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1. A munka elézményei és a kitiizott célok

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/hlis arany és a szinhas 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 kotdszovetes 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,
izomhipertréofia alakul ki. A miosztatin génben bekdvetkezd mutécio tehat a culard
jelleg kialakulasahoz vezet.
kérdések tokéletes modelljeként szolgalhat. A mutdcid genetikai térképezését Dr.
Varga Laszlo6 és csoportja végezte el a MezOgazdasagi Biotechnologiai
Kutatéintézetben, igy a miosztatin génmutacid pontos genetikai ismerete adott volt
kutatasainkhoz.

Célunk az wvolt, hogy a compact egértorzs embrioibol alapitando
embriondlis eredetli Os-sejtvonalak sejtjeinek izomszdévet irdnyt in vitro
differencialtatdsa révén meghatarozzuk azokat a faktorokat, amelyek szerepet
jatszanak a tulajdonsag kialakitasaban.

Az embriondlis eredetli Os-sejtvonalak (ES sejtvonalak) hoélyagcesira
fejlodési allapotu egérembrié embridcsomojabodl szarmazo sejtek, melyek optimalis
tenyésztési feltételek mellett folyamatosan osztédnak. Gazdaembrioba injektalva
beépiilnek annak embridcsomdjaba, differencidlodni kezdenek, és a normalis
embrionalis fejlédés folyamataba bekapcsolodva a legkiilonbozobb sejttipusokka
képesek alakulni. Ha a tenyésztd tapoldathoz kiilonbozd differencidlodést eléidézo
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anyagokat, novekedési faktorokat adunk, akkor a legkiilonbozébb differencialodott
sejttipusok megjelenése érhetd el. fgy az embrionalis eredetii &s-sejtvonalak
alkalmas in vitro modell-rendszerként szolgalhatnak a sejtek differencidlodasa
soran lejatsz6dd folyamatok mechanizmusainak tanulmdnyozasara, tobbek kozott
az izom-differencialodas kezdeti Iépéseinek tanulmanyozasara is. Az in vivo
folyamatokhoz képest lassabb differencidloddst mutatnak, igy hosszabb id6t
biztositanak a vizsgalni kivant folyamatok elemzésére.

Kisérleti rendszeriinkben az izomszovet differencidloddsdnak nyomon
kovetésével lehetség nyilik a miosztatinhoz hasonl6 regulator fehérjék szerepének
vizsgalatara a hipertrofia kialakuldsdban. Igy megvalaszolhatok azok a kérdések,
amelyek a miosztatinnak az izom differencialodasi kaszkadban betoltott szerepére
iranyulnak. A fehér-kék belga izomszdvet tenyészeteiben végzendd vizsgalataink
pedig, az egéren, mint modellallaton elvégzett kutatds eredményeit adaptalhatjak
kozvetleniil a fajtara.

A dolgozatban targyalt kisérleti munka fobb célkitiizései:

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

2. A sejtvonal alapitdsi metodika fejlesztése non-permissziv egértorzsekbol
torténo sejtvonalak sikeres 1étrehozasa érdekében.

3. A miosztatin gén mutans valtozatat hordoz6 ES sejtvonalak in vitro
vazizom iranyu differencidlodasa sordn detektalt génexpresszidos mintazat
Osszehasonlitasa kontroll, a mutaciot nem hordozé embrionalis Os-
sejtvonallal.

4. Izomszovet eredetli Ossejtek izoldldsa, in vitro vazizom differencialtatasa
miosztatin mutans ¢és kontroll egyedekbdl, a differencidlodds soran zajlod
génexpresszid 0sszehasonlitd vizsgalata.

5. Az ES és szoveti Ossejtek sejtek izomszovet irdnyba torténd in vitro
differencialtatdsa révén a miosztatin hatasmechanizmusanak felderitése, az
izomszovet kialakulasaban szerepet jatsz6 gének hatdsmechanizmusanak
egylittes vizsgalata.

6. A miosztatin mutacié okozta compact fenotipus részletes, hisztologiai
vizsgalata, a mar kifejlett izomzatban bekdvetkezd morfoldgiai valtozasok
detektalasara.

7. Hipertrofids (fehér-kék belga) ¢és kontroll (holstein-friz) szarvasmarha
szoveti Ossejt és primer izomtenyészetek izolalasa, azok in vitro
differencialtatasa. A kapott eredmények Osszehasonlitasa az egér
vizsgalatokbol szarmazo6 eredményekkel.



2. Anyag és modszer

Vizsgélatainkhoz a miosztatin mutans (mstn™), Gn. compact egertorzs
homozigdta Egfp transzgénikus torzzsel vald keresztezésébdl szarmazd egereket
hasznaltuk fel. A keresztezés révén kapott F, heterozigota msn™/Egfp™” egyedeket
testvérparositottuk, majd a kihasadé homozigotak révén 1j torzseket alapitottunk
mstn™"/Egfp”  és  mstn”/Egfp™"), amelyeket Dbeltenyésztési programban
tenyésztettiink tovabb.

Az egértorzsektdl szuperovuldltatds révén holyagcesira allapotu embridkat
gyujtottiink, amelyeket ES sejtvonal alapitasra hasznaltunk fel.

A sejtvonal alapitashoz kidolgoztunk egy 1j, kondicionalt tenyésztd tapoldat
alkalmazasan alapuld sejtvonal alapitasi modszert (részletesen lasd: Eredmények),
amellyel tobb miosztatin mutans és kontroll sejtvonalat alapitottunk. Az Gjonnan
alapitott sejtvonalak pluripotencidjat in vitro (kariotipus analizis, alkalikus
foszfatdz enzim aktivitds, SSEA-1 sejtfelszini antigén expresszio, Oct-4
génexpresszid) és in vivo (kiméra analizis) részletesen vizsgaltuk.

Az izomszovet differencidlodas vizsgalatdhoz az ES sejtvonalakat in vitro
differencialtattuk az Un. fiiggdcseppes aggregacios modszert alkalmazva. A
fiiggdeseppekben aggregaltatott ES sejtekbdl kialakult embrié csomokat (EB) in
vitro differencialtattuk szuszpenziés, majd letapadd kultiraban, 30 napig. Ez id6
alatt rendszeresen mintdkat gylijtottiink, amelyekbdl mRNS-t preparadltunk. Az
mRNS mintdkat RT-PCR eljaras alkalmazasaval vizsgaltuk, 17 kivalasztott gén
expressziojara. A vizsgalatba bevont géneket az irodalomban kozolt korabbi
kotdhely analizisiink alapjan valasztottuk ki.

Az embriondlis Jssejtek in vitro differencialtatasaval parhuzamosan
izomszovet eredetli Ossejtek izolalasat és in vitro differenciéltatasat is elvégeztiik,
primer izomszovet tenyészetek vizsgalataval egyiitt. A vizsgalatokat egéren és
szarvasmarhan egyarant elvégeztiik. A differencidltatds soran az ES sejteknél leirt
génexpresszids vizsgalatokat végeztiik el, az ott leirtakkal azonos modon.

A compact egértdrzson részletes morfologiai és hisztologiai analizist
végeztiink. Tomegmérési kisérletekben hasonlitottuk 6ssze a miosztatin mutans és
kontroll egyedek sziiletéskori alomtomegét ¢és atlagos egyedi tomegét, a
valasztaskori alomtomeget és az atlagos egyedi tOmeget, valamint a felndttkori
testtomeget. A tomegmérési kisérletekkel parhuzamosan izomtomeg mérési
kisérleteket végeztiink, ahol tobb izom tomegét hasonlitottuk dssze.

