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2. Roviditések jegyzéke

2i
BAC

CDX2
EGFP

EPI
ERK
ES

FGF
GATA4
GATAG
GSK
ICM
LIF
MAPK
MESC
MT

MZ
NANOG
OCT4
PE
SOX2
TF

TS
YAC

két inhibitoros

baktériumbo6l szarmazo mesterséges kromoszoma (Bacterial artificial

chromosome)
Homeotikus fehérje CDX2 (Homeobox protein CDX2)

z0ld fluorescens fehérje moédositott valtozata (Enhanced Green Fluorescent

Protein)

epiblaszt

extracellularis szignal regulalt kinaz

embrionalis eredet(i 6ssejt (Embryonic Stem Cell)
fibroblaszt novekedési faktor

transzkripcios faktor (GATA-binding factor 4)
transzkripcios faktor (GATA-binding factor 6)
glikogén szignal kindz

embridcsomo vagy belsd sejtcsomd (Inner Cell Mass)
leukémia inhibitor faktor (Leukaemia Inhibitory Factor)
mitogén-aktivalt protein kinaz

egér embrionalis dssejt

mitokondrialis

monozigota

Nanog homeotikus fehérje (Nanog homeobox protein)
4-es oktamer kotd fehérje (Octamer binding protein 4)
primitiv endoderma

transzkricios faktor SOX2 (Transcription factor SOX2)
transzkripcids faktorok

trofoblaszt

¢lesztébdl szarmazod mesterséges kromoszoma (Yeast artificial chromosome)



3. Bevezetés és célkituzés

Az ikrekkel kapcsolatos kutatasok tobb évtizedes multra tekintenek vissza. Sok
kiilonbozé modszerrel probaltak mar eredményeket elérni ezen a teriileten. Tobb kutatési
teriileten hasznos lenne, ha sikeriilne jobb eredményeket elérni, ezért folyamatosan zajlanak

az ezzel kapcsolatos kisérletek.

A dolgozatom készitése soran egér embriokkal foglalkoztam. Az egér azért nagyon jo
modell és labor allat, mert ez a faj a leginkabb alkalmas a genetikai modositasokra.

Transzgénikus egerek 1étrehozasara jelenleg tobb modszert is alkalmaznak.

Kisérleteim soran kiméra allatok 1étrehozasaval foglalkoztam. A kiméra olyan éldlény,
amely két fajhoz vagy fajtdhoz tartozé egyed szoveteibdl mesterségesen keriilt kialakitasra. A
végsd célom identikus ikrek l1étrehozéasa volt. Az iker vizsgalatok hasznossagat meggydzden
tamasztja ald a sziv rendellenességek, illetve a magas koleszterin szint okozta

megbetegedések vizsgalata esetében elért 1j eredmények.

Napjainkig sokféle modszert fejlesztettek ki az egér embriok, Ossejtek genetikai
modositasara. Az igy létrehozott transzgénikus egereket mind a fejlodés biologiai vizsgalatok
soran, mind pedig az orvoskutatds teriiletén elterjedten alkalmazzak. Két egér embriot
aggregaltatva, kiméra embridkat lehet 1étrehozni. Amennyiben tetraploid gazda embridkat
hasznalunk, a donor embriobol szarmazo blasztomerekbdl identikus kettes, vagy héarmas

ikreket lehet 1étrehozni. Ezt a mddszert nevezik tetraploid komplementacios technologianak.

A Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpontban iker egereket szeretnének
létrehozni tetraploid embridkkal torténd aggregaltatdssal. Korabbi kisérletek beszamoltak
arrol, hogy ez a modszer alkalmas lehet arra, hogy 1étrehozzunk iker egereket. Kiilonb6zo
egér torzsekkel dolgoztunk, és én azt vizsgaltam, hogy hogyan hat a donor embri6 genotipusa

a megsziileté kiméra utdodok szadmara.

Az iker kiméra létrehozas egy masik moddszere lehet az embriddarabolés, ugyanis a
megfelezett embrid pontosan azt a fejlédést koveti, mint a normal méretli embrid. Azonban
ezzel a modszerrel kapcsolatban problémdk mertiltek fel. Elsddleges hatraltatd tényezd a
modszer sikerességét tekintve, hogy a fél embrid nem rendelkezik megfeleld epiblaszt

sejtszammal.

A tetraploid kimérak létrehozasa mellett, kiilonb6zd tenyésztd médiumban torténd

tenyésztést IS végeztem normal egér embriokkal. Kis molekulas inhibitorokrdl kimutattak,



hogy megakadalyozzak a primitiv endoderma fejlédését és novelik az epiblaszt sejtszamot.
Vizsgéalataim sordn parhuzamosan tenyésztettem két-sejtes embriokat normdl tenyésztd

médiumban, valamint kétféle inhibitort tartalmazé médiumban.

Az identikus ikrek létrehozasanak jelent6sége, hogy az ilyen allatok genotipusa
megegyezik, tehat genetikai allomanyuk azonos. Ha egy allat az altalunk kivant értékes
tulajdonsaggal rendelkezik, létrehozhatd beldle egyszerre tobb, azonos gén allomannyal
rendelkez6 utdéd. Mivel genetikailag azonos egyedekrél van szo, igy ugyanazokkal a

tulajdonsagokkal fognak rendelkezni.

Ha az altalunk alkalmazott tetraploid komplementaciés modszerrel sikeriilne identikus
monozigota (MZ) ikreket 1étrehoznunk, lényegesen csokkenteni lehetne azoknak az
allatoknak a szamat, amelyek sziikségesek relevans statisztikai adatok 1étrehozasahoz, illetve
a MZ ikrek hasznos informéciokkal szolgalhatnak mind az orvosbioldgiai, mind pedig

mezdgazdasagi alkalmazasokban.



4. lrodalmi attekintés

4.1 Egér

A hazi egér vagy laboratoriumi egér (Mus musculus) igen fontos modell szervezet a
biolégia és az orvostudomany szamara. Ugy tartjak, hogy a Homo sapiens utan, ez a masodik
legnagyobb egyedszamu emlds faj. A laboratériumi kisérletekben is ezt az emldst hasznaljak
leggyakrabban és tobb kiilonbozo transzgénikus fajtaja 1étezik, melyeken emberi betegségeket

modelleznek.

Kival6 laborallat, mert rendkiviil szapora, 6 hetenként 8-10 utodot képes vilagra hozni
egy egérpar. Az utddok 6 hetes korban elérik az ivarérettséget. A parzasi idészak tobbnyire
egész évben tart. Evente 6tszor, de akar tobbszor is ellik. Igen nagy egyedsiirliség esetén, a
rangsorban alacsonyan all6 példanyok szaporodoképessége csokken, csak a dominédns
néstények fialnak, de 6k is kevesebbet, mint altalaban. Az allomany ily mdédon 6nmagat
szabalyozza, nagy Osszeomldsok nélkiil, tehat folyamatosan alkalmazkodik a valtozo

koriilményekhez (httpl).

Az egér agyanak miikodése komplex és sok tekintetben hasonlit az emberéhez, ezért is
valasztottak az Azheimer-kér modellezéséhez is. Ezen a fajon szamos transzgénikus allatok

eloallitasara alkalmas modszer hasznalhato (http2).

Az egerek DNS-ébe mesterséges modon, rekombinans genetikai modszerek
segitségével mutans géneket lehet bejuttatni. Ezutdn a mutins gén nagy mennyiségben
termelhet MRNS-t, azaz mesterségesen megnovelt génexpressziot lehet eldidézni. Emellett az
ellenkezéje is elérhetd, tehat lecsokkenthetd, vagy teljesen meg is sziintethetd a gén
expresszioja ("null" mutacid). Ezekben az ugynevezett transzgénikus egerekben egyetlen gén
funkciojat modositottak, és igy a kivalasztott gén fenotipusara gyakorolt hatasat lehet
vizsgalni (http2). A transzgenezist egerekben felhasznaljak sejtvonal markerek 1étrehozasara,
szomatikus és meiotikus rekombindcié tanulmanyozasara, vagy transzgénikus modszerek,
vektorok kifejlesztésére, amelyek késObb gazdasagi haszonallatokban is alkalmazhatoak

(Nagy et al. 2003).


http://hu.wikipedia.org/wiki/Biol%C3%B3gia
http://hu.wikipedia.org/wiki/Orvostudom%C3%A1ny
http://hu.wikipedia.org/wiki/Ember

4.1.1 Egér embrio fejlodése
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1. 4bra: Egér embrio fejlédése a beagyazodasig (http3) Az embrib fej 16désénck 5. napjén a
blasztociszta kibujik a zona pellucidabol és készen all a beagyazodasra (1. abra) (Nagy et al.

2003).

Az egér embridban két fontos specializalodasi esemény zajlik, mieldtt beagyazdodik a
méhbe (Kuijk et al. 2008). Az elsé ilyen esemény a kompaktizalodott morula allapotnal
kezdddik és két elkiiloniilé vonalat eredményez: a trofektodermat (TE) és a belsd sejt csomo
sejtjeit (ICM). Az ICM sejtjeibdl az embrionalis sejtek, az extraembrionalis mezoderma sejtek
és a primitiv endoderma sejtjei johetnek létre, mig a trofektodermabdl kifejlodo sejtek a kiilsd

magzatburok és a méhlepény részévé valnak (Van der Jeught et al. 2003).

A trofektoderma €s a hipoblaszt vonalak adjdk az extraembrionalis szoveteket, hogy
konnyebben bedgyazddjon az embrid a méhbe, valamint segitsék a méhlepény kialakulasat.
Az epiblasztot pluripotens sejtek alkotjak, amelyekbdl a magzat embrionalis szovetei jonnek
létre. A pluripotencia definicid szerint az a képesség, hogy barmelyik csiralemez iranyaba

képes differencialodni: az ektoderma, a mezoderma é€s az endoderma iranyaba is.

crer

ezek az OCT4 és a CDX2. Az epiblaszt és a hipoblaszt szegregacioja soran a GATAG6 és a
NANOG expresszios szint valtozik meg a sejtekben. Ez a két faktor egyiittesen talalhat6 az
ICM sejtjeiben, azonban a kés6i blasztociszta kiilonboz6 sejtrétegeiben kdlcsondsen kizarjak
egymas jelenlétét. Az epiblaszt és a hipoblaszt eltérd transzkripcios faktor expressziot mutat

az egér embridban a 4,5. fejlédési napon, a beagyazodas eldtt (Kuijk et al. 2008).



Az eml6s embriokban az extraembrionalis sejtréteg elsddleges szerepe, hogy segitse a
méhbe épiilést, €és hogy a ndvekedd embrid €s magzat a késébbiekben megfelelden fejlodjon

(Nichols & Smith 2009).

Az emldsok fejlodésében a masodik differencidlodasi 1épéskor a primitiv endoderma és
a pluripotens primitiv ektoderma elkiiloniilése kovetkezik be. Az egér embridban az OCT4,
CDX2, NANOG ¢és GATAG szabalyozzak ezeket az eseményeket, de nem ismert, hogy ez
altalanosan elmondhat6 az eml6sokrél (Roode et al. 2011).

