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TUDOMANYOS ELOZMENYEK

Miutan 1981-ben 1étrehoztak az elsé egér embrionalis Ossejt vonalakat (ES sejtek) ismét
megndtt a kimérak alkalmazédsanak jelentdsége. A 90-es években sikeriilt kidolgozni
azokat a molekuldris genetikai mddszereket is, amelyek lehetévé tették az ES sejtek
célzott genetikai modositasat. Ezzel lehetdvé valt az egér génjeinek tervezett
modositasa, génkiiitott (knock out), vagy éppen az adott gén modositott valtozatat
tartalmazo ES sejtvonalakat hoztak 1étre. Az ES sejtek segitségével az egér genetikai
modositasa irdnyitottan, indukalt és helyspecifikus médon torténhetett, amit egyszerii
DNS mikroinjektalasos mddszerrel nem lehetett megvaldsitani. A mddositott géneket
hordozé ES sejteket gazda embrioba injektalva, vagy azzal aggregaltatva, kiméra
embridkat hoztak Iétre. Ezeket recipiens ndsténybe beiiltetve olyan kiméra utodok
sziilettek, amelyek ivarsejtjei kozott megtaldlhatok voltak az ES  sejtekbdl
differencialodott transzgénikus ivarsejtek is, igy a genetikai modositas atdroklédhetett
az utddokba is. Ez a technika lehetdvé tette, hogy mara tobb ezer genetikailag
modositott egeret hozzanak 1étre, koztiik szamos betegség modell allatot is.

CELKITUZESEK

Feladatom hatékony egér €és nyul kiméra eléallito modszerek kidolgozésa volt. A kiméra
nyul és egér embriok fejodésének vizsgalata lehetdséget teremt az ivari determinécio,
illetve a sejtek elkotelezddése soran zajldé molekuldris folyamatok jobb
megismerésében.

Els6ként az ES sejtek a kiméra alkotd képességét befolyasold faktorokat vizsgaltam. A
kimérakat 8-sejtes gazda-embriok és ES sejtek aggregalasaval allitottam eld. Arra
voltam kivancsi, hogy milyen faktorok befolyasolhatjak a kiméra ujsziilottek, illetve az
ivarsejt kimérak aranyanak eltérd alakulasat kiilonb6zo ES sejtvonalak alkalmazédsa
esetén.

Munkam kovetkezd részében EGFP-t expresszalld nyolc-sejtes embriobdl szarmazo
sejtet (blasztomert) diploid, illetve tetraploid gazda-embridval aggregaltatva hoztam
létre a kimérdkat. Els6ként EGFP-t expresszaldé embriobol szadrmazd egyetlen
blasztomer sorsat kdvettem nyomon in vitro, a 3,5 €s 4,5 napos kiméra embridkban. Az
EGFP-t expresszalo blasztomerbdl szarmazo sejtek beépiilési mintazatat vizsgaltam. Azt
szertettem volna megtudni, hogy a blasztomerbdl szadrmazé sejtek, diplod, illetve
tetraploid gazda-embriot alkalmazva, ugyanolyan eséllyel képesek-e beépiilni a 1étrejott
kiméra embriok ICM-jébe.

Ezt kovetden azt vizsgaltam, hogy egyetlen XY genotipusti blasztomer képes-e
atforditani egy XX genotipusu diploid gazda-embri6 ivarat. Tetraploid gazda-embriot
alkalmazva hasonlé kiméra konstrukci6 0Osszeallitva, arra voltam kivancsi, hogy
elegend6-e egyetlen blasztomer egy teljes allat létrehozdsdhoz, illetve hogy ez a
tetraploid komplementacios rendszer alkalmas-e identikus iker egerek Iétrehozasra
abban az esetben, ha azonos embriobol szdrmazd egy-egy blasztomert aggregaltatok
egy-egy tetraploid gazda embrioval.



ES kiméra nyulak létrehozasahoz egy ivarsejt kiméra utddok létrehozéasara is alkalmas
kiméra eldallitdé modszert kellett kifejleszteni. Ehhez kapcsoldédva olyan kromoszdéma
vizsgalati rendszert dolgoztam ki, mely alkalmas annak megallapitdsara, hogy az adott
kiméra sejtjei milyen gonoszémakat hordoznak.

FISH modszerrel a csoportunkban ijonnan szekvenalt néhany nyal gén kromoszomalis
lokalizacidjanak megallapitasa volt a feladatom.



ANYAG ES MODSZER

EGER EMBRIOK ELOALLITASA

A CDI1 egereket a Charles River Laboratérium magyarorszagi képviseletétdl szereztiik
be. Az EGFP-t expresszallo transzgénikus BS/EGFP egér torzset Nagy Andras (Toronto)
biztositotta szamunkra.

