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adenin

acetilkolin receptor fehérje (Acetylcholin Receptor)

aktivin IIB tipusu receptor

alkalikus foszfataz (Alkaline Phosphatase)

adenozintrifoszfat

emldrak rezisztencia fehérje (korabban ABCG2 néven irtdk le, mint
ABC transzmembran fehérjét, mindkét elnevezése megmaradt) (Breast
Cancer Resistance Protein-1)

basic Helix-loop-helix trascription factor family (nincs magyar
megfeleldje)

csontvel6é-eredetii sejtek (Bone Marrow-Derived Cells)

4-es csont morfogenetikus fehérje (Bone Morphogenetic Protein-4)
bazispar

szarvasmarha vérsavo albumin (Bovine serum albumin)
CCAAT/enhancer kot fehérje-alfa

sejtadhézios molekula (Cell Adhesion Molecule)

monoklonalis antitesttel megkiilonboztetheto sejtfelszini antigén (cluster
of differentiation)

34-es sejtfelszini antigén

45-0s sejtfelszini antigén

2-es ciklin-fiiggo kinaz fehérje

mRNS-16l reverz transzkripcidval atirt DNS szal

kondicionalt ES tapoldat (Conditioned ES medium)

centimorgan (a gének kozotti térképtavolsag mértékegysége, amely a
kozottik megfigyelt rekombinacios gyakorisag alapjan adhatd meg;
egyezményesen a rekombinacié gyakorisdganak 0,01-at nevezziik 1 cM-
nak, vagy egy térképegységnek)

compact egértorzs (Varga et al. 1997)

Ciliary Neurotrophic Factor (nincs magyar megfelel6je)

3-as konstans régio (Constant Region 3)

a parzas utan eltelt napok szama (days post coitum)

dalton

disztalis enhancer

dietil-pirokarbonat

embrionalis &ssejt differencialtato tapoldat (Differentiating Medium)
izomsejt differencialtaté tapoldat (Differentiation Medium for Muscle)
dimetil-szulfoxid

dezoxiribonukleinsav

embrionalis dssejt aggregatum (Embryoid Body)

teratokarcinoma tumorok pluripotens sejtjei (Embryonic Carcinoma
Cells)

embrionalis 6ssejt specifikus sejtfelszini antigén-7 (embryonic stem cell-
specific surface antigen)

hosszu labujjnyu;jtéd izom (extensor digitorum longus)
etilén-diamin-tetra-ecetsav
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FCS
FGF4
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GDF8

GPDH
hCG
HIV
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HMM
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IGF-1
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IL-6
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LIF
LIFR

LMM
M
MADS
MAPC

MCK
MDSC
mdx
Mef2
MEF2
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0Os csirasejtek (Embryonic Germ Cell)

erbsitett intenzitasa zold fluoreszcens fehérje (Enhanced Green
Fluorescein Protein)

erositett intenzitasu zold fluoreszcens fehérjét kodold gén
elektronmikroszkop

embrionalis dssejt tenyésztd tapoldat (ES medium)

epithelium membran antigén (Epithelial Membrane Antigene)
embrionalis 6ssejt (Embryonic Stem Cell)

F10 myoblast tenyészt6 tapoldat (F10-Myoblast Growing Medium)
fluoreszcenciaval aktivalt sejtvalogatd eljaras, mas néven aramlési
citofluorimetria (Fluorescence Activated Cell Sorting)

magzati borjusavé (Foetal Calf Serum)

4-es fibroblaszt ndvekedési faktor fehérje (Fibroblast Growth Factor 4)
4-es fibroblaszt novekedési faktor gén

fibroblaszt novekedési faktor 5 fehérje (Fibroblast Growth Factor 5)
Fluoreszcens in situ hibridizacio (Fluorescence In situ Hybridisation)
fibroblaszt tapoldat (Fibroblast medium)

guanin

sejtciklus G1 fazis (phase Gapl)

sejtciklus G2 fazis (phase Gap?2)

GC nukleotidokban gazdag DNS szakasz

8-as novekedési differencialodasi faktor fehérje (growth differentiatin
factor 8)

glicerol-3-foszfat-dehidrogenaz

human koriogonadotropin (human choriogonadotropin)

AIDS virus (Human Immunodeficiency Virus)

nagy mobilitasu csoport (High Mobility Group)

nehéz meromiozin (Heavy Meromiozin)

hematopoetikus 6ssejt (Hematopoetic Stem Cell)

embridcsomo vagy belso sejtcsomo a blasztocisztaban (Inner Cell Mass)
inzulin-szeri novekedési faktor-1 fehérje (Insulin-like growth factor-1)
inzulin-szer(i ndvekedési faktor-1 gén

interleukin 6 fehérje

I-mf fehérje (nincs magyar megfeleldje)

kilo

leukémia inhibitor faktor fehérje (Leukemia Inhibitory Factor)

leukémia inhibitor faktor receptor (Leukemia Inhibitory Factor
Receptor)

konnyli meromiozin (Light meromiozin)

sejtciklus M fazis, mitotikus osztodasi fazis

MADS domén (nincs magyar megfeleldje)

mesenchymalis feln6tt progenitor sejtek (Mesenchymal Adult Progenitor
Cells)

izomspecifikus kreatin-kinaz (Muscle Creatin Kinase)

izomeredetl 6ssejtek (Muscle Derived Stem Cells)

mutans disztrofin gén

Izomsejt enhancer 2-es fehérje gén (Myocyte Enhancer Factor-2)

Mef2 fehérje (Myocyte Enhancer Factor-2)



MFM
MHC
MHPC
MNF
MP
MRF
MRF4
mRNS
mstn
MyHC
myoD
MyoD
NADH
NADH-TR
NCS
NE
NT-3
Oct-4
oct-4
OPN
OSM
p21
Pax1
Pax3
Pax7
PBS
PCR
PE
PFA
PGC
pH
PMSG

PORE

POU
PPAR gamma

PPSC
RARE
Rb
RB7
Rb7
RNS
RT
RXR
Scal
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izomsejt fuzids tapoldat (Myoblast Fusion Medium)

f6 hisztokompatibilitasi komplex (Major Histocompatibility Complex)
izomeredetl vérképzo sejtek (Muscle Hematopoetic Potential Cells)
izomsejt sejtmagi faktor (Myocyte Nuclear Factor)

minimal promoter

izom regulalo faktor (Myogenic Regulatory Factor)

4-es miogenikus regulalo faktor (Myogenic Regulator Factor 4)
hirvivo RNS (messenger RNS)

miosztatin gén roviditése

miozin nehézlanc fehérje (Myosin Heavy Chain)

myoD gén (a gén nevének nincs magyar megfeleldje)

myoD gén altal kodolt fehérje
nikotinamin-adenozin-dinukleotid-hidrogén

tetrazolium reduktaz festés roviditése

idegi 6ssejtek (Neural Stem Cells)

nemzetkdzi egység

neutropin 3 fehérje

4-es oktamer koto fehérje (Octamer binding protein 4)

Oct-4 fehérjét kodolo gén

oszteopontin

oncostatin M

p21 fehérje vagy gén (nincs magyar megfeleldje)

paired box 1-es fehérje (nincs magyar megfeleldje)

paired box 3-as fehérje (nincs magyar megfeleldje)

paired box 7-es fehérje (nincs magyar megfeleldje)

foszfat puffer oldat (Phosphate Buffer Solution)

polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)
proximalis enhancer

paraformaldehid

primordialis 6ssejt (Primordial Germ Cell)

mértékegység, a disszocialt hidrogénion koncentracid egysége
vemhes kanca szérumgonadotropin  (Pregnant Mare
Gonadotropin)

palindrom Oct faktort felismerd elem (Palindromic Oct Factor
Recognition Element)

Pit, Oct, Unc transzkripcios faktor csalad (nincs magyar megfeleléje)
peroxiszoma proliferator altal aktivalt receptor-gamma nuklearis
receptor fehérje (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma)
pluripotens 6ssejt (Pluripotent Stem Cell)

retinsav-érzékeny elem (Retionic Acid Response Element)
retinoblasztoma fehérje

riboszomalis 7-es fehérje (Ribosomal protein L7)

riboszomalis 7-es fehérjét kodolo gén

ribonukleinsav

reverz transzkripcid

retinsav X receptor (retinoid X Receptor)

1-es tipusu spinocerebellaris ataxia fehérje (spinocerebellar ataxia 1
homolog)

Serum



SCID egér
SEM

SHH

Shh
Smad3
SMAD3
Sox

Sox2

SP

Spl

SSEA

TA
TGF-B
TRA-1-60
TRA-1-81
Utfl

utfl
UTR
uv
Wntl
Wnt3a
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hidnyos immunrendszerrel rendelkez6 egértorzs

scanning elektronmikroszkop

Sonic hedgehog fehérje (nincs magyar megfeleldje)

Sonic hedgehog fehérjét kodold gén

Smad 3-as gén (nincs magyar megfeleléje)

SMAD3 fehérje (nincs magyar megfeleldje)

Sry-related HMG box containing gene family (nincs magyar
megfeleldje)

Sox géncsalad kettes fehérje (nincs magyar megfeleldje)

Side population (nincs magyar megfeleldje)

Specificity protein 1 (nincs magyar megfeleldje)

fejlédési stadium-specifikus antigén (Stage-Specific Embryonic Antigen)
tubularis aggregatum

TGF-B géncsalad (Transforming Growth Factor-p)

nagy molekulasulyu glikoprotein (60 kDa molekulastlyu csalad)

nagy molekulasulyu glikoprotein (80 kDa molekulastlyu csalad)

l-es differenciadlatlan embrionalis sejt transzkripcios faktor fehérje
(Undifferentiated Embryonic Cell Transcription Factor I)

Utf1 fehérjét kodolo gén

nem transzlalodo régié (Untranslated Region)

ultraibolya

Wingless 1 fehérje (nincs magyar megfeleldje)

Wingless 3a fehérje (nincs magyar megfeleldje)



Bevezetés

3. Bevezetés

Az allati termékek eldallitdsanak legjelentdsebb hanyadat a mai napig a
hustermelés teszi ki. A mindségi hustermelés szempontjabdl mindig kiemelt
szerepet kaptak azon fajtak, amelyek valamely, a hismindséget vagy mennyiséget
érint6 tulajdonsagban kimagaslé eredményeket mutattak. Az un. culard fenotipus,
vagy dupla farisag jelensége régota foglalkoztatja az allattenyésztdket, hiszen az
ilyen fenotipusu allatok jelentésen nagyobb huskihozatala mindig is kivanatos
tulajdonsdgnak szamitott az allattenyésztésben. Ezzel a jelenséggel talalkozhatunk
példaul a fehér-kék belga vagy piemonti szarvasmarha fajtdknal is. A mindségi
hastermelés szempontjabdl kiemelkedd tulajdonsagrél van szo, mivel ezek az
egyedek nem csak tobb hist termelnek, hanem annak mindsége is jobb. A fehér-
kék belga fajtaval tortént keresztezések pedig azt mutatjak, hogy bar a gén
recessziv, monofaktorialis, még a heterozigéta allatokban is kifejezett a hatasa: a
vagéasnal a csont/htis arany és a szinhus kihozatal jobb, mint a keresztezésben
szerepld barmely mas fajta egyedeinél.

A culard fenotipusu allatokban e tulajdonsag ugyanakkor mas sajatsagokkal
is egyiittjar: a csoves csontok megrovidiilésével, kevesebb zsir és faggyu
lerakodéséaval, valamint az izmok kozotti kdtdszovetes allomany mennyiségének
csOkkenésével. Jelenleg még nem tisztadzott, hogy a hipertrofidért felelés génben
bekdvetkezd mutacid-e az, amely ezeket a hatdsokat kozvetleniil kivaltja, vagy mas
faktorok is szerepet jatszanak a folyamatban.

A miosztatin fehérje a normalis izomzatban taldlhaté regulator, amely
gatolja az izomszovet differencidloddsa soran hatdé gének expresszidjat,
meghatarozva ezzel az adott faj felndttkori izomtomegét. Mutéciojakor a negativ
szabalyozas nem valosulhat meg, igy fokozott izomndvekedés megy végbe,
izomhipertréfia alakul ki. A miosztatin génben bekdvetkezd mutécio tehat a culard
jelleg kialakulasahoz vezet.

A husmarhatenyésztés szempontjabol fontos tenyésztési kérdések meriilnek
fel a culard jelleget hordozo egyedek, mint kivald hustipusti egyedek szélesebb
korben valo elterjesztésével kapcsolatban. Két, vildgviszonylatban is jelentds fajtat,
a fehér-kék belgat és a piemontit hazankban jelenleg a végtermék-eloallito
keresztezések befejezd fajtajaként alkalmazzak. Azonban a fajtatiszta populaciok
szamanak novelését és széles korben valo elterjesztését ma még vegyes megitélés
illeti, els6sorban a fehér-kék belganal tapasztalhatdé nehéz ellés, valamint a
magasabb fehérjetartalmu takarmany iranti igény miatt. A piemonti fajtanal ezek a
problémak ritkabban jelentkeznek.

Felmeriil a kérdés: mibdl adédnak a kiilonbségek? Hogyan alakul ki ez a
termelési szempontbol fontos ¢és értékes tulajdonsag? Milyen tényezdk
befolyasoljak a miosztatin gén mutacidja mellett az izomhipertrofia kialakulasat?
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kérdések tokéletes modelljeként szolgalhat. A mutacid genetikai térképezését Dr.
Varga Laszlo és csoportja végezte el a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatéintézetben, igy a miosztatin génmutacié pontos genetikai ismerete adott
kutatasainkhoz.

Célunk az wvolt, hogy a compact egértdrzs embrioibol alapitando
embriondlis eredetli &s-sejtvonalak sejtjeinek izomszdévet iranya in vitro
differencidltatdsa révén meghatdrozzuk azokat a faktorokat, amelyek szerepet
jatszanak a tulajdonsag kialakitasdban. Azért valasztottuk ezt a rendszert, mert az
egér embriondlis fejlddésének ideje igen rovid, a magzatok a vemhesség 20. napjan
jonnek a vildgra. Az embrionalis fejlodés soran az izomszovetet alkotd sejtek elsd
hulldmanak differencialédasa a 7,5 napon indul meg és 8 nappal késébb az elsd
szakaszban kialakulo, un. elsddleges prekurzorsejtek kialakulasa le is zarul.

Az izomdifferencidlodést meghatarozd folyamatok részletei nem teljesen
ismertek és még kevésbé az embriogenezis alatti génaktivalodasok pontos
idépontjai. Igy szinte lehetetlen az olykor igen csekély génaktivitasbeli
kiilonbségek egyértelmii detektaldsa in vivo rendszerben. Masrészt még az egy
anyaallattol szarmazé magzatok fejlddési sebessége kozott is lehetnek
kiilonbségek, ami csak nagy szami magzat egyiittes vizsgalataval egyenlithetd ki.
Réaadasul az egyes, a gének aktivitdsanak szabdlyozéasaért felelds faktorok, tobb
mechanizmus iranyitasaért is felelések lehetnek az embrionalis fejlédés soran. Igy
szlikséges, hogy a korai differencidlédas sordn, a magzaton beliil egyértelmiien el
tudjuk kiiloniteni az izomszovet irdnyba elkotelezett sejteket és csak azok
génexpresszios valtozasait kovessiik nyomon. Ez a korai és igen aktiv sejtvandorlés
alatt szinte megoldhatatlan feladat.

Az embriondlis eredetli &s-sejtvonalak (ES sejtvonalak) holyagesira
fejlédési allapoti egérembrid embridcsomojabol szarmazo sejtek, melyek optimalis
tenyésztési feltételek mellett folyamatosan osztodnak. Gazdaembrioba injektalva
beépiilnek annak embriécsomodjaba, differencidlodni kezdenek, és a normalis
embrionalis fejlédés folyamatdba bekapcsolodva a legkiilonb6zobb sejttipusokka
képesek alakulni. Ha a tenyésztd tapoldathoz kiilonboz6 differencialddast eléidézo
anyagokat, novekedési faktorokat adunk, akkor a legkiilonb6zobb differencialodott
sejttipusok megjelenése érhetd el. fgy az embrionalis eredetii &s-sejtvonalak
alkalmas in vitro modell-rendszerként szolgalhatnak a sejtek differencialodéasa
soran lejatsz6dd folyamatok mechanizmusainak tanulméanyozasara, tobbek kozott
az izom-differencialédas kezdeti 1épéseinek tanulmanyozasara is. Az in vivo
folyamatokhoz képest lassabb differencidlodast mutatnak, igy hosszabb iddt
biztositanak a vizsgalni kivant folyamatok elemzésére.

Kisérleti rendszeriinkben az izomszovet differencialéddas nyomon
kovetésével lehetdség nyilik a miosztatinhoz hasonlé regulator fehérjék szerepének
vizsgalatara a hipertrofia kialakuldsaban. Igy megvalaszolhatok azok a kérdések,
amelyek a miosztatinnak az izom differencialodasi kaszkadban betoltott szerepére
iranyulnak. A fehér-kék belga izomszovet tenyészeteiben végzendd vizsgalataink
pedig, az egéren, mint modellallaton elvégzett kutatds eredményeit adaptalhatjak
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kozvetleniil a fajtara. Kisérleti rendszeriinkben, ahol a differencialodas kezdeti
szakaszatol tudjuk nyomon kovetni az izomzat kialakuldsat, lehetdségiink nyilik
arra, hogy megfigyelhessiik e szabalyozé fehérjék hatasmechanizmusat ¢és
feltarhassuk a kozottik fennallo kolcsonhatasokat. Igy kozelebb juthatunk az
izomzat kialakulasaért felelés faktorok hatdsmechanizmusanak megértéséhez,
amely gazdasagi allatokban kozvetve hatassal van a hustermelés alakuldsara. Az
izomhipertréfiat kialakitd tényez6k megismerése és megértése kozvetleniil
hozzdjarulhat a culard jelleget hordozd fajtdk ¢és egyedek tenyészértékének
egyértelmiibb megitéléséhez. A hismindség javitasara hatd tényezdk jobb ismerete
pedig a jovedelmezd husmarhatenyésztés eldémozditasat segitheti.

A dolgozatban targyalt kisérleti munka fobb célkitiizései:

1. A miosztatin gén mutacidjat hordozd, pluripotens embriondlis Os-
sejtvonalak kialakitasa, azok pluripotenciajanak in vitro és in vivo igazolasa

2. A sejtvonal alapitdsi metodika fejlesztése non-permissziv egértorzsekbol
torténd sejtvonalak sikeres 1étrehozéasa érdekében.

3. A miosztatin gén mutans valtozatat hordoz6 ES sejtvonalak in vitro
vazizom iranya differencidlodasa soran detektalt génexpresszids mintazat
Osszehasonlitdsa kontroll, a mutaciot nem hordozé embrionalis 0s-
sejtvonallal.

4. Izomszovet eredetli Ossejtek izolalasa, in vitro vazizom differencialtatisa
miosztatin mutans €és kontroll egyedekbdl, a differencidlodés soran zajlo
génexpresszid Osszehasonlitd vizsgalata.

5. Az ES és szoveti Ossejtek sejtek izomszovet iranyba torténd in vitro
differencialtatasa révén a miosztatin hatdasmechanizmusanak felderitése, az
izomszovet kialakuldsaban szerepet jatszo gének hatdsmechanizmusanak
egyiittes vizsgalata.

6. A miosztatin mutacido okozta compact fenotipus részletes, hisztologiai
vizsgélata, a mar kifejlett izomzatban bekdvetkezd morfologiai valtozasok
detektalasara.

7. Hipertrofids (fehér-kék belga) és kontroll (holstein-friz) szarvasmarha
szOveti Ossejt €s primer izomtenyészetek izolalasa, azok in vitro
differencidltatdsa. A kapott eredmények Osszehasonlitisa az egér
vizsgalatokbdl szarmazo eredményekkel.

11
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4. Irodalmi attekintés

4.1 A muszkularis hipertrofia jelensége

Szdmos szarvasmarhafajtanal keriilt mar leirdsra a muszkuldris hipertrofia
jelensége (Szabo 1998, 46., 64-71. p.). Olyan allatokrol van sz6, amelyeknél a
felndttkori vazizomzat mennyisége joval meghaladja a fajtara jellemzo
mennyiséget. Igy a muszkularis hipertrofidt mutatdé egyedek fenotipusa igen
jellegzetes: izomzatuk tulfejlett, testtomegiik jelentdsen megnd. A fenotipus
nemzetkozi szakirodalomban haszndlatos megnevezése a culard jelleg (szoszerinti
magyar forditdsban: dupla farusag), amely az erbteljes far- és hatizmokra utal. Itt
kell megjegyezniink, hogy a muszkuldris hipertrofiat mutatdé egyedeknél a
vazizomzat tomegének mintegy 20%-o0s nodvekedése az izmokat alkoto
filamentumok atmérdjének valtozasara (hipertrofia) csak kevésbé, inkabb az egyes
izom filamentumok szdmanak novekedésére (hiperplazia) vezethetd vissza. Ennek
ellenére a koztudatban hipertroéfia néven valt ismertté a jelenség.

A culard jelleg a husmarhatartasban régéta ismert (Culley, 1807, cit.
Ménissier, 1982; Kaiser, 1888, cit. Ménissier, 1982). Az ilyen egyedek a tenyésztés
soran eldtérbe keriiltek, hiszen altaluk joval nagyobb mennyiségli hus volt
eldallithaté. Igy az egyes mutaciok konzervalédtak a fajtakban, és nemzedékrdl
nemzedékre tovabbadodtak (Dohy, 1979; 43-44. p.). Kivalo példa erre a fehér-kék
belga (1. abra), amelynek hustipust —belga kifejezéssel ¢élve ,,viande” tipusi—
egyedei, szinte 100%-ban talizmolt fenotipust mutatnak. E fajtanal ugyanis az évek
soran a szelekcio egyik f6 szempontja a muszkularis hipertréfiat hordozé egyedek
kivalogatasa volt (Arthur, 1992; Hanset, 1997). A culard jelleg nagyobb
gyakorisadggal fordul eld még a francia charolais és az olasz piemonti (1. abra)
fajtdkban is (Westhusin, 1997).

1. Abra. Miosztatin mutans szarvasmarha fajtak (A) fehér-kék belga szarvasmarha bika az
Ostffyasszonyfai Petofi MgTSz tenyészetébdl (Boleskey K. szivességébdl), (B) piemonti
szarvasmarha bika'

""A felvétel az olasz Piemonti Szarvasmarha Tenyésztdk Egyesiiletének honlapjardl
szarmazik.
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A hosszu idon keresztiil folytatott vizsgalatok ellenére sokaig nem sikertilt
feltarni a hiperizmoltsdg genetikai okat. Bar az els6 irdsos dokumentum 1807-bdl
valé a ,dupla izomzati” egyedekrél (Culley, 1807, cit. Ménissier, 1982), a
tulajdonsag 6roklédését megfigyelve sokaig csak annyit feltételeztek rola, hogy
valésziniileg monogénes, autoszomalis és részlegesen recessziv (Ménissier, 1982).
Csak 1995-ben sikeriilt a TGLA44 marker segitségével a szarvasmarha kettes
kromoszémajanak q karjan, mintegy 2 cM tavolsagra megkdzeliteni a feltételezett
gént. Az adott kromoszomarégidt mh lokusznak (muszkularis hipertrofiaért felelds
l6kusz) nevezték el (Charlier et al. 1995). Késobb ezt a megallapitast fluoreszcens
in situ hibridizacié (FISH) segitségével is igazoltak (Smith et al. 1997).

Bar a térképezést tovabb folytattdk, mégis egy véletlen vezetett a
muszkularis hipertréfia genetikai hatterének megismeréséhez. Az egéren, mint
genetikai modellallaton végzett kisérletek soran a TGF-B (Transforming Growth
Factor) novekedési faktor csalad tagjait vizsgaltdk. Az un. génkiiités (knockout)
technikdjat alkalmazva, a fehérjecsalad GDF-8, vagy mas nevén miosztatinként
(a fehérjét nem hordozo) egerek izomhipertrofiat mutattak, azaz izomzatuk teljes
mennyisége jelentésen megndtt (McPherron et al. 1997). E kisérlet kapcsan
kezdték el vizsgalni, hogy vajon nem ugyanazon gén mutacidjardl van-e sz6 mas
allatfajok, igy a szarvasmarha izomhipertrofiat mutato egyedeinél is.

A vizsgalatokat két olyan szarvasmarhan kezdték meg, ahol nagy
gyakorisaggal fordulnak elé izom-hipertrofias egyedek. Igy a fehér-kék belga és a
piemonti (1. abra) fajtdk egyedeinek DNS-mintait vizsgalva, pozicionalis
géntérképezéssel sikeriilt meghatarozni a keresett gént. A fenti fajtakban megjelend
muszkuldris hipertrofia egy autoszOémalis, recessziv allél altal meghatarozott
tulajdonsag. Az allél az mh [okuszban lokalizalhatd, a szarvasmarha kettes
kromoszéméjanak g-karjan, a centromer-régidhoz kozel (BTA2ql2-22 régid)
(Charlier et al. 1995; Smith et al. 1997). Kambadur és mtsai 1997-ben a gén
kloénozésat kovetden direkt szekvenalas modszerével egy 11 bp nagysagu deléciot
esetében, mig a piemonti fajtandl egy G—A tranziciot a 941-es pozicidban
[nt941(G-A)]. Bizonyitast nyert tehat, hogy az oly régdéta ismert és a
husmarhatenyésztés soran elonyben részesitett culard jelleg kialakitasaért a
miosztatin génben bekdvetkezé mutaciok a felelések (Grobet et al. 1997;
McPherron és Lee, 1997; Kambadur et al. 1997).

