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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A pluripotens 06ssejteket alkalmazo kutatdsok egyre tobb teriileten jutnak fontos
szerephez ¢s az Ossejtek széles korli gyakorlati alkalmazasa belathato kozelségbe keriilt. Ezen
sejtek kUdnlegessége abban rejlik, hogy megfeleldé k&uUmeények k&xdt megtartj&k
pluripotens &lapotukat, folyamatosan n&vekednek, oszt&inak, vagyis imegJul&ra képesek.
Emellett képesek arra is, hogy mind a h&om cs falemez iré&yéba differenciddaljanak, spontén
illetve iray fott malon. E tulajdonsagok miatt a pluripotens éssejtek igen hasznosak biolGyiai
alap-, illetve orvosi- kutat&okban, pd@dal gydQyyszertesztekben, vagy betegségek
modellezében. Mindemellett a human &ssejtek lehetdséget nyujthatnak szamos betegség,
pédal a Parkinson-kor, gerincveldi sériilések vagy a diabetes ter&id gydyy i&doan is.
Tchbféle pluripotens dssejt tipus ismert, amelyek koziil az 6ssejt kutatasokban az embrionalis
6ssejtek (ESC: Embryonic Stem Cell) haszndata az &talaosan elterjedt. LaboratGiumi
kdumeények k&xdt ESC-k hdyagesta dlapotd embriok embriocsomojabol nyerhetoek.
Szanos faj esetéven az ESC-k alap i&a komoly biol&yiai korldokba (ikéxik, mind ez id&g
csak néhany faj ismert (egér, patkany és féemlésok), beleszaniva az embert is, ahol a
pluripotens embriondis 6ssejt vonalak izold&sa sikerrel jat. Ezen felll a huma& embriondis
Gssejt vonalak lé@rehoz&dnoz sziksées human embrick kinyerése tovébbi neh&séyekbe
Ukcxik, mind bioldiai mind pedig etikai okokbd. Ezé&t, egy az embrick felddoz&a
elkeriilé pluripotens sejtvonal el6all i&i eljad komoly elényt nyuajthat az Gssejt kutatas €
terdpia terdeté. Az indukdt pluripotens 6ssejtek (iPSC: Induced Pluripotent Stem Cell)
alkalmazésa egy alternativ megoldast jelenthet e problémék lekiizdésére, mivel azok felndtt
testi sejtek genetikai ujraprogramozasaval hozhatéak 1étre, a pluripotenciaért felelés gének
bizonyos kombin&igdnak a sejtekbe vald tdexpresszdtat&aval. Tovébba p&iens-
specifikus iPSC-k klinikai haszndatéval, elm@etileg a transzplantacio utani kilokodés is
elkeriilhet6 volna, amely a jelenleg alkalmazott idegen donortd szamazOdssejt terapia egyik
sarkalatos problénga. Mindemellett, genetikai eredetli betegséget hordozo testi sejteket
yraprogramozva, betegsey-specifikus iPSC vonalak allithatdéak elé, amelyek az adott
betegs& modellez&é&e illetve gydyyszerfejleszté&re & tesztelé&re haszndhaté&ak. Ezzel az
eljaasal teh& g & ny it a szem@dyre szabott terdpidk kidolgoz&anoz, hiszen az iPSC-k az
adott p&iens teljes genetikai inform&iga hordozz&, my egyedi lehetdséget biztositanak a
ter&i& megold&ok kivdaszt&aban is.

Kutat&soportunkban szamos emlds fajbd (egé, nyd, humé) szamazd ESC-alapu

kutat&s folyik. Azonban az ESC-k fent eml fiett limitalo tényez6i miatt az iPSC-k |érehoz&a
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& alkalmazasa sok tekintetben elényosebb volna. Mindemellett, az irodalomban sikerrel
szanoltak be iPSC vonalak izold&ad olyan fajokban is, ahol az ESC vonalak hdyagcs 1a
embridkbol torténd izolalasa kudarcot vallott. Ez&t munkam elsédleges cdja az volt, hogy
egy megb Ehatd (raprogramoz&i rendszert Al fsak be egé& sejteken, mely rendszer (vagy az
annak hasznalata soran gyiijtott tapasztalatok) a késébbiek soran adaptdhat® mas emlds
fajokra is, pddail nyd- vagy human- sejtt pusokra.

Tovébbi c&om volt, hogy a I&rehozott iPSC vonalakat teljes kortien jellemezzem azok
pluripotencigd&a, in vitro & in vivo differenci&i& képessegée. V&, de nem utolsGsorban
pedig a karakterizacidban jol szereplé vonalakat felszaporisam & hosszti&rra t&oljam
kutat&soportunk részée.

Szanos iPSC (raprogramozO rendszer léezik, amelyek hatékonys&ukban & az
Uraprogramoz® faktorok bejuttatédnak mdldjéban jelent6sen eltérnek egymastol. A
megfeleld rendszer kivalasztasa és beallitasa a téma széleskori tanulmayoz&aa & az
irodalomban megjeldt egyes rendszerek megismeré&é&, sszehasonl i0 elemzé&é kovetelte
meg. By a fent kijeldt cdok el&@&ének &dekéoen a munkan elsd 1épéseként ké robosztus
integrd&dG (lentiv Tus, transzpozon) & egy nem integrdd&lG rendszert (fehé&je bevitel)
tanulmayoztam egé& sejteken. C&om az volt, hogy a haom U(raprogramozo6 rendszerbél a
tapasztalataim alapjan leghatéonyabbnak bizonyul® rendszert/rendszereket adaptdjam
huméan sejtek Jraprogramoz&anoz.

Ezek mellett munkan ré&ze volt az is, hogy olyan &tékes iPSC vonalakat is alap fsak
kutat&soportunk szén&a, amelyek mentesek vagy mentesithetéek az integrddlott
transzgént6l. E munka sorén a ké& alkalmazott integrddaidkivahatorendszerrel (lentiv Tus,
transzpozon) alapiott iPSC vonalakbd a transzgén kivayaa kséeltem meg. By, a
pluripotencidért felelés transzgén eltavolithat&G&ydnak & hat&dnak széleskorli vizsgdataa
nyilt lehetdségem, amely kisérletek szamos tjszerti eredménnyel bdvitették a téméval
kapcsolatos eddigi ismereteket.

A munka t&vlati céja pedig az volt, hogy az (raprogramoz&rd szerzett &teékes
tapasztalatokat, technikai ismereteket tovébb alkalmazva transzgén-mentes, betegséy-
specifikus iPSC vonalak alapitasat segitsem el6 laborat&iumunkban, betegségek modellezése
cdjdd. A munka soran eldall fott & karakterizdt egé&/human iPSC vonalak e kutat&ok

kontroll vonalaiként is szolgdnak.

10



IRODALMI ATTEKINTES

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A pluripotens dssejtek

Az (n. pluripotens 6ssejtek mé&y nem specializadalott sejtek, amelyek folyamatos
osztal&ra & dhmegul&ra képesek. Aszimmetrikus osztal&uk sord&n, Emagukkal
megegyezO-, valamint mar egy bizonyos iranyba elkotelez6dott- utGisejteket, Un. prekurzor
sejteket is keépesek létrehozni, vagyis differencialédni. Az Gssejtek in vitro tenyésztési
kguUmények k& dt differencidatlan dlapotukban korl&lan ideig fenntarthat&ak. A
teny&ztési kGUmeények megvatoztat&aval pedig spontan, illetve irday fott differenci&iuk
érhet6 el a harom csiralemez (ekto-, endo-, & mezoderma) bamely iraoy&ba.

Azonban a pluripotens &ssejtek mellett |éeznek tovébbi Ossejtek is, amelyek
csoportosihatéak pédal a differenci&i& potenciguk alapja. A legmagasabb
differenci&i& potenciaval rendelkez6 6ssejtek az un. totipotens sejtek, amelyek a szervezet
&szes embriondis & extraembriondis, sejt- illetve szvett pus&vakéesek specializadaini.
Totipotens Ossejt a termékenyitett petesejt, illetve a zigbtaban az elsé néhany 0sztGla soran
keletkezett sejt, m& néven blasztomer. A fej6d6 embrid esetében a blasztomerek
totipotencida dtaldan 2-, 4-, esetleg 8-sejtes staliumig tart, ez azonban dlatfajonként eltéro.
A totipotencia legfobb kisérletes bizonyitékai az embriofelezés és blasztomer atiiltetési
kisérletek, amelyek segitségével identikus ikreket allitottak el6 szamos allatfajon (Williams et
al. 1984; Nagashima et al. 1989; Willadsen 1980; Tsunoda & McLaren 1983; Allen & Pashen
1984). E sejteknél valamivel alacsonyabb differenciacios potenciaval rendelkezé sejtek a
pluripotens 6ssejtek. A pluripotens Gssejtek az extraembriondis sejtt pusok kialak i&daa ma
nem képesek (pé&dail magzatburok), azonban mindh&aom cs ralemez sejtjeit Ié&rehozhatjk,
valamint ivarsejtek képzé&sée is alkalmasak. E csoportba tartoznak az embriondis-,
primordidis- & teratomakbdl izolalt, valamint az indukalt pluripotens &ssejtek is. A
pluripotens sejtekn@ alacsonyabb differenci&i&® potenci&val rendelkezé sejteket
multipotens 6ssejteknek nevezzik. A multipotens Ossejtek mar valamilyen szovettipus
iranyaba elkotelezodtek, ivarsejtek |érehoz&&aa nem kévesek, azonban meéy szamos
szovettipus kialakulhat bel6liik. Erre pdda a mezenhimdis- vagy a vérképzo- Ossejtek
ma csak néhay vagy egy bizonyos sejtt pust kéesek lérehozni (unipotens), azonban a
differencialodott sejtektdl eltéréen még osztodasra és Onmegljulasra képesek. Ilyenek a

progenitor (elédsejtek) vagy m& néven prekurzor sejtek.
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Az Ossejtek szamazauk alapjan is csoportos ihatéak, ahol megkUdnbcrtetink
embriondis-, magzati-, illetve sz&veti- eredetii (vagy mas néven ,.felnétt”) Ossejteket. Az
embrionalis &ssejt tipusok az embriondlis fejlodés és a sziiletés kozeli (post-natal)
szakaszokban figyelhetdek meg. A magzati Ossejtek a magzati szervekbdl, vagy az
extraembrionalis szOovetekbdl szarmaznak, mig a szdveti Ossejtek a mar felndtt szervezet

egyes szerveiben vannak jelen.

Az embrionalis 0ssejt tipusok:

e Embrionalis 6éssejt (ESC: Embryonic Stem Cell): olyan pluripotens &ssejt, amely a
pre-implant&i& dlapotUholyagesira embrid belsé sejtcsomGad (ICM: Inner Cell
Mass) szamazik (Evans & Kaufman 1981; Martin 1981).

e Epiblaszt 6ssejt (EpiSC: Epiblast Stem Cell): olyan pluripotens éssejt, amely a ma
implantddalott embrio epiblaszt ré&egébdl szarmazik (egé&ben: E5,5 - E6,5 napos
embri@ (Brons et al. 2007). Habar pluripotens ssejtként kategorizalhatoak, meg kell
jegyezni, hogy az ESC-kt6l mind génexpresszios mintazatukban, mint pedig
metil&i& & X kromoszdna inaktiv&i& dlapotukban elté&nek. Emellett az ivari
kiméra képz6 potencialjuk is joval kisebb az ESC-khez képest.

e Embriondis csTasejt (EGC: Embryonic Germ Cell): olyan pluripotens &ssejt, amely
az 6sivarsejtekb6l (PGC: Primordial Germ Cell) szamazik. Differenci&i&
képess&yik az ESC-khez hasonl@ azonban génexpresszics mint&atuk nem teljesen
megegyezO azokkal (Matsui et al. 1992).

e Embriondis karcindmasejt (ECC: Embryonic Carcinoma Cell): olyan pluripotens sejt,
amely az ivarmirigyekben keletkez6 teratokarcindm&bd szamazik. E
teratokarcindn&, olyan tumorok, amelyekben szamos ma specializadalott
szOvettpus taldhatg valamint egy meé nem differenciddlott pluripotens
sejtpopulacio, amelybdl maguk az ECC vonalak alap thatéak. Az ECC-k szintén
fontos eszkcxei a pluripotencia tanulmayoz&anak csak(pgy, mint az ESC-k &
EpiSC-k, azonban a kutat&okban val& haszndatuk elterjedésé& korléozza az ECC
vonalakban gyakran megfigyelheté kromoszdna rendellenességek meglée (Hogan
1976; Martin 1980; Robertson 1987).

o Trofoblaszt 6ssejt (TSC: Trophoblast Stem Cells): olyan multipotens 6ssejt, amely a
holyagcsira allapotii embrio trofektodermalis rétegébdl szarmazik. A trofektoderma
eredetli sejtek az eml6s embrid6 méhben valo taléléséhez elengedhetetlenek.
Specializalodasuk még az embrid méhbe vald implantdlodasa el6tt torténik meg, és

szereplk a ménlepény kialak i&d&a korldozdalik, a magzat embriondis sz¢veteinek
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lérehoz&&a nem kéesek (Tanaka et al. 1998).

e Extraembriondis endoderma sejt (XEN: Extra-embryonic Endoderm): olyan
multipotens Gssejt, amely a holyagcesira allapoti embrio primitiv endoderma rétegébdol
szamazik. A XEN sejtek az extraembriondis endoderma réeg prekurzorjai, & az
embriondis fejlédésben van fontos a tépldat tamogatdszerepik (Kunath et al. 2005;
Shimosato et al. 2007). A kutatisokban a korai emlds embrionalis fejlédés

tanulmanyoz&aa haszndj.

A magzati 0ssejtek:

A magzati Ossejtek olyan sejtek, amelyek magzati szervekbdl (példaul: maj, csontveld,
V&) vagy az extraembrionalis szovetekbdl (magzatv £, méhlepény) szamaznak (Abdulrazzak
et al. 2010). E sejtt pusok egy kéetes fenot pust kéviselnek az embriondis & a felnétt
Ossejtek kozott € szamos tulajdons&ukban elté&nek azoktd. A magzati Ossejtek nem
mondhat&k sem teljesen pluripotensnek, sem multipotensnek. A szoveti Gssejtekhez képest
egy primitwebb dlapotot kéoviselnek, mivel magasabb n&vekedé&i kinteikéval, kisebb sejt
méettel & a tumorosod&ra valo hajlam hidoy&val rendelkeznek. Emellett differenci&i
potenciduk & in vivo szOvet regener&iG kéess&yik is magasabb a felnbtt Gssejtekhez
képest. Potenciajuk az embrionalis 6ssejteknél alacsonyabb, azonban pddaul a szUet& utani
extraembriondis sz&vetek olyan sejtforrat jelentenek, amelyekhez embrick haszndata nékil
juthatunk (Marcus & Woodbury 2008; Spinelli et al. 2013). Ezen elényos tulajdonsagaik
miatt a regenerat ¥ medicina terleté haszndatuk méetes, pre-klinikai tanulméyokban ma
szamos betegs€y gy@y iadan sikeresen alkalmazté& (pddaul: csont diszpl&ia, rekeszsév,
I&z&i rendellenesséy sth.). Tovdbba kértes stéuszuk miatt a genetikai (raprogramoz&s

terUetén jelenthetnek hasznos kiindulGsejtforr&t (Abdulrazzak et al. 2010).

A szoveti ossejtek:

A szoveti 6ssejtek a felnétt szovetekben talalhato multipotens vagy unipotens Gssejtek.
Alapvetd funkciojuk az adott szovet fenntartasa és helyreallitasa, amelyben elhelyezkednek,
teh& szoveti s&@U& esetén az adott szerv regener&iG tartalékait keépezik. Szoveti dssejtek
taldhataak pddal a boérben, a csontvelében, az agyban, a vé&ben, a mgban & a
v&aizomzatban. Ide tartoznak példaul a vérképz6 (hemopoetikus) &ssejtek, amelyekbdl
kiilonb6z6 vérsejt tipusok differenciddainak. Valamint ilyenek a mezenhimalis Gssejtek,
amelyek mezodermdis sejtt pusokka pddaul, izom-, csont-, porc-, vagy zs¥- sejtekké

képesek differenciddlni. A szoveti Ossejtek jelentdsége a regenerativ medicina terUetén igen

crer
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génterdpia alkalmazaokban lehet. Az egyik legjobb példa talan a vérképzo6 rendszert érintd
megbetegedések bizonyos tipusaiban a csontveld atiiltetés alkalmaz&a, de ide tartozik az

mezenhimdis sejtek csont- & porcs&Ué&ek soran valGalkalmaz&a (Schroeder et al. 2015).

2.1.1. A pluripotens sejtek felfedez&eének m&fddkovei

Az els6 pluripotens 6ssejtvonalak, amelyeket I&rehoztak & in vitro k& Umeények
kcx Gt fenn tudtak tartani az ECC-k voltak (Hogan 1976; Martin 1980). Az ECC vonalak in
vitro tenyéztése soran gylijtott tapasztalatok és ismeretek révén, nagy attorést hozott, amikor
ugyanabban az évben két kutatocsoport is elséként szamolt be eg& ESC-k izoldaad &
azok sikeres in vitro tenyé&ztésérdl (Evans & Kaufman 1981; Martin 1981). Kcxel 20 érre
volt sziksé& ezutén az Jabb &tdrére: 1998-ban humé embrickbd sikerdt humé ESC

-

vonalakat lérehozni & in vitro tenyé&zteni (Thomson et al. 1998). Az ESC vonalak
I&rehoz&a & in vitro tenyé&zté&si k&giUmeényeinek kidolgoz&a ( utat nyitott a kutatck
szanda a korai embrionalis fejlédés tanulmanyozasara, €& szanos (j ismerettel egész fette ki
az embrioldyia terUeté&. Tchbek kézdt ezek az ismeretek, vezettek tovébbi 6ssejt tipusok
(EpiSC, XEN, TSC)-, valamint Takahashi & Yamanaka 2006-ban publikdt felfedez&sénez,
ahol az embrionalis 6ssejt alapitasi technologiat kombinaltak a testi sejtek pluripotens
dlapotvavalddirekt graprogramoz&aval. Ezt az ESC-hez hasonlo 6ssejt tipust indukdhato
pluripotens dssejteknek nevezték el, & a technoldgia folyamatos fejlédésével megnyitottdk az

utat a szemédyre szabott orvosl& & szamos (szerl felfedezé& irdnydba.

2.1.2. A naiv & ,,aktivat” (primed) pluripotencia

Az pre-implantdt hdyagcs fa dlapotlegé& embrid (E4.5) belsé sejtcsomd epiblaszt
rétegébdl alakul ki az egész embrid, igy a korai epiblaszt réteg funkcidjdban a fejléddés
alapallapotanak tekintheté (,,ground state epiblast”). Az ebben a staliumban izoldt eg&
epiblaszt sejtekbdl hozhatéak lére az ESC-k (Evans & Kaufman 1981; Martin 1981),
amelyek pluripotencida in vitro kGUmeények k&xdt, egé fibroblaszt t&plAo sejtréegen,
Leukénmia Inhibitor Faktor (LIF) & (szUdt szarvasmarha sz&um (FBS: Fetal Bovine
Serum) hozzad&&val fenntarthatd (1. bra). A LIF a LIF/JAK/STAT3 (ré&zletesen |&d a
elésegitve igy a pluripotens allapot fenntartasat (Smith 2001). Az ESC-k fibroblaszt-mentes
& FBS-mentes tenyé&zt&si kGUmények kéedt is fenntarthat&k in vitro LIF jelenléében az
Un. 2i kondTid alkalmaz&éaval. A 2i kondTid a differenciacidért felelos MEK/ERK
(részletesen 1&d: 2.1.3. bekezdésben) jel&viteli tvonal & a Glikogén Szint&a Kin&-3 (GSK-

3) kismolekul&kal vald blokkol&an alapul (Ying et al. 2008). A ma éppen be&yazalott
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(post-implant&i&) egér embrio (E5.5) késbi epiblaszt rétegét izolalva szintén pluripotens
sejtpopulacio nyerhetd, amelyek az Gn. epiblaszt éssejtek, azonban ezek a sejtek nem LIF,
hanem fibroblaszt n&vekedési faktorral (FGF: Fibroblast Growth Factor) & ACTIVIN
hozzad&&val tarthatéak fenn (Brons et al. 2007) (1. &bra). Az ESC-k & EpiSC-k teh&
egyarant pluripotensek, azonban eltéré jelatviteli utvonalak aktivalasaval/blokkolasaval
tarthatéak fenn. By egyes feltevések szerint ké&fde pluripotens dlapot kiilonboztetheté meg,
amelyeket az Un. naiv- & az aktivat- (,,primed”) pluripotencia nével illetnek. Ezen elmé&et
szerint az eg& ESC-k naiv pluripotenci&val rendelkeznek, & a pre-implantdt epiblasztot
reprezentdj&k. M@ az EpiSC-k egy elérehaladottabb, Un. aktivat pluripotens d&lapotot
képviselnek, és a késoi post-implant&i& epiblasztot reprezentdj&k. E felteveést tanasztja ala
az a tévy is, hogy mg az ESC-k magas-, addig az EpiSC-k igen alacsony kimé&a képzb
kéesséygel b Tnak, vagyis egysegnyi sejtszamra vonatkoztatva mind a kimé&& szama, mind
pedig a szoveti kim&izmus %-a jelentésen alacsonyabb az EpiSC-kn@ az ESC-khez
viszony iva. Emellett nénay, a pluripotencia fenntart&dban szerepet j&szO transzkripcics
faktor expresszigéban is elt&é&ek mutathatéak ki a ké& sejtt pus kéedt, pddail a kruppel-
szerli faktor 4 (KLF4: Kruppel-Like Factor 4) csak az ESC-kben detektdhatG Tovéba a
naiv eg& ESC-k FGF & ACTIVIN jelenléében EpiSC-veédifferencidtathat&k (Nichols &
Smith 2009). Az EpiSC-ben a KLF4 tdexpressziojat kovetden olyan yraprogramozott
vonalakat figyelt meg egy munkacsoport, amelyek a naiv ESC-kre jellemz6 expresszics
mint&atot mutattak, & cs¥avonal kompetens kimé&&at formdtak (Guo et al. 2009) (1.
&ora).
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Post-implantalt
embrid

Pre-implantalt
embrid

Korai epiblaszt

In vivo

Implantacio

Késdi epiblaszt

In vitro

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

Nichols és Smith (2007) nyoman

1. abra
A naiv és ,aktivalt” (primed) pluripotencia

A human ESC-k szintén a korai epiblaszt sejtekbdl szarmaznak csakagy, mint az egér
ESC-k (Thomson et al. 1998), azonban azok szamos tulajdons&ukban ink&bb az egé& EpiSC-
kre emlékeztetnek, mint pddal morfol&igukban vagy az alkalmazott tenyé&ztési
k&Umeényekben. Tovdbba az EpiSC-k & huma ESC-k é&zékenyek az olyan passzassi
elja&okra, amelyek egysejtes dAlapotot eredményeznek, ellentében az eg& ESC-kkel
(Hanna et al. 2010). E jelenséy arra engedett k&vetkeztetni, hogy az ez idag alap fott human
ESC-k ma egy el6rehaladottabb staliumban lehetnek, inkdob az aktivat pluripotens dlapotot
képviselik. Nemré&y egyes munkacsoportoknak sikerdt komplex tenyésztési paraméereket
kidolgozniuk, amelyben olyan huma&n ESC-ket tudtak alapiani & fenntartani, amelyek
molekul&is- & funkciondis- tulajdons&jaikban kcxelebb dltak a naiv egé& ESC-khez, mint
az eg& EpiSC-khez (Gafni et al. 2013; Chan et al. 2013). Azonban ezek a rendszerek meg
mindig FGF, TGF-p &lvagy sz&um-figgéek. Takashima et al. (2014) human pluripotens

ya

sejtek naiv dlapotba vald konverziga keéelte meg NANOG & KLF2 faktorok
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tdexpresszatat&aval. Az my lérehozott sejtek nagyon hasonl&k voltak az egé& naiv ESC-
khez & képesek voltak az ICM-be beé&Uni.

A naiv & aktivat pluripotens dlapot felismerée kulcsfontoss&y ismeretekkel
bévitette a korai embrionalis fejlddéssel foglalkozGtudomanyt, valamint a ma is haszndt egé
& human sejttenyé&ztési kond Tick kidolgozasaban is alapvetd szerepe volt. Emellett a sejtek

genetikai ujraprogramozasaval kapcsoltban is szamos ujszeri ismerettel szolgalt.

2.1.3. A pluripotencia molekul&is alapjai

s s s s

A pluripotens dlapot kialak izz&&t & fenntart&aat sejtes szinten az Un. pluripotencia
faktorok feleldsek, amelyek a transzkripcios faktorok csaladjaba tartoznak és a gének atirasat
(transzkripcigd) szabd8yozz&. E transzkripcics faktorok kiilonboz6 jelatviteli tvonalakon
keresztd aktivAdinak/blokkoldalnak, amelyek eg& & human ESC-k esetén szamos esetben
elté&nek egyma&td, illetve egyes esetekben ellentées szereppel binak. A pluripotencia
fenntart&&pan szerepet jaszo jelaviteli Uivonalak az al&biakban kerUnek bemutat&ra,
kiemelve e tekintetben a ké faj kcz@ti elté&éseket.

LIF/JAK/STATS3 jel&viteli Ckvonal:

A LIF/JAK/STAT3 jelatviteli utvonalban a LIF ko6tddésén keresztiil aktivalodik a

Janus Kin& (JAK), ami a szigndtranszdukci& & transzkripcicaktivdor 3 gén (STATS3:

P

foszforilAdlott STAT3 a sejtmagban a cé@génckhez kotddve szabalyozza azok expressziga
(Niwa et al. 1998) (2. ébra).
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A pluripotencia fenntartésébar%sitt)areret jatszo jelatviteli atvonalak

Az eg& ESC-k tenyésztéséhez a LIF egy alapvetd fontossagi faktor, amely az
Interleukin-6 citokinek ké&xé tartozik. A LIF-et az eg& embriondis fibroblasztok (MEF:
Mouse Embryonic Fibroblast) is termelik, amelyet az ESC-k t&la0 sejtréegekeént szoktak
haszndni & a pluripotencia fenntart&dban van szerepe a differenci&iogél&aan keresztl. Az
ege& ESC-k esetében a STAT3 leggyakoribb cé&génjei az ,,Octamer-binding factor 4” (Oct-4),
»SRY (sex determining region Y)-box 2” (Sox2) & Nanog, melyeknek az 6&ssejtek
dmeglul&doan & pluripotenciduk fenntart&dan van kulcsfontossaUiszerepik. A STAT3
gal&a egé& ESC-kben az endodermdis & mezodermdis gének aktiv&xiga eredményezi,
al&amasztva ezzel aktivit&anak szerepét a differenciacid megelézésében (Bourillot et al.
2009).

e

transzlok&igd&, azonban e jelaviteli Uvonal aktivddGl&da dimagdéban nem elegendé a
pluripotens dlapot fenntart&dnoz (Dahé&on et al. 2004). Haba, ahogy azt a 2.1.2.-es
bekezdés taglalta, a 2i kondTid (amely a LIF-et magdba foglalja) tovébbi faktorokkal
Kiegész iive naiv pluripotens allapot érhet6 el human sejtek esetéen is. Teh& a human ESC-k
pluripotencigédban valamilyen m&lon megis tovébbi szerepe lehet e jel&viteli Civonalnak,

vélhetéen azonban az eg& ESC-kt6l eltéré modon.
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TGFE-B jelatvitel tivonalak:

A , Transforming Growth Factor-B” (TGF-B) csala tchb mint 40 fehé&jé/faktort
foglal magaba, amelyekbdl a pluripotencia szempontjébd a TGF-f/ACTIVIN/NODAL & a
csont morfogén feh&jeéknek (BMP: Bone Morphogenetic Protein), valamint a n&vekedési

differenciai& faktoroknak (GDF: Growth Differentiation Factor) van fontos szerepik. A
TGF-pB faktorok a ,,SMAD” feh&jé (Sma: Second mitochondria-derived activator & Mad:
Mothers Against Decapentaplegic) aktiv&i@aban jészanak szerepet. A SMAD-2 & 3 a TGF-
B/ACTIVIN/NODAL fehé&jé jelaviteli tvonalan keresztd aktivAdainak, m g a SMAD-1, 5
& 8 a BMP uvonalon keresztd (Wrana et al. 1992). A TGF-B csaladhoz kapcsolodO
jel&viteli Gvonalaknak komplex szerepik van a pluripotencia szabdyoz&&ban, amelyek a
SMAD fehé&jé& sejtmagi transzlok&igan keresztdd a cdgének expressziganak
szabdyoz&dban jutnak évenyre (2. &ra).

Egé& ESC-k esetében a BMP a SMAD fehé&jéken keresztil aktivdja a differenci&i
galo géneket LIF jelenlé&ében, blokkolva ily md&lon a neurdis differenci&id (Ying et al.
2003). A TGF-B/ACTIVIN/NODAL jelatviteli utvonal nem alapvet6 fontossgUiaz eg& ESC-

Kk pluripotencigéban, inkdb a normdis sejtoszt&l&ban van szerepe (Ogawa et al. 2007).

Az egé& ESC-kkel szemben, a humé ESC-kben a BMP jel&uviteli (tvonal szerepe a
trofoblaszt ir&yd differenci&io eldsegitésében van (Xu et al. 2002), tovébbg a TGF-
B/ACTIVIN/NODAL utvonalnak is eltéré szerep tulajdonithaté. A SMAD-2, 3 feh&jeken
keresztU e jel&viteli Ctvonal a humé& ESC-k éhmegljul&dban jaszik fontos szerepet. Ezt
témasztj&k aldazok a k B&letek, ahol az ACTIVIN & NODAL stimul&iga keresztU az
OCT-4 & NANOG expresszis szintje emelkedett, m @ a jelaviteli Gvonal gél&aval e gének

expressziga jelentdsen csckkent (Xiao et al. 2006; Vallier et al. 2005).

A GDF3 szintén a TGF-p csalal tagja, szerepe azonban az eg&- & human ESC-kben
eltér6. Eg& ESC-kben a GDF3 csckkenése a pluripotencia fenntart&& eredményezi, mg
hum& ESC-kben a GDF3 tdexpresszdtat&aval lehet eléni hasonldhatdt. A GDF3 teha
BMP antagonistaként alkalmazhat§ alacsony koncentr&ichan az eg& ESC-k
pluripotenciganak fenntart&dban van szerepe, m@ magas koncentr&ichan alkalmazva a

huma ESC-k pluripotens Alapota tamogatja (Levine et al. 2009).
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MEK/ERK jel&viteli Ctvonal:
A fibroblaszt névekedési faktorok jeldvitele a Mitogén-aktivdt protein

kin&/Extracellul&is signd-requldt Kin& (MEK/ERK) UGvonalon keresztd taténik. A
MEK/ERK (tvonal az ERK/MAPK néren is ismert (2. &bra).

Az eg& ESC-k pluripotenciganak fenntart&& segii a MEK/ERK (vonal gél&a
(Burdon et al. 1999; Stavridis et al. 2007). Azonban ez a gal& magdban az dmegul st
nem kéoes elbsegiteni, ehhez tovabbi jelatvitelek aktivacidja/gatlasa sziikséges. Ilyen
géolja az MEK/ERK (PD0325901) Uvonalat, valamint aktivdja a WNT/B-CATENIN
uvonalat a GSK-3 inhibitorral (CHIR99021), LIF jelenlé&ében pedig a LIF/JJAK/STAT3
uvonalat aktivdja (Ying et al. 2008) (2. &ora).

A Huma ESC-k in vitro tenyé&szté&séhez az egé& ESC-kkel szemben FGF hozz&ad&a
szikse&ges, ahhoz hogy pluripotens &lapotukat fenntarts&. Az FGF megvon&&val, vagy az
Dvorak et al. 2005). Az FGF receptor kotddése szamos jelatviteli utvonalat aktival, azonban a
hum& ESC-k fenntart&dban az MEK/ERK jel&vitelnek van szerepe (Kang et al. 2005).
Egyesek bemutatt&, hogy az FGF-2 az inzulin-szerti novekedési faktor-2 (IGF-2: Insulin-like
Growth Factor-2) szekr&igd indukdja a t&pladofibroblaszt réeg sejtjeiben, ami eldsegiti a
human sejtek differencidatlan dlapot&nak fenntart&& (Bendall et al. 2007; Greber et al.
2007). M&ok pedig azt bizonyiott&k, hogy m@ az endogén FGF-2 jelavitel (t1d6
fibroblaszt réeg dtal termelt) a human ESC-k differencidatlan dlapoté tartotta fenn, addig a
tenyésztdomédiumhoz adagolt FGF-2 indirekt md&lon a sejt hald & apoptdikus gének

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

WNT/B-CATENIN jel&viteli Ctvonal:
Ebben a jeléviteli Ctvonalban a WNT fehé&je a receptor komplexhez csatlakozva,

transzmembran receptorokon keresztiil a B-CATENIN fehé&je stabilit&& szabdyozza. WNT
jelenléében a B-CATENIN a sejtmagban transzlokddlik & a cdgénekrdl atirodo fehérjék
expressziga (pédal: OCT-4, REX1, NANOG) szabdyozza. A WNT fehé&je hiaydban
pedig a B-CATENIN a GSK-3 foszforil&iga dtal degradddlik (2. dbra). A WNT/pB-
CATENIN utvonalnak az &ssejt jelleg fenntart&dban valO szerepe mé nem teljesen
tiszt&ott, az egyes tudomanyos kozlemények igen eltér6é fontoss&got tulajdon fanak szanaa.
Az eg& ESC-k esetén a WNT/B-CATENIN Civonal aktivdhatd volt a GSK-3 gél&aval,

amely a sejtek differencidatlan dlapota tartotta fenn révidtavon. Amikor pedig a 2i
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kondTidhan ennek az U(vonalnak az aktivaiga kombindt&k a LIF/JJAK/STAT3
aktivaigaval & a MEK/ERK gél&aval a sejtek hossztavumegul&aa étek el (Ogawa
et al. 2006; Umehara et al. 2007; Ten Berge et al. 2011).

Hum& ESC-k esetén pedig azt mutatt&k be, hogy a WNT/B-CATENIN (ivonal
aktiv&iga szintén a sejtek differenci&igda gdolta, azonban a B-CATENIN atali
transzkripci& faktorok aktivaiga minimdis volt a differencidatlan sejtekben (Sato et al.
2004). Teh&@, a WNT/B-CATENIN utvonal 6nmagaban feltételezhetben nem elegendé a
pluripotencia fenntart&&noz, azonban az irodalmi adatok igen eltéréek, Dy valdli szerepik

tiszt&a&anoz a szerzok az tvonal tovabbi tanulmanyozasat javasoljak (Wray és Hartmann
2012).

Az ESC-kben a fent tagyalt jel&viteli (tvonalak a pluripotencidban szerepet jészO
cdgeének expressziga szabdyozz&. Genetikai- & transzkripci& profil- tanulmanyok soran
szamos pluripotenciaért felelds transzkripcic faktort sikertlt ma azonos iani, mint pédaul az
OCT-4, SOX2, NANOG, FOXD3, ID, stb. Ezek k&xU h&omnak van kiemelt szerepe,
amelyek az OCT-4, SOX2 & a NANOG. Az aldébiakban e h&om kulcsfontoss&yu faktor
kerd bemutat&ra, amelyek azét jelent6sek, mert a pluripotens transzkripci& hdcrat alapja

képezik.

