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CELKITUZESEK

A palyézati munka soran a nyul embridk epiblasztjabol Gijonnan létrehozott tigynevezett epiblaszt
Ossejt tenyészetekben (EpiESC), a mar meglévd pluripotens nyal embrionalis § ssejt
tenyészeteinkben (ESC), illetve a nyul embriok fejléddése soran, a fejlodés specifikus gének
expresszios mintdzatanak feltérképezésével szerettiink volna pontosabb képet kapni arr6l, milyen
faktorok irdnyitjdk a nytl embriok fejlodését, ezen keresztiil az ¢ ssejtek pluripotencidjanak
megtartasat. Azt reméljiik, ezen faktorok ismeretében sikeriilhet valoban pluripotens, hosszl ideig
fenntarthatd nytl §ssejt-vonalakat alapitanunk, amibdl ivarsejt kiméra allatokat is 1étre lehet hozni

majd a jovoben.

PLURIPOTENS OSSEJTEK

Pluripotens (mind hiarom embrionalis csiralemez, igy az embriondlis ektoderma, mezoderma,
endoderma sejtjeinek létrehozasara is képes) egér embriondlis 6 ssejt vonalakat (mESC) egér
embrionalis fibroblasztbdl létrehozott taplald sejtrétegen (MEF) hoélyagesira allapoti embrid
(balsztociszta) embridocsomojabol (ICM), magzati borjusavot (FBS) tartalmazd tenyésztd
médiumban eldszér 1981-ben sikeriilt 1étrehozni (Evans és Kaufman, 1981; Martin, 1981) (1.dbra)
Az elsé pluripotens huméan embrionalis 6 ssejtek (huESC) létrehozasa 1998-ban valdsult meg
(Thomson és mtsai, 1998). ES sejtvonalakat gazdasdgi haszonallatok embridibdl azonban, mind a
mai napig nem sikeriilt 1étrehozni. Bar feltételezik, hogy a pluripotencia a sejtek alapallapota, mégis
a kilonb6z6 fajok embridibol létrehozott ES szerli sejtvonalak eltérd tulajdonsagokkal
rendelkeznek, eltérd faktorokat igényelnek a pluripotens allapotuk fenntartasdhoz (Honda és mtsai,

2008, 2009).
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A pluripotencia megtartasaban szerepet jatsz6 faktorok megismerésével ezen a teriileten is sikeriilt
elérelépni. 2006-ban Takahashi and Yamanaka arr6l szamolt be, hogy négy a pluripotenciat
meghatarozo faktor (Oct4, Sox2, Klif4, c-Myc) tultermeltetésével egér fibroblaszt sejtekben, egy 1j
pluripotens sejttipust, az tgynevezett indukalt pluripotens sejteket (iPSC) sikeriilt 1étrehozniuk.
Ezek az iPS sejtek, jelenlegi ismereteink alapjan, minden tekintetben egyenértékiinek tekinthetok az
embriok embridcsomojabol szarmazéd ES sejtvonalak sejtjeivel (Takahashi és Yamanaka, 2006).

Az egér iPS sejtek létrehozasakor alkalmazott technikat hamarosan sikeresen alkalmaztak human
iPS sejtvonalak (Takahashi és mtsai, 2007; Yu és mtsai, 2007) létrehozédsara, majd szamos mas
allatfaj esetében, beleértve a majmot is (Li és mtsai, 2008; Liu és mtsai, 2008; Liao és mtsai. 2009).