A primitiv endoderma (PE) és epiblaszt sejtek (EPI) két elkiiloniilé réteget alkotnak a
4,5 napos bedgyazddott embridban, gy, hogy mind a két réteg a 3,5 napos blasztociszta belsé
sejt csomojabol szarmazik (2. dbra). A PE egy extra embriondlis sejtvonal, amit elsdsorban a
zsigeri €s a fali sejtek alakitanak ki a beagyazddas utan. Az EPI sejtekbdl alakul ki a magzat
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2. abra: Egér embrio6 osztodasa és sejtrétegeinek kialakulasa (http4)

és néhany extraembrionalis szovethez, mint példdul az amnion és az extraembrionalis
mezoderma. Az EP és EPI sejtek kozti kdlcsonhatdsok a korai poszt-implantacios fejlédésben

fontosak.

A 3,5 napos blasztocisztaban az ICM morfoldgiailag homogén sejtpopulacioként jelenik
meg. Két lehetéség van, vagy EPI vagy PE alakul ki beldle. A PE az ICM felszinén
helyezkedik el egy elkiiloniild rétegként. A PE és az EPI sejtek ennél a stddiumnal elkiiloniild
sejtrétegekké (sejtvonalakka) formalodnak. (Yamanaka et al. 2010).

4.2 A fejlodési plaszticitas
A plaszticitas egy jol ismert jellemzd az emlésok fejlodésénél, azonban a

mechanizmusarol még keveset tudunk. A felezett embriok ugyanazt a fejlédési idot kovetik,

Implantation —



mint a sértetlen embriok, azonban ha nem tartalmaznak minimum négy pluripotens sejtet a

beiiltetés elbtt, akkor a fejlodésiik abbamarad (Morris et al. 2012).

Az egyik megkiilonboztetd jellemzo6 az egerek fejlodésében a plaszticitas, amellyel az
embriok képesek alkalmazkodni a megvaltozott koriilményekhez. Megfigyelhetd, hogy ha a
két-sejtes egér embrid egyik sejtje megsemmisiil, ezt kovetden a megmaradt sejt gyakran
kompenzalja a masik sejt elvesztését és igy segiti a tovabbfejlédést (3. abra) (Nicholas & Hall
1942; Tarkowski 1959). A legtobb esetben ez a plaszticitas meg6rzodik a késébbi fejlédési
szakaszokban is. Abban az esetben, ha a sejteket kiilonvalasztjuk, a négy-és nyolc-sejtes egér
embriok nem képesek tovabb fejlédni a beiiltetéskor (Rossant 1976; Tarkowski &
Wroblewska 1967), azonban képesek beépiilni egy gazda embrid sejtjei kozé, kiméra
embridkat 1étrehozva (Kelly 1977; Piotrowska-Nitsche & Zernicka-Goetz 2005). A kiméra
embriok pedig tovabb fejlédnek (Mintz 1964; Tarkowski 1961).

A két-sejtes allapotban szétvalasztott blasztomerekbOl nem sikeriilt iker egereket
eloallitani (Papaioannou & Ebert 1995; Tsunoda & McLaren 1983). Sem ennek az oka, sem a
fejlodési plaszticitas mogottes mechanizmusa jelenleg nem ismert. Ennek okait azota szamos

kutat6 csoport vizsgélja.

A sikeres embrionalis fejlédéshez olyan blasztocisztara van sziikség, amelybdl mind a
harom sejttipus kifejlédhet: az epiblaszt (EPI), ami a pluripotens sejteket adja (ami a jovobeni
szerveket alakitja ki), a primitiv endoderma (PE) és a trofektoderma (TE). Ezek az
extraembriondlis szovetek nélkiilozhetetlenek az embrid és a méhlepény fejlodéséhez

(Zernicka-Goetz et al. 2009).

A 1(2)-Cell 2(4)-Cell 4(8)-Cell 8(16)-Cell 16(32)-Cell Late Blastocyst
— O T R
“ r’/ ) ‘ ' 6
d p
2-Cell 4-Cell 8-16 Cells 16-32 Cells Early Blastocyst Late Blastocyst
e — - VL
~\h” ™ 7 -
e 2 Yo" V=" Y= &8
\ ‘~.‘.-\ 3 2 o 0 i
First fate decision Second fate decision
== Polarisation TE icm @rPe @cer

Annak ellenére, hogy jelentdsen csokken a sejtszam a felezett embridban, valamint az
ICM néhany sejtjében is apoptozis megy végbe, pontosan ugyanabban az idében torténik a

3. abra: A felezett és a normal embrio fejlédése (Morris et al. 2012)
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fejlédés menete, mint a normal méreti embridnal. A legfontosabb preimplantacios események
a felezett embridban is ugyanazt a fejlddési id6t kovetik, bar érdekes modon néhany fejlodési

atmenet mechanizmusa kiilonb6z6 (Le Douarin & McLaren 1984).

A részletes vizsgalatok azt mutattak, hogy a felezett embriok nagy variabilitast mutattak
az ICM sejtszamban. Meghataroztak a pontos pluripotens sejtszamot (NANOG pozitiv), a PE
(SOX17 pozitiv) és a TE (CDX2 pozitiv) sejteket a preimplantacios fejlodés vége elott. Azt
talaltak, hogy ellentétben a zavartalan fejlédéssel az EPI sejtszam a felezett embridban
drasztikusan megvaltozott, 6sszehasonlitva a normal méretli embrioval. Legalabb négy EPI
sejt sziikséges a megfeleld fejlodéshez, mivel a fejlédés a bedgyazddason tal korrelal az EPI

sejtszammal. Tehat az EPI sejtszam az elsddleges limitalo tényezo a sikeres fejlodéshez.

Ha sikeriilne megnovelni az EPI sejtek szamat az embriokban, el lehetne érni azt, hogy
mindkét "fél" embriobol utdd fejlédjon. Extracelluldris kis molekulas inhibitorok (21i),
megakadalyozzdk a PE képzddését és novelik az EPI sejtszamot. A kezelés eredményeképpen
30%-al né a teljes ICM sejtszam, igy az EPI sejtek szama is jelentdsen megnovekszik (Morris

et al. 2012).

4.3 Kimérak
A kiméra egy képzeletbeli 1ény az Okori mitologiaban, aminek a feje oroszlan, a teste
kecske és a farka egy kigyo. Ma olyan él6lényt vagy sejtet jelent, amely két fajhoz vagy

fajtahoz tartozo egyed szoveteibdl mesterségesen keriil kialakitasra. (http5)

A kimérak a mutans egerek komplex fenotipusanak elemzésében fontos szerepet
toltenek be. Kombindlva embriondlis dssejt technoldgiaval, molekularisan jeldlt mutaciokkal
és érzékeny sejtvonal markerekkel, a kimérak felbecsiilhetetlen értékii betekintést nydjtanak

egérgének hatdsmechanizmusaba.

A kiméra eldallitas az a modern technika, amely tobb szervezetbdl szarmazd
embriondlis eredetli sejteket egyesit egy allatban. Az els6 embriondlis kimérat az 1960-as
években hozta 1étre Kristoph Tarkowski és Beatrice Mintz, akik két nyolc-sejtes embriot
egyesitettek. Az eredmény egy kifejlett egér volt, amelynek szdvetei kiillonbozo eredetli sejtek

keverékébol szarmaztak.

A kiméra eldallitds egy masik modszere, sejtek injektdlasa blasztocisztaba, Richard

Gardnert6l és Ralph Brinstertdl szarmazik. Ok pluripotens embrionalis Gssejteket injektaltak a
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gazda embrioba. Ezek a sejtek minden szdvettipus felé képesek differencialdédni, beleértve az

ivarsejt vonalat is (Robertson 1986).

Oliver Smithies és Mario Capecchi igazoltak, hogy a géneket Petri-csészében is lehet
homolog rekombonicidval modositani, ezzel egy 01j korszakot nyitottak: a célzott mutagenezis
tettek lehetové egerekben. A célzottan modositott gént tartalmazo sejtekbdl, kimérak
eléallitdsaval lehet aztan létre hozni a legkiilonb6zobb genetikai modositasokat tartalmazé

egereket (Doetschman et al. 1988, Thomas & Capecchi 1989).

Az egér blasztociszta beagyazodas eldtt harom sejttipusbol all: az epiblasztbol, a
primitiv endodermabol, amelyek a belsd sejt csomdbol szarmaznak, és a kiilsé rétegbdl, ami a
trofektoderma. Az epiblasztbdl alakul ki a harom csiralemez (mezoderma, ektoderma és
endoderma), amelyek a magzat minden szdvetének Ossejtjeit tartalmazza, illetve a zsigeri
szikholyag ¢és a magzatburok extraembrionalis mezodermaja. A primitiv endodermabol
fejlodik a zsigeri szikhdlyag €s a parietdlis szikhdlyag endodermdja, amelyek egylittesen
képezik a Reichert-membrant, amely magaba foglalja a teljes zigétat. A trofektodermabol

szarmazik a Reichert-membran és a placenta trofektodermaja (4. abra) (Tam & Rossant 2003).

A B c Kimérak eldallithatok
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4. abra: A gasztrulaci6 folyamata: epiblaszt, primitiv endoderma, embrionalis seJtek meg nem

trofektoderma eloszlasa a zigota kiilonbo6z6 szoveteiben ( Tam & Rossent 2003) kotelezddtek el hogy
b

létrehozzak a belsé sejt csomdt vagy a trofektodermat, igy képesek hozzdjarulni minden

sejtvonal kialakuldsadhoz.

Mikor két diploid nyolc-sejtes embriot vagy két diploid embrid blasztomerjeit
aggregaltatjuk egymassal, kimérizmus fordulhat eld az epiblasztban, a primitiv endoderméaban

¢és a trofektodermaban. Ezzel szemben, amikor a diploid blasztociszta ICM-jének sejtjeit
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hasznaljuk kiméra eldallitasra, akkor a bejuttatas a moruldba vagy a blasztocisztaba, illetve az
aggregaltatds diploid nyolc-sejtes embrioval, azt eredményezi, hogy az epiblaszthoz és a

primitiv endodermahoz hozzajarulnak ezek a sejtek, de a trofektodermahoz nem.

Az ES sejtekkel hasonl6 a helyzet, tigy viselkednek, mint az epiblaszt sejtek. Azok csak
az epiblaszt réteghez jarulnak hozza (Beddington & Robertson 1989), de nem vesznek részt a
trofektoderma ¢és a primitiv endoderma kialakitasaban. A trofoblaszt Ossejtek, amelyek
allandod sejtvonalbdl szarmaznak (akar a blasztociszta trofektodermajabol vagy a kora poszt-
implantaciés trofoblasztbol), hozzajarulnak a kiméra trofektoderma szarmazékokhoz a

blasztocisztaba injektalast kovetden (Tanaka et al. 1998).

Bér a tetraploid embridk alkothatnak blasztocisztat, de a poszt-implantacios fejlodésiik
gyenge marad, mert kevés epiblaszt sejttel rendelkeznek és az embridk elpusztulnak a
vemhesség kozepét kovetéen (Kaufman & Webb 1990). Amikor tetraploid embridkat
hasznalnak, hogy diploid sejtekkel kimérat készitsenek, a tetraploid sejtek ritkan magéhoz az
embridhoz (amibél az epiblaszt szarmazik), de inkabb a primitiv endodermahoz és a

trofektodermahoz jarulnak hozza (Tarkowski et al., 1987).

