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1. AZ ERTEKEZES ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A pluripotens 06ssejteket alkalmazd kutatdsok egyre tobb teriileten jutnak fontos
szerephez ¢s az Ossejtek széles korti gyakorlati alkalmazasa belathatd kozelségbe kertiilt. Ezen
sejtek kiilonlegessége abban rejlik, hogy megfeleld koriilmények kozott megtartjdk pluripotens
allapotukat, folyamatosan ndvekednek, osztodnak, vagyis Onmegujulasra képesek. Emellett
képesek arra is, hogy mind a harom csiralemez irdnyaba differencidlodjanak, spontan illetve
iranyitott modon. E tulajdonsdgok miatt a pluripotens dssejtek igen hasznosak bioldgiai alap-,
illetve orvosi- kutatdsokban, példaul gyogyszertesztekben, vagy betegségek modellezésben,
illetve a terapias gyogyaszatban.

Tobbféle pluripotens 6ssejt tipus ismert, amelyek koziil a kutatasokban az embrionalis
Ossejtek (ESC: Embryonic Stem Cell) hasznéalata az altalanosan elterjedt. Laboratoriumi
kortilmények kozott ESC-k holyagesira allapoti embriok embridcsom6jabol nyerhetdek. Szadmos
faj esetében az ESC-k alapitasa komoly bioldgiai korlatokba iitkozik, mind ez idaig csak néhany
faj ismert (egér, patkdny ¢és foemldsok), beleszamitva az embert is, ahol a pluripotens
embrionalis 6ssejt vonalak izolalasa sikerrel jart. Ezen feliil a human embrionalis Ossejt vonalak
létrehozasahoz sziikséges human embriok kinyerése tovabbi nehézségekbe iitkdzik, mind
bioldgiai mind pedig etikai okokbodl. Ezért, egy az embriok felhasznalasat elkeriild pluripotens
sejtvonal eldallitasi eljards komoly eldnyt nyujthat az Ossejt kutatds €s terapia teriiletén. Az
indukalt pluripotens Ossejtek (iPSC: Induced Pluripotent Stem Cell) alkalmazésa egy alternativ
megoldast jelenthet e problémék lekiizdésére, mivel azok felndtt testi sejtek genetikai
ujraprogramozasaval hozhatoak létre, a pluripotencidért felelds faktorok bizonyos
kombinaciojanak a sejtekbe valo tulexpresszaltatisaval. Az els6 iPSC vonalat Takahashi és
Yamanaka hozta 1étre 2006-ban, ahol szamos faktor tesztelése utan az OCT-4, SOX2, KLF4, C-
MYC faktorokat talaltak a leghatékonyabbnak a sejtek ujraprogramozasaban. Az iPSC vonalak
jelentdsége abban rejlik, hogy elméletileg barmilyen sejttipusbdl 1étrehozhatdak és a sejtdonorra
jellemzd genotipust hordozzék (betegség-specifikus). Alkalmazasuk a human gyodgyaszatban
terjedt el, példaul betegség modellezésben, gyogyszer felfedezés és tesztben, illetve terdpids
gyogymodok kidolgozésaban. Tovabba az allattenyésztés teriiletén is fontos szerepet tdlthetnek
be transzgenikus allatok eldallitasa soran, vagy az allatgyogyaszatban.

Az 1PSC alapitasban tradiciondlisan azok a rendszerek terjedtek el, amelyek a
pluripotencia faktorokat stabilan integraljak a sejtek genomjaban, azok magas ujraprogramozo
hatékonysaga miatt. Azonban mara mar ismert, hogy az integralodott transzgén negativ hatassal
lehet az 1PS sejtek molekularis és funkcionalis tulajdonsagaira egyarant. Ez a transzgén random

integracidjabol kovetkezhet, amely inszercionalis mutagenezist is okozhat. Szamos transzgén-
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mentes Ujraprogramozd rendszer fejlodott az elmult években, amelyek DNS-vektor alapuak,
vagy DNS-mentes fehérje, illetve RNS formdji bevitelt alkalmaznak. Azonban e rendszerek
hatékonysaga példaul nehezen Gjraprogramozhatéd sejttipusok esetében az integrativ rendszerek
alatt maradnak. E problémak lekiizdésére nyujthat megoldast olyan integrativ rendszerek
alkalmazasa, amelyeket ugy terveztek meg, hogy az ujraprogramozast kdvetden kivaghatdak a
sejtek genomjabol (kivaghatd virusvektor, transzpozon-transzpozaz). Munkam foként e

rendszerek megismerésére koncentralt.

A Kkisérletek fobb célkitiizései:

1. Megbizhato Gjraprogramozasi rendszer beéllitdsa €s optimalizalasa egér sejteken. E munka
keretében integrativ (lentivirus, transzpozon) és nem-integrativ (fehérje bevitel) rendszerek

tanulmanyozésa.

2. Az egér modellen tesztelt harom ujraprogramozé rendszerbdl a tapasztalataim alapjan
leghatékonyabbnak bizonyulé rendszer/rendszerek human sejtek Ujraprogramozésdhoz valo

adaptalasa.

3. A létrehozott iPSC vonalak teljes korti pluripotencia jellemzése, szaporitdsa hosszu tavu

tarolasa kutatocsoportunk részére.

4. Transzgén-mentesitett iPSC vonalak alapitasa integralddé/kivaghatd rendszerek tesztelése
soran (kivaghato lentivirus, transzpozon-transzpozdz). A pluripotencidért felelds transzgén

eltavolithatosaganak és hatasanak széleskorii vizsgalata.

5. Tavlati célok: laboratériumunkban folyd kisérletekhez transzgén-mentes, betegség-specifikus
iPSC vonalak alapitdsa a gytijtott tapasztalatok alkalmazasaval, amelyekhez e kisérletek soran

eldallitott és karakterizalt egér/human iPSC vonalak szolgalnak majd kontrollként.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Az iPSC vonalak generalashoz kapcsolodoé standard eljarasok

2.1.1. Sejttenyésztés

Az egér €s human sejteket un. sejttenyésztd inkubatorban, 37°C-on, 5% (v/v) CO; szint
mellett tenyésztettiik a standard tenyésztési eljarasoknak megfelelden. Az egér iPSC alapitési
kisérletekben kontrollként minden esetben az azonos genetikai hatterii egér ESC vonalakat

hasznaltuk.