A hisztolégiai analizis sordn fénymikroszkopos (hematoxilin-eozin,
metilzold-pironin, vashematoxilin, azan-festés, Van Gieson-festés, eziist
impregnacid) €s elektronmikroszkdpos vizsgalatokat végeztiink.

Emellett az egyes izmok rosttipusanak meghatarozasahoz tetrazolium
reduktaz (NADH-TR) festést és morfometriai analizist hasznaltunk.

Az egyes kisérletekbol nyert adatokat statsztikai analizissel értékeltiik
(Fischer-teszt, khiz—pr(')ba).



3. Eredmények

3.1 Embrionailis 0s-sejtvonalak alapitisa mstn-/- mutans
egértorzsbol

A sejtvonal alapitasi kisérletekhez kidolgoztunk egy kondicionalt
tapoldaton alapuld eljarast. A jol jellemzett, R1 ES sejtvonallal kondicionaltuk az
ES tenyésztd tapoldatot. A hagyomanyosan ES tenyésztésére hasznalt tapoldat
Osszetételét nem valtoztattuk meg a kondicionalt tapoldat eldallitds soran. A
tapoldatot 24h kultivaciot kovetden gyljtottiik a passzazst kovetd elsé és masodik
napon az aktivan osztddo sejtekrdl, 70% konfluencia eléréséig. Azt kdvetden a
sejteket tovabb oltottuk, vagy abbahagytuk a tdpoldat gylijtését. A kondicionalt
tapoldatot centrifugalast kovetden (5 min, 2500 rpm, 4°C) 0,22 um-es steril sziirén
atszlirtiik és felhasznalasig 4°C-on taroltuk. A tdpoldatot nem kozvetleniil
hasznaltuk fel, hiszen az ES sejtek a tdpoldatba nem csak novekedési faktorokat és
hormonokat valasztanak ki, hanem annak amimosav- és cukortartalmat el is
hasznaljak. Masrészt a tenyésztési hdmérsékleten az antibiotikumok, a Na-piruvat,
a NaHCOs; és az aminosavak 6nmagukban is gyorsan bomlanak, igy ezek potlasa
elengedhetetlen a sikeres temyésztéshez. Ezért a kondicionalt ES sejtvonal
alapito tapoldatot (tovabbiakban CEM= conditioned ES medium) a kovetkezdk
szerint allitottuk 0ssze: az EM tapoldat LIF tartalmat 2000 U/ml-re, mig az FCS-t
20v/v%-ra noveltiik. Az igy kapott tapoldatot 1:1 aranyban vegyitettiik a gytijtott,
kondicionalt tapoldattal.

A hagyomanyos ES sejtvonal alapitdsi moddszert a kdvetkezOk szerint
modositottuk:

» A 3,5 napos blasztociszta embridkat nem vettiik in vitro tenyésztésbe
mikrocsepp kultirdban, hanem a kimosas napjan mitomicin C-vel kezelt
elsd passzdzsu egér embrionalis fibroblasztra (tovdbbiakban MEF)
helyeztiik CEM tapoldatba, 24 lyuka tenyésztéedényben. A tipoldatot a
blasztula letapadéasaig nem cseréltiik.

Az ICM novekedés 3. ¢és 4. napjan mechanikus-tripszines atoltast

végeztiink, elsé passzazsu mitomicin C-vel kezelt MEF sejtrétegre.

Az ES-szerti kolonidk megjelenéséig kétnaponta cseréltiik a tdpoldatot.

Legalabb 10 napot vartunk a kolonidk megjelenéséig.

A megjelend ES koloniakat mechanikus-tripszines atoltassal 12 lyuku

tenyésztéedényben, mitomicin C-vel kezelt, els6 passzazsi MEF sejtrétegre

helyeztiik CEM tapoldatban.

A megfeleld koloniaszam elérését kovetden 6 cm-es Petri-csészére vittiik at

a sejteket. Ezt neveztiik el elsd passzazsnak. Az elsd fagyasztast szintén e

tenyészetekbdl végeztiik.

» A sejtvonal klonozasat a masodik passzazsban, de legkésobb a harmadikban
végeztiik el.
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» A sejtvonalakat az els§ 4-5 passzazsig CEM tépoldatban tenyésztettiik,
majd folyamatosan ,,szoktattuk™ vissza ES tapoldatra.

A CEM tapoldat alkalmazasaval 5 miosztatin mutans (mstm”/Egfp ") és két
kontroll (mstn™"/Egfp”) sejtvonalat alapitottunk. Ezek koziil hiarom mutans
sejtvonalat (mstn”/Egfp”"1; mstn”/Egfp™*2; mstn”/Egfp”"5) és egy kontroll
(mstn™"/C7) vonalat valasztottunk ki, és vizsgaltuk meg részletesen azok
pluripotencidjat in vitro és in vivo kisérletekben egyarant. A sejtvonalak
analizisekor a miosztatin mutdcié genotipizalasat Ujra elvégeztilk a sejteken.
Eredményeink szerint a vizsgalt sejtvonalak pluripotensnek bizonyultak.

3.2 A kondicionalt tapoldat hatasanak vizsgalata mas egértorzseken

Ahogy emlitettiikk, a miosztatin mutans egerek 129SV génhanyadot is
hordoztak. Igy a fenti eredmények onmagukban a kifejlesztett modszer és tapoldat
hatdsossagat nem képesek bizonyitani. Ezért a tapoldat tesztelésére a vizsgalatokat
mas egértorzsekre is kiterjesztettilk. A kisérletekben F2; CBA; BalbC és NMRI
embridkat vizsgaltunk. A kondicionalt tapoldat és modositott ES alapitési eljarast
az un. ,.klasszikus” modszerrel hasonlitottuk Ossze.

A klasszikus mddszerrel egyetlen ES sejtvonalat sem sikertilt 1étrehoznunk
a vizsgalt ot egértorzs (129SV, F2, CBA, BalbC, NMRI) embri6ibdl, mig a
kondicionalt médium alkalmazéaséval sikeresen hoztunk Ilétre non-permissziv
egértorzs embrioibol is ES-sejtvonalakat. A 129SV egértorzsnél 6%, az F2 torzsnél
2%, a CBA torzsnél 6%, a BalbC torzsnél 6%, mig az NMRI torzsnél 17% volt a
hatékonysag a kiindulasi embriészamra vonatkoztatva.

A sejtvonalak pluripotencidjanak vizsgalatakor eldszor a sejtvonalak
euploidia-fokat hataroztuk meg kromoszémaszam meghatarozassal, Giemsa festést
alkalmazva. A sejtvonalak ivarat PCR segitségével hataroztuk meg. Ezt kdvetden
az ES sejtek sejtfelszini marker expressziojat vizsgaltuk SSEA-1 immunfestéssel.
Detektaltuk az alkalikus foszfataz (AP) aktivitast az enzim aktivitasanak
kimutatasadra szolgald reakcid segitségével, majd megvizsgaltuk az Oct-4
transzkripcids faktor aktivitdst. Minden vizsgalt sejtvonal pozitivnak bizonyult
mindhdrom markerre nézve.

