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AZ OCT-4 ES NANOG TRANSZKRIPCIOS FAKTOR
GENEK AZONOSITASA PREIMPLANTACIOS KORU
NYULEMBRIOKBAN*

TANCOS ZSUZSANNA — KOBOLAK JULIANNA — BAJI GAL ARPAD — DINNYES ANDRAS

OSSZEFOGLALAS

Az emlds embrio fejlodését szamos gén koordinalja. |de tartozik a vizsgalt Oct-4 és Nanog gén
is. Az Oct-4 génaktivitassal egy idében jelenik meg a Nanog gén terméke, ami az Oct-4 fehérjével
egyutt iranyitja az embrionalis fejlédés korai szakaszaban lejatszodo folyamatokat. A munka célja
az Oct-4 és Nanog gének izolalasa nyulbdl, az irodalomban mar korabban leirasra kerult mas fajok-
bél szarmazo szekvenciak alapjan.

A szerzdk az ismert fajokbol szarmazd szekvenciakat analizalva PCR-primereket terveztek a
szekvencia hasonlosagok alapjan. A vizsgalatokhoz az mRNS-t szuperovulaltatott nyulaktdl nyert
preimplantacios koru embriokbol nyerték. A gének expresszijat real-time PCR segitségével vizs-
galtak. A kivalasztasra kerllt optimalis primerparok a Nanognal elséként egy 131, késébb egy 420
bp méretd fragmentet eredményeztek, az Oct-4 esetében pedig az eddig ismert szekvenciak alap-
jan varhat6 450 bp méreti fragmentet kaptak.

Az eddig elért eredményeket dsszefoglalva: elséként azonositottak sikeresen az Oct-4 és Nanog
gének cDNS részletét nyul fajban, kidolgoztak egy RT-PCR reakciot, amellyel a gének expresszidja
faj- és génspecifikusan kimutathato, valamint a médszer segitségével a két gén expresszios minta-
zatat szovetspecifikusan és embrionalis stadium szerint vizsgalhato. Tovabbiakban céljuk a két gén

kodolt fehérjék nyul embrioban mutatott aktivitasanak in situ hibridizaciéval torténd vizsgalata.

SUMMARY

Tancos, Zs.Ms. — Kobolak, J.Ms. — Baji G&l, A. — Dinnyés, A.: IDENTIFICATION OF OCT-4 AND
NANOG, THE TWO PLURIPOTENCY MARKER GENES IN RABBIT PRE-IMPLANTATION-
STAGE EMBRYOS

Several genes, including Oct-4 and Nanog, coordinate the embryogenesis of mammalian em-
bryos. Whereas Oct-4 has an activator effect, the Nanog protein blocks the transcription of several
genes in early stages; however, the product of these two genes appears parallel and directs early
embryogenesis. The goal of this work was to isolate the Oct-4 and Nanog genes from rabbit, based
on the sequences of other species published so far. The sequence of known genes has been ana-
lyzed, and primers have been designed based on similarity of sequences. Oocyte-tu-blastocyt-stage
embryos were collected from superovulated rabbits in RNase-free water. The reaction mix was
electrophoretically separated to facilitate fragment isolation. In the case of Nanog, a 131-bp frag-
ment was cloned. Sequence analysis revealed significant homology with thé mouse sequence.

' Based on this finding, new primers were designed in order to isolate a larger fragment as well as the
genomic copy of the gene. In the case of Oct-4, several combinations of primers were tested, be-
cause of the rather conservative sequence of the Oct-4 transcription factor family.

As a result, an optimal primer pair was found that yielded a 450 bp fragment, expected according
to known sequences. For further analysis, the cDNA fragments of both genes were isolated (MinE-
lute Gel Extraction Kit, Qiagen, Valencia, CA, USA) and cloned into bacterial plasmids (TOP 10
Cloning KIT, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). At this point, it can be stated that: (1) both genes have
been successfully identified in rabbit genome, (2) a method has been developed to detect expres-

* 12. Szaporodéasbiologiai taldlkozd anyaga ,Szaporodasbiologiai gondozas a fenntarthatod allatte-
nyésztésben”. Hajduszoboszld, 2005. november 4-5. (Proc. 12th Meeting of Hungarian Society for
Animal Reproduction)
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sion of genes, and (3) gene-specific primers have been produced. Our further goal is to clone the
whole coding region of the genes and to identify the sequence. The cloned fragments will be used
for in situ hybridization in implanted stage embryo sections.

BEVEZETES

A godolisi Mezégazdasagi Biotechnolédgiai Kutatékdzpont Allatbiolégiai in-
tézetében tobb éve folynak nydl embriolégiai és ds-sejtvonal alapitasi kisérle-
tek. Ezek elérehaladasat jelentésen segitené, ha a pluripotencia kialakitasaban
szerepet jatsz6 gének muikodése vizsgalhaté lenne. Ma ugy véljiik, hogy a
pluripotencia tébb gén egyittes kolcsonhatasanak eredményeként létrejovd
allapotként irhaté le. Szamos, a pluripotencia kialakitasaért felelés gén aktivita-
sa leirasra kerliilt, amelyek koziil a legfontosabbak az Oct-4 és Nanog gének,
melyek egy-egy transzkripcids faktor fehérjét kodolnak. A fehérjék az embriona-
lis fejlédés barazdalodasi szakaszaban részt vevd mas fehérjék termelodése-
nek elinditasat, az embrionalis csiralemezek kialakulasanak iranyitasat szaba-
lyozzak.