Muszkuldris hipertroéfiat mutaté egyedeket szamos fajtaban leirtak: a francia
blonde d’Aquitaine, charolais, gasconne, limousine, maine-anjou €s parthenaise,
valamint a spanyol asturiana és rubia gallega egyedeiben is. Ezekben a fajtakban a
hipertrofia csak szorvanyos jelenségként fordul eld, megjelenésének gyakorisaga
alacsony. Azonban igen kedvelt tulajdonsag, igy jol dokumentalt. A miosztatin
génben bekovetkezd és hipertrofidt okoz6é mutaciok leirdsat kovetden igy tobb
kutatocsoport is széleskorli vizsgalatokat kezdett: a fenti nyolc fajtat bevonva a

~~~~~~

(Georges et al. 1998; Kocamis és Killefer, 2002).
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4.2 A Cmpt egértorzs

A tulizmolt fenotipust mutaté egyedeknél az elvaltozast okozd gének
keresése mar a miosztatin felfedezése eldtt megindult. A tulajdonsag, ahogy a
szarvasmarhanal, gy az egéren (annak egy laboratoriumi tdrzsén) is leirasra kertilt.
Az ugynevezett ,,compact” egér a fehér-kék belgahoz hasonld fenotipust hordozott
(2. abra). A kontrollokhoz viszonyitva szignifikans kiilonbség mutatkozott a
carcass %-ban illetve az izom:csont ardnyban. Az egértorzset eredetileg nagy
testtomeg gyarapodasra és a 60 napos korban mért, a carcass tesstomegre
vonatkoztatott magas fehérje %-ra szelektaltak (Biinger et al. 2001), amikor az
izom hipertréfiat mutatod egyedek megjelentek a populacidoban. Ezeket az egyedeket
kiilonvalasztottak, majd alvonalként tenyésztették tovabb. A fenotipust Varga és
munkatarsai nevezték el Hungarian Compact Subline néven, amelyet Cmpt
roviditéssel jeloltek (1997). Munkajuk sordn a mutdcioért felelds gént az 1-es
kromoszéman sikertilt lokalizalniuk, kapcsoltsagi géntérképezés (linkage mapping)
technikat alkalmazva (Varga et al. 1997).

2. abra. Miosztatin mutans és kontroll egér (A) 18 hetes korti Cmpt egér him, (B) 18 hetes
kontroll, BalbC egértorzsbél szarmazoé him (sajat felvétel).

Amikor a miosztatin gén és a génben bekovetkezd mutacid altal okozott
fenotipus publikaldsra keriilt, Szabo és munkatérsai az altaluk régota vizsgalt Cmpt
egértorzsben is a miosztatinban 1étrejott mutacidt detektaltak. Vizsgalataik szerint a
kialakult fenotipusért. A deléci6 5 aminosav kiesését és egy Uj aminosav
megjelenését okozza a peptidlancban, amely a fehérje szerkezetében a TGF-3
prekurzorok dimerizacidért felelds fehérje régiot érinti, igy a fehérje 3D szerkezete
sériil. A mutacio a fehérje érése soran olyan valtozast idéz eld, amely a fehérje
98%-o0s funkcidvesztését eredményezi (Szabo et al. 1998). Az egértorzs analizise
populacié F, nemzedékében. A fenotipust Varga és munkatarsai a miosztatin gén
mellett 1évé modifikator gének hatdsdval magyaraztdk, amely gének térképezését
jelenleg is végzik (Varga et al. 1997; 2003).
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4.3 Azizom felépitése és kialakulasa

Mieldtt a miosztatin szerepérél bovebben szd esne, at kell tekinteniink az
izomzat szerkezeti (hisztologiai) felépitését ¢és kialakuldsdnak (miogenezis)
folyamatat. Az izomszdvet a négy alapszovet egyike. Az izomszovetnek harom
tipusat kiilonitjiikk el, igy beszélhetliink vazizomrél vagy harantcsikolt izomrol,
simaizomrdl ¢és szivizomr6l. Mindharom izomtipus megnyult, ors6 alaki un.
fazionalt sejtekbdl felépiild tobbsejtmagvil sejt, vagyis izomsejt, mas néven
izomrost. Az energia mindhdrom esetben ATP hidrolizisével szabadul fel és az
izomrostok kontrakcidja sordn alakul 4t mechanikai energiava, lehetdvé téve az
erokifejtést €s a mozgast.

4.3.1 A vazizomszovet strukturaja

A vézizom, vagy masik nevén harantcsikolt izom sejtjei hosszq,
tobbsejtmagvi, szincicidlis sejtek, ahol az izomsejteket kotdszovet veszi koriil és
szervezi egységbe. Az izom makroszkopikus felépitésének alapegysége az
izomrost. A rostok, vagyis maguk az izomsejtek a megnyult, fuziondlt myoblastok
utodai. Miden rostot (sejtet) a sejt plazmamembranja, a szarkolemma vesz koriil,
amely ujjszer(i, Gn. transzverzalis- mas néven T tubulusokat bocsat a citoplazméba
(szarkoplazma), mely a sejt szarkoplazmas retikuléris hélézatdhoz kapcsolodik. A
szarkolemman kiviil taldlhato a bazalis membran. Az izomsejt nukleuszait
altalaban a periférilis, szarkolemma alatti teriileten talaljuk. A mitokondriumok
jelentds része szintén a szarkolemma alatt talalhatok, azonban a mitokondriumok a
miofibrillumok kozott is eléfordulnak (3. abra).
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szarkoplazma sejtmag

3. abra. Az izom makroszkopikus felépitése (Kierszenbaum, 2002 nyoméan)

Az egyes izomsejtek csoportokba, tin. kotegekké szervezddnek. Egy-egy ilyen kiteget
(izomrost csoportosulast) ujabb kotészovetes tok zar koriil, ez az in. perimizium. A kotegen
beliil az egyes rostokat szinte egymashoz fiizi az endomizium, amely szorosan kapcsolédik
minden sejt szarkolemmajahoz. Az izomrost kotegek izmokka szervezédnek, amelyet Kiviilrél
ujabb kotészovetes tok véd, az epimizium.
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Szerkezetét elekronmikroszkoppal vizsgalva, az izomsejt kétféle
filamentumbdl, vastag és vékony izom filamentumokbol épiil fel. A gerinces
izmokban altalaban egy 15 nm vastag és 1,5 um hossza un. vastag filamentumot,
hat darab 7 nm vastag és 1 um hosszl tin. vékony filamentum vesz kortil (4. dbra).

A filamentumok nem masok, mit Un. motorproteinek, ahol a vastag
filamentum konnyii és nehéz meromiozinbol valamint titinbdl all, mig a vékony
filamentumok elsésorban aktin molekulakbol épiilnek fel, de troponin, €s nebulin is
talalhato a komplexben.

izomrost

SN TAILITIITIE,

W

Aktin
—Szarkomer

Z-vonal Z-vonal

4. abra. A szarkomer felépitése, és az izomfilament miofibrillum szerkezete
(Kierszenbaum, 2002 nyoman)

A harantcsikolt izomban megkiilonboztethet6 egy anizotrép (kettés fénytorésii), un. A-csik, és
egy izotrop (egyszeres fénytorési), un. I-csik. Az I-csik kézepén huzédik a Z-vonal, mas néven
telofragma, mig az A-csik kozepén a vilagosabb H zéna rajzolédik ki. A H zéonaban féként
kreatin kinaz lokalizalhat6. A H zéna kozepén az in. M-vonal lathaté, amely a miozin
molekulak farki részét 6sszekoté kereszthidakbol all. A harantesikolt izom egysége az vin.
szarkomer, melyet két Z-vonal hatarol. Az izomrost tehit a szarkomer egységek
ismétlédéseként is felfoghatd. A kétféle filamentum tipus az A-csik teriiletén jol kivehetd,
azonban az I-csik teriiletén csak a vékony filamentumok helyezkednek el.

4.3.2 Rosttipusok az izomzatban

A végtagok izomzatat vizsgéalva, az izomrostok tekintetében, —igy az Oket
alkoté miozin nehézlanc (MyHC, Myosin Heavy Chain) izotipusok esetében is—
az egyes izmok heterogének. Az izomrostokat alapvetden két szempont alapjan
kiilonitik el: az 6sszehuzodas sebessége alapjan (gyors és lassu tipus), valamint az
ATP termelés moddja szerint (oxidativ, illetve glikolitikus). Azokat a rostokat,
amelyek magas ATP-az aktivitdssal rendelkeznek ,,vOros”, mig az alacsony
ATP-4z aktivitasuakat ,,fehér” tipusnak nevezziik.

Az izom Osszehuzodasdhoz sziikséges energia nagy energiaju
foszfatkotésekbdl (ATP) szabadul fel, amely zsirsavak vagy gliik6z metabolizmusa
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soran keletkeznek. Altaldban a keringéssel az izomba keriilé glikoz, vagy az
izomsejtek  citoplazmdjdban nagy mennyiségben raktarozott (az izom
szaraztomegének 1%-at kitevd) glikogén szolgal energiaforrasul a sejtek szamara.
A glikogén form4jaban tarolt energia oxidativ foszforilacid révén a citrat-kéron
keresztiil alakulhat at ATP-v¢, ez a folyamat zajlik az oxidativ izomrostokban, mig
anaerob glikolizissel, jelentds tejsavtermelés mellett az Gn. glikolitikus rostokban.
Mindez 0Osszefiiggésbe hozhaté az egyes izomsejteket (rostokat) alkotdo f0
motorprotein, a miozin filament nehéz lancanak tipusaval. A miozin ugyanis egy
450-500 kDa molekulatomegti, 150 nm hosszusagu, fibrillaris és globularis
részeket is tartalmazo, igy két részbdl felépiild motorprotein, amely az ATP
foszfatkotéseiben raktarozott kémiai energiat mechanikai energiava képes alakitani
hidrolizis segitségével. Egyik része a fibrillaris tipusi konnyli meromiozin (Light
meromiozin, LMM), mig a masik része a fibrillaris és globuldris részeket is
tartalmazd nehéz meromiozin (Heavy Meromiozin, HMM). A kénnyli meromiozin
kétféle fehérjelancbol all (16 és 20 kDa), mig a nehézlanc két 200 kDa-os azonos
lancbol all. A két, egymassal spiralt alkoté nehézlanc egyik végén elagazik, és egy-
egy fejben végzddik, amelyek mindegyikéhez hozzékapcsolodik mindkét kdnnyi
meromiozin lanc (5. abra).

A LY
4 S op
ATP-kbtShelyek és kénny lanc
ATP-az domének (LMM)

neheéz lanc
(HMM)
farok
Osszekapcsolodasi
régio

i | (DY

|

5. abra. A miozin molekula felépitése (Kierszenbaum, 2002 nyoméan)

A miozin nehézlancdnak szdmos izotipusat ismerjiikk az emlds izomzatban,
amely a fejlédés soran atalakulasra képes. Igy ismeriink MyHC I, (mas néven
MyHC ), IIA, IIB, és IIX/D izotipusi nehézlancokat. A miozin nehézlancok
izotipusa az ¢€let soran valtozik. Az dregedéssel a gyors tipusu rostok pusztulnak,
illetve intermedier rostokon keresztiil lassu tipustiva tranzicionalédnak. Azonban a
tranziciot nem csak az Oregedés, hanem a mechanikai ingerek, a hormonadlis és
neuralis faktorok is befolyasoljak (Pette és Staron, 2000). Az 4talakulds iranya,
aktivitasa mindig a kivaltd stimulus fliggvénye. Habar az atalakulas meghatarozott
formak kozott zajlik csak le (IIA—IIB—IIX/D), annak iranya forditott is lehet. A
tranzicid eredményeként léteznek az izomban un. hibrid vagy mas néven
intermedier filamentumok (Staron és Pette, 1993).
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A vazizomzatot alkotd rostokat ezek alapjan harom f6 tipusba lehet
besorolni. Az Un. I-es tipus (MyHC I tipus alapjan) lassu oxidativ izomrost, amely
oxidativ foszforilacion keresztiil allit eld energiat, alacsony ATP-az aktivitassal
rendelkezik, lassan farad ki. Glikogéntartalma viszonylag alacsony, mig mioglobin
tartalma magas (vords rost). Az un. IIA tipus (MyHC IIA izotipus alapjan) gyors
oxidativ izomrost, ATP-az aktivitdsa magas, szintén a vOrds tipusi rostokhoz
tartozik. A harmadik tipus az Gn. [IB (MyHC IIB) tipus, amely gyors glikolitikus
izomrost. Kevés mitokondriumot tartalmaz, mioglobintartalma alacsony (fehér
rost), ugyanakkor ATP-4z aktivitdsa magas. Gyorsan kimeriilé izomrostrél van szo6,
igy a fehér rostok elsdsorban a révid ideig tartd, nagy erdkifejtésre szolgalod
izmokra jellemzdk.

Tobb munka is késziilt az egér, mint genetikai modellallat izomzatanak
roststrukturajara vonatkozodan, azonban teljes, az Osszes izom életkor és ivar
szerinti rostosszetétele nem ismert.

4.3.3 A miogenezis kezdeti szakasza: myotom determinacio

A miogenezis az izomszdvet differencidloddsnak az embriondlis fejlodés
soran zajlo folyamata. Nem mas, mint pontosan megtervezett molekularis
szignalok sorozata, amelyek egy heterogén izomzat kialakulasat eredményezik.

Az embriondlis fejlédés sordn a vazizom differencidlodas roviddel a
az un. somitadkbol (Osszelvények) alakul ki az izomzat, a somitdt koriilvevd
terliletekrdl érkezd szignalok révén. A somita kezdetben tobb sejtcsoportbol all,
amelybdl jelentds sejtkivandorlds révén alakulnak ki a sclerotom (gerincoszlop),
myotom (végtagvaz, végtagizmok, axidlis izmok) és dermotom [irha (cutis) és
boralja (subcutis)] prekurzor sejtcsoportjai. A sclerotom sejtcsoport valik el
elsOként a somita ventralis-medialis teriiletér6l, amely legkozelebb esik a
veldcs6hoz. Ezek a sejtek mesenchymalis sejtekké alakulnak, majd a gerincoszlop
¢s a borddk egy részének chondrocyta sejtjeivé  differencidlodnak.
Differencialédasukat elsdsorban a gerinchur és a veldcsé fenéklemeze altal
szekretalt parakrin szignal, a Sonic hedgehog (SHH) fehérje valtja ki. A levalt
sclerotom sejtekben a Pax-I fehérje termelddése indul meg, amely a sejtek
porcsejtekké vald differencialédasahoz, igy a gerincoszlop kialakuldsahoz
sziikséges. Szintén megindul egy Gn. I-mf fehérje termelése, amely faktor a hPHLH
(részletesen 1d. késdbb) transzkripcids faktorok izomszovet differencialédast
elindité hatasat akadalyozza meg e fehérjék termelddésének gatlasa révén.

A somita tObbi része ezalatt lassan tovabb differencialodik, korabbi kerek
formaja ellaposodik, ventro-lateralis iranyban megnyulik. A somita két lateralis
somita sikja alatt (dorso-laterdlisan) alakulnak ki az izom prekurzor sejtek, a
myoblastok. A myoblastok leflizédése utan fennmaradd kétrétegli struktira a
dermomyotom, amelynek alsé (ventralis) rétege a myotom. Azokat a myoblastokat,
amelyek a velocs6hoz kozeli teriiletbdl alakultak ki, epimer izomzatnak nevezziik
(ezek alkotjak majd a mély hatizmokat), mig a vel6csotdl legtavolabbi oldalon
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rom

kialakult izmokat hypomer izmoknak nevezziik (ezek alkotjak a késoébbi testfal, a
végtagok és a nyelv izomzatat). A dermomyotom dorzdlis lemezének kozépsd
régidja a dermatom, amely a mesenchymalis kdtdszovetet képezi a hat borében: ez
a dermisz. (A test mas tdjainak bor kotdszovete nem a somitakbol alakul ki, azaz
nem a lateralis mezodermabdl szarmazik.)

szignalt kell megemliteni. gy az epimer izomsejtek elkiiloniilésében a velScsé altal
elvalasztott Wingless 1 (Wntl) és Wingless 3a (Wnt3a) jatszik szerepet. Tovabbi
hatassal van az SHH alacsonyabb koncentracidja, amely a veldcsé fenéklemeze
altal szekretalodik, igy a somita dorso-medidlis teriiletén, ami viszonylag tavol esik
a fenéklemezt6l, az SHH koncentracio a diffuzié miatt mar alacsonyabb. A
hypomer izomsejtek kialakulasaban az epidermisz altal termelt Wnt szignal és a
mezoderma oldallemeze altal termelt 4-es csont morfogenetikus fehérje (BMP4) és
fibroblaszt novekedési factor 5 fehérje (FGFS5) jatszanak meghatarozé szerepet. E
szignalok teszik lehetévé, hogy a sejtek elkiiloniilése utan az izomszovet
differencidcios programot aktivizald és ,,levezényld” szabalyozé transzkripcios- és
novekedési faktor gének aktivalédjanak, majd meginduljon a myoblast
determinécio 6. abra.

A C

. i kozépsd dermomyotom
epidermisz epidermisz i lemez
3 = epimer
dermomyotom

veldeso N “b;. o~
epimer myotom | i
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dermomyotom >\ B
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6. abra. Az emlds somitogenezis korai szakasza, a lateralis mezoderma differencialédas a
dermomyotom kialakulasiig (A) A veldcsé zarodast koveté somita formalédas, (B) a
dermomyotom és sclerotom lefiizodése, (C) az epimer és hypomer dermomyotom lemezek
kialakulasa, (D) a dermomyotom és sclerotom sejtcsoportok teljes elkiiloniilése (Gilbert, 2000
nyoman).

Az aktivalo faktorok mellet inhibitor fehérjék is szekretalodnak, amelyek
feladata a kornyezod sejtekbdl érkezd szignalok hatdsanak gatlasa. Igy példaul az

crer
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BMP4-t6l, igy akadalyozva meg a sclerotom myotom iranyu differencidciojat.
termelddik, a BMP4 szignaltol védi a sejteket, hogy ne induljon meg azok hypomer
izomma torténd laterdlis vandorldsa, hanem mindvégig mediélis pozicidban
maradjanak. A folyamat konnyebb megértését a 6. abra segiti (Gilbert 2000, 447-
458. p.).

4.3.4

Az izomszovet differencialédasdban, igy az izomzat kialakuldsdban
szerepet jatszd gének koziil mara mar szdmos ismert. Zomében transzkripcios-,
vagy novekedési faktorokat kodolnak, azaz az izomzatot alkotd fehérjék génjeinek
expresszidjat szabalyozzdk, meghatdrozzdk az izomzat kialakuldsat és
szervezOdését. E faktorok génjei a célpontjai azon szignaloknak is, amelyek az
izomszovet differencialoédasat inditjak el (Molkentin és Olson, 1996a, 1996b). Az
1. tdbldzat a myotom determinacidban részt vevd legfontosabb fehérjéket sorolja

Miogenezis: az izmok determinacidja

fel, azok hatasanak ismertetésével.

1. tablazat. A myotom determinacioban részt vevé szabalyozo fehérjék és szerepiik

- - Jellemz6
Fehérje Fehel:Je- fehérje- Hatas Referencia
neve csalad Z
domén
MyoD - gének E-boxahoz képesek kotddni Emerson 1993
Myogenin . | - homo- és heterodimereket Arnold és Winter
Myrs | CHLH | BHLHdomén |\ onak ki més fehérjékkel 1998
MRF4 - izom struktirgének aktivalasa Olson ¢és Klein 1998
- izom strukturgének A/T-gazdag Pollock és Treisman
MADS régiojahoz kotddnek 1991
MEF2 MEF domén - homo- és heterodimereket Edmonson et al.
MEF domén | alakitanak ki mas fehérjékkel 1994 Olson et al.
- izom struktargének aktivalasa 1995
 NetR reveptoron kereszil MePherron e a.
GDF-8 | TGF-B | TGF domén | Xt Teceptoron 1997 Grobet et al.
sejtproliferaciot gatol a 1997
myoblastokban
Pax3 . - embriogenezis irdnyitasa Rawls .et al. 1995
Pax paired domén | miogenezis irdnyitisa Borycki et al. 1999
Pax7 homeodomén | _ szatellita sejtek kialakulasa Buckingham 2001
Seale et al. 2000
- izomdifferencialodas szabalyozasa
Tirozinkindz | az embriogenezis és a novekedés Liu et al. 1993
IGF-1 GF receptor-kotd | stadiumaban egyarant Quinn et al. 1994
domén - sejtproliferacio indukcioja (felnétt
korban is)
MNF-a . - Myotom determinacio az .
: winged- | (CCAC)-box | embriogenezis soran Cornelison és Wold,
helix koté domén | - felnétt allatokban szatellita sejt 1997
. MNF-$ e,
proliferacio
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A somitat koriilvevo sejtcsoportok altal termelt parakrin szignalok hatdsara
kiiloniil el a myotom ¢és alakulnak ki a hypomer és epimer izomkezdemények. E
szignalok hatdsdra indul meg hypomer izomban az elébb mar ismertetett Pax3
fehérje termelése. A Pax3 azutan aktivalja az izomszovet-specifikus transzkripcios
faktorok két, a myoblast proliferacidért felelds tagjat, a MyoD és Myf5 fehérjéket.
Ezek termelddése a sejtekben az izomma alakulas elsd fontos 1épése. Az epimer
izomban ezzel szemben a MyoD mads ttvonalon aktivalodik, de itt is megjelenik a
Myft5 és MyoD fehérje. A MyoD termelddésének meginduldsat kdvetéen a MyoD
termelddését mar maga is szabalyozza. Ezen kiviil képes direkt DNS-fehérje
kolcsonhatason keresztiil aktivalni szamos izomszdvet-specifikus gént is [pl:
izomspecifikus kreatin-kindz (MCK), izom acetilkolin receptor fehérje (muscle
AChR)]. A kutatasok mai allasa szerint a bHLH és a MEF?2 transzkripcios faktorok
kooperaciojaként kovetkezik be az izomszovet-specifikus gének aktivacidja
(Molkentim és Olson, 1996).

A determincidban szerepet jatszo faktorokat és termelddésiik f6 helyét az
embriogenezis alatt a 7. dbra szemlélteti.

epidermisz
B ? BMP4

13
dermis P —l Wt
.
1orzs | | ]

epimer 1 | 1
izmok  izmai |
SIE | I ‘

sclerotom \
o 4
velesé 4
SHH

Pax1 BMP4, FGI

oldalso (lateralis)
mezoderma lemez gerinchur

7. abra. A dermomyotom determinaciéban szerepet jatszo transzkripcios- és novekedési
faktor fehérjék (Gilbert, 2000 nyoman)

A myotom bHLH faktorokat termeld sejtjeit immar myoblastoknak, azaz
izom prekurzor sejteknek nevezziik. Ezek az un. elkotelezett sejtek az izomszovet
differencialodas iranyéaba indultak fejlédésnek. A sejtek a determinaciot, vagyis a
myoblastta alakulast kdvetden egy aktiv osztddasi fazison mennek keresztiil, ahol
szamuk megsokszorozdodik. Ebben a szakaszban foként az FGF fehérjék hatdsara
nincs differenciacid, csak ploriferacio. Ezt koveti a sejtek elrendezddése,
vandorlasa, amelynek soran a majdani rostok formdjat veszik fel a sejtek ¢és
sorokba rendezddnek. Ekkor az osztodas teljesen leall, a sejtek fibronektint
véalasztanak ki az extracellularis matrixba, amely az egyik legfébb fibronektin
receptorhoz, az a5B1 integrinhez kotédik. Ezzel az integrin-fibronektin kapcsolattal
végleg lezarul az osztodds, igy ez a 1épés elengedhetetlen a differencidlodas
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bekovetkezéséhez (Boettiger et al. 1995). A sorba vagy lancokba rendezddés a
sejtmembran glikoprotein molekulai altal kozvetitett. Szdmos cadherin (Ca-fiiggd
adhézios fehérje; Ca-dependent adhesion molecules) és egyéb sejtadhézios
molekula (Cell Adhesion Molecules; CAM) vesz részt a folyamatban. A felismerés
¢s kapcsolodas mindig csak két myoblast sejt kozott mehet végbe, vagyis az
identitds fontos a membranmolekuldk kozotti kapcsolat 1étrejottében. A
sejtvandorlast a fuzios szakasz koveti, amikor a myoblastok egybeolvadasaval
kialakulnak a rostok. A sejtmembranok egybeolvadasa kéalciumion-fiiggd folyamat,
igy a folyamat medidcidjaban metalloproteinek, mas néven meltrinek vesznek
részt. Az utolsé szakaszban a flziondlt izomsejtek végdifferencialédnak, vagyis
érési folyamat zajlik le. Ennek eredményeként épiil fel és alakul ki az izomrost
fimomstruktirdja, az izomfilamentumok, és szervezddnek izmokkd a rostok a
korabban mar ismertetett struktura szerint (8. abra; Gilbert 2000, 447-458. p.).

osztodo T izomrost ; ;
sorbarendezodés érett izomrost

myotom sejick 1zomrost
myoblastok formalodas

ﬂ \ Dardkein ) P 4 A ; .
| fonai PR S I £ o A / . .
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loe . al - 23 - - - e
. " . | [ 3 &
o T \E) . g - /
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Determinacio Osztodas Osztodas ledllasa Fuzio Erés
Wnt, Shh FGF fehérjék Fibronektin meltrin kontrakcio
integrin izomspecifikus
cadherin fehérjek
CAM

8. dbra. A miogenezis folyamatanak szakaszai a determinaciét kévetéen
(Gilbert, 2000 nyoman)

Az izomzat kialakulasa igen Osszetett folyamat. Hosszadalmas és bonyolult
Iépések sorozataként alakul ki a laterdlis mezoderma teriiletén a myotom és
dermomyotom parakrin szignalok hatdsara. A hypomer és epimer izmokban és a
myotomban azutan meglehetésen hasonldé moédon torténik a genetikai program
transzkripcids- és novekedési faktorok altal vezényelt aktivalodasa, amely a
myoblastok kialakuldsat, oszt6ddsat, majd pedig az izomrostok kialakulasat
eredményezi. Azonban a szervezetben a myoblastok formalodasa nem csak idében,
hanem térben is zajlik, vagyis jelent0s sejtvandorlas torténik a végtagok
kialakuldsaig és a megfeleld izomzat kifejlodéséig. Habar az egyes myoblastok
differencialodasa a fenti séma szerint zajlik, tovabbi folyamatokat is at kell
tekinteniink, hogy az izmok kialakuldsat megérthessiik. Jelenlegi ismereteink
szerint az izomzat kialakuldsa harom hullamban torténik, amelybdl az els6 kettd
még embrionalis szakaszban, mig a harmadik a megsziiletést kdvetden zajlik le.

Az emldésokben a primer izomrostok a korai embriogenezis szakaszaban
alakulnak ki az elébb vazolt Gtvonalat kovetve, majd hamarjaban lassu tipust
rostokkd alakulnak. Az els6 szakasz mai ismereteink szerint az egér embriogenezis
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9. napjan (d.p.c.) kezdddik és koriilbeliil a 13,5 napig (d.p.c.) tart. A miogenezis
masodik hulldma a foetalis fejlodés késobbi szakaszéba zajlik, koriilbeliil a 14.
naptol (d.p.c.) szamitjuk, amikor mar az elsédleges rostok mintegy allvanyzatul
szolgélnak a masodlagos rostok kialakulasa szdmara. A masodlagos rostok képezik
tulajdonképpen a kialakuld izomzat f6 részét és els6sorban gyors tipust rostokka
alakulnak, immar a korai 0jsziilott stddiumban. A mésodlagos rostok kialakul4sa
egybeesik az izmok beidegzddésével, azaz az ideg-izom kapcsolatok, mas néven
neuromuszkularis junkciok kialakulasaval. Ugyanekkor nyernek ,,identitast” is az
egyes rostok, vagyis végbemegy a mikrofilamentumok kialakulasa és a gyors és
lassu rostok is elkiiloniilnek. A fejlédé izomrostok eldszor szdmos kontraktilis
protein izoformat expresszalnak, ami csak a késdbbi fejlodési stddiumban valik
specifikussd. Vagyis a kezdeti izoformak koziil tobb az érés sordn nem expresszal
tovabb, igy alakul ki az adott rost karektere, vagyis hogy lassu, gyors, esetleg
intermedier format dlt-e.

A szatellitasejtek, vagyis izomszovet Ossejtek csak ezt kovetéen
vandorolnak az izomba ¢és tapadnak meg a rostokon. A szatellitasejtek az
izomregeneracidoban vesznek rész. Az izomrostok bazalis membranjahoz tapadnak.
Az izomszovet Ossejtekrél bdvebben a szdveti Ossejtek ismertetésekor szélunk
(1d. 4.6.1 alfejezet).

A megsziiletést kovetden még jelentds érés és novekedés zajlik az izomban,
ami a felnottkorra sem ér véget. JOl tudjuk, hogy az izomzat tomege feln6tt korban
is megvaltoztathat6: megnéhet az aktiv sejtosztodas és novekedés révén (pl:
erokifejtés, hozamfokozok, hormonalis hatasok, stb.), vagy akar csokkenhet
mennyisége pusztulds révén (betegség, mozgasszegény életmod, stb.).

4.4 A miosztatin

4.4.1 A miosztatin gén és szerkezete

A miosztatin gén szerkezetét valamint az arrdl transzkriptalodd RNS
legfontosabb adatait az egér, a szarvasmarha ¢és az ember esetében a
2. tdblazat tartalmazza.

Roviddel a miosztatin felfedezését kovetden McPherron és Lee (1997) a
szarvasmarha (fehér-kek belga) mellett szdmos fajban azonositottdk a miosztatin
gént. Vizsgalataik eredményeként napvilagot latott a galléros pavian (Papio
hamadryas), a tyuk (Gallus gallus), a pulyka (Meleagris gallopavo), a patkany
(Rattus norvegicus), a sertés (Sus scrofa), a juh (Ovis aries), a zebradanid (Danio
rerio) ¢€s természetesen a human miosztatin gén szekvencidja is. Ezen
vizsgalatoknak koOszonhetden deriilt ki, hogy a miosztatin transzkripcids faktor
aminosav sorrendje nagyon erdsen konzervalodott a fajok kozott. A proteolitikus
modositasi hely utan a szekvencia 100 %-ban konzervalodott az egér, a patkany a
sertés a csirke a pulyka és az ember kozott, mig csupan 1-3 aminosav kiilonbség
volt kimutathat6 a galléros pavian, a juh €s a szarvasmarha fehérje kozott. Egyediil
a zebradani6 fehérjéje tért el jelentdsebben a vizsgalt régidban, mintegy 88%
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azonossagot mutatva a tobbi faj miosztatin fehérjével (McPherron és Lee 1997).
Jelenleg mar 43 faj miosztatin génjének szekvencidja ismert az allatvilagban (M4

Melléklet 14. tablazat). Ezek az adatok tovabb erdsitik a miosztatin gén és fehérje-
szekvencia erds evollcids konzervaltsdganak tényét.

2. tablazat. A miosztatin gén szerkezete néhany fajban

Faj Egér Szarvasmarha Human
Adatok (Mus musculus) (Bos taurus) (Homo sapiens)
Génbanki azonosito
(GenelD?) 17700 281187 2660
Kromoszoma Chrl; Chr2; Chr2;
lokalizacio 127,8 cM 2ql4-ql5 2q33.2
Gén mérete (bp) 6417 6640 5270
Exon 1 (bp) 479 506 372
Intron 1 (bp) 1741 1840 1789
Exon 2 (bp) 374 374 373
Intron 2 (bp) 1994 bp 2033 2400

1701/1812/

Exon 3 (bp) 1829 18873 379
transzkripcids iniciacios -76, -116 és
hely (bp) -127 -133 " 66
mRNS mérete (kb)
(GeneBank?) 2,7 (NM 010834) 2,9 (AF019620) 3,1 (NM 005259)
3’ UTR (bp) 104 127 140
5’ UTR (bp) 1448 1890 1975

Aminosavak szama (db)

(GeneBank’) 377 (NP 034964). 375 (AAB86687) = 375 (NP 005250)

4.4.2 A miosztatin fehérje és funkcidja

A miosztatin, mint fehérje a ndvekedési faktorok kozé tartozik. A TGF-
csalad egyik, a kozelmultban felfedezett tagjardl van szo, amely jelentds szerepet
jatszik az izomzat kialakuldsdnak szabalyozasaban. A TGF-f novekedési faktor
csalad tagjai a novekedés és szoveti differencialédas soran jatszanak szerepet a
génexpresszid szabalyozasaban, mind az embriondlis, mind pedig a kifejlett
szervezet homeosztdzisanak fenntartdsa soran. Az ebbe a csaladba tartozo
novekedési faktor fehérjék jellemzdje, hogy aminosav-sorrendjiik jelentdsen
konzervalodott az egyes fajok kozott. A TGF-3 csalad fehérjéi mindig tartalmaznak
egy un. szekrécidos domént, egy proteolitikus modositasi helyet, és a C-terminalis
régidoban a csaladra jellemz6 cisztein aminosavban gazdag régiot. A cisztein-
gazdag région keresztil a fehérje diszulfid hidak kialakitasara képes, igy
homodimert képez. A fehérje tehat dimer formaban aktiv, igy valositja meg

? www.ncbi.nih.gov adatbazisbol szarmazo azonositok
3 alternativ poliadenilacios szignalt révén (1301, 1401 és 1477 bp-nal) a harmadik exon
eltérd hosszasagl lehet
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szabalyoz6 funkcidjat (Kingsley, 1994; McPherron és Lee, 1996; McPherron et al.
1997).

A miosztatin, vagy mas néven GDF-8 (growth/differentiation factor-8) az
izomszovet kialakuldsa sordn negativ regulatorként funkciondl, azaz meghatarozza
a vazizom maximalis mennyiségét. Mutdcidja esetén tulizmolt fenotipus alakul ki,
amely izom hyperplaziat és hipertr6fidt eredményez (Lee és McPherron, 1999).
Expresszidjara jellemzd, hogy normalis egér embridkban a vazizom-szovetre
korlatozédva jelenik meg. Elészér embriondlis korban, a 9,5 napon (d.p.c.)
tapasztalhatd a gén termékének megjelenése. A géntermék ebben az iddpontban az
éppen formalodo eliilsd somitdkban figyelheté meg, mig késébb a myotom
kompartmentre korldtozodik az érintett somitdkban. Az izmok folyamatos
formalddasa soran az expressziod szinte az Osszes izomra kiterjed (McPherron et al.
1997). Felndttkorban szintén a vazizomzatban megjelend expresszid a jellemzo,
kiegészitve a zsirszovetben el6tlind, de igen alacsony aktivitdssal. Bar a
mechanizmus még nem tisztazott, a feltételezések szerint ez az expresszids
mintdzat adhat magyarazatot a csokkent mennyiségli zsirtermelésre a mutéciot
hordoz6 szarvasmarhafajtadknal. Zsirszovet tenyészeteken végzett in vitro
vizsgalatok azt mutatjdk, hogy a miosztatin fehérjének preadipocita tenyészetekhez
valé adagolasa gatolja azok osztodasat és differencialodasat. Kozvetleniil csokkenti
a glicerol-3-foszfat dehidrogendz (GPDH) és a CCAAT/enhancer kotd fehérje
alpha (C/EBP alpha), valamint a peroxiszoma proliferator altal aktivalt receptor-
gamma (PPAR gamma) szintjét. Mindez a miosztatin ragcsalokban betoltott
zsirszovet differencialédasban valo szerepére utal (Kim et al. 2001).

Hamrick ¢és mtsai (2000) miosztatin null mutdns egér csontozatdnak
vizsgalatakor, nem talaltak kiilonbséget a csontozat alakuldsdban. Lokalis eltérést
tapasztaltak a megnodvekedett izomkotegek csonthoz vald tapadédsandl, ilyenek
példaul a hatsé végtag izmai, amelyek kozel kétszeres tomeget mutattak. fgy a
combcsonton (femur) a csont fejétdl lateralisan taldlhatd, az izmok tapadasara
szolgdldo nagy forgatd (trochanter major); a fej alatti medialis kis forgato
(trochanter minor), és a kiilsé oldali, nagy forgat6 alatt talalhat6 Gn. harmadik
forgatd (trochanter tertius), amelyek egyiites novekedése volt kimutathato. Mindez
azonban nem okoz tovabbi kortikalis csontdepoziciot a diaphysisben. Eredményeik
tehat azt mutatjadk, hogy hidba ndvekszik meg a testtdmeg, azt nem kdveti a
csontozat erdteljes novekedése. Ezért 6sszességében nem a csontozat lesz kevesebb
a hipertrofias allatoknal, hanem nem novekszik egyiitt a testtomeggel. Ez a jelenség
okozza a vagasnal tapasztalt kedvezdbb hus:csont ardnyt is. A miosztatin tehat nem
gyakorol befolyast a csontfejlodés alakulasara (Hamrick et al. 2000).

A kozelmultban egy neuromuscularis betegség, az izomdisztréfia esetében
tobb kutatocsoport is szignifikans izomszovet gyarapodast és a disztrofids izom
izomerd novekedését mutattak ki dystrophin mutans (mdx) egerekben, amennyiben
a beteg egereket miosztatin ,,null mutans” egerekkel keresztezték (Wagner et al.
2002), vagy normalis szérum-miosztatin szintjét lecsokkentették a protein
blokkolésa altal (Bogdanovich et al. 2002). A kisérletekbdl az a kovetkeztetés
vonhato le, hogy a miosztatin a myoblastok osztédasat befolyasolo, szabalyozo
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fehérje; aktiv gatlasa az izomsejtek osztodasat serkenti. A dystrophin mutacié altal
érintett beteg egerekben a miosztatin szintjének csokkentése az izomfunkcidk
egyértelmil javulasat idézte eld, igy terapias alkalmazasi lehetdséggel kecsegtet. A
miosztatin egészséges, felndtt egerekben torténd blokkolasa igazolta, hogy negativ
regulacios hatasa felnott korban is érvényestil: gatlasa révén izomtomeg novekedés
volt elérhetd. Ez a kisérleti eredmény aldtdmasztani latszik a miosztatin blokkolés
izomdisztr6fids megbetegedésekben vald terdpias alkalmazédsanak IlehetOségét
(Grobet et al. 2003; Whittemore et al. 2003).

A miosztatin szintjének a disztrofia tiinetegylittesével vald Osszefiiggését
korabban mar kimutattadk. HIV fert6zott betegek csoportjat vizsgélva, az
izomsorvadasos tiineteket mutatdé csoportban magasabb miosztatin szintet mértek
(Gonzalez-Cadavid et al. 1998). Mas vizsgalatokban szivinfarktust kdvetéen a
fehérje szintjének novekedését mutattak ki az érintett teriiletek szivizom sejtjeiben
(Sharma et al. 1999). Ugyanakkor az oregedéssel egylitt megjelend izomvesztésnél
tobb izben sem volt kimutathaté a miosztatin szintjének valtozasa fiatal és idos
csoportok dsszehasonlitd vizsgalataban (Marcell et al. 2001; Welle et al. 2002).

A miosztatinnal kapcsolatos kutatasok lendiiletében ¢és feltételezéseink
szerint irdnyvonaldban is 0j valtozéast hozhat egy 2004-ben megjelent kdzlemény,
amely elsoként kozol miosztatin gén mutacio altal 1étrejott emberi izom
hipertr6fidt. A normadlis lefolydsu terhesség utan megsziiletett fiugyermek a
vilagrajovetelekor szemmel lathaté izom hipertrofiat mutatott, amely foként a
végtagok izomzatéra tertjedt ki. A gyermek genetikai vizsgalata soran a miosztatin
génben bekovetkezett mutaciot (g./VS1+5g—a) azonositottak a gén szekvenalasat
kovetden. A tranzicid kdvetkeztében missplicing kovetkezik be az mRNS érésében,
igy csonka, funkcioképtelen fehérje transzlalodik a hibasan atirddott mRNS-rél. A
gyermek jelenleg 4 és fél éves, egészséges (a hipertrofidn kiviil eddig semmilyen
szervi elvaltozasban nem szenved), izmoltsaga és izomereje jelentdsen meghaladja
kortarsaiét (Schuelke et al. 2004).

Thomas és munkatarsai (2000) a miosztatin sejtosztodds szabalyozasaban
betoltott szerepét vizsgaltak. Kimutattak, hogy a miosztatin mint gatlé faktor
miikddik az izom proliferdcidra nézve és ez a hatas egyben dozisfiiggd is. Amikor
ugyanis izomszovet kultirdkhoz miosztatin fehérjét adagoltak, rovid inkubaciot
kovetden a sejtek osztodasanak csokkenése volt kimutathatd. A csokkenés mértéke
megegyezett az adagolt miosztatin mennyiségével, vagyis a gatlas doézisfiiggo volt.
Ha a miosztatint tartalmazo tapoldatot miosztatin-mentesre cserélték, a proliferacio
ismét megindult az in vitro kultirdkban. A kapott eredmények lattan Thomas és
munkatérsai a sejtciklus vizsgalatdba kezdtek. Megallapitasuk szerint a miosztatin
adagolas idején a sejtek csak kis szdzaléka volt S fazisban, ami azt jelenti, hogy a
miosztatin a sejtciklust a G1 és a G2/M fézisban blokkolta. A sejtciklusban hatd
szabalyoz6 fehérjék expresszidjanak vizsgéalatakor a p21 fehérje, amely ciklin-
fiiged kindz inhibitor (Cdk-I; Cyclin dependent kinase inhibitor), szintje
megemelkedett, azonban a hatds mas p2l1 csaladbeli fehérjékre, vagy a pl6
fehérjecsalad tagjaira nem terjedt ki. Tovabbi hatast detektaltak a Cdk2 esetében is,
a miosztatin kezelés ideje alatt: a Cdk2 szintje szignifikdnsan csokkent. Valtozas

27



Irodalmi attekintés

volt észlelhetd a retinoblastoma (Rb) fehérje foszforilacigjaban is: a foszforilacios
rata csokkent. Ez Osszefiiggést mutat a Cdk2 szintjének valtozasaval, hiszen régota
ismert, hogy a Cdk2 legfobb szubsztratja a sejtciklus G1 fazisdban éppen az Rb
fehérje.

A  Aktiv miosztatin jelenlétében

|
¥ MyoD A Prolifericit A]} Differenciicié [
B o i

sejtek mioblasztok Rb elkitelezddott izomrostok
mioblasztok
Miosztatin  ————a— 2]

Cdk2

B Miosztatin hianyaban

| @
ﬂ_ A Proliferfcio RADQ Differencisicié %@3%&3
l)régor oL ‘fo‘\k T “ﬂk

sejtek mioblasztok RbL""

finics l elk(‘nelezﬁ dot izomrostok
Miosztatin +— p21 Cdk2? mioblasztok
9. abra. A miosztatin fehérje feltételezett hatdismechanizmusa Thomas és munkatarsai (2000)
szerint

Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a miosztatin a sejtciklus blokkoldsan keresztiil
fejti ki a myoblast proliferaciot gatld hatasat, mégpedig ugy, hogy megnoveli a p21
fehérje szintjét. Az inhibitor fehérje szintjének ndvekedése révén a p21 fehérje
Cdk2 molekuldkat kot meg, igy a cyclin-Cdk2 komplexek legfobb hatasa, vagyis az
Rb fehérje foszforiléciéja jelentc'isen lecsbkken Ez a hypofoszforilélt Rb fehérjék
igy az osztddas is leall (Thomas et al. 2000; 9. abra).

Nemrégiben megjelent kdzlemények adatai szerint a jol ismert izomszovet-
specifikus transzkripcids faktor a MyoD a miosztatin célmolekuldja. Ezek szerint a
miosztatin képes csokkenteni a MyoD szintjét a Smad3 szignalutvonal aktivalasan
keresztiil (Langley et al. 2002). Az mar ismert volt korabbrol, hogy a miosztatin az
aktivin IIB tipusu receptorhoz (ActRIIB) képes kotddni, amely egy kettes tipust
Szerin/Treonin kindz receptor, és azon keresztiil szignalizalni. A miosztatin
ActRIIB-hez kotddése a receptor alegység ActRIIA alegységével valo dimerizaciot
indit el. A dimerizacio6 aktivalja a receptort, vagyis foszforilalodik a Il-es alegység
altal. A foszforilaci6 térszerkezeti valtozast idéz eld, ami az I-es tipus foszforilacids
aktivitasat indukalja, igy annak intracelluldris doménje révén Smad fehérjéket
képes foszforilalni (Lee és McPherron, 2001; 10. abra).
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ActR lIB ActR IIA
receptor receptor
alegység alegység

10. abra. Miosztatin fehérjét megkoto ActR receptor aktivaciés mechanizmusa
A ligandum kotését kovetden (a) megtorténik az ActR IIB receptor aktivacio és konformacios
valtozas. Ennek hatasara lezajlik a dimerizacio6 (b) és az aktiv receptor dimer kialakulasa (c).
Ezt kdvetéen végbemegy a foszforilacios 1épés, amelyet az Actr ITA receptor alegység katalizal
(d); igy a receptor képes Smad molekulikat kotni (e) és foszforilalni, amely 1épés a kaszkad
tovabbhaladasat segiti el6. Az aktivalt Smad molekuldk igy mas Smad faktorokat, vagy egyéb
kofaktorokat kothetnek (f) és bejutnak a sejtmagba, ahol tovabbi komplexeken keresztiil
kapcsolédnak a célgén DNS szekvenciajahoz, amely génexpressziot aktival.

Ugyanakkor nem csak a MyoD aktivalasat sikeriilt kimutatni, de a
szarvasmarha miosztatin génen végzett szekvenciaanalizis bebizonyitotta, hogy
MyoD-ké&téhelyek azonosithatdk a gén szabalyozé régidjaban. Ez azt jelenti, hogy
a MyoD képes szabalyozni a miosztatin-szintet. A részletes vizsgalat a MyoD-nek
a miosztatin gén E-boxdhoz vald kotédését is igazolta (Spiller et al. 2002). A két
mechanizmus kozotti 1atszélagos ellentmondast, vagyis hogy a MyoD szabalyozza-
e a miosztatint vagy éppen forditva, eddig még nem sikertilt feloldani.

Rosttipus-specifikus miosztatin  expresszidt detektaltak egér hatulso
végtagjanak tehermentesitési kisérletében— ilyenkor az allat egyik oldali hatulso
végtagjat rogzitik a testhez ugy, hogy az éllat azt a végtagot ne tudja hasznélni a
kisérlet ideje alatt (hindlimb unloading). A MyHC IIB izoforma és a miosztatin
szint kozott szoros korrelacio volt kimutathato a vizsgalt izmokban (Carlson et al.
1999), vagyis a miosztatin magas szintje esetén alacsony MyHC IIB szint volt
mérhetd.

o

4.4.3 A miosztatin expresszio Kiilonb6zo allatfajokon mutatott eltérései

Az egéren ¢és a szarvasmarhan keriilt feltarasra a legtobb adat a
miosztatinrol €s annak szerepérdl, azonban mas fajokon is végeztek és végeznek
vizsgalatokat a miosztatint illetéen, igy egyre tobb szdvetnél sikeriil kimutatni a
miosztatin mRNS-t és/vagy fehérjét.
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A patkanyon példaul tobb kutatocsoport vizsgalta a miosztatinnak az izom
regeneralodasa sordn betoltott szerepét és az izomregeneralodas soran kifejtett
hatasat. A kisérletek a miosztatin-szint emelkedésérél szadmoltak be a regeneracios
periddusban, ami a miosztatin expresszido fokozodésat jelenti (Kirk et al. 2000;
Mendler et al. 2000; Sakuma et al. 2000; Yamanouchi et al. 2000; Taylor et al.
2001).

Az egér miosztatin expresszional el6zéekben emlitett izomrost tipussal
Osszefliggd miosztatin  expressziot patkdnyon ¢és csirkén is  vizsgaltak.
Patkanyokban a miosztatin szintén rosttipus fiiggd expresszot mutatott: a
miosztatin mRNS hidnyzott a lasst tipust rostokbol (MyHC I-es tipus) (Kirk et al.
2000). Ezt cafolandd, csirkeizom prekurzor sejtekkel végzett vizsgalatokban nem
talaltak szignifikans eltérést a vords vagy fehér rostokat tartalmazd izmok
miosztatin mRNS szintjében, sét a miosztatin szint allandénak mutatkozott az
osztodasi fazisban is (Kocamis et al. 2001). A kordbbi publikacidk mind azt
allitottak, hogy a miosztatin gatolja az osztodast, igy a csirke tenyészeteken kapott
eredmények komoly ellentmondast jelentenek. Kocamis és munkatarsai véleménye
szerint a kiilonbség egyrészt a kiilonbozo kisérleti rendszernek tudhatd be. Carlson
¢s munkatarsai (1999) ugyanis nem tiszta szatellita tenyészeteket hasznaltak az
egereken, hanem vegyes myoblast populaciét. Kocamis véleménye szerint a
szatellitasejtek miosztatin szintje eltérhet a felndtt sejtekétdl, masrészt a patkanynal
korabban leirt, a miosztatin izomrost tipusonként eltérd, alternativ poszttranszlacios
modifikéacidja lehet a felelds a kiilonbségért. Ez utobbi 4llitast azonban azdta sem
sikerlilt igazolniuk a csirkénél (Wehling et al. 2000). Ezért a csirke
izomtenyészeteken kapott eredményeket a mai napig kétség Ovezi, nincs ugyanis
szekvencia szintli magyarazat az ellentétes szabalyozasra.

A sertésen végzett vizsgalatok a vazizom mellett az emldszovetben is
kimutattdk a gén fehérjetermékét. Ennek szerepe azonban teljes mértékben
tisztazatlan (Shaoquan et al. 1998).

Patkany szivizomszovet tenyészetekkel végzett kisérletek a miosztatin
expressziojat szivizom prekurzor és Purkinje-tipust sejteken mutattak ki (Sharma
et al. 1999). A miosztatin funkcidja ebben az esetben is ismeretlen.

Halaknal a miosztatin szerepe még ennyire sem egyértelmii. Rodgers ¢és
munkatarsai (2001) két halfaj: a tilapia (Oreochromis mossambicus) és a feher
siigér (Morone chrysops) miosztatin gén szekvencidjat is meghataroztak.
Eredményeik szerint a fehérje nagy homoldgiat mutatott a korabban izolalt és
meghatarozott fajokéval. Ugyanakkor az expressziés mintdzat jelentds eltérést
mutatott, a gén termékét tobb szovetre kiterjedden lokalizaltak. A géntermék
megtalalhato volt az agyban, a szemben, az ovariumban, a herékben, a bélcsdben,
¢s a kopoltyulemezekben (Rodgers et al. 2001). Az eldz6zdvel szinte egy idoben
jelent meg Roberts és Goetz kozleménye, amely beszamolt a miosztatin két
izoforméjanak elkiilonitésérdl: a két izoforma 92%-os szekvencia azonossagot
mutatott (2001). A pataki szajblingot (Salvenilus fontinalis) vizsgalva az agyban
(1atdlebeny, hatsdagy, hipotalamusz) és az izomban detektaltak az egyik, mig az
ovariumban a masik izoformat. A petefészekben azonositott forma expresszioja az
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ovulacié alatt emelkedést mutatott a ndstényekben. Ezek utan négy ujabb halfajt
vontak be a vizsgalatokba, ahol azonos eredményeket kaptak (Roberts és Goetz,
2001). A masik érdekes adat szerint a miosztatin fehérje vords izom specifikus
lokalizacioja volt megfigyelhetd harom halfajban is. Azoban tovabbi két fajnal
eltéré mintazat volt kimutathat6 (Roberts és Goetz, 2001). Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a halakban més szerepe van a miosztatinnak, mint a magasabbrendii
gerincesekben.

A zebraddnidval végzett hasonlod vizsgéalatok a miosztatin embriogenezis
sordn betdltott szerepét igazoltak. A gén 5° szabalyozd régidjanak tranziens
expresszios rendszerben torténd analizise bizonyitotta, hogy az izomszovet-
specifikus expressziot biztositd regulald elemek ezen a szekvencian helyezkednek
el. Tovabbi transzgénikus kisérletekkel igazoltdk, hogy a miosztatin gétldsa
halakban is a rostok szdmanak novekedését eredményezi, azonban nem jar egyiitt a
rostok megvastagodasaval (Xu et al. 2003). A zebraddnion kapott erdmények
azonban csak részben képesek megvalaszolni a miosztatin halakon betoltot
funkciogjat, hiszen a zebradénidban tapasztalt expresszids mintazat némileg eltér a
tobbi ismertetett halfajon kimutatott eredményektSl. Igy tovabbi kisérletek
sziikségesek a miosztatin szerepének tisztdzdsidra az alacsonyabbrendii gerinces
osztalyokban. A sokszor igen eltérd expresszids eredményeket az 3. tablazat
foglalja Gssze.

3. tablazat. A miosztatin expresszios mintazata Kiilonbozé allatfajokban

Miosztatin halak
<. . szarvas- , . )
€Xpresszio eger marha  S€Ttes csirke  patkany el el N
megjelenése p jbling zebradanio
vazizom + + + + + T T T
zsirszovet + + + + +
emloszovet +
agy + +
szem i
here T
ovarium + +
bélcso T
kopoltytlemez + + n

4.4.4 A miosztatin szerepe a husmindségben

A muszkularis hipertrofidt mutatdo egyedeknél a vazizomzat tomegének
mintegy 20%-os novekedése tapasztalhatd. A ndvekedés minden testtajra kiterjed.
Az izomzat novekedése a vizsgalatok alapjan foként az izmokat alkoto
izomfilamentek szaméanak nodvekedésével (hiperplazia) jar. Ennek ellenére a
fenotipus elterjedt neve tovabbra is izomhipertrofia maradt. A hiperplazia a
magzati €let soran alakul ki, azaz a megsziiletést kdvetden a kontroll (miosztatin
mutaciot nem hordozo) egyedekhez képest nem valtozik a sejtosztdodas aranya
(McPherron és Lee, 1997).

Az izomzat mennyiségének novekedése mellett szamos kedvezd
tulajdonsdg is megjelenik ezeknél az allatoknal: csokken a lerakddott zsir és
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testiiregi faggyu (az Osszes zsirtartalom mintegy 50%-al, mig az intramuszkularis
zsir kozel 70%-al csokken), illetve a kotészoveti allomany mennyisége. gy
sovanyabb ¢és porhanydsabb a hus, marvanyozottsaga igen jo, amely a fogyasztok
szamara jelentdsen javitja élvezeti értékét (Bolcskey et al. 1995a). Sajnalatos
modon azonban az izomhipertréfids egyedeknél tobb nehézség adodik a tenyésztés
soran. ligen gyakran ellési nehézségekkel kell szembenézni a nagy borju élétomeg,
illetve az anya anatémiai adottsdgai miatt. Ennek tudhat6 be, hogy hazankban a
fajta nem terjedt el széles korben és nagyilizemi tartastechnologiaja sem alakult ki
(Bolcskey et al. 1995a).

A culard jelleg, habar recessziv, monofaktoridlis, részleges dominanciaval
és nem teljes penetranciaval jelenik meg. igy a fehér-kék belga vagy piemonti
fajtaval tortént keresztezések azt mutatjak, hogy még a heterozigéta (azaz egyetlen
mutans allélt hordoz6) allatokban is kifejezett a hatdsa: a csont/hiis arany és a
szinhiis kihozatal a véagasnal jobb, mint a keresztezésben szerepld masik fajta
egyedeinél, annak ellenére, hogy a hizlaldsi végtdomeg nem mutat jelentds
novekedést a heterozigdtdkban. A pozitiv hatds anélkiil jelenik meg, hogy az allél
jelenléte negativan befolyasolna a fertilitast vagy az ellést. A tapasztalatok szerint a
penetrancia tovabbi szelekcidval fokozhaté (Dohy, 1989; 42. p.). Ezért jelenleg
ezeket a fajtdkat els6sorban a hizdmarha-végtermék eldallitd (terminal) fajtaként
alkalmazzak a keresztezésekben (Bolcskey et al. 1995b; 1996).

A husmindség a fogyasztd szamara a hus élvezeti értékét takard fogalom.
Azonban hiismindségen nem csak a hus élvezeti értékét, hanem a hiitési és tarolasi
tulajdonsagait is meghatarozo, a vagas utani biokémiai valtozasok révén kialakulo
fizikai tulajdonsagokat is értjiik. Ilyenek a szin, a viztartoképesség €s az allomany
(reoldgiai tulajdonsagok). A reoldgiai, azaz mechanikai tulajdonsagokat elsdsorban