Az in vitro vizsgéalatok utdn a sejtvonalakat in vivo kiméra kisérletekben
vizsgaltuk. Igy a sejtvonalakat ES—diploid embri6 aggregacids kiméra kisérletben
teszteltiik a kiméra-képzd képességet, majd pedig az ivari kimérizmust tekintve.
Eredményeink szerint csak az F2 ES sejtvonalnal nem tudtuk az ivari kimérizmust
bizonyitani az aggregacios kiméra kisérletekben. Minden mas vizsgalt sejtvonalnal
ivarsejt kimérakat kaptunk. A kimérizmus aranya azonban eltérést mutatot az egyes
sejtvonalak kozott. Az R1 sejtvonalhoz hasonld kimérizmus gyakorisdgot mutatott
az mstn” '/ngpH "2 sejtvonal, mig azt R1 kiméraképzd képességét joval meghaladd
értéket detektaltunk az mstn”/Egfp™"1 és CBA sejtvonalaknal. Az mstn”/Egfp™*1
sejtvonalnal a kiméraképzés azonban erdsen gazdaembrio-fliggének bizonyult: az
F2 partner csokkent kimérizmust eredményezett a CD1 gazdaembrié partnerhez
viszonyitva.



3.3 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 jatszo gént: a LIF faktor receptorat (LifR), ¢és a
szeneszcencia kialakitdsaban fontos telomeraz-reverz transzkriptdz gént. A
vizsgalatokat a sejtvonalak 10 napig tarté LIF-megvonésos differencialtatdsaval
végeztik. A differencialtatds soran a sejtek 2 napig fiiggécseppben, majd 8 napig
szuszpenzioban voltak. A mintdkat szemikvantitativ RT-PCR eljarassal analizaltuk.
Belso6 kontrollként Rb7 primert hasznéltunk.

Az Oct-4 expresszios mintazata a differencidci6 alatt az 6sszes sejtvonalban
nagyon hasonlo volt. Differencidlodott sejtekbdl (fibroblasztbol) hidnyzott,
megtalalhatd volt viszont a nem-differencidlodott sejtekben (pl. ES sejtek). A
transzkriptum mennyisége a differenciacié elsd6 négy napjaban csokkent, és az
6todik napon a differencialodd6 EB csomokban mar nem volt kimutathatd. Az
embridkban és az ICM-ben az Oct-4 jelen volt, ami korabbi kisérletekben mar
kimutatasra keriilt. Az Oct-4 expresszios szintje az F2 és CBA sejtvonalakban
magasabb szintet mutatott, mint az R1 sejtvonalban.

A Sox2 mRNS szintjének enyhe csokkenése volt észlelhetd az R1, valamint
az mstn”/Egfp""2 sejtek differenciaciéja soran, mig egyéb sejtvonalak esetében
jelentds csokkenést nem lehetett megfigyelni. A Sox2 expresszidjanak csokkenése
ellenére a transzkriptum Osszes mennyisége jelentésen magasabb volt mint az
Oct-4 traszkriptumé ¢és még a tizedik napon is kimutathaté volt. A Sox2
transzkriptumok mindkét kontrollban kimutathatok voltak.

Az Fgf4, amit a Sox2 és az Oct-4 komplexek aktivaltak, a differencialodas
soran csokkend expresszidés mintazatot mutatott. A 8-10. napon az R1 ¢és a mstn”
/Egfp™"2 sejtvonalban nem, de az F2, valamint a CBA EB csomokban —bér
nehezen kimutathatéan, de— jelen volt.

Az Gsszes vizsgalt sejtvonal esetében a Rex1, valamint az Utfl expresszidja
egymashoz nagyon hasonl6 mintdzatot mutatott a differencialodo sejtekben. Az
expresszio szintje enyhe csokkenést mutatott. A differenciacid soran nem tudtunk
kiilonbséget kimutatni az 6t vizsgalt sejtvonal kozott.

A Lif receptor gpl90-es alegysége, amelyre az RT-PCR primereket
terveztiik, az Osszes sejtvonalban jelen volt. Az R1 és F2 sejtvonalaknél ez az
expresszio a differencidltatas utols6 harmadaban (7-10. nap) csokkenést mutatott,
amely a tobbi sejtvonalnal nem volt kimutathato.

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
kimutathat¢ kiilonbség a sejtvonalak kozott. A fibroblasztban a telomeraz mRNS
expresszioja nem volt észlelheto.

3.4 ES sejtvonalak vazizom iranyu differencialtatasa
Az Gjonnan alapitott miosztatin mutdns ES sejtvonalak pluripotencidjanak

bizonyitasat kdvetden a sejtvonalak izomszovet iranyu differencidlodasi képességét
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vizsgaltuk meg. Mindharom miosztatin muténs, a kontroll és az R1 ES sejtvonalat
is differencidltattuk. Az EB csomodkat zselatinozott 10 cm-es Petri-csészére
helyezve csoportosan differencialtattuk. Az izomszovet iranyu differencidlodast a
megjelend kontrahald sejtcsomok szamaval, a kontrakcio megjelenésének
idépontjaval és idoétartamaval, valamint a differencialtatds végére kialakulo
izomsejt-csoportokkal jellemeztiik.

A sejtvonalak izomszovet differenciacios képességét tekintve nem talaltunk
kiilonbséget a sejtvonalak kozott. Itt a 30. napon végdifferencialodott sejtek szamat
tekintve nem volt szignifikans a kiilonbség. Azonban a differencialdodas lefutasat
illetden tobb kiilonbséget észleltiink. Amikor az elsé kontrahald sejtcsomok
megjelenését hasonlitottuk Ossze, akkor mind azok szamdaban, mind pedig a
megjelenés idejében kiilonbséget talaltunk. A mutans sejtvonalaknal a kontrakcio
késobb jelentkezett (a 10. napra még nott a szamuk), és hosszabb ideig
kontrahaltak, szamuk a 15. napon is szignifikdnsan magasabb volt, ami a kontroll
sejtvonalaknal nem volt kimutathato.

A génexpresszios mintazat analizisekor az egyik legkorabban megjelend
endogén MRF faktor, a MyoD expresszidja az mstn mutans ES sejtekben korabban
jelent meg (D5) a differencialodas soran, mint a kontrollokban. Az expresszi6 ideje
hosszabra nytlt, 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.

A Myf5 transzkripciés faktornal nem talaltunk génexpresszios kiillonbséget
a sejtvonalak kozott. A Myf5S a MyoD expresszioval egyidében jelent meg (D5),
azzal szinte megegyez0 intenzitassal és hosszu id6n 4t fennmaradt. Nagyon enyhe
kiilonbséget fedeztiink fel a két kontroll sejtvonal kozott a differencialddas 16., 19.
¢€s 22. napjan: a Myf5 szint az mstn™*/C7 sejtvonalban magasabb volt, mint az R1-
ben.

A myogenin és MRF4, mint masodlagos izomdifferencialodast el6idézd
faktoroknal az mstn mutans sejtekben magasabb expresszids aktivitds volt
megfigyelhetd. Az elsd expressziot csak a 13. napon detektaltuk, azonban joval
er6sebb szinten, mint a kontroll sejtvonalakban. Az MRF expresszid joval
hosszabb ideig volt megfigyelhetd, mint a kontroll sejtvonalakban.