Az Oct-4 transzkripcios faktor: Az 6ssejtek toti-, illetve pluripotenciaja rész-
ben ennek a transzkripciés faktornak a jelenlétére vezetheté vissza. A fejlédé
embrioban az Oct-4 faktor kifejez6dése és akfivitasa parhuzamot mutat a sejtek
fejlédési potencialjaval. Egy id6 utan az Oct-4 jelenléte csak a pluripotens sej-
tekben mutathaté ki, a gasztrulacié utan pedig aktivitasa a germinalis sejtekre
korlatozodik, elnémul a szomatikus sejtekben (Schdler és mtsai, 1989).

Az Oct-4 termelését az anyai szervezet kezdi meg, hogy ellassa vele a
megtermékenyitetlen petesejteket, majd az embrid sejtjei veszik at a szintézist.
A fehéerjét kédol6 POUSF1 gén null mutansaiban (knock-out mutans), Oct-4
hianyaban, az embrié nem tud a blasztociszta allapotnal tovabb fejlédni, és az
embriondlis sejtek elvesztik pluripotenciajukat. Ekkor az embri6 sejtjeinek diffe-
rencialédasa az extraembrionalis trofoblasztok -iranyara korlatozédik, mig az
Oct-4-termeld sejtek, vagyis a belsé sejtcsomod, vagy mas néven ICM (Inner
Cell Mass) sejtek hianyaban a trofoblasztok szaporodasa is korlatozédik.

Az Oct-4 hianya, az Gssejt-jelleg elvesztését okozza, viszont a normalis
pluripotenciat fenntartdé koncentraciéonal két-haromszor magasabb szintek a
sejtek differencialodasat valtjak ki primitiv endodermalis és mezodermalis
irAnyba (Kemény és Duda, 2004).

Az Oct-4 elengedhetetlen a pluripotens sejtpopulaciok fenntartasa szem-
pontjabol. Aktivitasanak szigori szabalyozasara van sziikség, ami biztositja a_
csiravonal folytonossagat és a kiilonb6z6 szévetek és szervek megfeleld kiala-
kulasat.

A még nem termékenyiilt oocytaban anyai eredetl Oct-4 mMRNS és fehérje
talalhato. A termékenyilést kévetéen a fehérje az elémagban (pronucleus) lo-
kalizalédik (Schéler és misai; 1989; Rosner és misai, 1990; Yeom és mtsai,
1991;. Palmieri és mtsai, 1994). Termékenyiilés utdn az Oct-4 mRNS szintje
lecsdkken és a gén zigotikus expresszidja csak a nyolcsejtes stadiumot meg-
el6zéen kezdédik, amikor a sejtmagokban az mRNS és a fehérje szintje meg-
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emelkedik (Yeom és mtsai, 1991). Kompakt morula allapotig az Oct-4 mRNS és
fehérje szintje magas és egyenlé marad minden sejtben egészen a blasztocol
kialakulasaig, amikor is a morula belsd sejtjei a trofektodermat, mely az
implantalédashoz és a placenta kialakulasahoz sziikséges, kilsé sejtiei pedig
az ICM-et hozzak létre, melybdl késébb az embrid fejlédik ki. Az Oct-4 gén
expresszidja ekkor mar csak az ICM sejtjeiben detektalhato, a trofektoderma
sejtieiben nem. Ez a jelenség fajtol fiigg, mivel a szarvasmarha és a sertés
blasztocisztajaban az Oct-4 expresszidja a trofektoderma sejtekben is kimutat-
hat6é (Kirchhof és mtsai, 2000). Ez azonban csak az implantaci6 ideje alatt ma-
rad fent, azt kdvetéen megsziinik. Az implantaciot kévetéen az ICM-bél kialakul
a primitiv endo- és ektoderma. Az Oct-4 expresszidja ezek utan mar csak a
primitiv endoderma sejtjeire korlatozodik. Kbzép-gasztrula stadiumban pedig
mar csak a primordialis Ossejtek azok, amelyekben fennmarad az Oct-4
expresszidja a gasztrulacio utan is, egészen a gamétak ivari differencialédasaig
(Schéler és mtsai, 1989).

Az 1. abra az egér preimplantacios fejlddése soran detektalt Oct-4
expressziot mutatja be egy sematikus abra segitségével. Az abran megfigyel-
het6 az ICM eredetl pluripotens sejtek Oct-4 expresszidja is.

