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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

3’ UTR
ADAR
Ago2
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ARE
BIO-6
BMP
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BSA

C. elegans

CAP

CDK
cDNS
DGCRS
DMSO
dpc
dsRBD
dsRNS
EB

EC

EG
EGFP

EIF4E
EM
EMT
EpiSC
EPL

3’ nem transzlalodo szabalyozo régid (3’ untranslated region)

duplaszali RNS-specifikus adenozin deamindz

Argonaute 2

alkalikus foszfataz (Alkaline Phosphatase)

Alu valaszelem (Alu responsive element)

bromo-indirubin-3’oxim GSKo/f inhibitor

bone morphogenic protein

bazis par

marha szérum albumin (bovine serum albumin)

Caenorhabditis elegans

eukariota (és egyes viralis) mRNS-ek 5’ végén 1év0 7-metil-guanozin
modositott nukleotid

ciklin dependens kinaz

reverz transzkripcidval mRNS-r6l atirt DNS szal

DiGeorge Syndrome Critical Region 8

dimetil szulfoxid

nappal termékenyitést kdvetden (days post coitum)

duplaszaltt RNS koté domén

duplaszalt RNS

EB csomd, embrionalis testecske (embryoid body)

embrionalis teratokarcinoma sejtvonal

embrionalis csirasejt vonalak (Embryonic germ cell line)

z0ld fluorescens fehérje modositott véltozata (Enhanced Green
Fluorescent Protein)

eukariota transzlacids iniciacios faktor 4E

embriondlis dssejt tenyésztd médium

epitelidlis-mezenchimalis tranziciod

epiblaszt dssejt (epiblast stem cell)

korai primitiv ektoderma-szeri embrionalis Jssejt (early primitive

ectoderm like stem cell)
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ERK extracellularis jel altal szabalyozott kindz (extracellular signal regulated
kinase)

ES sejt embrionalis dssejt

ES sejtvonal pluripotens embrionalis eredetli dssejtvonal (Embryonic Stem Cell line)

FBS magzati borju savo (fetal bovine serum)

FCS magzati borju savo (Foetal Calf Serum)

FGF fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

FISH fluoreszcens in situ hibridizacié (Fluorescence in Situ Hybridization)

FM médium fibroblaszt tenyészté médium

FXR-fragilis X-szerl fehérje

GFP
HCG
hpg
ICM
iPS
JAK
KLF4
KSOM
LATS
LIF
MEF
MEF kond
miRNS
Oct-4
P-body
PAZ
PBS
PCR
PFA
PMSG
R2D2
RA
RAS

z61d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)
Human Chorionic Gonadotropin

oraval a megtermékenyiilést kovetden (hours post gestation)
embriocsomo vagy belsd sejtcsoméd (Inner Cell Mass)
indukalt pluripotens 8ssejt (induced pluripotent stem cell)
Janus-associated tyrosine kinase

Kriippel faktor szerii fehérje (Kriippel-like factor 4)
Potassium Simplex Optimized Medium

large tumor suppressor protein

leukémia inhibitor faktor (Leukaemia Inhibitory Factor)
egér embriondlis fibroblaszt (mouse embryonic fibroblast)
MEF kondicionalt tapoldat

mikroRNS

4-es oktamer koto fehérje (Octamer binding protein 4)
processzalo testecske (processing body)
Piwi/Argonaute/Zwille csalad

foszfat puffer oldat (Phosphate Buffer Solution)
polimeraz lancreakci6 (Polymerase Chain Reaction)
paraformaldehid

Pregnant Mare Serum Gonadotropin

duplaszaltt RNS kot6, DCR-2 asszocialt fehérje

all-transz retinsav (all-trans retinoic acid)

Rat sarcoma fehérje alcsalad



RE
RDH
RISC
RLC
RNSi
RT

RT PCR

RTK
siRNS
SSEA

STAT
TB
TGFpB
™
TNFa
TS
WNT
XEN
YAP
ZEB1, ZEB2
Zfx
7ty
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valaszelem (response element)

1:1:1 keveréke az RPMI, DMEM ¢és Ham's F10 tenyészté médiumoknak
RNS indukalt géncsendesité komplex (RNA induced silencing complex)
RISC t61t6 komplex (RISC loading complex)

RNS interferencia

szobahomérséklet, 20-25 °C (room temperature)

reverz transzkripcioval kombinalt polimerdz lanc reakcido (Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction)

receptor tirozin kindz

rovid interferalo RNS (small interfering RNA)

Stage Specific Embyonic Antigen, fejlédési stadiumra jellemzd
sejtfelszini antigén

Signal Transducer and Activator of transcription

trofoblaszt

transzformald novekedési faktor béta (transforming growth factor f3)
tris—malate puffer

tumor nekrozis faktor o

trofektoderma dssejt (trofectoderm stem cell)

Drosophila wingless gén homologja

extraembrionalis dssejt (extra-embryonic stem cell)

Yes-asszocialt protein

zinc finger E-box binding homeobox 1 és 2

zinc finger protein, X-linked

zinc finger protein, Y-linked
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2. BEVEZETES

1981-ben hoztak 1étre az elsé egér embrionalis Ossejt vonalakat (ES sejtek). A 90-es évekre
sikertilt kidolgozni azokat a molekularis genetikai modszereket is, amelyek lehetové 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
tartalmazd ES sejtvonalak létrehozasa. Az ES sejtek segitségével az egér genetikai
modositasa irdnyitottan, indukalt és helyspecifikus mddon torténhetett, amit egyszerii DNS
mikroinjektaldsos modszerrel nem lehetett megvaldsitani. A mddositott géneket hordozo
ES sejteket gazda embridba injektalva, vagy azzal aggregéltatva, kiméra embridk hozhatok
létre. Ezeket recipiens ndsténybe beiiltetve olyan kiméra utdédok sziiletnek, amelyek
ivarsejtjel kozott megtalalhatok az ES sejtekbol differencialodott transzgénikus ivarsejtek,
igy a genetikai modositas atoroklédhetett az utddokba is. Ez a technika lehetdvé tette, hogy
mara tobb ezer genetikailag modositott egeret hozzanak létre, koztiik szamos betegség
modell allatot is.

Emlds embridk embrionalis fejlédésnek vizsgalata azt mutatja, hogy az egér és patkany
embriok fejlédése szamos helyen eltér mas emlds embridk korai embriondlis fejlodésétdl.
A trofektodermaban és az embridocsomodban lejatszodd folyamatok €s a pluripotens sejtek
differencidlodast befolyasold faktorok a nyul és a szarvasmarha embrioban inkabb
hasonlitanak a human embridokéhoz, mint az egéréhez. Ez magyarazhatja azt, hogy mind a
mai napig nem sikeriilt létrehozni az egér ES sejtekhez hasonlé nyltl embrionalis
Ossejtvonalakat, amelyekben célzott génkiiitést tudtak volna végrehajtani, illetve ivarsejt
kiméra allatokat lehetett volna eldallitani.

Ugy gondoljuk, hogy ha ismernénk a ny@l korai embrionalis fejlédését, illetve a
beagyazodast iranyité faktorokat, kozelebb juthatnank valoban pluripotens sejteket

tartalmazo nyul 6ssejtvonalak Iétrehozasahoz.
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3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. EGERESNYUL EMBRIOK EMBRIONALIS FEJLODESE

Morfologiai szempontbdl a korai embrionalis fejlédés az emlésdokben nagyon hasonlonak
tlinik azonban ez a latszélag egyszerii folyamat nagyon komplex molekuléris folyamatok
Osszessége taldlhatdo (I.dabra)(Duranthon et al., 2012) A megtermékenyiilés utdn a
zigbdtaban a petesejt citoplazmajaban két differencialodott ivarsejtbdl szarmazo anyai és
apai genom egyesiil. Ahhoz hogy a totipotens embrionalis genom létrej6hessen
epigenetikailag at kell programozni az apai és anyai eredetii genomot. Az embrionalis
fejlédés soran az embrid sejtjeinek fejlodési potencialja lecsokken, holyagesira allapota
embri6 (blasztociszta) két kiillonbozd sejttipust fog tartalmazni. Egy differencidlodott
trofektoderma sejt réteget (TE), illetve a pluripotens embridocsomoét (ICM). A folyamat
soran szamos gén epigenetikai atprogramozasanak kell megtorténnie. Ez az epigenetikai
atprogramozas felelds az elsddleges anyai transzkriptumok lebomlasaért, s az embrid
genomjardl torténd atirds aktivacidjaért is. Ez az atprogramozds minden emlds embrid
esetében hasonldan zajlik, azonban az atprogramozas idejében eltérések talalhatok. Az egér
embriok esetében mar két sejtes allapotra az embriondlis genom aktivacidja teljes
mértékben megtorténik, mig mas fajoknal erre tobb sejtciklusra van sziikség. Jelentds
eltérés figyelhetd meg abban is, hogy az embridcsomobol hogyan alakul ki az epiblaszt,
illetve a hipoblaszt réteg. A rdgcsalokban a gasztruldcid, vagyis az embriondlis
csiralemezek kialakuldsa egy 3D struktiran beliil torténik, addig a tobbi emlds esetében
egy lapos embriddiszk alakul ki a magzatban. Emiatt a térbeli kiilonbség miatt a sejt-sejt
kozti kolesonhatasok is mashogy alakulnak. Berg és munkatérsai arrél szamoltak be, hogy
mar a korai sejtelkotelez6dés sordn is kiilonbség van az egér €és mas emlds embriok
esetében a korai sejtelkdtelez6dés soran (Berg et al., 2011). Ebbdl kovetkezOen az egér
embrionalis fejlddése sordn lejatszodd folyamatok nem modellezik més emlds embridk

fejlédését, a nyul. mint modell embrid, tobb informaciot adhat vizsgalataink soran.
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Apai clémag | v kompakcid

| trofcktoderma (TE)
1 sejtes embrid 2 scjtes embrid 4 sejtes embrid 16 sejtes embrid morula blasztociszta

| embrionalis genom aktivécidja |

‘ gének atprogramozasa

anyai transzkript degradacidja

; : DIFFERENCIALODOTT
DIFFERENCAODOTT SEJTEK TOTIPOTENS SEJTEK + PLURIPOTENS SEJTEK
ivarsejtek l'=> zigbta, blasztomerck I=> sejtek
l MegterméKkenyiilés ]

1

Epigenetikai dtprogramozas

1. abra: Az epigenetikai datprogramozds soran az anyai transzkriptumok lebomlanak, az
embrio genomjarol torténd atiras aktivalodik. Az egér embriok esetében az embrionalis
genom aktivacioja teljes mértékben megtorténik a két sejtes allapot sordan, mig mds

fajoknal erre tobb sejtciklus sziikséges (Duranthon et al., 2000).

3.2. KIMERAK SZEREPE AZ EMBRIOLOGIA KUTATASOKBAN

A kiméra gorog eredetli sz6. Olyan él6lényt jelent, amely tobb egyed sejtjeibdl jon létre.
Mozaik allatokrol akkor beszélhetiink, amikor szomatikus mutacioval 1étrejott genetikailag
kiilonb6z6 sejtpopulaciok taldlhatok egy egyeden beliil. A mozaikos allatok nem ritkak, a
vilagon €16 allatok tobb mint fele genetikailag mozaikos.

Léteznek természetes kimérak is. A szarvasmarhdk esetében gyakran megfigyelhetd, hogy
iker ellés esetében "freemartin" szindroma 1ép fel. Ez annak a kovetkezménye, hogy
kapcsolat alakul ki az iker magzatok keringési rendszere kozott. A magzati vér tartalmaz
hematopoetikus Ossejteket, amik atjuthatnak egyik magzatbol a masik magzatba. Ennek
eredményeképpen mindkét magzat "hematopoetikus" kiméra lesz. A szarvasmarha
freemartin masodlagos nemi jellege sem fejlédik ki, 6korre emlékeztetd, semleges tipust
mutat. A jelenség oka, hogy a magzati fejlodés idején a vérkeringés 6sszekottetése folytan
a bikaborju androgén hormonjai bejutnak az {isz6 vérdramaba. Ez azért lehetséges, mert a

herék korabban fejléddnek ki, mint a petefészkek és hormonjaik hatékonyabbak. A him ivari

10
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hormonok megzavarjdk a ndi nemi szervek normalis kifejlddését. Freemartinok
el6fordulhatnak maés fajok esetében is, csak joval kisebb ardnyban. A lovakban,
selyemmajmokban, azonban a szarvasmarhaktol eltérden az XX/XY ndstények altalaban
termékenyek.

Az irodalomban kozolt kimérdk legnagyobb hanyadat az egér kimérdk alkotjdk, de e
mellett leirtak patkany (Mayer and Fritz, 1974), nytl (Gardner and Munro, 1974), birka és
szarvasmarha (Brem et al.,, 1984) kimérakat is. A gazdasdgi haszonallatok esetében a
kiméra kutatdsok jelentdsége kisebb, mivel mind a mai napig nem sikeriilt olyan
embriondlis Ossejteket 1étrehozni, amelyek alkalmasak lennének ivarsejt kiméra allatok
létrehozasara.

Ha az ES sejteket immundeficiens, scid egerek bdre ald, vagy vesetokjaba juttatjak, a
beinjektalt sejtek olyan teratoma tumorokat hoznak Ilétre, amelyekben mindharom
embrionalis csiralemezbdl szarmazo differencialddott sejtek megtalalhatdak lesznek.

Ha azonban az ES sejteket gazda-embrioba injektaljak, vagy nyolcsejtes gazda-embrioval
aggregaltatjadk, az ES sejtek beéplilnek gazda-embrié embriocsomojaba. Az embriondlis
kornyezetbe visszakeriilve, a valéban pluripotens ES sejtek differencialédni kezdenek, s a
normalis embriondlis fejléddés folyamatdba bekapcsolodva a legkiillonbozdbb
sejtféleségekké alakulnak. Az ES sejtvonalbol szarmazé sejtek a megsziiletd ES kiméra
allat minden szovetféleségében megtaladlhatoak lesznek, igy az ivarsejtek kozott is (Nagy et
al., 1993)(Nagy et al., 2010)

Tetraploid gazda-embridk alkalmazasaval lehetett igazolni, hogy az ES sejtek képesek
kialakitani a magzat minden embrionalis eredetli szovetét, és €letképes, sejtvonal eredetii
utddokat lehet létrehozni. Mivel a tetraploid embridkban az extraembrionalis részek
normalisan fejléddnek, de a magzat embriondlis részei nem alakulnak ki, az embrid
elpusztul. Megfigyelték, hogy tetraploid ¢és diploid embridkbol 0Osszeallitott kiméra
embriokban fdleg a diploid sejtek vettek részt a magzat kialakitasdban (Nagy et al., 1990).
Ha ES sejteket aggregaltattak tetraploid embriokkal, a magzat embrionalis részében az ES
sejtek dominaltak, és olyan ¢letképes utodok sziiletettek, amelyek minden sejtje sejtvonal
eredetli volt, a tetraploid embriébdl szdrmazd extraembriondlis szovetek jelenléte csak
segitette a normalis embrionalis fejlédést (Nagy et al., 1990), (Nagy et al., 1993).

A transzgénikus allatok eldallitasara kétféle modszer ismeretes: a mikroinjektalas és az
aggregaltatds. Az eld magba torténd injektalast kovetden a beépiilt gén kopiaszama és
helye elére nem hatarozhaté meg. Ezért sok injektdlt embridra van sziikség, hogy az

11
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embriok kozott biztosan legyen olyan, amelyben a transzgén a megfeleld helyre ¢€s
kopiaszamban integralddott, és arrol expresszio torténik. A transzgénikus ES sejteket
felhasznalva a transzgénikus sejteket az embridval vald aggregaltatds eldtt tesztelni lehet,
igy megallapithatd, melyik az a transzgénikus sejtvonal, amelynek sejtjeiben a transzgén a
kivant helyre, stabilan épiilt be, és arrol expresszio is torténik (Bosze et al., 2003). A
sejtvonalak emellett ivar és genetikai terheltség szempontjabol is vizsgalhatok. Eldre
meghatarozhat6 lehet az embrié neme és megfeleld szamu himnemi ES sejtet felhasznalva
az ivar atfordités is lehetségessé valik (Carstea et al., 2007) (Tarkowski et al., 2001) . Az
ivarsejt ES kiméra éllatok esetében a transzgén atoroklédik az utodokba is, amelynek
hatasa a tovabbi generaciokra is atadodik. Amennyiben egér kimérdkat eldallitva, jobban
megismerjiik a gazda-embrio és ES sejtek kolcsonhatdsa soran miikodd folyamatok
alapjait, gazdasagi haszonallatok esetében is hatékonyabba valhat az aggregacios kiméra
eldallitas, igy a kozeljovoben fontos szerepet tolthet be az allattenyésztésben is, nemcsak a

biotechnoldgiai és fejlddésbiologiai kutatasokban (Bosze et al., 2003).
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2. dabra: Egér kiméra embriok elodllitasanak lehetdségei.

A.: Két nyolcsejtes embrio aggregaltatasaval létrehozott kiméra embriok, ivarsejt kiméra
utodok.

B.: Egy nyolcsejtes gazdaembrio és ES sejtek aggregaltatisaval létrehozott kiméra

embriok, ivarsejt kiméra utodok.
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C.: Két tetraploid gazdaembrio és ES sejtek aggregaltatasaval létrehozott kiméra embriok,
ES sejtvonal eredetii identikus utodok sziiletnek.

D.: A tetraploid embriokbol kifejlodo blasztocisztak bedagyazodnak, de nem sziiletik
életképes utod a tetraploid embriokbol.

E.: Egy tetraploid embrio és egy nyolc-sejtes embrio aggregaltatasaval létrehozott kiméra

embriok esetében a diploid embriobol szarmazo utod sziiletik.
3.3. EMBRIONALIS OSSEJTEK
3.3.1.A pluripotencia fogalma

Pluripotens (mind harom embriondlis csiralemez, igy az embrionalis ektoderma,
mezoderma, endoderma sejtjeinek l1étrehozasara is képes) egér embrionalis dssejt vonalakat
(mESC) egér embrionalis fibroblasztbol l1étrehozott taplalod sejtrétegen (MEF) holyagesira
allapotu embrio (blasztociszta) embridcsomdjabol (ICM), magzati borjusavot (FBS)
tartalmazo tenyésztd médiumban el6szor 1981-ben sikeriilt 1étrehozni (Evans and
Kaufman, 1981), (Martin, 1981). Az els6 pluripotens human embriondlis dssejtek (hESC)
létrehozasa 1998-ban valosult meg (Thomson et al., 1998). Valoban pluripotens ES
sejtvonalakat gazdasagi haszonallatok embri6ibdl azonban, mind a mai napig nem sikertilt
létrehozni. A gazdasdgi haszonallatok embriobol 1étrehozott ES-szerli sejtvonalak eltérd
morfoldgiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, eltérd faktorokat igényelnének a pluripotens
allapot megtartasahoz. Ezeket a faktorokat még nem pontosan ismerjiik, csak azt tudjuk,
hogy sem a humén ES sejtek 1étrehozasdhoz hasznalt médiumok, sem pedig az egér ES
sejtek esetében hasznaltak nem megfeleldek a haszonéllatok embridibol szarmazo
embrionalis sejtek pluripotens allapotban valo tartdsdhoz (Honda et al., 2008; Honda et al.,
2009); (Zakhartchenko et al., 2011)

Az elmult években sikeriilt eldrelépni a pluripotencia megtartdsdban szerepet jatszo
faktorok megismerésében. 2006-ban Takahashi és Yamanaka arr6l szamolt be, hogy négy a
pluripotencidt meghatarozé faktor (Oct4, Sox2, Klf4, Myc) taltermeltetésével egér
fibroblaszt sejtekben, egy 1 pluripotens sejttipust, az ugynevezett indukalt pluripotens
sejteket (1PS) sikeriilt létrehozniuk. Ezek az iPS sejtek, jelenlegi ismereteink alapjan,
minden tekintetben egyenértékiinek tekinthetOk az embriok embridocsomdjabdl szarmazo

ES sejtvonalak sejtjeivel (Takahashi and Yamanaka, 2006). Ezt a technik4dt hamarosan
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sikeresen alkalmaztdk human iPS sejtvonalak (Takahashi et al., 2007); (Yu et al., 2007)
l1étrehozasara, és szdmos mas allatfaj, beleértve a majmot (Liu et al., 2008); (Liao et al.,
2009) esetében is. Nyul iPS sejtek 1étrehozésarol is jelent meg kozlemény, azonban ezeket
a sejtek felhasznalva nem sikeriil kiméra embriokat 1étrehozni (Honda et al., 2010).
Ying és mtsa igazoltdk, hogy ha a PD0325901 (mitogen-activated protein kinase inhibitor)
Mek inhibitort egyiitt adjadk a CHIR99021 Gsk3 inhibitorral, ez meg tudja tartani a sejtek
pluripotencidjat. Igazoltdk, hogy CHIR99021 és a PD0325901 inhibitorok hozzdadasa a
tenyésztd médiumhoz (2i rendszer) egérben Uj sejtvonalak hatékony alapitasat teszi
lehetéveé. Az ES sejtek pluripotencidja addig marad meg, amig a differencialodést indukalo
Erk szignal rendszert gatolja a PD0325901 inhibitor (Ying et al., 2008), (L1 et al., 2008). A
Gsk3 gatlasa eldsegiti a sejtek Oonmegujulasat, azaltal, hogy a sejteket folyamatosan
osztodo 4llapotban tartja, illetve, hogy megakadalyozza az idegsejt iranyu
differencialodasukat.
Ying és mtsai-nak homoldg rekombinacion keresztiil torténd génkiiitéssel egy tumor
szupresszorban hidnyos transzgénikus patkanyokat sikeriilt eldallitani a 2i médiumban
létrehozott patkdny ES sejteket felhasznalva, 2010-ben. Ennek az eredménynek az a
jelenntdsége, hogy ettdl kezdve lehetségessé valt a patkanyt is, mint modellallatot, az
emberi betegségek tanulméanyozasdra alkalmazni (Ying et al., 2008). Természetesen
ugyanezzel a modszerrel elvben mdés fajokban, igy nyulban is lehetséges lesz célzott
génmodositast végrehajtani.
Az embriondlis dssejteket jellemezhetjiik differencialodasi képességiikkel, példaul a harom
csiralemez iranyu elkotelezddési képességgel, illetve in vivo teratoma képzddéssel,
valamint in vitro spontan differencidlodassal. A teratdbma képzddéses vizsgalat
immunhidnyos (SCID) egereken torténik. A vesetokba injektaljdk be az embriondlis
Ossejteket. Néhany hét mulva mindharom csiravonal iranyaba differencialodo sejteket
talalhatunk (hamsejtek, izomsejtek, ganglionsejt-szerti strukturak, porcsejtek...) Spontan in
vitro differencidltatasos technika soran embrionalis dssejtekbdl soksejtes aggregatumokat,
ugynevezett embridszerli testecskéket (EB) hozhatnak 1étre. Ezek sejtjei az 1dd
elérehaladtaval folyamatosan elvesztik pluripotencidjukat (pluripotencia markerek
ellendrzésével kimutathatd) és képesek mindharom csiralemez sejtjeinek 1étrehozasara.
Tovabb folytatva a sort, a primordidlis dsivarsejtekbdl (Oscsira sejtek, PGC) hoztak
létre az ugynevezett embriondlis csirasejt eredeti (EG) Ossejt vonalakat. Eldszor

Matsuinak sikeriilt eldéllitani EG sejttenyészeteket (Matsui et al., 1992). EG sejtekbdl
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l1étrejohetnek testi €s ivari sejtek, valamint kiméra allatok is. Abban kiilonbéznek az ES
sejtektdl, hogy a genomi atirodas soran érintett gének metilacidja nem tortént meg teljes
mértékben, valdsziniileg ennek kovetkeztében az EG sejtekbdl kisebb eséllyel kaphatunk
ivarsejt kiméra allatokat.(Wobus and Boheler, 2005).

3.3.2.A human embrionalis 6ssejt

Mint minden O&ssejtet, a human Ossejteket is jellemezhetjilk a fejlodési képesség,
transzkripcids és epigenetikai profil és a sejtfelszini markerek szempontjabol. Fejlodési
képesség alatt értjiik, hogy az adott 6ssejtbdl milyen tipusu sejtek alakulhatnak ki. Human
Ossejtek esetében a legelfogadottabb eljaras az, hogy a humén dssejteket egérbe juttatjak,
ahol azok tumorokat alakitanak ki. Egy valodi pluripotens dssejtvonal esetében mindharom
csirasejt vonal sejtjel megtalalhatok a tumorokban. Egér embrionalis Ossejtek esetében a
pluripotencia igazolasara ivarsejt-kimérakat hoznak létre vagy a teratoma képzési
képességgel jellemzik az Ossejtek pluripotens allapotat. Ivarsejt-kiméra képzéskor a
vizsgalt Ossejteket aggregaltatjak nyolcsejtes gazda embridkkal, vagy belefecskendezik egy
holyagesira allapota (blasztociszta) embridba, majd az ebbdl kialakult kiméra embriot
beiiltetik alvemhes ndstényekbe. A teljes pluripotenciat mutatd dssejtek a blasztociszta
szerves részévé valnak, és a kiméra embri6 minden szovetébe beéplilnek, igy az
ivarsejtekbe is. A kiméra allatokat egymassal keresztezve tehat kaphatunk olyan utodot,
amely kizardlag a vizsgalt Ossejtvonalbdl ered. Human Ossejtek esetében a fejlddési
képesség csak korlatozottan vizsgalhatd, hiszen ivarsejt-kiméra Iétrehozédsa nem
lehetséges.