a puhasag, a porhanydssag és a konzisztencia hatdrozza meg. Kialakuldsa tényezdk
tobb csoportjatdl fiigg: befolyasoljak a bioldgiai és genetikai tulajdonsagok (fajta,
ivar, életkor, izomtipus stb.), a mar emlitett post mortem folyamatok ¢és a
technologiai miveletek (hiités, tarolds, fagyasztas, érlelés, feldolgozas), tovabba a
mechanikai, kémiai ¢és fizikai miiveletek (elektromos stimulalds, nyujtas,
masszirozas, tenderizalas; Vadané 1996a).

A fehér-kék belga szarvasmarhaban (€s természetesen mas, a miosztatin
tulsulya, amely a IIA tipus rovasara kovetkezik be. Ez biokémiai szempontbol azt
jelenti, hogy ezen allatok izomzatdban tobb gyors tipust, azon belill pedig tobb
glikolitikus izomrostot talalunk. Igy az energia felszabadulasa soran elészor a
glikogén raktarak tiriilnek ki, nagyobb aranyban anaerob glikolizis ttjan.

A his mindségét jelentdésen befolyasold porhanyodssag strukturalis alapja a
kovetkezd tényezOkre vezethetd vissza:

+ kotoszoveti kollagén tipusa, mennyisége, eloszlasa;
intramuszkularis zsir mennyisége ¢és eloszlasa;
viztarto képesség;
rovidiilés mértéke;
érés (proteolizis sebessége).

* 6 o o
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A folyamatban tobb enzimrendszer vesz részt. Sokaig kiemelt jelentdségiinek
tartottak a lizoszomékba zart katepszineket (ATP- és ubiquitin-fiiggd protedz
enzimek), amelyek pH-csokkenés hatasara szabadulnak fel, és bontjak a miozin és
aktin fehérjéket. Ma inkabb azt feltételezik, hogy a proteoszéma enzimei csak
kozbiils6 1épésként , kapcsolddnak be” a fehérjebontasba (Vadané 1996b).

Eddigi ismereteink szerint a porhanyosodds a vazfehérjék lebomlasaval
fligg 0ssze, amelyet a citoszolban 1évo kalpain enzimek végeznek. A kalpainok a
miofibrillaris fehérjéket bontjdk le (titin, nebulin, dezmin, gelsolin, vinculin,
tropomiozin), amelyek a Z-vonalban, az izomrostokban helyezkednek el. igy a
kalpainok nagy része is itt lokalizalhat6 és csak kis hanyad taldlhato az A- és az I-
zondban. A kalpainok a vagast kovetd pH-valtozds hatasara felszabadulo
kalciumionok altal aktivalédnak. A haldl beélltaval ugyanis megszilinik az izomzat
oxigénellatdsa, igy az energianyerés glikogénbdl anaerob modon torténik. Az
izomzatban ennek kovetkeztében felhalmozodo tejsav gyors savasodast idéz eld
(pH=5,5). A pH csokkenésével parhuzamosan ATP-hidny alakul ki, mivel a
glikogén tejsavas bomlasa kovetkeztében felszabaduld alacsonyabb mennyiségii
ATP nem képes potolni a vagas hatdsara lebomlott ATP-t. ATP hianyaban az
izomfilamentumokat legnagyobb hdnyadban alkoté miozin és aktin irreverzibilisen
aktomiozinnd kapcsolddik 0Ossze. Ilyenkor az izom fizikai tulajdonsagai is
megvaltoznak: bedll a hullamerevség (rigor). A rigor allapotdnak megsziinése a
fehérjebontd enzimek mikodésének koszonhetd. A porhanydsodas folyamata a
kezdeti szakaszban, azaz a vagast kovetd 24 oraban igen gyors, a tovabbiakban
lelassul. A porhany6sodas mértéke az aktiv kalpainok mennyiségének fiiggvénye.
Mivel a kalpainok (m-kalpain és p-kalpain) kozel semleges pH-viszonyok mellett
aktivak, igy a haldlt kovetden a pH lecsokkenéséig mikddnek, majd a pH
visszaallasat kdvetden Ujra aktivizalddnak. Miikddésiik tovabbi 1ényeges feltétele a
megfeleld mennyiségii kalciumion jelenléte (Vadané 1996a, 1996b).

A fehér-kék belgan leirt puhabb, porhanydsabb hus a lecsokkent
mennyiségll intramuszkularis zsir, valamint a megnovekedett szamu rostokat alkoto
MyHC IIB fehérjetipussal fligg 6ssze. A gyors IIB tipusu filamentek talsulya azt is
jelenti, hogy az ilyen allatok izmai zomében fehér izomrostokat tartalmaznak, azaz
mioglobin-tartalmuk alacsonyabb. A hismindség egy masik tényezdjét, a husszint
a mioglobin ¢és szarmazékai 4altal meghatirozott szinarnyalat ¢és azok
koncentraciojatol fiiggd vilagossagi fok adja. Magasabb mioglobin-tartalom
sOtétebb husszint eredményez. A marhahus elvart szine sététebb, mint a sertéshiisé,
azonban a tal so6tét szin nem kedvelt a fogyasztok korében (ismert, hogy a kor
elérehaladtaval a szin sotétebb). Ezért kedvezd a miosztatin mutacié kovetkeztében
1étrejovo fehér izomtipus, amely az iddsebb allatokban is vilagosabb, Un. borjahts-
szint eredményez.
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7o

4.5 Embrionalis eredetii 6s-sejtvonalak

Az egérembriobol szarmazé embriondlis eredetii Os-sejtvonalak (ES
sejtvonalak) alkalmas in vitro modell-rendszerként szolgdlhatnak a sejtek
differencialodésa soran lejatszodo folyamatok mechanizmusainak
tanulmanyozasara, igy akar egy konkrét differencialédasi utvonalban szerepet
jatszé fehérje hatdsmechanizmusanak feltarasara is.

A pluripotens dssejtek 1étezésérdl 1975 ota tudunk (Martin és Evans 1975).
Elészor az ugynevezett EC sejteket (Embryonic Carcinoma Cells) fedezték fel,
melyek ivarszerv-eredetli teratokarcindma tumorok pluripotens sejtpopulacioibol
szarmaztathatok (Bradley et al. 1984). E sejteken kiviil még két masik, embrionalis
eredetli Ossejttipus is ismert: a magzat ivarszervkezdeményeiben talalhato
Osivarsejtekbdl szarmazéd EG sejtek (Embryonic Germ Cell; Matsui és mtsai 1992),
valamint a holyagcsira (blasztociszta) allapotban 1évé embrié embridcsomojabol
izolalhato, un. embrionalis &ssejtek, vagy ES sejtek (Embryonic Stem Cell; Evans
¢s Kaufman 1981; Martin 1981). Az egyes Ossejtek eredetét a 11. dbra szemlélteti.
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11. abra. A pluripotens dssejtek szirmazasanak sematikus abraja
(Donovan és Gearhart, 2001 nyoman)

Mind az ES, mind az EG sejtek pluripotensek: ha holyagesira allapoti
embriodba injektaljak ezeket a sejteket, azok képesek beépiilni a gazdaembrid
embridcsomojaba, ott differencidlodni kezdenek, s a legkiilonb6zdbb sejt-, illetve
szovetféleségekké képesek alakulni, és igy ivarsejteket is képesek létrehozni. Az
ES sejtekbe a kivant génkonstrukcidt elektroporacioval (vagy mas moddszerrel)
bejuttatva transzgénikus ES sejtvonalakat lehet 1étrehozni. In vivo az ES sejteket
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kiterjedten alkalmazzak az embriofejlédés folyamatanak megismerésére, valamint
az ES sejtvonalakbol Ilétrehozott transzgénikus dallatokban az egyes gének
funkciojanak felderitésére. A génkiiitéssel (knockout) létrehozott transzgénikus
egerek vizsgalataval az ES sejtekben 1étrehozott célzott muticidk hatasa in vivo
koriilmények kozott nyomon kovethetd (Nagy et al. 2003).

Az ES sejtek és EG sejtek in vitro differenciadlodasat is évek ota vizsgaljak.
Kiilonboz6 differencialtatd faktorok alkalmazasaval a legkiilonbdzobb sejttipusokat
lehet létrehozni, igy idegsejtek, vérképzd Os-sejtek, szivizom-sejtek, vazizom-
sejtek 1étrehozasarol is beszamoltak. Ez az oka annak, hogy a szervatiiltetésekben
és a sériilt szovetek potlasaban, regeneraltatasaban az egyik legigéretesebb terapias
lehetdség az embrionalis dssejtek differencialtatasa.

A holyagcsira allapotban 1évé emlésembrid haromféle sejttipusbol all. A
blasztociszta kiilsd trofoblaszt sejtrétegébdl, (amely a magzat méhlepényének
illetve kiilsd magzatburkdnak képzésében vesz részt), a belsd sejtcsomodt (ICM)
alkoto sejtekbdl, vagyis a blasztocol feldl az ICM-et boritd egysejt rétegli hypoblast
sejtrétegbdl, valamint az blasztociszta embriocsomdjanak epiblast sejtjeibdl. Az
epiblast embrionalis epiblast részébol alakul ki a tovabbiakban maga az embrid
szovete, az epiblast masik része az amniont alakitja ki, mig a hypoblast a
szikzacskd kialalkitasaban vesz részt. (Itt kell megjegyezniink, hogy az
extraembriondlis  szovetek kialakitdsdban az eredetileg az epiblastbol
differencial6do Gn. extraembrionalis mezoderma is részt vesz.)

Mivel az embrionalis eredetli dssejtek az ICM-bdl szarmaztathatok és ebben
az allapotban az embridt haromféle sejttipus épiti fel, ezért ezek a sejtek mar nem
totipotensek, hanem pluripotensek. Mar nem fejlédhet beldliik mindaz a sejt- és
szOvettipus, ami még egy 4-8 sejtes allapoti embrid barmely sejtjébdl (blastomer)
kialakulhat. Ezek a sejtek csak azokat a sejttipusokat tudjak létrehozni, amelyek az
ICM-b6l szarmaznak, tehat az embrionalis szoveteket és az extraembrionalis
szovetek bizonyos sejttipusait (belsé magzatburok). A holyagcsira allapota egér
embri6 ICM ¢és trofoblaszt sejtjeit a 12. dbra mutatja be.

12. 4bra. Preimplantacios koru egér embriok (A) 4,5 napos, hélyagesira allapoti egér embrié
ICM sejtjei, (B) a peteburokbdl (zona pellucida) kibiuijt embrié trofoblaszt sejtjei
(sajat felvételek).
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Az Ossejtek definicigja korantsem egyértelmii. A leginkabb elfogadott
definici6 szerint az dssejtek:

L 4

nem végdifferencialédott sejtek (nem tortént még meg az uUn.
terminalis differenciacio),

osztddasi kapacitasuk végtelen,

osztodasukkor a  lednysejtek  Ossejtkén  fennmaradhatnak
(6nmegujulas), vagy differencidlohatnak, ez az un. asszinkron
osztodas.

Az embriondlis Ossejtek legfobb és azokat mas sejttipusoktol elkiilonitd
jellemz6i az elobb felsorolt, minden dssejtre vonatkozo definicion kiviil az alabbiak

lehetnek:

YV V. VYV VYV

YV VV

Magas sejtmag: citoplazma arany.

Morfologiailag egymdshoz szorosan kapcsolddd sejtekbdl allo
kompakt, tobbrétegli kolonidk.

Optimalis tenyésztési koriilmények kozott allandéan osztodnak; LIF
(Leukémia Inhibitor Factor) adagolasa mellett nem differencialédnak.
A tenyésztési feltételek megvaltozasdval a legkiilonb6zdbb tipusi
sejtekké képesek differencialodni.

Immunhidnyos (SCID) egerekbe injektalva daganatokat alakitanak ki,
melyekben mindhdrom embriondlis csiralemezbdl szarmazd sejtek
megtalalhatok (Evans és Kaufman 1981).

Magas telomeraz aktivitast mutatnak (Thomson et al. 1998).
Sejtciklusuk G1-es fazisa rovid (Rohwedel et al. 1996).

Holyagcsira allapoti gazdaembrioba injektalva (Bradley et al. 1984)
vagy két nyolcsejtes gazdaembridval aggregaltatva a sejteket (Nagy et
al. 1990), beépiilnek a gazdaembriéo embridcsomodjaba és a normalis
embrionalis fejlodés folyamataba bekapcsolddva un. kimérakat
képeznek. Képesek ivarsejt kimérat 1étrehozni. Tetraploid embridkkal
torténd aggregaltatasuk soran kizardlag az ES sejtekbdl alakul ki a
feln6tt szervezet, a tetraploid gazdaembrid sejtjei kizarédnak az ICM-
boél (Nagy et al. 1990; Rossant et al. 1993), igy ES eredetii egereket
kaphatunk.

Jellemz6 sejtfelszini markerekkel rendelkeznek (Tian et al. 1997).
Ezek koziil a legjelentdsebbek az SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4 (Solter
¢s Knowles, 1978; Thomson et al. 1998), a TRA-1-80, TRA-1-81
(Shamblott et al. 1998), EMA-1; EMA-6, ECMA-7 (Hahnel és Eddy,
1986, 1987).

Alkalikus foszfataz (AP) aktivitast mutatnak (Wobus et al. 1984).
Egyes transzkripcids faktorok expresszidja is jellemzd (pl: Oct-4;
Scholer et al. 1989).
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Hangsulyozzuk, hogy a fenti lista inkabb csak altalanos, mintsem minden
ES sejtvonalra igaz. Neheziti a helyzetet, hogy az elézéekben felsorolt markerek
egy része fajonként eltérd aktivitdst mutat, igy nem altalanosithat6. Masrészt a
listdban felsorolt markerek egy része nem kizardlag embrionalis dssejt marker (pl:
SSEA-1; Oct-4; AP, stb.) Mégis, ezen markerek egyidejii megléte az ICM-eredetii
ES sejtvonalakon mindmaig a pluripotencia elfogadott in vitro igazolasara szolgal.
Ugyanakkor a mai napig az egyetlen és széles korben elfogadott megallapitas a
pluripotencia igazolasara az ES sejtek esetében az ivari kimérizmus képzése.
Szamos torekvés van arra nézve, hogy ennél egyszeriibb, gyorsabb és olcsobb,
ugyanakkor egyértelmil eljaras sziilessen az ES (vagy mas szoveti) dssejtvonalak
pluripotencidjanak detektalasara, igazoldsara. A pluripotencia fogalmanak ma még
nincs egyértelmiien és egyontetiien elfogadott definicioja, amely tovabb hatraltatja
a teriileten folyod kutatdsi eredmények Osszevethetoségét és a fejlodést (Smith 2001,
Edwards 2004, Conley et al. 2004).

4.5.1 Pluripotens embrionalis sejtvonalak gerinces fajokban

Az egér volt az els6 allatfaj, amelynek embridit felhasznalva sikertilt ES
sejtvonalat alapitani (Evans és Kaufman 1981, Martin 1981). Az 1990-es évek
sordn szamtalan allatfajban hoztak létre ES vagy EG sejtvonalakat, azzal a
reménnyel, hogy azok az egér kisérletekben tapasztalt hatékonysaggal és sikerrel
lesznek felhasznalhatok. Az M4 Melléklet 15. tdblazataban Osszefoglalva
ismertetjiik az egyes gerinces fajokbol tortént embrionalis sejtvonal alapitési
kisérleteket, és azok eredményeit. Ezek a sejtvonalak folyamatosan passzéalhatok,
tenyészetben fenntarthatok, megtartjak differencialatlan fenotipusukat és az ES
sejtekre jellemzd morfologiat mutatnak. Koziilik csak a csirke és zebraddnido ES
sejtvonalak felhasznélasaval sikeriilt ivarsejt kiméra allatokat 1étrehozni, ami azt
jelenti, hogy eddig csak az egér, a csirke és a zebradanido sejtvonalaknal
beszélhetilink valodi ES sejtvonalak 1étezésérol.

Ha pluripotens 6s-sejtvonalakrol beszEliink, ma mar nem keriilheté meg a
huméan eredetli Ossejtvonalak kérdése sem. Emberi eredeti &ssejtvonalakat
heredaganatokbol, vagyis teratokarcindmakbol tobb izben hoztak Iétre kutatdsi
célokra. Azonban eldszor 1998-ban izolalt két kutatdcsoport pluripotens sejteket
abortalt magzatokbol szdrmaz6d primordialis dssejtekbdl (Shamblott et al. 1998),
illetve preimplantacidés stddiumi human embriokbol (Thomson et al. 1998;
4. tablazat). A sejtvonalakat in vitro differenciéltatasi kisérletekben pluripotensnek
talaltdk. Az ES sejt alapi génterdpia és szovetpoOtlas tudoméanyos kisérletei a
kozlemények megjelenése utdn 1) lendiletet vettek. Ugyanakkor komoly
tarsadalmi, etikai €s jogi vitdkat is maguk utdn vontak a sejtvonalak létrehozasaval
és alkalmazasaval kapcsolatos kérdések (Mckay 2000, Guenin 2001%).

4 Tovabbi, a human ES sejtek etikai és jogi vonatkozasait ismertet$ adatok és az EU-ban elfogadott szanbalyok
olvashatok az alabbi Internet oldalakon:
http://europa.eu.int/comm/research/conferences/2003/bioethics/pdf/sec2003-44 1 report_en.pdf
http://www.isscr.org/public/ethics.htm; http://stemcells.nih.gov/info/ethics.asp
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4. tablazat. Pluripotens human sejtvonalak

5 e}-tl‘l;::;;lak Szarmazasa In vitro vizsgalatok vizI:g;:;:ok Referencia
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4.5.2 Pluripotens embrionalis sejtvonalak alapitasa

Az ES sejtvonalak létrehozasa —amint azt a fenti példak is mutatjadk— nem
konnyt feladat. fgy tobb kutatocsoport probalkozott mar hatékonyabb médszerek
kidolgozaséaval. Leirasra keriilt az Un. ICM kultivaciés (Robertson 1987),
immunkomplementacios (immunosurgery, Pease et al. 1990), a bedgyazodasban
akadalyoztatott holyagcsira embridkat alkalmazd (delayed blastocyst, Brook és
Gardner 1997), Oc4-neomicin transzgénikus (McWhir et al. 1996), OJssejt
szelekcios (stem cell selection, Mountford et al. 1998), valamint az Gn. permissziv
egértorzsekkel valo visszakeresztezéses (Kress et al. 1998) ES sejtvonal alapitasi
eljaras is. Kisérletek folytak 8-sejtes, (Wobus et al. 1984; Delhaise et al. 1996) és
ES sejt alapitasra, de a legelterjedtebb modszer mindmaig az ICM-bdl valo ES
sejtvonal alapitds maradt (Evans és Kaufman 1981, Martin 1981). A felsorolt
modszerek széles palettaja jol tiikkrozi, hogy az ES sejtvonal alapitds a mai napig
igen koriilményes, koltség- és idéigényes feladat. Az 0j sejtvonalak 1étrehozasdnak
jelentds biologiai és technikai korlatai vannak.

Az ICM kultivéacion alapuld mddszer 1ényege a kdvetkezd: a blasztocisztat
embrionalis eredetl fibroblaszt taplalo sejtrétegre helyezve a blasztociszta letapad a
fibroblaszt rétegre, a kiils6 trofoblaszt réteg orias sejtjei pedig, szinte ,,ranének”
arra, mig az ICM sejtjei szorosan egyiitt maradnak, s az ugynevezett ICM-csomot
hozzak létre. Ha a blasztocisztat hagyjuk tovabbfejlédni, az ICM-csomd sejtjei
differencialodni kezdenek. Ha azonban az ICM-csomot izolaljuk a tenyészetbdl, s
ezt tripszin-cseppben kisebb sejtcsomodkra disszocialtatjuk, majd ezeket az
aggregatumokat Ujabb fibroblaszt rétegre helyezziik, a kis csomok letapadnak, s
amelyek tovabbra sem differencial6do, az ICM sejtjeivel homolog sejtekbdl allnak.
Ezeket a kolonidkat ismét izoldlni lehet a tenyészetbdl. A kolonidkat aztan
tripszincseppben sejtjeire disszocialtatjuk, s ezt a sejtszuszpenzidt helyezziik ismét
Uj fibroblaszt sejtrétegre, azaz atpasszaljuk. Ha a keletkez6 ujabb kolonidk
morfologiailag azonosak lesznek, s a tovabbi passzalasok soran sem valtoznak
meg, akkor mondhatjuk, hogy rendelkezésiinkre 4all egy aktivan 0szt6do,
pluripotens sejtpopulacid. A sejtpopulécid egyetlen sejtjébdl kiindulva ezek utan
egy valodi, egysejt eredetli sejtvonalat kell izoldlnunk. Ezt kdvetheti a sejtvonal
karakterizalasa, amely azoknak a tulajdonsagoknak a vizsgalatat jelenti, amelyek
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egy ES sejtvonalat jellemeznek (AP, SSEA-1, Oct-4, kariotipus analizis, in vitro
differencidlodas, ivari kimérak képzése stb.). A pluripotens embrionalis sejtvonalak
alapitasanak folyamatat a 13. dbra mutatja be.

13. abra. Az embrionalis 6ssejtvonal alapitis menete (sajat felvételek)

(A) 4,5 napos egér blasztociszta fibroblaszt sejtrétegen, letapadas elétt, a zona pellucida-boél
kikelten; (B) letapadt embrié ICM 6,5 napos korban, fénymikroszképpal, ahol az ICM csomot
orias trofoblaszt sejtek veszik koriil; (C) letapadt embrié ICM 6,5 napos korban,
faziskontraszt mikroszképpal; (D) ES kolonidk az alapitas 25. napjan, taplalé sejtrétegen.

Az ivari kiméra képzésre alkalmas pluripotens ES setvonalak létrehozasa
mai tudasunk szerint torzsfiiggd. Csak néhany egértorzs alkalmas ES sejtvonal
alapitasra és azokbol is csak néhany sejtvonal létezik. A legtobb jol miikodo
plutipotens sejtvonal 129SV egértorzs eredetli. Csak korlatozott szamt ES
sejtvonal érheté el CS7BL/6 egértorzsbol, bar e sejtvonalak csak kis szdzalékban
képeznek ivari kimérat és csak alacsony hatasfokkal alkalmazhatok tetraploid
embridval torténd aggregaltatasra (Auerbach et al. 2000, Schoonjans et al. 2003).
Mindazonaltal néhany hibrid ES sejtvonal 129SV ¢és C57BL/6 egértorzs
keresztezésekbdl elérhetd, amelyek hatékonysaga és alkalmazhatosaga technikailag
megfelel a 129SV sejtvonalaknak, azonban e sejtvonalak genetikailag nem
homogének, igy nem képesek a beltenyésztett torzsekbdl szdrmazo eldnyodk
biztositasara sem (Gardner és Brook 1997, Nagy et al. 2003).

A differencidlatlan allapot fenntartdsahoz az ES sejtvonalakat optimalis
tenyésztési koriilmények kozott kell tartani, igy allandéan osztodd, nem
differencidlodd sejtek populdcidi maradnak. A kolonidk taplalod sejtrétegre
letapadva novekednek (egér embriondlis fibroblaszt: Wobus et al. 1984; STO
sejtek: Evans ¢és Kaufman 1981). Pluripotenciajuk fenntartdsdéhoz azonban
nélkiilozhetetlen a tapoldat leukémia-inhibitor faktorral (LIF) valo kiegészitése
(Smith et al. 1988, Williams et al. 1988). A LIF a citokinek interleukin-6 (IL-6)
csaladjanak a tagja. A LIF és az IL-6 csaldd mas citokinjei (ugymint az IL-6, a
CNTF, vagy az OSM) képesek az egér ES sejtek differencidlatlan allapotat
fenntartani a gp130-as szignal transzdukcids Utvonalon keresztiil (Metcalf 2003).
Amikor a taplalo sejtréteget vagy a LIF-et a sejtekt6l megvonjak (Pedersen 1994),
¢s lecsokken a magzati borju savdé (FCS) mennyisége, vagy specialis
differencidlodést indukalé anyagokkal (példaul retinolsavval) (Wobus et al. 1994,
1997; Rohwedel et al. 1999) egészitik ki a tapoldatot, akkor azok differencialdédni
kezdenek.
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4.5.3 Az ES sejtek in vitro differencidltatasa

Az ES-sejtek tehat nem csak in vivo embriondlis kornyezetben (tehat egy
embridba juttatva) differencialodnak, hanem in vitro, Petri-csészében is. Ehhez
azonban megfeleld feltételeket kell teremteni. Az egéreredetli embrionalis dssejtek
specializacidja spontan is lezajlik, de kimenetele nem josolhatd meg: nem
tudhatjuk elére, hogy mely szdvettipus ¢és milyen ardnyban alakul ki a
tenyészetben. Ezért a kutatok tobb eljarast is kidolgoztak, hogy a folyamat minél
jobban iranyithaté legyen. Ma mar szamtalan molekula és ndvekedési faktor
ismert, amely szerepet jatszik az egyes szOvetek kialakuldsaban. E faktorok
tenyésztd tapoldathoz adagoldséaval a sejtek a kivant szoveti sejtekké alakithatok.

Az ES sejteket szuszpenzios tenyészetekben vagy fliggdcseppben tartva,
azok embridjellegli aggregdtumokka, tigynevezett EB csomodkké (embryoid body,
EB) allnak 6ssze (Doetschman et al. 1985). A differencidcid specializalt vonalak
1étrejotte felé is iranyithatdo a mar emlitett novekedési faktorok adagolasaval. Az
EB csomodknak tehat azért van jelentds szerepe, mert segitségiikkel lehetséges a
kiilonféle differencialodasi 1épések in vitro tanulmanyozésa azaltal, hogy a korai
génexpresszios vizsgalatok hosszabb iddre kitolhatok és igy az embrionalis fejlodés
nyomon kovethetdé (O’Shea, 1999). Ez szdmos esetben lehetdvé teszi az
embrionadlis Ossejtek in vitro differencialtatasanak modellként valdé eredményes
felhasznalasat, pl. az idegi (Bain et al. 1995; Fraichard et al. 1995; Okabe et al.
1996; Lee et al. 2000), a korai primitiv ektoderma-szerti (EPL,;Rathjen és Rathjen,
2003), a szivizom (Wobus et al. 1991; Klug et al. 1996), a vazizom (Rohwedel et
al. 1994, 1998; Wobus et al. 1997; Hirsch et al. 1998; Myer et al. 2001), a
simaizom (Drab et al. 1997), a zsirszovet (Dani et al. 1997) vagy a hematopoetikus
iranyu differenciacio tanulmanyozasadban (Wiles és Keller 1991). Az embrionalis
Ossejtek in vitro differencialtatdsdnak modellként valé felhasznéalasardl bévebben
1d. Pedersen (1994), valamint Wobus ¢és Boheler (1999) kozleményeit.

In vitro differencialtatas menete
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RT-PCR, immunfluorescens festés, SEM analizis

14. abra. Az ES sejt differencidltatas fiiggécseppes modszerének sematikus abraja
(Gocza, 1999)
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Az embrionalis dssejtek differencialodasi képessége felfedezésiik ota jol
ismert. Ezt azonban inkabb a sejtvonal jellemzésében hasznaltdk fel (Mummery et
al. 1990), direkt differencialtatasokat hosszl idon keresztiil nem végeztek. Az elsé
célzott vizsgéalat 1991-ben a haematopoesis, azaz a vérsejtek specializalodasanak
kutatdsa volt (Wiles és Keller, 1991). Ennek soran a haematopoesisben hato
faktorok szerepét vizsgéltdk a kutatok. A kisérletekhez igen sok magas koltségli
anyagra volt szlikség, igy azokat nem folytattak olyan intenzitassal, mint azt a
kisrletek meginduldsakor varni lehetett.

Ujabb eredmények csak az évtized masodik felében sziilettek, de az igazi
attorés a human ES-sejtvonalak 1étrehozasa volt 1998-ban. A kutatok felismerték,
hogy a differenciéltatdsi kisérleteknek nemcsak a differencialédas folyamataban
szerepet jatszd molekuldk és kolcsonhatasaik felderitésében van szerepe, hanem a
terapias célu alkalmazasok kutatasaban is. Egyre inkabb elterjedt az a nézet, hogy a
sejtek mesterséges differencialtatasaval szovetek és talan szervek is létrehozhatok a
jovoben (Thomson et al. 1998). A 15. é&bra az embriondlis Ossejtek
differencidltatdsanak és terapias célu felhasznalasdnak lehetdségét szemlélteti.

blasztociszta

ICM i— [

embrionalis sejtek
¥

ES tenyészet

_,/.
= _Y—'-”"
pluripotens
ES sejtvonal /
. /
differencialtatas
-~
in vitro differencialtatott
> szoveti sejtek
f — (pl: maj-, izom-, idegsejiek, stb.)

TRANSZPLANTACIO

15. abra. Az ES sejtek transzplantacios terapiaban val6 felhasznalasanak lehetosége

4.5.4 Embrionalis 6s-sejtvonalak in vitro differencialtatasa vazizom
sejtekké

Az EB csomodkban a vaz-, illetve a szivizom embriondlis fejlodésére
jellemzd folyamatok tanulmanyozasa is lehetévé wvalik. Lehetséges az
izomképzddésben szerepet jatszo faktorok hatdsanak in vitro vizsgalata, illetve, az
izomfejlodés soran szerepet jatszo uj faktorok felfedezése is (Cossu et al. 1996). Az
in vitro vizsgalatok soran szerzett informacidk jol kiegészithetik a transzgénikus
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allatmodellek alkalmazasaval szerzett informacidinkat. Az ES sejtek vazizom
sejtekké torténd differencidltatdsa torténhet 1Un. differencidltaté faktorok
hozzdadasaval, amikor az endogén szignalokkal azonos transzkripcios faktor
fehérjék keverékét alkalmazzuk. Ez azonban igen koltséges és az optimalis keverék
kialakitasa nagyon bonyolult. Megfigyelések alapjan egy masik moddszer az
elterjedt, amikor is loszérum adagoldsédval inditjuk el a mezoderma irdnyu
differencialodast, majd bFGF és csirke embri6 kivonat adagolasaval segitjiik el a
vazizom prekurzor sejtek kialakuldsat. Az EB csomodk kialakitdsa mar egy Un.
differencialtato tapoldatban torténik. Ez a tapoldat az ES sejtek szokdsos tenyésztd
tapfolyadékatdél annyiban tér el, hogy nem tartalmaz LIF-faktort (Leukemia
Inhibitor Factor), amely a sejtek pluripotencidjanak fenntartdsat hivatott
eldsegiteni, illetve szérumtartalma eltérd (a szokasos 15% helyett 10% borjusavot
tartalmaz). A vazizom sejtek differencidlodasanak eldsegitésére 5% 16szérumot
adunk a tenyésztéfolyadékhoz, amely a differencidlodéshoz sziikséges novekedési
faktorokat tartalmazza (Hirsch et al. 1998).

A differencialtatas kezdeti 1épéseként fliggdesepp kultirdban kialakitott EB
csomokat két nap aggregaltatds utdn 8 napra szuszpenzios kulturaba helyezziik,
majd ezt kovetden egyedileg, zselatinnal kezelt 24-lyukt tenyésztdedénybe
keriilnek. A differencidlodas vizsgalata ezt kovetden mikroszkopos megfigyeléssel,
immuncitokémiéaval és RT-PCR-el torténhet. Az el6zdekben ismertetett modszert
tobb esetben alkalmaztik a vazizomban megjelend fehérjék szerepének tisztazasara
(Rohweder et al. 1994; Baker és Lyons 1996; Hirsch et al. 1998; Wobus és
Boheler, 1999)

4.5.5 A korai differencialodasban szerepet jatszo fehérjék

A transzkripcios- €s novekedési faktorok az embrionalis fejlddés minden
szakaszaban igen fontos szerepet toltenek be. Vannak koztiik olyanok, melyek a
korai fejlédési stadiumok kialakitdsdban résztvevd gének aktivalasaban, vagy
éppen represszalasaban jatszanak fontos szerepet. Masok a késobb kialakulod
szoveteket, szerveket és kiilonféle struktirakat meghatdrozo gének szabalyozasat
végzik. A transzkripcids faktorokra jellemzd, hogy hetero- vagy homodimerek
formdjaban kotddnek a DNS-hez és fejtik ki hatdsukat kozvetlenill, a gének
talalhat6 receptorokon keresztiil szignal utvonalakat képesek aktivalni. Egy-egy
novekedési faktor a fejlodés kiilonbozé stddiumaiban tobb utvonalban is
szerepelhet.

A transzkripcios faktorok aminosav-szekvenciabeli hasonlosagai ¢s néhany
esetben a funkciondlis hasonldsagok alapjan csalddokba sorolhatok. Ez jellemzi
tobbek kozott az Oct-4 (korabbi elnevezései: Oct-3; POUSF1) transzkripcios
faktort is, amely a POU transzkripcids faktor csalad tagja. Az Oct-4 egy azon
jelenlévd nyole bazisparnyi octamer motivumhoz (ATGCAAAT) kotddni (Ruvkin
¢s Finney 1991).
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Az oct-4 gén 6t exonbol all (Okazawa et al. 1991, Yeom et al. 1991), amely
egy 1,5 kb nagysaglh mRNS-t kodol (Okamoto et al. 1990, Rosner et al. 1990
Scholer et al. 1990b). Ez egy 352 aminosavbol allo fehérjét kddol, amely magaba
foglalja a mintegy 150 aminosavbol allo6 konzervalodott régiot, az Gn. POU
domént. Ezt a régiot még két alegységre lehet osztani: a POU-specifikus doménre
(N-terminalis régid) és a POU homeodoménre (C-termindlis régid). A POU
homeodomént ¢s a POU-specifikus domént 15-56 aminosavbdl allo varidbilis régid
valasztja el.

Minden POU fehérjénél sértetlen homeodoménre van sziikség a DNS-hez
valo kotddéshez, ami az octamer motivumon (ATGCAAAT) keresztiil megy
végbe. A POU specifikus domén a kotédési specifitds felét adja, azonban nem
rendelkezik eddig ismert DNS-k6t6 struktaraval, bar ez nem zarja ki azt, hogy mas
DNS motivumokhoz nem lenne képes kotddni (Scholer, 1991).

Az Oct-4 molekula az egér embridban, illetve a még nem termékenyiilt
oocytaban anyai eredeti mRNS ¢és fehérje formdjaban mar megtalalhato. A
termékenytilést kovetden a fehérje az elémagban (pronucleusban) lokalizalodik
(Scholer et al. 1989, Rosner et al. 1990, Yeom et al. 1991, Palmieri et al. 1994).
Ahogyan a legtobb anyai mRNS, ugy az Oct-4 mRNS szintje is dramaian csdkken
a termékenytiilés utan (Yeom et al. 1991; Palmieri et al. 1994). A gén zigotikus
expresszioja a nyolcsejtes stadiumot megelézden kezdddik, amikor a sejtmagokban
mind az mRNS, mind pedig a fehérje mennyisége szignifikdnsan megemelkedik
(Yeom et al. 1991, Palmieri et al. 1994). Nyolcsejtes stddiumban nagy mennyiségii
fehérje talalhaté a blasztomerek sejtmagjaban. A morula kompaktalédasaig az Oct-
4 mRNS ¢és fehérje mennyisége minden sejtben magas és egyenld. A 16. abra az
oct-4 gén expresszidjat mutatja az embridban €s a korai embriogenezis soran.

=--l’ Oct-4 endogén expresszi6
: elindulasa
e - i ~
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16. abra: Az oct-4 gén expresszidjanak alakulidsa a korai embriofejlodés soran
(Pesce et al. 1998) A vorés szin az Oct-4 pozitiv sejteket jeloli az embriéban.

Az eml6és embriogenezisében a blasztocol formalodasa soran valik szét
el0szO0r az embriondlis és az extraembrionalis fejlddési ttvonal. A morula kiilsé
sejtjei alkotjdk a trofektodermat, ami az implantacidhoz és a placenta fejlodéséhez
sziikséges, a belsd sejtek pedig az ICM-et formaljak, amibdl tobbek k6zott maga az
embrio is fejlodik. Az Oct-4 expresszid az ICM sejtjeire korlatozdodik, mig a
trofektoderma sejtekben megsziinik (Pesce et al. 1998, Pesce és Scholer 2000).
Valoszinlileg az oct-4 represszalasa sejtadhézio-fliggd szignalokon keresztiil
valosul meg. Azokban a kiilsé sejtekben, amelyekbe helyzetiikbol adéddan
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elegendd szignal jutott az oct-4 gén represszalodik, és megindul a differencialodas.
A belsd sejtekben viszont ezzel ellentétes folyamat jatszodik le (Pesce és Scholer
2000). Az implantacié utan az ICM-bdl kialakult epiblast (primitiv ektoderma) és
hypoblast (primitiv endoderma) koziil az epiblast sejtekben marad fenn az oct-4
expresszidja (Rosner et al. 1990, Scholer et al. 1990a, Yeom et al. 1996).

A kozép-gasztrula stddiumban az extraembriondlis mezoderméban
kialakul6 primordialis Ossejtek (PGC) az egyediili embrionalis sejtek, amelyek
fenntartjak az Oct-4 expresszidjat a gasztrulacid utan is, egészen a gamétak nemi
differencidlodasanak a kezdetéig, azaz néivarban a termékenyiilést kovetd 13-14.
napig, mig az 0jsziilott himekben a spermatogenezis kezdetéig (Pesce et al. 1998,
Pesce ¢és Scholer 2000). Mivel kiilonb6zd fajokban (egér, szarvasmarha, ember) az
oct-4 gén nagyfoku homoldgiat mutat, ezért feltételezik, hogy hasonld expressziods
mintazatot kapnank ES és PGC sejtek esetében is (Pesce és Scholer 2000). Az egér
¢és a szarvasmarha ill. sertés blasztocisztajdban azonban kiilonbség van az Oct-4
expresszidos mintazatat tekintve: az egérben csak az ICM-ben taldlunk Oct-4
fehérjét, mig a szarvasmarha és a sertés blasztocisztajdban mind az ICM, mind
pedig a trofektoderma expresszal Oct-4 faktort (Kirchhof et al. 2000).

Emldsembrioban az Oct-4 elengedhetetlen a pluripotens sejtpopulaciok
fenntartasaban. Az oct-4 homozigdta mutans embridk, bar in vitro elérik a
blasztociszta stadiumot, de az ICM populaciéo nem marad pluripotens. Valodi ICM
hianyaban a trofoblasztok osztddasa megall, és orids trofoblaszt sejtek keletkeznek.
A trofoblaszt sejtek osztodasat az FGF-4 helyre tudja allitani, azonban az ICM
pluripotencidjat mar nem tudja megmenteni (Nichols et al. 1998).

Az oct-4 gén expresszidja hdrom upstream cis-szabalyozd régiotol fligg.

crcr

rrrrr

mely az implantdldédas elétt all6 embrioban az Oct-4 expresszidjara iigyel, a
disztalis enhancer (DE). A gén e harom szakasza a gén szerkezetét bemutato
17. abran lathato.

Proximal Proximal
Distal Enhancer (DE) Enhancer (PE) Promoter Oct -4
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17. abra. Az oct4 gén szerkezete (Ovitt és Scholer 1998)

A minimdl promoter egymadssal atfedd kotOhelyeket tartalmaz. Ide tartozik
egy GC box, ami az Spl transzkripcids faktorcsalad tagjait képes megkdtni,
valamint haromszor ismételve a konszenzus hormon-érzékeny elem (HRE)
(Schoorlemmer et al. 1994, Sylvester és Scholer 1994), amely hasonlit a retinsav-
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érzékeny régiora (RARE). Ez a régié a szteroid-tiroid hormon receptor csalad
szdmos tagjat képes felismerni, beleértve a retinsavat €s a retinsav X receptort is
(RXR; Okazawa et al. 1991, Pikarsky et al. 1994; Schoorlemmer et al. 1994;
Sylvester és Scholer 1994).

A proximalis enhancer az epiblaszt-specifikus és az epiblaszt-eredetli EC
sejtvonal-specifikus expresszioért felel (Yeom et al. 1996). A preimplantacios
embrié differencialatlan sejtjeiben a proximalis enhancer aktivitdsa nagyon
alacsony (Minucci et al. 1996, Yeom et al. 1996). Az enhancer tartalmaz egy cisz
elemet, amely kapcsolatban 4ll a retinolsav altali represszioval, bar nem tartalmaz
retinolsav receptor kotdhelyet. Ezen az elemen beliil két hely talalhato: az 1A és az
1B (17. ébra), melyek kiilonb6zd faktorokat kotnek (Okazawa et al. 1991), de csak
az 1A hely represszalt in vivo a differencialatlan ES és EC sejtekben (Minucci et al.
1996).

A disztalis enhancer a morula stadiumi embridoban, az ICM-ben, a
primordialis éssejtekben (PGCs) (Yeom et al. 1996), az ES és EG sejtekben az oct-
mely hasonlit a proximalis enhancer 1A helyére, de azzal ellentétes irdnyultsaga. A
disztalis enhancer aktivitdsdt az extraembrionalis ektodermdban és az allantoisz
sejtekben expresszald csont morfogenetikus fehérje-4 (BMP-4) szabalyozza (Pesce
¢s Scholer 2000).

Az Oct-4 transzkripciés faktor tobbféle modon is képes befolyasolni a
kiilonb6zé gének expresszidjat. A kovetkezokben az irodalomban eddig leirt
transzkripcionalis aktivalas hdrom modellje keriil bemutatasra. Azért fontos e
modellek ismertetése, mert igy valik érthetévé a transzkripciés faktorok
kooperacidja révén megvalosuld génaktivacios kaszkad. Ez a séma ill. sémak nem
csak az Oct-4 esetén igazak: szamos transzaktivacidos mechanizmus hasonloan
miikddik, csak éppen mas fehérjék vesznek részt a modellben.

Az els6é modell az Oct-4 ¢s az E1A fehérje kozotti kdlcsonhatason alapul.
Az E1A fehérje volt az elsdé fehérje, amelyrdl megallapitottak, hogy funkciondlis
kapcsolatba keriil az Oct-4 fehérjével (Scholer et al. 1991). Differencialddott
sejtekben az EI1A képes helyettesiteni az ES sejt-specifikus kot faktorokat,
lehetovée téve ezzel a tdvolsag-fiiggd transzaktivacidt. Az Oct-4 POU doménje és az
interakcidja eredményezi ezt a funkcionalis egyiittmikodést (Scholer et al. 1991).
Az E1A ¢és az ElA jellegli fehérj¢k (E7, HMG-1) azéltal, hogy az Oct-4
molekulékat a transzkripcids mechanizmushoz kapcsoljak anélkiil, hogy énmaguk
a DNS-hez kotdédnének, lehetové teszik az Oct-4 altali transzaktivaciot (Pesce et al.
1998, Pesce €s Scholer 2000). Ezt a modellt a 18. abra A része szemlélteti.

Az Oct-4 pozitiv transzaktivalasdnak a masik modellje (18. abra B) olyan
faktorokon alapul, amelyek az oktamer motivum kozelében kétddnek a DNS-hez.
Erre a modellre a legjobb példa az 0&ssejt-specifikus fgf-4 gén aktivitdsdnak
elemzése soran sziiletett. Az FGF-4 mRNS mar mint anyai transzkriptum jelen van
az embrioban, bar kétsejtes allapotban mennyisége lecsokken, blasztociszta
stadiumban Gjra megemelkedik, ahol jelenléte mar csak az ICM-re korlatozdodik.
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Ezen kiviil a posztimplantacios fejlddésben, a végtagok formaldodasaban és
novekedésében, valamint a fogak kialakuldsdban jatszik fontos szerepet
(Fraidenraich et al. 1998; Rappolee et al. 1994).

enhancer elem a felelds (Curatola és Basilico 1990). Ez az enhancer elem
tartalmazza az Oct-4 kotddéséhez sziikséges octamer motivumot ¢és annak
kozelében a nagy mobilitasi csoport (HMG) transzkripcids faktoranak, a Sox-2
fehérjének a kotdhelyét (Yuan et al. 1995). Ez a két kotOhely sziikséges a masodik
modell szerint ahhoz, hogy az Oct-4 és a Sox-2 kozotti szinergizmus kozvetlen
fehérje-fehérje interakcioként miikodjon az FGF-4 esetében, ami az Oct- és Sox-
kotohelyek kozotti tavolsagtol fiigg (Ambrosetti et al. 1997). Tehat az Oct-4 ¢és a
Sox-2 transzkripcios faktorok az fgf-4 gén fentiekben meghatarozott kotéhelyeihez
kapcsolodva képesek a konformaciovaltozasuk révén a transzkripcids
mechanizmushoz ko6tédni és a transzkripciot elinditani, azaz transzaktivalni

(18. abra B).
Oct-4
A _54 +E1A, E7, HMG-1

B —DL _D_IL

~
Sox-2
3'"UTR 5' FGF-4, UTF-1
FGF-4, UTF-1 ’”
POU,, POU,
®® OPNintron
C 4 +coactivator
(X
POU; POU,, 5' OPN

18. abra. Az Oct4 transzaktivacio ismert modelljei (Pesce és Schéler 2001 kozleménye alapjan)
(A) E1A aktivaciés modell, (B) Fgf4-tipustiaktivacios modell,
(C) osteopontin modell.

Hasonld Oct/Sox pozitiv szabalyozast taldltak a kutatok az ES és EC
sejtekben, az ICM-ben, epiblasztban és az embriondlis ill. extraembriondlis
ektodermaban expresszalo Utfl transzkripcids koaktivator esetében is (Nishimoto
koté motivumon, az octamer motivumon ¢és a Sox kotohelyen keresztiil
kapcsolodva az Oct-4—Sox-2 fehérjekomplex képes az FGF-4 esetéhez hasonléan
a transzkripciés mechanizmushoz kotddni és ezéltal elinditani az utfl gén
expressziojat.

A harmadik modellnél (18. abra C) csak az Oct-4 kotédik a DNS-hez,
méghozzd  dimer  formdban. Erre példa az  osteopontin  (OPN)
sejtadhézios/migracios fehérje, amely a primitiv endoderma sejtekben nagy
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mennyiségben van jelen, az ICM-ben és az ES sejtekben viszont gyengén
expresszal. A modell szerint az OPN elsd intronjaban 1év6 palindrom Oct faktor
felismeré elemhez (PORE) képes az Oct-4 dimer forméaban kotddni. Ezt a
komplexet még eddig ismeretlen, feltételezett koaktivatorok kapcsoljak a
transzkripcidés komplexhez (Botquin et al. 1998). Ezt a format azonban az elébbi
modellel ellentétben a Sox-2 nem segiti, hanem éppen semlegesiti azaltal, hogy a
PORE egyik feléhez képes kapcsolodni, igy megakadédlyozza az Oct-4 dimerek
kialakulasat és igy nem jon létre a transzkripcionalis aktivalas.

Az eddigieket Osszegezve elmondhatd, hogy a totipotens embrionalis
sejtekben és Ossejtekben expresszald Oct-4 transzkripcids faktor nélkiilozhetetlen
az embrionalis sejtek pluripotens fenotipusdnak fenntartdsdban és szomatikus
sejtekké torténd differencidlodasukat megelézden fontos szerepet jatszik az
Ossejtek totipotencidjanak meghatarozasaban. Olyan génként jellemezheto,
melynek segitségével lehetévé valhat a differencidlatlan és a differencidlodott
sejtek elkiilonitése.

Az ismertetett modellek révén bemutatasra keriilt szamos, az Oct4
kaszkadban részt vevo faktor (Spl, Sox2, Fgf4, Utfl, stb.) amely a pluripotencia
allapotanak fenntartisidhoz elengedhetetlen. Altaluk a pluripotens-multipotens
allapotok kozotti atmenet, vagyis a korai szoveti elkotelezodés vizsgalhato.
Véleménylink szerint, ha az ES sejtvonal alapitas torzsfliggd jelensége genetikai és
nem pedig technikai okokra vezethetd vissza, akkor ugyanezen géneknek és
kolesonhatdsoknak a torzsek kozotti Osszehasonlitdé vizsgalata adhat vélaszt a
genetikai okokra.

A Rex-1 fehérje (zinc finger protein-42; Zfp-42) a cinkujjas fehérjék
csaladjaba tartozo transzkripcids faktor fehérje, amely a nem differencialodott
teratokarcinoma ¢és ES sejtekben expresszal. Génjének promoéter régidjat
megvizsgalva az Oct-4 génnél ismertetett oktamer kotd motivumot (POU
kotédomén) azonositottak, mely régidonak a Rex-1 expresszid szabalyozasaban van
funkcionalis szerepe. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az Utf-1 fehérjéhez
hasonléan a Rex-1 1is az Oct-4 kaszkad részze, igy a pluripotencia
meghatdrozasaban fontos szereppel bir (Hosler et al. 2003).

Régota kozismert, hogy a sejttenyészeti koriilmények kozott a fibroblasztok
proliferacidés képessége alapvetden attol fiigg, hogy milyen kora egyedbdl
szarmaznak a sejtek. A human eredeti embrionalis sejtek kb. 50x, a feln6tt
szervezetbdl szarmazd sejtek korukkal ardnyosan kevesebbszer képesek osztdodni
(Hayflick, 1965). Adott szamu osztodas utan a sejtek morfologidja megvaltozik,
tobbé nem osztddnak, majd elpusztulnak. Ez a tumorsejtek és a pluripotens sejtek
esetében nem igaz, azok osztodasi potencialja végtelen. A jelenség az tn. genetikai
Ora, vagyis a kromoszoéma végek teloméra régidira vezethetd vissza. A DNS
szintézis specialitasdbol kdvetkezéen minden egyes duplikéciokor a DNS egyik
lanca rovidebb lesz. Tehat minél tobbet osztodik a sejt, annal kisebb és kisebb lesz
a telomér régio. A vizsgalatok szerint azonban ez a rovidiilés csak az egyedfejlodés
késobbi szakaszaban kezdddik el. Az Un. dsivarsejtekben —amelyekbdl a késdbbi
ivarsejtek szarmaznak— ¢€s az embrionalis sejtekben ugyanis van egy enzim, a
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telomerdz (telomerdz reverz transzkiptdz), amely képes a DNS rovidiild szalat
meghosszabbitani.

Az egyedfejlédés egy bizonyos pontjan azonban a telomerdz miikodése
abbamarad, ekkor kezdenek el rovidiilni a telomérdk. Egy bizonyos hossz elérése
utan a sejtek morfologidja megvaltozik, tobbé nem osztédnak, bekovetkezik a
sejtek oregedése. A telomerdz a legtobb egészséges sejtben nem mitkddik, azonban
kimutattdk, hogy a legtobb tumorsejtben viszont aktiv, és valdszinlileg ez
magyarazza a tumorsejtek korlatlan szaporodoképességét (Takahashi et al. 2000).
A gén miikodésének jelentdsége az ES tenyészetek esetében is fontos, mivel az
enzim aktivitasa révén korlatlan osztodasi képességgel rendelkeznek az ES sejtek.

4.6 Szoveti 0ssejtek

A szoveti Ossejtek, vagy angol neviikon stem sejtek (stem cells, SC) olyan
sejtek, amelyek osztodasuk sordn Onmegujitdsra ¢€s differencidlt utddsejtek
létrehozasara egyarant képesek. Az embrionalis fejlédés soran szerveink a sejtek
osztddasa (proliferacid) és kiilonbozd feladatok ellatdsara vald specializdlodasa
(differenciacio) révén jonnek létre. A két folyamat egymassal parhuzamosan, egész
¢letiinkben zajlik. Az dssejtek esetében tehat olyan sejtekrél van szo, amelyek
egyszerre mindkét folyamatra képesek: mind Oonmegujulasra, azaz proliferaciora,
mind pedig differencidloédott utddsejtek 1étrehozasara. Itt kell megjegyezniink,
hogy az utodsejtecken nem végdifferencialodott sejteket kell érteni (mint pl.
majsejt), hanem Un. prekurzor sejteket. A prekurzor sejtek egy bizonyos fejlodési
utvonal irdnyaba elkdtelezett sejtek, amelyekbdl azonban még tobb sejttipus is
kialakulhat.

Az Ossejtek szamos szovetre kiterjedd jelenléte bizonyitott, igy ma mar azt
feltételezziik, hogy kivétel nélkiil minden szdvet tartalmaz Ossejteket, csak azok
osztodasi aktivitasa eltérd. Ha azonban megfeleld szignalok érik, akkor osztodasuk
révén 0j szovetet képesek 1étrehozni.

A szdveti Ossejtekrdl hossza ideig azt gondoltdk, hogy csak a szdveti
kornyezetiiknek megfeleld szovettipusra jellemzd sejteket képesek 1étrehozni, azaz
unipotensek. Ma ugy gondoljuk, hogy a mikrokdrnyezet, azaz a szdveti Ossejtet
koriilvevo sejtek, szovetek altal termelt faktorok hatdrozzék meg a fejlédés irdnyat.
A sejt nem vesziti el fejlodési potencialjat a differencialodés soran, van mod a
fejlodési iranyok befolydsoldsara, megvaltoztatasara.

Az elmult néhany év kisérletei azt mutattdk, hogy az egyes szovetekben
talalhat6 és izolalhatd Ossejtek a szervezetbe visszajuttatva kiillonbozd sejtekkeé,
szovetekké képesek differencialodni (transzdifferenciacid). Igy nem csak a sajat
minden szovetspecifikus  Ossejt  izolatum tartalmazhat olyan pluripotens
Ossejtpopulaciot, ami a befogadd szovetek altal kibocsatott novekedési faktorok és
jelek hatasara a megfelel6 modon képes differencialodni (transzdifferencialodni). A
szoveti Ossejtekkel végzett kutatdsok iiteme az ezredfordulon gyorsult fel. Szinte
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elképzelhetetlen iitemben szaporodnak a legkiilonbozobb Ossejtek felfedezésérol
sz016 kozlemények és azok terapids célu alkalmazasi lehetdségei (5. tdblazat).

5. tablazat. Az egyes szoveti 6ssejtek szirmazasa és terapias célu felhasznalasuk lehetéségei

Szoveti 6ssejtek elnevezése = Milyen szovetbdl izolaltak? Terapias alkalmazasi lehetoség
koldokvér dssejtek koldokveér immunhidnyos betegségek, leukemia
hematopoetikus Ossejtek csontveld immunhidnyos betegségek, leukemia
mesenchymalis 6ssejtek csontveld immunhianyos betegségek, leukemia,

stroke, Parkinson-kor, Alzheimer-kor,
gerincveldi sériilések

neuralis 6ssejtek kozponti idegrendszer stroke, Parkinson-kor, Alzheimer-kor,
gerincveldi sériilések, Sclerosis multiplex
szatellita sejtek vazizom szdvet izom disztrofia
epidermalis dssejtek bérszovet égés, vagas okozta sériilések
intestinalis ssejtek vékonybél ?
retina dssejtek szem retina sejtek potlasa

Ma még ugy tinik, hogy az embrionalis eredetii Ossejtek azok, amelyek
nagyobb fejlddési potenciallal rendelkeznek. Azonban etikai okok miatt, az ES
sejtekkel szemben igen komoly ellendllas figyelhetd meg a tarsadalom részérdl. A
kérdés korantsem dolt el. A kovetkezd évek, vagy akdr évtizedek kutatasi
eredményei és vitdi fogjak eldonteni, hogy az embrionalis dssejtek (ES-sejek),
vagy a szoveti Ossejtek (stem sejtek) hozzék-e meg az attorést a transzplantdcios-
¢s génterapiaban.

4.6.1 Izomszovet 6ssejtek

Az izomszovet eredetli (izomszdvetbdl izolalhatd) szoveti Ossejtek olyan,
onmegujulasra képes sejtpopulaciot képviselnek, amelyek a sziiletés utani
izomndvekedés és izomzat regeneraciojaban résztvevd utodsejteket képesek
létrehozni. Azonban, ahogy azt a
tudomanyos kozlemények egyre
novekvd szdma is bizonyitja, az
izomszovet  tobb,  egymastol
jelentdsen eltérd karakterisztikaju,
igy eltérd differencialodasi

képességgel rendelkezd

Ossejtpopulaciot tartalmaz. Az un.

myogen szatellitasejtek az

izomrost mellett a  kifejlett

vazizom alaphartyéja alatt

talalhatok. A szatellitasejtek 19. 4bra. Szatellita sejt az izomrost bazalis
normalis  esetben  mitotikusan membrinja alatt

A felvételen a kék sejt M-cadherin specifikus

inaktivak, de a sziiletés utani o e
svekedés 6s i 116d4 ellenanyaggal jelolt szatellita sejt, mig a zold
novekedes ¢S 1zomregencralodas fluoreszcens partikulumok az izomrost

igényének megfeleléen osztodast sejtmagjai (Terry Partridge felvétele)
inditanak el és prekurzor sejteket
hoznak létre.
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Ezek a myogen prekurzor sejtek a terminalis differenciacio el6tt tobbszori
sejtosztoddson mennek keresztiil. Az inaktiv szatellitasejtek szdma a kifejlett
izomban viszonylag allando6 a regeneracio és a degeneracid tobbszori ciklusa soran,
ami a szatellitasejtek 6nmegujitd képességét sugallja. A szatellitasejteket régota
unipotens Ossejteknek tartjak, amelyek csak a myogen sejtek eldallitasara képesek.
Valoban, az inaktiv szatellitasejtek a myogen sejtekre jellemzd markereket, pl.