1. &bra: Az Oct-4 expresszio alakulasa egérembrioban a termékenyiiléstl a preimplanticios
koru embridig, ilietve az abbél izolait pluripotens in vitro kuitdrakban
(Pan és mtsai, 2002)

petesejt Embridesomé {Inner
Cell Mass, ICM)
osztbdas (Oct-4 pozitiv)
L — 3 (=Y
Trofoblaszt
{Oct-4 negativ)
Zigota Morula
spermium (Oct-4 pozitivy (Oct-4 pozitiv)
blasztociszta
-
Differencialddott sejtek ES- sejtkultira ICM sejtek
(Oct-4 negativ) {Oct-4 pozitiv) (Oct-4 pozitiv)

az Oct4 pozitiv sejtek feketével jeldltek(1)

Fig. 1.: Oct-4 expression in the mouse embryo from fertilisation to preimplantation stage, and in
the in vitro pluripotent cultures (Based on Pan et al., 2002)
black color indicates Oct4 positive cells(1)

A Nanog transzkripciés faktor: A Nanogot eddig csak egér éssejtekbdl sike-
rilt izolalni. Az egyik kisérletben Nanog hozzaadasaval meggatoltak az egér
dssejtienek specializalédasat, még akkor is, amikor olyan kériilményeknek vol-
tak kitéve, melyben normal esetben érett sejtekké valtak volna.
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A tovabbi kisérletek soran dsszehasonlitottak a Nanog és az Oct-4 genek
miikddését. A trofektoderma eltavolitasa utan kimutattak, hogy a Nanogot nem
tartalmaz6 ICM nem tartja meg pluripotens képességét, hanem révid idén beliil
differencialédni kezd. Szemben az Oct-4 hianyos mutansokkal, ahol nem mutat-
tak ki differencialédast. Ezzel a kisérlettel bizonyithat6, hogy a Nanog nélkiil6z-
hetetlen a pluripotencia fenntartasaban (Mitsui és mtsai, 2003).

A kutatasok szerint a Nanog valdszin(ileg mas gének ki és bekapcsolasaval
az embrié ICM-sejtek énmagukat megjité folyamatat iranyitja. A fégén altal
koordinalt génaktivitds mintaja az emberi embrié 8ssejtek esetében fejiédésiik
negyedik vagy 6tddik napjaban lathato, amikor a sejtek még nem determinalod-
tak egyetien sejttipus felé sem (Chambers és mtsai, 2003).

Tovabbi kisérletek igazoltak, hogy a Nanog gen aktivalasaban szerepet jat-
szik az Oct4 és Sox2 fehérje komplex (Rodda és mtsai, 2005], azonban a tul-
expresszaltatasi kisérletek azt is bizonyitottak, hogy az Oct4 jelenléte sziiksé-
ges de nem elégséges az aktivalashoz. igy feltételezhetd, hogy mas fehérje(k)
aktivalé hatasa sziikséges a Nanog szabalyozasahoz (Kuroda és mtsai, 2005].

ANYAGOK ES MODSZEREK

mRNS preparalas preimplantacios kort nyul embriékbdl: A génaktivitas je-
lenlétét a transzkriptum, azaz az RNS kimutatasaval tudjuk igazolni. Az RNS
preparalas a génkifejezédés vizsgalatahoz sziikséges.

Az mRNS izolalas RNaz mentes kornyezetben, eszkdzdkkel és anyagokkal
térténik. Az izolalashoz a Dynal cég (Dynal, Hamburg, Germany) Dynabeads
mMRNS izolald kit-jét alkalmazzuk. Az inkubalas alatt a sejtlizatumhoz a korab-
ban mar apré magnesezhetd partikulumokhoz kotétt oligodT primereket adunk.
A primerek specifikusan kétédnek az mRNS polyA végéhez. Ezutdn magnesre
helyezzik az oldatot 30 min id6tartamra, ami alatt a magnes a partikulumokat
magahoz vonzza, igy a fellliszo eltavolithatd. Az mRNS-t 2 perc, 90°C keze-
léssel reverzibilisen eltavolitjuk az oligodT partikulumokrél, majd magnesre
helyezziik és az mRNS-t azonnal atpipettaztuk az el6készitett cDNS szintézis
reakcidelegyébe.

Az mRNS cDNS-sé torténé atirasat reverz transzkripcioval végezzik. Az at-
irédott cDNS, igy mar a genomialis DNS-hez hasonléan megsokszorozhato a
polimeraz lancreakcié (PCR) soran.

PCR-reakcié: A cDNS-b6l specifikus primerek segitségével PCR reakcidval
mutathatoak ki az egyes gének és azok mikddése. A PCR révid oligonukleotid
DNS szakaszok és egy héstabil polimeraz enzim segitségével lehetéve teszi az
adott DNS szakaszok ciklikus felszaporitasat. Ez a modszer lehetéséget nyujt
az igen kis mennyiségben jelen lév6 szekvenciak azonositasara is.

A PCR reakciéhoz szikséges reakcioelegy a kovetkezdket tartalmazta
(50 pl-ben): 5pl 10x Taq polimeraz puffer; 3 pyl MgCl, (25 mM), 1 pi primer elegy
(25 pmol Forward és Revers primermix), 0,4 ul Taq polimeraz (5 U/ul), 10 pl
cDNS oldat; valamint dH,O a végtérfogatra térténd kiegészitéshez.
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A PCR program a kévetkezé volt:

— Denaturalas: 30 sec 95 °C,

— Primer feltapadas: 60 sec 60 °C,

— Lanchosszabbitas: 90 sec 72°C.