2.1.2. A pluripotencia igazoldsa

A 1étrehozott egér iPSC vonalak pluripotens statuszat az alabbi mddszerekkel igazoltuk:

- Génexpressziés vizsgalat: a pluripotenciaért felelds gének expresszidjat RT-PCR-el végeztiik
az Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, Nanog, Rexl, Daxl, FoxD3, Fbxol5, Eras génekre.

- Fehérjék és sejtfelszini markerek kimutatasa: immuncitokémiai (ICC)-festésekkel végeztiik
az OCT-4, NANOG ¢és SSEA-1 markerekre, amelyeket fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltunk.

- In vitro spontan differenciacio: az embrionalis testecskék létrehozasahoz a fiiggdeseppes
modszert alkalmaztuk. A képzddott embriondlis testecskéket a differenciaciod 2. napjan 24-lyukt
tenyésztéedényekbe tettiik ki és a spontan kontrakciot mutato sejtcsomok szamat feljegyeztiik. A
sejtcsomokat a differenciacio 14. és 21. napjan fixaltuk, amelyeken ICC-festéseket végeztiink
differenciaciés markerekre specifikus ellenanyagokkal (DESMIN, TROPONIN T) és azokat
fluoreszcens mikroszkoppal vizualizaltuk.

- In vitro neuralis differenciacio: a differenciaciot egy publikalt protokoll alapjan végeztiik
(Klincumhom et al. 2012). Az embrionalis testecskéket a szuszpenzidos modszerrel hoztuk 1étre.
A 4.-ik napon a differenciaciés médiumot retinsavval (5 uM) egészitettiik ki. A 8.-ik napon az
embrionalis testecskéket disszocialtuk és a sejtszuszpenziobdl 2x10° sejt/cm’ tettiink ki
fed6lemezt tartalmazd 24-lyukt tenyésztéedényekbe (ICC-festéshez), vagy 6-lyuku
tenyésztdedényekbe, amelyet el6z6leg 0,01% poly-L-ornithin és 1 pg/cm” laminin-el vontuk be.
A sejteken a differenciacio 10-, 12- és 14.-ik napjan ICC-festéseket végeztiink NESTIN és BIII-
TUBULIN markerekre, amelyet fluoreszcens mikroszképpal és a NESTIN esetén aramlasi
citométerrel (FACS) is analizaltunk.

- In vivo differenciacio: a sejtek in vivo differenciacios potenciajat kiméra tesztekkel vizsgaltuk.
A kiméra Aallatok létrehozasa holyagesira 4allapoti embridk (E3.5) mikroinjektalasaval
(PrimeTech, Ibaraki, Japan) tortént, amely soran 10-15 sejt/embrio keriilt injektalasra (Kawase et
al. 2001). A befogadd embrio a C57BL/6xDBA/2J hibrid és C57BL/6 genetikai hatterti iPSC

vonalak esetében ICR, az ICR-iPSC vonalak esetében pedig C57BL/6xDBA/2J volt. Az élve
5



sziiletd kimérak szamat feljegyeztilk. A csiravonal transzmisszidjara a kimérdk parositasabol

sziiletd utodok szOrszine utalt.

A létrehozott human iPSC vonalak pluripotens statuszat az alabbi modszerekkel igazoltuk:

- Fehérjék és sejtfelszini markerek kimutatasa: ICC-festésekkel végeztik az OCT-4,
NANOG, TRA-1-60, TRA-1-81 és E-CADHERIN markerekre és azokat fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk.

- In vitro spontan differenciacio: az embrionalis testecskéket szuszpenzids modszerrel hoztuk
létre, ahol a képzddott embriondlis testecskéket a differenciacidé 5. napjan 24-lyuka
tenyésztéedényekbe tettiik ki. A sejtcsomokon a differenciacio 14. napjan ICC-festéseket
végeztiink a harom csirarétegre specifikus ellenanyagokkal (NESTIN, BIII-TUBULIN, GATAA4,
AFP, BRACHYURY, VIMENTIN) ¢és azokat fluoreszcens mikroszkdppal vizualizéltuk.

2.2 Kiilonboz6 genetikai hatteri egér iPSC vonalak létrehozasa lentivirus transzdukcioval

A kisérletek soran harom kiilonb6z6 genetikai hatterli egértorzset alkalmaztunk: C57BL/6
(beltenyésztett), C57TBL/6xDBA/2J (hibrid) és ICR (nem-beltenyésztett), tovabbiakban BL6, F1
¢s ICR-ként jeldlve. A harom egértdrzsbol izolalt egér embrionalis fibroblasztok (MEF: Mouse
Embryonic Fibroblast) ujraprogramozasat egy altalunk létrehozott lentivirus alapu, kivaghatod,
policisztronos plazmiddal végeztiikk (pF-EF1a0/OSKM/IRES/EGFP-W). A vektor tartalmazta az
egér pluripotencia cDNS szekvencidkat (Oct-4-Sox2-Klf4-c-Myc) és az EGFP riportert az EFla
promoter iranyitasa alatt. A konstrukt egy LoxP helyet is magaba foglalt, amely lehetdvé teszi az
integralddott vektor eltavolitasat a Cre-plazmid tranziens transzfekcidjaval (Cre/LoxP rendszer).

A virus transzdukciohoz 3x10* MEF-et iltettink ki (0,75x10* sejt/cmz) Fibroblaszt-
médiumban. Hat ora elteltével az el6zetesen létrehozott és sziirt lentivirust tartalmazo feliiluszot
(MOI 2-5) 1 ml mESC-médiummal higitottuk ki, amely 8 ug polibrént is tartalmazott, és ezt az
oldatot hozzdadtuk a sejtekhez. 24 o6raval a transzdukciot kovetéen a médiumot lecseréltiik €s
tovabbi 24 ora elteltével a sejteket tripszin-EDTA-val disszocidltuk és egy 10 cm-es tenyésztd
edénybe tettiik mESC-médiumban. A médiumot naponta cseréltiik a sejteken. A megjelent EGFP
pozitiv ESC-szerli koloniakat fluoreszcens mikroszkop alatt egyesével felszedtiik. A tovabbi
analizishez és az EGFP expresszios szint FACS-al torténd meghatdrozasahoz a klonokat

felszaporitottuk.



