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Abstract

Many believe that embryonic stem cells are the future in
medicine. A few obstacles must be overcome before embryonic stem
cells can be used for medical purposes. By investigating and studying
the mechanisms and use of these unique cells it is ones hope that they
can be used to improve the medical science. The aim of this study was
to get more insight into how Transforming growth factor beta (TGFf)
superfamily affects the destiny of mouse embryonic stem cells. The
mouse embryonic stem cells were stimulated at three different times
during cell development, as undifferentiated stem cells, as embryoid
bodies and as aggregates. When the mouse embryonic stem cells had
reached the later stages of differentiation, as aggreagates, beating areas
were examined and counted, with effects from growth factors in mind.
RNA was isolated from the cells on the three time points and the gene
expression studied. It was known beforehand that certain pathways
within the TGFP superfamily direct embryonic stem cells to
mesodermal differentiation. The results showed that TGF stimulation
has the most effect on the cells to differentiate into cardiomyocites, but
it was not as obvious if any of the TGFf sumerfamily facilitaed
entothelial cell differentiation.

The results confirmed furthermore that BMP4 growth factor

maintains embryonic stem cells undifferentiated and pluripotent.

Keywords: Mouse embryonic stem cells, TGF3 growth factors,

pluripotent, differentiation, cardiomyocyte.
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pPakkarord

Leidbeinanda minum Gudrunu Valdimarsdottur vil ég pakka
fyrir petta frabeera teekiferi til ad vinna rannsdkn a svidi
sameindaliffraedi. Eg vil skila endalausum pékkum til hennar fyrir
O6meldan skilning, adstod og frabaera kennslu, betri kennara og
fyrirmynd er vart haegt ad finna. Helgu Eyju vil ég pakka fyrir alla
adstodina i sumar med verkefnid sem og 60rum & leknagardi. Oddur
Vilhelmsson tengilidur minn vid Haskolann & Akureyri feer minar bestu
pakkir fyrir adstod og yfirfero.

Foreldrar minir og fj61skylda hafa &tid verid min stod og stytta
i ndminu sem og 6dru. beim vil ég pakka fyrir allt, pa sérstaklega
foreldrum minum fyrir ad stydja vid bakid & mér i gegnum alla mina
skolagongu og fyrir alla hjalpina, einkum og sér i lagi pegar a
lokasprettinn var komid. An ykkar vari engin profgrada.

Unnusta minum og syni, sem faeddist medan 4 pessu verketni
st60, pakka ég fyrir ad hafa mér vid hlid. Pid hafdi synt 6endanlegan
skilning, studning og hvatningu 4 medan & ritgerdarsmidinni st60. Med

ykkur var petta pess virdi.

Svala H. Magnus
Akureyri 25. april 2008
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Urdrattur

Margir telja ad stofnfrumur séu framtid leknavisindanna. Med
pvi ad rannsaka, kanna virkni og not pessara einstoku fruma er vonast
til a0 heegt sé¢ ad sigra par hindranir sem standa i vegi fyrir ad haegt sé
nota peer til lekninga. Markmid pessa verkefnis var ad athuga hvada
ahrif 6rvun eda hindrun med vaxtarpattum TGF storfjolskyldunnar &
stofnfrumur r fosturvisum musa hefdi 4 6rlog peirra. Frumurnar voru
orvadar 4 premur misjofnun timapunktum, sem 6sérhafdar frumur,
EB-frumukulur og sem frumuflokar. Pegar frumurnar voru komnar 4
seinna stig sérhaefingar, sem frumuflokar voru sldandi svedi
hjartavodvafruma skodud og talin med tiliti til dhrifa fra vaxtarpattum.
b4 var RNA frumanna einangrad og genatjaning peirra skodud &
fyrrmefndum timapuntum. Fyrirfram var vitad ad bodleidir innan TGF[3
storfjolskyldunnar beina stofnfrumum ur fosturvisum musa i att ad
midlagssérhafingu. Nidurstodur tilrauna gefa til kynna ad tjaning
TGFp genins hefur hvad mest dhrif 4 ad frumurnar sérhafast i slaandi
hjartavodvafrumur en ekki var haegt ad sja jafn bein ahrif af tjaningu
PECAM-1 gensins med eda an vaxtarpatta 4 sérhaefingu frumanna i
@dapelsfrumur. Stadfestu nidurstédur ennfremur a0 BMP4

vaxtarpatturinn vidheldur stofnfrumum fésturvisa musa 6sérhafoum.

Lykilord: Stofnfrumur r fosturvisum musa, TGFf vaxtarpeettir,

fjolheefi, sérhaefing, hjartavodvafruma.

v
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1 Inngangur

1.1 Uppruni og saga

Stofnfrumur ur fosturvisum (e. embryonic stem cells, ES) hafa
verid vidofangsefni margra visindagreina sidan fyrstu greinar pess efnis
birtust. { greinunum er farid yfir fredi ES fruma og par reedd mikilvaeg
sidofredileg alitamal og thugud hugsanleg not ES fruma i
leknavisindum (Pera og Trounson, 2004).

Furduaexli (e. teratocarcinoma), sem eru sjalfsprottin axli i
vefjum musa og manna l6gdu grunninn ad rannséknum & stofnfrumum
ur fosturvisum musa (e. mouse embryonic stem cells, mES) pvi pau
innihéldu 6sérhafdar stofnfrumur (e. embyonal carcinoma stem cells)
(Passier og Mummery, 2003; Smith, 2001). Lang mest rannsékudu ES
frumurnar eru mES frumur, par tokst ad einangra arid 1981 en ekki
tokst ad einangra ES frumur r fésturvisum manna (e. human
embryonic stem cells, hES) fyrr en 1998 eftir miklar og itarlegar
rannsOknir (Porarinn Gudjonsson og Eirikur Steingrimsson, 2003).