A sejtosztodéasban szerepet jatszo Cdk2 expresszids szintje megnovekedett,
mig a p21 szint jelentdsen lecsokkent az mstn mutans sejtvonalban a kontrollokhoz
képest. Emellett a Cdk2 magas expresszids aktivitdsa hosszabb idon keresztiil volt
detektalhatd mint a kontrollokban: mintegy 8 nappal hosszabb peridoduson keresztiil
(10. naptol a 16. napig) tudtuk kimutatni a mutdns sejtekben. Ezzel szemben a
kontrollban csak egyetlen id6pontban (10. nap) mértiink hasonléan magas
aktivitast.

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
detektalhaté, amugy az expresszids mintdzat megegyezett a kontrollal. Itt kell
megjegyezni, hogy a Smad3 kimutatisa az mstn”" sejtvonalban az 5. napon nagyon
bizonytalan volt az ismétlések soran.

Mind a Pax3, mind pedig a Pax7 géneknél eltérést tapasztaltunk az
expressziot illetden a mutdns €s kontroll vonalak koézott. Mindkét gén aktivitdsa
megnodvekedett az mstn mutans ES sejtek izomszovet differencialédasa soran. A
Pax3-nal emellett a kontrollok kozott is eltérés volt felfedezhetd: az 5. és 10.
napokon az mstn™"/C7 sejtvonalban alacsonyabb aktivitdst mértiink, mint az Rl
kontrollban.

Az Igfl transzkripcids aktivitasa erdteljesebb volt a mutans sejtvonalakban
a differencidlodéas masodik szakaszdban (19. nap) a kontrollhoz képest. A két MNF
izoforma vizsgalatakor nem tudtunk kiilonbséget kimutatni az egyes sejtvonalak
kozott.

A Sox5 transzkripcidés faktor vizsgalatakor jelentds kiilonbséget
detektaltunk a sejtvonalak kozott. A Sox5 transzkriptumédnak mennyisége harom
vizsgalt idépontban is magasabbnak mutatkozott az mstn mutans sejtvonalban (10.
naptol a 16. napig). A kontroll sejtvonalak kozott is kiilonbséget detektaltunk, a
Sox5 expresszio gyengébb volt az R1 kontrollban, mint az mstn™"/C7 sejtvonalban.

A dezminnél a késdi differencialddasi periddusban (22. naptol a 29. napig
mutattunk ki nagyobb expresszié ndvekedést a mutans sejtekben, mig a korai
szakaszban (10. naptol a 19. napig) ez elenyészd volt.

A miozin izoforméaknal mar Osszetettebb volt a kép. Mig az un. lassu tipusu
miozin, vagy MyHC 1 expresszidja dramaian megndtt a mutans sejtek
differencidlodéasa soran a kontrollhoz képest, addig a gyors tipusu MyHC, vagy
mas néven MyHC IIB alacsonyabb, vagyis csokkent expressziot 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.

3.4.1 Izomszovet oOssejtek (szatellita sejtek) és primer izomszovet
tenyészetek differencialtatasa

Viazizom eredetii szoveti Ossejteket izolaltunk tehat a miosztatin mutans és
kontroll egyedekbdl. Az izolalt szatellita sejteket in vitro differencidltattuk. Ezt
kovetden az ES sejtvonal differencialtatas soran leirt szemi-kvantitativ RT-PCR
eljarast alkalmazva a korabban mar ismertetett és az ES sejtek differencidlodasa
soran analizalt 17 gén expresszidjat vizsgaltuk meg. Az expresszids mintdzat
Osszehasonlitdsakor a MyoD, Myf5, Cdk2 és Sox5 géneknél expresszid novekedést
detektaltunk a miosztatin mutédns, differencialédé mioblasztokban (D3), mig a p21
¢s Smad3 szint lecsokkent. A mioblaszt fuzios fazisban (D7), a miogenin, MRF4,
Cdk2, Igf-1, MyHC 1, és Sox5 szintje mutatott novekedést a mutans allatokbol
izolalt sejtkultarakban. Ezzel parhuzamosan a Smad 3 és Pax7 szint csokkenését
detektaltuk. Az utolsé stddiumban, vagyis a fuzid végéhez kozeledve, amikor
kontraktilis, soksekjtmagvli rostokkal taldlkozunk a tenyészetben, a tenyészetek
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kozotti expresszids kiilonbségek lecsokkentek: a kontrollhoz képest csak a
miogenin, az MRF4, a dezmin és a MyHC I mutatott magasabb expressziot az mstn
mutans szatellita tenyészetekben.

A primer izomszdvet tenyészeteket in vitro differencialtattuk, majd az ES és
szatellita tenyészetek esetén kapott mintdzattal Osszehasonlitottuk. A kapott
expresszios mintdzat szinte teljesen megegyezett a szatellita sejtek
differencialtatisa soran kapott eredményekkel.

3.5 Morfologiai vizsgalatok

A miosztatin mutaciot hordoz6d egértorzs vizsgalatakor testtomeg ¢€s
izomtdmeg méréseket végeztiink. A sziiletéskori alomtdomeget ¢és korrigalt
alomtomeget tekintve, valamint az alomtomegekbdl szamitott atlagos testtomeget
tekintve nem talaltunk szignifikans eltérést a miosztatin mutans ¢és kontroll
populacié kozott. Szignifikdns eltérés volt azonban kimutathatdo a kontroll és
miosztatin mutans egyedek kozott a korrigalt valasztaskori testtdmeg és a 16 hetes
¢letkorban mért testtomeg kozott. A 16 hetes testtomeg mérésnél ivar szerinti
szignifikans eltérést tapasztaltunk, miszerint az mstm” himek atlagosan 51,57
(£2,18) gramm tomege nagyobb volt a kontroll himek atlagos 43,41 (£3,41) gramm
tomegétol. A ndstényeknél ehhez hasonldan, a kontroll egyedek atlagosan 29,24
(+4,11) gramm tomegét szignifikdnsan meghaladta a vizsgalt miosztatin mutans
ndstény egyedek atlagos testtomege (38,18+2,31 g). Ha azonban ivar szerint nem
teszlink kiilonbséget, akkor 16 hetes korban nincs szignifikdns eltérés a kontroll
(34,9£5,8 g) és mutans (46,12+5,6 g) egyedek kozott.

Nemcsak a testtomeg tekintetében, hanem az egyes izmok tomegét illetden
is végeztiink vizsgalatokat. Az irodalmi adatokbdl ugyanis kideriilt, hogy
egészséges egyedeknél a miosztatin-szint az egyes izmokban -eltérd. Ezért
feltételezhetd volt, hogy a hipertrofia mértéke miosztatin hidnydban nem egyforma
az egyes izmokban. Minden vizsgalt izomnal tomegndvekedést detektaltunk a
kontrollhoz képest. A legjelentdsebb eltérést a kontroll €s mutans egyedek izmai
kozott azonban 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.

3.6 Rosttipus vizsgalatok

Az ES differencidltatds 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 nehézlanc eloszlast in
vivo, az egerek izmaiban is. Ennek sordn kontroll és mutans allatok négy
kiilonb6zd i1zmabol fagyasztott metszeteket készitettiink, majd rostspecifikus
enzimhisztokémiai reakcid segitségével (NADH-TR festés) azonositottuk az egyes
rosttipusokat az izom keresztmetszetében.