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

transzkripcids csaladba tartozik és eldszor egérben irtak le (Okamoto et al. 1990; Rosner et al.
1990; Schder et al. 1990). A jelenlée elengedhetetlen az embridgenezis sordn, valamint
ESC-kben a pluripotencia kialak i&&an & fenntart&dban. A pre-implant&i& embriondis
fejlodés soran a kompaktizacié el6tt minden sejtben expresszal, majd a hdyagcs fa dlapot
embridhan expresszia ma csak az ICM sejtjeire korldozdalik. Az embrid implant&iga
kovetden mar csak a primitiv endodermaban detektalhato, amely az embridgenezis soran a
elcsendesd (Nichols et al. 1998; Shi & Jin 2010). Az OCT-4 nagyszanuUfaktor expressziga
szabdyozza, mint péddal az FGF4, UTF1, OPN, REX1, FBXO015, SOX2 & CDX2
(Nishimoto et al. 1999; Zeng et al. 2004). A megfelel6 OCT-4 szint az ESC-k pluripotencig&
tartja fenn, annak csckkenése trofektodermdis-, m @ tdexpresszi@a primit v endodermdis &
mezodermdis- irayudifferenci&id okoz (Yeom et al. 1996; Niwa et al. 2000; Niwa 2001).
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SOX2:
A SOX2 fehé&je, a SOX transzkripci& csala tagja € emlds embridkban az

embricgenezis korai szakasz soréa kezd el expresszdni, majd az ICM-ben &i el a
legmagasabb szintet (Avilion et al. 2003; Masui et al. 2007). Csaklgy, mint az OCT-4, a
SOX2 is az embridgenezisben valamint az ESC-k pluripotenciénak kialak i&dban, &
stabilizd&dan jaszik szerepet. ESC-kben a SOX2 megfelel6 szintli expresszidja a
pluripotens d&lapothoz elengedhetetlen. Annak tdexpressziga egé& ESC-kben nem
endodermdis irayudifferenci&ia eredmeényezett, pddaul neurdis differenci&id (Zhao et
al. 2004; Kopp et al. 2008). A SOX2 az OCT-4 feh&jével egy komplexet alkotva szabdyozza
a cdgenek expressziga (Tomioka et al. 2002).

NANOG:

A NANOG szintén egy transzkripci& faktor, ami jellemzéen az ESC-kben
expresszadlik. Az embricgenezis soran az ICM csak e feh&je jelenléében tartja fenn
pluripotens dlapot&d. ExpressziGa a nem differenciddalott eg&- & human- ESC-kben
egyarant detektdhatd valamint a NANOG-deficiens ESC-k differenciai&a hajlamosak
(Mitsui et al. 2003; Chambers et al. 2003). Csakigy, mint az OCT-4 & SOX2 esetéven, a
NANOG-nak is kézponti szerepe van a pluripotencia fenntartasaban, azonban az altala torténd
szabalyoz6 mechanizmusok egyelére nem teljesen ismertek. Egyes feltevések szerint a
differenci&ichoz szikséges bizonyos feh&jéket (GATA4 & GATAB) expresszAo gének
gal&aan keresztd képes a pluripotens dlapot fenntart&aa. Ma&ok szerint pedig aktivdja az
GmegJul&hoz sziksé&es feh&jék expressziGa (REX1, ID fehé&jék: Inhibitor of
differentiation proteins) (Ying et al. 2003; Mitsui et al. 2003; Chambers et al. 2003).
Genomidis tanulmanyok pedig azt mutatték be, hogy az OCT-4, SOX2 & NANOG fehé&jék
gyakran kotédnek azonos szabalyozod régidkhoz, egér- & humén- ESC-kben is. Ezek a
megfigyel&ek azt igazolt&, hogy e haom fehé&je fizikai, (n. feed-forward kdcschhat&ban
van egyma&sal & szamos esetben egytitesen fejtik ki a cégénekre gyakorolt szabdyozd
hat&ukat, illetve szabdyozz& chmaguk & egym& expressziga is (Sharov et al. 2008;
Boyer et al. 2005; Mathur et al. 2008).
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2.1.4. A pluripotencia igazol&a in vitro

Az (onnan lé&rehozott ESC/iPSC vonalak pluripotenciganak igazol&&a szamos
mdlszer alkalmaz&a terjedt el, mindazondtal jelenleg nincs olyan egységes fett protokoll,
amely réyz ien€ hogy mely eljaaokat kell alkalmazni ahhoz, hogy egy vonal pluripotens
allapotat egyértelmiien igazoljuk. A legtobb mddszer a pluripotencia definicidjabodl kiindulva
a sejtvonalak korldlan fenntarthatGaa illetve in vivo & in vitro differenci&i& képessegé

hivatott igazolni, amelyek az aldbbiakban kertnek bemutat&sra:

2.1.4.1. Morfol&iai krité&iumok

A tipikus eg& ESC morfol@gia: vilagos, lekerekedett sz¢lii koloniak, amelyek képesek
korldlan szanu oszt&l&ra, mikézben megtartjé&k pluripotens dlapotukat. Az egé& ESC-k
esetén a passzalastol az els6 osztodasig eltelt id6 k&ribelUd 10-14 &a (Pauklin et al. 2011),
Dy passzaauk dtaldvan 2-3 naponta szikséges. Az eg& ESC-kre jellemzé morfologiai
tulajdons&ok az egé& iPSC-kre egyarant jellemzbek.

A tipikus huma& ESC morfoldia: vil&os, kerekedett szélii koloniak, az egé& ESC-
khez képest a koloniak kilapultak és nagyobb terjedelmiiek, szintén kéesek korldlan szanu
osztal&ra, mikczben megtartj& pluripotens dlapotukat. A sejtekben a sejtmag ar&ya a
citoplazmédnoz viszonyiva nagy. A huma ESC-k esetén a passzalastol az elsé osztodasig
eltelt id6 koriilbeliil 31-56 &a (Ware et al. 2006). A human ESC-k passzd&a 5-7 naponta
szikseges, amelyet befoly&olnak a teny&zt&i kUmények & a sejtvonal genetikai hétere
is. A hum& ESC-kre jellemz6 morfologiai tulajdonsagok a human iPSC-kre egyarant

jellemzdek.

2.1.4.2. Génexpresszi& vizsgdat

A pluripotenciaért felelés gének expressziojat reverz transzkripciG-polimer&
|&ncreakcidval (RT-PCR: Reverz Transcription-Polimerase Chain Reaction) lehet vizsgdni. A
vizsgdni kwvant sejt pelletbol totd RNS izoldhatg majd abbd cDNS rthato & reverz
transzkripcidval. A cDNS ©y ma a genomidis DNS-hez hasonl&an PCR reakcidban
vizsgdhatO & ily modon az egyes pluripotenciaért felelds gének aktivitasa ellendrizhetd.
Altal&noss&ban az Oct-4, Sox2, KIf4 & Nanog gének expresszigd vizsgdjé, azonban
elterjedt tovabbi, a pluripotencia kialak iZs&ban szerepet jaszO genek (pédaul Utfl, Gdf3,
Fbxo15, stb.) aktivitasanak vizsgalata is. S6t, in. macro-array panelek seg isegével egyszerre

ak&a 92 gén aktivit&anak vizsgdata is elterjedében van a pluripotens dlapot bizony i&aban.
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2.1.4.3. Fehé&je&k & sejtfelsz mi markerek kimutat&a

Az ESC-k pluripotens dlapotanak fenntart&dban szamos feh&je illetve sejtfelsz mi
marker j&szik szerepet (I&d: 2.1.3. bekezdés). Ezeknek a markereknek a hidoy&/jelenléé az
alkalikus foszfat&- (AP: Alkaline Phosphatase) & immuncitokémiai- (ICC) festé&ekkel lehet
igazolni. Az AP olyan enzim, amely llgos k&nyezetben hidrolizdja a foszfa tartalmu
molekul&at. Az AP enzimnek tchb tpusa is ismert, amelyek ké&xd egyes form& egy
bizonyos szervre specifikusak (placenta, b&), mg m& form& nem sz&vet-specifikusak. A
nem sz&vet-specifikus AP expressza a mgban, a csontszOvetben, a tiidében & egy
izoformga magas szinten expressza pluripotens sejtt pusokban (ECC, EGC, ESC). Ezt a
jelenseéget kihaszndva, ESC vonalak alap i&a esetén az AP-pozitv koldnia formadal& a
pluripotens dlapot indik&oraként alkalmazhat& Azonban, ez a fest&s nem td &zékeny,
kvalitativ mddon nehezen értékelhet (Singh et al. 2012). A karakteriz&io szerves ré&szé
képezik tehd& az ICC-festé&sek, melyek antitesteken alapul® techniké&val egy adott
pluripotencidban szerepet jaszO marker jelenléé, illetve hiaaya mutatjk ki. A kczvetlen
kimutat& mellett a marker szubcellul&is lokaliz&iga is pontosan meghat&ozhat§ amely
annak funkcionalit&&a is utal. Szées k&ben elterjedt legalabb egy pluripotenciaért felelds
transzkripci& faktor- (pédal: NANOG, OCT-4, SOX2, |&d: 2.1.3. bekezdés), valamint
legaldbb egy membra marker kimutat&a, amelyekbdl egér és human fajokban a

leggyakrabban alkalmazottakat a 1. tébl&at ismerteti.
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1. tdblazat

A gyakorlatban elterjedt pluripotenciat igazol6 sejtfelszini markerek listaja egér és human modellben

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

SSEA-3es SSEA4

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

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

A sejtfelszini interakcickat szabalyozza
az embridgenezis soran.

Shevinsky et al. 1982
Kannagi et al. 1983

TRA-160 &s TRA-1-81

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

Human ESC, ECC és EGC-k feliletén
detektalhatd.

A sejtfelszini interakcidkat
szabalyozza.

Badcock et al. 1999

Human petesejtek és korai stadiumi
embridk feliletén detektalhatéak
E-CADHERIN A kalcium-fiiggd sejt-sejt Lietal 2012
interakcickban és azon keresztil a
sejtek integritasanak fenntartasaban

van sZerepe.

Transzmembran glikoprotein

2.1.4.4. Spontan differenci&idin vitro

Az in vitro differenciacioval a pluripotens Ossejtek azon tulajdonsaga vizsgalhato,
hogy képesek-e mindh&om cswalemez iranydba differenciddini (Eiges et al. 2002). E
tulajdons&a meglée szintén a pluripotens dlapot alapk&vetelméye. Az in vitro spontén
adhez v, vagyis letapadOsejttenyészeteket alkotnak, amelyek megfelel6 koriilmények kozott
aggregdumokka formadinak, kialak fiva ily mdlon az (n. embriondis testecskéket (EB:
Embryoid Body). Az EB formad&Gl& képessége, azok mé&ete & mennyis€ge egy adott
sejtvonal fontos markere. Az EB formd&nak szamos mdilja ismeretes, pédal az (n.
fliggbeseppes modszer (HD: Hanging Drop) vagy egyéd gravit&idn alapuldtechnika (Spin
EB-mdiszer, Ng et al. 2008). Ezek f6 elonye, hogy azonos méretli EB-k |&rehoz&a teszik
lehetévé, ezzel a differenciacié iranyithatdo. A szuszpenzi& aggregdum formddssal nagy
mennyiségii EB hozhato 1étre, azonban azok méete nagy varianci& mutathat a kultCran beld,
igy azok differenciaciojanak irdnya igen kiilonboz6. Az EB-k megfeleld feliiletre valo

.....

tartalmazza a h&om cs Taréeg sejtt pusait, akkor az a kiindulGESC pluripotencigé igazolja.
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Ennek ellenérzése altalaban ICC-festésekkel tGténik a haom cs raréegre specifikus feh&je
markerek alkalmaz&&val. A leggyakrabban haszndt ektodermdis, endodermdis &

mezodermdis markereket a 2. tébl&at mutatja be.

2. tdblazat
A gyakorlatban elterjedt ektodermalis, endodermalis és mezodermalis markerek listaja

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

2.1.5. A pluripotencia igazol&a in vivo

Az in vivo spontan differenciacio ellenérzésére egér esetében két teszt 1étezik, az egyik
az (n. teratoma teszt (Gertow et al. 2007; Wesselschmidt 2011), m a m&ik a cs ravonal
kompetens kim&& forma&i§anak képessége (Polejaeva & Mitalipov 2013; Carstea et al.
2009). Human sejtek esetében csak a teratoma teszt alkalmazhat§ mely sorén a pluripotens
egé&/human sejteket immun-deficiens (SCID) egerek bére ala injektaljak. A sejtek spontan
differenciddalni kezdenek & tumorokat formd&nak, melyeket teratom&knak neveznek. Ha az
injektdt sejt valdan pluripotens, akkor a h&om csTaréeg bamely sejttpusé képes
I&rehozni a teratom&ban, mely immunhisztokémiai-fest&ekkel ellendrizhetd a harom

cs Taréegre specifikus feh&je markerekkel.

A csTavonal kompetens kim&& form&iganak kéessége a pluripotencia megléének
legszigortbb krit&iuma. A fent emliett in vitro/vivo differenci&i& tesztekkel szemben e
teszttel ellendrizhetd az is, hogy a pluripotens sejtek részt vesznek-e a csTasejtek
kialak i&dban is. A kKimé&&at az aggreg&iG elja&sal (4- vagy 8-sejtes eg&embrio+ ESC
aggreg&iga) vagy a sejtek hdyagcs ra dlapottigazda embrickba valGinjektd&aaval, majd

azok anyadllatba valo iltetésével lehet létrehozni. A sziiletett allatok szOrszine utalhat a
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kimérizmus mértékére (példaul C57BL/6, fekete szOrszinti egérbdl szarmazd sejtvonal, ICR
fehér sz6rszinii gazda embridba injektalva, a sziileté kimérak fekete-fehé&ek lesznek), vagyis
arra, hogy az embridsejtjeinek kialak izzd&ban képes-e ré&zt venni a tesztelni k vant sejtvonal.
Annak ellendrzésére, hogy a sziiletett kimérak ivarsejt kimérak-e, azok megfeleld szdérszinti
egyeddel valO parositasa sziikséges, ahol szintén a sziiletett utddok szérszine utal majd a
beUtetett sejtvonal cswavonal transzmissziGaa (a fenti pdda esetében a fekete-feh&
kimérakat, fehér sz6érszinli allatokkal szikséges p&os fani, amelybdl ha a szUetend6 utédok
kozott van fekete szoérszinii, akkor a tesztelni k want sejtvonal csTavonal kompetens). A
folyamat felgyorsi&d&aa tchb mdiszert is Kkifejlesztettek, ahol pédail tetraploid
komplement&idvagy Piezo-Mikromanipul&or alkalmaz&a ré&vén ma az elsé generacioban
nagyon magas kiméa sejtarayt, aka 100 %-ban kimé&a ut&lokat sikerUt eléni (Nagy et al.
2003; Huang et al. 2008). Szanos esetben az in vitro differenci&ican vagy in vivo teratoma
tesztekben jA szerepelt egé& vonalak nem kéoesek ivarsejtek |érehoz&aa, épen ezét a
pluripotencia megléének igazol&daa e tesztek mellett a csravonal kompetens kimé&a

formalddas ellendrzése elengedhetetlen fontossagu.
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2.2. A genetikai Ujraprogramoz&s

Genetikai graprogramoz&nak nevezzik azt, amikor egy é&ett testi sejt differencidt
dlapota megvdatozik az embriondis dlapotl meg differencialatlan sejtekre jellemz6
tulajdons&grva Kordbban genetikai (raprogramoz&ra haom stratégia alkalmaz&a ny(tott
lehetéséget: testi  sejtes sejtmagdUtetéssel (SCNT: Somatic Cell Nuclear Transfer),

sejtfczidval vagy sejtkivonattal val® (raprogramoz&a révén. Mindemellett téhb kézlemény

szanolt be differencialt sejttipusok ,,atprogramozasar6l” ma& sejtt pusokka amely az (n.

.....

iPSC vonal Ié&rehoz&&hoz (Takahashi & Yamanaka), ahol a szerzok testi sejtek pluripotens

dlapottva vald (raprogramoz&ad& éteék el bizonyos transzkripci&s  faktorok

tdexpressziGgaval.

2.2.1. Ujraprogramoz&s testi sejtes sejtmag& titetésel

Az SCNT vagy kcxismertebb nevén a kldhoz& magéba foglalja egy testi sejt
sejtmagjdnak egy mar el6zbleg sejtmagjatol megfosztott (enukledt) petesejtbe (vagyis inkdb
annak citoplazmdéba, hiszen az enukledast kovetden mar csak a petesejt citoplazmatikus
anyaga keépezi a befogadO petesejtet) valGinjektd&aa majd annak aktiv&aiGa. Reprodukt v
kKlnoz&nak nevezik azt a folyamatot, mely soré&n az SCNT-vel Ié&rehozott embrid recipiens
dlatba Utetik, & abbd utd& szuetik, amely a klgh dlat. Az SCNT soran eldallitott
blasztociszta embrichd in vitro ESC is izoldhat§ amelyet ha a testi sejt donorba
visszatranszplantdnak, akkor elmédetileg nem kell az immunreakcio altali sejtkilokédéssel
szanolni. Ezt a folyamatot, amikor a sejtmagatiiltetés célja a donorral azonos Gssejt eldallitasa
terépid kldhoz&nak hwj&. Az elsd sikeres klonozasi kisérleteket békafajokban hajtottak
vére (Briggs & King 1952; Gurdon et al. 1958; Gurdon 1962), amelyek bizony fott&, hogy
a sejtek specializdcidja sordn a  sejtmagban  bekovetkezd  valtozdsok nem
visszafordithatatlanok. Ezt kovetden az elso testi sejtbdl klonozott emlds Dolly, a baany volt
(Wilmut et al. 1997), amelyet az els6 klon egér (Wakayama et al. 1998) majd tovébbi emlés
fajok kovettek (Kubota et al. 2000; Behboodi et al. 2004). Azonban szanos kldnozott dlat,
amelyet sejtmagddtetéssel hoztak lére tchb abnormalit&t (fenot pikus, gén expresszics)
mutatott, ami arra enged k&vetkeztetni, hogy a sejtmag &programoz& nem volt tckéetes,
amely esetlegesen az epigenetikai &programoz& hibgaa utalhat (Wakayama &
Yanagimachi 1999; Humpherys et al. 2002; Ogonuki et al. 2002; Tamashiro et al. 2002;
Gurdon et al. 2003).
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A genetikai graprogramoz& terUetén a sikeres SCNT k s&letek, azt bizony fotték,
hogy a petesejt olyan faktorokkal rendelkezik, amely ma specializadlott sejteket keépes
pluripotens dlapotba Cjraprogramozni, azonban a sejtek raprogramozhat&G&& nagyban
befoly&olja azok eredeti (sejtmag donor sz&vetre jellemz6) epigenetikai mint&ata.

2.2.2. Sejtflridval valGgraprogramozas

A sejtfczidval vald Graprogramoz& magéba foglalja testi sejtek pluripotens sejtekkel
valohibridiz&igéa, amely egy tetraploid hibridet eredméyez. E mdiszerrel a differencidt
dlapot formdhat&&a tanulmayozhatd Miller & Ruddle 1976-ban, egy pluripotens
teratokarcin@ma sejt & egy thymus sejt fleigéval olyan pluripotens hibrid sejtpopul&i&
hozott 1étre, amely hordozta az eredeti embriondlis karcinoma sejtekre jellemzo
tulajdonsayokat. A pluripotens sejtek differencidt sejtt pusokon valGdominancigéa testi sejt
& embriondis cs Ta sejtek (Tada et al. 2003; Tada et al. 1997) & ESC-k (Tada et al. 2001,
Tada et al. 2003) kéxdt is bemutattak, amit kés6bb human sejtek esetén is megfigyeltek
(Cowan et al. 2005; Yu et al. 2006).

Ezek a k®é&letek azt igazolt&k, hogy a pluripotens sejtek, olyan faktorokkal
rendelkeznek, amelyek képesek ma differencidt sejtt pusok raprogramoz&aa. Azonban a
mdlszer széesebb k&ben valdalkalmaz&a a tetraploid sejtek re-diploidiza&anak hidnya

okozta.

2.2.3. Sejtkivonattal valdraprogramoz&s

A petesejtbdl (kétéltll) vagy pluripotens sejtbdl (ESC, ECC) szarmazd sejtkivonat
differencidt sejtekhez vald hozz&ad&aval, szintén azok (raprogramoz&a valé ithatd meg.
Ahhoz, hogy a differencidt sejtek felvegyek a sejtkivonatot azonban azok permeabiliz&iGa
szikseéges, amelyet dtaldban kémiai Cton lehet megval & fani (pl. streptolysin —O kezel&s). Az
elsé néhany kisérletet béka petesejtbél nyert sejtkivonattal végezték, ahol azt human testi
sejthez adté&k majd annak gén expresszi& vatoz&ad vizsgdt&k (Hansis et al. 2004), & haba
az OCT-4 aktivitéaak ndvekedé&sé figyelték meg, a sejt (raprogramoz& csak részleges
volt. Hakelien et al. (2002) HEK293T sejteket programozott & lymphoid-specifikus sejtekké&
eml0s eredetii T sejtbdl szarmazo kivonattal. E prédhdkoz&okat kovette az elsé olyan k s&let,
ahol petesejt helyett pluripotens sejtkivonatot hasznaltak emlés sejtek Jraprogramoz&énoz,
azonban itt a lérehozott sejtpopul&idcsak ré&szleges JraprogramozGldst mutatott (Taranger
et al. 2005).

Teh&a elmondhatg hogy haba a sejtkivonattal val® genetikai graprogramoz& nem
volt td eredmeényes, meyis bizony iotta a differencidt sejtek a&formdhatGaya, aka egy

29



IRODALMI ATTEKINTES

pe

keve&sbé specializadlott staliumba is. Ezen eredmények a petesejtek & pluripotens
sejttipusok altal hordozott faktorok ujraprogramozasban betoltott alapvetd fontossagat

erdsitették tovanb.

2.2.4. Transzdifferenci&io

Egy korai tanulmayban bemutatt&, hogy egé& fibroblaszt sejtek 5-azacytidine (DNS
metil&id gdald hatdu anyag) kezeléssel &programozhat&k myocita-, kondrocita- &
adipocita t pusu sejtekkeé (Taylor & Jones 1979). Az 5-azacytidine-el véyzett tovébbi sejt-
konverzi& kEé&letek soran sikerdt egy domindns transzkripci&s faktort meghat&ozni
(MYOD: Myogenikus Differenci&i®, amely az izom-specifikus gének aktiv&igan keresztU
képes a fibroblasztot myoblasztokk&dprogramozni (Lassar et al. 1986; Davis et al. 1987). Ezt
a felfedezést kovették tovbbi dominans transzkripcics faktorok azonos i&sa, amelyek direkt
mddon keépesek egyes sejtt pusokat mas sejtt pusokkatranszformdni.

Ezek a k®&letek demonstrdtdk, hogy sejtek dprogramozhatéak m& sejtt pusokka
bizonyos transzkripci& faktorok hat&&a, & vezettek a Takahashi & Yamanaka (2006) dtal
is alkalmazott mdiszerhez, ahol az adott transzkripci& faktorokat tUexpresszatatték a

sejtekben.

2.2.5. Transzkripci& faktorok tUexpresszatat&sa a sejtekben

A transzkripci& faktorok tUexpresszatat&a egyesek a sejtek pluripotens dlapottva
val®d (raprogramoz&dhoz alkalmazz&, amely sordn a pluripotencidban szerepet j&szO
transzkripci& faktorokat haszndnak. M&ok a m& egy bizonyos irdyba elkotelez6dott sejtek
direkt konverzigéhoz alkalmazz& ugyanezt a mdiszert, ahol a k vant sejtt pusnak megfeleld

cs Tavonal-specifikus transzkripcié faktorokat expresszdtatjék a sejtekben.

2.2.5.1. Transzkripci& faktorok tlexpresszatat&aval torténd Gjraprogramozas

Takahashi & Yamanaka 2006-ban transzkripciés faktorok tUexpresszdtaté&éval testi
sejteket programozott (ra pluripotens dlapottva & az my lérehozott sejteket indukdt
pluripotens 6ssejteknek nevezte el. A genetikai (raprogramoz& tGténelmében ezen Gi&i
tudomayos atgét hozo eredményikhce téhbbek kcxdt a testi sejtes klghozésal- a
sejtflzidval-, sejtkivonattal- & a transzdifferenci&idval vald (raprogramoz& soran elat
eddigi ismeretek vezettek, amelyek azt mutatték, hogy a differenciddlott sejtek
yraprogramozhat&k pluripotens d&lapotiva megfelel6 transzkripcids faktorok hatasara.
Tovéabbaegy petesejt, illetve az ESC-k olyan faktorokat tartalmaznak, amelyek testi sejteket

képesek pluripotens dlapotvaprogramozni.
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Takahashi & Yamanaka 2006-os ksé&letikben szamos korébban ma lemt
transzkripci& faktort teszteltek & azt vizsgdt&k, hogy azok génjeinek testi sejtekben valo
tUdexpresszatatda képes-e a pluripotencia indukcigaa. A tesztelt faktorok k&x @t szerepelt
az OCT-4 (Nichols et al. 1998; Niwa et al. 2000), SOX2 (Avilion et al. 2003) & NANOG-ot
(Chambers et al. 2003; Mitsui et al. 2003), (I&d: 2.1.3. bekezdes), valamint szanos olyan
gén, amelyek gyakran aktivddlnak tumorokban, mint pddaul 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), & a B-catenin (Kielman et al. 2002; Sato et al. 2004). Ez ut&bi géneknek az
ESC-kre jellemzé fenotipus fenntartasaban €& azok in vitro tenyézetben vald gyors
osztGl&dban van szereplk. Tovéba szanos egyéd geént is azonos fottak & teszteltek,
amelyek az ESC-kben expresszad&lnak (Maruyama et al. 2005; Mitsui et al. 2003), Cgymint
a: Ecatl (GenBank: AB211060), Dppa5a (MGI:101800), Fbxol5 (MGI:1354755), Dnmt31
(GenBank: NM_019448), Ecat8 (GenBank: AB211061), Gdf3 (MGI:95686), Sox15
(MGI:98363), Dppad4 (MGI:2157525), Dppa2 (MGI:2157523), Fthll7 (GenBank:
NM_031261), Sall4 (MGI:2139360), Rexl (MGI:99187), Utfl (MGI:1276125), Tcll
(MGI:1097166), Dppa3 (MGI:1920958), Grb2 (MGI:95805).

Osszesen teh& a fenti 24 kivdasztott gént tesztelték a k 8&letikben, amelyhez egy
jelezte. Ehhez olyan transzgenikus egeret hoztak lére, ahol az Fbxol5 génbe egy fgeo (a B-
galaktozid& & a neomicin gén flziga) vektort illesztettek. Az Fbxol5 gén az egé& ESC-kben
& eg& embrickban expresszAdlik, azonban jelenléte nélkiilozheté a pluripotencia
fenntart&&ban. Az ebbdl az egérbdl izolalt ESC-k (amelyek a fBgeo génkonstrukciGa
homozigd&) G418-ra rezisztensek, jelezve ®my az Fbxol5 I&usz aktivitdd M@
ugyanebbdl az allatbdl szarmazé szintén fgeo homozigda testi sejtek G418 &zékenyek. E
rendszer alkalmaz&&val az Fbxol5 egerekb6l MEF-et izoldtak & a sejtekbe retrov fus
transzdukcidval a 24 gent egyesével jutattdk be, majd G418-al szelektdt& azokat, ellendrizve
ily md&lon, hogy az adott gén aktivdta-e az Fbxol15 gén expresszigéa vagy nem. Azt taldték,
hogy az egyes gének egyike sem eredményezett G418-rezisztens kol&nid&d, vagyis azok
Gwmagukban a pluripotencia indukcigaa nem alkalmasak. Azonban amikor mind a 24 gént
egytitesen transzdukdt&k a MEF sejtekbe, akkor G418 rezisztens koldnidkat kaptak, amelyek
az ESC-khez hasonld fenot pust mutattak, amelyet RT-PCR-el igazoltak (I&d: 2.1.4.2.
bekezde&s). Ezek az eredmények azt sugallté&k, hogy bizonyos kombin&iga e 24 faktornak
alkalmas MEF sejtekben ESC-kre jellemz6 marker gének expressziodjanak indukciojara. Ezt
kovetben szamos faktorkombin&id teszteltek, amely k s&letsorozat vegén az OCT-4, SOX2,
KLF4, C-MYC (tovébbiakban: OSKM) kombin&id taldt&k a leghaté&onyabbnak a
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keletkezett koloniak szamat és mindségét tekintve. A létrejott iPSC koloniak pluripotencidjat
igazolt& in vitro (I&d: 2.1.4. bekezdé&s), valamint in vivo (I&d: 2.1.5. bekezd&) & azt
taldt&, ahogy azok nagyon hasonl&@k voltak norm& ESC-khez, valamint kimé&&
fibroblasztot (TTF: Tail Tip Fibroblast) is sikertt graprogramozniuk, bizony iva ily md&lon,
hogy a né&y faktor felnétt testi sejtek ujraprogramozasara is alkalmas. A szerzOk az
eredmények megbeszéében kiemelték, hogy igaz hogy a SOX2, az OCT-4, & a NANOG a
pluripotens transzkripci& hadrat alapja keépezik, azonban a NANOG meglepé mdédon nem
alapvetd fontossagu az iPSC-k lé&rehoz&dban. A C-MYC egy a MYC csalalba tartozd
feh&je, amelynek szerepé& az iPSC-k alap i&&ban azzal magyar&t&k, hogy valdszintileg
teljes hiszton acetil&i& okozhat, amely elésegitheti az OCT-4 & SOX2 target helyekhez vald
kotédését (Fernandez et al. 2003). Emellett a C-MYC kulcsfontoss&gu szerepé egyesek
kordbban ma bemutatt& az ESC-k dymegJul&dban & a pluripotens dlapot fenntart&doban
(Cartwright et al. 2005). A KLF4 a KLF csalalba tartozik & szerepe a P53 fehé&je
szupresszad&dan lehet (amely jelenlée a NANOG szupressza&dban fontos az ESC-k
differenciddal&a soran), vagyis a KLF4 jelenlée a P53 fehé&je csckken&én keresztd a
NANOG expressziofenntart&dban jaszik szerepet (Rowland et al. 2005; Ying Shi & Walden
Ai 2013).

Takahashi & Yamanaka (2006) dtal k&edt OSKM faktor kombin&id az iPSC
alap i& sor& jelenleg is szées k&ben elterjedt, amelyet Yamanaka faktoroknak is szoktak
nevezni. Az OSKM faktor kombin&idval ez idag szamos emlés sejttipust sikerUt
eredményesen (jraprogramozni, integratV & nem-integratv génbeviteli elja&okkal
egyarant. A n&y transzkripci& faktor egyike a C-MYC, amely egy onkogén, vagyis szamos
tumor esetén expresszigGanak megvdatoz&a szerepet jAszik a tumorgenezisben, my e
tulajdons&ga az esetleges human klinikai alkalmazasban kizaré tényez6 lehet. A C-MYC
k&aos hat&a miatt annak kihagy&a vagy helyettesiése, illetve az (raprogramozo
hatékonys&y ndvelé&se &dekében nénayan a né&y Yamanaka faktor helyett egyéb
kombin&idk kifejleszté&ével foglalkoznak. PAdail egy munkacsoport a KLF4 & C-MYC
helyett NANOG & LIN28-at (OSNL) alkalmazott (Yu et al. 2007). A LIN28 feh&je egyes
yraprogramozAkombin&idkban elterjedt, azonban az nem transzkripci& faktor, hanem egy
RNS-ko6té fehérje (Moss et al. 1997) & eddigi ismeretek alapjan szerepe nem az Gssejtek
GmegJul&dban, hanem inkdbb annak a szabdyoz&dban van, hogy a sejtek differenciaicha
kezdjenek-e (Lee et al. 2010). Haszndata inkébb az iPSC generd& eredmeényesséyének
novelé&se &dekéoen elterjedt. Ot faktort tartalmazd kombin&id is tesztelt nénény
kutat&soport (Buecker et al. 2010; Mabherali et al. 2008), ahol az OSKM mell€LIN28 vagy
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NANOG-ot adtak, amely rendszerrel nehezen (raprogramozhato sejtt pusoknd prébdatak
hatékonys&ot ndvelni (Lee et al. 2010). Ehhez hasonlén, hat faktor (OSKMNL)
haszndatéval is sikerrel alap fottak human iPSC vonalakat t&hb kutat&soportban (Kamata et
al. 2010; Liao et al. 2008), mindazonaltal e modszerek nem valtoztattdk meg jelentdsen a

kezdetben publikdt 4 faktor alkalmaz&anak k&ré.

2.2.5.2. A transzkripci& faktorok tUexpresszatat&aval torténd  atprogramozas

(transzdifferenci&id

A pluripotenciaért felelés transzkripci&s faktorok tUexpresszatat&aval tehd a
pluripotencia indukcidja érheté el. Az ily m&lon (raprogramozott sejtek pedig a h&aom
csTaréeg bamely sejttpus&va képesek differenciddini. Azonban a visszaprogramoz&
mellett egy m&ik stratégia is folyamatosan fejlédik, amely sordn a mar egy iranyba
elkotelez6dott sejttipusok direkt konverzi@a valGul meg, a k vant sejtt pus kialakul&anak
megfeleld transzkripcids faktorok tulexpresszaltatasaval. Ezt a mdiszert nevezik a ma
kordoban tagyalt transzdifferenci&idnak vagy direkt &programoz&nak (Chin 2014). E
technoldgia korai k®é&letei szintén fontos ismeretekkel szolgaltak az elsé iPSC vonal
I&rehoz&dnoz, valamint a ma is folyd transzdifferenci&i&s kE&letekhez is. A
transzdifferenci&iosoran a sejtt pus megvatoztat&a nincs korléozva az eredeti cs raréegre
& az IPSC technol@gi&al szemben nincs sziikség a sejtek pluripotens allapotiva torténd
Uraprogramoz&aa. Szamos sejtt pust sikerdt ma e mdiszerrel Iérehozni, mint pédaul
fibroblasztbd kardiomyocita-szerii sejteket (Ieda et al. 2010), vagy neuralis tipusu sejteket
(Caiazzo et al. 2011; Son et al. 2011), sth. Ezek az elja&ok azonban jelenleg igen alacsony
hatékonysaggal miikodnek & méy szanmos fejlesztére szorulnak. Pé@daul a k vant sejtt pusok
eléréséhez sziikséges megfeleld transzkripci& faktorok megvdaszt&a egy kulcsfontossgués
meéy kidolgoz&ra vao Iépé&e ezeknek a mdiszereknek. Egyeldre egy kivant sejttipus
létrehozasahoz még mindig a sejtek Ujraprogramozasa majd azok megfeleld iranyba valo

differencidtat&a a legelterjedtebb (Chin 2014).
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2.3. Az indukdt pluripotens éssejtek

2.3.1. Az iPSC eloallitas mérfoldkovei

A kovetkezOkben idérendi sorrendben tekintjik & az OSKM (raprogramozGfaktorok
kozlése ¢és az 1PSC technoldgia térhoditdsanak mérfoldkoveit jelentd tudoményos

eredmeényeket, amelyek kutat&saink szan&a fontos tampontot jelentenek.

2006-2007

Takahashi & Yamanaka 2006-ban els6ként egé iPSC vonalakat hozott Iére. Az OCT-
4, SOX2, KLF4 & C-MYC faktorkombin&id& retrov fus transzdukcidval jutattd& egé&
fibroblaszt sejtekbe, amely azok raprogramoz&i&a eredményezte. A lérejdt iPSC vonalak
pluripotencigéa jellemezték & azt taldték, hogy azok nagyon hasonlék egé& ESC-khez. Egy
évvel késobb, az emlitett négy transzkripcic faktorral human fibroblasztbd is keépesek voltak
iPSC-ket Iérehozni az egé&en bemutatott md&iszerrel (Takahashi et al. 2007).