2.3.Transzgén-mentes vonalak létrehozasa lentivirus-medialt egér iPSC vonalakbdl és a
transzgén kivagasanak igazolasa

A 2.2-es pontban alapitott egér iPSC vonalak egyikén teszteltik a transzgén
eltavolithatosagat. A Cre-plazmid (40 pg, pTriEx-HTNC; Addgene plazmid szam: 13763)
transzfekciojat a Gene Pulser® II Elektroporacids rendszerrel végeztilk a gyartd eldirasainak
megfelelden. Az elektroporaciot kovetden a sejtszuszpenziot 6 cm-es MitC-MEF-el fedett
tenyésztoedényekbe tettiik ki mESC-médiumban. Két nappal a transzfekciot kovetden a sejteket a
tripszin-EDTA-val disszocidltattuk és 200 sejtet 0,1% zselatinnal fedett 10 cm-es tenyésztd
edénybe tettiink. A megjelent EGFP negativ kolonidkat fluoreszcens mikroszkop alatt egyesével
felszedtiik, szaporitottuk és a kivagodast FACS-al ellendriztiik.

A FACS alapjan EGFP negativitast mutato klonok transzgén-mentes statuszat transzgén-
specifikus PCR reakciokkal erésitettiik meg (GoTaq® Green Master Mix; Promega, Madison,
USA). A transzgén jelenlétét/hidanyat Southern blot analizissel is igazoltuk (DIG High Prime
DNA Labeling and Detection Starter Kit II; Roche, Bazel, Svéjc). A genomialis DNS-t a Sphl
enzimmel emésztettiik és a c-Myc szekvenciara illeszkedd (1305 bp) probat hasznaltuk.
Kontrollként egér ESC vonalat hasznaltunk, ahol csak az endogén c-Myc detektalasat vartuk (2,6
kB).

2.4. Az egér iPSC vonalak létrehozasa fehérje bevitellel
Az tjraprogramozashoz 5x10* ICR-MEF-et (0,5x10* sejt/cm?®) iltettink ki. A sejteket

kitiltetésiikt]l szdmitott 48 ords id6kozonként, négy ciklusban, a négy pluripotencia faktorbol
szarmazo6 (OCT-4, KLF4, SOX2, C-MYC) tisztitott fehérjével transzdukaltuk (8 pg/ml/fehérje),
egy korabban kozolt protokollt kdvetve (Kim et al. 2009; Zhou et al. 2009). A 9. napon a sejteket
tripszin-EDTA-val disszociéltattuk és 10 cm-es tenyésztdedényekbe tettiik ki mESC-médiumban.
A transzdukciot kovetd 40. nap koriil egér ESC-szerli kolonidk kezdtek megjelenni, amelyeket

felszedtiink és felszaporitottunk a tovabbi karakterizacios kisérletekhez.
2.5. Transzgén-mentesitheté6 human iPSC vonalak 1étrehozasa lentivirus transzdukcioval

2.5.1. Human iPSC vonalak 1étrehozasa

Az Ojraprogramozashoz 6t egészséges donortdl (B#1-5; B=blood) szarmaz6 periférias vér
mononukledris sejteket (PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell) hasznaltunk. A vérvétel
koriilményei az arra vonatkozo ,,lege artis” eldirasok betartasaval tortént, az ETT TUKEB altal
adott kutatasi engedély alapjan. A vért ficoll tartalmi 8 ml-es BD Vacutainer (BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA) csovekbe gytljtottiik le. A vérbdl a PBMC-ket izolaltuk a csovek

centrifugaldsaval majd PBMC-ket tartalmazé réteget izolaltuk és azonnal felhasznéltuk vagy
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késobbi felhasznalasig lefagyasztottuk. A PBMC-k ujraprogramozaséhoz egy kordbban publikalt
(Voelkel et al. 2010; Warlich et al. 2011) kivaghato, policisztronos ujraprogramozé plazmidot
hasznaltunk (pRRL.PPT.SF.hOKSMco.idTomato.preFRT). A vektor tartalmazta a human
kodon-optimalizalt pluripotencia c¢cDNS szekvencidkat (OCT-4-KLF4-SOX2-C-MYC) ¢és a
dTomato riportert az SFFV promoter iranyitasa alatt. A konstrukt egy FRT helyet is magaba
foglalt, amely lehetové teszi az integralddott vektor eltavolitdsat a Flp-plazmid tranziens
transzfekciojaval (Flp/FRT rendszer).

A transzdukci6 elétt harom nappal 1x10° PBMC-t (0,25x10° sejt/cm?) tettiink ki Humdn
PBMC-médiumban. Harom nap elteltével a sejteket transzdukaltuk az eldzetesen 1étrehozott és
szirt lentivirus feliilluszoval (1 ml), amihez 5 pg polibrént is adtunk és egy 12-lyuku
tenyésztdedény 1 lyukdba tettilk ki azt. A tenyésztéedényt centrifugaltuk, majd inkubaltuk.
Masnap a sejteken médiumot cseréltiink. Két nap elteltével a sejteket 6sszegylijtottiik és 6 cm-es
MEF-et tartalmazé Petri-csészébe tettiik ki. A transzdukciotol szamolt 13. napon a tenyésztd
médiumot AESC-médiumra véltottuk és kétnaponta cseréltiik. A megjelent ESC-szerli kolonidkat

egyesével felszedtiik €s szaporitottuk.

2.5.2. A transzgén kivagdsa és annak igazoldsa a humdan lentivirus iPSC vonalakban

A human lentivirus iPSC vonalakat a pLV.hCMV-IE.FLPe.IRES.PurR.hHBVPRE
(Gongalves et al. 2010) plazmiddal transzfektaltuk a FuGENE-6 (Roche, Bézel, Svijc)
transzfekcios reagens felhaszndldsaval, a gyartd eldirasainak megfeleléen. 100 ul FuGENE-
6/DNS keveréket, amely 1 pg Flp-rekombindzt expresszalod plazmidot tartalmazott cseppenként
adtuk hozza a sejtekhez. Egy napos inkubéciot kdvetden a sejteket 48 oran at puromicin-el (1
ng/ml) szelektaltuk.

A megjelent kolonidkban a transzgén jelenlétét/hianyat transzgén-specifikus PCR
reakciokkal ellendriztik (GoTaq"” Green Master Mix; Promega, Madison, USA) és az alapjan
csak a transzgén-mentesnek bizonyult kolonidkat szedtiik fel mechanikusan és tenyésztettiik

tovabb.