2010-ben Honda és mtsai nyul iPS sejtvonal 1étrehozasardl is beszamoltak (Honda és mtsai, 2010)

A “2 INHIBITOR” RENDSZER SZEREPE A SEJTEK PLURIPOTENCIAJANAK MEGTARTASABAN

Ying €és mtsai igazoltak, hogy ha a PD0325901 (PD) (mitogen-activated protein kinase inhibitor)
Mek inhibitort adjak egyiitt a CHIR99021 (CH) Gsk3 inhibitorral, a sejtek hatdsosan megtudjak
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tartani pluripotenciajukat. Igazoltdk, hogy CHIR99021 ¢és a PD0325901 inhibitorok hozzaadasa a
tenyésztd médiumhoz (2i inhibitoros rendszer) elegendd 0j ES sejtvonalak hatékony alapitdsahoz.
Az ES sejtek pluripotencidja addig marad meg, amig a differencidlodast indukaldo Erk szignal
rendszer gatolva van a PD0325901 inhibitorral, vagy a LIF/BMP hozzdadasaval (Ying és mtsai.,
2008). A Gsk3 gatlasa eldsegiti a sejtek Onmegujulasat, azaltal, hogy a sejteket folyamatosan
0sztodo allapotban tartja, illetve megakadalyozza az idegsejt irdnyu differencialodéasukat.

Ying és munkatdrsainak sikeriilt 2 inhibitoros médiumban létrehozott patkany ES sejtekben
homolog rekombinécidoval p53 (tumor szupresszor) ,,gén kilitott” patkanyt létrehozniuk. Azzal,
hogy a patkany ES sejtekben is lehetségessé valt az egér ES sejtekhez hasonloan homolog
rekombinaciot létrehozni, lehetové valt, hogy a patkany, mint modellallat, alkalmazhato
legyen az emberi betegségek tanulmanyozasara (Ying és mtsai, 2010).

Nichols és mtsai. 2009-ben azt vizsgaltdk, hogy hogyan hat a 2i inhibitoros tenyészté médium
(KSOM+CH+PD) a fejlédd egér embriokban kialakuld pluripotens epiblaszt sejtekre. Azt talaltak,
hogyha az Erk szignal rendszert gatoltak, CH+PD kiegészitést alkalmazva, ez nem hatraltatta az
embriok fejlodését. A CH+PD médiumban kifejlodott blasztocisztadkban nem jott 1étre a hipoblaszt
sejtek rétege, az ICM-et alkotd sejtek szdma azonban nem lett kevesebb. Az Gsszes epiblaszt sejt
nanog expressziot mutatott, nem jelent meg a Gata6/Gata4 pozitiv sejtek rétege (Nichols és mtsai,
2006, 2009). (9.dabra). A nanog/Oct4 pozitiv sejteket tartalmazd epiblasztbol szarmazéd sejtekbol
kiindulva pedig sikeriilt pluripotens ES sejtvonalakat 1étrehozniuk.

A hipoblaszt sejtréteg kialakulasa az FGF/Erk szignal rendszer hatasara indul el, ha gatoljuk ezt a
jelatviteli utvonalat a CH+PD inhibitorokkal, az embriéban nem alakul ki a hipoblaszt sejtek rétege,
de az epiblaszt sejtek megtartjdk pluripotenciajukat. Ez azt is jelenti, hogy az epiblaszt sejtek
osztodasanak fenntartdsa nem igényel parakrin jelet a hipoblaszt iranyabol. A kisérletek alapjan
feltételezik, hogy az egér epiblaszt és az ES sejtek azonos alapallapotban vannak, autoném képesek
folyamatosan osztddni, azonban Erk szignil rendszer fel6l érkezd jel hatdsara a pluripotens
allapotban 1év0 sejtek differencialédni kezdenek. Nichols €és mitsai altal leirt szabalyozéas azt
igazolja, hogy az ES sejtek nem valamilyen in vitro létrehozott sejttipust jelentenek, hanem

eredendden azonosnak tekinthetok az embridban levo epiblaszt sejtjeivel.

Munkank soran arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy milyen szignalok szabalyozzik a nyul
korai embrionalis fejlodését, az embriok beagyazodasanak hatékonysagat, illetve az
embridcsomobol szirmazé sejtek pluripotencidjanak megoérzését. Azt is vizsgaltuk, hogy a
Nichols és munkatérsai altal kidolgozott egér ES sejtvonal alapitasi rendszer alkalmazhato-e
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nyul epiblasztbol szarmazo dssejtvonalak létrehozasahoz, illetve, hogy a CH és PD inhibitorok

hogyan befolyasoljak a nyul embridk korai embrionalis fejlodését.