Az Ojraprogramozo rendszerek fejlédésével parhuzamosan a kiillonb6z6 betegségekre
specifikus-iPSC vonalak is elkezdtek megjelenni. Az elsé ilyen iPSC vonalat 2007-ben
kexdtek, amely a sarlGejtes anéniaa volt specifikus (Hanna et al. 2007). Egé&zen
napjainkig a betegséy specifikus-iPSC  vonalak  folyamatosan  jelennek  meg,
betegsémodellezés, gydgyszertesztel & & génterdpid cdokkal (Kim 2014).

2007-2008

Az ismert Yamanaka faktor kombin&idhelyett egyesek (Yu et al. 2007) olyan faktor
kombin&idval hoztak Iére human iPSC sejteket, amelybél a C-MYC-et kihagyt&, hogy
annak k&os hat&& elkerdjék: NANOG, LIN28, OCT-4 & SOX2. Wernig et al. (2008b) eg&
iIPSC-ket hoztak Iére csupan 3 faktor (OCT-4, KLF4, SOX2) bejuttat&dval, amelyet egé&- &

human- sejtek esetében Nakagawa et al. (2008) is demonstrdt ugyanebben az érben.

2009

Az eddigiekben v fus-vektorral kU&h-kU&h bejuttatott négy faktort sikerdt egyetlen
Un. policisztronos vektor dtal stabilan expresszdtatni a sejtekben, csckkentve ©y az
inszerciG mutagenezis vesz@yé&, valamint a kiillonbozé integraciokbol adodo eltérd
expresszi&s aktivitd okozta heterogenit&t (Carey et al. 2009). Imma az egyes faktorok
eloszlasa és aktivitasa nem az egyes faktorok egyedi beépiilési helyétdl és szamatol flpggdit,

hanem a policisztronos vektor beépiilésének szamatdl. Ett6l a ponttol kezdédden az alacsony
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vagy lehet6leg egyedi kopiaszamu klonok szelekciodjara is lehetdség nyilt, amely a transzgén

mentesités hatékonysaganak novelése szempontjabol jelentOs.

2008-2010

A retrov Tus-alapu génbeviteli eljaras limitald tényezéinek kikiiszobdé&sé&e szamos
alternat ¥ JraprogramozOrendszer kerUt kidolgoz&ra ezekben az éekben.
Egyes kutatasok az aktiv transzgén jelenlétének karos hatasat elkeriilendo,
integrddaldkivahatorendszereket dolgoztak ki. P@daul a Cre/LoxP-rendszerrel eltévol ihatd
lentiv Tus alapUtechnik& jelentek meg (Chang et al. 2009; Soldner et al. 2009; Sommer et al.
2010; Somers et al. 2010). A virus bevitelt elkeriilend6 transzpozonokkal vald
Jraprogramoz& a lentivirushoz hasonl6 hatékonysaggal miikodott, ahol a transzpoz& enzim
hozzad&&val a transzgén kivagyaa egé iPSC-kbdl sikeres volt (Woltjen et al. 2009).
Mig mas kutatasok azt helyezték el6térbe, hogy az iPSC vonalak integr&icktd mentes
modon és/vagy virus bevitel hasznalata nélkiil képzédjenek. Ide tartoztak az adenov Tus-,
feh&je-, MRNS-, , Minicircle” vektor-, episzdndis vektor- & Sendai-vTus- alapu
Uraprogramoz&i rendszerek (Stadtfeld et al. 2008; Kim et al. 2009; Zhou et al. 2009; Warren
etal. 2010; Jia et al. 2010; Yu et al. 2009; Ban et al. 2011; Fusaki et al. 2009).

2010-2012

A leghatéonyabban Ujraprogramozhat® sejtt pus a fibroblaszt, azonban e sejtek a
humén donoroktdl invaziv beavatkozassal nyerhetdek. A beavatkozést elkeriilendé kevésbé
invaz v- vagy non-invaz ¥- modon nyerhetd sejttipusokbdl vald Gjraprogramozasi rendszerek
kerUtek kidolgoz&ra ezekben az években (Loh et al. 2010; Staerk et al. 2010; Zhou et al.
2011).

2.3.2. Az iPSC alap £&hoz alkalmazott sejtdonor genetikai héttere & a kiindulGsejt

tpusa

2.3.21. Az alkalmazott egé&t&zs genetikai héterének hat&da az (raprogramozO

hatékonys&yra

Irodalmi adatok alapjén ismert, hogy a genetikai hattér jelentds mértékben
befoly&olhatja az ESC alapi& eredményessegeé, aminek akkor van jelentésége, ha a
vonalalap i& cdja a human betegségek modellezése. Vannak egyes egétdrzsek, amelyekbdl
az ege& ESC alapi& haté&onyabb, mint m&okbd. Pddal Kawase et al. (1994)
beltenyésztett & mutans egeét&zseket hasonl fott &ssze, ahol az ESC alapi& a C57BL/6
torzsbol volt a leghatékonyabb. Egy m&ik kutat&soport C57BL/6 & BALB/C t&zseket
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hasonl iott &ssze, ahol a BALB/C-ESC vonalak alapitisahoz eltéré in vitro tenyé&sztési
paraméerekre volt sziks€g a LIF mennyis&y emelée mellett (Baharvand & Matthaei 2004).
Hasonld megfigyelésre jutott egy m&ik munkacsoport is, ahol h&aom in vitro tenyé&ztési
k&Uméyt hasonl fottak &ssze ké& beltenyéztett vonal alap i&a sorén, ahol szintén a
genetikai hatterek eltérd hatasat figyelték meg, mivel a két tGzs egymastol eltéré modon
reagdt a kiilonb6z6 kond Tickra (lijima et al. 2010). Suzuki et al. (1999) a genetikai hat&
befoly@& gy vizsgdta, hogy beltenyésztett & nem-beltenyésztett egé&t&zseket 12
kiilonb6z6 kombinacidban paroztatott és a létrejové blasztocisztakbol az ESC vonalalap id&s
hatékonys&a méte. A legtchb ESC vonalat a 129/Sv x 129/Sv t&zs paos iaavd sikerUt
I&rehozni. Az ICR x ICR vonalak paosi&a nem eredményezett ESC vonalakat, azonban
keresztezé&sekben (ICR x Yok:ddY) a hibrid embrickbd sikertt egy ESC vonalat alap fani,
bizonyiva Dy a beltenyé&sztett & nem-beltenyésztett torzsek kozotti kiillonbozoségek jelentds
befoly&a.

E kisérletek alapjan feltételezhetd, hogy az iPSC alapitas eredményessége fligghet a
kiinduld sejttipus genetikai hatterétél is. Egé& esetén a leggyakrabban alkalmazott kiindul®
sejttpus a MEF vagy TTF, azonban a publik&idk nagy tchbsé&éen azok genetikai hétere
nincs jelezve, vagy sza@mos esetben hibrid vonalak sejtjeit alkalmazté&. Ez idag csekéy
szanuiPSC tanulmany soran alkalmaztak tisztan beltenyé&sztett eg&t&zseket (Hanna et al.
2009; Takata et al. 2011; Liu et al. 2011). Szinté igen kevé kutatd irayul arra, ahol a
genetikai hé&terek hat&&a tanulméyozn& az egé& iPSC vonalalap i&i kéességre n&ve.
Schnabel et al. (2012) hat kiilonbozé beltenyé&sztett egértorzsbél (NON/Lt), C57BL/6J,
DBA/2), BALB/cJ, 129S1/SvimJ, CAST/EiJ) alapiott eg& iPSC vonalakat lentivTus
transzdukcidval, & az alap i& haté&onysaa vizsgdta. Habar mindegyik torzsbol sikerdilt
eg& iPSC vonalakat alap faniuk, az Uraprogramoz® hatékonys&ban, az eg& iPSC-k
(miPSC) n&vekedésében & a szikséges in vitro tenyészté&i paraméerekben jelentds
kUnbseégeket ézleltek. Muenthaisong et al. (2012) Sleeping Beauty-transzpozon &tali
geénbevitelt haszndt MEF-b6l valoé egé iPSC alap i&hoz, harom kiilonb6z6 egértérzsbol
(beltenyé&sztett: C57BL/6, nem-beltenyésztett: ICR, F1 hibrid: C57BL/6 x DBA/2)) & a
genetikai haté befoly&d& tanulmanyozta az egé iPSC-k in vitro & in vivo tulajdons&yaira
né&ve. A haom t&zs graprogramozhat&&dban nem taldt kidhbségeket, azonban csak az
ICR & F1-hibrid iPSC vonalak adtak kimérakat, amelyekbdl az F1 hibrid kimérai csiravonal
kompetenciat mutattak. Meglep6 moddon az ICR-iPSC vonalak esetében magasabb
differenci&iG potencidt figyeltek meg az ICR-ESC vonalakhoz kéest.

A fenti megfigyelé&ek azt sugallhatj&k, hogy m@p az egé& ESC vonalalap id&

eredményességét jelentds mértékben, addig az miPSC vonalalap i& sikeresséyé kevé&shé

36


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baharvand%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15311967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matthaei%20KI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15311967

IRODALMI ATTEKINTES

befoly&olja a genetikai h&té, azonban a kapott sejtvonalak differenci&xi& képessége, my
pluripotenciga ugyanigy, mint az ESC-k esetében eltéré lehet. Ennek alatamasztasara

azonban tovébbi k E&letekre volna sziks€y.

2.3.2.2. A human sejtdonor koranak hat&sa az (raprogramozohatéonys&yra

A donor kor&nak hat&&a az IPSC alapi&ra né&ve szanos munkacsoport
tanulmayozta. Egyes munkacsoportok bemutatték, hogy aka egy 100 éves ember sejtjei is
Jraprogramozhat&k & mindh&om cs Taréeg irdnydba differencidhat&k (Lapasset et al.
2011; Yagi et al. 2012). Az (raprogramoz&sal a sejtek is ,fiatalosabb megjelenést”
mutattak: a telomé&& hosszéban & a génexpressziG profiljukban az ESC-khez hasonldnak
bizonyultak (Lapasset et al. 2011). Boulting & munkat&sai sem tapasztalt& a kor jelentds
befolyasat az iPSC vonalak differenciacios képességére, amikor hét eltéré kora donor iPSC
vonalait vizsgdtk, haba a pluripotencia faktorok expresszi& szintjében elt&é&eket mutattak
ki (Boulting et al. 2011). Az LMNA (m& néen: LAMIN A) egy olyan feh&je, amely a
nukle&is struktlra ésegében jaszik szerepet, a testi sejtek Greged&ével szintje ndvekszik,
azonban differencidatlan sejtt pusokban a szintje alacsony. Az LMNA gal&a&val az iPSC
indukcio felgyorsult human fibroblasztok haszndatakor, tlexpresszdtat&akor pedig az
Jraprogramozaia lassult (Zuo et al. 2012).

A fenti nénay péda az eddigi, e téna feldolgozo kutat&sok téredéké mutatja be,
azonban my is jd szemléteti, hogy az eredméyek igencsak ellentmonddéak, bamilyen
konkluzié a témaval kapcsolatban egyel6re nehezen vonhatSle (Rohani et al. 2014).

2.3.2.3. Az iPSC alap i&hoz alkalmazott kiindulGsejt t pusa

Huma iPSC alap i&nd figyelembe kell venni, hogy annak eredméyessége donor-
fiiggd lehet, vagyis mivel a sejtdonorok eltér6 genetikai hatteriiek, kortak & egé&zséyi
dlapottek az (raprogramoz&i hatékonys&y is igen eltéré lehet. Mindezek mellett mégis a
legfontosabb tényez6, amely egyelére kidolgozasra szorul, az a megfelel6 kiinduld sejttipus
megvdaszt&a. Human mintavéel esetén az elja&nak olyannak kell lennie, amellyel nagy
mennyiségii sejt gylijthetd, non-invaz ¥ mdalon. Szanos human iPSC vonalat alap fottak ma
fibroblasztbd (Takahashi et al. 2007; Yu et al. 2007), keratinocit&bd (Aasen et al. 2008),
amelyhez borbiopszia véele szikséges. Plasztikai beavatkoz&ok esetén zsTszovetbol
nyerhet6 sejtekb6l (Sun et al. 2009) is sikeres volt az Jraprogramoz&. Néhay munkacsoport
fogszovet-eredetti sejtt pusokbd (Yan et al. 2010; Tamaoki et al. 2010; Wada et al. 2011)

vagy m&ok a szguiregben taldhato biopszi&val nyert fibroblaszt sejtekbdl (Miyoshi et al.

37



IRODALMI ATTEKINTES

2010) hoztak lére human iPSC vonalakat. Azonban e sejtt pusok invaz v beavatkoz& soran
nyerhetdek.

Vannak sejtt pusok, amelyek teljesen non-invaziv moédon hozzaférhetéek, igymint az
extra embriondis sz&vetek szanos sejtje, pé&daul a kddckzsinGveé vagy a magzatv E sejtjei,
amelyekbdl szintén iPSC vonalak alapitasar6l szamoltak be (Giorgetti et al. 2009; Li et al.
2009). Azonban e szOvetek/sejtek csak a sziiletés koriili idészakban érhetéek el & azok
elt&ol&a nem minden orszagban bevett eljas.

Kevésbéinvaz v eljaaok k&zésorolhatdGa vévéel, ahol egyszerre nagy mennyiségii
perif&i& vér vehet6 le & annak mononukle&is sejtjei (PBMC: Peripheral Blood
Mononuclear Cell) alkalmasak lehetnek Jraprogramoz&ra. Néhany kutat&soportnak sikerUt
PBMC-k 6sszességébol lenti-/retrov Tussal (Loh et al. 2010; Staerk et al. 2010; Kunisato et al.
2011) huma iPSC vonalakat alap fani, azonban a hatéonys&y alacsony volt, illetve magas
titeri virus hasznalatara vagy t&bbsz&i transzdukcidra volt sziks€y. Ennek oka, hogy a
PBMC heterogén sejtpopul&id & nehezen Jraprogramozhat®sejtt pusokat tartalmaz. M&ok
az esetleges klinikai alkalmaz&ok feléir&yulva nem-integrat v rendszerekkel a PBMC-bél
izoldt T-limfocit&at tudtak (raprogramozni (Seki et al. 2010), eleinte igen alacsony
hatékonys&ygal. Azonban napjainkra ezek a mdlszerek sokat fejlodtek & szamos ceg fejleszt
hatékony Sendai-v Tus- & episzdndis- vektor dtali Jraprogramozd protokollokat a PBMC-
khez.

Klinikai alkalmaz&ra igen Dé&etesek lehetnek a vizeletben nagy szémban taldhatd
feln@n-szerii sejtek Gjraprogramoz&a, mivel azok teljesen non-invazv  mdlon
hozzaférhetéek. Zhou et al. (2011) e sejtt pusokbd, retrov fus transzdukcidval iPSC vonalakat
alap fott. Késobb episzomalis nem integrddalovektorokkal is sikeres volt a vizeletbdl kinyert
sejtek Graprogramoz&a (Xue et al. 2013).

Az iPSC eldallitashoz alkalmas non-invazv sejttpusként a haj follikulusok
hajszemdcse (dermal papillae) is emlitendé. A hajszemdlcs sejtjei olyan szoveti Ossejtek a
miatt Dé&etesek lehetnek, mivel esetlegesen kevesebb transzkripcics faktorral is
yraprogramozhatGak. Egé esetében OCT-4 & KLF4-el (Tsai et al. 2010), késébb pedig csak
az OCT-4 bevitelével ugyanaz a munkacsoport (Tsai et al. 2011) egé& iPSC vonalakat tudott
alap fani. Egy igen friss tanulmayban pedig hum& hajszemdcs sejteket programozott egy
munkacsoport vissza az OSKM lentiv Tus transzdukcig&val (Muchkaeva et al. 2014). Az
yraprogramoza korai szakasz&ban valproinsavat & aszkorbinsavat is adtak a sejtkult(rénoz,
valamint alacsony oxigén tartalmu tenyésztd paramétereket alkalmaztak (37 <C, 5% CO,, 5%

0O2). A hajszemdcs sejtjei jelentdsek lehetnek human klinikai alkalmaz& esetén, azonban
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jelenleg csak csek@y ismeret dl a rendelkezésinkre e sejttpus Uyraprogramozaaval
kapcsoltban.

Altal&noss&ban teh& elmondhatg hogy jelenleg a vé, illetve a vizelet sejtjeinek
Uraprogramoz&a mutatkozik a legigéretesebbnek jovébeli Klinikai alkalmaz&ok céjéd,
illetve esetleg a haj egyes sejtjei. Azonban egyelére a bérbiopsziabol nyert fibroblasztok
Jraprogramoz&sa az, ami szées k&ben elterjedt, mivel az Jraprogramozo hatékonys&y e
sejtekben a legmagasabb. Szanos céy specializadlott kifejezetten arra, hogy non-invaz v
sejtt pusokbd, a nem integrdd&ld rendszerek (raprogramozO hatékonys&&a névelje. Az
altaluk kibocsajtott kitek egyre megbizhatébban miikddnek, igy a jovOben valdsziniisithetd,
hogy a borbiopsziat, a vizelet/vavéel, illetve & a lenti-/retrov Tus génbevitel alkalmaz&a a
nem-integrat ¥ rendszerek vathatj& fel.

A kiindulSsejtt pus megvdaszt&da a visszaprogramozhat&ay mellett egyéd tényezo
is befoly&olhatja, pé&dail hogy a lérehozott sejtvonalbd milyen ir&aya differenci&io
szikseges az adott kEé&letben. Egyesek bemutatték, hogy az iPS sejtek epigenetikai
Jraprogramoz&i&a nem teljes az ES sejtekhez hasonl fva (Kim et al. 2011). Vagyis szanos
esetben az eredeti sz&vet metil&iG mint&atdbd is fennmarad, amely dtal az iPS sejt
»elényben részesiti” a donor sejtre jellemzd differenciacids utvonalat (pl: egy ektodermalis
eredetli donorsejt hatékonyabban differencialodhat ektodermalis iranyban). Az irodalomban
erre a jelensére azonban egymanak ellentmond&adatok dlnak rendelkezére, mely szerint
egyesek nem &zlelték, m § m&ok egyrételmiien alatimasztottik az epigenetikai memoria iPS
sejtek pluripotencigaa gyakorolt hat&& (Rohani et al. 2014). A k&dé& megvdaszol&dnoz

azonban mé&y tovébbi k B&letek & ismeretanyag gyiijtése sziikséges.
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2.4. Transzgen-mentes iPSC vonalak generd&a

Takahashi és Yamanaka (2006) elsé iPSC vonala Ga, szanos sejtt pust programoztak
vissza vil&szerte, kiillonb6z6 transzkripciés faktor beviteli elja&okkal. A Kkorai
tanulméyokban retrov fus-, késobbiekben lentivius- dAtali génbeviteli elja&okat
alkalmaztak az iPSC alap i&hoz. Azonban ezekkel a mdiszerekkel a transzgén random
szanban & poz Tidhan &U a genomba, ami dtal egyes gének funkciGukat vesz ihetik vagy
elcsendestUhetnek, vagyis inszerci& mutagenezis alakulhat ki. E problén& kikiszchd&seée
olyan (raprogramozd&elja&ok jelentek meg, amelyek elkerdik a transzgén genomba valo
integr&iga. Padaull ilyenek az episzdndis- (Yu et al. 2009), Minicircle- (Jia et al. 2010),
adenov fus-vektorral (Stadtfeld et al. 2008), Sendai-v Fus-transzdukciéval (Ban et al. 2011;
Fusaki et al. 2009), mRNS-transzfekcidval (Yakubov et al. 2010; Warren et al. 2010) vagy
feh&jével (Kim et al. 2009; Zhou et al. 2009) valG beviteli elja&ok. Ezek a rendszerek az
esetleges human Klinikai alkalmaz&ban igen Déetesek, azonban hatékonys&uk jéval az
integrat v rendszerek alatt marad, mé& isméelt transzfekcid@/transzdukcid alkalmazd
protokoll mellett is.

Az integrat ¥ rendszerek haszndata hatéonyabb & robosztusabb rendszer, ezé&t mey
mindig igen elterjedt. Azonban a genomi integr&ick nem csak az esetleges ter&pi&
alkalmaz& esetén jelenthetnek problén&, hanem a transzgén jelenlée az iPSC-ket
molekul&is illetve funkciondis tulajdons&gaikban is negat van befoly&olhatja pddaul azok
differenciaigdoan (Soldner et al. 2009). A retrov fussal bejutatott vektor expressziga képes
elcsendesUni, vagy ha a lentiv¥us vektorban egy indukdhat® promder van, akkor annak
expressziga blokkolhatd (Wernig et al. 2008a; Sommer et al. 2009), azonban am@ a
transzgén a genomban jelen van, annak re-aktivddal&a potencidis veszéyt jelenthet
(Hochedlinger et al. 2005; Markoulaki et al. 2009). Ezen okok miatt, mé&y abban az esetben is,
ha az iPSC-ket csak in vitro kutat&ra, nem pedig terdpid& célal alapfj&, a transzgén
eltévol i&a & ily m&lon transzgén-mentes vonalak Iérehoz&a fokozottan ajanlott.

2.4.1. Nem integrd G AGDNS alapuvektorral valdgraprogramozOtechnik&k

Ebbe a kategGidba azok az QraprogramozO technik& tartoznak, amelyek a
pluripotenciaért felelds faktorokat DNS formajaban juttatjdk a sejtekbe, azonban azok rovid
expresszidja utan kihigulnak a rendszerbdl, @y a sejtek genomj&ba idegen DNS szakaszok
nem integralédnak. Ennek koszonhetden gyogyaszati alkalmazéasban igen igéretesek lehetnek
a jovében. Azonban az e kategGidba tartozO eddig bemutatott rendszerek alacsony

hatékonysaggal miikodnek nehezen U(raprogramozhat® sejtt pusokon. Emellett technikai
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neh&seget okozhat az is, hogy a transzgen integr&idd valOomentességet igazolni kell, mert
ritka esetekben random integr&ioléhet fel.

Ide tartoznak az episzdndis-, Minicircle- & adenovrus- vektort alkalmazd
Jraprogramoz&i elja&ok. A haom rendszer kézd a leghatékonyabb az episzéndis vektor

(EV), jelenleg a laborat&iumokban a legelterjedtebb.
2.4.1.1. Episzandis vektor

Az egyik DNS-alapu integr&id elkerdé (raprogramoz& episzdndis vektorokkal
végezhetd. Az altalanossagban elterjedt EV ké& Epstein—Barr viusbd szamazo elemet
tartalmaz (oriP, EBNAL), amelyet egyetlen plazmidba épiettek be. A vius replik&xi&
origga (oriP: origin of viral replication) a plazmid replikacidjat teszi lehetévé az emlbs
sejtekben. Az EB nukled&is antigén 1 (EBNA1) az oriP-hez csatlakozva kotédik a
kromoszédndis DNS-hez, ami lehet6vé teszi, hogy a gazdasejt osztGld&a sorén az episzan&
is osztaljanak. Az EV stabil episzanakent tenyészthetd antibiotikum szelekcio alatt, ami
fokozatosan eltiinik a sejtekbdl, ha az antibiotikum adagolasa megsziinik. Az EV plazmid
egyetlen transzfekcidja is elegendd lehet a sejtek (raprogramoz&anoz, azonban a vektor
kihigulasa a rendszerbdl akar 2-3 hénapos tenyé&ztést is k vanhat (Yates et al. 1984; Yates et
al. 1985). Az els6 EV plazmidok igen alacsony hatékonysaggal miikddtek human
fibroblasztok (raprogramoz&a soran (Yu et al. 2009). Ezekben a kEé&letekben hé
transzkripci& faktor kombin&iga haszndté, amelyek expresszi§Gda harom kiilonb6z6
oriP/EBNAL vektor biztosiotta. Az EV vektorok tovébbfejleszt&sével integr&i&mentes
IPSC vonalakat tudtak alapitani vérsejtekb6l (Chou et al. 2011; Okita et al. 2013; Su et al.
2013) és a vizeletben talalhat6 felham sejtekbdl is (Xue et al. 2013). Az EV vektor-atali iPSC
generd& méetes, mivel a kivitelezése egyszert transzfekcid kdvetel & nincs sziksey virdis

&ensek alkalmaz&aa.

2.4.1.2. Minicircle-vektor

Az (raprogramoz&hoz haszndt episzdm& méetének csckkentéseképen az Un.
Minicircle-vektorok dtali iPSC generdat kerit kifejleszté&sre. A Minicircle-vektorok
képesek a nem integrdddott & a nem replik8odo episzan&rd is expresszdni. Kordoban
voltak prébdkoz&ok konvenciondis DNS-vektorral vald (raprogramoz&ra, azonban azok
csak igen alacsony hatékonysaggal miikddtek (Okita et al. 2008). A Minicircle-vektorok
elénye a konvenciondis DNS-vektorokkal szemben, hogy nem tartalmaznak bakteridis
szekvenci&at, kevé&shé hajlamosak az elcsendesUésre & sokkal magasabb szintil
expresszicra képesek (Chen et al. 2003; Chen et al. 2005). Jia et al. (2010) alap fottak el6szor
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sikeresen human iPSC vonalakat egy negy faktort tartalmazopolicisztronos Minicircle-vektor
tdhbsz&i transzfekcidjaval. Ugyanez a kutatocsoport késObb egy standardizdt protokollt
publikdt zs 1sz&vet-eredetli sejtek Minicircle-vektor dtali Graprogramoz&hoz (Narsinh et al.
2011). Ujabban pedig egy kodon-optimaliz&t Minicircle-vektorral humé fibroblasztbd
hoztak lére iPSC vonalakat (Diecke et al. 2014b), azonban vérb6l vagy egyéb nehezen

yraprogramozhatOsejtt pusokbd ezzel a rendszerrel iPSC alap i&t ez idag nem kczdtek.

2.4.1.3. Adenov fus-vektor

Az egyik elsé integracio-mentes egé& iPSC vonal generd&a adenovus vektorral
vektor a legtchb sejtt pusba nem képes integrddini. Ezek a vektorok keépesek szamos
sejttpus transzdukcigaa, ahol episzdma form§dvan maradnak fent & a hozz&dott
prométertdl fiiggéen expresszalodnak (Graham et al. 1992; He et al. 1998). Kés6bb human
embriondis fibroblaszt (raprogramoz&&val is prcbdkozott egy munkacsoport: a
transzkripci& faktorokat egyenként adenov fus-vektorokkal jutatté&k a sejtekbe. A t&hbsz&i
transzdukcid & 250 ,,MOI” (Multiplicity of Infection) ellenée is, az eg& sejtekné elét
haté&onys&nd alacsonyabb eredményt &tek el (Zhou & Freed 2009). Az adenov fus
alacsony raprogramozo haté&onysaga mellett, annak random rekombin&iga is ismeretes,

elsésorban a k&loldszakaszokba integrddiva (Stephen et al. 2008).

2.4.2. DNS-mentes Uraprogramozotechnik&k

A DNS-mentes graprogramozOrendszerek a pluripotenciaért felelés faktorokat RNS
vagy fehé&je formdumban juttatjd&k a sejtekbe, @y azok a&ral&aa sincs ma szikse.
Tovabba, itt még a ritkdn el6forduld random integracio jelenségével sem kell szamolni
ellenté&ben a DNS alapu rendszerekkel. Ezen okokbd human ter&i& alkalmaz&ban e
rendszerekkel valG iPSC eléallitas tlinhet a leg Dé&etesebbnek. Az (jraprogramozo
hatéonysaguk eltéré tendenciat mutat, azonban dtaldban elmondhat§ hogy az integrd&alo
rendszerek haté&onys&ya alatt maradnak.

Ide tartozik a Sendai-vrus (SeV) dtal RNS formgdban bejutatott transzkripci&
faktorokkal val® graprogramoz&, valamint az mRNS-alapu & fehé&je bevitelt alkalmazd
eljaaok. Jelenleg a Sendai-v Tus haszndata a legelterjedtebb ebben a kateg&idban, mivel a
maik k& rendszer eredmeényess@ének ndvel&séhez szanos esetben téhbszai transzfekcio
szikseéges, illetve alkalmaz&uk specidis technol&ida kovetel, amelyek az ESC/iPSC

tenyészto laborat&iumok nagy részében nem elérhetdek.
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2.4.2.1. Sendai-v Tus transzdukci®

A SeV egy negat ¥-szAURNS v Tus, amely nem képes a genomi integr&iGa. Szanos
sejttpus fertézésére alkalmas, azonban azt kovetéen ma& nem Kkeépes fert6z6 &ensek
képzé&sée a sejtekben. Az adenovTussal ellentében a SeV nem igényli a gazdasejt &tal
termelt fehé&jeket, a transzkripcichoz nem kerld a sejtmagba, teh& a random integr&io
veszédye sem dal fenn (Az adenovius szinté nem integrddlik a genomba, azonban a
sejtmagban lokalizadalik, ahhoz hogy virdis fehé&jéket képezzen. Vagyis itt méy mindig
felléphet random integr&iq ahol a virdis DNS beéihet a genomba). SeV-el m& szanos
sejttpusbd mey nehezen (raprogramozhatO sejtt pusokbd is sikerdt az iPSC alap i&
(Fibroblasztbd: Fusaki et al. 2009; CD34+ sejtekbdl: Nishishita et al. 2012, Nazdis epitéium
sejtekbol: Ono et al. 2012; T-sejtekbdl: Seki et al. 2010).

Habar jol miikkddé rendszernek tlinik, egyeldre vannak limitald tényezéi. Példaul a
Sendai-v fussal bevihetd szekvencia mérete limitalt, Ty a pluripotencia faktorok
bejuttat&dnoz tchb v rus-vektor egylites hozz&ad&a szikseéges. Az (raprogramozGld
haté&onys&ja Dy kevésbé megbizhatd az egy sejtbe jutott faktorok véletlenszerii eloszlasa
miatt. Tovébb&a SeV folyamatosan replikddlik a citoplazméban, ez&t az JraprogramozGid
utén az iPSC vonalakbd valS kitr iése hosszadalmas. Az egyes sejtvonalak k¢&xdt nagy a
variancia, dtaldan 5-10 passzalas sziikséges ahhoz, hogy a virus kiiiriiljon a sejtekbdl,
amelyet SeV-re specifikus PCR-el vagy ICC-festéssel lehet ellenérizni (Macarhtur et al.
2012). A SeV gyorsabb kiiiriilésére, egy kutatocsoport hdmérséklet-&zékeny v Tust fejlesztett
ki, ahol a sejtek 3-5 napon & tart® 38€-o0s inkub&igaa van szikséy (Ban et al. 2011).
Azonban a tenyé&zté&si kgumeények, mint p@dail a homérséklet drasztikus valtozasa a
sejteket &t stressz kovetkeztéoen esetlegesen mut&idk vagy nagyobb kromoszdmdis
vatoz&ok kialakul&dhoz vezethet. Nishimura et al. (2011) egy tovébbfejlesztett SeV-et
hoztak lére, az Cgynevezett SeVdp-t, amivel egé sejteket tudtak Jraprogramozni. Az SeVdp
replik&iGdeficiens, vagyis folyamatos expresszicra képes, & a n&yy transzkripci& faktort az
eddigiekkel szemben egy vektorban képes bevinni. Az (raprogramozast kovetéen pedig a
SeV siRNS kezeléssel eltévol ithata

Mivel a SeV hatékonysaga nem sokkal marad el a beépiilé rendszerekhez kéest, me&y
nehezen (raprogramozhat® sejtt pusok esetéoen sem & emberre nem veszéyes (nem
fert6z6), @y huma génterdpidvan jA hasznos ihato lehet a jovoben (Nakanishi & Otsu
2012).
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2.4.2.2. mRNS-alapuaraprogramoz&

Az integr&iGmentes rendszerek kcxeé sorolhatd az mRNS-alapu raprogramoz&s,
mellyel a v fusok haszndata elkeriilhet6. Yakubov et al. (2010) programoztak vissza elGszor
sikeresen human fibroblaszt sejteket n€gy in vitro elballitott mRNS (5’cap) 6t egymast kovetd
isméelt transzfekcigaval. A felhaszndt mRNS egy ,,Internal Ribosome Entry Site” (IRES)
szekvenciat tartalmazott az 5’UTR- & egy polyA-t a 3’UTR- ré&icban. Enné magasabb
hatékonys&ot &t el egy m&ik kutat&soport szintetikus mRNS-ek isméelt transzfekciga
mellett (Warren et al. 2010; Warren et al. 2012). Azonban a limitaldé tényezé e rendszer
haszndata esetén a tchbszGi isméelt transzfekci® szikségessége, amit az &zékeny
sejttipusok nem képesek tolerdlni. Emellett a szintetikus mRNS vektor eldallitdsa igen

kdtséges.

2.4.2.3. Fehé&jével-medidt Jraprogramozas

A fehé&je atali graprogramozai rendszer elkerdi a bamifdée genetikai eredetti anyag
sejtekbe val® bevitelé, mivel az graprogramozo faktorok fehé&je formgdban jutnak a
sejtekbe. Korabbi tanulmanyokban bemutattak, hogy kiilonb6zé fehérjék bejuttathatdéak a
sejtekbe (in vitro & in vivo), ha azokat sejten-&hatol& peptidekkel (CPP: Cell-Penetrating
Peptid) vagy fehé&je transzdukci& domennel fuziondj& (Inoue et al. 2006; Michiue et al.
2005; Wadia & Dowdy 2002). Ezzel a md&lszerrel Zhou et al. (2009) dliott el6 olyan
rekombin&ns pluripotencia faktorokat, amelyek képesek &hatolni a plazma membranon.
Ezeket a faktorokat, egymast kovetd négy ciklusban adtak MEF-hez & ily md&lon elGszor
tudtak I&rehozni egé& iPSC vonalakat. Az (raprogramoz&hoz a feh&jék hozzadaa mellett,
kismolekul& adagol&a is szikseges volt. Azonban ugyanezzel a md&iszerrel human iPSC-k
alapi&a ez idag nem volt sikeres. Tovébbi hdrdny, hogy nagy mennyiségli tisztfott
rekombinans fehérje el6dl i&daa volt sziks€y, amely a legtobb sejttenyésztd laboratoriumban
nem tartozik a rutin elja&ok kcxé Ugyanebben az é/ben egy m&ik csoport is hasonlGiPSC
ygraprogramozo eljaat kadt (Kim et al. 2009). Stabil HEK293 sejtvonalakban
expresszatatték a néy human faktort (OSKM) & fuziondt& 9R-el & MYC tag-el. Az errél
gylijtott sejtkivonatot 6 héen & isméelt ciklusban adté& human magzati fibroblaszthoz (HFF:
Human Foetal Fibroblast) & gy ké& stabil human iPSC vonalat dl fottak el6, kismolekul&k
hozz&ad&a nékd is.

A fehé&je atali graprogramoz& alkalmaz&a akkor vahat sziksé&jessé ha olyan iPSC
vonalak alap i&a a c&, amely teljesen mentes mindenfée exogé RNS/DNS-t61. Azonban az

eddig elét hatéonys& igen alacsony, méy az dtaldban k&nyen (raprogramozhatd
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sejttipusokkal is. Ez a modszer egyeldre tovabbi fejlesztésre szorul, és jelenleg a haszndata

nem elterjedt.