2.6. Transzgén-mentesitheté human iPSC vonalak létrehozasa Sleeping Beauty-

transzpozonnal

2.6.1. Human SB-iPSC vonalak létrehozasa

A Kkisérletek elsé 1épése Hollandidban, az LUMC-n egy Eur6pai Unios projekthez
kapcsolodd tudomanyos egyiittmiikodés keretében tortént. A holland kutatocsoport etikai
engedélye keretében egy kutatasi célokra felajanlott 14 hetes abortalt magzatbol a standard

eljarassal human magzati fibroblasztot izolaltunk. A sejtek Ujraprogramozasahoz a pT2BH-
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OSKM-IRES/eGFP transzpozont hasznaltuk, amelyet kutatocsoportunk hozott 1étre és tesztelt
korabban (Muenthaisong et al. 2012). A transzpozon plazmid tartalmazta az egér pluripotencia
cDNS szekvencidkat (Oct-4-Sox2-Klf4-c-Myc) és az EGFP riportert az EF 1o promoéter iranyitasa
alatt. 2,5x10° fibroblaszt sejtet a pT2BH-OSKM-IRES/eGFP transzpozonnal (2 pg) és a pCMV-
SB100X transzpozéazzal (200 ng) a Nucleofector kit-el nukleoporaltuk (Lonza, Bazel, Svijc) a
gyarto altal eldirt protokollt kovetve. A transzfektalt sejteket tenyésztdedényekbe tettiink ki
Fibroblaszt-médiumban, amelyet hESC-médiumra cseréltink egy nappal a transzfekciot
kovetden. A transzfekciotol szamitott 7. napon a sejteket passzaltuk és hESC-médiumban
szuszpendaltuk fel, amelyet MitC-MEF-et tartalmazé tenyésztdedényre tettiink ki. A megjelent

ESC-szerti kolonidkat mechanikusan felszedtiik és tenyésztettiik.

2.6.2. A transzgén kivagasa és annak igazoldsa a humén SB-iPSC vonalakban

Az 1PSC vonalakba beépiilt SB-transzgének szamat Southern blot analizissel (DIG High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II; Roche, Bézel, Svajc) hataroztuk meg. A
genomialis DNS-t a Pstl vagy Sacl enzimekkel emésztettiik és az EGFP (Life Technologies,
Carlsbad, USA, 712 bp) vagy c-Myc (1305 bp) kddolo szekvencidra specifikus probat
hasznaltuk. Az endogén C-MYC-et egy ~1,5 kB méretli sav detektalasaval vartuk. Az SB-iPSC
vonalak transzgén-mentesitését egy modositott hiperaktiv transzpozdz (pEFBOS-SB100X-
iresPuro) Ujra-transzfektalasaval kiséreltiink meg. A transzfekciot a 2.5.2-es pontban ismertettet
modon végeztiik. Egy napos inkubéciot kdvetden a sejteket 48 oran at puromicin-el (1 pg/ml)
szelektaltuk.

A megjelent kolonidkban a transzgén jelenlétét/hidnyat transzpozon-specifikus PCR
reakciokkal ellendriztik (GoTaq” Green Master Mix-et; Promega, Madison, USA) és az alapjan
csak a transzgén-mentesnek bizonyult kolonidkat szedtiik fel mechanikusan és tenyésztettiik
tovabb. Az integracidk genomban vald elhelyezkedését az tn. Splinkerette PCR-el hataroztuk
meg, amely eredmények ismeretében a transzgén jelenlétét/hianyat lokusz-specifikus PCR
reakcidkkal is igazolni tudtuk. A Splinkerette PCR-t egy korabban kozolt protokoll alapjan
végeztiik (Uren et al. 2009). A genomialis DNS-t CviQI vagy Dpnll enzimekkel emésztettiik,
majd ligaltuk a megfeleld splinkerette adaptorokkal. A Splinkerette PCR reakciokhoz a Platinum
Taq high fidelity DNA polimerazt hasznaltuk. A TA-klonozott PCR termékeket két oldalrdl az
M13 forward és reverz primerekkel megszekvenaltuk. A szekvenalasi eredményeket az NCBI

Homo Sapiens build 37.3 genom adatbazis BLAST kereséssel analizaltuk.



3. EREDMENYEK

3.1. Kiilonb6zo6 genetikai hatteri egér iPSC vonalak létrehozasa lentivirus transzdukcioval

Egy altalunk létrehozott policisztronos lentivirus vektorral, megbizhat6 és robosztus egér
1PSC generalasi rendszert sikertiilt laboratoriumunkban bedéllitani. A rendszer alkalmas volt arra,
hogy beltenyésztett (BL6), nem-beltenyésztett (ICR) és hibrid (F1) genetikai hatterit MEF-bol
nagyszamu stabil egér iPSC vonalat hozzon létre. Hat vonalat szaporitottunk fel genetikai
hatterenként, amelyek morfologidjukban, és pluripotencia marker expressziés mintazatukban
hasonloak voltak az azonos genetikai hatterti egerekbdl alapitott kontroll ESC vonalakhoz. A
harom vizsgalt genetikai hattérbol szadrmazo6 sejtek 1jraprogramozhatéosaga ¢és annak

hatékonysaga kozott nem talaltunk 1ényeges kiillonbséget.

3.2. Transzgén-mentes vonalak létrehozasa lentivirus-medialt egér iPSC vonalakbdl

Az egyik F1-iPSC vonalban a Cre-plazmid expresszidjat kovetden a 15 felszedett klonbol
kritériumok alapjan 2 klont vélasztottunk ki (iPS-Af.4 és iPS-Af.15), amelyekben a transzgén
kivagasat transzgén-specifikus PCR reakciokkal és Southern blot-al is igazoltunk. A két kivagott
el a transzgént-tartalmazo 0sét6l (iPS-Bef) illetve az egér ESC vonalaktdl sem. A transzgén-
mentes iPSC vonalakon a transzgén eltadvolitasanak az in vitro differencidcios képességre
gyakorolt hatdsat is tanulméanyoztuk. Azt talaltuk, hogy a transzgén kivagasa novelte a megjelent
Af4: 66,71%, 1PS-Af.15: 54,17%). A transzgén kivagasanak kovetkeztében az in vitro neuralis
differenciaci6 hatékonysag is novekedett, amelyet a FACS-al mért NESTIN expresszioval
igazoltunk (Diff. 10.-ik napja: iPS-Bef, 10,7£0,3%; iPS-Af4, 10,7£0,3%; iPS-Af.15,
25,1+0,8%; ESC, 57,1£1,7%). A létrehozott transzgén-mentes iPSC vonalak in vivo
differenciaciora is képesek voltak. Kivaghato lentivirus vektorral Gjraprogramozott egér iPSC
sejtekkel sikeriilt elséként megvaldsitanunk és publikdlnunk csiravonal-kompatibilis kimérak

létrehozasat.
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3.3 Egér iPSC vonalak létrehozasa fehérje bevitellel

Az ICR genetikai hatteri MEF-en tesztelt, tisztitott rekombinans fehérjék ismételt
transzdukcigjat kovetden egyetlen stabil egér iPSC vonalat tudtunk létrehozni (piPS-HI). A
volt az azonos genetikai hatteri egerekbdl alapitott kontroll ESC vonalhoz, emellett in vitro
spontan differenciacios potenciajaban sem tért el attol. Képes volt in vitro neuralis
differencidciora is ahol a mért NESTIN expresszios szint a differenciacié 10.-ik napjan 49,5%

.....

sejtek nem mutattak csiravonal kompetenciat.