ANYAG ES MODSZER

Embriok tenyésztése

A nyolc-sejtes (1,5 napos) nyul embridkat RDH, illetve RDH+CH+PD tenyésztd médiumban
tartottuk holyagesira (blasztociszta) allapot eléréséig. Az RDH+CH-+PD médium esetében az RDH
médiumot 3uM CHIR99021 és 1uM PD0325901 inhibitorral egészitettiik ki. A fejlédésiiket a 2,5,
3,5 4,5 napon ellendriztiik, majd a 4,5 napos embriokbol RNS-t izolaltunk, illetve kitettiik azokat

egér embrionalis fibroblasztra.

Nyul embriobol szarmazo ES, illetve EpiES sejttenyészetek 1étrehozasa

A 4,5 napos blasztocisztdkat boritd mucin réteget és zona pellucidat 0,5 % prondzos emeésztést
alkalmazva tavolitottuk el. Az embridkat ezt kovetéen nyul ES sejttenyésztd médiumba, mitomycin-
C kezelt egér embrionalis fibroblaszt rétegre helyeztiik. Az embriok két napon beliil letapadtak a
taplald sejtrétegre. A letapadast kovetden harom-négy nap mulva iiveg kapillarist alkalmazva
izolaltuk az embridcsomdt (ICM csomot, embrié diszk). Az ICM csomo6t accutase oldatban
disszocidltattuk, majd friss taplalo sejtrétegre helyeztiik. A differencidlatlan sejteket egy hét mulva
ujra izolaltuk a tenyészetbol, sejt-szuszpenziot készitettiink, majd friss taplalo sejtrétegre helyeztiik
az igy kapott sejt-szuszpenziot. A kindtt kolonidkat 5-6 naponként passzaltuk tovabb (2.dbra).

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

sejtvonalak alapitasdhoz.
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RNS izolalas, kvantitativ RT PCR

Az embridkbol torténd RNS prepardlashoz elszor a sejteket feltdrtuk TRI reagensben (SIGMA)
valo pipettazéassal. Az igy kapott lizatumot fagycsdvekbe helyeztiik és -70°C-on taroltuk. Az RNS
preparalas els6 1épéseként 500 pl TRI reagensre szdmolva 100 pl kloroformban szuszpendaltuk fel
a felolvasztott mintakat, melyeket 10-15 percig szobahdmérsékleten allni hagyunk. A centrifugalast
kovetden (12000 rpm; 15 min; 4°C) az elegy hdrom féazisra kiiloniilt. A felsd, szintelen fazis az
RNS-t, a fehér vagy opalos interfazis a DNS-t és a r6zsaszin, also fazis a fehérjéket tartalmazza. A
fels6 RNS tartalmu fazist dvatosan atpipettaztuk egy j Eppendorf csébe, és 250 ul izopropanolt
(REANAL) adtunk hozz4, majd 5-10 percig szobahOmérsékleten allni hagytuk. Ezt kovetéen
lecentrifugaltuk (12000rpm; 10 min; 4°C). A pelletet ezutdn 1 ml 75%-os etanollal mostuk. Ujra
lecentrifugéltuk (7500 rpm; 5 min; 4°C), szobahdmérsékleten szaritottuk 5-10 percig. A szaradast
kovetden vizben vettiik fel a mintdkat, majd -70°C-on taroltuk felhasznalasig. A kapott RNS minta

crer

szintézishez High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et (Applied Biosystems) hasznaltunk,
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a cDNS szintézist a gyartd ajanldsa alapjan végeztilk. A qRT-PCR reakciot, SYBR Green jelolést
hasznalva (Applied Biosystems), az ajanlott protokollt alkalmazva végeztiik. Az Oct4, Nanog,
Cdx2, Gatad, Gata6 relativ expresszids szintet GAPDH bels6 kontrollokhoz viszonyitva adtuk meg.
A specifikus nyul primereket Primer3 program segitségével terveztikk. A futtatdsokat Eppendorf
Mastercycler ® Realplex4 késziiléken végeztik, az adatok kiértékelése GenEx program

segitségével tortént.