2.4.3. Integrddadkivaghatokonstrukcidrval valdraprogramozotechnik&k

Ebbe a kateg&idba olyan DNS alapugeénbeviteli elja&ok tartoznak, amelyek a bevitt
konstrukcid integrdj& a sejtek genomjdpa, azonban azok az (raprogramozodast kdvetéen
az alap fott vonalakbd specifikus md&lon eltévol ihatéak. A fenti ké& kateg&Gidval ellenté&ben
(24.1. & 2.4.2. bekezdé&s) e rendszerek hatékonys&ya a legmagasabb mivel a bevitt DNS
stabilan integrddlik a genomba, & az folyamatosan kées expresszddini a sejtekben, my a
bevitel ismél&ée sincs szikséy. Ezek a rendszerek robosztusak, nehezen Cjraprogramozhat®
sejttipusok esetében is kivaloan miikddnek. A négy gén bevitele egy policisztronos vektorral
tGtenik, Dy a random integraciok mennyisége csokkenthetd. Azonban az egy transzdukcid
soran integrdddott transzgének szama & helye random, névelve Ty e rendszerek
Kiszam ihatatlans&& & az inszerci& mutagenezis veszéyé.

A transzgén (-ek) elt&vol i&d&oz az alapiott vonalak szelekciga szikséges, az
azokban integrddlott transzgének szama alapjan, & csak az alacsony kdpiaszanu klénok
(max. 3-4 kdpia) transzgén-mentes i€se ajanlott. A kpiaszan meghataoz&ra leggyakrabban
Southern blot anal Eist, ritkébban kvantitatv PCR vagy egyé PCR alapu elja&okat
alkalmaznak (Kolacsek et al. 2011; Uren et al. 2009). Ezek az elja&ok kdtség &
idoigényesek, azonban haszndlatuk elengedhetetlen integrativ génbeviteli eljarasok
alkalmaz&a esetén.

Mivel az (raprogramoz& sora genom-manipul&io tGténik, my e technol&idk
human terapias célokra nagy valdsziniiséggel nem lesznek alkalmasak. Azonban bioldgia
alapkutat&okhoz illetve gyd&yyszertesztekhez e rendszerek haszndata jelenleg a
legelterjedtebb, mivel Graprogramoz&hatékonysayuk a legmagasabb. Nénay munkacsoport
megfigyelte a transzgén molekul&is-, & differenci&i& képess&yre kifejtett kaos hat&& is
(Sommer et al. 2010; Chakraborty et al. 2013), gy annak elté&vol i&a mé&y in vitro alkalmaz&
esetén is javasolt, nGvelve my a rendszer haszndaténak eszkoz és iddigényét.

E kategGidba ké rendszer tarozik: az egyik a kivaghatd lentiv fus alap(y a m&ik pedig a

transzpozon-transzpozé rendszer dtali génbevitelt alkalmazza.

2.4.3.1. Kivghatolentiv Tus alapuagraprogramozOrendszerek

Az (raprogramoz&hoz haszndt lentiv fus vektort (gy tervezték, hogy a transzgén az
integraciot kovetdéen a genombol kivaghato legyen. Ez (gy val&ihatd meg, hogy a
pluripotencia faktorokat tartalmazOvektor 3°’LTR ré&yigdba egy LoxP szekvencia taldhatQ A
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Vv Tus reverz transzkripci@a soran a LoxP szekvencia az 5’LTR r&gidha m&oldlik, kg Uveéve
Dy a transzgent k& LoxP hellyel. A transzgén kivag&ad a Cre-rekombin& sejtekbe vald
transzfekcig&val lehet eléni. A Kkivagast kovetéen az egyik LoxP hely tovébbra is a
genomban marad, azonban az akt¥v promdert nem tartalmaz teh& a vonalak transzgén-
mentesnek nevezhetdek.

Ezt az (raprogramozo stratégid elészor Chang et al. (2009) alkalmazta transzgeén-
mentes eg& IPSC vonalakat alap i&&o0z. Az OSK policisztronos lentiv Tus-vektor
transzdukcig&val egé& TTF-et programoztak vissza, majd a Cre-rekombin&t adenov russal
vagy elektropor&idval jutatték a sejtekbe a transzgén kivag&anak céjébd. Ugyanebben az
&/ben Soldner et al. (2009) human transzgén-mentes iett iPSC vonalakat alap fott egy hasonlo
mddszerrel human fibroblasztbd ahol az OSK faktorokat egyenként jutatték be a sejtekbe. A
Iérehozott transzgén-mentes iPSC vonalakat norm& ESC & transzgént-tartalmazo iPSC
vonalakkal hasonl fott& &ssze in vitro tesztekben, ahol a transzgén k&aos hat&a tapasztalték.
A kovetkez6 években tovabbi egér és human IPSC vonalakat hozott |ére nénany
kutat&soport, ahol a sejtvonalakat a Cre/LoxP-rendszert alkalmazva transzgén-mentes fiették
(egé&ben: Sommer et al. 2010; Chakraborty et al. 2013; humaban: Somers et al. 2010).
Ezekben a munk&kban az alkalmazott raprogramozd@kivahatGrendszer strat€gida hasonld
volt, azonban a felhaszndt lentivTus vektorok némileg elté&tek egym&td. A transzgeén
negatv hat&d& a sejtek molekul&is tulajdons&jaira &/vagy a differenci&i& képességre a
transzgén kivagasa el6tt szintén detektaltak (Sommer et al. 2010; Chakraborty et al. 2013). A
Cre/LoxP-rendszer mellett az Flp/FRT-rekombin& haszndata is elterjedt eml6s sejtekben, €
haba a haté&onys&ya alacsonyabb, azonban a sejtekre Kifejtett toxicit&sa kisebb (Nakano et
al. 2001; Schmidt-Supprian & Rajewsky 2007). Az FIp/FRT-rendszert alkalmazva Voelkel et
al. (2010) transzgén-mentes fett eg& iPSC vonalakat alap fott sikeresen egy eg& OSKM
policisztronos lentiv fus vektor haszndatéval. Az alapiott egé& iPSC vonalakba a Flp-
rekombin&t Gag-pol poliprotein &tali transzdukcidval jutatték be. Transzgén-mentes iett
human iIPSC-k |é&rehoz&d& a FIp/FRT-rekombin& rendszerrel ez idag nem ké&edtek.

lgaz a kivaghatdlentiv fus vektorokkal Iérehozott transzgén-mentes iPSC-kben az
aktw transzgé ma nincsen jelen, azonban a sejtek genom-manipul&ic estek & & a vektor
dtal hdrahagyott révid szekvencia rézletet, Un. ,footprint-et” még mindig tartalmazz&.
Vagyis haszndatuk inkdbb a gydyyszertesztekben, betegségek modellez&ében elterjedt,

jovobeli klinikai alkalmazasuk nem valoszini.
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2.4.3.2.Transzpozonnal torténd plazmid alapu (jraprogramozOrendszerek

Kaji et al. (2009) policisztronos line&ais plazmiddal, amely tartalmazta az OSKM
szekvencidat, eg& embriondis sejteket programoztak vissza. A Cre/LoxP-rendszert
felhaszndva a pluripotencia vektor kivaghato volt az iPSC-k genomj&d. Azonban a
transzgén kivay&da utan a legtchb vonal differenciddal&nak indult, amelynek az oka
feltéelezhetéen a sejtek rézleges U(raprogramoz&a volt, mivel az aktw transzgén
eltévol i&a utan a pluripotens dlapot fenntart&&a kéotelenek voltak. Line&is plazmid alapu
Jraprogramoz&ra huméan sejtekben ez idag nem volt példa, valdsziniileg az egér sejteken is
tapasztalt alacsony (raprogramozGhatékonys&y miatt. A transzfekci& hatéonys&y névelése
cdjad Kaji & munkacsoportja ugyanebben a ké&xleményben PiggyBac (PB) transzpozon-
alapuigénbeviteli eljaat is tesztelt, amivel eredméyesebb genom-integr&id& &tek el, mint a
lineariz&t plazmiddal, & my huma& PB-iPSC vonalakat tudtak alap fani.

Az iPSC alapi& soran a vius felhasznd& elkerUé&ée egy alternatv U lehet a
transzpozon dtali génbevitel. A transzpozonok olyan mobilis genetikai elemek, amelyek a
transzpoz& enzim kataliz&iga dtal kéesek kivadalni/inszertddaini a genom mentén. A
transzpozon vektorok a bevinni k wént DNS szekvencia 5’ & 3’ végén egy-egy ,,Terminal
Inverted Repeat” (TIR) szekvenci& tartalmaznak, amihez a transzpoz& enzim kapcsol&ini
tud (VandenDriessche et al. 2009). Ezt a mechanizmust kihaszndva genetikailag md&los fott
transzpozonok, amelyek tartalmazz& a pluripotencia faktorokat, alkalmasak a sejtek
Jraprogramoz&aa a transzpoz& expressziga mellett. Tovébbaa sejtek genomjdba stabilan
be& Ut transzgének eltévol Thatéak a transzpoz& enzim (raexpresszatat&aval. A kivaghatd
lentiv Tussal bemutatott rendszerhez keépest a transzpozon-transzpoz& dtali transzgén-
mentes fett iPSC vonalak csak 1-2 b&ispat (SB: Sleeping Beauty) hagynak maguk utén a
genomban vagy akar ,footprint”’-mentesek a PB tipusii vektoroknal a kivagast koveton.
Elséként PiggyBac-alapn (jraprogramoz&sal ké& munkacsoport egé& iPSC vonalak
l&rehoz&ad szamolt be, majd a transzpoz& Uraexpresszatat&aval sikeresen transzgén-
mentes fette azokat (Woltjen et al. 2009; Yusa et al. 2009). Woltjen et al. (2009) & Kaji et al.
(2009) HFF-bdl is iPSC-ket tudtak Ié&re hozni PB-policisztronos (raprogramozo vektorral,
azonban az egében bemutatott transzgén-mentes iesi elja&ra a human iPSC-k esetén nem
kerdt sor. Az emlés sejtek transzgeneziséiez haszndt maik transzpozon a Sleeping Beauty,
amely igen magas hatékonysaggal b T. Az SB a halgenombd szamazd Tcl/mariner-eredetii
fragmentumok rekonstrukcigéd jat lére. (lvics et al. 1997). M&é et al. 2009-ben az SB
hiperakt v verzigé& (SB100X) k&xdte, ami 100x-0s transzpoz TiG haté&onys&ygal b 1t emlés
sejtekben az eredeti SB-hez képest. Az SB100x egy Dé&etes és ujszeril eljaras transzgenikus

allatmodellek létrehozasaban, kiilonbozé human sejtek genetikai mdlos i&&dban illetve
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génterdpia eljaaokban (Izsv& et al. 2010; Ivics & lzsvé 2011; Hackett et al. 2010). Ezek
mellett pedig az SB-vektorok haszndata egyszerii és koltséghatékony. Az els6 SB-iPSC
vonalat Muenthaisong et al. (2012) kczdte egé embriondis fibroblaszt Jraprogramoz&aval.
Mind a PB- & SB-transzpozon-transzpoz& rendszerek iPSC-k alap i&&ban hasznosak, mivel
hatékonys&auk nem sokkal t& el a vius-alapu génbeviteli elja&oktd, azonban azokkal
ellenté&ben v Tus-mentes, egyszeri DNS-bevitelen alapulnak. Transzgén-mentes fett iPSC
vonalak lérehoz&dban szintén egyedUdlo elja&t nydthatnak a  transzpoz&
Uraexpresszdtatda ré&vén. Ismert, hogy a transzpoz& enzim hasonld hatékonys&ggal képes
Kivagni & (ra-integrdni a transzgent, ami a transzpozon genom mentén valGugrdaa fogja
eredményezni (,,jumping effect”) (Wang et al. 2008; Li et al. 2013). A kontroll&atlan,
isméelt transzpoz Tidk pedig nem k vant ,,footprint”-eket és/vagy genetikai atrendez6déseket
okozhatnak a sejtekben. A transzpozonok ezen ismert természete miatt, a kivaghatdintegrat v
IPSC alapitasban egyel6re a lentivirus az elterjedt, a transzpozont alkalmazo elja&ok

tovéobfejlesztésre szorulnak.

2.4.4. Kémiai graprogramoz&

A kémiai uton torténd Ujraprogramozassal elméletben semmiféle genetikai
mdalos i&nak nem teszik ki a sejteket, épen ezét a csak kis molekulakkal torténd iPSC
alap i&ra szanos préhdkoza volt az elmUt években a klinikai alkalmaz& feléir&yulva. Az
adott kis molekul& specidis jeldviteli C(tvonalakra hatnak, amelyeknek a sejtek
yraprogramoz&ban van szerepik. Két munkacsoportnak sikeriilt elészor iPSC vonalakat
eldallitaniuk csak egyetlen transzkripcids faktor stabil integr&ig&val szamos kismolekula
haszndata mellett (Li et al. 2011, Zhu et al. 2010). Zhu et al. (2010) huma& keratinocit&at
programozott sikeresen vissza csak az OCT-4 lentivius transzdukcigG&val specidis
kismolekul& kombin&iganak adagol&a mellett (A-38-01, PS48, N&rium butird, Parnate,
CHIR99021, PD0325901). Li et al. (2011) egér embrionalis és felnbtt fibroblasztot tudott
IPSC-vé (raprogramozni, hasonl&n csak az Oct-4 lentivius transzdukciga & négy
kismolekuldbd dlGkeveré hozz&ad&a mellett (valproinsav, tranylcypromine, CHIR99021,
616452). M& csoport pedig nem integrat v rendszerek & kismolekul& kombin&igaval
k 8&elt meg human iPSC-ket I&rehozni. Valamehr et al. (2014) az OCT-4, SOX2 & SV40LT-t
tartalmazo episzandis vektorral & kismolekul& kombin&igaval (SMC4, Thiazovivin,
PD0325901, CHIR99021, SB431542) transzgé-mentes human iPSC vonalakat hozott 1&re.
Nemrég Hou et al. (2013) sikeresen alap fott eg& iPSC vonalakat kizadag kémiai (on, h&
kismolekula felhasznd&&aval (CHIR99021, 616452, Forskolin, DZNep, valproinsav,

tranilcipromin, TTNPB), amely sejteknek a CiPS nevet adt&. A kémiai (raprogramozasal

48



IRODALMI ATTEKINTES

ugyan direkt genetikai mdalos i& nem t&teénik, azonban szanos molekul&ak nem ismert
hat&ai lehetnek. A hé& alkalmazott kismolekuldd né&yy ma klinikai alkalmaz&sban elterjedt,
azonban a masik harom, illetve a molekuldk egyiittes hatdsanak bdvebb ismerete

elengedhetetlen a rendszer esetleges t&vlati haszndaténoz.

2.5. Az iPSC vonalak jelentésége az dlatteny&zté&sben

Haba az iPSC kutat&ok, azok gyGyy&zati jelentdsége miatt foként human modellen
vagy labordlatokon zajlanak, az iPSC-k dlatorvosi&ban valamint az dlattenyé&ztében
betdltéit szerepe is emlitends. Allatmodellekbdl 1étrehozott iPSC vonalak az Gssejt alapu
génterdpid elja&ok tesztel&s&e lehetnek alkalmasak, amelyek é&tékes inform&idval
szolgdnak a huma gyQgy&zat szan&a, emellett terdpi& alternatva nydjthatnak az
dlatorvosl&a szanaa is (Cebrian-Serrano et al. 2013). Az dlattenyésztésben az iPSC
technol@yia a transzgenikus haszonallatok eléallitasaban j&hat szamos elénnyel a pluripotens
Ossejtek célzott modon torténd genetikai modositdsan keresztiil. A modositott Ossejteket
embriondis kdnyezetbe visszajuttatva ivarsejt kimé&& hozhat&ak Iére (1&d: 2.1.5.
bekezdé&s), amely dlatok szapori&aval a kwant genetikai mdlosia d&adhatd az
utalnemzedekbe. Azonban a haszonallat eredetii embrionalis 6ssejt alap i& nem minden faj
esetéen sikeres, vagy a lérehozott sejtvonalak nem alkalmasak genetikai manipul&i&a
&l/vagy nem kéesek kimé&&k formd&aaa (Lu et al. 2012a). E problén& az iPSC-k
alkalmaz&an keresztU esetlegesen &hidalhaté&k lesznek, mivel néndy olyan faj esetén
sikerdt ma cs ravonal-kompetens iPSC vonalakat 1étrehozni, ahol az embrionalis eredetii
6ssejtekkel ugyanez kudarcot vallott (Koh & Piedrahita 2014). Sertéhen szamos iPSC vonal
alap idad szanoltak ma be betegseégek modellezé&e cdjéd (Cebrian-Serrano et al. 2013),
valamint West et al. (2010) & Fujishiro et al. (2013) iPSC sejtek altal torténd transzgenikus
sertések eldallitasat kozolte. Szarvasmarha iPSC vonalak sikeres alap i&dad téob
kutat&soport is beszamolt, ahol dtal&noss&ban azt taldték, hogy az OSKM faktorok mellett
tovéobi faktorok bevitele volt szikséges stabil vonalak alap i&&oz (Han et al. 2011). Az
alap fott vonalak j@ szerepeltek in vitro & in vivo pluripotencia tesztekben, azonban kiméa
formadal&i képesséyik tovdbbi vizsgdatra szorul (Koh & Piedrahita 2014). IPSC-k
eléallitasardl birkdan is beszamoltak ahol a vonalak élve sziileté kimérakat formdtak, haba
alacsony mértékti Kim&izmust mutattak (Sartori et al. 2012; Liu et al. 2012). A madafajokbd
torténd iPSC alapitasnak a transzgenikus allatok eléallitaisa mellett fejlodésbiologiai
tanulmanyokban lehet jelent6sége. Japan fiirjbdl szarmazd primer sejtet programoztak ujra
egyesek a human pluripotencia faktorok alkalmaz&aval, ahol az iPSC vonalak kéesek voltak
kimé&k formdaaa (Lu et al. 2012b).
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2.6. Az iPSC vonalak gyGyy&zati alkalmazasa

A fenti fejezetek azt mutatt&k be, hogy az els6ként alapitott pluripotens sejtek
l&rehoz&adad (Hogan 1976), illetve az els6é genetikai ujraprogramozasi kisérletektol (Briggs
& King 1952; Gurdon et al. 1958; Miller & Ruddle 1976), hogy jutott el a tudomay az
indukdhato pluripotens vonalak |érehoz&ag (Takahashi & Yamanaka 2006). Tovéoba
hogy hogyan fejlédott az iPSC alap i&i technol@gia napjainkig a klinikai alkalmaz& felé
irayulva, kitéve arra is, hogy mely technikai |éések szorulnak tovébbi fejleszté&re. Ahhoz
hogy az iPSC-k sejt- illetve gén- terdpi&d gyGymdilokban ténylegesen alkalmazhatéak
legyenek, az iPSC alap i& kidolgoz&a mellett a kutatckra méy nagyon sok nyitott k&dés
megvdaszol&a va. Azonban az iPSC-k a gy&yy&zat szanaa ma napjainkban is igen nagy
hasznot jelentenek (Kim 2014), elsésorban a betegséyek modellez&éoen, ( gyGyyszerek
felfedezésében, gyogyszertesztekben és egyéb terapias lehetOségek feltad&dban, mivel
bizonyos betegseéget hordozd pa&iensek sejtjeinek Uraprogramoz&&val (n. betegséy-
specifikus iPSC vonalakhoz juthatunk. A betegség-specifikus iPSC vonalak sz&mos igen
fontos alternativ alkalmazasi lehetdséget kinalnak, amelyeket folyamat&an a 3. &ra mutat
be.
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A betegségek modellez&s&e hagyomanyosan az dlatmodellek vagy a sejtes
rendszerek terjedtek el. Ezekkel szemben a betegs€g-specifikus iPSC vonalak elénye pédaul
az dlatmodellekhez képest, hogy a human betegségek huméan sejteken tanulmayozhat&k. A
betegségmodellként eddig alkalmazott sejtes rendszerekhez képest pedig jelentGségét az
bamilyen sejtt pus lé&rehozhatd(3. &ora). Ennek olyan human betegségekné@ van jelentsége
ahol az é&intett sejt-/szcvett pus nem Al rendelkezé&re (p&daul k&eponti idegrendszer sejtjei).
Tovdbbaegyes betegségek esetén annak patofiziol&yiga, a tinetek kialakul&a, elérehaladasa
is tanulmanyozhatGa betegséget hordozGéls sejteken. A betegségek modellezése mellett az
IPSC-kbdl differencialtatott betegs€y dtal é&intett sejtt pusokon U betegs€y markerek,
diagnosztikai lehetdségek dolgozhatoak ki, valamint gyodgyszerek tesztelhetéek. A
gy@yyszertesztekhez szikséyes nagymennyiségi aka pluripotens/multipotens/differencidt
sejttpusok pedig korl&lan mennyisében eléallithatéak (3. &bra). Tovébd a betegs&y-
specifikus iPSC-k funkcionalit&a is tesztelheté allatkisérletekben. Mindezeket az elényds
tulajdons&okat szanba véve az iPSC rendszer a betegsémodellezé& terUeté mindenképen
egy egyediilallo lehetéséget kinal (Marchetto € Gage 2012).

Ahhoz, hogy az iPSC-k klinikailag biztons&osak legyenek, szamos kutat&soport
dolgozik az iPSC (raprogramoz&i strategia fejleszt&asén (I&d: 2.4. bekezdés), illetve a
I&rehozott vonalak validd&i mdlszerein. Ezekkel a kutat&okkal p&ahuzamosan egyesek az
iIPSC mint génterapias lehetéség fel€irayulva véyeznek k s&leteket, a lehetséges eljadok
megismeré&e & kidolgoz&a cdjéd (Diecke et al. 2014a). Ezzel a mdaiszerrel egy genetikai
alapUbetegseggel rendelkezé paciens testi sejtjeit tjraprogramozva, a mut&io in vitro
k&Umeények kcxdt kertne korrekcicra, & ma a korrigdt pluripotens- vagy differencidt-
sejttpusai kerUhetnének visszaUtetésre (3. &bra). ElImdetben, ha a p&iens saj& sejtje
kerUne transzplant&i&a, akkor a hoszt vs. graft, graft vs. hoszt betegségekkel nem kellene
szamolni, illetve a betegekre nézve igen kockdzatos immunizalasi eljaras is elkeriilhetd volna.
Gékorrekcio cdjdd a homold rekombin&i& mdlszer, amely hagyomanyosan elterjedt,
azonban emellett az elmdt é&ekben a génkorrekciO hatékony & preck elvegzé&éhnez
kiilonboz6 iray iott gémanipul&iG eljaaok is kidolgoz&ra kerdtek. Pé&daul a cink-ujj
nukle& (ZFN: Zinc Finger Nuclease) alkalmaz&aval (Héndel & Cathomen 2011) Hemof fia
B-t okozd mut&id tudt& korrigdni in vivo (Li et al. 2011), m m&ok ugyanezzel a
rendszerrel pé@daul HIV betegség esetén allitottak el6 mutacio-korrigdt sejtvonalakat (Holt et
al. 2010; Perez et al. 2008). Ujabban a ZFN-né kevébé toxikus (Sun & Zhao 2013),
ir&y iott gémdalos o eljaaok keriilnek el6térbe, amelyek az tn. TALEN (Transcription
Activator-Like Effector) (Hockemeyer et al. 2011) & CRISPR/Cas (CRISPR: Clustered
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Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas: CRISPR-Associated protein)
rendszerek (Gaj et al. 2013) alkalmaz&aa éunek.

Azonban az iPSC in vitro modellnek tekinthetd, a betegségek in vivo fenot pusdnak
tanulméayoz&aa nem alkalmas. Erre a céra tovdbbra is d&latmodellek haszndata
elengedhetetlen fontossagu, igy az iPSC altali betegség modellezés valoszinlileg nem azok
helyett, hanem inkd&b azzal egylt lesz hasznos az orvos biolGyiai kutat&ok szamaa
(Marchetto & Gage 2012; Kim 2014).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Az iPSC-k generd&hoz kapcsolaldstandard eljéardsok

A kEé&letekhez haszndt vegyszereket a Sigma-Aldrich (St Louis, USA), illetve
minden sejttenyészt6 reagenst a Life Technologies (Carlsbad, USA) cégektdl szereztink be
(az ettdl valo eltérést KU eml TjiK).

A keé&letekhez haszndt dlatok kezel&sé&e vonatkozO elja&okat az illetékes
Munkahelyi Allatk §&leti  Bizottsédy (MAB) & a Pest Megyei Kormanyhivatal
Belmiszerlanc-biztons&i & Allateg&zséyinyi lgazgatés&y, mint illetékes hatGs&y hagytdk
jova

A felhasznalt oldatok és tenyészté médiumok ké&sziesé a Mellékletek 9.2-es
pontj&an részleteztem (szGvegben dolt betiivel és szogletes zardjelbe foglalt szamozassal

jeldve).

3.1.1. Sejtteny&szt&s

A sejteket Gn. sejttenyészté inkubatorban, 37<C-on, 5% (v/v) CO, szint mellett
tenyésztettik.

3.1.1.1. Egé sejtteny&szt&s

A primer MEF-et egé& embrickbd izoldtuk a standard protokoll alapj&n (Robertson
1987) majd Fibroblaszt-mé&liumban [1] tenyé&ztettik azokat. A primer MEF sejteket
haszndtuk fel az egé& IPSC-k generd&&hoz. Szintén MEF-et (korai passz&asu P3)
haszndtunk a t&pladdsejtréeg-fliiggs tenyészté&hez, amihez a MEF-et eléz6leg Mitomycin C-
vel (MitC) kezeltik.

Az eg& ESC (mESC) & miPSC-ket mESC-méliumban [2], MitC-vel kezelt t&ldA6
sejtréegen vagy 0,1%-0s zselatinon tenyésztettik. A standard eljarasnak megfeleléen, az
0szt&al O sejteket 2-3 naponta passzdtuk, amikor azok eléték a 70-80%-0s konfluencid. A
passzalas napjan a sejtekrol eltavolitottuk a médiumot, majd foszfa pufferes (PBS: Phosphate
Buffered Saline) mosast kovetden 0,05%-0s tripszin-Etilén Diamin Tetraecetsavval (EDTA)
37<C-on 3 percig inkubdtuk azokat. Amikor a sejtek a felsz nt6l kezdtek elvdni a tripszin
hat&& mESC-mé&liummal [2] neutralizatuk. A sejteket tartalmazd mé&liumot egy 15 ml-es
centrifugacsObe gyljtottiik és sejtszuszpenziot készitettiink. Ezt kdvetden a szuszpenziot
centrifugdtuk (1000 rpm, 3 perc, szobahémérséklet (RT: Room Temperature); Eppendorf
Centrifuge 5804R, Eppendorf, Németorsz&y) és a feliiluszot eltavolitottuk. A sejtpelletbdl
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mESC-m&liummal [2] sejtszuszpenzid ké&zietttnk majd a szikséges méretl
tenyésztéedényekbe ra sz&osztottuk azt (Nagy et al. 1993).

Az iPSC alap i&i kséletekben kontrollként minden esetben az azonos genetikai
hatteri egé& ESC vonalakat alkalmaztuk, amely vonalakat laborat&iumunkban alap fott&k. A

vonalak pluripotencia jellemzé&sé a melléletek M1. brga mutatja be.

3.1.1.2. Huma sejttenyésztés

A huma iPSC-ket ké&fée k&Umény kcxdt tenyésztettik: tplAOS sejtréeg-fiiggd

vagy tapldo sejtréeg-mentesen. Az 0sztalo sejteket 5-7 naponta passzdtuk. A tpldo

sejtréeg-fiiggoé tenyészté&s soran a passzadast kéfde mdalon véyeztik, enzimatikus vagy
mechanikus md&lon. Az enzimatikus mdiszer esetéoen a passzdast akkor végeztik, amikor a
teny&zet eléte a 70-80%-0s konfluencid. A passzalas napjan a sejtekrél eltavolitottuk a
meliumot, majd PBS-es mosast kovetéen TrypleE select-el 37<C-on 3 percig inkubdtuk
azokat. Amikor a sejtek a felszint6l elkezdtek elvalni szuszpenzi@ kész fettink & azt egy 15
ml-es centrifugacs6be gyiijtottiik, amely olyan mennyiségben tartalmazott PBS-t, hogy az a
TryplE select-et 1/10 ar&nyba hpisa ki. Ezt k&vetéen a szuszpenziot centrifugaltuk (1000
rpm, 3 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Nénetorsz&)) & a felUlsz&
eltavolitottuk. A sejtpelletb6l hESC-mediummal [3] sejtszuszpenzid késziettink majd a
sziikséges méretil tenyésztéedényekbe ujra sz&osztottuk azt. Mechanikus md&lszer esetén az
iPSC vonalakat az un. ,,cut and paste” elja&sal passzdtuk. Az esetlegesen differenciddlott
kolniaré&zeket mikroszké@ (OLYMPUS SZX9 Stereo Microscope, OLYMPUS, USA) alatt
steril injekcids tlivel (18G) kivagtuk, majd a tli hegyével a felszintdl elvalasztottuk. Ezt
kovetden a médiumot eltavolitottuk a sejtekrél és friss médiumot adtunk hozzajuk.
Mikroszk& alatt steril injekcids tlivel (18G) az egyes koloniakat 12-16 ré&zre vatuk fel. A
koldnia darabk&at a manudis pipettaa (50-200 i) illesztett pipetta heggyel vAasztottuk el a
felsz mt6l. A koloniadarabkakat tartalmazo médiumot dsszegytijtottikk majd megfelelé méretii
tenyésztoedényekbe (ra széosztottuk azokat.

Tapldo sejtréeg-mentesen a human iIPSC-ket Matrigel-en (BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA) mTeSR-ben (Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada) a gyato

eldirasanak megfeleléen tenyesztettik.
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3.1.2. Lentiv rus eldallitas

A lentivirus el8allitasahoz 3-4x10° HEK293T sejtet, 40 g expressziés plazmiddal, 16
g “envelope” VSV-G plazmiddal (Addgene, Cambridge, USA; plazmid szan: 12259), 8 g
“packaging” gag-pol plazmiddal (Addgene, Cambridge, USA; plazmid szan: 12251; Dull et
al. 1998) & 8 g “packaging” Rev plazmiddal (Addgene, Cambridge, USA; plazmid szan:
12253; Dull et al. 1998) ko-transzfektdtunk kalcium-foszf&os transzfekci& eljadsal
(Kingston et al. 2001). K& & haom nappal a transzfekciot kdvetden a virust tartalmazo
felUszA Osszegyhjtottik, 0,22 pm-es membrénszirével sziirtik € haszndatig -80°C-on

taoltuk.

3.1.3. AP-festés

A sejteket minimum 48 && keresztd 0,1% zselatinnal fedett tveg fedélemezen
tenyé&ztettik szokvanyos tenyésztémédiumban. Ezt kovetden a sejteket PBS-el mostuk, majd
4% paraformaldehiddel (PFA) fixdtuk (20 perc, RT). A festé&hez a fixdt sejteket MosG
pufferrel [4] mostuk, ezt kovetéen Alkalikus foszfat&-oldattal [5] 30 percig
szobah6mérsékleten inkubdtuk azokat, majd készer ismé& mostuk MosGpufferrel [4]. A
festést inverz mikroszk@ (OLYMPUS IX71 Inverted Microscope, OLYMPUS, USA)
seg isggéevel vizsgdtuk.

3.1.4. ICC-fest&

Sejtfelsz mi markerek vizsgdatakor a sejteket €16 (in vivo) dlapotban festettik, ahol az
ICC-fest&sn@ m&kor alkalmazott fixd&i & permeabiliz&i& |pét (1&d alébb) kihagytuk &
az els6dleges ellenanyagokat a sejttenyészté médiumba tettiik 1/50 h @y i&i ar&nyban majd 30
percig inkubdtuk 37<€-on. Ezt kovetden a sejteket 2 alkalommal PBS-el mostuk, majd
szintén a tenyészté médiumban h g iottuk a m&odlagos ellenanyagokat 1/100 aréoyban &
Jabb 30 percig inkubdtuk 37€-on a sejteket. A m&odlagos ellenanyagot eltévol fottuk, 2x
mostuk a sejteket PBS-el majd tenyészté médiumban, fluoreszcens mikroszk@ (OLYMPUS
IX71 Inverted Microscope, OLYMPUS, USA) alatt detektdtuk & fényképeztik a kapott

fluoreszcens festodést.

Az in vitro ICC-festé&shez a sejteket 4% PFA-val fixdtuk (20 perc, RT). Ezek utan a
sejteket 0,1% Triton X-100-t tartalmaz& PBS-el permeabiliz8tuk (5 perc, RT). A membran
markerek esetében a sejtek nem kerUtek permeabiliza&ra. Ezt kovetden a sejteket 1 Gan
keresztd 5%-0s szarvasmarha sz&umalbumint (BSA: Bovine Serum Albumin) tartalmazo

PBS-el blokkoltuk, majd az elsédleges ellenanyagokkal inkubdtuk azokat (4<C, egy §szakan
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d). Ma&anap, haomszoros PBS mosast kovetdéen az elsédleges antitestek a megfeleld
m&odlagos antitestek hozzad&aval vdtak |dhat&va az azokkal valo k& && inkub&io
(RT) elteltével. Vé&ezetd a magfesté&shez a sejteket DAPI-val (4',6-diamidino-2-
phenylindole; 0,2 g/ml vé&koncentr&id inkubdtuk (20 perc, RT). A haszndt elsédleges &
m&odlagos ellenanyagok list§& az M1. tébl&at tartalmazza. A sejteket a 3D képalkoto
modullal (ApoTome, Axiolmager rendszer, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,
Némnetorsz&y) elemeztik, & a gyatdAxioVision 4.8.1. programj&val analizatuk (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Jena, Germany).

3.1.5. RT-PCR

A PCR reakcidoban hasznalt primerek nukleotid szekvencidjanak megfeleld
megvalasztasaval elkiilonithetéek egymastol az exogén- (Gjraprogramozas soran Kiviilrél
bevitt), illetve az endogén- faktorok (a sejt eredeti génallomanyaban meglévé és az
Jjraprogramoza soran a sejtben aktivAdalGsajé pluripotencia gének) expressziga.

A tenyésztett sejtekb6l az 0ssz-RNS-t RNS izold6 kit (Qiagen, Hilden, Németorsz&y)
segitségével a gyartd elbirasanak megfelelden izolaltuk. 1 pg RNS-t Superscript Vilo kit
seg isegevel Ttuk & cDNS-¢, a gyarto protokolljanak megfeleléen. Az RT-PCR reakcichoz a
GoTaq Hot Start Green Master Mix-et (Promega, Madison, USA) haszndtuk & a gyato
protokolljanak megfelelé reakcidé paramétereket kovettiik. Az RT-PCR-ekhez alkalmazott
primerek list§&a a 3. tébl&at tartalmazza. A PCR termék méeté gédelektrofor&issel

detektdtuk, amelyhez et @lium bromid tartalm1%-os agar& gét haszndtunk.

3. tdblazat
Az pluripotenciét igazolé RT-PCR-ekhez alkalmazott primerek listaja

Egér RT-PCR primerek | Forward Reverz
Endogén (Woltjen et.al. 2009)

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

A begyijtott sejtpelletet 3 ml L tis-pufferben [6] szuszpenddtuk fel. A mint&hoz 10%
(v/v) SDS-t & 0,5 ml Protein& K-oldatot [7] adtunk & 37 <C-on egy §szakan & inkubdtuk.
A kovetkez6 napon 3 ml 5M-0s NaCl & 3 ml steril MilliQ vE hozzaadasat kovetéen a
mint&at centrifugdtuk (3000 rpm, 15 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf,
Nénetorsz&y). Ezek utén a felUszdhoz ké t&fogat abszollt etanolt adtunk. A DNS sz&8ak
Osszegylijtését kovetéen a mint& steril MilliQ vEben vagy 1x Tris-EDTA (TE) pufferben
szuszpenddtuk fel.

Nagyszanu minta izol&iga esetén egy genomidis DNS izoldd6 Kit-et (Qiagen,
Hilden, Nénetorsz&y) haszndtunk a gyarto eléirasainak megfeleléen, a mint&at pedig -20<C-

on taoltuk.

