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1. BEVEZETES

Az embrionalis 6ssejtek (ESC) genetikal atalakitasa majd differencialtatasa dendritikus sejtekké (DC-
ké) hatékony eszkoz a benniikk zajlé génmiikodés tanulmanyozasara. Munkacsoportunk korabban
megfigyelte, hogy ESC eredeti DC-kben (ES-DC) magas szinten expresszalodnak a PULl és IRF8
transzkripcids faktorok, ami arra utal, hogy ennek a két faktornak fontos szerepe lehet az ES-DC-k
fejlddésében. Hipotézisiink szerint ezen mester transzkripcios faktorok hianyaban a myeloid, illetve DC
fejlodés negativan regulalodik, amit esetleg modositani lehet  tovabbi transzkripcios faktorok
bekapcsolasaval.

Az IRF8 clsdésorban a hematopoietikus sejtekre korlatoz6dod transzkripcids faktor. Ismert, hogy
befolyasolja a DC-k, makrofiagok, granulocitak ¢és B-sejtek differencialodasat és miikodését. A PU1L
szintén fontos differencialodast szabalyozd fehérje, tovabba esszencidlis mind a B limfocitdk mind a
makrofagok fejlosésehez.

4. EREDMENYEK L
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12 napig differencidltatott sejtek detektdldsa Western blot-al: Az Irf8 mutdns sejtvonal (1/F10) IRF8 fehérje nem volt detektdlhato.
Azonban a feltételezett PU1 hidnyos sejtvonal (1/B6) esetén csak csokkent protein expressziot tapasztaltunk.
Pozitiv kontrollként vad tipusu ESC-kbél (ZX1 és E14) differencidltatott sejtek fehérje extraktumait haszndltunk.

6. EREDMENYEK 1.
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RT-Q-PCR méreések soran CD11c, Mfge8 és Irf4 gének expressziojat vizsgaltuk 19 napig differencidltatott sejtekben. A CD11c és
az Mfge8 gének mRNS szintje jelentésen csékkent a PU1 deficiens sejtvonal (1/B6) esetén a kontrol (ZX1) sejtekhez
viszonyitva. A diagramok 4 fliggetlen mérés eredményeit reprezentdljak.

7. CELKITUZES 1I.

KovetkezO célunk az Irf8 hianyos egér ESC-k tovabbi moddositasa volt indukalhaté Runx3 transzgén
beépitésével. Ehhez clektroporalasos transzfekciot alkalmaztunk, amit kovetéen a transzgén
helyspecifikus rekombinacioval épiilt be az 1/F10-es ESC sejtekbe. Terviink volt az indukalhato
RUNXS hatasanak vizsgalata az Irf8 hidnyos sejtek differenciacidjara. Ehhez a mar korabban
alkalmazott ,,embryoid body” protokollt alkalmaztuk, melynek soran 9 és 12 napig novesztett sejteket
vizsgaltunk.

8. EREDMENYEK V.
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IRF8 és RUNX3 indukalhato sejteken is ellenériztiik, az IRF8 fehérje mennyiségét. Ehhez vad tipusu IRF8 indukadlhato ESC sejteket
(iIRF8) hasznaltunk. Tovdabbd 9, illetve 12 napig differencidltatott IRF8 hidnyos plusz RUNX3 indukdlhato sejt klonokat (I8KOR3 C1
és C4) teszteltiink. A transzgéneket doxiciklin kezelés (+dox) segitségével indukdltuk. Az dbrdn jol lathato, hogy mind a 2 vizsgalt
klon esetén (ISKOR3 C1 és C4) nem volt kimutathato az IRF8 protein. Kontrollként vad tipusu ESC-kbél (ZX1) vagy pedig PU1
mutans ESC-kbdl differencialtatott sejtek fehérje extraktumait haszndltunk.

10. OSSZEGZES

Az altalunk létrehozott IRF8 mutans sejtvonal (1/F10) esetén igazoltuk, hogy fehérje szinten nem
detektalhato az IRF8 protein. Az aramlasi citometrids adatok alapjan IRF8 hianyaban alacsonyabb az
ES-DC-re jellemz6 CD86+ sejtek aranya a kontroll ZX1 sejtvonalbol differencialtatott sejtekhez
képest. Ezzel szemben az ex vivo létrehozott IRF8 deficiens ES-DC-ék hasonlé mértékben
expresszaljak a CD11c, Mfge8 ¢és Irf4 mRNS-eket mint a kontroll differencialt sejtek. Mindezen
tulmenden azt tapasztaltuk, hogy a Runx3 indukcié a sejtatalakulas korai szakaszaban (9 és 12 napos
sejtek) negativ hatassal bir a myeloid iranyu differenciaciéra az IRF8 hianyos sejtekben.