3.4 Transzgén-mentesitheté6 human iPSC vonalak létrehozasa lentivirus transzdukcioval

Egy policisztronos lentivirus ujraprogramozé vektorral 6t donor vér mononukledris
sejtjeibdl sikertilt stabil human iPSC vonalakat alapitani. A megjelent kolonidk szama a donorok
esetén nagy varianciat mutatott (B#1: ~70, B#2: ~80, B#3: ~40, B#4: ~30, B#5: 1). Az alapitott
iPSC vonalak mindegyike human ESC-szerii morfoldgiat mutatott és expresszalta a vizsgalt
pluripotencia markereket. Emellett képesek voltak in vitro spontan differencidlodésra, amelyet a
harom csirarétegre-specifikus markerekkel igazoltunk.

Hét humén lentivirus-medidlt iPSC vonalat teszteltiink a transzgén eltavolithatosaganak
hatékonysagara. A vonalakban a Flp-plazmid expresszidjat, majd puromicin szelekcidjat
kovetden a megjelent kolonidk transzgén-mentességét transzgén-specifikus PCR reakciokkal
igazoltuk. A hét vonal esetében a transzgén eltavolithatosdganak hatékonysaga az alabbiak
szerint alakult: hiPS#1: 98%, hiPS#2: 24%, hiPS#3: 60%, hiPS#4: 20%, hiPS#9: 0%, hiPS#12:
43%, hiPS#13: 40%.

3.5 Transzgén-mentesitheto human iPSC vonalak létrehozasa SB-transzpozonnal

Egy kordbban Aaltalunk egér sejtek tjraprogramozasaban tesztelt SB-transzpozon
yjraprogramoz6 vektor és az SB100X transzpozaz vektor egylittes transzfekciojaval human
magzati fibroblaszt sejteket programoztunk vissza. A transzfekciot kovetden 4 kolonia jelent
meg, amelyekbdl stabil vonalakat alapitottunk (SB1, SB2, SB4, SB5). A négy vonal hESC-szer(i
morfologiat mutatott és expresszalta a vizsgalt pluripotencia markereket, emellett képesek voltak
in vitro spontan modon differencidlodni, amelyet a harom csirarétegre-specifikus markerekkel

igazoltunk.
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A Southern blot analizis alapjan mind a négy SB-iPSC vonal legaldbb 3 transzpozon-
kopiat tartalmazott, igy morfologiai kritériumok alapjan az SB2 ¢és SB5 vonalakat teszteltiik a
transzgén eltavolithatosaganak hatékonysagara nézve. Splinkerette PCR segitségével mindkét
ismeretek alapjan a transzgén-specifikus PCR reakciok mellett 16kusz-specifikus PCR-ekkel is
igazolni tudtuk az esetleges kivagodast. Azonban a puromicin szekvenciaval modositott SB100X
transzfekciojat, majd szelekcigjat kovetden egyik vonal esetén sem sikeriilt transzgén-mentes
klonokat létrehozni. Azt is megvizsgaltuk, hogy a transzpozaz ismételt Ojra-transzfektalasa
emeli-e a kivagas hatékonysagat. A vektor 3-szori ujra-transzfektalasa az SB5-0s vonalban az
egy masik genomi lokéacidban tjra-integralodott, amelyet PCR reakciokkal és Southern blot-al is

igazoltunk.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Hazankban elészor egy jol miikddd lentivirus ujraprogramozé rendszert hoztam 1étre és
optimalizaltam, amely alkalmas egér embrionalis fibroblaszt ujraprogramozaséra, a
kiinduld sejt genetikai hatterének kiilondsebb befolyasa nélkiil. A 1étrehozott lentivirus-

medialt egér iPSC vonalak mindegyike jol szerepelt in vitro pluripotencia tesztekben.

A generalt lentivirus-medialt egér iPSC vonalak egyikébdl sikeriilt eltdvolitanom a
transzgént, amellyel ndveltem a vonalak in vitro differenciacids hatékonysagat az eredeti
transzgént tartalmaz6 sziiléi vonalhoz képest. Bizonyitottam, hogy a transzgén-mentes
iPSC vonalak csiravonal-kompatibilis kimérak formaldsara is képesek voltak, amire

publikalt adatok korabban nem jelentek meg.

Egy 0jszerli fehérje-medialt Gjraprogramozo rendszerrel sikeriilt egy transzgén-mentes
pluripotens egér iPSC vonalat létrehozni, amely in vitro és in vivo pluripotencia

tesztekben egyarant jol szerepelt.

SB-transzpozonnal eléallitott human iPSC vonalakbdl a transzgén eltavolitasa sikertelen
volt, a transzpozon ujra-integralodd természete miatt. Azonban a lentivirus
transzdukcidval alapitott vonalakbodl az Flp/FRT-rendszert alkalmazva sikertilt transzgén-

mentes humén iPSC vonalakat alapitanom.

