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ZAROJELENTES 2005
Témavezeté neve: Dr. Kovacs Andras
A téma cime: “Kiméra-technikak kidolgozasa klonozas, himesités és genetikai manipulaciok
celjara”
A kutatas idétartama: 2002-2005.

A 2002-2005 KOZT ELERT EREDMENYEK ISMERTETESE

1. EGER KIMERAK ELOALLITASA ES VIZSGALATA

2003-ban eltér6 eredetii transzgénikus egér ES-sejtvonalak (embrionalis eredetii 6s-
sejtvonalak) kiméra alkotdo képessegét vizsgaltuk. Eredményeink alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy mind a bevitt ES- sejtek szama, mind a passzazs szam
befolyasolja a kiméra utddok aranyat. A legjobb hatasfokot akkor értiik el, amikor 10-15
sejtet tartalmazd ES-sejtcsomOt hasznéltunk fel a kiméra készitéshez. Adatsorunkbdl
kider(lt, hogy a passzazs szam ndvekedésével csdkken a kapott Ujszilottek szama, illetve az
azok kozt talalhatd6 kimérak aranya, ami azzal magyarazhatd, hogy az ES-sejtvonalak a
folyamatos passzalasok soran veszitenek pluripotencidjukbol (1).

2004-ben az R1 sejtvonalbdl szarmazo transzgenikus ES-sejtvonalak kiméra alkotd
képességét vizsgaltuk. Az ES sejteket nyolcsejtes CD1 egértorzsb6l szarmazd
gazdaembridval aggregaltatva hoztuk létre a kiméra embridkat. A legtdbb altalunk vizsgalt
ES-sejtvonal esetében kaptunk kimeéra utédokat is, azonban csak néhany ES-sejtvonal
esetében szilettek ivarsejt kimérak. A sejtek pluripotenciajaban bekovetkezé valtozasokat
kovethetjik a pluripotens sejtekre jellemz6é Oct4, Sox2, LIFR és FGF4-R markerek
expresszid szintjében bekdvetkezé valtozasokkal, illetve a telomerdz expresszid szintjében
bekdvetkezé valtozassal, azonban Ugy gondoljuk, hogy egy sejtvonal kiméra alkoto
képességét leginkabb az adott sejtvonalban talalhato euploid sejtek aranya befolyasolja. Az
R1 sejtvonalbol létrehozott transzgénikus ES-sejtvonalak sejtjei kdzott nagy aranyban
talalhatok 39 kromoszomat tartalmazo, valdszinileg XO Kariotipust sejtek. Ezek az
aneuploid sejtek ugyan képesek beépllni az embridk szovetei kozé, kiméra embridkat,
kiméra allatokat Iétrehozni, azonban nem alkalmasak életképes ivarsejtek képzésére, igy nem

kapunk ivarsejt kiméra utddokat sem (1. abra)(2).
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2005-ben sikerult FISH modszerrel kimutatni az X- és az Y-kromoszémak jelenlétét,
illetve hianyat az X0 kariotipusi ES-sejtekben. Az igy kapott adatok azt mutatjak, hogy az
R1 ES-sejtvonal sejtjei kozott taldlhatd 39 kromoszomaét tartalmazd ES-sejtek valoban X0

kariotipusu sejtek, mivel ezekben nem tudtuk kimutatni az Y-kromoszéma jelenlétét.

2. NYUL KIMERAK LETREHOZASA ES VIZSGALATA

2003-ban a nyul kimerdk elsallitasahoz egy vad tipusd nésteny és a huméan VIII.
véralvadasi faktorra homozigéta transzgénikus bak péaroztatasabol nyert nyolcsejtes
kompaktalddas elétti morula egyetlen blasztomerjét juttattuk be mikroinjektalassal egy vad
tipusi 16 sejtes morula perivitellindris terébe. Az élve szlletett allatok kozul a PCR
eredmények alapjan negy kimeéra volt (ezek kodja: 16, 334, 374 és 375). A fenotipusos és
kromoszoma-vizsgalatok szerint kimerdk kozll ketté XX/XX nésténynek (16, 374) egy
XY/XY himnek (334), illetve egy fiatalon hipogonadias, de késébb normalis XX/XY himnek
bizonyult (375). Mind a négy allat termékeny és ketté germindlis (ivarsejt) kiméra is volt. A
kimérak szoveti analizisét elvégezve Real Time PCR-rel, a 334-es him spermiumainak 1,2
szazaléka hordozta a markergént. A 374. nostény kevés szamu utddja kozil egy
transzgénikusnak bizonyult. Tehat a 374. nostény is germinalis kiméra, petefészek-sejtjeinek
3,4 szazaléka tartalmazta a transzgént (3).

