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1. Roviditések jegyzéke

EC: embrionalis teratokarcindéma sejtvonal

EGFP: z6ld fluorescens fehérje modositott valtozata (Enhanced Green Fluorescent Protein)
EPL sejt: primitiv ektoderma-szeri sejtvonalnak

ES sejt: pluripotens embrionalis eredetii ssejtvonal (Embryonic Stem Cell line)

HMC: kézzel torténd klonozas (hand made cloning)

ICM: embriéecsomd vagy belso sejtcsomo (Inner Cell Mass)
Oct4: 4-es oktamer kotd fehérje (Octamer binding protein 4)

PCR: polimeraz lancreakcidé (Polymerase Chain Reaction)
SCNT: szomatikus sejt transzfer

TS sejt: trofektoderma eredetti sejtvonalak



2. Bevezetés és célkituzések

Transzgénikus egerek alkalmazédsa a orvosbiologiai kutatdsok teriiletén mar széles
korben elterjedt. A leggyakoribb felhasznéalasa ezen egereknek a szovet specifikus és fejlodési
allapot specifikus gén regulacids tanulmanyok, valamint a transzgén expresszié fenotipusos
hat4sainak vizsgalata. Régota végeznek a kutatok human iker vizsgalatokat, és ezen kisérletek
segitésére iker egerek tanulmanyozasaba fogtak. Az identikus iker egerek a sejtmag
atiiltetéses klonozastol eltéréen sejtmagi és citoplazmaban talalhatdé mitokondridlis DNS
szinten is azonosak. A tetraploid embrié komplementacios modszerrel 1étrehozott egypetéjii
ikrek és harmas ikrek értékes eszkozt jelenthetnek a orvos biologiai kutatdsok és
mezdgazdasagi alkalmazasok teriiletén is. Az identikus iker egerek ald tdmaszthatjak azt az
elképzelést, miszerint, a fenotipusos tulajdonsagok is oroklddnek a DNS epigenetikus
modositasokon keresztiil, nem csak a DNS szekvenciaval. Az iker egerek ramutathatnak
egyes betegségek ¢€s tulajdonsagok orokolhetOségére, €s ezek epigenetikai természetére. Az
iker vizsgalatok hasznossagat a sziv rendellenességek, valamint a magas koleszterin szint

okozta megbetegedések vizsgalataban elért (1j eredmények tamasztjak ala.

A MezOgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokozpontban kisérleteink soran tetraploid
aggregacios kiméra modszerrel iker egerek eldallitasa volt a cél. A kiméra gorog eredetii szo,
mely olyan ¢él6lényt jelent, amely tobb egyed vagy embrié sejtjeibdl, szoveteibdl jon létre.
Aggregacios kimérarol akkor beszéliink, amikor két kiilon-kiilon megtermékenyitett
petesejtbdl szarmazd embrionalis sejtek (blasztomerek) az egyedfejlédés korai szakaszaban
aggregalodnak egymassal, ily modon egyetlen utdd jon létre négy ivarsejtbél, négy
génkészlettel rendelkezik. Egy két- sejtes egér embrid elektromos impulzus segitségével
tetraploid embriova alakithatd. Ha ezt a tetraploid embridt négy-sejtes fejlddési stddiumban
aggregaltatjuk masik egér embriobdl szarmazo blasztomerrel, kiméra embridokat hozhatunk
1étre. A tetraploid embriok a gazdaembriok ¢s a blasztomerek a donor embridbol szarmaznak.
A befogadé (gazda) embrionak CD1 és C57BI/6 albind genotipusi egér torzseket, mig
blasztomer donorként EGFP/CD1 és C57BI/6 genotipust embriokat alkalmaztunk.

Kisérleteink soran az els6¢ célunk a fuzios paraméterek bedllitdsa volt. Korabbi
tanulmanyok megadtak az ICR egér embriok esetében alkalmazott paramétereket, mi azt

szerettik volna megnézni, hogy az altalunk hasznalt CD1, C57Bl/6 albind egértorzsek



esetében milyen paraméter lenne az optimalis. A késébbiekben az optimalis tetraploid gazda

embrioként alkalmazhat6 egértérzs megtalalasa is feladatom volt.

A fuziés paraméterek bedllitasa utdn tetraploid komplementacidos modszerrel iker
egereket hoztunk 1étre. Feladatom a tetraploid gazda embri6 genotipus hatdsanak vizsgalata
volt a kiméra embriokbol megsziiletd utédok szdmara. Kétféle genotipusu tetraploid egér
embriot (CD1, C57BI/6 albind) hasonlitottam Ossze és ez alapjan allapitottam meg a gazda

embrid hatasat a megsziiletd ujsziilottek aranyara.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Egér, mint modellallat

Egy kisérleti allat modellként szolgalhat minden olyan esetben, mikor a kisérletek
mindenki szdmdra elfogadhatoak, ha az eredmények megkérddjelezhetetlenek és
reprodukélhatok, pontosak. Ez a helyzet akkor all fent, ha a kisérleti (kezelt) allat és kontroll
csoport csak egy aspektusban kiilonbozik egymastol. Jelentds kiilonbségek vannak egyes
fajok érzékenysége kozott, a kiillonbozé genetikai hatteriik miatt. Ez az oka annak, hogy egyes
fajok nem megfeleléek adott kisérletben. A laboratoriumi allatok fontos kdvetelménye, hogy
tartasuk egyszeri legyen. Napjainkban a ragcsalok felelnek meg leginkabb ennek a
kovetelménynek. Az emldsok koziil egereket és patkdnyokat haszndlnak leginkdbb
laboratoriumban (koriilbeliil 90%), de az utdbbi 20 évben ez az arany csokkend tendenciat

mutat (Kaszaki 2011).

A orvosbiologiai kutatdsokban hasznalt allatok 70%-a egér. Tobb, mint ezer fajtat és
egértorzset allitottak eld, és tobb szdz mutans fajt hasznalnak human betegség modellként
(Lawson 2000). Genetikai tekintetben az egér a legalaposabban jellemzett emlds. Jelenleg
tobb, mint 400 kiilonbdzo beltenyésztett tdrzs érhetd el, €s ezen torzsek eredete és jellemzoi
az egér genom informatikai adatbazisban (MGI) megtalalhatok. A laboratoriumi egér formalis
rendszertana nem egyszerli, az Europai egér, Mus musculus szamos alfajanak jelenlétét
tiikrozi, melybdl szarmazik. Erre az Osszetettségre mar fény deriilt az egér DNS restrikcios
fragmentum hossz polimorfizmus (RFLP) vizsgalatainal (Nagy et al. 2003). Az egér
élettartalma 1,5-3 év. Az egerek nagyon aktiv allatok. Erzékenyek a hémérséklet ingadozasra,
a huzatra és a magas paratartalomra. Az egerek poliosztruszos allatok, egész évben
szaporodnak, az ovuldci6 spontan. Az ivarzasi ciklus 4-5 nap. Az atlagos vemhességi id6 20

nap. Az atlagos alomszam 10. A kolykoket 3 hetes korukban valasztjak el (Schwiebert 2007).

Szamos elénye van az egérnek kutatasi allatként torténd alkalmazasaban. A nagy
szaporodasi teljesitmény, nagy alom méret €s a rovid vemhességi id6 azt jelenti, hogy sok
generaciot lehet eldallitani viszonylag rovid id6 alatt. Az egér kisérleti allatként torténd
alkalmazéasanak hatranya az allat kis mérete, mely korlatozza a beavatkozasok korét, valamint

az egyes allatokbol beszerezheté minta kis térfogata is hatranynak tekinthetd. Az utdbbi



korlatozas felszamolasahoz a mintakat tobb allatbol kell beszerezni a kutatasi és statisztikai

elemzéshez.

Az egér kutatdsi allatként torténd alkalmazdsa szdmos tudomdnyos fejlodéshez
vezetett (Kaszaki 2011). A genetikailag modositott egerek hasznos allatmodellek, melyek
hozzajarulnak a biologia, a gén funkciok és betegségmegel6zés megértéséhez. Segitik a
kutatokat abban, hogy értékeljék a genetikai hibak szerepét bizonyos betegségeknél, valamint
az uj terapiak kifejlesztésében is (Mader et al. 2009).

3.2 Torténeti attekintés

Transzgénikus allatnak neveziink minden olyan allatot, melynek genomja emberi

beavatkozéassal bejuttatott exogén DNS-t tartalmaz. Amiota napvilagot latott az elsd
kozlemény, mely bebizonyitotta, hogy lehetséges idegen DNS bevitele emlds genomba
transzgénikus egerek tizezreit allitottak el6 a génmiikddés in vivo szabalyozasanak
vizsgalatara, illetve human betegségek modelljeiként (Bésze & Gocza 2005).
Rudolf Jaenisch 1974-ben virus DNS-t juttatott egérembrioba, ez kimutathatd volt az €16
egerek szerveiben is. Ez az els6, sikeres genetikai modositas volt allatokban. (Proceedings of
the National Academy of Sciences). Gordon és munkatarsai 1980-ban genetikailag médositott
(GM) egeret allitottak el6 egy- sejtes embrid sejtmagjaba mesterséges DNS
mikroinjektalasaval. Napjainkra szamos DNS-beviteli modszert dolgoztak ki a kutatok: ezek
kore a mikroinjektalas mellett kiterjed tobbek kozott az elektroporaciora, virusok é€s
mesterséges kromoszomak felhasznalasara is (Baldzs 2011). 1985-ben jelent meg elészor
kozlemény transzgénikus sertés és birka mikroinjektalassal tortént eléallitasarol, és ez 1997-ig
egyeduralkodd volt (Bésze & Gocza 2005). Attorést eredményezett a transzgénikus
haszonallat eléallitasban lan Wilmut altal eldallitott Dolly, melynél feln6tt juh emld sejt
DNS-ét fzionaltatta masik juh megtermékenyitett petesejtjével. igy Dolly az elsé feln6tt
allati szovetbdl nyert sejtmag donorral tortént sikeres atiiltetésbdl sziiletett ( Turner 1997).

Richard Gardner és Ralph Brinster dolgoztak ki a blasztocisztaba injektalt sejtekbdl
szarmazo kiméra technikat, ezzel 0j lehetOségeket teremtve idegen sejtek bejuttatasara az
embrioba (Robertson 1986). A pluripotens embrionalis Ossejtek a blasztociszta belsé
sejtcsomdjabol szdrmaznak, igy a kiméra minden szovettipusat képesek létrehozni, a

csiravonalat is beleértve (Doetschman 1988).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mader%20SL%5Bauth%5D

Oliver Smithies ¢és Mario Capecchi demonstraltdk, hogy a gének homoldg
rekombinacidval képesek mutalodni az ES sejtekben. Ezzel 0j korszak 1épett életbe, igy mar
az egerekben lehetséges a célzott mutagenezis. Modositott ES sejtekbdl 1étrehozott
kiméraknak kulcsfontossagli szerepiik lett a mutins egér létrehozdsban. Mindazonaltal a
kimérak tobbre hasznalhatoak, mint mutans egér 1étrehozas, alapvetd fontossagliak a genetikai

valtozasok biologiai hatasanak elemzésében is (Tam & Rossant 2003).

3.3 Egér embrio fejlodése

A tobbsejtli ¢lolények egyetlen sejt, a megtermékenyitett petesejt osztdédasa révén
indulnak fejlodésnek. A megtermékenyitett petesejt (zigota) a kiindulasi alapja a késdbbi
¢lélénynek. Bar az embriondlis fejlodés a megtermékenyitéssel kezdddik, mind a petesejt
mind a sperma érési folyamaton megy keresztiil, amikor az Os ivarsejt belép a ivarszerv
telepbe (Nagy et al. 2003). Emlésoknél ebbdl alakul ki az embrid, ezen sejt leszarmazottai
hozzak létre az extraembriondlis képletek, igy a méhlepény magzati eredetli részét is. A
zigbta, fejlodése soran szamos atalakuldson megy keresztiil, osztodassal néhany sejtbdl alld
szedercsira (blasztula) jon létre elészor. A korai fazisdban (négy- sejtes allapot) az
individualis sejtek még megérzik totipotens jellegiiket, egymastdl elkiilonitve is képesek az
egész ¢lolény kialakitasara. Hasonld természetes folyamat vezethet a tobbpetéjli ikrek
kialakulasahoz is. Az embriogenezis kovetkez6 fazisa a holyagesira, blasztociszta allapot.
Korai blasztociszta allapotban (egérnél 3,5 nappal a megtermékenyités utdn) az
embridokezdemény  koriilbeliil
htsz-negyven sejtbol  all
(Szatmari 2013). A
blasztociszta allapotban két
kiilonboz6 sejttipus alakul ki.