Immunfestés

A kiméra embriokat 4%-os PFA oldatban fixaltuk 15 percig, majd 0.1%-BSA-t tartalmazé PBS-el
(PBS/BSA) mostuk 3x10 percig, 0,25% Triton X-100-el permeabilizaltuk, majd 45 percig
blokkoltuk blokkol6 pufterrel, ami 0,1%BSA-t, 0.01%Twin 20 és 2% szamar szérumot (DS)
tartalmazott.

A blokkolast kovetden az elsddleges ellenanyaggal az inkubalést 1 ¢jszakan at, 4 °C-on végezziik,
majd a masodlagos ellenanyaggal 60 percig, 37C-on folytattuk. A fedélemezeket 10 pl-es VECTA
SHIELD (VECTOR LAB.) cseppekbe agyazzuk. Az immunfestéshez kecske poliklondlis Oct4,
Nanog, Gata6, Cdx2 (1:10)(Abcam) ¢és egér SSEA-1 (1:3)(Hybridoma Bank) elsédleges
ellenanyagot hasznalunk. Cy3-anti-egér IgG, Cy3-anti-kecske I1gG és Cy3-anti-egér IgM (1:400)
(Jackson Immuno Research Company) masodlagos ellenanyagokat haszndlunk. A mintékat
Olympus invert mikroszkopot (MBK, Allatbiotechnolégiai Intézet), Zeis Axiovert (Biotalentum
Kft., G6dollo), illetve Zeis LSM konfokalis mikroszkoépot (Animal Production Research Centre,

Nitra, Slovak Republic), hasznélva fotézzuk le.
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EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Korabbi kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az altalunk Iétrehozott nyual ES-"like”
sejttenyészeteket csak leukémia inhibitor faktor (LIF) jelenlétében Ilehetett hosszabb ideig
fenntartani. Ha a médiumot nem egészitettiik ki LIF-el, a sejtek differencialodni kezdtek (Lemos és
mtsai, 2008). Az egér embriok az egér LIF-el (mLIF) és 20% FCS-el kiegészitett sejttenyésztd
médiumban letapadtak a taplald sejtréteg feliiletére, nem differencidlodott sejteket tartalmazo
epiblaszt eredetli kolonidkat kaptunk.

A nyul epiblaszt sejteket patkany LIF-el (rLIF) és/vagy huméan bFGF-el, 15% SRL-el (magzati
szérum helyett gyarilag elallitott kiegészitd oldat), vagy FCS-el (magzati borji savo) kiegészitett
alap tenyészté médiumba helyeztiik, egér fibroblaszt rétegre. Nem talaltunk lényeges kiilonbséget a
letapadt embridocsomok szdmaban az eltérd Osszetételi médiumok kozott. Eltérés mutatkozott
azonban a korai passzazsokat kdvetden kapott ES-szerti morfologiat mutatd kolonidk szaméaban. Az
FCS-el és ratLIF-el kiegészitett, bFGF-t nem tartalmazé médiumban talaltuk a legtobb ES szeri
koloniat (2.dbra). A 3. passzdzs utan azonban mar bFGF kiegészitést is tartalmazd médiumban
kaptunk magasabb szamban kolonidkat, ezek azonban az epiblaszt sejtekre jellemzd morfologiat
mutattak. A 6. passzazs utan differencidlatlan sejteket tartalmazo kolonidkat, azonban méar csak az
SRL, bFGF és rLIF kiegészitett médiumban taldltunk. A KO-DMEM/ISCOV médiumban, amit rat
LIF, huméan bFGF-el, 15% SRL egészitettlink ki, nyolcadik passzazsig sikeresen fenn tudtuk tartani
a nyul ES sejttenyészeteket. 90% SRL és 10% DMSO oldatban lefagyasztott ES sejtek nagy része

ujra tenyészetbe volt vihetd a felolvasztast kovetden.