Ha diploid ES sejteket és tetraploid gazda embriot hasznalunk kiméra készitésre, az azt
eredményezi, hogy kizardlag ES sejt eredetli magzatbdl és extraembrionalis mezodermabol
¢épiil fel, de tartalmaz tetraploid trofektoderma és primitiv endoderma szarmazékot. Az ES
sejt-tetraploid kimérakat mar széles korben hasznaljak. Tetraploid komplementacios
vizsgalattal tesztelik a megvaltozott gén funkcidkat, a sejtvonal potencilt és a funkcionalis

kolcsonhatast az embrio és az extraembrionalis szovetek kozott (Tam & Rossant 2003).
4.3.1 ES sejt- diploid embrio kimérak

4.3.1.1 Embrionalis 6ssejtek (ESC)

Az embridban talalhato pluripotens sejtpopulaciobol szdrmaznak az embrionalis Ossejt-
vonalak (ES). Fontos jellemzdje az embriondlis Ossejteknek, hogy megfeleld tenyésztési
korilmények kozott folyamatosan osztodnak, ¢és az osztdodasuk soran is megtartjak
pluripotenciajukat, 6nmegujuld képességiiket. Masik sajatos tulajdonsaguk az, hogy a sejtek
differencidlodni kezdenek, ha az optimalis tenyésztési feltételek megvaltoznak, és a

legkiilonb6zobb specializalddott sejttipusok képzddnek beldliik (Bdsze & Gocza 2005).

Az ES sejteket széles korben hasznaljak genetikailag modositott allatok l1étrehozasara

(Ohta et al. 2008). Az ES sejtekkel, kiméra egereket lehet létrehozni, amelyek minden
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szovetében megtalalhatok lesznek az ES sejtek utddsejtjei, még az ivarsejtek kozott is, igy az
ES sejteken végzett genetikai modositasok az ivarsejteken keresztiil az utod nemzedékekbe is
atadodhatnak. Genetikailag modositott, transzgénikus ES sejtek segitségével lehetségessé valt
szamos, az Onmegujuldsban, sejt-sejt kolcsonhatasban, sejt-elkotelezOdésben ¢és a

differencialodasban szerepet jatsz6 gén mikodésének megértése (Bosze & Gocza 2005).

1981-ben az elsd sikeres egér embrionalis sejt vonal (MESC) ICM-bdl szarmazott.
Kezdetben az mESC szarmaztatdsa lehetséges volt 129SV  egértorzsbdl optimalizalt
tenyésztési koriilmények kozott, mig kevésbé volt hatékony mas egér torzsek esetében. Kis
molekuldkat hasznéalva, amelyek a pluripotencia kialakitdsaban szerepet jatszo jelatviteli utak
bizonyos molekuldinak gétldsdban vesznek részt, lehetdvé valt mES sejtvonalak létrehozasa

mas egértorzsekbdl is.

Az embrionalis Ossejt tenyészetek esetében kis molekuldkat lehet hasznalni a
kulcsfontossagli jelatvitel valtoztatasahoz, hogy eldsegitse az Onmegujulast és gatolja a
differencialodast. Egerekben az FGF/MEK/Erk és a GSK3b jelatviteli utak kis molekulas
gatlasa a preimplantacios fejlédés soran elnyomja a hipoblaszt képzddést és ez tobb

pluripotens sejtet eredményez a bels6 sejt csomoban (Van der Jeught et al. 2012).

Az embriondlis dssejtekbe torténd célzott génbevitelt mar széles kdrben haszndljak, arra,
hogy tanulmanyozzak az embrionalis fejlédésben szerepet jatszo fehérjék szerepét (Duncan

2005).

4.3.2 Kiméra ES sejtekkel és diploid embriéval

Az ES sejtek képesek termékeny ivarsejtekké is alakulni. Ez a tulajdonsaguk uj
lehetdségeket nyitott meg az egér molekularis genetikdban. A genetikai modositdsok az ES
sejt eredetli ivarsejtekkel, az utdéd nemzedékbe is atjutnak. A transzgént atorokitik az utod

nemzedékre is (Gossler et al. 1986).

Jelenleg a legaltalanosabb eszkdéz a mutans fenotipus tanulméanyozéasara az ES sejt-
embrio kiméra, amelyeket gy hoztak létre, hogy vad tipusu Ossejteket jutattak mutans
embriokba, vagy forditva. Mindkét esetben, az epiblaszt szarmazékok (maga a kifejlett egér is)
a vad tipusu és a mutans sejtek keveréke lett. Azonban az ES sejt nem tud hozzéjarulni a
primitiv endodermahoz vagy a trofektodermahoz, igy az extraembrionalis primitiv endoderma

és trofektoderma el fog térni a felhasznalt embrid és az ES sejtek genotipusatol.
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Az ES sejt-embri6 kimérak hasznalhatoak genetikai muticiok embrionalis és
extraembriondlis hatasainak megkiilonboztetésére, valamit a mutaciok vonal specifikus

hat4sainak meghatarozasara az embridban.

Ha homozigéta mutans dssejteket hasznalunk, az extra-embrionalis szovetek nem fogjak
tartalmazni a mutéaciot, minden kiméra felhasznalhatdo a kisérletekben, nem lesz sziikség
genotipizaldsra. Azonban ha vad tipusi ES sejteket hasznalunk mutdns embriokkal, az
extraembriondlis szovetek, valamit az embrid néhdny szdvete tartalmazhat mutaciot. A
mutans hatas értelmezése a kiméra fejlddésében annak az embridnak a genotipusanak

ismeretét igényli, amibe ES sejteket jutattak be (Tam & Rossant 2003).

4.3.3 Mutans és vad tipusu diploid embrié kiméra

Ezt a kiméra tipust ugy hozzak 1étre, hogy mutans és vad tipusi nyolc-sejtes embridt
aggregaltatnak. Minden szdvet mozaikos lesz, a mutans sejtek képesek barmilyen szdovetet
létrehozni. A mutans sejtek kizarasat az adott sejtb6l vagy szovetbdl, illetve azok abnormalis
differencialodasat egy adott szOvetben a mutacio altali sejt-autonom hibak okozzak. A f6
hatranya ennek a technikdnak az, hogy nehéz azonositani informativ kimérakat. A
heterozigota keresztezésbdl szarmazo kiméra embridknak csak 25 %-a lesz majd homozigdta

mutans (Hart et al. 2002).

4.3.4 Tetraploid kimérak

Egy ES sejt-tetraploid kiméraban az ES sejtek elsOsorban az epiblaszt eredetii
szovetekhez jarulnak hozza, mivel a tetraploid embrio sejtjei foleg az extraembrionalis
primitiv endoderma és a trofektoderma sejtjeit hozzak létre. Az ES eredetli és a tetraploid
sejtek csaknem teljes szegregacidja egy hatékony eszkézt ad a mutdcid hatdsanak

feltérképezésére az embriondlis €s az extraembrionalis szovetek kozotti sszehasonlitasban.

Ezen tGlmenden, mivel a magzatot tulajdonképpen kizardlag ES sejtek alkotjak, a
kimérdk ezen tipusdban nagy szamu ES sejt genotipusi embridt lehet létrehozni, igy
megkeriilve a hosszadalmas mutans egér tenyésztéses modszert. Végiil az ES-tetraploid
kiméra technika alkalmazésa egy gyors eszkozt jelenthet a gének miikddésének elemzéséhez.

Tetraploid egér embrid két-sejtes allapoti preimplanticiés embrid blasztomerjeinek
normdl osztodast, és az ezt kdvetden két-sejtes allapotba jutott embrid sejtmagja duplan

tartalmazza a diploid DNS tartalmat, tehat tetraploid lesz. A tetraploid embrié rendszerint
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normal koriilmények kozott eljut a blasztociszta allapotig, bar jelentésen csokken a sejtek
szdma (Tam & Rossant 2003). A TE és az ICM sejtszama is lecsokken a tetraploid
embriokban. A kimérak létrehozasanal nem egy tetraploid embridt hasznalnak, hanem kett6t,
néha harmat is. A kimérdk ES sejt csomok €s zoéna pellucida mentes tetraploid embriok
et al. 2008). Késébb a kimérakat beiiltethetik ndstény egerekbe, ahol ezek az embriok képesek
tovabbfejlddni, mivel a tetraploid trofektoderma sejtekbdl képzddo trofoblaszt funkcionalisan

megfelel a diploid sejtekbél képz6d6 trofoblaszt sejteknek.

A hagyomanyos megkozelités a gének funkciojanak értékelésére a mutanst embriok €s
kifejlett egerek fenotipusdnak elemzése. A kiméra elemzés egyszeri kisérleti megkozelitést

kinal a fenotipus értékelésére (Tam & Rossant 2003).

Aggregéltatva négy-sejtes embridbol szarmazd blasztomert egy befogadd embridval, a
megsziiletett allatok kizarolag a négy-sejtes embridobdl szarmazo blasztomertdl szarmaztak. A
kiméra egerekben, a diploid és tetraploid sejtek egyiittesen vannak. A tetraploidok (4n)
hozzéjarulnak az egészséges magzathoz, de a 4n sejtek elsdsorban az extra-embrionalis
szovetekre korlatozodnak. Tetraploid sejteket a legtobb kiméraban csak a méhlepény
trofektodermdjdban, valamint a magzatburok endoderma rétegében taldltak (Nagy et al. 2003).
Ennek fényében késdbb négy-és nyolc-sejtes embridobdl szarmazo egyediilallo blasztomereket
aggregaltattak tetraploid embridval, ami egészséges egereket eredményezett (Carstea et al.
2007).

A diploid-tetraploid embrio aggregacios kimérakat tipikusan fenotipusos elemzésre
hasznaljadk, mint példaul olyan esetekben, amikor indukélt muticio hatdsat szeretnék

megvizsgalni (Tam & Rossant 2003).

4.35 Ilker kimérak

A bioldgusok ¢és a pszichologusok szdmara az iker vizsgalatok nagyon fontosak, hogy
feltarjak a betegségek hatterét, €s megértsék benne a genetika szerepét, valamint a kdrnyezeti

faktorokat, amelyek meghatarozzak a fenotipust (Wongl et al. 2005).

Az iker-alapt epigenetikai 6roklddés hipotézisét Gartner és tarsai tobb mint 30 évvel
ezel6tt tesztelték (Gartner & Baunack 1981). Az identikus ikrek 1étrehozéasara elvben tobb
modszer is alkalmazhato, ide tartozik a kldénozas, az embrio darabolasa blasztomerenként

valamint a kimérak 1étrehozésa is (Bodd & Dinnyés 2005).
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Az elsé klonozasi kisérletek a 19. szazadra tehetdek. 1891-ben Hans Driesch
szétvalasztotta a tengeri siin két-sejtes embrid blasztomerjeit. A sejtek elkezdtek ndvekedni,
¢és két onallo tengeri siin alakult ki beldliik (Driesch 1891). Hans Spemann 11 évvel kés6bb
megismételte a kisérletet egy gerinces fajjal (szalamandra), és hasonld eredményt ért el
(Spemann 1902). Azonban az, hogy nem allt a rendelkezésre hatékonyan alkalmazhat6 eszkoz,
valamint az emlds petesejtek és embriok meghatdrozott hdmérsékletet és koriilményeket
igényelnek a preimplantacio elott (Bavister 2002), akadalyozta az eljaras alkalmazhatosagat
majdnem 80 évig (Vajta & Gjerris 2006). Az embriok preimplantacids stadiumban rendkiviili
regeneracios képességgel rendelkeznek. Egészséges magzat fejlddhet az embrid felébdl vagy
akér a negyed rész¢ébdl is. Ez alapjan alkalmazhaté az embriddarabolds modszere is. Az igy
1étrehozott identikus ikrek mar klonnak tekinthetdk, mivel genetikailag teljesen azonos
egyedek (Bodd & Dinnyés 2005).