M-cadherin, Pax7 ¢és Myf5 fehérjéket termelnek. Mindazonaltal a leglijabb
vizsgalatok szerint a szatellitasejtek in vitro koriilmények kozott zsirsejtté
(adipocyta) és csontsejtté (osteocyta) is képesek fejlédni. Igy tovabbra sem
egyértelmil, hogy a szatellitasejtek ,,igazi” dssejteknek tekinthetok-e.

Azt az elképzelést, hogy kizarolag a szatellitasejtek vesznek részt a felnott
izomsejtek regeneralodasdban, az Gjabb kutatdsok megcafoltak. Ezek azt mutatjk,
hogy a felnéttkori izomzat multipotens Ossejt populaciét is tartalmaz. A felnott
izom Jssejtjei, intravénasan bejuttatva szubletdlis mértékben besugarzott egérbe,
képesek az egész vérképzo (hematopoetikus) rendszer Gjraépitésére (Jackson et al.
1999). Mindemellett természetesen izomsejtekkeé is képesek differencialodni.

Goodell és munkatarsai (1996) voltak az elsok, akik bebizonyitottak, hogy
fluoreszcens sejtvalogatassal (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) tobb faj
csontveldi Ossejtje is elkilonithetd az SP (Side Population) sejtektdl. (Az SP
sejtpopulacido azon sejteket jelenti, amelyek Hoechst 33342 fluoreszcens festés
soran a festéket aktivan ,kipumpaljak” a sejtbdl, ennélfogva a FACS szelekcid
soran negativ populdciét képeznek.) Gussoni és munkatarsai kimutattak, hogy
szubletalisan besugarzott egérbe torténd intravénds beinjektalast kovetd
regeneracid sordn, a csontvel6bdl szelektalt SP sejtek vazizom létrehozéaséara
képesek. Ugyanezen csoport azt is kimutatta, hogy a feln6tt vazizom is tartalmaz
SP populaciot, amely vérképzd sejtek létrehozasara képes, ill. besugarzott egérbe
ami azt bizonyitja, hogy az izom SP frakcidja izomeredeti vérképzd sejteket
(Muscle Hematopoetic Potential Cells, MHPC) is tartalmaz. Szamos kisérlet
tansdga szerint az izombol szarmazd tenyésztett sejt besugarzott egérbe
intravénasan bejuttatva képes az egész vérképzd szervrendszer Gjraépitésére, ami
azt jelenti, hogy az MHPC sejtek tenyészetben is megtartjak e képességiiket
(Jackson et al. 1999). S6t, in vitro vizsgélatok szerint, az izom figyelemreméltoan
nagy mennyiségben tartalmaz vérképzo progenitorokat, amelyek tobbféle vérképzo
koloniat hoznak létre (Asakura és Rudnicki 2002). Ezek a vérképzd progenitor
sejtek magas szamban taldlhatok az izom SP populacidban, mint ahogy a
csontveldi SP sejtek kozott is.

Az a megfigyelés, hogy az izom SP sejtek intravénisan a szervezetbe
juttatva 0j izomrostok létrehozésaban vesznek részt és szatellitasejteket hozhatnak
létre, felvetette annak a lehetdségét, hogy az MHPC sejtek valdjaban
szatellitasejtek. Azonban uUjabb adatok megcafoltdk ezt a feltevést, ¢&s
bebizonyitottdk, hogy a szatellitasejtek és MHPC sejtek kiilonb6zo sejttipusok,
kiilon populéciot alkotnak az izomszovetbdl izolalhatod Ossejtek kozott (Asakura et
al. 2002). Igy példaul az izom SP sejtek a Sca-1 vérképzd ssejtmarkerre pozitivak,
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de szatellitasejt markerekre nem, tovabba in vitro koriilmények kozott soha nem
képesek izomsejteket 1étrehozni. Ezzel szemben a szatellitasejtek Sca-1 fehérjére
negativak, és in vitro koriilmények kozott nem képesek hematopoetikus kolonidkat
létrehozni. Réadasul ezek a populaciok nem izolalhatok egyiitt FACS/Hoechst
szelekcioval.

A Pax7-hidnyos mutans egerek szatellitasejtjei teljesen hianyoznak, bar
izmaikban talalunk vérképzé potenciallal rendelkez6 sejteket és normalis ardanyban
tartalmaznak SP sejteket (Seale et al. 2000). Tovabba, csak a CD45 " izomeredetii
sejteknek van az egész vérképzO rendszert Ujraépité képességik (McKinney-
Freeman et al. 2002). A szatellitasejtek nem expresszalnak CD45 fehérjét, mig
azok az izomsejtek, amelyek in vitro korilmények kozott vérképzd koloniakat
képesek 1létrehozni, CD45" eredetiick. Mindezeket egybevéve, az adatok azt
sugalljak, hogy az MHPC sejtek képesek hematopoetikus sejtvonal

Az ok, amiért az izmok ilyen figyelemremélté vérképzdrendszeri
rekonstrukcids képességgel rendelkezd sejteket tartalmaznak, izgalmas kérdés. Az
ujabb kutatasok ravilagitottak, hogy az izom ¢€s tobb mas felndtt szovet —mint pl.
az agy, a sziv, a tiid, a 1ép, a vese és a vékonybél— CD45" vérképzd
progenitorokat tartalmaznak, amelyek nagyszamban talalhatok az SP-frakcioban.
Szdmos kisérlet zarta ki annak a lehetdségét, hogy ezek a szdveti eredett,
hematopoetikus differenciacids képességgel biro sejtek kontaminacio6 utjan keriiltek
volna a preparatumba, és valojaban csak periféridlis hematopoetikus sejtekrdl lenne
sz0 (Asakura és Rudnicki 2002). Ez azt jelenti, hogy a hematopoetikus fejlodési
potencidllal rendelkezd dssejtek normalis ,,lako1” az egyes szoveteknek.

Fontos kérdés, hogy vajon az izom SP sejtek kozott vannak-e sejtek,
amelyek hozzajarulnak az izomregenerdloédashoz és szatellitasejtek 1étrejottéhez.
Tisztitott, izomeredetli SP sejtek Onmagukban képtelenek izomsejtekké
differencialodni, jelezve, hogy az izom SP sejtek alapvetd differencidcios Gtja nem
myogen (Asakura et al. 2002). Azonban intravénds ¢és intramuszkularis
transzplantacios kisérletek vilagosan megmutattdk, hogy az izom SP sejtek kozott
vannak olyanok, melyek képesek regeneralodott rostokka differencidlodni. Az
ujabb kutatasok minden kétséget kizaréan megmutattdk, hogy transzplantaciot
kovetéen az izom SP sejtek szatellitasejteket képesek létrehozni regeneralddod
izomban (Asakura et al. 2002; Gussoni et al. 1999). gy, az izom felnétt
Ossejtjeinek megvan a kapacitasuk, hogy az izomregeneracidoban részt vegyenek, és
szatellitasejteket hozzanak 1étre. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a feln6tt
Ossejtek a fejlodés és a regenerdcid soran valdjaban a szatellitasejtek normal
progenitorai.

A beiiltetett Ossejtpopulaciok az izomzat kornyezeti hatdsdra myogen
differenciacion mennek keresztiil. Erdekes médon, az izom SP sejtek myogen
specifikacioja és az izomsejtek kialakuldsa (az egysejtmagvi myoblastokat is
beleértve) volt megfigyelhetd in vitro korilmények kozott, elsédlegesen
myoblastokkal torténd kokultivaciot kovetden (Asakura et al. 2002). Igy az, hogy
az izom SP sejtek csak a myogen sejtek jelenlétében képesek myogen
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differencidlodasra, azt sugallja, hogy a folyamatot egy izomsejt altal kozvetitett
induktiv interakci6t is magéaban foglald6 mechanizmus szabalyozza.

A Pax7-deficiens izombdl teljes mértékben hianyoznak a myogen
szatellitasejtek, ami a Pax7-nek a szatellitasejtek fejlddésében jatszott
nélkiilozhetetlen szerepére utal (Seale et al. 2000). Erdekes modon, a Pax7”
egérbdl nyert izom SP sejtek primer myoblastokkal torténd kokultivacid soran
tobbmagva izomsejtet hoznak l1étre (Asakura et al. 2002). A MyoD, egy
miogenezisért felel6s 6 szabalyozo transzkripcios faktor is képes a Pax7”" izom SP

------

.....

Pax7-161.

A legfrissebb eredmények szerint kiilonbozo sejtpopulaciok izolalhatok a
nyugalomban 1évd és az éppen regeneralodd izombol. Mig a nyugalomban 1évd
izombol izolalt CD45"/Scal™ sejtek in vitro alig mutatnak myogen differenciaciot,
addig a regeneralédd izombol tisztitott CD45"/Scal” sejtpopulacio erdteljes
myogen differenciaciét mutat. Raadasul a regeneralodd izombol mintegy tizszer
tobb CD45" sejt tisztithato, dsszehasonlitva a nyugalomban 1évé szdvettel. Mindez
azt jelenti, hogy a CD45" sejteknek fiziologias szerepiik van az izomzatban, nem
,véletleniil keriiltek oda”. Erdekes kérdés, hogy hogyan torténik ezen sejtek
aktivacigja a sériilés/regeneracio soran. In vitro kisérletek soran litium adagolasa,
vagy Wnt fehérjéket ektopikusan expresszald sejtekkel torténd kokultivacio
egyarant képes volt kivaltani a Wnt szignalutvonal aktivéaciojat és igy a myogen
differencidciot. Az in vivo szerep bizonyitdsara kardiotoxin injekciot kdvetden Wnt
antagonista fehérjét (sFRP2) injektaltak egerek regenerdlodd labizmaba. A Wnt
blokkolot nem kapott, de kardiotoxin injekcion atesett csoporthoz képest, a kezelt
egyedek izmaibol csokkent mennyiségli aktivalt CD45 /Scal” sejtet lehetett
izolalni. Mindez egyértelmii bizonyitékot szolgaltat a Wnt utvonalon keresztiil
torténd aktivacio szerepére.

A csontvel6 ¢és a csontveléi SP sejtek transzplantacidja szintén
vazizomrostok képzdédését eredményezte (LaBarge és Blau 2002). Jollehet, a
csontveléi SP-szarmazasu szatellitasejtek nem mutathatok ki intravénds
transzplantaciot kovetéen (Gussoni et al. 1999), 1wjabb kisérletek azonban
megmutattak, hogy a csontvel6-eredetli sejtek (BMDC) transzplantacido utan
képesek szatellitasejtekké differencialodni (LaBarge ¢és Blau, 2002). Az is
bebizonyosodott, hogy az izomeredetli CD45"  SP alpopulacio képes myogen
sejtekké valni elsddleges myoblastokkal végzett kokultivaciot kovetden.
Amennyiben ezeket a sejteket intramuszkularisan injektaltak, azok beépiiltek a
regeneral6do izomrostokba (McKinney-Freeman et al. 2002). Mindent 6sszevetve,
ugy tlinik, hogy az izomszovetbdl izolalt hematopoetikus sejtek (MHPC), a
csontveld-eredetii sejtek (BMDC) —¢€s talan a hematopoetikus dssejtek (HSC)—
hasonl6 bioldgiai tulajdonsdgokkal birnak, mig a csontveld-atiiltetési kisérletek azt
sejtetik, hogy az MHPC sejtek valoban a csontvelébdl szarmazhatnak.
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Egy fontos kérdés az MHPC sejtek vazizmon beliili elhelyezkedése. A
Sca-1" sejtek az izomrostok kozdtt helyezkednek el, kiilondsen a vérerekhez
kapcsolodva. A megfigyelések azt sugalljak, hogy az MHCP sejtek, mint az
erekhez kiviilr6l szorosan kot6dd, azzal kapcsolatban allo sejtek az izomban, a
szatellitasejtek progenitor sejtjei, vagy izom-prekurzor sejtek.

Ezeket a sejteket izoldlva ¢és besugarzott egerekbe iiltetve, szintén
kimutattdk, hogy hematopoetikus rekonstrukcios aktivitassal rendelkeznek (Howell
et al. 2002). Ezek a potencialisan hematopoetikus sejtek in vitro koriilmények
kozott jol felszaporithatok, anélkiil, hogy hematopoetikus ujraépitd képességiiket
elvesztenék. A CD45 és a CD45" hematopoetikus potencidli sejtek kozotti
rokonsagi viszony még tisztazatlan.

Elképzelhetd, hogy a myogen szatellitasejtek érrendszerrel kapcsolatban
levo progenitorjai, amelyeket embriokban mesoangioblastoknak neveznek, felndtt
izomszoveti dssejtként, tovabbra is szoros kapcsolatban maradnak az érrendszerrel.
Raadasul bizonyitast nyert, hogy a vazizom kotdszovetei elemei tartalmaznak
mesenchymalis progenitor sejteket (Young et al. 2001).

Torrente és munkatarsai (2001) izomeredetli 6ssejteknek (Muscle Derived
Stem Cells, MDSC) nevezett Ossejt populaciot kiilonitettek el 0jsziilott izombol. Az
MDSC sejtek mind a Sca-1, mind a CD34-et expresszaljak, de a vazizom
jellegzetes markerét, a dezmint, nem. Ez a populacié olyan sejteket tartalmaz,
melyekbdl hematopoetikus sejtkolonidk johetnek létre in vitro. Amikor ezeket a
sejteket artérian keresztiil izomba injektaltak, a sejtek eldszor az endotheliumhoz
kotodtek, majd a befogadd izomszovetbe vandoroltak, hogy ott részt vegyenek az
MDSC sejtek transzplantaciot kovetd transzdifferenciaciojardl szamoltak be: a
transzplantalt sejtek vazizomsejtekké, gliasejtekké és endothelidlis sejtekké
fejlodtek.

Hasonloképpen, FACS eljaras  alkalmazasaval felnétt  izombol
CD34"/CD45" frakciot tartalmazé myogen-endotél progenitor sejteket izolaltak. A
sejtek Sca-1, c-met és BCRP1/ABCG2 pozitivak voltak, de endothelidlis vagy
myogen markerre (mint pl. CD3I, Flk-1, MyoD vagy Myf5) negativnak
mutatkoztak. Kisérletekkel kimutattdk, hogy e sejtek harom sejtvonalld képesek
differencidlodni: adipocitakka, endothel sejtekké, valamint myogen sejtekké. Ezek
a sejtek a vazizom intersticialis {iiregeiben taldlhatok, és izomba iiltetve
endothelidlis sejtekké és izomrostokkd differencidlodnak. Mivel ezek a sejtek SP
sejtmarkereket (BCP1/ABCG?2) és Sca-1-et expresszalnak, az SP sejtekt6] Hoechst-
festéssel és FACS analizissel kiilonboztethetsk meg. Erdekes moédon, felndtt
vazizombol izolalt Sca-1"/C45 SP sejtek képesek adipocytak, osteocytadk és
myocytak létrehozasara. Jiang ¢és munkatarsai (2002) nemrég adtak hirt
mesenchymalis feln6tt progenitor sejteknek (Mesenchymal Adult Progenitor Cell,
MAPC) nevezett pluripotens Ossejtek felndtt csontveldbdl valo elkiilonitésérdl. A
MAPC sejtek szamos markert hordoznak, azonban nem expresszalnak
hematopoetikus vagy endothelialis markert mint pl. a CD45 vagy CD31. A MAPC
sejtek sokféle sejtté képesek differencidlodni in vitro €s in vivo. Ugyanez a csoport
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azonositott felndtt izomban MAPC-szerii sejteket, melyek endotheliumma,
idegsejtekké, gliasejtekké és majsejtekké képesek differencidlodni (Jiang et al.
2002). Romero-Ramos ¢és munkatarsai (2002) érdekes, pluripotens Ossejtnek
(Pluripotent Stem Cell, PPSC) nevezett Ossejt-szerll sejteket kiilonitettek el felndtt
vazizombol, ¢és kimutattdk, hogy a sejtek vimentinre pozitivak, de CD45-re
negativak voltak, és neurdlis Ossejt marker nestin-pozitiv szigeteket alkotnak. Ezek
a PPSC-eredetii ,szigetek” idegsejtekké, astrocytdkkda és oligodendrocytakka
képesek fejlodni.

fgy, a szatellitasejteken és hematopoetikus képességgel rendelkezé CD45"
sejteken kivill az izom szdmos mas Ossejtpopulacidja képes részt venni az
izomregeneracid folyamataban, bar az e sejtpopulaciok kozotti rokonsagi viszony
még tisztdzasra var. Az izom Gijabb 6ssejtpopulaciéi —mint pl. a CD45" MHPC
sejtek €s a CD45 mesenchymalis tipusu sejtek— mas felnétt szovetben is gyakran
eléfordulnak (Asakura és Rudnicki, 2002; Jiang et al. 2002). Ennélfogva
megengedhetjiik azt a hipotézist, hogy minden felnétt szovetnek van egy altalanos
tipusit Ossejtje, mint pl. hematopoetikus és a mesenchymalis-szerli Ossejtek,
valamint progenitor-tipusi Ossejtek, mint pl. a vazizom szatellitasejtjei és a
kézponti idegrendszer idegi dssejtjei (NSC). Az ilyen pluripotens &ssejtek, a
progenitor tipusu dssejtekkel egyiitt felelosek a szovetgyogyulasért.

Lu ¢és munkatarsainak kisérlete (2003) ugyanakkor arra hivjak fel a
figyelmet, hogy nem csak sejteknek kozvetleniil a gydgyitandd szdvetbe vald
bejuttatasara gondolhatunk. Izomeredetli dssejteket (MDSC) sejtmentes submucosa
matrixba iiltettek, amit a sejtek hamarosan benépesitettek €s az in vitro rendszerben
izomkontrakci6 volt mérhetd.

Végigkovetve az izomszovetben taldlhatd szamos Ossejtpopulaciot és az
eddig veliik végzett kisérletek eredményeit, vildgosan latszik, hogy sok még a
tennivalo. Tisztdzasra var, hogy a kiilonbozé eljarasokkal, kiilonboz6
eredményességgel izolalt populaciok —amelyeket szinte minden kutatécsoport més
¢s mas névvel illet—, valdjdban milyen szdrmazasi kapcsolatban allnak egymassal.
Sziikséges, hogy kideriiljon, mikor, milyen stadiumban, milyen eljarassal és milyen
hatékonysaggal izolalhatok Ossejtek a vazizomzatbol. Ahogy az eldzetes
eredmények sejtetik, arra is sziikség van, hogy a kiilonb6z6 izmok -eltérd
regeneracidos kapacitasat is megvizsgaljak, ¢és ennek figyelembevételével
hatarozzak meg, mely izmok, izom-tipusok szolgalhatnak megfeleld Ossejtforrasul.
Mindezeket egybevetve, szamos vizsgélatra van még sziikség a terapias céllal
torténd izomszovet eredetli 6ssejtek klinikai alkalmazésaig.
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5. Anyag és modszer

Az anyag ¢s moddszer fejezetben ismertetett oldatok pontos Osszetételét az
M3 Mell¢klet tartalmazza.

5.1 Egérembriok nyerése és in vitro tenyésztése

5.1.1 A felhasznalt egértorzsek és tenyésztésiik

A kisérletekben felhasznalt regértorzseket a Charles River Magyarorszag
Kft (Budapest, Hungary) laboratoriumi allatokat el6allité és forgalmazd cégtol
vasaroltuk. A kisérletek soran felhasznalt egértdrzsek adatait a 6. tablazat
tartalmazza.

6. tablazat. A kisérletekben felhasznalt egértorzsek adatai

Torzs neve Stock Number Szérszin  Beltenyésztettség Referencia

mstn”” Hungarian beltenyésztett

Compact Subline nincs forgalomban5 bézs clenyeszic Varga et al. 1997
(7. generacio)

(HCS)

C57Bl/6J 000664 fekete beltenyésztett WWW.jaxmice.jax.org

CBA/J 000656 aguti beltenyésztett WWW.jaxmice.jax.org

F1 (CBAJdxC57BL/62) - aguti heterozigota sajat keresztezés

Balb/C 000651 albino beltenyésztett WWW.jaxmice.jax.org
beltenyésztett,

Tg(GFPU)SNagy/J 003115° aguti transzgénikus WWW.jaxmice.jax.org

egértdrzs
CD1 Crl: CD-1 (ICR) BR | albino’ kiiltenyésztett WWW.criver.com
NMRI Crl: NMRI BR albino kiiltenyésztett WWW.criver.com

A miosztatin mutans (mstn-/-; HCS) egerek hetedik generacidjabol 8 geno-
¢s fenotipizalt alapitd egyedet homozigdta Egfp transzgénikus torzzsel
(Tg(GFPU)5Nagy/J) kereszteztiik. Az igy kapott F; heterozigota msm" /Egfp™”
egyedeket testvérparositottuk. A keresztezés eredményeként kapott utodokat
egyedileg genotipizaltuk, Varga és munkatarsai (1997) moddszere szerint, PCR
reakciot alkalmazva. A genotipizdldst Dr. Varga Lészl6 ¢és munkacsoportja
segitségével végeztik el. Az utdodok Egfp genotipusat keresztezési tesztekben
hataroztuk meg — a homozigdtdk kontroll egyeddel torténd paroztatds utdn mind
EGFP expresszans utddokat hoznak vildgra, mig a heterozigotdk nem—. A
genotipizalast kovetden kivalasztott mstn™*/Egfp” alvonalat tovabb tenyésztettiik,
mint kontroll csoportot, amelyet mstn™"/C névre kereszteltiink. Mig a miosztatin
mutans, mstn”/Egpf”" alvonal 4j neve mstn”/Egfp™* lett. Az igy kialakitott j
egértorzseket beltenyésztési programban tenyésztettiik tovabb. Az itt leirt
kisérletekhez a 4. 5. és 6. nemzedék egyedeinek embridit és utddait hasznaltuk fel.

> Dr. Miiller Géza (EGIS, Budapest) és Dr. Varga Laszl6 felajanlasa (MBK, Godol16)
% Dr. Nagy Andras adomanya (Mount Sinai Hospital, Toronté, Kanada)
7 black aguti gént hordoz az albino gén mogott
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5.1.2 Embriék nyerése és in vitro tenyésztése

Az allatokat a megfeleld6 embrionyerés és szuperovuléltatds miatt 12 h
vilagos (6:00-18:00), 12 h sotét (18:00-6:00) mesterséges fényprogram mellett
tartottuk, a Kutatékdzpont Allathazaban, a vonatkozé el6irasokat betartva
(M7 Melléklet).

Szuperovulacié: Megfeleld mennyiségli embrid nyeréséhez az egereket
szuperovulaltatni  sziikséges. A szuperovulaltatdishoz Hogan modszerét
alkalmaztuk: a fényprogrammal 6sszhanngban az allatok foszfat pufferben feloldott
5 NE vemhes kanca szérumgonadotropin (PMSG:; Folligon®, Intervet International
B.V. Boxmeer, Holland), majd 48 6ra mulva 5 NE human koriogonadotropin
(HCG; Werfachor®; Alverta und Werfft AG, Wien, Austria) injekciot kaptak. Egy
egértdl igy atlagosan 25-30 embri6 nyerhetd (Nagy et al. 2003; 141-159. p.).

Preimplantaciés kori embriok kimosdsa: Az embriok kimosasa soran
Hogan modszerét kovettiik. A kiméra kisérletekhez a 2-8 sejtes stadiumua embridkat
(1,5-2,5 d.p.c.), mig az ES sejtvonal alapitdsi kisérletek szdmara a blasztociszta
stddiumu embriokat (3,5 d.p.c) nyertiink ki (Nagy et al. 2003; 161-208. p.).

In vitro tenyésztés: A kinyert embriokat Hogan modszere szerint,
mikrocsep kultardban, 37°C-on, 5% CO, koncentracié mellett, termosztatban
(Heraeus BB6220 CU; Heraeus Instruments, Hanau, Germany) tenyésztettiik. Az
embriok fejlodési allapotat fénymikroszkdpos vizsgalattal allapitottuk meg (Nagy
et al. 2003; 161-208. p.).

5.1.3 Aggregacios kimérak készitése

A kiméra kisérleteket Nagy és munkatarsai kozleményében leirt protokoll
szerint végeztiik (1990; 2003, 453-506. p.). A kiméra kisérletek kivitelezését Dr.
Goécza Elen laborvezetd, Valer Bogdan Carstea PhD hallgatd és Laczkod Laszlo
szakdolgoz6 végezte Laboratoriumunkban.

5.2 Az ES sejtek tenyésztése

A sejttenyésztés egyik sziikséges feltétele, hogy az egyes kisérletek
ismételhetdsége ¢és az eredmények Osszehasonlithatésaga érdekében azonos
sejtvonalakkal dolgozzunk. igy mind az embrionalis fibroblaszt sejtekbdl, mind
pedig az ES sejtek esetében nagy szamu, azonos sejtvonalbol szdrmazo, jellemzett
klon kertilt fagyasztasra €s tarolasra (folyékony nitrogénben, -196 °C-on).

A sejttenyésztéshez haszndlt specialis. Un. tissue culture grade, egyszer
hasznélatos milanyag esztkdzoket (pipettak, centrifugacsovek),
tenyésztéedényeket, fagyasztd csoveket stb. a Greiner Bio-One cég hazai
forgalmazojatol szereztiik be (Greiner Miianyagtechnika Kft; Mosonmagyardvar,
Hungary).
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5.2.1 ES sejtek tenyésztése, fenntartasa

Az ES sejtek szamara un. taplalo sejtréteget kell biztositanunk, amely az ES
sejtek letapadasdhoz és novekedéséhez sziikséges faktorokat szekretal, valamint
megfeleld adhézids felszint biztosit a szamukra. A tenyésztéshez egér-eredetii
embrionalis fibroblaszt (MEF) sejteket hasznaltunk, melyeket 14 napos embriokbol
izolaltunk, Nagy és mtsai. mddszere szerint (2003; 359-397. p.). Az igy nyert
primer fibroblaszt tenyészeteket felhaszndldsig aliquotokban, ampullazva,
folyékony nitrogénben taroltuk.

A fibroblaszt nyeréséhez F, embriokat hasznalunk fel, amelyeket
(CBAJXxC57BL/6Q)F, egerek paroztatasat kovetéen nyertiink. A miosztatin
mutans egértorzseknél a sajat torzs embridibol izolalt embriondlis fibroblasztot
hasznaltunk. Az mstn™"/C blasztociszta embriok szamara mstm™/C anyak
magzatait, mig az mstn”/Egfp”’" embriok szamara msm”/Egfp™’" anyak magzatait
hasznaltuk Az izoladlds modszere megegyezett az F, fibroblaszt prepardlasanal
kovetett eljarassal (Nagy et al. 2003; 359-397. p.).

Az ES sejtek tenyésztéséhez a fibroblasztot eldszor osztodasdban gatolni
sziikséges, ehhez mitomycin C antibiotikum kezelést alkalmaztunk. A MEF sejtek
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) kezelést alkalmaztunk, a tapoldathoz
adagolva. A kezelést kovetéen a sejteket 4x10° sejt/ml koncentracidban
szuszpendaltuk fel, majd az ES sejtek tenyésztéséhez haszndlatos
tenyésztdedényekbe helyeztiikk. Az igy elkészitett, osztddasban gatolt fibroblaszt
sejtréteget 12 h mulva haszndltuk fel (Nagy et al. 2003; 371-375. p.).

A munkékhoz az egyik legszélesebb korben hasznalt és jellemzett ES
sejtvonalat hasznaltuk, amelyet R1 néven Dr. Nagy Andras laboratoriuméaban
alapitottak ¢és jellemeztek, 1993-ban (Nagy et al. 1993). A sejtek tenyésztésbe
vételekor a folyékony N,-bdl kivett és 37°C-os vizfiirddben felolvasztott
sejtszuszpenzidt ES tenyésztd tapoldattal (Osszetételét 1d. M3  Melléklet)
Otszorosére higitjuk, majd centrifugacsébe pipettdzzuk. A folyadékot a
fagyasztashoz hasznalt védéanyag (20% DMSO; D2650, Sigma) eltavolitdsa miatt
lecentrifugaljuk (1200 rpm, 7 min, 4°C). A centrifugéalas ideje alatt elokészitjiik a
mitomycin C-vel kezelt (sejtosztodasban gatolt) MEF sejtréteget az ES sejtek
szamara: a fibroblaszttenyésztd tapoldatot (FM) ES tenyésztd tapoldatra (EM)
cseréljiik a tenyésztdedényben. A lecentrifugalt sejtekrdl a feliiluszot eltavolitjuk
Pasteur-pipetta és viz-lég szivattyll segitségével, majd a sejteket ES tenyésztd
tapoldatban szuszpendaljuk fel. A sejtszam meghatarozast kovetden a sejteket a
kivant sejtkoncentracioban az eldkészitett fibroblaszt rétegre tessziik és 37°C -on
5% CO, koncentracié mellett ndvesztjiik (Nagy et al. 2003; 379. p.).

A sejtek normadlis kultivicidja sordn a tapoldat 48 oOrankénti cseréje
sziikséges. Az ES sejteket 50-75% konfluencidig tenyésztjiikk, igy elkeriilheto
kolonidk 0Osszendvése, a spontan differencidcid és sejtpusztulds. A megfeleld
koloniaméret és koloniastiriség elérését kdvetden a sejtek 1) fibroblasztra torténd
atoltasa (passzazs) sziikséges. Az atoltdst rutinszerlien minden harmadik napon el
kell végezni. Atoltiskor a sejtek altal elhasznalt tapoldatot Pasteur-pipetta
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segitségével tavolitjuk el. Ezutan a sejteket steril PBS oldattal mossuk, amely segit
fellazitani a sejt-sejt kozotti kapcsolatokat és eltavolitja a tapoldatbdl ott maradt
savofehérjéket. A sejtek  szétvalasztasa tripszines kezeléssel  torténik,
szobahdmérsékleten, 5-8 percig. A tripszines kezelés hatdsdra a sejtek
lekerekednek, a fibroblaszt sejtekkel egyiitt elvalnak a Petri-csésze aljatol. Ezt
kovetéen 2 ml FM tépoldat hozzdadédsaval ledllitjuk az emésztést ¢&s
lecentrifugaljuk a sejteket (1200 rpm, 7 min, 4°C). Centrifugalas utan a feliiliszot
eltavolitjuk, a sejteket ES tenyésztd tapoldatban szuszpendaljuk fel, majd a kivant
sejtstiriségben megfeleld tenyésztéedénybe, mitomycin C-vel kezelt fibroblaszt
rétegre helyezziik. A sejteket 37°C-on 5 % CO; koncentracido mellett novesztjiik
(Nagy et al. 2003; 376-377. p.).

A kisérletekhez ar R1 sejtvonal #15 és #16 passzazsat, mig az ujjonnan
alapitott sejtvonalaknal a #10 és #11 passzazst hasznaltuk fel.

5.2.2 ES sejtvonalak alapitasa

Az ES sejtvonal alapitési kisérletekben a blasztociszta stddiumu embriokat
3,5 napos korban mostuk ki az anyaéllatok méhbdl a kordbban ismertetett modon.
A kimosott embridkat ES sejtvonal alapitd tdpoldatba, mitomycin C-vel kezelt
embriondlis fibroblasztra helyeztiik (Osszetételét és leirdsat lasd az Eredmények
6.1.2 fejezetben). A 1 sejtvonalak rutintenyésztését Nagy és munkatarsai modszere
szerint végeztiik (2003; 359-397. p.).

5.3 Az ES sejtek differencialtatasa

5.3.1 Az EB csomok létrehozasa

Az ES sejtek differencidltatdisdhoz fontos, hogy a taplald sejtréteg
fibroblaszt sejtjeitdl mentes ES szuszpenziobol induljunk ki. Ezért a
differencialtatdst megel6z6 sejtpasszdzs soran az ES sejteket 0,1 % zselatinnal
(Sigma: G9391) kezelt tenyésztéedényre szélesztjiik, amely nem tartalmaz taplalo
sejtréteget. A passzalas soran az ES sejtek kultivacidjakor ismertetett eljarast
alkalmazzuk (Nagy et al. 2003; 376-377. p.).

Az ES sejtek differencidltatasdhoz Doetschman et al. (1985) un.
fliggocseppes aggregacios modszerét alkalmaztuk. Ennek soran a passzalasnal
alkalmazott tripszines kezeléssel azonos modon egysejtes szuszpenziot készitiink
az ES sejtekbdl, amelyet centrifugalast kovetden differencidltatd tapoldat
(DM; osszetétele 1d. M3 Melléklet) ismert térfogataban (1 ml) szuszpendalunk fel,
majd tripankék (Sigma: T8154) festés segitségével meghatarozzuk az oldat
sejtszamat. A sejtszam meghatarozasat kovetéen az oldatot 3x10* sejtszamra
higitjuk DM oldat segitségével. Az igy elkészitett sejtszuszpenziobol 20 pl-es
fiiggdeseppeket helyeziink egy PBS-t tartalmazo bakteriologiai Petri-csésze
fedelére (a PBS megakadalyozza a Petri-csésze tetejére helyezett fliggd cseppek
kiszaradasat). Az igy kialakitott cseppeket két napig 37°C-on, 5% CO;
koncentraci6 mellett termosztatban hagyjuk, hogy a sejtek csomokka
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formalodjanak. Két nap elteltével a sejtek azonos sejtszdmot tartalmazo
embrionalis csomokka (EB csomokka) allnak ossze.

A masodik napot kovetéen az EB csomokat 8§ ml DM tapoldatban
bakterialis Petri-csészébe (Greiner) helyezziik, szuszpenzids kultaraba. Ilyenkor a
tapoldat cseréje naponta torténik a kovetkezOk szerint: a sejteket pipettaval egy
centrifugacsObe pipettazzuk, majd megvarjuk, amig az EB csomodk leiilepednek a
csO aljara (5 perc). Ezt kovetden Pasteur-pipetta segitségével eltavolitjuk az
elhasznalt tdpoldatot és friss tapoldatba helyezziik az EB csomokat. A szuszpenzids
tenyésztés soran az Un. bakterialis Petri-csésze alkalmazasa teszi lehetové, hogy a
sejtcsomok ne tapadjanak le, hanem mindvégig szuszpenzidban maradjanak. A 10
nap elteltével, zselatinnal kezelt tenyésztéedénybe helyezziikk az EB csomokat és
tovabb differencialtatjuk azokat.

5.3.2 ES sejtek differencialtatiasa vazizom-sejtekké

Az ES sejtek vazizom irdnyu differencidltatdsa sordn a fenti protokoll a
kovetkezOk szerint mdédosul. A fiiggdcseppes aggregaltatishoz DM tapoldatot
hasznalunk az elsé két nap. Amint az aggregdlodott EB csomok szuszpenzids
kultardba keriilnek a tapoldatot izom differenciacios tapoldatra (DMM) cseréljiik.
A szuszpenzidés kultiraban nyolc napig maradnak az EB csomok, napi
tapoldatcsere mellett. Az EB csomodk szuszpenzids kultivaciojat kovetden a sejteket
0,1% zselatinnal kezelt 24 lyukt tenyésztdedényre helyezve vizsgaljuk a
differencialodast. A vazizom prekurzor sejtek megjelenése a zselatinra helyezést
kovetden 5 nappal varhatd, mig a teljes differencialédas tovabbi 20-25 napot
igényel.

Az ES sejtvonalak differenciacids kapacitdsanak vizsgalatdhoz az EB
csomokat 50-es csoportokban helyeztiik 10 cm atmérdji zselatinnal kezelt feliileti
Petri csészére. A differencidltatishoz az elézdekben ko6zolt DMM tapoldatot
hasznaltuk ebben az esetben is. Az ES sejtek differenciacidos képességének
analiziséhez a kontrakciét mutat6 EB csomodkat (D1 és D15 kozott), illetve a
kialakult vazizom sejteket szamoltuk le (D15 és D30 kozott). A differencialodod
sejteket faziskontraszt mikroszképia €s Nomarsky interferencia segitségével
analizaltuk. A differencialtatas lezartaval a sejteket fixaltuk és Hoechst festést
alkalmazva (5.7.2 fejezet) igazoltuk a faziskontraszt megfigyelések adatait.

5.4 Izomszovet ossejt tenyészetek

Az egér és szarvasmarha izomszovet eredetli szoveti Ossejtek (mas néven
szatellita sejtek) izolalasakor €s tenyésztésekor Shannon és munkatarsai (2002)
modszerének modositott valtozatat alkalmaztuk az alabbiak szerint. Az izolalashoz
5 napos koru Ujsziilott egereket illetve felndtt (ivarérett) a szarvasmarhdk izom
biopsziait hasznaltuk (az izombiopszia vételét az 5.5.2 fejezet tartalmazza).
Tenyésztd tapoldatként mindkét allatfajon F10 myoblast tapoldatot (F10-MGM;
Osszetételét 1d. M3 Melléklet) hasznaltunk. Az osztddasi fazisban a megfeleld
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myoblast osztddasi rata elérését kdvetden a tapoldatot fuzids tdpoldatra (MFM;
Osszetételét 1d. M3 Melléklet) cseréltiik az izomrostok kialakulasaig.

5.5 Primer sejttenyészetek

5.5.1 Primer egér izomszovet tenyésztés

A primer izomsejt kultardkat (myoblast kulturdk) 10 hetes koru egerek
hatulsé végtagjainak izomzatabol készitettiik, Freshney (2000, 240-242. p.)
modszerét kovetve. Roviden: a hatsd végtagrol az izmok eltavolitdsat kovetden,
azok mechanikai apritdsa, majd kollagendz ¢és diszpaz enzimes emésztés
kovetkezett. Az igy disszocidltatott sejtek 70 pum-es szlirdn atsziirve tenyésztd
tapoldatba, majd kollagénnel kezelt feliiletli Petri-csészébe keriilnek tenyésztésre.
A tormelék és fibroblaszt sejtek eltavolitdsa céljabol 2 h elteltével a sejteket friss
kollagénre helyezziik. Ezt a miiveletet kétszer ismételjilkk, majd 24 h mulva
tapoldatot cseréliink. A sejteken ezutdn 3 naponta tapoldatcsere kovetkezik. A
tenyésztd oldatot Freshney moddszerétdl eltéréen F10 tapoldatra cseréltiik. Négy
cseréltiik (MFM), melynek segitségével torténik meg a sejtek fuzidja és az izom-
filamentek kialakulasa.

5.5.2 Szarvasmarha izomszovet tenyésztés

Az izomszovet tenyészetek létrehozasahoz felndtt allatokbdl biopszia
segitségével vettiink izomszovetet. A biopszidkat tlibiopszia modszerével,
biopsziavevd pisztollyal (Magnum, BARD; Tempe, AZ, USA) allatorvos végezte
helyi érzéstelenitést kdvetden. A biopszia a hatulsé végtag kozépsd farizmabol
(Musculus glutaeus intermaedius) tortént. A biopsziatli (/8g x 10cm, BardMagnum
core tissue biopsy needle) bevezetéséhez steril szikével ejtett bemetszést
végeztiink, majd ezt kovetden a steril biopsziatiit az izomba szurtuk kb. 6-8 cm
mélyen. Az igy vett biopszia egyedileg, steril szallité tapfolyadékba kertilt
(6sszetételt 1d.: M3 Melléklet), 37°C-os hordozhaté termosztitba (G-83E;
K-Systems-Kivex Biotech Ltd, Birkered, Denmark).

A laboratériumba érkezést kovetden az egér szatellita tenyészeteknél leirt
izolalasi modszert kovettiik, az alabbi modositasokkal. Az izolalas soran szatellita
¢s myoblast kultardkat parhuzamosan izolaltunk. Ehhez eldszoér 100 pum membant
hasznaltunk a sziirésnél. Az igy kapott sejtpopulaciot egy masodik 70 pum-es
szlirésnek 1is alavetettiik. A szlirén fennmaradt sejtpopulacié tormeléket ¢és
myoblastokat tartalmazott, azokat kollagénnel kezelt Petri csészébe helyeztiik,
majd a mar ismertetett preplating technikat alkalmaztuk négyszer ismételve azt.
fgy az 6todik populacio 10 h elteltével 98% tisztasagli myoblast populacié volt. A
szatellita sejtek esetében a 70 pum-es sziirést kovetd populdciot hasznaltuk fel
(5.4 alfejezet). A tapoldatok Osszetétele megegyezett az egér tenyészetek megfeleld
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20. abra. Izombiopszia vétel szarvasmarha farizmabdl (A) fehér-kék belga bika felhajtasa
mintavételhez, (B) mintavételi karam a kezel6folyosén, (C) borotvaval megtisztitott,
fertotlenitett feliilet a faron, (D) mintavétel, (E) mintavevo pisztoly, (E) biopszia tii és
tihiively.

5.6 A Génexpresszio vizsgalata

5.6.1 Miosztatin gén szabalyozo régiojanak szekvencia szintii vizsgalata

Az egyes transzkripcids faktorok expresszidjanak vizsgalata elott sziikséges
az adott transzkripcios faktor kot6helyek vizsgéalata a mutans miosztatin génen. A
szekvencia analizishez az egér genom publikalt adatait haszaltuk fel. Az un.
BLAST Genom Adatbazis (www.ncbi.nih.gov/BLAST) egér genom szekvenciat
tartalmazd adatbazisdban a miosztatin gén ismert szekvencidjanak segitségével
(NM_010834) kivalasztottuk azon genomi contigot, amely a gén 5’ és 3’ hatarolo
régioit is tartalmazta (refINT 039170.1/Mml 39210 30; Mus musculus
chromosome 1 genomic contig, strain C57BL/6J; Length = 53000532 bp). Az igy
azonositott 50 Mb méretli szekvenciabol a kodolo régiot hataroldo 10 kb méretii
upstream ¢és 5 kb méreti downstream szekvenciat valasztottuk ki és vetettiik
analizis ala. Az analizishez a TRANSFAC 7.2 adatbazist (www.transfac.gbe.de) és a
GenomeNet (www.genome.ad.jp/GenomeNet) ‘MOTIF’ sequence motif search
software-t (http://motif.genome.ad.jp/) hasznaltuk.

A TRANSFAC adatbézisnal a kotéhely kozponti szekvencidjanak egyezését
(core similarity) 1,0 értékben hataroztuk meg (100%), mig a matrix egyezés értéket
0,9 (90%) allitottuk be. Igy csak a valéban magas homolégiat mutatd szekvencia
motivumok keriiltek analizisre. Az elemzés soran csak a gerinces adatbazis elemeit
(vertebrate matrix group) alkalmaztuk.

A MOTIF programnal a gerinces szekvencia adatok (vertebrate
classification) figyelembe vételével 0,85 (85%) azonossagi értéken (cut off scores)
vizsgaltuk a szekvenciakat.
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5.6.2 Oligonukleotid primerek tervezése

Szdmos gén esetén az irodalomban kozolt, sikeresen alkalmazot primert
hasznaltunk. Ezeket az M4 Melléklet 16. tiblazat és 17. tablazataban tiintettiik fel,
irodalmi hivatkozdsokkal. Azonban mds gének esetében magunk terveztiik az
oligonukleotid primereket. Sambrook ¢és mtsai (1989) kézikonyvének PCR
primerekre vonatkozé utasitdsait szem elOtt tartva, Primer3 programmal végeztiik a
primerek tervezését (http:/www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi).
A vizsgélathoz felhasznalt szekvencidk a GeneBank adatbdzisdbol szadrmaztak
(http://www.ncbi.nih.gov/nucleotid).

5.6.3 RNS preparalas

A génexpresszid vizsgalatdhoz el6szor mRNS preparalas sziikséges. A
szovettenyészetekbdl, embriokbol és szovetekbdl TRI-reagens (Sigma: T9424)
alkalmazaséaval vontuk ki az RNS frakciot, mindenben a gyartd utasitasat kovetve.
A mintdk gyljtése a kisérletek alatt folyamatosan tortént, mig a mintdk
feldolgozasa szakaszosan. A mintak a gytjtést kovetden szarazjégre, majd -70 °C-
ra keriiltek, ahol honapokig tarolhatok feldolgozas elott.

A tisztitott RNS mintakat DEPC (Sigma: D5758) kezelt vizben (0,1 v/v%
DEPC) elualtuk, majd —70 °C-on taroltuk felhasznaldsig. A koncentracid
meghatarozasahoz spektrofotométert (Philips PU-8628 UV/VIS spectrophotometer;
Philips Scientific, Cambridge, UK) hasznaltunk.

5.6.4 Mintak gyiijtése

A mintak gylijtése az ES sejtek korai differencidloddsa soran haté gének
vizsgalatahoz 10 napon at, minden nap reggelén tortén. A pluripotens ES sejtek
szuszpenzioba helyezésekor gytijtott minta DO-ként keriilt megjelolésre.

A mintak gyljtése az ES sejtek izomszdvet iranyu differencialtatasa soran a
fiiggbesepp készités napjan, a fiiggdcseppekhez hasznalt sejtszuszpenzidbol.
D5: 5. nap, szuszpenzids tenyészetbdl gytijtve. D10: a zselatinra torténd kihelyezés
napja. Mintakat gytijtottiink tovabba a 13. (D13), 16. (D16), 19. (D19), 22. (D22),
26. (D26) és 29. (D29) napokon.

A kisérletekben a mintdk nagy szdmara vald tekintettel csak az
mstn”/Egfp™"* 2 ES sejtvonalat, az mstn**/C7 kontroll sejtvonalat és az R1 kontroll
ES sejtvonalat differencialtattuk. Negativ kontrollként 4 honapos kontroll egerek
agyszovetébdl izolalt total-mRNS-t hasznaltunk. Minden gén esetében 3 paralellt
analizaltunk, négy ismétlésben (6sszes mintaszam génenként:12).

5.6.5 RT-PCR analizis

Az RT-PCR reakcid elvégzéséhez ‘Titan One Tube RT-PCR Kit’ (Roche
Diagnostics, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland) reagenseket
hasznaltunk, a gyartd utasitasanak megfeleléen. Az RNS templatbol 1 ug total
RNS-t mértiink a reakcidoba. Az reakcio elegy 50 pl térfogatu volt. A reakciot
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Perkin Elmer 9600 thermocycler tipusa PCR késziilék (PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, Inc. Boston, MA, USA) segitségével végeztik az alabbi
program szerint:

» Reverz transzkripcio: 30 min, 42°C

» A Reverz Transzkriptaz enzim inaktivalasa: 10 min, 95°C

» PCR amplifikacio (35 ciklus):

30 sec 95°C (denaturalas)
60 sec 60°C (primer feltapadas)
90 sec 72°C (lanchosszabbitas)

» Végso lanchosszabbitas: 10 min, 72°C

A reakcid ciklusszamat kisérletesen hataroztuk meg. Eredményeink szerint
a 35 ciklus futattdsa adta a legérzékenyebb eredményeket a PCR reakcio
exponencialis szakaszaban. Az egyes gének termékeinek kimutatasahoz hasznalt
specifikus primerek szekvencidja az M4 Melléklet 16. tdblazat és 17. tablazatban
talalhato.

A PCR reakcioban keletkezd végtermékhez (50 pl-hez) 10 pl 6 x stop
puffert adtunk, majd ebbdl az elegybdl 20 pl-t 3 v/v% agaroz (Sigma: A9539),
IXTAE gélre vittink fel. A futtatast 10V/em® térerével, SZBK-300 tipusi
gélelektroforézis késziilékkel végeztiik. Az elvalasztas idétartama 120 perc volt. A
gél a DNS fragmentek kimutatasara 0,5 mg/ml etidium bromidot tartalmazott. Az
elvalasztas befejeztével a mintdzat rogzitését Polaroid fotd készitésével végeztiik.
Ehhez a gélt UV fénnyel vilagitd asztalra helyeztilk, majd lefotoztuk. A
fényképeket a jegyz6konyvhoz csatoltuk.

Az amplifikélt fragmentumok intenzitdsa vizualis megfigyeléssel tortént.
Az intenzitas alapjan négy kategoriat allitottunk fel. Ezeket a kategoridkat a sziirke
kiilonb6z6 arnyalataival jeldlve egy tdblazatban Osszesitettiik az adatokat. A szinek
kodolasa a kovetkezdt jelenti:
fehér: génexpresszid nem detektalhato;
vilagos sziirke: a detektalt expresszid gyenge, intenzitasa a belsd
kontroll (Rb7) intenzitasanal alacsonyabb;
sotét sziirke: a detektalt génexpresszid a belsd kontroll expresszids
intenzitasanak megfeleld;
fekete: a detektalt génexpresszid a belsd kontroll intenzitdsanal
erdsebb.

NIl

5.7 A pluripotencia in vitro vizsgalata ES sejtekben

5.7.1 Immunhisztokémia

A szoveteket, sejteket 4 v/v% PFA fixaloban 15 percig fixaltuk. Ezt
kovetden 3-szor 10 percig mossuk 1% BSA (Sigma: A3111), 0,1% Triton X-100
(Sigma: T4652) tartalmu PBS oldattal. A blokkolast 10 w/w% FBS-t tartalmazo
PBS oldattal végeztiik 1 6ran at. Az immunfestéshez egért monoklonalis SSEA-1
primer ellenanyagot hasznaltunk (Hybridoma bank: MC-480; Developmental
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Studies Hybridoma Bank University of Iowa, lowa City, 1A, USA) 1:200
higitasban, 1% BSA, 0,1% Triton X-100 tartalma PBS oldatban, egy éjszakan
keresztiil, 4°C -on inkubalva. Masodlagos ellenanyagként nyul anti-egér IgM-Cy3
konjugdtum  ellenanyagot  hasznaltunk  (Cat.No:315-165-020;  Jackson
ImmunoResearch Europe Ltd. Cambridgeshire, UK) 1:200 higitasban,
szobahdmérsékleten, 1 orat inkubdlva. A mintakat fluoreszcens inverz mikroszkop
alatt analizaltuk, BP530-550 nm excitacios és BA590 nm barrier filtert hasznalva
(IMT-2 Olympus; OLYMPUS Europa GmbH, Hamburg, Germany).

5.7.2 Hoechst festés

Hoechst 33342 (Bis-Benzimide, Sigma: B2261) festék alkalmazasaval a
sejtmag kromatintartalma lathatova tehet6. A Hoechst festék a DNS AT-gazdag
364 nm hullamhosszon) fényesen kék szinnel fluoreszkal 465 nm hullamhosszon.
A festéshez a sejteket 2x PBS mosast kovetden PBS-ben oldott 1 pg/ml
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festéket kimostuk PBS oldattal, majd PBS oldatban a sejteket azonnal fotdztuk.

5.7.3 Alkalikus foszfataz aktivitas detektalasa

Az alkalikus foszfatdz aktivitds vizsgalatahoz Hogan eljarasat alkalmaztuk
(Nagy et al. 2003, 359-397. p.).

5.7.4 Kariotipus analizis

A sejtvonalak normalis kromoszdmaszerelvényének vizsgéalatdhoz
kariotipus analizist végeztiink, Robertson (1987, 102-104. p.) ES és fibroblaszt
sejtekre leirt modszerét kdvetve, Giemsa festést alkalmazva.

5.7.5 Ivar meghatarozasa ES sejteken PCR eljarassal

A sejtvonalak ivaranak meghatarosahdhoz PCR eljarast alkalmaztunk. Az
eljards soran X- (mZfx) és Y- (mZfy) kromoszoma specifikus szekvenciak
kimutatasat végeztiik, autoszomalis kontroll (mHprt) szekvencia amplifikacioval
parhuzamosan. A felhasznalt primerek adatait az M3 Melléklet 18. tablazat
tartalmazza. A PCR reakciot 25 pl reakcidelegyben végeztik, melynek
végkoncentracidja a kovetkezd volt: 1x PCR pufferben (Promega; Promega
Corporation, Madison, USA) 1 mM MgCl, (Promega), 0,4 mM dNTP (each,
Promega), 1 pM specifikus primer (each, Promega), 1U Taq polimerdz enzim
(Promega), 20ng genomialis DNS. A reakciot Perkin Elmer 9600 thermocycler
tipusu PCR késziilék segitségével végeztiik az alabbi program szerint:

» PCR amplifikaci6 (30 ciklus):

30 sec 95°C (denaturalas)

45 sec 60°C (primer feltapadas)

60 sec 72°C (lanchosszabbitas)
» Végso lanchosszabbitas: 10 min, 72°C
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Az igy kapott mintdk analizisét gélelektroforézissel végeztik A PCR
reakcioban keletkezd végtermékhez (25 pl-hez) 5 pl 6 x stop puffert adtunk, majd
ebbdl az elegybdl 20 ul-t 2 v/v% agardz 1XTAE gélre vittiink fel. A futtatast
10V/em® térerével SZBK-300 tipusii gélelektroforézis késziilékkel végeztiik. Az
elvalasztas idétartama 80 perc volt. A gél a DNS fragmentek kimutatasara
0,5 mg/ml etidium bromidot tartalmazott. Az elvélasztas befejeztével a mintazat
rogzitését Polaroid fotd készitésével végeztilk. Ehhez a gélt UV fénnyel vilagito
asztalra helyeztiik, majd lefotoztuk. A fényképeket a jegyzokonyvhoz csatoltuk.

5.8 Morfologiai izomszovet vizsgalatok

5.8.1 Fénymikroszkopos hisztotechnika

A paraffinos beagyazashoz a mintakat 6-6 db, 16 hetes him allat (kontroll és
mutans) izmainak fixaldsaval biztositottuk. Az izmok kivétele az eredettl a
végzOdésig tortént és teljes egészében keriilt fixalasra. A vizsgalatban mindig a
végtagok izmait hasznaltuk fel (m. gastrocnemius, m. gluteus magnus, m. triceps
femoris, m. biceps femoris), mégpedig mindig a bal oldali izmokat metszve, a jobb
oldaliakat pedig parhuzamos, mintaként eltéve.

Az analizist az Orszagos Gyogyintézeti Kozpont, Patologiai Osztalyan
végeztik, Krutsay modszertani gyijteményének megfeleld receptjeit hasznalva
(1999). Mivel a hipertréfids izom eltér a normal izomtol, igy a szovet rogzitésekor
a hagyomanyos, izomszovet rogzitésre alkalmazott eljaras az anyag
megkemnyedését és toredezését vonta maga utan. Igy szamos szovetrogzitési
modszer kiprobalasat kovetéen a kovetkezd modszert taldltuk alkalmasnak a
hipertr6fids izom rogzitése szdmara, parafinos bedgyazashoz:

> 24 h 4% PFA fixalas

> 30 min csapvizes kimosas

Viztelenités:

10 min 30% etanol

1 h 50% etanol

10 min 70% etanol I

30 min 70% etanol 11

10 min 90% etanol

30 min abs etanol I

30 min abs etanol II

20 min metilbenzoat |

2 h metilbenzoat II

30 min Xilol I

40 min Xilol I

30 min Xilol és paraplast 1:1 aranyt keveréke
2 h paraplast |

6 h paraplast II

kiagyazas €s orientalas milanyag hisztoldgiai kazettdban

VVYVVVVVVVVVVVVVYY
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A Paraplast kidgyazast kovetéen a metszeteket Mikrom HM 400 tipusa
(Microm International GmbH, Walldorf, Germany) mikrotémmal metszettiik
10 um metszetvastagsaggal, majd szilanizalt targylemezre vettiik fel. A metszetek
rutin deparaffindladsat kovetéen Krutsay leirasai szerint végeztiikk a specialis
festéseket (1999). A szovetek altalanos attekintéséhez hematoxilin-eozin festést
(ibid. 148-150. p.) alkalmaztunk. A sejtmagok és a nukleinsavak feltiintetésére
metilzold-pironin eljarast hasznaltunk (ibid. 158. p.). Az izomszovet differencial
festéséhez tobb eljarast alkalmaztunk: igy a harantcsikolat feltiintetésére
vashematoxilin-, (ibid. 174-175. p.); a kollagénrost feltiintetésére azan-festést (ibid.
177-179. p.), és Van Gieson-festést (ibid. 176-177. p.) haszndltunk. A
szarkoplazma ¢és kotOszoveti allomany feltiintetésére eziist impregnaciot
alkalmaztunk (ibid. 179-180. p.).

5.8.2 Elektronmikroszkdpia

A mintdk vétele és kezelése a paraffinos bedgyazasnal ismertetett eljaras
szerint és tortént. Mintakat a m. gastrocnemius és m. biceps femoris izmokbol
vettlink a vizsgalatokhoz, 6-6 allatbol.

A mintdk elektronmikroszkopos analizisét az Orszagos Gyodgyintézeti
Kozpont Patologiai  Osztalyanak Elektronmikroszkopos Laboratériumanban
végeztik. A mintdk feldolgozasa ¢és értékelése az Osztalyon rutinszerien
alkalmazott eljaras szerint tortént (Kiszely ¢s Barka 1958, 37-45. p.). A mintdk
elokészitését €s metszését Truszka Ferencné szakaszisztens végezte. A félvékony
metszeteket Reichert gyartmanyt OM-U3 tipust ultramikrotommal készitettiik. A
mintdk hisztopatologiai értékelését Dr. Aratd Gabriella patologus féorvos,
elektronmikroszkopos laborvezetd végezte, Philips CM10 tipusii transzmisszios
elektronmikroszkdppal.

5.8.3 Izom filament tipizalas és morfometriai értékelés

A morfometria vizsgalatokhoz 10 db kontroll és 10 db mstn™, 14-16 hetes
him 4llatot hasznaltunk fel. A vizsgalatokhoz négy izmot valasztottunk ki, azok
filament tipusa és testtdjak szerinti megoszlasdnak megfeleléen (m. biceps femoris,
m. gastrocnemius, m. masseter, m. pectoralis).

A mintavételt a kovetkezok szerint standardizaltuk: amikor csak lehetett a
teljes izmot kipreparaltuk és kiemeltiik az allatbdl az izom eredetétdl a végéig,
majd annak hosszanti tengelyére merdlegesen az izmot kozépen félbevagtuk, hogy
keresztmetszeti sikot képezziink. A mintdkat folyékony nitrogénnel hiitott
izopentanban fagyasztottuk, majd fagyasztd ampulldkban izopentan alatt taroltuk
-70 °C-on felhasznaldsig. A mintadkat 3 héten beliil feldolgoztuk, 10-12 pum
vastagsagu fagyasztott metszeteket készitve, MICROM tipust kriosztattal
(MICROM Gmbh, Heidelberg, Germany). A metszeteket szobahdmérsékletli
targylemezre vettiik fel, majd szobahdmérsékleten a targylemezre szaritottuk 30
perc alatt. A metszeteket ez utan kiivettdkban -20 °C-on, hiitészekrényben taroltuk
felhasznalasig.
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A tetrazolium reduktdz (NADH-TR) festést Pearce (1972; 154. p.)
modszere szerint végeztik. A vords (lassu), a fehér (gyors) és intermedier