13



5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Kiilonb6z6 genetikai hatterii egér iPSC vonalak létrehozasa lentivirus transzdukciéval

Korabbi publikaciok azt mutattak, hogy az egér ESC alapitas altalaban a 129/SV vagy a
C57BL/6 beltenyésztett torzsekbol a legeredményesebb, mig egyéb beltenyésztett/nem-
beltenyésztett torzsekbdl a sejtvonal alapitas jelentdsen komplikaltabb (Suzuki et al. 1999;
Kawase et al. 1994). Azonban a genetikai hatterek egér iPSC alapitasra vald hatdsarol, eddig
igen csekély szaml tanulmény jelent meg (Schnabel et al. 2012; Muenthaisong et al. 2012).
Kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy az altalunk létrehozott vektort alkalmazva a genetikai
hatterek, ezen belill is a beltenyésztés/nem-beltenyésztés hatdsa tapasztalhatéo-e az
ujraprogramozasi hatékonysagéara nézve. Megfigyeléseink alapjan a harom altalunk vizsgalt
egértorzsbol (BL6, F1, ICR) szarmaz6 egér testi sejtek ujraprogramozhatésagaban és a megjelent
1PSC kolonidk mennyiségében nem talaltunk kiilonbséget. Ezt a megfigyelést kordbban mar egér
SB-iPSC vonalak létrehozasa esetén is leirtuk (Muenthaisong et al. 2012). E kisérletsorozatok
alapjan megallapithato, hogy integralédoé iPSC tjraprogramozo rendszerek hasznalata esetén a
rendszerek robosztussaga lehetdséget nydjt arra, hogy még az ESC alapitdsban nehézkesen
alkalmazhat6 egértdrzsekbdl is pluripotens vonalakat hozzunk létre. Ennek az éllattenyésztésben
transzgenikus haszondllatok eldallitdsa sordn az Ossejtek célzott modon torténd genetikai
modositdsan  keresztiil lehet jelentdsége, valamint humdn genetikai  betegségek
tanulmanyozasa/modellezése soran, mivel az eltérd genetikai hatter(i torzsek, egymastol eltérd

fenotipust mutathatnak (Erickson 1996; Sullivan et al. 2007).

5.2. Transzgén-mentes vonalak létrehozasa lentivirus-medialt egér iPSC vonalakbol

Korabbi publikaciobol ismert volt szdmunkra az iPSC vonalakba integralodott transzgén
negativ hatdsa (Soldner et al. 2009; Chakraborty et al. 2013). A kivagas el6tti és kivagas utani
1PSC vonalak differenciacios képességének Osszehasonlitdsaval nekiink is lehetdségilink nyilt a
transzgén meglétének/hianyanak hatasat tanulmanyozni. Annak ellenére, hogy a vizsgalt
mintaszam alacsony volt, mégis kimutathato volt a transzgén drasztikus hatasa az iPSC-k in vitro
differencidcios képességére. Az in vitro spontan és neurdlis differencidcid esetében is azt
talaltuk, hogy a kivagas eldtti differenciacios hatékonysag igen alacsony volt, mig a kivagott
szubklonokban ez megnodvekedett a transzgén eltdvolitasaval. Ez a jelenség magyarazhato
egyrészt azzal, hogy a lentivirus vektorok esetén az integraciok gyakorta torténnek transzkripcios
egységekbe (Schroder et al. 2002). Mivel a transzgének lokacidja az alapitott vonalban altalunk
nem ismert ezért csak feltételezni lehet, hogy az integracié valamilyen differencidcioban

kulcsfontossagu génbe tortént, csokkentve, vagy megsziintetve az inszercid altal érintett gén
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miikodését. Egy masik magyarazat lehet az is, hogy az Gjraprogramozd vektor egy stabilan
expresszald promotert tartalmaz, amely a transzgén altal kodolt exogén pluripotencia gének
folyamatos expresszidjat eredményezi. A pluripotencia gének folyamatos expresszidja mellett
pedig valdszinisithetd, hogy a sejtek nem képesek differencialodni. A PBHI-TUBULIN
festéseinken az ektopikus EGFP expresszidja igen erOs a transzgént tartalmazé vonalban, ami az
aktivan expresszalo transzgén jelenlétét jelzi.

Nagyszamu tanulmény bizonyitja az egér iPSC vonalak in vivo differencidcios
potencialjat teratoma formalddasi kisérletekkel vagy kiméra eldallitassal, habar e modszerek még
nem bizonyitjak a vonalak csiravonal kompetencigjat. Azonban a csiravonal kompetens kimérak
formalodasanak képessége a pluripotencia meglétének legszigorubb kritériuma, a differenciacios
kapacitas valodi mércéje, ezért e teszt megléte kiemelkedd fontossagu. A kiméra eldallitasi
kisérleteinkkel az irodalomban elsdként mutattuk be, lentivirussal generalt csiravonal kompetens

1PSC vonalak létrehozésat, a transzgén sejtekbdl valo eltavolitasat kovetden.

5.3. Egér iPSC vonalak létrehozasa fehérje bevitellel

A lentivirus-medialt egér iPSC vonalakbol a transzgén-mentes vonalak létrehozasa egy
megbizhaté moddszernek bizonyult. Habér aktiv transzgén szakasz nem maradt a genomban,
amely negativan befolyasolhatja a differenciacidés potencialt, azonban a kivagds néhanyszaz
bazispar ,,footprint”-et hagy hétra, vagyis a vonalak nem teljesen transzgén-mentesek. Ezen okok
miatt fontosnak tartottuk integracioktdl mentes Ujraprogramozo6 rendszer tanulmanyozasat is,
ahol az Ujraprogramozast rekombindns fehérjékkel végeztik. Ezzel a modszerrel egyetlen
transzgén-mentes egér iPSC vonalat sikeriilt 1étrehoznunk. Habar a vonal igen jol szerepelt in
vitro és in vivo pluripotencia tesztekben, a kimérdk nem voltak csiravonal kompatibilisek, igy a
sejtek Gjraprogramozodasanak mértéke nem teljesen egyértelm.

A fehérjével valo Ujraprogramozas a vizsgalt integrativ rendszerekhez képest nagyon
munkaigényes és alacsony hatékonysagu volt. Igy az adott rendszert a tovabbi human iPSC

alapitasos kisérletekben nem alkalmaztuk.

5.4. Transzgén-mentesitheté human iPSC vonalak létrehozasa lentivirus transzdukcioval

Ezekben a kisérletekben egy korabban publikalt (Voelkel et al. 2010; Warlich et al. 2011)
kivaghatd, policisztronos Ujraprogramozé vektort hasznaltunk. A vektor készitdinek egér és
human fibroblasztbol sikeriilt nagyszamu iPSC vonalat eléallitaniuk. Habar ismert, hogy a
fibroblasztok jraprogramozasa igen hatékony, nekiink vér mononuklearis sejtekbdl sikertilt az
1PSC alapitas, amely sejttipusok koztudottan alacsony hatékonysaggal programozhatoak vissza.