A program 45 ciklusbdl alit. A ciklus befejeztével 10 perc 72 °C végsé lanc-
hosszabbitas kévetkezett, majd a mintakat 4 °C-ra hiitottik. Az egyes reakcio-
kat gélelektroforézis segitségével analizaltuk.

Gélelektroforézis: A PCR reakciéelegyhez (50 ul) 10 pl 6x stop puffert ad-
tunk, majd ebbdl az elegybél 20 pl-t 1,5% agardéz 1xTAE gélre vittink fel. A
futtatast 100V/10W-on BioRad tipust gélelektroforézis készllékkel végeztik.
Az elvalasztas idGtartama koézel 1 6ra volt. A gél a DNS fragmentek kimutata-
sahoz 0,5 mg/ml etidium-bromidot tartalmazott. Az elvalasztas befejeztével
fotot készitettink, UV lampa felett.

Az Oct-4 fragment izoldlasa gélbdl: A fragment izoldlashoz a QIAGEN cég
MinElute Gel Extraction Kit-jét hasznaltuk. Az izolalas soran a keresett DNS
fragmentet egy steril szike segitségével kivagtuk a gélbdl. A kivagott gélszeletet
ezutan Eppendorf cs6be tettiik és lemértik. Haromszoros mennyiségli QG
puffert adtunk a gélhez, majd 10 percig inkubaltuk 50 °C-on, hogy az oldddast
eldsegitsiik és minden 2-3. percben vortexeltik az inkubacio alatt. A gélhez 1:1
aranyban adtunk izopropanolt és dsszeraztuk. A MinElute oszlopot gy(jtécsdbe
helyeztik. A mintat erre pipettaztuk at. Ezutan 1 perc centrifugalas kdvetkezett
(13 000 rpm), majd az atfolyd oldatot ledntéttiik. A MinElute oszlopot ismét visz-
szahelyeztiik ugyanabba a csébe és 500 pl QG puffert pipettaztunk ra. Az atfo-
ly6 oldatot ledntottik, majd 750 pl PE puffert pipettaztunk az oszlopra. Ezutan
Gjra centrifugalas kovetkezett 1 percen at (13 000 rpm). Az atfoly6 oldatot ismét
ledntéttilk és még 1 percig centrifugaltuk (13 000 rpm). Végll az oszlopot egy
1,5 ml-es Eppendorf csébe helyeztiik, 10 pl EB puffert adtunk hozza és ismét 1
perc centrifugalas kovetkezett (13 000 rpm). Az igy elualt DNS fragment kon-

sig —20 °C-on taroltuk.

Az Oct-4 fragment ligdlasa: A gélbél izolalt fragmentet PCR Cloning Kit
(Invitrogen) segitségével bakterialis plazmidba klonoztuk. A reakcidelegy
(melynek végterfogata 10 pl) 100 fM plazmid DNS-t, 100 fM inszert DNS-t, 1mM
ATP, 1U ligaz enzimet és 10x puffert tartalmazott. Az inkubalas 14 °C-on egész

_ éjszakan at tortént. '

A Nanog cDNS PCR termék tisztitasa, direkt ligalasa: Direkt ligalaskor a
PCR termék tisztitast az A-vég felragasztasa elézte meg. Az 50 pl végtérfogati
reakcidelegy a kévetkezéket tartalmazta: 15,8 pl steril viz, 5 pl 10x puffer, 3 pl
MgCl, (25 mM), 1 ul dATP, 0,2 pl Taq polimeraz enzim (5 U/ul) valamint 25 pl
DNS-t. Ezt a reakcitelegyet, a PCR gépben, 72 °C-on, 20 percig inkubaltuk,
majd az elegyet 4 °C-ra httottuk.

Ezutan kovetkezett a tisztitas, a QIAGEN MinElute PCR Purification Kit se-
gitségével, a kovetkezék szerint. A MinElute oszlopot gylijtdcsdbe helyeztik. A
mintat atpipettaztuk a MinElute oszlopra (DNS kotés), majd 1 percig centrifugal-
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tuk. Az atfolyo oldatot kiontottiik és a MinElute oszlopot visszahelyeztiik ugyan-
abba a csObe. Az oszlopra 750 pl PE puffert adtunk (lemosas), majd 1 perc
centrifugalas kévetkezett. Az atfolyd oldatot kiontéttik. A MinElute oszlopot
ismét visszahelyeztik ugyanabba a cs6ébe. Ezutan 1 perc centrifugalas maxi-
malis sebességen. MinElute oszlopot tiszta eppendorf csébe helyeztiik. Ezt 10
pl EB puffer (10mM Tris Cl, pH 8,5) hozzaadasa kévette. Az oszlopot 1 percig
allni hagytuk majd 1 percig centrifugéltuk Az igy nyert tisztitott fragment kon-
hasznaltuk.

A tisztitott DNS fragmentet ligalasi reakcioban hasznaltuk, amely 10 pl vég-
térfogatban a kovetkezéket tartalmazta: 30 fmol lineariztalt plazmid DNS, 30
fmol inszert DNS, 1 pl 10x puffer, 1mM ATP, valamint 1U ligaz enzim. A reak-
cidelegyet egy éjszakan at, 14 °C-on inkubaltuk, majd transzformaltuk.