Az embridkat szuperovuléltatott vemhes ndstény petevezetdjét dtmosva nyertiik ki,
majd egy liveg kapillaris és kézi pipettor segitségével gyljtottiik 6ssze a kimoso
folyadékbol. Ezt kovetden néhany M2 médium csepben atmostuk az embridkat, majd
asvanyi olajjal lefedett KSOM cseppbe helyeztiik azokat. Ezt kdvetéen 37°C-on, 5%
COz mellett tovabbtenyésztettiik az embridkat a megfeleld fejlddési allapot eléréséig.

TETRAPLOID EMBRIOK ELOALLITASA

crer

késziilekét (BLS Kft.,, Budapest) alkalmaztunk, ami 39 hpg (6raval a
megtermékenyiilést kdvetden, hours post gestation) kora egér embridk blasztomerjeinek
fuzionaltatasara optimalizaltak. A két-sejtes embriokat 0,3 M-os, 0,3% BSA-val
kiegészitett mannitol oldatba, két platina elektrod kozé (GSS-250) helyeztik, s egy
elektromos impulzust adtunk az embridknak (0,7 V AC mezdben, 2 ismétléssel, 30 V
fesziiltségli, 40 ps nagysagu impulzus). Az embrid két blasztomerje ennek hatasara
fuziondlt és egy-sejtes tetraploid embrio jott létre. A tetraploid embridkat tovabb
tenyésztettik KSOM médiumban 4 sejtes allapotig (24 o6ran at), 37°C-on, 5% CO:
mellett.

DIPLOID BLASZTOMEREK IZOLALASA

A nyolc-sejtes embriokat korlilvevo zona pellucidat savas Tyrode-oldattal tavolitottuk el
(58 hpg). A zona mentes embriokat Ca/Mg mentes, 1 % BSA-val kiegészitett PBS
oldatba tettiik 10 percre €s Ovatos pipettazassal elvalasztottuk az egyes blasztomereket
egymastol. Minden embriobol egy blasztomert a szex meghatarozasra szolgal6 PCR
reakcioban megvizsgaltunk, és a maradék 7 sejtet tartalmazd embriokat, vagy 7
kiilonallé blasztomert a PCR vizsgalat idejére KSOM médiumba helyeztiik (37°C-on,
5% CO»).

BLASZTOMEREK SZEXALASA EGYSEJT PCR SEGITSEGEVEL

Zfx ¢és Zfy specifikus primer parokat terveztiink, amelyek eltér6 méreti PCR
termékeket sokszorositottak. A PCR reakci6 idejét 3 o6rara minimalizaltuk, igy ez alatt a
rovid 1d9 alatt az embriok életképessége nem karosodott.

AGGREGACIOS KIMERAK ELOALLITASA SZEXALT DIPLOID BLASZTOMEREK ES
DIPLOID VAGY TETRAPLOID GAZDA-EMBRIOK FELHASZNALASAVAL



Az aggregaltatishoz KSOM médium cseppeket fedtiink be asvanyi olajjal. A csepp
kozepén titheggyel kis mélyedést készitettiink, majd ebbe egyetlen EGFP-t expresszalo
blasztomert és egy megfeleld genotipusu gazda-embriot helyeztiink egymas mellé (63
hpg). A kiméra embridkat 24 o6ran at tovabb tenyésztettiik KSOM médiumban, 37°C-on,
5% COz mellett.

KIMERA BLASZTOCISZTAK BEULTETESE

24 oréas tenyésztést kovetden (87 hpg) a blasztocisztakat a 2,5 napos terhes (dpc)
alvemhes ndstények méhébe iiltettiik. Az 0jsziilott egereket a vemhesség 19. napjan,
csaszarmetszéssel hoztuk vilagra.

MICROSATELLIT ANALIZIS

A 28 microszatellitet (Research Genetics) valasztottunk az analizisre, melyek koziil 17-
et (DIMit262, D2Mitl13, D3Mit352, D4Mitl66, D5Mitl, D5Mitl55, D6Mitl05,
D6Mit200, D7Mit22, D8Mit85, DIMitl63, DIOMitle, DI1Mit2, DI12Mit63,
D13Mit26, D15Mitl13, D16Mitl136) polimorfnak talaltunk. A 17 polimorf mikroszatellit
marker 15 egér kromoszéman volt talalhato.