A kiilsé sejtréteg a

B O trofektoderma, ezen sejtek nem
vesznek részt a késébbi magzat

kialakitasaban, ebbdl alakul ki

Fertilization
0%

a méhlepény nem anyai eredeti
1. dbra: Egér embrio fejlédése peny Y u

(dr. Gocza Elen eléadas anyag) rétege, az  extraembrionilis

szovetek (méhlepény, illetve



szikzacsko) nagyobb része. A blasztociszta belsejében talalhato a belsd sejttomeg (inner cell
mass, ICM), amit embridcsomonak is neveznek. A korai blasztociszta allapotban az egér
embriocsomé szinte homogén sejtcsoportnak tekinthetd. Ebbdl fejlodik ki az embrid
embriondlis szovete, illetve az extraembriondlis szovetek bizonyos sejttipusai. A fejlédés
soran az ICM sejtjei gyorsan osztddnak, s kiilonbodzd iranyban fejlédnek tovabb (Gocza,
1998). A késo6i blasztociszta allapotban (egérnél 4,5 nappal a megtermékenyités utan), az
embridcsomo sejtjei mar egyértelmiien elkiiloniilnek. A beliil elhelyezkedd epiblaszt sejtekbdl
jon létre az embrido minden sejt- és szovetfélesége. A hipoblaszt sejtek az extraembrionalis
szikholyag endodermalis részének kialakitasat végzik, a késObbi embrid felépitésében nem
vesznek részt. Az embridgenezis kovetkezd 1épése (gasztrulacio) amikor az embridocsomo
elkiiloniilt epiblaszt sejtjei egyrétegli struktirat hoznak létre, majd ezen sejtréteg atalakul
ektodermalis, endodermalis és mezodermalis sejtréteggeé. A fejlodés ezen fazisaban kezdenek
specializalodni a sejtek, ezen atalakult sejtformakbol lesznek a kiilonféle szervkezdemények
(1.4bra) (Szatmari 2013). Két vonal szegregacio torténik emlds embriok esetében, amikor a
trofektoderm, primitiv endoderma,és a pluripotens primitiv ektoderma képzddik. (Nichols et
al. 1998). A szegregaciot egér embrioknal az Oct4, Cdx2, Nanog,és Gatab transzkripcios
faktorok szabalyozzak (Kuijk et al. 2008). A gasztrulacié alatt, mikor a magzat els6dleges
szovet tipusai képzddnek, az extraembrionalis endoderma szerepe nélkiilozhetetlen. Ha a
kialakult extraembriondlis endoderma sériilt, a gasztrulacid6 megakad, és a magzat késdbbi
fejlodésében zavar 1ép majd fel. Az extraembriondlis endoderma funkcidkat oszt meg a
végleges endodermaval, mely olyan szovet, ami végeredményben a szerveket adja, mint
példaul a gyomor-bél traktus, maj, hasnyalmirigy ¢s a tiid6. Szamos gén, mely fontos szerepet
tolt be az endodermalis eredetli szervek fejléddésében, szintén kontroldlja az extraembrionalis
endoderma differencialodasat. Ez azt jelenti, hogy azon gének elemzését, melyek potencialis
szerepet toltenek be az endodermalis szervek fejlodésében, neheziti az a tény, hogy
ugyanezek a gének sziikségesek az extraembriondlis endoderma funkcidjanak miikodéséhez.
Amellett, hogy a fehérjét kodold gének szabalyozo szerepet toltenek be az extraembriondlis
endoderma fejlédésében, a gén kiiités nem elegendd, hogy tanulmanyozzuk a géneket,
melyeknél haplo elégtelenség eredményezi az embrionalis haldlozast. Példaul egy allél
delécioja mely VEGF-t kodol (vaszkularis endothelialis novekedési faktor) megzavarja az

érhalozat kifejlédést a méhlepényben, és a fejlodés leallasat okozhatja (Duncan 2005).
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3.4 Klonozas

Az emlds allatok korében aszexudlis reprodukcid nem fordul eld a természetben, bar
emlds reprodukciondl eléfordulhatnak genetikailag azonos egyének, az egypetéjli ikrek. Ezek
azonban ebben a tekintetben nem tekintheték klonoknak, mert nem ivartalan Szaporodas
eredményei, valamint a genetikai anyagukat megosztjak, mig a mesterségesen eldallitott
klonok csak a mag DNS-t osztjdk meg, a mitokondridlis DNS-iik kiilonbozik egymastol.
(Vajta & Gjerris 2006). Klonok az egy Ost6l ivartalanul eldallitott, genetikailag megegyez6
utédpopuléciok, amik a genetika, orvostudomény, gyogyszerkutatds és dallattenyésztés
szamara értékes kutatasi alapot jelentenek (Solti 2004). Termékeny és életképes egereket lehet
létrehozni szomatikus sejt klonozassal enukleélt petesejtekbe. Feltehetden azért, mert az
atliltetett szomatikus sejt genom atprogramozotta valik a petesejtben. Mind a donor sejtmag
kozvetlen injektalasat, mind a sejtfziot mar sikerrel alkalmazzak klonozott egér
létrehozasara. Az egér klonozas jelenleg viszonylag rutin eljards, bar még mindig nem
hatékony. A sikeres egér klon eldallitasdhoz sziikséges szdmos faktor tovabbra is ismeretlen.
Azonban az utobbi idében nyilvanvalova valt szdmos olyan faktor, mely hatdssal lehet az
embrid fejlédésre: az embrid teny€sztd médium mindsége, az in vitro kezelés iddtartama, a
recipiens nOstény valasztasa, kritikusabban befolyadsoljak a klonozés sikerességét, mint mas

egér embrid manipulacios technikaknal (Nagy et al. 2003).

3.4.1 Tipusai

Embrio darabolas

Az els6 allatklonozasi kisérletet 1891-ben Hans Driesch végezte blasztomerek
szétvalasztasaval, két- sejtes tengeri slin embridkat tengervizben mechanikus razatassal
valasztotta el. A sejtek onalldan novekedtek és két tengeri siin formaldodott beldle (Driesch
1891). Hans Spemann 1902-ben gerinces (szalamandra) sejteket valasztott szét (Spemann
1902). Ugyanakkor a hatékony kezelési rendszer és elismerés hianya, akadalyozta az eljaras
elterjedését az emldsok korében kozel 80 évig (Bavister 2002). Végiil ez els6 sikeres embrid
felezést hazi allaton végezték egy értékes egyed gyors szaporodas eldsegitésének a céljaval.
Az eljards nem bizonyult olyan hatékonynak, mint vartdk: a technikai nehézségek, a
veszélyeztetett terhességek aranya és az eljaras egyszeri matematikai hatara miatt nem
értékelték kelloképpen (Vajta & Gjerris 2006). A kutatok kezdetben igen egyszerii és konnyen

kivitelezhetd modszert alkalmaztak egypetéjii ikrek Iétrehozasa céljabol: 32-128 sejtes
11



embridkat vagtak félbe. Mikromanipuladtor segitségével — scotish iackrace Finn-Dorset

(Cytoplasmic Donor) (Nuclear Donor)

megoldottak a szedercsira embridk négyfelé osztisat, de  #

ennél tobb darabra vagott embridbol €s fejlettebb allapota N 4 :
embriddarabokbol mar nem sikertilt életképes utodokat " " =
létrehozni  (Gocza 1997). Az embriddarabolas a \’ r

gyakorlatban is elterjedt, atlagban embridfelezéssel egy —

embriobol egy borju sziilethet, mig nélkiile csak 0,6 } Srect Corrent Pulee
borji/embrié lesz egy embrid-atiltetéssel. Mivel a EMW_"‘”

darabolds csak egy-két klon létrehozasat eredményezheti, :0 e Dolly
hatékonyabb modszereket kezdtek kifejleszteni (Dinnyés yn |

& Bodo 2005). 2. dbra: Dolly
Embriondlis sejt klonozas (http://hu.Wikri]ré(;%%ogz%xvlilg)i/KI%CB%BS

Az elsO sikeres emlds nuklearis transzfert embrionalis sejteket hasznalva donorként
[llmensee és Hoppe végezte 1981-ben, akik korai embrio sejteket enuklealt zigdtaba juttatva 3
egér sziiletésérél szamoltak be (McGrath & Solter 1984). Késébb Steen Malte Willadsen
recipiensként petesejtet hasznalt zigota helyett (Willadsen 1986). Juhban és szarvasmarhaban
sejtmag donorként nyolc-tizenhat- sejtes embriok blasztomerjeit, recipiens sejtként pedig
DNS tartalmatdl megfosztott petesejteket hasznalva sikeriilt utddokat eldéllitani (Dinnyés &
Bodé 2005). Az embridsokszorozas hatékonyabb modszerének latszott a sejtmag atiiltetéses
modszer, amivel elméletileg nagyobb szamban lehet ikreket eldallitani. A kisérlet soran a
recipiens petesejtbdl kipipettazzak a sejtmagot és a sarki testet, majd citoplazmajaba egy
masik sejt (donor) sejtmagjat, vagy a teljes sejtét juttatjak. Azutan a két sejt citoplazmajat
elektromos impulzus segitségével Osszeolvasztottak, fuzionaltattak. Az elektromos sokk
aktivalta a petesejtet, az embrid osztodni kezdett, normalis embrionalis fejlédés volt

megfigyelheté (Gocza 1997).
Szomatikus sejt transzfer (SCNT)

Bar néhany korabbi publikdcid mar leirta, hogy tenyésztett embridsejtek egy elérehaladott
fejlédési stadiumban hasznalhatok donor sejtként sejtmag atiiltetésnél, (Sims& First 1993;
Campbell et al. 1996) Dolly sziiletése utan valt széleskorben elfogadotta, hogy lehetséges egy
felnott allat klonozasa egy felndtt szomatikus sejt sejtmagjanak eltavolitasaval, és enuklealt

petesejtbe juttatasaval (2.abra) (Wilmut et al. 1997). A klonozas alapjaul szolgaldo hamsejtek

crer
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eldsegitd, viszonylag differencidlatlan dssejtek szdma. Az emlémirigybdl készitett elsddleges
szovettenyészetben a sejtek 98%-aban differencidlodott sejtek, hadmsejtek, myoepithel ¢és
fibroblaszt sejtek voltak kimutathatok. gy kezdetben nem lehetett kizarni, hogy nem
differenciadlodott testi sejteket, hanem Ossejteket hasznaltak fel, de vizsgalatok
bebizonyitottadk, hogy Dolly klon, egy hatéves birka genetikai mdsa. Az egér klonozasanak
jelentdségét az adja, hogy révid a vemhességi ideje (mintegy 20 nap), jol ismert a genetikaja,
valamint embrioinak konnyli manipuldlhatésaga révén lehetéve valik maganak a klonozasnak,
illetve az annak eredményét meghatarozd faktoroknak széles kort kisérleti elemzése.
Wakayama csoportjdnak 1999-ben sikeriilt embrionalis Ossejtekbdl szarmazo egérklonokat
Iétrehozni, igy egy generaci6 soran hozhatok 1étre mutans homozigéta egérvonalak (Baranyali
et al. 2000). Dont6 szerepe van a recipiens citoplaszt és a donor sejtmag allapotanak abban,
hogy a bejuttatott sejtmag genetikai anyagat a citoplaszt Gjra programozhassa és az ismét
totipotenssé valjon. A kloénozott embriok mélyhiitése még alacsony hatékonysagu, ez is
korlatozza gyakorlati felhasznalosagat a klonozasnak, valamint a vetélések magas ardnya, a
megsziilendo allatok nagy mérete, illetve a gyakori korai elpusztulas. A problémak pontos oka
még nem ismert, de technikai gondokra ¢€s genom tjraprogramozasi hidnyossagokra

vezethet6ek vissza (Dinnyés & Bodo 2005).

A standard SCNT eljaras harom 1€pésbdl all: petesejt enukleaciod, a donor sejtek beillesztése
¢és a rekonstrualt embrio aktivalasa. Ezt kovetden a klonozott embridkat in vitro tenyésztik és
amikor elérik az embrid transzfer optimalis fejlédési allapotat anya allatba tltetik 6ket (Vajta

& Gjerris 2006).
Handmade klonozas (HMC)

Egy viszonylag 0j megkozelitése a nukledris transzfernek az ugynevezett handmade
klonozasi technika. Eredetileg embriondlis sejtek sejtmag-atiiltetését modositottak a
szomatikus sejt transzfer technikahoz. Ezzel a mddszerrel a zona pellucidat a maturacio utan

¢s az enukleacio elott tavolitjak el (Vajta et al. 2005).