2004-ben tovabb folytattuk a nydl ES-sejtvonal alapitdsi munkat is. Olyan Uj
tapfolyadékot dolgoztunk ki, melynek alkalmazéasa lehetéve tette ,,ES-like” sejtkolonidk
létrenozasat. Ezeket a tenyészetek 6-7 passzazson keresztil fenn tudtuk tartani. lgazolni
tudtuk, hogy az ES-like koloniakat alkoto sejtek ebben a tenyészté rendszerben, 5-6 hétig, (6-
7 passzazs) megérzik pluripotenciajukat, vagyis, hogy a sejtek megérizték alkalikus foszfataz
(AP) aktivitasukat, és a kolonidakon belul a sejtek egy része a pluripotens sejtekre jellemzé
Oct4 és SSEA-1 expresszidt mutatott (2. abra)(4).

2005-ben kidolgoztuk az ES-kiméra létrehozasahoz sziikséges technikat is (3. abra).
Mivel a nyul-ES sejtek differencialodni kezdenek zseltinos felszinen, az ES-sejteket a kimeéra
eloéallitas elott GFP-t expresszalld zold fibroblaszt sejteken novesztettik, igy az ES-sejtek a
fibroblaszt sejtektdl elkulonithetéek voltak. Az ES-sejteket transzgénikus nyulbol szarmazo
embriobol alapitottuk, igy az ES-sejtekbdl szarmazé utddsejtek a kimérakban is kimutathatok.
A nyul ES-kiméra embridk fejlodését elészor in vitro vizsgaltuk. A kiméra embriok nagy

része tovabb fejlodott, a 16-sejtes embridba injektalt sejtek nem befolyasoltdk a kiméra
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embriok fejlodéset (3. abra). A kisérletek kdvetkezé részében a kiméra embriok recipiens
anyaba vald belltetését terveztik.

Tetraploid nydl embridk eléallitasahoz az egér esetében hasznélt paraméterek nem
megfelelék, azt gondoltuk, hogy a nyul embridt korilvevé vastag zona pellucida
kovetkeztében. A zona pellucidat az embriok egy részérél pronazos emesztéssel
eltavolitottuk és a fOziés paraméterek valtoztatasaval igyekeztiink megtalalni a tetraploid
nyul embriok el6allitasahoz sziikséges optimalis feltételeket. A zéna pellucida nélkili
tetraploid embriok in vitro tovabbfejlédése nem megfelels, ezért visszatértiink zona
pellucidat tartalmazé embriok vizsgalatara. Sikerllt megtalalni az optimalis f0zids
paramétereket a zona pellucidat tartalmaz6 nyal embriok esetében is (4. abra). A tetraploid
nyul embridkat felhasznalva a tovabbiakban 2n/4n kiméra embridkat is szeretnénk létrehozni

().

3. EGER SPERMATOGONIUM IZOLALAS

2003-ban az A-spermatogoniumok izolalasakor négy-napos, CD-1 egerek heréit
MEM+5 pg/ml Dnéz oldatba tettiik. A Percoll-gradiensek egyes gradienseit kiilonvalasztottuk
és mikroszkdppal értékeltuk. El6zetes eredmenyeink azt mutattak, hogy a 4-es és 5-6s frakcio
tartalmazott A-spermatogdniumokat.

2004-ben feladatunk az egyes frakciokbdl szarmazd sejt-szuszpenzidkban talalhatd
A-single spermatogdéniumok intakt allapotban toérténé kinyerésre és tovabbi manipulaciokra
alkalmas statuszban val6 azonositasa volt. A spermatogenezis soran az A-spermatogoniumok
szamos fejlodési stadiumon mennek keresztil, és a vonatkozo szakirodalom szerint csak az
A-single spermatogoniumok tekinthetok 6s-sejtnek. Differencial-interferencia kontraszt
mikroszkép segitsegével eértékeltik a megfelelé Percoll-rétegekb6l  kinyert  sejt
szuszpenzidkat. A sejteket harmas fluorokrom-kombinacidval is jel6ltik, remélve ettél a
pontosabb sejt azonositast: az él6 sejteket DNS-specifikus festékkel (Hoechst 33342, kék
fluoreszcencia), az elhalt sejteket szintén DNS-specifikus festékkel (propidium-jodid, voros
fluoreszcencia), a mitokondriumokat a mitokondriumok lipid allomanyaban akkumulalédé
Mitotracker Green FM probaval (zold fluoreszcencia) jeloltik. Kulféldi szakertokkel valo
konzultacio soran azonban be kellett latnunk, hogy az A-single spermatogoniumok
sejtszuszpenzidban nem azonosithatok morfoldgiai bélyegek alapjan. Tovabba, mivel eleve
kis hanyadban vannak jelen a herékben (0jszilott egérben mintegy 10%-a az 6sszes