filamentek értékeléséhez Dubovitz (1985) kdzleményét kovettiik.

A mutans (mstn”/Egfp”") egyedek izmaibol készitett metszeteket a kontroll
torzs (mstn™*/C) megfeleld izmaibol készitett metszetekkel hasonlitottuk Sssze. A
kiilonb6z6 rosttipusok idénként egyenldtlen eloszlast mutattak az egyes vizsgalt
izmokban. Ezért az egyes izmokon végzett festéseket kovetden mikroszkdpos
felvételeket készitettiink az izmok keresztmetszeti képérdl, majd a rostokat a
fényképeken szamoltuk meg. Az 0Osszes rost szamat 100%-nak véve, a
rosttipusokat az Osszes rost szazalé¢kéban adtuk meg.

Ahhoz, hogy az egyes rostok ardnyanak valtozasat meg tudjuk hatdrozni, az
egyes rostok teriiletét, illetve teriiletének valtozasat hasonlitottuk 6ssze. Ehhez 6t
random kivalasztott mikroszkopos felvételt valasztottunk ki minden izom esetében,
amelyet felnagyitottunk, majd az egyes rostokat korberajzoltuk a felvételeken. Az
igy kijelolt és digitalizalt teriileteket szamitogépes szoftver segitségével (Scion
Image, Win-Release Beta 3b) analizaltuk és meghataroztuk az atlagos rosttatmérot.
Az adott izomra vonatkoztatott teljes teriilet (vagyis az egy rosttipus altal képviselt
terlilet) az alabbi képlet szerint keriilt kiszdmitasra minden egyes izom és rosttipus
esetében. A képlet az I-es tipusu rostoknal hasznalt szamitast példazza:

c A, xN,
" AXN,+ AXN,+ A XN,

21. abra. Rosttipus teriileti megoszlasanak szamitasa

Ahol:

o Ci: a kontroll %-aban kifejezett rosttipus hinyad a teljes rossteriiletre
vonatkozodan;

o Al, A2 ¢és A3 az atlagos rosttatméré (um? +SE) az egyes rosttipusokra
vonatkoztatva, ahol (1) az I-es tipust; (2) az intermedier és (3) a Il-es tipust
jeloli.

e NI, N2, N3 az egyes rostok részaranyat jeloli a kontroll izom teljes
rosstszamanak %-aban.

Az adatok a harom rosttipus részaranyat a teljes keresztmetszethez
viszonyitva adjak meg a kiilonb6z6 izmokra vonatkoztatva.
A kisérletben az ELTE Allatszervezettani Tanszékén a metszetek készitését

Pélfia Sara szakaszisztens, a metszetek szamitégépes analizisét Palfia Zsolt, mig a

morfometriai képlet kidolgozasat Dr. Réz Gabor végezte.
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5.8.4 Tomegmérési kisérletek

A tomegmérési kisérleteket Sartorius laboratériumi mérlegen (Sartorius
Gmbh, Gottingen, Germany) végeztiik, az alabbiak szerint:

Sziiletéskori alomtomeg: sziiletést kovetd 24 h mulva a teljes alom
tomegeét lemértiilk, majd az egyedszamot feljegyeztiik és kiszamitottuk az atlagos
egyedi tomeget.

Sziiletéskori korrigalt alomtéomeg: tapasztalataink szerint atlagosan 8 utod
szliletése varhatd el egy alomban, igy a korrigdlt alom mérésekhez az almokat
kiegyenlitettiik, vagyis a szamon feliili utdédokat a sziiletést kovetd napon elvettiik
az anyaktol és kiirtottuk azokat, vagy a nyolc utdodnal kevesebb utddot elld
anyakhoz dajkasitottuk. Ezt kovetden a nyolc utdod tomegét egyiittesen mértik,
majd atlagos egyedi tomeget szamoltunk.

Valasztaskori alomtomeg: a kiegyenliett, vagyis azonos 1étszamu almokat
a valasztaskor (21. nap) mértiik, teljes alomtdmegre, majd szdmitdssal hatdroztuk
meg az atlagos egyedi tomegeket. A méréshez kisméretli kartondobozt hasznaltunk,
mert az allatok a sotét dobozban nyugodtak maradtak, igy konnyebben lehetett
megmérni a tomegiiket.

Felnéttkori testtomeg: 16 hetes korban mértiik egyedileg az utédokat és
rogzitettiilk tesstomegiiket. A felndttkori mérést cervikalis diszlokaciot kdvetden
végeztik. Az utddok izmait a mérést kovetden preparaltuk és egyedi izomtomeg
méréseket végeztiink. A mérésekhez felhasznalt izmokat a tovabbiakban RNS
preparalashoz, és a hisztopatoldgiai vizsgalatokhoz egyarant felhasznaltuk, az
egyes vizsgalatoknal részletezett modon.

A testtomeg mérési kisérleteket Nagy Veronika és Licskd Adrienn
szakdolgozok végezték.

A tomegmérési kisérletekben nem csak az egyedek tomegét, hanem
izomtomeget is meghataroztunk. Az izomtomeg mérési kisérletekben tobb izom
(m. gastrocnemius, EDL, m. vastus lateralis, m. biceps brachii, m. extensor carpi
ulnaris, m masseter) tomegét hataroztuk meg, a paraffinos bedgyazasnal ismertetett
preparalasi elv szerin. A mérésnél 10-10 db 16 hetes koru him egyedet vizsgaltunk.
A mérési kisérletekhez mindig mindkét oldali izom tomegét megmeértiik és kiilon
adatként rogzitettik. A méréshez ebben as esetben is Sartorius laboratdriumi
mérleget hasznaltunk.

5.9 Statisztikai analizis

Statisztikai analizishez az INSTAT programcsomag (GraphPad Software,
V2.05) Fischer tesztet (Fischer’s exact-test) és khi-probat (5° test) alkalmaztunk. A
probaknal a konfidencia intervallumot 95%-ban hataroztuk meg.
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6. Eredmények

6.1 Embrionalis 6s-sejtvonalak alapitasa mstn” mutans
egértorzsbol

6.1.1 Keresztezések

A munka megkezdéséhez eloszor megfeleld szadmu és genetikailag jelolt
allatot kellett 1étrehozni a kisérletek szamara. A keresztezésre azért volt sziikség,
mert a miosztatin mutéacid altal okozott fenotipus igazan jol csak felndtt egyedeken
lathat6. A genotipust egyértelmiien azonban csak a 12 bp-os delécié genetikai
vizsgalataval lehet bizonyitani. Ha azonban valamilyen mas, embrionalis korban is
detektalhatd tulajdonsdggal  Osszekapcsoljuk, akkor szdvettenyészetekben
egyszeriibb €és gyorsabb a mutacié nyomon kovetése. Amennyiben egy homozigdta
miosztatin mutans és egyben Egfp transzgénikus torzset hozunk létre, ugy a
tenyészetekben a mutans allatokbol szarmazé sejtek €és azok leszarmazottai zolden
fluoreszkalnak. Ugyanigy, kiméra kisérletekben a z6ld fluoreszcencia nyomon
kovetésével azonosithatok a miosztatin mutans sejtek. Az Anyag és modszer
fejezetben ismertetett egértorzsek felhaszndldsdval a nyolc, miosztatin mutans
alapito egyedet Egfp transzgénikus torzzsel kereszteztiik, majd a mar leirt modon 0j
torzseket hoztunk létre (5.1.1 alfejezet) és beltenyésztettiik azokat.

6.1.2 Sejtvonal alapitas

A sejtvonal alapitasi kisérletekhez kidolgoztunk egy kondicionalt
tapoldaton alapuld eljarast. A jol jellemzett, R1 ES sejtvonallal kondicionéltuk az
ES tenyésztd tapoldatot. Az EM tapoldat Osszetételét nem valtoztattuk meg a
kondicionalt tapoldat eldallitds soran. A tépoldatot 24h kultivaciot kovetden
gyljtottiikk a passzazst kovetd elsd és masodik napon az aktivan 0sztdodo sejtekrol,
70% konfluencia eléréséig. Azt kovetden a sejteket tovabb oltottuk, vagy
abbahagytuk a tdpoldat gylijtését. A kondicionalt tdpoldatot centrifugalast kovetden
(5 min, 2500 rpm, 4°C) 0,22 pum-es steril sztiron (Millex, Millipore; Billerica, MA,
USA) atsziirtiik és felhasznalasig 4°C-on taroltuk. A tapoldatot nem kozvetleniil
hasznaltuk fel, hiszen az ES sejtek a tapoldatba nem csak novekedési faktorokat és
hormonokat valasztanak ki, hanem annak amimosav- és cukortartalmat el is
hasznaljak. Masrészt a tenyésztési homérsékleten az antibiotikumok, a Na-piruvat,
a NaHCO; és az aminosavak onmagukban is gyorsan bomlanak. igy ezek potlasa
elengedhetetlen a sikeres temyésztéshez. Ezért a kondicionalt ES sejtvonal
alapit6 tapoldatot (tovabbiakban CEM= conditioned ES medium) a kovetkezdk
szerint allitottuk 0ssze: az EM tépoldat LIF tartalmat 2000 U/ml-re, mig az FCS-t
20v/v%-ra noveltiik. Az igy kapott tapoldatot 1:1 aranyban vegyitettiik a gyjtott,
kondicionalt tapoldattal.
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A hagyomanyos ES sejtvonal alapitdsi modszert a kovetkezOk szerint
modositottuk:

» A 3,5 napos blasztociszta embridkat nem vettiik in vitro tenyésztésbe
mikrocsepp kultiraban, hanem a kimoséds napjan mitomycin C-vel kezelt
els6 passzazsu egér embrionalis fibroblasztra (tovabbiakban MEF)
helyeztiik CEM tapoldatba, 24-lyuku tenyésztéedényben. A tipoldatot a
blasztula letapadasaig nem cseréltiik.

Az ICM novekedés 3. és 4. napjan mechanikus-tripszines atoltast
végeztiink, elsé passzazsu mitomycin C-vel kezelt MEF sejtrétegre.

Az ES-szerli kolonidk megjelenéséig kétnaponta cseréltiik a tapoldatot.
Legalabb 10 napot vartunk a koloniak megjelenéséig.

A megjelend ES kolonidkat mechanikus-tripszines atoltassal 12-lyuka
tenyésztéedényben, mitomycin C-vel kezelt, elsé passzazsi MEF
sejtrétegre helyeztilk CEM tapoldatban.

A megfeleld koloniaszam elérését kovetden 6 cm-es Petri-csészébe tettiik at
a sejteket. Ezt neveztiik el elsé passzdzsnak. Az elsd fagyasztast szintén e
tenyészetekbdl végeztiik.

» A sejtvonal klonozasat a masodik passzazsban, de legkésobb a harmadikban

végeztiik el.

» A sejtvonalakat az els6 4-5 passzazsig CEM tapoldatban tenyésztettiik,

majd folyamatosan ,,szoktattuk™ vissza ES tapoldatra.

A CEM tapoldat alkalmazasaval végzett miosztatin mutdns ES sejtvonal
alapitasi kisérletek Osszesitett adatait a 7. tdblazat tartalmazza. Az eljarassal 5
miosztatin mutans (mstn'/'/Egﬁ?+/+) ¢s 2 kontroll (mstn”Vngp'/') sejtvonalat
alapitottunk. Ezek koziil harom mutans sejtvonalat (mstn”/Egfp”"1; mst”
/Egfp™"2; mstn”/Egfp”"5) és egy kontroll (mstn™*/C7) vonalat valasztottunk ki, és
vizsgaltuk meg részletesen azok pluripotenciajat. A sejtvonalak analizisekor a
miosztatin mutacidé genotipizalasat jra elvégeztiik a sejteken (22. 4dbra), amelynek
kivitelezéséhez Dr. Varga Laszl6 és kutatdcsoportja nyujtott segitséget.

VVY 'V
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7. tablazat. ES sejtvonal alapitas eredmények R1 kondicionalt médium alkalmazasaval,
mstn” és kontroll egértorzsekbdl

Egértorzs mstn”/Egfp™ mstn’/Egfp” mstn*"/Egfp”
Felhasznalt embriék szama (db) 64 48 48
Kitapadt ICM (%) 60 (94) 46 (96) 45 (94)
ICM kolénidk megjelenése (%) 50 (78) 29 (60) 38 (79)
ES-szeri kolonidk megjelenése (%) 31 (48) 19 (40) 21 (44)
ES- sejtvonalak (%) 4(6) 1(2) 2 (4)

¥ A zardjelben kozolt értékek mindig a kisérletben felhasznalt embrioszamra vonatkoztatott
%-os értékek
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22. abra. Miosztatin mutans sejtvonalak genotipizalisa Varga és mtsai szerint (1997)
1: mstn” kontroll genomialis DNS, 2: mstn"" kontroll genomialis DNS, Tipizalt mintak

3: mstn™", 4: mstn™", 5: mstn™", 6: mstn™", 7: mstn*", 8: mstn™, 9: mstn”", 10 mstn*",

11: mstn™"*

6.1.3 A kondicionalt tapoldat hatiasanak vizsgalata mas egértorzseken

Ahogy emlitettiik, a miosztatin mutans egerek 129SV génhanyadot is
hordoztak. fgy a fenti eredmények onmagukban a kifejlesztett modszer és tapoldat
hatasossdgat nem képesek bizonyitani. Ezért a tdpoldat tesztelésére a vizsgalatokat
mas egértorzsekre is kiterjesztettiik. A kisérletekben F2; CBA; BalbC és NMRI
embridkat vizsgaltunk (torzsek leirdsat 1d. részletesen: 5.1.1 alfejezet). A
kondicionalt tapoldat és moddositott ES alapitasi eljarast Robertson (1987)
klasszikus modszerével hasonlitottuk  0ssze. A kondiciondlt —médium
alkalmazaséaval sikeresen hoztunk létre non-permissziv egértdrzs embrioibol is ES-
sejtvonalakat. Az eredményeket a 8. tablazat és a 9. tablazat tartalmazza.

8. tablazat. ES sejtvonal alapitasi eredmények Robertson médszerének alkalmazasaval

Egértorzs 129SV F2’ CBA BalbC NMRI
Felhasznalt embriok szama (db) 45 180 18 36 24
Kitapadt ICM (%) 39 (86) 164 (91) 14 (78) 28 (78) 22 (92)
ICM Koléniik megjelenése (%?) 27 (60) 76 (46) 2(11) 10 (28) 6 (27)
ES-szerii kol6niak megjelenése (%") 14 (31) 43 (26) 0 1(3) 3(14)
ES- sejtvonalak (%°) 0 0 0 0 0

9. tablazat. ES sejtvonal alapitasi eredmények CEM tapoldat és modositott ES sejtvonal
alapitas alkalmazasaval

Egértorzs 129SV F2’ CBA BalbC NMRI
Felhasznalt embriok szama (db) 48 96 33 50 24

Kitapadt ICM (%%) 45 (94) 92 (96) 32 (97) 48 (969 22 (92)
ICM kol6niak megjelenése (%) 38(79) 52 (57) 13 (39) 22 (46) 15 (68)
ES-szerii koloniak megjelenése (%°) 19 (40) 37 (32) 7 (21) 13 (27) 12 (55)
ES- sejtvonalak (%°) 3(6) 2(2) 2 (6) 3(6) 4(17)

? F1xF1 egyedek keresztezésével eléallitott embriok
12 A kisérletben felhasznalt teljes embridszamra vonatkoztatott %-os értékek

71



Eredmények
6.2 Az uj sejtvonalak pluripotenciajanak vizsgalata

A sejtvonalak pluripotencidjat a 4.5 alfejezetben felsorolt tényezok
vizsgalataval végeztiik. A szelektalt sejtvonalak vizsgéalatakor eldszor a sejtvonalak
euploidia fokat hataroztuk meg kromoszémaszam meghatarozassal, Giemsa festést
alkalmazva. A kariotipus analizise soran a sejtvonalak ivarat is meghataroztuk PCR
segitségével (10. tablazat). A sejtvonalak kozott csupan egyetlen néivari vonalat
talaltunk (mstn”/Egfp”5), minden més sejtvonal himivartnak mutatkozot.

10. tablazat. Az ES sejtvonalak kariotipusa és euploidia szazaléka

Sejtvonal Ivar Euploidia (%)
mstn” Egfp™'1 5 76%
mstn” Egfp™2 3 82%
mstn”/Egfp”5 Q 73%
mstn**/C7 3 75%
CBA 3 69%
F2 3 61%
R1 3 81%

Ezt kovetden az ES sejtek sejtfelszini marker expressziojat vizsgaltuk
SSEA-1 immunfestéssel. Detektaltuk az alkalikus foszfataz (AP) aktivitast az
enzim aktivitdisanak kimutatasdra szolgald reakcié segitségével, majd
megvizsgaltuk az Oct-4 transzkripcids faktor aktivitasat. Minden vizsgalt sejtvonal
pozitivnak bizonyult mindharom markerre nézve. A 23. abra az egyik sejtvonal
részletes vizsgalati eredményeit szemlélteti.

+/+

23. abra. Pluripotencia-vizsgalat mstn”Egfp**2 ES sejtvonalban (A) Egfp expressziét mutaté
ES koléniak fluoreszcens mikroszkop alatt (méretvonal: 500 pm); (B) AP pozitiv ES kolonia
(méretvonal: 25 pm); (C) SSEA-1 immunfestés pozitiv ES kolonia (méretvonal: 25 um); (D)
kromoszoma szerelvény Giemsa-festéssel (méretvonal: 5 pm); (E) ES-diploid embrié kiméra
blasztociszta stidiumban, beiiltetés el6tt, ahol az ES eredetii sejtek az Egfp expresszié alapjan
jol elkiilonithetéek (méretvonal: 20 pm); (D) Gjsziilott kiméra egyedek.
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A sejtvonalak pluripotencidjat az irodalmi attekintésben részletesen targyalt
okok miatt kiméra kisérletekben kellett bizonyitanunk. Igy a sejtvonalakat
ES—diploid embri6é aggregacios kiméra kisérletben teszteltiik a kiméra-képzo
képességet, majd pedig az ivari kimérizmust. Az eredményeket a
11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat. Az ES—diploid embrié kiméra aggregacios kisérletek eredményei

Gazda- Beiiltett Ujsziilott Ujsziilott/ Kiméra Kiméra/ Kiméra/  Ivarsejt-
ES sejtvonal embri6 embriék Beiiltetett beiiltetett megsziiletett kiméra
torzse (db) (db) (%) (db) (%) (%)
mstn™ /Egfp**1 CDl 118 31 26,3 11 9,3 35,5 +
F2 240 73 304 11 4,6 15,1 +
mstn”/Egfp**2  F2 138 60 435 11 8,0 18,3 +
mstn**/C7 F2 27 13 48,1 0 - - -
CBA CDl 72 16 22,2 5 6,9 31,3 +
F2 CDl 26 4 15,4 0 - - -
R1 CDl 13 4 30,8 1 7,7 25,0 +

Eredményeink szerint a kivalasztott sejtvonalak koziil csak az F2 és az
mstn"/C7 ES sejtvonalnal nem tudtuk az ivari kimérizmust bizonyitani az
aggregdcios kiméra kisérletekben. Minden mas vizsgalt sejtvonalndl ivarsejt
kimérakat kaptunk. A kimérizmus aranya azonban eltérést mutatot az egyes
sejtvonalak kozott. Az R1 sejtvonalhoz hasonlé kimérizmus gyakorisagot mutatott
az mstn” /Egfp 2 sejtvonal, mig azt R1 kiméraképzd képességét joval meghalado
értéket detektaltunk az mstm™/Egfp™ "1 és CBA sejtvonalaknal. Az mstm™ /Egfp™" 1
sejtvonalnal a kiméraképzés azonban erdsen gazdaembri6 fiiggdnek bizonyult: az
F2 partner csokkent kimérizmust eredményezett a CD1 gazdaembrié partnerhez
viszonyitva (11. tablazat).

6.3 A torzsfiiggoség genetikai okanak vizsgalata

A vizsgalatokba az Oct-4 kaszkadban szerepet jatszo géneket vontuk be,
ugymint az Oct-4, Sox2, Rex-1, Utf-1, Fgf4, valamint két, a pluripotencia
biztositdsdban szerepet jatszd6 gént: a LIF faktor receptorat (LifR), és a
szeneszcencia kialakitdsdban fontos telomeraz-reverz transzkriptdz gént. A
vizsgalatokat a sejtvonalak 10 napig tarté LIF-megvondsos differencialtatasaval
végeztik. A differencidltatas sordn a sejtek 2 napig fliggdcseppben, majd 8 napig
szuszpenzioban voltak. A mintakat szemikvantitativ RT-PCR eljarassal analizaltuk.
Belso kontrollként Rb7 primert hasznéltunk.

Az Oct-4 expresszids mintdzata a differenciacio alatt az dsszes sejtvonalban
nagyon hasonld volt. Differencidlédott sejtekbdl (fibroblasztbol) hidnyzott,
megtalalhaté volt viszont a nem-differencialodott sejtekben (pl: ES sejtek). A
transzkriptum mennyisége a differenciacié elsd négy napjaban csokkent, és az
otodik napon a differencialédd6 EB csomokban mar nem volt kimutathatd. Az
embridkban és az ICM-ben az Oct-4 jelen volt, ami korabbi kisérletekben mar

73



Eredmények

kimutatasra keriilt. Az Oct-4 expresszids szintje az F2 és CBA sejtvonalakban
magasabb szintet mutatott, mint az R1 sejtvonalban (24. abra).

A Sox2 mRNS szintjének enyhe csokkenése volt észlelheté az R1, valamint
az msin”/Egfp""2 sejtek differencicioja soran, mig egyéb sejtvonalak esetében
jelentds csokkenést nem lehetett megfigyelni. A Sox2 expressziojanak csokkenése
ellenére a transzkriptum 0sszes mennyisége jelentdsen magasabb volt mint az Oct-
4 traszkriptumé ¢és még a tizedik napon is kimutathaté volt. A Sox2

transzkriptumok mindkét kontrollban kimutathatok voltak (24. ébra).

Gén Sejtvonal F d0 dl d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 d9 dio

R1
F2
Rb7 CBA
mstn /Egfp™”
mstn /Egfp "2

R1
F2
Oct-4 CBA
mstn /Egfp
mstn /Egfp 2

l
I
I

R1
F2

Sox2 CBA
mstn /Egfp™
mstn /Egfp "2

—

R1
F2
Fgf4 CBA
mstn /Egfp™
mstn /Egfp "2

R1
F2
LifR CBA
mstn /Egfp™
mstn /Egfp 2

R1
F2

Telomeraz CBA
mstn /Egfp™'1
mstn /Egfp 2

24. abra. Korai differencidlédasért felelés gének expresszidéjanak vizsgalata RT-PCR
analizissel, in vitro ES differencialtatas soran (reprezentativ RT-PCR felvétel)
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Az Fgf4, amit a Sox2 ¢és az Oct-4 komplexek aktivaltak, a differencialodas
soran csokkend expresszids mintazatot mutatott. A 8-10. napon az R1 és a mstn”
/Egfp”"2 sejtvonalban nem, de az F2, valamint a CBA EB csomokban —bar
nehezen kimutathatéan, de— jelen volt (24. 4bra).

Az Osszes vizsgalt sejtvonal esetében a Rex1, valamint az Utf1 expresszidja
egymashoz nagyon hasonlé mintdzatot mutatott a differencialodd sejtekben. Az
expresszio szintje enyhe csokkenést mutatott. A differenciacio soran nem tudtunk
kiilonbséget kimutatni az 6t vizsgalt sejtvonal kozott.

A Lif receptor gpl90-es alegysége, amelyre az RT-PCR primereket
terveztiik, az 0sszes sejtvonalban jelen volt. Az R1 és F2 sejtvonalakndl ez az
expresszio a differencialtatds utolsd6 harmadéaban (7-10. nap) csokkenést mutatott,
amely a tobbi sejtvonalnal nem volt kimutathato (24. abra).

A telomerdz reverz transzkriptdz enzim mRNS expressziojat szintén
megvizsgaltuk. Bar az F2 vonal ES sejtjeiben a telomerdz expresszidja nem volt
detektalhatd, a tobbi négy sejtvonalnal igen. A differenciacié soran nem volt
kimutathat6 kiilonbség a sejtvonalak kozott. A fibroblasztban a telomerdz mRNS
expresszioja nem volt észlelhetd. A 24. dbra reprezentativ eredményeket kozol
azon gének esetében, ahol eltérést tapasztaltunk az egyes gének aktivitisaban a
sejtvonalak kozott.

6.4 ES sejtvonalak vazizom iranyu differencialtatasa

6.4.1 A differencialtatasi modszer beallitasa R1 sejtvonalra

Az elézéekben mar részletezett differencialtatasi modszerek koziil a
fliggdcseppes aggregaltatas ¢és differencidltatds modszerét adaptaltuk R1 sejtvonal
felhasznalasaval. Az irodalmi adatok igen valtozo sejtszamot kozdlnek az EB
csomokra vonatkozoan: 400 sejttdl egészen 1200-ig talalunk leirasokat az ES sejtek
figgbeseppes  differencidltatasardl  szolo  kozleményekben. fgy  munkank
megkezdésekor az optimalis sejtszam megallapitasara kiilon kisérletet inditottunk.
szuszpenzios kultaraban tarthatosdgat vizsgéaltuk. Mivel ezer sejt felett
ugrasszeriien megnd a letapadd csomok ardnya, a csomokat nehéz szuszpenzidban
tartani, igy 1000 sejt felett mar nem végeztiink kisérleteket.

A kisérletek eredményei szerint a 600 sejtbdl allé csomok aggregacidja
bizonytalanabb volt, az alacsonyabb sejtszdm miatt a csomék 30-35 %-a
tormelékes vagy aggregalatlan maradt a masodik nap végére is, amikor a csomokat
szuszpenzios kultiraba kellett athelyezni. Ezenkiviil a csomdk igen kis mérete
miatt nehéz volt a csomok fliggdeseppekbdl torténd egyedi gyljtése és
szuszpenzioba helyezése. A kis méret és nehéz kezelhetdség miatt a szuszpenzidba
helyezéskor a csomok 15-20%-at veszitettiikk el. Ez az arany nagyon magas, igy
onmagaban ez a tény is a magasabb sejtszam valasztasa felé iranyitott benniinket.
A 600 sejtbol allo csomok szuszpenzids tenyésztésik soran a folyamatos
sejtosztodasnak koszonhetden novekedtek. Azonban a tizedik nap végére sem érték
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el a 800 vagy 1000 sejtes EB csomok végsd méretének felét, ami a kinyerhetd
mRNS mennyiségében is megmutatkozott.

A 800 ¢és 1000 sejtbol allo EB csomodk esetében mar nem tapasztaltunk
ilyen jelentds kiilonbséget, kisérleteink szempontjadbdl mindkét sejtszam
megfelelonek bizonyult. A konnyebb kezelhetdség (sejthigitas), illetve a
differencidlodéas egyontetlisége miatt a tovabbi kisérletek szdmara az 1000 sejtbdl
allo csomokat valasztottuk, amelyeket két napos fiiggdcseppes aggregaltatis utan
szuszpenzios kultaraba helyeztiik, ahol 8 napig tartottuk. A 12. abra a fliggdcsepp

kultarat és a szuszpenzidban 1évé EB csomdkat mutatja be.

-L,L(L
L

25. abra. ES sejtek fiiggécseppes differencialtatasa (A) fiiggécsepp kultira, (B) szuszpenzids
kultiuraban tartott EB csomék a differencidltatas 6. napjan (sajat felvételek)

6.42 Az mstn” sejtvonalak izomdifferencialédasi  képességének
vizsgalata

Az Ujonnan alapitott miosztatin mutdns ES sejtvonalak pluripotenciajanak
bizonyitasat kovetden a sejtvonalak izomszdvet irdnyu differencidlodasi képességét
kellett megvizsgalnunk, vagyis, hogy a setjvonalak alkalmas modellrendszeriil
szolgalnak-e az izom differencialdédas soran zajlé események vizsgalatara. Ez azért
is fontos volt, mert amikor a Cmpt egértdrzset a munka kezdetén az Egfp
transzgenikus torzsel kereszteztiik, csak az un. f6-géneket, vagyis csak a miosztatin
mutacidt és az FEgfp transzgént volt moédunkban kovetni. Itt kell ismételten
felhivnunk arra a figyelmet, hogy a miosztatin mutans egértdrzs, amely
vizsgalataink alanya volt, egy természetes mutans torzs. A torzs leir6i, Dr. Varga
Laszl6 és munkacsoportja tobb izben is publikaltdk, hogy szdmos modifikator gén
lehet befolyassal a fenotipus alakulasara (Varga et al. 1997, 2003; Szabo et al.
1998). Azonban a mai napig sem all rendelkezésre olyan marker, amellyel e gének
valamelyike nyomon kovetheté lenne. fgy a genotipus és fenotipus egyiittes
megjelenése alapjan szelektaltuk az egyedeket és folytattuk a tenyésztést. Fontos
volt meggy6zddniink arrél, hogy a keresztezés nem ¢érintett semmi olyan
tulajdonsagot, amely az 6ssejtek differencialodasat befolyasolna. fgy az egyes
sejtvonalak in vitro differenciacids képességét teszteltiik eldszor.

Mindharom miosztatin mutans, a kontroll és a 129SV genetikai hatteri R1
ES sejtvonalat is differencialtattuk. Az EB csomdkat zselatinozott 10 cm-es Petri-
csészére helyezve csoportosan differencialtattuk. Az izomszovet irdnyu
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differencidlodast a megjelend kontrahdld sejtcsomok szdmaval, a kontrakcid
megjelenésének idépontjaval és iddtartamaval, valamint a differencialtatas végére
kialakul6 izomsejt-csoportokkal jellemeztiik. Az eredményt a 26. dbra szemlélteti.
A sejtvonalak izomszovet differenciacids képességét tekintve nem talaltunk
kiilonbséget a sejtvonalak kozott. Itt a 30. napon végdifferencialodott sejtek szamat
tekintve nem volt szignifikdns a kiilonbség a magas szorasértékek miatt (26. abra
B/2. oszlop), azonban a differencialodas lefutasat illetden tobb kiilonbséget
¢észleltiink. Amikor az elsé kontrahdld sejtcsomok megjelenését hasonlitottuk
0ssze, akkor mind azok szamaban, mind pedig a megjelenés idejében kiilonbséget
talaltunk. A mutans sejtvonalaknal a kontrakcio késobb jelentkezett (a 10. napra
még nétt a szamuk), és hosszabb ideig kontrahaltak, szdmuk a 15. napon is
szignifikansan magasabb volt (26. 4bra). Ez a  késedelem” az mstn™"/C

sejtvonalnal nem volt kimutathato, szinte azonos profilt mutatott az R1 sejtvonallal
(12. tablazat).

A
100 B ms tn-/~/Gp+/+1 [0 ms tn-/~/ Gfprt/+2
— 90 B ms tn-/-/Gip-/-5 Bl mstn+/+/C7
= OR1
; R0 'i' i
= e
E T >
] 60 7
a2 s0 /
= e
= Z
~= 40 o
= = +
E 30 Z
= G
3 20 /7’
10 7=
0 || 2
5. nap 10. nap 15. nap
B
100 B nstn/-/GipH-+l [0 ns o/~ GipH/+2
= 9w nsto-/-'Gip/-5 B nstrt -+ C7
= OR1
£ 8
Z
g T
= 60
=
= w0
z
= 40 T
; T
1}
E 20
Z 10
0 1

26. abra. Miosztatin mutans sejtvonalak izomszovet differencidlodasi képességének vizsgalata
in vitro differencialtatas soran: (A) kontrakciés csomok megjelenése a differencialodas elsé 15
napjan, (B) vazizom sejtek aranya a differencidlédo tenyészetben
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12. tablizat. Atlagos kontrakci6s id6 napokban kifejezett alakuldsa miosztatin mutans és
kontroll sejtvonalak in vitro differencialtatasa soran

Sejtvonal mstn”/Gfp™*1 | mstn”/Gfp"*2 | mstn”/Gfp”5 mstn**/C7 R1

B 1225214 13,1+1,8 2 10,9423 a 72414 b 6.6+1,7b
id6é napokban

6.4.3 A génexpresszios vizsgalatba bevont gének

A vizsgélatokba bevont gének jelentdés hanyadat az irodalomban kozolt
adatokra tdmaszkodva valasztottuk ki. Az irodalmi adatok elemzésekor a kisérleti
rendszerlinkben vérhatéan kimutathatd, inkabb a korai sejtdifferencidlodast
meghataroz6 géneket valasztottuk. Az egyes gének szerepét az irodalmi attekintés
vonatkoz6 fejezeteiben részletesen targyaltuk, igy itt csak sajat vizsgalataink
eredményeit kozoljik. A kivalasztott gének listdjat az M4 Melléklet 16. tablazat
tartalmazza, a génspecifikus primerekkel egyfitt.

Ezt kovetden transzkripcios faktor kotdhely-analizist végeztik el a
miosztatin gént hatarold szekvencidkon. Mivel az egérgenom szekvencidja az
Interneten publikalasra keriilt, a miosztatin ismert szekvencidja alapjan a megfelel
DNS-szakasz kivalasztdsa nem okozott gondot. A DNS-szakasz kivalasztasat
kovetden 10 kb upstream és Skb downstream szekvencia analizisére keriilt sor.
Célunk az volt, hogy olyan géneket is bevonjunk a vizsgalatokba, amelyeket eddig
még nem hoztak kapcsolatba a miosztatinnal, és a feltételezett kapcsolatot egy-egy
kotdhely potencialis megléte is erdsiti.

Szamos MyoD myogenin és Mef2 kotohelyet azonositottunk az upstream
régidban, azonban jelentds szamu downstream myogenin kothely is azonosithato
volt. Azonban ezekrdl a faktorokrol mas vizsgalatok sordn mar bizonyitottak, hogy
Osszefiiggésbe hozhat6 a miosztatin kaszkdddal (Thomas et al. 2000; Langley et al.
2002; Spiler et al. 2002).

Két gén, a Smad3 és Sox5 altal kodolt fehérjék kotdhelyeinek azonositasa
keltette fel érdeklddésiinket. A Smad3 ugyanis egy upstream regulator az MRF
kaszkadban az izomdifferencidlodas soran, mig a Sox5 az ivar-determinacioval
Osszefliggd hatdsa miatt lehet szadmottevd. A miosztatin mutans allatoknal ugyanis
ivarfliggd kiilonbségeket mutattak ki a miosztatin szintet illetden (McMahon et al.
2003). A Cmpt egér leirdsakor, ahogy arra mar utaltunk, Varga és munkatarsai
szintén ivari determindciordl szdmoltak be a fenotipus erdsségét illetden (1997,
2003). Ezek alapjan a Smad3 és Sox5 esetében is primerek tervezése és a
vizsgalatokba torténd bevonasuk mellett dontottiink. Az analizis eredményét az M4
Melléklet 19. tablazataban tiintettiik fel.

A kisérletekben Gsszesen 17 gén expresszids profiljat kovettiikk nyomon egy
29 napos differencidltatasi periodusban. A génexpresszid analiziséhez szemi-
kvantitativ RT-PCR eljarast alkalmaztunk.

Az a betlvel jelolt értékek szignifikans eltérést mutatnak a b-vel jeldlt értékekhez képest,
azonban az a (illetve b) jelliek egymastol nem térnek el szignifikansan
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6.4.4 Az MRF faktorok expresszidjanak valtozasa

Az egyik legkordbban megjelend endogén MRF faktor, a MyoD
expresszioja az mstn mutans ES sejtekben korabban jelent meg (D5) a
differencidlodés soran, mint a kontrollokban. Az expresszi6 ideje hosszabra nyult,
habar a transzkriptum mennyisége (mRNS szint) nem mutatkozott tobbnek. Itt kell
megjegyezniink, hogy az R1 kontroll sejtvonalban az mstn™"/C7 sejtvonalhoz
képest egy kissé alacsonyabb MyoD expressziot figyeltiink meg. A kiilonbség igen
csekélynek mutatkozott, de konzekvensen megjelent minden ismétlésben. (27. dbra
¢s 28. abra).

A Myf5 transzkripciés faktornal nem taldltunk génexpresszios kiillonbséget
a sejtvonalak kozott. A Myf5S a MyoD expresszioval egyidoben jelent meg (D5),
azzal szinte megegyezd intenzitassal €s hosszll idon 4t fennmaradt (27. dbra és
28. abra). Mérsékelt kiilonbséget fedeztiink fel a két kontroll sejtvonal kozott a
differencialodas 16. 19. és 22. napjan: a Myf5 szint az mstn™"/C7 sejtvonalban
magasabb volt, mint az R1 sejtvonalon (27. dbra).

A myogenin ¢s MRF4, mint masodlagos izomdifferencidlodast eléidézo
faktorokndl az mstn mutans sejtekben magasabb expresszios aktivitas volt
megfigyelhetd. Az els expresszidt csak a 13. napon (D13) detektaltuk, azonban
joval erésebb szinten, mint a kontroll sejtvonalakban. Az MRF expresszio joval
hosszabb ideig volt megfigyelhetd, mint a kontroll sejtvonalakban (27. abra és 28.
abra).

6.4.5 A sejtciklus szabalyozasaban részt vevé fehérjék

A sejtosztodasban szerepet jatszod Cdk2 expresszids szintje megnovekedett,
mig a p21 szint jelentdsen lecsokkent az mstn mutans sejtvonalban a kontrollokhoz
képest. Emellett a Cdk2 magas expresszios aktivitdsa hosszabb idon keresztiil volt
detektalhaté mint a kontrollokban: mintegy 8 nappal hosszabb peridduson keresztiil
(D10, D13, és D16) tudtuk kimutatni a mutidns sejtekben. Ezzel szemben a
kontrollban csak egyetlen idépontban (D10) mértiink hasonléan magas aktivitast
(27. ébra és 28. abra).

6.4.6 Az izomdifferencialodast regulalo egyéb fehérjék

A Smad3 transzkripcidés faktornal csak egyetlen vizsgalt iddpontban
mutattunk ki eltérést a miosztain mutans és kontroll ES sejtvonalak izomszdvet
differencidloddsa soran. A 16. napon a Smad3 expresszi6 mar nem volt
detektalhatd, amiugy az expresszids mintazat megegyezett a kontrollal. Itt kell
megjegyezni, hogy a Smad3 kimutatisa az mstn” sejtvonalban az 5. napon nagyon
bizonytalan volt az ismétlések soran (27. abra és 28. abra).

Mind a Pax3, mind pedig a Pax7 géneknél eltérést tapasztaltunk az
expressziot illetden a mutans és kontroll vonalak kozott. Mindkét gén aktivitidsa
megnovekedett az mstn mutans ES sejtek izomszovet differencidlodésa soran
(27. 4bra és 28. éabra). A Pax3-nal emellett a kontrollok k&zott is eltérés volt
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felfedezhetd: az 5. és 10. napokon az msm''/C7 sejtvonalban alacsonyabb
aktivitast mértlink, mint az R1 kontrollban (27. dbra).

Az Igfl transzkripcids aktivitasa erételjesebb volt a mutans sejtvonalakban
a differencialédas mésodik szakaszaban (D19) a kontrollhoz képest (27. 4bra és
28. abra).

A két MNF izoforma vizsgéalatakor semmilyen kiilonbséget sem tudtunk
kimutatni az egyes sejtvonalak kdzott, sem az expresszid intenzitdsat, sem pedig
id6tartamat illetden (27. abra és 28. dbra).

Gén Egériirzs ES differencialtatas
Do D5 D10 DI3 Dla D19 D22 D25 D28
b1 Koniroll
mein -/-
Konirell
AyoD
e msin /-
My Konirell
mEin -/-
nEin -/-
MRF4  Fontroll
mein -/~
Myostatin Koniroll
mein -/~
cdi2 Konirell
mein -/~
p21 Konirell
mein -/~
Smad3 Konirell
mEin -/-
Pax3 Konirell
mein -/-
Pax? Eoniroll
mein -/-
Koniroll
efl mein -/-
Desmin Kontroll
mein -/-
MNFe [Kontroll
mein -/~
MI¥F p Konirell
nEin-/-
MyHCIp Koniroll
mEin -/-
MyHC] [Fentroll
msin -/
xS Koniroll
mein -/~

27. abra. Génexpresszio intenzitasa ES sejtvonalak in vitro izomszovet differencidltatasa
soran. Az abran kontrollként az mstn™*/C7 sejtvonal, mig mstn™" sejtvonalként az
mstn”/Egfp*’*2 sejtvonal szerepel. A *-al jelzett esetekben a kontroll sejtvonal génexpresszios
aktivitasa eltért az R1 sejtvonalétdl (részletes magyarazatot 6.4 alfejezet tartalmazza).
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A Sox5 faktor vizsgalatakor jelent6s kiilonbséget detektaltunk a sejtvonalak
kozott. A Sox5 transzkriptuméanak mennyisége harom vizsgalt idépontban is
magasabbnak mutatkozott az mstn mutans sejtvonalban (D10, D13, és D16;
27. abra és 28. abra). A kontroll sejtvonalak kozott is kiilonbséget detektaltunk, a
Sox5 expresszio gyengébb volt az R1 kontrollban, mint az mstn™"/C7 sejtvonalban
(27. abra).

6.4.7 Izom struktirgének

Az izomszdvet struktarfehérjéit kodolo gének aktivitasat is megvizsgaltuk.
Ezen gének koziil két kiilonbozo gént valasztottunk. Az egyik a dezmin, amely mar
koran felhalmozodik a myoblastokban, mig a masik az MyHC csalad két tagja,
amelyek inkabb a késobbi differencialodas (fuzid utani szakasz) jellemzo fehérjéi.

A dezminnél a késdi differencidlodasi periddusban (D22, D25 és D29)
mutattunk ki nagyobb expresszié novekedést a mutans sejtekben, mig a korai
szakaszban (D10-D19) ez elenyészd volt (27. dbra és 28. abra).

A miozin izoformaknal mar Osszetettebb volt a kép. Mig az Gn. lassu tipust
miozin, vagy MyHC 1 expresszidja dramaian megndtt a mutans sejtek
differencidlodasa soran a kontrollhoz képest, addig a gyors tipusu MyHC IIB
alacsonyabb, vagyis csokkent expresszidt mutatott. Az MyHC IIB transzkriptum
esetében kapott csokkenés kisebb volt, mint az MyHC 1 esetén kapott novekedés
mértéke a transzkriptum szintekben. Az MyHC I magas aktivitasa a 19. naptol
permanensen fennmaradt a differencialtatas ideje alatt (27. abra és 28. ébra).
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28. abra. Génexpresszio valtozas dsszehasonlitisa mstn mutans és kontroll ES sejtvonalak
izomszovet iranyu in vitro differencialtatisa soran. Az abran kontrollként az mstn**/C7

sejtvonal, mig mstn™" sejtvonalként az mstn”/Egfp

+/+.

PCR felvétel).

2 sejtvonal szerepel (reprezentativ RT-
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6.4.8 Izomszovet ossejtek: szatellita sejtek és differencialtatasuk

Vézizom eredetli szoveti Ossejteket izolaltunk a miosztatin mutdns
(mstn”"/Egfp™”*) valamint a két kontroll (mstn™/C7 és 129SV) egértorzs
egyedeibdl. Az izolalt szatellita sejteket in vitro differencidltattuk. Ezt kovetden az
ES sejtvonal differencidltatds soran leirt semi-kvantitativ RT-PCR eljarast
alkalmazva a kordbban mar ismertetett és az ES sejtek differencidloddsa soran
analizalt 17 gén expresszidjat vizsgaltuk meg.

Az izomszovet Ossejtek differencidltatasa joval rovidebb 1d6 alatt lezajlik,
mint az ES sejteké: mintegy 10 nap alatt végbemegy. Az expressziés mintdzat
Osszehasonlitasakor a MyoD, Myf5, Cdk2 és Sox5 géneknél expresszio novekedést
detektaltunk a miosztatin mutans, differencidlodé6 myoblastokban (D3), mig a p21
¢s Smad3 szint lecsokkent. A myoblast fuzids fazisban (D7), a miogenin, MRF4,
Cdk2, Igf-1, MyHC 1, és Sox5 szintje mutatott novekedést a mutans allatokbol
izolalt sejtkultardkban. Ezzel parhuzamosan a Smad 3 és Pax7 szint csokkenését
detektaltuk. Az utolsé stadiumban, vagyis a fuzido végéhez kozeledve, amikor
kontraktilis, soksekjtmagvii rostokkal taldlkozunk a tenyészetben, a tenyészetek
kozotti expresszios kiilonbségek lecsokkentek: csak a miogenin, MRF4, a dezmin
¢s MyHC I mutatott megasabb expresszidt az mstn mutas szatellita tenyészetekben
a kontrollhoz képest (29. abra).

6.4.9 Primer egér izomszovet tenyészetek

+/+

A primer izomszovet tenyészeteket 10 hetes allatok (mstn”/Egfp™”",
mstn™"/C ¢és 129SV). hatulsé végtag izmaibol preparaltuk. Az igy létrehozott
myoblast tenyészeteket in vitro differencialtattuk, majd az ES ¢és szatellita
tenyészetek esetén kapott mintazattal dsszehasonlitottuk. A primer tenyészeteknél
tapasztalt expresszidos mintazat szinte teljesen megegyezett a szatellita sejtek
differencidltatdsa soran kapott eredményekkel (29. é&bra). Csupan az aldbbi
kiilonbségek voltak észlelhetéek: a miogenin expresszid nem mutatott olyan
jelentés ndvekedést, mint a szatellita, vagy ES sejt differenciéltatas soran, azonban
igy is nagyobb volt, mint a kontroll. Ugyanezt tapasztaltuk a dezmin é¢s MyHC IIB
expresszioja soran is. A legnagyobb eltérést a Sox5 expresszid hozta, ahol nem
tudtunk génterméket kimutatni sem a kontroll, sem pedig a mutans sejtvonalakban
a differencialodas soran (29. abra).
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Satellita sejt differenciiltatis Primer miohlaszt differenciibiatas
i o D10 D10
Gén Egértirzs D7 Fizionilt D5 Fuizionalt
Do D4 Fizids Jkontrakiilis Do Fuzids koniralailis
Satellita  miohhszi szakasz sejtek miohlaszt  szakasz sejiek
BbT Kontroll
msin -/~
Kontroll
MyoD
¥ mstn -/~
Kontroll
M
¥5 msin -/~
. Kontrell
M nin
yoge msin -/-
MREF4 Kontroll
mstn i I
M yostatin Kontroll
mstn -/~
cdl? Kontroll
mstn -/~
p2l Kontroll
msin -/~
Smad3 Kontroll
msin -/-
Paxi Kontroll
msin -/~
PaxT Kontroll
mstn -/~
Izfl Kontroll
msin -/~
a . Kontroll
esmin
MNF o Kontroll
msin -/~
MNF p Kontroll
mstn -/~
MyHCIg Kontroll
msin -/~
MyHC I Kontroll
msin -/~
So x5 Kontroll
msin -/-

29. abra. Génexpresszié intenzitasa egér szatellita és myoblast sejttenyészetek in vitro
izomszovet differencidltatasa soran. Az abran kontrollként az mstn™*/C egértorzs, mig
mstn”"-al az mstn”/Egfp™’* egértorzs keriilt jelolésre.

6.5 Hisztopatologiai analizis

6.5.1 Morfologiai vizsgalatok

A miosztatin mutaciot hordoz6 egértorzs vizsgalatakor testtomeg ¢&s
izomtdmeg méréseket végeztink. A testtomeg mérésekor harom vizsgalatot
végeztink, minden esetben azonos kort mutans (mstn”/Egfp™") és kontroll
(mstn™*/C) egyedek csoportjait Osszehasonlitva. Vizsgalatokat végeztink a
sziiletéskori alomtomeg, korrigalt sziiletéskori alomtomeg, a valasztaskori
alomtomeg, a valasztaskori atlagos egyedi tomeg ¢és az ivarérettségkori egyedi
tomeget illetden. A sziiletéskori alomtdmeget és korrigalt alomtémeget tekintve,
valamint az alomtomegekbdl szamitott atlagos testtomeget tekintve nem talaltunk
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szignifikans eltérést az msm™ és kontroll populacié kozott. Szignifikans eltérés volt
azonban kimutathato a kontroll és miosztatin mutans egyedek kozott a korrigalt
valasztaskori testtomeg és a 16 hetes életkorban mért testtomeg kozott
(13. tablazat). A 16 hetes testtdbmeg mérésnél ivar szerinti szignifikdns eltérést
tapasztaltunk, miszerint az mstn” himek atlagos 51,57 gramm tomege (+2,18)
magasabb volt a kontroll himek atlagos 43,41 gramm (£3,41) tomegétdl. A
ndstényeknél ehhez hasonldan, a kontroll egyedek atlagos 29,24+4,11 gramm
tomegét szignifikdnsan meghaladta a vizsgalt miosztatin mutans ndstény egyedek
atlagos testtomege (38,18+2,31 gramm). Ha azonban ivar szerint nem teszlink
kiilonbséget, akkor nincs szignifikdns eltérés a kontroll (34,945,8) és mutans
(46,12+5,6) egyedek kozott.

13. tablazat. Testtomeg 6sszehasonlitas miosztatin mutans és kontroll egerek kozott,
kiilonb6z6 életkorokban

Egértirzs mstn”/Egfp™ mstn**/C
Sziiletési tomeg (g)
Atlagos sziiletési alomtomeg 25,77£2,09 20,82+2,03
Atlagos sziiletési tomeg 2,64+0,19 2,38+0,34
Almok szama 12 12
Osszes vizsgalt egyed 118 117
Korrigalt sziiletési tomeg (g)
Korrigalt sziiletési alomtomeg 23,35+1,65 19,20+1,58
Korrigalt sziiletési tomeg 2,92+0,21 2,40+0,20
Almok szama 12 12
Osszes vizsgalt egyed 96 96
Korrigalt valasztasi tomeg (g)
Korrigalt valasztasi alomtomeg 85,51+4,41 68,64+4,59
Korrigalt valasztasi tomeg 10,69+0,55 8,58+0,57
Almok szama 12 12
Osszes vizsgalt egyed 96 96
Egyedi testtomeg 16 hetes korban (g)

Atlagos testtomeg 16 hetes korban (&) 51,57+2,18 43,41+3,41
Atlagos testtomeg 16 hetes korban (Q) 38,1842,31 29,2444,11
Atlagos testtomeg 16 hetes korban (4 + Q) 46,12+5.6 34,9+5,8

Nemcsak a testtomeg tekintetében, hanem az egyes izmok tomegét illetéen
is végeztiink vizsgalatokat. Az irodalmi adatokbdl ugyanis kideriilt, hogy a
miosztatin-szint eltéré az egyes izmokban az egészséges egyedeknél. Ezért
feltételezhetd volt, hogy a hipertrofia mértéke miosztatin hidanyaban nem egyforma
az egyes izmokban. Ezért 16 hetes him allatok kiilonbdzd izmait vizsgaltuk meg.
Az adatokat oszlopdiagrammon abrazoltuk (30. abra). A 31. abra reprezentativ
Osszehasonlito felvételeket kozol a hatulso végtag dorzalis és ventralis nézetén,
miosztatin mutans €s kontroll egyedek kozott.

Az oszlopdiagrammbol kideriil, hogy minden vizsgalt izomnal
tomegnovekedést etektaltunk a kontrollhoz képest. A legjelentdsebb eltérést a
kontroll ¢és mutans egyedek izmai kozott a m. vastus lateralis (mintegy
haromszoros novekedés), illetve a m. gastrocnemius (kétszeres novekedés)
tapasztaltunk. A tobbi vizsgalt izomnal a valtozas mértéke masfél-kétszeres értéket
mutatott.
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0,7 @ Kontroll O mstn-/-/Egfp+/+

0,6 - T
0,5
04 -

0,3

izomtomeg (g)

0,2

0,1 -

0,0 -
m. EDL m. vastus m. biceps m. extensor m. masseter
gastrocnemius lateralis branchii carpi ulinaris

30. 4bra. Kiilonb6z6 izmok egyedi tomegének dsszehasonlitasa mstn™ és kontroll allatok
kozott

A

31. abra. Osszehasonlité izomvizsgalatok mstn**/C és mstn”/Egfp
Az 4bra A és B képének bal oldalan mstn”/Egfp™*, jobb oldalan mstn™*/C térzsbél szarmazé
16 hetes him lathaté.

* egértorzsek kozott.

6.5.2 Rosttipus vizsgalatok

Az ES differencidltatas soran kapott RT-PCR adatokra alapozva, ahol az
MyHC I izotipus mRNS szintjében szignifikans kiilonbséget detektaltunk az mstn
mutans tenyészetekben, meg kivantuk vizsgalni a miozin nehézldnc eloszlast in
vivo, az egerek izmaiban is. Ennek soran kontroll és mutdns allatok négy
kiilonbozé i1zmabol fagyasztott metszeteket készitettiink, majd rosstspecifikus
enzimhisztokémiai reakcid segitségével (NADH-TR festés) azonositottuk az egyes
rosttipusokat az izom keresztmetszetében.
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A vizsgélatba bevont izmokat McPherron 1997-es kozleménye alapjan
valasztottuk ki a normadlis izmok miosztatin tartalmat figyelembe véve. Ennek
alapjan egy magas miosztatin fehérje szintet mutatd izmot (M. pectoralis), két
kozepes (m. biceps femoris és m. gastrocnemius), valamint egy miosztatin fehérjét
nem tartalmazd izmot (m. masseter) valasztottunk ki. A morfometriai analizis
adatait az M4 Melléklet 20. tablazat, valamint a 32. dbra tartalmazza.

Az egyes izmok kozotti eltérés volt megfigyelhetd a rosttipusok szamat
illetden a teljes keresztmetszeti rosstszdmra vonatkoztatva a kontroll és mutans
egyedek kozott. Az I-es tipusu rostok szama a keresztmetszet teljes rosstszamahoz
viszonyitva nem valtozott a m. pectoralis izomban, csokkent a m. biceps
femorisban, mig novekedést mutatott a m. gastrocnemius, és m. masseter izmok
esetében. Az intermedier tipusu rostoknal ugyanez a paraméter nem valtozott a m.
masseter, csokkent a m. gastrocnemius és m. pectoralis, mig novekedett a m.
biceps femoris izomban. A IIB tipusu rostoknal ugyanakkor csdkkenés volt
kimutathatd a m. biceps femoris, mig ndvekedés volt tapasztalhatd a gastrocnemius
¢s pectoralis izmokon a mutans allatokban (32. abra).

A B
W vords rosttipus O atmeneti rosttipus [ ehér rosttipus W virds rosttipus O atmeneti rosttipus [ fehér rosttipus
100% | — T R G O 0% 1M/ M M
80% 80%
60%% | 0%
40% | ] 1 407
0% 20% | Il e N ]
% 4 : : - N g o el e L] ew [ |
kontroll | msin-/- | kontroll| mstn-/- | kontroll | mstn-/- | kontroll | nstn-/- kontroll | mstin-/- | kontroll | msin-/~ | kontroll | msin-- | kontroll | msin-/-
m pectorals | m biceps femors | mo gastrocnemius | mL masseter m. pectoralis m. biceps femoris | m, gastrocnemius m. masseter

32. abra. Izomrost tipusok megoszlasanak osszehasonlitasa kontroll és mstn™ egerek a
kiilonb6z6 izmaiban. (A) rosstipusok megoszlasa a teljes keresztmetszeti rostszam %-aban;
(B) rosstipusok megoszlasa a teljes keresztmetszet teriiletének %-aban

A rostok egyedi atlagos atmérdjét, illetve a kontrollhoz viszonyitott ardnyat
tekintve jelentds kiilonbség volt kimutathatdé a mutansok izmaiban (kivételt csak a
masseter I-es tipusu rostjai képeztek), minden rosttipusra nézve. A ndvekedés
mértéke azonban rosttipusonként eltéré volt, hiszen az egyes rosttipusok atlagos
atmérdje is kiilonbozd. A legtobb esetében a legnagyobb novekedést az atlagos
rostatmérdben az I-es tipust rostoknal mértiik (20. tablazat).
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3 et W | 2 ol R & 1
33. dbra. NADH-TR festés (A) m. gastrocnemius keresztmetszet mstn*’*/C, és (B) mstn”/Egfp™
egyedek izmaban; (C) biceps femoris; mstn™*/C és (D) mstn”/Egfp™” egyedek izméaban.
A felvételen a sotét szinnel festodo (sotétkék) rostok I-es tipusiak, a viligosabb arnyalati
(halvanykék) rostok intermedier, mig a leghalvanyabb (fehér, sziirkés-fehér) rostok IIB
tipusiak. A felvételek 200x-os végso nagyitassal késziiltek (Dr. Réz Gabor felvételei)

A rosttipusok megoszlasa a rosstteriilet tekintetében ismételten jelentds
eltéréseket mutatott. A IIB tipusu rostok teriiletaranya mutatta a legnagyobb értéket
minden izomban. Ezt az intermedier, majd az I-es tipusu rostok kovették. Ahogy
kordbban mar az egyedi rostaitmérénél kimutattuk, itt is az I-es tipusu rostok
terliletének novekedése volt a legjelentésebb a mutdns és kontroll izom
keresztmetszetek dsszehasonlitasakor (31. abra B).

6.5.3 Fénymikroszkopos szovettani analizis

A fénymikroszkopos hisztotechnikai eljarasok soran az mstn mutans allatok
izomzatanak szerkezeti, struktaralis felépitését kivantuk megvizsgalni ¢és
Osszehasonlitani kontroll egyedek izommintaival. A mikroszkdpos analizis soran a
szokasos hisztopathologiai eljarasokat kiegészitettiilk az izomszdvet feltiintetésére
hasznalt specidlis eljarasokkal, amelyek a jobb differencialast tették lehetdvé.

Megvizsgaltuk, hogy van-e barmilyen strukturalis eltérés a kontroll ¢€s
mutans allatok kozott. Erre a kérdésre altalanosan alkalmazott, és specifikus
izomszovet feltiintetési eljarasokat egyarant alkalmaztunk. A hematoxilin-eozin
festéssel az izmok integritasat és szerkezetét, valamint a sejtmagok elhelyezkedését
vizsgaltuk. A hosszmetszetek emellet a harantcsikolatot illetden is eligazitast adtak.
Az azan-festés, mint trikrOm technika az izomszovet feltiintetésére hasznalt
specialis festés, a szovet integritdsat, kotdszoveti eloszldsat jelzi, mig a vas-
hematoxilin kifejezetten a harantcsikolt izom strukturalis épségét mutatja meg. Az
altalanosan alkalmazott eziist impregnacio a kotészovetet tiinteti fel, mig a PAS
festés a szénhidratok feltiintetésére, igy az izomban a glikogén mennyiségére utal.
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A hisztologiai festések elvégzése ¢és értékelése utan az alabbi
kovetkeztetéseket vontuk le:
> A hematoxilin-eozin festést kdvetden egyértelmii rostatmérd novekedés volt
detektalhatd az mstn mutans allatokban. A rosttatmérd ndvekedés latszolag
minden rostra kiterjedt, azonban ennek mértéke csak specifikus rostfestéssel
igazolhato.
> A keresztmetszeti szerkezet (filament struktura) nem mutatott eltérést
hematoxilin-eozin festéssel.
A sejtmagok szdma magasabbnak tlint a keresztmetszeti képek alapjéan,
azonban ez a metszési sikbol adodhat, specifikus vizsgéalat nélkiil nem
igazolhato.
A hiperplazids izomra jellemzd centrdlis magok és behasadt (un. split