3.5 ES sejtek

Az embriondlis Ossejtek megfeleld tenyésztési koriilmények kozott folyamatosan

osztodnak, és az osztdodasok soran megtartjak pluripotenciajukat, 6nmegujuld képességiiket, a
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sejtek differencialodni kezdenek ha az optimalis tenyésztési koriilmények megvaltoznak

(Gocza 2004).

Az embrionalis eredetii ssejteket (ES sejtek) az embrioldgiai, sejtbioldgiai kutatasok
szamos teriiletén alkalmazzak. Az ES sejteket embrionalis kdrnyezetbe visszajuttatva kiméra
egereket lehet 1étrehozni, amelyek minden szovetében megtalalhatok lesznek az ES sejtek
utodsejtjei (Bosze & Gocza 2005). ES sejtvonalakat nemcsak egér, hanem mas allatfajok

embridibdl kiindulva is 1étre lehet hozni.

3.5.1 Ossejt-vonal tipusai

A holyagcsira (blasztula) allapota egér embridoban mar két eltérd fejlodési képességgel
rendelkezé sejttipus talalhato: a bels6 sejtcsomé sejtjei, illetve a trofektoderma sejtek. Az
ICM sejtjeit pluripotensnek tekintjiik, beldlilk az embriot kialakitod csiralemezek (ektoderma,
endoderma és mezoderma) mindegyike kialakulhat (Bésze & Gocza 2005). A pluripotens
embriondlis eredetli egér ds-sejtvonalak a blasztociszta embridcsomojabol szarmaztathatdak.

A blasztocisztat fibroblaszt

edP ——— _amsien rétegre helyezve a
Petesejt L0 o g e

izoldlticM & &8s
4

/ - blasztocsizta letapad, a
Ossejtek létrehozasa
O / kiils6  trofoblaszt réteg
Tt — LA edig ICM csomo6t ho
Mwuli & Qﬁ, g& ag“’ p g g
Blasztociszta - Sy S ’ Ossejt kultara letre' Ha az ICM csomot
3. dbra: Ossejt vonal létrehozasa izolaljuk a tenyészetbdl az

(http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/0011_1A Molekular

is_terapiak_hu_book/ch08.html) nem differencialodik,

tripszines kezelést kovetden
képeznek (3.abra). Ezeket ismét izolalni lehet a tenyészetbdl, atpasszalhatok. Ha a koloniak
egyformak lesznek, akkor rendelkezésiinkre all egy pluripotens embrionalis eredetli egér s-
sejtvonal. ES-sejtvonalak optimalis tenyésztési koriilményeknél allandéan osztodo, nem
differencialodd sejtekbdl épiilnek fel. Az ES sejteket holyagesira allapotban levé
gazdaembrioba injektalva vagy két nyolc- sejtes gazdaembrioval aggregaltatva, kiméra
utdédokat kaphatunk (Gocza 1997).

Embrionalis karcinoma vonalak
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A teratokarcinomak tumorok, melyek az ivarmirigyekben keletkeznek. Az EC sejteket
holyagcsira allapoti embrio belsejébe juttatva kiméra embriok és magzatok hozhatok 1étre.
Az EC sejtek alkalmazasdnak hatart szabott, hogy az EC sejtvonalak sejtjei gyakran

tartalmaztak kromoszoma rendellenességeket (Robertson et al. 1987).
Osivarsejt eredetii sejtvonalak

Kozvetleniil ezekbdl a sejtekbdl kiindulva is létre lehet hozni az ES sejtvonalakhoz
hasonl6é fejlodési képességgel rendelkezd sejtvonalakat: ezek dsivarsejt eredetii sejtvonalak
lesznek. Ezeknél tobb az imprinting altal érintett gén expressziojanak mértéke eltért a

normalis szinttél (Matsui et al. 1992).
Primitiv ektoderma-szerii sejtvonalnak (EPL)

Az EPL sejtek a primitiv ektoderma sejtekre jellemz6 tulajdonsagokat mutatnak. Az
ES és EPL sejtvonalak 6sszehasonlitdsaval az ICM sejtek primitiv ektoderma sejtekké torténd

alakulasaban részt vevé gének tanulmanyozhatok (Rathjen et al. 1999).
Trofoblaszt eredetii sejtvonalak

Trofektoderma sejtekb6l hozhatok létre. A TS sejtek, az ES sejtekhez hasonloan,
bekapcsolodhatnak a magzati fejlédésbe, ha holyagesira allapoti embrioba injektaljak. A TS
sejtek azonban mar elkotelezett sejtek, és a trofoblaszt sejtek differencialédasi mintadzatanak
megfelelden differencidlodnak, igy a beldliik szdrmazd sejtek a méhlepény kialakitdsdban

vesznek részt (Tanaka et al. 1998).

3.6 Kiméra

A gbrog mitologidban a kiméra egy oroszlan fejli, kecske testli ¢és kigyofarka
szornyeteg volt. Altalanos fogalomként hasznalva a kiméra olyan dolgot ir le, amely tobb

kiilonboz6 forras tulajdonsagait egyesiti magaban (httpl).

A kiméra fogalma a bioldgiaban genetikai mozaikot jelent, azon él6lényeket, melyek
ketténél tobb ivarsejtbdl, szovetbdl jottek létre. Két csoportra lehet osztani, elsddleges és
masodlagos kimérakra. Ez att6l fiigg, hogy a megtermékenylilés sordn Iépett fel a genetikai

tobblet, vagy az egyedfejlodés késdbbi fazisaban, sejtcsere vagy mas transzplantacio révén.

A tobbsejtli él6lények legnagyobb hanyadanak minden sejtje azonos genetikai
informaciot hordoz, kromoszomai megegyeznek a sziil6ével, vagy a valtivartaknal a két sziil6
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egy-egy fél kromoszomakészletének Osszességével. A zigdta sejtjeinek osztodasanal
bekovetkezhet olyan genetikai esemény, mely sordn a megvaltozott tulajdonsagu sejtek
¢letképesek maradnak, tovabb osztodnak, tulajdonsdgaikat utodsejtjeiknek atadjak, ezen
utodok egylitt maradva mozaikfoltot alkotnak. Amennyiben az embrioba idegen eredeti
genetikai informacié épiil be, vagy tobb embrid Gsszeolvad, ezek is mozaikot alkothatnak.

Kimérarél harom vagy annal tobb génkészlet jelenléte esetén beszéliink (http2).

Az els6 egér kiméra kisérletek tobb mint 40 évvel ezeldttrél szarmaznak, Andrzej
Tarkowski (1961) eltavolitotta a zona pellucidat két genetikailag eltéré nyolc-sejtes allapota
embriordl és in vitro tenyészette Oket fizikai kontaktus mellett. Ezek az aggregatumok
¢letképes kimérakat eredményeztek alvemhes nésténybe vald betiltetés utan. Richard Gardner
blasztociszta sejteket injektalt blasztocisztdba. Az 1960-1980-as években kutatdsi eszkozként
kimérakat alkalmazva sok fontos biologiai kérdés tisztdzodott az embriondlis- és szerv
fejlodés terén. Két dominans modszer alakult ki ES sejtek preimplantacids allapotii embridba

juttatasara: az igynevezett injektalt kiméra és az aggregacios kiméra (Nagy et al. 2003).

3.6.1 Kiméra tipusai

Kimeéra létrehozasa kiilonbozo szovetekbol

Diploid (mutans) embrio - diploid (vad tipusi) embrio aggregdcios kimérdk

crcr

hozzak létre. Minden embrionak meg van az esélye barmely sejtvonal hozzéajarulashoz az
egész magzatban, az extraembrionalis membrant is beleértve (Mintz 1962). Ezek a kimérak
egyre inkabb elterjedtek mutans fenotipus vizsgalatokban. Altalaban nyolc-sejtes morula
allapott, heterozigota mutans keresztezésii embriokat aggregaltatnak vad tipusu embridkkal,
hogy a mutans sejtek viselkedését vizsgaljak a vad tipusu sejtekben (Rossant & Spence 1998).
Mutans sejtek kizarédasa bizonyos sejtvonalbdl vagy szovetekbdl, illetve abnormalis
differencidlodasa egy adott szovetben, rdmutat a muticid okozta sejt-autondom elsddleges
hibakra is (Tanaka et al. 1997). Csupan a heterozigdta keresztezésbél szarmazd kiméra
embriok 25%-a lesz homozigota mutans. Ha csak nem torténik meg az embriok genotipizalasa
az aggregacio elott, genotipus stratégia sziikséges, hogy megkiilonbdztethetd legyen az alabbi
harom kiméra tipus: vad tipusi- vad tipusu, heterozigéta mutans- vad tipusi, homozigéta
mutans-vad tipusu. Ezt ugy tudjuk elérni, hogy nyomon kd&vetjiik a torzs specifikus

polimorfizmust vagy gyakrabban a kérdéses gén molekulérisan jellegzetes mutans alléljat.
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Példaul, egy kiméra eldallitasra hasznalt mutans egérbdl szdrmazd embrid genotipizalasat eld
lehet segiteni a rendelkezésre allo két target allél, az egyiket a neomicin rezisztencia gén
beiktatasaval, a masikat pedig nélkiile. Allél specifikus PCR analizist hasznalva, a genotipust
meghatdrozza: a homozigota-vad tipusu kimérdk esetében mindkét target allél jelenléte, a
heterozigdta-vad tipusuaknal a két allél egyike, és a vad tipusu- vad tipusu kiméraknal

mindekét allél hianya (Hart et al. 2002).
ES sejt- diploid embrié agQregdcios és injektalt kimérdk

Jelenleg a leggyakoribb eszk6z a mutans fenotipus elemzésére az ES sejt kiméra
embrid, melyet a vad tipusu ES sejt mutans embrioba juttatasaval hoznak 1étre és vice versa.
Mindkét esetben az epiblaszt genetikai adllomanya (az egér is) mutans €s vad tipusu sejtek
keverékébdl fog szarmazni. Azonban az ES sejtek nem jarulnak hozza a primitiv endoderma
vagy trofektoderma sejtekhez, tehat az extraembrionalis primitiv endoderma és trofektoderma
Osszetétele az ES sejtek és a felhasznalt embrid genotipusatol fiiggden eltérdek lehetnek. A
vad tipust ES sejt és mutdns embrio kiméraknal, a primitiv endoderma és trofektoderma
mutans lesz, mig a mutans ES sejt és vad tipusu embri6é kiméraknal a primitiv endoderma és
trofektoderma vad tipusu lesz (Tam & Rossant 2003). ES sejt embrio kimérak alkalmazhatok
a genetikai mutaciok hatasdnak vizsgalatira az embrionalis és extraembrionalis sejtekre,
valamint a sejtvonal specifikus mutaciok hatasanak meghatarozasara az embridokban. Ha
homozigota mutans ES sejteket hasznalunk, az extraembriondlis szovetek nem fogjak
tartalmazni a mutaciot, minden kiméra informativ lesz és nem sziikséges genotipizalas (Varlet
et al. 1997). Azonban, ha vad tipust ES sejteket hasznalunk mutidns embriokkal, az
extraembrionalis szovet, valamint az embri6é néhany szovete tartalmazhatja a mutaciot. Ezért a
mutdcié hatdsanak értelmezéséhez a kiméra fejlédése alatt sziikséges az embrio
genotipusanak ismerete. Ez megvaldsithatd a kiméra extraembrionalis szovetébdl torténd
mintavétellel (visceralis endodermabdl vagy trofektodermabdl), igy meghatarozhatd, hogy
mely kimérak tartalmaznak sejteket a homozigdta vagy heterozigdta mutans embriokbol. Egy
egyszerlibb vizsgalat a vad tipust és mutans allélok jelenlétének kimutatdsira, az Osszes

lehetséges genotipus megkiilonboztetése (Tam & Rossant 2003).
Diploid embrio- tetraploid embrio aggregacios kimérak

Ez a kombinacio szintén egyedi jellemzOkkel rendelkezd kimérdkat hoz 1étre. A
tetraploid komponens hozzéjarulasa a sziiletés el6tti fejlédésnél figyelheté meg. Tetraploid

sejtek a kimérdk nagy részénél csak a placenta trofoblaszt és a szikzacské endoderm
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rétegében talalhatok (Tarkowski et al. 1977). Ezen kimérak hasznalata a fenotipusos

analizisben akkor sziikséges, ha az indukalt mutaci6 extraembrionalis fenotipussal

rendelkezik (Guillemot et al. 1994).
ES sejt- tetraploid embrio aggregdcios és injektalt kimérdk