A human Jssejt transzkriptum, proteom ¢és epigenom tanulmanyozéasa az Gssejt bioldgia
egyik legfontosabb teriilete. Szdmos sejtfelszini marker all rendelkezésre a humén dssejtek
csoportositasara, ezek a markerek korredlnak az Ossejtek szarmazasaval, specifikusak
lehetnek az embrid eredetli (példaul embriondlis Ossejt vagy ES sejt) dssejtekre vagy
indukalt pluripotens sejtekre (iPS sejt)(Adewumi et al., 2007). A markerek egy csoportja
(SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 and TRA-1-81, endogén Oct-4, Nanog, Sox2, Z{p42)
alapvetéen jellemzi az human embrionalis Ossejteket fiiggetleniil a sejtek izoldlaséara
alkalmazott technikatol. Ugyanezeket a markereket hordozzdk a human embrid epiblaszt
sejtjei is, ami arra utal, hogy ez a humén embriondlis dssejtekhez legkdzelebb allo in vivo

sejttipus (Henderson et al., 2002).
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3.3.3.Az egér embrionalis 6ssejt

Minden egér embrionalis dssejtre jellemz6 az Oct4, Nanog €s Sox2 egyilittes jelenléte. Ez a
harom transzkripcios faktor egyiitt kot azon gének promotereihez, amelyek részt vesznek a
pluripotencia vagy a korai elkotelezddés szabalyozasaban, ezaltal biztositjdk a
pluripotencia fenntartasat és gatoljak a differencidlodést. Eddig harom féle pluripotens
sejtvonalat €s két részlegesen elkotelezett Gssejtvonalat sikertilt eldallitani kozvetleniil az
embriobol vagy a mar 1étezé egér embriondlis sejtvonalakbol atprogramozassal 1étrehozni
(1. &bra). A pluripotens vonalak az ES sejtek , korai primitiv ektoderma-szeri sejtek (early
primitive ectoderm-like, EPL sejtek) (Rathjen ¢és mtsai., 1999) és epiblaszt Gssejtek
(epiblast stem cells, EpiSC) (Brons et al., 2007). A részlegesen elkotelezett dssejt tipusok a
trofoblaszt dssejt (trophoblast stem cell, TS), amibdl a trofektoderma és extraembrionalis
rétegek fejlédnek; €s az extra-embrionalis endoderma dssejt (extra-embryonic endoderm,
XEN 6ssejtek), amibdl a primitiv endoderma és az ebbdl szarmazo sejtek alakulnak ki. Az
EpiSC sejtek a késoi epiblasztbol erednek (Nichols et al., 2009). Mai ismereteink szerint az
egér ES sejtek a korai preimplanticiés embrid epiblasztjanak in vitro megfeleldi. Az
epiblasztnak ez a stddiuma az extraembrionalis elkdtelezddés, vagyis a trofektoderma
1étrejotte utan jellemzod, amikor az embridocsomoban (ICM) torténd elsdé differencidlodas
1épést kovetden létrejonnek a primitiv ektoderma és primitiv endoderma sejtek. Késobb
FGF, WNT, ¢és BMP illetve ezek antagonistai hatasara alakul ki az tgynevezett korai
posztimplantacios epiblaszt.

Szadmos jel mutat arra, hogy a humén ES sejtek inkdbb az egér EpiSC sejteknek
feleltethetdek meg (Brons et al., 2007). A human ES sejtek és az egér EpiSC sejtek
szamara alapvetden fontos a Nodal/Aktivin jelatvitel a pluripotencia megdrzéséhez. Egér
ES sejtekben ez nem sziikséges. Ugyanakkor egér ES sejtek fenntartasdhoz elengedhetetlen
a LIF, mig LIF-nek nincs kozponti szerepe a human ES sejtekben és az egér EpiSC
sejtekben. Az egér ES sejtek ¢letképesek maradnak, ha a sejteket egysejtes szuszpenziot
létrehozva passzaljuk, mig ezt nem tehetjilk meg human ES vagy egér EpiSC sejtekkel. A
szamos hasonlosag mellett sok kiilonbséget is talalhatunk az egér EpiSC és human ES
sejtek Osszevetésekor. Egér EpiSC sejtekre (az egér ES sejtekhez hasonldan) jellemzd az
SSEA1 (stage specific embryonic antigen) sejtfelszini glikopeptid. Az SSEA1 (vagy
masképp CDI15 antigén), egy szénhidrat adhéziés molekula, mely glikoproteinek,

glikolipidek és pteroglikanok felszinéhez kapcsolodhat. Az egér embriondlis dssejtek egyik
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legismertebb markere. Fontos szerepe van a sejtek adhézidjdban és vandorldsaban a

preimplantacids emrbidban.

ES sejtvonalakat gazdasagi haszonallatok embri6ibol azonban, mind a mai napig nem

sikeriilt 1étrehozni. Bar feltételezik, hogy a pluripotencia a sejtek alapallapota, mégis a

kiilonbozé fajok embridibdl 1étrehozott ES-szerti sejtvonalak eltérd tulajdonsagokkal

rendelkeznek, elt

rom

Ccro

et al., 2008; Honda et al., 2009).

OSSEJT VONALAK
Egér EC sejtek
Humén EC
Egér ES sejtek
Patkany ES sejtek
Madar ES sejtek
Kutya ES sejtek
Majom ES sejtek
Humén ES sejtek
Nyul ES, iPS sejtek
Egér EG sejtek
Humsén EG sejtek
csirke EG sejtek
sertés EG sejtek
Egér EpiS sejtek
Patkany EpiS sejtek
Egér iPS sejtek
Human iPS sejtek

Patkany iPS sejtek

EB

TERATOMA

KIMERA

CSIRAVONALBA
BEJUTAS

IRODALMI HIVATKOZASOK

Andrews et al. [2005]

Andrews et al. [2005]

Evans and Kaufman [1981], Martin [1981

Buehr et al. [2008], Li et al. [2008]

Pain et al. [1996]

Vaags et al. [2009]

Cibelli et al. [2002], Thomson et al. [1995,
1996]

Thomson et al. [1998]

Honda [2008], Wang [2007], Intawicha [2008],

Catunda [2008], Honda [2011], Zakhartchenko
20117, Tancos [2012]

Matsui et al. [1992] and Resnick et al. [1992]

Shamblott et al. [1998]

Park and Han [2000]

Shim et al. [1997]

Brons et al. [2007], Tesar et al. [2007]

Brons et al. [2007]

Takahashi and Yamanaka [2006]

Takahashi et al. [2007a], Yu et al. [2007b]

Li et al. [2009]

3. d@bra: Pluripotens sejtvonalak osszehasonlitasa: Kiméra alkoto képesség alapjan

osszes hivatkozas beszurasa

faktorokat igényelnek a pluripotens allapotuk fenntartdsdéhoz (Honda
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OSSEJT VONALAK

Egér EC sejtek
Humén EC
Egér ES sejtek
Patkény ES sejtek
Madar ES sejtek
Kutya ES sejtek
Majom ES sejtek
Humin ES sejtek
Nyul ES, iPS sejtek,
Egér EG sejtek
Humién EG sejtek
csirke EG sejtek
sertés EG sejtek
Egér EpiS sejtek
Patkéany EpiS sejtek
Egér iPS sejtek
Humin iPS sejtek

Patkény iPS sejtek

4. dbra: Pluripotens sejtvonalak osszehasonlitdasa:

alapjan.
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A pluripotencia fenntartasaban résztvevo szignaltranszdukcios utvonalak

A pluripotencia fenntartasaban résztvevd legfontosabb szignaltranszdukcids utvonalak a
TGF-B (transforming growth factor P), receptor tirozin kindz (receptor tyrosine kinase,
RTK), WNT, LIF és JAK-STAT utvonalakat. Egyes sejtfelszini receptorok a kiilsd jeleket a
sejtmagba kozvetitik, és ezaltal olyan kulcsfontossagi pluripotencia faktorok
transzkripcidjat €rintik, mint az oktamer k6td Oct4 (OCT-4) vagy Nanog, valamint a sejt
onmegujitd képességét befolyasold jelatviteli fehérje és transzkripcids aktivator STAT3.
Legrészletesebben a leukémia géatld faktor- receptor (leukemia inhibitor factor receptor
vagy LIFR)-STAT3 utvonal ismert. A LIF egy citokin, ami a sejtfelszini LIFR-hoz két.
LIFR ennek hatdsdra heterodimert képez egy masik transzmembran fehérjével, a
glikoprotein-130-al (gp130). A heterodimer egy kindz kaszkddot aktival, ami egyrészt
felerdsitheti és a sejtmagba kozvetitheti a szignalt, masrészt lehetévé teszi, hogy tovabbi
szabalyozd fehérjék kossenek a LIFR-gpl130 komplexhez. A LIFR-gpl130 komplex
intracellularis részéhez kothet a Janus tirozin kinaz (JAK) és az antifoszfotirozin
immunoreaktiv kinaz (TIK). A kotés hatasara a LIF-GP130 komplex foszforildlodik. Ez a
foszforilalt forma képes az Src-2 homoloég domént (SH2) tartalmazé fehérjék megkdotésére,
mint példaul a STAT3 transzkripcios faktor. A sejtmagban Stat3, Oct4 es Nanog egylittes
hatdsara megindul az emrbiondlis Ossejtekre jellemzd gének expresszidja, ezzel
parhuzamosan pedig gatlas ala keriilnek a differenciaciora jellemzd gének. Oct4 a SRY-
high mobility group -2 (HMG-2) domént tartalmazod fehérjékkel (példaul Sox2)
egyittmiikédve kijeloli, hogy a target gének koziil melyiknek a transzkripcidja keriil
aktivalas vagy gatlds ala. Az dbra tovabbi roviditései: GSK3 (glikogén szintaz kindz 3)
fehérje: GABI1 ¢és GRB2-kotd fehérje; Id: differenciacidés inhibitor (inhibitor of
differentiation) fehérje; MEK:mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) és extracellularis sejt
altal szabdlyzott kindz (extracellular signal regulated kinase vagy ERK) protein kinaz;
SMAD:a Drosophila eredetli ’similar to mothers against decapentaplegic® fehérje
homoldgja; SHP2: SH2 domént tartalmazé tirozin foszfat 2; WNT: a Drosophilabol

szarmazo6 wingless tipusu fehérje homoldgja.

3.3.4.LIF (Leukémia Inhibitor Faktor)
Az ES sejtek differencialatlan allapotban vald megtartasaban kulcs citokinként tartjuk

szamon, alapvetéen mind a harom szignalizicios utvonalban szerepet jatszhat. Alapvetden
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a LIF a DNS kotés és a STAT3 faktor miikodésében kap kézponti szerepet, amely a tobbi
utvonalat is befolyasolhatja. Ezek alapjan a LIF-et rutinosan adjdk az ES sejttenyésztd
médiumokhoz, valamint differencialtataskor pedig eltavolitjak.

Az mES sejtekkel szemben a hES sejtek fenntartasdhoz a kutatasok alapjan az FGF2 ¢és az
activinA kapnak jelentds szerepet. Megkiilonboztethetiink primer (mar finoman, de a
differencidlodas felé mutatod alak) és naiv alakot (pluripotens jellemzdkkel rendelkezd), a
LIF-nek kdszonhetden ilyen naiv alakokban tarthatjuk a mES sejteket.

LIF felfedezésének érdekes torténeti hatterérdl annyit megjegyezhetiink, hogy harom
fiiggetlen kutatds alapjan jutottak el ugyanahhoz az anyaghoz. Az elsd csoport patkany
masodik csoport Krebs sejtekbdl vonta ki és nevezte elsének LIF citokinnek, valamint a
harmadik csoport egér leukémia sejtvonalbol vontak ki és HILDA néven szerepeltették ezt

az anyagot.
3.4. MIRNSEK SZEREPE

3.4.1.Torténeti attekintés, a miRNS utvonal komponensei

1986-ban taldlunk utalast eldszor arra a mechanizmusra, amely soran egy transzgén magas
kopiaszama a transzgén fehérje elvesztését eredményezte (Ecker and Davis, 1986). Az
1990-es évek elején Mello és Fire csoportja C. elegans-ban megéllapitotta, hogy a
transzgén inaktivacidja a transzgén szekvencidjaval megegyezd dsRNS jelenlétében
torténik, és a mechanizmust RNS interferencianak (RNSi) nevezték el (Fire et al., 1998).
Ennek az 0j génexpressziot szabalyozd mechanizmusnak a leirasaért Mello és Fire 2006-
ban Nobel dijat kapott. Az RNAIi felfedezése 6ta az egyik legizgalmasabb kérdés, hogy
milyen molekularis komplexek vesznek részt ebben a szabalyoz6é mechanizmusban, €s
hogyan miikodnek ezek. Kiillondsen nagy hangsulyt fektettek az RNS indukalt csendesités

végrehajtdo komplexének (RNA induced silencing complex, RISC) megismerésére.

Az allati miRNS gének endogén modon kddoltak, az mRNS-ek intronjaiban vagy
intergenikusan taldlhatok meg a genomban. Az elsédleges transzkriptumot (pri-miRNS) az
RNS polimeraz I irja at, és egy vagy tobb miRNS-t tarlamaz. Ezt a hosszl transzkriptumot
a mikroprocesszor komplex hasitja el. A mikroprocesszor komplex tagjai kozé tartozik a

Drosha, ami egy RNaz III tipusu endonukleédz, és ennek partnere, a DGCR8/Pasha fehérje,
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ami egy duplaszali RNS koté protein. A mikroprocesszor komplex a kettds szald RNS
strukturakat ismeri fel a pri-miRNS-en, és specifikusan a hajtii kanyar alaku szerkezet alapi
részénél hasitja el az RNS-t. Igy jon létre a 60-70 nukleotid hosszii miRNS prekurzor (pre-
miRNS). A pre-miRNS az Exportin-5 utvonalon keresztiil keriil a citoszolba, ahol egy
tovabbi endonukledzos hasitassal 1étre jon a miR/miR* duplex. Ezt a mésodik hasitast a
Dicer nevii RN4az III tipusti endonukledz enzim végzi. A miR/miR* duplex beépiil a nagy
méretll, sok komponenst RISC végrehajté komplexbe. A RISC alapvetd fontossagu elemei
a TRBP (TAR binding protein), a Dicer és egy Argonaute tipusu fehérje (emberben az
Ago2). A RISC komplex egyszali miRNS komponense felelés a target mRNS-ek
felismeréseéért, mig a miR* szdl nem része az érett komplexnek, hanem hamar
degradalodik. A novényi miRNS-ekkel és a siRNS-ekkel szemben, az allati miRNS-ek
nagy része nem teljesen komplementer a target felismerd szekvenciaval, és ezért nem valtja
ki a target mRNS hasitasat. Ehelyett transzlaciosan gatolja a target mRNS-t, valdsziniileg
1épés a citoszol P-testecskéiben megy végbe, ahol felhalmozddnak a nem-transzlalodo

mRNS-ek, valamint végbemegy a degradécidjuk is.

3.4.2.miRNS-ek biogenezise

A miRNS gének transzkripciojat kovetéen a Drosha (Denli et al., 2004) sejtmagi RNaz
DGCRS8 fehérjével komplexben, elvagja az elsddleges transzkriptumokat, vagy pri-
miRNS-eket, kb. 70 bp hosszii hajtii alaki pre-miRNS-ekké. A pre-miRNS tartalmt
komplex az Exportin5 fehérje segitségével a citoplazmaba jut, ahol Dicer vagja, ennek
eredményeképpen alakul ki a dupla szala kb. 22 nukleotid (nt) hossz miRNS duplex,
amelynek egyik szila a RISC komplexbe épiil. Az RNAi gépezet a siRNS vagy miRNS és
a mRNS kozotti Watson-Crick bazispar kolcsonhatassal valasztja ki a cél mRNS
molekulakat, ezek a targetek (Winter et al., 2009). Tuschl munkacsoportja leirta, hogy a
HeLa sejtekbdl szarmaz6 RISC a siRNS duplexnek csak az egyik szalat tartalmazza. UV
érzékeny biotinilalt siRNS templatot hasznalva precipitaltdk a RISC komplexeket, €s
észrevették, hogy csak a 3° biotinildlt antiszensz siRNSek tudtak kotni az enzim
komplexhez (Martinez et al., 2002). Tovabba definialtdk a siRNS idealis hosszat is, ami
nem lehet kevesebb, mint 19 nt.

Ezzel parhuzamosan HeLa sejtekben, GFP-t, mint riporter gént hasznalva, Chiu és Rana

bemutattdk, hogy a siRNS antiszensz szalan, az 5'foszfat hidroxil csoportja feltétleniil
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sziikséges az RNAi-hoz, mig a 3" vég fontossaga csekély (Chiu and Rana, 2002). Tuschl
csoportja beszamolt arrdl, hogy a siRNS altal targetdlt mRNS-ek endonukleazos vagassal
bomlanak Martinez.

Nemrégiben szamos csoport jelezte, hogy a miRNS-ek szerepet jatszhatnak a mRNS-ek
mRNS-ek transzlacios gatlasdban vesznek részt. Lim €és mtsai. microarray analizissel
bizonyitottak, hogy egyes miRNS-ek hatasara sok féle transzkriptum expresszidja csokken

valésziniileg oly moddon, hogy kozvetleniil kotnek a mRNS-ekhez, ¢s degradacioval

csokkentik a sejtben 1évo szintjijket (Lim et al., 2005). Jing és mtsai. munkéja alapjan

pre-miRNS S,
sejtmag /Ex;.):;r:ln;{)\/
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1 Z ( : /—\ . f
miRNS:miRNS* e — siRNS
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6. abra: miRNS biogenezis
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Az allati miRNS gének endogén modon kodoltak, az mRNS-ek intronjaiban vagy
intergenikusan talalhatok meg a genomban. Az elsédleges transzkriptumot (pri-miRNS) az
RNS polimeraz Il irja at, és egy vagy tobb miRNS-t tarlamaz. Ezt a hosszu transzkriptumot
a mikroprocesszor komplex hasitjia el. A mikroprocesszor komplex tagjai kozé tartozik a
Drosha, ami egy RNaz 11l tipusu endonukleaz, és ennek partnere, a DGCRS/Pasha fehérje,
ami egy duplaszalu RNS kot protein. A mikroprocesszor komplex a kettos szalu RNS
strukturakat ismeri fel a pri-miRNS-en, és specifikusan a hajtii kanyar alaku szerkezet
alapi részénél hasitja el az RNS-t. Igy jon létre a 60-70 nukleotid hosszii miRNS prekurzor
(pre-miRNS). A pre-miRNS az Exportin-5 utvonalon keresztiil keriil a citoszolba, ahol egy
tovabbi endonukledzos hasitassal létre jon a miR/miR* duplex. Ezt a madsodik hasitdst a
Dicer nevii RNaz Il tipusu endonukledaz enzim végzi. A miR/miR* duplex beépiil a nagy
meéretii, sok komponensii RISC végrehajto komplexbe. A RISC alapvetd fontossagu elemei a
TRBP (TAR binding protein), a Dicer és egy Argonaute tipusu fehérje (emberben az Ago2).
A RISC komplex egyszalu miRNS komponense felelos a target mRNS-ek felismeréséért, mig
a miR* szal nem része az érett komplexnek, hanem hamar degradalodik. A novényi miRNS-
ekkel és a siRNS-ekkel szemben, az dllati miRNS-ek nagy része nem teljesen komplementer
a target felismero szekvencidval, és ezért nem valtja ki a target mRNS hasitdasat. Ehelyett
transzlaciosan gatolja a target mRNS-t, valdsziniileg oly modon, hogy a RISC
testecskéiben megy végbe, ahol felhalmozodnak a nem-transzlalodo mRNS-ek, valamint

végbemegy a degradaciojuk is.

Masrészt a miRNS ttvonal igy biztositani tudja egy fehérje egyenletes expresszidjat, €s
kivédi a szignaltranszdukcids utvonalak nem kivanatos, fluktudlo hatasat. Tehat, képessé
teszi az azonos sejtek csoportjat arra, hogy (egy adott mértékli szignaltranszdukcios
hatason beliil) a sejtek azonos szinten tartsdk a target fehérje expressziojat. Pl. a
pluripotens embriondlis Ossejtek szigortian szabalyozzdk a Nodal kifejezddését, mivel a
Nodal aktivitas korlatozza a két ellentétes sejtsorsot: a pluripotenciat és a differenciaciot.
Az Oct4 aktivalja a Lefy-t és az dssejt-specifikus miR-290-295 klasztert, ami represszalja a
Lefty-t. A Lefty a Nodal antagonistdja, ezaltal a Nodal aktivitds folyamatos €és egyenletes

expressziot mutat (Choi et al., 2007).
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A miRNS-eket, mint tumorszupresszorokat, vagy mint tumor induktorokat, egyre tobbszor
hozzak kapcsolatba rdkos megbetegedésekkel. A Let-7-nek két fontos szerepe ismert: a
fejlodési stadiumok iddzitése az egyedfejléddés soran, emellett szamos sejtvonalban
tumorszuppresszorként miikddik. Mindez felveti azt a lehetdséget, hogy a C. elegans-bol
ismert egyéb heterokronikus gének is rendelkeznek tumorszuppresszor tulajdonsaggal
(Cho, 2008). Nem nehéz elképzelni, hogy a proliferacié ¢és differencialodas iddébeli
szabalyozasanak felbomlasa az éretlen, multipotens sejtek felszaporodasahoz vezet. Ezt
tamasztja ald a tumordssejt hipotézis is, miszerint a tumorsejtek egy kevés sejtet
tartalmaz6, alacsony differencialodéasi szintli sejtpopulaciobol (tumordssejtek)
aszimmetrikus osztodas révén szarmaznak (Rapp et al.,, 2008). Az Ossejtek egy
hierarchikusan egymasra ¢épiild Iépéseket tartalmazd programon keresztiil érik el
végdifferencidlt allapotukat. A sejtek sorsa pedig szorosan 0Osszefligg a proliferacio,
elkotelezodés, differencialodas és érés idobeli koordinacidjaval. A tumorsejteket
tekinthetjiik ugy, mint olyan sejteket, amik nem képesek az egyik fejlédési stadiumbol a
kovetkezObe 1épni, vagy ez a 1épés nem zajlik le a megfeleld iddben, vagyis a tumorsejtek

heterokronikusan hibas sejtek.

3.4.3.A miRNS-ek és az eml6s embrionalis 6ssejtek kapcsolata

A miRNS utvonal szerepét az embrionalis Jdssejtek pluripotens képességének
megtartdsaban, a miRNS biogenezisben deficiens egér sejtvonalon ¢és allatokon
tanulmanyoztak. A Dicer a miRNS-ek és siRNS-ek érésében is részt vesz, mig a DGCRS
nem sziikséges a siRNS-ek kialakuldsdhoz (Babiarz et al., 2008). A Dicer null egér ES
sejtek lassan osztodnak és nem képesek effektiven differencidlodni (Kanellopoulou et al.,
2005) (Cao et al., 2009) (Suh et al., 2010). Embrittestecske kialakulasakor az Oct4
expresszio csak részlegesen csokken, és nem figyelhetok meg a mezoderma ¢és endoderma
iranyu elkdtelezédés markerei. A DGCRS8 null ES sejtek in vitro differencidlodasa szintén
hibas, differencialtataskor nem képesek a pluripotencia markerek visszaszoritasara, és az
elkotelezddésre jellemzd gének abnormadlis aktivaciot mutatnak (Wang et al., 2008). A
DGCRS sejtek felhalmozddnak a sejtciklus G1 fazisaban, ami arra utal, hogy a miRNS
utvonal sziikséges a normalis sejtosztddashoz és az dssejtekre jellemzd sejtciklus mintdzat
fenntartasahoz/felallasahoz (Wang and Blelloch, 2011).

A kozelmultban vilagossa valt, hogy egyes miRNS-ek a Sox2, az Oct4 és a Nanog altal

szabalyzott génhdlozat elemei. Az Oct4, a Sox2 és a Nanog kdzvetleniil, a promodterhez
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kotve regulalja az dssejt specifikus miRNS-ek expresszigjat (Wei et al., 2009). Ezaltal nem
csak a miRNS koncentraciot allitjak be, hanem felhasznaljak a miRNS-eket sajat targetjeik
finom szabalyozasara is koherens €s inkoherens visszacsatolasokon keresztiil.