EGER ES SEJTVONALAK

Az ES sejtek differencialatlan allapotban valé fenntartdsdhoz mitomicin C kezelt
embrionalis egér fibroblaszt taplalo sejtréteget hasznaltunk. A sejteket DMEM
médiumban tenyésztettiik, 15 % FCS kiegészités mellett. A médium L-glutamin, beta-
merkaptoetanol (5x10- M), nem esszencialis aminosav (100x), penicillin, streptomicin
¢s rekombinans egér Leukémia Inhibitor Faktor fehérje (1000 U/ml) kiegészitést kapott.
6¢cm-es Petri-csészébe 3 ml ES tenyésztd médiumban felszuszpendalt (1x10° sejt) ES
sejtszuszpenziot helyeztiink ki. A tenyészeten az EM médiumot minden nap cseréltiik.
Amikor a sejtek teljesen benétték a Petri-csésze feliiletét (2x107) a sejteket 1j
fibroblaszt rétegre oltottuk at (passzaltuk). Altalaban minden mésodik napon sziikséges
az ES tenyészetek atpasszalasa.

Az R1 sejtvonalat (129/Sv x 129/Sv-CP) F1 3,5 napos blasztocisztakbol kiindulva
alapitottak. Az R1 és RI1/E sejtvonalakat Dr. Nagy Andras (Toronto) biztositotta a
kisérleteink elvégzéséhez. Az R1/ES sejtvonal az R1 sejtvonal egyik szubklonja.

AGGREGACIOS ES KIMERAK ELOALLITASA
Kiméra kisérleteink soran aggregacios kimérakat készitettiink.

Az ES kimérakat 8-sejtes gazda-embrio ¢és 10-15 ES sejtet tartalmazd ES csomo
aggregaltatasaval hoztuk létre. Olyan ES tenyészeteket hasznaltunk, amelyeket, a
kiméra készitést megel6z0 napon zselatin rétegre passzaltunk. Az embriokrol savas
Tyrode oldattal leemésztettiik a zona pellucidat, majd egy zona nélkiili embriot és egy-
egy ES csomdt asvanyi-olajjal lefedett KSOM médiumba helyeztiik, szorosan egymas
mellé. Masnapra az embriok az ES sejtekkel aggregdlodtak és blasztociszta allapoti
kiméra embriova fejlodtek, melyeket alvemhes ndstény méhébe iltettiink. Kisérleteink



soran az embrionalis fejlédés 19. napjan csaszarmetszéssel kaptuk meg a magzatokat,
melyeket dajka anya nevelt fel.

EGER ES SEJTEK KARIOGRAMJANAK ELKESZITESE

Kariogram készitéshez a sejteket eldszor zselatinra passzaltuk at. A kovetkezd napon
colcemid kezelést alkalmaztunk 2,5 o6ran keresztiil, 37°C -on, 5 % CO> mellett. Az id6
elteltével az oldatot Pasteur-pipetta és viz-légszivattyl segitségével tavolitottuk el.
Ezutan az elhalt sejteket PBS oldattal lemostuk. A sejtek fellazitasara tripszin-EDTA
oldatot hasznaltunk (1ml oldat/6 cm atmérdjii Petri-csésze; 10 perc; 4°C). Az emésztést
FM médiummal allitottuk le, és az oldatot lecentrifugaltuk (1000-1200 rpm; 7 min; 4°
C). A feliilusz6 eltavolitdsa utdn a sejteket 4 ml, 37°C-os, 0,56 % KCl-ban
szuszpendaltuk fel (hipotonizaltuk). A sejtszuszpenzidt ismét centrifugacsdbe helyeztiik
¢s lecentrifugaltuk (1200 rpm; 5 min; RT °C). Ezt kovetden a centrifugaldssal
Osszegyljtott sejteket metanol:ecetsav 3:1 ardnyu keverékével fixaltuk. A fixalast
haromszor megismételtiik, majd a sejtszuszpenzidt kromkénsavval kezelt targylemezre
cseppentettiik.

Kariogram készitéshez a sejteket az utolsd alkalommal zselatinra passzaltuk at, a
kromoszomafestésnél mar emlitett médon. A fixalast haromszor megismételtiik, majd a
sejtszuszpenzidt kroémkénsavval kezelt targylemezre cseppentettiik és
szobahOmérsékleten hagytuk megszaradni minimum 24 6ran at. A kévetkezé nap 50 ml
Diaton-CT-ben oldott 0,12 mg tripszinnel 10-12 masodpercig kezeltiik, majd 2 percre
festdoldatba helyeztiik. Az 1d6 leteltével a targylemezt 2x desztillalt vizben mostuk,
majd légszaritottuk. A FISH-re szant lemezeket nem festettiik és -20C°-on tartottuk.