Azonban a kezdeti lelkesedést kovetden rajottek, hogy az eljards nem lesz olyan
hatékony, mint gondoltak. A technikai nehézségek és a veszélyeztetett terhességek magas
aranya miatt az eljaras nem volt teljes mértékben megfelel6. Még ha a technikai nehézségeket
megoldottak is, valamint a terhességi arany javult, akkor is megmarad az a probléma, hogy az
embridkat csak egyszer vagy kétszer lehet feldarabolni, és igy mesterségesen csak kett vagy

négy genetikailag azonos utdd hozhato 1étre (Vajta & Gjerris 2006).

Bar az eml6sok aszexualis reprodukcioja a természetben nem fordul eld, az emldsoknél
genetikailag azonos egyedek, egypetéjii ikrek el6fordulhatnak. Ezek azonban nem
tekinthetdek klonnak, mivel nem ivartalan szaporodds eredményei, valamint 6k megosztjak
genetikai anyagukat (a mesterségesen eldallitott klonok csak a mag DNS osztjdk meg, a

mitokondrialis DNS kiilonbozik).

Az elsé sikeres sejtmag atiiltetéshez emldsoknél embriobdl szarmazd sejteket,
blasztomereket hasznaltak donorként. Ekkor sejtmagjatdl megfosztott zigotaba jutattdk be a
korai embrionalis sejteket. KésObb a zigdta helyett petesejtet hasznaltak, ami jelentds attorést

jelentett, és megsziilethetett az els6 klonozott emldsallat (Vajta & Gjerris 2006).

Tobb lehetdség is van a klonozasra, ezek koziil a legigéretesebb a sejtmag-atiiltetés, de
ezen kivill lehetséges a sejtkultirakbol szdrmazd sejtekbdl vald klonozés is. A klonozas
tekintetében a kezdeti eredmények nem voltak biztatdak, de aztan juhban és szarvasmarhaban

jelentds sikereket értek el (Bodo & Dinnyés 2005).
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Az egér két-sejtes embridjanak egy sejtje képes felnott egérré fejlodni. Tarkowski
tanulmanyabol kideriilt, hogy két-sejtes embriobol izolalt egyediili blasztomer képes életképes
allattd fejlodni, ha tetraploid embrioval aggregaltatjuk. Mas kutatd csoportnak is sikeriilt
identikus iker allatokat lIétrehozniuk (Carstea et al. 2007). Tovabba arrdl is beszamoltak, hogy
nem csak nyolc, hanem tizenhat-sejtes embrid egy blasztomerjét aggregaltatva tetraploid

embrioval szintén lehetséges az ikrek 1étrehozasa (Tarkowski et al. 2005).

Az egypetéjii ikreknek azonos kromoszodmalis DNS szekvencidjuk van, kivéve a nagyon

kis hibakat a replikaciot kovetden a négy- €s nyolcsejtes zigota allapotban (Wongl et al. 2005).

Ellentétben a sejtmag atiiltetéses klonozassal, ahol mitokondrialis (MT) heterogenitas
mutathatd ki a klonozott allatokban, a tetraploid kiméra embrid eldallitdsi technika
segitségével (Nagy et. al, 1990) létrehozott iker egerek mind mitokondrialis, mind pedig a
sejtmagi DNS tekintetében azonosak lesznek egymassal. Az MT DNS szamos fontos
szabalyoz6 elemet tartalmaz, és fontos az MT DNS és a genomi DNS 0&sszehangolt
egylttmiikodése is, igy a klonozott embriok esetében kapott MT heterogenitds rendellenes
fejlodést eredményezhet. Ez a probléma az tetraploid komplementacios technologiaval

létrehozott iker egerek esetében nem all fenn (Carstea 2007).

Képesek voltak létrehozni egykéket, ikreket vagy akar tripleteket is, tizenhat-sejtes
embrié egyetlen kiilsd és belsd sejtjeibol, valamint nagy ritkan harminckét-sejtes embriod
egyetlen sejtjébdl kiindulva, tetraploid embridval aggregaltatva. Habar modszertanilag nehéz
bizonyitani, hogy minden belsé és kiilsé sejt pluripotens, tetraploid komplementacios
technikat alkalmazva egyértelmii valaszt kaptak erre. Sikeriilt igazolni, hogy a donor
blasztomerek utéd sejtjei mind a harom fejlédési iranyban megtaldlhatoak, azaz az

epiblasztban, a primitiv endodermaban és a trofektodermaban (Tarkowszki et al. 2010).

Az identikus ikrek létrehozasanak egyik jelentésége, hogy nagy értékli genotipusok
gyors elszaporitasa valik lehetdvé ezaltal (Bodo & Dinnyés 2005).

4.4 Transzkripcios faktorok

A transzkripcios faktorok (TF) szabalyozé elemek, amelyek szekvencia specifikus
DNS-koté faktorok. A genetikai informdci6 DNS-r6l mRNS-re torténd atirodasat
szabalyozzak. Funkciojukat tekintve lehetnek aktivatorok (=gének expresszidjat serkentik)
vagy represszorok (=gatoljak a gén expressziot) azaltal, hogy befolyasoljdk az RNS polimeraz

traszkripciot inicidléo komplexhez valo kotodését.
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4.4.1 TranszKkripcios faktorok az egér embriéban

A belsd sejt csomodban olyan transzkripcios faktorok expresszalodnak, mint az OCT4,
SOX2 ¢és NANOG, mig a trofektodermaban egy masik transzkripcidos faktor a CDX2

expresszalodik.

Az egerek esetén a korai fejlédés molekularis mechanizmusa jol ismert. Ebben OCT4 a
CDX2, NANOG ¢s a GATAG transzkripcids faktorok jatszanak kulcsfontossagl szerepet. Bar
az OCT4 és CDX2 kolesondsen gatoljak egymas expresszidjat, mindkét transzkripcids faktor

detektalhatd a nyolc-sejtes embrio nukleuszaban.

Miclétt a PE kialakul, annak prekurzoraiban detektalhato a NANOG és a GATAG
expresszio, majd a NANOG pozitiv sejtek lesznek az epiblaszt, a GATAG6 pozitiv sejtek pedig
a PE sejtek. Ugy tartjak, hogy ezen prekurzorok mozaikos eloszlasa fiigg a GRB2-RAS-MAP
kinaz jelatviteltdl, ami a GRB2 inaktivalodasat eredményezi. Ez a NANOG expresszidjanak
megndvekedéséhez vezet az ICM minden sejtjében, valamint a GATAG6 expresszidjanak

elvesztéséhez.

Embrionalis Ossejtek, amelyekben a GATA6 vagy egy kozeli csaladtag a GATA4
expresszalodik PE sejtekké fejlddnek, mig ES sejtek, amelyekben gatolt a GATAG6 és a
GATA4, nem fejlédnek zsigeri endodermava (in vitro differencialtatasi kisérletekben, vagyis

embrionalis sejt kulturakban).

Egér embriokban, amelyekbdl hianyzik a NANOG, fejlédik PE és TE, de nem alkotnak
epiblasztot, valamint a NANOG expresszio megsziinése az ES sejtekben az extraembrionalis
endoderma sejtek pusztulasihoz vezet. A ragesalok epiblasztjanak kialakulasat két
szegregacios esemény hatarozza meg, melyeket az OCT4 és a NANOG expresszio Szintje
befolyasol. Mig a CDX2 expresszidja meghatarozza a trofektodermat, a GATAG expresszidja
a primitiv endodermat (Nakai-Futatsugi & Niwa 2013).

4.5 Inhibitorok hatasa

A kiilonb6z6 inhibitorok a transzkripcios faktorokra hatnak, gatoljak azok mitkodését az
egér embrio sejtjeiben. Két specifikus inhibitor PD0325901 és CHIR99021 (méas néven 2i)
lehetové tette, hogy patkdny embridkbdl is 1étre lehessen hozni olyan embrionalis Ossejt

vonalat, amibdl ivarsejt kimérak is eléallithatoak voltak.

PD0325901 hat a fibroblaszt novekedési faktor (FGF) jelatviteli ttra, célzottan a

mitogén-aktivalt protein kinaz / extracellularis szignal-regulalt kinazra (MAPK / ERK kinaz
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vagy MEK), melyek blokkoljak a differencialodast. CHIR99021 gatolja a glikogén szintaz
kinazt (GSK3Db), ezaltal aktivalja a Wnt jelatviteli Gitvonalat, amely fontos szerepet jatszik az

onmegujulasban.

Egyéb kis molekulakrol is kimutattadk, hogy elOsegitik az embrionalis Ossejtek
megujulast. Példaul 3 inhibitor kombinacidja elGsegitette az ES vonalat C57BI/6N egér
torzsbol szarmazd embriokbol is. Megallapitottak, hogy a LIF, a PD98059 ¢s a BIO

Otszorosére noveli az mESC vonalak alapitasi hatékonysagat.

Vannak hasonlé kis molekulak, melyek megvaltoztatjdk a sejtek sorsat a
preimplantacios fejlédés soran. In vitro egér embriok tenyésztése 2i-ben befolyasolja az egér
embriok ICM-jét, amelynek kovetkeztében minden sejt NANOG pozitiv és GATA4 negativ

lesz, vagyis gatolja a hipoblaszt képzddés. Yamanaka munkaja is alatamasztja azt, hogy az

crer

crer

Azt is leirtdk, hogy az EPI sejtek szama az elsddleges, egyben limitalo tényezd a sikeres
embrionalis fejlédéshez. Az extracellularis kis molekulas inhibitorok (2i) megakadalyozzak a
PE képzddését és novelik az EPI sejtszamot, aminek segitségével a jovoben elképzelhetd lehet

iker egerek eldallitasa (Morris et al. 2012).
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5. Modszerek

5.1 Donor embrio genotipus hatasanak vizsgalata

5.1.1 Felhasznalt egértorzsek

A kisérleteink soran kiilonféle egértorzsekkel dolgoztunk az Allatbiotechnologiai
Intézetnél. Ezek a CD1, C57B1/6, C57BI/6 albino, EGFP/CD1 voltak, amelyek a
legaltalanosabban hasznalt torzsek az embrioldgiai kutatdsoknal. Az embridk kezelése mind a

négy egértdrzsnél ugyan ugy tortént.

Az embridk kinyerése soran szuperovulaltatott egereket haszndltunk. A ndstény allatok
tiiszOérésének mesterséges serkentésével lehet nagyszamu petesejtet nyerni, melyhez
hormonkezelést kellett alkalmazni. Az egészséges és megfeleld életkoru (8-10 hetes) ndstény
egyedek kivalasztasa utan, PMSG (vemhes-kanca szérum gonadotropin) hormonnal kezelve
tobbszords tiiszoérés kovetkezik be. Az injekciot kovetd masodik napon a tliszok repedését
hCG (human korion gonadotropin) hormonnal indukaljuk. Az ovulalt petesejtek a
petevezetébdl moshatok ki. A ndstényeket a hCG injekciot kovetéen paroztattuk. A
parosodast ellendriztiik a kovetkezd nap déleldtt a hiivelyben, a Cowper-mirigy valadékanak

megjelenésével (plug vagy hiivelydugé képzodés).