fibers) rostok voltak azonosithatoak az mstn”” egerek izmaiban.
A hosszmetszet normalis hardntcsikolatot mutatott. Ezt erdsitette a
vashematoxilin festés eredménye.
A trikrom festések (azan, Van Gieson) normadlis rostszerkezetet igazoltak.
A trikrom festések a kotészovet csokkent jelenlétére utaltak az msm™
allatok izmaban, amely megfigyeléseket az eziist impregnaciodja igazolta.
A PAS festés megnovekedett glikogén mennyiséget mutatott a mutans
izmok keresztmetszetén.
A vizsgalatok eredményeit reprezentalo felvételeket a 34. abra szemlélteti

A\

YV VYV VvV 'V

6.5.4 Elektronmikroszkopos vizsgalat

Az elektronmikroszkopos vizsgéalat soran kereszt ¢és hosszmetszeteken
egyarant megvizsgaltuk az izmok ultrastrukturajat. A hipertrofias allatok izmainak
kontroll allatokkal torténd 0Osszehasonlitasakor a kovetkezd ultrastruktaralis
kiilonbségekre deriilt fény:

> A miofibrillum struktira nem mutatott koéros eltérés a kontrollhoz
viszonyitva egyetlen vizsgalt izomban sem.
> A miosztatin mutans izmokban igen jelentds, foként a szubszarkolemma

teriiletre kiterjed0 mitokondrium szdm ndvekedést tapasztaltunk. A
mitokondriumok helyenként oridsi tomegben fordultak eld, szinte
kiboltozddtak a memran alatt.

> A mitokondriumok nem csak szamban, de méretben is eltérést mutattak, a
miosztatin mutans egyedek izmaiban szdmos O6rids mitokondriumot
talaltunk.

> A mitokondriumok strukturaja nem mutatott koros eltérést a kontrollhoz
viszonyitva.

> A metszetekben gyakrabban figyeltliink meg sejtmagokat ¢és szatellita
sejteket egyarant a mutans egyedek izmaiban. Azonban a megndvekedett
sejtmag €s szatellita sejtszam igazolasara tovabbi kisérlet sziikséges.

> A keresztmetszeti képek analizisekor Un. tubuldris aggregatumok (TA)
voltak megfigyelhetdek a mutansok izmaiban
A vizsgalatok eredményeit reprezentald felvételeket a 35. dbra mutatja.
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34. abra. Fénymikroszkopos hisztologiai analizis miosztatin mutans és kontroll egerek
m. gastrocnemius izman. (A-G) hematoxilin-eozin festések: (A) kontroll és (B) mutans
keresztmetszet 120x, mig (C) és (D) 440x nagyitva; (E) kontroll és (F) mutans izom
hosszmetszet (120x); (G) mutans izom hosszmetszet 440x nagyitva. A kontroll és mutans
izmok dsszehasonlitiasa révén lathaté a megnovekedett rostaitméro és lecsokkent kotoszovet a
mutans allatok izmaban, amelyet az (I) kontroll és (J) mutans félvékony, toluidinkék festett
metszetek is szemléltetnek (440x). (H) Van Gieson trikrém festés mstn™ izomban: a nyilak az
un. ragged rostokat jelolik (440x). (K) Kontroll és (L) mutans izom PAS festés (220x) a
megnovekedett mioglobin tartalmat és rostatmérét szemlélteti. (M) kontroll és (N) mutans
izom hosszmetszet Azan (220x), illetve (O) kontroll és (P) mutans keresztmetszet eziist
impregnacio festése (600x), amely a lecsokkent kotészoveti allomanyt szemlélteti a
mutansokban. (R) mutans izom keresztmetszet Azan festése: ragged rostok és centralizalt
sejtmag (440x), (S) mutans izom vas-hematoxilin festés a normalis harantcsikolatot szemlélteti
(440x)
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35. abra. Elektronmikroszképos 6sszehasonlité vizsgalatok miosztatin mutans és kontroll
egerek izmai kozott: (A) kontroll, (B) mstn” izom hosszmetszet; (C) és (D) nagyobb
nagyitassal mutatja a hosszmetszetet és a normalis filamentum struktirat. (E) kontroll, (F)
mstn” izom keresztmetszeti képe, amely a normalis filamentum szerkezetet szemlélteti. (G)
felszaporodott mitokondriumok és (H) azok szerkezete, amely nem mutat patologias eltérést.
A nagy szamu mitokondrium a (B), (D), és (F) abrakon is megfigyelhet6 a mutans izomokban.
Az (I) és (J) kép a tubularis aggregatumokat mutatja mstn™ allatok izmaiban.

92



Eredmények

6.6 Miosztatin mutans fehér-kék belga szarvasmarha
izomszovet tenyészeteken végzett vizsgalatok

Kisérleti rendszerinkben fehér-kék belga allatokbol szarmazé izom
prekurzor tenyészeteket izolaltunk, nyilt izombiopszia mddszerével, a hatulséd
végtag farizmdbol (M. glutaeus intermedius). Kontrollként holstein-friz egyedek
mintdit hasznaltuk. Az izolalt sejttenyészeteket jellemeztikk, majd in vitro
differencidltattuk. Az in vitro differenciéltatas soran 13 gén expresszids mintazatat
hasonlitottuk dssze, amelyek a miosztatin kaszkaddal kapcsolatban allnak. A gének
kivalasztasa az egéren megvizsgalt gének génexpresszids valtozéasainak
eredményeit értékelve tortént. Célunk az volt, hogy az egéren, mint genetikai
modellallaton nyert informacidokat a szarvasmarha esetében kozvetleniil
hasznositsuk és egyben validaljuk is.

Sikeresen hoztunk Iétre szatellita sejttenyészetet és primer myoblast
sejttenyészetet az izombiopszidk szoveti izolatumadbol. A fehér-kék belga fajta
sejttenyészetekben szignifikdns novekedést tapasztaltunk az MRF faktorok, az
Igf-1, valamint a Cdk2 gének expresszidja esetében, mig jelentds csokkenés volt
detektalhatd a p21 szintben. Az in vitro differencialodd izomrostok esetén az
MyHC izotipus vizsgélat a felnétt egyedekre in vivo jellemzé MyHC IIB mRNS
talsulyt mutatott (37. abra).

36. abra. Szarvasmarha szatellita sejtek in vitro tenyésztése (A) izolalt szatellita sejtek; (B)
0szt6do és differencialédé szatellita sejtek, ahol a differencidlédas révén mar orsé alaki
myoblastok is lathatéak; (C) myoblast sejtek faziskontraszt mikroszképiaval; (D) a
miogenezis sorbarendezédési fazisa; (E) fuzids fazis; (F) tobbsejtmagvu flizionalt izomrost,
hoechst festés utan, fluoreszcens mikroszkdépiaval.
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Eredmények

Génneve Szarvasmarha Satellita sejtek differencidlodasa
s D4 D8
Aktin i
BWB
MyoD Hp
BWB
MyS HF
BWB
Myogenin e
BWB
GDF8 HE
BWB
cdk2 Mk
BWB
p21 HF
BWB
Smad3 el
BWB
1gn HF
BWB
desmin HE
BWB
MyHC 1 HE
BWB
MyHC 1IB Hg
BWB
CD4s ¥
BWB

37. abra. Génexpressziés mintdzat szarvasmarha szatellita sejtek in vitro differencialtatiasa
soran. HF: holstein-friz szarvasmarha mintik; BWB: fehér-kék belga szarvasmarha mintak.
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7. Kovetkeztetések és javaslatok

A miosztatin mutans egerekbdl torténd embriondlis Os-sejtvonal alapitasa
révén igyekeztiink informaciot nyerni a miosztatin izomszovet differencialodasban
betoltott szerepérdl. Hogy a muticido egyszerlibben és gyorsabban nyomon
kovethetd legyen in vitro rendszerben, azaz szdvettenyészetekben is, a mutaciot
hordoz6 Cmpt egértorzset Egﬁ) transzgénikus egyedekkel kereszteztiik, majd 0j
torzseket hoztunk 1étre msin” Egfp™”" és mstn™*/C néven. Ezen egyedek embrioit
hasznaltuk fel kisérleteinkben.

Az Irodalmi attekintés fejezetben szamos embrionalis Ossejt alapitasi
modszer keriilt ismertetésre, azonban mind a mai napig nem létezik hatékony,
konnyen kivitelezhetd, és torzsfiiggetlen ds-sejtvonal alapitasi technika. A tervezett
kisérleteink szdmara az ES sejtvonalakat olyan torzsbél kellett 1étrehoznunk, amely
non-permissziv az ES sejtvonal alapités tekintetében. Az Egfp egértorzzsel tortént
keresztezés révén a [129SV genetikai hanyad, habar elméletileg megkonnyitette az
ES sejtvonal alapitést, azonban a kiprébalasig err6l nem gydzddhettiink meg. Ezért
az ES sejtvonal alapitasi metodika fejlesztésébe fogtunk, azzal a céllal, hogy
kidolgozzunk egy olyan ES sejtvonal alapitasi eljarast, amely lehetdvé teszi non-
permissziv egértorzsek, vagy nem beltenyésztett egértorzsek esetén is az ES
sejtvonalak sikeres létrehozéasat. Ez azért kiillondsen fontos, mert amikor valamely
poligénes tulajdonsag vizsgalatat tervezziik, nincs moéd minden esetben a megfeleld
genetikai hattérre vald atkeresztezésre. Hiszen sokszor még a tulajdonsag
(fenotipus) kialakitdsaban szerepet betdltd géneket sem ismerjiik, sem pontos
géntérképi lokalizaciojukat. gy a keresztezések nem csak idS- és forrasigényes
feladatot jelentenek, hanem szamos alkalommal a 1ényeg is elveszhet a keresztezés
soran. gy feltétleniil sziikséges, hogy torzsfiiggetlen és megbizhaté ES sejtvonal
alapitasi technikdk kertiljenek kidolgozésra.

Laboratoriumunkban kidolgoztunk egy olyan 1) tapfolyadékot, melyben a
hagyomanyos ES tapoldatot Un. kondicionalt, az ES sejtek kultivacidja soran nyert
tapoldattal kiegészitve alkalmaztuk. A modszert eredményesen hasznaltuk
miosztatin-mutdns beltenyésztett egértorzsbol (Cmpt; Varga et al. 1997) szdrmazé
embrionalis ds-sejtvonal alapitidsara €s ivarsejt kimérak létrehozasara. A munka
soran nem csak egy uj Osszetételli tapoldatot, hanem egy moddositott izolalasi
eljarast is kidolgoztunk. Ez az 10j és konnyen ismételhetd eljards a kondicionalt
tapoldat alkalmazasa révén barmilyen egértdrzs esetében sikeresen alkalmazhat6. E
modszer hatékony eszkozt ad poligénes fenotipusok mutans torzsben valo
kovetésére, mivel nem kell a torzset eldtte mas, ES-sejtvonal alapitasra nézve
permissziv torzzsel (pl: 129SV vagy C57BL/6) keresztezni.

A modszer valodi teszteléséhez permissziv és non-permissziv egértorzseket
egyarant felhasznaltunk. Sikeresen hoztunk létre CBA ¢s BalbC, valamint NMRI
ES sejtvonalakat, amelyek a non-permissziv egértdrzsek kozé tartoznak. A
sejtvonalak alapitasat kovetden azok pluripotencidjat részletesen bizonyitottuk,
ezzel igazoltuk alkalmazhatosadgukat a sejtbiologiai és embrioldgiai kisérletek
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szamara. Tobb in vitro eljards kombinalt alkalmazésaval jellemeztiik ezeket a
sejtvonalakat, lehetévé téve tovabbi, mas célu kutatasban torténd felhasznalasukat.

Mivel a CBA sejtvonal szerepe tobb teriileten is jelentds laboratériumunk
szamara igy Egfp transzformans valtozatat is eldallitottuk. Sikeresen hasznaltuk fel
a transzformans sejtvonalat kimérakisérletekben ¢€s in vitro differenciltatasban
egyarant.

Kisérleteink soran a torzsfiiggd ES sejtvonal alapithatosaganak genetikai
okait igyekeztiink feltarni azaltal, hogy Un. permissziv €és non-permissziv
egértorzsekbdl 1) modszeriinkkel sikeresen alapitott sejtvonalak korai
differencialodasat hasonlitottuk 0Ossze. Feltételezéseink szerint a kiilonb6zd
genetikai eredetli sejtvonalak in vitro differencidltatisa sordn, a korai elkotelezodés
alatt haté gének aktivitasanak vizsgalata ravilagithat a torzsek kozotti
kiilonbségekre és igy a torzsfliiggdség okara is. Azért a korai géneket valasztottuk
vizsgalddasunk targyaként, mert irodalmi adatok alapjan Ggy tinik, hogy a
pluripotencia jelenségével 0sszefliggd gének expresszios valtozasa lehet felelds az
egyes sejtvonalak, igy varhatéan az egyes egértorzsek ivari kiméra-képzo
képességéért.

Ezért tobb wjonnan alapitott embrionalis Os-sejtvonalat és az igen jol
jellemzett kontroll R1 ES sejtvonalat in vitro differencialtattunk és kovettiik
szamos, az embri6 korai differencialodasért €s sejtleszarmazas alakulasaért felelds
gén expressziojat. Megvizsgaltuk az Oct-4 korai, pluripotenciaért felelds
transzkripcids faktort €s mindazon géneket, amelyek szignalitvonaldban szerepet
jatszanak. Mas fontos géneket —mint a telomerdz vagy Lif receptor— is
bevontunk a kisérletekbe, melyeknek szerepiik lehet az Ossejt meghjulasaban,
illetve a pluripotencia fennmaradéasaban.

Az Oct-4 expresszios szintjének csokkenését figyeltik meg a
differencialodé EB csomokban, ami irodalmi adatokkal egyezést mutat (Pesce és
Scholer, 2001). Mindazondltal, az Oct-4 abszolut mennyiségét illetden
kiilonbségeket detektaltunk a sejtvonalak kozott. Az F2 és a CBA sejtvonalak
esetében az expresszios szint magasabb volt. Megitélésiink szerint ez lehet felelds
azért, hogy ezekbdl a vonalakbol kisebb hatékonysaggal lehet csak embrionalis Os-
sejtvonalat alapitani és kimérat létrehozni. Az Oct-4 expresszidja ugyanis hdrom
cis-szabalyozo régiotol fiigg. Az elsé a minimal promoéter (MP) régid, a masodik a
proximalis enhancer (PE) régio, mig a harmadik a disztalis enhancer régié (DE;
Minucci et al. 1996), mig a DE régio felel a megfelelé Oct-4 expresszidért az
implantacié szakasza alatt (Yeom et al. 1991). A minimal promdter szdmos atfedo
kotohelyet tartalmaz: igy megtalalhatd egy GC box, amely az Sp 1 transzkripcids
csalad tagjait koti, és harom Hormone Response Element (HRE), amelyek pl.
retinsavat is képesek megkotni (Okazawa et al. 1991; Pikarsky et al. 1994;
Schoorlemmer et al. 1994; Sylvester és Scholer 1994). Jol ismert, hogy az Oct-4
mRNS-szintje befolyasolja az Oct-4 aktivaciés utjat. Ha magas, az ES sejtek
endoderma ¢s mezoderma iranyba differencidlodnak, mig ha az mRNS szint
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alacsony, az a trofektoderma irdnyba torténd differencialédasnak kedvez (Niwa et
al. 2000; Niwa 2001). Csak a ,,normalis” mRNS szint képes megdrizni az ES sejtek
pluripotens allapotat (Niwa et al. 2000; Pan et al. 2002).

A ,normalis” Oct-4 mRNS szint nem kvantitativ vizsgalat eredménye, igy
abszolut értelemben sajnos nem adhaté meg. Az irodalomban ko6zolt eredmények
alapjan tehat csak feltételezhetjiik, hogy a pluripotens, ivari kimérat is képz6é ES
sejtvonalak  pluripotenciajahoz  sziikséges génexpresszids szint tekinthetd
normalisnak. A hipotézis bizonyitdsdhoz azonban tobb ilyes ES sejtvonal egyidejii,
lehetdleg kvantitativ RT-PCR technikaval végzrett 6sszehasonlitd vizsgalata lenne
szlikségres.Ezek alapjan az egyes sejtvonalak kozott detektalhatdo Oct-4 expresszios
szint kiilonbség magyarazatot adhat a sejtvonalak kiilonbdz0 pluripotencidjara €s in
vivo kiméra-képzd képességére.

Az Oct-4 kiillonboz6é modon képes a génexpresszid aktivalasara, amelyet
harom modellel magyarazhatunk. Az elsd szerint az E1A fehérje az Oct-4-hez egy
cink-ujj motivumon keresztiil képes kotddni (Scholer et al. 1991) és egy
transzkripcidés komplexet létrehozni, ami tovabbi faktorokat is képes megkdtni
(Pesce et al. 1998; Pesce és Scholer 2001).

A masodik modell szerint az Oct-4 egy oktamer-k6td motivumon keresztiil
kozvetleniil kapcsolddik a DNS-hez. Erre a legjobb példa az Fgf4 aktivacioja
pluripotens sejtekben. Az Fgf4 mRNS-e az embridban maternalis RNS formajaban
van jelen, ami az els6 osztdoddsok soran csokken, de mennyisége kés6bb, a
blasztociszta staddiumban jelentésen megnd. Expresszidja ilyenkor az ICM-re
korlatozodik (Fraichard et al. 1995, Rappolee et al. 1994). Az Fgf4 3° UTR részén
talalhatd enhancer régi6 tartalmazza az oktamer-k6td motivumot, valamint a Sox2
kotohelyet (Curatola és Basilico, 1990; Yuan et al. 1995). Az Oct-4 és a Sox-2
DNS-hez val6 kotddése az Fgf4 transzaktivaciojahoz vezet. Ugyanezt az aktivacios
modellt talaljuk az Utfl (Nischimoto et al. 1999), valamint a Rex1 (Ben-Shusan et
al. 1998) transzkripcios koaktivatorok esetében is.

A Sox2 expresszios mintdzata megegyezett az embriondlis differencidlodas
soran detektalt, Avilion és csoportja altal 2003-ban leirttal. A sejtvonalak kozott
nem volt észlelhetd jelentds kiilonbség a differencidlédas kezdeti szakaszaban,
koriilbeliil a 4. napig, azonban azt kovetden az R1 sejtvonalban jelentds csokkenést
mutatott. A tobbi vizsgalt sejtvonalban a transzkriptum mennyiségének csdkkenése
csak a 9. és 10. napon volt jol detektalhato.

Az Fgf4 esetében, melynek expressziojat Sox2 - Oct4 komplexek aktivaljak
(Pesce ¢és Scholer 2001), az mRNS-szint lassu csokkenést mutatott, ami egybevag a
korabbi irodalmi adatokkal (Niswander €¢s Martin, 1992; Rappolee et al. 1994). A
sejtvonalak kozott kis kiilonbségek voltak felfedezhetok: a differencidcio késoi
szakaszaban az mRNS hianyzott az R1 és mstn”/Egfp™* 2 EB csomékbol, de az F2,
CBA és mstn”/Egfp™"* 1 vonalakban kimutathat volt. Ez a variancia a sejtvonalak
kozotti torzskiilonbségek jele lehet, amely ramutat a CBA torzsbdl torténd ES
sejtvonal alapitas korlatozottsagara (Niwa et al. 2000; Nichols et al. 1998).

Nem talaltunk kiilonbséget a hat sejtvonal kozott az Utfl és Rex-1
expresszios mintazatdban. Az IL-6 citokin csaladba tartozo LIF receptor
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expressziojat differencialodd ES sejtekben szintén megvizsgaltuk. A LIF
szignalutvonala, mely az ES sejtek pluripotencia fenntartasanak egyik f6 fehérjéje,
a LIF receptor komplexen keresztiil vezet. igy a receptor jelenléte jelzi, hogy az ES
sejt receptiv-e vagy sem, bar a gp190-ként is ismert LIF receptor alegység egyéb
IL-6 citokin receptoroknak is része. Ez azt jelenti, hogy a receptor jelenléte
megjosolhatd, de nem bizonyithatd a LIF receptor aktivitdsa (Metcalf, 2003). A
receptor hidnya azt jelezheti, hogy a LIF fehérje mas IL-6 receptorokon keresztiil
hathat, de arra eddig nincs bizonyiték, hogy a LIF mas receptorokon keresztiil
fejtené ki hatasat (Mountford et al. 1994). Megfigyeléseink azt mutatjak, hogy
minden ES sejtvonalunk LIF- és fibroblaszt-fliggd: embrionalis fibroblaszt-eredetii
taplald sejtréteg nélkill a sejtvonalaink nem voltak fenntarthatoak. Igy a LIF
receptor mRNS sziikséges a normalis proliferacio és pluripotencia fenntartasahoz.
A LIF receptor transzkriptum mennyisége igen hasonld mintazatot mutatott a
sejtvonalakon, szintje alig valtozott a differencidltatds 10 napja alatt: csupan az R1
¢s F2 sejtvonalakon mutatott jelentdsebb csokkenést a 7-10. napokon a kezdeti
szinthez (d0) képest, ami a pluripotencia megsziinésére utalhat.

A telomeraz reverz transzkriptaznak egér ES sejtekben vald expresszidja
vitatott. Mig human ES sejtvonalakban nagyfoku telomeraz aktivitast figyeltek
meg (Thomson et al. 1998), egér esetében a napviladgot latott adatok elég eltérdek:
mig egyesek nem talaltak, masok erds expressziorol szamoltak be. Igy a telomeraz
reverz transzkriptaz aktivitas szerepe és sziikségessége még vizsgalat targya. Mi az
F2 kivételével (ahol nem tudtunk telomerdz reverz transzkriptdz mRNS-t
kimutatni), az 0sszes sejtvonalban kismértékli telomeraz aktivitast észleltiink. Az
aktivitas a differencial6do és proliferald EB csomo sejtekben is megfigyelhetd volt.
Az EB csomodkban a differenciacio és a proliferacio parhuzamos folyamat, igy a
differenciaci6 ellenére a telomerdz mRNS kimutathaté egy darabig az EB
csomokban.

A négy, telomerazt expresszald sejtvonal telomeraz aktivitdsaban nem
talaltunk kiilonbséget. Azonban a telomerdz negativ F2 sejtvonalndl az mRNS
hidnya lehet felelds az F2 sejtvonal nem-kiméraképzd természetéért. Mivel nincs
egyértelmii bizonyiték a telomerdznak az egér ES sejt pluripotencidjaban betoltott
kozvetlen szerepére, tovabbi vizsgalatok sziikségesek e hipotézis bizonyitasara.
Tovabbi kutatast, illetve hosszabb differencidltatdsi periddust igényel tovabba
annak vizsgalata is, hogy a sejtek pluripotencidjanak teljes eltlinésével a
differencidlodéas sordn mikorra sziinik meg a telomeraz expresszio.

Eredményeink szerint a kiilonb6zd ES sejtvonalakban megfigyelt eltérd
expresszids mintazat felelds lehet az egértorzsek kozotti megfigyelt
kiilonbségekért. A kérdés egyértelmii megvalaszolasdhoz azonban egyéb
torzsekbol alapitott sejtvonalakra és embridik Osszehasonlité vizsgalatira van
sziikség. Az irodalomban eleddig kozzétett génexpresszids vizsgalatok eredményei
mindig csak egy bizonyos egértdrzsre vonatkoztak, igy nincs adat az expresszid
torzsfliggdségére vonatkozoan.

Eredményeinkbdl azonban az is kideriil, hogy jelenlegi ismereteink szerint
nincs mdéd a pluripotencia vizsgalatakor a vizsgalati paraméterek szamanak
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csokkentésére. Sot, az in vivo kiméra analizis sem hagyhaté el. Onmagaban
egyetlen vizsgalt faktor sem mutatott egyértelmii és szoros korrelacidt a vizsgalt
sejtvonal majdani kiméra, illetve ivari kiméra-képzd képességével. Ez azt jelenti,
hogy jelenlegi tuddsunk alapjan tobb sejtfelszini marker jelenlétének egyiittes
vizsgalata, enzimaktivitdsi vizsgalatok és génexpresszids vizsgalatok egyarant
szlikségesek az ES sejtvonalak in vitro jellemzéséhez, az in vivo kiméra kisérletek
pedig tovabbra sem hagyhatok el. A pluripotencia meghatdrozasa tovabbi,
széleskorli vizsgalatokat igényel.

Az izomszovet differencialéodds nyomonkovetésére két modszert
alkalmaztunk. Az ES sejtvonalak in vitro differencialtatasat, mely régota ismert és
egyre szélesebb korben alkalmazott technika a szoveti differencialédas sordn zajlo
folyamatok megismerésére (O’Shea 1999; Wobus és Boheler 1999). A masik, az
izomszovetbdl izolalt un. szoveti eredetli Ossejtek vagy mas néven szatellita sejtek
izomszovet irdnyu in vitro differencialtatasa, amely egyre elterjedtebb vizsgalati
eljards az izomdifferencialédas tanulméanyozéasara (Cornelison és Wold 1997;
Zammit et al. 2002; Qu-Petersen et al. 2002). Tudomasunk szerint azonban ez az
elsé olyan tanulmany, amely e két modszert egyiitt alkalmazza, az éltaluk kapott
eredményeket 6sszehasonlitva, az eredményeket 6tvozve jut kovetkeztetésekre. Az
altalunk kialakitott kisérleti rendszer tehat ebben a tekintetben is egyediilallo és
uttord jellegli a kiilonb6zo 6ssejtek szoveti differencialtatasa terén. Az eljarasok
Otvozésével a korai, embriogenezis sordn zajlé folyamatok ez altal a fejlddés
késobbi szakaszaban zajlo regeneracid, mint neogenezis folyamataval is
Osszefiiggésbe hozhatok.

Az tjonnan alapitott sejtvonalak differenciacids kapacitasat is teszteltiik:
nem talaltunk szignifikans kiilsnbséget az mstn”/Egfp™" és mstn™*/C torzsbol
szarmazd sejtvonalak kozott. Mindamellett enyhe eltérés volt tapasztalhatd a
differencialodas idejét tekintve. Az izomdifferencialodés elsd jeleként megjelend
kontrahald6 EB csomdk késébb jelentek meg a mutdns sejtvonalban, mint a
kontrollban. Azonban a kontrakcios 1d0 is tovabb tartott, jobban elhuzodott. Ezek a
kiilonbséget azt mutatjdk, hogy a miosztatin befolyassal lehet az izom
differencialodas iddbeli lefutasara. Az mstn mutans egerekben a miosztatin
befolydsold hatdsa nem érvényesiilhet, igy valoszinlileg a hosszabb ideig zajld
proliferacié miatt csak késve indul meg a differenciacio az in vitro kultirékban is.
Ezek a megfigyelések egybevagnak azokkal a publikdlt adatokkal, amelyek a
miosztatin sejt proliferaciot gatldo hatasarol szamolnak be (Thomas et al. 2000;
Langley et al. 2002).

Ahhoz, hogy a miosztatin hatasat tanulmanyozhassuk, a differencialoédas
soran zajlc') génexpresszi(')t szﬁkséges Vizsgélnunk A gének széles skalajat Vontuk
struktargének szabalyozasaban mind pedig a sejtciklusban szerepet Jatszo az izom
differencialodas soran hat6 géneket megvizsgaltuk. Osszesen 17 génre terjesztettiik
ki vizsgalatainkat. A gének egy részét az irodalomban végzett kutatas alapjan, mig
masokat részletes szekvencia analizissel valasztottuk ki. A szekvenciaanalizis soran
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lehetséges transzkripcios faktor kotohelyeket kerestiink azzal a céllal, hogy olyan
Uj faktorokat vonjunk be a kutatasba, amelyekre eddig még nem Kkeriilt sor.
Masrészt pedig az eddig mar feltart osszefiiggések bizonyitékaul is szolgalhat a
részletes szekvencia analizis.

Két lehetséges regulald faktort, a Smad3-at (az MRF-ek egy upstream
szabalyozé faktorat), valamint az ivarspecifikus Sox5-6t vizsgaltuk abbdl a
szempontbol, hogy gyakorolnak-e valamilyen hatdst a miosztatinra vagy
kimutathat6-e valamilyen ok-okozati 0sszefliggés koztiik és a miosztatin kozott. A
miosztatin mutans egér ivari dimorfizmusat a Cmpt egérben eldszor Varga és
csoportja irta le 1997-ben, amit McMahon és munkatarsai is megerdsitettek mas,
mstn mutans egérmodellen (2003). Feltehet6, hogy egy, az ivarra hatd vagy azt
meghataroz6 faktor a miosztatinra is hatassal lehet, és a hipertrofia fenotipusos

Az embriondlis Ossejtek véazizomma torténd in vitro differencidlodasat
semikvantitativ RT-PCR-rel vizsgaltuk. A differencidlédast izom-Ossejtek
(szatellitasejtek) differencidlodésaval is Osszehasonlitottuk. Mind az embriondlis
Ossejtek, mind a szatellitasejtek esetében kiilonbséget talaltunk az mstn mutans és
kontrol vonalak MRF génexpresszios mintdzataiban. A kontroll sejtek expresszios
megfigyelt ¢és leirt embriondlis expresszidos mintazattal. Az MRF-ek
expressziojanak idébeli megjelenése megegyezett az in vivo embriogenezis soran
detektalt expresszios mintazattal (Palmer és Rudnicki 2002). Az R1 és a mstn™"/C
kontroll vonalak kozotti expresszios kiilonbség nem volt jelentds, de kvantitativ
RT-PCR nélkiil ez nem volt igazolhato.

A Rohwedel és mtsai altal megfigyelt és leirt (1998) expresszids mintazatok
a MyoD expresszio idoézitésében kiilonboztek a mi  eredményeinktdl.
Kisérleteinkben a MyoD expresszidja mind a kontroll, mind a mutans sejtvonalban
korabban, az EB csomok zselatinra helyezésekor (D10) megkezdddott, bar nagyon
gyenge intenzitassal. A mutans sejtvonalakban megfigyelt korai és elnyujtott
MyoD-expresszi6 azt jelzi, hogy a MyoD expresszidjara a miosztatin hatassal van.
Mutéans sejtekben ennek a hatdsnak nincs jele. Ez megegyezik Oldham és mtsai
adataival (2001), akik miosztatin hatasdra a MyoD expresszidjanak csokkenését
figyelték meg kontroll allatokban. A szarvasmarha miosztatin promoter aktivitas
vizsgalatanak alapjan Spiller és csoportja (2002) arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy
a miosztatin a MyoD célgénje, amely szabalyozza expresszidjat. Azonban a mi
megfigyeléseink alapjan ez nem jelenthetd ki egyértelmiien. A szamos MyoD-
megerdsiti ezt a feltételezést, de az mRNS szintjének megvaltozasat nem tudtuk
kisérletesen kimutatni.

A Miogenin ¢és az MRF4 esetében egy expresszid-csokkentd hatas szintén
megfigyelhetd volt: a miosztatin hidnya mindkét transzkriptum szintjének
emelkedését vonta maga utdn a mutdns sejtekben. A miosztatin upstream
szekvencidin leirt nagyszamli miogeninin-ko6tShely azt valdsziniisitheti, hogy a
miogenin a miosztatin szabalyozasara is hatassal lehet.
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Az eddig ismertetet eredmények alapjan ugy gondoljuk, hogy az MRF
faktorok és a miosztatin egymadsra hatdsa, a regulacid kolcsonds. A MyoD,
miogenin €s Smad3 transzkripcios faktor kotéhelyek nagy szama az 5° és 3 nem
transzlal6do régioban valdszinlisiti, hogy e faktorok képesek kotddni, igy aktivalni
a miosztatin génexpressziojat. Ennek bizonyitasara azonban DNS-fehérje
kolesonhatés vizsgalat sziikséges, hiszen a kdtdhelyek megléte csak valoszinisiti a
hatast, azonban nem elégséges bizonyiték a valddi aktivalasra.

A mutans sejtvonalban az MRF faktor gének megndvekedett transzkripcios
aktivitasa azt sugallja, hogy a miosztatin képes csokkenteni e gének aktivitasat a
kontroll sejtvonalakban. Ha az els¢ feltételezés igaz, vagyis az MRF faktor
kotohelyek nem véletleniil vannak jelen a miosztatin gén szabalyozo régidjaban,
hanem altaluk aktivalo hatast fejtenek ki a génre az MRF faktorok, akkor a
kisérleteinkben megfigyelt, ezzel szinte ellentétes hatds csak egy modon
magyarazhat6. Akkor, ha a két mechanizmus egyiitt, egyszerre zajlik, vagyis ha a
miosztatin szint maga is képes regulalni a MyoD termelddést, nem csak a MyoD a
miosztatin aktivitast. fgy egy feedback mechanizmus regulalja aktivitasukat.
Vizsgalataink eredményeibdl nem donthetd el egyértelmiien, hogy a MyoD vagy a
miosztatin tolti-e be a feedback szerepet. Ezt csak MyoD vagy Miogenin knockout
egértorzsekben végzett vizsgalatokkal lehetne egyértelmiien eldonteni. Az altalunk
feltételezett hatdsmechanizmust a 38. abra szemlélteti.

Novekedési faktorok
(pl: Igfl; FGFs PDGFs)
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atlas ifferencialodas
My oD gatlas differencialodas
A

Transzkripeios faktorok
(pl: Pax3, Pax7)
38. abra. A miosztatin feltételezett hataismechanizmusa a sejtosztédas soran
A miosztatin a sejtosztodas p21 fehérjén keresztiil fejti ki a myoblast prolifraciét gatlé
hatasat. A miosztatin szintet azonban a MyoD kézvetleniil a miosztatin génhez kotédve képes
befolyasolni. Ugyanakkor a miosztatin az ActR II recepztoron keresztiil képes a Smad
kaszkadot aktivalni, amely a Smad3 transzkripciés faktoron keresztiil a MyoD termel6désére
is hathat. [gy egy tn. feedback mechanizmus képes a miosztatin szintet szabalyozni, ezzel
regulilni az egészséges izomban torténé myoblast proliferciot. Tovabbi novekedési faktorok,
mint a Pax3 és Pax7 a MyoD szintjének szabalyozasan keresztiil fejthetik ki hatasukat a
miosztatinra, igy az myoblast proliferaciora nézve.
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Két, a sejtciklus szabalyozasidban szerepet jatszé gén expresszidjat is
megvizsgaltuk. Amig a Cdk2 expresszios szintje ndovekedést mutatott, addig a p21
csokkent expressziojat detektaltuk a mutans sejtvonalban. Ez a megfigyelés
Osszhangban all Thomas és mtsai (2000), valamint Joulia és mtsai (2003) kozolt
eredményeivel. A kapott eredmények azt bizonyitjdk, hogy a miosztatinnak
jelentds szabalyoz6 hatdsa van a sejtosztodast illetden: amikor a mutans miosztatin
sejtosztodast gatld hatasa nem képes érvényesiilni, igy a p21 csak csokkent szinten
expresszal (hiszen nem aktivalja a miosztatin), igy nem képes a Cdk2 inhibiciora
sem. A Cdk2 szint igy a normalishoz képest magasabb marad a mutans sejtekben,
amely az Rb fehérje foszforilacidjan keresztiil a proliferaciot serkenti.

Annak ellenére, hogy szdmos Smad3 kotShelyet azonositottunk a Gdf8
pedig a szatellitasejtek mutans és kontroll sejtjei kozott a Smad3 expreszidban.
Mindazonaltal a Smad3 expresszié kissé eltért az R1 és mstm™/C sejtvonalak
kozott. Ennek okat azonban nem tudtuk feltarni. Itt kell megjegyezniink, hogy az
altalunk hasznalt detektalasi rendszer nem alkalmas arra, hogy kiilonbséget tegyen
a nem a miosztatin mutaciobol eredd esetleges eltérésekre, amelyek a mutans és
nem mutans sejtvonalak kozott lehetnek. Ahhoz, hogy az mstn™/C és Rl
sejtvonalak kozotti kiillonbségek okat feltarhassuk, tovabbi kvantitativ RT-PCR
reakciokra lenne sziikség (Real time RT-PCR).

Annak ellenére, hogy mi a Smad3 kolcsonhatasra nem taldltunk
bizonyitékot az expresszids mintazatot illetden, masok eredményei bizonyitani
latszanak a feltételezett kapcsolatot (Langley et al. 2002). Ezek szerint primer
szarvasmarha myoblast kultarakban és C,C,, sejtvonalakban Langley és kollégai a
Smad3 megemelkedett szintjét detektaltak, amely kozvetleniil hat a MyoD szintre:
miosztatin adagolas hatdsara lecsokkent a sejtekben. Ez azt jelenti, hogy az MRF-
ek esetén leirt mechanizmus, amelyet a 38. abra szemléltet, a Smad3 fehérjén
keresztiil valosulhat meg, hiszen ez az a fehérje, amely a miosztatin receptor
ActRIIB alegység citoplazmas doménjéhez kotddik, és aktivalodik.

A paired homeobox fehérjecsalad tagjai, a Pax3 és Pax7 sziikségesek a
szatellita sejtek kialakuldsdhoz (Seale et al. 2000) valamint az izomszdvet
differencialodashoz (Borycki és Emerson, 1997; Kay et al. 1998). Az mstn mutans
sejtekben mindkét faktor expresszios szintje ndvekedést mutatott, amely
alatdmasztani latszik a miosztatin izomszovet differencidlodas sordn betdltott
negativ regulalé szerepét. Az mstn mutans ES sejtekben (és allatokban, amelyekbdl
a szatellita és myoblast kultirakat izolaltuk) a miosztatin nem képes a proliferacio
gatlasara, és igy a myoblast osztodas ledllitdsara. Valoszinlileg ugyanez igaz a
szatellita sejtek osztodaséra is. Igy a legtobb osztodasban szerepet jatszo gén aktiv
marad, amelyet mi a kontroll sejtvonalhoz képest az expresszié novekedéseként is
értelmezhetiink, holott valdjdban a kontroll sejtvonalakban bekovetkezd
csOkkenésrdl van szd! Ugyanigy az IGF-1 esetén is expresszios szintnovekedést
detektaltunk a mutans sejtekben. Ezek a megfigyelések mind a miosztatin sejt-
proliferaciot regulald hatdsat timasztjak ald, amely hatast a myoblastok sejtciklus
szabalyozasan keresztiil fejt ki. Igy a miosztatin nem mas, mint egy izomszovet
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specifikus sejtosztodas szabalyozéd fehérje (Thomas et al. 2000; Oldham et al.
2001; Langley et al. 2002, Joulia et al. 2003). A kérdés mar csak az, hogy a
sejtosztodast szabalyozo hatas miért csak az izomsejtekben nyilvanul meg.

Feltételezések szerint kordbban nem csak az izomszdovetben hato
szabalyoz6 szereprdl volt szd, hanem mas szovetekre is kiterjedt a hatdsa. Az
irodalmi attekintésben részletezett expresszios aktivitas az emldsoktdl kiillonbozd
rendszertani kategoridkban igen eltérd. A gerincesek kozott a halaknal talaljuk a
legvaltozatosabb expresszios mintdzatot és a két izoformat. Ahogy haladunk felfelé
az evoluciods létran, az egyre magasabb rendii szervezetek felé a miosztatin szerepe,
vagyis expresszids mintdzata egyre szlkiil, mintegy specializdlodik. Az emlés6knél
mar csak a zsirszovet, de foként a vazizom marad meg expresszids helyiil.
Feltételezéseink szerint a miosztatin gén szerepe tehat Aaltalanosabb volt
kialakuldsakor, amely feladat ¢és szerep az evolucid sordn szikilt, igy
specializalédott. Mindez azt jelenti, hogy a miosztatin sejtcikluson keresztiil
kifejtett szabalyozd funkcidja egy Osibb, altalanosabb szabalyozé funkcidra
kdszonhetden az evolicid sordn a magasabbrendii osztalyokba egyre inkabb az
izomszovetre korldtozddott. A regulator régidban ugyanis olyan, az izomszovet
specifitasért felelds faktorok (MyoD, Mef2, miogenin, MCK, stb.) kotéhelyei
alakultak ki, amelyek a szdveti specifitast biztositjadk. Masik lehetséges magyarazat
a halak osztalydban tapasztalt igen széles spektrumu expressziora vonatkozoan a
halaknal bekovetkezett genomduplikdcid, amely szamos génbdl tobb kopiat
eredményezett. Ennek kovetkeztében az azonos gének is kiillonbozd szovetekre
kiterjedd sokszor igen eltérd aktivitast is mutathatnak. Ezt latszik alatdmasztani az
agy/izom, illetve ovarialis formak megléte a pataki szajblingban (Roberts és Goetz
2003).

Tovabb vizsgdlva a génexpresszid6 nyomon kovetésére iranyuld
kisérleteinket, elmondhatjuk, hogy a leglatvanyosabb kiilonbséget a Sox5
fehérjénél detektaltuk. A tény, hogy ivar determindcidban szerepet betoltd faktorok
kotéhelyét azonositottuk a miosztatin szekvencian, mar Onmagaban érdekes
eredmény. Ez képes megmagyarazni, hogy miért detektaltak tobben is ivarfiiggd
fenotipus erdsséget a miosztatin mutacioja esetén (Varga et al. 1997; McMahon et
al. 2003; Reisz-Porszasz et al. 2003). A Sox5 expresszio szignifikans novekedést
mutatott a mutans sejtekben a korai differencialédas szakaszaban Ez az expresszio
novekedés magyarazatot adhat az ivari determinizmusra a fenotipus esetében. A
Sox5 gén rovid transzkriptuma a herében expresszal, és az ivari determinacio
meghatdrozasaban tolt be szerepet. Mindemellett létezik egy un. hosszl, vagy
L-Sox5 valtozata, amely a porcfejléddésben jatszik nagyon fontos szerepet a csalad
masik két tagjaval kooperdcidban (Sox 6 és Sox9; Lefebvre 2002). A Sox5
szerepének egyértelmi tisztdzdsahoz azonban egyeldre nem all rendelkezésiinkre
elég informécio, mert a Sox5 gén null-mutans valtozatdt hordozo egerek azeldtt
elpusztulnak az embriogenezis soran, hogy a herefejlodésben ¢és ivari
determindcioban betdltétt pontos szerepét megvizsgalhatnak. Igy a miosztatin
mutans tenyészetekben detektalt Sox5 expresszidszint ndvekedésrdl csupan a Sox5
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here- és spermatida-specifikus expresszioja alapjan feltételezhetd, hogy szerepet
jatszik a fenotipus ivari determindltsagdnak kialakitasdban. Azonban az ivar altal
befolyasolt fenotipus megjelenés okanak feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az izomszovet szoveti eredetli Ossejtjei a szatellita sejtek az izomrost
plazma membranja és a bazalis lamina k6zott helyezkednek el, a rost felszinén. E
sejtek vesznek rész a rost regeneralasaban, példaul egy sériilés esetén. Ezek a sejtek
normalisan ,,csendes” sejtek, azaz minimalis génexpresszidt mutatnak, ezért
kimutatasuk igen nehéz. Csak aktivalt allapotban mutathatok ki jol. Ekkor
osztddasnak indulnak, majd igen gyorsan megjelenik benniik az izomszdvet
differencialodasra jellemzé gének expresszidja. Eppen ezért idealis modelliil
szolgdlnak az izomszovet differencialédas tanulményozasdhoz (Zammit é&s
Beauchamp  2001).  Kisérleti  rendszeriinkben e  szdveti  Ossejtek
differencialodasanak vizsgalataval kivantuk igazolni, hogy az éltalunk hasznalt ES
sejtvonal differencidltatas soran kapott eredmények megfelelnek a normalis szoveti
differencidlodés sordn kapott expresszionak.

Az expresszios mintazat, amelyet a szatellita sejtek differencialodasa soran
detektaltunk konzisztens szdmos kordbban megjelent tanulmanyban kozolt
eredménnyel (Hawke és Garry, 2001). A frissen izolalt szatellita sejteknél egy igen
csekély expresszids aktivitast tudtunk detektdlni, a sejtek jelentds része ,,csendes”
volt. Szamos, kiillonb6z6 eredmény jelent mar meg a szatellita sejtek ,,nyugalmi
allapotanak™ expresszids mintdzatarol, ezek azonban az izolalds modszere szerint
eltéré eredményeket adtak. Ugyan ez a helyzet az aktivacidé soran bekdvetkezo
génexpresszios mintdzatndl is (Cornelison és Wold 1997). Kisérleteinkben az
izolalasi mddszerbdl adoddan egy vegyes sejtpopulaciot izolaltunk, amely izom
prekurzor sejteket, szatellita sejteket valamint hematopoetikusan aktivalt
izomszovet eredetli sejteket is tartalmazott (Yablonka-Reuveni és Nameroff 1987).
A percoll gradiens centrifugalds, valamint a preplating technika (Qu-Petersen et al.
2002) kombinalt alkalmazésa lehet6vé tette mintegy 98%-o0s tisztasagu szatellita
populécié kinyerését. Ez 1d6 alatt azonban a szatellita sejtek aktivalodasa
(vélhetben a kornyezeti valtozasok és az izolacids sokknak kdszonhetden)
megtorténik, hiszen a preplating 12-16 orat vesz igénybe, mialatt a sejtek in vitro
kultirdban vannak. Ez azt jelenti, hogy a nyugalmi allapotra vonatkozd expresszios
mintazat (DO) nem csak a szatellita sejtekre igaz és nem biztos, hogy jol jellemzi a
preplating utani populdcid expresszidjat. Ennek vizsgéalatira FACS-eljaras lenne
sziikséges, a korai elkiilonités és génexpresszid vizsgalatara. A szelekciot kovetden
azonban mar valoban csak a szatellita sejtek expresszidjara nézve kaphatnank
informéciokat.

Az MRF faktorok esetén kapott expresszios mintazat (korai MyoD és Myf5
aktivacio, késé6i MRF4 ¢és miogenin aktivacidoval egyiitt), megegyezik azt
embriogenezis soran leirt szatellita sejtaktivacid génexpresszids mintdzataval
(Cornelison és Wold 1997; Beauchamp et al. 2000).

Mas, a vizsgalatba bevont gének esetén, mint példaul a p21, Cdk2, Pax3,
Pax7, ¢és dezmin, az ES sejtvonalak differencialtatdsakor megfigyelt expresszios
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valtozasokat detektaltunk. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az
izomszovet Ossejtek differencidltatdsa sordn detektalt expresszids mintazat, a
miosztatin altal kivaltott génexpresszido modositd hatést igazolta.

Eredményeinket hipertrofias szarvasmarha szatellita és primer myoblast
tenyészetek in vitro differencialtatdsdval hasonlitottuk 6ssze. Tettiik mindezt azért,
hogy a genetikai modellen, az egéren nyert informaciok értékét lemérhessiik. Habar
az irodalmi adatokbol tobb esetben is kitlint, hogy a modellallatokon gytijtott
informéciok jol adaptalhatok a modellezett ¢élolényre, azonban szdmos esetben
kiilonbségek is adddnak a vizsgélt fajok rendszertani, fizioldgiai eltéréseinek
kdszonhetden.

Az izomszovet differencidlodas esetén nem utalt arra semmilyen kordbbi
adat, hogy a szarvasmarha izomzat kialakuldsanak genetikai programjaban eltérne
az egérétdl, igy joggal varhattuk, hogy az egér vizsgalatok eredményei értékes
kovetkeztetésekkel szolgaljanak szdmunka.

Ennek bizonyitasara kisérletet terveztiink, ahol a szdveti tipust Ossejtek és
primer izomszovet tenyészetek vizsgalatat tliztik ki célul. Vizsgalatainkat a
fehér-kék belga szarvasmarha fajtara terjesztettiik ki. Azért ezt a fajtat valasztottuk,
mert itt bizonyosak lehettiink abban, hogy a hipertréfia valéban a miosztatin
génben bekdvetkezd mutdcio kdvetkezménye, masrész a fajta fajtatiszta tenyészete
megtalalhatd Magyarorszagon. A fajta hazai tenyészto egyesiiletének segitségével,
az Ostffyasszonyfai Pet6fi Mgtsz allomanyabdl vélasztottunk ivarérett bikakat a
vizsgéalatokhoz. Kisérleteinkben tlibiopszia modszerét alkalmazva, allatorvos
végezte a farizombol a mintavételt. A mintadkbdl parhuzamosan nyertiink szatellita
¢s myoblast tenyészeteket. Ehhez a szdvet feltarasanal el6szor egy enyhe enzimes
kezelést alkalmazva az elsé szlirésnél kiilonvalasztottuk az igen kis méretii
szatellita sejteket, majd pedig a szlir6n fennmaradt szdveti tormeléket tovabb
kezelve myoblast preparatumot készitettiink. Igy egy 1épésben, igen hatékonyan
lehetett sejteket nyerni a biopsziakbol.

A szatellita és myoblast tenyészeteket parhuzamosan differencialtattuk €s az
egér kisérletek mintdjara az in vitro differencidltatds soran mRNS mintat
gyujtottiink, majd megvizsgaltuk szdmos gén miikddését. Az eredmények szoros
korrelaciot mutattak a miosztatin mutdns egértorzsbdl alapitott ES sejtvonalak,
szoveti Ossejtek €s primer myoblast kultarak izomszovet differencidlédasa soran
tapasztalt vizsgélati eredményeinkkel. Az adatok Osszehasonlitdsa alapjan
elmondhaté, hogy az altalunk vizsgalt faktorok esetében nincs kiillonbség a két faj
kozott a miosztatin altal regulalt izomszovet differencialodasi kaszkadban. Igy a
miosztatin mutans egértdrzson veégzett vizsgalataink eredményei jol modellezik a
gazdasagi haszonnal bir6 fehér-kék belga szarvasmarhan tapasztalt valtozasokat.

Morfologiai vizsgélatainkkal a compact egértorzsben bekovetkezd
fenotipust kivantuk szdveti szinten is jellemezni. Tomegmérési kisérleteinkben a
fenotipusra oly jellemzé megnovekedett test- és izomtomeget kivantuk
kvantifikdlni. Eredményeink szerint a miosztatin mutacio altal okozott fenotipus
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testtomegre gyakorolt hatdsa el0szor szignifikansan a valasztaskori testtomegben
mérhetd. Ezt kovetden a kiilonbség egyre nd a vizsgalt periddusban (16 hetes kor),
ami ivar szerinti megoszlast mutat. A detektalt kiilonbség megfelel a koraban a
cmpt egértorzsre (Varga et al. 1997), illetve mds miosztatin mutans torzsre
vonatkoz6 publikacidok eredményenek (McMahon et al. 2003.)

Ismert, hogy az emldsok izomrostjai tobb formai ¢és funkcionalis
tulajdonsag tekintetében kiilonb6zok, ami alapjan harom alapvetd csoportba
sorolhatok be (Carpenter és Karpati 2001, 41-50. p.; Dubowitz 1985, 41-81. p.).
Kisérleteinkben a harom alapvetd rosttipus, a Pearce altal ismertetett (1972)
hisztokémiai NADH-tetraz6lium reduktdz (NADH-TR) reakci6 alapjan keriilt
azonositasra (Carpenter és Karpati 2001, 41-50. p.; Dubowitz 1985, 41-81. p.).
Mivel a f6bb izmok esetében kvantitativ eredmény a rosttipus Osszetételét illetéen
sem normal, sem a mutans egérben nem all rendelkezésre, €s mert mind a normalis,
mind a miosztatin izmok szovettani képében a rostok atmérdi jelentds varianciat
mutattak, gy dontottiink, hogy a rostditméronek a miosztatin-hidny okozta
valtozasat morfometria segitségével fogjuk bizonyitani.

Az is a miosztatin-hidny kovetkezményének tekinthetd, hogy, bar eltérd
mértékben, de az izmok keresztmetszetének atmérdje mutins egérben nagyobb.
Ugyszintén, az egyes rosttipusok ardnyanak vizsgalatakor mindegyik vizsgalt
izomban az I-es tipusi rostok mennyiségének jelentés novekedése volt
megfigyelhet6. Ez is aldtdmasztja a differencidlodd ES sejtekben megfigyelt
megemelkedett MyHC I expressziot.

A miosztatinnak az egyes MyHC tipusokra kifejtett eltéré szabalyozasaval
kapcsolatban vannak kozvetett bizonyitékok. Artaza és mtsai (2002) az MyHC II
tipusu izomrostokban miosztatint lokalizaltak. Anti-MyHC antitestek hasznalataval
fehér-kék belga szarvasmarha magzatban nagyobb aranyban azonositottak olyan
masodlagos rostokat, melyek felndttkorban tobb gyorstipusti izomrostot hoznak
majd 1étre.

A MyHC gének és regulalod régiok oriasi mérete és Osszetett szerkezete
miatt azonban (Weiss et al. 1999) egy hosszabb és bonyolultabb szekvencia
analizis sziikséges a miosztatin MyHC tipusok expresszidjara gyakorolt kozvetlen
hatas bizonyitasahoz. Ma ugyanis még nem tisztazott, hogy a Il-es tipust rostokban
megnyilvanulo, rostspecifikus miosztatin expresszid szekvencidlis kapcsolatban
van-e a miozin nehézlanc génekkel, vagy valamely kozvetitd molekula segitségével
torténik a kommunikécio.

A hisztopatologiai analizisek eredményei szamos ponton megegyeznek a
hipertrofia, illetve hiperplazia jelensége soran leirt eltérésekkel. A kordbban mar
hipertrofia soran leirt megnovekedett rostditmérd és hasadt rostok, valamint
centralis sejtmagok jelenléte ebbe a sorba tartozik (részletes eligazitast Carpenter és
Karpati: Pathology of Skeletal Muscle cimii munkaja ad). A fénymikroszkopos
hisztologiai analizis emellett a miosztatin null-mutdns egereken kordbban
McPherron és munkatarsai (1997) leirt csokkent kdtdszovet mennyiséget igazoltak,
a cmpt egértdrzson is. Egyéb, a rostok finomszerkezetét érintd patologias elvaltozas
nem volt detektalhaté. A PAS festés megnovekedett glikogén mennyiségre utal,
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azonban ez rosttipussal Osszefiiggd valtozas is lehet, amelyet a késObbiekben
értékeliink.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok a miofibrillum struktura épségét
igazoltdk. Kordbban az irodalomban még le nem irt, miosztatin muticidval
kapcsolatos jelenségként jelentés mitokondrium felszaporodast detektaltunk. A
mitokondriumok felszaporoddsa a sejtmembran alatti teriileten volt igen jelentds.
Ez a jelenség az 1Un. mitokondriopatidban fordul el6, amikor patologias
mitokondrium felszaporodés figyelheté meg (Bosche et al. 1989). Ez azonban
gyakran mitokondrium szerkezeti elvaltozasokkal jar egyiitt (a mitokondrium
krisztdk degradaltak; Angelini et al. 1993). Esetiinkben nem mutattunk ki
mitokondrium kriszta degradaciot, a mitokondriumok szerkezete normalis volt.
Tovabbi elvaltozasként tubularis aggregatumok kialakulasat (TA) figyeltiik meg a
mutans allatok izmaban. A jelenséget korabban human és egér miopatidkban irtak
le (Roullet et al. 1985), azonban Agbulut és mtsai a beltenyésztett egértorzsek idds
him tagjainal is megfigyelték azt (2000). Kozleményiik szerint tehat kor-, és ivar-
fliggd a jelenség. Esetiinkben ivarérett, 16 hetes korti himeket vélasztottunk és
hasznaltunk fel a szovettani kisérletekhez. A kisérletekben tobb izmot is
megvizsgaltunk. A jelenséggel két allat m. gastrocnemius izmdban talalkoztunk az
ELMI vizsgalatok soran. Ez azt jelentheti, hogy a tubularis aggregatumok
kialakuldsa fiatal &llatokban is megfigyelhetd volt, a miosztatin mutacidval
Osszefliggésben. Habar az ELMI vizsgalatokba bevont egyedek szama alacsony,
mégis ugy tlinik, hogy a jelenség Osszefiiggésben van a miosztatin mutacidval és az
annak hatasara kialakulé tulizmolt fenotipussal. Ezt tAmasztja ala az a tény is, hogy
a TA aggregatumokat az egér kisérletekben egyértelmiien a IIB tipust rostokban
lokalizaltadk (Agbulut et al. 2000). A miosztatin mutdns allatok IIB tipusu
izomrostjainak  megndvekedett szdma magyardzhatja az aggregitumok
el6fordulasat. Azonban mindeddig nem ismert a tubularis aggregdtumok
kialakulasanak oka és patologias korképe sem, hiszen egészséges egyedekben is