Munkankat a nyul epiblaszt sejtek differencidlatlan allapotdban vald fenntartasahoz sziikséges
specialis faktorok keresésével folytattuk. 3.5 napos, illetve 6. napos (3.abra) (4.abra) a nyul
embriokban, embriondlis dssejtekben expresszalo transzkripcids faktorok, igy az Oct4 és a Nanog:
epiblaszt, a Cdx2: trofoblaszt, a Gata4: hipoblaszt specifikus génjeire, illetve egy belsé kontroll
génre (GAPDH), nyul genomialis adatbazis segitségével, primereket terveztiink, illetve a nyul
embriok esetében is alkalmazhatd elsddleges ellenanyagokat (Oct4, Cdx2, GATA6, SSEA-1)
kerestiink (5.dbra) (6.abra) (7.dabra) (8.abra) (9.dbra).
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3.5 NAPOS NYUL EMBRIO

E: embri6 diszk (ICM)
TB: trofoblaszt

ZP: zona pellucida
MU: mucin réteg

3.5 napos nyul embﬁé

AT
SRS

3.abra

6 NAPOS NYUL EMBRIOK

' i EP: OCT4, NANOG
TR HY: GATAG, GATA4
Anterior _ ReRmbershayer  pogeer,, IBrCDX2
- WLHY- SSEA-1: mESC, rabESC
SSEA-4: huESC, rabESC
4.ibra - el

8/21.



AGR2, K 77913 OTKA Zarojelentés Vezet6 kutato: Dr. Gocza Elen

OSSEJT SPECIFIKUS MARKEREK EXPRESSZIOJA NYUL
EMBRIOKBAN ES EMBRIONALIS OSSEJTEKBEN
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3.5,4.5, 6 és 7 napos nyul embriékban és rabES sejtekben az eplblaszt specnﬁkus Oct4 és Nanog, valamint
hipoblaszt specifikus Gata4 és a trofektoderma specifikus Cdx2 expresszi6jdnak vizsgélata

5.5bra (molekula /1000 molekula GAPDH)

6 NAPOS NYUL EMBRIOK - MARKER ANALIZIS
SSEA-1

Rauber’s layer (R)

TB e EP G

6.abra
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6 NAPOS NYUL EMBRIOK - MARKER ANALIZIS
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Miutan az embriok fejlédése sordn a pluripotens sejtekre jellemzd faktorok, illetve a korai
embrionalis fejlddésben szerepet jatszo transzkripcios faktorok expresszios szintjét meghataroztuk,
letapadt embri6 diszkben (att.ICM), illetve korai passzazsok soran a nytl ESC koloniakban (rabES,
ES1x, ES2x, ES3x, ES4x) is megnéztiik az expresszids szintjiiket. A passzazsok elérehaladtaval az
epiblaszt specifikus Oct4, Nanog szint csokkenni kezdett, illetve a trofoblaszt (Cdx2) és hipoblaszt
(GATA4) sejtekre jellemzdé markerek expresszidja is kimutathatd volt (5.dabra). Az ESC koloniak
nagy része differencidlédni kezdett, valdsziniileg a sejttenyészetben megtalalhatd hipoblaszt és
trofoblaszt eredetii sejtekbol szarmazé faktorok hatdsanak eredményeként.