5.1.2 Eszkozok

e Sztereo mikroszkop(ok)

e Inkubator (37°C, 5%C02)

e Sejt fuzids eszkdz CF-150B 250pm-es réstavolsdgu platina elektrodakat tartalmazo
kamraval, aggregacios tii DN-09

e Steril Petri-csészék (35, 60, 100mm), tenyészt6 edények.

e Steril Iml-es fecskendd, tikk. Az 0blit tiit ki kell 6bliteni 70%-o0s etanollal hasznalat
eldtt és utan.

e Bunsen vagy alkoholos ég6 az embrid-manipulacids pipettak htizasdhoz.

e Embrio-manipulécids pipettak: Lang folott kézzel késziilt és tort Pasteur pipettak, az
embrid manipulacidhoz, amelyeknél a kapillaris &tmérdje valamivel nagyobb, mint az
embrioké. Fontos volt, hogy leégessiik a pipetta hegyét, mert konnyen kart okozhat a
zona mentes embridokban. Embrio-manipuldcids pipettdk csatlakoznak egy latex

csovon keresztiil egy szivo fuvokahoz. Ilyen szajjal irdnyithaté pipetta hasznalhato
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minden embrié manipulécidhoz és embrid visszajutatashoz. Ujjal irdnyithatd pipettat
IS hasznalnak az embrié manipulacidhoz.
e Sebészeti eszkozok; éles, finom, hegyes ollok, finom csipeszek, egyenes vagy hajlitott

fogazott csipesz, sebkapcsok.

5.1.3 Két-sejtes embriok begyiijtése

Az Kkisérletekhez valamint a tetraploid embriokhoz kétsejtes allapotban 1évé embridkat
gyljtottiink az egerek petevezetdjébdl. A kétsejtes embridok begylijtése a megtermékenyitést

kdvetd 2. napon tortént.

Mielétt kivagtuk a vemhes ndstények petevezetdjét, eld kellett késziteni az eszkdzoket
¢s anyagokat, amelyeket hasznalni akartunk. Az M2 médiumot szobahdmérsékletre tettiik, eld
készitettiink tenyészt6 edényeket a KSOM-AA médiumnak, valamint az olajnak, majd embrio
manipulacids pipettat huztunk (kapillaris pipetta).

A vemhes nésténybdl kivagtuk a petevezetot, majd M2 cseppekbe helyeztiik 6ket. Az
embri6 donorok cervikdlis diszlokacidjat kovetden az embridk tenyésztd edénybe
helyezésének a lehetd legkevesebb id6 alatt meg kell torténnie, igy mi is erre torekedtiink a
munkank soran (idedlisan ne legyen tobb mint 20-30 perc). Ez kiilondsen fontos a kétsejtes
embrioknal mivel azok érzékenyebbek, mint a morula allapotd embriok. Nem szabad tobb

donor néstényt boncolni, mint amennyit kezelni tudunk 20, maximum 30 perc alatt (kb.6-8

egér).

A petevezetdk kivagasa utan, egy petevezetdt egy kis csepp M2 médiumba helyeztem.
A boncold mikroszkop alatt az 6blité tiit, amelyhez 1ml-es M2-vel toltott fecskendd volt
kapcsolva, a petevezet6 tolesér alaku nyilasaba (infundulumba) helyeztem, majd 6vatosan
betoltam az 6blito tiit, és egy csipeszt hasznalva a megfelelé pozicidban tartottam azt. Az M2-

médiumot a petevezet6be juttattam, ezaltal a petevezetd duzzadasa volt megfigyelhetd.

Ezt folytattam a maradék petevezetével, amiket az embrid kimosas idejére M2

médiumban tartottam.

Osszegytijtottem az embriokat huzott manipulaciés pipettdval, majd néhany tiszta

médium cseppen keresztiil mostam azokat, hogy megszabaduljanak az 6sszes tormeléktol.

Az embridkat néhany KSOM-AA médium cseppen keresztiil mostam, végiil a tenyészto

cseppekbe tettem, és az inkubatorba helyeztem azokat.
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5.1.4 Nyolc-sejtes embrié begyiijtése

csak

Hasonldan tortént a nyolc-sejtes embriok begylijtése, mint a kétsejtes embrié mosasa,

ebben az esetben, az egérbdl a petevezetdvel egylitt a méhet is kivagtuk, mert

eléfordulhat, hogy az embrio, a fejlédés soran mar lejutott a méhbe.

Ebben az esetben el6szor a méhet mostam at, majd a méh eltavolitasa utan kiilon a

petevezetot is atmostam.

5.1.5 Tetraploid embriok létrehozasa

5.1.5.1 Eszkozok és reagensek

Boncol6 mikroszkdop(ok)

0.3 M mannitol

Impulzus generator (Sejt fuzios eszkdz CF-150B) és 250 um elektroda kamra
M2 médium

KSOM és embrio altal kiprobalt dsvanyi olaj, 35mm szdvet tenyészetd edényekben,

inkubétor (5% COj, 37°C-on).

Modszer

1.

Be kellett allitani az impulzus generatort a megfeleld egyenaram ¢és valtdaram
fesziiltségre és a megfeleld impulzus idétartamra. Az aktudlis paraméterek eltérdek
lehetnek, és fliggnek a donor embriok genotipusatol, igy ezeket meg kellett hatarozni a
kezd6/proba kisérletben. A cél elérni az embriok 90%-anak lizis nélkiili fuziojat.
Egyenaramt pulzus alkalmazasaval lehet elérni, hogy a blasztoméra sikjaval
parhuzamosak legyenek az elektrodak. Az allithaté 1 MHz valtéaram tartoméany
lehet6vé teszi az embridk csoportjanak megfeleld elrendezését az oldatban a tal nagy
valtoaram lizist okozhat. Az alap protokoll alapjan az ICR embriok fuzionaltatasat 250
um-es kamrakban végeztiik és 1-2 egyenaram impulzust hasznaltunk 30 V-on és 40
mikro szekundum alatt, valamint 1-2 V valtéaramot az eligazitashoz.

Egy elektroda kamrat tartalmazo 100mm-es Petri-csészét kellett tenni egy sztereo
mikroszkop ala, és a kabeleket a pulzus generatorhoz kellett csatlakoztatni.

Két csepp M2 médiumot és egy csepp mannitol oldatot kellett rakni az edénybe korbe

az elektroda kamran, ezeket a cseppeket kellett hasznéalni az embridk lemosasahoz. Ha

ugyanazt a mikroszkopot hasznaljuk a mosasra és a fuzidra is, ajanlott, hogy
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megakadalyozzuk, hogy az elektroda kamra elmozduljon az edényben. Mannitol
cseppet tettiink az elektréda kamréara.

4. 25-30 kétsejtes embriot atmostunk mannitol cseppben gyors le és {6l pipettazassal. Az
embriokat mannitol cseppben helyeztik az elektroda kozé, ekkor az embridk
tobbségének iranya helyesen volt. Azokat az embridkat, amelyek nem voltak
megfeleld orientacidban megfeleld pozicidba mozgattuk a valtd dram segitségével.

5. Amikor az 6sszes embri6 megfeleld helyzetben volt, meg kellett nyomni a gombot a
fzi6s impulzus alkalmazaséhoz.

6. Attettiik az embriokat az M2 cseppbe.

7. Mostuk az embriokat KSOM cseppeken keresztiil, majd athelyeztik ket KSOM
mikro-cseppes tenyésztéedényben a médiumba, olaj ala és betettilk a termosztatba
(37°C, 5%CO0).

8. Nagyon fontos volt, hogy a fuzionalt embridkat uj cseppbe helyezziik. Mivel az
embriok kozel vannak a masodik mitotikus osztédashoz, a sikeresen fuzionalt és
osztodott tetraploid embridok Osszetéveszthetok nem fazionalt diploid kétsejtes
embridkkal. Néha az egyik blasztomer lizalhat fuzié kézben, ezeket az embriokat nem
hasznaljuk fel a tovabbi kisérletekben.

9. Optimalis korilmények kozott az ICR embriok 80%-a flzional az alkalmazott
impulzust koveté 10-30 percben. A fuzionalt embridkat egy éjszakan at tovabb

tenyésztettiik a kisérlet folytatdsat megel6zden.

5.1.6 Preimplantacios embrio tenyészté médium és reagensek

Az M2 és KSOM médiumot nem szabad tovabb hasznalni, mint 2 hét. A médiumot
készen is meg lehet venni, de eldallithatd frissen is a protokollban leirt torzsoldatokat
felhasznalva. A viz minGsége nagyon fontos! Egy rendszeresen karbantartott Milli-Q
szlirdrendszeren atsziirt viznek kell lennie. A kereskedelemben elérhetd ultra tiszta viz
(embridtenyésztésre alkalmas = embrid viz) iS hasznalhato alternativ megoldasként.
Eldobhatoé milanyag eszkozt vagy tiszta, liveg eszkozt hasznalunk. Az {iveg eszk6zoket soha
nem szabad szerves oldoszerekkel vagy savas, lugos tisztitd szerekkel mosogatni. A
kisérletekben felhasznalt vegyszernek a legjobb mindségiieknek kell lennie (embrio- vagy

sejttenyésztésben teszteltnek).

Az embriokat Szervtenyésztd edényben tenyésztettik (rovid tdvon) vagy tenyésztd
médium mikro-cseppjeiben embrio altal bevizsgalt dsvanyi olajjal fedve. A zigdotak tobbsége
blasztociszta stadiumig is képes fejlddni megfeleld tenyésztési koriilmények kozott. Az
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embriok nem tolerdljak a pH és a homérsékletvaltozast. A donor embriok feldolgozésa és az
embriok tenyészté edénybe helyezése kozotti minimalis id6 hozzajarul a sikeres

embridtenyészetéshez.

Az M2 egy HEPES-pufferelt médium, ezt hasznaltuk embridgylijtéshez és mas
manipulaciokhoz termosztaton kiviil. M2 torzsoldatokat 4 °C-on taroltuk. A felhasznalas el6tt
szobahdmérsékletlire melegitettiik azt. Az embridk nem tarthatdéak hosszabb ideig M2-ben ¢és
jol le kell obliteni ekvilibralt tenyésztd médium cseppen keresztiil az inkubatorba helyezés
elott. Hagyomanyosan M2 médiumot hasznaltunk az embri6 manipuladciéhoz az inkubatoron
kiviil, azonban az M2 helyettesitésére hasznalhato mas HEPES-pufferelt sejttenyésztd
médium is.