Az egyes izmok kozotti eltérés volt megfigyelhetd a rosttipusok szdmat
illetéen a teljes keresztmetszeti rosstszamra vonatkoztatva a kontroll és mutans
egyedek kozott. Az I-es tipust rostok szdma a keresztmetszet teljes rosstszamahoz



viszonyitva nem valtozott a m. pectoralis izomban, csokkent a m. biceps
femorisban, mig ndvekedést mutatott a m. gastrocnemius, €s m. masseter izmok
esetében. Az intermedier tipusu rostoknal ugyanez a paraméter nem valtozott a m.
masseter, csokkent a m. gastrocnemius és m. pectoralis, mig ndvekedett a m.
biceps femoris izomban. A IIB tipusu rostokndl ugyanakkor csokkenés volt
kimutathatd a m. biceps femoris, mig ndvekedés volt tapasztalhatd a gastrocnemius
€s pectoralis izmokon a mutans allatokban.

A rostok egyedi atlagos atmérdjét, illetve a kontrollhoz viszonyitott ardnyéat
tekintve minden rosttipusra nézve jelentds kiilonbség volt kimutathatd6 a mutansok
izmaiban (kivételt csak a masseter I-es tipusti rostjai képeztek). A novekedés
mértéke azonban rosttipusonként eltéré volt, hiszen az egyes rosttipusok atlagos
atmérdje is kiilonbozd. A legtobb esetben a legnagyobb ndvekedést az atlagos
rostatmérdben az I-es tipusu rostoknal mértiik.

A rosttipusok megoszldsa a rostteriilet tekintetében ismételten jelentds
eltéréseket mutatott. Minden izomban a IIB tipusu rostok terliletardnya mutatta a
legnagyobb értéket. Ezt az intermedier, majd az I-es tipusu rostok kovették. Ahogy
korabban mar az egyedi rostatmérénél kimutattuk, itt is az I-es tipusu rostok
terliletének novekedése volt a legjelentdsebb a mutdns és kontroll izom
keresztmetszetek dsszehasonlitasakor.

3.7 Szovettani analizis

A fénymikroszkopos hisztotechnikai eljardsok soran az mstn mutans allatok
izomzatanak szerkezeti, struktaralis felépitését kivantuk megvizsgalni ¢és
Osszehasonlitani kontroll egyedek izommintaival. A vizsgalatokhoz formalinnal
rogzitett, paraffinba 4gyazott metszeteket hasznaltunk. A fent részletezett
hisztologiai festések elvégzését kovetden az alabbi kovetkeztetések voltak
levonhatok:
> A hematoxilin-eozin festést kdvetden egyértelmii rostatmérd novekedés volt

detektalhatd az mstn mutans allatokban. A rostatmérd novekedése 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 alapjan,
azonban ez a metszési sikbol adodhat, specifikus vizsgalat nélkiill nem
igazolhato.
A hiperplazids izomra jellemz6 centralis magok ¢és behasadt (un. split
fibers) rostok voltak azonosithatok az mstn”” egerek izmaiban.
A hosszmetszet normalis hardntcsikolatot mutatott. Ezt a vashematoxilin
festés eredménye is megerdsitette.
A trikrém festések (azan, Van Gieson) normalis rostszerkezetet igazoltak.
A trikrom festések a kotészovet csokkent jelenlétére utaltak az mstn™"
allatok izmaban, amely megfigyeléseket az eziist impregnacioja igazolta.

Y
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> A PAS festés megnovekedett glikogén mennyiséget mutatott a mutans
izmok keresztmetszetén.

Az elektronmikroszkopos vizsgalat soran kereszt és hosszmetszeteken egyarant

megvizsgaltuk az izmok ultrastruktirdjat. A hipertrofias allatok izmainak kontroll

allatokkal torténd 0sszehasonlitasakor a kovetkezd ultrastrukturalis kiilonbségekre

deriilt fény:

> A miofibrillum struktira a kontrollhoz viszonyitva egyetlen vizsgalt
izomban sem mutatott koros eltérést.

> A miosztatin mutans izmokban a mitokondrium szdmanak igen jelentds,

foként a szubszarkolemma teriiletre kiterjedé novekedését tapasztaltuk. A
mitokondriumok helyenként oridsi tomegben fordultak eld, szinte
kiboltozddtak a memran alatt.

> A mitokondriumok nem csak szdmban, de méretben is eltérést mutattak, a
miosztatin mutdns egyedek izmaiban szdmos oOrias mitokondriumot
talaltunk.

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

> A muténs egyedek izmaibol késziilt metszetekben gyakrabban figyeltiink
meg sejtmagokat és szatellita sejteket. Azonban a megndvekedett sejtmag
¢s szatellita sejtszam igazolasara tovabbi kisérlet sziikséges.

> A mutansok izmaibol késziilt keresztmetszeti képek analizisekor un.
tubularis aggregatumok (TA) voltak megfigyelhetdek.

3.8 Miosztatin mutians fehér-kék belga szarvasmarha izomszovet
tenyészeteken végzett vizsgalatok

Kisérleti rendszeriinkben fehér-kék belga 4llatokbol szarmazd izom
prekurzor tenyészeteket izolaltunk nyilt izombiopszia modszerével a hatulso végtag
farizmabol (m. glutaeus intermedius). Kontrollként holstein-friz egyedeinek mintait
hasznaltuk. Az izolalt sejttenyészeteket jellemeztik, majd in vitro
differenciéltattuk. Az in vitro differenciéltatds soran 13 gén expresszids mintazatat
hasonlitottuk 6ssze, amelyek a miosztatin kaszkéaddal kapcsolatban allnak. A gének
kivalasztdsa az egéren megvizsgalt gének génexpresszids valtozasainak
eredményeit értékelve tortént. Célunk az volt, hogy az egéren, mint genetikai
modellallaton nyert informéacidokat a szarvasmarha esetében kozvetleniil
hasznositsuk és egyben validaljuk is.

Sikeresen hoztunk Ilétre szatellita sejttenyészetet és primer mioblaszt
sejttenyészetet az izombiopszidk szoveti izoldtumabol. A fehér-kék belga
sejttenyészetekben szignifikans novekedést tapasztaltunk az MRF faktorok, az Igf-
1, valamint a Cdk2 gének expresszidja esetében, mig jelentds csokkenés volt
detektalhaté a p2l szintben. Az in vitro differencialéodd izomrostok esetén az
MyHC izotipus vizsgalat a felndtt egyedekre in vivo jellemzé MyHC IIB mRNS
tulstlyt mutatott, amely a IIA tipus rovasara kovetkezett be. A differenciadlodas
soran  mért  génexpresszidés  kiilonbségek a  miosztatin  izomszovet
differencidlodasban betoltott szerepét tdmasztjak ala.
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3.9 Uj tudomanyos eredményeim

1. Miosztatin mutans egértorzsbol ES sejtvonalakat hoztam létre melyek
pluripotencidjat in vitro és in vivo kisérletekben bizonyitottam.

2. Kidolgoztam egy 1j, kondiciondlt embrionélis 0s-sejtvonal alapitd
tapoldatot és modositottam az alapitdsi metodikat. Ezzel az eljarassal non-
permissziv egértorzsek embridibol ES sejtvonalakat alapitottam, amelyek
pluripotencidjat in vitro €s in vivo igazoltam.

3. A miosztatin mutdns egér ES sejtvonalak izomszdvet iranyu
differencialtatdsa soran a miosztatin génexpressziot csokkentd hatasat
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.

4. A génexpresszios adatokat egér és szarvasmarha izomszovet Ossejt- és
primer mioblaszt kultirdk parhuzamos differencidltatdsaval is igazoltam.