A Blelloch laboratérium munkéjabol ismert, hogy a DGCRS null egér ES sejtek sejtciklusa
abnormalis. A csoport komplementacios teszttel kereste azokat a miRNS-eket, amelyek
képesek a sejtciklus helyreallitasara. Ezen miRNS-ek kozé tartozik a miR-291a-3p, a
miR-291b-3p, a miR-294, a miR-295 ¢és a miR-302 (Wang et al., 2008). Az emlitett
miRNS-ek, valamint a human miR-92b valdsziniileg a G1-S tranzicié eléremozditasaval
jarulnak hozza az éllandd és gyors osztdoddshoz, ami alapvetd jellemzdje a pluripotens
sejteknek. A miR-92b egyik lehetséges targetje a sejtciklus szabalyz6 p57 (Cdk inhibitor)
(Sengupta et al., 2009), mig a miR-290-295 klaszter lehetséges targetjei koz¢ tartozik a
ciklin E-Cdk2 inhibitor p21 (Wang et al., 2008), a RbI2 (Benetti et al., 2008) (Sinkkonen et
al., 2008a) ¢s a Lats2 (Voorhoeve et al., 2006). Fontos még megemliteni, hogy a Sox2 és az
Oct4 pluripotencia faktorok képesek asszocidlni az egér miR-92b promoterével (Marson et
al., 2008), és valosziniileg részt vesznek az egér ES sejt fenotipusanak kialakitdsadban. A
Sox2, az Oct4 és a Nanog tehat a miRNS-eken keresztiil valositja meg a targetek finom
szabalyozasat. Szadmos inkoherens ¢és koherens visszacsatolassal olyan miRNS-eket
szabalyoz, amik pl. a Leftyl, a Dnmt3a és a Dnmt3b fehérjeszintjét modositjak.
(Sinkkonen et al., 2008b), (Benetti et al., 2008). Két, egymastdl fiiggetlen tanulmany mutat
ra, hogy a miR-290 csalad sziikséges az ES sejtek de novo metiltranszferaz aktivitdsanak
felépiiléséhez. A Dicer null mutans ES sejtek differencialodasi elégtelenségének egyik oka
az, hogy Dicer hianydban az Oct4 promoter metilalasa hianyos (Benetti et al., 2008);
(Sinkkonen et al., 2008b)

A miR-290-295 csalad mellett az embrionalis dssejtek masik f6 miRNS-e a let-7. Bar let-7
érett formaban nincs jelen a pluripotens sejtekben, promoteréhez Sox2, Oct4 €s Nanog
transzkripcios faktorok kotddnek, €és pri-miRNS formaban a let-7 expresszidja
nagymértékii (Marson et al., 2008). A Let-7 érését a LIN-28 gatolja. A LIN-28 sziikséges
az ES sejtek megfeleld sejtosztddasdhoz (Rybak et al., 2009) és az Oct4 effektiv
ezzel a Lin-28 és a let-7 egy kapcsoldt képez a pluripotens embriondlis dssejtek €s a
differencialodas kozott. A c-Myc is szerepet kap az ES sejtek onfenntartd képességének
kialakitasaban, és a Lin-28 aktivalasan keresztiil negativan szabalyozza a let-7 biogenezisét

(Chang et al., 2009) Hasonloan a Lin-28/let-7 szabalyozashoz, az érett let-7 miRNS
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kozvetleniil gatolja c-Myc expressziojat. A Let-7 nem csak a Lin28, c-Myc, Sall4, Oct4,
Nanog és Sox2 pluripotencia faktorokat szabalyozza negativan, hanem a sejtciklus pozitiv
regulatorait (CDK6, CDC25, CiklinD) is huméan tumorokban (Johnson et al., 2003),
valamint mas miRNS-eket is (miR-107, miR143, miR296) (Heo et al., 2009). Tovabba
ismert, hogy a c-Myc kotédik a miR-290-295 klaszter promoéteréhez €s direkt mddon
aktivalja a klaszter kifejez0dését. A c-Myc a miR-141, a miR-200 ¢és a miR-429

promoteréhez is kotddik, és indukalja expresszidjukat.
3.4.4.A genetikailag médositott allatok eléallitasara alkalmazott modszerek

Genetikailag modositott allatok létrehozaséval lehetéség nyilt szdmos gén mitkddésének
megértésére, a human betegségeket modellezd transzgénikus allatok létrehozasa pedig
megteremtette a lehetdséget a betegségek genetikai hatterének megismerésére, melynek
révén uj gyogyszereket lehetett kifejleszteni. A téma jelentdségét 2007-ben orvosi Nobel
dijjal ismerték el .

Szamos tudomanyteriilet egytittes fejlddésének eredményeképpen sziilethettek meg az elsé
transzgénikus allatok. Rudolf Jaenisch 1974-ben virus DNS-t injektalt egér embridba, ami
kimutathatd volt az €l6 egerek szerveiben is (Jaenisch and Mintz, 1974). Ez volt az elsd
sikeresen végrehajtott genetikai modositas allatokban. Gordon és munkatarsai 1980-ban
GM-egeret allitottak elé ugy, hogy egysejtes embrid sejtmagjdba mesterséges DNS-t
mikroinjektaltak (Gordon et al., 1980). Mara szdmos DNS beviteli mddszert dolgoztak ki a
kutatok: ezek kore a mikroinjektalas mellett kiterjed tobbek kozott az elektroporéciora,

virusok és mesterséges kromoszomak felhasznalasara is (5.dbra).

3.5. GENETIKAILAG MODOSITOTT ALLATOK ELOALLITASARA ALKALMAZOTT

MODSZEREK

A DNS vektor beépiilése a legtobb modszer esetében elsdsorban véletlen modon torténik,
ami megzavarhatja vagy elronthatja egy sajat gén miikodését, ha éppen azon a helyen
¢kelddott a gazda szervezet DNS-ébe. De keriilhet a bevitt DNS egy inaktiv kromoszoma
régioba is, és igy a sejteknek csak egy részében lesz miikodoképes, azaz a transzgén
mikddését nézve mozaikos lehet a megsziiletett GM-allat. Specidlis DNS vektorok

alkalmazésaval a homolog rekombinécio és a géncsendesités jelenségét kihasznalva, vagy
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a cink-ujj nukledz enzimek irdnyithaté DNS javitoképességét felhasznalva ma mar
megvalosithato a célzott génbevitel. Ezzel elérhetd, hogy csak az altalunk kivalasztott gént
modositsuk, vagy egyaltalan ne torténjen megvaltozas a transzgént hordozo egyedek

egyetlen génjében sem.
3.5.1.DNS mikroinjektalasa

A DNS mikroinjektalasa a legelterjedtebb modszer transzgénikus allatok 1étrehozasara. Az
eljaras soran a transzgént tartalmazd DNS-t megtermékenyitett petesejtbe (zigotaba)
juttatjak ugy, hogy az injektaldo folyadékban oldott DNS-t kozvetleniil a sejtmagba
injektaljak. Ehhez specialis eszk6zok (pl. mikromanipulator) és jol képzett technikusok
sziikségesek. A transzgén beépiilésének hatékonysaga ardnylag alacsony, a megsziiletett
allatok mintegy 5-10%-a hordozza a bevitt gént.

Az igy létrehozott transzgénikus allatokban tanulmanyozni lehet a beépiilt génrdl
termel6dd fehérje hatdsdt az embriok fejlodésére. Modell allatokban pedig betegség
gyogyitasara alkalmas kezeléseket lehet kidolgozni.

GM-haszonallatok eléallitdsara kiilonbozd tulajdonsagok megvaltoztatasa céljabol akkor
keriil sor, ha a hagyoményos tenyésztési eljarasokkal a kivant eredményt nem vagy csak
nagyon hosszu 1d6 alatt lehet elérni. Az eddigi kisérletek a belsd elvalasztast mirigyek, a
tej és gyapju szerkezeti fehérjéi, az immunrendszer megvaltoztatasat vagy betegség
rezisztencia létrehozasat céloztak. A mezOgazdasagi céllal eldallitott GM-allatokkal végzett
kisérletek szamos elére mutaté eredményt hoztak. A transzgénikus haszonallatok

bioreaktorként valo felhasznalasa a gyakorlatban is alkalmazasra kertilt.
3.5.2.Génkiiitott (‘knock-out’) és génmodositott (‘knock-in”) allatok

Célzott genetikai modositast végrehajtva hoztdk létre az elsd génkiiitott allatokat. A
homolog rekombindcio lehetdvé teszi, hogy a célzott gén egyes elemeit tartalmazd DNS
vektor a kivant génbe ¢épiiljon be. Ha a transzgén a célzott gén milkddéséhez
elengedhetetleniil fontos teriiletre (exonba) épiil be, akkor az adott génrdl
miuikddésképtelen, vagy modositott fehérje termelddik, és igy az adott génre nézve

génkilitott, ill. génmoddositott allatokat lehet létrehozni. A beépitett DNS vektor
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tartalmazhat pozitiv szelekcios géneket (pl. antibiotikum rezisztencia gént) vagy riporter
gént (pl. zold fluoreszcens fehérjét).

A homolédg rekombindci6 eléforduldsi valdszinlisége igen alacsony (egy a millidhoz), igy
egyszerre igen nagyszamu sejtbe kell bejuttatni a DNS vektort ahhoz, hogy esély legyen a
transzformalt sejtek kozt olyat talalni, amibe a bevitt DNS a célzott génbe épiilt be. Ha a
DNS vektort embrionalis eredetli dssejtekbe (ES sejtek) juttatjdk be elektroporacioval,
akkor a célzott génbeépitést tartalmazo sejtkolonidkat kaphatunk.

Az Ossejteket korai (holyagcesira) allapoti embridba injektalva, vagy nyolc-sejtes
embrioval egyesitve, azok beéplilnek a gazda embrid sejtjei kozé, és gy fognak
viselkedni, mintha mindig is az embri6 részei lettek volna. Bekapcsolddnak az embrio
természetes fejlodésébe, ¢s részt vesznek a megsziletd allat Osszes szovetének
felépitésében. Az igy létrejovd allatokat kimérdknak nevezziik, mivel szoveteiknek egy
része a gazda embrio sejtjeibdl, masik része pedig a transzgénikus embrionalis dssejtekbol
alakul ki. A transzgénikus sejtekbdl ivarsejtek is létrejohetnek, azokkal pedig transzgénikus
egér torzseket alapithatunk. Nagy nemzetkozi egyiittmiikodések keretében tobb ezer
transzgénikus embriondlis dssejtvonalat hoztak 1étre, igy mara az ismert egér gének 10%-at

sikertilt kititni ezekben a sejtvonalakban.
3.5.3.Feltételesen génkiiitott allatok

Az embriondlis fejléddésben fontos szerepet jatszd gének kilitése az embridk korai
pusztuldsat eredményezheti, igy ezeknek a géneknek a szerepe nem lenne
tanulmanyozhat6. Szerencsére sikertilt olyan kondicionalis génkiiitési modszert kidolgozni,
aminek segitségével elérhetd, hogy csak specidlis koriilmények kozott, pl. id6- vagy
szovetspecifikus modon tavolitsuk el a vizsgalt gént. Ezt az eredményt a Cre-lox rendszer
alkalmazéséaval lehetett elérni. A Cre egy bakteridlis rekombindz enzim, amely két loxP
szekvencia kozott hasitja a DNS-t. A loxP szekvencidk beépithetok a DNS vektorba, €s
ebben az esetben csak azokban a szovetekben zajlik le a génkilités, amelyekben a Cre
rekombindz enzim is jelen van. A feltételes és célzott génkititést gy tudjuk elérni, hogy a
Cre rekombindz enzimet szovetspecifikusan termeld transzgénikus egereket a loxP
szekvencidkat hordozo transzgénikus egerekkel parositva kettds transzgénikus egereket

hozunk 1étre.
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3.5.4.Cink-ujj nukleaz alkalmazasa génkiiitott allatok létrehozasara

Az adott gén célzott kilitését egy specidlis nukledz enzim, a cink-ujj fehérje (‘zinc finger
nuclease’, ZFN) alkalmazasaval is el lehet érni. Ez az enzim a sejtekben keletkezett
elrontott DNS (véletlen mutacidk) javitasaban vesz részt tigy, hogy elsé 1épésben a hiba
helyét felismerve, annak kozelében elhasitja a DNS lancot. A méasodik 1épésben a sejt
javitd mechanizmusa beépiti a helyes szekvenciat a DNS-be. A mutécids helyhez torténd
specifikus kotddést is biztositjak a ZFN molekulak, melyek ma mar szinte tetszéleges DNS
szakaszokhoz tervezhetdk, igy elérhetd, hogy barmilyen DNS kivagéasat kovetden
1étrej6jj6n  célzott génkitités. A ZFN alkalmazéisaval azokban az Aallatfajokban is
eldidézhetd génkitités, amelyekben a homoldg rekombinacié ma még nem alkalmazhato
(pl. Ossejtek hidnyaban). Tavolabbi célként megfogalmazodott, hogy a ZFN alkalmazhat6

lehet genetikai mutaciok specifikus javitasara is.
3.5.5.Klénozassal 1étrehozott transzgénikus allatok

Testi sejtekbdl szarmazd sejtmagok atiiltetését alkalmazva mara lehetségessé valt célzott
genetikai modositdst hordoz6 transzgénikus haszonallatoknak nemcsak az eldallitasa,
hanem klonozésa is. Felndtt allatokbdl szarmazé sejttenyészetekbe elektroporacioval (vagy
lipo-szoma kozvetitésével) lehet bejuttatni a DNS vektort. A kivant modositast hordozo
sejteket magjuktdl megfosztott petesejtek citoplazmajaba injektalva klonozott embridkat,
majd ezeket dlvemhes ndstényekbe iiltetve, klonozott utddokat lehet 1étrehozni. Az elsd igy
létrehozott klonozott transzgénikus juh, Polly, egy a human gydgydszatban rendkiviil
fontos véralvadast gatlo faktort termelt. A modszer — hatékonysaganak tovabbi javitasat
kovetéen — varhatéban szdmos orvosi ¢és mezOgazdasagi alkalmazasra nyujt majd

lehetdséget a sejtmag atiiltetéses klonozas.
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: . - . CELZOTT HATAS  TECHNIKAI
TECHNIKA VEKTOR CELZOTT SEJT VEKTOR HOSSZA MODOSITAS FOK NEHEZSEG
DNS zigota scjtmagja 50-1000 kb nem lehet + +++
i zigbta perivitellinaris
Virus 5-10kb nem lehet ++ ++
tere
Mikroinjektilas Transzpozon zigbta citoplazmaja 50-1000 kb nem lehet +4+ ++
Cink-ujj nukled igota sejtmagj 18 bp Ichetsé GG -
ink-ujj nukleaz zigbta scjtmagja célszekvencia chetséges
Mesterséges L, ) i
, zigota sejtmagja 100-2000 kb nem lehet + ++++
kromoszéma
DNS 100-2000 kb +——
Virus 5-10 kb +++
Elektroporalds, o 0 g ‘
- ‘ ossejt, testi sejt Iehetséges -
liposzéma
Transzpozon 50-1000 kb +++
Dupla szala RNS 19-23 bp +

5. dabra: A GM-adllatok eloallitasara alkalmazott fontosabb technikak dsszehasonlitasa

(Sagi, 2011).

3.5.6.A transzgénikus nyulak alkalmazasi lehetdségei alkalmazasanak lehetéségei

A rekombinans (biotechnologiai Uton eldallitott) fehérjék termeltetésérdl transzgénikus
allatok tejében sok ismeret gylilt 6ssze hlisz év alatt. A nyulat amellett, hogy haziallat,
kisérleti allatként is hasznaljak. Tartasa és tenyésztése laboratoriumi koriilmények kozott
egyszerii. Felhasznalhatdé orvosbiologiai célokra, példaul diagnosztikai technikak
fejlesztése, gyodgyszerek vagy kozmetikumok toxicitasi vizsgalata és felhaszndljdk olyan
protokollok fejlesztéséhez, amelyek emberi betegségek gyogyitasara iranyulnak. Mivel a
nyul fizioldgidja meglehetdsen hasonlit az emberéhez - nemcsak a kifejlett allapotban,
hanem az embriondlis korban is (a palcenta €és a transzkripcids aktivitas kialakulasa) -
toxicitasi tesztekhez is remekiil alkalmazhato.

A korai magzatfejlédés, a magzati fejlodés hosszu tavl egészségiigyi hatasai, komplex
betegségek (a cukorbetegség, magas vérnyomads, érelmeszesedés, kovérség) jobban

tanulmanyozhatok nyulban. A z6ld jelzdgént kifejez6 GM nyulak lehetdvé teszik szovetek
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crer

¢s a szivmegnagyobbodashoz kdtheté nyulmodellek kiillondsen hasznosnak bizonyultak a

betegségmegeldzésben, illetve gyogyszer hatdsvizsgalatokban is (Senthil et al., 2005)
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4. CELKITUZESEK

1. Szerettem volna kidolgozni olyan kiméra eldallito modszert, melynek segitségével
hatékonyan lehet létrehozni kiméra egereket és nyulakat. Az igy létrehozott kiméra
embriok fejodésének vizsgalata lehetdséget teremthet az ivari determinacio, illetve a sejtek
elkotelezddése sordn zajlé molekularis folyamatok jobb megismerésében. Vilaszt
kaphatunk arra, hogy képes-e egyetlen XY genotipusi blasztomer atforditani egy XX
genotipustt  diploid gazda-embridk ivarat. Lehetséges-e tetraploid komplementacios
rendszert alkalmazva identikus iker egereket létrehozni ugy, hogy azonos embridbol
szarmaz6 egy-egy blasztomert aggregaltatunk egy-egy tetraploid gazda embridval?

2. Pluripotens egér €s nyul sejttenyészetekben, illetve a nytl embridk fejlédése sordn, a
fejlodés specifikus gének expressziés mintdzatanak feltérképezésével szerettem volna
pontosabb képet kapni arrdl, milyen faktorok irdnyitjdk az egér €s nyul embridk fejlodeését,
ezen keresztlil az Ossejtek pluripotencidjanak megtartasat. A transzkripcids faktorok
szerepének vizsgalata mellett, igazolni szerettem volna, hogy a Leukémia Inhibitor Faktor
(LIF) nem csak az egér ES sejtvonalak esetében sziikséges komponense a sejttenyésztd
médiumnak, hanem nyul ES sejtek pluripotencidjanak fenntartdsdban is fontos szerepet
jatszik.

3. Valaszt szerettem volna kapni arra, hogy milyen hatdssal van az egér dssejt specifikus
miR-290-295 klaszter tultermeltetése az egér embriondlis Gssejtek pluripotencidjanak
megorzésben, megnevezheté-e egy fO biologiai mechanizmus, aminek a szabalyzéasaval a
miR-290-295 klaszter kifejti hatasat az egér ES sejtekben. Egér ES sejtek esetében a
miR-290-295-6s klaszter jatszik meghatarozé szerepet, addig és human ES sejtek esetében
a miR-371-373 klaszter. Valaszt szerettem volna kapni arra, hogy a nyul ES sejtek esetében
melyik klaszter expresszidja mutathato ki, a nyal miRNS mintdzat a humén vagy inkébb az

egér miRNS mintdzathoz hasonlit jobban.

Dolgozatomban azokat a kisérleti megkozelitéseket foglaltam 6ssze, amelyek segitségével

sikeriilt megvalaszolnom a munkdm kezdetekor feltett kérdéseket.
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5.  ANYAGOK MODSZEREK

5.1. EGER EMBRIOK KINYERESE, TENYESZTESE, KIMERAK LETREHOZASA,

VISSZAULTETESE

5.1.1.Egér embriok kimosasa, tenyésztése

A kisérletekben felhasznalt egereket a Charles Rivers, illetve a Harlan Laboratorium
magyarorszagi képviseletétdl szereztiik be. Az EGFP-t expresszald transzgénikus B5/
EGFP egér torzset Nagy Andras (Toronto) (Hadjantonakis et al., 1998) biztositotta
szamunkra. A B5/EGFP transzgénikus himeket CD1 ndstényekkel paroztattuk. Az utédokat
tobb generacion at CD1 egerekkel kereszteztiik vissza, igy hoztuk 1étre a CD1/EGFP egér
torzset.

A ndstény egerek szuperovulacidja 5 NE PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin)
hormon intraperitonedlisan (hasiiregbe) injektalasaval kezddédik (Folligon injekcio,
Intervet). A PMSG beaddsa utdn 48 oraval 5 NE HCG-vel (Human Chorionic
Gonadotropin) (Choragon injekcid, Ferring GmbH) beadasa kovetkezik. A ndstények ezt
kovetden himekhez keriilnek. A parzas tényét a masnap lathato hiivelydugo (plug) jelzi. Az
egereket cervikalis diszlokacioval (nyaktorés) oltilk meg. Az embridkat szuper-ovulaltatott
vemhes ndstény petevezetdjét &tmosva nyertiik ki, majd egy iiveg kapillaris és kézi pipetta
segitségével gylijtottiik Ossze a kimoso folyadékbol. Ezt kdvetden néhany M2 médium
cseppben atmostuk az embridkat, majd asvanyi olajjal (Sigma) lefedett KSOM médium
cseppbe helyeztiik azokat. Ezt kdvetéen 37°C-on, 5% CO2 mellett tovabbtenyésztettiik az

embridkat a megfeleld fejlodési allapot eléréséig.

5.1.2.Tetraploid embriok eléallitasa

crer

késziilekét (BLS Ltd., Budapest, Hungary) alkalmaztunk, ami 39 hpg (oraval a
megtermékenyiilést kovetden, hours post gestation), 2 sejtes egér embridk
blasztomerjeinek flzionaltatasara optimalizaltak. A két-sejtes embriokat 0,3 M-os, 0,3%

BSA-val (marha szérum albumin) kiegészitett mannitol oldatba, két platina elektrod kozé
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(GSS-250) helyeztiik, s egy elektromos impulzust adtunk az embridknak (0,7 V AC
mezoben, 2 ismétléssel, 30 V fesziiltségli, 40 ps nagysagu impulzus). Az embrid két
blasztomerje ennek hatdsara fuzionalt és egy-sejtes tetraploid embrid jott 1étre. A tetraploid
embridkat tovabb tenyésztettiik KSOM médiumban 4 sejtes allapotig (24 oran at), 37°C-
on, 5% CO2 mellett.

5.1.3.Diploid blasztomerek izolalasa

A nyolc-sejtes embridkat koriilvevd zona pellucidat (fényld hartyat) savas Tyrode oldattal
tavolitottuk el (58 hpg). A zoéna mentes embriokat Ca/Mg mentes, 1% BSA-val kiegészitett
PBS oldatba tettiik 10 percre és dvatos pipettazassal elvalasztottuk az egyes blasztomereket
egymastol. Minden embriobol egy blasztomert a szex meghatdrozasra szolgalé PCR
reakcidban megvizsgaltunk, és a maradék 7 sejtet tartalmazo embriokat, vagy 7 kiilonallo

blasztomert a PCR vizsgalat idejére KSOM médiumba helyeztiik (37°C-on, 5% COz).
5.1.4.Blasztomerek szexalasa egy sejt PCR-t alkalmazva

Zfx és Zfy specifikus primer parokat terveztiink, amelyek eltéré méretli PCR termékeket
adtak. A PCR reakci6 idejét 3 6rara minimalizaltuk, igy ez alatt a rovid 1d6 alatt az embridok
¢letképessége nem karosodott.

0,2 ml-s PCR csovekbe 2 pl steril vizet tettiink, majd ebbe helyeztiik a blasztomereket. A
mintakat -20°C-on tartottuk a PCR elvégzéséig. A DNS extrakcidohoz a blasztomereket
proteindz K enzimmel emésztettiikk 56°C-on 45 percig. Az inkubacidt kdvetden a proteindz
K enzimet 95°C-on 10 percig inaktivaltuk. A végtérfogatot 20 pl-re allitottuk be. A PCR
reakcid 95°C-on 5 percig, majd 35 cikluson keresztiil, 95°C-on 40 mp, 1 perc 61°C és
végiil 1 perc 72°C-on zajlott. A 4°C-ra hiités elétt a PCR terméket 72°C-on 10 percig

tartottuk. A PCR terméket 2,5%-0s agardzon futtattuk meg.