Az ES sejt tetraploid embrié kimérék esetében, az ES sejt elsésorban az epiblasztbol
szarmazo szovetekhez jarul hozza, mig a tetraploid embrio sejtjei foleg az extraembrionalis
primitiv endodermat és trofektodermat hozzak létre. Az ES sejtek és tetraploid sejtek
leszarmazottainak kozel teljes elkiilonitése jol hasznalhat6 eszkozt nyujt a mutaciok hatdsanak

feltarasara az embrionalis és

gazdaembrié extraembrionalis szOvetekben

@ _,@ — @_,® i WUM}B (Tam & Rossant 2003). Ezen
kiméra cmb,iéQ talmenden az ilyen tipusu

@ @/ / kiméraknal a magzat az ES

—lranugtmkus embrionalis /< ‘x
g2

dssejtkolonia

sejtekbdl szarmazik. Az ES

sejtekkel azonos genotipust ES
4. abra: ES sejt tetraploid kiméra létrehozasa ‘ ‘
sejtekbdl szarmazd embridknal

(http://www.nemzetigeografia.hu/node/666)

¢s  felndtt  egereknél a

fenotipusos vizsgalatot azonnal

el lehet végezni (Eggan et al.2001). Az ES sejt genotipusat hordoz6 nagyszami embriok
allithatok igy eld, megkeriilve a mutans egerek tenyésztésének farasztd folyamatat. Végiil az
ES sejt tetraploid embrio kimérak innovativ eszkozt nytjtanak a gén funkciok elemzésére
(4.4bra). A transzgenezissel 1étrehozott hagyomanyos genetikai modositasok, valamint az ES
sejtek célzott génmodositdsa esetében, az vagy tobb génes tulajdonsagok hatékonyan
megvaltoztathatok, ha az ES sejtek transzkripcids aktivitasat kilitjilk RNSi reagensekkel. Az

ES sejt tetraploid kiméra kisérleti eszkdozként torténd hasznélatandl a nagyszamu ES sejtekkel

hatékonyan lehet vizsgalni az RNSi kezelés fenotipusos hatasat (Kunath et al. 2003).

A tetraploid blasztocisztaba injektalva az ES sejteket, olyan teljes mértékben ES-sejt
eredetli egereket kapunk, melyek segitségével a mddositds hatdsa azonnal tanulméanyozhatd
vagy kutatasi célra azonnal egér koloniat képezhetnek. Néhany hatranya a tetraploid
modszernek: kevés életképes utod sziiletik, igy magasabbak a kezdeti koltségek, bar késébb
kevesebb 1id6 kell a homozigota vonal kialakitasahoz. A tetraploid blasztociszta

mikroinjektalas ugyan annyi id6, mint a diplod, a tetraploid eljaras magaban foglalja tovabbi
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embridkultira tenyésztési idejét is. Ezen tulmenden az elektrofuzios 1€pés egy egész napot
vesz igénybe, ezt egyébként a diploid blasztocita mikroinjektalasra fordithatnank. Tetraploid
modszerrel 1étrehozott utddok azonban hasznos allatok lesznek, mivel a mutacio kétségteleniil
jelen lesz a csiravonalban. Ezért a tetraploid modszerbdl szarmazo alacsonyabb utéd hozam
hosszabb tavon nem ad okot aggodalomra. Tovabba, a tetraploid blasztociszta aggregacios
kisérletek azt mutatjak, hogy az ES sejtek genetikai hattere, valamint az embri6 kinalat
kulcsszerepet jatszhat az egerek tulélésében. Ezért az embrid és ES sejtek valasztasa is fontos
tényez6, amikor knockout egereket hozunk Iétre tetraploid blasztociszta injektalassal

(Kirchain 2008).

3.6.2 A kiméra létrehozas épitokovei

Az egér blasztociszta a beiiltetés el6tt harom sejttipust tartalmaz: az epiblasztot és a
primitiv endodermat, melyek a belsd sejt csomoObol szarmaznak, valamint a kiilsé
trofektoderma réteget. Ez a harom sejttipus mutathatdé ki a kiméra vizsgalatok sordn, és
figyelheté meg a kiilonboz6 sejtvonalak késobbi fejlédésénél is (Roode et al. 2012). Az
epiblaszt hozza létre a harom csira lemezt (ektoderma, mesoderm és endoderma), melyek a
magzat 0sszes szoveti progenitor sejtjét tartalmazzak: a visceralis szikholyag extraembrionalis
mezodermajat, valamint az allantoist és amniont (bélzsak és magzatburok). A primitiv
endoderma hozza létre az endoderma visceralis és parietalis szikolyagjat, melyek egyiittesen
alkotjak a Reichert membrant, amely az egész zigétat koriilveszi. A trofektoderma a Reichert

membrant és a placenta trofoblaszt rétegét hozza létre (Tam & Rossant 2003).

Kiméra eldallithatd két teljes nyolc- sejtes embrid kombinalasaval, vagy a két
barazdalodési stddiumban levé embrio ( kett6tdl nyolc- sejtes allapotig) blasztomereinek
kombinalasaval. Mivel ezekben a fejlddési stadiumokban a korai embrionalis sejtek sejtvonal
potencidlja még nem korlatozott, képesek hozzad jarulni az ICM ¢és trofektoderma
létrehozasahoz is. Amikor két diploid nyolc- sejtes embridé vagy két nyolc- sejtes embrid
blasztomerjeit aggregaltatjuk egymassal, kimérizmus fordulhat ¢l6 az epiblaszt, a primitiv
endoderma ¢és trofektoderma rétegben is. Ezzel szemben, amikor a diploid blasztociszta ICM
sejtjét hasznaljuk kiméra létrehozasara, akar mikrosebészeti ton injektaljuk a morulaba vagy
blasztocisztdba, akar nyolc- sejtes diploid embrioval aggregaltatjuk, csak az epiblaszt és
primitiv endoderma kialakulasahoz jarul hozza, és a trofektodermahoz nem. Ez az ICM sejtek

korlatozott sejtvonal potencialjadval magyaradzhatd. ES sejtek hasonld helyzetben inkabb
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epiblaszt sejtként viselkednek. Csak a csira lemez kialakulasahoz jarulnak hozzéa, melybdl az
Osszes embrionalis szovet, illetve néhany extraembrionalis szovet keletkezik (beleértve az
amniont (magzatburok), a szikzacsk6 mezodermajat, az allantoist és az embrid eredetii
véredényket a placentaban), de trofektoderma vagy primitiv endoderma nem, annak ellenére,
hogy in vitro az utdbbi sejttipussa képesek differencialodni (Beddington & Robertson 1989).
Azon TS 8ssejtek, melyek trofektoderma, blasztociszta vagy posztimplanticios trofoblaszt
allando6 sejtvonalbol szarmaznak, csak a kiméra trofektoderma szarmazékaihoz jarulnak hozza

(Tanaka et al. 1998).

Amikor tetraploid embriokat és diploid sejteket hasznélnak kiméra létrehozasra, a
tetraploid sejtek ritkan jarulnak hozza magahoz az embridhoz, elsésorban csak a primitiv
endoderma ¢és trofektoderma réteghez (Tarkowski et al. 1977). Diploid és tetraploid sejtek
szinte ugy kiilonithetdk el mint a kiméra két kiilonb6z6 része. Amikor a kiméra létrehozasara
diploid ES sejteket és tetraploid befogaddé embriokat hasznalnak, a kapott zigota kizardlag ES
sejt eredetli magzatbdl és extraembrionalis mezodermabol all, valamint tartalmazni fog
tetraploid trofektodermat és primitiv endoderma szarmazékokat is. Az ES sejt tetraploid
embrid kimérakat széles korben alkalmazzak tetraploid komplementacios vizsgalatokban,
elemezve a megvaltozott gén funkciojanak hatasat a sejtvonal fejlédési potencialjara, valamint

a funkcionalis kolcsOnhatast az embriondlis és extracmbrionalis szovetek kozott.

Az embrionalis egér kimérak bizonyitottan hatékonyak a gén funkciok tisztazasara, az
egyszeri mutans fenotipusos jellemzésen tal. Az alkalmazias nem korlatozédik a korai
fejlodés embriologiai tanulmanyozasara, alkalmazhatd organogenezis elemzésre, sziiletés
utani érés és életfunkciok vizsgalatara is. A genetikai aktivitdas modosithatd 0j szekvenciak
beépitésével, ami azt jelenti, hogy a gén expressziot feltételesen megvaltoztatjuk, vagy

modositjuk a gén funkciét (Tam & Rossant 2003).

A jelenlegi erdfeszitések az embriobol és kifejlett allatbol szarmazo dssejtek fejlodeési
potencialjanak meghatarozasra, az in vitro sejt differencialodasra fokuszalnak, és ezen sejtek
transzkripcids aktivitasanak jellemzésére, annak érdekében, hogy meghatarozzak a
pluripotencia szintet tiikkr6z6 szignal molekuldkat. Az embriondlis kimérak kiilonlegessége,
hogyha a sejteket visszajuttatjuk embrionalis kérnyezetbe, ez a sejt a fejlédési potencialjanak
megfelelden szamos differencidlodott sejtet hozhat 1étre. Ennek eredményeként a sejteket egy
teljes kort sejtvonal potencial tesztnek vetik ala egy kiméra rendszerben, amely felfedi a

sejtek fejlodési képességének valddi mértékét. A kiméra elemzés varhatéoan nélkiilozhetetlen
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eszkoz lesz a legtobb atfogd €s szigoru in vivo embrionalis €s kifejlett egér, vagy mas eml6s

faj felnott szoveti Gssejt értékelésében (Jiang et al. 2002).

3.7 Iker egerek

A nuklearis transzferrel létrehozott klonokkal ellentétben, melyek valtozatos
mitokondrialis heterogenitast mutatnak, a tetraploid komplementacios modszerrel 1étrehozott
kimérak azonosak a sejtmagi ¢és mitokondrialis DNS tekintetében is (Evans et al. 1999). A
mitokondrialis funkcié altaldban szabalyozhatd egy kettés genom rendszerrel, a sejtmagi-€s

mitokondrialisan kodolt gének egylittmikodésével (Khan et al. 2006).

A tobb évtizedes kiilonbozo kisérleti megkozelitések iker egerek létrehozasara-mint a
morula és holyagcsira kettéosztasa, a hasitott embriok aggregacidja kiméra létrehozasra, és az
embrid szeparalasa egyetlen blasztomerre- azt mutattak, hogy a korai emlés embridk,
beleértve az egér embriokat is, nagyon rugalmasak azok fejlédési potencialjat tekintve.
Altalaban a blasztomerek kettd, négy-vagy nyolc- sejtes embriokbol szarmaznak, 1/2, 1/4, 1/8
blasztomerként és egyetlen blasztomerként jelolve Oket. Ezek megfeleld befogadd és
optimalis korilmények kozott képesek normalis termékeny felnétté fejlodni, totipotensnek
nevezhetok. Egyes allatokban, mint példaul a nyul, juh-és szarvasmarha, normal felndtt
egyedet mar kaptak 1/2, 1/4 és 1/8 blasztomerbdl (Johnson et al. 1995). Azonban ugy tiint,
hogy egér esetében csak az 1/2 blasztomer, az 1/4 és 1/8 nem fejleszt egészséges felnott
allatot (Sotomaru et al. 1998). Abban az esetben, mikor mindkét blasztomert hagytak kiilon
fejlédni, identikus iker allatokat allitottak elé (Mullen et al. 1970).