KSOM egy natrium-hidrogén-karbonat-pufferelt —médium, ezt  hasznaltuk
embriotenyésztéshez. A KSOM médium esszencidlis és nem esszencidlis aminosavakkal valo
kiegészitésével kapcsolatban kimutattak, hogy javit az embrio in vitro fejlédésén. A KSOM-
AA torzsoldatot 4 °C-on kell tarolni. Idedlis frissen késziteni a médiumot. A legfontosabb
tenyészté médiumoknak gaz-ekvilibraltnak kellett lenniiik. Embrio-vizsgalt asvanyi olajt

kellett hasznalni, a tenyésztomédiumbol készitett mikro-cseppek beboritasahoz.
5.1.7 Aggregacio

5.1.7.1 Az aggregaciot el6készité lemez

e KSOM-AA médiummal toltott fecskenddvel mikro-cseppeket helyeztiink (~3mm
atmérdjii vagy 10-15ul) egy edénybe. Mi altaldban 4 cseppet helyeztiink az edény
kozepére. Ezutan azonnal fedtilk a cseppeket ,,embrio-tesztelt” asvanyi olajjal, és
inkubatorba helyeztiik. Elokészittettiik a Petri-csészét az aggregaciot megeldzoen.

e Az aggregaciés tiit 70%-0s etanollal kellett mosni. A tiit a milanyagba nyomva,
korkoros mozdulatokkal kis mélyedést kellett késziteni. A cél az volt, hogy
létrehozzunk egy olyan mélyedést, ami elég mély ahhoz, hogy az aggregaltatni kivant
embriok ne tsszanak ki a mélyedésb6l még akkor sem, ha mozog a Petri-csésze az
inkubatorban. A mélyedéseket ugy kellett kdrbe tenni, hogy nagyjabol féluton a csepp
kozepe és csepp széle kozott legyenek, igy ebben az esetben a levegd buborékoktol az
embriok lathatéak maradtak. Erdemes 4-5 mélyedést késziteni cseppenként.

e Az aggregacios Petri-csészét az inkubatorban tartottuk, amig sziikséges volt.
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5.1.7.2 Zona eltavolitas

Annak érdekében, hogy a két embriot Ossze tudjuk tenni aggregaltatni, el kellett
tavolitanunk az embriokat koriilvevé zona pellucidat. Acid Tyrod’s savas oldatot hasznaltunk,
hogy eltavolitsuk a glikoprotein membrant. Fontos volt, hogy az atvitelnél minimalis oldat
mennyiség legyen a cseppek kozott, és tobbszor atmossuk. Igy csak 5-10 embriot kezeltiink
egy alkalommal.

e Néhany M2 médium és Acid Tyrod’s cseppet helyeztiink 100 mm-es Petri-csészébe.
Hogy elkeriiljiik a mianyaghoz tapadast, a szovettenyészto lemez fedelét hasznaltuk.

e Felszedtiink 20-50 embriot minimalis médium mennyiséggel, és atmostuk Oket egy
savas cseppen keresztiil. Az embriokat ezutan egy friss savas cseppbe jutattuk. Az
embridkat pipettazassal mostuk, és figyeltiik a zona feloldodasat. Fontos volt, hogy
leégessiik a pipetta hegyét, mivel a zona-mentes embridk konnyen megsériilhetnek az
¢les végetol.

e Amint a zéna pellucida eltlint, a zona-mentes embridkat minimalis mennyiségli savval
M2 médium cseppbe jutattuk. Atéblitettiik az embridkat néhany csepp M2-n keresztiil.

e [Ezt a folyamatot csinaltuk végig a tobbi embrioval is.

e Majd az embridkat néhany csepp ekvilibral KSMO-AA-n keresztiil mostuk; végiil

athelyeztiik ket egyesével aggregacios Petri-csészébe.

5.1.7.3 Aggregitum osszeallitasa

Az aggregiltatas a zOna eltavolitasa utan az altalunk készitett mélyedésekben tortént.
Miutan a nyolc-sejtes embriordl eltavolitottuk a zéna pellucidat, egy kiilonleges kapillaris
pipettaval blasztomerekre bontottuk, majd egy, kettd, vagy harom blasztomert helyeztiink a
mélyedésbe. Ezt kdvetden melléjiik helyeztiink egy korabban elkészitett tetraploid embriot,

majd inkubétorba helyeztiink ket 24 orara.

5.1.8 Embrié transzfer

Az aggregaciot kovetd napon, leellendriztiik, hogy az embridk 0Osszedlltak és a
megfeleld fejlodést kovették. Ha minden megfeleléen tortént, az embridk visszaiiltethetok
voltak alvemhes néstényekbe. A transzfer soran mind a két méhszarvba iiltettiink, mert az
egerekben normal koriilmények kozott mind a két méhszarvba fejlodik magzat. SegitOként
ugynevezett ,,helper’embriokat is alkalmaztunk, hogy elérjiik az optimalis embrié szamot,

ami a beagyazodott embridk tovabbfejlédéséhez sziikséges.
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5.2 Inhibitoros kisérletek

5.2.1 A Kkisérlet menete

A vizsgalatok soran kétféle egértorzzsel dolgoztunk, ezek a CD1 és a C57BI/6 voltak.
Az embriokat két-sejtes allapotban mostuk ki, a megtermékenyitést koveté masodik napon. A
kimosast kovetden az embriokat kettéosztottuk, majd kétféle médiumba helyeztiik 6ket. Az
egyik a kontroll, ami ebben az esetben KSOM, vagyis egyszerii embridtenyészté médium volt,
a masik pedig frissen készitett két inhibitoros médium. Inkubatorba helyeztiik azokat, és
figyeltilk a tovabbfejlodésiiket, majd mikor elérték a blasztociszta allapotot, fixaltuk és

immunfestettik oket.

5.2.2 Két-inhibitoros médium készitése

Felhasznalt anyagok:
e KSOM
e inhibitorok: PD0325901
CHIR99021
500 pul KSOM-hez hozzaadtam 3 ul CHIR99021 és 1 ul PD0325901 inhibitort, és ezt a
20-szorosara higitottam. Majd 3 cm-es Petri-csészére 15 ul-es cseppeket helyzetem, melyet
3x700 pl &svanyi olajjal fedtem. Ezekbe a cseppekbe kertilt bele az embriok fele a kontroll

médiummal szemben.
5.2.3 Immunfestés
Puffer oldatok
1. puffer: AW-PBS 100 ml, BSA 1g
2. puffer: 45 ml 1. puffer, FCS 5 ml
3. puffer: 2. puffer 25 ml, TRITON-X 25 ul
4. puffer: AW-PBS 10 ml, BSA 0,059

5. puffer: AW-PBS 9 ml, BSA 0,01g, FCS 1ml

Az embridkat PBS-el mostuk el6szor. Ezutan 4 % PFA (SIGMA)-val 20 percig fixaltuk,
majd ismét PBS-el mostuk 3x5 percig. 3-as vagy 5-6s pufferrel végeztiink blokkolast 45
percen keresztiil (3. puffer=> OCT4, NANOG esetén; 5. puffer=>SSEAL esetén)(R&D
System, SC009 protokoll). A blokkolas lejartaval 30 ul, az 1. Pufferben feloldott elsédleges
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ellenanyag cseppekbe helyeztiik az embriokat. A cseppeket egy éjszakara paras kortiilmények
kozé helyeztiik, és 4°C-on taroltuk. A kdvetkez6 napon haromszor mostuk, 5-5 percig 1.
pufferben, majd hozzaadtuk a masodlagos ellenanyagot (30 ul), és 60 percig hagytuk hatni.
Kontrollhoz 1. puffert hasznaltunk. A targylemezeket Ovatosan leitattuk, mostuk PBS-ben,
majd 1. pufferben 5 percig, majd Hoechst (SIGMA) festékkel festettiik (5 ug/ml) 10 percig. A
festés utan haromszor mostuk 1. pufferben 5-5 percig. Ezt kdvetéen MQ vizben oblitettiik le a
fedélemezeket, majd 10 pl-es VECTA SHIELD (Vector Lab.) cseppekbe agyaztuk azokat.

Az immunfestéshez kecske poliklondlis anti egér OCT4 (Santa Cruz (1:200), és
monoklonalis egér SSEA-1(M480) (Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa City
(1:100)), mint elsédleges ellenanyagot hasznaltunk. FITC- konjugalt anti-egér IgM és FITC
konjugalt anti kecske 1gG (mindketté Jackson Immuno Research Company (1:400)) volt a
masodlagos ellenanyag. A mintdkat Olympus IX-71 inverz mikroszkdpot hasznalva fotoztuk,
illetve értékeltiik ki. Az OCT4 festés esetében konfokalis mikroszkopos felvételeket is
készitettiink (Zeiss, LSM700).

5.2.4 Allatkisérleti szabalyok

A munkam soréan kisérletekbe vont allatok (egér és nyul) tartdsat, a rajtuk alkalmazott
kisérleti eljarasokat, valamint az allatokbdl kinyert embridok kezelését a Munkahelyi
Allatvédelmi  Bizottsag ,,Allatkisérlet végzésre sz0l6  engedély”-ével  végeztem
(Mezo6gazdasagi Biotechnologiai Kutatokézpont, Godolld; engedély szam: 767/002/2002,
22.1/ 1131/003/ 2008).

28



6. Eredmények

6.1 Iker kimérakkal végzett kisérletek eredményei

A tetraploid gazda embriokat CD1 és C57BI/6 tipusu egértorzsbdl szarmazo embridkbol
hoztuk létre. Az aggregaltatasnal a tetraploid gazda embriok mellé donor embriok
blasztomerjeit helyeztiik. A blasztomer donor embriok EGFP/CDI1 és C57Bl/6 genotipusu
egértorzsbOl szarmaztak. A donor embriokat minden esetben nyolc-sejtes allapotban
hasznaltuk. Ezekbdl a blasztomerekbdl tobbféle moddon készitettiink kimérakat. A
blasztomereket felhasznalva egyetlen embriobol négy, illetve két kiméra embriot allitottunk
Ossze, ugy hogy a nyolc-sejtes donor embrié blasztomerjeit (2-2 blasztomert vagy 4-4
blasztomert) a gazda tetraploid embriok mellé tettiik. Majd ezeket a kiméra embriokat masnap

visszaiiltettiik recipiens ndstényekbe. A visszaiiltetésnél helper embridkat is alkalmaztunk.

1. tablazat: A két kisérleti id6szakban kapott eredmények osszegzése

Kisérletek Tavasz (2013) Nyar (2013) Osszesen 2013
Hormon kezelt néstények szama 366 145 511
Plag+ donor néstények szama 229 83 312
Recipiens néstények szama 86 23 109
Kimosott embridk szama 1165 501 1666
Az elektroporacio6 soran felhasznalt 523 196 719
kétsejtes embriok szama
Fuzionalt tetraploid embriok szama 284 132 416
Fuzionalt embriok %-os aranya 54,3 67,3 57,9
Beiiltetett kimérak szama 56 49 105
Beiiltetett helper embriok szama 125 74 199
Beiiltetett kiméra embriokbol 1 4 5
szarmazo6 1jsziilottek szama
Uj sziilottek /betiltetett kiméra 1,8 8,2 4.8
embridk aranya (%)
Beiiltetett helper embriokbol 7 32 39
szarmazo6 0jszilottek szama
Ujsziilottek / beiiltetett helper 5,6 43,2 19,6
embridk aranya (%)
Felszivodasok szama 30 33 63
Felszivodasok / beiiltetett embriok 16,6 26,8 20,7
aranya (%)
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5. abra: A tavasszal, illetve nyaron végzett kisérletek eredményeinek bemutatasa

Az iker kisérletek két kiillonboz6 periodusban zajlottak. Az elsd periddus tavasszal
(januar-méjus), mig a méasodik nyaron (jlliusban) volt. Osszesen 511 néstény egeret oltottunk
(tavasz: 366, nyar: 145), ebbdl a donor néstények szama 312 volt (tavasz: 229, nyar: 83), a
beiiltetett embriok szama pedig 1666 (tavasz: 1165, nyar: 501) (1. tablazat).

A flazionalt embridk aranya (tavasz 54,3%, nyar 67,3%), a sikeres beiiltetések szama
(tavasz 16,6%, nyar 26,8%) és a megsziiletett egerek aranya nyaron joval magasabb volt, mint
a munka elsé felében (tavasz 1,8 %, nyar 8,2%) (1. tablazat, 5. abra). A nyaron elért jobb
eredmények részben annak is koszonhetéek, hogy nagyobb gyakorlatot szereztiink addigra a
kiméra eldallitasban, de szerepet jatszott az is, hogy nyaron optimalisabb volt az egerek

reprodukcios fazisa.