Az embri6 diszket immunosurgeryt alkalmazva sikeriilt izolalni (12.dbra). Német ¢€s francia kutatod
csoportokkal kialakitott egyiittmiikddés soran (OMFB-00130-00131/2010, MOB-47-1/2009)
megtanultuk az epiblaszt ¢és hipoblaszt sejtréteg szétvalasztasat mechanikus uton, illetve egy
specialis médiumot alkalmazva megprobaltuk a hipoblaszt sejtréteg kialakuldsanak gatlasaval elérni
azt, hogy olyan holyagcsira allapota embridink legyenek, amikben csak epiblaszt és trofoblaszt
sejtek taldlhatok. Ehhez a nyul embrio tenyészté médiumot (RDH médium) két inhibitor
molekulaval egészitettiik ki, a CH (CHIR99021, Gsk3 inhibitorral) és PD (PD0325901, mitogen-
activated protein kinase (Mek) inhibitor) (9.dbra). A munka tovabbi részében azt néztiik, hogy

hogyan befolyasoljak a nyul embridk korai embrionalis fejlodését ezek az inhibitorok.

NYUL EMBRIOK IN VITRO TENYESZTESE 21
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RDH 1 EP: OCT4, NANOG
ol HY: GATAG, GATA4
o e TB:CDX2
[ )
\&Q\“ 7 :‘% w &
70‘&66\‘5”‘ CH: CHIR99021
(GSK3 inhibitor) ; : :Gszj %)
PD: PD0325901 () o
‘MEK inhibitor, . [Giiios |BheEe -+~
i : : ? ‘GSEGQ ¥ MEK
? ' SELF-RENEWAL |
ven [aw] (k]
sx DII"FERE{’IIA‘I'ION
zv-\v\‘ﬁt‘ )
ﬁﬁ?’
o EP: OCT4, NANOG
= TB: CDX2

9.a3bra

11/21.



AGR2, K 77913 OTKA Zarojelentés Vezet6 kutato: Dr. Gocza Elen

A két inhibitorral végzett kisérleteink elsé szakaszdban RDH, illetve 2 inhibitorral kiegészitett RDH
médiumban vizsgaltuk a nyul embriok fejlédését. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a korai
nyul embridk fejlédését nem befolyasolja a tenyé€szté médiumhoz adott 2 inhibitor. Az embridk
normalisan fejlédtek, mind az alap RDH, mind pedig a 2 inhibitorral kiegészitett RDH médiumban
(10/A.abra). Az embriok fejlddése soran a pluripotens sejtekre jellemzd faktorok, illetve a korai
embrionalis fejlédésben szerepet jatszo transzkripcids faktorok expresszids szintjét is
meghataroztuk. Az Oct4 és a Nanog epiblaszt, a Cdx2 trofoblaszt, a Gata4, Gata6 hipoblaszt
specifikus markerek. Az Oct4 és Nanog transzkripcios faktorok expresszids szintje az RDH+CH
+PD médiumban tenyészett embridk esetében szignifikans kiilonbséget mutatott az RDH
médiumban tartott embridkéhoz képest. Az RDH+CH+PD médiumban az Oct4 esetében tobb mint
négyszeres, mig Nanog esetében majdnem hétszeres expresszids szintet mértiink. A Gata4, Gatao6,
illetve a Cdx2 transzkripcios faktorok esetében nem volt szignifikans kiilonbség az expresszios
szintekben, és jol lathatd, hogy a PD és CH inhibitorok nem tudtdk meggatolni a Gata6, Gata4
hipoblaszt sejtréteg kialakulasat (*)(10/B.abra).