spermatogonium allomanynak), kinyerésiik hatdsfoka még biztos azonositas mellett is
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nagyon alacsony lenne. Mindezeken tul, mivel az A-spermatogéniumok altipusai meég azonos
fajon belll is eltérnek ivarérés elétt és utdn az a reménylink, hogy az Ujszulott egereken, mint
modellen kidolgozott A-single spermatogdnium-kinyerési technika adaptalhaté lenne mas
fajok kifejlett egyedeire (pl. sériilést szenvedett tenyészbikakra) nem kecsegtethetett sikerrel,

ezert (gy dontottink, a tovabbiakban maés alternativak keresésére koncentralunk.

4. SZARVASMARHA EMBRIOK ELOALLITASA, FEJLODESI
POTENCIALJANAK VIZSGALATA IN VITRO ES IN VIVO

Szarvasmarhak esetében in vitro termékenyitésbdl szarmazo6 diploid és tetraploid
embridk, illetve kulénbdz6 meghatarozott ivard embridbdl szarmazd blasztomerek, illetve
embrio eredetii sejtek felhasznaldsat terveztiik kimera embriok létrehozéasara. Céljaink
eléréséhez azonban ki kellett dolgoznunk egy hatékonyan miik6dé in vitro embrio el6éallitasi
rendszert, illetve meg kellett teremteni a lehet6ségét a szarvasmarha embridknak recipiens
allatokba tortend belltetéséhez.

Az embriok tenyesztésere félig definialt tenyészt6 médiumot alkalmaztunk. Az
embriokat SOFaaci médiumba helyeztik, amit 5, vagy 10% FCS-sel egeszitettink ki. A
kultivacio hetedik napjan megszamoltuk a holyagcsira allapotd embridkat. Szignifik&dnsan
nagyobb aranyban kaptunk blasztocisztakat abban az esetben, ha a tenyészté médiumot 10%
FCS-el egészitettik ki (6).

Kétsejtes szarvasmarha embriok sejtjeinek elektrofuzidja révén lehet tetraploid
szarvasmarha embridkat létrehozni. A tetraploid egér embrid eléallitdskor is alkalmazott
paramétereket felhasznalva torténtek a kisérletek. A felhasznalt kétsejtes embridok 10 percen
belil 70%-a hatékonysaggal fazionaltak, 10% FCS-t tartalmazo tenyésztémédiumot
alkalmazva a fuzion atesett embriok kozil 65% fejlodott tovabb, 25%-uk fejlodott
holyagcsira allapotd embridva.

2004-ben az aradi Research and Production Station Center for Bovine Breeding-Arad
(at Research Institute for Bovine Breeding Balotesti) egyuttmikodoink segitségével sikertlt
szuperovulaltatott donor tehenekbdl is embridt kimosnunk. Edwin Robertson protokoljat
alkalmaztuk a szuperovulacio indukalasahoz. Az 6sztrusz utani 8. napon kimosott 26 embridt
13 recipiens nostény méhébe ultettik vissza. A recipiensek kozil négy esetében lehetett
vemhességet megallapitani a vemhesség harmadik honapjaban. A négy vemhességhél egy