FISH TECHNIKA EGERBEN

Néhany (1-2 csepp) fixalt sejtmag-szuszpenzidt targylemezre cseppentettiink, majd
levegdn szaradni hagytunk. Masnap 10 (5-30) percig mostuk 2xSSC/0,5% NP40, 0,5 %
Tween 20 oldatban. Ezutan a protedz (SIGMA) kezelés 100 ml deszt. viz + 1 ml IN
HCL-ben tortént, ezt vizfiirdén 37°C-ra melegitettiik, ehhez kozvetleniil a felhasznalas
elétt 50 pul 10 %-os pepszint tettiink, jol elkevertiik és 5-30 percre beletettiik a
lemezeket. A protedz kezelést kovetéen a lemezeket szobahOmérsékleten 5 percig
I1xPBS-ben mostuk. A preparatumokat ezt kdvetden 2-2 percig 70-90-100 %-os
etanolban dehidrataltuk, majd szaradni hagytuk. Szaradéas utan Syl prébat (X és Y proba
(QBIOGENE, CP6121, Red Total Mouse Chromosome Y, Red (Cy3); CP6120, Green
Total Mouse Chromosome X, Green (FITC) label) 22x22 mm-es feddlemezre
cseppentettiink és a targylemezen a vizsgaland6é teriiletet ezzel buborékmentesen
lefedtiik. (A probat felhasznaldsig -20°C-on tartottuk.) A targylemezt ezutan
denaturaltuk. Ez torténhet melegitd lapon, 72°C-on 2 percig, illetve in situ PCR-rel
72°C-on, 2,5 perc elteltével azonnal kivéve €s 3 percre 20°C-ra helyezve. A hibridizacio
37°C-on parakamraban, termosztatban 16-24 o6raig tortént. A masodik napon 2xSSC-
ben, 37°C-os vizfiirdében eltavolitottuk a fedélemezt €s ezutan a targylemezt 10 percig
50 %-os formamid/2xSSC-ben, 37°C-on, vizfiirdében (50ml 2xSSC, 50ml formamid)
mostuk, majd 1 percre 1xPBS oldatba helyeztiilk. A mag festése gy tortént, hogy a



22x22 mm-es feddlemezre 10-15 pl VECTA SHIELD-DAPI (1:1)(VECTOR LAB.)
oldatot cseppentettiink, majd a hibridizalt teriiletet buborékmentesen lefedtiik. A
fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalat 100x immerzids objektivvel tortént.

NYUL KROMOSZOMAK ANALIZISE

KROMOSZOMA ANALIZIS PERIFERIAS VER LIMFOCITAKBOL

A kromoszoma vizsgalatokat limfocita tenyészetekbdl szdrmazd preparatumokon
végeztem. A komplett mitozisokat (2n=44) analizdlva meghataroztam a legkisebb
akrocentrikus kromoszomak szamat. Kilenc kis akrocentrikus kromoszoma (egy-egy par
18, 19, 20, 20, 21 és Y) esetében a sejt XY-, nyolc ilyen kromoszéma esetében pedig
XX-genotipusu.

FISH TECHNIKA NYULBAN

A FISH technikat négy kiilonb6zdé nytl BAC klon felhasznalasaval végeztiik, melyek
koziil kettd a LIF receptor gént tartalmazta (102HO02 és 206F02), a masik kettd (304A7
¢s 779H10) pedig a POUSF1(Oct4) génre lett kivalasztva. Ez a két PO5F1-et hordoz6
klon, mivel a human kromoszoméak eset¢ében a HSA6p21.3 régidban (a f6-
hisztokompabilitasi géneket hordozd régidoban) helyezkedik el, azt gondoltuk, hogy a
12. nyul kromoszoman fog elhelyezkedni, mig a human LIF receptor, a Sp13.1 régiéban
talalhatd, ami az Osszehasonlitd nytl-humén kromoszéma Osszehasonlitds alapjan a
nyul 11-es kromoszomajan ad varhaton jelet.



EREDMENYEK
EGER ES SEJTEK KIMERA LETREHOZO KEPESSEGENEK VIZSGALATA

Feladatom hatékony egér és nyul kiméra eldallit6 modszerek kidolgozasa volt és az,
hogy az igy létrehozott kiméra embriok fejlédését vizsgalva wjabb informacidkat
szerezzek az ivari determinacid, illetve a sejtek elkotelezddése soran zajlod
folyamatokrol.

Munkédm elsé részében az egér embriondlis Ossejtek (ES sejtek) kiméra alkoto
képességét befolyasold tényezodket vizsgaltam. Azt figyeltik meg, hogy az eltérd
eredeti ES sejtvonalakbol szdrmaz6 sejtek eltéré mértékben képesek részt venni a
kiméra egerek szoveteinek kialakitasaban és ivarsejtek 1étrehozasaban.

En az R1 és R1/E sejtvonalakat hasonlitottam 6ssze. Az ES sejtek passzazs szamanak
novekedésével egyre kevesebb kiméra allatot lehet kapni. Amikor RI1/E sejteket
alkalmaztam a kimérak létrehozasara, a megsziiletett utdodok 21,2%-a lett kiméra, mig
az R1 sejtek esetébe csak 6,8%. Csak az R1/E ES sejtek tudtak ivarsejteket is létrehozni.