5. Részletes hisztopatoldgiai analizist végeztem miosztatin mutans €s kontroll
egyedeket dsszehasonlitva.

Az izomszdvet fénymikroszkopos és elektronmikroszkopos vizsgéalata soran
mitokondriopatiat és korai tubularis aggregatum képzddést irtam le.
Analizaltam a hipertréfias izomban kialakul6 rostatméré ndvekedést, ahol a
fehér tipusu rostok szdmanak és teriiletének novekedését detektaltam,
melyet in vitro génexpresszids vizsgalataim is alatamasztottak.
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4. Kovetkeztetések és javaslatok

A miosztatin mutans egerekbdl torténd embriondlis Os-sejtvonal alapitasa
révén igyekeztiink informaciot nyerni a miosztatin izomszovet differencialodasban
betoltott  szerepérél. Hogy a mutdcid in  vitro rendszerben, vagyis
szovettenyészetekben is jol nyomon kdvethetd legyen, a mutaciot hordozd6 Cmpt
egértorzset Egfp transzgénikus egyedekkel kereszteztiik, majd 0j térzseket hoztunk
létre mstn”Egfp”" és mstm™"/C néven. Ezen egyedek embridit hasznaltuk fel
kisérleteinkben.

Habar szamos embrionalis Ossejt alapitasi modszer keriilt kidolgozasra az
elmult 10 évben, ennek ellenére, mind a mai napig nem létezik hatékony, konnyen
kivitelezhetd, és torzsfiiggetlen Os-sejtvonal alapitasi technika. Ezért ES sejtvonal
alapitasi metodika fejlesztésébe fogtunk, azzal a céllal, hogy kidolgozzunk egy
olyan ES sejtvonal alapitasi eljarast, amely lehetové teszi non-permissziv
egértorzsek, vagy nem beltenyésztett egértdrzsek esetén is az ES sejtvonalak
sikeres létrehozésat.

Laboratériumunkban kidolgoztunk egy olyan 0 tdpfolyadékot, melyben a
hagyomanyos ES tapoldatot in. kondicionalt, az ES sejtek kultivacidja soran nyert
tapoldattal kiegészitve alkalmaztuk. A modszert eredményesen hasznaltuk
miosztatin-mutans beltenyésztett egértorzsbdl (Compact) szarmazd embrionalis Os-
sejtvonal alapitasara. A munka sordn nem csak egy 1j 0sszetételd tdpoldatot, hanem
egy modositott izolalasi eljarast is kidolgoztunk. Ez az 10j és konnyen ismételhetd
eljaras a kondicionalt tdpoldat alkalmazasa révén barmilyen egértdrzs esetében
sikeresen alkalmazhatd. A moddszer hatékony eszkozt ad poligénes fenotipusok
mutans térzsben valo kdvetésére is.

A modszer teszteléséhez a miosztatin mutans egértdrzson kiviil permissziv
¢és non-permissziv egértorzseket egyarant felhasznaltunk. Sikeresen hoztunk létre
CBA ¢s BalbC, valamint NMRI ES sejtvonalakat, amelyek a non-permissziv
egértorzsek kozé tartoznak. A sejtvonalak alapitasat kovetden azok pluripotenciajat
részletesen bizonyitottuk, ezzel igazoltuk alkalmazhatosagukat a sejtbiologiai és
embrioldgiai kisérletek szamara.

fgy Gjonnan alapitott embrionalis &s-sejtvonalinkat és az igen jol jellemzett
kontroll, 129SV eredetli R1 ES sejtvonalat in vitro differenciéltattuk és kovettiik
szdmos, az embrid korai differencialodasért és a sejtleszarmazas alakulasaért
felelos gén expresszidjat. Feltételezéseink szerint a kiillonb6zd genetikai eredetli
sejtvonalak in vitro differencidltatasa soran, a korai elkotelezodés soran hato gének
aktivitdsanak vizsgélata ravildgithat a torzsek kozotti kiilonbségekre és igy a
torzsfiiggdség okara is.

Megvizsgaltuk az Oct-4 korai, pluripotenciaért felelds transzkripcios faktort
¢s mindazon géneket, amelyek szignalutvonalaban szerepet jatszanak. Mas fontos
géneket —mint a telomeraz vagy Lif receptor— is bevontunk a kisérletekbe,
melyeknek szerepiik lehet az dssejt megujuldsaban, illetve a pluripotencia
fennmaradésaban.
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Az Oct-4 expressziés szintjének csokkenését figyeltik meg a
differencialodd EB csomokban. Mindazonaltal, az Oct-4 abszolut mennyiségét
illetéen kiilonbségeket detektaltunk a sejtvonalak kozott. Az F2 és a CBA
sejtvonalak esetében az expresszios szint magasabb volt. Megitélésiink szerint ez
lehet felel6s azért, hogy ezekbdl a vonalakbol kisebb hatékonysaggal lehet csak
embrionalis kimérat 1étrehozni.

Jol ismert, hogy az Oct-4 mRNS-szintje befolyasolja az Oct-4 aktivacios
utjat. Ha magas, az ES sejtek endoderma és mezoderma irdnyba differencialddnak,
mig ha az mRNS szint alacsony, az a trofektoderma iranyba torténd
differencialodasnak kedvez. Csak a ,,normalis” mRNS szint képes megdrizni az ES
sejtek pluripotens allapotat. Ezek alapjan az egyes sejtvonalak kozott detektalhato
Oct-4 expresszios szint kiillonbség magyarazatot adhat a sejtvonalak kiilonb6zd
pluripotencidjara €s in vivo kiméra-képzd képességére.

Az Fgf4 esetében, melynek expresszidjat Sox2 - Oct4 komplexek aktivaljak
az mRNS-szint lassi csokkenést mutatott. A sejtvonalak kozott kis kiillonbségek
voltak felfedezhetdk: a differenciacio késdi szakaszdban az mRNS hidnyzott az R1
és mstn”/Egfp™"" 2 EB csomokbol, de az F2, CBA és mstn”/Egfp" 1 vonalakban
kimutathat6 volt. Ez a variancia a sejtvonalak kozotti torzskiilonbségek jele lehet.

Nem talaltunk kiillonbséget a hat sejtvonal kozott az Utfl és Rex-1
expresszidos mintazataban. Az IL-6 citokin csalddba tartoz6 LIF receptor
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 bizonyithat6 a LIF receptor aktivitasa.

Megfigyeléseink azt mutatjak, hogy minden ES sejtvonalunk LIF- és
fibroblaszt-fliggd: embrionalis fibroblaszt-eredetii taplalo sejtréteg nélkiil a
sejtvonalaink nem voltak fenntarthatéak. igy a LIF receptor mRNS sziikséges a
normalis proliferacio €s pluripotencia fenntartdsahoz. A LIF receptor transzkriptum
mennyisége igen hasonldé mintdzatot mutatott a sejtvonalakon, szintje alig valtozott
a differencialtatas 10 napja alatt: csupan az R1 ¢és F2 sejtvonalakon mutatott
jelentdsebb csdkkenést a 7-10. napokon a kezdeti szinthez (d0) képest.

A telomeraz reverz transzkriptaznak egér ES sejtekben vald sziikségessége
még vizsgalat targya. Mi, az F2 kivételével (ahol nem tudtunk telomeraz reverz
transzkriptaz mRNS-t kimutatni), az Osszes sejtvonalban kismértékii telomeraz
aktivitast észleltiink. Az aktivitds a differencidlodd ¢és proliferdld EB csomo
sejtekben is megfigyelhetd volt. A négy telomerazt expresszald sejtvonal telomeraz
aktivitdsaban nem taldltunk kiilonbséget. A telomeraz mRNS hidnya lehet felelds
az F2 sejtvonal nem-kiméraképzd természetéért. Mivel nincs egyértelmi
bizonyiték a telomerdznak az egér ES sejt pluripotencidjaban betdltott kozvetlen
szerepére, tovabbi vizsgalatok sziikségesek e hipotézis bizonyitasara.