Azonban eldnyiik a fibroblasztokhoz képest, hogy nagy szdmban non-invaziv modon nyerhetdek
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a donoroktol. A moédszerrel sikeriilt lentivirus-medialt huméan iPSC vonalakat eléallitanunk 6t
vérdonor mintajabol. A megjelent ESC-szerli kolonidk mennyisége az 6t donor esetében nagy
variancidt mutatott, amit valosziniisithetéen a donorok eltérd genetikai hattere okozhatott.
Lentivirus-medialt human iPSC vonalakbdl is megkiséreltiik az Ojraprogramozé vektor
eltavolitdsat a Flp/FRT-rekombinaz rendszer hasznalataval. Hét vonalbol hatban sikertilt
transzgén-mentes szubklonokat eldallitanunk. Annak ellenére, hogy mindegyik esetben ugyanazt
a rendszert hasznaltuk, egy vonalban a kivagés sikertelen volt, a masik hat esetében a kivagas
hatékonysdga igen nagy variancidt mutatott. Ez azzal magyardzhat6, hogy a lentivirus
transzdukcioval a transzgén random szamban ¢és pozicidban integralodik a genomba.
Feltételezheten az egyes 10kuszokbdl a kivaghatosag mértéke eltérd. A vektor egy korabbi, nem
kodon-optimalizalt verziojat egér iPSC vonalak létrehozésaval és a transzgén eltavolitasaval
tesztelték (Voelkel et al. 2010). Egy a vektort harom kopiaszdmban tartalmazé egér iPSC
vonalbdl probaltdk meg a transzgént eltavolitani a Flp-rekombindz fehérje transzdukcidjaval. A
12 tesztelt szubklon egyikébdl sem sikeriilt mindharom transzgént eltavolitani. Azt a szubklont,
amely mar csak egyetlen transzgént tartalmazott Flp-rekombinazzal ujra transzdukaltak és a 8
vizsgalt szubklon koziil harombol sikertilt eltavolitaniuk a fennmaradd egy transzgént is. Ezzel

ellentétben mi mar egyszeri transzfekcioval is szdmos transzgén-mentes vonalat figyeltiink meg.

5.5. Transzgén-mentesitheté6 human iPSC vonalak létrehozasa SB-transzpozonnal

Korabbi tanulmanyokbdl tudjuk, hogy transzpozonnal (PB: PiggyBac) mar sikeriilt egér
¢s human testi sejteket Gjraprogramozni iPSC-ké, hasonld hatékonysaggal, mint a virus alapu
génbeviteli eljarasokkal (Kaji et al. 2009; Woltjen et al. 2009; Yusa et al. 2009). A transzpozon
rendszer eldnyei kozé sorolhatd, hogy nem virus alapt, igy alkalmazédsa soran nincs sziikség
specidlis biztonsagi eljarasokra. Emellett a transzpozon vektor egy DNS molekula, amely
eldallitasa egyszeriibb és olcsobb, mint a jelenlegi virus eldallitasi protokollok, illetve lehetové
teszi a xeno-free iIPSC vonalak eldallitdsat. Az integral6do rendszerek negativ tulajdonsagai kozé
sorolhato, hogy azok random mddon integralodnak a genomba, azonban egy korabbi tanulmany
azt mutatta, hogy a lentivirussal, retrovirussal és PB-transzpozonnal szemben az SB-transzpozon
nem szokott transzkripcios egységekbe beépiilni (Matés et al. 2009; Schroder et al. 2002; Wilson
et al. 2007; Wu et al. 2003).
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SB-transzpozon-alapi  rendszer hasznalatdval sikeriilt huméan iPSC vonalakat
eléallitanunk human magzati fibroblasztbol. Mig az SB-transzpozonnal négy darab iPSC vonal
jelent meg, addig a lentivirusos rendszerrel ez a szam igen valtozo volt. Azonban, két
ujraprogramoz6 rendszer hatékonysagat pontosan Gsszehasonlitani nem lehet, mivel az fiigghet
példaul az Ujraprogramozando sejttipustol, annak osztdédasatol, genetikai hatterétol, a vektorban
alkalmazott faktorok tipusatol, illetve az Gjraprogramozas soran hasznalt kismolekuldktdl is.

A transzpozon alapii rendszerek természetiiknél fogva lehetdséget nyujthatnak az
ujraprogramoz6 vektor ,,footprint” mentes eltavolitasara a transzpozaz enzim ujraaktivalodasa
révén. Amig ezt az elképzelést PB-transzpozonnal egér sejtekben sikeriilt megvalositani
(Woltjen et al. 2009; Yusa et al. 2009) és transzgén-mentes iPSC vonalakat 1étrehozni, addig
hasonlé transzgén-mentes human iPSC vonalak generalasa e rendszerekkel eddig még nem
sikeriilt. Ennek tesztelésére a huméan SB-iPSC vonalainkat puromicint koédoldo SB100X
transzpozaz vektorral Gjra-transzfektaltuk, azonban a transzpozon eltavolitasa ezzel a mddszerrel
eredménytelen volt. Az egyik integraldodott transzpozont az SB5 vonalban sikeriilt ugyan az
eredeti 16kuszabdl kimozditanunk a transzpozaz tobbszori ismételt transzfekcidjaval, azonban az
Ujraintegralodott a genom mas részébe. Tapasztalataink tehat azt mutattdk, hogy a transzpozonok
Ujraintegralodo természetébdl adoddan e rendszer jelenlegi formdjadban alkalmatlan transzgén-

mentes iPSC vonalak eloallitasara.

Kisérleteink alapjan tehat az alabbi megallapitasokra jutottunk:

Mivel a transzgén jelenléte negativan befolyasolhatja az in vitro differenciacios képességet, ezért

annak eltavolitasa még laboratoriumi felhasznalas esetén is elengedhetetlen.

Az eredmények azt mutatjadk, hogy a vektorok kiilonbozé jellegébdl addddan a rekombinaz
rendszereken alapuld kivaghatd/lentivirus vektorok eltdvolitdsa nagyobb hatékonysaggal,
ismételheté modon, fajtol fiiggetleniil miikddik, ezért e rendszer haszndlata javasolt transzgén-

mentes 1PSC vonalak generdlasahoz.
A lentivirus kivagdsa utdn néhanyszaz bazispar ,footprint” marad a genomban, amely

szekvencia ugyan nem tartalmaz aktiv régiot, azonban a genommanipulaciok miatt ez a rendszer

leginkabb in vitro tesztrendszerek 1étrehozasara alkalmas.