Az iker kimérak létrehozasa soran, kiilonb6z6 genotipustt donor embriok blasztomerjeit
aggregaltattunk tetraploid embriokkal. A nyolc-sejtes donor embri6 blasztomerjeit kiilonbozo
modon osztottuk fel az aggregaltatishoz. Létrehoztunk kimérat C57Bl/6 egértorzs
hasznalataval tgy, hogy az embrio blasztomerjeit négy, illetve két részre osztottuk, majd ezt
kovetden tertaploid embrio mellé helyeztik azokat. Az EGFP/CD1 egér torzsbdl szarmazo

embriok esetében a blasztomereket csak két részre 0sztva alkalmaztuk.
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2. tablazat: Négy, C57Bl/6 genotipusu donor embriobol szarmazé iker embriok beiiltetését kovetoen kapott
eredmények osszegzése

Beiiltetett Beiiltetett ) )
Donor Be}'iltetett Beiiltetett kiméra he !per Uj szﬁlétt§k / Ujsziilottek/
embrid klmér’a help.e’r eml?rlékbfﬁl eml?rlékbfﬁl beiilte.tf:tt klméra beiilte?t’ett he;lper
, embriok | embriok szdrmazo szdrmazo embridk aranya | embridk aranya
genotipusa szama szama ujsziilottek ujsziildttek (%) (%)
szama szama

C57(2bl) 4 3 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 3 5 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 3 4 0 2 0,0 50,0

C57(2bl) 3 1 1 1 33,3 100,0
C57(2bl) 4 4 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 4 4 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 4 6 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 3 5 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 3 4 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 2 4 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 2 5 0 2 0,0 40,0
C57(2bl) 4 5 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 2 2 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 3 4 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 4 0 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 4 0 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 3 3 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 3 3 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 4 4 0 0 0,0 0,0
C57(2bl) 4 5 0 0 0,0 0,0
Osszegzés 66 71 1 5 15 7,0
atlag 3,30 3,55 0,05 0,25 1,7 9,5
SD 0,73 1,67 0,22 0,64 7,5 25,4

3. tablazat: Kettd, C57Bl/6 genotipusi donor embriobol szirmazo iker embridok beiiltetését kovetéen kapott
eredmények dsszegzése

Beiiltetett Beiiltetett e S,
Beiiltetett | Betiltetett kiméra helper Ui SZU lotiek/ | Uj sz"ulottek/
Donor S o S, beiiltetett betiltetett
. kiméra helper embriokbol embriokbol o
embrio -, -, . , . , kiméra helper
, embriok embridk szarmazo szarmazo - y
genotipusa . . AR AR embriok embriok
szama szama Ujsziilottek ujsziilottek . ,
szhma szhma aranya (%) aranya (%)
C57(4bl) 2 3 0 0 0,0 0,0
C57(4bl) 2 3 0 1 0,0 33,3
C57(4bl) 2 7 0 0 0,0 0,0
C57(4bl) 4 6 0 1 0,0 16,7
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C57(4bl) 2 6 0 0 0,0 0,0
C57(4bl) 2 3 0 0 0,0 0,0
C57(4bl) 2 5 0 1 0,0 20,0
C57(4bl) 2 5 0 0 0,0 0,0
C57(4bl) 4 6 0 3 0,0 50,0
C57(4bl) 4 4 0 2 0,0 50,0
C57(4bl) 4 4 0 0 0,0 0,0
C57(4bl) 1 2 0 1 0,0 50,0
C57(4bl) 4 8 0 2 0,0 25,0
C57(4bl) 4 7 1 2 25,0 28,6
C57(4bl) 4 8 0 3 0,0 375
C57(4bl) 4 6 0 3 0,0 50,0
C57(4bl) 4 5 1 4 25,0 80,0
C57(4bl) 4 6 0 2 0,0 333
C57(4bl) 4 4 0 0 0,0 0,0
C57(4bl) 4 4 0 2 0,0 50,0
C57(4bl) 4 4 0 0 0,0 0,0
C57(4bl) 4 4 0 0 0,0 0,0
C57(4bl) 4 2 0 0 0,0 0,0
bsszegzés 75 112 2 27 27 24,1

atlag 3,26 4,87 0,09 1,17 2.2 22,8

sD 1,05 1,74 0,29 1,27 7.2 24,0

4. tablazat: Két, EGFP/CD1 genotipusi donor embridbdl szarmazé iker embriok beiiltetését kovetden kapott

eredmények osszegzése

Beiiltetett Beiiltetett . e
Beiiltetett | Beiiltetett kiméra helper U{)SZ.};:O?::(/ U%szulﬁo;ttitk/
Donor embri6 kiméra helper embriokbol embriokbol Eu ete quél ee?
genotipusa embriok embridk szarmazo szarmazo 1rtr)1§r,21( bp' ‘k
szama szama ujsziilottek ujsziilottek rer:ll rl?(y) rer;l rl(()(y)
szdma szdma aranya 7o aranya (7o
GFP/CD1(4bl) 4 6 1 6 25,0 100,0
GFP/CD1(4bl) 4 6 1 3 25,0 50,0
GFP/CD1(4bl) 4 4 0 0 0,0 0,0
0sszegzés 12 16 2 9 16,7 56,3
atlag 4,00 5,33 0,67 3,00 16,67 50,00
SD 0,00 1,15 0,58 3,00 14,43 50,00
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Az eredményeink azt mutattak, hogy abban az esetben, amikor a nyolc-sejtes embriot
kétfelé osztottuk, nagyobb volt a sziiletett kimérak %-os aranya, ugyanis négy blasztomer
esetében 2,17% (3. tablazat), mig két blasztomer esetében 1,67% (2. tablazat), de szignifikans
kiilonbséget nem talaltunk. A négy részre osztott embridk esetében 9,5% (2. tablazat), mig a
két részre osztott embridkat tekintve 22,8% (3. tablazat) volt a helper embriokbol
megsziiletett Ujsziilottek %-os aranya, EGFP/CD1 esetében 50,0% (4. tablazat). Az

ujsziilottek €s a helper embriok aranya genotipusonként a 6. dbran lathatdak.

% Helper és kiméra embriok
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C57(2bl) C57(4bl) GFP/CD1(4bl) ~ genotipus

6. abra: Kiilonb6z6 genotipusu, illetve szamu donor blasztomereket felhasznalva kapott tjsziilottek aranya és
megsziiletett helper embridk aranya

Mivel két kiilonb6z6 egértdrzset hasznaltunk a donor embridk esetében, azt vizsgaltuk,
hogy van e befolyasa a donor embrié genotipusnak a megsziiletett kimérakra, illetve a veliik
egyidejiileg betiltetett helper embridbdl megsziiletett utodok szaméra. Azt az eredményt
kaptuk, hogy az EGFP/CD1 egértorzs esetében magasabb aranyban sziilettek meg az utédok
(egykék), mintegy 16,7%-ban, 0sszehasonlitva a C57BL/6 egértorzzsel, ahol viszont csak
1,67 %-ban amikor két blasztomert hasznaltunk, négy blasztomer esetében pedig 2,17 % (7.

abra).
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7. abra: Kiilonb6z6 genotipusoknal megsziiletett kiméra embriébdl szarmazé utédok %-os aranya

Az eredmények azt mutatjak, hogy annak ellenére, hogy EGFP/CDI1 esetében magasabb
aranyban sziilettek meg az utddok, nem szignifikans az eltérés a genotipusok kozott, mivel

kevés volt EGFP/CD1 beiiltetett kimérak szama.

8. abra: Osszerakott kiméra embriok.
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9. abra: Csaszarmetszést kovetéen kapott utodok CD1/EGFP donor blasztomer alkalmazasat
kovetden beiiltetett kiméra embriékbol (zold utéd), illetve a megsziiletett helper utédok.
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6.2 Inhibitoros kisérletek

Kiilonb6z6 genotipusi embriokat hasznalva azt vizsgaltam, hogy hogyan hat a
kiilonboz6 dsszetételi médium az embriok fejlodésére €s sejtdsszetételére. A kisérletek soran
kétféle médiumot hasznaltam. Az egyik frissen elkészitett két inhibitoros (2i), a masik pedig
altalanos (KSOM) embridtenyésztd médium volt. Az embridkat két-sejtes allapotban mostam
ki az egerekbdl és tettem bele a kiilonb6z6 médiumokba. A tenyésztés inkubatorban zajlott
(5%CO0,, 37°C). A tenyésztést kovetd o6todik napon, amikor az embriok mar elérték a
blasztociszta allapotot fixaltam, majd késébb immunfestettem azokat, hogy megallapitsam az

OCT4 pozitiv sejtek aranyat.

5. tablazat: Inhibitoros kisérletek alapjan kapott eredmények

Kontroll 2i .
s g Kontroll Ly 2i
médiumba L médiumba L 1
médiumban médiumban
Egerek tett K tett K
enotipusa | embridk apqtt embridk apqtt
g s7Ama blasztocisztak <zAma blasztocisztak
(25) (4,5 napos) (25) (4,5 napos)
C57BIl/6 3 2 4 2
C57BIl/6 5 5 6 4
C57BIl/6 13 6 10 7
C57BIl/6 - - 10 8
CD1 4 3 6 2
CD1 14 12 13 10
CD1 10 6 - -

A Kkisérleteket C57Bl/6 és CD1 genotipusi embriokkal végeztem, és a kapott
eredmények alapjan kiszdmoltam, hogy a kiilonb6z6 médiumokba tett kétsejtes embriokhoz

viszonyitva szazalékosan mennyi volt a kapott blasztocisztak aranya.

6. tablazat: Kapott blasztocisztak %-os aranya

Egerek kontroll 20 médi
genotipusa médium I medium
CD1 73,57% 55,13%
C57BI/6 70,94% 66,67%
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10. abra: Kiilonb6z6é médiumokban kapott blasztocisztak %-os aranya

Osszehasonlitva a két médiumot az alapjan, hogy a Kkitett embriokhoz képest
szazalékosan hany blasztocisztat kaptunk négy és feledik napon, az eredmények azt mutattak,
hogy szignifikdns kiilonbség nincs, tehat fejlédési szempontbdl a két inhibitoros médium
ugyanugy megfelelé mindkét egértorzs esetében, a kontroll médiumhoz viszonyitva (10. abra,
6. tablazat). Az immunfestést kdvetden megnézetem az OCT4 pozitiv sejtek aranyat is, a két

kiilonb6z6 médiumban kapott blasztocisztakban.

11. abra: 2i médiumban kapott (A) illetve kontroll médiumban (B) tartott C57Bl/6
blasztociszta OCT4 immunfestés utan.
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Az eredmények azt mutattak, hogy sikeriilt az inhibitorokkal megakadalyozni a primitiv
endoderma kifejlodését, valamint ezzel parhuzamosan az OCT4 pozitiv epiblaszt sejtek
aranya megnovekedett (11. abra), azonban statisztikai analizist nem tudtunk végezni, mert
nem volt elegendd embrionk az elemzéshez. Két kiillonb6zo genotipusu egér embriok esetében
végeztiik a tenyésztést. Mivel a kutatokozpontban C57Bl1/6 egértdrzsekkel is dolgoznak, azt
szerettiik volna vizsgalni, hogy az ilyen genotipus esetében is hatdsos a 2i médiumban torténd
tenyésztés. Az immunfestést kovetd konfokalis mikroszkopos felvételeken jol lathato, hogy az
OCT4 pozitiv sejtek szam a C57BI/6 embridk esetében jelentésen megndvekedett a kontroll

embriokéhoz képest.
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7. Ertékelés és kovetkeztetések

Tetraploid egér embridkat hasznalva kétféleképpen is 1étre lehet hozni utdédokat, ES-
sejtekkel torténd aggregaltatassal, vagy ES-sejtek zona pellucida ala torténd injektalasaval.
Ezzel a mddszerrel Nagy Andras és munkatarsai (Nagy et al, 1990, 1993) sejtvonal eredeti
utodokat hoztak létre (amik a sejtvonal létrehozasakor felhasznalt embridobdl szarmazo
klonok), igy genetikailag azonos egerek voltak. Azonban a hatékonysag, amellyel jelenleg
ES-sejt eredetli utodokat lehet 1étrehozni viszonylag alacsony (<10%). Megallapitottak, hogy
nagyobb hatékonysaggal lehet ES-sejtekbdl utodokat kapni tetraploid embriokkal, ha az ES-

sejtek outbred egértorzsbodl szarmaznak (Duncan 2005).