Megallapitottam, hogy az R1 sejtek esetében mar kezdetben is magas volt az aneuploid
sejtek ardnya. X és Y kromoszoma FISH analizist végezve azt talaltam, hogy mind az
aneuploid R1 ES sejtek, mind az R1/E ES sejtek is tartalmaznak Y kromoszomat, igy
nem az Y kromoszoma elvesztése okozta az ivarsejt képzésben megfigyelt
hidnyossagokat. A kariotipus analizis azt mutatta, hogy a 41 ¢és 42 kromoszémat
tartalmazé aneuploid R1 ES sejtek autészomalis triszomiat tartalmaztak. A triszomiat
tartalmazo sejtek ardnya a passzazs szam novekedésével nott. Az aneuploid sejtek
ugyan korlatozott mértékben, de részt tudtak venni kimérak szoveteinek kialakitasaban,
de mar nem voltak képesek ¢€letképes ivarsejteket képezni.

EGER KIMERAK ALKALMAZASA AZ IVARI ELKOTELEZODES FOLYAMATANAK
VIZSGALATARA

A munkdm maésodik részében olyan kimérakat allitottam eld, amelyekben egyetlen,
EGFP-t expresszallo nyolcsejtes embriobdl szarmazo blasztoméra sejtet aggregaltattam
nyolc sejtes diploid, vagy tetraploid gazda-embrioval. Az EGFP-t expresszallo
blasztomérabol szarmazo sejtek sorsat a 3,5-4,5 napos embridkban nyomon kdvetve,
megallapitottam, hogy mind a diploid, mind a tetraploid gazda embri6 ICM-jébe be
tudnak épiilni ezek a sejtek, de mivel a tetraploid sejtek elleni szelekci6 még a
holyagesira kialakulasat megel6z6en megkezdddik, a tetraploid gazda-embridban a
diploid blasztomérabdl szarmazod sejtek nagyobb ardnyban tudtak beépiilni az ICM-be,
mint diploid gazda-embriok esetében.

Késobb, szexalt embriobol szarmazd6 EGFP-t expresszallo blasztomérakat
aggregaltattam diploid gazda-embriokkal. Arra voltam kivancsi, vajon egyetlen XY
genotipusit embriobol szdrmazo blasztoméra képes-e részt venni az allat kiilonbozo



szoveteinek felépitésében, illetve képes-e atforditani egy XY genotipusu blasztoméra az
XX genotipusu gazda-embridval aggregaltatva 1étrehozott kiméra allat ivarat.

A 84 beiiltett embriobol 39 beagyazodott, de elpusztult az embriondlis fejlodés soran. A
megsziiletett 22 embri6 koziil 12 lett kiméra, és mutatott EGFP expressziot. Ezek koziil
11 him volt, és csak egy ndstényt kaptunk. Ez a ndstény XX/XY kiméra volt, mivel
mind az XX és mind az XY genotipust ki tudtuk mutatni a szoveteibdl. Bar ez a ndstény
fertilis volt, de a 31 utddja koziil egyikben sem orokitette az EGFP transzgént. Részletes
szoveti analizissel a kiilonb6z6 szovetei 10% koriili EGFP expressziot mutattak. A 11
him 0jsziilott mind fertilis himmé fejlodott, melyek utoddaikba is orokitették az EGFP-t.
Ezek alapjan elmondhat6, hogy egyetlen XY genotipusu blasztomer is képes az XX
genotipusi embrid ivarat megvaltoztatni.

Kisérletiink tovabbi részében egy-egy olyan blasztomert aggregaltattam tetraploid
gazda- embriokkal, amely ugyanabbol az EGFP-t expresszalo, szekalt embridobol
szarmaztak. A 12 beiiltetett 2n/4n aggregatumbol, ahol egyetlen EGFP-t expresszalo 8-
sejtes embriobdl kivett blasztomert kombinaltunk egy 4-sejtes tetraploid embridval 2n
(1 sejt) / 4n (4-sejt), kettd (16,7 %) €16 ujszilottett, egy himet (M) és egy ndstényt (F)
kaptunk. A 36 beiiltetett 2n, XY (1-sejt)/4n (4-sejt) aggregatumbol, ahol egyetlen XY,
EGFP expresszalo blasztomer lett kombinalva 4-sejtes tetraploid embrioval, 6t (13,9
%) €16 ujsziilottet: két par ikret (A1, A2 és B1, B2) és egy egyediili himet (D1) kaptunk.
A négy beiiltetett 2n, XX (1-sejt)/4n (4-sejt) kiméra embriobol harmasiker néstényeket
(C1, C2, C3) kaptunk. Ot him és a harmasikrek is megérték a felnétt kort, és a B1 himet
¢s harmas iker néstényeket CD1 egyedekkel paroztatva egészséges utodokat kaptunk.