Azt feltételezték, hogy az 1/4 vagy 1/8 egér blasztomer nem a korlatozott fejlédési
potencidl miatt nem képes normalis egeret 1étrehozni, hanem mert alacsony a jelen levd sejt
szam a kapott embrioknal a kavitacio elején. Tarkowski uttoré tanulmanya, valamint
Wroblewska és Rossant kimutatta, hogy ezen blasztocisztaknal az alacsony teljes sejt szdm
miatt nagyon kicsi az ICM, vagy egyaltalan nincs is. Annak érdekében, hogy lekiizdjék ezt az
akadalyt, Kelly 1/4 és 1/8 blasztomereket aggregaltatott néhdny genetikailag eltérd
blasztomerrel, igy a sejtek szamat normalis vagy kozel normal szintre allitotta.
Megallapitottak, hogy az egyetlen blasztomerbdl szarmazo sejtek jelen voltak a test és az
extraembrionalis membran kiilonbdzé szoveteiben a kiméra magzatnal, allatnal. Ezen kiviil
azt talaltak, hogy tobb magzat, allat, kizarolag egyetlen blasztomerbdl szarmazik. Ez azt jelzi,

hogy az egér egyetlen 1/4 és 1/8 blasztomere is képes a teljes allat elballitasara, ha azok
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hordozé blasztomerekkel vannak segitve. Ezt kdvetéen hasonld eredményeket kaptak
Tsunoda és munkatarsai (1987), valamint Pinyopummin és munkatarsai (1994), amikor

parthenogenetikus embridkat hasznaltak hordozé sejt forrasként (Tarkowski et al. 2005).

A diploid ¢és tetraploid embridk aggregéltatasabol szarmazé kiméra egereknél a
tetraploid hozzajarulas az embridhoz alacsony aranyban fordul eld, a tetraploid sejtek
elsdsorban az extraembriondlis sejtekre korldtozddnak. Bar kezdetben a 4n sejtek nincsenek
kizarva az epiblasztbol, az implantacido utan elvesznek belble. A négy-és nyolc- sejtes
embriokat egyetlen blasztomerre osztva ¢és aggregaltatva egy tetraploid hordozd embridval
¢lve sziiletett egereket eredményez (M. Gertsenstein 2010). Identikus ikrek és harmas ikrek
sziilettek egyetlen 1/8 és 1/16 par blasztomerbdl tetraploid hordozokkal tdmogatva. Eldre
jelzett nemii ikrek és harmas ikrek keletkeztek egyetlen 1/8 blasztomerbél. Ujabb hasonld
modszerrel bizonyitottak 1/16 €s 1/32  blasztomereknek a fejlddését magzattd és kifejlett
egerekké (Tarkowski et al. 2001). Mar létrehoztak tizenhat-sejtes embrid egyetlen kiils6 vagy
belsd sejtjébdl egykéket, ikreket, valamint harmas-¢és négyes ikreket is. Szorvanyosan sikeriilt
32-sejtes embrio egyetlen sejtébdl magzat eldallitasa. A konstitutivan expresszalo GFP
embriok egyetlen, diploid blasztomerének donorként torténd hasznalata, lehetové teszi a sejt
utédainak azonositasat a létrehozott kiméra allatban. Kimutattdk, hogy a donor blasztomerek

leszarmazottjai lokalizaltak magukat mindharom sejtvonalban (Tarkowski 2010).

A cél olyan egerek eléallitasa, melyek remélhet6leg identikus multiplettek, és amik
egyetlen diploid blasztomer izolacidjabol négy- sejtes allapotban, vagy testvér blasztomer
1zolaci0jabdl nyolc- sejtes allapotban szarmaznak. Ennek érdekében izolalt blasztomereket
kell aggregaltatni egy vagy két tetraploid hordoz6 embridval. A megfigyelések erésen arra
utalnak, hogy a magzatok/allatok tobbsége inkabb "tiszta" diploid, 2n/4n kimérak helyett. Ez
a leirt modszer alkalmazhatd a késobbiekben ikrek, harmas-és négyes ikrek eldallitasara
egerek esetén. Ez megerdsiti Kelly korabbi munkait, mely szerint a "negyed" blasztomereknél

az egér még totipotens.

Az egér embrio két- sejtes egyetlen blasztomere képes kifejlett egeret 1étrehozni,
esetenként két elvalaszott blasztomer is ikreket eredményezhet. A négy- sejtes allapota izolalt
blasztomerekbdl fejlodott embriok beiiltethetok, de csak szorvanyosan érik el a késoi
blasztociszta utani "small egg cylinders™ allapotot. A legtobb valdsziniileg a kavitacio alatt
végbemend sejtszam csokkenés miatt, amely egy kicsi vagy hianyos belsé sejt tomeget (ICM)
eredményez. Mas emlds fajokndl, mint a nytl és a juh, ahol az implantaci6 ezen szakaszaban

22



a blasztociszta nagyobb, teljes sejt szamot tartalmaz, ennek kdvetkeztében nagyobb a sejt
szama az ICM-nek, a négy- sejtes egyetlen blasztomer és olykor a nyolc- sejtes embrio is
képes feln6tt egérré fejlédni. A négy- sejtes embrid négy egyetlen blasztomerjének
atiiltetésével, vagy a négy par blasztomerbdl alld nyolc- sejtes embriobol eldallitottak ikreket,

harmas- és négyes ikreket (Tarkowski et al. 2001).

Kelly (1975, 1977) genetikailag elkiiloniilé diploid blasztomereket hasznélt segitd
sejtként, és bizonyitotta, hogy 1/4 és 1/8 blasztomerek hozzd jarulnak az embrionalis és
extraembriondlis szovetekhez a kiméraban. Bizonyos esetekben, egyetlen blasztomer képes
volt 1étrehozni a teljes nem-kiméra allatot, azonban a segitdé blasztomer kizarolag az
extraembriondlis szovetekhez jarult hozzid. Béar ezek a az eredmények bizonyitéknak
tekintheték az egyetlen 1/4 és1/8 blasztomerek totipotenciajara, ezen blasztomerek egyike
sem volt onellatd az ) egyedek létrehozasaba (Pinyopummin et al. 1994). Kelly és masok
kisérletei, akik az 6 kisérleti tervét kovették kimutattak, hogy az 1/4 és 1/8 blasztomerek
képesek az embrid testét/magzatot/ allatot 1étrehozni, de csak akkor ha hordoz6 sejtekkel
tamogatjak (tetraploid blasztomerek vagy genetikailag elkiiloniilt diploid blasztomerek,
normal vagy parthenogenetikus embriok) Oket (Tarkowski 2005). Egyetlen adott fejlédési
szakaszbol szarmazo6 blasztomer fejlodési potencialjanak értékelés informativ, de annal
értékesebb az Osszehasonlitds a testvér blasztomerek fejlédési potencidlja kozott. Az egér
kisérletekben Mullen és munkatarsai (1970), MclLaren Tsunoda (1983), Togashi ¢és
munkatarsai (1987), Wang és munkatarsai (1997) és Sotomaru és munkatarsai (1998) 1/2
blasztomerbdl izolalt ikreket hoztak Iétre, de ennek a hatékonysaga meglehetdsen alacsony
volt. Eddig nem szamoltak be sziiletésrdl €és sikeres sziiletés utani fejlédésrol egér négyes
ikreknél. Azonban a négyes ikrek eldallitasa juhoknal, (Willadsen 1981) harmas- és négyes
ikrek szarvasmarhanal (Willadsen & Polge 1981, Johnson et al. 1995) négy vagy nyolc-sejtes
embrid blasztomereinek elvalasztasaval azt mutatja, hogy bizonyos emldés fajoknal ezen
fejlodési szakaszban minden blasztomer totipotens, nem igényelnek hordozd blasztomer

tamogatast (Tarkowski 2005).

3.7.1 Tetraploid, diploid aggregacio

Minden négy- Sejtes embrid izolalt blasztomerét (1/4 blasztomer) vagy nyolc- sejtes
embrid testvér par blasztomerét (2/8 blasztomer), kétféleképpen lehet aggregaltatni tetraploid
embriokkal. Tarkowski és munkatarsai eddigi kisérletei a diploid blasztomereket két
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tetraploid embrié koz¢ helyezték, azért, hogy noveljék
az esélyét a 2n komponens internalizalédasanak,
valamint 4n blasztomerekkel legyen koriilvéve, igy
els6sorban a kiméra blasztociszta ICM-éhez jaruljon
hozza. Az esetek tobbségében sikeriilt 1étrehozni ezt a

tipusu elrendezést, és ez fent is maradt a kompakciot

megel6z6 néhany oraban (5.abra: diploid-tetraploid

aggregacio). Annak érdekében, hogy a zoéna mentes
5. d@bra: Diploid,tetraploid aggregacio

(Carstea, 2006)

s

kiméra embriok On-aggregacidjat elkeriiljék a
recipiensbe torténé beiiltetés utan, csak azok az
embriok keriiltek beiiltetésre, melyek 24 vagy 48 o6ra alatt in vitro blasztociszta allapotig

fejlodtek, amikor is az embriok mar nem aggregalnak egymassal (Tarkowski et al. 2001).

3.7.2 Tker kutatas jelentosége

A molekularis genetikai vizsgalatok eldretdrésével az iker vizsgdlatok hasznosabbak,
mint valaha, a kvantitativ 10kusz analizis fontossaga miatt (Morley 2005). Az iker
tanulmanyok mar meggy6zden bizonyitjak az ischaemias szivbetegség 6rokloédo aspektusait a
koleszterin genetikai varianciajanak hatasat feltarva (Reed et al. 1991). Identikus iker egerek
létrehozasaval csokkenteni lehet azon dallatok szamat, amelyek sziikségesek relevans
statisztikai adatok létrehozasahoz, valamint az ikrek fontos informaciokkal szolgalhatnak az

orvosbiologiai- és mezdgazdasagi alkalmazasokban.
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4. Anyagok és modszerek

o

4.1 Egér embriok eloallitasa

Kisérleteink soran a kiméra eldallitashoz, donor €s recipiens néstényeket, himeket és
vazektomizalt himeket hasznaltunk. A kisérlet soran CD1, C57Bl/6 ¢és EGFP/CDI1 egér

torzseket alkalmaztunk.

A nagyobb szamban torténd embrio kinyerés érdekében az allatokat szuperovulaltattuk, igy

nagyobb szamu petesejt indulhat érésnek az 6sztrusz ciklusban.

Eldszor a néstény egereket PMSG injekcidval kezeltiik, ettdl tobbszoros tiiszoérés kovetkezik
be. A PMSG utan 46-48 oraval HCG-vel kezeltiik (human korion gonadotropin), mellyel
A kovetkez6 napon plagolni kell, vagyis a Cowper-mirigy valadékanak jelenlétével (vagy

hianyaval) ellendriztiik a parosodast, és a plagos ndstényeket kiilon valasztottuk a himekt6l.

Az embridkat szuperovulaltatott vemhes ndstény petevezetdjét atmosva nyertiik ki, majd egy
tiveg kapillaris és kézi pipettor segitségével gytiijtottiikk dssze a kimosd folyadékbol. Ezt
kovetéen néhany M2 médium cseppben atmostuk az embridkat, majd asvanyi olajjal lefedett
KSOM cseppbe helyeztiik azokat. Ezt kovetéen 37°C-on, 5% CO, mellett

tovabbtenyésztettiik az embriokat a megfeleld fejlodési allapot eléréséig.

Az egér embridkat 24 vagy 48 oran at inkubaltuk az aggregacios kisérletekben: mivel a zéna
pellucida eltavolitdsa ndveli az embridk érzékenységét, a siker eléréséhez optimalis
tenyésztési koriilmények fenntartdsa feltétleniil sziikséges. A médium maximum 2 hétig
hasznalhato, ez megvasarolhatd vagy elkészithetd a leirtak szerint. A viz mindsége nagyon
kritikus a médium elGallitasa kozben. A viznek rendszeresen ellendrzott MilliQ
sziirérendszerbdl kell szarmaznia, lehetdleg elézetesen deionizalt legyen. Minden vegyi
anyagnak a legjobb mindséglinek, vagy embriora teszteltnek, vagy csak a médium
elkészitésére hasznalhatonak kell lennic. Az embridkat szovettenyésztd edényekben, vagy
mikro-cseppekben tenyésztjiilk, mely esetén a médiumot embridra tesztelt konnyi,
asvanyolajjal kell boritani. A zigotak tobbsége eléri a blasztociszta allapotot, ez mutatja az

optimalis tenyésztési koriilményeket. Mivel az embridk nem toleraljadk a pH és homérséklet
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valtozasokat, minimalis idonek kell eltelni mig az embriok a tenyészté edénybe keriilnek a

sikeres embrid kultara 1étrehozas érdekében.