Elnevezés Faj Primer szekvencia Fr;%::;nt
Zfx-L Egér 5'- AACATCCTGAACACCTTGCC - 3' 104bp
Zfx-R Egér 5'- TAGCTTGTGGCTCTCCAGGT - 3'

Zty-L Egér 5'- CCATCAGCACTCAAAAAGCA - 3' 299bp
Zty-R Egér 5'- GCCTTTGTGTGAACGGAAAT - 3'
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5.1.5.Aggregacios kimérak eloallitasa szexalt diploid blasztomerek és diploid vagy

tetraploid gazda-embriok felhasznalasaval

Az aggregaltataishoz KSOM médium cseppekre dsvanyi olajat tettiink. A csepp kdzepén
aggregacios tiivel (DN-10, BLS Ltd., Budapest, Hungary) kis mélyedést készitettiink, majd
ebbe egyetlen EGFP-t expresszalo blasztomert €s egy megfeleld genotipusu gazda-embridt
helyeztiink egymas mellé (63 hpg). A kiméra embridkat 24 6ran at tovabb tenyésztettiik
KSOM médiumban, 37°C-on, 5% CO2 mellett.

5.1.6.Kiméra blasztocisztak beiiltetése

24 ¢6ras tenyésztést kovetden (87 hpg) a blasztocisztakat a 2,5 napos vemhes (dpc)
alvemhes ndstények méhébe iiltettilk. Az 10jsziilott egereket a vemhesség 19. napjan,

csaszarmetszéssel segitettiik vilagra.

5.2. NYUL EMBRIOK KINYERESE, TENYESZTESE, KIMERAK LETREHOZASA,

VISSZAULTETESE

5.2.1.Nyulak szuperovulaltatasa

Megfelel6 mennyiségli és mindségli embrido kinyeréséhez a donor 4allatokat
(Besenfelder et al., 1998) médszere szerint szuperovulaltattuk. Fehér Uj zélandi nyulakat
az els6 nap 30 NE/kg PMSG-t (Pregnant Mare Serum Gonadotropin) kaptak
intramuszkuldrisan, majd ezt kdvetéen 72 oraval 45 NE/kg hCG-t (Human Chorionic
Gonadotropin) (Choragon injekci6, Ferring GmbH) fiilvénaban injektalva. A donor néstény
nyulakat a hCG adasat kovetéen mesterségesen termékenyitettiik bakoktol frissen nyert
spermaval. A szuperovulaciét indukalé hormonok optimalis megvalasztdsaval, a fény
ciklus paramétereinek pontos beallitdsaval egy nyulbol atlagosan 20-30 embrio kinyerését

lehet elérni.

5.2.2.Nyul embriok kimosasa, in vitro tenyésztése
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A nyul embriokat 1-sejtes, 2-sejtes, 4-sejtes, 8-sejtes, illetve 2.5, 3.5, 4.5, 6, 7 napos ¢és 14
napos (dpc) korban nyertiik ki a nyulak petevezetdjébdl, illetve méhébol. A nyolc-sejtes
embridkat a termékenyités utan 44 oraval nyertilk ki. A petevezetd €és a méh kezdeti
szakaszat a petevezetd feldl kb. 10 ml 20% FCS-t tartalmazé PBS oldattal mostuk 4t
(Besenfelder et al., 1998). Ahhoz, hogy vizsgalni tudjuk a trofoblasztban, embridblasztban
a sejt specifikus expressziés mintdzatot, a blasztocisztat koriilvevd zdéna pellucidat
mechanikusan tavolitottuk el, majd izolaltuk az embridblasztot a trofoblaszttol. Az izolalt
embridblasztot, illetve trofoblasztot -70°C-on taroltuk az analizisig. Az embridk
kultivacidjara szamos tenyésztd médium ismert, mi ezek koziil az RDH médiumot
hasznaltuk, ami 1:1:1 keveréke az RPMI, DMEM ¢s Ham's F10 tenyésztd médiumoknak
(Jin et al.,, 2000). Az embridkat asvanyi olajjal (Sigma) lefedett RDH médiumban,
tenyésztettiik 48 oran keresztiil, 38,5°C-on, 5% CO: mellett mig elérték a holyagcsira

allapotot.
5.2.3.Kiméra embriok eloallitasa

A kimérak elééllitasahoz a transzgénikus donor embridkat, a szuperovulaltatott
nostényeket egy hVIII faktort termeld transzgénikus himekkel paroztatva hoztuk létre
(Hiripi et al., 2003). Egy, a transzgénikus embriobol szarmazo blasztomert injektaltunk 16
sejtes gazda-embrid zona pelluciddja ald (Bodo et al., 2004). A kiméra embridkat in vitro

tenyésztettiik a betiltetésig.
5.2.4.Nyul Embriok beiiltetése

A kiméra embriokat 12 ora in vitro tenyé€sztést kovetéen ketamin-xylazin anesztézidban
1év0 recipiens ndstények petevezetdjébe lltettiik be laparoszkopos eljarassal. Azért, hogy a
recipiens allatok a donorokhoz képest egy napos aszinkronban legyenek, a recipiens
ndstényeket a beiiltetés elott 48 oraval GnRH analdg készitménnyel (Receptal) kezeltiik
(Bodo et al., 2004). Ezt a mddszert alkalmaztunk a nytl ES kimérak eléallitasa soran is. A
felhasznalt ,,ES like” kolonidkat tartalmazd sejttenyészeteket is transzgénikus nyulbol
(Hiripi et al., 2003) szarmazo embridokbol hoztuk 1étre, igy a transzgénikus ES sejtekbdl

szarmaz6 utodsejtek a kiméra embriokban is kimutathatok.
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5.3. EGER ES SEJTEK TENYESZTESE, JELLEMZESE, IN VITRO DIFFERENCIALTATASA
5.3.1.Fibroblaszt sejtek tenyésztése

Az egér fibroblaszt, taplalo sejtréteg tenyésztése 10 cm atmérdjii miianyag Petri-csészében
torténik. A fibroblaszt sejteket konfluens allapotig (1-3x107 sejt / Petri-csésze) tenyésztjiik,
majd Ujabb Petri-csészébe osztjuk szét €s szaporitjuk fel. A fibroblaszt sejtek atoltdsakor
(passzalasakor) eltavolitjuk az FM médiumot és a sejteket PBS oldattal mossuk (6 ml /
Petri-csésze). A sejtek szétvalasztasara tripszin-EDTA oldatot haszndlunk (3 ml tripszin-
EDTA / Petri-csésze, 10 min, szobahdmérséklet). Ezt kovetéen 3 ml FM médiummal
leallitjuk az emésztést. A sejtszuszpenziot centrifugacsébe helyezziik, majd centrifugéljuk
(1400-1600 rpm, 7 min, 4 °C). A feliiluszo eltavolitdsa utan a sejteket FM médiumban
szuszpendaljuk és 0j 10 cm atmér6ji Petri-csészébe helyezziik az oldatot (4x10° sejt / ml).

A sejteket 37 °C-on, 5% CO2 koncentraci6 mellett ndvesztjiik.
5.3.2.Fibroblaszt sejtek mitomicines kezelése

Az ES sejtek tenyésztésére a fibroblaszt sejtréteget eldszor osztddasban gatolni kell, hogy
ne ndje til az ES sejtkolonidkat. EzErt mitomycin C kezelést alkalmazunk. A mitomycin C
alacsony koncentracioban alkalmas a sejtek osztddasat gatolni, igy azok a kezelés hatasara
elveszitik o0sztodd képességiiket, azonban tovabbra is €letképesek maradnak. Azonban a
mitomycin magas koncentracidoban sejtméreg, ezért sejttipusonként sziikséges a kezelések
pontos beallitdsa. A laboratoriumunkban hasznalt sejtek esetén 150 perc; 0,1 mitomycin C
(SIGMA) 37 °C; 5% CO2 koncentraciot hasznaltunk. A kezelést kdvetden a sejteket az
elézoleg ismertetett modon atoltjuk (passzaljuk).

A centrifugalast kovetdéen a sejtszuszpenziot FM médiumban 4x10° sejt / ml
koncentracidban felszuszpendaljuk és az ES sejtek tenyésztésére haszndlatos 6 cm
atmérdju Petri-csészékbe osztjuk szét. A 10 cm atmérdjii Petri-csészében 1évo, jol fejlodod
fibroblaszt sejteket 8 darab 6 cm atmérdjii Petri-csészébe osztjuk szét mitomycines kezelés
utan. Az igy elkészitett fibroblaszt sejtréteget masnap mar haszndlhatjuk és altalaban egy

hétig megfeleld mindségli.
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5.3.3.ES sejt tenyésztés

Az RI1 sejtvonalat (129/Sv x 129/Sv-CP) F1 3.5 napos blasztocisztakbol kiindulva
alapitottak (Nagy et al., 1993). Az R1 és R1/E sejtvonalakat Dr. Nagy Andras (Toronto)
biztositotta a kisérleteink elvégzéséhez. Az R1/E ES sejtvonal az R1 sejtvonal szubklénja.

Az ES sejteket mitomycinnel kezelt egér embriondlis fibroblaszt sejteken ndvesztettiik.
Sejtteny€sztd tapoldatként modositott Dulbecco's Eagle médiumot hasznaltunk (KO-
DMEM médium, Gibco), amit a kovetkez6 komponensekkel egészitettiink ki: glutamax
(Gibco, 100x), 50 pg/ml streptomycin (Sigma), 50 U/ml penicillin (Sigma), 50mM j-
mercaptoethanol (Sigma), 0,lmM nem-esszencialis aminosavak (Gibco), 1000 U/ml
leukémia inhibitor faktor (ESGRO) és 15% magzati borji savo (FBS, vagy fetal bovine
serum) (HyClone). Két nappal a mérések eldtt (proliferacios teszt, in vitro differencialtatas,
koldnia esszé, transzfektalds, luciferdz aktivitas mérés, RNS izolélas) az ES sejteket 0,1%-
os zselatinnal (Sigma) kezelt petri-csészékre (Greiner) helyeztiik. 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
bendtték a Petri-csésze feliiletét (2x107) a sejteket 0j fibroblaszt rétegre oltottuk at
(passzaltuk). Altalaban minden maésodik napon sziikséges az ES sejttenyészetek

atpasszalasa.
5.3.4.Aggregacios ES kimérak eléallitasa

Az ES kimérdkat 8-sejtes gazda-embrido ¢és 10-15 ES sejtet tartalmazé ES csomo
aggregaltatasaval hoztuk létre. Olyan ES tenyészeteket hasznaltunk, amelyeket, a kiméra
készitést megel6zd napon zselatin rétegre passzaltunk. Az embriokrol savas Tyrode oldattal
leemésztettiik a zona pellucidat, majd egy zona nélkiili embriot és egy-egy ES csomot
asvanyi-olajjal lefedett KSOM médiumba helyeztiik, szorosan egymas mellé¢. Masnapra az
embriok az ES sejtekkel aggregalodtak ¢€s blasztociszta allapoth kiméra embriova
fejlodtek, melyeket alvemhes ndstény méhébe iiltettiink. Kisérleteink sordn az embrionalis
fejlodés 19. napjan csaszarmetszéssel kaptuk meg a magzatokat, melyeket dajka anya

nevelt fel.
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5.3.5.Immunfluoreszcens analizis

A sejteket feddlemezeken tenyésztettiik, majd a médium eltavolitdsat kovetden PBS-el
mostuk, szobahdmeérsékleten. A sejteket 4% paraformaldehidben (PFA, Sigma) fixaltuk (10
perc, RT), majd 0,5% BSA (Sigma) tartalma PBS oldattal mostuk. A blokkolast 1% BSA-
val kiegészitett PBS oldatban végeztiik (40 perc, RT). A mintdkat egész ¢éjszakan at
inkubaltuk az elsddleges antitesttel 4°C-on, a masodlagos antitesttel egy oran keresztiil
inkubéltuk a mintdkat (1 ora, RT). Az aldbbi elsddleges antitesteket hasznaltuk: nesztin
(patkény 401, 1:3, Developmental Studies Hybridoma Bank), BIII tubulin (G7121, 1:2000,
egér IgG, Promega), nanog (963488, 1:10, kecske IgG, R&D Systems), Kdr (AF644, 1:10,
kecske IgG, R&D Systems), brachyury (AF2085, 1:10, kecske IgG, R&D Systems), Oct4
(1 mg/100 ml koncentradcidoban. Mésodlagos antitestként Cy3-al konjugalt anti-kecske
IgG-t és anti-egér [gG-t (Jackson ImmunoResearch, USA) hasznaltunk 1:400 higitasban.
A sejtmagokat DAPI tartalmi Vectashield mounting médiummal (Vector Laboratories)

festettiik, fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss, Nikon).
5.3.6.Sejtciklus analizis

A sejteket etanollal fixaltuk, propidium-jodiddal festettiik majd FACSCalibur dramlasos
citometriai késziiléken (Becton Dickinson, San Jose, USA) mértiik CellQuest 3.1 (Becton
Dickinson) programcsomagot haszndlva. Minden minta esetében 20000 sejtet vettiink
figyelembe. A sejtciklus fazisok meghatdrozdsdhoz WinMDi és Cyclhred
programcsomagokat hasznaltunk. (http://beren.ml.uwcm.ac.uk:5080/UWCM/study/
medicine/haematology/cytonetuk/software.htm)

Az apoptotikus sejtek méréséhez a sejteket propidium-jodiddal és FITC—Annexin V-el (BD
Biosciences Pharmingen) jeloltiik €s aramlasos citométerrel mértiik. A propidium-jodid

negativ és Annexin V pozitiv sejtek populédcidja korai apoptdzist mutat.
5.3.7.DNS elektroporalasa ES sejtekbe

Az ES sejteket elektroporalas eldtt 1-2 nappal passzaltuk, és 2 oraval elektroporalés elott

crer

sejtszuszpenzioba. 250 V fesziiltség és 500 puF aramerdsségés mellett BioRad GenePulser
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X-Cell késziilékkel. A sejteket ezt kovetden 10 cm atmérdjii csészékbe helyeztik, a
tapoldatot a kovetkezd napon cseréltiik. A Blaszticidin (10pg/ml, Invitrogen) szelekciot 24
ora elteltével kezdtiik, a szelekcids tapoldatot naponta cseréltiik, mig az antibiotikum
rezisztens kolonidk megfeleld méretiire nem ndttek. Az igy kapott rezisztens koloniakat
egyenként 24-lyukt csészébe helyeztik. A j6 novekedést mutaté kolonidk felét
lefagyasztottuk, masik felét pedig DNS izoldlasra hasznaltuk f6l, a teljes miR-290-295
tulexpresszaldo ES klont, ketté PBS-el elektroporalt ES klont, és harom iires vektorral

elektroporalt klont (A, B, C) hasznaltunk.
5.3.8.Kolonia esszé

Az ES sejt kolonia esszéhez 12 luku petri csészében, 5 napig, 500 sejt lett kitenyésztve és
festve alkalikus foszfatdz aktivitashoz. A kolonidk meg lettek szdmolva és morfologiailag
osztalyozva. A kisérletek legalabb 3x lettek megismételve. Az eredmények atlaggal és

szorassal vannak kifejezve.
5.3.9.Alkalikus foszfataz festés (APS)

A pluripotens ES sejtek alkalikus foszfatdz (AP) aktivitast mutatnak. Ennek kovetkeztében
a pluripotens sejtek detektalasara AP festést (APS) alkalmazhatunk. A pluripotens sejtek
magas AP aktivitdst mutatnak, melynek hatisara a detektdlds sordn hasznalt Fast Red
festék vords szintire festi azokat. Az AP festést megel6zden az ES sejteket zselatinnal
kezelt feliileten tenyésztjik. Az EM médiumot Pasteur-pipetta és viz-légszivatty
segitségével tavolitjuk el. A sejteket a tormeléktél PBS mosassal tisztitjuk meg. Ezt
kovetden 4% PFA oldattal fixaljuk a sejteket (3ml / Petri-csésze), majd 15 percig
szobahdémérsékleten inkubaljuk. PBS mosas utan TM pufferben (1x Tris-malate)
inkubaltuk a sejtjeinket (3ml / Petri-csésze; 10 perc; szobahOmérséklet). Az oldat
eltavolitasat kovetden a sejteket APS oldattal festettiik (3ml / Petri-csésze; 30 perc;
szobahdmérséklet). Az idd elteltével az ES sejteket PBS oldattal mostuk, és 4 °C-on

taroltuk.

TM pufter (40x):
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23,72 m/m% Tris-maleate; 12,11 m/m% Tris base; milli Q vizben.

TM pufter (1x):
2,5 v/v% TM pufter (40x); milli Q vizben.

APS oldat:
2,5 v/v% TM pufter (40x); 0,8 v/v% MgCl2; 0,04 m/m% Naphtyl phosphate; 0,1 m/m %

Fast red; milli Q vizben.
5.4. NYULES SEJTEK TENYESZTESE, JELLEMZESE, IN VITRO DIFFERENCIALTATASA
5.4.1.Nyul ES sejttenyésztés

Nyul embrionalis eredetli 6s-sejtvonal alapitaskor Vassilieva és munkatérsai altal patkany
embriokra leirt protokoll mddositott valtozatat alkalmaztuk (Vassilieva et al., 2000). A 4.5
napos blasztocisztakat borit6 mucin réteget és zona pellucidat 0,5 % pronazos (Sigma)
emésztést alkalmazva tavolitottuk el. Az embridkat ezt kdvetden nyual ES sejttenyésztd
médiumba, mitomycin C kezelt egér embrionalis fibroblaszt rétegre helyeztiik. Az embridk
két napon beliil letapadtak a taplald sejtrétegre. A letapadéast kdvetden két- harom nap
mulva liveg kapillarist alkalmazva izolaltuk az ICM csomot. Az ICM csomot accutase-os
emésztést alkalmazva disszocidltattuk, majd friss taplaloé sejtrétegre helyeztik. A
differencialatlan sejteket egy hét mulva Gjra izolaltuk a tenyészetbdl, accutase-os emésztést
kovetden sejt-szuszpenzidt készitettiink és friss taplalod sejtrétegre helyeztiik az igy kapott

sejt-szuszpenziot. A kindtt kolonidkat 5-6 naponként passzaltuk tovabb (14.dbra)
5.4.2.Nyul ES koloniak jellemzése

Az ES sejt kolonidkat 4%-os paraformaldehidben fixaltuk 10 percig. A fixalast kovetden az
ES sejteket 0,5 % BSA-t tartalmaz6 PBS-ben mostuk. A blokkoldshoz 1% BSA-t
tartalmazo PBS-t hasznaltunk, szobahdmérsékleten, 30 percen keresztiil. A mintédkat 37°C-
on, egy oran keresztiil inkubéltuk az elsddleges ellenanyaggal, majd 3x PBS mosast

kovetden 45 percen keresztiil a masodlagos ellenanyaggal, szintén 37°C-on. A mintdkon
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utolag HOECHST 33342 (Sigma) festést végeztiink. A mintdkat Olympus 1X-71 invert
mikroszkdpot hasznalva elemeztiik.

Az immunfestéshez kecske poliklonalis anti egér Oct-4 (N-19, Santa Cruz (1:200)),
¢s monoklonalis egér SSEA-1 (M480, Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa City
(1:100)), mint elsédleges ellenanyagot hasznaltunk. FITC jelolt anti-egér IgM és FITC
jelolt anti kecske IgG (Jackson Immuno Research Company (1:800)) volt a masodlagos
ellenanyag. A munka tovabbi részében a Human Embryonic Stem Cell Marker Antibody
Panel Plus (R and D Systems SC009) kittbél szarmazé elsédleges ellenanyagokat
hasznalva vizsgaltuk az Oct4, SSEA-1, Nanog, CD9, PODXL, SSEA4 expressziot a nyul
ES sejtkolonidkban. A nyul ES sejtkolonidkbol mRNS-t is izolaltunk, s a LIFR expressziot
vizsgaltuk RT PCR-el.

5.4.3.Immunfestés

A kiméra embridkat 4%-os PFA oldatban fixaltuk 15 percig, majd 0.1%-BSA-t tartalmazo
PBS-el (PBS/BSA) mostuk 3x10 percig, 0,25% Triton X-100-el permeabilizaltuk, majd 45
percig blokkoltuk blokkold pufferrel, ami 0,1%BSA-t, 0.01%Twin 20 és 2% szamar
szérumot (DS) tartalmazott.

A blokkolast kovetéen az elsddleges ellenanyaggal az inkubalast 1 éjszakan at, 4 °C-on
végezzliik, majd a masodlagos ellenanyaggal 60 percig, 37 °C-on folytattuk. A
fedolemezeket 10 pl-es VECTA SHIELD (VECTOR LAB.) cseppekbe agyazzuk. Az
immunfestéshez kecske poliklonalis Oct4, Nanog, Gata6, Cdx2 (1:10)(Abcam) és egér
SSEA-1 (1:3)(Hybridoma Bank) elsédleges ellenanyagot hasznalunk. Cy3-anti-egér 1gG,
Cy3-anti-kecske IgG ¢és Cy3-anti-egér [gM (1:400) (Jackson Immuno Research Company)
masodlagos ellenanyagokat hasznalunk. A mintdkat Olympus invert mikroszkoépot (MBK,
Allatbiotechnolégiai Intézet), Zeis Axiovert (Biotalentum Kft., G6dol18), illetve Zeis LSM
konfokalis mikroszképot (Animal Production Research Centre, Nitra, Slovak Republic),

hasznalva fotozzuk le.
5.4.4.Nyul ES sejtek in vitro differencialtatasa

Az altalunk tenyésztett nyul ES sejteket nem tudtuk zselatinos felszinen fenntartani, mivel

az ES sejtek a zselatinos felszinre helyezést kovetden rovid idon beliil elpusztulnak, igy a
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sejteket GFP-t expresszald, egér fibroblaszt sejteken novesztettiik, hogy az esetlegesen a
fibroblaszt sejtekbdl 1étrejové differencialodott sejteket el tudjuk kiiloniteni a nyal ES
sejtekbdl 1étrejott sejtektdl. A nyul ES sejtek in vitro differencidlodasi képességét

szuszpenzios ¢€s fliggdeseppes differencialodasi rendszerben is vizsgaltuk .
5.4.5.Nyul kromoszomak analizise

Kromoszoma analizis periférias vér limfocitakbol

A kromoszoéma vizsgalatokat limfocita tenyészetekbdl szarmazd preparatumokon
végeztem. A komplett mitézisokat (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.
5.4.6.FISH technika nyulban

A FISH technikat négy kiilonb6z6 nytl BAC klon felhasznalasaval végeztiik, melyek koziil
kett6 a LIF receptor gént tartalmazta (102H02 és 206F02), a masik kettd (304A7 és
779H10) pedig a POUSF1(Oct4) génre lett kivalasztva. Ez a két PO5SF1-et hordoz6 klon,
mivel a human kromoszomak esetében a HSA6p21.3 régioban (a f6-hisztokompabilitasi
géneket hordozd régioban) helyezkedik el, azt gondoltuk, hogy a 12. nyul kromoszoman
fog elhelyezkedni, mig a human LIF receptor, a 5pl3.1 régidban taldlhat6, ami az
Osszehasonlitd nyul-humén kromoszéma Osszehasonlitds alapjan a nyul 1l-es

kromoszomajan ad varhaton jelet.
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5.5. MOLEKULARIS GENETIKAI VIZSGALATOK
5.5.1.Felhasznalt vektorok, klonozasok

Az mmu-miR-290-295 klasztert Long PCR Kit-tel (Fermentas) amplifikaltuk, ezt kovetden
pEF6/V5-His TOPO TA vektorba klonoztuk (Invitrogen) T-A ligalassal. A kapott baktérium
telepekbdl DNS-t izolaltunk, ¢és a kit szekvenald primerjeivel ellendriztilk az integracio
iranyat a promoterhez képest. Ures és miR-290-295 klasztert tartalmazé baktérium
koloniakbol Plazmid Mini Kit-el (Qiagen) izolaltunk nagy mennyiségben DNS-t, majd a

kapott vektoridlis DNS-t Spel restrikcidos enzimmel emésztettiik.
5.5.2.RNS izolalas és kvantitativ valés idejii RT-PCR (qRT-PCR)

Az RNS izolalas fontos kovetelménye volt a kis RNS frakcié megérzése, ezért az RNS
preparatumokat TriReagent (Sigma) hasznélatdval készitettiik. A sejtekrdl eltavolitottuk a
tapoldatot, majd a sejteket 1xPBS oldattal mostuk. TriReagent oldatban 10 percig
szobahdmérsékleten lizaltuk a sejteket, a lizatumot azonnal felhasznaltuk RNS izolalasra,
vagy lefagyasztottuk folyékony nitrogénben ¢és -80 °C fokon tartottuk max. 1 honapig. Az
Thermo Scientific NanoDrop TM 1000 Spectrophotometer-el mértiik, az RNS mindségét
TBE-agar6z gélen ellendriztiik. A cDNS szintézishez High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit-et (Applied Biosystems) vagy TaqMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit-et hasznaltunk (Applied Biosystems) a kisérlet célja szerint. A cDNS
szintézist a gyartd ajanlasa alapjan végeztiik. A miRNS expressziot TagMan® MicroRNA
Assays (Applied Biosystems), TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase®
UNG vagy TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) hasznalataval
kvantifikaltuk. A miRNS expresszios ¢értékeket a snoRNS135 kis nukleolaris RNS
expressziojahoz normalizaltuk a gyartd ajanlasa szerint. Az Oct4 (Pou5fl) kifejezddését a
GAPDH ¢s a HPRT1 (TagMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems) gének
expressziojahoz normalizaltuk. Az egyedi QRT-PCR génexpresszios vizsgalatokat Corbett
RotoGene 3000 gépen végeztiik a kapcsolddd RotoGene 6.0 programcsomag hasznalataval

(Corbett Research).
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Nyul esetében a cDNS esetében qRT-PCR-t SYBR® Green PCR Master Mixet
hasznaltunk (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, USA; Supplementary Table 7). A
gRT-PCR vizsgalatokat nyulak esetében Eppendorf Mastercycler ® ep realplex4-es
késziileken végeztiik. Az expresszids értéket a miR-191-es mikroRNS-hez (nyal miRNS ek
esetében) és GAPDH-hoz (Navarrete Santos et al., 2008) (nytl mRNS expresszidhoz). Az

analizist GenEx qPCR adat analizal6 szoftverrel (http://www.multid.se).
5.5.3.Az alabbi TagMan génexpresszios esszéket hasznaltuk:

GAPDH :Applied Biosystems, TagMan Gene Expression Assay, P/N: Mm99999915 gl
HPRT1: Applied Biosystems, TagMan Gene Expression Assays, P/N: Mm00446968 m1
mmu-miR-290-3p: Applied Biosystems, Assay ID: 000187, P/N: 4373320,

mmu-miR-295: Applied Biosystems, Assay ID: 000189, P/N: 4373327

mmu-miR-294: Applied BiosystemsAssay ID:0011056, P/N:4373326

snoRNA135: Applied Biosystems, Assay ID: 001230, P/N: 4380912

Pou5fl (Oct4): Applied Biosystems, TagMan Gene Expression Assay, P/N:
MmO00658129 gH

Zfp42 Mm01194090 g1, KdriMmO01222419 ml,

Brachyury (T) MmO01318252 ml, FbxI5SMmO00618788 ml

5.5.4.TaqMan Low Density Array (TLDA analizis)

2 pg RNS-t DNaaz I enzimmel emésztettiink (RNase-Free DNase, Qiagen) majd a
mintdkat tovabb tisztitottuk RNeasy MinElute (Qiagen) oszlopokon. Ismételten
készitettiink. Szamos, kiilonboz6é génszettet mérd kartya keriilt forgalomba, ezek koziil mi
a TagMan® Mouse Stem Cell Pluripotency Array (Applied Biosystems) kartyat hasznaltuk
a transzgenikus €s a kontroll sejtvonalak transzkriptumanak vizsgélatdhoz. Ez a TLDA
kartya 96 kiilonbozd 6ssejt-specifikus €s differencialodasi marker egyidejii kvantifikalasat
teszi lehetévé ugyanabbdl a cDNS mintdbdl kiindulva. A méréseket két parhuzamosban
végeztik. Az expresszids €rtekeket Ctnnb1-Mm00483033 ml, Eeflal-MmO01966109 ul,
Gapdh-Mm99999915 g1 és Raf1-Mm00466513 ml geometriai atlagahoz normalizaltuk.