Ezzel a mddszerrel sikeriilt ikerparokat és harmas iker egereket is eldallitanom. Ezzel a
tetraploid komplemntacidos modszerrel lehetségessé valt elére meghatarozott nemmel
rendelkezO, identikus ikrek el6allitasa. Az ikrek klonalis eredetét a mikroszatellit
analizis is igazolta.

Az analizis négy csoportot tudott megkiilonboztetni (G1-G2-G3-G4): Al és A2 him; Bl
¢s B2 him; D1 him; C1, C2, C3 ndéstények. A csoportokon beliil minden tag uniform
volt a microsatellita markerekre, de a csoportok eltértek egymastol. Tehat a
mikroszatelit analizis is igazolta, hogy tetraploid komplementacios rendszerrel sikertilt
identikus, eldre meghatarozott nemmel rendelkezd ikrek eldallitasa.

NYUL KIMERAK VIZSGALATA

ES kiméra nyulak létrehozasahoz egy ivarsejt kiméra utddok 1étrehozéasara is alkalmas
kiméra eldallitasi modszert kellett kifejleszteni. Ehhez kapcsolédva olyan kromoszdéma
vizsgéalati rendszert dolgoztam ki, mely alkalmas annak megallapitdsara, hogy az adott
kiméra sejtjei milyen gonoszoémakat hordoznak. FISH modszerrel a csoportunkban
Ujonnan szekvenalt néhadny nyul gén kromoszomadlis lokalizacidjat is sikertilt
meghatarozni. A kromoszéma vizsgalatokat limfocita tenyészetekbdl szarmazo
preparatumokon végeztem. A komplett mitézisokat (2n=44) analizdlva meghataroztam a
legkisebb akrocentrikus kromoszémak szadmat. Kilenc kis akrocentrikus kromoszoma
(egy-egy par 18, 19, 20, 20, 21 és Y) esetében a sejt XY-, nyolc ilyen kromoszéma
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esetében pedig XX-genotipust. A vizsgéalt kiméra nyulak mindegyike, még a fiatalon
hipogonadids XX/XY bak is fertilis volt.

A FISH analizis négy kiilonbozé6 BAC klon felhasznalasaval tortént. Az
eredmények igazoltdk, hogy a nyual LIF receptor gén a 11-es nyul kromoszoéman, az
OCUlIpl1.1 régiodban talalhato.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Igazolni tudtam kariotipizalast és FISH analizist alkalmazva, hogy az R1 ¢és
R1/E ES sejtvonal sejtjeiben, a 41 és 42 kromoszomat tartalmazéd sejtek
autoszomalis triszomiat tartalmaznak, s a passzdzs szam novekedésével a
triszomiat tartalmazo sejtek szama megnd.

. Azt talaltam, hogy a tetraploid sejtek képesek ugyan beépiilni a tetraploid-
diploid kiméra embriok ICM-jébe, de a tetraploid sejtek ellen még a
holyagcesira tiregének képzodése elott szelekci6 indul.

. Igazoltam, hogy egyetlen XY genotipust blasztomer is elegendd az XX
genotipusu gazda-embrioval aggregaltatva a kifejlédé allat ivardnak
atforditasara.

. Sikeriilt EGFP riporter gént hordozo, kettes és harmas ikreket 1étrehoznom
eléore meghatdrozott nemmel, egy hatékony tetraploid komplementéacids
rendszert alkalmazva.

. Meghataroztam a nyul LIF receptor gén kromoszémalis lokalizacidjat FISH
technikat alkalmazva. A nyal LIFR gént a nyal 11-es kromoszoémajanak
OCUll1pl1.1 régidja tartalmazza.

12.



KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

ES KIMERAK

Munkdm sordn az R1, illetve az RI/E egér ES sejtek kiméra alkotd képességét
vizsgaltam. Kivancsi voltam arra, hogy a passzdzs szdm novekedése hogyan
befolyasolja az ES sejtek kiméra alkoto képességét. A pluripotens ES sejtekre jellemzd
markerek expressziojat immunhisztoldgiai elemzéssel, illetve RT-PCR vizsgalatokkal
tanulmanyozva nem talalhatd szamottevd kiilonbség a két sejtvonal kdzott, azonban az
euploid (40 kromoszomat tartalmazo) sejtek aranydban szamottevd kiilonbséget
talaltam.