Transzformalas: A transzformalast 50 pl kompetens sejt felolvasztasaval
kezdtik, majd 20 ng plazmid DNS-t adtunk hozza. Ezutan jégen inkubaltuk 30
percig. Az inkubalas befejeztével 42 °C-os vizfurdébe helyeztik masfél percre.
Ezutan Gjra jégen inkubaltuk 10 percig. 1mi LB (20% LB (SIGMA L3022) desz-
tillalt vizben oldva) hozzaadasa utan 37 °C-on inkubaltuk 1 6ran keresztill, ra-
zbgepben. Végil higitas utan, 4 pl 20% IPTG oldat és 40 pl 2% X-gal oldatok
hozzaadasaval ampicillin antibiotikumot tartalmazé lemezeken szélesztettiik és
éjszakara 37 °C-ra tettlik. A kék-fehér és antibiotikum szelekcidnak kdszdnhe-
téen a fehér telepeket, vagyis a DNS-insertet tartalmazé bakterialis telepeket
tovabb oltottuk, majd mimiprep segitségével analizaltuk.

Miniprep (bakteridlis plazmid DNS tisztitas): Az Escherichia coli sejteket
2 ml LB-t és antibiotikumot tartalmazé tapoldatban tenyésztettilk egy éjszakan
at. Eppendorf csébe atdntve centrifugaltuk (1 perc, 13 000 fordulat/perc), a
fellluszét ledntottik. Ezutan a sejteket 100 pl Sol | lizis oldatban (50 mM glu-
kéz, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA) szuszpendaltuk, és 10 percig jégen
inkubaltuk. Ezt kévetéen 200 pul Sol Il (0,2 N NaOH, 1% SDS) oldatot adtunk
hozza, majd kevertik és ujra inkubaltuk 5 percig. Ezutan 150 pl Sol Il (300 mM
K-acetat, 11,5% ecetsav) oldatot adtunk hozza és 10 percig inkubaltuk (RT). Az
oldatot centrifugaltuk (10 percig, 13 000 fordulat/perc), majd a fellluszot 1 ml
abszolut etanolba 6ntéttik at és 15 percig, —20 °C-on inkubaltuk. Ujra centrifu-
galas kovetkezett (10 perc, 13 000 fordulat/perc). A feliiliszét ledntéttik, majd a
DNS pelletet 500 pl 70%-os etanollal mostuk. A felilliiszé eltavolitasa utan a
DNS pelletet szaritottuk, majd 50 pl TE pufferben (pH: 8) oldottuk. A plazmid
DNS tarolasa tovabbi felhasznalasig —20 °C-on tortént.

A célgének amplifikalt fragmentjeinek szekvenalasa: A Nanog és Oct-4
fragmentek szekvendalasat Egedi Sandor, az MBK DNS szekvenald laboratéri-
um technikusa végezte, az Applied Biosystems BigDye v3.1 Ready Reaction
Terminator Cycle Sequencing Kit segitségével.

Szekvencianalizis: A gén azonositasara szamitogépes szekvencia-analizist
alkalmaztunk. A nyert DNS-szekvenciakat Blast (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)
homolégia vizsgalatnak vetettiink ala a klénozott genom-szakasz azonositasara
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és a téves klonozasok kisziirésére. Az interneten kereszti, a GenBank (NCBI,
National Center for Biotechnology Information) adatbazisat hasznaltuk.

Oligonukleotid primerek tervezése: A kisérletekben alkalmazott primereket
magunk terveztik Primer3 programmal (http.//www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3.cgi). A vizsgalathoz felhasznalt szekvencidk a GeneBank
adatbazisabél, illetve sajat vizsgalataink eredményeibdl szarmaztak
(http://www.ncbi.nih.gov/nucleotid). -

EREDMENYEK

Szekvencia 6sszehasonlitas és primerek tervezése: A keresett gének izola-
lasa érdekében, az irodalomban kézolt, eddig mar sikeresen izolalt Oct-4 és
Nanog szekvenciakat kellett megvizsgainunk. Erre azért volt sziikség, hogy a
szekvencia egyezések és hasonldosagok alapjan olyan génszakaszt keressiink,
amelyre varhatéan magas specifitassal rendelkezé primer tervezheté.

Az analizis eredménye alapjan oligonukleotid primereket (20-30 bazispar-
bél alld6 DNS-szakaszok) terveztink tébb régiora. Kisérleteinkben két Nanog és
négy Oct-4 ,interspecifikus” primerpart terveztiink, majd teszteltink.

Primerek tesztelése RT-PCR kisérletben: Az RT-PCR mddszer alkalmaza-
saval lehetdség van az adott stddiumban expresszald gének kimutatasara, a
korabbi eredmények alapjan feltételezheté volt, hogy az Oct-4 gén holyagcsira
fejlédési stadiumban aktiv, igy lehetséges a géntermék kimutatatdsa. Az mRNS
cDNS-é torténé atirasa révén pedig, a cDNS szekvencia meghatarozasa.