Az 7. abran szereplé heatmap a MeV4.0 programmal késziilt.
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5.5.5.SOLiD™ gzekvenalas és kis RNS analizis

A totdl RNS-t 7 és 14 napos nyal embriokbol nyul PGC-bdl, nyul embrionalis
fibroblasztbol (RaEF), nyul ESC-bél, €és egér embriondlis fibroblasztbol (MEF) TRI
reagenst alkalmazva izoladltuk. A konyvtarakat gyongy emulziés PCR-t végezve
készitették, majd SOLiID™ 3 szisztem szekvenatort alkalmazva (Applied Biosystems) a
Bay Zoltan Alapitvany, Szeged, Magyarorszag. SOLiD adatok elészér SOLiD System
Small RNA Analysis Pipeline Tool (RNA2MAP, version 0.5) szoftverrel analizaltuk. A
miRBase (http://www.mirbase.org/). Ahhoz, hogy megtudjuk a nyul specifikus

szekvenciakat, 6sszehasonlitottuk a kapott szekvenciakat.
5.5.6.Statisztikai analizis

A kisérleteket (ha kiilon nem jeleztiik) legkevesebb harom parhuzamos sorozatban mértiik.
A grafikonok az eredmények atlagat és a + szoras értékeket jelolik. Egér miRNS analizis
esetében a két csoport kozti statisztikai szignifikancia kimutatasara t-tesztet. Nyul miRNS
vizsgalatoknal egy utas Anova analizist alkalmaztunk kiilonb6z6 csoportok atlaganak
Osszehasonlitasdra. Amikor az Anova teszt eredménye esetében a kiiszob érték kisebb volt

0,05-nél, (p <0,05) Tukey-Kramer's tesztet végeztiink GenEx szoftver segitségével.

5.5.7.Allatvédelmi szabalyok

A munkam soran kisérletekbe vont allatok (egér és nyul) tartasat, a rajtuk alkalmazott
kisérleti eljarasokat, valamint az allatokbdl kinyert embriok kezelését a Munkahelyi
Allatvédelmi Bizottsag ,Allatkisérlet végzésre sz6lo engedély”-ével végeztem
(Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont, Godolld; engedély szam: 767/002/2002,
22.1/1131/003/2008).
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6. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
6.1. KIMERA EGEREK VIZSGALATA
6.1.1.Egér kimérak alkalmazasa az ivari elkotelezodés folyamatanak vizsgalatara

Olyan kimérakat allitottunk eld, amelyekben egyetlen, EGFP-t expresszal6 nyolcsejtes
embriobol szarmazo blasztomert nyolcsejtes diploid, vagy tetraploid gazdaembridval
aggregaltattunk. Az EGFP-t expresszalo blasztomerbdl szarmazé sejtek sorsat 2.5-3.5-4.5
napos embriokban nyomon kovetve, megallapitottuk, hogy mind a diploid, mind pedig a
tetraploid gazda embri6 ICM-jébe be tudnak épiilni ezek a sejtek, azonban nagyobb
aranyban taldlhatok meg a tetraploid gazdaembriok ICM-jében, mint diploid gazda-
embriok esetében. Szexalt embriobol szdrmazé EGFP-t expresszald blasztomérakat
aggregaltatva diploid gazdaembridkkal, azt vizsgaltuk, hogy egyetlen XY genotipust
embriobol szarmazd blasztomer képes-e részt venni az allat kiilonbozoé szdveteinek
felépitésében, illetve képes-e atforditani egy XY genotipusu blasztomer az XX genotipust
gazdaembridval aggregaltatva létrehozott kiméra allat ivarat (7.dbra).

A 84 beiiltetett embriobol 39 bedgyazodott, de elpusztult az embrionalis fejlodés soran. A
megsziiletett 22 embrid koziil 12 lett kiméra, és mutatott EGFP expressziot. Ezek koziil 11
him volt, és csak egy ndstényt kaptunk. Ez a néstény XX/XY kiméra volt, mivel mind az
XX ¢s 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 (8.dbra) . Részletes
szoveti analizissel a kiilonboz6 szovetei 10% koriili EGFP expressziot mutattak. A 11 him
ujsziilott mind fertilis himmé fejlodott, melyek utddaikba is orokitették az EGFP-t. Ezek
alapjan elmondhato, hogy egyetlen XY genotipust blasztomer is képes az XX genotipust

embri6 ivarat megvaltoztatni (9.dbra).
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XX genotipusii embrié XY genotipusii embrié

7. dbra: EGFP-t expresszalo nyolc-sejtes, XY genotipusu embrionak egyetlen sejtjét
aggregaltattuk egy EGFP-t nem expresszalo, XX genotipusu embrio hét sejtjével (a nyolc-

sejtes embrio egy sejtjét a genotipus megallapitasahoz hasznaltuk fel).

[XY(2n)(1-sejt)]/

Kimérak tipusa [XX(2n)(T-sejt)]
Beiiltetett embriok szima 84
Felszivodasok ardnya
(Felszivodas / beiiltett %) DEY
Ujsziilottek aranya 2 (262 Kimérak genomialis DNS-ének vizsgalata
(Ujsziilottek szama / beiiltetett %) (26.2)
EI6 egerek szima 14167) L A BCFM

(E16 egerek / beiiltett embriék %)

Kimérik szima 12 (85,7) Zty — 299bp
Zfx — 104bp

El6 kimérak szdma 12 ; 6\ 6\ 9 6‘
EI6 him kimérdk szima
(Him / Kiméra%) 11 OL7)
EGFP pozitiv Utédok EGFP pozitiv utédok EGFP negativ utédok
Kimérak Nem sejtek ardnya a szdma ardnya % ardnya %
szdvetekben (%) him néstény him néstény
A néstény 10 31 0,0 0,0 32,3 67,7
B him 10 14 28,6 14,3 28,6 28,6
C him 30 13 46,2 7,7 15,4 30,8

8. dabra: Az [XY(2n)(1-sejt)]/[XX(2n)(7-sejt)] kimérak koziil 84-et iiltettiink vissza, ebbol 12
kiméra utod sziiletett. A megsziiletett utodok kozt csak egy nostényt talaltunk. A normdlis
fenotipusu termékeny nostény szoveti sejtjeinek 10%-a expresszalta az EGFP-t, a PCR
teszt és a FISH alapjan XX/XY genotipusu, fertilis szex kiméra volt, de az utodai kozt nem
talaltunk EGFP-t expresszalot.
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2.5 napos embri6 4.5 napos embrié

12.5 napos kiméra embrié jsziilott kimérdk

9. abra: XY genotipusu EGFP-t expresszalo blasztomereket XX genotipusu diploid gazda-
embrioval aggregaltatva az XX/XY kimérdk embriondlis fejlodés soran képet nyerhetiink
arrol, hogy az XY blasztomerbdl szarmazo utod sejtek milyen esetben képesek a fejlodo
magzat ivarat dtalakitani, milyen aranyban, illetve milyen sejttipusokban kell jelen lennie

az XY genotipusu sejteknek, hogy az ivardtforditas megtorténhessen.

6.1.2.1dentikus iker egerek létrehozasa

Kisérletiink tovabbi részében egy-egy olyan blasztomert aggregaltattunk tetraploid gazda-
embriokkal, amelyek ugyanabbol az EGFP-t expresszald, szexalt embriobdl szdrmaztak
(9.abra). A 12 beliltetett 2n/4n aggregatumbol, ahol egyetlen EGFP-t expresszalo 8-sejtes
embriobdl kivett blasztomert kombindltunk egy 4-sejtes tetraploid embrioval 2n (1 sejt) /
4n (4-sejt), kettd (16,7 %) €16 ujsziilottet, egy himet (M) €s egy néstényt (F) kaptunk. A 36
beiiltetett 2n, XY (1-sejt)/4n (4-sejt) aggregatumbol, ahol egyetlen XY, EGFP expresszalo
blasztomer lett kombinalva 4-sejtes tetraploid embridval, 6t (13,9 %) €16 Gjsziilottet: 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 embridobol harmasiker néstényeket (C1, C2, C3) kaptunk. Ot him
¢és a harmasikrek is megértek a felnott kort, és a B1 himet €s harmas iker ndstényeket CD1
egyedekkel paroztatva egészséges utddokat kaptunk (I1.dbra). Ezzel, az ugynevezett

tetraploid komplementacios modszerrel lehetségessé valt elére meghatdrozott nemmel
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rendelkezd, identikus iker egerek eldéllitasa. Az ikrek klondlis eredetét mikroszatellit
analizissel igazoltuk. Az analizis négy csoportot tudott megkiilonboztetni (G1-G2-G3-G4):
Al és A2 him; B1 és B2 him; D1 him; C1, C2, C3 ndstények. A csoportokon beliil minden
tag uniform volt a mikroszatellit markerekre, de a csoportok eltértek egymastol (12.dbra).
Tehat a mikroszatellit analizis is igazolta, hogy tetraploid komplementacids modszerrel

sikeriilt identikus, elére meghatarozott nemmel rendelkezd iker egerek eldéllitasa.

Vo =2

tetraploid XY, XX genotipusi ———
embrié embri6

\ g‘}-m /
( \ 3
Kiméra blasztociszta / | W

@

é ’c_c identikus ikrek

10. abra: Egy tetraploid embriot (4n) aggregaltattunk egyetlen diploid (2n) blasztomerrel.
Azonos embriobol szarmazo, XX blasztomerek, és egy-egy tetraploid embrio
felhasznalasaval létrehozott 4 kiméra embriobol harom ndstény utod, identikus harmas

ikrek sziilettek.
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Kimérsk tipusa [2n)(1-sejt)l/ [(4n)(4-  [XY(2n)(I-sejt)l/ [(4n)(4-  [XX(2n)(1-sejt)]/

sejt)] sejt)] [(4n)(4-sejt)]
Beiiltetett embriok szima 12 36 4
Felszivéddsok ardnya
(Felszivédas / beiiltett %) 8 (66,7) 11 (30,6) 1(25)
Ujsziilottek arinya
(Ujsziilottek szima / beiiltetett %) 2316,7) 11 (30,6) 3(75)
K16 egerek szima 2(16,7) 5(13,9) 3(75)
(E16 egerek / beiiltett embrick %) M, F AlLA2,B1, B2, B3 C1.C2.C3
K16 himek szima
(Him / Gjsziil6tt %) 1(50,0) 5 (100) 0
Elé nﬁstﬁ;lg:il: iistzt:in/;l;a (Him / 1(50,0) 0 3.(100)
C1: 18 (66,7)
mﬂi":ﬁxﬁﬁf%) B1: 25 (48,0%) C2: 18 (50,0)
C3:23 (43,5)

11. abra: A 12 beiiltetett 2n/4n aggregatumbol, ketto élo ujsziilottet, egy himet (M) és egy
nostényt (F) kaptunk. A 36 beiiltetett 2n, XY (I-sejt)/4n (4-sejt) aggregatumbol ot élo
ujsziilottet: ket par ikvet (A1, A2 és Bl, B2) és egy egyediili himet (D1) kaptunk. A négy
beiiltetett 2n, XX (I-sejt)/4n (4-sejt) kiméra embriobol harmasiker néstényeket (Cl, C2,
C3) kaptunk. A Bl himet és hdrmas iker néstényeket CDI egyedekkel paroztatva

egeszseges utodokat kaptunk.

3.5 napos

R2eH
5 S ok M !
TR NSt S, C27eX C1,C2,C3

Mikroszatellit vizsgalatok: 19 kromosz6éma, 65 marker
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12. abra: Az ikrek klondlis eredetét mikroszatellit analizis igazolta. Az analizis négy
csoportot tudott megkiilonboztetni (G1-G2-G3-G4): Al és A2 him; Bl és B2 him; D1 him,
Cl, C2, C3 nostények.

EGFP-t expresszalo sejtek alkalmazéasaval lehetdvé valt a fejlddé embridban a bejuttatott
sejtek vandorlasanak kovetése. Ha az EGFP-t szovetspecifikus promoter segitségével
expresszaltatjuk, az adott EGFP-t expresszalo sejtpopulacié megfigyelése a sejtek szdveti
elkotelezodésének feltérképezésében is hasznos informaciodt nyujt.

XY genotipusut EGFP-t expresszal6 blasztomereket XX genotipust diploid gazda-
embrioval aggregaltatva az XX/XY kimérdk embrionalis fejlddés soran képet nyerhetiink
arrdl, hogy az XY blasztomerbdl szarmazé utod sejtek milyen esetben képesek a fejlodo
magzat ivarat atalakitani, milyen ardnyban, illetve milyen sejttipusokban kell jelen lennie
az XY genotipust sejteknek, hogy az ivaratforditas megtdrténhessen.

A molekuléris genetikai modszerek fejlédésével egyre tobb iker vizsgalatbol szdrmazd
eredmény latott napvilagot. Tobbek kozt a szivbetegségek, koleszterol szintet befolyasolo
faktorok 6rokdlhetdségének vizsgalatat is ikerparokon végezték.

Szamos allatkisérletben is végeznek hasonld populacié genetikai felméréseken alapulod
vizsgalatokat, azonban ezekhez, hogy statisztikailag is értékelhetd mennyiségli adatot
nyerjenek, nagyon nagy szamu 4allatot kell tesztelni. Iker vizsgélatok esetében azonban
ilyen felmérésekben az alkalmazott allatok mennyisége csokkenthetd, mivel ebben az
esetben homogén genetikai adllomanyu egyedek Osszehasonlitdsardl van szo6. Az altalunk
alkalmazott tetraploid komplementacios rendszerrel olyan kettes- és hdrmas ikrek hozhatok
létre, amelyek genetikailag identikusak, igy kevesebb 4llat is elegendd a kornyezeti

hatasok feltérképezésére.
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6.2. NYULES SEJTVONALAK LETREHOZASAT BEFOLYASOLO FAKTOROK VIZSGALATA
6.2.1.Egér és nyul ES sejtvonalak alapitasanak 6sszehasonlitasa

Pluripotens (mind hdrom embrionalis csiralemez, igy az embriondlis ektoderma,
mezoderma, endoderma sejtjeinek létrehozasara is képes) egér embrionalis dssejt vonalakat
(mESC) egér embriondlis fibroblasztbol 1étrehozott taplalod sejtrétegen (MEF) holyagcesira
allapotu embrio (balsztociszta) embridcsomdjabol (ICM), magzati borjusavot (FBS)
tartalmazd tenyészté médiumban elészor 1981-ben sikeriilt 1étrehozni (Evans and
Kaufman, 1981) (Martin, 1981) (13.dbra) Az els6 pluripotens humén embrionalis dssejtek
(huESC) létrehozasa 1998-ban valdsult meg (Thomson et al., 1998). ES sejtvonalakat

gazdasagi haszonallatok embridibdl azonban, mind a mai napig nem sikertiilt 1étrehozni.

letapadt embridcsomo

i 2 TRERNG
¥ \}‘ ~(;~ S N\ ICM /
Ndiud »
)i’ o — trofektoderma
A “ T ",' o ",
Sy andliBe

tripszin  —— ¢ * ®

BAS
P

taplalé sejtréteg (MEF)

* MEF

SRZE

* tripszin

* +mLIF

* KO-DMEM
* 20% FBS

ES sejt kolonidk ES szerti kolénia

13. dbra: Pluripotens egér embriondlis Ossejt vonalakat (mESC) egér embrionalis
fibroblasztbol letrehozott taplalo sejtrétegen (MEF) holyagcesira allapotu embrio
(blasztociszta) embriocsomojabol (ICM), magzati borjusavot (FBS) tartalmazo tenyészto
médiumban (KO-DMEM) lehet létrehozni. Az embriot koriilvevo zona pellucidat (ZP) nem

tavolitjuk el, a tenyészto médiumhoz egér leukémia inhibitor faktort (mLIF) adunk hozza.
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A 4,5 napos nyul blasztocisztakat boritdé mucin réteget és zona pellucidat 0,5 % pronéazos
emésztést alkalmazva tavolitottuk el. Az embridkat ezt kdvetden nyul ES sejttenyésztd
médiumba, mitomycin-C kezelt egér embrionalis fibroblaszt rétegre helyeztiik. Az embridk
két napon beliill letapadtak a taplalo sejtrétegre. A letapadast kdvetden harom-négy nap
mulva iiveg kapillérist alkalmazva izolaltuk az embridcsomot (ICM csomot, embridblaszt).
Az ICM csomot accutase oldatban disszocialtattuk, majd friss taplalo sejtrétegre helyeztiik.
A differencialatlan sejteket egy hét mulva Gjra izolaltuk a tenyészetbdl, sejt-szuszpenziot
készitettiink, majd friss taplalo sejtrétegre helyeztiikk az igy kapott sejt-szuszpenziot. A
kinétt kolonidkat 5-6 naponként passzaltuk tovabb.

15% SRL-t tartalmazo, bFGF-el és rLIF-el kiegészitett KO-DMEM médiumot hasznéltunk

a sejtvonalak alapitasakor (14.dbra).

2 napos nyul 3 napos nyul
embrié embrié

4 napos nyul

embrié * MEF+zselatin
* nincs ZP
* accutase
* +patkany LIF
* +humén bFGF
* KO-DMEM
* ISCOVE’S
* 15% KO-SR

—

0,5% pronaz
ES sejt kolénia (1. passzizs) letapadt ICM

egér fibroblaszt sejtek

14. abra: A 4 napos nyul blasztocisztdakat borito mucin réteget (MU) és zona pellucidat
(ZP) 0,5 % pronazos emésztést alkalmazva tavolitottuk el. Az embridkat ezt kovetden nyul
ES sejttenyészté6 médiumba (KO-DMEM+ISCOVE'S), mitomycin-C kezelt egér
embriondlis fibroblaszt rétegre helyeztiik. Az ICM csomot accutase oldatban néhany sejtet
tartalmazo kis aggregatumokkad disszocialtattuk, majd friss taplalo sejtrétegre helyeztiik.
15% KO-SRL (FBS helyettesito) oldatot, human fibroblaszt novekedési faktor 2-t (FGF2,
bFGF) tartalmazo, patkany leukémia inhibitor faktorral (rLIF) kiegészitett médiumot

hasznaltunk a sejtek tenyésztése soran.
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6.2.2.A nyul korai embrionalis fejlodését befolyasolo transzkripcios faktorok

expresszio-janak vizsgalata

Munkénkat a nyul pluripotens sejtek differencidlatlan allapotaban vald fenntartasahoz
sziikséges specialis faktorok keresésével folytattuk. 4 napos (I5.dbra), illetve 6 napos
(16.a@bra) nyul embriokban, embrionalis dssejtekben expresszald transzkripcids faktorokra,
specifikus elsédleges ellenanyagokat kerestiink, amiket nyal embridk esetében is
alkalmazni tudtunk. A 6 napos nyul embridoban hiaromféle sejttipus talalhato: a kiilsd
sejtréteg, a trofoblaszt sejtek rétege (TB), és az embrid belsejében lathatd embrioblaszt
sejtiei (E). Az embridblaszt két kiilonbozd sejtrétegre kiiloniil, a hipoblaszt (HY) és
epiblaszt (EP) sejtek rétegére. Az epiblaszt OCT4, SOX2, SSEA-1, LIFR pozitiv sejteket
tartalmaz, a hipoblaszt GATA6 pozitiv sejteket, mig a trofoblaszt sejtek kozt CDX2-t,
GATAG6-ot és LIF receptort (LIFR) expresszalo sejtek talalhatok.

TB E: embri6 diszk (ICM)
. TB: trofoblaszt
ZP: zona pellucida
MU: mucin réteg

/J/ 4 napos nyil embrié

TB zp

15. abra: A négy napos nyul blasztocisztakat mucin réteget (MU) és zona pellucidat (ZP)
veszi koriil. Az embrioban kétféle sejttipus talalhato: a kiilsé sejtréteg, a trofoblaszt sejtek
rétege (TB), és az embrio belsejében ldathato embriodiszk sejtjei (E), ami az egér

embriocsomonak (ICM) feleltetheté meg.
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EP: OCT4, SOX2, SSEA-1, LIFR
HY: GATA6
TB: CDX2, GATA6, LIFR

Anterior R: Rauber’s layer  poctorior

TB L _____EP g

16. abra: Hat napos nyul blasztociszta. Az embrioban kétféle sejttipus talalhato: a kiilso
sejtréteg, a trofoblaszt sejtek rétege (TB), és az embrio belsejében ldathato embriodiszk
sejtjei (E). Az embrio diszk, mas néven az embrioblaszt két kiilonbozo sejtrétegre kiiloniil, a
hipoblaszt (HY) és epiblaszt (EP) sejtek rétegére. Az epiblaszt OCT4, SOX2, SSEA-1, LIFR
pozitiv sejteket tartalmaz, a hipoblaszt GATAG6 pozitiv sejteket, mig a trofoblaszt sejtek kozt
CDX2-t, GATA6-ot és LIF receptort (LIFR) expresszalo sejtek talalhatok.
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6 napos nyul embri6

OCT4/DAPI

16A. abra: Hat napos nyul blasztociszta. Az embrioban kétféle sejttipus talalhato: a kiilso
sejtréteg, a trofoblaszt sejtek rétege (TB), és az embrio belsejében ldathato embriodiszk
sejtiei (E). Az epiblaszt OCT4 porzitiv sejteket tartalmaz, mig a trofoblaszt sejtek kozt

CDX2-t, expresszalo sejtek talalhatok (nyillal jelezve).
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6 napos nyul embrié

'GATAG/DAPL = =

16B. abra: Hat napos nyul blasztociszta. Az embrioban kétféle sejttipus talalhato: a kiilso
sejtréteg, a trofoblaszt sejtek rétege (TB), és az embrio belsejében ldathato embriodiszk
sejtjei (E). Az embrio diszk, mas néven az embrioblaszt, két kiilonbozo sejtrétegre kiiloniil,
a hipoblaszt (HY) és epiblaszt (EP) sejtek rétegére. Az epiblaszt SOX2 pozitiv sejteket a
hipoblaszt GATAG pozitiv sejteket tartalmaz.
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6 napos nyul embrié

SSEA-1/DAPI

16C. abra: Hat napos nyul blasztociszta. Az embrioban kétféle sejttipus talalhato: a kiilso
sejtréteg, a trofoblaszt sejtek rétege (TB), és az embrio belsejében lathato embriodiszk
sejtjei (E). Az embrio csomo SSEA-1 és LIFR pozitiv sejteket tartalmaz, a trofoblaszt sejtek
kozt LIFR expresszalo sejtek is taldlhatok (a nyilak jelzik a LIFR pozitiv sejteket a TB
sejtek kozt).
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.