Stofnfrumum er skipt groéflega i tvo flokka, ES frumur og
vefjasérteekar stofnfrumur (e. adult stem cells) (Gudrin
Valdimarsdottir, 2007). ES frumur eru einangradar ar innri
frumumassa fosturvisis 4 kimblodrustigi, paer geta annad hvort
endumyjast 6endanalega eda sérheefst i hvada frumugerd likamans sem
er (Guoran Valdimarsdoéttir, 2006). Vefjasértekar stofnfrumur eru
skilgreindar sem 6sérhaefdar frumur medal sérhafora fruma i tilteknum
vef. bar geta endurnyjad (e. self-renewal) sig eda sérhaefst (e.
differentiate) 1 dkvedna frumugerd i peim vef par sem paer fyrirfinnast,
og koma per ad vidgerd og vidhaldi (e. maintenance) vefjarins. Pessar
frumur eru sagdar marghafar (e. multipotent) pvi ad paer geta adeins
sérhaefst 1 tilteknar frumugerdir (Gudran Valdimarsdottir, 2007; Passier
og Mummery, 2003). Lengi hefur verid vitad ad likaminn hefur hafni
til vidgerda og endurmyndunar & fullmyndudum, sérhaefoum vefjum

ymissa liffeera (Passier og Mummery, 2003). Til a0 mynda hafa
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blédmyndandi stofnfrumur verid notadar i leknisfredilegum tilgangi i
nokkra aratugi. Rannsoknir 4 ES frumum og peim stofnfrumum sem
fundist hafa i vefjum, hafa vakid upp pa von ad unnt s¢ ad nota peer i
svipudum tilgangi (Porarinn Gudjonsson og Eirikur Steingrimsson,
2003).

[ pessari ritgerd verdur einblint 4 ES frumur frekar en
vefjasértekar stofnfrumur vegna dhugaverdra moguleika peirra &
sérheefingu i 6likar frumur sem gaetu nyst i leeknavisindum og til ad
skilja edli sjukdéma.

Rannsoknarspurning: Geta vaxtarpaettir TGFf
storfjolskyldunnar haldid mES frumur ¢sérhafdum eda orva peir

sérhafingu mES fruma i hjartavodva- eda @&dapelsfrumur?

1.2 Stofnfrumur ur fésturvisum musa og manna

Samruni tveggja kynfruma, s@dis- og eggfrumu, mynda saman
alhaefa (e. totipotent) tvilitna okfrumu (e. zygote). A 4-5 degi proskunar
fosturvisisins verdur til kimbladra (e. blastocyst). Innan hennar, rétt
utan vid midju er, innri frumumassi (e. inner cell mass, ICM) sem er

einsleitur fjolfrumu kululaga kjarni (Ratajczak , 2008).

spermatozoid
&
Fertilisation oocyte
day 0
Day4-5 @

Morula

o>
Day 5-7 u
Blastocyst

—>»  Embryonic stem cells

Mynd 1— Myndun kimblédru (Commission of the European communities,
2003)
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bunnt frumulag, ,,trophectoderm lagid* umlykur svo
kimblddruna og myndar fylgjuna 4 seinni stigum proskunar (Pérarinn
Gudjonsson og Eirikur Steingrimsson, 2003). ES frumur geta p6 ekki
myndad ,,trophectoderm lagio* likt og okfruman og eru pvi sagdar
fiolheefar (e. pluripotent) en ekki alhefar (Ratajczak, 2008; Smith,
2001).

Mynd 2 — ,Trophectoderm®lagid (tr) er fjarlaegt svo heegt sé ad einangra innri

frumumassa (ICM) kimbl6drunnar (Valdimarsdottir og Mummery, 2005)

1.2.1 Osérhzefdar ES frumur

Osérhaefdar ES frumur eru einangradar Gr innri framumassa
fosturvisa og likjast honum ad morgu leyti (Pera og Trounson, 2004;
Ratajczak, 2008). ES frumur eru peim hafileikum geddar ad geta
endumyjast og vidhaldid sjalfum sér 6endanlega dsamt pvi ad geta
sérheefst 1 allar frumur likamans in vitro og myndad fosturkimlégin
prja, ttlag (e. ectoderm), midlag (e. mesoderm) og innlag (e.
endoderm) (Thomson o.fl., 1998). ber eru tvilitna, sem er naudsynlegt
svo ad frumurnar geti tekid patt i meidsu og fjolgad sér og myndad alla
vefi likamans, einnig kynfrumur (Pera, Reubinoff, Trounson, 2000;
Smith, 2001).

ES frumur eru einangradar meo pvi ad ysta lag kimblédrunnar

er skilid varlega fra pvi innra. Frumumassinn er settur i rektunarskal
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og hann reektadur 4 stodfrumum (e. feeder cells) 1 akvednu ati. bessar
stodfrumur virka sem eins konar festa fyrir ES frumurnar d4samt pvi ad

seyta lifsnaudsynlegum pattum i etid (Gudran Valdimarsdottir, 2007).

How Human Embryonic Stem Cells Are Derived

L )
/4% In Vitro fertilization
Day 0
ﬂ Totipotent cells
F‘.’u " Day 3

Blastocyst
Day 5

Blastocoel

Trophectoderm —

Inner cell
mass

Cultured pluripotent stem cells

Mynd 3 — Einangrun innn frumumassa (Yu og Thomson, 2006)

hES frumur eru einangradar og raeektadar 4 mjog svipadan hatt
og mES frumur (Chambers og Smith, 2004). Synt hefur verid fram 4 ad
hegt er ad reekta hES frumur med ageetis arangri, um 50% peirra fruma
sem teknar eru ar innri frumumassa na ad verda ad sérhafoum ES
frumulinum (Passier og Mummery, 2003). Fosturvisar sem notadir eru
vi0 rannsOknir 4 hES frumum hafa allir verid gefnir ad upplystu
sampykki peirra sem afgang eiga af fosturvisum eftir teknifrjovgun
(Thomson o.fl., 1998).

Til ad halda mES frumum 6sérhefdum verdur ad rakta paer upp

4 sto0frumum auk sermis. Ef e&tlunin er ad vidhalda mES frumum
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Osérhefoum verda stodfrumur, vaxtarpatturinn LIF (e. leukemia
inhibitory factor) eda BMP (e. bone morphogenetic protein) ad vera til
stadar i etinu (Ying, Nichols, Chambers og Smith, 2003; Chambers og
Smith, 2004). B&di mES og hES frumur purfa 4 stodfrumum ad halda
til a0 geta vaxi0 en LIF hefur engin ahrif 4 hES frumur. Pad er talid
vera vegna pess ad virkjun & STAT3 umritunarferlinu er ekki ndgu g60
eda ekki er naegileg tjdning 4 peim pattum sem til parf til ad virkja LIF
ferlid (Pera og Trounson, 2004).