3.1.7. Araml&i citometria

A 70-80%-0s konfluencigu sejteket a standard passzaa&i eljaanak (3.1.1.1.
bekezdés) megfeleléen disszocialtunk. Az Ty Kkapott sejtszuszpenzid PBS-es mosast
kovetden 4%-0s PFA-val fixdtuk (20 perc, RT), majd centrifugdtuk (3000 rpm, 3 perc, RT;
Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Nénetorsz&y). A felU(szo elt&vol i&a utan a
sejteket PBS-el mostuk, majd ismé& centrifugdtuk azokat az el6bbi paraméterekkel. A
feld(szO isméelt eltavol ida utén a sejteket PBS-ben szuszpenddtuk fel majd métik
aamla&i citometridval (FACS: Fluorescence Activated Cell Sorting). A mé&éekhez a FC-500
Flow citoméert (Beckman Coulter, California, USA), az eredmények anal Eisénez pedig a
CXP analysis programot alkalmaztuk.

3.1.8. Southern blot anal Eis

A Southern blot anal zishez a genomidis DNS-t a klasszikus fenol-kloroform alapu
mdiszerrel izoldtuk (Davis et al. 2009). A genomidis DNS-t (10-15 pg) a megfelel6
enzimmel emésztettik (egy §szakan &), majd géelektroforeist kovetéen Hybond-N+ Nylon
membréora (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) vittitk fel. A préba hibridiz&igéoz &
detektd&anoz a DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit 11-t (Roche, B&el,
Sv§c) alkalmaztuk, a gyatdaltal javasolt protokollnak megfeleléen. A kapott eredményt az
ImageQuant 350 imager-el vizualizatuk az ahhoz kapcsol&@d szoftverrel (GE Healthcare,
Little Chalfont, UK).
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3.1.9. Az iPSC-k spontan differenciaiga in vitro

3.1.9.1. A miPSC-k in vitro spontan/kardidis differenci&iga

-,

Az eg& ESC/IPSC-k spontan differenci&igéaak inici&i& |épése a sejtek
szuszpenzioban torténd tenyésztése, mely sord EB-k képzédnek. Az iPSC-kbdl az EB-ket a
HD mdiszerrel Al fottuk el6. Ehhez az ESC-ket a standard passzd&i eljaa&nak megfeleléen
disszocidtattuk (3.1.1.1. bekezdé&s). A lérejdt sejtszuszpenzid 800 sejt/20  sejtszanra
al fottuk be, Egé& differenci&i&-méliumban [8], majd bakteridis Petri-csé&szek tetej&e
pipett&tunk 20 pA-es cseppekben. A tenyé&szté edény aljaba PBS-t tdtdtink, a fiiggdeseppek
kiszaradasanak megel6zéseképpen. A Petri-csészeék leford iddaval a cseppekben a sejtek
aggregaumokka dlnak &sze a gravitaio segisegével (0. Nap, a kihelyezé&s napja). A
differenci&id m&odik napj& (2. Nap) az EB-ket 24-lyuku tenyésztéedényekbe tettiik ki (1
EB/well), amely 0,1% zselatinnal bevont (veg fed6lemezt tartalmazott. A differenci&ic-
mé&liumot [8] minden m&odik nap lecserétik, & a spontan kontrakcid mutato sejtcsomdk
szand folyamatosan feljegyeztik. A sejtcsomdkat a differenci&io 14. & 21. napjan 4%
PFA-val fixatuk ICC-festé&ekhez.

3.1.9.2. A huma iPSC-k in vitro spontan differenci&iga

R

szuszpenzioban torténd tenyésztése. Ehhez a sejteket azok szokéasos passzalasat kovetden
alacsony tapad&u(low cell binding, Nunc, Walthman, USA) Petri-csé&zékben tenyeésztettik 5
napig mTeSR mé&liumban. Minden m&odik nap a sejteken mé&liumot cserétink. Otéuik nap
(5. Nap) az EB-t zselatinozott fed6lemezre, Humén differenci&ci&-meédliumba [9] tettik ki (1-
3 EB/cm?). A 14. napon (14. Nap) a sejteket 4% PFA-val fixdtuk (20 perc, RT) a késébbi

ICC-festésekhez a 3 csiravonalra jellemz6 ellenanyagokkal (M1. tébl&at).

3.1.10. A miPSC-k iré&ny fott in vitro neurdis differenci&iga

A neurdis differenci&id Klincumhom et al. (2012) &tal k&edt protokoll alapjén
v@eztik. Az EB-kat a sejtszuszpenzi& modszerrel allitottuk eld. Az EB-kat 0,25% tripszin-
EDTA-val disszocidtuk & 45x10° sejtet 15 ml Egé differenci&ciGs-méliumban [8] tettink ki
egy 10 cm-es bakteridis Petri-csé&zébe (0,75x10° sejt/cm?). A Petri-csézéket 2-hydroxyethyl
methacrylate-al (2-HEMA, vékoncentr&ia 10 mg/ml) vontuk be, amely megel6zte a sejtek
felUethez valO letapad&&. A sejteket 8 napig tenyésztettik szuszpenzidhan & a mé&liumot
kénaponta cserétik. A negyedik naptd retinsavat adtunk a méliumhoz 5 M
vakoncentr&idhan. A differenci&id 8. napja az EB-kat 0,25% tripszin-EDTA-val
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disszocidtuk & a sejtszuszpenzidhd 2x10° sejt/cm? tettink ki fedSlemezt tartalmazo 24-
lyuku tenyésztéedényekbe (ICC-festéshez), vagy 6-lyukud tenyésztéedényekbe (FACS-hoz)
Egé& neurdis-méliumA-ban [10]. A tenyésztéedényeket elézéleg 0,01% poly-L-ornithin-el
(37T, egy §szakén &) & 1 pg/cm? laminin-el vontuk be. A differenci&i® 10. napjad a
meliumot Egé& neurdis-meédiumB-re [11] cserétik & a sejteket a differenci&io végéqg
ebben tenyé&sztettik. A sejteket a differenci&io 10-, 12- & 14.-ik napjan 4% PFA-val
fixdtuk. A sejteken BII-TUBLIN & NESTIN ICC-festést vegeztink (M1. tébl&at). A
NESTIN-el jeldt sejtek neurdis ir&yu elkotelezodését a fluoreszcens mikroszk@pia mellett

FACS-al ellendriztiik. Az eredmények haom figgetlen k 8&letet foglalnak magukba.

3.1.11. Kimé&a dlat lérehoz&a miPSC-kbél

A sejtek elokészitése az injektd&hoz a standard tenyeésztési elja&td nem tét el
(3.1.1.1 bekezde&s). A passzaasal disszocidt sejteket 1 ml Fibroblaszt-mé&liumban [1]
szuszpenddtuk fel & az injektd&ig jégen tartottuk. A kiméa dlatok I&rehoz&a hdyagcs 1a
dlapotuembridk (E3.5) mikroinjektd&aval (PrimeTech, Ibaraki, Japan) tGtént, amely sorén
10-15 sejt/embrid kerdt injektd&ra (Kawase et al. 2001). A befogadd embrié a
C57BL/6xDBA/2J hibrid & C57BL/6 genetikai h&terii miPSC vonalak esetében ICR, az
ICR-miPSC vonalak esetében pedig C57BL/6XxDBA/2] volt. Az @ve szUet6é kim&& szana
feljegyeztik. A csTavonal transzmisszigG&a a kimé&& paos i&&d szUet6 utodok szbrszine
utalt.
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3.2. Kiilonb6z6 genetikai hatterii egér miPSC vonalak lé&rehoz&sa lentiv rus
transzdukcidval

A lentiv Tus-medidt eg& iPSC (L-miPSC: Lentivirus-mediated mouse iPSC) vonalak

alap i&a a 4. &orén illusztrdt k s&leti elrendezés alapjan tGtent.
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Az L-miPSC vonalak alapitasanak kisérleti elrendezése

3.2.1. Alkalmazott eg&tdrzsek

A kEé&letek soran harom kiilonboz6 genetikai hatterii egét&zset alkalmaztunk,
amelyek a k&vetkezéek voltak: C57BL/6 (beltenyésztett), C57BL/6XDBA/2] (hibrid) & ICR
(nem-beltenyésztett), tovéobiakban BL6, F1 & ICR-keént jeldve.

3.2.2. Egé& OSKM lentiv rus plazmid

A MEF (raprogramoz&&noz lentivius plazmidot hoztunk Iére, amely az
Uraprogramozast kovetéen kivaghato volt, lehetdséget nyujtva ily md&lon transzgén-mentes
L-miPSC vonalak alap i&&hoz. Az IRES szekvencid az Un. FUGW (flap-Ub promoter-GFP-
WRE; Addgene, Cambridge, USA; plazmid szan: 14883; Lois et al. 2002) plazmidba
illesztettik be a javiott zdd fluoreszcens feh&je (EGFP: Enhanced Green Fluorescens
Protein) szekvencia elé Az UbC promdert az ,Elongation Factor 1-alpha” (EFla)
prom@erre cseré@tik ki, amelyet a pEF-GFP (Addgene, Cambridge, USA; plazmid szan:
11154; Matsuda et al. 2004) plazmidbd kldnoztuk ki. Ahhoz, hogy a Iérehozott vektor a
genombd kivahatSlegyen, egy LoxP szekvenci& ligdtunk a 3> LTR BspE1 has i&i helybe.
Ve&U pedig a FUW-OSKM (Addgene, Cambridge, USA,; plazmid szan: 20328; Carey et al.
2009) plazmidbd, amely az egé Oct-4, Sox2, Klf4 & c-Myc cDNS szekvenci&kat tartalmazta,
2A peptid szekvencig dtal elvdasztva, ezt az mOSKM kazettd vatuk ki & ligdtuk az

EcoRI hasi&i helybe az EFla prométer utén. Ily md&lon Iérehoztunk egy lentiv fus alap(y
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kivahat@ policisztronos (raprogramozo plazmidot, amelyet pF-EF10/OSKM/IRES/EGFP-
W-nek neveztink el (5. &ra).

‘CMVR us—¥| EFta OSKM L EGFp—AUi&-‘pIR us

LoxP

~.— Integracio l l
AUSHR us- ¥ EF1a{ OSKM Wi(—m_aua.,ﬁus‘

LoxP LoxP

Cre-expresszic’:l

AU3R US

5. &bra

Egér Ujraprogramozo6 lentivirus plazmid. A policisztronos Ujraprogramozé vektor sematikus
abrazolasa (pF-EF1a/OSKM/IRES/EGFP-W), amely tartalmazza az egér pluripotencia cDNS
szekvencidkat (mOSKM) és az EGFP riportert. A konstrukt egy LoxP (vastag fekete nyilak) helyet is
magaba foglal, amely lehetévé teszi az integralddott vektor eltavolitdsat a Cre-plazmid tranziens
transzfekcidja altal. Jelélések: CMV, cytomegalovirus prométer; #, packaging signal; EF1a, Elongation
factor l-alpha; OSKM, OCT-4, SOX2, KLF4, C-MYC; IRES, Internal Ribosome Entry Site, AU3,
deleted U3 régio.

3.2.3. Egér sejtek lentiv russal torténé transzdukciga

A v us transzdukcidhoz 3x10* MEF-et Utettink ki (0,75x10% sejt/cm?) egy 24-lyuk(i
tenyésztéedény 2 lyukaba egyiittesen (2w/24wp) Fibroblaszt-méliumban [1] a transzdukci®
reggelén. A transzdukcid déutanjan, a v iust tartalmazo fellsz& 1 ml mESC-mé&liummal
[2] h g fottuk ki & 8 g/ml végkoncentr&idhan polibrént adtunk hozza Az MOI 2 & 5 k& Gt
volt. A MOI szamitasa a kovetkezd volt: vFus mennyis€ (ml) x vius titer (TU/ml) /
sejtszan. A transzdukciot kovet6 24 oraval a meliumot lecserétik & a sejteket tovébi 24
G4 tenyésztettik. Ezt kovetéen a MEF-et tripszin-EDTA-val disszocidtuk & a ké& lyukbd
szamazosejtmennyiséget egyetlen MitC-vel kezelt MEF ré&eggel fedett 10 cm-es tenyésztd
edénybe tetttk mESC-médiumban [2]. A mé&liumot naponta cserétik a sejteken. A megjelent
EGFP pozitwv ESC-szerli koloniakat fluoreszcens mikroszk@ alatt (OLYMPUS CKX41
Stereo Microscope, OLYMPUS, USA) egyesérel felszedtik. A tovébbi anal Eishez & az

EGFP expresszi& szint FACS mé&ésekhez a kidnokat felszapor iottuk.
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3.3.Transzgén-mentes miPSC vonalak lérehoz&sa lentiv rus transzdukcidval

3.3.1. A Cre-plazmid expressziga & a transzgén kivag&anak igazol&a

Az iPSC-ket a szok&os passzd&sal disszocidtattuk & 2x10° sejtet 400 I MosS

pufferben [4] felszuszpenddtunk & 0,4 cm-es elektrGla tévolsayelektropor&i& kivetté&ba
tdtétink. A 40 g cirkul&is Cre-expresszao plazmidot (pTriEx-HTNC; Addgene plazmid
szam: 13763; Peitz et al. 2002) 400 4 MosGpufferben [4] el6-inkubdtunk (10 perc, 37<€),
majd az eclékészitett sejtszuszpenziohoz adtuk. Az elektropor&id Gene Pulser® Il
Elektropor&i& rendszerrel végeztiik a kovetkezd beallitasokkal: 240V, 500mF & R=cw. Az
elektroporaciot kovetden a kiivettakat 20 percig jégen inkubdtuk, majd a sejtszuszpenzi& 400
H-enként 6 cm-es (0,1x10° sejt/cm?) MitC-MEF-el fedett tenyésztéedényekbe tettik ki
mMESC-mé&lium [2] hozz&ad&&val. Két nappal a transzfekciot kdvetden a sejteket a SZok&os
passzaai eljaasal disszocidtattuk (3.1.1.1. bekezdés) & 200 sejtet 0,1% zselatinnal fedett
10 cm-es tenyészt6é edénybe tettink. Az EGFP negat v kol&nidat fluoreszcens mikroszk&
alatt (OLYMPUS CKX41 Stereo Microscope, OLYMPUS, USA) egyesérel felszedtik &
felszapor fottuk 0,1% zselatinon FACS anal Eishez & MEF ré&egen a tovébbi k E&letekhez.
A transzgén jelenlé@é/hiaay&d PCR reakcioval erdsitettik meg, ahol a primerek az
Uraprogramozo vektorra voltak specifikusak. A PCR reakcickat egy Un. 3 primer—alapU
modszerrel” (“three primer-based method”) is elvégeztik (Voelkel et al. 2010), ahol a 4.
tébl&atban megjeldt ¢ & d primer kombin&idkat egy reakcidban haszndtuk (ahol a reverz
primerek azonosak). A PCR reakcickhoz a p-actin génre tervezett primer szekvenci&kat
hasznaltuk belsé kontrollként. A primer szekvencidat & a vat PCR termékek mé&eté a 4.
tébl&atban soroltuk fel. A PCR reakcickhoz a GoTaq® Green Master Mix-et (Promega,
Madison, USA) haszndtuk, és a gyartd protokolljanak megfeleld reakcido paramétereket
kovettik. A PCR termék méeté géelektrofor&issel detektdtuk, amelyhez et dium bromid
tartalmi1%-os agar& gét haszndtunk.

Emellett a transzgén jelenlé&é/hidnya Southern blot anal Eissel is igazoltuk, amihez a
genomidis DNS-t a Sphl enzimmel emésztettik & a c-Myc szekvenciara illeszked6 (1305 bp)
préb& haszndtuk. Kontrollként egé& ESC vonalat haszndtunk, ahol csak az endogén c-Myc
detektd&a vatuk (2,6 kB). A 6. &ra az ujraprogramozo vektort abrazolja kivagas el6tti és
utani dlapotéban, amin a PCR reakcickban felhaszndt primereket, valamint a Southern blot

anal Eishez alkalmazott préba elhelyezked&é is feltUntettik.
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4. tablazat
Az L-miPSC vonalakban a transzgén jelenlétét/hianyat igazolé PCR primerek listaja

L-miPSC, PCR primerek Forward Reverz
B-actin {85 bp) TTCACCTGCCCTGAGTGTTTC TGAAGGTCTCAAACATGATCTGTAGA
a {475 bp) AAGTTCATCTGCACCACCG TGCTCAGGTAGTGGITGTCG
b {100 bp) GGCGAGAAACCTTACCACTGT GATAGAAATTCTCTTCCTCGTCGC
c (686 bp) CGAGTCGGATCTCCCTTTGGGC GCTCTCTGGCTAACTAGGGAACC
d {137 bp) CACATGGCCCEAGAGCTGOAT GCTCTCTGGCTAACTAGGGAACC
d
d Ly a c
Loxf ‘P- IRES Lol
‘ﬁU3-}R us —{ EF1a OSKM EGFP —{AU3 . RIUS
T~ e TeRE -
--""'h-,_\______ ) - . -
HH B - -
~ —
AUG-)E us
—d
6. dbra

Az egér OSKM vektor sematikus &brazolasa kivagas elétt és utan. A PCR primer kombinaciok
(kétfeju nyilak a, b, c, d jel6léssel) és a Southern blot-hoz alkalmazott préba (vastag fekete vonal)
vektoron val6 elhelyezkedése.
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3.4. Az miPSC vonalak lé&rehoz&sa egyé (raprogramozoOrendszerek

alkalmaz&aval

3.4.1. Az miPSC generdas fehé&fje bevitellel

Az Graprogramoz&hoz 5x10* ICR-MEF-et (0,5x10° sejt/cm?) Utettink ki egy 6-lyuka
tenyésztéedény 1 lyukaba (0. Nap, a kihelyezés napja). A sejteket kitiltetésiikt6l szamitott 48
oras id6kozonként, négy ciklusban, a n&gy pluripotencia faktorbd szamazd (OCT-4, KLF4,
SOX2, C-MYQC) tisztiott feh&jével transzdukdtuk (8 pg/ml/feh&;je), egy kordoban k& dt
protokollt kdvetve (Kim et al. 2009; Zhou et al. 2009).
A fehé&je-medidt egé& iPSC (P-miPSC: Protein-mediated Mouse iPSC) vonalak lérehoz&a a

7. &oran illusztrdt k s&leti elrendezé&s alapjan tGrtént.
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A P-miPSC vonalak alapitdsanak kisérleti elrendezése

A 9. napon a sejteket a szok&os passzaai eljad&sal disszocidtattuk (3.1.1.1.
bekezd&s) & MitC-vel kezelt MEF réeggel fedett 10 cm-es tenyésztéedényekbe tettiik ki
azokat. A transzdukciot kovetdé 40. nap koriil mESC-szerli kolonidk kezdtek megjelenni,

amelyeket felszedtUnk & felszapor fottunk a tovébbi karakteriz&i& k s&letekhez.
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3.5. Transzgén-mentesitheté6 human iPSC vonalak lérehoz&sa lentiv Tus
transzdukcidval

A lentivius-medidt huma iPSC (L-hiPSC: Lentivirus-mediated Human iPSC)
vonalak alap i&a a 8. &bran illusztrdt k 8&leti elrendezé& alapjan tGrtént.
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Az L-hiPSC vonalak alapitasanak kisérleti elrendezése

3.5.1. Az graprogramozanddkiindulGsejtt pus izol&iga

Az (raprogramoz&hoz & egézseéges donortd (B#1-5; B=blood) szamazd PBMC-
ket haszndtunk. A vérvétel koriilményei az arra vonatkozo ,,lege artis” el6irasok betartasaval
tGtént, az ETT TUKEB &tal adott kutat&i engedéy alapjén. A vét 8 ml-es BD Vacutainer
(BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) csdvekbe gytjtottiik le. A vérvételtél szamitott 2
oOran beliil a vérbol a PBMC-ket izol&tuk a csévek 30 percig tartocentrifugd&éval (1800 rcf,
30 perc, RT; Avanti® J-E 369003, Beckman Coulter, USA). A PBMC-ket tartalmaz&réeget
sterilen egy PBS-t tartalmaz&15 ml centrifugacsébe gytijtottiik, majd Gjra centrifugaltuk (300
rcf, 15 perc, RT; Allegra® X-30R, Beckman Coulter, USA). A fell(szd elté&vol fottuk, a
sejteket felszuszpenddtuk, & megszamoltuk. Az Ty nyert sejteket azonnal felhaszndtuk
vagy késobbi felhasznalasig lefagyasztottuk 90% FBS és 10% Dimetil Szulfoxidot (DMSO)
tartalmazomédiumban & folyékony nitrogénben taoltuk.

3.5.2. Hum&n OKSM lentiv rus plazmid

A PBMC-k graprogramoz&&hoz egy lentiv Tus alaptplazmidot alkalmaztunk, amely
az (raprogramozast kovetden kivaghato a genombd az Flp/FRT-rendszer alkalmaz&aval,
lehetdséget nyujtva transzgén-mentes L-hiPSC vonalak generd&&a. Az (raprogramoz&hoz
Prof. C. Baum & Dr. A. Schambach altal eloallitott
PRRL.PPT.SF.nOKSMco.idTomato.preFRT vektort haszndtuk (Voelkel et al. 2010; Warlich
et al. 2011), amelyet a 9. &ra &r&ol. A vektor tartalmazta a hOKSM kazettéa (kodon-

65



ANYAG ES MODSZER

optimalizdt transzkripci& faktorok), ahol a human pluripotencia gének cDNS szekvenciat
2A peptid szekvenci& vdasztottak el. A hOKSM kazetta utéan egy IRES & egy dTomato
szekvencid& is tartalmazott a plazmid. A hOKSM Kkazetta el6tt az SFFV (Spleen Focus-
Forming Virus U3) promd@er volt, amely egy a retrov fusoknd alkalmazott promd&er, gy az
id6 elérehaladtaval a létrejott human iPSC (hiPSC) vonalakban elcsendesedése vahata
Ahhoz, hogy a Iérehozott vektor a genombd kivaghatSlegyen, egy FRT szekvencia volt a 3’
LTR r&gidha illesztve.

RSV |RlUSYsFrv | hoKsm  HRES Au3 HR Us

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

Flpe-expresszic':ol

AU3 PR us

9. &bra

Human Ujraprogramozo lentivirus plazmid. A policisztronos Ujraprogramozé vektor sematikus
abrdzolasa (pRRL.PPT.SF.hOKSMco.idTomato.preFRT), amely tartalmazza a human kodon-
optimalizalt pluripotencia cDNS szekvencidkat (hOKSM) és a dTomato riportert. A konstrukt egy FRT
helyet (vastag fekete nyilak) is magaba foglal, amely lehet6vé teszi az integralddott vektor eltavolitasat
a Flp-plazmid tranziens transzfekcioja altal. Jelolések: RSV, Rous sarcoma virus; i, packaging signal;
SFFV, Spleen Focus-Forming Virus U3; OKSM, OCT-4, KLF4, SOX2, C-MYC; IRES, Internal
Ribosome Entry Site, AU3, deleted U3 régio.

3.5.3. Hum&n PBMC-k lentiv rus transzdukciga

A transzdukci®elstt h&om nappal 1x10° PBMC-t (friss vagy fagyasztott/felolvasztott)
1w/12wp-be (0,25x10° sejt/cm?) tetttnk ki Hum& PBMC-méliumban [12]. H&om nap
elteltével (0. Nap, a transzdukcidGnapja) a sejteket 15 ml-es centrifugacsébe gylijtottiik, majd
centrifugdtuk (300 rcf, 10 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Nénetorsz&).
A feldszd elt&vol fottuk, majd a sejteket felszuszpenddtuk a v Tust tartalmazofel sz éval
(max. 1 ml), amihez polibrént adtunk 5 pg/ml végkoncentr&idan. A viust tartalmazo
sejtszuszpenzid egy 12-lyukt tenyésztéedény 1 lyukaba tettik ki és a tenyésztdedényt
centrifugdtuk (2250 rpm, 90 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf,
Németorsz&y), majd az inkub&orba helyeztik. N&gy G&a elteltével a transzdukdt sejtekhez 1
ml Hum&n PBMC-méliumot [12] adtunk, amely a megadott mennyiségekhez kéoest dupla
annyi ndvekedé&i faktort tartalmazott (SCF: Stem Cell Factor, IL-3: Interleukin 3, EPO:
Erythropoietin, IGF-1: Insulin-like Growth Factor-1, Dexamethasone). M&nap (1. Nap) a
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sejteket 15 ml-es centrifugacs6ébe gytjtottik, majd centrifugaltuk (300 rcf, 10 perc, RT;
Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Nénetorsz&y). A felUlszd eltavol fottuk, & a
sejteket 2 ml Hum&n PBMC-mé&liumban [12] szuszpenddtuk fel & a sejtszuszpenzid
1w/12wp-re tettik ki. Ké& nap elteltével (3. Nap) a sejteket ismé& Gsszegyijtottik 15 ml-es
centrifugacsébe és centrifugaltuk (300 rcf, 10 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R,
Eppendorf, Nénetorsz&y). A fellszd@ elt&vol fottuk, majd a sejteket szuszpenddtuk 5 ml
ndvekedési faktorokat tartalmazGHum&n IMDM MEF-mé&liumban [13] & a sejtszuszpenzid
6 cm-es Petri-csé&zébe, tettik ki, amely 7x10° MitC MEF-et tartalmazott. A tov&biakban
pedig minden m&nap friss Hum&n IMDM MEF-méliumot [13] adtunk a sejtekhez, amely a
ndvekedési faktorokat ma nem tartalmazta. A transzdukcidd szamnolt 13. napon a tenyészto
mediumot hESC-mé&liumra [3] vatottuk & a sejteket a tovdbbiakban ebben tenyésztettik, a
médium kénaponkénti csergével. A megjelent ESC-szerii kolonidkat egyesével felszedtiik és

szapor fottuk.

3.5.4. A transzgén kivaa&sa & annak igazol&sa az L-hiPSC vonalakban

A transzgén eltévol i&ddnoz az L-hiPSC kultr&kat tépldosejtréegen tenyésztettik &
enzimatikusan passzdatuk (3.1.1.2 bekezdés). Az L-hiPSC vonalakat a pLV.hCMV-
IE.FLPe.IRES.PurR.hHBVPRE (Gonalves et al. 2010) plazmiddal transzfektdtuk FUGENE-
6 (Roche, B&el, Svc) transzfekcics reagens felhasznd&éval. PasszA&kor 5x10° sejtet
szuszpenddtunk fel hESC-mé&liumban [3] & tettink ki 6 cm-es Petri-csé&zéve (0,25x10°
sejt/cm?), amely 6x10° MitC MEF-et tartalmazott. A transzfekcicét akkor végeztik, amikor a
sejtek eléteék az 50-60%-0s konfluenci& (1-2 nap). A transzfekcid el6tt 2 oraval a tenyésztd
mé&liumot friss méliumra cserétik. Egy 1,5 ml-es eppendorf-csében 94 I DMEM/F12
(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) mé&liumhoz 6 |4 FUGENE-6-ot
adtunk & 5 percig inkubdtuk (RT), majd hozz&dtuk az 1 g Flp-rekombin&t expresszdd
plazmidot & 40 percig inkubdtuk (RT). A 100 I FUGENE-6/DNS keveréket cseppenként
adtunk hozza a 6 cm-es Petri-csészében tenyésztett sejtekhez, mikcxben a Petri-csé&zé
k&k&&en mozgattuk. Egy napos inkubaciot kovetden a sejtekre 1 pg/ml puromicint
tartalmazo tenyésztéo-méliumot adtunk, amelyet 48 oras szelekciot kovetéen puromicin-
mentes mé&liumra cserétink.

A megjelent kolcni&ban a transzgen jelenléé/hiaaya PCR reakcidkkal erésitettiik
meg, ahol a primer paok az UraprogramozQvektorra voltak specifikusak, illetve az un. 3
primer-alapi modszert” is alkalmaztuk (Voelkel et al. 2010). Az ellenérzéshez nagyszanuUi
kol&ni& vizsgdtunk, ahol az egyes kolcni&at megszamoztunk (Petri-cséze aljdba karcolva),

majd egy kis darabot kivagtunk azokbd. A koltnia darabokat egyenkeént 96-lyuk GPCR plate-
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be tettik, amelyben az egyes lyukak 30 4 RNase A-val (200 pg/ml) & Proteinase K-val (670
g/ml) kiegeész fett Klorid-alapul tis puffert [14] tartalmaztak. A | Eishez a 96-lyukG PCR
plate-t 60 <C-on 3 && keresztU inkubdtuk, majd 90<C-on 2 percig. A PCR reakcickhoz 2 |
sejtlizéaumot haszndtunk. A vektor kiv&y&@& eldszor a 73 primer-alapi modszerrel”
ellendriztiik, és az alapjan csak a transzgén-mentesnek bizonyult koldnidat szedtik fel
mechanikusan & tenyéztettik tovébb. A tovébb tenyésztett vonalakon a transzgén hianya az
yraprogramozOvektorra specifikus primer parokkal erésitettiik meg. A primer szekvencidkat
az 5. tébl&atban soroltuk fel. A PCR reakcickhoz a GoTaq® Green Master Mix-et
(Promega, Madison, USA) haszndtuk, ¢és a gyartd protokolljanak megfeleld reakcio
paraméereket kovettik. A PCR termé& méeté& gdelektrofor&issel detektdtuk, amelyhez
et™ium bromid tartalm( 1%-o0s agar&@ gét haszndtunk. A 10. &ra az (raprogramozo
vektort abrazolja kivagas elbtti és utani allapotaban, amin a PCR reakcickban felhaszndt

primerek elhelyezked&é tintettik fel.

5. tablazat
Az L-hiPSC vonalakban a transzgén jelenlétét/hianyat igazol6 PCR primerek listaja

L-hiPSC, PCR primerek Reverz

a {292 bp) GTTGCGGAAACGACGAGAACAGTT GACCTTGCATTCCTITGGCGAG
b (443 bp) TCGTGAGAGTGTGGTTCTGC CTCCCGCCATCTGTTGTTAG
< {290 bp) CGAGTCGGATCTCCCTTTGGGE GGTTCCCTAGTTAGCCAGAGAGC
d (171 bp) TGGAAGGGCTACGTAGCTAGC GGTTCCCTAGTTAGCCAGAGAGC
iy s e —
AU3 FR (U5 —SFFV | hOKSM HRES "qTomato ——— AU3 R U5
| |

AU3 =R U5

10. abra
A humén OKSM vektor sematikus abrazolasa kivagas elétt és utan. A PCR primer kombinacidk
(kétfejl nyilak a, b, c, d jel6léssel) vektoron val6 elhelyezkedése.
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3.6. Transzgén-mentesithet6é hiPSC vonalak létrehozasa Sleeping Beauty-
transzpozonnal

Az Sleeping Beauty-medidt human iPSC (SB-hiPSC: Sleeping Beauty-human iPSC)
vonalak lérehoz&a a 11. &brén illusztrdt k s&leti elrendezés alapjan tGtént.

0.Nap 7.Nap 14.Nap 28-30.Nap 30-70. Nap 70.-Nap

I I
I | | | [
oy D g @ Q0
v 2 g g o & y
o~
g Y 0 o TN s
N Y @ ) .9 B
S < > & g9 [
I3 3] @ g X ~
S i T X o
N @ & x N S S
é‘.'o O X = _,@_gy IS
N G N o 5 o 2 <
oS g S 5 S & 5
@ S s < @ g
AL
g & 2 & ¥ >
Nl 2T qQ
g SRS

11. abra
Az SB-hiPSC vonalak alapitasanak kisérleti elrendezése

3.6.1. Az gjraprogramozanddkiindulGsejtt pus izol&iga

A Kkisérletek els6 1épése Hollandiaban, az LUMC-n egy Eurcpai Uni& projekthez
kapcsolodo tudomanyos egyiittmiikodés keretében tortént. A holland kutatocsoport etikai
engedéye keretében egy kutatdi cdokra felajanlott 14 hetes abortdt magzatbd a standard
elja&sal HFF-et izoldtunk. A sejteket Fibroblaszt-mé&liumban [1] tenyésztettik, majd a

m&odik passz&sban raprogramoztuk.

3.6.2. SB-transzpozon & transzpoz& plazmidok & transzfekciguk

Az HFF-ek (raprogramoz&a&noz egy SB-transzpozon alapUplazmidot alkalmaztunk:
pT2BH-OSKM- IRES/eGFP, amelyet kutat&soportunk (Muenthaisong et al. 2012) k&edt,
valamint a 12. &ra &r&ol. A transzpozon plazmid tartalmazta az mOSKM kazett&, ahol az
egé& pluripotencia gének cDNS szekvencidat 2A peptid szekvenci&k vdasztottak el. Az
mMOSKM kazetta utén az IRES & az EGFP szekvencid tartalmazta a plazmid. Az mOSKM
kazetta el6tt az EF1a promder volt beillesztve.

A 2,5x10° HFF-et 2y pT2BH-OSKM- IRES/eGFP transzpozonnal & 200 ng pCMV-
SB100X transzpoz& (M&ss et al. 2009) plazmidokkal nukleopordtuk. A nukleopor&i@ 100
M vétéfogatban a Nucleofector kit-el (Lonza, B&el, Svgc) véeztik, a gyartd altal eldirt
protokollal (program: U23) (0. Nap). A transzfektalt sejteket 1w/6wp tenyésztéedényekbe
tetttnk ki Fibroblaszt-méliumban [1]. Egy nappal a transzfekciot kovetéen (1. Nap) a
me&liumot hESC-méliumra [3] cser@tik. A tovébbiakban a mé&liumot ké&naponta cserétik a
sejteken. A transzfekcidd szamiott 7. napon a sejteket PBS-el mostuk, majd TrypleE-vel
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gyljtottik &ssze, centrifugdtuk (1000 rpm, 3 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R,
Eppendorf, Nénetorsz&y), hESC-méliumban [3] szuszpenddtuk fel & 3,5x10” sejt/cm® MEF-
et tartalmazo tenyésztdéedényre tettik ki. A megjelent ESC-szerii kolonidkat mechanikusan
felszedtik & tenyésztettik a 3.1.1.2-es bekezdé&shen részletezett tenyésztési mdiszerek

alkalmaz&aval.

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

Integracié l
EFa OSKM RES | eerp [ IR/DR >
pEFBOS-SB100X-IRESpuro‘ + Re-transzpozézl
M
LI
»Footprint”
12. abra

SB-transzpozon-transzpozaz Ujraprogramozé plazmidok. Az SB-policisztronos Ujraprogramozé
transzpozaz vektor sematikus abrazolasa (pT2BH-OSKM- IRES/eGFP), amely tartalmazza az egér
pluripotencia cDNS szekvencidkat (mMOSKM) és az EGFP riportert. A transzpozon és transzpozaz
(PCMV-SB100X) egyuttes transzfekcidjaval az Ujraprogramozéd vektor integralédik a genomba. A
hiperaktiv transzpozaz (pEFBOS-SB100X-iresPuro) Ujra transzfektadlasa lehetévé teszi az
Ujraprogramozé vektor eltavolitasat a sejtek genomjabdl. Jeldlések: IR/DR, Inverted repeats; CMV,
cytomegalovirus prométer; EF1a, Elongation factor 1-alpha; OSKM, OCT-4, SOX2, KLF4, C-MYC;
IRES, Internal Ribosome Entry Site.