Eredményeink szerint a kiilonb6z0 ES sejtvonalakban megfigyelt eltérd
expresszios mintazat felelds lehet az egértorzsek kozotti megfigyelt
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kiilonbségekért. A kérdés egyértelmli megvalaszoldsdhoz azonban egyéb
torzsekbdl alapitott sejtvonalakra és embridik Osszehasonlitd vizsgalatara van
szlikség. Eredményeinkbdl azonban az is kideriil, hogy jelenlegi ismereteink szerint
nincs moéd a pluripotencia vizsgalatakor a vizsgalati paraméterek szdmanak
csokkentésére. SOt, az in vivo kiméra analizis sem hagyhato el.

Az izomszovet differencialéddas nyomonkovetésére két modszert
alkalmaztunk. Az ES sejtvonalak in vitro differencialtatasat, mely régota ismert és
egyre szélesebb korben alkalmazott technika a szoveti differencialédas soran zajlo
folyamatok megismerésére. A masik, az izomszovetbdl izolalt Gn. szdveti eredetii
Ossejtek vagy mas néven szatellita sejtek izomszovet irdnyt in vitro
differencidltatdsa szintén széles korben alkalmazott eljaras az izomdifferencialodés
tanulméanyozéasara. Tudomasunk szerint azonban ez az elsd olyan tanulmany, amely
e két mddszert egyiitt alkalmazza, az altaluk kapott eredményeket 6sszehasonlitva,
az eredményeket 6tvozve jut kovetkeztetésekre.

Az ujonnan alapitott sejtvonalak differenciacids kapacitasat is teszteltiik:
nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az msin”/Egfp™" és mstn™*/C torzsbél
szdrmazo sejtvonalak kozott. Mindamellett mérsékelt eltérés volt tapasztalhatd a
differencialodas idejét tekintve. Az izomdifferencialodas elsé jeleként megjelend
kontrahdldo EB csomok késobb jelentek meg, a kontrakcios periodus pedig tovabb
tartott a mutans sejtvonalban, mint a kontrollban. Ezek a kiilonbséget azt mutatjak,
hogy a miosztatin befolyéssal lehet az izom differencialodas idébeli lefutasara.

Ahhoz, hogy a miosztatin hatasat tanulmanyozhassuk, a differencialodas
soran zajlo génexpressziot vizsgaltuk. Osszesen 17 génre terjesztettiik ki
vizsgélatainkat. A gének egy részét az irodalomban végzett kutatds alapjan, mig
masokat részletes szekvencia analizissel véalasztottuk ki. A szekvenciaanalizis soran
lehetséges transzkripcios faktor kotohelyeket kerestiink azzal a céllal, hogy olyan
uj faktorokat vonjunk be a kutatasba, amelyekre eddig még nem kertilt sor.

Az embrionalis dssejtek vazizomma torténd in vitro differencialédasa soran
zajlo génexpresszids torténéseket szemikvantitative RT-PCR-rel vizsgaltuk. A
differencidlodast  izom-Ossejtek  (szatellitasejtek)  differencidlodasaval  is
Osszehasonlitottuk. Mind az embrionalis dssejtek, mind a szatellitasejtek esetében
kiilonbséget talaltunk az mstn mutans és kontroll vonalak MRF génexpresszios
mintazataiban. A kontroll sejtek expresszios profilja Osszevetheté volt az
expresszios mintazattal.

A muténs sejtvonalakban megfigyelt korai és elnyujtott MyoD-expresszid
azt jelzi, hogy a MyoD expressziojara a miosztatin hatdssal van. Mutédns sejtekben
ennek a hatdsnak nincs jele. A Miogenin és az MRF4 esetében egy expresszio-
csokkentd hatas szintén megfigyelhetd volt: a miosztatin hidnya mindkét
transzkriptum szintjének emelkedését vonta maga utdn a mutans sejtekben. A
miosztatin upstream szekvencidin leirt nagyszami miogenin-kotohely azt
valdsziniisitheti, hogy a miogenin a miosztatin szabdlyozasara is hatassal lehet.
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Az eddig ismertetet eredmények alapjan ugy gondoljuk, hogy az MRF
faktorok ¢és a miosztatin egymdsra hatdsa, a regulacié kolcsonds. A MyoD,
miogenin €s Smad3 transzkripcios faktor kotéhelyek nagy szama az 5° és 3 nem
transzlalodo régioban valdsziniisiti, hogy e faktorok képesek kotddni, igy aktivalni
a miosztatin génexpresszidjat. Ennek bizonyitasara azonban DNS-fehérje
kolesonhatés vizsgalat sziikséges, hiszen a kdtdhelyek megléte csak valosziniisiti a
hatast, azonban nem elégséges bizonyiték a valodi aktivalasra.

A mutans sejtvonalban az MRF faktor gének megnovekedett transzkripcios
aktivitasa azt sugallja, hogy a miosztatin képes csokkenteni e gének aktivitasat a
kontroll sejtvonalakban. Ha az elsd feltételezés igaz, vagyis az MRF faktor
hanem A4ltaluk 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. Igy 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.

Két, a sejtciklus szabalyozasdban szerepet jatsz6 gén expresszidjat is
megvizsgaltuk. Amig a Cdk2 expresszios szintje ndvekedést mutatott, addig a p21
csOkkent expresszidjat detektaltuk a mutans sejtvonalban. A kapott eredmények azt
bizonyitjak, hogy a miosztatinnak jelentds szabalyozé hatasa van a sejtosztodast
illetden: amikor a mutans miosztatin fehérje sejtosztodast gatldo hatdsa nem képes
érvényesiilni, igy a p21 csak csokkent szinten expresszal, igy nem képes a Cdk2
inhibiciora sem. A Cdk2 szint igy a normalishoz képest magasabb marad a mutans
sejtekben, amely az Rb fehérje foszforilaciojan keresztiil a proliferacidt serkenti.

A paired homeobox transzkripcids faktorok, a Pax3 és Pax7 sziikségesek a
szatellita sejtek kialakuldsdhoz, valamint az izomszovet differencidlodashoz. Az
mstn mutans sejtekben mindkét faktor expresszids szintje ndvekedést mutatott,
amely aldtdmasztani latszik a miosztatin izomszovet differencialodds soran
betoltott negativ regulaléd szerepét.