Kiilonb6zd passzadzs szamu sejtvonalak esetében is meghatdroztam az euploid és
aneuploid sejtek aranyat. Megfigyeltem, hogy az aneuploid sejtek aranya a passzazs
szam novekedésével fokozdodik. Azt feltételeztiik, hogy az ES sejtek felfokozott iitemi
sejtosztédasai sordn az Y kromoszoma nem tud egyenletesen elrendezddni az utod
sejtek kozt. Feltételezésiink igazolasara kombinalt X- és Y- FISH vizsgalatot végeztem.
Az altalam vizsgalt ES sejtek mindegyike tartalmazott Y kromoszomat, igy nem az
okozta a két sejtvonal kozt az ivarsejt kiméra képzésben talalhato kiilonbséget, hogy az
Y kromoszéma kizarodasa miatt 1étrejové X0 (Y-t nem tartalmazd) ES sejtek nem
képesek ivarsejtek képzésére.

A munka utols6é szakaszaban kariogramot készitettem az R1 és R1/E ES sejtvonalak
kiilonbozé passzdzs szamu tenyészeteibdl, annak eldontésére, hogy a tobblet
kromoszoémat tartalmazé sejtekben megfigyelheté-e triszomia. A vizsgalt ES
sejtvonalaknal a 41 és 42 kromoszomat tartalmazo sejtekben autoszomalis triszomia
volt kimutathatd. A triszomiat hordozé sejtek szdma a passzdlasok szamdaval
parhuzamosan nétt. Az aneuploid ES sejtek ugyan képesek a kiméra allatok szoveteibe
beépiilni, azonban nem képesek életképes ivarsejteket 1étrehozni.

Mivel a passzalasok soran folyamatosan nd a triszomiat hordozé sejtek aranya, ezért ha
ivarsejt kiméra allatokat szeretnénk kapni, fontos, hogy az ES sejteket még optimalis
tenyésztési feltételek mellett is minél rovidebb ideig tartsuk fenn a kisérleteink soran.
Transzgénikus ES sejtvonalak létrehozasat kovetden pedig fontosnak tartom, hogy
elvégezzilk a transzgenezis utdn kapott homoldég rekombinans ES vonalak
kariotipizalasat még a kiméra vizsgalatok megkezdése elott, s csak azokat a vonalakat
alkalmazzuk koziiliik a kimérdk eldallitdsa soran, melyek nagyrészt euploid sejteteket
tartalmaznak.

AZ IVARATFORDITAS JELENSEGE

EGFP-t expresszalé sejtek alkalmazasaval lehetové valt a fejldodé embridban a
bejuttatott sejtek vandorlasanak kovetése. Ha az EGFP-t szovetspecifikus promoter
segitségével expresszaltatjuk, az adott EGFP-t expresszallo sejtpopulacié megfigyelése
a sejtek szoveti elkdtekezddésének feltérképezésében is hasznos informéciot nyujt.
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XY genotipust EGFP-t expresszalld balsztomereket XX genotipusu diploid gazda-
embrioval aggregaltatva az XX/XY kimérak embrionalis fejlodés soran képet
nyerhetlink arr6l, hogy az XY blasztomerbdl szarmazd utdd sejtek milyen esetben
képesek a fejlodé magzat ivarat atalakitani, milyen aranyban, illetve milyen
sejttipusokban kell jelen lennie az XY genotipust sejteknek, hogy az ivaratforditas
megtorténhessen.

A molekularis genetikai modszerek fejlodésével egyre tobb iker vizsgalatbdl szarmazo
eredmény latott napvildgot. Tobbek kozt a szivbetegségek, koleszterol szintet
befolyésold faktorok 6rokolhetdségének vizsgalatat is ikerparokon végezték.

Szamos allatkisérletben is végeznek hasonld populacié genetikai felméréseken alapulo
vizsgalatokat, azonban ezekhez, hogy statisztikailag is értékelhetd mennyiségli adatot
nyerjenek, nagyon nagy szamu allatot kell tesztelni. Iker vizsgélatok esetében azonban
ilyen felmérésekben az alkalmazott 4llatok mennyisége csokkenthetd, mivel ebben az
esetben homogén genetikai allomanyu egyedek Osszehasonlitdsardl van sz6. Az altalam
alkalmazott tetraploid komplementacioés rendszerrel olyan kettes- és hdrmas ikrek
hozhatok 1étre, amelyek genetikailag identikusak, igy kevesebb allat is elegendd a
kornyezeti hatasok feltérképezésére.

Az iker vizsgalatok nem helyettesithetok a sejtmagatiiltetéssel létrehozott kldnozott
allatok vizsgalataval, mivel a klonozott allatok mitokondridlis heterogenitast mutatnak.
Az altalunk kifejlesztett tetraploid komplementacios rendszerrel 1étrehozott identikus
ikrek mitokondridlis szinten is identikusak.