eléfordulnak (Yoshitoshi et al. 1991). A miosztatin mutaciéval Osszefiiggd
elofordulasa véleményiink szerint a hipertr6fids ¢€s hiperplazids izomban
bekovetkezd fizioldgiai valtozasoknak tudhato be, tehat kdzvetett hatas eredménye.
Hipotézisiink szerint a megndvekedett aranyu Il B tipust rost magas szarkoplazmas
retikulum mennyiségével, valamint magas Ca*" és ATPase aktivitasival fiigghet
Ossze. Erre utal Chevessier és munkatarsai munkéja, amely a szarkoplazmas
retikularis haldzat fehérjéinek a tubularis aggregdtumokban vald lokalizacigjat és
szerepét tarta fel a kozelmultban (2004).
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8. Osszefoglalas

Uj tudomanyos eredményeim az alabbi pontokban foglalhatok dssze:

Miosztatin mutans egértdrzsbdl ES sejtvonalakat hoztam létre melyek
pluripotencidjat in vitro €s in vivo kisérletekben bizonyitottam.

Kidolgoztam egy 1j, kondiciondlt embrionalis &s-sejtvonal alapitd
tapoldatot és mddositottam az alapitdsi metodikat. Ezzel az eljarassal non-
permissziv egértdrzsek embridibdl ES sejtvonalakat alapitottam, amelyek
pluripotenciajat in vitro €s in vivo igazoltam.

A miosztatin mutans egér ES sejtvonalak izomszdvet irdnyu
differencialtatdsa soran a miosztatin génexpressziot csokkentd hatésat
mutattam ki az MFR faktorok, a Cdk2, Pax3, Pax7, Igfl, dezmin, és Sox5
esetében, mig az expressziot noveld hatast detektaltam a p21 és Smad3
géneknél.

A génexpresszids adatokat egér és szarvasmarha izomszovet Ossejt- és
primer mioblaszt kultirdk parhuzamos differencialtatdsaval is igazoltam.
Részletes hisztopatologiai analizist végeztem miosztatin mutans és kontroll
egyedeket dsszehasonlitva.

Az izomszdvet fénymikroszkopos és elektronmikroszkopos vizsgéalata soran
mitokondriopatiat és korai tubuldris aggregdtum képzddést irtam le.
Analizéltam a hipertr6fias izomban kialakul6 rostatméré novekedést, ahol a
fehér tipusu rostok szdmanak ¢és teriiletének novekedését detektaltam,
melyet in vitro génexpresszids vizsgalataim is alatdmasztottak.
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The new scientific results of the experiments are the following:

Es cell lines have been derived from myostatin mutant mouse strain. Their
pluripotency has been verified in vitro and in vivo.

A new medium has been developed and the method has been modified for
derivation of ES cell lines. This enabled the derivation of ES cell lines from
non-permissive mouse strains. The pluripotency of these cell lines has been
proven in vitro and in vivo.

It was found that in myostatin mutant mouse-derived ES cells
differentiating in muscle, the myostatin decreases the expression of genes of
MFR factors, Cdk2, Pax3, Pax7, Igfl, dezmin, and Sox5 and increases the
expression of p21 and Smad3.

The data of gene expression have been verified by parallel differentiation of
mouse and bovine muscle stem cells and primary myoblast cultures.
Detailed histopathological analysis has been made in the comparison of
myostatin mutant and control animals. Investigations by light microscopy
and TEM revealed mitochondriopathy and forming of early tubular
aggregates. The increased diameters of muscle fibres in hypertrophic
muscles have been analysed and it was found that the number and the cross
section area of the white type fibres increased. This was reinforced by in
vitro gene expression analysis.

110



Mellékletek

9. Mellékletek

MI1. Irodalomjegyzék

Agbulut O., Destombes J., Thiesson D., Butler-Browne G. (2000): Age-related appearance of
tubular aggregates in the skeletal muscle of almost all male inbred mice. Histochem Cell
Biol, 114 (6) 477-481. p.

Ambrosetti D. C., Basilico C., Dailey L. (1997): Synergistic activation of the fibroblast growth
factor 4 enhancer by Sox2 and Oct-3 depends on protein-protein interactions facilitated by a
specific spatial arrangement of factor binding sites. Mol Cell Biol, 17 6321-6329. p.

Andrews P. W. (2002): From teratocarcinomas to embryonic stem cells. Phil Trans Roy Soc B, 357
405-417. p.

Angelini C., Melacini P., Valente M. L., Reichmann H., Carrozzo R., Fanin M., Vergani L., Boffa
G. M., Martinuzzi A., Fasoli G. (1993): Hypertrophic cardiomyopathy with mitochondrial
myopathy. A new phenotype of complex II defect. Jpn Heart J, 34 (1) 63-77. p.

Arnold H. H., Winter B. (1998): Muscle differentiation: more complexity to the network of
myogenic regulators. Curr Opin Genet Dev, 8 539-544. p.

Artaza J. N., Bhasin S., Mallidis C., Taylor W., Ma K., Gonzalez-Cadavid N. F. (2002):
Endogenous expression and localization of myostatin and its relation to myosin heavy chain
distribution in C2C12 skeletal muscle cells. J Cell Physiol, 190 (2) 170-179. p.

Arthur P. F. (1992): Double muscling in cattle: A review. Aust J Agr Res, 46 1493-1515. p.

Asakura A., Rudnicki M. A. (2002): Side population cells from diverse adult tissues are capable of
in vitro hematopoietic differentiation. Exp Hematol, 30 1339-1345. p.

Asakura A., Seale P., Girgis-Gabardo A., Rudnicki M. A. (2002): Miogenic specification of side
population cells in skeletal muscle. J Cell Biol, 159 123-134. p.

Auerbach W., Dunmore J. H., Fairchild-Huntress V., Fang Q., Auerbach A. B., Huszar D., Joyner
A. L. (2000): Establishment and chimera analysis of 129/SvEv- and C57BL/6-derived mouse
embryonic stem cell lines. Biotechniques, 29 (5) 1024-1032. p.

Avilion A. A., Nicolis S. K., Pevny L. H., Perez L., Vivian N., Lovell-Badge R. (2003): Multipotent
cell lineages in early mouse development depend on SOX2 function. Gene Dev, 17 (1) 126-
140. p.

Bain G., Kitchens D., Yao M., Huettner J. E., Gottlieb D. 1. (1995): Embryonic stem cells express
neuronal properties in vitro. Dev Biol, 168 (2) 342-357. p.

Baker R. K., Lyons G. E. (1996): Embryonic stem cells and in vitro muscle development. Curr Top
Dev Biol, 33 263-279. p.

Beauchamp J. R., Heslop L., Yu D. S., Tajbakhsh S., Kelly R. G., Wernig A., Buckingham M. E.,
Partridge T. A., Zammit P. S. (2000): Expression of CD34 and Myf5 defines the majority of
quiescent adult skeletal muscle satellite cells. J Cell Biol, 151 (6) 1221-1234. p.

Bjornson C. R. R., Rietze R. L., Reynolds B. A., Magli M. C., Vescovi A. L. (1999): Turning brain
into blood: hematopoetic fate adopted by adult neural stem cells in vivo. Science, 283 534-
537.p.

Boehm M. L., Kendall T. L., Thompson V. F., Goll D. E. (1998): Changes in the calpains and
calpastatin during postmortem storage of bovine muscle. J Anim Sci, 76 2415-2434. p.

111



Mellékletek

Boettiger D., Enomoto-Iwamoto M., Yoon H. Y., Hofer U., Menko A. S., Chiquet-Ehrismann R.
(1995): Regulation of integrin alpha 5 beta 1 affinity during myogenic differentiation. Dev
Biol, 169 (1) 261-272. p.

Bogdanovich S., Krag T. O., Barton E. R., Morris L. D., Whittemore L. A., Ahima R. S., Khurana
T. S. (2002): Functional improvement of dystrophic muscle by myostatin blockade. Nature,
420 (6914) 418-421. p.

Borycki A. G., Emerson C. P. (1997): Muscle determination: another key player in myogenesis?
Curr Biol, 7 (10) R620-623. p.

Borycki A. G., LiJ., Jin F., Emerson C. P., Epstein J. A. (1999): Pax3 functions in cell survival and
in pax7 regulation. Development, 126 (8) 1665-1674. p.

Bosche J., Hammerstein W., Neuen-Jacob E., Schober R. (1989): Variation in retinal changes and
muscle pathology in mitochondriopathies. Graef Arch Clin Exp, 227 (6) 578-583. p.

Botquin V., Hess H., Fuhrmann G., Anastassiadis C., Gross M. K., Vriend G., Schéler H. R. (1998):
New POU dimer configuration mediates antagonistic control of an osteopontin
preimplantation enhancer by Oct-4 and Sox-2. Gene Dev, 12 2073-2090. p.

Bolcskey K., Sardi J., Bozo S. (1995a): A fehér-kék belga keresztezés magyarorszagi elsé
eredményei. Eléadas. Tiszantuli Mezégazdasagi Tudomanyos Napok, Hédmezovasarhely,
1995

Boleskey K., Sardi J., Bozo S. (1995b): Mindségi vagomarha eldallitas fehér-kék belga fajtaval.
Poszter. AgriUniv. 95, MezOgazdasagi Kiallitas és Vasar, G6dollo, 1995

Boleskey K., Sardi J., Bozo S. (1996): Haszonallat el6allito keresztezes a feher-kék belga fajta
»culard” tipusdval. 1. Kozlemény: Hizlalas. Allattenyésztés és Takarmdnyozas, 45 (2-3) 163-
183. p.

Bradley A., Evans M., Kaufman M. H., Robertson E. (1984): Formation of germ line chimeras from
embryo-derived teratocarcinoma cell lines. Nature, 309 87-89. p.

Brook F. A., Gardner R. L. (1997): The origin and efficient derivation of embryonic stem cells in
the mouse. Proc Natl. Acad Sci USA, 94 5709-5712. p.

Buckingham M. (2001): Skeletal muscle formation in vertebrates. Curr Opin Genet Dev, 11 (4)
440-448. p.

Bunger L., Laidlaw A., Bulfield G., Eisen E. J., Medrano J. F., Bradford G. E., Pirchner F., Renne
U., Schlote W., Hill W. G. (2001): Inbred lines of mice derived from long-term growth
selected lines: unique resources for mapping growth genes. Mamm Genome, 12 (9) 678-
686. p.

Carlson C. J., Booth F. W., Gordon S. E. (1999): Skeletal muscle myostatin mRNA expression is
fiber-type specific and increases during hindlimb unloading. Am J Physiol, 277 (2 Pt 2)
R601-606. p.

Carpenter S., Karpati G. (2001): Pathology of the skeletal muscle. Oxford, UK: Oxford University
Press. 662 p.

Chang J. K., Jeong D. L., Hong Y. H., Park T. S., Moon Y. K., Ohno T., Han J. Y. (1997):
Production of germ line chimeric chickens by transfer of cultured primordial germ cells. Cell
Biol Int, 21 495-499. p.

Charlier C., Coppieters W., Farnir F., Grobet L., Leroy P. L., Michaux C., Mni M., Schwers A.,
Vanmanshoven P., Hanset R., Georges M. (1995): The mh gene causing double-muscling in
cattle maps to bovine Chromosome 2. Mamm Genome, 6 788-792. p.

112



Mellékletek

Chen J., Sanberg P. R., Li Y., Wang L., Lu M., Willing A. E., Sanchez-Ramos J., Chopp M. (2001):
Intravenous administration of human umbilical cord blood reduces behavioral deficits after
stroke in rats. Stroke, 32 (11) 2682-2688. p.

Chevessier F., Marty 1., Paturneau-Jouas M., Hantai D., Verdiere-Sahuque M. (2004): Tubular
aggregates are from whole sarcoplasmic reticulum origin: alterations in calcium binding
protein expression in mouse skeletal muscle during aging. Neuromuscular Disord, 14 (3)
208-216. p.

Cibelli J. B., Stice S. L., Golneke P. G., Kane J. J., Jerry J., Blackwell E. S. C., Ponce de Leon F. A.,
Robl J. M. (1998): Transgenic bovine chimeric offspring produced from somatic cell-derived
stem-like cells. Nat Biotechnol, 16 642-646. p.

Collodi P., Kamei Y., Sharps A., Weber D., Barnes D. (1992): Fish embryo cell cultures for
derivation of stem cells and transgenic chimeras. Mol Mar Biol Biotech, 1 257-265. p.

Conley B. J., Young J. C., Trounson A. O., Mollard R. (2004): Derivation, propagation and
differentiation of human embryonic stem cells. Int J Biochem Cell B, 36 (4) 555-567. p.

Cornelison D. D. W., Wold B. J. (1997): Single-cell analysis of regulatory gene expression in
quiescent and activated mouse skeletal muscle satellite cells. Dev Biol, 191 270-283. p.

Cossu G., Tajbakhsh S., Buckingham M. (1996): How is myogenesis initiated in the embryo?
Trends Genet, 12 (6) 218-223. p.

Culley G. (1807): Observations on Livestock. 4™ ed. London, UK: G. Woodfall.

Curatola A. M., Basilico C. (1990): Expression of the K-fgf proto-onco-gene is controlled by 3’
regulatory elements which are specific for embryonal carcinoma cells. Mol Cell Biol, 10
2475-2484. p.

Dani C., Smith A. G., Dessolin S., Leroy P., Staccini L., Villageois P., Darimont C., Ailhaud G.
(1997): Differentiation of embryonic stem cells into adipocytes in vitro. J Cell Sci, (Pt 11)
1279-1285. p.

Delhaise F., Bralion V., Schuurbiers N., Dessy F. (1996): Establishment of an embryonic stem cell
line from 8-cell stage mouse embryos. Eur J Morphol, 34 237-243. p.

Doetschman T. C., Eistetter H. R., Katz M., Schmidt W., Kemler R. (1985): The in vitro
development of blastocyst-derived embryonic stem cell lines: Formation of visceral yolk sac,
blood islands and myocardium. J Embryol Exp Morph, 87 27-45. p.

Doetschman T. C., Williams P., Maeda N. (1988): Establishment of hamster blastocyst-derived
embryonic stem (ES) cells. Dev Biol, 127 224-227. p.

Dohy J. (1979): Allattenyésztési genetika. Budapest: Mezégazdasagi Kiado. 196 p.
Dohy J. (1989): Az allattenyésztés genetikai alapjai. Budapest: Mez6gazdasagi Kiadd. 242 p.

Donovan P. J., Gearhart J. (2001): The end of the beginning for pluripotent stem cells Nature, 414
92-97. p.

Drab M., Haller H., Bychkov R., Erdmann B., Lindschau C., Haase H., Morano 1., Luft F. C,,
Wobus A. M. (1997): From totipotent embryonic stem cells to spontaneously contracting
smooth muscle cells: a retionic acid and db-cAMP in vitro differentiation model. FASEB J,
11 905-915. p.

Dubowitz V. (1985): Muscle biopsy: a practical approach. London, UK: Balliere Tindall Press.
214 p.

113



Mellékletek

Edmondson D. G., Lyons G. E., Martin J. F., Olson N. E. (1994): Mef2 gene expression marks the
cardiac and skeletal muscle lineages during mouse embryogenesis. Development, 120 1251-
1263. p.

Edmondson D. G., Olson E. N. (1989): A gene with homology to the myc similarity region of
MyoD1 is expressed during myogenesis and is sufficient to activate the muscle
differentiation program. Genes Dev. 3 (5) 628-640. p.

Edwards R. G. (2004): Stem cells today: A. Origin and potential of embryo stem cells. Reprod
Biomed Online, 8 (3) 275-306. p.

Eglitis M. A., Mezey E. (1997): Hematopoetic cells differentiate into both microglia and macroglia
in the brains of adult mice. Proc Natl. Acad Sci USA, 94 4080-4085. p.

Eistetter H. R. (1989): Pluripotent embryonal stem cell lines can be established from disaggregated
mouse morulae. Dev Growth Differ, 31 275-282. p.

Emerson C. P. (1993): Embryonic signals for skeletal myogenesis: arriving at the beginning. Curr
Opin Cell Biol, 5 1057-1064. p.

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

Ferrari G., De Angelis G. C., Coletta M., Paolucci E., Stornaiuolo A., Cossu G., Mavilio F. (1998):
Muscle regeneration by bone marrow-derived myogenic progenitors. Science, 279 1528-
1530. p.

First N. L., Sims M. M., Park S. P., Kent-First M. J. (1994): Systems for production of calves from
cultured bovine embryonic cells. Reprod Fert Develop, 6 553-562. p.

Fraichard A., Chassande O., Bilbaut G., Dehay C., Savatier P., Samarut J. (1995): In vitro
differentiation of embryonic stem cells into glial cells and functional neurons. J Cell Sci, 108
(Pt10) 3181-3188. p.

Fraidenraich D., Lang R., Basilico C. (1998): Distinct regulatory elements govern Fgf-4 gene
expression in the mouse blastocyst, myotomes, and developing limb. Dev Biol, 204 197-209.

p.
Freshney 1. R. (2000): Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique. 4th Edition.
Hoboken, NJ, USA: Wiley-Liss. 600 p.

Gardner R. L., Brook F. A. (1997): Reflections on the biology of embryonic stem (ES) cells. Int J
Dev Biol, 41 235-243. p.

Garry D. J., Meeson A., Elterman J., Zhao Y., Yang P., Bassel-Duby R., Williams R. S. (2000):
Myogenic stem cell function is impaired in mice lacking the forkhead/winged helix protein
MNEF. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97 (10) 5416-5421. p.

Georges M., Grobet L., Poncelet D., Royo L. J., Pirottin D., Brouwers B. (1998): Positional
candidate cloning of the bovine mh locus identifies an allelic series of mutations disrupting
the myostatin function and causing double-muscling in cattle. Proceedings of the 6" World
Congress on Genetics Applied to Livestock Production. Armidale, NSW, Australia, January
11-16, 195-204. p.

Gilbert S.C. (2000): Developmental Biology. 6th Edition. Sunderland, MA, USA: Sinauer
Associates, Inc. 709 p.

Gonzalez-Cadavid N. F., Taylor W. E., Yarasheski K., Sinha-Hikim I., Ma K., Ezzat S., Shen R.,
Lalani R., Asa S., Mamita M., Nair G., Arver S., Bhasin S. (1998): Organization of the
human myostatin gene and expression in healthy men and HIV-infected men with muscle
wasting. Proc Natl. Acad Sci USA, 95 14938-14943. p.

114



Mellékletek

Goodell M. A., Brose K., Paradis G., Conner A. S., Mulligan R. C. (1996): Isolation and functional
properties of murine hematopoietic stem cells that are replicating in vivo. J Exp Med, 183
1797-1806. p.

Graves K. H., Moreadith R. W. (1993): Derivation and characterisation of putative pluripotential
embryonic stem cells from preimplantation rabbit embryos. Mol Reprod Dev, 36 424-433. p.

Grobet L., Martin L. J. R., Poncelet D., Pirottin D., Brouwers B., Riquet J., Schoeberlein A., Dunner
S., Ménissier F., Massabanda J., Fries R., Hanset R., Georges M. (1997): A deletion in the
bovine myostatin gene causes the double-muscled phenotype in cattle. Nat Genet, 17 71-74.
p-

Grobet L., Pirottin D., Farnir F., Poncelet D., Royo L. J., Brouwers B., Christians E., Desmecht D.,
Coignoul F., Kahn R., Georges M. (2003): Modulating skeletal muscle mass by postnatal,
muscle-specific inactivation of the myostatin gene. Genesis, 35 (4) 227-238. p.

Grobet L., Poncelet D., Royo L. J., Brouwers B., Pirottin D., Michaux C., Menissier F., Zanotti M.,
Dunner S., Georges M. (1998): Molecular definition of an allelic series of mutations
disrupting the myostatin function and causing double-muscling in cattle. Mamm Genome, 9
(3) 210-213. p.

Guenin L. M. (2001): Essays on science and society. Morals and primordials. Science, 292 (5522)
1659-1660. p.

Gussoni E., Soneoka Y., Strickland C. D., Buzney E. A., Khan M. K., Flint A. F., Kunkel L. M.,
Mulligan R. C. (1999): Dystrophin expression in the mdx mouse restored by stem cell
transplantation. Nature, 401 390-394. p.

Hahnel A. C., Eddy E. M. (1986): Cell surface markers of mouse primordial germ cells defined by
two monoclonal antibodies. Gamete Res, 15 25-34. p.

Hahnel A. C., Eddy E. M. (1987): The distribution of two cell surface determinants of mouse
embryonal carcinoma and early embryonic cells. J Reprod Immunol, 10 89-110. p.

Hamrick M. W., McPherron A. C., Lovejoy C. O., Hudson J. (2000): Femoral morphology and
cross-sectional geometry of adult myostatin-deficient mice. Bone, 27 (3) 343-349. p.

Hannon K., Smith C. K., Bales K. R., Santerre R. F. (1992): Temporal and quantitative analysis of
myogenic regulatory and growth factor gene expression in the developing mouse embryo.
Dev Biol., 151 (1) 137-144. p.

Hanset R. (1997): At the heart of the Belgian White-Blue genetics. Proceedings of the 5th
International Association of Belgian White-Blue Cattle Breeders Annual Meeting,
Montebello, Quebec, Canada, October, 1997. 125-134 p.

Hawke T. J., Garry D. J. (2001): Myogenic satellite cells: physiology to molecular biology. J Appl
Physiol, 91 534-551. p.

Hayflick L. (1965): The limited in vitro lifetime of human diploid cell strains. Exp Cell Res, 37 614-
636. p.

Hirsch E., Lohikangas L., Gullberg D., Johansson S., Fassler R. (1998): Mouse myoblasts can fuse
and form a normal sarcomere in the absence of betal integrin expression. J Cell Sci, 111 (Pt
16) 2397-2409. p.

Hole N. (1999): Embryonic stem cell-derived haematopoiesis. Cells Tissues Organs, 165 181-
189. p.

Hollenberg S. M., Cheng P. F., Weintraub H. (1993): Use of a conditional MyoD transcription
factor in studies of MyoD trans-activation and muscle determination. Proc Natl. Acad Sci
USA, 90 (17) 8028-8032. p.

115



Mellékletek

Hong Y., Winkler C., Schartl M. (1996): Pluripotency and differentiation of embryonic stem cell
lines from the medakafish (Oryzias latipes). Mech Develop, 60 33-44. p.

Hong Y., Winkler C., Schartl M. (1998): Production of medakafish chimeras from a stable
embryonic stem cell line. Proc Natl. Acad Sci USA, 95 3679-3684. p.

Hosler B. A., Rogers M. B., Kozak C. A., Gudas L. J. (2003): An octamer motif contributes to the
expression of the retinoic acid-regulated zinc finger gene Rex-1 (Zfp-42) in F9
teratocarcinoma cells. Mol Cell Biol, 13 (5) 2919-2928. p.

Howell J. C., Yoder M. C., Srour E. F. (2002): Hematopoietic potential of murine skeletal muscle-
derived CD45(-)Sca-1(+)c-kit(-) cells. Exp Hematol, 30 915-924. p.

Tannaccone P. M., Taborn G. U., Garton R. L., Caplice M. D., Brenin R. D. (1994): Pluripotent
embryonic stem cells from the rat are capable of producing chimeras. Dev Biol, 163 288-292.

p-

Jackson K. A., Mi T., Goodell M. A. (1999): Hematopoietic potential of stem cells isolated from
murine skeletal muscle. Proc Natl. Acad Sci USA, 96 14482-14486. p.

Jeanplong F., Sharma M., Paterson K. A., Morris C. A., Kambadur R. (2000): Polymorphism in
dinucleotide repeat (BTAFJ1) upstream to the bovine myostatin locus. Anim Genet, 31 (5)
340-341. p.

Jiang Y., Vaessen B., Lenvik T., Blackstad M., Reyes M., Verfaillie C. M. (2002): Multipotent
progenitor cells can be isolated from postnatal murine bone marrow, muscle, and brain. Exp
Hematol, 30 896-904. p.

Joulia D., Bernardi H., Garandel V., Rabenoelina F., Vernus B., Cabello G. (2003): Mechanisms
involved in the inhibition of myoblast proliferation and differentiation by myostatin. Exp
Cell Res, 286 (2) 263-275. p.

Kaiser (1888): Uber die sogenannten doppellendigen Rinder. Landw Jbr, 17 387-403. p.

Kambadur R., Sharma M., Smith T. P. L., Bass J. J. (1997): Mutations in myostatin (GDF8) in
double-muscled Belgian Blue and Piedmontese Cattle. Genome Res, 7 (9) 910-916. p.

Kay P. H., Harmon D., Fletcher S., Robertson T., Ziman M., Papadimitriou J. M. (1998): Pax7
includes two polymorphic homeoboxes which contain rearrangements associated with
differences in the ability to regenerate damaged skeletal muscle in adult mice. /nt J Biochem
Cell B, 30 (2) 261-269. p.

Kierszenbaum A. L. (2002): Histology and cell biology: an introduction to pathology. St. Louis, MI,
USA: Mosby, Inc. 619 p.

Kim H. S., Liang L., Dean R. G., Hausman D. B., Hartzell D. L., Baile C. A. (2001): Inhibition of
preadipocyte differentiation by myostatin treatment in 3t3-11 cultures. Biochem Biophys Res
Commy, 281 4 902-906. p.

Kingsley D. M. (1994): The TGF-B superfamily: new members, new receptors, and new genetic
tests of function in different organism. Gene Dev, 8 133-146. p.

Kirchhof N., Carnwath J. W., Lemme E., Anastassiadis K., Schéler H. R., Niemann H. (2000):
Expression pattern of Oct-4 in preimplantation embryos of different species. Biol Reprod, 63
1698-1705. p.

Kirk S., Oldham J., Kambadur R., Sharma M., Dobbie P., Bass J. (2000): Myostatin regulation
during skeletal muscle regeneration. J Cell Physiol, 184 (3) 356-363. p.

Kiszely Gy., Barka T. (1958): Gyakorlati mikrotechnika és hisztokémia. Budapest: Medicina. 192 p.

116



Mellékletek

Klug M. G., Soonpaa M. H., Koh G. Y., Field L. J. (1996): Genetically selected cardiomyocytes
from differentiating embryonic stem cells from stable intracardiac grafts. J Clin Invest, 98 (1)
216-224.p.

Kocamis H., Killefer J. (2002): Myostatin expression and possible functions in animal muscle
growth. Domest Anim Endocrin, 23 (4) 447-454. p.

Kocamis H., McFarland D. C., Killefer J. (2001): Temporal expression of growth factor genes
during myogenesis of satellite cells derived from the biceps femoris and pectoralis major
muscles of the chicken. J Cell Physiol, 186 (1) 146-152. p.

Kopen G. C., Prockop D. J., Phinney D. G. (1999): Marrow stromal cells migrate throughout
forebrain and cerebellum, and they differentiate into astrocytes after injection into neonatal
mouse brains. Proc Natl. Acad Sci USA, 96 10711-10716. p.

Kress C., Vandormael-Pournin S., Baldacci P., Cohen-Tannoudji M., Babinet C. (1998):
Nonpermissiveness for mouse embryonic stem (ES) cell derivation circumvented by a single
backcross to 129/Sv strain: establishment of ES cell lines bearing the Omd conditional lethal
mutation. Mamm Genome, 9 (12) 998-1001. p.

Krutsay M. (1999): Patologiai technika. Budapest: Medicina. 518 p.

LaBarge M. A., Blau H. M. (2002): Biological progression from adult bone marrow to
mononucleate muscle stem cell to multinucleate muscle fiber in response to injury. Cell, 111
589-601. p.

Langley B., Thomas M., Bishop A., Sharma M., Gilmour S., Kambadur R. (2002): Myostatin
inhibits myoblast differentiation by down-regulating MyoD expression. J Biol Chem, 277
(51) 49831-49840. p.

Lee S. H., Lumelsky N., Studer L., Auerbach J. M., McKay R. D. (2000): Efficient generation of
midbrain and hindbrain neurons from mouse embryonic stem cells. Nat Biotechnol, 18 675-
679. p.

Lee S. J., McPherron A. C. (1999): Myostatin and the control of skeletal muscle mass. Curr Opin
Genet Dev, 9 (5) 604-607. p.

Lee S. J., McPherron A. C. (2001): Regulation of myostatin activity and muscle growth. Proc Natl.
Acad Sci USA, 98 (16) 9306-9311. p.

Lefebvre V. (2002): Toward understanding the functions of the two highly related Sox5 and Sox6
genes. J Bone Miner Metab, 20 (3) 121-130. p.

Liu J. P., Baker J., Perkins A. S., Robertson E. J., Efstratiadis A. (1993): Mice carrying null
mutations of the genes encoding insulin-like growth factor I (Igf-1) and type 1 IGF receptor
(Igflr). Cell, 75 (1) 59-72. p.

Lu S. H., Cannon T. W., Chermanski C., Pruchnic R., Somogyi G., Sacks M., de Groat W. C.,
Huard J., Chancell M. B. (2003): Muscle-derived stem cells seeded into acellular scaffolds
develop calcium-dependent contractile activity that is modulated by nicotinic receptors.
Urology, 61 1285-1291. p.

Marcell T. J., Harman S. M., Urban R. J., Metz D. D., Rodgers B. D., Blackman M. R. (2001):
Comparison of GH, IGF-I and testosterone with mRNA of receptors and myostatin in
skeletal muscle in older men. Am J Physiol Endoc-M, 281 E1159-E1164. p.

Martin G. R. (1981): Isolation of a pluripotent cell line from early mouse embryos cultured in
medium conditioned by teratocarcinoma stem cells. Proc Natl. Acad Sci USA, 78 7634-7638.

p-

117



Mellékletek

Martin G. R., Evans M. J. (1975): Differentiation of clonal lines of teratocarcinoma cells: Formation
of embryoid bodies in vitro. Proc Natl. Acad Sci USA, 72 1441-1445. p.

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

McDonald J. W., Liu X. Z., Qu Y., Liu S., Mickey S. K., Turetsky D., Gottlieb D. I., Choit D. W.
(1999): Transplanted embryonic stem cells survive, differentiate and promote recovery in
injured rat spinal cord. Nat Med, 5 (12) 1410-1412. p.

McKay R. (2000): Stem cells — hype and hope. Nature, 406 (6794) 361-364. p.

McKinney-Freeman S. L., Kathyjo J. A., Fernando D. C., Ferrari G., Fulvio M., Goodell M. A.
(2002): Muscle-derived hematopoietic stem cells are hematopoietic in origin. Proc Natl.
Acad Sci USA, 99 1341-1346. p.

McMahon C. D., Popovic L., Jeanplong F., Oldham J. M., Kirk S. P., Osepchook C. C., Wong K.
W., Sharma M., Kambadur R., Bass J. J. (2003): Sexual dimorphism is associated with
decreased expression of processed myostatin in males. Am J Physiol Endoc-M, 284 (2) E377-
381.p.

McPherron A. C., Lawler A. M., Lee S. J. (1997): Regulation of skeletal muscle mass in mice by a
new TGF- superfamily member. Nature, 387 83-90. p.

McPherron A. C., Lee S. J. (1996): The transforming growth factor  superfamily. 357-393. p. In:
LeRoith D., Bondy C. (Eds.): Growth Factors and Cytokines in Health and Disease.
Greenwich, UK: JAI Press. 416 p.

McPherron A. C., Lee S. J. (1997): Double muscling in cattle due to mutations in the myostatin
gene. Proc Natl. Acad Sci USA, 94 (23) 12457-12461. p.

McWhir J., Schnieke A. E., Ansell R., Wallace H., Colman A., Scott A. R., Kind A. J. (1996):
Selective ablation of differentiated cells permits isolation of embryonic stem cell lines from
murine embryos with a non-permissive genetic background. Nat Genet, 14 (2) 223-226. p.

Mendler L., Zador E., VerHeyen M., Dux L., Wuytack F. (2000): Myostatin levels in regenerating
rat muscles and in myogenic cell cultures. J Muscle Res Cell M, 21 (6) 551-563. p.

Ménissier F. [1982]: Present state of knowledge about the genetic determination of muscular
hypertrophy or the double muscled trait in cattle. 387-428. p. In: King J. W. B., Ménissier F.
(Eds.): Muscle Hypertrophy of Genetic Origin and its Use to Improve Beef Production. [The
Hague, The Netherlands: Martinus Nijhoff Publishers]. (Current Topics in Veterinary
Medicine and Animal Science, Vol. 16.). 658 p.

Metcalf D. (2003): The unsolved enigmas of leukemia inhibitory factor. Stem Cells, 21 (1) 5-14. p.

Minucci S., Botquin V., Yeom Y. L., Dey A., Sylvester 1., Zand D. J., Ohbo K., Ozato K., Schoéler
H. R. (1996): Retinoic acid-mediated down-regulation of Oct3/4 coincides with the loss of
promoter occupancy in vivo. EMBO J, 15 888-899. p.

Moens A., Flechon B., Degrouard J., Vignon X., Ding J., Flechon J. E., Beteridge K. J., Renard J. P.
(1997): Ultrastructural and immunocytochemical analysis of diploid germ cells isolated from
fetal rabbit gonads. Zygote, 5 47-60. p.

Molkentin J. D., Olson E. N. (1996a): Combinatorial control of muscle development by basic helix-
loop-helix and MADS-box transcription factors. Proc Natl. Acad Sci USA, 93 9366-9373. p.

Molkentin J. D., Olson E. N. (1996b): Defining the regulatory networks for muscle development.
Curr Opin Genet Dev, 6 445-453. p.

118



Mellékletek

Mountford P. S., Brandon M. R., Adams T. E. (1994): Expression and characterization of
biologically active ovine FSH from mammalian cell lines. J Mol Endocrinol, 12 (1) 71-83. p.

Mountford P. S., Nichols J., Zevnik B., O'Brien C., Smith A. (1998): Maintenance of pluripotential
embryonic stem cells by stem cell selection. Reprod Fert Develop, 10 (7-8) 527-533. p.

Mummery C. L., Feyen A., Freund E., Shen S. (1990): Characteristics of embryonic stem cell
differentiation: a comparison with two embryonal carcinoma cell lines. Cell Diff Dev, 30
195-206. p.

Myer A., Olson E. N., Klein W. H. (2001): MyoD cannot compensate for the absence of myogenin
during skeletal muscle differentiation in murine embryonic stem cells. Dev Biol, 229 (2) 340-
350. p.

Nagy A., Gertsenstein M., Vinterstein K., Behringer R. (2003): Manipulating the mouse embryo. A
laboratory manual. 3™ Edition. Cold Spring Harbour, NY, USA: Cold Spring Harbor
Laboratory Press. 800 p.

Nagy A., Gocza E., Diaz E. M., Prideaux V. R., Ivanyi E., Markkula M., Rossant J. (1990):
Embryonic stem cells alone are able to support fetal development in the mouse.
Development, 110 815-821. p.

Nagy A., Rossant J., Nagy R., Abramow-Newerly W., Rode J. C. (1993): Derivation of completely
culture-derived mice from early-passage embryonic stem cells. Proc Natl. Acad Sci USA, 90
8424-8428. p.

Nichols J., Zevnik B., Anastassiadis K., Niwa H., Klewe-Nebenius D., Chambers 1., Scholer H.,
Smith A. (1998): Formation of pluripotent stem cells in the mammalian embryo depends on
the POU transcription factor Oct4. Cell, 95 379-391. p.

Nishimoto M., Fukushima A., Okuda A., Muramatsu M. (1999): The gene for the embryonic stem
cell coactivator UTF1 carries a regulatory element which selectively interacts with a
complex composed of Oct-3/4 and Sox-2. Mol Cell Biol, 19 5453-5465. p.

Niswander L., Martin G. L. (1992): Fgf-4 expression during gastrulation, myogenesis, limb and
tooth development in the mouse. Development, 114 755-768. p.

Niwa H. (2001): Molecular mechanism to maintain stem cell renewal of ES cells. Cell Struct Funct,
26 (3) 137-148. p.

Niwa H., Miyazaki J., Smith A. G. (2000): Quantitative expression of Oct-3/4 defines
differentiation, dedifferentiation or self-renewal of ES cells. Nat Genet, 24 372-376. p.

Notarianni E., Gall C., Laurie S., Moor R. M., Evans M. J. (1991): Derivation of pluripotent
embryonic cell lines from the pig and sheep. J Reprod Fert Suppl, 43 255-260. p.

Okabe S., Forsberg-Nilsson K., Spiro A. C., Segal M., McKay R. D. (1996): Development of
neuronal precursor cells and functional postmitotic neurons from embryonic stem cells in
vitro. Mech Develop, 59 89-102. p.

Okamoto K., Okazawa H., Okuda A., Sakai M., Muramatsu M., Hamada H. (1990): A novel
octamer binding transcription factor is differentially expressed in mouse embryonic cells.
Cell, 60 461-472. p.

Okazawa H., Okamoto K., Ishino F., Ishino-Kaneko T., Takeda S., Toyoda Y., Muramatsu M.,
Hamada H. (1991): The oct3 gene, a gene for an embryonic transcription factor, is controlled
by a retinoic acid repressible enhancer. EMBO J, 10 2997-3005. p.

Oldham J. M., Martyn J. A., Sharma M., Jeanplong F., Kambadur R., Bass J. J. (2001): Molecular
expression of myostatin and MyoD is greater in double-muscled than normal-muscled cattle
fetuses. Am J Physiol-Reg I, 280 (5) R1488-1493. p.

119



Mellékletek

Olson E. N., Klein W. H. (1998): Muscle minus MyoD. Dev Biol, 202 153-156. p.

Olson E. N. Perry. M., Schulz R. A. (1995): Regulation of muscle differentiation by MEF2 family
of MADS box transcription factors. Dev Biol, 172 2-14. p.

O’Shea, K. S. (1999): Embryonic stem cell models of development. Anat Rec Part A, 257 32-41. p.

Ovitt C. E., Schéler H. R. (1998): The molecular biology of Oct-4 in the early mouse embryo. Mol
Hum Reprod, 4 1021-1031. p.

Pain B., Clark M. E., Shen M., Nakazawa H., Sakura M., Samarut J., Etches R. J. (1996): Long-
term in vitro culture and characterisation of avian embryonic stem cells with multiple
morphogenetic potentialities. Development, 122 2339-2348. p.

Palmer C. M., Rudnicki M. A. [2002]: The myogenic regulatory factors. 1-32. p. In: Sassoon D. A.
(Ed.): Stem Cells and Cell signalling in skeletal muscles. [Amsterdam, The Netherlands:
Elsevier]. (Advances in Developmental Biology and Biochemistry /Series ed.: Wassarman P.
M./ Vol. 11) 152 p.

Palmieri S. L., Peter W., Hess H., Scholer H. R. (1994): Oct-4 transcription factor is differentially
expressed in the mouse embryo during establishment of the first two extraembryonic cell
lineages involved in implantation. Dev Biol, 166 259-267. p.

Pan G. J., Chang Z. Y., Scholer H. R., Pei D. (2002): Stem cell pluripotency and transcription factor
Oct4. Cell Res, 12 (5-6) 321-329. p.

Pearce A. G. E. (1972): Histochemistry: Theoretical and Applied. Boston, USA: Little, Brown Co.,
324 p.

Pease S., Braghetta P., Gearing D., Grail D., Williams R. L. (1990): Isolation of embryonic stem
(ES) cells in media supplemented with recombinant leukemia inhibitory factor (LIF). Dev
Biol, 141 (2) 344-352. p.

Pedersen R. A. (1994): Studies of in vitro differentiation with embryonic stem cells. Reprod Fert
Develop, 6 543-552. p.

Pesce M., Gross M. K., Schoéler H. R. (1998): In line with our ancestors: Oct-4 and the mammalian
germ. Bioessays, 9 722-732. p.

Pesce M., Scholer H. R. (2000): Oct-4: control of totipotency and germline determination. Mol
Reprod Dev, 55 452-457. p.

Pesce M., Scholer H. R. (2001): Oct-4: Gatekeeper in the beginnings of mammalian development.
Stem Cells, 19 271-278. p.

Pette D., Staron R. S. (2000): Myosin isoforms, muscle fiber types, and transitions. Review.
Microsc Res Technig, 50 (6) 500-509. p.

Piedrahita J. A., Moore K., Oetama B., Lee C. K., Scales N., Ramsoondar J., Bazer F. W., Ott T.
(1998): Generation of transgenic porcine chimeras using primordial germ cell-derived
colonies. Biol Reprod, 58 1321-1329. p.

Pikarsky E., Sharir H., Ben-Shushan E., Bergman Y. (1994): Retinoic acid represses Oct-3/4 gene
expression through several retinoic acid-responsive elements located in the promoter-
enhancer region. Mol Cell Biol, 14 1026-1038. p.

Pittenger M. F., Mackay A. M., Beck S. C., Jaiswal R. K., Douglas R., Mosca J. D., Moorman M.
A., Simonetti D. W., Craig S., Marshak D. R. (1999): Multilineage potential of adult human
mesenchymal stem cells. Science, 284 143-147. p.

Pollock R., Treisman R. (1991): Human SRF-related proteins: DNA-binding properties and
potential regulatory targets. Gene Dev, 5 2327-2341. p.

120



Mellékletek

Prelle K., Vassiliev I. M., Vassilieva S. G., Wolf E., Wobus A. M. (1999): Establishment of
pluripotent cell lines from vertebrate species-present status and future prospects. Cells
Tissues Organs, 165 220-236. p.

Quinn L. S., Steinmetz B., Maas A., Ong L., Kaleko M. (1994): Type-1 insulin-like growth factor
receptor overexpression produces dual effects on myoblast proliferation and differentiation. J
Cell Physiol, 159 (3) 387-398. p.

Qu-Petersen Z., Deasy B., Jankowski R., Ikezawa M., Cummins J., Pruchnic R., Mytinger J., Cao
B., Gates C., Wernig A., Huard J. (2002): Identification of a novel population of muscle stem
cells in mice: potential for muscle regeneration. J Cell Biol, 157 (5) 851-864. p.

Rappolee D. A., Basilico C., Patel Y., Werb Z. (1994): Expression and function of FGF-4 in peri-
implantation development in mouse embryos. Development, 120 (8) 2259-2269. p.

Rathjen J., Rathjen P. D. (2003): Lineage specific differentiation of mouse ES cells: formation and
differentiation of early primitive ectoderm-like (EPL) cells. Method Enzymol, 365 3-25. p.

Rawls A., Morris J. H., Rudnicki M., Braun T., Arnold H. H., Klein W. H., Olson E. N. (1995):
Myogenin's functions do not overlap with those of MyoD or Myf5 during mouse
embryogenesis. Dev Biol, 172 (1) 37-50. p.

Reisz-Porszasz S., Bhasin S., Artaza J. N., Shen R., Sinha-Hikim 1., Hogue A., Fielder T. J,,
Gonzalez-Cadavid N. F. (2003): Lower Skeletal Muscle Mass in Male Transgenic Mice with
Muscle-Specific Overexpression of Myostatin. Am J Physiol-Endoc M, 285 (4) E876-888. p.

Roberts S. B., Goetz F. W. (2001): Differential skeletal muscle expression of myostatin across
teleost species, and the isolation of multiple myostatin isoforms. FEBS Lett, 491 (3) 521-
530. p.

Roberts S. B., Goetz F. W. (2003): Myostatin protein and RNA transcript levels in adult and
developing brook trout. Mol Cell Endocrinol, 210 (1-2) 9-20. p.

Robertson E. J. (1987): Embryo-derived stem cell lines. 102-104. p. In: Robertson E. J. (Ed.):
Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: Practical Approach. Oxford, UK: IRL Press,
254 p.

Rodgers B. D., Weber G. M., Sullivan C. V., Levine M. A. (2001): Isolation and Characterization of
Myostatin Complementary Deoxyribonucleic Acid Clones from Two Commercially
Important Fish: Oreochromis mossambicus and Morone chrysops. Endocrinology, 142 (4)
1412-1418. p.

Rohwedel J., Guan K., Wobus A. M. (1999): Induction of cellular differentiation by retionic acid in
vitro. Cells Tissues Organs, 165 190-202. p.

Rohwedel J., Guan K., Zuschratter W., Jin S., Ahnert-Hilger G., Furst D., Fassler R., Wobus A. M.
(1998): Loss of betal integrin function results in a retardation of myogenic, but an
acceleration of neuronal, differentiation of embryonic stem cells in vitro. Dev Biol, 201 (2)
167-184. p.

Rohwedel J., Maltsev V., Bober E., Amold H. H., Hescheler J., Wobus A. M. (1994): Muscle cell
differentiation of embryonic stem cells reflects myogenesis in vivo: developmentally
regulated expression of myogenic determination genes and functional expression of ionic
currents. Dev Biol, 164 (1) 87-101. p.

Rohwedel J., Sehlmeyer U., Shan J., Meister A., Wobus A. M. (1996): Primordial germ cell-derived
mouse embryonic germ (EG) cells in vitro resemble undifferentiated stem cells with respect
to differentiation capacity and cell cycle distribution. Cell Biol Int, 20 579-587. p.

121



Mellékletek

Romero-Ramos M., Vourc'h P., Young H. E., Lucas P. A., Wu Y., Chivatakarn O., Zaman R.,
Dunkelman N., el-Kalay M. A., Chesselet, M. F. (2002): Neuronal differentiation of stem
cells isolated from adult muscle. J Neurosci Res, 69 894—907. p.

Rosner M. H., Viganao M. A., Ozato K., Timmons P. M., Poirier F., Rigby P. W., Staudt L. M.
(1990): A POU-domain transcription factor in early stem cells and germ cells of the
mammalian embryo. Nature, 345 686-692. p.

Rossant J., Bernelot-Moens C., Nagy A. (1993): Genome manipulation in embryonic stem cells.
Phil Trans Roy Soc B, 339 (1288) 207-215. p.

Roullet E., Fardeau M., Collin H., Marteau R. (1985): [Myopathy with tubular aggregates. Clinical,
biological and histological study of 2 cases]. Rev Neurol (Paris), 141 (10) 655-662. p.
[French]

Ruvkin G., Finney M. (1991): Regulation of transcription and cell identity by POU domain proteins.
Cell, 64 475-478. p.

Sakuma K., Watanabe K., Sano M., Uramoto I., Totsuka T. (2000): Differential adaptation of
growth and differentiation factor 8/myostatin, fibroblast growth factor 6 and leukemia
inhibitory factor in overloaded, regenerating and denervated rat muscles. Biochim Biophys
Acta, 1497 (1) 77-88. p.

Schoonjans L., Albricht G. M., Li J. L., Collen D., Moreadith R. W. (1996): Pluripotential rabbit
embryonic stem (ES) cells are capable of forming overt coat colour chimeras following
injection into blastocysts. Mol Reprod Dev, 45 439-443. p.

Schoonjans L., Kreemers V., Danloy S., Moreadith R. W., Laroche Y., Collen D. (2003): Improved
generation of germline-competent embryonic stem cell lines from inbred mouse strains. Stem
Cells, 21 90-97. p.

Schoorlemmer J., van Puijenbroek A., van Den Eijnden M., Jonk L., Pals C., Kruijer W. (1994):
Characterization of a negative retionic acid response element in the murine Oct4 promoter.
Mol Cell Biol, 4 1122-1136. p.

Scholer H. R. (1991): Octamania: the POU factors in murine development. Trends Genet, 7 323-
329. p.

Scholer H. R., Ciesiolka T., Gruss P. (1991): A nexus between Oct-4 and E1A: implications for
gene regulation in embryonic stem cells. Cell, 66 291-304. p.

Scholer H. R., Dressler G. R., Balling R., Rohdewohld H., Gruss P. (1990a): Oct-4: a germline-
specific transcription factor mapping to the mouse t-complex. EMBO J, 9 2185-2195. p.

Scholer H. R., Hatzopoulos A. K., Balling R., Suzuki N., Gruss P. (1989): A family of octamer-
specific proteins present during mouse embryogenesis: evidence for germ line-specific
expression of an Oct factor. EMBO J, 8 2543-2550. p.

Scholer H. R., Ruppert S., Suzuki N., Chowdhury K., Gruss P. (1990b): New type of POU domain
in germ line-specific protein Oct-4. Nature, 344 435-439. p.

Schuelke M., Wagner K. R., Stolz L. E., Hubner C., Riebel T., Komen W., Braun T., Tobin J. F.,
Lee S. J. (2004): Myostatin mutation associated with gross muscle hypertrophy in a child. N
Engl J Med, 350 (26) 2682-2688. p.

Seale P., Sabourin L. A., Girgis-Gabardo A., Mansouri A., Gruss P., Rudnicki M. A. (2000): Pax7 is
required for the specification of myogenic satellite cells. Cell, 102 777-786. p.

Shamblott M. J., Axelman J., Wang S., Bugg E. M., Littlefield J. W., Donovan P. J., Blumenthal P.
D., Huggings G. R., Gearthart J. D. (1998): Derivation of pluripotent stem cells from
cultured human primordial germ cells. Proc Natl. Acad Sci USA, 95 13726-13731. p.

122



Mellékletek

Shannon L., McKinney-Freeman Jackson K. A., Camargo F. D., Ferrari G., Mavilio F., Goodell M.
A. (2002): Muscle-derived hematopoietic stem cells are hematopoietic in origin. Proc Natl.
Acad Sci USA, 99 (3) 1341-1346. p.

Shaoquan J., Losinski R. L., Cornelius S. G., Frank G. R., Willis G. M., Gerrard D. E., Depreux F.
F. S., Spurlock M. E. (1998): Myostatin expression in porcine tissues: tissue specificity and
developmental and postnatal regulation. Am J Physiol, 275 (4 Pt 2) R1265-R1273. p.

Sharma M., Kambadur R., Matthews K. G., Somers W. G., Devlin G. P., Conaglen J. V., Fowke P.
J., Bass J. J. (1999): Myostatin, a transforming growth factor-beta superfamily member, is
expressed in heart muscle and is upregulated in cardiomyocytes after infarct. J Cell Physiol,

180 (1) 1-9. p.
Smith A. (2001): Embryo-derived stem cells: of mice and men. Annu Rev Cell Dev Bi, 17 435-
462. p.

Smith A. G., Heath J. K., Donaldson D. D., Wong G. G., Moreau J., Stahl M., Rogere D. (1988):
Inhibition of pluripotential embryonic stem cell differentiation by purified polypeptides.
Nature, 336 688-690. p.

Smith T. P. L., Lopez-Corrales N. L., Kappes S. M., Sonstegard T. S. (1997): Myostatin maps to the
interval containing the bovine mh locus. Mamm Genome, 8 742-744. p.

Solter D., Knowles B. B. (1978): Monoclonal antibody defining a stage-specific mouse embryonic
antigen (SSEA-1). Proc Natl. Acad Sci USA, 75 5565-5569. p.

Sonstegard T. S., Rohrer G. A., Smith T. P. L. (1998): Myostatin maps to porcine chromosome 15
by linkage and physical analyses. Anim Genet, 29 19-22. p.

Spiller M. P., Kambadur R., Jeanplong F., Thomas M., Martyn J. K., Bass J. J., Sharma M. (2002):
The myostatin gene is a downstream target gene of basic helix-loop-helix transcription factor
MyoD. Mol Cell Biol, 22 (20) 7066-7082. p.

Staron R. S., Pette D. (1993): The continuum of pure and hybrid myosin heavy chain-based fibre
types in rat skeletal muscle. Histochemistry, 100 (2) 149-153. p.

Stekelenburg-Hamers A. E. P., Achterberg T. A. E., Rebel H. G., Flechon J. E., Campbell K. H. S.,
Weima S. M., Mummery C. L. (1995): Isolation and characterisation of permanent cell lines
from inner cell mass cells of bovine blastocysts. Mol Reprod Dev, 40 444-454. p.

Stratil A., Kopecny M. (1999): Genomic organization, sequence and polymorphism of the porcine
myostatin (GDF8; MSTN) gene. Anim Genet, 30 (6) 468-470. p.

Sukoyan M. A., Vatolin S. Y., Golubitsa A. N., Zhelezova A. J., Semenova L. A., Serov O. L.
(1993): Embryonic stem cells derived from morulae, inner cell mass, and blastocysts of
mink: comparisons of their pluripotencies. Mol Reprod Dev, 33 148-158. p.

Sun L., Bradford C. S., Ghosh G., Collodi P. (1995): ES-like cell cultures derived from early
zebrafish embryos. Mol Mar Biol Biotech, 4 193-199. p.

Sylvester 1., Scholer H. R. (1994): Regulation of the Oct-4 gene by nuclear receptors. Nucleic Acids
Res, 22 901-911. p.

Szabd F. (Szerk. 1998): Husmarhatenyésztés. Budapest: Mezdgazda Kiado. 246 p.

Szabo G., Dallmann G., Muller G., Patthy L., Soller M., Varga L. (1998): A deletion in the
myostatin gene causes the compact (Cmpt) hypermuscular mutation in mice. Mamm
Genome, 9 (8) 671-672. p.

123



Mellékletek

Takahashi S., Kitamoto M., Takaishi H., Aikata H., Kawakami Y., Nakanishi T., Shimamoto F.,
Tahara E., Tahara H., Ide T., Kajiyama G. (2000): Expression of telomerase component
genes in hepatocellular carcinomas. Eur J Cancer, 36 (4) 496-502. p.

Taylor W. E., Bhasin S., Artaza J., Byhower F., Azam M., Willard D. H., Kull F. C., Gonzalez-
Cadavid N. (2001): Myostatin inhibits cell proliferation and protein synthesis in C(2)C(12)
muscle cells. Am J Physiol-Endoc M, 280 (2) E221-E228. p.

Thomas M., Langley B., Berry C., Sharma M., Kirk S., Bass J., Kambadur R. (2000): Myostatin, a
negative regulator of muscle growth, functions by inhibiting myoblast proliferation. J Biol
Chem, 275 (51) 40235-40243. p.

Thomson J. A., Kalishman J., Golos T. G., Durning M., Harris C. P., Hearn J. P. (1996): Pluripotent
cell lines derived from common marmoset (Callithrix jacchus) blastocyst. Biol Reprod, 55
254-259. p.

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 blastocyst. Science, 282