LIF er fjolvirkt cytokin, framleitt af stodfrumum, og tilheyrir
IL6 fjolskyldu cytokina. LIF og fleiri peettir sem tilheyra pessari
fjolskyldu tengjast LIFR vidtaka. Pessi floki (e. complex) virkjar svo
gp130 vidtaka sem naer i gegnum frumuhimnuna og hann virkjar svo
innanfrumuproteinid JAK (Janus kinase) (Chambers og Smith, 2004;
Valdimarsdottir og Mummery, 2005).

STAT3 Signaling Pathway

SIGMA-ALDRICH

.Cytokines

Cytokine Receptor

ettt | BRIBaESELD
ik

S
- ::'dﬁég?l“‘ [F] T 0
oI L JAK )4
\ / Y705

SHEE
—_—
—

E Y705
Y05

@@\' ;

y 57

STAT 3

Do |

ISRE/GAS

Mynd 4 — Bodleid STAT3 (SIGMA-ALDRICH)
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JAK fosforast og kemur af stad umritun markgena med hjalp
STAT3 umritunarpattarins og pannig vidhelst fjolhefi og endurnyjun
frumanna (Chambers og Smith, 2004; Valdimarsdottir og Mummery,
2005). Ef LIF er fjarlegt ur eti mES fruma sérhafast peer 4 6rfaum
dégum (Smith, 2001).

Synt hefur verid fram 4 ad hagt er ad nota BMP2/4 1 stad
sermis i @ti til a0 vidhalda fjolhafi mES fruma. Pad verdur p6 ad vera i
samvinnu vid LIF vaxtarpattinn. Ef LIF er fjarlegt ur @ti, sem lika
inniheldur BMP, 6rvar BMP frumur til ad sérheefast og bendir pad til
pess ad virkni Smad og STAT3 purfa ad vera i goou jaftnvegi (Ying,
o.fl, 2003a). Rannsakendur syndu einnig fram 4 ad BMP flytir fyrir
fosforun 4 Smad1 (Ying, o.fl, 2003b).

hES frumur purfa pé ekki LIF vaxtarpattinn til ad endurnyjast,
par purfa einungis &ti sem inniheldur bFGF (e. basic fibroblast growth
factor) og purfa ad vaxa 4 stodfrumum sem eru fibroblastar ar misum
(e. mouse embryonic fibroblast, MEFs) (Passier og Mummery, 2003;

borarinn Gudjonsson og Eirikur Steingrimsson, 2003).

Mynd 5 — hES kolonia & stodfrumum (Thomson o.fl., 1998)

Adur fyrr var talid naudsynlegt ad reekta mES frumurnar 4 MEF
frumum en 1 1j6s kom ad MEF frumurnar seyta LIF pettinum i &tid og
pad er adallega hann sem ES frumumar eru hadar til ad haldast
Osérhefdar (Passier og Mummery, 2003). Nylega hefur po tekist ad
reekta ES frumur an hjélpar stodfruma 1 skilyrtu eti (Gudoran
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Valdimarsdottir, 2007).

Auk ytri patta hafa innri umritunarpattir (e. transcription
factors) ahrif 4 6rlog mES fruma svo ad paer sérhafist ekki. Nanog er
einn pessara patta, frumur haldast 6sérhafdar i fjarveru LIF og
stoofruma ef Nanog er yfirtjadur. Nanog er ,,homeodomain containing
protein® sem pekkir um 50% ,,homeodomains* annarra proteina musa.
Hann er adeins tjadur i afmoérkudum hépi mES fruma og adeins i peim
sem lika tja Oct4 (Chambers og Smith, 2004). Oct4 tilheyrir POU
fjolskyldu umritunarpéatta og verdur hann ad vera virkur til ad vidhalda
0sérhafou astandi mES fruma (Gudran Valdimarsdottir, 2007;
Yamanaka o.fl., 2008). Likt og i mES frumum tja hES frumur lika
Oct4 og Nanog en per eru ekki eins hddar Nanog og mES frumurnar til
ad vidhalda endurnyjun og fj6lhafi (Chambers og Smith, 2004). Oct4
verdur ad vera til stadar 1 hafilegu magni til ad vidhalda fjolhaefi. Of
mikid magn 6rvar mES frumurnar i inn- og midlagssérhaefingu a
medan of litid magn drvar myndun ,,trophectoderm lagsins*
(Yamanaka, o.f1., 2008).

Svipgerda munur er milli tegundanna tveggja og vaxtamynstur
peirra olikt. mES frumur vaxa i hringlaga koloniur med glansandi aferd
en Oskyrar utlinur & medan hES frumur eru flatari og med skyrari
utlinur (Pera, Reubinoff, Trounson, 2000; Pera og Trounson, 2004).

hES frumur hafa verid skilgreindar sem 6daudlegar frumur med
telomerasavirkni. Telémerasar eru ribonukledprotein sem baeta kirnum
a enda litnings pannig ad litningurinn haldi alltaf sému lengd eftir
skiptingu. Petta skiptir gridarlegu mali fyrir liftima fruma. beer frumur
sem ekki hafa telomerasavirkni eldast og eru pvi sagdar daudlegar
(Thomson o.fl., 1998).

Baxdi mES og hES frumurnar eiga pad sameiginlegt ad geta
sérhefst og eru 6daudlegar. Badar gerdirnar tja gen sem finnast i
6sérhefoum frumum musa fosturvisa, par 4 medal nokkur sem eru
mikilvaeg 1 tengslum vid ad halda i fjolhafi fruma. Heildarmynstrid
bendir til pess ad akvedid byggingafredilegt tjaningarmynstur sé (e.
molecular blueprint) milli tegundanna tveggja en p6 er mikill munur

peirra & milli i tjaningu cytokina (Pera og Trounson, 2004; Xu o.fl,
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2005).