3.6.3. A transzgén kivadsa Sleeping Beauty-human iPSC vonalakbd

Az iPSC vonalakba beéUt SB-transzgének szam& Southern blot anal issel
hat&oztuk meg (3.1.8. bekezdés). A Southern blot-hoz a genomidis DNS-t a Pstl vagy Sacl
enzimekkel emésztettik & az EGFP (Life Technologies, Carlsbad, USA, 712 bp) vagy c-Myc
(1305 bp) kdlolbszekvenciaa specifikus préha haszndtuk (14. &ora). Az endogén C-MYC-
et egy ~1,5 kB méretii sav detektalasaval vartuk. A transzpozon-transzpoz& rendszer
lehetéséget nyujt a genomba beéUt transzpozon vektor esetleges kimozd i&d&a a
transzpoz& (ra transzfektd&&val. A rendszer e tulajdons&é& kihaszndva az SB-hiPSC
vonalak transzgén-mentes i€sé egy hiperakt v transzpoz&, a pEFBOS-SB100X-iresPuro gra
transzfektd&aval k B&eltink meg. A plazmid a puromicin szekvencid is tartalmazta, amely
antibiotikum szelekciora adott lehetOséget. A transzfekcid a FUGENE-6 transzfekci&s
reagenssel (Roche, B&el, Svgc) veégeztik el. A transzfekcid elétt 2 oraval a tenyésztd
meliumot friss mé&liumra cseré@tik. Egy 1,5 ml-es eppendorf-csében 94 i DMEM/F12
médiumhoz 6 I FUGENE-6-ot adtunk & 5 percig inkubdtuk (RT), majd 1 g pEFBOS-
SB100X-iresPuro transzpoz& plazmidot adtunk hozzaés 40 percig inkubdtuk (RT). A 100 i
FUGENE-6/DNS keveréket cseppenkent adagoltuk a 6 cm-es Petri-csé&szében tenyésztett
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sejtekhez, mikcxben a Petri-csé&szé& k&kdrGen mozgattuk. Egy napos inkubaciot kovetden a
sejtekre 1 pg/ml puromicint tartalmazo tenyészt6-méliumot adtunk, amelyet 48 G&

szelekciot kovetéen puromicin-mentes médiumra cserétink.

3.6.3.1. Splinkerette PCR

Az (n. Splinkerette PCR-el az integr&idk genomban valOelhelyezkedé&sé& hataoztuk
meg. A Splinkerette PCR tchb specidis Iépét magdba foglald Geszetett mdaiszer, amelynek
folyamaté& a 13. &ra illusztrdja.

-
—wn
-

LTR LTR
1. 1épés: a vizsgalni kivant sejtvonalbdl izolalt
DNS megfelels enzimmel (S) l
torténé emésztése

-
-

LTR

-
—m
—un

2. lépés: a hasznalt enzimmel (S) kompatibilis TR
végli adaptor létrehozasa és
ligalasa az emésztett DNS-el 1
S E
l i
3. lépés: az adaptor-DNS komplexum Ujabb
emésztése (E) ;? l
S E
3> l i
4.lépés: az  adaptor-DNS komplexum LTR 1. PCR
amplifikacioja fészek- PCR-el 7 & 1
S
> !

2. PCR
€ |

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

szekvencia analizise

Uren et al. (2009) nyoman

13. abra

A Splinkerette PCR sematikus abrazolasa. A Splinkerette PCR elsé 1épése a genomialis DNS
megfelel6 enzimmel valé emésztése. Ezt kdveti az adaptor létrehozdsa, amely két oligonuleotid
szekvenciabdl all (hosszu kar és rovid kar). A két adaptor szekvencia Ugy van megtervezve, hogy
azok kapcsolédasa egy olyan struktarat hoz létre, amelynek egyik vége egy kétszali DNS-t
eredményez, amely kompatibilis a DNS emésztéséhez hasznalt enzimmel. A masik vége pedig egy
egyszalas DNS-t eredményez (hosszu kar), mivel a masik szal (rovid kar) egy hajtli-szer(i struktarat
képez. Az igy létrejott adaptor és az emésztett DNS ligalasa a Splinkerette PCR masodik Iépése. A
harmadik 1épés a létrejott adaptor-DNS komplexum Ujabb emésztése olyan enzimmel, amely az egyik
oldali adaptort eltavolitja, abbdl a célbdl, hogy az ezt kovetd PCR-ek minél specifikusabbak legyenek.
A maddszer negyedik |épése az un. ,fészek (nested)-PCR”, amely két PCR reakciot foglal magaba,
ahol a masodik PCR reakciét az elsé PCR soran nyert amplikon-on végezzik, amely szintén a reakci6
specifitasat er@siti. A modszer utolsé Iépése a masodik PCR-bdl kapott termék szekvenalasa és a
kapott szekvencidk genom adatbazishoz valé hasonlitdsa, amely egyezés esetén az adott inszert
genomi lokacidjat adja meg.
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A genomidis DNS izold&doz a QlAamp DNA Mini Kit-et (Qiagen, Hilden,
Nénmetorsz&y) alkalmaztuk. A Splinkerette PCR-t egy kordoban kcxdt protokoll alapjan
véeztik (Uren et al. 2009). A genomidis DNS-t CviQI vagy Dpnll enzimekkel emésztettik,
majd ligdtuk a megfeleld splinkerette adaptorokkal. A transzpozont tartalmaz& DNS
fragmentumokat, amelyeket az adaptorokkal ligdtunk az (n. ,fé&zek (nested)-PCR”
mdszerrel amplifikdtuk. A Splinkerette PCR-hez alkalmazott primer szekvenciat a 6.
tébl&at tartalmazza. A PCR reakcickhoz a Platinum Taq high fidelity DNA polimer&et
haszndtuk.

6. tablazat
A Splinkerette PCR-hez alkalmazott primerek listaja

Splinkerette PCR primerek

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

Az els6 PCR reakcidhan az Spl-CviQI-P1 & SB5-P1 vagy Spl-Dpnll-P1 & SB5-P1
primer paokat haszndtuk. A m&odik PCR reakcicbhan (nested PCR) pedig az Spl-CviQI-P2
& SB5-P2 vagy Spl-Dpnll-P2 & SB5-P2 primereket alkalmaztuk. A TA-kl&nozott PCR
termékeket k& oldalrd az M13 forward & reverz primerekkel megszekvendtuk. A
szekvendai eredményeket az NCBI Homo Sapiens build 37.3 genom adatb&is BLAST
keresésel analizatuk. Az SB-inszercick genomban valO elhelyezkedé&sé& genomidis PCR-
ekkel erdsitettiik meg, amelyekhez transzpozon— & genom- specifikus primereket haszndtunk
(7. tébl&at). A PCR reakcickhoz a GoTaq® Green Master Mix-et (Promega, Madison, USA)
hasznaltuk, valamint a gyarto altal el6irt reakcido paramétereket alkalmaztuk. A PCR termek
méeté& géelektrofor&issel detektdtuk et @ium bromid tartalm1%-os agar&e géen.

A 14. &bra a transzpozon-Ujraprogramozo vektort &r&olja genomba vald integrdal&aa
kovetéen, amin a PCR reakciokban felhasznalt primereket, valamint a Southern blot

anal Eishez alkalmazott prcoa elhelyezkedé&sé is feltUntettik.
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7. tablazat
Az SB-hiPSC vonalakban hasznalt l6kusz- és transzgén-specifikus PCR primerek listaja

SB-hiPSC, PCR primerek

Liakusz-specifikus

p1 (Efla_rev) S-GGAGAATTACATCAAGTGCCAAG-3'

p2 (GFP4) F-GTGCAGCTCGCCGACCACTACCAG-Y
p3 (RERE_fwd) S-GAAAAGGAACATGCTTCTCTGGATGC-Y
pd (RERE_rev} F-GATCCAGATCATATGTGACAAGAC-¥
P (SDC2_fwd) S-CAGCATGTCTCAGATTGACCTTAC-3

pé (SDC2_revz) F-GACTAAACGGTTTTGTAGTAATAATC-Y

Transzpozon-specifikus

p7 (cMYC_2a_rev) F-ATAGGGCTGTACGGAGTCGTAGT-¥

p8 (KLF4_2a_fwd) SCCTTACACATGAAGAGGCACTTT-¥

> I P8y @BL.. £

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

Sacl

Sacl

syndecan 16k e | Syndecan 16k

ndaecan 10KuUs naecan IOKUs

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

14. dbra

specifikus (fekete nyilak p1, p2, p3, p4, p5, p6 jeldléssel) és transzpozon-specifikus (fekete szaggatott
nyilak p7, p8 jeldléssel) PCR primer kombinaciok és a Southern blot-hoz alkalmazott prébak (vastag
fekete vonal) vektoron valé elhelyezkedése. Az EGFP szekvenciara illeszked® proba hasznalata
esetén a Pstl és Sacl enzimeket hasznaltuk. A c-Myc szekvenciara illeszkedd préba hasznélata
esetén a Sacl enzimmel emésztettiik a genomialis DNS-t.

3.6.3.2. Az SB-transzgén jelenlé&ének/hianyanak igazol&a

A puromicin szelekciot kdvetden megjelent kolonidkban a transzgén jelenlétét/hianyat
PCR reakciokkal erésitettiik meg, ahol a Splinkerette PCR altal megismert genom-, illetve
transzpozon-— specifikus primereket haszndtunk (7. tébl&at).

Nagyszanu kol&nia ellenériztiink, ahol az egyes kolcnid&at megszanoztuk (Petri-
csésze aljéba karcolva), majd egy kis darabot kivagtunk azokbd. A koldia darabokat
egyenként 96-lyukPCR plate-be tettik, amelyben az egyes lyukak 30 i RNase A-val (200
g/ml) & Proteinase K-val (670 pg/ml) kiegeésziett Klorid-alapa |Eis puffert [14]
tartalmaztak. A | zishez a 96 lyukGPCR plate-t 60C-on 3 Ga keresztd inkubdtuk, majd
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90<C-on 2 percig. A PCR reakcickba 2 U sejtlizé&umot haszndtunk. A PCR reakcick alapjan
transzgén-mentesnek 1&szO koldni&kat mechanikusan felszedtik & tenyésztettik. A PCR
reakcickhoz a GoTaq® Green Master Mix-et (Promega, Madison, USA) haszndtuk, valamint
a gyartd altal el6irt reakcid paramétereket alkalmaztuk. A PCR termékek méeté

géelektroforeissel ellendriztik et @ium bromid tartalml %-os agar& géen.
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4. EREDMENYEK

4.1. Kiilonbozo6 genetikai hatterii egér iPSC vonalak lérehoz&sa lentiv rus

transzdukcicval

4.1.1. A kisérletek elozménye

Laborat&iumunkban az Sleeping Beauty-medidt egé& iPSC (SB-miPSC: Sleeping
Beauty-mediated mouse iPSC) & az L-miPSC vonalalap i&i k 8&letek eleinte pahuzamosan
folytak, amelyet Dr. Suchitra Polgai munkatasammal vé&geztem. A SB-transzpozonnal val®
iPSC generda&i k s&leteket Dr. Suchitra Polg&i végezte, amely munk&a segé&lkeztem. A
SB-miPSC tén§uk s&letsorozat eredményeit 2012-ben k&z dtik (Muenthaisong et al. 2012),
illetve Muenthaisong (2012) doktori &tekezé&sében részletezte azokat.

Az eredméyeket réviden ismertetve: a munkdban az dtalam is vizsgdt haom
kiilonboz6 genetikai hatteri egértérzsbél SB-transzpozonnal sikeresen stabil SB-miPSC
vonalakat hoztunk Iére. Az Jonnan Iérehozott vonalak morfol&@idukban hasonlék voltak
az azonos egértorzsekbodl alapitott mESC vonalakhoz, illetve expresszaté&k a vizsgdt
pluripotencia markereket. A h&aom genetikai hété& esetében nem figyeltink meg léyeges
kUnbs&et a sejtek Cjraprogramozhat&&dban, a koldi&k megjelen&ének idépontjaban,
sem pedig a pluripotencia marker expressziés mint&atéban.

A vonalakat in vitro & in vivo differenci&i& k s&letekben is teszteltik. Az in vitro
spont&/kardidis differenci&i& k B&letekben az SB-ICR-miPSC vonalak szerepeltek a
legjobban, azonban a vonalak kcxdt kialakult kUlnbségeket nem felté&lenU a genetikai
h&terikben valOelt&é adta. A bevitt transzgén integr&iganak helye & annak expresszi&
szintje negat van befoly&olhatja a differenci&id haté&onysad. A haom genetikai hété&
egy-egy in vitro jd differencid&@ G SB-miPSC vonal& a legszigortbb pluripotencia tesztben
is vizsgdtuk, ahol az in vivo differenciacios képességet ellendriztiik Kimé&a k s&letekkel. E
tesztben az ICR & F1 (C57BL/6xDBA/2J) vonalak adtak kimé&&at, azonban a k E&letekben
csak az F1 (C57BL/6xDBA/2J) vonalakbd szUetett kimé&& voltak cs Tavonal kompetensek.

4.1.2. MEF Oraprogramoz&sa lentiv russal

A MEF (raprogramoz&é&hoz az dtalunk gonnan lérehozott policisztronos vektort
haszndtuk, amely tartalmazza az mOSKM kazettéd & az EGFP riporter gént az EFla
promder irany i&a alatt (5. &bra).
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Mind a haom dtalunk vizsgdt egé&t&zsbol (BL6, F1, ICR) 14-16 nappal a transzdukci&
kovetéen, nagyszanu ESC-szeri kol&nia jelent meg, igazolva ®my a Ié&rehozott
ygraprogramoz® vektor  haté&ony  mikodését. A haom  genetikai  haté
Jraprogramozai&aanak hatékonysadban nem taldtunk kiUdnbséget csak(gy, mint az SB-
miPSC-k (raprogramoz&ad. A felszedés elbtti koldnigk morfol@iga a 15. bra
reprezentdja.

Morfolégia EGFP

o e

BL6-L-miPSC e

F1-L-miPSC

ICR-L-miPSC

10x 10x

15. abra
Az L-miPSC koloniak felszedés el6tti morfologiaja. A bal oldali panel fénymikroszkoppal készitett
képeket mutat. A jobb oldali panel a fluoreszcens mikroszkop altal készitett képeket mutatja, ahol az
EGFP fehérje jelenléte az Gjraprogramozd vektor ektopikus expresszibjat jelzi.

4.1.3. Az L-miPSC vonalak pluripotencia karakteriz&iga

A keletkezett kol&nidkat egyedileg szedtik fel tovdbbi tenyé&zté&s cdjébd, & minden
genetikai hatérbol morfolGgia alapjan 6 kldnt vdasztottunk ki tovébbi jellemzésre, illetve
stabil vonalak alap i&a céjéd. A vizsgdt vonalak minimum 20 passzd&on keresztU
képesek voltak fenntartani mESC-szerti morfologiajukat mind zselatinon mind pedig MitC-
kezelt MEF-en. Az L-miPSC vonalak morfol@igéban & névekedé&sének métééoen nem
tapasztalunk k&nbséget a kontroll mMESC vonalakhoz képest. Genetikai héterenként egy-egy
reprezentat v L-miPSC vonal morfol@iga a 16. &ra szemlé&teti.

A kivdasztott vonalak mindegyike pluripotensnek bizonyult, mind expresszat& a

vizsgdt exogén & a ma (ra-aktivddalott endogén pluripotencia markereket, amelyet ICC-,
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& AP-festések valamint RT-PCR vizsgalatok igazoltak. Az egyes genetikai hatterekbdl egy-
egy reprezentatv L-miPSC vonal AP-, & ICC-fest&& OCT-4, SSEA-1, & NANOG

markerekre a 16. &ra szeml&teti.

‘Morfolégia ‘ ‘ AP ‘ ’ OCT-4 ‘ ’ SSEA-1 ‘ ‘ NANOG ‘
o ---
r:‘-'
F1-L-miPSC & &
2
& ¢
& sy 4 o
ICR-L-miPSC =
10x 20x 20x 20x

16. abra
A harom kiilonb6zé genetikai hatterii L-miPSC vonal morfolégiaja, AP- és ICC-festései. A

mikroszkoppal készitett képek a sejtvonalak ICC-festéseit mutatja a pluripotencia markerekre (kék:
DAPI, piros: OCT-4, SSEA-1 és NANOG, z6ld: ektopikus EGFP).

A lérehozott vonalakbd vegzett RT-PCR reakcickat a 17. &bra szemléteti, amely az
Ura aktivAd&lott endogén markerek expresszigd mutatja be. Az L-miPSC vonalak
pluripotencia marker-expresszi mint&atéan az RT-PCR alapja elt&& szintén nem volt
észlelhetd a kontroll mESC vonalakhoz képest, illetve a kiilonbozd genetikai hatterek

befoly&a sem volt tapasztalhata

BL6-L-miPSC F1-L-miPSC ICR-L-miPSC

B1 BI2 BI3 B4 BI5 BI6 ESC MEF H,0 C92 B12 C6 A10 F10 A7 MEF ESC H,O | A8 A3 c1 C7 C9 D7 MEF ESC H,0

17. abra

A harom eltéré genetikai hattérb6l szarmazé L-miPSC vonalak pluripotencia génexpressziés
mintadzata. A pluripotencia gének Ujraaktivalédasat igazolé RT-PCR reakcidk, amelyekben az
alkalmazott primerek az endogén pluripotencia markerekre voltak specifikusak.
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4.2. Transzgé-mentes L-miPSC vonalak I&rehoz&sa

A 4.1.1-es bekezdésben le 1t k&leti eldzményekbdl az SB-miPSC vonalak in vivo
differenci&i& eredményei alapjén az aldobi k B&letbe csak az F1 egértorzsekbdl szarmazO
hat L-miPSC vonalat vontuk be. FACS-al mé&t eredmények alapjan a vonalak EGFP
expresszi& szintje 71,0% & 97,9% k& dt vatozott. Az alacsonyabb EGFP expressziGarra
utalhat, hogy az adott vonal kevesebb szamu integrddlott transzgént tartalmaz. Ebbél a
feltevésbol kiindulva a legalacsonyabb EGFP-t mutatd vonalat vdasztottuk ki transzgén-
mentes i& c&jad, amely az A7 nevii klon volt, tovabbiakban iPS-Bef (azaz Before excision

= Kivagas elotti).

4.2.1. A transzgén-mentes L-miPSC-k szelekciga a Cre-transzfekciojat kovetoen

Az iPS-Bef vonal Cre-plazmiddal torténé transzfekcidja, nagyszamnl EGFP negatv
kolnid eredmeényezett. A transzgén kivagalaaak igazol&doz, 15 feltételezhetéen
transzgén-mentes (fluoreszcens mikroszk& alatt EGFP-negat Wnak 1&szd kol&nid egyesével
felszedtink, felszaporfottunk majd az EGFP expresszig& FACS-al is ellenériztik. A 15

ellendrzott vonalbol tizenharom volt EGFP-re né&ve negat v (18. bra).
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18. abra
L-miPSC vonalak transzgén-mentességének igazolasa FACS analizissel. Az EGFP szint mérése
FACS-al a transzgént tartalmaz6 (iPS-Bef) és a Cre-kivagott szubklénokban (iPS-Af). A tovabbi
kisérletekhez két transzgén-mentes iPSC vonalat valasztottunk ki (piros koérok).
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Morfol&iai krit&iumok alapjan k& EGFP-negat ¥ szubkldnt vdasztottuk ki tovaobi
jellemzésre: iPS-Af.4 & iPS-Af.15 (iPS-Af, azaz After excision = Kivga& utai). A ké&
szubklcnbd a transzgén elt&voli&da Southern blot anal kissel (19C. &bra) & PCR
reakcickkal (ahol a primerek a lentivius vektorra voltak specifikusak, 19B. &bra)
bizony iottuk. A 19A. &bra a feljebb ismertetett (3.2.2. & 3.3.1. bekezdés) (raprogramozo
vektort abrazolja kivagas el6tti és utani allapotaban, amin a felhaszndt PCR primereket,

valamint a Southern blot anal ishez alkalmazott préba elhelyezkedé&sé is feltUntettik.

A 4. b, 2 o
R us-¥ EFta OSKM IRES | EGFP ‘°_"R us
:\\ &Lu - ,—"""’7‘: -
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\\\‘ ) _— 5
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S - s LY 1 \
\\:f & gv‘ ofé o
AU3R|US C SRR~
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£ ¢ &z ¢ & 2
- 4.3
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19. dbra

L-miPSC vonalak transzgén-mentességének igazolasa PCR-el és Southern blot analizissel. A)
Az egér OSKM vektor sematikus abrazolasa kivagas el6tt és utan a PCR primer kombinaciok (kétfeji
nyilak a, b, c, d jeldléssel) és a Southern blot-hoz alkalmazott préba (vastag fekete vonal) vektoron
val6 elhelyezkedésének feltiintetésével. B) A transzgén-mentesitett klonok (iPS-Af.4 and iPS-Af.15)
és a transzgént-tartalmazd klén (iPS-Bef) PCR analizise az abra A-részében feltiintetett primer
kombinéaciokkal. A B-actin szekvencia amplifikacidja a genomialis DNS jelenlétét erésitette meg, a
MEF és az egér ESC genomialis DNS pedig negativ kontrollként szolgalt. A 'c’ és 'd’ primer
kombinaciokat egyetlen PCR reakcidban hasznaltuk ahol a reverz primer ugyanaz volt ("3 primer—
alapu médszer”). A ’c’ primer kombinacié egy 686 bp amplikont eredményez, amely a vektor kivagasat
kovetéen nem lathaté. Mig a 'd’ primer kombinacié egy 137 bp amplikont eredményez a transzgén-
mentes és transzgént-tartalmazd klonokban egyarant. C) A transzgén-mentes és transzgént-
tartalmazo klénok Southern blot analizise, amelyhez kontrollként egér ESC-t hasznaltunk. A
genomialis DNS-t Sphl-el emésztettilk és a c-Myc kodol6é szekvencidjat hasznaltuk probaként. A 2.6
kB sav (jel6lés:*) az endogén c-Myc jelenlétét detektalja az 6sszes vonalban. Tovabbi savok az iPS-
Bef vonal esetén lathatéak, amely a préba c-Myc transzgénhez vald hibridizaciéjat mutatja. A
transzgén-mentes klonok esetén az iPS-Bef-el ellentétben tovdbbi sdvok nem detektalhatoak,
igazolva igy a transzgén kivagasat.
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4.2.2. Az L-miPSC vonalak pluripotencia karakteriz&ciga kivagas elétt és utan

Az (raprogramozOtranszgeén konstrukcio kivagda el6tti és utani L-miPSC vonalak

morfoldgidjukban nagyon hasonldak voltak az azonos genetikai hatterit mMESC vonalhoz (20.
&bra). A tipikus mESC-re jellemz6é morfologiat mutattak, kéesek voltak az hmeg(jul&ra &
in vitro fenntarthat&k voltak minimum 20 passzd&on keresztU.
Megvizsgdtuk, hogy a transzgén-mentes L-miPSC vonalak képesek e meg0rizni
pluripotencigukat a t&hbsz&i genom manipul&ioellenée is. Az iPS-Bef, & iPS-Af.4, iPS-
Af.15 transzgén-mentes fett vonalak AP pozitwak voltak, emellett az ICC-festé&eik
megerdsitették a vizsgalt pluripotencia fehérjék jelenlétét is (OCT-4, NANOG, SSEA-1) (20.
&ora).

Morfolégia ’ OCT-4 ‘ ‘ SSEA-1 ‘ ‘ NANOG
mESC
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A kivégés eIc’Stti és uténi L-miPSC vonalak morfolégiéja AP és ICC festései. A

s sz

mikroszkoppal készitett képek a sejtvonalak ICC-festéseit mutat]ak a pluripotencia markerekre (kék:
DAPI, piros: OCT-4, SSEA-1 és NANOG, z6ld: ektopikus EGFP).

A vonalakban kimutattuk a fontosabb pluripotencia gének expressziga is, amelyet
RT-PCR-el v&eztink (21. &bra). Az RT-PCR reakcichoz olyan primereket alkalmaztunk,
amelyek az endogén génekre voltak specifikusak. A pluripotencia markerek expressziga
tekintve az L-miPSC- & mESC- vonalak k&z@dt nem &zleltink kilénbseget, a Cre-kivayott

vonalak is stabilan expresszdt&k az (jra aktivAdlott endogén pluripotencia géneket.
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Oct-4

Sox2

Kit4
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21. abra
A kivagas el6tti és utani L-miPSC vonalak pluripotencia génexpressziés mintdzata. A

az endogén pluripotencia markerekre voltak specifikusak.
4.2.3. Az L-miPSC vonalak in vitro differenci&ciga kivagas elott és utan

Az in vitro differenci&i& k s&leteket szinté a pluripotens allapot ellenérzésére
veéeztik el mind az iPS-Bef mind pedig az iPS-Af vonalakon. Ak&csak az mESC vonalak, a
vizsgdt L-miPSC vonalak (iPS-Af.4, iPS-Af.15 & iPS-Bef) is képesek voltak kompakt EB

formd&ra LIF-mentes tenyészté médiumban (22. &bra).

ESC iPS-Bef iPS-Af.4 iPS-Af.15

felvételek a HD mddszerrel aggregéltatott EB-k morfoldgiajardél a differenciacié masodik napjan.
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4.2.3.1. Az L-m iPSC vonalak in vitro spont&/kardidis differenci&iga

A HD mdlszerrel formdt EB-ket egyesével, zselatinnal fedett felsz mre tettik ki. Az
mESC EB-k a differenci&i&7-8. napjaa spontan kontrakcid mutatosejtcsomdckat kepeztek.
Az IPS-Af.4 & iPS-Af.15 vonalak ehhez kéoest 2-3 napos k&ést mutattak, m @ az iPS-Bef
vonalbd lérejdt EB-k nem tapadtak le, illetve a kevés szamban letapadt EB-k, csak a
differenci&io 16-17. napjan kezdtek el pulzdni. lgaz, hogy a transzgén elt&vol idanak
eredmeényekeént a kontrahdosejtcsomdk szama névekedett, de ez mé&y mindig kevesebb volt a

kontroll mMESC vonalaknd megfigyeltekhez kéoest (8. tébl&zat).

8. tablazat
A kontrahal6 sejtcsomok szdma a differenciacio 21. napjaig

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

ICC-festé&sekkel igazoltuk, hogy az iPS-Af.4, iPS-Af.15 & iPS-Bef vonalak in vitro spontan
differenci&idsoran kardidis szdveteket formdtak, melyek DESMIN-re (miogén marker) & a
kardidis TROPONIN T-re (kardidis marker) pozit vak voltak (23. &bra).
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DESMIN TROPONIN T

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

mESC

iPS-Bef

iPS-Af.4

iPS-Af.15

40x 40x

23. abra
A kivagas elétti és utani L-miPSC vonalak in vitro spontan/kardialis differenciacioja. A
fluoreszcens mikroszképpal készitett képek a differencialt sejtek ICC-festéseit mutatjak kardialis
markerekre a differenciacié 14. és 21. napjan (kék: DAPI, piros: DESMIN, TROPONIN T, zold:
ektopikus EGFP).

4.2.3.2. Az L-miPSC vonalak in vitro neurdis differenci&iga

Az &sszes vizsgdt vonal szuszpenzidhan képes volt EB-k formd&aa, & az
eredmények azt mutattdk, hogy a ké& transzgé-mentes vonal képes volt neurdis irayba
differencidd&ini. Azonban az iPS-Bef vonalban BIII-TUBULIN festédés m& nem volt
kimutathatOa differenci&id14. napjan. A transzgén eltavolitasat kovetéen a vonalak képesek
voltak ektodermdis ir&yba differenciddaini, & a BIII-TUBULIN fehé&je detektdhatGravat
a differencid&lott sejtekben. ICC-festéssel a k& Kkivaott szubkldnh neurdis
differenciaigdban nem é&zleltink jelentés kiillonbséget, sem a BIII-TUBULIN sem pedig a
NESTIN fest6dés esetében (24. &ora).
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NESTIN BII-TUBULIN

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

mESC

iPS-Bef

iPS-Af.4

iPS-Af.15

40x 40x

24. bra
A kivagas el6tti és utani L-miPSC vonalak in vitro neurdlis differenciaciéja. A fluoreszcens
mikroszkoppal készitett képek a differencialt sejtek ICC-festéseit mutatjdk neurdlis markerekre a
differenciacio 10. 12. és 14. napjan (kék: DAPI, piros: NESTIN, BlII-TUBULIN, z6ld: ektopikus EGFP).

A NESTIN mennyiségének FACS-al valé meghat&aoz&a azt mutatta, hogy az iPS-
Af.15 neurdis irayudifferenciai@a hatékonyabb volt, mint az iPS-Af.4 vonalé(25. ébra).
Ahogy az vahato volt, minden vonal esetéoen a NESTIN expresszid a differenci&io 10.
napjan volt a legmagasabb & fokozatosan csckkent a 14. napig. A 10. napon az iPS-Bef vonal
csak 10,740,3%, m @ az iPS-Af.15 transzgén-mentes vonal 25,140,8% NESTIN expresszi&
mutatott. Habar ez az érték még mindig jelentdsen alacsonyabb volt, mint az mESC vonal
esetében kapott &tékek (57,1+1,7%). Az iPS-Af.4 vonal pedig csak 13,040,4% NESTIN
pozitV sejtet tartalmazott. Az mikroszk&pos felvéelek & a FACS eredmények kcxdti
kiilonbségek oka, hogy mig a mikroszkdpos felvétel a sejtpopulacio egy kivalasztott részérdl
ad inform&id & nem kvantitav v, addig a FACS az egé&z popul &iG NESTIN expresszics

szintj& reprezentdja.
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mESC

70 1 miPS-Bef
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10. Nap 12. Nap 14. Nap

25. abra
A kivagas el6tti és utani L-miPSC vonalak in vitro neuralis differenciaciéja FACS analizissel
meérve. A NESTIN expresszids szinteket FACS analizissel mértik a neuralis differenciacio 10. 12. és
14. napjan.

4.2.4. Kimé&a képz& & cs ravonal transzmisszio

A fenti k 8&leteink eredményei azt mutattgk, hogy a transzgén jelenlée az iPSC-kben
negat v hat&sal van a differenci&i& képességre. Ez&t az in vivo differenciai& képesseget,
azaz a kiméra allat képzOdést és csiravonal transzmissziés potencidt csak a transzgén-mentes
vonalak esetéden vizsgdtuk. Az iPS-Af.4 & az iPS-Af.15 vonal is képes volt kimé&&at
formdni, melyeknek eréssége a kozepestdl az igen erdsig terjedt, amelyet az dlatok szorszine
indikdt. Az @ve szUetett kim&& ardnya az iPS-Af.4 esetében 39,1% (9/23), mg az iPS-
Af.15 esetében 36,4% (8/22) volt. A kim&&at ICR egerekkel p&oztattuk, amely sorén
mindké transzgén-mentes iPSC vonal csTavonal kompatibilit&st mutatott, amire a szUetett
utalok kcx @t taldhato fekete szoérszinti egerek utaltak (26. &ora).

iPS-Af.4 iPS-Af.15

26. abra
A transzgén-mentes L-miPSC vonalak kiméra képzése és csiravonal transzmisszidja. Mindkét
transzgén-mentes vonal (iPS-Af.4 és iPS-Af.15) képes volt kdzepest6l erés kimérak formalasara,
amelyek csiravonal kompetenciat mutattak (fekete szérszinl ut6dok).
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4.3 Az miPSC vonalak I&rehoz&sa feh&je bevitellel

4.3.1. A P-miPSC vonal pluripotencia karakteriz&iga

Egy stabil P-miPSC vonalat sikerUt alap fanunk, amelyet piPS-H1-nek neveztink el.
A piPS-H1 vonal a normd8 mESC-khez hasonld morfolgjid & ndvekedési potencidt
mutatott, amelyet a 27. &bra szemlé&tet.

A lérehozott piPS-H1 vonal stabilit&a megfelelé volt (tcbb mint 20 passzd&on
keresztll megtartotta differencidatlan d&lapotd) & alkalmas volt a pluripotencia
karakteriz&xiGs tesztek elvéyz&ée.

A pluripotencia tovabbi ellenbérzésére a piPS-H1 vonalon AP- & ICC-festéseket végeztink,
amelyekkel igazoltuk a sejtek AP-pozitivitd&d & az OCT-4, NANOG, & SSEA-1
pluripotencia markerek jelenléé (27. &ra).

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

piPS-H1

10x 10x & 20x 20x 20x

27. abra
A piPS-H1 vonal morfoldgiaja, AP- és ICC-festései. A fénymikroszképos felvételek az iPSC vonal

festéseit mutatjak a pluripotencia markerekre (kék: DAPI, piros: SSEA-1, z6ld: OCT-4, NANOG).

Az RT-PCR reakcidkkal igazoltuk a fontosabb endogén pluripotencia gének
Uraaktivd&l&a&d, melyek expressziga a kontroll mESC vonalhoz hasonl&n a piPS-H1
vonalban is detektdhat&k voltak (28. &bra).
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piPS-H1
ESC
MEF
H,0

Oct-4
Sox2
Kif4
Nanog
Rex1
Dax1
FoxD3

Fbxo15

Eras

GapDH

28. dbra
A P-miPSC vonal pluripotencia génexpressziés mintazata. A pluripotencia gének Ujraaktivalodasat

igazold RT-PCR reakcidk, amelyekben az alkalmazott primerek az endogén pluripotencia markerekre
voltak specifikusak.

4.3.2. A P-miPSC vonal in vitro spontéan/kardidis differenci&iga

Az in vitro differenci&i& k s&leteket szintén a pluripotens dlapot ellenérzésekeéppen
veeztik el az piPS-H1 vonalon. Az mESC vonalakhoz hasonl&n a vizsgdt piPS-H1

sejtvonal a HD mdiszer alkalmaz&aval képes volt kompakt EB-ket formdni LIF-mentes
tenyészt6 médiumban (29. &bra).

piPS-H1

2. Nap

10x

29. abra
Az P-miPSC vonal in vitro differenciacidja. Fénymikroszkdppal készitett felvételek a HD modszerrel
aggregaltatott EB-k morfolégigjarél a differenciacié masodik napjan.
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4.3.2.1. A piPS-H1 vonal in vitro spont&/kardidis differenci&iga

A differenci&io 6. napjan a felUetre egyesével kitett EB-k kontrahdni kezdtek
(22/24), & a 7. napra mind a 24 darab Kitett EB kontrakcid& mutatott, csak gy, mint a kontroll
mESC vonal. A sejteket tovébb tenyésztettik & a 14. valamint 21. napon ICC-fest&ssel
ellendriztiik a kardidis TROPONIN T & DESMIN marker jelenlé&é. Mind a piPS-H1 mind

pedig a kontroll mMESC vonal erds pozitivit&t mutatott a vizsgdt markerekre (30. &bra).

DESMIN TROPONIN T

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

mESC

piPS-H1

40x 40x

30. &bra
A P-miPSC vonal in vitro spontan/kardialis differenciacidja. A fluoreszcens mikroszkoéppal
készitett képek a differencialt sejtek ICC-festéseit mutatjak kardidlis markerekre a differenciacio 14. és
21. napjan (kék: DAPI, zold: DESMIN, TROPONIN T).

4.3.2.2. A piPS-H1 vonal in vitro neurdis differenci&iga

ya

A piPS-H1 vonal szuszpenzichan kées volt EB-k formd&aa, & neurdis irdaayd
differenci&ida in vitro, csaklgy, mint a kontroll mESC. A sejtek pozitiv festddést mutattak a
vizsgdt NESTIN & BIII-TUBULIN neurdis markerekre (31. &bra). A FACS-al mét
NESTIN expressziGa piPS-H1 vonal eseté, ahogy az vahatdvolt a differenci&id10. napjén
volt a legmagasabb (49,5%) & fokozatosan csckkent a 14. napig (4,24%).
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NESTIN BIII-TUBULIN

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

12. Nap 14. Nap

nestin

piPS-H1

mESC

A P-miPSC vonal in vitro neuralis differenciacioja. A fluoreszcens mikroszkoppal készitett képek a

differencialt sejtek ICC-festéseit mutatjak neurdlis markerekre a differenciacié 10. 12. és 14. napjan
(kék: DAPI, piros: BIII-TUBULIN, zdld: NESTIN).