Elészér holyagesira fejlédési stadiumid nydl embriék poolozott (10 emb-
rio/pool) mintain teszteltiik az egyes primermixeket. A teszt eredménye a 2. 4b-
ran lathat6. A kisérlet eredményeként a legjobbnak a 4. primermix bizonyult az
Oct-4 génre tervezett primerkombinaciok kézil. igy a tovabbi vizsgalatok sza-
mara a 4. mix kerdlt kivalasztasra.

2. 4bra: Az Oct-4 primerek tesztelése RT-PCR kisérletben
M 12345 M 6 7 8910

g8 «—— Primer dimer

Oct-4 fragment
~450 bp

M1112131415 M1617181920

M: molekulasuly marker, 1-5: mix2, 6-10: mix3, 12-15: mix4, 16-20: mix1; 1,6,11,16: negativ kont-
roll, 2-5, 7-10, 12-15, 17-20: egyedi nyul blasztociszta mRNS(1)

Fig. 2.: Testing of Oct-4 primers in RT-PCR
(M): DNA ladder, (1-5): mix2, (6-10): mix3, (12-15): mix4, (16-20). mix1; (1, 6, 11,16). negative
controll, (2-5, 7-10, 12-15, 17-20): mRNA sample from single rabbit blastocyst stage embryo(1) -
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Az amplifikalt fragment intenzitdsa alapjan azonban a PCR reakcié optima-
lizalasara volt sziikség. Kisérletiinkben az Oct-4 primerek tesztelése a felhasz-
nalt magnézium-klorid koncentracidjanak (25 mM) valtoztatdsaval tértént. A
magnézium mennyiségét 1-, 2-, illetve 3 mM mennyiségben valtoztatva vizsgal-
tuk a primerek altal amplifikalt fragmenteket. Ebb6l a 2 mM es a 3 mM MgCl,
tartalmu reakciéelegy adott kedvezd eredményt, igy a tovabbi kisérletekben
mar csak ezeket a koncentracidkat alkalmaztuk (3. ébra).

3. ébra: A 4-es Oct-4 primermix tesztelése RT-PCR kisérletben
a magnézium koncentracié valtoztatasanak fiiggvényében

M 1.2 3 4 5 67 8 91011 1213 14 15 16

I

M: molekulasuly marker, 1: negativ kontroll (1mM MgCl,, 1.primermix), 2: negativ kontroll (1mM
MgCl,, 2.primermix), 3: negativ kontroll (1mM MgCl,, 3.primermix), 4: negativ kontroll (1mM MgCl,,
4 primermix), 5: nyul blasztociszta mRNS (1mM MgCl,, 1.primermix), 6: nyul blasztociszta mRNS
(1mM MgCl,, 2.primermix), 7: nyul blasztociszta mRNS (1mM MgCl;, 3.primermix), 8: nyul
blasztociszta mRNS (1mM MgCl,, 4.primermix), 9: nyul blasztociszta mRNS (2mM MgCl,
1.primermix), 10: nyul blasztociszta mRNS (2mM MgCl,, 2.primermix), 11: nyul blasztociszta mRNS
(2mM MgCl,, 3.primermix), 12: nyull blasztociszta mRNS (2mM MgCl,, 4.primermix), 13: nyul
blasztociszta ‘'mRNS (3mM MgCl,, 1.primermix), 14: nyul blasztociszta mRNS (3mM MgCl,,
2.primermix), 15: nydl blasztociszta mRNS (3mM MgCl,, 3.primermix), 16: nyul blasztociszta mRNS
(3mM MgCl,, 4.primermix)(1)

Fig. 3.: Testing of the oct4 primermix4 with differents magnesium concentrations in RT-PCR

(M): DNA ladder, (1) negativ controll (1mM MgCl,, 1.primermix), (2): negativ controll (1mM MgCl,,
2.primermix),(3): negativ controll (1mM MgCl,, 3.primermix), (4): negativ controll (1mM MgCl,,
4.primermix), (5): rabbit blastocyst mRNA (1mM MgCl,, 1.primermix), (6): rabbit blastocyst mRNA
(1mM MgCl,, 2.primermix), (7). rabbit blastocyst mRNA (1mM MgCl,, 3.primermix), (8): rabbit
blastocyst mRNA (1mM MgCl, 4.primermix), (9): rabbit blastocyst mRNA (2mM MgCl,,
1.primermix),(10): rabbit blastocyst mMRNA (2mM MgCl,, 2.primermix), (11): rabbit blastocyst mRNA
(2mM MgCl,, 3.primermix), (12): rabbit blastocyst mMRNA (2mM MgCl,, 4.primermix), (13): rabbit
blastocyst mRNA (3mM MgCl,, 1.primermiix), (14). rabbit blastocyst mRNA (3mM MgCl;,
2.primermix), (15): (3mM MgCl,, 3.primermix), (16): (3mM MgCl,, 4.primermix)(1)

Az Oct-4 izolalasanak eredménye

Az Oct-4 génnel a transzkripcits faktor csalad igen konzervativ szekvencia-
ja miatt, elsdé lépésben, kilénbdzé primerkombinacidk tesztelését végeztik.
Ennek eredményeként kivalasztasra keriilt egy olyan optimalis primerpar, amely
az eddig ismert szekvenciak alapjan varhaté 450 bp méretl fragmentet ered-
ményezett (4. abra). ‘
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4. abra: Nyul Oct-4 fragment amplifikalasa PCR-reakcidban a 4. primermix alkalmazasaval