A kisérleteim alapjan kapott eredmények azt mutattdk, hogy a kiiltenyésztett
EGFP/CDI1 genotipusu (outbred) egértorzs esetében hatékonyabban lehet utodokat kapni,
mint a C57BI/6 (inbred) egértorzs esetében, tehat az utddok megsziiletését befolyasolja a
donor embri6 genotipusa, bar nem adott szignifikans eltérést az altalunk alkalmazott f proba.
Ha a kiilonb6zd genotipusi embridkat felhasznalva kapott megsziiletett utdédok szamat
hasonlitjuk 6ssze a grafikonon (7. abra), lathatéan nagyobb hatékonysaggal kaptunk utédokat.
A szignifikans kiilonbséget azért nem tudtuk igazolni, mivel kevés volt a beiiltetett
EGFP/CDI1 kimérak szama. Bioldgiai mintak esetében mindig nagy a mintak kozti szoras, igy
csak sok kisérlet eredményét Osszesitve varhatjuk, hogy statisztikailag is kimutathato

szignifikancia a hagyomanyos modszereket alkalmazva.

A tovabbiakban ezeket az EGFP/CD1 egértipusokat és mas outbred vagy hibrid fajokat
javasoljuk a kisérletekhez. Ebben az esetben joval tobb kontroll embrio esetében kell

vizsgalatot végezni.

Azaltal, hogy az Uj eredményeinkbdl kideriil, hogy az utdodok megsziiletését
befolydsolja a donor blasztomerek genotipusa, tehat genotipus fliggés mutathatd ki, jo

utmutatést jelenthet a tovabbi iker kutatasokban.

Hasznalnak tenyésztd médiumokat, amelyekben a Res/EKP MAPK ¢és GSK3 jelatviteli
utak inhibitorait alkalmazzak, hogy elnyomja az Ossejtek differencialodasat és tdmogassa a
pluripotens ES sejtek folyamatos osztodasat. A kettds inhibitoros rendszert fel lehet hasznalni
egér torzsekbdl torténd ES-sejtvonal létrehozasara. A 21 tenyésztési koriilmények
befolyasoljak az ES-sejtek tovabb fejlodését a valodi ES-sejtek izolalasahoz. Kiilondsen
fontos a Ras/ERK jelatvitel az egér ESC differencidlodasaban. Azonban a MEK aktivitas

hatékony blokkoléasa, kiilondsen a kis sejtszamot tartalmazé kulturakban nem, elegendd a
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hatékony sejttaléléshez. Ezért a MEK blokkolasat kombinaltdk Wnt jelatvitelt szabalyozo
(GSK3) aktivitasanak blokkolasaval, ezzel elOsegitve az egér ES-sejtek osztodéasat az
alacsony slriiségli kultarakban is. (Meek et al. 2012). Kisérleteinkben mi is arra az
eredményre jutottunk, hogy a 2i sejttenyésztd médium nem befolyasolja az embriok fejlodési
potencialjat, ugyanakkor az ICM-ben talalhat6 OCT4 pozitiv sejtek aranya jelentdsen

megnovekedett.

Az inhibitoros médiummal folytatott kisérleteink alapjdul Morris és munkatarsai altal
végzett kisérletek szolgaltak. Megallapitottak, hogy a felezett embrio ugyan azt a fejlédési
1d6t koveti, mint a normal embrid, azonban ha nem tartalmaznak az embriok minimum négy
pluripotens sejtet a beiiltetésiik el6tt, a fejlédés abba marad. Ez a hiba kikiiszobolheté FGF és
Wnt jelatviteli rendszer megfeleld ponton vald gatlasaval, ezzel megnovelhetd lesz a
pluripotens sejtek szama az embridkban, ezaltal lehetdség nyilik generacids egy petéjii ikrek
létrehozasara. Ok is végeztek két inhibitoros médiumban embriotenyésztést C57BL/6XxCBA
genotipusu egértorzsbol szdrmazd embriokkal és azt az eredményt kaptdk, hogy az OCT4
pozitiv sejtek szamat megnovekedett az embriok ICM-jében, vagyis az epiblaszt sejtszamot
megnovelte, a primitiv endodermédval szemben. A két-sejtes dallapoti embridkat
blasztomerekre szedték, majd 2i médiumba helyezték azokat. A 2i kezelést abbahagytak a
blasztulak kifejlédését kovetden, majd a fél embriokat recipiens ndstényekbe iiltették. Azt
tapasztaltdk, hogy ez megduplazza az egykék és az ikrek gyakorisdgat a nem kezelt
kontrollhoz képest. A kisérleteik alatamasztottak azt, hogy a fejlodés sikeressége a pluripotens
sejt populaciokra timaszkodik és hogy a fejlédésszabalyozas fokozhato tovabbi kezelésekkel,
bar sikeres iker sziiletést nem eredményezett a visszaiiltetés. Vizsgalataik soran az is kideriilt,
hogy habar két-sejtes embriokbol elkiilonitett sejtek megmenthetdek a tovabb fejlodés

érdekében, azonban a négy-sejtes embrio sejtjei nem (Motris et al. 2012).

Az én eredményeim is azt mutattak, hogy a 2i médiumban torténd tenyésztés megnoveli
az epiblaszt sejtszamot C57Bl/6 genotipust egér embriok esetében is, és nem befolyasolja az
embriok fejlodeési képességét a kontroll embriokéhoz képest. Mi nem iiltettiink vissza
megnovekedett epiblaszt sejtszamu embridkat, hanem immunfestét kovetden analizaltuk az
embriokban levd pluripotens sejtek aranyat. Azt lattuk, hogy a kezelt embridkban az OCT4

pozitiv (epiblaszt) sejtek ardnya megnovekedet.

Az iker kimérakkal kapcsolatos kisérletek folytatddnak az MBK-ban, reméljiik az

altalam kapott eredmények is segitik majd sikeres kettes vagy akar harmas iker 1étrehozasat.
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A késobbiekben a célunk az, hogy sikeriiljon minél hatékonyabban iker utdédokat eléallitani, s

ezeket az ikreket sikeresen tudjuk alkalmazni a humén iker kutatasok modell 4llataiként is.
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8. Osszefoglalas

Kiilonb6z6 bioldgiai kutatdsokban fontos szerepet toltenek be a kiméra egerek. Az iker
kutatas teriiletén elért Uj eredmények hasznos informacidkkal szolgalnak ahhoz, hogy minél
nagyobb szamban sikeriiljon iker egereket 1étrehozni. Ezzel lehet6ség nyilhat olyan egyedeket
létrehozni, amelyek génallomanya teljesen megegyezik. Az ilyen iker egyedek nagy
jelentéséggel birnak a kiilonb6zo kutatasi teriileteken. Az agrarkutatas teriiletén példaul a jo

génallomannyal rendelkez6 egyedek gyors elszaporitasa valik lehetové.

Kisérleti munkdm soran egér kiméra embridkat hoztam létre. Azt vizsgaltam, hogy
hogyan befolyasolja a létrehozott kiméra embriok fejlédését a donor embriobol szarmazo

sejtek (blasztomerek) genotipusa, illetve a tenyésztd médium Gsszetétele.

Az egér embridk, Ossejtek genetikai modositdsara sokféle modszert fejlesztettek ki
napjainkig. Az igy létrehozott transzgénikus egereket mind a fejlddés bioldgiai vizsgalatok
soran, mind pedig az orvosi kutatas teriiletén elterjedten alkalmazzak. Két egér embriot
aggregaltatva, kiméra embridkat lehet 1étrehozni. Amennyiben tetraploid gazda embridkat
hasznalunk, a donor embriobol szarmaz6 blasztomerekbdl identikus kettes, vagy harmas

ikreket lehet 1étrehozni. Ezt a modszert nevezik tetraploid komplementacids technologianak.

Kisérleteimet az MBK, Allatbiotechnoldgiai Intézetében végeztem, ahol a tetraploid
komplementacids technoldgia alkalmazéséaval, identikus iker egereket szeretnének létrehozni.
Az identikus ikrek létrehozasanak jelentsége az, hogy ezek az iker egerek ugyan abbdl a
gazda embriobdl szarmaznak, igy genotipusuk teljesen megegyezik. A donor, illetve a gazda
embriok eltéré genotipusti egértdrzsekbdl szarmaztak. Azt az idealis donor-gazda embrid
genotipus kombinaciot kerestiik, amibdl a legnagyobb aranyban sikeriilhet iker egereket

létrehoznunk.

A munkamat két periddusra lehet felosztani. Az elsé peridodus januartdl-majusig tartott,
mig a masodik periddus juliusban volt. A fuzionalt embriok aranya (tavasz 54,3%, julius
67,3%), a sikeres beiiltetések szama (tavasz 16,6%, julius 26,8%) és a megsziiletett egerek
aranya juliusban joval magasabb volt, mint a munka elsé felében (tavasz 1,8%, julius 8,2%).
A jualiusban elért jobb eredmények részben annak is kdszonhetdek, hogy nagyobb gyakorlatot
szereztiink addigra a kiméra eldallitasban, de szerepet jatszott az is, hogy juliusban
optimalisabb volt az egerek reprodukcids fazisa is. CD1/EGFP donor embriokat alkalmazva
joval magasabb aranyban sikeriilt kiméra egereket létrehozni, mint C57BL/6 genotipus

esetében (CD1/EGFP 16,7%, C57BL/6 2,17%).
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Az embriddaraboléds az identikus ikrek létrehozasanak egy alternativ modszere lehet.
Amennyiben sikeriilne inhibitorokkal megakadalyozni a primitiv endoderma kifejlodését,
ezzel parhuzamosan megnovelni az epiblaszt sejtek szdmat, lehetségessé valhatna
embriodarabolassal is iker egereket 1étrehozni. Eldzetes eredményeim azt mutatjak, hogy a 2i
médiumban tenyésztett embridk esetében az OCT4 pozitiv epiblaszt sejtek aranya

megnovekedett, igy esély lehet iker egerek l1étrehozasara ezzel a technologiaval is.
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Ezuton szeretném megkdszonni Dr. Gocza Elennek témavezetomnek (konzulensemnek) a sok
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11. Nyilatkozat

Alulirott Balogh Erna a Szent Istvan Egyetem Mezdgazdasag-és Kornyezettudomanyi Kar
Mezbgazdasagi biotechnologus szak nappali tagozatos hallgatoja nyilatkozom, hogy a
dolgozat a sajat munkdm, melynek elkészitése soran a felhasznalt irodalmat korrekt modon, a

jogi ¢és etikai szabalyok betartasaval kezeltem.
A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem.

Godolls, 2013. november 3.
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