4.1.2 Embrio elokészitése

Az M2 médiumot tegyilk szobahOmérsékletre, készitsiink tenyésztd edényeket
ekvilibralt KSOM-AA médiumot és olajt hasznalva, ha ezek nem voltak el6z6 nap
elokészitve. Hizzunk embrié manipulacids pipettdkat. Vagjuk ki a petevezetét a vemhes
ndsténybdl, majd helyezzilk M2 cseppbe. Az eltelt id6 az embrid donor boncoldsa és a
tenyésztd edénybe helyezés kozott a lehetd legkevesebb legyen (idedlisan nem t6bb mint 20-
30 perc). Ez legfoképp a két- sejtes embriok esetében fontos, mert érzékenyebbek, mint
morula allapotban. Kisérleteinkhez is két- sejtes embridkat hasznaltunk, melyeket a
megtermékenyités utani 2. napon nyertiink ki. Ne boncoljunk tobb donor ndstényt, mint amit
20-30 percen beliil kezelni tudunk. Tegyiik a petevezetdt egy kis csepp M2-be. Hasznaljuk a
boncold mikroszkopot, illessziik be az 6blitd tiit, csatlakoztassuk egy 1ml-es M2-vel toltott
fecskend6hoz, juttassuk az infundibulumba, és 6vatosan nyomjuk az 6blitd tii hegyét az edény
aljdhoz, hogy az edény a helyén tartsa. Csipesz segitségével tartsuk a tiit a megfeleld
pozicidban. Mossuk at a petevezetét M2 médiummal, figyeljik meg a megduzzadasat.
Folytassuk a maradék petevezetdvel, mikdzben a manipulacid idejét az M2 médiumban a
minimumon préobaljuk tartani. Gy(jtsiik 0ssze az embridkat a hiizott embrid manipulacios
pipettat hasznalva. Mossuk Oket tobb M2 cseppben, hogy megszabaditsuk minden
tormeléktd]l. Mossuk az embridkat tobb csepp ekvilibralt KSOM-AA médiumon keresztiil, és

tegyiik szovettenyésztd edényben az inkubatorba.

4.2 Tetraploid embriok

Tetraploid egér embridkat a két- sejtes allapoti implantacio eldtti embriok
genetikai anyaganak replikacioja kovet, a kapott két- sejtes embriok nukleuszai dupla diploid
DNS tartalommal rendelkeznek, vagyis tetraploidok lesznek. A tetraploid embriok
blasztociszta allapotig jol fejlodnek, bar sejtszdmuk jelentdésen lecsokken. Azonban
rendszerint normalisan beagyazodnak, mert a tetraploid trofektoderma és a trofoblaszt

szarmazhat tetraploid sejtekbdl.
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A fazid6 kezdetén a sejtfuzios gépen Aallitsuk be a
o paramétercket. A két- sejtes embriok blasztomer fuzidja, akkor
\' | jelentkezik, ha DC elektromos impulzust alkalmazunk a

@ o ,
.Hk 7|\ blasztomer kapcsolat sikjara merdlegesen. Az elektroda kamra

2 l hasznalatatol fiiggnek az értékek. A fuziohoz alkalmazzunk egy
""-l‘:\J""“ vagy két impulzust, 30-40 V ¢és 40-50 psec-on, az ICR
| embriokhoz nem elektrolit oldatban (mannitol). A kisérletek

soran CF-150B sejtfuzios eszkozt a (BLS Ltd), és 250 pum

elektrod kamrat hasznaltunk. A szabalyozhato 1 MHz AC mez6

crcr

6. dbra: Fuzié

az elektrod kamraban. Az aktudlis paraméterek eltérhetnek az eszk6zok és egértdrzsek kozott,
ezt kisérleti tapasztalatokbodl lehet megallapitani. A cél az, hogy legalabb 80%-0s legyen a
fuzié 10-30 perc alatt az embridk lizise nélkiil. Toroljiik at az elektroda kamrat 70%-0s
etanollal. Csatlakoztassuk az impulzus generatorhoz és tegyiik 100mm-es petri-csészébe.
Helyezziink két nagy csepp M2 médiumot, valamint tobb csepp mannitol oldatot a csészébe.
Tegylink mannitol cseppet az elektrod kamra folé. Az Gsszegylijtott embriokat legaldbb 15
percig inkubdalni kell az elektromos impulzus alkalmazésa eldtt. Helyezziink 4x25-30 embriot
az els6 M2 cseppbe. Az elsé csoport embridt mannitol cseppel Oblitjiik, gyorsan pipettazzuk
fel-le. Helyezziik az embriokat az elektrodak k6zé, tigy hogy egymastol elhatarolodjanak. Az
AC mezd (1 V) az elektroddra merOlegesen orientdlja az embriokat, mikdzben Ok
felsorakoznak a kamraban. Kézzel mozgassuk az embriokat, melyeket az AC mezé nem
orientalt megfeleléen. Ha minden embrié megfelelden orientalddott, raadhatjuk az impulzust.
Nagyon fontos, hogy folyamatosan figyeljiik az embridkat, és tegyiik a fazionalt (hasonlo,
mint az egy- sejtes) embridkat friss cseppbe. Mikor az embriok helyrejottek a masodik
mitotikus osztodds sordn, sikeresen fluzionaltak és tetraploid embriéva osztddtak, mar
konnyen Osszetéveszthetdek a nem fuzionalt diploid két- sejtes embridkkal. Alkalmanként az
egyik blasztomer lizal a fuzi6 kozben, az ilyen embriokat nem tessziik a fuzionalt tetraploid

embriok kozé (6.abra).

Kozvetleniil az 6sszeolvadas utan az embridkat helyezziik at az elektrod kamrabol a masodik
M2 cseppbe. A kezelt embridkat mossuk keresztiil tobb csepp M2 és ekvilibralt KSOM-AA
médiumon. Helyezziik 6ket az elokészitett KSOM cseppeket tartalmazo, asvanyi olajjal fedett

petri-csészébe, majd inkubatorba.
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Az egy ¢jszakan at tartod inkubacio utan, a négy- sejtes embriokat hasznaltuk az aggregaciora.
Optimalis tenyésztési koriilmények kozott legalabb 80%-osnak kell lennie a fizionalt embriok
négy- Sejtesre torténd fejlédésének. Az egy- sejtes allapotban maradt embriok nem
hasznalhatoak az aggregaciohoz. A két- sejtes késleltetett embriokat késobb aggregaltatni

lehet a nap folyamén, miutan négy- sejtess¢ fejlodtek.

4.3 Tetraploid aggregacios kiméra

4.3.1 Az aggregacios petri-csésze eloallitasa

Hasznaljunk 1 ml fecskendét KSOM-AA médiummal toltve, helyezzik a
mikrocseppeket 35 mm Falcon # 35-3001 Easy Grip edényre. Altalaban 2 sorba 4-5 cseppet
helyeziink a lemez kozepébe, ¢s még 2 sorba 3 cseppet mindkét oldalon. Azonnal boritsuk a
cseppeket embriodra tesztelt dsvanyolajjal €s helyezziik inkubatorba. Készitsiik el a lemezt az
aggregacio elotti nap délutanjan, vagy haszndljunk ekvilibralt KSOM-AA médiumot a
kisérlet napjan. Mossuk az aggregécios tiit 70%-os etanollal. Nyomjuk a tiit a miilanyagba kis,
korkords mozgast végezve. A cél az, hogy 1étrehozzunk egy kis, sima feliiletli mélyedést. Elég
mély legyen ahhoz, hogy biztonsagban tartsa az aggregatumot, akkor is, ha a lemez mozog az
inkubatorban. Helyezziik a bemélyedéseket a korbe nagyjabol féltton a csepp kozepe és széle
kozott, ne a kozepébe, hogy 1égbuborék esetében az embrid lathatd maradjon. Készitsiink 6
vagy annal tobb bemélyedést cseppenként. Altaldban 40, maximum 60 aggregatumnak
készitlink bemélyedést petri-csészénként, a manipulacié inkubatoron kiviil esé id6korlatja

miatt. Amig sziikséges tartsuk az aggregacios petri-csészét az inkubatorban.

4.3.2 Zo6na eltavolitasa

Tirod sav (acid-tyrode) oldatot hasznaltunk a glikoprotein membran feloldasara.
Fontos, hogy az atvitelnél minimalis oldat mennyiség legyen a cseppek kozott, és tobbszor
mossuk at. A manipuldlt embridk szdma fligg a manipulacid gyorsasagatol. Helyezziink
néhany M2 médiumot az acid-tyrode (AT) cseppet 100 mm-es petri- csészébe. Azért, hogy
elkeriiljik a miianyaghoz tapadést, hasznaljunk ,bakteridlis mindségli lemezt” vagy a
szovettenyésztd lemez fedelét. Az AT hdmérséklete ne haladja meg a szoba hémérsékletet.
Szedjlink fel 20-50 embridt minimalis médium mennyiséggel, és mossuk at dket egy AT

cseppen keresztiil. Juttassuk az embriokat egy friss AT cseppbe. Mozgassuk az embridkat
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pipettazassal s figyeljiik meg a zona feloldodasat. Fontos, hogy leégessiik, a pipetta hegyét

mivel a zobna-mentes embriok konnyen megsériilhetnek az éles végétol.

Amint a zéna pellucida feloldodott, juttassuk a zona-

\— i mentes embridkat minimalis mennyiségli AT oldattal
b J i az M2 médium cseppbe. Oblitsiik 4t az embriokat
{ ’—./ 4 néhany csepp M2-n keresztiil, ne engedjiik, hogy

‘_ . egymashoz érjenek. Folytassuk tovabb a megmaradt

embriokkal. Mossuk az embriokat néhany csepp

~ 7/ |
ekvilibralt KSMO-AA-n keresztiil; helyezziik Oket
J/ egyénileg az aggregacios petri-csészébe.
f:'w:i Az aggregacios petri-csésze mélyedéseibe egyetlen,
s ‘ vagy tobb blasztomert, és egy megfelelé genotipusu
""" — — - tetraploid gazda-embridot helyeztiink egymas mellé

(7.abra). Donor embridként C57BI/6 és EGFP/CDI1

torzseket, befogadoként pedig C57BI/6 albind és CD1
embridkat hasznéltunk. A kiméra embridkat 24 O6rdn 4t tovabb tenyésztettik KSOM
médiumban, 37°C-on, 5% CO, mellett.

1. abra: Aggregacio

4.4 Embrio beiiltetés

24 o6ras tenyésztést kovetden (87 hpg) a blasztocisztakat a 2,5 napos (dpc) alvemhes
néstények mindkét méhébe iiltettiik. Segitoként helper embriokat is beiiltettiink a méhbe. A
beiiltetésre varo embriokat médium cseppbe helyeztiik. Az iiltetéshez szajpipettat hasznaltunk.
A recipiensnéstényt intraperitonealis Avertinnel (2,2,2 tribromoetilalkohol) altattuk. A hat
kiiltakardjan ejtett bevagason at ¢éles csipesszel az izmot atdofve a méhet a seben keresztiil
Kiemeltiik és a zsirszovetet szerafinnal rogzitettiik. A méh liregének felsé harmadaba doftiink
egy tiivel, majd a szurasi csatornan bevezettiikk az iiltetd kapillarist. A méh lumenébe érve
Ovatosan bejuttattuk az embriokat. A sebet kapoccsal zartuk. Az alvo recipienseket ébredésig

melegben tartottuk. Masnap ellendriztiik egészségi allapotukat.
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4.5 Statisztikai vizsgalat: F-proba

Az egyenld szorasnégyzetek ellendrzésére hasznaljak. Két csoport teljesitménye
azonos atlag esetén is kiilonbozhet a kiilonb6z6 szoéras miatt. Az F- proba arra ad valaszt,
hogy ez az eltérés szignifikans- e. 52

1
53
Az F proba tablazataban két szabadsagfok (=minta elemszama-1) van:

A vizsgalat menete: (Fisher-Snedecor eljaras) F=

1. az 1. minta elemszama-1

2. a 2. minta elemszama-1

- ha F>Fpiaz, akkor a varianciak kiilonbsége nem a véletlen hatasa, vagyis a kiilonbség
szignifikans, tehat a kétmintas t-proba nem végezhetd el!! Ekkor a t-proba helyett pl. a

Welch-probat szoktak alkalmazni.

- ha F<Fpiazat, akkor az atlagok kiilonbsége a véletlen hatasa, vagyis a kiilonbség nem

szignifikans, tehat a kétmintas t-proba elvégezhetd.