6 napos nyul embrié

16D. abra: Hat napos nyul blasztociszta. Az embrioban kétféle sejttipus talalhato: a kiilso
sejtréteg, a trofoblaszt sejtek rétege (TB), és az embrio belsejében lathato embriodiszk
sejtjei (E). Az embrio diszk, mas néven az embrioblaszt két kiilonbozo sejtrétegre kiiloniil, a
hipoblaszt (HY) és epiblaszt (EP) sejtek rétegere. Az epiblaszt OCT4, SOX2, SSEA-1, LIFR
porzitiv sejteket tartalmaz, a hipoblaszt GATAG porzitiv sejteket, mig a trofoblaszt sejtek kozt

CDX2-t, GATAG6-ot és LIF receptort (LIFR) expresszadlo sejtek taldlhatok.
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6.2.3.LIF hatasanak vizsgalata a nyul ES sejtek alapitasa soran

Korabbi kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az altalunk létrehozott nyal ES-"like”
sejttenyészeteket csak leukémia inhibitor faktor (LIF) jelenlétében lehetett hosszabb ideig
fenntartani. Ha a médiumot nem egészitettiik ki LIF-el, a sejtek differencialodni kezdtek.
Az egér embriok az egér LIF-el (mLIF) ¢és 20% FCS-el (magzati borju savd) kiegészitett
sejttenyészté médiumban letapadtak a taplalo sejtréteg feliiletére, nem differencialddott
sejteket tartalmazo epiblaszt eredetii kolonidkat kaptunk (13.dbra).

A nyul epiblaszt sejteket patkany LIF-el (rLIF) és/vagy human bFGF-el, 15% SRL-el
(magzati szérum helyett gyarilag elallitott kiegészitd oldat), vagy FCS-el kiegészitett alap
tenyésztd médiumba helyeztiik, egér fibroblaszt rétegre. Nem taldltunk Iényeges
kiilonbséget a letapadt embridcsomok szamaban az eltérd Osszetételli médiumok kozott.
Eltérés mutatkozott azonban a korai passzazsokat kovetden kapott ES-szerli morfoldgiat
mutatd kolonidk szdmaban (18.dbra). A 3. passzdzs utdn azonban mar bFGF kiegészitést is
tartalmazo médiumban kaptunk magasabb szamban koloniakat, ezek azonban az epiblaszt
sejtekre jellemzé morfologiat mutattak. A 6. passzazs utdn differencidlatlan sejteket
tartalmaz6 kolonidkat, azonban mar csak az SRL, bFGF és rLIF kiegészitett médiumban
talaltunk. A KO-DMEM/ISCOV médiumban, amit rat LIF, human bFGF-el, 15% SRL
egészitettiink ki, nyolcadik passzazsig sikeresen fenn tudtuk tartani a nyual ES
sejttenyészeteket. 90% SRL és 10% DMSO oldatban lefagyasztott ES sejtek nagy része

ujra tenyészetbe volt vihetd a felolvasztast kovetden.

61



dc_512 12

~° ,;
g N
8 N
g @
s :
-g S
N

L
- Q
= 7]
g- =
= =
- »
= =

OCT4/DAPI ¥ : OCT4/DAPI

17. abra: Nyul ES “like” koloniak morfologidja az embrionalis dssejt alapitas soran.

A: Letapadt nyul embriocsomo egér tdplalo sejtrétegen, LIF-et tartalmazo tenyészto
médiumban. Az embrio csomo sejtjei kozt talalhatok OCT4 transzkripcios faktort
expresszalo sejtek.

B: Nyul ES “like* sejtkoloniak morfologidja LIF hozzdadasa mellett a 2. passzalast
kovetoen. Az ES koloniat alkoto sejtek nagy része expresszalja a pluripotens sejtekre

jellemzo OCT4 transzkripcios faktort.
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1.
letapadt embriécsomé nyul ESC 1. passzazs nyul ESC 2. passzazs

médium+FBS+bFGF
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18. abra: 1.: Nyul ES “like” kolonidk morfologiaja az embriondlis dssejt alapitds soran.
A, C, D nyul ES “like “ sejtkoloniak morfologidja LIF hozzaadasa nélkiil. B, D, F nyul ES
kolonia alapitas LIF hozzaaddsdt kovetéen. A, B: letapadt ICM; C, D: ES “like” sejt
kolonidk az 1. passzalas utan; E, F: ES “like” koloniak a masodik passzalas soran. (Méret

skala: 250um)

2: Relativ LIF receptor expresszio (qRT PCR) az ES kolonidkban LIF illetve LIF nélkiil
torténd tenyésztes soran. A: letapadt nyul ICM, LIF nélkiil, B: letapadt nyul ICM, +LIF,
C: 1. passzalas utan a nyul ES sejtek, LIF nélkiil, D: 1. passzalas utan a nyul ES sejtek
+LIF, E: 2. passzalas utan a nyul ES sejtek, LIF nélkiil, F: 2. passzaldas utan a nyul ES
sejtek +LIF, PGC: nyul 13,5 napos embriobol izolalt primordidlis dssejtek.
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A leukémia inhibitor faktor (LIF) és receptora (LIFR) olyan citokinek, melyek
nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a blasztociszta bedgyazodasa sordn, és emellett
jelenlétiik az embriondlis dssejt (ES) pluripotens allapotdnak markere. Harom faj — ember,
egér ¢és patkdny - LIFR mRNS-ének 0Osszehasonlitdsdval (CLUTALW) degeneralt
primereket terveztiink. RNS-t izolaltunk a 13,5 napos nyul magzat éppen kialakuloban 1évo
ivarlécébdl. A szekvencia specifikus cDNS felsokszorozasara RT-PCR-t alkalmaztunk. Az
izolalt 526 bazispar hossza fragment 85 szédzalékos homologiat mutatott az egér, 87
szazalékosat az ember ¢és 82 szazalékosat a patkany LIFR szekvencidkkal. Az igy szerzett
informécio alapjan két nyul LIFR gént hordozé BAC klont sikeriilt izolalni. Ezek
felhasznalasaval pedig, in situ hibridicacidos metodikat alkalmazva sikeriilt igazolnunk,
hogy nyul LIF receptor gén az OCUl1pl1.1 régidba épiilt be. Ember esetében a LIFR gén
az 5pl13.1 régidban helyezkedik el, és ez a régid Osszehasonlité human-nyul térképezési
adatok alapjan homolognak tekinthet6 a nyul 11-es kromszomajaval (Korstanje et al.,
1999) (Chantry-Darmon et al., 2003)., ez az eredmény aldtdmasztja, hogy valdban a nytl

crer

informaciot vizsgalataink soran.

19. abra: A FISH analizis négy kiilonbozo BAC klon felhasznaldsaval tortent. Az
eredmények igazoltik, hogy a nyul LIF receptor gén a Il-es nyul kromoszomdn, az

OCUllIpll.1 régioban talalhato.
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6.2.4.Nyul ES sejtek in vitro differencialtatasa

Az in vitro differencialtatassal lehet igazolni azt, hogy az ,,ES like” kolonidkban talalhato
sejtek képesek in vitro mind hdrom csiralemez sejtjeinek a létrehozasara. Ha eltavolitjuk a
tenyésztés soran alkalmazott, a sejtvonalakat taplalo sejtréteget és a differencialodést gatlo
faktorokat, majd megakadalyozzuk, hogy az embrionalis Ossejtek letapadjanak, akkor az
embrionalis Ossejtek kis sejt-csomdceskakat, ugynevezett EB-testeket (csomokat)
formalnak. A csoméban megindul az embriondlis Ossejtek differencialodasa, és a
legkiilonb6zObb, mar elkotelezett sejttipusok alakulnak ki. Az ES sejtek pluripotencidja jol
jellemezhetd azzal, hogy milyen differencidlodott sejttipusok alakulhatnak ki az ¢él6
szervezeten kiviili differencidlédas soran. Fiiggdcseppes technikat alkalmazva sikerdilt
létrehoznunk a nyul ES sejtekbdl EB csomokat, amelyek zselatinnal kezelt petri-csésze
feliiletére letapadtak, s beldlik differencidlodd sejtek vandoroltak ki. Szuszpenzios
tenyészetbdl kiindulva, nyul fibroblaszt kondicionalt tenyésztd médiumot alkalmazva, a
letapadt nytl EB csomokban pulzalo szivizom sejteket lehetett megfigyelni.

Az immuncitokémia analizis és LIFR mRNS expresszids vizsgélat azt igazolja, hogy az
altalunk hosszabb ideig in vitro tenyészetben tartott ,,ES like” sejt kolonidk pluripotens
sejteket tartalmaznak. In vitro differencialtatas soran igazoltuk, hogy a sejtekbol EB
csomok képzddhetnek, s differencialodott sejteket, igy pulzalod szivizom-sejteket is képesek
kialakitani. Ezeket a differencidlodott sejteket a tovabbiakban jellemezni szeretnénk
immuncitokémiai analizissel, hogy megallapitsuk milyen tipust sejteket képesek
létrehozni, képesek-e az ,,ES like” kolonidkban taldlhatd sejtek in vitro mind harom
csiralemez sejtjeinek létrehozéasara. Az in vitro vizsgéalatokkal elézetes adatokat kaphatunk
az in vivo kisérletek elvégzése eldtt arrol, hogy ezek az ,,ES like” sejtek valoban képesek-e

arra, hogy a kiméra embriok minden szovetébe, igy az ivarsejtek koze is beépiiljenek.

65



dc_512 12

6.3. KIMERA NYUL EMBRIOK LETREHOZAS MODSZERENEK OPTIMALIZALASA

2003-ban a nyul kimérdk eldallitasdhoz egy vad tipusu ndstény és a human VIIL
véralvadasi faktorra homozigoéta transzgénikus bak paroztatasabol nyert nyolcsejtes
kompaktalodas eldtti morula egyetlen blasztomerjét juttattuk be mikroinjektalassal egy vad
tipusu 16 sejtes morula perivitellinaris terébe. Az ¢élve sziiletett allatok koziil a PCR
eredmények alapjan négy kiméra volt (ezek kodja: 16, 334, 374 és 375) (20.dbra). A
fenotipusos €és kromoszoéma-vizsgalatok szerint kimérak kozil kettd XX/XX ndsténynek
(16, 374) egy XY/XY himnek (334), illetve egy fiatalon hipogonadiés, de késébb normalis
XX/XY himnek bizonyult (375). Mind a négy allat termékeny ¢és ketté germinalis (ivarsejt)
kiméra is volt. A kimérak szoveti analizisét elvégezve Real Time PCR-rel, a 334-es him
spermiumainak 1,2 szdzaléka hordozta a markergént. A 374. ndstény kevés szamu utddja
kozil egy transzgénikusnak bizonyult. Tehat a 374. ndstény is germindlis kiméra,
petefészek-sejtjeinek 3,4 szazaléka tartalmazta a transzgént (21.dbra).

Mivel a nyul-ES sejtek differencidlodni kezdenek zseltinos felszinen, az ES-sejteket a
kiméra eldallitas el6tt GFP-t expresszalld zold fibroblaszt sejteken novesztettiik, igy az ES-
sejtek a fibroblaszt sejtektdl elkiilonithetdek voltak. Az ES-sejteket transzgénikus nyalbol
szarmaz6 embridbol alapitottuk, igy az ES-sejtekbdl szarmazé utddsejtek a kimérakban is
kimutathatok. A nyal ES-kiméra embriok fejlddését elészor in vitro vizsgaltuk. A kiméra
embriok nagy része tovabb fejlodott, a 16-sejtes embrioba injektalt sejtek nem
befolyéasoltak a kiméra embridk fejlodését A kisérletek kovetkezd részében a kiméra
embridk recipiens anyaba iiltettiik. 120 ES kiméra nydl embri6 recipiens anyaba vald
beiiltetését kovetden 15 0jsziilott nyulat kaptunk, koztiik kiméra utédokat nem taldltunk
(20.dbra).

Az elmult két évben a laboratoriumunkban a hagyomdnyos DNS mikroinjektalasos
transzgenezis mellett lenti virus és transzpozon alapu transzgenezist is elkezdtiik
alkalmazni. Lentivirus alkalmazasakor, bar igen hatékony a transzgenezis, mozaikos
beépiilést kapunk, €s a transzgént nem Ordkitette a transzgénikus alapitd egyed (22.dbra).
A SleepingBeauty (SB) traszpozon-transzpozaz rendszerrel jo hatékonysaggal sikertilt
transzgénikus egér és human embrionalis dssejt vonalakat 1étrehozni (Orban et al., 2009).
Intézetiinkben, a hiperaktiv SB100X transzpozdz ¢és CAGGS/Venus SB transzpozon

alkalmazasaval a Venus transzgént orokité alapitd nyulakat sikeriilt Iétrehozni. Ezek
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embridiban is kimutathaté a Venus fehérje expresszioja, aminek segitségével a nyul ESC,
sejtek beépiilése a nyul kiméra embriokba nyomon kovethetévé valik (23.dbra).(Katter et

al., 2012)

Embrick oottt Ujszilottek  Sziiletet/ mf‘t‘tlk £16 dj-sziilot/  Kiméra
tipusa e szdma  beiiltetett% oo onC beiiltetett % 4llatok szdma
szdma szdma
Kontroll
embriék 52 22 432 18 34,6 -
Blasztomera
kiméra 87 30 34,5 28 32,2 4
embridk
ES kiméra
embriék 120 27 22,5 15 12,5 0

Kontroll embriék ES kiméra embriok ES kiméra embridk

20. dbra: Osszesen 87 embrié mikroinjektdlasa tortént meg, ezek 32%-a sziiletett élve. Ez
hasonlo a nem injektalt embriok sziiletési aranydhoz (34 %), ami azt jelenti, hogy a
mikroinjetaldssal tortéeno manipulacio adataink szerint nem rontja az embriok sziiletési
esélyeit, a kiméra embriok nagy része tovabb fejlodott, a 16-sejtes embrioba injektalt sejtek
nem befolydsoltak a kiméra embriok fejlodését. 120 ES kiméra nyul embrio recipiens
anyaba valo beiiltetését kovetoen 15 ujsziilott nyulat kaptunk, koztiik kiméra utodokat nem

talaltunk.
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Y kromoszémat tartalmazo nyul sejt X kromoszémat tartalmazé nyil sejt
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g % ¥,  e2e 7§
o b ‘z\ it \%Q c;. d’
< Q - - =
Kiméra PCR eredmény metafizisos metafizisos
iolilése Anya Apa Neme kromoszéma kromoszéma
J Fiil Vér  Sperma alapjin Y% alapjin X%
#16 16 Tr-VIIIF néstény pozitiv negativ -- 0 100
#334 18 Tr-VIIIF him pozitiv pozitlv  pozitiv 100 0
#374 23 Tr-VIIIF néstény pozitiv negativ -- 0 100
#375 23 Tr-VIIIF  hipogonadids  pozitiv pozitiv  pozitiv 20,5 79,5

21. abra: Az élve sziiletett dllatok koziil a PCR eredmények alapjan négy kiméra volt
(kiméra dllatok kodja: 16, 334, 374, 375.). A komplett mitozisokat (2n=44) analizdalva
meghatarozhato a legkisebb akrocentrikus kromoszomak szama. Kilenc kis akrocentrikus
kromoszoma (egy-egy par 18, 19, 20, 20, 21 és Y) esetében a sejt XY-, nyolc ilyen
kromoszoma esetében pedig XX genotipusu. A vizsgalt kiméra nyulak mindegyike, még a

fiatalon hipogonadias XX/XY bak is fertilis volt.
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Alapiték EGFP expr aloé / Tra énikus*/
P megsziiletett nyil megsziiletett nyul
SIV? B 1/70 1/70
him
SIV7IT 0/85 1/85
him
LS 0123 123
him
7
SIV10 JBK 037 037

néstény

B2 B3
e :_A'l %
.

22. dabra: A.: EGFP expresszio detektdilasa a SIV BT him transzgénikus nyulban. B.:
EGFP expresszio detektdalasa a SIV-EGFP transzgénikus 14 napos nyul embriokban. BlI-
B2: SIV-EGFP transzgénikus embriok. B3: SIV-EGFP transzgénikus nyul embrio
placentaja. B4: SIV-EGFP transzgénikus nyul embrio szikzacskoja. CI-C2: nem
transzgénikus 14 napos nyul embrio.

D.: Spermatogenezis vizsgalata a SIV BT him transzgénikus nyulban. DI: a here
seminiferus tubulusok szaggitalis metszete. D2: EGFP-t expresszalo spermatidak, Leydig
sejtek, és sima izom sejtek (hematoxylin-eosin festés). a: spermatogonium b: spermatida c:
spermatida éré fazisban d: sperma e: sima izomsejt f: Leydig sejt D2: EGFP és DAPI

megjelenitése D3: DAPI magfestés D4: EGFP expresszio (Méret skala: 50 m)
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23. abra: A SleepingBeauty (SB) hiperaktiv SB100X transzpozdz és CAGGS/Venus SB
transzpozon alkalmazasaval a Venus transzgént Orokito alapito nyulakat sikeriilt
létrehozni. Ezek embrioiban is kimutathato a Venus fehérje expresszioja, aminek

segitségével a nyul ES sejtek beépiilése a nyul kiméra embriokban nyomon kévethetové

valik.
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6.4. AZEGERESNYULES SEJTEK PLURIPOTENCIAJAT BEFOLYASOLO MIKRO RNS-EK

HATASANAK VIZSGALATA

6.4.1.MiR 290-es klaszter tultermeltetésének hatasa egér ES sejtek pluripotencidjara

A miR-290-295 klaszter miRNS kodold részét klonoztuk, és a teljes miRNS klasztert
konstitutivan €s stabilan taltermeld egér ES sejtvonalakat hoztunk létre (#1, #2 és #3). A
kivalasztott #1, #2 és #3 ES vonalakban a miR-290 expresszié 1,71- 1,93- és 2,37-szeres
novekedését mértiik a kontroll (lires vektorral és PBS-el transzfektalt) ES sejtekkel
Osszehasonlitva (24.abra). #2 és #3 ES vonalak koldnia formalasi képessége nem mutatott
eltérést a kontroll A és B vonalakkal 6sszehasonlitva, ha a sejteket a szokasos, 15% FBS-el
(magzati borju savd) €s LIF-el (leukemia inhibitor faktor) kiegészitett tapoldatban
tenyésztettiik, amit a sejtek magas endogén miR-290-295 szintjével magyarazhatunk.
Masodik lépésként Osszevetettilk, hogy a transzgénikus és a kontroll ES sejtvonalak
hogyan reagalnak a hosszabb idejii szérum megvonasra. A sejtvonalakat kolonia képzését
AP festéssel kovettiik nyomon. A szérum szint csokkentésekor (FCS 2%) a miR-290-295
tal expresszald sejtvonalak kolonidi erdsebben festddtek az embriondlis alkalikus
foszfatdzra specifikus festékkel (AP) mint az A és B kontroll sejtvonalak (25.dbra).A 15%
FCS-el kiegészitett tapoldatban a kontroll B ES sejtkoloniak elveszitették kerek, kompakt
morfoldgiajukat, mig a miR-290-295 klasztert tul expresszalo #2 és #3 kolonidk tovabbra
1s az embrionalis OJssejtekre jellemzd tipikus morfologiat mutattdk. Alacsony
szérumkoncentracié mellett tenyésztetve, 6t nap elteltével a transzgénikus és a kontroll ES
sejtek egyarant nagy mértékli differencidloddst mutattak, ami azt jelzi, hogy a
miR-290-295 klaszter ilyen kis mértékii tal expresszaltatisa nem elegendd a

differencialodas meggatlasahoz (26.dabra).
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24. abra: Az #1, #2 és #3 jelii ES sejtvonalak miR-290 expresszioja 1,71; 1,93, és 2,37-szer
magasabb mint a vizsgalt kontrollok atlaga. Kontrollként PBS-el elektroporaldsbol
szarmazo sejtvonalakat (A,B,C) és iires vektorral elektroporalt ES sejtvonalakat (vektorl
és vektor2) hasznaltunk. A p értékek szamitasanal az osszes hasznalt kontroll mérési

eredményeinek datlagat vettiik figyelembe.

120 15% FCS 2% FCS

100 r—:1 p=0,011
B _I_ ™ p=0,014

80 -

60 {I~L

40

20

0

A B

AP+ koldniak szazalékor aranya

>
#2 #3\00, #2 #3 qufb A B
> >
\& kontrollok & kontrollok
\\o\ \{\o\\
S IS
NS «©

25. dabra: A szérum szint csokkentésekor (FCS 2%) a miR-290-295 tul expresszalo
sejtvonalak kolonidi erdsebben festodtek az embrionalis alkalikus foszfatazra specifikus

festékkel (AP) mint az A és B kontroll sejtvonalak.
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#2-15%FCS #2-2%FCS A-15%FCS A-2%FCS

#3-15%FCS #3-2%FCS B-15%FCS

v

26. dabra: A miR-290-295 nem képes a differencialodas megallitasara, csak a folyamat
lassitasara. A miR-290-295 tultermelo ES sejtvonalak kolonidi szép kompaktak, kerek
széliiek és AP festésre pozitivak, a 15% szérum tartalmu tapoldatban, zselatinnal boritott
felszinen. Ezzel szemben az A és B kontroll ES sejtvonalak kolonidi sokszor

differencialodott sejteket tartalmaznak a koloniak szélen. Szérum megvondsakor minden

vizsgalt sejtvonal differencialodni kezd. (Méret skala: 250um)

A Tagman® Low-density Array (TLDA, Applied Biosystems) egyik kereskedelmi
forgalomban 1év6 véltozata (egér Stem Cell Pluripotency Panel’) 90 pluripotencia és korai
differenciacios faktor valamint 6 belsé kontroll gén mRNS expressziojat méri TagMan
alapt qPCR eljarassal. Ez a technika alkalmas arra, hogy megkozelitd képet kapjunk arrol,
hogyan hat a vizsgalt miRNS klaszter tultermelése az dssejtek transzkriptomjara. Az
eredmények alapjan a kartyan talalhaté géneket két f6 csoportba osztottuk. Az elso
kategoriaba tartozé gének magas kifejezOdést mutattak a kontrollként hasznalt A, B és C
ES vonalakban, mig expresszidjuk jelentdsen csokkent a miR-209-295 taltermeld #2 és #3
ES sejtvonalakban. Ebbe a csoportba foként a korai elkotelezodésre jellemzd gének
tartoznak: Actcl, FoxA2, Desmin, Fgf5 (endoderma differencialodés), Brachyury (T), Fltl
(mezoderma differencialodéds), Gal, Noggin, Nestin (neuroektoderma, neurdlis
progenitorok) valamint Cdx2, Eomes és Geml (trofoblaszt markerek). A masodik csoportba
soroltuk azokat a géneket, amelyeknek a kifejezddése nem szignifikdnsan emelkedett, vagy

nem valtozott miR-290-295 tultermelés hatdsira. Ide foként Ossejt-specifikus gének
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tartoznak: Pou5fl, Sox2 és Fgf4, FoxD3, Lin28, Cd9, Utfl, Zfp42 és Lifr. A Brachyury

expresszio eltérését fehérje szinten immunfestéssel igazoltuk (27.dbra) (28.dbra) .

Collal-Mm008016EE gl

Lomes-Mn01251585 ml

Nes-Mm00450205_wl Kklaszter 1

Des-Mm00802455 ml . ge ez sy

Gal -Mm0042505€ ml klaszter 1 Korai differencidcios markerek

€A mn00432447 (Flt1, Cdx2, Brachyury)

Neurodl-Mm01$46€04_s1

Tg£4-tn00438517_ml
Sox2-Mn00400265 51 Klaszter 2
PouSt1-Mm00ES81TS_gH
klaszter 2 és klaszter 3
Pluripotencia markerek
Sox2, Oct4, Lin28, Utfl, Lifr, Z{p42
11656-Mn004256€0_nl
Foxd2-Hn02384867_s1
Ghx2-Mn00454578_nl
Lin28-Mn00524077 ml
Kit-Mn00445212 w1
Lefey2-tn00774547_nl
6b7-Mn01306724_ml
Tert-Mn00426521 nl Klaszter 3
Leftyl-Mn00420615_ml
1£itm1-Mn00850040_gL
I£ itn2-Mn00850080 gl
Ut£1-Mn00447703_g1 i ied Bi
Lifx-#n00442540 ml Taqman' Low QeM{WArray’ (?"LDA), Applied Bzos'ystems )
2€p42-Mn01194080_gl 90 pluripotencia/differencidcios marker, 6 endogén kontroll gén

27. dbra: Ossejt- és korai differencialodas specifikus gének expressziés analizise.