Fleiri ytri peettir koma til sem eru 6likir milli tegundanna
tveggja. MEK kinasa ferlid kemur af stad sérhafingu hjd mES frumum
en FGF2 ferlid sem kemur MEK ferlinu af stad 1 hES frumum heldur
frumunum 6sérhefoum (Pera og Trounson, 2004; Xu o.fl, 2005). i
sermislausu @ti og i samvinnu vid gp130 ferlid veldur BMP2 eda
BMP4 pvi ad mES frumur haldast 6sérhafdar 4 medan pessir drvar
koma af stad sérhaefingu medal hES fruma hvort sem er i &ti med eda
an sermis (Pera og Trounson, 2004). Hugsanlega taka Nodal og TGFf
patt i pvi ad vidhalda fjélhafi hES fruma ef peim er beett i lagum styrk
ut i aeti (Pucéat, 2007). Somu erfoamork eru heldur ekki tjad i innri
frumumassa mES fruma og hES fruma, sem bendir til pess ad munur s¢

milli tegundanna i 6sérhefoum frumum (Pera og Trounson, 2004).

1.2.2 Sérheefdar ES frumur (e. differentiated ES cells)

Gerdar eru prenns konar profanir til ad kanna hvort hafileiki
ES fruma ur fosturvisum til ad sérhaefast sé til stadar. Athugad er hvort
ES frumurnar geti sérhaefst 1 fosturkimlogin prju p.e. Gtlag, midlag og
innlag i frumurekt. P4 er athugad hvort paer geti myndad furduaexli sé
peim komid fyrir i musum. Ad lokum er athugad hvort ES frumurnar
geti tekid patt i myndun allra frumugerda i miisum med pvi ad bua til
blendinga (e. chimeras) (Porarinn Gudjonsson og Eirikur
Steingrimsson, 2003).

Ef &tlunin er a0 lata mES frumur sérhaefast p4 mega hvorki
stodfrumur né LIF vera til stadar i @&tinu. Sé pad fjarlegt getur att sér
stad sjalfsprottin sérheefing (e. spontaneous differentiation), annad
hvort sem ,,monolayer* sérhafing eda sem frumupyrpingar (Feraud og
Vittet, 2003; Smith, 2001).

Algengasta adferdin sem notud er vid sjalfspottna sérhafingu er
myndun hangandi dropa. P4 myndast frumukulur (e. embryoid bodies,
EBs), sem eru akvednar byggingar margra frumugerda, myndadar af
6sérhaefoum frumum. ber eru reektadar 1 prividri reekt sem likir eftir

fosturvisi in vivo (Pera 0.1, 2000; Rippon og Bishop, 2004).
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Embryonic stem cells
cultivated on feeder layer > Osérheefdar

Cultivation of ES in
hanging drops

5dagar 1
Formation of embryoid . Sérheefoar
bodies (EBs)

Mynd 6 — Sérhaefing ES fruma med myndun frumukutla (Gudrun
Valdimarsdéttir, 2007)

EB-frumukulurnar geta sérhaefst 1 61l prjii frumuldg innri
frumumassans, par 4 medal @dapelsfrumur (e. endothelial cells) og
hjartavodvafrumur (e. cardiomyocytes) (Pera 0.1, 2000; Rippon og
Bishop, 2004).

Nokkrar adferdir er hagt ad nota vid myndun EB-frumukula.
Med hangandi dropum nzest best vald & styringu einstakra EB-
frumukila med dkvedinn fjolda fruma i hverjum dropa af &ti. b6 geta
EB-frumukulurnar ekki sérhafst i eiginlegt fostur pvi EB-
frumukulurnar hafa enga skautun og geta pvi ekki motad likamsform
(Rippon og Bishop, 2004). EB-Frumukulurnar eru gerdar ur
utanfosturinn- og utlagi og veldur samspilid milli pessara tveggja laga
pvi ad utlagid verdur ad hinum ymsu gerdum fruma. Adeins litill hluti
peirra fruma sem verda ad EB-frumukulum syna mismunandi gerdir
sérhafora fruma (Pera o.fl, 2000). Hvada frumugerdir pad eru sem fast
ur rektun EB-frumukala fer alveg eftir pvi hversu lengi par eru hafdar
i reekt. Forverafrumur mid- og ttlags myndast 4 6rfaum dogum, a
medan pad tekur allt ad tiu daga ad fa fram frumur innlags (Rippon og
Bishop, 2004).

[ framhaldi af reektun EB-frumukula er haegt ad einangra
kalurnar ar @tinu og setja i rektun 4 skalum. Par er hagt ad beina
frumunum enn frekar i einhverja dkvedna att sérhaefingar (Rippon og
Bishop, 2004). Mismunandi vaxtarpettir (e. growth factors) hvetja til

sérheefingar 1 dkveodnar frumugerdir. Petta form raektunar kallast
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frumuflokar (e. aggregates). Hegt er ad nota styrda sérhafingu (e.
directed differentiation) til ad auka heimtur dkvedinna frumugerda. bad
er t.d. gert med samraektun ES fruma og END-2 innlagsfruma. END-2
frumurnar eru pé settar undir ES frumurnar i reektunarskalinni og ytir
petta form sérhafingar til aukinna heimta hjartavodvarfruma

(Mummery 0.1 2003).

Plating of embryoid bodies to
48-well tissue culture plates

4-5 dégum eftir
flutning EB

differentiation of hES
into beating muscle

Mynd 7 — Myndun frumufloka Gt fra EB-frumukulum (Gudrun Valdimarsdéttir,
2007)

St svipgerd frumufloka sem er ahrifamest 1 sjon er slattur
hjartavodvafruma. Haegt hefur verid ad greina tjdningu sérstakra
vefjamarkera, p.4.m. préteina sem koma ad byggingu hjartavodva,
vidtaka (e. receptor) og umritunarpatta hjarta (Rippon og Bishop,
2004).

1.3 Midlag (e. mesodermal lineage)

Eins og 40ur hefur komid fram er haegt ad sérhaefa ES frumur i
frumugerdir kimlaganna priggja, Gt-, mid- og innlags (Rippon og
Bishop, 2004). Mynd 8 synir til deemis ad taugafrumur og frumur

yfirhudar tilheyra utlaginu en innlaginu tilheyra brisfrumur og
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skjaldkirtilsfrumur. Midlaginu tilheyra vodva- og beinfrumur,
hjartavodva- bloo- og stodvefsfrumur. Af frumum midlags eru bloo- og
@dapelsfrumur medal peirra fyrstu til a0 myndast 4 medan proskun
fosturvisis stendur (Wobus og Boheler, 2005).