megszuletett borjut kaptunk.
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A 2004 évi munkatervben szerepl6é szarvasmarha embriokkal végzett kisérleteket az
RO-3/2002 roman magyar TéT palyazat keretében a temesvari szarvasmarha IVF
laboratoriumban  tudtuk elvégezni, (szarvasmarha embriok ivar-meghatarozasanak
kidolgozasa), mivel 2004 kezdetétsl az MBK, Allatbiologiai Intézetében - az MBK
foigazgatdja, illetve az IT (lgazgatd Tanacsa) hatarozatanak értelmében - megszint a
szarvasmarha IVF laboratérium, igy a munkankhoz sziikséges szarvasmarha embriokhoz nem
juthattunk hozza. 2004. novemberében a roman-magyar egyittmtkodés befejez6ddtt, igy az
altalunk 2005 évre vallalt feladat teljesitése, vagyis a kimeéra szarvasmarha embridk in vivo
vizsgalatanak elvégzése nem allt modunkban. Ennek értelmében kértik, hogy a 2005-re vallat
szarvasmarha kiméra el6allitas helyett, az eddigi eredményeink alapjan igeretesnek mutatkozé
egér és nyul kiméra eléallitasi munkat folytathassuk.

5. SZEX DETERMINACIO VIZSGALATA EGER KIMERAKBAN

2005-ben a szex-determinécid folyamatanak kezdeti 1épéseit vizsgaltuk egér kiméréakat
alkalmazva. A kimérak fontos szerepet tOltenek be az embrionalis fejlodés
tanulmanyozasaban, a sejtek fejlédési potencialjanak vizsgalataban, a determinacio
folyamatanak nyomon kovetésében, az embrionalis korban hatd6 mutéciok feltarasaban, ill.
transzgénikus egyedek létrehozéaséban.

A kisérletekben a CD1, illetve CD1/EGFP, 1,5 napos, ket-sejtes eger embridkat
szuperovulaltatott néstény petevezetojebdl mostuk ki. Az embridkat 2,5 napos korig tovabb
tenyésztettik KSOM médiumban. A kimérak elballitdsa soran egy nyolc-sejtes embrid
egyetlen sejtjét aggregaltattuk egy nyolc-sejtes embrid hét sejtjével. A nyolc-sejtes (2,5
napos) embridkat korilvevé zona pellucidat savas Tyrode’s (pH: 2,5) oldattal tavolitottuk el.
A zona mentes 8-sejtes embriokat Ca- és Mg-mentes 0,1% BSA-val kiegészitett PBS oldatba
helyeztiik 10 percre. Az embriot alkoté blasztomereket egy vékony kapillarissal torténd
pipettdzassal valasztottuk el egymastdl. Minden embridbdl egyetlen blasztomert PCR csébe
helyeztlik, a tobbi blasztomert egyenként, kis KSOM médium cseppben asvanyi olaj alatt
tartva tenyeésztettiik tovabb.

Az PCR csébe helyezett blasztomereket X- és Y- specifikus PCR reakciot alkalmazva
genotipizaltuk (7). A PCR reakcié eredményét néhany dran belil megkaptuk, és meg tudtuk
mondani az egyes embridk genotipusat (XX vagy XY). Az eredmény ismeretében XX
genotipust 7 sejtet tartalmazo, CD1 embriokat aggregaltattuk egy CD1/EGFP him (XY)

genotipusu blasztomerrel. A kiméra embriokat masnap recipiens allatokba ultettik.
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tipust elektrofzios készllékét alkalmaztuk. A két-sejtes embridkat két platina elektréd kdzé
helyeztik, majd egy elektromos impulzust kaptak. Az embri6 két blasztomerje ennek hatéséara
fazionalt és tetraploid embridk jottek létre.

A Kkiserlet elsé felében, egy EGFP-t expresszaldo nyolc-sejtes, XY genotipusd
embridnak egyetlen sejtjét aggregéltattuk egy EGFP-t nem expresszallo, XX genotipusd
embrié hét sejtjével (a nyolc-sejtes embrié egy sejtjét a genotipus megallapitasahoz
hasznaltuk fel). Az igy létrejott kimérak kozil 84-et Ultettink vissza, ebbdél 12 kimeéra utod
szlletett. A megsziletett utddok kozt csak egy nostényt talaltunk (5. abra). A normalis
fenotipust termékeny néstény szoveti sejtjeinek 10%-a expresszélta az EGFP-t, a PCR teszt
és a FISH alapjan XX/XY genotipusu, fertilis szex kiméra volt, de az utédai kdzt nem
talaltunk EGFP-t expresszallot.