Az Ossejt specifikus és a korai differencidaloddsra jellemzé gének expressziojat TagMan
alapu qPCR-el meértiik (TagMan alacsony denzitasu array). Az eredményt heatmap
formdjaban mutatja be az abra. 90 gén és 6 endogen kontroll expressziojat kvantifikaltuk.
‘Klaszter 1’-be soroltuk azokat a géneket, melyeknek az expresszios szintje magasabb a
kontroll ES sejtvonalakban, mint a transzgénikus #2 és #3 vonalakban. Ide tartozik szamos
korai differencialodast jelzo6 marker: Actcl, Collal, Eomes, Nes, Des, Gal, Nog, Cdx2,
Fltl, Fgf5 és Brachyury. ‘Klaszter 2’-be soroltuk azokat a géneket, melyeknek az
expresszioja magasabb a miR-290-295 tultermelo sejtekben. Végiil ‘Klaszter 3°-ba keriiltek
azok a gének, melyek nem mutattak expresszios kiilonbséget a kontroll és minta sejtvonalak
kozott. Klaszter 2 és Klaszter 3 tobbnyire az 6ssejtekre jellemzo géneket foglalja magaban.
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28. dbra: Ossejt- és korai differencialodas specifikus gének expressziés analizise.

A: A transzgénikus ES vonalak kissé emelkedett mértékben fejezik ki az Oct4, a Nanog, a
Zfp42 pluripotencia markereket, ezzel parhuzamosan Kdrl és Brachyury differencialodasi
markerek expresszioja alacsonyabb.

B: A vizsgalt ossejtvonalak koloniait nanogra, nesztinre vagy brachyury-ra specifikus
ellenanyaggal festettiik. A qPCR eredmények alapjan Nanog minden hasznalt
ossejtvonalban egyforman expresszalt, az immunfestés eredményei ezt fehérje szinten is
igazoljak. Ugyanakkor brachyury fehérje alacsonyabb mértékben van jelen a miR-290-295
tulexpresszalo Ossejt koloniakban, ami alatamasztia a mRNS szintii mérés eredményeit. A

keék festédés (DAPI) a sejtmagot mutatja, A nanog, nesztin és brachyury specifikus festés
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voros szini. Az egy csillagos nyil egy fibroblasztra mutat, ami expresszalja a nesztin
fehérjét, szemben az dssejt koloniaval, amely nem mutat nesztin expressziot. A két csillagos

nyil az ES koloniara mutat, amelyen csak a sejtmagok latszanak DAPI festéssel. (Méret

skala: 50um)

Abbol a célbol, hogy megallapitsuk, a miR-290-295 klaszter részt vesz-e a sejtciklus
szabalyozasaban, propidium-jodidos festéssel megmeértiik a sejtciklus fazisok ardnyat a
miR-290-295 taltermeld ES vonalakban (#1, #2 és #3) valamint a kontroll ES vonalakban
(vektorl, és A). A szérumszint csokkentésekor a #3 ES vonal 8%-o0s novekedést mutatott a
DNS szintézis (S) fazisban, 5% csokkenést a GO/G1 fazisban és 4% csokkenést a G2/M
fazisban, ami Osszhangban 4all a DGCR8 mutans ES sejtek sejtciklus valtozasainak
adataival. Az eredmények alapjan miR-290-295 t6bb ponton is befolyasolja a sejtciklust. A
G1-S ellendrzési pont gatlasa mellett eldsegitheti a G2-M atmenetet, ezaltal felgyorsitja a

sejtciklust és ezzel egyiitt a sejtosztoédast (29.dbra) (30.abra)

15% FCS
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29. abra: A miR-290-295 klasztert tultermelo dssejtvonalak sejtciklusanak eltérései.

A: miR-290-295 tultermelo #1, #2 és #3-as sejtvonalakat, valamint az "A’ kontroll és az
tires vektorral transzfektalt ’vektor 1’ konmtroll ossejtvonalak sejtciklus fazis eloszlasat
hasonlitottuk 6ssze. Nem talaltunk kiilonbseget, amikor a sejteket normal, 15% szérum
koncentracio mellett tenyésztettiik.

B: Amikor a sejteket 2% szérum koncentracio mellett tenyésztettiik, a miR-290-295
tultermel6 vonalakban az S fazisu sejtek szignifikans felszaporodasat figyeltiik meg, mig a
G2/M fazisu sejtek aranya csokkent. A #1 sejtvonal nem mutatja az emlitett valtozasokat,

valosziniileg azért, mert miR-290-295 expresszioja nem elég kifejezett.

Y
G1 S
miR-290-295
——» pluripotencia
klaszter
G2/M
A

30. dbra: A miR-290-295 és a pluripotencia szabdlyozas modellje egér embriondlis
ossejtekben.

A miR-290-295 klaszter miRNS-ei kozvetleniil gatoljak a sejtciklus egyes negativ
szabalyozoit. A sejtciklus ezaltal konnyebben atfut az ellendrzé pontokon (G1/S vagy G2/
M), és a sejtciklus felgyorsul és a sejtek proliferacios ideje lerovidiil. Mindez hozzdjarul a

pluripotens sejtekre jellemzo rovid sejtciklus, amiben nincs jelen G1.
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6.4.2.Egér és nyul 6ssejt specifikus miRNS-ek dsszehasonlitasa

Az egér miR-290-295 klaszter hét prekurzort tartalmaz az Nlrpl2 gén szomszédsagéban,
ezek sorrendben: miR-290, miR-291a, miR-292, miR-291b, miR-293, miR-294 ¢&s
miR-295. A humén klaszter pozicidja hasonld, de a klaszter révidebb, csak harom tagbol
all, ezek: miR-371, miR-372 és miR-373 (miR-371-373 klaszter). A szekvenciat a Tandem
Repeat Finder szoftver segitségével analizaltuk, valamint 6nmagaval is 6sszehasonlitottuk.
A duplikalt régio elsd része tartalmazza a miR-290, miR-291a, miR-291b és miR-292
prekurzorokat, mig az ismétlédés masodik szakaszarél miR-293, miR-294 és miR-295
keletkezik. Harom kiilonb6z6 szekvenciaelemzd program két, egymashoz nagyon hasonlo
csoportot kiilonitett el a klaszteren beliil. Az egyik csoportba a miR-290, a miR-292, a
miR-293, a miR-295, a masik csoportba a mir-291a, a miR-291b, a miR-294 tartozik.
Osszegezve az ismétlddd elemek és a szekvenciaelemzés eredményeit, valdsziniileg
miR-290 és/vagy miR-291a lehet a miR-290-295 klaszter legdsibb tagja. A miR-290-291a
duplikécigjaval johetett 1étre miR-292 és miR-291b, majd ez a négy miRNS részlegesen
megkettdzodott, €s létrehozta a miR-290-295 klasztert a mai ismert formaban. Az egér
miR-290-295 klaszter homologjai emberben két, egymashoz kozeli régidban
lokalizalodnak: ezek koziil az egyik a mar ismert homolég miR-371-373 klaszter, a masik
pedig az alacsonyabb szintii egyezést mutaté miR-512 klaszter (31.dbra)

Nyul embridkban és nyul ES sejtekben vizsgaltuk az &ssejt specifikus miRNS-ek
expressziojat. Nyul ES sejtekben a miR302a, miR302b és a miR367 esetében magas, mig a
miR294 esetében alacsony expressziot kaptunk. Egér specifikus miR290, miR295 primert,
valamint human specifikus miR371, miR373 primert alkalmazva, nem tudtunk kimutatni
miRNS expressziot a nytl dssejtekben.

Mivel egyetlen bazisnyi eltérés az érett miRNS szekvenciajaban befolyasolhatja, hogy ki
tudjuk-e mutatni az ortolég gének alapjan tervezett primerrel az adott fajban 1évé miRNS
expressziojat, sziikségiink volt a specifikus nyal miRNS szekvencidkra. SOLID alapu
szekvenalast végeztettiink kiilonbozé nyul szovetekbdl, embriokbol szarmazé RNS
mintdkat felhasznalva. Az igy kapott SOLID szekvencidk alapjan, szarvasmarha, human és
egér miRNS adatbazist felhaszndlva kerestiink homoldg nydl miRNS-eket. Megnéztiik,
hogy a SOLID szekvencidkat tartalmazd adatbazisban, hany ismert mikroRNS

expresszigjat lehet kimutatni az altalunk vizsgélt mintdkban. Meghataroztuk, hogy a nytl
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specifikus miRNS-el adott hasonlésdg alapjan milyen aranyban lehet homolég

szarvasmarha (bta-miR), human (hsa-miR), illetve egér (mmu-miR) szekvenciat talalni.

Chr7
egér
T

L 1
i 1 I 1

I I } I -
miR-290 miR-291a miR-292 miR-291b miR-293 miR-294 miR-295
1 . J L T !

human
Chr19
-
I N (NN NERRE NN |
miR-371 miR-372 miR-373 miR-512 klaszter
nyul
Chr 15 Y

miR-302b miR-302¢ miR-302a miR-302d miR-367

0.674 kb

ChrUn0226 (reverse strand) Ilylil

5" miR-204 miR-292/290 miR-520e miR-498 miR-512-1 miR-512-11 3

9.594 kb
_—

12.853 kb

31. abra: A hét miRNS prekurzorrdl tiz érett miRNS keletkezik, melyek egy miRNS csaladba
tartoznak, és szekvenciajuk nagyon hasonlo. Az ismétlodo genomi szakaszok szekvencia
analizise alapjan miR-290-291a lehetett a klaszter Ose. Valdsziniileg miR-290-291a
megkettozodésével jott létre miR-292-291b. Egy mdsodik duplikacios esemény (miR-290),
miR-291a és miR-292 részvételével) vezethetett miR-293, miR-294, es miR-295
kialakulasahoz, igy létrejott a klaszter mai formdja. A human miR-371 valosziniileg
miR-290-bol szarmazik, mig a miR-512 6se a miR-371 lehet. A miR-512-516 klaszter nem
mas, mint egy hosszu tandem ismétlodo szekvencia, melyben megrovidiilt LTR szekvencidk
valasztjak el egymdstol a miR-519 szamos kopiat, valamint a miR-512 ket ismétlodeését. A
fekete téglalapok azokat a prekurzorokat jelzik, melyek a miR-290-bdl erednek, és a fehér
téglalapok mutatjak azokat a miRNS prekurzorokat, melyek a miR-291a-bol szarmaznak. A
miR-519 ismétlodeések, a miR-372 és a miR-373 eredete homdlyos (sziirke téglalapokkal

jelezve). A nyul genomban a miR-302-es klaszter Osszes elemét, illetve néhdany miR-290
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klaszter elemet (ocu-miR-290-5p, ocu-miR-292-3p és ocu-miR-294-3p) és néhany a human
CIIMC klaszterben talalhato (ocu-miR-512, ocu-miR-498 and ocu-miR-520e) elemet
talaltunk. A nyul miR 302-es klaszter nagy foku homoldgiat mutat az egér és human
miR-302-es klaszterrel, mind az érett, mind pedig pre-mikroRNS szinten. A nyul miR-290
klaszter az egér miR-290-es klaszterrel és human miR-371-es klaszterrel mutat homologiat,

és egyben megtalalhato a human C19MC klaszter néhany eleme is.

Meghatarozhat6é az is, hogy a szarvasmarha, humdn, vagy az egér adatbazissal mutat-e
nagyobb hasonlosdgot a nyul miRNS-eket tartalmazdo SOLID adatbazisunk. Az
Osszehasonlitds alapjan elmondhatd, hogy a humén miRNS adatbazissal torténd
Osszehasonlitds soran kaptuk a legnagyobb hasonlosagot a nyul miRNS szekvencidkat
tartalmazé SOLID adatbazisunkhoz.

A SOLID szekvencia adatbazisunkbol meghatarozhat6 az is, hogy az expresszal6 miRNS-
ek milyen aranyban taldlhatok a kiilonb6z6 mintdkban. Ez alapjan megadhatoak azok a
miRNS-ek amik a korai embridkra, illetve nyul ES sejtekre jellemz06 expressziot mutatnak.
Szamos embrionalis €s Ossejt specifikus nyul miRNS pontos szekvencidjat meg tudtuk
hatarozni (miR 302a, miR302b, miR302¢, miR302d, miR290-5p, miR292-3p, miR-294,
miR-371, miR-512). Megallapithato, hogy a miR302 klaszter tagjai mutatnak magasabb
expresszios szintet a nyul ES sejtekben, a miR 290 kalszter tagjai feltételezhetden a korai

embrionalis fejlédés soran jatszhatnak fontos szerepet. (32.dbra)
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Relativ expresszi6 /miR-191

—o— ocu-miR-290 klaszter
-0~ ocu-miR-302 klaszter

petesejt 1-sejtes 8-sejtes 3.5nap 4.5nap 6 nap

25

Relativ expresszié /miR-191

—o— ocu-miR-290 Kklaszter

-0~ ocu-miR-302 klaszter

o

ES/2X ES/3X ES/4X ES/5X

32. abra: Az eredményeink validaldsdara meghataroztuk az ossejtspecifikus nyul miRNS-ek

expresszios szintjét nyul ossejtekben, eltéro passzazsszamoknal. Megdallapitottuk, hogy a

miR302 klaszter tagjai mutatnak magasabb expresszios szintet a nyul ES sejtekben, a miR

290 klaszter tagjai feltételezhetéen a korai embrionalis fejlodés soran jatszhatnak fontos

Szerepet.
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7.  UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A PhD munkdm soran kidolgozott tetraploid komplementacids technikéat 6tvozve,
sikeriilt elére meghatarozott nemmel rendelkezd, kettes és harmas iker egereket

létrehoznom.

2. Sikeriilt igazolnom, hogy a LIF és LIFR fontos szerepet jatszik a nyul korai
embrionalis fejlédésében és a pluripotens embriondlis eredetii nyul Jssejtek

pluripotencidjanak fenntartasaban.

3. Igazoltam, hogy mig az egér miR-290 mikroRNS klaszter elemei eldsegitik az egér
ES sejtek pluripotencidjanak megdrzését a sejtciklus szabalyozasan és a korai
differencidlodas gatlasan keresztiil, addig a nyul miR-290 klaszter elemei inkédbb a nyul

korai embrionalis fejlédésében jatszanak fontos szerepet.
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8. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A tetraploid gazda embridk és embriondlis dssejtek felhasznalasaval torténd aggregacios
kiméra technikat alkalmazva sikeriilt elére meghatarozott nemmel rendelkezd, kettes és
harmas iker egereket létrehoznom. Ellentétben a sejtmag atiiltetéses klonozassal, ahol
mitokondrialis heterogenitas mutathatd ki a klénozott allatokban, az altalam alkalmazott
technika segitségével létrehozott iker egerek mind mitokondrialis, mind pedig sejtmagi
DNS tekintetében azonosak egymassal. Ez a technoldgia alkalmas olyan identikus iker
egerek létrehozasara, amelyek humén egypetéjii ikreken végzett epigenetikai vizsgalatok
kontrolljaként alkalmazhatoak.

Az Ossejtkutatas teriiletén tobb, a pluripotenciat befolyasold gén, illetve mikroRNS
expresszios mintdzatanak feltérképezését célzo kutatdsban vettem részt egér, nyul és
humén embriondlis dssejteket, illetve egér mesenchymalis dssejteket vizsgalva. Az egér és
nyul embriok korai embrionalis fejlédésében, illetve a pluripotencia fenntartdsaban
szerepet jatszo leukémia inhibitor faktornak (LIF) és receptoranak (LIFR) vizsgalata soran,
sikeriilt igazolnom, hogy a LIF és LIFR fontos szerepet jatszik mind az egér, mind a nyul
korai embriondlis fejlddésében, az egér és a nyul pluripotens Ossejtek (ES sejtek)
pluripotencidjanak fenntartdsaban.

Az Ossejt specifikus miRNS-ek szerepét vizsgadlva igazoltam, hogy mig az egér
miR-290-es miRNS klaszter elemei eldsegitik az egér ES sejtek pluripotencidjanak
megOrzését a sejtciklus szabalyozasan ¢€s a korai differencialddas gatlasan keresztiil, addig
a nyul miR-290-es klaszter elemei a korai embrionalis fejlédés soran tdltenek be irdnyitd
szerepet, ezzel parhuzamosan a miR-302-es klaszter jelenlétét figyeltik meg a nyul ES

sejtekben.

83



dc_512 12

9. AZERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK JEGYZEKE
9.1. ANGOLNYELVU TUDOMANYOS FOLYOIRATOK

Tancos, Zs., Nemes, Cs., Polgar, Zs., Gocza, E., Daniel, N., Stout, T. A. E, Maraghechi, P..
Pirity, M. K., Osteil, P., Tapponnier, Y., Markossian S., Godet M., Afanassieff M., Bosze
Zs., Duranthon, V., Savatier P., Dinnyes A. (2012): Generation of rabbit pluripotent
stem cell lines. Review, Theriogenology, 78(8):1774-86. IF: 2,045

Lichner, Zs., Péll, E., Kerekes, A., Pallinger, E., Maraghechi, P., Bésze, Zs., Gécza, E.
(2011): The miR-290-295 cluster promotes pluripotency maintenance by regulating cell
cycle phase distribution in mouse embryonic stem cells. Differentiation, 81(1):11-24.
IF: 2,807

Hiripi, L., Negre, D., Cosset, F-L., Kvell, K., Czompdly, T., Baranyi ,M., Gé6cza, E.,
Hoffmann, O., Bender, B., Bésze, Zs. (2010): Transgenic rabbit production with simian
immunodeficiency virus-derived lentiviral vector. Transgenic Research 19:799-808. IF:
2,569

Catunda, A.P., Gécza E., Carstea ,V.B., Hiripi, L., Hayes, H., Rogel-Gaillard C., Bertaud,
M., Bdsze, Zs. (2008): Characterization, chromosomal assignment and role of LIFR in
early embryogenesis and stem cell establishment of rabbit. Cloning Stem Cells, 10/4,
pp. 523-34. IF: 2,622

Carstea, V.B., Lemos, A.P.C., Ilie, D., Varga, L., Bodd, Sz., Kovacs, A., Bdsze, Zs., Gocza,
E. (2007): Production of identical mouse twins and a triplet with predicted gender.
Cloning and Stem Cells, 9/2, pp. 247-56. IF: 2,937

Bodo, Sz., Gocza, E., Révay, T., Hiripi, L., Carstea, B., Kovécs, A., Bodrogi, L., Bbsze,
Zs. (2004): Production of transgenic chimeric rabbits and transmission of the transgene
through the germline. Molecular Reproduction and Development 68, pp. 435-440. IF:
2,331

9.2. KONYVFEJEZETEK

84



dc_512 12

Yousef, G. M., Lichner, Zs., Gocza, E. (2013): Maintenance of pluripotency in mouse
embryonic stem cells with microRNAs. Springer, book chapter, Editor: E. Hayat (in
press)

Sagi L., Gocza E., Kovacs K. (2011): Plain Facts about GMOs.: Hungarian white paper.
(Szerk: Balazs E., Dudits D., Sagi L.,), Barabads Zoltan Federation of Biotechnology,
Tisza Press Nyomda, ISBN:978 963-08 -1066-1, pp. 18-33.

Sagi L., Gécza E., Kovacs K. (2011): A genetikailag modositott szervezetek eldallitasanak
modszerei “Genetikailag modositott ¢l6lények (gmo-k) a tények tlikrében. Magyar
Fehér Konyv* (Szerk: Balazs E., Dudits D., Sagi L.,), Tisza Press Nyomda, ISBN
978-963-08-1065-4, pp. 18-35.

Gocza, E., Bdsze, Zs. (2009): Derivation and Characterization of Rabbit Embryonic Stem
Cells in “Houdebine L.-M. and J. Fan (eds.), Rabbit Biotechnology: Rabbit Genomics,
Transgenesis, Cloning and Models”, © Springer Science + Business Media B.V. pp.
77-104.

Boésze Zs., Gocza E. (2005): Transzgénikus haszonallatok eldallitasanak lehetdségei és
céljai. ,,Mezbgazdasagi Biotechnologia.” (Szerk: Heszky L., Fésiis L., Hornok L),
Agroinform Kiado, Magyarorszag, 2005, ISBN: 963 502 8377. pp. 264-286.

9.3. MAGYAR NYELVU, TUDOMANYOS FOLYOIRATOK

Carstea V.B., Lemos A.P.C., Ilie, D., Bodo6 Sz., Kovacs A., Bdsze Zs., Gocza E. (2006): Az
ivar atforditas lehet6ségének vizsgalata egér kimérak alkalmazasaval. Allattenyésztés és
Takarmanyozés 55./5. pp. 501-504.

Bodrogi L., Bod6 Sz., Gécza E., Carstea B., Hiripi L. ,Révay T., Kovécs A., Bdsze Zs.
(2004): Ivarsejt kiméra nyulak létrehozédsa mikroinjektaldsos modszerrel.
Allattenyésztés és takarmanyozas. 53/2. pp. 174-177.

Baranyai B., Gécza E., Bodo Sz. (2004): Biopszialt egér €és szarvasmarha embriok
vitrifikalasa mikrocsepp technikaval. Allattenyésztés és takarmanyozas. 53/2. pp.
169-170.

Gocza Elen (2004): Embrionalis dssejtek és Ossejt-vonalak. Magyar Tudomany 2004/3.
pp- 285-291.

85



dc_512 12

9.4. MAGYARNYELVU, ISMERETTERJESZTO FOLYOIRATOK

Goécza E. (2003): Ossejtkutatas: Az Sssejtek boleséje. Elet és Tudomany 18. pp. 550-553.

Gécza E. (2003): Ossejtkutatas: Sejtsorsok. Elet és Tudomany 19. pp. 591-593.

Gocza E. (1999): Uj lehetdségek az emberi transzplanticiés terapiaban.
Természettudomanyi Ko6zlony 130/4. pp. 183-184.

Gocza E. (1998): Emldsallatok futoszalagon. Természettudomanyi Kozlony pp. 129/4.
166-168.

Gocza E. (1997): Transzgénikus pluripotens embriondlis eredetli Os-sejtvonalak
alkalmazasa. Allattartok magazinja. 11/7. pp. 6-7.

Gocza, E. (1997): Emlds allatok klonozasa. Természettudomanyi Kozlony 128/8. pp.
352-356.

10. EGYEB SAJAT KOZLEMENYEK JEGYZEKE
10.1. ANGOL NYELVU TUDOMANYOS FOLYOIRATOK

Sagi B, Maraghechi P, Urban VS, Hegyi B, Szigeti A, Fajka-Boja R, Kudlik G, Német K,
Monostori E, Gocza E, Uher F. (2012): Positional identity of murine mesenchymal stem
cells resident in different organs is determined in the postsegmentation mesoderm. Stem
Cells Dev., 21(5):814-28. IF: 4,459

Orban, TI, Apati, A, Németh, A, Varga, N, Krizsik, V, Schamberger, A, Szebényi, K, Erdei,
Z, Varady, G, Karaszi, E, Homolya, L, Német, K, Gocza, E, Miskey, C, Matés, L, Ivics,
Z, lzsvak, Z, Sarkadi, B. (2009): Applying a "double-feature" promoter to identify
cardiomyocytes differentiated from human embryonic stem cells following transposon-
based gene delivery. Stem Cells, 27(5):1077-87. IF: 7,747

Varga, B., Hadinger, N., Gocza, E, Dulberg, V., Madarasz E., Herberth, B. (2008):
Generation of diverse neuronal subtypes in cloned populations of stem-like cells.
Journal: BMC Developmental Biology, 22/8:89. PMID: 18808670 IF: 3,079

Urban, V., Kiss, J., Kovacs, J., Gécza, E., Vas, V., Monostori, E., Uher, F. (2008):
Mesenchymal stem cells cooperate with bone marrow cells in therapy of diabetes. Stem

Cells, 26(1):244-53. IF: 7,741

86



dc_512 12

Kornyei, Zs., Gécza, E., Riihl, Voros, E., Orsolits, B., Szab6, B., Véagovits, B., Madarasz,
E. (2007): Astroglia-derived retinoic acid is a key factor in glia induced neurogenesis.
FASEB Journal, 10, pp. 2496-509. IF: 6,791

Kornyei, Zs., Szlavik, V., Szabo, B., Gécza, E., Czirok, A., Madarasz, E. (2005): Humoral
and contact interactions in astroglia/stem cell co-cultures in the course of glia-induced
neurogenesis. Glia, 49/3, pp. 430-44. IF: 4,276

Baranyai, B., Bodd, Sz., Dinny¢s, A., Gocza, E. (2005): Vitrification of biopsied mouse
embryos. Acta Veterinaria Hungarica 53/1, pp. 103-112. IF: 0,53

87



dc_512 12

11. KOSZONET NYILVANITAS

A dolgozat elkészitéséhez sziikséges kisérleteket a Mezdgazdasagi Biotechnologiai
Kutatokozpontban végeztem. Koszoném Dr. Solti Laszlonak az Allatbiotechnologiai
Intézet egykori igazgatdjanak, Dr. Baldzs Ervinnek, Dr. Nagy Ferencnek, Dr. Kiss Gyorgy
Botondnak ¢és Dr. Burgyan Jozsetnek, az MBK volt és jelenlegi féigazgatdinak, hogy
lehetdvé tették azt, hogy kisérleti munkamat az MBK-ban folytathassam.