4.6 Allatkisérleti szabalyok

A munkam soran kisérletekbe vont allatok (egér és nyul) tartasat, a rajtuk alkalmazott
kisérleti eljarasokat, valamint az 4&llatokbol kinyert embriok kezelését a Munkahelyi
Allatvédelmi  Bizottsag . Allatkisérlet végzésre sz0l0 engedély”-ével  végeztem
(Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont, Godollé; engedély szam: 767/002/2002,
22.1/1131/003/ 2008).
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5. Eredmények és értékelésiik

Kisérleteink soran tetraploid komplementacios modszerrel iker egereket hoztunk létre.
A diploma munkam elkészitésénél a célom az volt, hogy minél nagyobb szamban kapjak iker
utddokat. A kiméra eléallitasahoz C57BI/6, EGFP/CD1, CD1 és C57Bl/6 albino egértorzseket
alkalmaztunk. Donor embrioként EGFP/CD1 és C57BIl/6 egértorzseket hasznaltunk, és a
blasztomereket C57BI/6 esetében négy- és kétfelé, EGFP/CDI1 egereknél pedig négyfelé
osztottuk. Gazda embrioként pedig C57BI/6 albind és CD1 egereket alkalmaztunk.

sy

feladatként a tetraploid embriok létrehozasahoz sziikséges optimalis fuzids paramétereket
probaltuk beallitani. Ehhez CD1, C57Bl/6alb ¢s CD1/EGFP egerek embritit fuzionaltattuk
CF-150B tipust elektrofuzios késziilékkel. A kisérlethez Osszesen 280 egér embriot
hasznaltunk fel. EbbAl 166 embridt fazionaltattunk és 107 darab lett négy- sejtes tetraploid
(1.tablazat).

1. tablazat: A fhziés paraméterek eredményei a kiilonféle genotipusu egereknél

Fuaziés paraméterek .
Embris Fazionalt | 4-sejtes
101 embri¢ | tetraploid
Genotipus V | ps | ~V Ismétlés

CD1/EGFP-1| 30 | 40 | 2 2 45 15 14

CD1/EGFP-3| 40 45 2 2x2 5 3 3
C57Bl/6alb-3 | 40 45 2 2X2 100 55 27
CD1-1 30 40 2 2 27 15 14
CD1-2 30 40 1 2 21 10 10
CD1-3 40 45 2 2X2 82 68 39
Osszesen 280 166 107

Harom fuzi6s paraméterrel probalkoztunk (2.tablazat):
1. 30V, 40 ps-ig tartd 2 kV/cm-es négyszogjel karakterisztikdji két ismétlésben,
2. 30V, 40 ps-ig tartdé 1 kV/cm-es négyszogjel karakterisztikaja két ismétlésben,

3. 40V, 45 pus-ig tartd 2 kV/cm-es négyszogjel karakterisztikaju kétszer két ismétlésben.
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2. tablazat. Az alkalmazott harom fuziés paraméter %-os eredményei

Fuzios paraméterek

fuzionalt embrio /
2 -sejtes embrié

4- sejtes
tetraploid
embri6 / 2-

sejtes embrio

Genotipus \ us ~V | ismétlés % %
1. | CDI/EGFP-1 | 30 | 40 2 2 31,63 29,71
3. | CDI/EGFP-3 | 40 | 45 2 2X2 50 50
3. | c57BI/6alb-3 | 40 | 45 2 2X2 64,04 35,59
1 CD1-1 30 | 40 2 2 57,94 53,77
2. CD1-2 30 | 40 1 2 45,83 45,83
3. CD1-3 40 | 45 2 2X2 83 46,1

A legjobb eredményeket akkor kaptuk, amikor az embriokat az elektromos celldban

kétszer, 45 us tartd, 2 kV/cm-es négyszogjel karakterisztikaju, 40V egyenaramu elektromos

impulzus adasaval kezeltiik (2.tablazat 3.paramétere). Tehat a fuzionaltatasnal a 3. paraméter

a legjobb minden genotipus esetében, bar szignifikans kiilonbséget nem lehet megallapitani

(8.abra).
& fuzionalt embrid / 2 sejtes embrio %
i 4 sejtes tetraploid embrid / 2 sejtes embrio %
140
120
100

CD1/EGFP-1 CD1/EGFP-3 C57BI/6 alb.-3

CD1-1 CD1-2

CD1-3

8. dabra: Fuzionalt embriok %-os aranya a kiilonféle paraméterek és

genotipusok esetében
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3. tablazat: A fazionalt embriok tovabbfejlodése

Genotipus | V us ~V repeat embrié | 4-sejtes tetraploid
C57/b6alb | 40 45 2 2X2 10 5
C57/b6alb | 40 45 2 2X2 8 3
C57/b6alb | 40 45 2 2X2 52 6
C57/b6alb | 40 45 2 2x2 30 13
Osszesen 100 27 (27%)
CD1 40 45 2 2X2 10
CD1 40 45 2 2x2 10 [ 18
CD1 40 45 2 2X2 8
CD1 40 45 2 2X2 10
CD1 40 45 2 2x2 10
CD1 40 45 2 2X2 9 > 11
CD1 40 45 2 2x2 9
CD1 40 45 2 2X2 8
CD1 40 45 2 2x2 8 10
Osszesen 82 39 (47,6%)
o & fuzionalt embrid / 2 sejtes embrid %
(o]
140
120
100 I
60 o
40 +——
20 -
0 4
CD1/EGFP-3 C57BI/6 alb.-3 CD1-3

9. dabra: A fuzionalt embriok aranyanak dsszehasonlitasa a CD1/EGFP, C57Bl/6 alb. és CD1

egértorzsek kozott
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C57BI/6 albind egerek esetében a négy- sejtes tetraploid embridok aranya az Osszes
felhasznalt embri6 szamahoz viszonyitva 27% lett. CD1 egértorzs alkalmazasa esetén 47,6%-
a fejlodott tovabb négy- sejtes embriova (3.tablazat). EGFP/CD1 embriok esetében kevés adat
allt rendelkezésiinkre, igy a tovabbiakban a CD1 ¢és C57BIl/6 albindé embridk fuzids aranyat

hasonlitottuk Ossze.

A f0zi6s adataink alapjan megallapitottuk, hogy a CD1 egér embriok fuzids ardnya lett
a legmagasabb, ha a 3. fuzios paramétereket alkalmaztuk (83%), bar szignifikans kiilonbség
nem figyelhetd meg (9. 4bra). Osszesen 182 CD1 és C57Bl/6 embriét fuziondltattunk
kiilonboz6 paraméterekkel (3. tablazat), és ebbdl 39 lett négy- sejtes tetraploid . Igy tovabbi
vizsgalataink soran az eld kisérletekben legalkalmasabbnak talalt 3. szdmu paraméterekkel a
CDl, illetve a C57Bl/6 albind genotipusii embridkat alkalmaztunk tetraploid gazda

embrioként.

Kisérleteink kovetkezd Iépése tetraploid aggregacidés kimérakkal iker egerek
létrehozasa volt. A kiméra embriokat tetraploid gazda embridk és donor embriobol szarmazo
blasztomereket aggregaltatva készitettiik (10.abra). A blasztomer donor embriok C57Bl/6 és
EGFP/CD1 genotipustuak, a tetraploid gazda embriok pedig CD1 és C57BI/6 albind
genotipusuak voltak. Az igy létrehozott kiméra embriokat recipiens ndsténybe, helper

embriokkal egyiitt iiltettiik vissza.

10. abra: Kiméra embrioé létrehozasa
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A kisérlet sorozat soran Osszesen 511 ndsténybdl 1666 embridt sikeriilt beiiltetni. A

fazionalt tetraploid embridk szdma 416 volt, ez 57,9%-os fuzios aranyt jelent. Ebbdl 105 lett

j6 kiméra, melyek Osszesen 199 helper embridval egyiitt lettek 109 recipiens ndsténybe

beiiltetve. Az 0jsziilottekbdl 5 kiméra szarmazott. Ez a megsziiletett kimérak és beiiltetett

kiméra embriok %-os aranyat tekintve 4,8% (4.tablazat).

4. tablazat: Kiméra Kkisérletek 6sszegzése

Kisérletek Tavasz (2013) | Nyar (2013) Osszesen 2013
Hormon kezelt néstények szama 366 145 511
Plag+ donor ndstények szama 229 83 312
Recipiens ndstények szama 86 23 109
Kimosott embriok szama 1165 501 1666
Az elektroporacio soran 523 196 719
felhasznalt kétsejtes embridk
szama
Fuzionalt tetraploid embriok 284 132 416
szama
Fuzionalt embridk %-os aranya 54,3 67,3 57,9
Beiiltetett kimérak szama 56 49 105
Beiiltetett helper embridk szama 125 74 199
Beiiltett kiméra embridokbol 1 4 5
szarmazo6 ujsziilottek szadma
ﬁj szulottek / beliltetett kiméra 1,8 8,2 48
embriok aranya (%)
Beiiltett helper embridokbol 7 32 39
szarmazd ujsziilottek szama
Ujsziilottek / beiiltetett helper 5,6 43,2 19,6
embriok aranya (%)
Felszivodasok szama 30 33 63
Felszivodasok / betiltetett embriok 16,6 26,8 20,7
aranya (%)
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A nyar folyaman nagy szamu helper és egyke ujsziilottet kaptunk. Ekkora nagyobb
gyakorlatot szereztiink, €és ez valdsziniileg optimalis reprodukcids iddszak az egerek szamara

(11.4bra).

% w2013 tavasz w2013 nyar

80

70

fazionalt embriok megsziiletett kimérak ~ megsziiletett helper
embriok

11. abra: A tavaszi és nyari kisérletek sikerességének dsszehasonlitasa

5. tablazat: A Befogad6 embrio genotipus hatasanak vizsgalata

Ujsziilottek / | Beiiltett helper | Ujsziilottek /
Beiiltetett Beiiltetett = Beiiltett kiméra
beiiltetett embriokbél beiiltetett

Gazda embrié kiméra helper embriékbol
kiméra SZArmazo helper
genotipusa = embriok  embidk szarmazé
embriok ujsziilottek embriok
szama szama  Wjsziilottek szama
aranya (%) szima aranya (%)
C57alb(T) 22 28 1 4,5 ) 17,9
CD1(T) 131 171 4 3,1 36 21,1
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Kisérleteink soran azt vizsgaltam, hogy hogyan befolyésolja a tetraploid gazda embrid

genotipusa a beliltetett kiméra embriokbol megsziileté utodok aranyat. C57BI/6 albind

egértorzsbol 22 kimérat iltettiink be (6.tablazat), CD1 genotipustbdl pedig 131 kimérat (7.

tablazat). Az elobbi esetben 4 kiméra embridt kaptunk, mig az utdbbindl 1 kiméra embrid lett

az Ujsziilottek kozott. Ez a sziiletett kimérak %-os aranyat tekintve 3,1% (CD1), illetve 4,5%
(C57/BI6 albind) (5.tablazat).

6. tdblazar: C57BI/6 albiné genotipusu gazda embriobdl sziiletett kimérak és helper embridk

Beiiltett Beiiltett , ,
Ujsziilottek |Ujsziilottek /
Beiiltetett Beiiltetett kiméra helper
Befogado /beiiltetett  |beiiltetett
kiméra |helper embriokbél |embriékbal
Kisérlet |embrié kiméra helper
embriok |[embiok [szarmazé $zarmazo
genotipusa embriok embriok
szama szama ujsziilottek |ujsziilottek
) ) aranya (%) |aranya (%)
szama szama
C57/1 C57alb(D) |3 4 0 0,00 2 50,00
C57/2 C57alb(T) |3 5 0 0,00 0 0,00
C57/3 C57alb(T) 3 1 1 33,33 1 100,00
C57/4 C57alb(T) 2 5 0 0,00 2 40,00
C57/5 C57alb(T) 3 4 0 0,00 0 0,00
C57/6 C57alb(T) 4 4 0 0,00 0 0,00
C57/7 C57alb(T) 4 5 0 0,00 0 0,00
sum 22 28 1 4,55 5 17,86
atlag 3,1428 4 0,1428 4,7619 0,7142 27,142
SD 0,6900 [1,4142 |0,3779 12,598 0,9511 38,606