Audveldast er ad sérhaefa ES frumur i bl6d-, &da- og
hjartavodvafrumur og hafa pessar gerdir fruma langmest verid
rannsakadar. ES frumur hafa moguleika 4 pvi ad sérhefast i fleiri
gerdir en per sem pegar hafa verid taldar upp. Til ad nefna einhverjar
tegundir midlagsfruma sem tekist hefur a0 mynda, ma nefna

beinagrindavoda-, beinmyndandi- og fitufrumur (Keller, 2005).

Mynd 8 - Frumugerdir kimlaganna priggja (Yu og Thomson, 2006)

Medlimir Transforming Growth factor beta (TGFp)
storfjolskyldunnar hafa verid tengdir vid myndun midlags. Pegar
skodad er hversu vidtaek ahrif medlimir TGFp storfjolskyldunnar hafa,

geeti pad lika verid tengt umhverfi frumanna. Hugsanlega eru einhverjir
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alrir peettir sem frumurnar seyta sjalfar sem hafa pessi ahrif 4samt
medlimum TGF storfjolskyldunnar (Pucéat, 2007).

[ masum er TGF tjad snemma i hjartasvaedi midlagsins,
medlimir BMP hluta TGFf bodleidarinnar skipta lika miklu mali vid
myndun hjartans. Nodal, TGFp og BMP2 vaxtarpattirnir yta allir undir
midlagssérhafingu. Svo ad dkvedin sérhaefing ndist pa skiptir miklu
mali 4 hvada timapunkti vaxtarpattirnir eru settir 4 frumurnar (Pucéat,
2007).

ES frumur lofa gédu i tengslum vid myndun hjartavodvafruma
en po er skortur er & areidanlegum raektunaradferdum til ad hagt sé¢ ad
nota per 1 kliniskum tilgangi. P6 svo a0 vitad s¢ ad BMP taki medal
annars patt i myndun hjartavodvafruma, pa er ekki vitad nakvemlega
hvada pattir koma vid sdgu. b6 er vitad ad TGFp og BMP 6rva
myndun hjartavodva. Noggin er annar pattur sem mikid er tjadur i
stuttan tima 4 medan 4 myndun holfésturs (e. gastrula) stendur, hann
beinir midlaginu ad myndun hjartavodva. Samkvemt rannsoknum
Yuasa og fleiri er best ad baeta Noggin a4 frumurnar rétt fyrir eda eftir
myndun EB-frumukula til ad fa fram sldandi sveedi (e. beating areas).
ber ES frumur sem hafa verdi medhondladar af Noggin tja meira af
Brachyury T en adrar frumur (Yuasa, 2005). Brachyury er sérstakur
marker einkennandi fyrir midlag og naudsynlegur fyrir myndun pess
og til sérheefingar i hryggdyrum (Wei, Juhasz, Li, Tarasova og Boheler,
2005).

1.4 Transforming growth factor beta bodleidin

TGFP storfjolskyldan skipar storan sess i tengslum vid proskun
(Pucéat, 2007). betta eru marghaefir vaxtarpattir, vida dreifdir um
likamann og hafa ahrif 4 ymsa lifedlisfreedilega ferla fruma. beir hafa
til a0 mynda ahrif 4 frumudauda (e. apoptosis), fjolgun (e.
proliferation), 6ldrun (e. senescence) og vidgerdir vefja (e. tissue
repair) (Pucéat, 2007; Valdimarsdottir og Mummery, 2005). Ahrifin
geta verid mismunandi, allt eftir pvi hvernig samsetning is6forma

TGFp er (TGFB1, TGFP2 eda TGFP3), proskunarstig markfrumunnar,
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innra umhverfi og hvada pettir eru til stadar i &tinu (Isufi, 2007).
bettir TGFP storfjolskyldunnar beina frumum i ymsar frumugerdir
allra priggja kimlaganna (Pucéat, 2007).

TGFP storfjolskyldan var fyrst uppgotvud fyrir um 27 &rum og
samanstendur hun af vaxtar- og sérhefingarpattum sem eru yfir 40
talsins, allir svipadir ad byggingu. Vaxtarpattirnir skipa ad 6llum
likindum stéran sess i endurnyjun fruma og sérhafingu, b2di i mES
frumum og hES frumum (Pucéat, 2007; Valdimarsdottir og Mummery,
2005). battunum er skipt i tvo hopa, annars vegar BMP og ,,Growth
Differentiation Factors* (GDF) og hins vegar TGF, activin og nodal.
bekktir eru ad minnsta kosti prir mismunandi TGFf vaxtarpattir og

yfir 20 mismunandi BMP pettir (Pucéat, 2007).

Cytoplasm

/ 16, Nucleus \

Mynd 9 — TGFS bodleidin (Valdimarsdoftir og Mummery, 2005)

TGFP bindill flytur bod fra frumuhimnunni inn i kjarnann (e.
nucleus) med pvi ad bindast vid serin/threonin vidtakafloka, betur
pekktir sem TGFp typu I vidtaki og TGFp typu II viotaki. Vidtaki II er
sivirkur (e. constitutively) og virkjar vidtaka I (Valdimarsdottir og

Mummery, 2005). Typu I vidtaki fosforast og ber bodin sidan afram
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med Smad umritunarpattum. Smad proteinin ferdast svo inn i kjarnann
par sem pau koma af stad umritun markgena (Watabe o.fl., 2003).

Smad préteinunum er skipt 1 prja hopa eftir byggingu og
starfsemi. R-Smad eru virkjud af viotokum, Co-Smad (Smad4) sem er
algengur midlari og I-Smad sem stjornar hindrun, algengir I-Smad eru
Smad6 og Smad7. R-Smad virkjast pegar viotaki I fosforast og myndar
floka med Co-Smad. Tengimoguleikar R-Smad vid vidtaka I eru afar
takmarkadir vegna pess ad L45 svadi vidtaka [ og L3 svedi R-Smad
verda ad geta tengst. Fosféradur R-Smad myndar svo floka med Co-
Smad, Smad4, og saman fara peir inn i kjarnann og virkja par markgen
sin. Smad ferjan er naudsynleg til ad stjorna umritun markgena
(Valdimarsdottir og Mummery, 2005).