M 1 2 3 4

M:molekulasily marker; 1-4: egyedi nydl blasztociszta mRNS(1)

Fig. 4.: Amplification of Oct-4 fragmentl with primermix4 in PCR
(M): DNA ladder; (1-4): mRNA sample from single rabbit blastocyst stage embryo(1)

Mivel az Oct-4 PCR optimalizalasa soran mindvégig megjelent egy maso-
dik, nagyobb méretli fragment (~750 bp), igy mindkét fragment izoldlasa és
szekvenaldsa mellett déntéttink. Az izolalt mintdkat szekvenaltuk. A szekvencia
meghatarozast kovetben adatbazis segitségével vizsgaltuk az amplifikalt
fragmenteket. A nagyobb méretl, mintegy 750 bp-os DNS fragment aspecifikus
amplifikacié eredménye, nem mutatott hasonlésagot a keresett gén, vagy gén-
csalad tagjaival. A révidebb, 450 bp méretl fragment azonban pozitiv ered-
ményt hozott. A fragmentet BLAST programmal vizsgélva, a kapott szekvenciat
kilonboz6 allatfajokbodl izolalt, mar ismert Oct-4 szekvenciakkal hasonlitottuk
Ossze. A nyulbdl és az egérbél izolalt Oct-4 szekvencia 83%-0s hasonlésagot
mutatott.

A szekvendlassal azonositott alsé fragmentet bakteridlis plazmidba
klénoztuk. Az Oct-4 génnek ez a 450bp-os szekvencia részlete a POU-domént
kédolo régioban talalhaté. A POU-domén nélkiilézhetetlen a DNS-kétés szem-
pontjabdl, igy a transzkripcié folyamataban is. Ez a domén két szerkezetileg
fiiggetlen aldoménbdl all. A 75 aminosavbdl allé6 N-terminalis POU specifikus
régiobél (POUs) és a 60 aminosavbol allé C-terminalis homeodoménbdl
(POUh). Mindkét domén specifikus kapcsolat kiépitésére képes a hélix-hurok-
hélix struktiuranak kdszénhetéen. Egymastdl egy 15-56 aminosavbol all6 varia-
bilis szakasz valasztja el 6ket. A POU doménen kiviili régiok nem kulcsfontos-
saguak a DNS-kétés szempontjabél. Az N-terminalis domén prolinban, mig a C-
terminalis domén prolinban, szerinben és treoninban gazdag. A jelenlegi ered-
mények szerint, mindkét doménnek a transzaktivacioban van' szerepe. A k-
I6nbség az, hogy az Oct-4 C-terminalis domén sejtspecifikus és a foszforilacion
keresztiil regulalt, mig az N-domén nem (5. abra).

5. 4bra; Az Oct-4 fehérje felépitése (Pan és mtsai, 2002]

rous rQuUh

G -« domen
(so|tzpocitikug
trunyzaktivacl o)

SRS
N = lomen DG kolo domen
{tranzz2akiivacio)

Fig. 5.: Structure of the Oct4 protein (Pan et al., 2002)
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Nanog izolalasanak eredménye. Kiséerletiinkben a Nanog gén esetén el6-
sz6r egy 131 bp méretd fragment kerdiilt kidnozasra. A homolégia ugyanis csak
révid szakaszon volt megfigyelhetd a kiilonb6z6 fajok kézott, ezért az elsé lé-
pésben csak révid fragmentum amplifikalasara nyilt lehetéségiink. A PCR
egyetlen fragment amplifikalasat mutatta (6. abra), ezért direkt ligalast alkal-
maztunk, és plazmid vektorba kldnoztuk.

6. abra: A Nanog gén amplifikalt fragmentjeinek kimutatasa

M1 2 3 4

<«—131 bp

M: molekulasuly marker, 1-4: egyedi nyul blasztociszta mMRNS(1)

Fig. 6.: Identification of the amplificated fragments of Nanog gene
(M): DNA ladder, (1-4): mRNA sample from single rabbit blastocyst stage embryo(1)

Ezutan szekvenalas kévetkezett, majd az Oct-4 esetében mar leirt médon,
ismét a BLAST programmal, szekvencia-0sszehasonlitast végeztiink. A nyulbél
és az egérbdl izolalt Nanog-szekvencia 98%-os hasonldsagot mutatott. Mivel a
szekvencia analizis jelentés homoldgiat mutatott az egér szekvenciaval, igy
varhaté volt, hogy a tobbi fajtél eltéréen, az egér és nyul szekvencia erésebb
egyezést mutat. igy Gj primerek kerliltek tervezésre, amellyel mar egy 420 bp-
os fragmentet amplifikaltunk sikeresen. A 420 bp méret( fragment a szekven-
cia-6sszehasonlitas soran 75%-os hasonlésagot mutatott a teljes fragmentre
vonatkoztatva az egér szekvenciahoz képest.