NYUL EMBRIOK IN VITRO FEJLODESE
RDH+CH+PD MEDIUM

A. B. 4.5 d nyul embrié (n=20)
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A nyual embriokat RDH+CH+PD médiumban tenyésztve ugyan megnétt az Oct4, illetve Nanog
expresszio mértéke a kontroll embridkéhoz képest, azonban Nichols és mtsai altal kozolt
eredményekkel ellentétben (Nichols és mtsai., 2006), az RDH+CH+PD médiumban tartott nyul
embridkban kimutathatd volt Gata4 ¢s Gata6 expresszio. Annak eldontésére, hogy a megndvekedett
Oct4/Nanog expresszid, megnovekedett szamu epiblaszt sejtet is jelent-e, a munka folytatdsaként
immunfluoreszcens festést végeztiink kontroll (AW) és kezelt (AW+CH+PD) embridkon (4d, 5d) ,
letapadt embrid diszkben (att.ICM) (6d). A Gata6 pozitiv sejtek mind a hipoblasztban (HY), mind
pedig a trofoblaszt teriiletén (TB) megtalalhatok voltak. Az epiblaszt eredetii (EP) EpiSC koléniak
viszont nem tartalmaznak Gata6 pozitiv sejteket. Meglepd modon az AW+CH+PD médiumban is
megjelentek a hipoblaszt eredetli sejtek, sot a letapadt epiblaszt teriiletén is felfedezhetdek voltak
ezek a Gata6-ot expresszalo sejtek (I11.dbra). Az AW+CH+PD médiumban nem talaltunk tisztan
epiblaszt eredetli kolonidkat.

Az RDH+CH+PD médiumban tartott 4,5 napos embridk egy része esetében prondzos kezeléssel
eltavolitottuk a zona pellucidat, majd immunosurgery-t alkalmazva izolaltuk az embri6 diszket. Ezt
zselatin kezelt felszinre letapasztva, AW+CH+PD médiumban tovabb tenyésztve vizsgaltuk. Az
izolalt embri6 diszk (E) ugyan letapadt a feliiletre, de a sejtek nem osztddtak tovabb, egy id6 utan

elpusztultak (12.dbra).

4,5.6 NAPOS NYUL EMBRIOK Es LETAPADT ICM-
MARKER ANALIZIS
RDH W 5d 3

TB

AW+RDH+CH

11.4bra
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A nem kezelt embridokat AW+LIF médiumban tovabb tenyésztve, a taplalo sejtrétegre letapado,
szépen novekvd, nem differencialodo kolonidkat is meg lehetett figyelni. Amennyiben nem adtunk
LIF-et a tenyésztd médiumhoz, a sejtek spontan differencidlodni kezdtek, néhany nap kultivacio
utan pulzald szivizom sejteket lehet megfigyelni. Erdekes modon, ha a nyul ES tenyészté médiumot
inhibitorokat tartalmaz6 egér ES tenyészté médiumra (N2B27+PD+CH+LIF) cseréljiik, néhany nap
utan idegsejtek jelentek meg a tenyészetben. Ha nem végziink immunosurgeryt, az RDH+CH-+PD
médiumos kultivacié soran, a normadl tenyésztd médiumban hosszabb idejli tenyésztést kdvetden
CDX2 pozitiv TB koloniak is megjelennek.

Sajnos az egér ¢és patkany sejtvonalak esetében alkalmazott inhibitorok alkalmazasa nem vezetett
sikerre. A tovabbi idOszakban szeretnénk megismerni a nyul Ins, Wnt, FGF4 és LIF jelatvitelben
résztvevo elemeket, ezek nyul specifikus szabalyozasi mechanizmusat (9.abra). Ezen jelatviteli
rendszerekben fontos szerepe van az Jssejt specifikus mikroRNS-eknek is. Csoportunk sikeriilt
azonositania a két meghatarozo 6 ssejt specifikus nyul mikroRNS klasztert (Maraghechi és mtsai,
2012), az elkovetkezd idészakban a jelatviteli utvonalakhoz kapcsolodd, a szabalyozéasban fontos
szerepet betdltd tjabb mikroRNSeket is szeretnénk azonositani.

Nyul fibroblaszt sejteket kétféle vektorral (pEGFP-C1(Clontech) ¢és pmaxEGFP (Amaxa))
transzformaltunk, lipofectamin 2000 (Invitrogene) transzfekcios reagenst alkalmazva. Mind két
vektorral torténd transzforméci6 utan sikeriilt EGFP-t expresszalo sejteket kapnunk. A pEGFP-C1
vektor esetében a sejtek kevesebb mint 5%-a, mig pmaxEGFP vektor esetében a fibroblaszt sejtek
tobb mint 10%-a expresszalta tranziensen az EGFP-t. Csak pmaxEGFP vektor esetében kaptunk
stabil transzformaciot.