40x

31. 4bra

4.3.3. A P-miPSC vonal kiméa képzé&i képessége

Az piPS-H1 vonal in vivo differenci&i& kéesséyé is vizsgdtuk kiméa tesztekben,
ahol a p8-9 iPSC sejteket F1 hibrid hdyagcs ra dlapotd embrickba mikroinjektdtuk. Az
egerek, amelyek ezekbdl az embridkbol sziilettek kiillonboz6é mértékli kimérizmust mutattak
(32. &ora), amelyet szorszinik indikdt. Az dve szUetett kim&& araya 34% (11/32) volt.

Azonban a kimé&& tovdbbi tesztek sordn nem mutattak cs Tavonal kompetenci&.

piPS-H1

32. dbra
A P-miPSC vonal kiméra képzése. A vizsgalt piPS-H1 sejtvonal képes volt kimérak formalasara,
amelyek kildnb6zé mértékld kimérizmust mutattak.
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4.4 Transzgén-mentesitheté hiPSC vonalak lérehoz&sa lentiv rus transzdukcidval

4.4.1. Human vérbél szarmazOPBMC-k (Jraprogramozasa lentiv russal

A hum& PBMC-k Uraprogramoz&&oz a C. Baum & munkatasaitd kapott
policisztronos vektort haszndtuk (9. &ra). Az 6t donortdl vett vérbél (B#1-5; B=blood)
izoldt PBMC-k szuszpenzidhan tartott sejtmorfol&giga a transzdukci® napjan egy
reprezentat v &ra mutatja be (33. &bra).

33. dbra
Az izolalt PBMC-k szuszpenzidban tartott sejtmorfologidja a transzdukcié napjan

15-18 nappal a transzdukciot kovetéen a megjelent hum& ESC (hESC)-szerii

kol&nidkat egyenként felszedtik. A felszedést megelézéen a sejteket in vivo festettik a TRA-

1-60 markerre. A kolonidk morfoldgijat és azok €16 ICC-festésé a 34. &ora reprezentdja.

Morfoldgia TRA-1-60

B#1

B#2

4x

34. dbra
Az L-hiPSC koléniak felszedés el6tti morfolégiaja és él6 ICC-festése. A bal oldali panel a
fénymikroszkoppal készitett képeket mutatja. A jobb oldali panel a fluoreszcens mikroszkép altal
készitett képeket mutatja, amelyen a TRA-1-60 in vivo ICC-festése lathaté (z6ld: TRA-1-60).
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Az izoldt koldnidat felszapor fottuk & azokbd, amelyek kéesek voltak megtartani
ESC-szeri morfologiajukat stabil vonalakat hoztunk 1étre. Az & donorbd Iérejdt ESC-szerti
koldni&-, a felszedett koltni&k- & az azokbd lérejdt stabil vonalak-szana a 9. tébl&at

mutatja.

9. tablazat
A PBMC-bél létrejott ESC-szer( koloniak-, a felszedett kolénidk- és az azokbdl létrejott stabil vonalak-
szama

Vérdonor Megjelent koloniak Felszedett kolaniak Alapitott stabil
szama szama vonalakszama

B#2 ~80 7 6

B=3 ~40 7 7

B#4 ~30 6 5

B#5 1 1 1

4.4.2. Az L-hiPSC vonalak pluripotencia karakteriz&iga
A stabil vonalak pluripotencig& NANOG & E-CADHERIN ICC-, valamint AP-

festéssel ellendriztiik, ahol az &szes L-hiPSC vonal pozitiv festédést mutatott. Az & donor
egy-egy reprezentatw vonal& az 35. &bra szemléteti, amelyen a morfol&jia, AP- & ICC-
festé&sek lahatéak. A stabil L-hiPSC vonalak képesek voltak fenntartani hESC-szerli
morfol&@igukat mind t&pld0sejtréeg-mentes, mind pedig téepldOsejtréeg-fiiggd tenyé&sztési
k&Umeények kcxdt, amiben felszapor fottuk & hosszUtarataol& céjéd lefagyasztottuk

azokat a lehet6 legkorabbi passz&sban (p3-p5).
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Morfoldgia

B-hiPSC#1_1

B-hiPSC#2_1

B-hiPSC#3_3

B-hiPSC#4_5 |

B-hiPSC#5_1

35. dbra
Az L-hiPSC vonalak morfolégidja, AP- és ICC-festései. A fénymikroszképos felvételek az iPSC
vonalak morfologidjat és AP-festését mutatja. A fluoreszcens mikroszkdppal készitett képek a

NANOG

E-CADHERIN

sejtvonalak ICC-festéseit mutatjak a pluripotencia markerekre (kék: DAPI,

CADHERIN).
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4.4.3. Az L-hiPSC vonalak spontén differenci&ciga

Az 5 donorbd alap fott L-hiPSC vonalakbd morfoldgiai kritéiumok alapjan egyet-
egyet kivdasztottunk (B-hiPSC#1_1, B-hiPSC#2_1, B-hiPSC#3_3, B-hiPSC#4 5, B-
hiPSC#5_1) & teszteltik in vitro spontén differenci&i& képessegiket. Mind az & vonal
képes volt EB-ket formdni szuszpenzidhan. A differenci&i® 5. napjad az EB-ket
zselatinozott fed6lemezen tenyésztettiik tovébb & a 14. napon a sejteket fixdtuk. A fixat
sejteket a harom csirarétegre jellemz6 markerekkel festettiik: BIII-TUBULIN, NESTIN,
GATA4, BRACHYURY. Mind az & vonal a vizsgdt markerekre pozitiv festédést mutatott,
igazolva my a vonalak in vitro spontan differenci&i& keépesséyé& a haom csraréeg
iranydba. A spontan differenci&id14. napi ICC-fest&sé& a haom cs Taréeg markereire a 36.

&bra szemlé&teti.

BIII-TUBULIN NESTIN BRACHYURY

B-hiPSC#1_1

B-hiPSC#2_1

B-hiPSC#3_3

B-hiPSC#4_5

B-hiPSC#5_1

40x 40x
Ektoderma Endoderma Mezoderma

36. dbra
A B-hiPSC vonalak in vitro spontan differenciacidja. A fluoreszcens mikroszkoppal készitett képek
a differencialt sejtek ICC-festéseit mutatjdk a harom csirarétegre-specifikus markerekre, a
differenciéci6 14. napjan (kék: DAPI, zéld: BIII-TUBULIN, NESTIN, GATA4, BRACHYURY).
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4.4.4. Az L-hiPSC vonalak transzgén mentes fé&se

A 4.2-es bekezdésben ismertetett transzgen-mentes L-miPSC lérehoz&and szerzett
tapasztalatokat haszndtuk fel transzgén-mentes L-hiPSC vonalak eléallitasahoz. A human
yraprogramozO hOKSM vektor hasonld m&lon az mOSKM vektorhoz, elté&vol ithatd volt a
genombd, az Flp/FRT-rendszer segis&ével. Az Flp-vektor puromicint is tartalmazott az
egené alkalmazott Cre-rekombin&t expresszaO plazmiddal ellenté&ben. Emellett egy
tovébbfejlesztett klcn szelekciés rendszert is alkalmaztunk, lehetévé téve a nagyszanukldn
integraciora valo ellendrzését.

A transzgén-mentesiest Dr. Cheryl Dambrot kolléganémmel (Hollandia, Leiden
University Medical Center) végeztem az altala eléallitott L-hiPSC vonalakon. Ezek a hiPSC
vonalak huma fibroblasztbd kerUtek Graprogramoz&ra, ugyanazzal a mdiszerrel, amelyet
a 3.5-& bekezdésben el6z6leg ismertettem. Az aldbi munka Cheryl Dambrot (2013) doktori
étekezé&sének anyaga, emellett az eredményeket 2014-ben k&x G publik&idhan kéedtik
(Dambrot et al. 2014). Ebben a munkdban a transzgén eltévol i&d&, & annak ellenérzését
az LUMC munkacsoportja végezte, ez&t azok az eredméyek ebben a dolgozatban nem
kerUnek részletezésre.

Hé& L-hiPSC vonalbd (hiPS#1, hiPS#2, hiPS#3, hiPS#4, hiPS#9, hiPS#12, hiPS#13)
k®&eltik meg a transzgén elt&vol i&d&, a Flp-rekombin& alkalmaz&&al. A hé& vonal
esetéven a puromicin szelekcid taléld koldnidkat ellendriztiik (max. 60 koldnia/vonal) & csak
azokat tenyésztettik tovébb, amelyekben sikerdt igazolni a kivagat (max. 6 kolnia/vonal).
A kivagat elészor a 73 primer-alap mdalszerrel” ellendriztik. A KlGnok transzgén-
mentességé az (raprogramozo vektorra specifikus PCR reakciokkal is meger6sitettiik. A
37A. &ora a feljebb ismertetett (3.5.2. & 3.5.4. bekezdé&s) Graprogramozd vektort dor&olja
kivagas el6tt és utan, amin a felhasznalt PCR primerek elhelyezkedését is feltUntettik. A 37B.
ébra a kivayat ellenérzo ,,3 primer-alapu modszerrel” végzett PCR reakcidk eredmeényeit
mutatja, amelyet a hiPS#3 vonalbd szamazd random mdlon kivdasztott kléhokon
vegeztink el. Lahatg hogy a 10 klonbdl 6 tiint transzgé-mentesnek (hiPS#3-1, hiPS#3-2,
hiPS#3-3, hiPS#3-4, hiPS#3-7, hiPS#3-8). Ezt a hat kit tovéobtenyésztettik & transzgén-

mentes stéuszukat tovabbi PCR reakciokkal erésitettilk meg, amelyet a 37C. &ra mutat.
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37. &bra

Az L-hiPSC vonalak transzgén-mentességének igazoldsa PCR-el. A) A huméan OKSM vektor
sematikus abrazolasa kivagas el6tt és utdn a PCR primer kombinaciok (kétfeji nyilak a, b, ¢, d
jeloléssel) vektoron vald elhelyezkedésének feltiintetésével. B) A hiPS#3 klonok Flp-rekombinaz
expressziojat kovetd random felszedett klonok transzgén-mentességének igazoldsa PCR analizissel.
A’c’ és’d’ primer kombinaciokat egyetlen PCR reakcidban hasznéltuk ahol a reverz primer ugyanaz
volt ("3 primer—alapu modszer”). A 'c’ primer kombinacié egy 290 bp amplikont eredményez, amely a
vektor kivagasat kovetéen nem lathato. Mig a ’'d’ primer kombinacio egy 171-bp amplikont
eredményez a transzgén-mentes és transzgént-tartalmazéd klonokban egyarant. Ezek alapjan a tiz
vizsgalt klénbol hat latszott transzgén-mentesnek. C) A hat klén (hiPS#3-1, hiPS#3-2, hiPS#3-3,
hiPS#3-4, hiPS#3-7, hiPS#3-8) transzgén-mentes statuszat tovabbi PCR reakcidkkal is
megerQsitettik az ’a’ és 'b’ primer kombinaciokkal.
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A tovébbi hat vonal esetében is a hiPS#3 vonalon bemutatott séma alapjan jatunk el.
A hé& vonalbd hatban (hiPS#1, hiPS#2, hiPS#4, hiPS#9, hiPS#12, hiPS#13) sikerdt
transzgén-mentes vonalakat Iérehozni. A kivag&a hatékonysaja 20-98% kcxdt vdtozott

(transzgén-mentes kldnok szana/vizsgdt kldnok szana), amelyet a 10. tébl&zat mutat be.

10. téblazat
A transzgén kivagasanak hatékonységa az L-hiPSC vonalakban

L-hiPSC neve Hatékonysag (%)

hiPS#1 98
hiP5=2 24
hiP5#3 60
hiPS#4 20
hiP 59 0
hiPS#12 43
hiP5#13 40
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4.5 Transzgén-mentesitheté hiPSC vonalak |&rehoz&a SB-transzpozonnal

4.5.1. HFF graprogramozasa SB-transzpozonnal

A hum& magzatbhd szamazao fibroblasztot a m&odik passz&sban a transzpozon-
transzpoz& vektor paossal transzfektdtuk. A HFF graprogramoz&éhoz az dtalunk kcxdt
(Muenthaisong et al. 2012) Sleeping Beauty-transzpozon alaptUivektort haszndtuk (pT2BH-
OSKM- IRES/eGFP, 12. &bra).

14 nappal a transzfekciot kovetden sejtcsomdk jelentek meg, amelyek EGFP-t
expresszatak. K&aubell n&y hé elteltével a megjelent 4 hESC-szerii koloniat egyenkent
izoldtuk & tenyésztettink tovébb in vitro. Az izol&i& megel6z6 kolonia morfologidkat €

azok ¢16 ICC-fest&s& a TRA-1-81 pluripotencia markerre a 38. &bra reprezentdja.

Morfoldgia TRA-1-81

SB-hiPSC

4x 4x

38. 4bra
Az SB-hiPSC koléniak felszedés el6tti morfoldgiaja és él6 ICC-festése. A bal oldali panel a
fénymikroszkoppal készitett képet mutatja. A jobb oldali panel a fluoreszcens mikroszkoppal készitett
képet mutatja, amelyen a TRA-1-81 in vivo ICC-festése lathato (piros: TRA-1-81).

4.5.2. Az SB-hiPSC vonalak pluripotencia karakteriz&iga

A stabil vonalak pluripotencid&d NANOG, OCT-4, & TRA-1-81 markerekre val®d
ICC-festésekkel ellenériztik Mind a négy SB-hiPSC (SB1, SB2, SB4, SB5) a vizsgat
markerekre pozitiv festédést mutatott. EQy reprezentat ¥ vonal morfol&gig& & ICC-fest&eit
a 39. &ra szeml@éteti. A stabil SB-hiPSC vonalak képesek voltak fenntartani hESC-szerii
morfol@igukat t&pldo sejtréeg-mentes & tplAO sejtréeg-fiiggd tenyésztési kGUmenyek
kcz @Gt egyarant, amiben felszapor fottuk & hosszUtavutaola cjdd lefagyasztottuk azokat

a lehetséges legkordobi passz&shan (p5).
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Morfolégia OCT-4 NANOG TRA-1-81

SB-hiPSC

20x 20x 20x

39. dbra
Az SB-hiPSC vonalak morfolégiaja, és ICC-festései. A fénymikroszképos felvételek az iPSC
vonalak morfologigjat mutatjadk. A fluoreszcens mikroszkoppal készitett képek a sejtvonalak ICC-
festéseit mutatjak a pluripotencia markerekre (kék: DAPI, piros: OCT-4, NANOG, TRA-1-81).

4.5.3. Az SB-hiPSC vonalak spontén differenci&ciga

Az SB-hiPSC vonalakat in vitro differenci&i& kéességikre is teszteltik. Ennek
&dekében a sejteket szuszpenzi&s k&Umeények ket tenyésztettik, ahol azok keépesek
voltak EB-ket képezni. Az EB-ket disszocidtuk, majd a differenci&id14. napjan vizsgatuk,
ahol mind a né&yy vonal expresszdta a 3 csirarétegre jellemz6 markereket (BIII-TUBULIN,
NESTIN, AFP, VIMENTIN). Az SB-iPSC vonalak differenci&i& markerekre specifikus
ICC-festéseit egy reprezentat v vonal (SB2) szeml@éteti a 40. &bran.

BII-TUBULIN NESTIN AFP VIMENTIN

SB-hiPSC

40x 40x 20x 40x
Ektoderma Endoderma Mezoderma

40. dbra
Az SB-hiPSC vonalak in vitro spontan differenciaciéja. A fluoreszcens mikroszképpal készitett
képek a differencialt sejtek ICC-festéseit mutatjdk a harom csirarétegre specifikus markerekkel a
differenciacio 14. napjan (kék: DAPI, piros: BIII-TUBULIN, NESTIN, AFP, VIMENTIN).

4.5.4. Az SB-hiPSC vonalak transzgé mentes iée

Southern blot anal Eis seg iségével meghat&aoztuk az egyes vonalak genomjdba
integrddlott transzpozon vektorok szand&. A Southern blot anal Eis alapjan minden vonal 2-3
integr&id mutatott, amelyet a 41. &ra szemldtet. Mivel a n&y vonalban az integr&idck
szana nagyj&d azonos volt, gy morfolGia & névekedési potencid alapjan az SB2 & SB5

vonalakat vd8asztottuk ki azok transzgén-mentes i&e céjéd.
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41. abra
A transzpozon integraciok szama Southern Blot analizissel az SB-hiPSC klénokban. Az SB1,
SB2, SB4 és SB5 klénokbdl szarmazé genomidlis DNS-t Sacl-el és Pstl enzimekkel emésztettilk és az
EGFP szekvenciat hasznaltuk prébaként. A négy vonal 2-3 integraciét mutatott.

A transzpozonok kivagald(raintegrdao (,,jumping effect”) tulajdons&a kor&bbi
publik&idbd ismert volt szanunkra (Wang et al. 2008; Li et al. 2013), @y az integr&ick
helyé& Splinkerette PCR segiségével prdhdtuk meghat&ozni, hogy azok kovethetéek
legyenek esetleges Jraintegrdd&l&uk eseté. A Splinkerette PCR seg iséével a ké& vizsgdt
vonalban I&/6 integracids helyekbdl csak egy-egy integr&i& helyet sikerdt azonos fanunk.
Az SB2 vonal esetében ezt az integr&i helyet az 1.-es kromoszdnan azonos iottuk, ahol a
transzgén a RERE intron szakasz&ba éUt be. Az SB5 esetéven a transzgén inverz formdban a
8.-as kromoszdnan taldhatd Syndecan 2 gén (SDC2) 3’ UTR r&gigdoa integrddlott. Az
inszercick lok&iganak sematikus &brgé & az ez alapjan tervezett I&kusz specifikus
primereket a 42A. &ra mutatja be. A Splinkerette PCR-el megtaldt SB-inszercick lok&iga
az SB2 & SB5 vonalakban I&kusz specifikus PCR-ekkel erésitettiik meg, amelyet a 42B.
dora szemléltet. SB2 esetében a transzgén integraciot sikeriilt megerdsiteniink az RERE
I&uszban, ami az SB5 vonalnd nem volt detektdhatd M az SB5 vonal esetében a
transzpozon integr&id az SDC2 lokuszban sikeriilt megerdsiteniink, ami pedig az SB2-né
nem volt |&hat&
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SB2 - RERE lokusz

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

Az SB2 és SB5 vonalakban a transzpozon integracidék helyének sematikus abrazolasa és
l6kusz-specifikus PCR reakcioi. A) A két vonalban egy-egy SB-integraciét Splinkerette PCR-el
sikerlilt meghataroznunk, melyeknek genomialis elhelyezkedését sematikusan A&brazoltunk.
Feltintettik a PCR reakciokhoz alkalmazott l6kusz-specifikus PCR primer kombinacidkat is (fekete
nyilak p1-p6 jel6léssel). Az SB5 vonal esetén az SDC2 I6kuszban a transzpozon (kétfejl nyilak) inverz
formaban integralédott. Az exonok kédolé szekvenciait sotétzolddel, mig az aminosavva at nem ir6do
(untranslated) exon régiokat vilagoszolddel jeldltink. B) A lokusz specifikus PCR-ekkel a Splinkerette
PCR-el meghatarozott inszerciok genomialis elhelyezkedését erésitettik meg. Az transzpozon
integraciot SB2-ben az RERE lokuszban erdsitettiik meg, ami az SB5 vonalnal nem volt detektalhato.
Mig az SB5 vonal esetében a transzpozon integraciot az SDC2 Iékuszban sikerilt meger8siteniink,
ami pedig az SB2-nél nem volt lathat6 a PCR-ek alapjan.

Az SB5 & SB2-es vonalak egy-egy inszerci& helyének ismeretében megk s&eltik
azok transzgén-mentesiesé. Az SB2-t & SB5-t a pEFBOS-SB100X-IRESpuro
transzpoz&zal transzfektdtuk, majd egy nappal a transzfekciot kovetéen 48 Ga & tartd
puromicin szelekci@ végeztink a sejteken. A talél6 koloniakban a kivagodast PCR reakcidval
ellendriztiik, ahol a primer parok vagy Ickusz specifikusak, vagy transzgén specifikusak
voltak. Mindké& vonal esetéen 60-60 koltni& ellendriztiink, azonban nem taldtunk olyat,
amelybdl a transzgént sikeriilt eltavolitani. Annak tesztel&é&e, hogy a téhbsz&i transzfekcio
ndveli-e a kivagas valdszintiségét, nénay egyszeresen transzfektdt SB5 kit (ra-
transzfektdtunk a pEFBOS-SB100-IRESpuro vektorral, szelekcid vegeztink & nagyszanu

100



EREDMENYEK

talélo koloniat ellendriztiink, azonban tovébbra sem tal&tunk transzgén-mentes vonalakat. Az
SB5.3 készeresen transzfektdt kit ismé transzfektdtuk az eddigiekkel azonos mdlon.
Néay szelektdt haomszorosan (SB5.3.1, SB5.3.2, SB5.3.3, SB5.3.4) transzfektdt kl&on
Southern blot anal Eist vegeztink & azt taldtuk, hogy e kldnok esetében az SDC2 I&kuszban
azonos fott transzgént meéy mindig jelen volt, azonban a transzpozon a m&odik genomi
I&uszbd kivgdlott & egy ma&ik genomi r&icha Jraintegrddlott (43. &ora).

> o

N a0
& 4";590‘;5 & &

(xB)

43. 4bra

Southern blot analizis az SB5 klonban hdromszoros transzfektalast kovetéen. Az SB5 klon (két
inszerciot tartalmaz) és annak a pEFBOS-SB100X-IRESpuro transzpozézzal tbbbszorésen Ujra-
transzfektalt klénjai (SB5.3.1, SB5.3.2, SB5.3.3, SB5.3.4), ahol a genomialis DNS-t Sacl-el
emésztettik és a c-Myc kddolé szekvencigjat haszndltuk probaként. A ~1.5 kB sav (jel6lés:#) az
endogén C-MYC jelenlétét detektdlja az Osszes vonalban. A *-al jel6lt savok az SDC2 l6kuszba
integralodott transzpozonnak felelnek meg, amelyet egyik klén esetében sem sikerllt mobilizalni. A
harmadik sav a masodik genomialis régiéba integralddott transzpozont mutatja, amely az egyes Ujra-
transzfektalt klonok esetében méretében eltér egymastol, valamint az eredeti SB5 klénban detektalt
sav méretével sem egyezik meg. Ez a jelenség indikalja, hogy a masodik genomialis I6kuszban latott
transzpozon kivagodott az eredeti integracios helyébdl és Ujra-integralédott egy méasik genomi régidba
a transzpozéaz tbbbszori Ujra-transzfektalasanak kovetkeztében.
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Tovdobi haomszorosan Ura-transzfektdt SB5 Kkldnt teszteltink I1&kusz- &
transzpozon-specifikus PCR-ekkel (44B. &bra). Egy kit esetén |&hatg hogy az SDC2
I&uszban a transzgén ma nincs jelen (pl-p6), azonban a transzpozon specifikus primer
paokkal igazoltuk (p7-p8), hogy az tovébbra is a genomban van, feltételezhetén egy masik
poz Tidhan. A 44A. &ra a ma ismertetett (3.6.2. & 3.6.3. bekezdés) raprogramozOvektort
&r&olja a SDC2 I&uszba integrddlva, amin az alkalmazott PCR primerek & a Southern
blot-hoz haszndt prdba elhelyezked&é is feltUntettik.

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

P&y Pl...

S$B5.3 (ujra-transzpozalt) kionok

PISPS (D W S - 1550 bp

P53 p6 S e -- 345 bp

PT&ps MR e e e e | 22000

44. dbra

PCR kombinaciok a transzpozon kivagasanak ellenérzésére. A) Az SB-OSKM vektor sematikus
abrazolasa az SDC2 I6kuszba vald integracidjat kovetéen az SB5 klonban. A 16kusz-specifikus (fekete
nyilak p1, p2, p5, p6 jeldléssel) és transzpozon-specifikus (szaggatott nyilak p7, p8 jeldléssel) PCR
primer kombinaciék és a Southern blot-hoz alkalmazott probak (vastag fekete vonal) vektoron valé
elhelyezkedése. B) Tovabbi Ujra-transzpozalt klénok I6kusz- és transzpozon-specifikus PCR reakciéi,
ahol lathato, hogy egy klén esetében az SDC2 |6kuszbdl a transzgén kimozdult (p1-p6, 1550 bp).
Ugyanabban a PCR reakciéban detektaltuk a vadtipust SDC2 allél és a transzpozon-kivagott 16kuszt
(p5-p6, 345 bp), amellyel a genomialis DNS jelenlétét er@sitettik meg. Azonban a transzpozon
specifikus primer parokkal (p7-p8, 220 bp) kimutattuk, hogy a transzpozon a genomban tovébbra is
jelen van, feltételezhetén egy masik pozicioban.

Azt a haomszorosan (jra-transzpozdt kidnt, ahol a PCR alapj& a transzpozon az
SDC2 I&uszbd kimozdult, az SDC2 I&uszban az inszerciok&dnyékén megszekvendtuk. A
szekvenalasi eredmények megerdsitették az SB-transzpozon kivaga&a az SDC2 I&kuszbd. A
szekvenddsal az SB-transzpozon dtal hdrahagyott specifikus szekvencié (,,footprint”:
TACAGTA, Luo et al. 1998) is sikerdt kimutatnunk (45. &ra). Az SB2 vonal esetéen a
transzgén kivag&a/kimozd i&a az ismert RERE I&kuszbd sikertelen volt.
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SDC2* ATCACATATACAC====m==m TAAATTACCATTATC -Vadtipus allél
SDC28B-OKSM p 1CACATATA ATC -SB-OSKM amasikallélon

SDC2* A TACAC ,: AAA "M C C A A 7 -Vadtipus allél kivagas utan valtozatlan
SDC2s®

- Integralt allélban kivagas utan az SB tipikus “footprint-je”’

45. dbra

Az SDC integracios helyének szekvenalasi eredményei a transzpozon kivagasa utan. A felsé két
szekvencia a vad tipusti SDC2 I6kusz eredeti genomialis szekvencidjat mutatja (SDC2") és a lokuszt,
amely a transzspozont tartalmazza (kétoldalu nyil) a megkett6z6dott TA szekvenciakkal az inszercids
helyen (SDC2°%°%M) A Kkét als6 szekvencia a I6kuszt abrazolja a transzpozon kivagasa utan. Az
SDC2" allél nem valtozik, mig az SB-kivagott allél (SDC2°®) mar nem tartalmazza a transzpozon
szekvenciat, csak a hatrahagyott ,footprint” szekvenciat: TACWGTA. Az elektoforegram a
transzpozon kivagasat erésiti meg és a fennmarado ,footprint” szekvencia jelenlétét: TACAGTA.
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5. EREDMENYEK MEGBESZHELESE ES JAVASLATOK

5.1. Kiilonbozo genetikai hatterit miPSC vonalak 1étrehozasa lentivirus

transzdukcicval

Egé& iPSC vonalak alap i&dnoz egy Atalunk tervezett policisztronos mOSKM vektort
hasznaltunk. E rendszer hasznalataval harom kiilonb6z6 genetikai hatterit MEF-bdl
nagyszany stabil iPSC vonalat hoztunk lére. A vonalak mindegyike a velik azonos
genetikai hatterit mESC morfol&giga mutatta, valamint expresszdt& a fontosabb
pluripotencia markereket, amelyeket AP-, ICC- festésekkel & RT-PCR-el is igazoltunk.

Kordbbi publik&idk azt mutatték, hogy az mESC alap i& dtaldban a 129/SV vagy a
C57BL/6 beltenyésztett torzsekbél a legeredményesebb, m egyé belteny&ztett/nem-
beltenyésztett torzsekbdl a sejtvonal alapitas jelentésen komplikaltabb (Suzuki et al. 1999;
Kawase et al. 1994). Azonban a genetikai héterek miPSC alap i&ra valo hat&ad, eddig
igen csek@y szanutanulmany jelent meg (Schnabel et al. 2012; Muenthaisong et al. 2012).
KE&letinkben azt vizsgdtuk, hogy az dtalunk lérehozott vektort alkalmazva a genetikai
héterek, ezen belldl is a beltenyé&zté&s/nem-beltenyé&zté&s hat&a tapasztalhatGe az
Uraprogramoz&i haté&onys&aa né&ve. Megfigyel&eink alapjé a haom dtalunk vizsgat
egértorzsb6l  (C57BL/6, C57BL/6XDBA/2J, ICR) szamazd eg& testi  sejtek
Jraprogramozhat&G&dban & a megjelent iPSC kol&ni&k mennyiséyében nem taldtunk
kUonbseget. Ugyanezt tapasztaltuk az SB-transzpozonnal val® iPSC generd& soré is
(Muenthaisong et al. 2012). E k E&letsorozatok alapja megdlap thatg hogy integrd&o
1PSC wjraprogramoz6 rendszerek hasznalata esetén a rendszerek robosztussaga lehetOséget
ny(t arra, hogy mé& az ESC alapitasban nehézkesen alkalmazhaté egértorzsekbdl is
pluripotens vonalakat hozzunk létre. Ennek akkor van nagy jelentdsége, ha az egér
pluripotens  sejtek alkalmaz&&nak cdja egyes hum& genetikai  betegségek
tanulmayoz&a/modellezé&e. Olyan eg& ESC-kben, amelyeket hum& betegségek
modellez&ée alap fottak, megfigyelték, hogy amikor a tanulm&yozni k vént betegsében
szerepet jatszO mutdciot az egér sejtek genomjaba helyezték, azok kiilonbozd fenotipust
mutatattak az egyes egé&tGzsekben. Ezeket a kUnbozoségeket a beltenyésztett torzsek
kexdti all@variansok megjelenésével magyar&até&. Ezét human betegségek esetén az
optimdis eg& modell genetikai héteréek megvdaszt&a kulcsfontoss&u lehet (Erickson
1996; Sullivan et al. 2007).
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Muenthaisong et al. (2012) az integrddlGrendszerrel alap fott SB-miPSC vonalakat in
vitro & in vivo differenci&i& kE&letekben is tesztelte. Az in vitro differenci&i&
k 8&letekben az SB-ICR-miPSC vonalak szerepeltek a legjobban, m §j a kimé&a tesztekben az
F1-iPSC vonalak mutattak csrTavonal kompetencid. Azonban mivel az SB-transzpozon
random integraloédik a genomba és a gén expresszio elcsendesiilésének a szintje is eltérd, ezért
a transzgeén jelenlée is befoly&sal lehet a differenci&iG képességre, ez esetben nem
feltélend a genetikai h&té, amely a vonalak ké&editi eltééeket okozhatja. A genetikai
héterek in vitro/in vivo differenci&i&a gyakorolt hat&& esetlegesen nem integrd&ao

UraprogramozOrendszerek alkalmaz&aval lehetne a leghatéonyabban vizsgdni.

5.2. Transzgé-mentes miPSC vonalak Ié&rehoz&sa lentiv rus transzdukcidval

Korébbi publik&idd ismert az iPSC vonalakba integrddlott transzgén negatw
hatasa. Mivel a kiillonb6zd genetikai hatterek hatdsat az Gjraprogramozhatdsag hatékonysagara
nem tapasztaltuk, & mivel az SB-miPSC vonalak k¢éxd az F1 vonal volt csTavonal
kompetens, ezé&t az alapiott F1-L-miPSC vonalak egyiké& vdasztottuk ki a transzgén-
mentes ié&ses k B&letekhez. Az dAtalunk lérehozott Graprogramozd mOSKM vektort (gy
terveztik meg, hogy a Cre/LoxP-rendszerrel lehetdvé tette a bevitt transzgén genombdl vald
eltavolitasat. A kivagas utdn néhanyszaz bazispar ,,footprint” marad a genomban, amely nem
tartalmaz aktv ré&gickat. A kivaasal az ektopikus pluripotencia gének tUexpressziga
megsziintethetd, igy azok miikodése nem befolydsolja negativan a sejtek késdbbi
transzgent kivanunk, & ily modon értékes, aktiv transzgént6l mentes miPSC vonalakat
hoztunk lére. Ezek az L-miPSC vonalak morfol&igukban & a vizsgdt pluripotencia marker
expresszi&s mint&atukban nem tétek el a transzgént-tartalmazo eredeti, illetve az azonos
genetikai h&té&bol szarmazé mESC vonalaktol.

A kivagas elotti (iPS-Bef) & kivaa utani (iPS-Af) iPSC vonalak differenci&i&
képességének 0Osszehasonlitasaval lehetdségiink nyilt a transzgén meglétének/hianyanak
hat&& tanulmanyozni. Annak ellené&e, hogy a vizsgdt mintaszam alacsony volt, megis
kimutathatOvolt a transzgén drasztikus hat&sa az iPSC-k in vitro differenci&i& képessey&e.
Az in vitro spont&/kardidis & neurdis differenci&iGesetéven is azt taldtuk, hogy a kivays
elétti differenciacios hatékonysag igen alacsony volt, m§ a kiv&ott iPS-Af.4 & iPS-Af.15
szubkldnok differenci&i& hatékonys&ya megndvekedett a transzgen eltavol id&val. Ez a
jelenség magyar&hatO egyrészt azzal, hogy a lentivius vektorok esetén az integraick

gyakorta transzkripci&s egyseégekbe t&ténnek (Schrdder et al. 2002). Mivel a transzgének
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lok&iga az iPS-Bef vonalban dtalunk nem ismert, ezé&t csak felté&elezni lehet, hogy az
integr&id valamilyen differenci&ichan kulcsfontoss&gu génbe tGtént, csckkentve, vagy
megszintetve az inszercio altal érintett gén mukodését. Egy masik magyarazat lehet az is,
hogy az (raprogramozO vektor egy stabilan expresszaO promdert tartalmaz, amely a
transzgén dAtal k&lolt exogén pluripotencia gének folyamatos expresszigé eredményezi. A
pluripotencia gének folyamatos expresszioja mellett pedig valdsziniisithetd, hogy a sejtek
nem kéesek differenciddodni. A BIHI-TUBULIN festé&einken az ektopikus EGFP
expresszidja igen erds a transzgeént tartalmazdvonalban, ami az akt van expresszaotranszgen
jelenléé jelzi. Eredményeinket egy huma& sejteken véyzett kordobi tanulmay is
al&amasztja (Soldner et al. 2009). E munkdban Soldner & munkat&sai bemutatték, hogy a
transzgén-mentes iPSC vonal molekul&is karakterisztikgadban sokkal kéeelebb dlt az ESC-
hez, mint a transzgét mey tartalmazd eredeti vonalhoz. Ez a munkacsoport az
UraprogramozOfaktorokat (OSK) egyesével jutatta a sejtekbe, aminek nagy hdraaya lehet a
magasabb szanu random integr&iQ amely nagyobb esélyel vezethet k&os mut&idk
kialakul&&hoz. Emellett egy policisztronos vektorhoz keépest itt a pluripotencia faktorok
random szamban & arayban jutnak az egyes sejtekbe, @y a transzgén szama tekintve egy
heterogén sejtpopul&io alakul ki. A transzgén kardidis differenci&ida vald hat&& egy
m&ik tudomd&yos munkacsoport is vizsgdta, akik egé& iPSC vonalakat hoztak Iére
policisztronos/kivaghatO vektorral (Chakraborty et al. 2013). Egy ujszer(i szlirési rendszert
dliottak be a kivaott kldnok szelekcigaa ahol Herpesz Szimplex V fus-thymidin
kin&/ganciclovirt haszndtak az dtaldnosan elterjedt antibiotikum szelekcid helyett. Ismert,
hogy az antibiotikumok kromoszdma abber&idkat okozhatnak a sejtkultlr&ban, ezé&t ez az
ujszerli rendszer elényds lehet, habar a ganciclovir eddigi &lattesztekben tumorigenitést
mutatott. Nincs elérhetd kisérletes adat e szer hatdsarol sejtes szinten, de az eddig végzett
allatkisérletekbol kovetkeztetve lehetnek nem kivant mellékhatasai. Ezek tudataban az
dtalunk haszndt szelekcié& rendszer jelent6s elénye, hogy fluoreszcencian alapul, amely
elkerdi a kémiai anyagok hozz&ad&aval esetleges genetikai mdlos i&ok |érejdtének
lehetdségét a sejtekben.