Az Oct- 4 gén expressziéja nyil embrioban és szévetekben: Az irodalom-
ban leirt adatok szerint, az Oct-4 embrionalis expresszidjanak vizsgalatakor, az
egér esetében, az Oct-4 anyai mRNS mar kimutathato a petesejtben, ezt kdve-
téen, a kétsejtes stadiumban megkezdédé zigotikus expresszid pedig egészen
blasztociszta stadiumig tart. Az ember esetében a petesejtben mar szintén de-
tektalhatd az anyai mRNS, de a zigotikus expresszid csak a 8 sejtes stadiumot
megeléz6en kezdédik. A szbvetek esetében, az egér herében és petefészek-
ben, mig emberben csak a herében mutattak ki Oct-4 expressziét (1. tablazat).

Ezt kdvetden, immar nyul- és génspecifikus primereinkkel vizsgaltuk az
Oct-4 embri6o- és szévetspecifikus expresszidjat. Az embrionalis expresszid
vizsgalatakor a humanhoz hasonlé eredményt kaptunk, a szévetek vizsgalata-
kor azonban pozitiv eredményt kaptunk az agyban, [épben, vesében és méh-
ben is (7. abra). Az Oct-4 gén nyul embriéban és sz6vetekben mutatott aktivita-
sat a kdzeljovében még in situ hibridizacié segitségével is kivanjuk vizsgalni.
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1. tablazat
Az Oct4 embri6 és szdvetspecifikus expresszidja egérben és emberben
Preimplantacids embrio(1)

p.s. 2s. 4s. 8s. Mor. Bl

Egér(2) + + + + + +

Human + — — + + +

Szovetek(3)

agy | sziv | vese | here | Iép | izom | petefészek | gyomor thymus maj | bdr
4 |6 | ® 10 (@6 | O {(10) (11) y (12) |{(13)
Egér(2)| — — — + — — + — — — [ —
Human | — — — + — — — — —1 — | —

Table 1.: Specific expression of Oct-4 in mouse and human tissues and embryos
In preinplanted embryos(1), mouse(2), tissues(3), brain(4), heart(5), kidney(6), testicle(7),
spleen(8), muscle(9), ovary(10), stomach(11), liver(12), skin(13),

7. dbra: Az Oct-4 embrio- és szovetspecifikus expresszidja nyulban

M bl Qs Ps. M agy izom boir I¢p mij vese petefészek(2)
~ R , »
. o — 450bp M —— 450 bp

(M-molekulasuly marker, bl.:blasztociszta, 8s.: 8 sejtes embrio, p.s.: petesejt)(1)

Fig. 7.: Specific expression of Oct-4 in rabbit tissues and embryos
M-DNA ladder, bl.-blastocyst stage embryo, 8s-8 cells stage embryo, p.s.-oocyte(1), brain, muscle,
skin, spleen, liver, kidney, ovary)(2)

KOVETKEZTETESEK

Munkank soran sikeresen azonositottuk mindkét gént a nydl genomban, ki-
dolgoztunk egy a gének expresszidjat kimutaté eljarast és génspecifikus prime-
reket. igy a faj- és szekvencia specifikus primerekkel lehetéségiink nyilik a gén
expresszidjanak szovet és fejlédési stadium specifikus vizsgalatara egyarant.
Varakozasaink szerint eredményeink a pluripotencia kialakitasaban szerepet
jatsz6 gének és mechanizmusok jobb megértéséhez vezetnek.-Nydlon folytatott
embriolégiai kisérleteink uttéré jelleglek, jelenleg igen csekély informacio all
rendelkezésre a nyul embrio korai fejlédés és differencialédast iranyité gének

rosan elindulé projekt éveken belil fel fogja gyorsitani a nyulon, mint modellal-
laton végzett kutatasok utemét. Addig is azonban a csoportunk altal vegzett
molekularis biolégiai szintli kutatas fontos eredményekkel szolgalhat az
orvosbioldgiai és transzgénikus kutatasi teriletek szamara.

Tovabbi vizsgalatainkban, a jelenleg kiilénb6z6 fejlédési stadiuma embriok
mintainak gytijtése zajlik. Ehhez szuperovulaltatassal oocytat, illetve terméke-
nyitést kévetéen preimplantacios kord embriokat gydjtéttink. Az embridk szove-
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teinek analizisét RT-PCR és in situ hibridizacié segitségével tervezziik elvé-
gezni. A tovabbiakban a gének teljes kodolo régidjanak klonozasa, és a szek-
vencia meghatarozdsa a masik f6 cél. Ehhez un. 3'55' RACE PCR-t haszna-
lunk. A RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) olyan rekombinans DNS-

mRNS templatbol. Az 5 és 3’ végek izolalasat kévetden, lehetdség nyilik az
exon-hatarokon primerek tervezésére, amelyek segitségével a genomi képia
telies genje izolalhato lesz, az intronok is amplifikalhatéva vallnak.

Eredményeink kézvetlen felhasznaldja tovabba kutatécsoportunk nydl
kibnozasi csoportja, amelyik a nukleusz transzplantacids kisérletekben nyert
klénozott embridk fejlédési potencialjanak analizisekor alkalmazhatja az alta-
lunk felallitani kivant RT-PCR rendszert.
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