Kiseérletlink folytatasaként olyan kimérakat allitottunk el, ahol egy tetraploid embriot
(4n) aggregéltattunk egyetlen diploid (2n) blasztomerrel (6. &bra). 36 olyan 2n/4n kimérat
ultettink be, ahol XY kromoszomat tartalmazo blasztomerrel aggregéltattuk a tetraploid
embriot. 5 él6 utddot kaptunk. Az azonos embriobol szarmazd, XX blasztomerek, és egy-egy
tetraploid embrié felhasznalasaval létrehozott 4 kiméra embriobdl harom néstény utdd,
identikus harmas ikrek szilettek.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy egyetlen, az ICM-be beépilé XY blasztomer
jelenléte is elégséges lehet az XX embriok nemének atforditasdhoz, azonban nem minden
esetben kapunk him fenotipusu szex-kimérakat. Igazoltuk, hogy tetraploid gazda embrioval
aggregaltatva egy nyolcsejtes embrid egyetlen blasztomerjébdl is életképes utdd sziilethet. Az
altalunk kidolgozott modszert alkalmazva elére meghatarozott nemd, identikus ikreket lehet
létrehozni (8).
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X, Y KROMOSZOMA FISH
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3. abra: TETRAPLOID NYUL EMBRIOK LETREHOZASA
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5.A. abra: SZEXDETERMINACIO VIZSGALATA KIMERAKBAN
[XY(2n)(1-sejt)] / [XX(2n)(7-sejt)]

1. Blasztomerek izolalasa: 3, Sex-kimérak létrehozasa
o,

Q d
S < p .6 genuupumx AY genotipusi
\ / embrio @ blasziomerek

< O

Eiméra blzzrocizzia
£y

— 00— .
- —--- —--

2, XY, XX genotipus meghatirozisa:

M1234567

Zfy s —e 299bp
Zfx bl —= 104bp
d 33 ¢ 24 ¢

5.C. abra: SZEXDETERMINACIO VIZSGALATA KIMERAKBAN
[XY(2n)(1-sejt)] / [XX(2n)(7-sejt)]

[XY@n)(1-sefo))

Kimérak tipusa [XX(2Zn)(7-sejt)]
Beiiltetett embriok szama 84
Felsmvodasok aranya (Felszivodas / beiiltett %o) 39 (46.4)
Ujsziilttek aranya (Ujsziilottek szama / befiltetett
%) 22 (26,2)
El6 egerek szama (E16 egerek / beiiltett embriok %) 14 (16,7
Kimeérak szama 12 (85,7)
E16 kimérdk szama 12
E16 him kimérak szama (Him / Kiméra %) 11 (91,7)

10.
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5.D. abra: SZEXDETERMINACIO VIZSGALATA
KIMERAKBAN
[XY(2n)(1-sejt)] / [XX(2n)(7-sejt)]

EGFP pozitiv

Utddok

EGFP pozitiv

utddok aranya %

EGFP negativ
utddok aranya %

Kimérik Nem sejtek aranya a hn
szivetekben (%o} him nostény him | néstény
Al nostény 10 31 0,0 a0 32,3 67,7
B. him 10 14 28,6 143 28,6 28,6
C. him 30 13 46,2 T 154 30,8

Eimérik genomiilis DINS-ének vizsgalata;:

M A B CDE

Zfy
Zfx

el — 299%hp

Eog & 2 A

2 Kiméra €= utddai

6.A. abra: SZEXDETERMINACIO VIZSGALATA KIMERAKBAN

[(2n)(1-sejt)]/ [(4n)(d-sejt)]
\ N
|©'i

@ -
_/)' tetraploid
L

aiibiris XY, XX genotipusi l

embrio
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6.B. abra: SZEXDETERMINACIO VIZSGALATA KIMERAKBAN
[(2n)(1-sejt)]/ [(4n)(4-sejt)]

T [XY (Zm)(1-sejt} )/ [XX(2m)(1-sejt) )/
i [(4m)(@-seit)] [(4n)(@-seit)]
Beiiltetett embriok szama 36 4
Felszivodasok aranya (Felszividas / beiiltett %) 11 (30,6} 125
Ujsziiliittek aranya fU]s;uiuttek szama / heiiltetett 11 (30,6) 3.(75)
[1]}
Eli egerek szama (El6 egerek / heilltett embriok %) 5(13,9) 3(75)
Kimeérak szama 5 (100} 3 {100}
; 5 3
Elé kimérak szama
(Al, A2, B1, B2, B3) (C1,02,03)
Elé him kimerak szama (Him / Kiméra %) 5 (100} 0
Elé him kimérak szama (Him / Kiméra %) 0 3 {100}

i

il ey o)
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