Azt is megfigyeltik, hogy a ké kivayott szubkldn (iPS-Af.4 & iPS-Af.15) kiilonb6z6
in vitro differenci&i& képess&get mutatott. Az iPS-Af.4 neurdis differenci&idan hozott
eredmeényei igen alacsonyak voltak, m g kardidis irayu sejtt pusokkaval o differenciaiga
igen eredményes volt (relat ve magas szanu pulzao sejtcsom@. Ezzel ellentében az iPS-
Af.15 novekedett mennyiségii neuralis tipusti sejtet hozott I&re az in vitro neurdis

differenciaichan, & alacsony hatékonys&ot mutatott in vitro kardidis differenciaigaoan
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(relat ve alacsony szamu pulzdd sejtcsom@ az iPS-Af.4-hez kéest. Hasonld szubkldn-
szubkldn ke dti kinbséet figyeltek meg egy nem regi tanulmaayban is, ahol az egyes
szubkldnok a neurdis differenciaichan viselkedtek egyma&td eltéréen (Martinez et al.
2012). Kovetkeztetésképpen tehat levonhatd, hogy a megfeleld iPSC klon kivAaszt&sa
elengedhetetlen a jGeredményt adAdifferenci&idhoz.

Hab& nagyszanutanulmany bizony ija az eg& iPSC vonalak in vivo differenci&i&
potencidja teratoma formadai&i k s&letekkel vagy kiméra elballitassal, azonban ismert,
hogy e md&iszerek mé&y nem bizony fj&, hogy az iPSC vonal cs favonal kompetens volna. A
kiméra eldallitasi kisérleteinkkel az irodalomban els6ként mutattunk be, lentivirussal generalt
csiravonal kompetens iPSC vonalak létrehozasat, a transzgén sejtekbdl vald eltavolitasat
kovetden. Az iPS-Af.4 & iPS-Af.15 transzgén-mentes vonalak cs Tavonal-kompetens kimeé&
sziiletését eredményezték, amely kiméradkban az Ossejtes megjelenés kozepestdl igen erdsig
vatozott. Haba a ké& kivaott szubkl in vitro differenciacidban eltéré modon viselkedett az
in vivo differenci&igukban hasonl&k voltak. Ennek az egyik magyar&ata az lehet, hogy az
Jgonnan alap iott kiénhok, haba szubkldozva voltak, mé&y lehet, hogy sejtpopul&iGuk kevert,
ahol az egyes sejteknek nagyobb kapacitéa van kardidis vagy neurdis sejtekké
differencialodni, mint a masiknak. Feltételezhetd, hogy a legjobb ESC vonal is heterogén
sejtpopulaciobol all. Kiméra formalddas soran lehetséges, hogy csak a ,ténylegesen
pluripotens” sejtek szub-popul&iga jaszik szerepet az embrio lérejGtéven & az &szes
tcobi sejt eliminddlik. Ezzel ellenté&ben az in vitro differenci&ican az egéz sejtpopul&id
szerepet jészhat, ahol nénay sejt nagyobb hatékonysaggal formd& neurdis sejtt pusokat, m §
egy maik sejt inkdob kardidis irdyld vagy egyéd irdoyu sejtt pusok kialak i&dban b
elénydsebb képességgel. Ezek az eredmények tovabb erdsitik a pluripotencia karakterizaciok
soran sokszor kihagyott in vivo differenci&xi& k s&letek fontoss&y&, ahol a csTavonal-
kompetens kimé&& formadal&a a differenci&i& kapacitd & a pluripotencia valali mécge,

ezért megléte kiemelkedo fontossagu.

5.3 Az miPSC vonalak lé&rehoz&a fehéje bevitellel

Két integraldodd rendszer széleskori tanulmanyozasa utan, egy a genomba nem
integrddlGrendszert szerettink volna bedl fani laborat&iumunkban, amely tovabbi elénye,
hogy mentes mindenfée v Tus-beviteli technik&d. Mint ahogy azt Dr. Suchitra Polgai
munkgdban l&hattuk, az SB-transzpozonnal a transzgén bevitele & my a sejtek
ujraprogramozasa magas hatékonysaggal miikodik, azonban a transzgén kivagasa tobbszori

prébdkoz& utén sem volt sikeres (Muenthaisong 2012). A lentiv Tussal valGraprogramoz&s
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szintén egy igen robosztus rendszernek bizonyult. Ezekbdl a sejtekbdl a transzgén eltavolitasa
sikeres volt, aktw transzgén szakasz nem maradt a genomban, amely negatwvan
befolyasolhatja a differenciacids potencialt. Azonban a transzgén kivagasa utan ,,footprint”
marad hdra a genomban, vagyis nem teljesen transzgé-mentes az adott vonal. Ezen okok
miatt fontosnak tartottuk egy genommanipul&idktd-mentes U(jraprogramoz® rendszer
tanulmayoz&a is, ahol a transzgén elt&vol id&val sem kell szanolni. Kordoban ké
munkacsoportnak sikerUt fehé&je dtali sejt Jraprogramozat eléniitk. Zhou et al. (2009)
E.coli-ban expresszdtatott Jracsomagolt feh&j& haszndt egymast kovetd négy ciklusban,
amellyel MEF-et tudott iPSC-vé (raprogramozni. Ugyanebben az évben egy m&ik csoport
human iPSC-ket hozott Iére (Kim et al. 2009) HFF-bd1, amelyhez sejtkivonatot haszndt, & 6
héen keresztl isméelt ciklusokban adott a sejtekhez. Ehhez képest mi 4 alkalommal
kezeltiik a sejteket 48 oras id6kozonként, illetve olyan E.coli-ban expresszdtatott feherjeéket
haszndtunk, amelyekhez sejt penetr&id (Trans Activator Transcription), illetve sejtmagi
lokaliz&id& (Nuclear Localization Signal) el6segit6 szekvenci&at fuziondtunk.

Ezzel az ujszeri moédszerrel sikeriilt egy transzgén-mentes eg& iPSC vonalat
I&rehoznunk. A piPS-H1 vonal morfol@igéban & ndvekedési potencidjdban nagyon
hasonldvolt a kontroll mESC vonalhoz. Expresszdta a fontosabb pluripotencia markereket,
amelyet RT-PCR-el & ICC-festésekkel igazoltunk. A piPS-H1 vonal spont&/kardidis
differenci&icdan nem tét el a kontroll mESC vonal eredményeit6l, amelyet a pulzald
sejtcsomck szan&al métink. A piPS-H1 vonal in vivo differenci&i& k s&letekben is jd
szerepelt, amelyet kiméra tesztekkel ellendriztiink. Azonban a kimérak nem voltak csiravonal
kompatibilisek, By a sejtek Gjraprogramozodasanak mértéke nem teljesen egyértelmti.

A fehé&jéel vald (raprogramoz& a lentivius & SB-transzpozon dAtali
Jraprogramoz&okhoz képest a tchbsz&Gi transzdukcid ismélé&e miatt  igencsak
munkaigényes. Emellett pedig a rendszer hatéonys&ya is igen alacsony volt, m ¥ itt csak egy
vonalat tudtunk Iérehozni, addig a m&ik ke integrddalGrendszer sokkal robosztusabb volt.
Hérom genetikai hattérbdl szarmazé fibroblaszt sejtek hasonlé modon nagy mennyiségii iPSC
vonalat eredményeztek. A harom rendszer beallitasa alatt gyiijtott értékes tapasztalatok,
kulcsfontossagtiak voltak a tovabbi human iPSC vonalak alapitdsdhoz alkalmazott megfeleld

Jraprogramozasi rendszer kivdaszt&aban.
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5.4 A hiPSC vonalak I&rehoz&sa lentiv rus transzdukcicdval

Az mOSKM lentiv fus-alapuraprogramozAvektorhoz hasonlopolicisztronos vektort
alkalmaztunk human iPSC vonalak el6allitisdhoz. A vektor kordbbi (ahol az OKSM fatorok
nem voltak kodon-optimalizava) verzigaval transzgén-mentes ege& iPSC vonalakat sikerUt
eléallitaniuk a vektor készitéinek (Voelkel et al. 2010). M © a vektor egy tovébbi verzigaval,
amely humé kodon-optimaliz&t pluripotencia faktorokat tartalmazott eg& & huméan
fibroblasztbol sikeriilt nagyszam iPSC vonalat eldallitani egy masik munkacsoportnak
(Warlich et al. 2011).

Az iPSC eléallitasara leggyakrabban eclterjedt a fibroblaszt haszndata, mivel e
sejttipus ujraprogramozhatosdga a leghatékonyabb. Az invaziv mintavételt elkeriilend6
szanos olyan préhdkoz& folyik, ahol az (raprogramoz&hoz haszndt sejtekhez kevé&shé
vagy non-invaz v elja&okkal lehet hozzgutni (pédaul vizeletbél: Zhou et al. 2011 vagy
vérbdl: Loh et al. 2010; Staerk et al. 2010). Azonban e sejtt pusok Ujraprogramozasa dtal&an
nehézkes, az Ujraprogramozasi hatékonysag jelentdsen alacsonyabb. A vér sejtes elemeibol
val6 iPSC generalas nagy elénye, hogy a vizelethez képest a mintavéel k& Uményei sterilek,
azok hosszutavon tarolhatéak. Az ezt kdvetd Gjraprogramozasi procedurat Sommer et al.
(2012) atal ke dt protokoll alapjan végeztik, melyet kisebb md&los i&okkal egész fettUnk Ki.
Az emliett munkacsoport a STEMCCA (Sommer et al. 2009; Sommer et al. 2010)
policisztronos lentiv Fus vektort haszndta a sejtek (raprogramoz&hoz, amely az eg& OKSM
cDNS szekvenci&at tartalmazta. A transzdukciot koveté 10-15. napon ESC-szerti koloniak
megjelen&sé& figyelték meg, & a 30.-40. nap a koldni&kat felszedték & egyenként
tenyé&ztették. Ezen elja&hoz képest mi a C. Baum-td kapott (Voelkel et al. 2010; Warlich et
al. 2011) policisztronos lentiv fus vektorral programoztuk vissza a sejteket. A koldni&k
néhay nappal kor&ban kezdtek megjelenni (7. Nap) & a transzdukciot koveté 21.-26. napon
szedtik fel azokat. A folyamat felgyorsulasat feltételezhetéen az okozta, hogy az altalunk
haszndt lentiv Fus vektor hum& OKSM cDNS szekvenci&kat tartalmazott, amelyek kodon-
optimalizatak (a kodon-optimaliz&io kdvetkezményeként a pluripotencia faktorok sokkal
hatékonyabban fejezddnek ki). E modszerrel sikeriilt L-hiPSC vonalakat eldallitanunk 6t
vé&donor mint§ad. A megjelent ESC-szerii koloniak mennyisége az & donor esetévben nagy
elt&éét mutatott. Az alap fott iPSC vonalak mindegyike normd huma ESC morfolGgidval
rendelkezett. Expresszdt&k a vizsgdt fontosabb pluripotencia markereket & kéesek voltak

in vitro differencid&ini mindh&om cs faréeg iranydba.
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5.5 A hiPSC vonalak lé&rehoz&a SB-transzpozonnal

Kordbbi tanulm&yokbd tudjuk, hogy PB-transzpozonnal ma sikerlt egé& & human
testi sejteket UCjraprogramozni iPSC-k& hasonl® haté&onys&gal, mint a virus alapa
génbeviteli eljaaokkal (Kaji et al. 2009; Woltjen et al. 2009; Yusa et al. 2009).

SB-transzpozon-alapu rendszerrel nekink is sikerdt human iPSC vonalakat
elallitani. Az SB-hiPSC vonalak morfol@igukban hasonl&k voltak normd& hESC
vonalakhoz & expresszat& a tipikus pluripotencia markereket. Emellett képesek voltak in
vitro differenciddlni a haom cs Taréeg irayaba is, amelyet ICC-festések igazoltak.

M az dtalunk vegzett Graprogramoza&ok soran az SB-transzpozonnal néyy darab
iIPSC vonal jelent csak meg HFF-et alkalmazva, addig a lentiv fusos rendszerrel ez a szam
igen vdatozd volt. Azonban, k& (raprogramozd rendszer haté&onys&d pontosan
&szehasonl fani nem lehet, mivel az flgghet pddail az (raprogramozando sejtt pustd,
annak osztddasatol, genetikai hatterét6l, a vektorban alkalmazott faktorok t pus&d, illetve az
Jraprogramoza soran haszndt kismolekul&td is.

Az SB-transposzon-alapt iPSC wjraprogramoz6 rendszer elényei kdzé sorolhato, hogy
nem vius alapy by alkalmaz&a sor& nincs szikséy specidis biztonsayi elja&okra.
Emellett a transzpozon vektor egy DNS molekula, amely eldallitdsa egyszeriibb és olcsobb,
mint a jelenlegi virus el6allitasi protokollok, illetve lehet6vé teszi a xeno-free iPSC vonalak
elballitasat. Az integralodd rendszerek negativ tulajdonsagai kozé sorolhat@ hogy azok
random mdilon integrddinak a genomba, azonban egy kordbbi tanulmany azt mutatta, hogy a
lentiv Tussal, retrov fussal & PB-transzpozonnal szemben az SB-transzpozon nem szokott
transzkripci& egységekbe beéuni (M&eés et al. 2009; Schrcder et al. 2002; Wilson et al.
2007; Wu et al. 2003). Vé&U pedig hum& genom nem tartalmaz SB-szerii elemeket nem
gy, mint a PB, csokkentve igy annak a lehetéségét, hogy endogén transzpozon elemek
mobilizad&ljanak (VandenDriessche et al. 2009).

5.6 Transzgén-mentes hiPSC vonalak I&rehoz&a SB-transzpozonnal vs.
lentiv Fussal

Az ege& IPSC-kben szerzett tapasztalataink alapjan ismert volt szanunkra, hogy a
transzgén-mentes vagy mentesithetd human iPSC rendszerek alkalmazasa szintén
elengedhetetlen fontoss& i

A transzpozon alapu rendszerek természetiiknél fogva lehet6séget ny(thatnak az
ygraprogramozO vektor eltavolidaa & genetikailag mdlosiatlan hiPSC vonalak
l&rehoz&daa. AmD ezt az elkézelést PB-transzpozonnal egé sejtekben sikerdt
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megval& fani (Woltjen et al. 2009; Yusa et al. 2009) & transzgen-mentes miPSC vonalakat
I&rehozni, addig hasonlGtranszgén-mentes human iPSC vonalak generd&a e rendszerekkel
eddig mé& nem sikerUt. Ennek kipréhd&aa az SB-hiPSC vonalakat puromicint kalold
SB100X transzpoz& vektorral transzfektdtuk, azonban a transzpozon elt&vol i&a ezzel a
mdiszerrel eredméytelen volt. Az integrddlott transzpozont az SB5 vonalban sikerUt ugyan
az eredeti 1&usz&d kimozd fanunk, azonban az raintegrddiott a genom m& ré&zéve.
Megdlap fottuk, hogy az SB-traszpozonnal vald Gjraprogramozas elényOsebb lehet egyéb
v Tus-alapuigénbeviteli eljaaokkal szemben. Azonban tapasztalataink azt mutatté&, hogy a
transzpozonok Wjraintegralodd természetébdl adoddan e rendszer alkalmatlan transzgén-
mentes iPSC vonalak eldallitasara.

A lentiv Tus-medidt génbeviteli eljarassal eldallitott hiPSC-kbdl is megkiséreltiik az
yraprogramozo vektor eltavol i&d& a Flp/FRT-rekombin& rendszer haszndatéval. A Flp-
rekombin&t expresszAo plazmid tartalmazta a puromicin szelekci& szekvenci& is. E
plazmid transzfekcigG&, majd a sejtek puromicin szelekcidjat kovetéen gyors PCR reakcid
seg isgyeével nagyszanu kolni& tudtunk vizsgdni a transzgén megléée/hianyaa. Hé L-
hiPSC vonalbd hatban sikerUt transzgén-mentes szubklonokat eléallitanunk. Annak ellenére,
hogy mindegyik esetben ugyanazt a rendszert haszndtuk, egy vonalban a kiv&aa sikertelen
volt, a m&ik hat esetében a kivayd hatéonys&ya igen nagy variancid mutatott. Ez azzal
magyar&hatQ hogy a lentiv Tus transzdukcidval a transzgén random szamban & poz Tichan
integralodik a genomba. Feltételezhetéen az egyes 10kuszokbdl a kivaghatosag mértéke eltérd.
A vektor egy kordobi, nem kodon-optimaliz&t verzigé& egé& iPSC vonalak Ié&rehoz&aval &
a transzgén elt&vol iddval tesztelték (Voelkel et al. 2010). Egy a vektort h&om kdpiaszanban
tartalmazA&miPSC vonalbd prébdté& meg a transzgént eltavol fani a Flp-rekombin& fehé&je
transzdukcidjaval. A 12 tesztelt szubklon egyikébdl sem sikerdt mindh&om transzgent
eltavol fani. Azt a szubklit, amely ma csak egyetlen transzgént tartalmazott Flp-
rekombin&zal (ra transzdukdt& & a 8 vizsgdt szubkl&h k&l haombd sikerdt
eltévol faniuk a fennmarado egy transzgént is. Ezzel ellentében mi egy Flp-rekombinet
expresszAo vektorral transzfektdtuk az L-hiPSC-ket, ahol m& az egyszeri transzfekcid is
szanos transzgén-mentes vonalat eredmeényezett. Transzgén-mentesiett human iPSC
vonalakat elséként hoztunk létre a Flp/FRT-rekombin& rendszerrel, amelynek a Cre/LoxP-
rendszerrel szembeni elénye, hogy a sejtekre kevesbe toxikus (Schmidt-Supprian & Rajewsky
2007).
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A kivagas utan néhanyszaz bazispar ,,footprint” marad a genomban, csakigy, mint az
eg& mMOSKM vektor esetében. Azonban ez a szekvencia szinté nem tartalmaz aktv r&jid.
Mivel a transzgén jelenlée negatwvan befoly&olhatja a differenci&id, ezét annak
eltavol ida elengedhetetlen. Azonban a genommanipul&idk miatt ez a rendszer inkdob
laborat&iumi felhasznd&ra alkalmas; human ter&pi& cdokra a jovében valdsziniileg nem

v Tus-alapy integr&idmentes (raprogramozai rendszerek haszndataa lesz sziksey.
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6. U TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Hazankban el6szor egy jol miikodd lentivirus ujraprogramozoé rendszert hoztam létre
& optimaliz8tam, amely alkalmas egé& embriondis fibroblaszt (raprogramoz&aa, a
kiindul® sejt genetikai haterének kUh&ebb befoly&@a né@kd. A lérehozott
lentiv Tus-medidt eg& iPSC vonalak mindegyike jA szerepelt in vitro pluripotencia

tesztekben.

. A generdt lentiv Tus-medidt eg& iPSC vonalak egyikébdl sikeriilt eltavolitanom a
transzgent, amellyel n&veltem a vonalak in vitro differenci&i& haté&onys&ga az
eredeti transzgént tartalmazé sziildi vonalhoz képest. Bizonyitottam, hogy a transzgén-
mentes iIPSC vonalak cs Tavonal-kompatibilis kim&& formadaaa is kéesek voltak,

amire publikdt adatok kordbban nem jelentek meg.

Egy tjszeri fehérje-medidt Graprogramozorendszerrel sikerUt egy transzgén-mentes
pluripotens eg& iPSC vonalat Iérehozni, amely in vitro & in vivo pluripotencia
tesztekben egyarant j& szerepelt.

SB-transzpozonnal eldéallitott huméan iPSC vonalakbdl a transzgén eltavolitasa
sikertelen volt, a transzpozon (ra-integrdd&lGtermézete miatt. Azonban a lentiv Fus
transzdukcidval alapiott vonalakbd az FIp/FRT-rendszert alkalmazva sikerUt

transzgén-mentes human iPSC vonalakat alap fanom.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az IPSC-k felnétt testi sejtek ujraprogramozasaval nyerhetéek, a széles korben
elterjedt Yamanaka faktor-kombin&iOsejtekbe valGbejuttat&@éval. Az ily mdalon Iérehozott
sejtek nagyon hasonlé&k az embrionalis &ssejtekhez, azonban embrick felddoz&a nékU
juthatunk hozzguk. Elény6s tulajdonsagaik kozé sorolhatd, hogy p&iens-specifikusak,
valamint ha betegséget hordozd donor sejtjei kerdnek raprogramozara, akkor betegséy-
specifikusak is. E tulajdons&ok ismeretéoen mind a bioldiai alapkutat&okban, mind pedig
az orvostudomay szanaa igen hasznos eszkrt jelentenek, pé@dail gydyyszerkutaté&ban &
tesztel&ben, betegséyek modellezésben, valamint a klinika szamara az Gssejt terapia & a
génterdpia fejleszt&sében.

Szamos iPSC eldallitasi rendszer létezik, amelyek koziil a transzgeént integrdo
rendszerek a leghatékonyabbak, ezé&t a legelterjedtebbek is. Azonban, a genomi integr&ick
nem csak az esetleges ter&id& alkalmaz& esetén jelenthetnek problénd&, hanem a transzgeén
jelenlé@e az iPSC-ket molekulais illetve funkciondis tulajdons&jaikban is negat van
befoly&olhatja, ez&t a transzgén-mentes visszaprogramozoO rendszerek kidolgoz&a &
fejlesztése elengedhetetlen k&vetelmény.

Célunk az volt, hogy kiilonb6z6 U(raprogramoz&i rendszereket dlisunk be &
fejlesszink laborat&iumunkban egé& modellen, majd az abbd szerzett tapasztalatok alapjan,
human mint&on is. Tovabbi célunk az volt, hogy olyan jol miik6dé Gjraprogramozé rendszert
dolgozzunk ki, amely transzgén-mentes vonalakat eredményez, valamint a munka sorén a
transzgén kaos hat&dnak tanulmdoyoz&aa is alkalmunk nyiik. A Iérehozott &
karakterizat &tékes transzgen-mentes vonalak, pedig késébbi kutat&aink kontroll
vonalaiként szolgdnak majd.

Els6 1épésként egy Atalunk Iérehozott lentiv fus vektorral, megb Ehat® & robosztus
egé& iPSC generdai rendszert sikerdt laborat&iumunkban bedl fani. A rendszer alkalmas
volt arra, hogy beltenyésztett, nem-beltenyésztett és hibrid genetikai hatterii MEF-bol
nagyszanu stabil L-miPSC vonalat hozzon létre. Az eléallitott L-miPSC vonalak mind
morfol@igukban, mind pedig pluripotencia marker expressziG mint&atukban hasonlGak
voltak az azonos genetikai hatteri egerekbdl alapitott kontroll mESC vonalakhoz. A harom
vizsgalt genetikai hattérbdl szarmazo sejtek Ujraprogramozhatésaga és annak hatékonysaga
kcxdt nem taldtunk Iényeges kidnbséget. Ezt a megfigyel &t kordoban ma az SB-miPSC-k
|&rehoz&a esetén is le Ttuk.
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A generdt L-miPSC vonalak egyikéb6l a Cre/LoxP-rendszer alkalmaz&aéval sikerdt
Kivanunk a bevitt transzgent, gy I&rehozva transzgén-mentes L-miPSC vonalakat. Ezek az
L-miPSC vonalak morfol&igukban és a pluripotenciaért felelés marker expresszios
mint&atukban nem té&tek el a transzgént-tartalmazé 6seiktdl illetve az mESC vonalaktol sem.
A transzgén-mentes L-miPSC vonalakon a transzgén elt&ol i&dnak az in vitro
differenci&i& képessére gyakorolt hat&a is tanulmanyoztuk. Azt taldtuk, hogy a kivagott
L-miPSC szubkl&ok mind neurdis-, mind pedig sponta/kardidis- in vitro differenci&iga
sokkal hatékonyabb volt, mint a kivagas el6tti L-miPSC vonalé Ezzel sikerUt bemutatnunk
& igazolnunk a transzgén jelenléének kaos hat&a, illetve az integr&icktd mentes iPSC
generda&i rendszerek alkalmaz&anak elengedhetetlen fontoss&gd. A lérehozott transzgén-
mentes L-miPSC vonalak in vivo differenci&iGa is kéesek voltak. Kivahato lentiv Tus
vektorral (raprogramozott eg& iPSC sejtekkel sikerdt elséként csravonal-kompatibilis
kimé&&at lérehoznunk, amire publikdt adatok ez id&ag nem voltak.

Egy nem integrdd&lO rendszert is teszteltink, ahol az mOSKM faktorokat
rekombinans tiszt fott feh&je formgdban jutattunk a sejtekbe & ily md&lon (raprogramoztuk
azokat. Ezzel a mdlszerrel egy transzgén-mentes P-miPSC vonalat sikerUt I&rehoznunk,
amely pluripotencigé& in vitro & in vivo tesztekben is igazoltuk. Azonban, a kordbban
alkalmazott lentiv fus & transzpozon dtali Jraprogramoz&okhoz képest ez a rendszer igen
munkaigényes & alacsony haté&onysauvolt.

Az egé& IPSC-k generalasa alatt gy(ijtott tapasztalatok alapjan a ké& robosztusnak
bizonyult rendszert vdasztottuk ki azok human sejtekre vald adaptd&édnoz. SB-
transzpozonnal & lentiv Tus transzdukcidval sikerdt pluripotens hiPSC vonalakat alap fanunk
human testi sejtekb6l. Az els6 esetében magzati fibroblasztot, az utdbbival pedig ve&
mononukle&is sejteket programoztunk vissza laborat&iumunkban.

A ké rendszerrel generdt hiPSC vonalak transzgén mentes i&sé is megk s&eltik. Az
egé kwé&letekhez hasonl&an (Muenthaisong 2012), az SB-transzpozon genombd valo
eltévol id&a sikertelen volt. A humé& SB-iPSC-kkel véyzett k 8&letek soran egy esetben a
transzpozont sikerdt kimozdianunk integraciés helyébél a transzpoz& tchbszdi
transzfekciojat kovetden, azonban az (raintegrddlott egy ma&ik genomi I&kuszban. Ezzel
szemben a lentiv Tus-medidt vonalakbd az Flp/FRT-rendszert alkalmazva sikerUt transzgeén-
mentes L-hiPSC-ket alap ianunk csakipgy. Az eredmények azt mutatj&, hogy a vektorok
kiilonb6z6 jellegébdl adoddan a rekombin& rendszereken alapul® kivahatd lentiv Tus
vektorok eltavolitasa nagyobb hatékonysaggal, ismételheté modon, fajtd flggetlend

miikodik, ezért e rendszer hasznalata javasolt transzgén-mentes iPSC-k generd&&noz.
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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 mMESC 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.
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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. Felhasznalt oldatok/tenyészté6 médiumok

1. Fibroblaszt-mé&lium

DMEM-GlutaMaxl

2. MESC-mé&dlium
DMEM-GlutaMaxI
FBS (Stem Cell Qualified, West Sacramento, USA)

Non-essential amino acids (100x)
Pen/Strep (10.000 U/ml)

[-mercaptoetanol

3. hESC-mé&lium
DMEM/F12

Knockout Serum Replacement
Non-essential amino acids (100x)
[-mercaptoetanol

Pen/Strep (10.000 U/ml)

PBS
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LIF (ESGRO, Chemicon/Millipore, Billerica, MA, USA)

______________________________________________________________________________________________ 100 pM

10% (v/v)
1% (viv)

15% (viv)
1% (vIv)
1% (viv)

1000 U/ml

20 % (vIv)
1% (vIv)

1% (v/v)
10 ng/mi

******************* 0,1 mM

1 mM
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5. Alkalikus foszfat&-oldat (pH 8.5-9.0)

Trizma® base

Maleic acid

29,7 mM
6 mM

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

______________________________________________________________________________________________ 23 pM

0,08 % (v/v)
10,8 mM

10 mM

400 mM

7. Protein& K-oldat

Protein& K

8. Eqé& differenci&i&-médium
DMEM-GlutaMaxl

FBS (Stem Cell Qualified, West Sacramento, USA)

Non-essential amino acids (100x)
Pen/Strep (10.000 U/ml)

[-mercaptoetanol

9. Huméa differenci&i&-mé&lium

DMEM-GlutaMaxl

Non-essential amino acids (100x)

[-mercaptoetanol
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2 mM

2 mg/mi
1% (vIv)
2 mM

15% (v/v)

1% (vIv)
1% (vIv)

20% (v/v)
1% (viv)
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10. Eqé& neurdis-mé&liumA
DMEM/F12

Pen/Strep (10.000 U/ml)
AlbuMax-1

11. Eqé& neurdis-mé&liumB
DMEM/F12

L-Glutamin

Pen/Strep (10.000 U/ml)
AlbuMax-1
N2 Supplement (100x)

12. Hum& PBMC-mé&lium

B-27® Serum-Free Supplement (50X)

3 mg/ml
1% (viv)
3 mg/mi
1% (v/v)
10 ng/mi

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

1% (vIv)

3 mg/mi
0,5 % (v/v)
1% (v/v)

QBSF®-60 Serum Free Medium (Quality Biological, Gaithersburg, USA)

Pen/Strep (10.000 U/ml)

Aszkorbinsav

Novekedési faktorok:

SCF (R&D systems, Minneapolis, USA)
IL-3 (R&D systems, Minneapolis, USA)
EPO (R&D systems, Minneapolis, USA)
IGF-1 (R&D systems, Minneapolis, USA)

1% (viv)

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

40 ng/ml
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13. Hum& IMDM MEF-mé&lium

Iscove's Modified Dulbecco's M&lium

B S 10% (v/v)
Non-essential amino acids (100x) 1% (v/v)
B-mercaptoetanol 100 M
Pen/Strep (10.000 U/ml) 1% (v/v)
Aszkorbinsav 50 pg/ml
N&vekedési 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
DeXametnasONe 1uM

O G 10 ng/ml
14. Klorid-alapul Eis puffer

MilliQvE

TS THC 10mM

E D T A 1ImM
KOGl 50mM
MOC s ] 2mM
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9.3. Mell&klet tébl&atai & dora

M1. tablazat

A kisérletekben felhasznalt els6dleges és masodlagos antitestek

Elsddleges Antitestek

Higitas

Egeér Pluripotencia markerek

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

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

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

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

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

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

F1-mESC

ICR-mESC

A héarom kiilonb6zé genetikai

Morfolégia ‘

| e |

o
q
I\

SSEA-1 ‘ ‘ NANOG

BI6-mESC

Kit4

c-Myc
Nanog

Rex1

Dax1

FoxD3

Fbxo15

Eras

M1. dbra

hatteri mESC vonal pluripotencia jellemzése.

A) A
fénymikroszkdpos felvételek az ESC vonalak morfologiajat és AP-festését mutatja. A fluoreszcens
mikroszkoppal készitett képek a sejtvonalak ICC-festéseit mutatjdk a pluripotencia markerekre (kék:
DAPI, piros: OCT-4, SSEA-1 és NANOG, zold: ektopikus EGFP, amely expresszigjat az ESC
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Ossejtek az idegrendszeri és mas Orokletes betegségek kutatasanak szolgdlataban.
Transzl&i& klinikai idegtudomayok: az omikad a proteomikag. Velence,
Magyarorsz&y, 6-7. Dec. 2013. Absztrakt

Varga, N., Varga, E., Almassy, Z., Dinnyes, A. Ossejt terapia, 6ssejt nélkiil. 18. Magyar
Mucopolysaccharid&is & tasult betegsegek Konferencia. Godolls, Magyarorszay,
14-16. Szept. 2012. Absztrakt & Eldadas
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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
ujraprogramozasanak lehetéségei — Tools for Genetic Reprogramming of Somatic
Cells. MBK Napok. Godollé, Magyarorsz&y, 30. Nov. - 1. Dec. 2009. Absztrakt (p.
16.)

9.4.2. Az &tekezeés té@nmakdréhez nem kapcesolodo lektoralt magyar és idegen nyelvii

publik&idk felsorol&a
9.4.2.1. Impakt faktorral rendelkez6, hazai, magyar nyelvti folyGrat

Varga, E., Polgar, Z., Bodo, S., Dinnyes, A. L&er asszisztdt in vitro fertiliz&idfagyasztott
sperm&val nyd modellben. Magyar Allatorvosok Lapja, 2009. 131(9): p. 562-565. IF:
0,146

9.4.2.2. Impakt faktorral nem rendelkez6, hazai, magyar nyelvi folyGrat

Varga, N., Varga, E., Almassy, Z. A Hunter-szindroma korai felismerésének lehetdségei és
diagnosztikai lépései. Gyermekorvos Tovébbkeépzés. 2012.11. é&/folyam 5. Szan

9.4.2.3. Poszter/Absztrakt/Eléadas/Konferencia publikacié alkalmi kongresszusi kiadvanyban,

idegen nyelven

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

165



MELLEKLETEK

9.4.3. Egyé tudomanyos teveékenysegek
9.4.3.1. El6adas

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. Betegs&g-specifikus human iPS
vonalak létrehozéasa. Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokopont, Godollo, MBK
Napok 21-22. Nov. 2013

Varga E. Hogyan csinaljunk dssejtet: Indukalhatd pluripotens dssejtek (iPS). (How to
generate stem cells: Induced pluripotent stem cells (iPS). Scientific forum for
Medical doctors, Budapest, Hungary Madar&z Street Children's Hospital 2011.

9.4.3.2. Eldadas és gyakorlat tartasa

Varga, E. How iPS cells are generated/IPS cell generation from blood and fibroblast —
technical advices. EpiHealthNet, Annual Scientific Trainings, 28-29. Nov. 2013

9.4.3.3. Képzésen valOré&szvéel

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, Olaszorsz&

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

July, 2013 (6 hé&), Campus Hungary Oszténd §, Utrecht University, Faculty of Veterinary
Medicine, Utrecht, Hollandia
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A dolgozatom elkészitéséhez szilikséges kisérleteket a MezOgazdasagi Biotechnologiai
Kutat&epontban Dr. Dinnyé Andr& munkacsoportjéan végeztem.

K&zGnettel tartozom témavezetdmnek Prof. Dinnyé& Andr&nak, aki pdyafut&omat
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Szeretné&k k&zdnetet mondani Dr. Nemes Csillanak, aki munkamat kcevetlendd
seg fette & folyamatos technikai valamint szakmai seg iséével jault hozzaa tudomanyos
elémenetelemhez, valamint a publikdcidém és dolgozatom Osszeallitasaban és javitasaban is
nagy seg iségemre volt.
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Nagy k&zdnettel tartozom Prof. Christine Mummery-nek & Dr. Richard Davis-nek
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sok szakmai tanogat&st kaptam munkam soran.

Hd&val tartozom Dr. Polga Zsuzsannanak & Kov&s L&zldnak, akik a kimé&a
teszteket vegezték el sz@&momra. Szeretnék k&zcnetet mondani Kov&s Eszter
kolléganémnek, aki a dolgozatom atnézésében volt segitségemre. Tovéba szeretnén
megk&zani a kutatd csoportom tchbi tagjanak a munkdan sora nyytott ddozatos
seg is€giket.
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mellettem dltak & tamogattak.
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