Ellentétben az IRF8-al, az altalunk létrehozott PUl mutans sejtvonalban (1/B6) ha csokkent
mértékben IS de detektalhaté volt a PU1 protein. Az érintett genomi teriilet (PUl exon2) ujra
szekvenalasa (1) primerekkel) még folyamatban van. Elképzelhetd, hogy itt nincs teljes géndefektus
csak hipomorf mutacié. Ennek ellenére az ezekbdl a sejtekbdl differencialtatott ES-DC-ben tobb
Ismert DC specifikus gén (CD11c és Mfge8) expresszioja szignifikansan alacsonyabb volt. Tovabba a
PU1 mutans sejtekben is kisebb volt a CD86+ aktivalt ES-DC aranya. Mindezek alapjan tgy ttinik a
PU1 hidnya erdteljesebb hatassal van GM-CSF dependens ES-DC fejlodésére és funkcidjara.

A jovoben globalis génexpresszios vizsgalatokkal szeretnénk felteérképezni az IRF8 ¢s a PU1L
dependens gének és fejlodési programok szerepét az ED-DC-ben és prekurzoraiban.

EGYETEM

2. CELKITUZES 1.

Munkank sordn ESC eredetii egér myeloid sejtek ¢s DC-k fejlodését kivantuk tanulmanyozni IRF8
¢s PU1 hianyos sejtekben.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Az IRF8 ¢és PUL transzkripcios faktorokat kodold gének inaktivalasa a ZX1 nevi egér ESC
sejtvonalon tortént CRISPR-CAS9 alapu géneditalassal. Az egyes klonok tesztelése jelenleg iIs
zajlik, az eldszlirés alapjan egy-egy sejtklon lett expandalva és tesztelve (az IRF8 esetében az
1/F10; PU1-nél 1/B6 klon). A genetikailag atalakitott ESC-k differencialtataisahoz egy specialis
modszert alkalmaztunk, mely sordn a sejtatalakitas els6 fazisaban embryoid body-kat
novesztettiink, majd a sejteket monolayer kulturaban differencialtattuk tovabb GM-CSF
jelenlétében. A 9, 12, vagy 19 napig differencialtatott sejtek jellemzésére aramlasi citometrias
méréseket, kvantitativ RT-PCR-t (RT-Q-PCR) és western blot technikat hasznaltunk.
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A. Reprezentativ dramldsi citometrids mérések eredményei, melynek soran a CD86 és az MHCII sejtfelszini marker lett vizsgdlva 19 napig
differencidltatott sejteken LPS kezeléssel és nélkiil. B. A diagramok 4 fiiggetlen mérés dtlagait és szordsait (SD) szemléltetik. A két
dtalakitott sejtvonal esetén alacsonyabb ardnyt kaptunk CD86+ és dupla pozitiv sejteket illetben. Az MHCII pozitivitast vizsgalva a
csokkenés nem volt szignifikdns. Az eredmények azt sugalljak, hogy a PU1 és a IRF8 gének inaktivdlasat kbvetben mérséeklodott a CD86-
ot expresszalo ES-DC-k ardnya.

9. EREDMENYEK V.

9 napig differencialtatott IBKOR3 sejtek CD34/CD45/CD105
protein expresszios profilja
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9 és 12 napig differencialtatott sejtek aramlasi citometrias mérései soran azt tapasztuk, hogy a RUNX3 transzgén indukalasanak
hatdsdra (+dox) a CD45 és CD105 sejtfelszini markereket hordozo sejtek aranya csokken. Ezzel szemben a CD34+ sejtek ardnya a 9
napig differencidltatott sejteken megemelkedett. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a RUNX3 negativan befolyasolja, vagy
legalabbis késlelteti az IRF8 hianyos sejtek myeloid iranyu fejlédését.

Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozunk az UD-Genomed munkatarsainak, akik a CRISPR-CAS9 alapu géneditalasi
munkalatokat végezték. Tovabba koszonet jar Mezd Irén technikusnak aki segitett a differencialt sejtek
begylijtésében €s analizisében.