Koszonettel tartozom Dr. Bosze Zsuzsannanak kutatdé munkam soran adott folyamatos

biztatasért és tadmogatasért. Koszondm a segitséget Dr. Hiripi Laszlonak, Dr. Baranyi
Marianak, Dr. Bodrogi Lillanak, Dr. Bender Balazsnak, Dr. Ana Paula Catunda Lemosnak,
Dr. Carstea Valer Bogdannak és Dr. Kovacs Andrasnak, akik munkéja nélkiil nem johettek
volna létre azok a kozlemények, amik doktori dolgozatom alapjaul szolgéltak. Tovabba
koszonom a segitséget Kerekes Andreanak, Bontovics Babettnek, Pouneh Maraghechinek,
kiilon koszonet Grof Mihalyné, Marikanak, mindenkori segitségéért, ami nélkiil nem
miukddhetett volna sejttenyésztd laboratoriumunk.
Nem tudtam volna munkam soran Gjabb és jabb technologidkat megismerni mas kutato
intézetekben dolgoz6 magyar ¢€s kiilfoldi barataim segitsége nélkiil, akik koziil kiilon is
szeretném megkdszonni a tdmogatast, Dr. Madarasz Emilianak, Dr. Kornyei Zsuzsannanak,
Dr. Zoya Katarovanak a KOKI munkatarsainak, Dr. Uher Ferencnek, Dr. Urban
Veronikanak, Dr. Német Katalinnak, Dr. Sarkadi Balazsnak, Dr. Apati Agoténak és Dr.
Orban Tamasnak, az OVSZ munkatarsainak, Dr. Falus Andrasnak és Dr. Toth Saranak a SE
munkatarsainak.

Halaval tartozom Dr. Nagy Andrésnak, aki nélkiil soha nem ismerkedhettem volna meg
az egér embridk €s Ossejtek csodalatos vilagaval.

Végiil szeretném megkoszonni férjemnek, Gyurinak, és gyerekeinknek Reginek és
Akosnak, hogy bar nélkiilozniiik kellett engem sokszor a kutatassal toltott éjszakak, és
hétvégék miatt, ennek ellenére is lelkesen tamogattdk kutatdé munkamat. Koszonom

sziileimnek, hogy megteremtették a lehetdségét annak, hogy elindulhassak ezen a palyan.

88



dc_512 12

12. IRODALOMJEGYZEK

Adewumi, O., Aflatoonian, B., Ahrlund-Richter, L., Amit, M., Andrews, P.W., Beighton,
G., Bello, P.A., Benvenisty, N., Berry, L.S., Bevan, S., Blum, B., Brooking, J.,
Chen, K.G., Choo, A.B., Churchill, G.A., Corbel, M., Damjanov, 1., Draper, J.S.,
Dvorak, P., Emanuelsson, K., Fleck, R.A., Ford, A., Gertow, K., Gertsenstein, M.,
Gokhale, P.J., Hamilton, R.S., Hampl, A., Healy, L.E., Hovatta, O., Hyllner, J.,
Imreh, M.P., Itskovitz-Eldor, J., Jackson, J., Johnson, J.L., Jones, M., Kee, K.,
King, B.L., Knowles, B.B., Lako, M., Lebrin, F., Mallon, B.S., Manning, D.,
Mayshar, Y., McKay, R.D., Michalska, A.E., Mikkola, M., Mileikovsky, M.,
Minger, S.L., Moore, H.D., Mummery, C.L., Nagy, A., Nakatsuji, N., O'Brien,
C.M., Oh, S.K., Olsson, C., Otonkoski, T., Park, K.Y., Passier, R., Patel, H., Patel,
M., Pedersen, R., Pera, M.F., Piekarczyk, M.S., Pera, R.A., Reubinoft, B.E.,
Robins, A.J., Rossant, J., Rugg-Gunn, P., Schulz, T.C., Semb, H., Sherrer, E.S.,
Siemen, H., Stacey, G.N., Stojkovic, M., Suemori, H., Szatkiewicz, J., Turetsky, T.,
Tuuri, T., van den Brink, S., Vintersten, K., Vuoristo, S., Ward, D., Weaver, T.A.,
Young, L.A., Zhang, W., 2007. Characterization of human embryonic stem cell
lines by the International Stem Cell Initiative. Nature biotechnology 25, 803-816.

Babiarz, J.E., Ruby, J.G., Wang, Y., Bartel, D.P., Blelloch, R., 2008. Mouse ES cells
express endogenous shRNAs, siRNAs, and other Microprocessor-independent,
Dicer-dependent small RNAs. Genes & development 22, 2773-2785.

Benetti, R., Gonzalo, S., Jaco, 1., Munoz, P., Gonzalez, S., Schoeftner, S., Murchison, E.,
Andl, T., Chen, T., Klatt, P., Li, E., Serrano, M., Millar, S., Hannon, G., Blasco,
M.A., 2008. A mammalian microRNA cluster controls DNA methylation and
telomere recombination via Rbl2-dependent regulation of DNA methyltransferases.
Nature structural & molecular biology 15, 268-279.

Berg, D.K., Smith, C.S., Pearton, D.J., Wells, D.N., Broadhurst, R., Donnison, M., Pfeffer,
P.L., 2011. Trophectoderm lineage determination in cattle. Developmental cell 20,
244-255.

Besenfelder, U., Strouhal, C., Brem, G., 1998. A method for endoscopic embryo collection
and transfer in the rabbit. Zentralblatt fur Veterinarmedizin. Reihe A 45, 577-579.

89



dc_512 12

Bodo, S., Gocza, E., Revay, T., Hiripi, L., Carstea, H., Kovacs, A., Bodrogi, L., Bosze, Z.,
2004. Production of transgenic chimeric rabbits and transmission of the transgene,
through the germline. Molecular reproduction and development 68, 435-440.

Bosze, Z., Hiripi, L., Carnwath, J.W., Niemann, H., 2003. The transgenic rabbit as model
for human diseases and as a source of biologically active recombinant proteins.
Transgenic research 12, 541-553.

Brem, G., Tenhumberg, H., Krausslich, H., 1984. Chimerism in -cattle through
microsurgical aggregation of morulae. Theriogenology 22, 609-613.

Brons, I.G., Smithers, L.E., Trotter, M.W., Rugg-Gunn, P., Sun, B., Chuva de Sousa Lopes,
S.M., Howlett, S.K., Clarkson, A., Ahrlund-Richter, L., Pedersen, R.A., Vallier, L.,
2007. Derivation of pluripotent epiblast stem cells from mammalian embryos.
Nature 448, 191-195.

Cao, F., Li, X., Hiew, S., Brady, H., Liu, Y., Dou, Y., 2009. Dicer independent small RNAs
associate with telomeric heterochromatin. RNA 15, 1274-1281.

Carstea, B.V., Lemos, A.P.C., Ilie, E.D., Varga, L., Bodo, S., Kovacs, A., Bosze, Z., Gocza,
E., 2007. Production of identical mouse twins and a triplet with predicted gender.
Cloning and stem cells 9, 247-256.

Chang, T.C., Zeitels, L.R., Hwang, H.-W., Chivukula, R.R., Wentzel, E.A., Dews, M., Jung,
J., Gao, P, Dang, C.V., Beer, M.A., Thomas-Tikhonenko, A., Mendell, J.T., 2009.
Lin-28B transactivation is necessary for Myc-mediated let-7 repression and
proliferation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 106, 3384-3389.

Chantry-Darmon, C., Rogel-Gaillard, C., Bertaud, M., Urien, C., Perrocheau, M., Chardon,
P., Hayes, H., 2003. 133 new gene localizations on the rabbit cytogenetic map.
Cytogenetic and genome research 103, 192-201.

Chiu, Y.L., Rana, T.M., 2002. RNAIi in human cells: basic structural and functional features
of small interfering RNA. Molecular cell 10, 549-561.

Cho, W.C., 2008. A future of cancer prevention and cures: highlights of the Centennial
Meeting of the American Association for Cancer Research. Annals of oncology :
official journal of the European Society for Medical Oncology / ESMO 19,
205-211.

Choi, W.Y., Giraldez, A.J., Schier, A.F., 2007. Target protectors reveal dampening and
balancing of Nodal agonist and antagonist by miR-430. Science 318, 271-274.

90



dc_512 12

Denli, A.M., Tops, B.B., Plasterk, R.H., Ketting, R.F., Hannon, G.J., 2004. Processing of
primary microRNAs by the Microprocessor complex. Nature 432, 231-235.

Duranthon, L.D., Grimberg, J., Vandenbussche, E., Mondoloni, B., Augereau, P., 2000.
[Effectiveness of postoperative drainage after bipolar sealed endoprosthetic
arthroplasty for femur neck fracture. Results of a prospective randomized study of
86 cases]. Revue de chirurgie orthopedique et reparatrice de 1'appareil moteur 86,
370-372.

Duranthon, V., Beaujean, N., Brunner, M., Odening, K.E., Santos, A.N., Kacskovics, I.,
Hiripi, L., Weinstein, E.J., Bosze, Z., 2012. On the emerging role of rabbit as
human disease model and the instrumental role of novel transgenic tools.
Transgenic research 21, 699-713.

Ecker, J.R., Davis, R.W., 1986. Inhibition of gene expression in plant cells by expression of
antisense RNA. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 83, 5372-5376.

Evans, M.J., Kaufman, M.H., 1981. Establishment in culture of pluripotential cells from
mouse embryos. Nature 292, 154-156.

Fire, A., Xu, S., Montgomery, M.K., Kostas, S.A., Driver, S.E., Mello, C.C., 1998. Potent
and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis
elegans. Nature 391, 806-811.

Gardner, R.L., Munro, A.J., 1974. Successful construction of chimaeric rabbit. Nature 250,
146-147.

Gordon, J.W., Scangos, G.A., Plotkin, D.J., Barbosa, J.A., Ruddle, F.H., 1980. Genetic
transformation of mouse embryos by microinjection of purified DNA. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America 77,
7380-7384.

Hadjantonakis, A.K., Gertsenstein, M., Ikawa, M., Okabe, M., Nagy, A., 1998. Generating
green fluorescent mice by germline transmission of green fluorescent ES cells.
Mechanisms of development 76, 79-90.

Henderson, M.J., Russell, A.J., Hird, S., Munoz, M., Clancy, J.L., Lehrbach, G.M.,
Calanni, S.T., Jans, D.A., Sutherland, R.L., Watts, C.K., 2002. EDD, the human
hyperplastic discs protein, has a role in progesterone receptor coactivation and
potential involvement in DNA damage response. The Journal of biological

chemistry 277, 26468-26478.
91



dc_512 12

Heo, I., Joo, C., Kim, Y.K., Ha, M., Yoon, M.J., Cho, J., Yeom, K.H., Han, J., Kim, V.N,,
2009. TUT4 in concert with Lin28 suppresses microRNA biogenesis through pre-
microRNA uridylation. Cell 138, 696-708.

Hiripi, L., Makovics, F., Halter, R., Baranyi, M., Paul, D., Carnwath, J.W., Bosze, Z.,
Niemann, H., 2003. Expression of active human blood clotting factor VIII in
mammary gland of transgenic rabbits. DNA and cell biology 22, 41-45.

Honda, A., Hirose, M., Hatori, M., Matoba, S., Miyoshi, H., Inoue, K., Ogura, A., 2010.
Generation of induced pluripotent stem cells in rabbits: potential experimental
models for human regenerative medicine. The Journal of biological chemistry 285,
31362-31369.

Honda, A., Hirose, M., Inoue, K., Ogonuki, N., Miki, H., Shimozawa, N., Hatori, M.,
Shimizu, N., Murata, T., Hirose, M., Katayama, K., Wakisaka, N., Miyoshi, H.,
Yokoyama, K.K., Sankai, T., Ogura, A., 2008. Stable embryonic stem cell lines in
rabbits: potential small animal models for human research. Reproductive
biomedicine online 17, 706-715.

Honda, A., Hirose, M., Ogura, A., 2009. Basic FGF and Activin/Nodal but not LIF
signaling sustain undifferentiated status of rabbit embryonic stem cells.
Experimental cell research 315, 2033-2042.

Jaenisch, R., Mintz, B., 1974. Simian virus 40 DNA sequences in DNA of healthy adult
mice derived from preimplantation blastocysts injected with viral DNA.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
71, 1250-1254.

Jin, D.I., Kim, D.K., Im, K.S., Choi, W.S., 2000. Successful pregnancy after transfer of
rabbit blastocysts grown in vitro from single-cell zygotes. Theriogenology 54,
1109-1116.

Jing, Q., Huang, S., Guth, S., Zarubin, T., Motoyama, A., Chen, J., Di Padova, F., Lin,
S.C., Gram, H., Han, J., 2005. Involvement of microRNA in AU-rich element-
mediated mRNA instability. Cell 120, 623-634.

Johnson, S.M., Lin, S.Y., Slack, F.J., 2003. The time of appearance of the C. elegans let-7
microRNA is transcriptionally controlled utilizing a temporal regulatory element in
its promoter. Developmental biology 259, 364-379.

Kanellopoulou, C., Muljo, S.A., Kung, A.L., Ganesan, S., Drapkin, R., Jenuwein, T.,

Livingston, D.M., Rajewsky, K., 2005. Dicer-deficient mouse embryonic stem cells
92



dc_512 12

are defective in differentiation and centromeric silencing. Genes & development
19, 489-501.

Katter, K., Geurts, A.M., Hoffmann, O., Mates, L., Landa, V., Hiripi, L., Moreno, C.,
Lazar, J., Bashir, S., Zidek, V., Popova, E., Jerchow, B., Becker, K., Devaraj, A.,
Walter, 1., Grzybowksi, M., Corbett, M., Filho, A.R., Hodges, M.R., Bader, M.,
Ivics, Z., Jacob, H.J., Pravenec, M., Bosze, Z., Rulicke, T., Izsvak, Z., 2012.
Transposon-mediated transgenesis, transgenic rescue, and tissue-specific gene
expression in rodents and rabbits. FASEB journal : official publication of the
Federation of American Societies for Experimental Biology.

Korstanje, R., O'Brien, P.C., Yang, F., Rens, W., Bosma, A.A., van Lith, H.A., van
Zutphen, L.F., Ferguson-Smith, M.A., 1999. Complete homology maps of the
rabbit (Oryctolagus cuniculus) and human by reciprocal chromosome painting.
Cytogenetics and cell genetics 86, 317-322.

Li, P, Tong, C., Mehrian-Shai, R., Jia, L., Wu, N., Yan, Y., Maxson, R.E., Schulze, E.N.,
Song, H., Hsieh, C.L., Pera, M.F., Ying, Q.L., 2008. Germline competent
embryonic stem cells derived from rat blastocysts. Cell 135, 1299-1310.

Liao, J., Cui, C., Chen, S., Ren, J., Chen, J., Gao, Y., Li, H., Jia, N., Cheng, L., Xiao, H.,
Xiao, L., 2009. Generation of induced pluripotent stem cell lines from adult rat
cells. Cell stem cell 4, 11-15.

Lim, L.P,, Lau, N.C., Garrett-Engele, P., Grimson, A., Schelter, J.M., Castle, J., Bartel,
D.P., Linsley, P.S., Johnson, J.M., 2005. Microarray analysis shows that some
microRNAs downregulate large numbers of target mRNAs. Nature 433, 769-773.

Liu, H., Zhu, F., Yong, J., Zhang, P., Hou, P., Li, H., Jiang, W., Cai, J., Liu, M., Cui, K., Qu,
X., Xiang, T., Lu, D., Chi, X., Gao, G., Ji, W., Ding, M., Deng, H., 2008.
Generation of induced pluripotent stem cells from adult rhesus monkey fibroblasts.
Cell stem cell 3, 587-590.

Marson, A., Levine, S.S., Cole, M.F., Frampton, G.M., Brambrink, T., Johnstone, S.,
Guenther, M.G., Johnston, W.K., Wernig, M., Newman, J., Calabrese, J.M., Dennis,
L.M., Volkert, T.L., Gupta, S., Love, J., Hannett, N., Sharp, P.A., Bartel, D.P,,
Jaenisch, R., Young, R.A., 2008. Connecting microRNA genes to the core

transcriptional regulatory circuitry of embryonic stem cells. Cell 134, 521-533.

93



dc_512 12

Martin, G.R., 1981. Isolation of a pluripotent cell line from early mouse embryos cultured
in medium conditioned by teratocarcinoma stem cells. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 78, 7634-7638.

Martinez, J., Patkaniowska, A., Urlaub, H., Luhrmann, R., Tuschl, T., 2002. Single-
stranded antisense siRNAs guide target RNA cleavage in RNAi. Cell 110, 563-574.

Matsui, Y., Zsebo, K., Hogan, B.L., 1992. Derivation of pluripotential embryonic stem
cells from murine primordial germ cells in culture. Cell 70, 841-847.

Mayer, J.F., Jr., Fritz, H.I., 1974. The culture of preimplantation rat embryos and the
production of allophenic rats. Journal of reproduction and fertility 39, 1-9.

Nagy, A., Gocza, E., Diaz, E.MM., Prideaux, V.R., Ivanyi, E., Markkula, M., Rossant, J.,
1990. Embryonic Stem-Cells Alone Are Able to Support Fetal Development in the
Mouse. Development 110, 815-&.

Nagy, A., Nagy, K., Gertsenstein, M., 2010. Production of mouse chimeras by aggregating
pluripotent stem cells with embryos. Methods in enzymology 476, 123-149.

Nagy, A., Rossant, J., Nagy, R., Abramow-Newerly, W., Roder, J.C., 1993. Derivation of
completely cell culture-derived mice from early-passage embryonic stem cells.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
90, 8424-8428.

Nichols, J., Silva, J., Roode, M., Smith, A., 2009. Suppression of Erk signalling promotes
ground state pluripotency in the mouse embryo. Development 136, 3215-3222.

Orban, T.I., Apati, A., Nemeth, A., Varga, N., Krizsik, V., Schamberger, A., Szebenyi, K.,
Erdei, Z., Varady, G., Karaszi, E., Homolya, L., Nemet, K., Gocza, E., Miskey, C.,
Mates, L., Ivics, Z., Izsvak, Z., Sarkadi, B., 2009. Applying a "double-feature"
promoter to identify cardiomyocytes differentiated from human embryonic stem
cells following transposon-based gene delivery. Stem Cells 27, 1077-1087.

Rapp, U.R., Ceteci, F., Schreck, R., 2008. Oncogene-induced plasticity and cancer stem
cells. Cell Cycle 7, 45-51.

Rybak, A., Fuchs, H., Hadian, K., Smirnova, L., Wulczyn, E.A., Michel, G., Nitsch, R.,
Krappmann, D., Wulczyn, F.G., 2009. The let-7 target gene mouse lin-41 is a stem
cell specific E3 ubiquitin ligase for the miRNA pathway protein Ago2. Nature cell
biology 11, 1411-1420.

Sagi, L., Gocza, E., Kovéacs, K., 2011. Plain Facts about GMOs, Hungarian White paper.

Barabas Zoltan Federation of Biotechnology, Szeged.
94



dc_512 12

Sengupta, S., Nie, J., Wagner, R.J., Yang, C., Stewart, R., Thomson, J.A., 2009. MicroRNA
92b controls the G1/S checkpoint gene p57 in human embryonic stem cells. Stem
Cells 27, 1524-1528.

Senthil, V., Chen, S.N., Tsybouleva, N., Halder, T., Nagueh, S.F., Willerson, J.T., Roberts,
R., Marian, A.J., 2005. Prevention of cardiac hypertrophy by atorvastatin in a
transgenic rabbit model of human hypertrophic cardiomyopathy. Circulation
research 97, 285-292.

Sinkkonen, A., Strommer, R., Penttinen, O.P., 2008a. Low toxicant concentrations decrease
the frequency of fast-growing seedlings at high densities of annual baby's breath
(Gypsophila elegans). Environ Pollut 153, 523-525.

Sinkkonen, L., Hugenschmidt, T., Berninger, P., Gaidatzis, D., Mohn, F., Artus-Revel,
C.G., Zavolan, M., Svoboda, P., Filipowicz, W., 2008b. MicroRNAs control de
novo DNA methylation through regulation of transcriptional repressors in mouse
embryonic stem cells. Nature structural & molecular biology 15, 259-267.

Suh, N., Baehner, L., Moltzahn, F., Melton, C., Shenoy, A., Chen, J., Blelloch, R., 2010.
MicroRNA function is globally suppressed in mouse oocytes and early embryos.
Current biology : CB 20, 271-277.

Takahashi, K., Tanabe, K., Ohnuki, M., Narita, M., Ichisaka, T., Tomoda, K., Yamanaka,
S., 2007. Induction of pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by
defined factors. Cell 131, 861-872.

Takahashi, K., Yamanaka, S., 2006. Induction of pluripotent stem cells from mouse
embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell 126, 663-676.

Tarkowski, A.K., Ozdzenski, W., Czolowska, R., 2001. Mouse singletons and twins
developed from isolated diploid blastomeres supported with tetraploid blastomeres.
The International journal of developmental biology 45, 591-596.

Thomson, J.A., Itskovitz-Eldor, J., Shapiro, S.S., Waknitz, M.A., Swiergiel, J.J., Marshall,
V.S., Jones, J.M., 1998. Embryonic stem cell lines derived from human blastocysts.
Science 282, 1145-1147.

Vassilieva, S., Guan, K., Pich, U., Wobus, A.M., 2000. Establishment of SSEA-1- and
Oct-4-expressing rat embryonic stem-like cell lines and effects of cytokines of the
IL-6 family on clonal growth. Experimental cell research 258, 361-373.

Voorhoeve, P.G., van Rossum, E.F., Te Velde, S.J., Koper, J.W., Kemper, H.C., Lamberts,
S.W., de Waal, H.A., 2006. Association between an IGF-I gene polymorphism and

95



dc_512 12

body fatness: differences between generations. European journal of endocrinology /
European Federation of Endocrine Societies 154, 379-388.

Wang, Y., Baskerville, S., Shenoy, A., Babiarz, J.E., Baehner, L., Blelloch, R., 2008.
Embryonic stem cell-specific microRNAs regulate the G1-S transition and promote
rapid proliferation. Nature genetics 40, 1478-1483.

Wang, Y., Blelloch, R., 2011. Cell cycle regulation by microRNAs in stem cells. Results
and problems in cell differentiation 53, 459-472.

Wei, Z., Yang, Y., Zhang, P., Andrianakos, R., Hasegawa, K., Lyu, J., Chen, X., Bai, G.,
Liu, C., Pera, M., Lu, W., 2009. KIf4 interacts directly with Oct4 and Sox2 to
promote reprogramming. Stem Cells 27, 2969-2978.

Winter, J., Jung, S., Keller, S., Gregory, R.1., Diederichs, S., 2009. Many roads to maturity:
microRNA biogenesis pathways and their regulation. Nature cell biology 11,
228-234.

Wobus, A.M., Boheler, K.R., 2005. Embryonic stem cells: prospects for developmental
biology and cell therapy. Physiological reviews 85, 635-678.

Ying, Q.L., Wray, J., Nichols, J., Batlle-Morera, L., Doble, B., Woodgett, J., Cohen, P.,
Smith, A., 2008. The ground state of embryonic stem cell self-renewal. Nature 453,
519-523.

Yu, J., Vodyanik, M.A., Smuga-Otto, K., Antosiewicz-Bourget, J., Frane, J.L., Tian, S.,
Nie, J., Jonsdottir, G.A., Ruotti, V., Stewart, R., Slukvin, II, Thomson, J.A., 2007.
Induced pluripotent stem cell lines derived from human somatic cells. Science 318,
1917-1920.

Zakhartchenko, V., Flisikowska, T., Li, S., Richter, T., Wieland, H., Durkovic, M.,
Rottmann, O., Kessler, B., Gungor, T., Brem, G., Kind, A., Wolf, E., Schnieke, A.,
2011. Cell-mediated transgenesis in rabbits: chimeric and nuclear transfer animals.

Biology of reproduction 84, 229-237.

96