1145-1147. p.

Thomson J. A., Kalishman J., Golos T. G., Durning M., Harris C. P., Becker R. A., Hearn J. P.
(1995): Isolation of a primate embryonic stem cell line. Proc Natl. Acad Sci USA, 92 7844-
7848. p.

Tian L., Catt J. W., O'Neill C., King N. J. (1997): Expression of immunoglobulin superfamily cell
adhesion molecules on murine embryonic stem cells. Biol Reprod, 57 561-568. p.

Torrente Y., Tremblay J. P., Pisati F., Belicchi M., Rossi B., Sironi M., Fortunato F., El Fahime M.,
D'Angelo M. G., Caron N. J., Constantin G., Paulin D., Scarlato G., Bresolin N. (2001):
Intraarterial injection of muscle-derived CD34(+)Sca-1(+) stem cells restores dystrophin in
mdx mice. J Cell Biol, 152 335-348. p.

Vadané K. M. (1996a): Az allatvagas és a hiités fiziologiaja, a hus fizikai tulajdonsagai, hlisminéség
és elorejelzésének lehetdségei. 7. Husipari Tovabbképzé Napok, 1996. Dec.4-5. OHKI Kft
kiadvanya, 103-124. p.

Vadané K. M. (1996b): Porhanydssag és az azt befolyasold tényezok. 7. Husipari Tovabbképzo
Napok, 1996. Dec.4-5. OHKI Kft kiadvanya, 125-134. p.

Varga L., Miiller G., Szabd Gy., Pinke O., Korom E., Kovacs B., Patthy L., Soller M. (2003):
Mapping modifiers affecting muscularity of the myostatin mutant (Mstn“™"'4*¢) compact

mouse. Genetics, 165 257-267. p.

Varga L., Szab6 Gy., Darvasi A., Miiller G., Sass M., Soller M. (1997): Inheritance and mapping of
compact (Cmpt), a new mutation causing hypermuscularity in mice. Genetics, 147:755-
764. p.

Wagner K. R., McPherron A. C., Winik N., Lee S. J. (2002): Loss of myostatin attenuates severity
of muscular dystrophy in mdx mice. Ann Neurol, 52 (6) 832-836. p.

Wehling M., Cai B., Tidball J. G. (2000): Modulation of myostatin expression during modified
muscle use. FASEB J, 14 (1) 103-110. p.

Weiss A., McDonough D., Wertman B., Acakpo-Satchivi L., Montgomery K., Kucherlapati R.,
Leinwand L., Krauter K. (1999): Organization of human and mouse skeletal myosin heavy
chain gene clusters is highly conserved. Proc Natl. Acad Sci USA, 96 (6) 2958-2963. p.

Weissman 1. L. (2000): Stem cells units of development, units of regeneration, and units in
evolution. Cell, 169 157-168. p.

124



Mellékletek

Welle S., Bhatt K., Shah B., Thornton, C. A. (2002): Insulin-like growth factor-1 and myostatin
mRNA expression in muscle: comparison between 62-77 and 21-31 year old men. Exp
Gerontol, 37 833-839. p.

Wells D. N., Misica P. M., Day T. A. M., Tervit H. R. (1997): Production of cloned lambs from an
established embryonic cell line: A comparison between in vivo- and in vitro-matured
cytoplasts. Biol Reprod, 57 385-393. p.

Westhusin M. (1997): From mighty mice to mighty cows. Nat Genet, 17 (1) 4-5. p.

Wheeler M. B. (1994): Development and validation of swine embryonic stem cells: A review.
Reprod Fert Develop, 6 563-568. p.

Whittemore L. A., Song K., Li X., Aghajanian J., Davies M., Girgenrath S., Hill J. J., Jalenak M.,
Kelley P., Knight A., Maylor R., O'Hara D., Pearson A., Quazi A., Ryerson S., Tan X. Y.,
Tomkinson K. N., Veldman G. M., Widom A., Wright J. F., Wudyka S., Zhao L., Wolfman
N. M. (2003): Inhibition of myostatin in adult mice increases skeletal muscle mass and
strength. Biochem Biophys Res Comm, 300 (4) 965-971. p.

Wiles M. V. Keller G. (1991): Multiple hematopoietic lineages develop from embryonic stem (ES)
cells in culture. Development, 111 259-267. p.

Williams R. L., Hilton D. J., Pease S., Willson T. A., Stewart C. L., Gearing D., Wagner E. F.,
Metcalf D., Nicola N. A., Gough N. M. (1988): Myeloid leukaemia inhibitory factor
maintains the developmental potential of embryonic stem cells. Nature, 336 684-687. p.

Willing A. E., Lixian J., Milliken M., Poulos S., Zigova T., Song S., Hart C., Sanchez-Ramos J.,
Sanberg P. R. (2003): Intravenous versus intrastriatal cord blood administration in a rodent
model of stroke. J Neurosci Res, 73 (3) 296-307. p.

Wobus A. M., Boheler K. R. (Eds.) (1999): Embryonic stem cells as a developmental model in
vitro. Cells Tissues Organs (special issue), 165 (3-4) 125-256. p.

Wobus A. M., Holzhausen H., Jakel P., Schoneich J. (1984): Characterisation of a pluripotent stem
cell line derived from a mouse embryo. Exp Cell Res, 152 212-219. p.

Wobus A. M., Kaomei G., Chan J., Wellner M. C., Rohwedel J., Guanju J., Fleischmann B., Katus
H. A., Hescheler J., Franz W. M. (1997): Retionic acid accelerates embryonic stem cell-
derived cardiac differentiation and enhances development of ventricular cardiomyocytes. J
Mol Cell Cardiol, 29 1525-1529. p.

Wobus A. M., Rohwedel J., Maltsev V., Hescheler J. (1994): In vitro differentiation of embryonic
stem cells into cardiomyocytes or skeletal muscle cells is specifically modulated by retinoic
acid. Roux Arch Dev Biol, 204 36-45. p.

Wobus A. M., Wallukat G., Hescheler J. (1991): Pluripotent mouse embryonic stem cells are able to
differentiate into cardiomyocytes expressing chronotropic responses to adrenergic and
cholinergic agents and Ca2+ channel blockers. Differentiation, 48 (3) 173-182. p.

Xu C., Wu G., Zohar Y., Du S. J. (2003): Analysis of miosztatin gene structure, expression and
function in zebrafish. J Exp Biol, 206 (Pt 22) 4067-4679. p.

Yablonka-Reuveni Z., Nameroff M. (1987): Skeletal muscle cell populations. Separation and partial
characterization of fibroblast-like cells from embryonic tissue using density centrifugation.
Histochemistry, 87 27-38. p.

Yamanouchi K., Soeta C., Naito K., Tojo H. (2000): Expression of myostatin gene in regenerating
skeletal muscle of the rat and its localization. Biochem Biophys Res Comm, 270 (2) 510-
516. p.

125



Mellékletek

Yeom Y. I, Fuhrmann G., Ovitt C. E., Brehm A., Ohbo K., Gross M., Hiibner K., Scholer H. R.
(1996): Germline regulatory element of Oct-4 specific for the totipotent cycle of embryonal
cells. Development, 122 881-894. p.

Yeom Y. I., Ha H. S., Balling R., Scholer H. R., Artzt K. (1991): Structure, expression and
chromosomal location of the Oct-4 gene. Mech Develop, 35 171-179. p.

Yoshitoshi M., Ishihara T., Yoshimura Y., Tsugane T., Shinohara Y. (1991): [The effect of sex
hormones on tubular aggregates in normal mouse skeletal muscles]. Rinsho Shinkeigaku, 31
(9) 974-980. p. Japanese

Young H. E., Steele T. A., Bray R. A., Hudson J., Floyd J. A., Hawkins K., Thomas K., Austin T.,
Edwards C., Cuzzourt J., Duenzl M., Lucas P. A., Black A. C. Jr. (2001): Human reserve
pluripotent mesenchymal stem cells are present in the connective tissues of skeletal muscle
and dermis derived from fetal, adult, and geriatric donors. Anat Rec, 264 51-62. p.

Yuan H., Corbi N., Basilico C., Dailey L. (1995): Developmental-specific activity of the FGF-4
enhancer requires the synergistic action of Sox2 and Oct-3. Gene Dev, 9 2635-2645. p.

Zammit P. S., Beauchamp J. R. (2001): The skeletal muscle satellite cell: stem cell or son of stem
cell? Differentiation, 68 193-204. p.

Zammit P. S., Heslop L., Hudon V., Rosenblatt J. D., Tajbakhsh S., Buckingham M. E., Beauchamp
J. R., Partridge T. A. (2002): Kinetics of myoblast proliferation show that resident satellite
cells are competent to fully regenerate skeletal muscle fibers. Exp Cell Res, 281 (1) 39-49. p.

126



Mellékletek

MZ2. Internetes oldalak

Gén szekvencia adatbazis:
www.ncbi.nih.gov/BLAST

TRANSFAC® Transzkripcios faktor kétéhely analizalé program:
www.transfac.gbf.de/cgi-bin/matSearch/matsearch.pl

GENOME® Transzkripcios faktor kétéhely analizalé program:
www.genome.ad.jp/GenomeNet

MOTIF® Transzkripcios faktor kotéhely analizalo program:
http://motif.genome.ad.jp/

Jackson Laboratory:
http://jaxmice.jax.org

Olasz Piemonti Szarvasmarha Tenyésztok Egyesiilete:
www.anaborapi.it/

Eurdpai Uni6 6ssejt tenyésztéssel kapcsolatos etikai allasfoglalasa:
http://europa.eu.int/comm/research/conferences/2003/bioethics/pdf/sec2003
-441report en.pdf

Nemzetkozi Ossejt Tenyészté Tarsasag (International Society for Stem Cell
Research):
http://www.isscr.org/public/ethics.htm

Az USA Nemzeti Egészségiigyi Intézetének (NIH) hivatalos allasfoglalasa
az Ossejt tenyésztésrol:
http://stemcells.nih.gov/info/ethics.asp
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M3. Oldatok osszetétele

MilliQ viz: Az embriologiai és szovettenyésztd laboratoriumban hasznalt minden
oldat MilliQ vizbdl készil (Milli-Q Synthesis A10 System; Millipore, Billerica,
Mass.USA)

DMEM tapoldat:
DMEM tapoldat premix (Sigma:D7777) 1 tiveg
penicillin (Sigma: P3032) 0,06 g/liter
streptomycin (Sigma: S9137) 0,1 g/liter
NaHCO; (Sigma: S5761) 3,75 g/liter
Na-piruvat (Sigma: P4562 ) 0,11 g/liter
Milli Q vizben oldva, a gyarto utasitdsai szerint 1000 ml

DMEM low-glucose tapoldat:

DMEM tapoldat premix (Sigma:D5472) 1 Giveg
penicillin (Sigma: P3032) 0,06 g/liter
streptomycin (Sigma: S9137) 0,1 g/liter
NaHCO; (Sigma: S5761) 3,75 g/liter
Na-piruvat (Sigma: P4562 ) 0,11 g/liter
Milli Q vizben oldva, a gyarto utasitdasai szerint 1000 ml

DMM (ES sejt differencialtato tapoldat, izomszovet differencialtatashoz):

B-mercaptoethanol (Sigma: M7522) 0,1 mM
MEM nem esszencidlis aminosav oldat (100x; Sigma: M7145)

FCS (Gibco) 10 v/v%
HS (Gibco) 5viv%
DMEM tapoldatban oldva

DM (altalanos ES differencialtat6 tapoldat):

B-merkaptoethanol (Sigma:M7522) 0,1 mM
MEM nem esszencidlis aminosav oldat (100x; Sigma:M7145 )
FCS (Gibco) 10 viv%
DMEM tapoldatban oldva

EDTA oldat:
EDTA (Sigma: E6511) 0,2 g/liter
PBS oldatban 1000 ml
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EM (ES tenyészto tapoldat):

B -merkaptoethanol (Sigma: M7522) 0,1 mM
MEM nem esszencialis aminosav oldat (100x; Sigma: M7145)
mLIF (Sigma: L5158) 1000 U/ml
FCS (Gibco) 15 viv%
DMEM tapoldatban oldva

F10 tapoldat:
F10 tapoldat premix (Sigma: N6635) 1 tiveg
penicillin (Sigma: P3032) 0,06 g/liter
streptomycin (Sigma: S9137) 0,10 g/liter
NaHCO; (Sigma: S5761) 3,75 g/liter
Na-piruvat (Sigma: P4562) 0,11 g/liter

Glutamax supplement 100x; CatN.:35050-038, Gibco)
Fungisone (100x; CatN.:15290-018, Gibco)
Milli Q vizben oldva, a gyarto utasitdasai szerint 1000 ml

F10-MGM (F10 myoblast tapoldat):
bFGF (Sigma: F0291)

FCS (Gibco) 20 v/v%

F10 tapoldatban oldva 1000 ml
Fagyaszto tapoldat:

DMSO (Sigma: D2650) 10 v/v%

FCS (Gibco) 20 v/v%

DMEM tapoldatban oldva

FCS: magzati borju savo (Foetal Calf Serum) készitésébdl adoddan igen valtozo
mindségii. igy laboratériumunkban egyszerre nagyobb mennyiségii, azonos
tételbdl szarmazo borjusavo keriil beszerzésre. Ezzel igyeksziink
kikiiszobolni az egyes savok kiilonbozé osszetételébdl adodo kiilonbségeket.
A dolgozatban leirt kisérletekhez minden esetben azonos FCS keriilt
felhasznalasra a kovetkezo tételbol:

Gyarto: Gibeo katalogusszam: 10106-169, Lot.No. (tételszdm): 40F2208F

FM (Fibroblaszt tenyészto tapoldat):
FCS (Gibco) 10 v/v%
DMEM tapoldatban oldva
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MFM (Izomsejt fuziés tapoldat):
HS (Gibco) 20 ml/liter
DMEM-low glucose térzsoldatban oldva

PBS oldat:
KCI (Sigma: P5405) 0,200 g/liter
KH,PO4 (Sigma: P6555) 0,200 g/liter
NaCl (Sigma: S5886) 8,000 g/liter
Na,HPO4 (Sigma: S5136) 1,115 g/liter

Tripszin torzsoldat:

KCI (Sigma: P5405) 0,40 g/liter
NaCl (Sigma: S5886) 8,00 g/liter
Na,HPOy, (Sigma: S5136) 0,10 g/liter
D-gliikéz (Sigma: G7021) 1,00 g/liter
Trisma base (Sigma: T6066) 3,00 g/liter
fenolvords (Sigma: P3532) 0,01 g/liter
penicillin (Sigma: P3032) 0,06 g/liter
streptomycin (Sigma: S9137) 0,10 g/liter
tripszin (Sigma: T9935) 2,50 g/liter
milli Q vizben oldva 1000 ml

Tripszin-EDTA oldat:
Tripszin torzsoldat és EDTA oldat 1:4 aranyt keveréke
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M4. Tablazatok
14. tablazat. Ismert miosztatin szekvencidju fajok

Génbank

referencia | Tudomdnyos név Fajnév magyarul Azonositott szekvencia tipusa

szam*

AY606017 | Alopex lagopus Sarki roka myostatin _(MSTN) ~ mRNA,
complete cds

AY540994 | Ameiurus catus Fehér harcsa 2(11};ostat1n mRNA,  complete

AF440861 Anas platyrhynchos Tokés réce myostatin _ (MSTN) ~ mRNA,
complete cds

AY448009 | Anser anser Nyari lad myostatin _(MSTN)  mRNA,
complete cds

AHO011054 | Bos grunniens Jak myostatin gene, partial cds

AF320998 | Bos taurus Szarvasmarha myostatin (GDES) gene,
complete cds

AHO13313 | Bubalus bubalis Bivaly myostatin (GDF8)  gene,
complete cds

AY254098 | Bubalus bubalis Bivaly myostatin (GDF8) gene, exon 3
and complete cds

AF151692 Cairina moschata Pézsmakacsa myqstatm (MSTN)  mRNA,
partial cds

AY367768 | Canis familiaris Kutya myostatin _(MSTN)  mRNA,
complete cds

AY436347 | Capra hircus Hézikecske myostatin _ (GDF8) -~ mRNA,
complete cds

AF440863 Columba livia Szirti galamb myostatin_ (MSTN) - mRNA,
complete cds

AF317665 Coryphaena hippurus Aranymakréla myostatin mRNA, partial cds

AF440864 | Coturnix chinensis Kinai torpefiirj myostatin_ (MSTN) -~ mRNA,
complete cds

AY323521 | Danio rerio Zebradanio myostatin gene, complete cds

AF097584 | Equus caballus L6 myostatin - (MSTN)  gene,
partial cds

AF317666 Euthynnus alletteratus Kis tonhal myostatin mRNA, partial cds

AF500271 | Gadus morhua Atlanti tkehal myostatin - GDF§ - mRNA,
partial cds

AF019621 Gallus gallus Bankivatyuk myostatin _ (MSTN) -~ mRNA,
complete cds

AF104922 | Homo sapiens Ember myostatin _ (GDF8) - mRNA,
complete cds

AF396747 | Ictalurus punctatus Foltos csatornaharcsa myostatin gene, complete cds

Lepus capensis g myostatin  GDF-8 (GDF-8)

sl swinhoei Fokfoldi nyul mRNA, complete cds

AY055750 | Macaca fascicularis Javai makako 2(11};ostat1n mRNA,  complete

AF019625 | Meleagris gallopavo Pulyka myostatin _ (MSTN) -~ mRNA,
complete cds

AF290911 Morone americana Amerikai fehér siigér Ezi};ostatln mRNA,  complete

AF197194 | Morone chrysops Fehér stigér myostatin _ (MSTN)  mRNA,
complete cds
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myostatin - mRNA, complete

‘ AF290910 ‘ Morone saxatilis Csikos stigér cds
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15. tablazat. ES és EG sejtvonalak eléallitasa kiilonbozé allatfajokbol

Fajok Szarmazas In vitro In vivo Referenciak
vizsgalatok vizsgalatok
Japan rizsponty . . 1. 1. |Transzgénikus [Hong et al. (1996)
R Y P osriociszla |AP EB formélodis (i, o0 Collodi et al. (1992)
Zebradanio6 . AP+, in vitro Transzgénikus
(Danio rerio) |0 250%S7@ | gifrerencialodds kiméra Sun et al. (1995)
X stadiumt AP+, SSEA-1, SSEA- S, .
Tyik blasztoderm |3 expresszié Ivari kimérak Pain et al. (1996)
Gall 11 . . o
(Gallus gallus) 5 napos ivarléc [Morfologia Ivari kimérak Chang et al. (1997)
Schoonjans et al.
i 5 napos .y w1, [(1996)
© Nyl}l embriok EB formalodas Sz06rszin kimérak Graves és Moreadith,
ryctolagus 1993
cuninculus) -
ilfa;rzlzcr;ipos iSP}::rA_l CXPIESSZIO 1S 6rszin kimérak [Moens et al. (1997)
q AP+, SSEA-1
Patkany . - « . .. , . |lannaccone et al.
. blasztociszta |expresszio, EB Sz6rszin kimérak
(Rattus norvegicus) 11z (1994)
formalodas
Sziriai
aranyhorcség |3 napos sz ... |Doetschman et al.
(Mesocricetus  |blasztociszta EB formalédas Nem vizsgaltak (1988)
auratus)
Nyére 7 napos EB formalodas, N
(Mustela vison) |blasztociszta |teratoma formalddas Nem vizsgaltdk |Sukoyan et al. (1993)
Wheeler (1994)
blasztociszta |EB formalddas Sz6rszin kimérak [Notarianni et al.
Sertés 1991
(Sus scrofa) 25-27 napos 1. 1. |Transzgénikus |Piedrahita et al.
ivarlécek AP+, EB formalddas |, . 7,
(PGC) kimérak (1998)
. . Transzgénikus  |Cibelli et al. (1998)
blasztociszta  [Morfolégia kiméra First és mtsai 1994
Szarvasmarha |45 ap0s Morfologia, Klénozott Strelchenko ctal
i P & (1998) (cit: Prelle et
(Bos primigenius) |iyarlécek pszeudopodia bikaborja al. 1999) ’
blasztociszta . ... |Steckelenburg-
ICM Morfologia Nem vizsgaltak Hamers et al. 1995
Juh 8 napos . Klénozott Wellsiet a}. (1997)
. . Morfologia . Notarianni et al.
(Ovis avies) blasztociszta baranyok 1991
Rhesus majom |6 napos AP +, SSEA-3, SSEA- Nem vizsealtik Thomson et al.
(Macaca mulatta) |blasztociszta |4 expresszio, in vitro & (1995)
. differencialodas, EB
Selyemmajom |8 napos és teratoma Nem vizsodltak Thomson et al.
(Callithrix jacchus)|blasztociszta & (1996)

formalodas
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16. tablazat. Az egér kisérletekben felhasznalt RT-PCR primerek

Amplifikalt
Megnevezés Szekvencia (5°—3’) bp Referencia fragment
mérete (bp)
MyoD_F GCAGGCTCTGCTGCGCGACC 20
Rawls et al. 1998 370
MyoD R TGCAGTCGATCTCTCAAAGCACC 23
Myf5_F TGTATCCCCTCACCAGAGGAT 21
Hannon et al. 1992 379
Myf5_R GGCTGTAATAGTTCTCCACCTGTT 24
Myogenin F TGGAGCTGTATGAGACATCCC 21 Edmondson és Olson 184
Myogenin R TGGACAATGCTCAGGGGTCCC 21 1989
MRF4_F GAGAGGAACACGTTCTGGCTCC 22
Hannon et al. 1992 453
MRF4_R TGCTGGAGGCTGAGGCATCC 20
Myostatin F TGGGCTTGATTGTGATGAAC 20
Varga et al. 1997 200
Myostatin R ATTCTCCAGAGCAGTAATTGGC 22
Cdk2_F AAATTCATGGATGCCTCTGC 20
sajat tervezés 203
Cdk2_R ACAGGGACTCCAAAGGCTCT 20
p21_F CGGTGGAACTTTGACTTCGT 20
sajat tervezés 211
p21_R GAGTGCAAGACAGCGACAAG 20
Smad3_F CACAGCCACCATGAATTACG 20
sajat tervezés 242
Smad3_R TCTGGAATATTGCTCTGGGG 20
Pax3_F AAACCCAAGCAGGTGACAAC 20
sajat tervezés 170
Pax3 R CTAGATCCGCCTCCTCCTCT 20
Pax7_F GCGAGAAGAAAGCCAAACAC 20
sajat tervezés 160
Pax7_R TCTAGCTCCTCCAGCTGCTC 20
Igf-1_F CCCCACTGAAGCCTACAAAA 20
sajat tervezés 198
Igf-1_R GGGAGGCTCCTCCTACATTC 20
Desmin_F GTGGAGCGTGACAACCTGAT 20
sajat tervezés 321
Desmin_R GATGGTCTCATACTGAGCCCG 21
MNF-o_F TACTTCATCAAAGTCCCTCGGTC 23 306
MNF-0_R GTACTCTGGAACAGAGGCTAACTT 24
Garry et al. 2000
MNF-_F TACTTCATCAAAGCTCCTGCCTC 23 300
MNF-_R GTGCGCGCGCGCATGTGGGC 20
MyHCI F GGCCCAGAAACAAGTGAAGA 20
sajat tervezés 202
MyHCI R GTCTTGCTCTGCCAGTTTCC 20
MyHCIIb F TAGGGTGAGGGAGCTTGAAA 20
sajat tervezés 203
MyHC IIb R CCTCCTCAGCCTGTCTCTTG 20
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Sox5_F CTACCTCACCTCAGAAGGCG 20
sajat tervezés 172
Sox5_R CTGGGAGTGTCTTCTGGCTC 20
Rb7_F GGAGCTCATCTATGAGAAGGC 21
Hollenberg et al. 1993 202
Rb7_R AAGACGAAGGAGCTGCAGAAC 21
17. tablazat. Szarvasmarha kisérletekben felhasznalt RT-PCR primerek
Amplifikalt
Megnevezés Szekvencia (5°—3°) bp  Referencia fragment
mérete (bp)
B-MyoD_F GACGGCTCTCTCTGCAACTT 20
sajat tervezés 270
B-MyoD_R TAGTCGTCTTGCGTTTGCAC 20
B-Myf5_F ACCAACCCTAACCAGAGGCT 20
sajat tervezés 279
B-Myf5_R GGGCTGTTACATTCAGGCAT 20
B-Myogenin F TGGGCGTGTAAGGTGTGTAA 20
sajat tervezés 184
B-Myogenin R TGGGCGTGTAAGGTGTGTAA 20
B-CD45_F ACCTGGACACCACCTCAAAG 20
sajat tervezés 243
B-CD45_R AAACCATTGACCTTGCTTGG 20
B-Myostatin F TGAGGCCTGTCAAGACTCCT 20
sajat tervezés 200
B-Myostatin R GCCTGGGTTCATGTCAAGTT 20
B-Cdk2_F CGACTTTCAGATCCCGTTGT 20
sajat tervezés 203
B-Cdk2_R AGATTCTTTCGGTACCCGCT 20
B-p21_F GGCAGTGATGCCCAACTTAT 20
sajat tervezés 211
B-p21_R TCCTCTGCCTGTTCTGGAGT 20
B-Smad3_F GACGCCAGTTCTACCTCCTG 20
sajat tervezés 242
B-Smad3_R TCTGGAATATTGCTCTGGGG 20
B-Igf-1_F CATCCTCCTCGCATCTCTTC 20
sajat tervezés 198
B-Igf-1_R CCTCCTCAGATCACAGCTCC 20
B-Desmin_F GGGACATCCGTGCTCAGTAT 20
sajat tervezés 321
B-Desmin_R GTGGCGGTACTCCATCATCT 20
B-MyHCI_F TAGGGTGAGGGAGCTTGAAA 20
sajat tervezés 203
B-MyHCI R CCTCCTCAGCCTGTCTCTTG 20
B-MyHC IIb F GGCCCAGAAACAAGTGAAGA 20
sajat tervezés 202
B-MyHC IIb_ R GTCTTGCTCTGCCAGTTTCC 20
B-Actin_F GGAGCTCATCTATGAGAAGGC 20
sajat tervezés 202
B-Actin_R AAGACGAAGGAGCTGCAGAAC 20
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18. tablazat. Ivarmeghatarozashoz hasznalt egér primerek adatai

Amplifikalt
Primer neve Szekvencia bp Referencia fragment
mérete (bp)
mZfx_F AACATCCTGAACACCTTGCC 20 sajat tervezés
mZfx_R TAGCTTGTGGCTCTCCAGGT 20 sajat tervezés 1
mZfy f CCATCAGCACTCAAAAAGCA 20 sajat tervezés
mZfy R GCCTTTGTGTGAACGGAAAT 20 sajat tervezés 29
mHprt F CTGCCTCTGCCTCCTAAATG 20 sajat tervezés
mHprt R CTGCCTCTGCCTCCTAAATG 20 sajat tervezés 1

19. tablazat. Miosztatin szekvencidn azonositott transzkripcios faktor kétéhelyek adatai

Faktor Matrix  DNS Matrix Szekvencia Matrix szekvencia
neve pozicio szal egyezés egyezés (mindig a (+) szal DNS szekvencidja)

Sox-5 172 ) 1.000 0.993 acaACAATgc
Smad3 321 ) 1.000 0.926 tagCAGACa
myogenin 514 -) 1.000 0.607 caatagttgtggGCCAAttagccatectg
myogenin 619 (+) 1.000 0.611 agaagctggattTTGGCtctcctaaacca
myogenin 978 -) 1.000 0.617 aaaagttgccagGCCAAtggtaagaaaaa
Smad3 1417 ) 1.000 0.926 tGTCTGtce
Sox-5 1552 () 1.000 0.996 caaACAATgc
Sox-5 1720 +) 1.000 0.996 ttaACAATIt
Sox-5 2020 ) 1.000 0.996 atATTGTtgt
Sox-5 2210 ) 1.000 0.998 tcaACAATag
Smad3 2220 +) 1.000 0.987 tGTCTGggt
Smad3 2850 ) 1.000 0.972 tGTCTGcca
Sox-5 3887 ) 1.000 0.992 ggATTGTttc
Sox-5 4536 ) 1.000 0.993 gtaACAATtg
Sox-5 4698 -) 1.000 0.991 gaATTGTtcc
myogenin 5628 ) 1.000 0.605 ggaaattgagcaTTGGCatcattcactaa
Smad3 6754 ) 1.000 0.874 ggcCAGACa
MyoD 7032 () 1.000 0.924 cctCAGGTgate
Smad3 7340 ) 1.000 0.946 aaaCAGACa
myogenin 7721 ) 1.000 0.653 acacttttgttg TTGGCaattgtaccacc
Sox-5 8625 ) 1.000 0.992 ccATTGTtcc
MyoD 8717 ) 1.000 0.901 acaCAGGTgtac
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myogenin 9173 ) 1.000 0.768 tttggttaattt TTGGCtcggagcectatg
Smad3 11381 ) 1.000 0.998 tGTCTGett

Smad3 11393 ) 1.000 0.992 tGTCTGgtt

MEF-2 11578 +) 1.000 0.902 tggtgacctaaA AATAaatatt
MEF-2 11578 +) 1.000 0.901 tggtgacctaaA AATAaatatt
myogenin 11771 “) 1.000 0.621 gtggctectaaaGCCA Agggtgaaagttt
MyoD 11874 ) 1.000 0.914 tgcCAGGTgtct

Smad3 12759 ) 1.000 0.978 tgaCAGACa

myogenin 12797 ) 1.000 0.622 tgtggagcaggaGCCA Atcatagatectg
myogenin 12926 ) 1.000 0.665 ctaatatttcacTTGGCattactcaaaag
Sox-5 13356 ) 1.000 0.992 gaaACAATca

MEF-2 13448 ) 1.000 0.900 cagatcTATTTtcaggctttta

MEF-2 13448 -) 1.000 0.914 cagatcTATTTtcaggctttta

Sox-5 14473 ) 1.000 0.995 caATTGTtag

Sox-5 14631 ) 1.000 0.998 atATTGTttg

MyoD 14905 +) 1.000 0.904 2aaCAGGTgaaa

myogenin 15345 +) 1.000 0.636 aggcactggtatTTGGCagagtattgatg
Sox-5 17106 +) 1.000 0.996 tcaACAATga

Sox-5 17468 ) 1.000 0.991 taATTGTtct

myogenin 18021 () 1.000 0.723 tagatgcaatgg TTGGCattcaaccacca
Sox-5 18284 ) 1.000 0.993 ggATTGTtat

myogenin 18618 (-) 1.000 0.611 tcttaaaaggcaGCCA Aacagtattcatt
Sox-5 18750 @) 1.000 0.993 gaaACAATta

Sox-5 18781 ) 1.000 0.997 atATTGTttt

myogenin 19557 ) 1.000 0.604 aatgcatttcaaT TGGCagtggtatatac
Smad3 20527 ) 1.000 0.978 tgaCAGACa

Sox-5 20880 +) 1.000 0.993 aaaACAATta

myogenin 21136 +) 1.000 0.658 getaaatatctc TTGGCtetgttcctagg
Sox-5 21342 ) 1.000 0.996 gcATTGTtag

MyoD 21526 ) 1.000 0.928 ggtCAGGTgtgg

myogenin 21785 () 1.000 0.704 tgcagttetgtg TTGGCagecagtgaaat
Sox-5 21810 ) 1.000 0.991 aaATTGTtcc

Sox-5 23369 ©) 1.000 0.994 tcATTGTttt

myogenin 23912 +) 1.000 0.635 attgtgctttgc TTGGCcecttgggctgtt
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20. tablazat. Rosttatméré valtozas NADH-TR festés eredményeinek értékelése soran

Izom
m. pectoralis m. biceps femoris m. gastrocnemius m. masseter
Rosttipus Kontroll Mstn”'> Kontroll'" Mstn”™!" Kontroll' Mstn”! Kontroll'© Mstn”"
Az egyes rosttipusok (A, A,, A;) atlagos rostkeresztmetszeti teriilete (um? £SE)

Vorss" 8424 a 1221,7b 6942 a 2106,0 ¢ 928,9 b 1499,7 b 856,2a 711,2a
+61.3 +89.3 +52.9 +148.6 +128.3 +72.5 +147.9 +163.1

Intermedier™ 2801,7a  346222b  2076,2¢  3941,3d 31162b 34974b 19773c¢ 28975b
+137.9 +180.4 +78.8 +158.2 +207.9 +172.0 +118.7 +181.6

Fehér's 5980,1a  71552b 4378,7¢  6283,4a 4153,6c 6239,1a 42922c¢ 60772a
+339.8 +287.1 +264.2 +244.7 +260.2 +231.5 +264.1 +507.2

Az egyes rosttipusok atlagos rostkeresztmetszeti teriiletének megoszlisa a kontroll %-aban
Voros'? 100,00 145,03 100,00 303,36 100,00 161,45 100,00 83,06
Intermedier" 100,00 123,57 100,00 189,84 100,00 112,23 100,00 146,54
Fehér' 100,00 119,65 100,00 143,50 100,00 150,21 100,00 141,59

1

! mstn™*/C egértdrzs

12 mstn™ ‘/Egfp” egértorzs

13 MyHC I tipusu rostok

' intermedier rostok

15 f6ként MyHC 1IB tipust rostok

Az a, b, ¢ és d csoportok egymastdl szignifikans eltérést mutatnak (soronkén), azonban az

azonos betlivel jeldlt értékek kozott nincs szignifikans eltérés (soronként).
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M5. Abrik jegyzéke

1. ébra. Miosztatin mutdns szarvasmarha fajtak (A) fehér-kék belga szarvasmarha bika az
Ostffyasszonyfai Pet6fi MgTSz tenyészetébdl (Bolcskey K. szivességébol), (B) piemonti

SZArvasmMArha DIKa.........coiiiiiiieie ettt st eaeae 13
2. abra. Miosztatin mutans és kontroll egér (A) 18 hetes kort Cmpt egér him, (B) 18 hetes kontroll,
BalbC egértorzsbol szarmazo him (sajat felvetel). ...ooviiniiniiviiiiieiecieece e 15

3. abra. Az izom makroszkopikus felépitése (Kierszenbaum, 2002 nyoman) Az egyes izomsejtek
csoportokba, Un. kotegekké szervezddnek. Egy-egy ilyen koteget (izomrost csoportosulast)
ujabb kotészovetes tok zar koriil, ez az Gn. perimizium. A kotegen beliil az egyes rostokat
szinte egymashoz fiizi az endomizium, amely szorosan kapcsolédik minden sejt
szarkolemmajahoz. Az izomrost kotegek izmokka szervezddnek, amelyet kiviilrél ujabb
kotdszovetes tok VEd, aZ EPIMIZIUIM. ......eovuiiiiiiiieieeiee et 16

4. abra. A szarkomer felépitése, és az izomfilament miofibrillum szerkezete (Kierszenbaum, 2002
nyoman) A harantcsikolt izomban megkiilonboztethet6 egy anizotrop (kettds fénytorésii), un.
A-csik, és egy izotrop (egyszeres fénytorésil), un. I-csik. Az I-csik kdzepén hiuzodik a Z-
vonal, mas néven telofragma, mig az A-csik kdzepén a vilagosabb H zona rajzolodik ki. A H
zonaban foként kreatin kinaz lokalizalhatd. A H zéna koézepén az in. M-vonal 1athatd, amely a
miozin molekulak farki részét 6sszekotd kereszthidakbol all. A harantcsikolt izom egysége az
un. szarkomer, melyet két Z-vonal hatarol. Az izomrost tehat a szarkomer egységek
ismétlodéseként is felfoghato. A kétféle filamentum tipus az A-csik teriiletén jol kiveheto,

azonban az I-csik teriiletén csak a vékony filamentumok helyezkednek el. .............ccccunnee.... 17
5. abra. A miozin molekula felépitése (Kierszenbaum, 2002 NYOMAN)........cccceeveeeereenereseeeieneennens 18
6. abra. Az emlds somitogenezis korai szakasza, a lateralis mezoderma differencialoédas a

dermomyotom kialakulasdig (A) A vel6csé zarodast kovetd somita formalodas, (B) a
dermomyotom és sclerotom lefliz6dése, (C) az epimer €s hypomer dermomyotom lemezek
kialakulasa, (D) a dermomyotom ¢és sclerotom sejtcsoportok teljes elkiiloniilése (Gilbert, 2000

10070 10211 ) T OO OO O TR PR PRSPPI 20
7. dbra. A dermomyotom determinacioban szerepet jatszo transzkripcios- és ndvekedési faktor
fehérjék (Gilbert, 2000 NYOMAN) ......eecviiieiieriierieeieeteeteeeeseesteeseeaesseesseesseesseesseessesssesseesses 22

o0

. abra. A miogenezis folyamatanak szakaszai a determinaciot kovetden (Gilbert, 2000 nyoman). 23
9. abra. A miosztatin fehérje feltételezett hatdsmechanizmusa Thomas és munkatarsai (2000) szerint

10. abra. Miosztatin fehérjét megkotd ActR receptor aktivacios mechanizmusa A ligandum kotését
kovetden (a) megtorténik az ActR IIB receptor aktivacié és konformacios valtozas. Ennek
hatasara lezajlik a dimerizacid (b) és az aktiv receptor dimer kialakuldsa (c). Ezt kovetéen
végbemegy a foszforilacios 1épés, amelyet az Actr IIA receptor alegység katalizal (d); igy a
receptor képes Smad molekuldkat kotni (e) és foszforilalni, amely 1épés a kaszkad
tovabbhaladésat segiti el. Az aktivalt Smad molekuldk igy mas Smad faktorokat, vagy egyéb
kofaktorokat kothetnek (f) és bejutnak a sejtmagba, ahol tovabbi komplexeken keresztiil

kapcsolodnak a célgén DNS szekvenciajahoz, amely génexpressziot aktival. ........................ 29
11. abra. A pluripotens Ossejtek szarmazasanak sematikus abraja (Donovan és Gearhart, 2001
TLYOIMIAIL) 1. teviettenteenteeneeeeeesetesseesteenseenseensesssesseesseenseenseansesnsesseanseanseanseenseassesssensaenseenseensesnsesnsenns 34

12. abra. Preimplantacios kort egér embriok (A) 4,5 napos, holyagcesira allapota egér embrié ICM
sejtjei, (B) a peteburokboél (zona pellucida) kibujt embrid trofoblaszt sejtjei (sajat felvételek).
................................................................................................................................................. 35

14. abra. Az embriondlis Ossejtvonal alapitds menete (sajat felvételek) (A) 4,5 napos egér
blasztociszta fibroblaszt sejtrétegen, letapadas el6tt, a zoma pellucida-bol kikelten; (B)
letapadt embrio ICM 6,5 napos korban, fénymikroszkdppal, ahol az ICM csomoét orias
trofoblaszt sejtek veszik koriil; (C) letapadt embrio ICM 6,5 napos korban, faziskontraszt
mikroszkdppal; (D) ES kolonidk az alapitas 25. napjan, taplalo sejtrétegen. ........ccceeveeueennee 39
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abra. Az ES sejt differencialtatas fliggcseppes modszerének sematikus abraja (Gocza, 1999) 40

abra. Az ES sejtek transzplantacios terapiaban valo felhasznalasanak lehetdsége ...................... 41
abra: Az oct-4 gén expresszidjanak alakulasa a korai embridfejlédés soran (Pesce et al. 1998) A
vords szin az Oct-4 pozitiv sejteket jeloli az embridban. ............ccceeevvveieieerienieie e 43

abra. Az oct4 gén szerkezete (Ovitt és Scholer 1998)
abra. Az Oct4 transzaktivacio ismert modelljei (Pesce és Scholer 2001 kdzleménye alapjan) (A)
E1A aktivacios modell, (B) Fgf4-tipusuaktivacios modell, (C) osteopontin modell. ............. 46
abra. Szatellita sejt az izomrost bazalis membranja alatt A felvételen a kék sejt M-cadherin
specifikus ellenanyaggal jelolt szatellita sejt, mig a zold fluoreszcens partikulumok az
izomrost sejtmagjai (Terry Partridge felvetele)........ccoovvriiiieiiiiieieeeeeee e 49
abra. Izombiopszia vétel szarvasmarha farizmdbol (A) fehér-kék belga bika felhajtasa
mintavételhez, (B) mintavételi karam a kezel6folyoson, (C) borotvaval megtisztitott,
ferttlenitett feliilet a faron, (D) mintavétel, (E) mintavev$ pisztoly, (E) biopszia tii és
BTVELY .ottt sttt et e e te e s bt e st e e b e esbeesbeesaestaesbeenbeenaeesaeeseeareenseenraans 61

. bra. Rosttipus teriileti megoszlasanak SZAMItASA............cceeverrieriieciieieiieriese e 67
23.

abra. Miosztatin muténs sejtvonalak genotipizaliasa Varga és mtsai szerint (1997) 1: mstn™
kontroll genomialis DNS, 2: mstn”" kontroll genomialis DNS, Tipizalt mintak 3: mstn™", 4:
mstn™", 5: mstn™", 6: mstn”", 7: mstn™", 8: mstn”", 9: mstn”", 10 mstn™*, 11: mstn™" ............. 71
abra. Pluripotencia-vizsgalat mstn” "Egfp*2 ES sejtvonalban (A) Egfp expressziot mutatéo ES
kolénidk fluoreszcens mikroszkop alatt (méretvonal: 500 pum); (B) AP pozitiv ES kolonia
(méretvonal: 25 pm); (C) SSEA-1 immunfestés pozitiv ES kolonia (méretvonal: 25 um); (D)
kromoszoma szerelvény Giemsa-festéssel (méretvonal: 5 um); (E) ES-diploid embrié kiméra
blasztociszta stadiumban, beiiltetés el6tt, ahol az ES eredetii sejtek az Egfp expresszio alapjan

jol elkiilonithetéek (méretvonal: 20 um); (D) Gjsziilott kiméra egyedek. ........ccovevvieirnienens 72
abra. Korai differencialodasért felelds gének expresszidjanak vizsgalata RT-PCR analizissel, in
vitro ES differencialtatas soran (reprezentativ RT-PCR felvétel) .........coccovoiniiiiiiiniinens 74
abra. ES sejtek fiiggbeseppes differencidltatdsa (A) fliggesepp kultura, (B) szuszpenzids
kultaraban tartott EB csomok a differencidltatas 6. napjan (sajat felvételek) ..........ccoccvenenne. 76

abra. Miosztatin mutans sejtvonalak izomszovet differencialodasi képességének vizsgalata in
vitro differencialtatas soran: (A) kontrakcids csomok megjelenése a differencialodas elsé 15
napjan, (B) vazizom sejtek aranya a differencialodo tenyészetben...........coceeeeieeieninennnnenne. 77
abra. Génexpresszid intenzitasa ES sejtvonalak in vitro izomszovet differenciltatasa soran. Az
abran kontrollként az mst''/C7 sejtvonal, mig mstn” sejtvonalként az mstn”/Egfp"’"*2
sejtvonal szerepel. A *-al jelzett esetekben a kontroll sejtvonal génexpresszios aktivitasa eltért
az R1 sejtvonalétol (részletes magyarazatot 6.4 alfejezet tartalmazza)..........cccoceeeeveecncnnnne. 80
abra. Génexpresszio valtozas Osszehasonlitaisa mstn mutans és kontroll ES sejtvonalak
izomszovet iranya in vitro differencidltatisa soran. Az &bran kontrollként az msm™/C7
sejtvonal, mig mstn” sejtvonalként az mstn”/Egfp*’* 2 sejtvonal szerepel (reprezentativ RT-
PCR FRIVELEL). ...ttt bbbttt ens 82
abra. Génexpresszié intenzitasa egér szatellita és myoblast sejttenyészetek in vitro izomszovet
differencialtatasa soran. Az dbran kontrollként az mstn""/C egértdrzs, mig mstn”-al az mstn™
JEgfp™"" e@ertorzs Kertilt JEIOIESIE. .....ov.vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 84
4bra. Kiilonbdzé izmok egyedi tomegének Gsszehasonlitasa mstn” és kontroll allatok kozott...86
abra. Osszehasonlité izomvizsgalatok mstn'""/C és mstn” /Egfp"" egértorzsek kozott. Az dbra A
és B képének bal oldalan mstn”/Egfp"”", jobb oldalan mstm""/C térzsbél szarmazé 16 hetes
RN TAERALO. c.. ettt et 86
abra. Izomrost tipusok megoszldsanak osszehasonlitasa kontroll és mstn” egerek a kiilonbozo
izmaiban. (A) rosstipusok megoszlasa a teljes keresztmetszeti rostszam %-aban; (B)
rosstipusok megoszlasa a teljes keresztmetszet teriiletének %-aban. .........ccceevevveeencncncnnenne. 87
abra. NADH-TR festés (A) m. gastrocnemius keresztmetszet mstn'"/C, és (B) mstn”/Egfp”
egyedek izmaban; (C) biceps femoris; mstm™*/C és (D) msm”/Egfp”” egyedek izméban. A
felvételen a sotét szinnel festddd (sotétkék) rostok I-es tipustiak, a vilagosabb arnyalata
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(halvanykék) rostok intermedier, mig a leghalvanyabb (fehér, sziirkés-fehér) rostok IIB
tipustiak. A felvételek 200x-os végs6 nagyitassal késziiltek (Dr. Réz Gabor felvételei)......... 88
35. éabra. Fénymikroszkopos hisztologiai analizis miosztatin mutans és kontroll egerek m.
gastrocnemius izman. (A-G) hematoxilin-eozin festések: (A) kontroll és (B) mutans
keresztmetszet 120x, mig (C) és (D) 440x nagyitva; (E) kontroll és (F) mutins izom
hosszmetszet (120x); (G) mutans izom hosszmetszet 440x nagyitva. A kontroll és mutans
izmok Osszehasonlitasa révén lathaté a megnovekedett rostatmérd és lecsokkent kotdszovet a
mutans allatok izmaban, amelyet az (I) kontroll és (J) mutans félvékony, toluidinkék festett
metszetek is szemléltetnek (440x). (H) Van Gieson trikrom festés mstn”” izomban: a nyilak az
un. ragged rostokat jelolik (440x). (K) Kontroll és (L) mutians izom PAS festés (220x) a
megndvekedett mioglobin tartalmat és rostatmérét szemlélteti. (M) kontroll és (N) mutans
izom hosszmetszet Azan (220x), illetve (O) kontroll és (P) mutans keresztmetszet eziist
impregnacié festése (600x), amely a lecsdkkent kotdszoveti allomanyt szemlélteti a
mutansokban. (R) mutans izom keresztmetszet Azan festése: ragged rostok €s centralizalt
sejtmag (440x), (S) mutans izom vas-hematoxilin festés a normalis harantcsikolatot
SZEMIGILEELT (A40X). 1evvieeeieeieerieitieteeteete st e st esteeteeseeeetesteebe e seesseessessaesseesseesseesseessesssenseensenssens 91
36. abra. Elektronmikroszkopos Osszehasonlitd vizsgalatok miosztatin mutans €s kontroll egerek
izmai kozott: (A) kontroll, (B) mstn”" izom hosszmetszet; (C) és (D) nagyobb nagyitassal
mutatja a hosszmetszetet és a normalis filamentum struktarat. (E) kontroll, (F) mstn” izom
keresztmetszeti képe, amely a normalis filamentum szerkezetet szemlélteti. (G) felszaporodott
mitokondriumok ¢és (H) azok szerkezete, amely nem mutat patologias eltérést. A nagy szdmu
mitokondrium a (B), (D), és (F) abrakon is megfigyelheté a mutans izomokban. Az (I) és (J)
kép a tubularis aggregatumokat mutatja mstn”" allatok izmaiban............cccccooevvvververvennnns. 92
37. abra. Szarvasmarha szatellita sejtek in vitro tenyésztése (A) izolalt szatellita sejtek; (B) osztodod
és differencialodo szatellita sejtek, ahol a differencialodas révén mar ors6 alaki myoblastok is
lathatoak; (C) myoblast sejtek faziskontraszt mikroszkopiaval; (D) a miogenezis
sorbarendez6dési fazisa; (E) fizids fazis; (F) tobbsejtmagvi flizionalt izomrost, hoechst festés

utan, fluoreszcens MIKroSZKOPIAVAL ..........ccvieiieiiiieiicieeie et 93
38. 4bra. Génexpresszios mintazat szarvasmarha szatellita sejtek in vitro differencialtatasa soran.
HF: holstein-friz szarvasmarha mintak; BWB: fehér-kék belga szarvasmarha mintak. .......... 94

39. abra. A miosztatin feltételezett hatdsmechanizmusa a sejtosztodas soran A miosztatin a
sejtosztodas p21 fehérjén keresztiil fejti ki a myoblast prolifraciot gatld hatasat. A miosztatin
szintet azonban a MyoD kdzvetleniil a miosztatin génhez kotédve képes befolyasolni.
Ugyanakkor a miosztatin az ActR II recepztoron keresztiil képes a Smad kaszkadot aktivalni,
amely a Smad3 transzkripcios faktoron keresztiil a MyoD termelédésére is hathat. igy egy tn.
feedback mechanizmus képes a miosztatin szintet szabalyozni, ezzel regulalni az egészséges
izomban torténd myoblast proliferciot. Tovabbi novekedési faktorok, mint a Pax3 és Pax7 a
MyoD szintjének szabalyozasan keresztiil fejthetik ki hatdsukat a miosztatinra, igy az
MyO0blast ProliferaCiora NEZVE..........ccieeuievirierieiieie ettt sreesbe b esae e e sseeseenseas 101
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M6. Tablazatok jegyzéke

1. tablazat. A myotom determinacioban részt vevo szabalyozo fehérjék és szerepiik...........cccenenen. 21
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sejtvonalak in vitro differencialtatasa SOTAN............ccvevveeciieierieniee et 78
13. tablazat. Testtomeg Osszehasonlitds miosztatin mutans €s kontroll egerek kozott, kiillonb6zo

ElEtKOTOKDAN .....c.cveiiiiiiciiicicirc ettt ettt sttt st ettt 85
14. tablazat. Ismert miosztatin szekvencidjl fajok ..........cocceevveeiiieiinieniee e 131
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M7. Allatvédelmi rendszabalyok

Az allatkisérletekben a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont
Allatbiologiai Intézetének allathdzaban tenyésztett kiilonboz6 laboratériumi
egértorzseket hazsnaltuk fel. A kisérletek soran a Kutatointézet Allatvédelmi
Bizottsaga altal jovahagyott és engedélyezett kisérleti terv szerint jartunk el. Az
Intézet allathdza és az ott tartott kisérleti allatok 767/001/2003 iktatészamon
nyilvantartasba keriiltek az illetékes allategészségiigyi allomason (Az engedély
érvényes: 2008. 04. 30.). A kisérleti munka sordn allatkisérleti jegyzOkonyvet
vezettlink az elvégzett beavatkozasokrol.

A munka sordn az alabbi térvények rendelkezéseinek eleget téve végeztiik a
kisérletes munkat:

e 1998. évi XXVIIL Torvény az Allatok védelmérdl és kiméletérdl,
valamint annak 2002. évi LXVIIIL. sz&m moédositasa.

o 243/1998. (XII. 31.) moédositott Korm. rendelet az allatkisérletek
végzeésérol.

e 36/1999 (IV.2.)) FVM-KOM-GM rendelet, a kisérleti allatok
tenyésztésének, tartdsanak, szallitasanak, stb. szabalyairol.
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MS8. Az értekezés témakoréhez Kkapcsolodé tudomanyos
publikaciok

Idegen nyelvii folyodirat, impakt faktor: >1

1. Kobolak, J., Réz, G. and Gocza, E. (2004): Differences in gene expression
in myostatin mutant ES cell lines during muscle differentiation Cell Tissue
Res. (revised) 1F:2.991

Idegen nyelvii folyodirat, impakt faktor: <0,3

2. Kobolik, J., Gocza, E. (2002): The role of the myostatin protein in meat
quality - a review. Arch. Tierz., 45(2):159-170. IF.: 0,251

Impakt faktorral nem rendelkezd, hazai, magyar nyelvii folyodiratok

3. Kobolik, J., Baranyai, B., Dohy, J. (2000): Szintetik’us htsmarhafajtdk
alkalmazdsa a hustermelés novelése érdekében Allattenyésztés ¢€s
Takarméanyozas, 49(6):588-592

4. Kobolak J. (2001): Szovetpotlas Ossejtekkel Természettudomanyi
Kozlony, 132(7):313-315

5. Koboldak J. (2001): Hogyan lesz az izomszovetbol vérsejt?
Természettudomanyi K6zlony, 132(8):349-351

6. Kobolak J. (2002): A gyogyulas valutdi: a koldokvér-Ossejtek?
Természettudomanyi K6zlony, 133(6):276-277

7. Kobolak J. (2002): A miosztatin fehérje htismindséget befolyasolo hatasa.
A Hus, 12(3):171-173

8. Kobolak J. (2003): Ossejtkutatas: Ha megfeleld jelet kapnak. Elet és
Tudomény, LVIII(15):460-463;

9. Kobolak J. (2003): Ossejtkutatas: Atvaltozasok Elet és Tudomany,
LVIII(16):486-489

10. Kobolak J. (2004): Izomszovet Ossejtek és alkalmazasi lehetOségeik a
transzplantacios terapiaban. Magyar Tudomany, XLX(3):369-376

Impakt faktorral nem rendelkezd, hazai, idegen nyelvii folydiratok

11. Kobolak, J., Bolcskey, K. (2002): The role of myostatin in beef cattle
production. Hungarian Agricultural Research, 11(1):16-19
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Konferencia esetén: teljes szovegii kozlemény, impakt faktorral rendelkezé
tudomanyos folyoiratban vagy annak Kkiilonszamaban, lektoralt formaban
megjelentetve

12. Wiener, Z., Téth, S., Gocza, E., Kobolak, J., Falus, A. (2003): Mouse
embryonic stem cells express histidine decarboxylase and histamine H1
receptors. Inflammation Research (52):53-54, IF.: 1,602

Egy oldalas abstract, alkalmi (nem periodika jellegli) kongresszusi
kiadvanyban, idegen nyelven (Eloadas):

13. Gécza, E., Kobolak, J., Nagy, V., Toéth, S., Wiener, Z. (2002):
Characterisation of stem cell markers in pluripotent inbred and outbred
mouse ES stem cell lines. Lecture at the ’THuman Cell Culture 2002 ETCS
Meeting, Oxford, UK, 22-24 September 2002. Book of abstracts, p. 18

Egy oldalas abstract, alkalmi (nem periodika jellegli) kongresszusi
kiadvanyban, idegen nyelven (poszter):

14. Gécza, E., Kobolak, J., Horvath, B., To6th, S. (1999): Leukemia inhibitory
factor receptor as a marker of differentiation of murine embryonic stem
cells. Poster at the 10th IMP Spring Conference on Cell Biology of Cell
Division, Vienna, Austria, 27-29 May 1999. Book of abstracts, p. 61.

15. Kobolak, J., Nagy, V., Laczko, L., Gocza, E. (2001): Derivation of ES cell
lines: new method for mouse strain independent ES cell line establishment.
Poster at the 43rd ETCS Congress, Granada, Spain, 28th September-4th
October 2001. Book of abstracts, P1-05.

16. Kobolak, J., Gocza, E. (2002): Myostatin mutant stem cell differentiation:
application for the therapy of dystrophy. Poster at the EMBO workshop on
the molecular Genetics of Myogenesis and Muscle Diseases, Cambridge,
UK, 29th September-3rd October 2002. Proceedings, p. 43.

17. Kobolak, J., Gécza, E. (2003): Differing transcription factor expression in
myostatin mutant mice during muscle differentiation. Poster at the
‘Embryonic stem cells’ mini-symposium, Go6dolld, Hungary, 12th
November 2003. Proceedings, p. 21.

18. Kobolak, J., B. Gorhony, I. Kirdly, K. Kiss, K. Bolcskey and E. Gocza,
(2004): Differences in gene expression in myostatin-mutant Belgian White-
Blue satellite cell cultures during differentiation. Poster at the 55th Annual
Meeting of the European Association of Animal Production, Bled,
Slovenia, 5-9 September, 2004
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Egy oldalas abstract, alkalmi (nem periodika jellegli) kongresszusi
kiadvanyban, magyar nyelven (eloadas):

19. Gocza, E., Kobolak, J. (2001): Embrionalis dssejtvonalak: mult, jelen és
jovo. Eldadas, IX. Sejt- és Fejlodésbioldgiai Napok, Debrecen, 2001. Januar
21-24. Absztraktkonyv, 103. p.

20. Kobolak J., Nagy V., Laczké L., Gécza E. (2002): Embrionélis eredetli 6s-
sejtvonalak alapitdsanak ¢s differencialtatdsanak vizsgalata. Eldadas,
Magyar Biokémiai Egyesiilet Molekularis Biologiai Szakosztalyanak 7.
Munkaértekezlete, Keszthely, 2002. Absztraktkonyv, CE-2.

21. Kobolak J., Nagy V., Toth, S., Wiener, Z., Gocza E. (2002): Egér
embriondlis eredetli 6s-sejtvonalak in vitro differenciéltatasa: elsd 1épések.
Eldadds, X. Sejt- ¢és Fejlodésbiologiai Napok, Siofok, 2002.
Absztraktkonyv, p. 47

22. Kobolak J., Gocza E. (2003): Embrionalis Ossejtek alkalmazasa in vitro
differencialtatasi rendszerben. Eldadas V. Magyar Genetikai Kongresszus,
Siéfok, 2003. Aprilis 13-15. Absztraktkonyv, 74-75. p.

Egy oldalas abstract, alkalmi (nem periodika jellegii) kongresszusi
kiadvanyban, magyar nyelven (poszter):

23. Kobolak J., Gocza E., Horvath B., Téth S. (2000): Leukémia inhibitor
faktor (LIF) receptor vizsgalata az ES sejtek differencidlodasa soran.
Poszter, VIII. Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok, Pécs, 2000. Januar 17-19.
Absztraktkonyv, P13

24. Kobolak, J., Nagy, V., Laczkd, L., Gdcza, E. (2001): Embrionalis eredetii
Ossejtvonal alapitasi médszerek 0sszehasonlitd vizsgalata. Poszter, IX. Sejt-
és  Fejlédésbiologiai  Napok, Debrecen, 2001. Januar 21-24.
Absztraktkonyv, 111. p.

25. Kobolak J., Gorhony B., Kiraly 1., Kiss K., Bolcskey K., és Gocza E.
(2004): Génexpresszios kiilonbségek miosztatin mutans fehér-kék belga
szarvasmarhafajta  izomszovet prekurzor tenyészeteinek in  vitro
differencialtatasa soran. Poszter, XII. Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok, Pécs
2004. Aprilis 16-18. absztraktkonyv, 35. p.
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10. Koszonetnyilvanitas

Oszinte tisztelettel koszonom Sziileimnek és Férjemnek, valamint csaladom
tagjainak a tamogatast, 0sztonzést, a sok szeretetet és tiirelmet, amellyel e munka
elkésziiltét segitették.

Ez aton szeretnék kdszonetet mondani tovabba tanaraimnak és segitéimnek:

Dr. Goécza Elennek témavezetOmnek, aki tanitott, iranyitotta munkamat és
segitségemre volt a laboratdériumban.

Dr. Bésze Zsuzsanna Allatbiologiai Intézet igazgatonak, aki lehetvé tette, hogy az
Intézetben dolgozhassak, tamogatta és feliigyelte munkamat.

Koszondm tovabba Bodd Szilard, Bolyos Tivadarné Rozsika, Grof Mihdlyné
Marika, Kungl Gyorgyi, Licskd Adrienn, Nagy Veronika, Polgar Zsuzsanna, Szabd
Laszl6 és Valer Bogdan Carstea kollégaim segitségét a mindennapi munkam soran.

Kiilon koszonet illeti:
Dr. Miiller Gézat (EGIS) és Dr. Varga Laszlot (MBK), akik a Cmpt mutans
egértorzset a kutatdsok szamara rendelkezésiinkre bocsatottak;

Dr. Nagy Andrast (Mount Sinai Hospital, Toronto, Canada), aki az R1 ES
sejtvonalat, valamint a 7g(GFPU)5Nagy/J transzgénikus egértdrzset
rendelkezésiinkre bocsatotta;

Dr. Barta Endrét (MBK) aki a TRANSFAC 7.2 szamitdgépes program
miikodtetésében segédkezett;

Szabd Gyulat és Sovari Krisztinat (MBK) akik a Cmpt keresztezések
genotipizalasat végezték;

Dr. Dinnyés Andrés, Dr. Gorhony Botond, és Dr. Balogh Emese kollégakat
(MBK), akik a telepi szarvasmarha mintavétel kivitelezésében ¢&s
lebonyolitasdban nyujtottak segitséget;

Dr. Magyar Eva, Dr. Araté Gabriella, Dr. Késa Rita és Truszka Ferencné
Monika, az OGYK Patholégiai Intézetének munkatarsait, akik az egér izom
hisztopatholdgiai analizisében ¢és az ELMI felvételek elkészitésében,
valamint az analizisben segédkeztek;
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Dr. Réz Gabor, Palfia Zsolt és Palfia Sara az ELTE Allatszervezettani
tanszékének munkatarsait, akik a NADH-TR festés és morfometria
elvégzésében segitettek;

Dr. Szmolenszky Agnest, aki a dolgozat szakmai és helyesirasi hibainak
javitasaban nyujtott nélkiilozhetetlen segitséget.

A munka elvégzését az OTKA-T037587 szamu palyazata, valamint a
BI10-00020/2001 ¢s OMFB-01896/2002 palyazatai biztositottak.
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