17



6. PUBLIKACIOS LISTA

6.1. Az értekezés témakorében megjelent lektoralt magyar és idegen nyelvii publikaciok

felsorolasa

6.1.1. Impakt faktorral rendelkez0, idegen nyelvil folyoirat

Dambrot, C., Buermans, H.P.J., Varga, E., Kosmidis, G., Langenberg, K., Casini, S., Elliott, D.A.,
Dinnyes, A., Atsma, D., Mummery, C., Braam, S., Davis, R.P Strategies to rapidly map proviral
integration sites and assess cardiogenic potential of nascent human induced pluripotent stem cell
clones. Exp Cell Res. 2014 Oct 1;327(2):297-306. IF: 3,557

Varga, E., Nemes C., Davis, R.D., Ujhelly, O., Klincumhom, N., Polgar, Z., Muenthaisong, S., Pirity,
M.K., Dinnyes, A. Generation of transgene-free mouse induced pluripotent stem cells using an
excisable lentiviral system. Experimental Cell Research, 2014 Apr 1;322(2):335-44. IF: 3,557

Nemes, C., Varga, E., Polgar, Z., Klincumhom, N., Pirity, M., Dinnyes, A. Generation of mouse induced
pluripotent stem cells by protein transduction. Tissue Eng Part C Methods. 2014 May;20(5):383-
92.1F: 4,065

Davis, R., Nemes, C., Varga, E., Freund, C., Kosmidis, G., Gkatzis, K., de Jong, D., Szuhai, K., Dinnyes
A., Mummery, C. Generation of Induced Pluripotent Stem Cells from Human Foetal Fibroblasts
Using the Sleeping Beauty transposon Gene Delivery System. Differentiation, 2013 Jul-Sep;86(1-
2):30-7. IF: 2,855

Muenthaisong, S., Ujhelly, O., Polgar, Z., Varga, E., Ivics, Z., Pirity, M., Dinnyes, A. Generation of
mouse induced pluripotent stem cells from different genetic backgrounds using Sleeping Beauty
transposon mediated gene transfer. Experimental Cell Research, 2012 Nov 15;318(19):2482-9.
IF: 3,557

6.1.2. Poszter/Absztrakt/Eldadas/Konferencia publikacio alkalmi kongresszusi kiadvanyban,

idegen nyelven

Kobolak J, Chandrasekaran A, Ochalek A, Bellak T, Szegedi V, Varga E, Avci H, Zhou S, Szczesna K,
Smidth B, Dinnyés A. Patient specific induced pluripotent stem cells (iPSCs) and their neuronal
differentiation in Alzheimer’s disease “Hungarian Molecular Life Sciences 2015” Conference
Eger, Hungary 27-29 March 2015. Presentation

Bellak T, Chandrasekaran A, Ochalek A, Szegedi V, Varga E, Nemes C, Zhou S, Avci H, Kobolak J,
Dinnyes A. 3D engineered neural tissue from human induced pluripotent stem cells. “Hungarian
Molecular Life Sciences 2015" Conference Eger, Hungary 27-29 March 2015 Abstract and Poster

Chandrasekaran A, Neelchen Roesingh L, Ochalek A, Nemes C, Varga E, Bock I, Szczesna K, Avci H,
Kobolak J, Dinnyes A. Comparison of 2D and 3D neuronal differentiation of patient specific
induced pluripotent stem cells XV. Biannual Conference of the Hungarian Neuroscience Society,
Budapest, Hungary 22-23 Jan. 2015. Abstract and Poster

Tancos, Zs., Ochalek A., Bock I., Varga E., Nemes Cs., Dinnyes A. Generation of rabbit induced
pluripotent stem cells (rbiPSCs) by human reprogramming factors. Salaam Opening Conference.
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Atsma, D., Mummery, C. Ultra-rapid methods to determine transgene placement and cardiac
potential of newly derived human induced pluripotent stem cells. in ISSCR 10th Annual Meeting.
Yokohama, Japan, 13-16. Jun. 2012. Abstract (p. 67.) and Poster
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom témavezetomnek Prof. Dinnyés Andrasnak, aki palyafutdsomat
diplomadolgoz6 korom 6ta segitette, és a munkamhoz folyamatos és nélkiilozhetetlen szakmai
tamogatast nyujtott.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Nemes Csillanak, aki munkdmat kozvetleniil segitette
¢s folyamatos technikai valamint szakmai segitségével jarult hozza a tudoményos
elémenetelemhez, valamint a publikdciom és dolgozatom Gsszeallitdsdban és javitdsaban is nagy
segitségemre volt.

Tovabba, koszonettel tartozom Dr. Koboldk Juliannanak a doktori értekezésem
Osszeallitasaban €s atnézésében nyujtott nélkiilozhetetlen segitségéért.

Nagy koszonettel tartozom Prof. Christine Mummery-nek ¢€s Dr. Richard Davis-nek
akikkel kollaboracionk eredményeként tobb kozos publikdcionk is sziiletett, és akiktdl nagyon
sok szakmai tdmogatast kaptam munkam soran.

Halaval tartozom Dr. Polgar Zsuzsannanak és Kovacs Laszlonak, akik a kiméra teszteket
végezték el szamomra. Szeretnék koszonetet mondani Kovacs Eszter kollégandmnek, aki a
dolgozatom atnézésében volt segitségemre. Tovabba szeretném megkdszonni a kutatd csoportom
tobbi tagjanak a munkdm sorén nyujtott dldozatos segitségiiket.

Kiilon koszonettel tartozom sziileimnek, csalddomnak, ¢és barataimnak, akik végig
mellettem alltak és tamogattak.

Munkdm anyagi fedezetét a Kutatd Kari Kivalosagi Téamogatas— Research Centre of
Excellence- 8526-5/2014/TUDPOL, EU FP7 (InduStem, PIAP-GA-2008-230675; RabPStem,
PERG07-GA-2010-268422; ANISTEM, PIAPP-GA-2011-286264; STEMMAD, PIAPP-GA-
2012-324451; EPIHEALTH, HEALTH-2012-F2-278418; Resolve, FP7-Health-F4-2008-
202047; InduHeart, PEOPLE-IRG-2008-234390; STEMCAM, PIAP-GA-2009-251186); Bonus
Resolve, OMFB-01660/2009; Research Centre of Excellence, 17586-4/2013/TUDPOL;
PartnErS, PIAP-GA-2008-218205; PluriSys, HEALTH-2007-B-223485; Bonus Plurisys,
OMFB-00236/2010; és NKTH/KPI (NKTH-OTKA FP7 "Mobility" HUMAN-MBO08C-80205)
palyazatok biztositottak.
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