7. tablazat: CD1 genotipusu gazda embridbdl sziiletett kimérak és helper embridk

Beiiltett Beiiltett | Ujsziilottek | Ujsziilottek
Befosadé Beiiltetett | Beiiltetett| kiméra helper / beiiltetett | / beiiltetett
- 800 | kiméra | helper |embriokbél|embriokbél| kiméra helper
Kisérlet| embrio < . X . . , iy g
. embriok | embiok | szarmazé | szarmazo embriok embriok
genotipusa . . P, Fe eetes . .
szama szama | ujsziilottek | ajsziillottek | aranya aranya
szama szama (%0) (%)
CD1 |CDL(T) 2 3 0 0 0 0
CD2 |CD1(T) 2 3 0 0 1 33
CD3 |CDL(T) 2 7 0 0 0 0
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cD4 |cD1(T) 4 6 0 0 1 17
CD5 |CD1(T) 2 6 0 0 0 0
CD6 |CD1(T) 2 3 0 0 0 0
CD7 |cD1(T) 4 3 0 0 0 0
CD8 |cDi(T) 2 5 0 0 1 20
CD9 |CD1(T) 2 5 0 0 0 0
CD10 |CDL(T) 4 4 0 0 0 0
CD11 |CDL(T) 4 4 0 0 0 0
CD12 |CDL(T) 4 6 0 0 0 0
CD13 |CDL(T) 3 5 0 0 0 0
CD14 |CDL(T) 3 4 0 0 0 0
CD15 |CDL(T) 2 4 0 0 0 0
CD16 |CDI(T) 4 5 0 0 0 0
CD17 |CDL(T) 2 2 0 0 0 0
CD18 |CDL(T) 4 0 0 0 0 0
CD19 |CDI(T) 4 0 0 0 0 0
CD20 |CD1(T) 3 3 0 0 0 0
CD21 |CD(T) 3 3 0 0 0 0
CD22 |CDL(T) 4 6 0 0 3 50
CD23 |CDL(T) 4 4 0 0 2 50
CD24 |CDL(T) 4 4 0 0 0 0
CD25 |CD1(T) 1 2 0 0 1 50
CD26 |CD1(T) 4 8 0 0 2 25
CD27 |CDL(T) 4 7 1 25 2 29
CD28 |CD1(T) 4 8 0 0 3 38
CD29 |CDL(T) 4 6 1 25 6 100
CD30 |CDI(T) 4 6 1 25 3 50
CD31 |CDL(T) 4 4 0 0 0 0
CD32 |CDL(T) 4 6 0 0 3 50
CD33 |CD1(T) 4 5 1 25 4 80
CD34 |CD1(T) 4 6 0 0 2 33
CD35 |CD1(T) 4 4 0 0 0 0
CD36 |CD1(T) 4 4 0 0 2 50
CD37 |CDL(T) 4 4 0 0 0 0
CD38 |CD1(T) 4 4 0 0 0 0
CD39 |CDL(T) 4 2 0 0 0 0

Gsszegzés 131 171 4 3 36 21

atlag 3,359 4,385 0,103 2,564 0,923 17,29

SD 09315 1,8583| 0,3073|  7,6839| 14397 25,89
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uCD1 wmC57BI/6 alb
%
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0 T {
0,0 -
Ujsziilottek / beiiltetett kiméra Ujsziilottek / beiiltetett helper
embridk aranya (%) embridk aranya (%)

12. abra: CD1 és C57B1/6 albin6 gazdaembrié dsszehasonlitasa

Sajnos egyik genotipus esetében (C57BI/6 albind és CD1) sem sikeriilt kettes ikreket
kapni, és nem taldltunk Osszefliggést a megsziiletett embriok szdma ¢és a gazda embrid
genotipusa kozott. Tehat a kiilonféle genotipusi befogadd embridk esetében nincs
szignifikans kiilonbség a megsziiletett egykék %-os aranya tekintetében, ezt az f-proba is
alatamasztotta (12.4bra, 6. és 7. tablazat).

A 13. abran a beiiltetés el6tti helper embriok (A) illetve kozvetleniil a fizio utani
embriok lathatok (B): A 13. B abran a nyil a mar faziénalt embriot jelzi, a tobbi koriilotte még

nem fuzionalt.
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A képeken a kisérletekben 1étrehozott €16 egyke €s helper embriok lathatok (14. abra). A

nyilak a kiméra embriokbol megsziiletett utddokat jelolik, a tobbi helper embrio.

— _ S
‘\~‘ \'M\\.‘

= g -

14, abra: Egyke és helper embriok
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

A kiméra egerek szamos gén funkcidjanak tisztazasaban segitettek mar. Az ES
sejtvonalakbol tobbféle modszer segitségével allithatunk elé kiméra egereket. A tetraploid
komplementacids technologia segitségével sikeriilt 1étrehozni teljesen sejtvonal eredetti, €16,
utddokat iSs. Ma ezt a modszert alkalmazzak annak igazolasara is, hogy egy ujonnan
1étrehozott egér ES sejtvonal valoban pluripotens. A tetraploid komplementacios modszerrel
eléallitott utddokban a genetikai modositas minden sejtben jelen lesz, igy természetesen

minden ivarsejtjében, s utddjaikban is.

Sajnos a tetraploid kiméra embridkbol megsziilet6 ujsziilottek kevésébe életképesek,
mint a normal kiméra embriok. Korabbi megfigyelések kimutattak, hogy ha nyolc- sejtes
embrioba injektaljak az ES sejteket az noveli az ES sejtek aranyat a megsziiletd kiméra
allatokban, s nagy ardnyban lesznek ivarsejt kimérak is. Korabbi tanulmanyok azt mutattak,
hogy az ES sejtek genotipusa és a gazda embrio genotipusa is lehet meghatarozé abban, hogy
sikeriil-e ivarsejt kiméra allatokat létrehozni. A C57BI/6 albiné embrié megfelelé gazda
embrionak bizonyult C57Bl/6 embriobdl szarmazd ES sejtek esetében. Azt is megallapitottak,
hogy a nagy szamu passzalason atesett ES sejtek esetében a CD1 embriok mar nem voltak
idealis gazda embriok. Munkam soran én nem talaltam szamottevé kiilonbséget a C57BI/6
albin6 és CD1 embriot gazda embridoként hasznalva, a megsziiletett kiméra embriobol

szarmaz6 utodok aranyaban.

A két-és nyolc- sejtes emlés embriobol szarmazo egyetlen blasztomer képes magzatta
fejlédni. A blasztomerek csak két-sejtesen totipotensek, de négy, illetve nyolc sejtes embriod
egyetlen blasztomerje is képes egy tetraploid gazda embridval aggregaltatva mind az ICM,
mind pedig a TE rétegébe beépiilni a kialakuld kiméra embrionak. Amikor tizenhat- sejtes
embrid blasztomerjeit alkalmaztak, kettes, harmas- és négyes ikreket is sikeriilt 1étrehozni
(Tarkowski, 2001, 2005, 2010). Az altaluk alkalmazott 40V, 25 us-ig paraméter esetében,
C57BI/6, UBI-GFP/BLS6 (hibrid) genotipust embriokat alkalmaztak.

Sharron M. Kirchain (2008), szintén ES sejteket és tetraploid embridkat aggregaltatott.
Fuziés paramétere: 2V, 50V 35 us-ig volt. Kisérletiikben az alkalmazott egértorzseknél CD1,
C57Bl/6 és B6D2F1(hibrid), ez a fuzids paraméter bizonyult a leghatékonyabbnak.

Mi a 40V, 45 s tartd, 2 kV/cm-es fuzios paraméterekkel CD1 egértorzs esetén 83 %-

ban, C57Bl/6 egereknél pedig 64%-ban kaptunk fuzionalt embridkat.
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Wakayama és munkatarsai (2008) két-, nyolc- sejtes allapoti embridkat fizionaltattak
¢s ezen embriokat aggregaltattak ES sejtekkel. Optimalizaltak a befogadod gazda embriok
szamat, és arra az eredményre jutottak, hogy a 3 darab gazda embrié alkalmazasa esetében
kaphat6 a legnagyobb aranyban megsziiletd ES eredeti utod. M. Gertsenstein (2010) nyolc-
kisérleteinkben egyetlen tetraploid embridt alkalmaztunk, kovetve laboratériumunkban
korabban leirt modszert (Carstea et al. 2005), de a késdbbickben tervezziik két, harom

tetraploid gazda embriot alkalmazva is megnézni a kiméra embriok fejlédési potencialjat.

Amennyiben az optimalizalt tetraploid komplementaciés moddszer alkalmazasaval
sikeriil identikus iker egereket létrehoznunk, azok magatartas genetikai vizsgalatat kvetGen,

a szoveteik epigenetikai 6sszehasonlitasat tervezziik.
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7. Osszefoglalas

Tobb évtizede foglalkoztatja a kutatokat az, hogyan lehetne iker egereket 1étrehozni.
Kiilonboz6 kisérleti megkozelitéseket dolgoztak ki. Szedercsira, vagy hélyagcesira allapotu
embridkat probaltak meg kettévagni, két-, négy-, nyolc-sejtes embriokat szedtek szét
blasztomerekre, aggregaltattak zona pellucida nélkiili embridkat, majd ezeket a fél embriokat,
kimérékat, blasztomereket, alvemhes ndstényekbe visszaiiltetve probaltak meg iker embridkat
l1étrehozni, tobb kevesebb sikerrel. Mara az iker kutatdsok segitségével szamos 1) felfedezés
latott napvildgot. Az iker vizsgéalatok hasznossagat meggy6zoen tamasztjdk ald a
szivrendellenességek, illetve a magas koleszterin szint okozta megbetegedések vizsgalata
terén elért 0j eredmények. Az iker egerek Osszehasonlitasabol kapott adatok értékes Uy
informaciokat adhatnak mind orvos biologiai, mind pedig az agrarkutatdsok teriiletén. Iker
egereket hasznédlva a vizsgalatokban lényegesen csokkenteni lehetne azon allatok szdmat,

melyek sziikségesek relevans statisztikai adatok 1étrehozésahoz.

Kisérleteink sordan aggregacios kimérakat allitottunk eld. A kiméra olyan éldlény,
amelyet két fajhoz vagy fajtdhoz tartozé egyed, vagy embrid szdveteibdl, sejtjeibdl hoznak
létre. A vizsgélataink célja tetraploid aggregacidos kimérak eldallitasaval (tetraploid
koplementécioval) ikrek létrehozdsa C57Bl/6, EGFP/CDI1 és C57Bl/6 albind egértorzsek
felhasznaldsaval. Az igy létrehozott identikus kettes vagy harmas iker egerek a sejtmag
atiiltetéses klonozastol eltéréen sejtmagi-, €s citoplazmaban talalhaté mitokondrialis DNS

szinten is azonosak lesznek.

A tetraploid embridkat elektrofuzioval allitjuk eldé. A kisérletem elsé felében a
legoptimalisabb fuzids paraméterek beallitasa és az erre legalkalmasabb egértdrzs megtaldlasa
volt a feladatom. A fuzidhoz C57BL/6 albind és CD1 genotipusti embridkat vizsgaltunk. A
fazionalt tetraploid embriok aranya CD1 egerek esetében volt a legnagyobb (82,92%). Harom
fuzios paramétert teszteltiink és a legjobb eredményeket akkor kaptuk, amikor az embridkat
az elektromos cellaban kétszer, 45 ps tartod, 2 kV/cm-es négyszogjel karakterisztikaji, 40V
egyendramu elektromos impulzus adaséval kezeltiik (CD1 tovabbfejlodés 47,56%, C57 :
27%).

Ezutan a tovabb fejlédott négy- sejtes tetraploid CD1 és C57BI1/6 albind egér embridkat
aggregaltattam 4 vagy 2 blasztomerrel. Vizsgalataim sordn a tetraploid gazda embrid

genotipusdnak hatdsat figyeltem a megsziiletett kiméra embridk szdmara. Megallapitottam,
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hogy kiilonféle genotipusi gazda embridk esetében nincs szignifikdns kiilonbség a

megsziiletett egerek %-0s (3,1% CD1, 4,5% C57BL/6) aranyat tekintve.

A fzi6s eredmények alapjan azt talaltam, hogy a CD1 egértorzsbdl szarmazo embriok a
legalkalmasabbak gazda embridonak, az altalunk vizsgalt genotipusok koziil, tetraploid
komplementacios technologiaval végzett iker egerek eldallitasara. A tetraploid embrid
komplementaciés mddszer paramétereinek optimalizalast kdvetden azt reméljiik, hogy elére
meghatarozott nemt identikus ikrek ¢és harmas ikrek nagy hatékonysaggal lesznek

eldallithatoak.
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GOdolls, 201.... cooveeiiiiii ho....... nap

hallgat6 alairasa

A dolgozat készitdjének konzulense nyilatkozom arrdl, hogy a diplomadolgozatot
attekintettem, a hallgatot az irodalmak korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai

szablyair6l tajékoztattam.
A diplomadolgozatot zardvizsgéan torténd védésre javaslom/ nem javaslom.
A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen  ne

GOdollo, 201.... coveeiiiiiiiia ho....... nap

témavezetO alairasa
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