Hver og einn medlimur innan TGFP storfjolskyldunnar binst
akvedinni gerd samsetningar af typu I og Il vidtaka. Bod TGFp fara i
gegnum ALKS vidtaka, bod activin i gegnum ALK4 sem endar svo
hvort tveggja med fosforun Smad2/3. BMP hvatar mynda staersta
hépinn innan TGFp storfjolskyldunnar. Bod BMP fara i gegnum
ALK2, ALK3 og ALK6 vidtaka I og fosféora Smad1/5. Talid er ad
Smad 1/5 skipti miklu méali hvad vardar 6rlog mES fruma. Peir hvetja
til endurnyjunar fruma og ef JAK og STAT3 eru ekki virkjadir leitar
fruman 1 midlagssérhaefingu i stad pess ad sérhafast i att ad utlagi

(Valdimarsdottir og Mummery, 2005).

14



Haskolinn 4 Akureyri Svala H. Magnus
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Mynd 10 — Virkni patta TGF storfjélskyldunnar (Gudrin Valdimarsdottir,
2007)

Hvort ES frumur endurnyjast eda fara i sérhafingu redst af pvi
hvort og hvada vaxtarpattir og/eda hindrar eru til stadar i @tinu. bad er
pvi mikilveegt ad skilja hvernig bodleidin (e. pathway) virkar.
Skilningur 4 samskiptum innri og ytri stjornpatta fruma er ekki til hlitar
en TGFP storfjolskyldan skiptir ad 6llum likindum gridarlegu mali i
endumyjun og sérhefingu ES fruma musa og manna (Valdimarsdottir

og Mummery, 2005).

1.5 Leeknisfraedileg not

bratt fyrir gridarlegar framfarir { att ad betri skilningi a
sérhefingu stofnfruma er langt i land 4dur en hagt verdur ad nota peer i
leknisfreedilegum tilgangi (Passier og Mummery, 2003). Mjog
mikilvaegt er ad geta stjornad vexti og sérhaefingu ES fruma, fyrr er
ekki hagt ad nota per til lekninga (Mummery o.1l., 2003).

Adferdir til ad gera vid og endurmynda skemmda vefi med
hjartavodvafrumum geeti ordid til pess ad minnka likur & skemmdum

eftir kransedastiflur (Mummery o.fl., 2003).
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Engin adferd sem midar ad sérhafingu ES fruma hefur nad ad
sérheefast 1 100 % hreina frumugerd (Rippon og Bishop, 2004). Fleiri
hindranir eru i vegi fyrir notkun frumanna i leeknisfredilegum tilgangi,
svo sem @xlismyndun, ofneemisvandamal, fyrir utan 611 pau
sid0fredilegu alitamal sem vakna i tengslum vid einangrun og raektun
ES fruma. Margar hindranir 4 enn eftir ad yfirstiga 4dur en hagt verdur
ad nota ES frumur til lekninga, sem reynist erfitt pvi mikill skortur er &
afgangs fosturvisum til rannsékna (Wei o.fl., 2005).

Nylega tokst japonskum rannsoknarhopi ad endurforrita
hadfrumur ir ménnum sem 6rvadi peer i fjolhefar stofnfrumur. betta
var gert med pvi ad innlima fjora 6lika umritunarpeetti (Oct4, Sox2,
KlIf4 og c-Myc) i kjarnann med retréveirum (Takahashi o.f1, 2007).
bessar rannsoknir gefa moguleika & pvi ad efla stofnfrumurannsoknir

an pess ad notast vid fosturvisa.
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2 Efni og adferdir

2.1 Myndun hjartavodvafruma

Akvedid var ad gera prenns konar tilraunir til ad skoda &hrif
TGFP vaxtarpatta 4 genatjdningu dsérhafdra og sérhaefora ES fruma
musa. Valinn var klonn IB10 sem er undirklonn (e. sub-clone) E14
stofnfrumulinunnar. Atlunin var ad fa fram sldandi hjartavodvafrumur
med pvi ad beina ES frumunum 1 pa att sérhaefingar med eda an TGFf

vaxtarpatta.

2.2 /Eti og onnur efni

Buffalo Rat Liver aeti (100% BRL)
500 ml DMEM
5ml 200 mM L-Glu
5 ml 100 mM Sodium Pyruvate
5ml 100X NEAA
50 ml FCS
Osérhaeft ati (e.undifferentiated medium)
80 ml 100% BRL
20 mI DMEM w. 10% FCS
11 ml extra FCS
111 pl BME
Sérheeft seti (e.differentiated medium)
500 ml DMEM w
50 ml FCS
5 ml P/S penisilin
5 ml Glu — Glutamin as.
5 ml NEAA (Non-Essential Amino Acids)
900 pl BME
Trypsin (Textured Vegetable Protein, TVP)
191 ml PBS
5 ml 40 mM EDTA
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2 ml Chicken serum
2 ml 2,5% Trypsin
Phosphate buffer saline (PBS)

PBS er saltlausn sem hjalpar til vid ad halda syrustigi
lausnarinnar stdougu og var notad til ad skola frumur.

pH 7.4

150 mM NacCl

8.0 mM Na,HPOg4

3.0 KCL

1.5 mM KH,HPO4

Leukemia inhibitory factor (LIF)
LIF var notad i styrknum 10 ng/ml (fr& Chemicon)
0,1% gelatin

Gelatin var pynnt i vatni, p.e. 0,5 g 1 500 ml vatni.
2.3 Frumuraekt

2.3.1 Frumur affrystar

Notadir voru rektunarbakkar vid framkvemd tilraunarinnar.
Undirbua parf brunna bakkans fyrir mES frumurnar til pess ad paer nai
g60ri festu. Brunnarnir voru hudadir med 0,1% gelatini, peir hreinsadir
og 1 stadinn sett 0sérheft @ti, sem inniheldur LIF sem sér til pess ad
frumurnar vidhaldist i rekt og sérheefist ekki. mES frumurnar voru
piddar hratt og peer settar i tipu, med 5 ml af 6sérhefou ti. Blandan
var svo spunnin nidur i 5 minutur vido 1000 RPM, flotid tekid af, nytt
@t sett 1 stadinn og botnfallid leyst varlega upp med pipettu.
Frumuflotinu var svo skipt nidur i tvo gelatinhtidada brunna pannig ad
tvofalt fleiri frumur voru settar i annan brunninn. Ad lokum var
bakkinn hristur varlega og skodadur i smasja til ad athuga hvort
frumurnar veeru ekki 6rugglega til stadar, lifandi og dreifdar. Bakkinn
var pa settur 1 hitaskdp vid 37°C 1 tvo s6larhringa. Ad peim tima
lidnum var s& brunnur valinn sem betur potti henta til aframhaldandi

raktunar.
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2.3.2 Umsaning fruma