Tovabb vizsgdlva a génexpresszi6 nyomon kovetésére iranyulod
kisérleteinket, elmondhatjuk, hogy a leglatvanyosabb kiilonbséget a Sox5
transzkripcids faktornal detektaltuk. A tény, hogy ivar determindcidban szerepet
betoltd faktorok kotohelyét azonositottuk a miosztatin  szekvencian, mar
onmagaban érdekes eredmény. Ez képes megmagyarazni, hogy miért detektaltak
tobben is ivarfiiggd fenotipus erdsséget a miosztatin mutacidja esetén. A Sox5
expresszio szignifikdns ndvekedést mutatott a mutans sejtekben a korai
differencialodas szakaszédban Ez az expresszié novekedés magyarazatot adhat az
ivari determinizmusra a fenotipus esetében. A Sox5 szerepének egyértelmil
tisztdzdsahoz azonban egyeldre nem all rendelkezésilinkre elég informacid, mert a
Sox5 gén null-mutdns valtozatdt hordoz6 egerek azel6tt elpusztulnak az
embriogenezis soran, hogy a herefejlddésben €s ivari determindcidban betoltott
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pontos szerepét megvizsgalhatnak. Igy a miosztatin mutans tenyészetekben
detektalt Sox5 expresszidszint novekedésrdl csupan a Sox5 here- és spermatida
specifikus expresszidja alapjan feltételezhetd, hogy szerepet jatszik a fenotipus
ivari determinaltsaganak kialakitasdban. Azonban az ivar altal befolyésolt fenotipus
megjelenés okanak feltardsa tovabbi vizsgéalatokat igényel.

Az expresszios mintdzat, amelyet a szatellita sejtek differencidlédasa soran
detektaltunk konzisztens az ES sejtvonal differencialtatas soran kapott expresszios
mintazattal. FEltérés alig volt tapasztalhatd a vizsgalt gének expresszio
intenzitasaban és idobeli lefutasaban. A szatellitasejt differencialtatasi vizsgalatok
joligazoltak az ES sejtek vazizom specifikus differencialodésat.

Kisérleteinkben a harom alapvetd rosttipus hisztokémiai NADH-tetrazolium
reduktdz (NADH-TR) reakci6 alapjan keriilt azonositadsra. Mivel a fébb izmok
esetében kvantitativ eredmény a rosttipus Osszetételét illetden sem normal, sem a
mutans egérben nem 4ll rendelkezésre, és mert mind a normalis, mind a miosztatin
izmok szovettani képében a rostok atméréi jelentds variancidt mutattak, Ggy
dontottiink, hogy a rostditmérOnek a miosztatin-hidny okozta valtozéasat
morfometria segitségével fogjuk bizonyitani.

Az is a miosztatin-hidny kovetkezményének tekinthetd, hogy, bar eltérd
mértékben, de az izmok keresztmetszetének atmérdje mutans egérben nagyobb.
Ugyszintén, az egyes rosttipusok aranyanak vizsgalatakor mindegyik vizsgalt
izomban az I-es tipusu rostok mennyiségének jelentés novekedése volt
megfigyelheté. Ez is alatdmasztja a differencialodd ES sejtekben megfigyelt
megemelkedett MyHC I expressziot.

A hisztopatologiai analizisek eredményei szdmos ponton megegyeznek a
hipertrofia, illetve hiperpldzia jelensége sordn leirt eltérésekkel. A korabban mar
hipertréfia sordn leirt megndvekedett rostdtmérd ¢és hasadt rostok, valamint
centralis sejtmagok jelenléte ebbe a sorba tartozik. A fénymikroszkopos
hisztoldgiai analizis emellett a miosztatin null-mutans egereken korabban mar leirt
csokkent kotdszovet mennyiséget igazoltak, a cmpt egértorzson is. Egyéb, a rostok
finomszerkezetét érintd patologias elvaltozas nem volt detektalhatd. A PAS festés
megnovekedett glikogén mennyiségre utal, azonban ez rosttipussal Osszefliggd
valtozas is lehet, amelyet a késObbiekben értékeliink.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok a miofibrillum struktira épségét
igazoltak. Kordbban az irodalomban még le nem irt, miosztatin mutacioval
kapcsolatos jelenségként jelentds mitokondrium felszaporodéast detektaltunk. A
mitokondriumok felszaporodasa a sejtmembran alatti teriileten volt igen jelentds.
Ez a jelenség az Un. mitokondriopatidban fordul eld, amikor patologias
mitokondrium felszaporodas figyelhetd meg. Ez azonban gyakran mitokondrium
szerkezeti elvaltozasokkal jar egyiitt, azonban esetiinkben nem mutattunk ki
mitokondrium kriszta degradaciot, a mitokondriumok szerkezete normalis volt.
Tovabbi elvaltozasként tubularis aggregatumok kialakuldsat (TA) figyeltiik meg a
mutans allatok izmdban. A jelenséget kordbban human és egér miopatidkban irtak
le. Habar az ELMI vizsgalatokba bevont egyedek szama alacsony, mégis ugy tiinik,
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hogy a jelenség Osszefiiggésben van a miosztatin mutacioval és az annak hatasara
kialakul6 talizmolt fenotipussal.

Eredményeinket hipertrofids szarvasmarha szatellita és primer mioblaszt
tenyészetek in vitro differencialtatasaval hasonlitottuk 0ssze. Tettilk mindezt azért,
hogy a genetikai modellen, az egéren nyert informaciok értékét lemérhessiik. Habar
az irodalmi adatokbol tobb esetben is kitlint, hogy a modellallatokon gytijtott
informdciok jol adaptalhatok a modellezett él6lényre, azonban szdmos esetben
kiilonbségek is adddnak a vizsgalt fajok rendszertani, fizioldgiai eltéréseinek
kodszonhetden.

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

Ennek bizonyitasara kisérletet terveztiink, ahol a szoveti tipusu Ossejtek és
primer izomszovet tenyészetek vizsgalatat tliztiik ki célul. Vizsgalatainkat a
fehér-kék belga szarvasmarha fajtara terjesztettiik ki. Azért ezt a fajtat valasztottuk,
mert itt bizonyosak lehettiink abban, hogy a hipertréfia valoban a miosztatin
génben bekovetkezd mutacioé kovetkezménye, masrész a fajta fajtatiszta tenyészete
megtaladlhatd Magyarorszdgon. A fajta hazai tenyésztd egyesiiletének segitségével,
az Ostffyasszonyfai Pet6fi Mgtsz allomanyabol vélasztottunk ivarérett bikdkat a
vizsgalatokhoz. Kisérleteinkben tlibiopszia modszerét alkalmazva, allatorvos
végezte a farizombol a mintavételt. A mintakbdl parhuzamosan nyertiink szatellita
¢s mioblaszt tenyészeteket. Ehhez a szovet feltardsanal eldszor egy enyhe enzimes
kezelést alkalmazva az elsé szlrésnél kiilonvalasztottuk az igen kis méretii
szatellita sejteket, majd pedig a szlirbn fennmaradt szoveti tormeléket tovabb
kezelve mioblaszt preparatumot készitettiink. Igy egy lépésben, igen hatékonyan
lehetett sejteket nyerni a biopsziakbol.

A szatellita és mioblaszt tenyészeteket parhuzamosan differencialtattuk és
az egér kisérletek mintdjara az in vitro differencialtatds sordn mRNS mintat
gyljtottiink, majd megvizsgaltuk szamos gén miikodését. Az eredmények szoros
korrelacidt mutattak a miosztatin mutans egértorzsbol alapitott ES sejtvonalak,
szoveti Ossejtek €s primer mioblaszt kulturak izomszovet differencialédasa soran
tapasztalt vizsgélati eredményeinkkel. Az adatok Osszehasonlitdsa alapjan
elmondhat6, hogy az altalunk vizsgalt faktorok esetében nincs kiilonbség a két faj
kozott a miosztatin altal regulalt izomszovet differencialodasi kaszkadban. igy a
miosztatin mutans egértérzson végzett vizsgalataink eredményei jol modellezik a
gazdasagi haszonnal bir6 fehér-kék belga szarvasmarhan tapasztalt valtozasokat.
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