A klonozott embriok trofektodermajanak differencidlédasa soran rendellenességek
Iépnek fel. A tetraploid komplementacios technika azonban a klonozott embridk
¢letképességének novelésében is segithet. Ha klonozott embridt tetraploid gazda-
embrioval aggregéltatnak, akkor az ebbdl a fejlddé magzat méhlepényébe beépiilt, a
tetraploid sejtek segitenek a normalis méhlepényt kialakitdsaban, igy a magzat nem
pusztul el a méhlepény rendellenes fejlodésének kovetkezményeként.

NYUL KIMERAK

Az altalunk kidolgozott nyul kiméra eldallitd modszer esetében a mikromanipulécio
soran csak minimalis mértékben sériil a zona pellucida és azt korbevevdé mucin réteg. A
beiiltetett kiméra embridk nagy szazalékban megsziilettek, ¢életképes utddokat kaptunk,
mivel az altalunk hasznalt recipiens ndstények ivari ciklusat hormonalis kezeléssel
késleltettiik, igy az azok petevezetdjébe visszaiiltetett kiméra embridknak jobb
beagyazodasi esélyt teremtettiink. A megsziiletett kiméra magzatokban az injektalt
sejtek transzgénikus embridobdl szdrmaztak, igy a megsziiletett utodokban, real time
PCR-el pontosan meghatarozhaté volt a transzgénikus embriobdl szdrmazo sejtek
aranya az egyes szovetekben. A megsziiletett kiméra nyulak mindegyike, még a fiatalon
hipogonadids XX/XY bak is fertilis volt, és nem mutatott semmilyen fejléddési
rendellenességet. Néhany szerzd leirta, hogy az XX/XY kiméra egerek himek lesznek.
A mi nyul kiméra adataink is alatamasztjak ezeket a megfigyeléseket, mivel az XX/XY
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kiméra 4llat is him fenotipust mutatott, bar az XY sejtek ardnya a vérében csak 20%
volt.

A LIFR gén az 5p13.1 human kromoszoman taldlhatd, ami a nytl-egér o6sszehasonlitd
géntérképezés alapjan a nyul 1l-es kromoszomajaval analdg. Mivel az altalam
térképezte az LIFR gént, igy elmondhat6, hogy a nyal LIFR gén lokuszanak
behatarolésa sikerrel jart.

A masik két BAC kloén (304A7 és 779H10) - melyeket a nyal POUSF1(Oct4) gén
primerekkel a nytl BAC klontarbdl vélasztottak ki - nem a human HSA6p21.3 régioval
homolog régidban (a f6-hisztokompabilitasi géneket hordozo6 régidban) helyezkedett el.
Mi az OCU12q11.1 régioban vartuk a lokalizaciojat, de a OCU1q21.1 régioban kaptam
jelet, igy az altalunk kivalasztott BAC klonok csupan az Oct4 pszeudogén formajat
tartalmaztak. A nytl BAC konyvtar fizikai térképezését tovabbi nyl Oct4 primerek
felhasznalasaval kell folytatni.
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KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném kifejezni kdszonetemet Dr. Koboldk Juliannanak, Dr. Révay Tamésnak és
Ana Paula Catunda Lemosnak a sex PCR primerek megtervezésében és a PCR reakcio
optimalizaldsdban. Szeretném megkoszonni Dr. Katona Roébertnek, hogy segitséget
nyujtott az ES sejtek kariotipizalasban. Koszondm Kozma Andrasnak, hogy segitett az
altalam alkalmazott egér kromoszoma FISH technikék tokéletesitésében és Dr. Helen
Hayesnak, hogy lehetévé tette szadmomra, hogy elsajatitsam a R savozott nyul
kromoszémak FISH vizsgalatat.

Koszonettel tartozom Takacs Gabornak a miivészi kiméra fotokért, Grof Mihalyné,
Marikanak és Sovari Krisztindnak a technikusi segitségért.

Ko6szonom Dr. Bésze Zsuzsannanak és Dr. Bod6 Szilardnak, hogy PhD dolgozatomat
kritikus szemmel atnézték, és segitettek az abban talalhato hibak kijavitdsaban.

Utoljara, de nem utolso sorban koszondm témavezetéimnek, Dr. Gocza Elennek és Dr.
Kovacs Andrasnak azt a segitséget, amivel folyamatosan végig kisérték munkémat, s
lehetdvé tették szamomra, hogy azt sikeresen be is fejezhessem.

Ezt a kutatast az OTKA T037582, NKFP-1/4-060-2004, GVOP/3.1.1./2004-05-0290,
BIO-125 és a RO-3/2002, RO-23/05, D-26/02(HUN02/045) TéT palyazatok tamogattak,
illetve a franciaorszagi tanulmanyutamat az ESF-COST B20 STSM egyiittmiikodés
segitette.
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