Vid umsaningu fruma var allt &ti sem fyrir var i tilteknum
brunni fjarleegt og frumurnar skoladar med 1 mlaf PBS. Hellt var
varlega yfir frumurnar 250 pl af TVP til ad losa paer hverja frd annarri
og fra botni bakkans. Lausnin var latin leika um frumurnar i 2-3
minutur, eda par til vokvinn var ordinn skyjadur af frumum. Ut i
lausnina var batt 750 ul af 6sérhaefou ati til ad dvirkja TVP. Nu voru
samtals 1000 ul i holunni. { 6sérhaefda @tinu var adur buid ad rekta
Buffalo Rat Liver cells sem seyta lifsnaudsynlegum pattum fyrir mES
frumurnar. Pessu BRL @ti er svo safnad saman, pad siad, LIF og meira
sermi beett ut 1 lausnina og kallast ati0 pa skilyrt eti. Pad sem ovirkjar
TVP er i raun sermid sem 6sérhaefda ®tid inniheldur. Raektun var
haldid afram og frumur sem myndudu fallegustu koéloniurnar voru
valdar til aframhaldandi reektunar. I hvert skipti sem frumunum var
umsad, voru mismiklar pynningar gerdar, allt frd 1:8 pynningu og nidur

i1:20.
2.4 Orvun mES fruma med TGF vaxtarpattum

2.4.1 Tilraun 1 — Osérhaefdar mES frumur

Osérhafdar fiolhefar mES frumur voru raktadar i kolonium i
6sérhefou eti. Med pvi a0 umsad mES frumunum i rektunarbakka sem
inniheldur &ti med dkvedna vaxtarpatti, 6rva og hindra eins og sést i
tolflu 1, er haegt ad sja hvada ahrif hver 6rvi og hindri hefur 4 voxt og
formgerd mES frumanna. TGFp hindrinn, A5Ki (ALKS kinase
inhibitor), er leystur upp i DMSO (vehicle). bvi er DMSO notad sem
vidmid til ad ganga Gr skugga um ad ahrifin sem komu i ljés vaeru i

raun vegna A5Ki en ekki DMSO.
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Tafla 1 — Raektunarbakki med vaxtarpattum og hindrum

BMP4 Noggin+BMP4
Noggin hindri
Neikvaett viomio vaxtarpattur (10 ng/ml + 100
(100 ng/ml)
(10 ng/ml) ng/ml)
TGFp ASKi+TGFp DMSO
b ASKihindr (1 ng/ml + 10 (1:1000)
vaxtarpattur ng/ml + :
(10 mM)
(1 ng/ml) mM)

[ peim brunnum par sem hindrarnir Noggin (BMP hindri) og

AS5Ki eru notadir med BMP4 og TGFp, var vaxtarpattum beett vio

tveimur timum 4 eftir hindrunum svo peir hefou feeri 4 pvi ad bindast

videigandi vidtaka og hindra par med bindingu vaxtarpattarins og

vidtaka. Endastyrkur vaxtarpatta og hindra er gefinn upp 1 toflu 1.

Tveimur solarhringum sidar voru frumurnar sveltar med eda an

vaxtarpatta. Frumurnar voru sidan skodadar i smasja og nidurstodurnar

skradar. A9 lokum var @tid tekid af, frumurnar pvegnar og peim safnad

saman fyrir RNA einangrun.

2.4.2 Tilraun 2 — EB-frumukulur (e. embryoid bodies, EBS)

Osérhafdar mES kéloniur voru leystar i sundur, eins og adur

var lyst, en nu var 750 pl af sérhaefou @ti beett 1 hverja holu til ad

ovirkja TVP. Til a0 utbtia EB-frumukulur, parf ad telja magn fruma

sem til stadar eru. A9 medaltali eru 800 frumur 1 hverjum dropa sem

hver er 20 pl. Lausnin var pvi pynnt pannig ad endalausn hennar yrdi

40.000 frumur/1000 pl.
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Tafla 2 — Innihald tapa fyrir gerd EB-frumukdla

Tupa Vaxtarpattur/hindri

1 Vidmid
BMP4 (10 ng/ml)
Noggin (100 ng/ml)
BMP4 + Noggin (10 ng/ml + 100 ng/ml)
TGFB (1 ng/ml)
AS5Ki (10 mM)
TGFp + A5Ki (1 ng/ml + 10 mM)
DMSO (1:1000)

RSN N A W

Frumuflotinu var skipt nidur i atta tipur og vaxtarpattum
og/eda hindrum beett Ut 1 (sja toflu 2). Til pess ad utbia EB-frumukuilur
voru notadar 4atta rektunarskalar (9 cm i pvermal), ein fyrir hvern
vaxtarpatt/hindra, i botninn & peim voru settir 10 ml af PBS til ad
vidhalda raka i skalinni. Einni EB-frumukalum i einu var radad a lok
skalarinnar, pvi sidan hvolft og skalinni lokad og htn sett i
rektunarskap 1 5 sélarhringa. Ad peim tima lidnum héfdu myndast EB-
frumuktlur nedst i hangandi dropunum og peim var safnad saman fyrir

RNA einangrun.