Az elmult két évben a laboratériumunkban a hagyoméanyos 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
orokitette a transzgénikus alapitd egyed (Hiripi és mtsai, 2010).

Egylittmiikddés keretében ( Samuel Lunenfeld Research Institute, Mount Sinai Hospital, Toronto,
Kanada) elkezdtiik a transzpozon alapu transzgenezist is. A piggyBac transzpozon alkalmazasa nyul
fibroblaszt sejtek estében nem bizonyult hatékony modszernek (Nagy, K. és mtsai, 2010). Nyul
indukalt pluripotens sejteket (iPS) nem sikeriilt 1étrehozni piggyBac transzpozon alapt vektorral. A
nyul ES sejtek fenntartdsa sordn alkalmazott médiumban nem lehetett névekvo iPS koldnidkat latni
a transzforméciot kovetden. Francia egylittmiikodd partnereinknek (OMFB-00130-00131/2010)
azonban sikeriilt retrovirus alapu vektorral nytl embrionalis fibroblaszt sejteket felhasznalva, iPS

sejteket 1étrehozni, egy mddositott ES tenyészté médiumban. Az elkdvetkezd idészakban, az altaluk
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rendelkezésiinkre bocsajtott nytl iPS sejtek molekuldris, illetve in vitro, in vivo karakterizaldsat
fogjuk elvégezni.

A SleepingBeauty (SB) traszpozon-transzpozdz rendszerrel jo hatékonysaggal sikeriilt
transzgénikus egér és human embriondlis O ssejt vonalakt létrehozni (Orban ¢és mtsai, 2010).
Intézetiinkben, a hiperaktiv SB100X transzpozaz ¢s CAGGS/Venus SB transzpozon alkalmazasaval
a Venus transzgént 6rokitd alapité nyulakat sikeriilt 1étrehozni. Ezek embridiban is kimutathaté a
Venus fehérje expresszidja, aminek segitségével a nyul ESC, illetve EpiSC sejtek beépiilése a nyul

kiméra embridkba nyomon kovethetéveé valik (13.dbra).

AW+RDH+CH

12.4bra
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TRANSZGENIKUS NYULAK ELOALLITASA SLEEPING
BEAUTY (SB) TRANSZPOZON MIKROINJEKTALASSAL
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Nyul ES kimérak létrehozdsa

13.4bra

A palyazat keretében végzett munka soran elért eredményeket a az aldbbi pontokban lehet

Osszefoglalni (14.dabra)

, NYI'JL,EP’IBLASZT E}{EDET["J OSSEJT VONALAK
LETREHOZASANAK HATEKONYSAGAT NOVELO LEPESEK

* Nyl embriékban, ssejt vonalakban pluripotens sejtekre jellemzd markerek
expressziéjadnak vizsgdlata - megfelel6 ellenanyagok v/, real time PCR primerek
kivélasztdsa v/

* Trofoblaszt sejtek osztéddsdnak megakaddlyozdsa - immunosurgery v/

* Hipoblaszt sejtek osztéddsdnak megakaddlyozdsa - mechanikus tton elvélasztott
epiblaszt-hipoblaszt v, inhibitorok alkalmazésa (?)

* Nyul fibroblaszt és nytil ssejtek transzgenezise - SB transzpozon rendszer alkalmazésa v/

* Nyl 8ssejtek in vitro differencidltatdsa - szivizom (LIF megvonds) v/, idegsejt irdnyba
(N2B27 médium+PD+CH+bFGF) v, endoderma irdnyba (AW médium+PD+CH) v/

* Nyl kiméra embri6k létrehozdsdnak hatékonysdgat novelni - optimalizalt transzfer
id6épont v, EGFP expresszi6 v/

* Ujabb pluripotencia markerek vizsgélata - Gssejt specifikus miRNS expresszi6 vizsgélata
nytl embriékban, nytl ES sejtekben v/ 14.4bra
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