2.4.3 Tilraun 3 — Frumuflokar (e. aggregates)

Vid myndun frumufloka var byrjad 4 pvi ad utbua EB-
frumukulur 4 sama hétt og gert var i tilraun 2. Atta stykki af 24 holu
bokkum voru gelatinhtdadir og peir geymdir i um pad bil 30 mintatur
vid 37°C. A medan var gerd ein stér blanda af sérhzfou ati og
vaxtarpattum fyrir hvern bakka (sja toflu 3). [ hverja tapu voru settir 13
ml af sérhefou ti med eda an vaxtarpatta/hindra. b4 voru 0,5 ml af
aeti settir { hvern brunn, 6rlitid rammal af pvi dregid aftur upp i
pipettuoddinn, sem soga atti eina kulu upp af skalarlokinu og flytja i
tiltekinn brunn. betta var gert svo ad per festust ekki vid pipettuoddinn

sjalfan.
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Tafla 3 — Innihald tupa fyrir gerd frumufloka

Tupa numer Vaxtarpattur Endastyrkur
1 Vidmid
2 BMP4 (10 ng/ml)
3 Noggin (100 ng/ml)
4 BMP4 + Noggin (10 ng/ml+ 100 ng/ml)
5 TGFp (1 ng/ml)
6 ASKi (10 uM)
7 TGFpB + A5Ki (1 ng/ml + 10 uM)
8 DMSO (1:1000)

Hver EB-frumukula fyrir sig var flutt i einn brunn. bPegar buid
var ad fylla 24 holu reektunarbakka var gengio ar skugga um ad
einungis ein kila veri i hverjum brunni med smésjarskodun og
skalunum svo hringsntid mjég varlega til ad reyna a0 fa peer til ad
setjast i midjan brunninn frekar en i jadrana. A9 lokum voru bakkarnir
settir inn 1 hitaskap vid 37°C 1 nokkra daga. Reglulega var svo athugad
i smasja hvort sldandi svaedi hefdu myndast i flokunum og nidurstodur
skradar. Eftir 7 daga var frumunum svo safnad saman fyrir RNA
einangrun. Par sem ad nog var til af peim frumum sem 6rvadar voru
med TGFp, var syni tekid sérstaklega ur peim slaandi sveedum (e.

beating areas) sem hofou myndast 1 frumuflokunum.

22



Haskolinn 4 Akureyri Svala H. Magnus

2.5 RNA einangrun, myndun cDNA og mognun pess med

visum (e. primers)

2.5.1 RNA einangrun

v 500 pl Trizol (Invitrogen) sett 4 frumur og safnad saman {
eppendorfglos

V' Trizol frumulausn sprautud gegnum G21 sprautu til ad fa

einsleita lausn

100 pl chloroform beett Ut i lausn og hrist vel

Gl0s latin standa i 2-3 minttur vid herbergishita

Spunnio vid 4°C, 15.000 RPM i 15 minutur

A N NI NN

Vatnsfasinn sem inniheldur RNA var fluttur yfir i nytt
eppendorfglas

250 ul isopropanol batt ut 1 vatnsfasann

Glos latin standa i 10 minuatur vid herbergishita
Spunnid 1 10 minatur

Skolad med 500 pl 75% etanoli og blandad

Spunnio vid 10.000 RPM i 5 minttur

Flot tekid af og RNA 14ti0 porna i 5-10 minttur vid

D N N N N NN

herbergishita
v" RNA leyst upp i 20 pl vatni
(Sambrook, Fritsch og Maniatis, 1982).

Farid var med 61l RNA syni, p.e. Gr 6sérhafoum frumum, EB-
frumukalum og frumuflokum, nidur 4 Krabbameinsfélag {slands par
sem gaedi og magn RNA 1 synum var melt i GeneQuant pro teki fra
Pharmacia/Amersham. Synin voru misg6d en midad var vid ad styrkur
syna yroi ad vera 100 ng/pl til ad vera notheft. Pegar buid var ad
pynna 61l syni i sama styrk, var cDNA utb1i0.
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2.5.2 Gerd cDNA

Notad var Revert Aid Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas).
v' Uti10 plaf RNA syni var 1 pl af Oligo (dT);g primer bztt
vid, dsamt 1 pl af Random Hexamer primer. Pessu var
blandad varlega saman og spunnid nidur i nokkrar

sektuindur.

v Nest voru synin hitud i 5 minttur vid 70°C og sidan keeld
aftur niour 4 is.

v 1hvert syni var baett vid 4 pl af 5x reaction buffer, 1 pl af
RiboLock ribonuclease inhibitor og 2 pl af 10mM dNTP
mixi. bessu var svo blandad varlega saman og spunnid
nidur i drfaar sekandur.

v' Pa var synunum komid fyrir i hitaskap i 5 minatur vid
37°C.

v Add RevertAid Transcriptrase var pvi nast beett Gt i
lausnina pannig ad lokarammalid yrdi 20 pl.

v Synin voru pa latin bida i 42°C i klukkustund, hvarfid svo
stodvad med pvi ad hita synin 1 10 minatur vid 70°C.

v Ad lokum voru synin keeld nidur 4 is.

(Sambrook o.1l, 1982).

2.5.3 Mognun med visum
Til ad ganga ar skugga um ad ekkert RNA veri eftir og tekist
hefdi ad utbua cDNA voru synin mognud upp med PCR (Polymerase
Chain Reaction) fyrir ,,housekeeping™ gen. Til pess voru notadir
GAPDH primerar. Byrjad var 4 pvi ad tbua mastermix blondu fyrir
hvarfid (sja toflu 4)
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Tafla 4 — Mastermix

Mikrdlitrar (ul) Efni

1,5 25 mM MgCl,

25 10x Buffer

0,5 10 mM dNTP

0,5 10 uM Forward primer
0,5 10 uM Reverse primer
18,5 HO
0,06 Taq polymerasi

Taq polymerasinn var avallt settur sidastur i blonduna. P4 voru
24 ul af mastermixi settir 1 hvert glas og 1 pul af cDNA. Glosin voru
hrist, spunnin nidur og mégnud upp i PCR tzki. I pessu tilfelli var

stilling PCR teekisins sem hér segir:

v' Fysta skrefid var ad rekja tviprada DNA i sundur. Pad var
gert 1 30 sekundur vid 94°C.

v Annad skrefid var ad tengja primerana vid bada einprada
DNA bitana. I petta skipti var pad i 30 sekandur vid 55°C
(annealing hitastig).

v’ Pridja skrefid var ad lengja batana og var pad gert i 30
sekundur vid 94°C.

v AJ lokum keeldi teekid sig nidur i 4°C og pa var ferlinu
lokid.

Fyrir pennan primer var ndg ad lata hvarfid ganga 25 hringi til ad fa
g6da mognun. A medan ad mognunin atti sér stad voru utbain 1%
agardsagel, 1 g af agardsa var blandad saman vid 100 ml af TAE buffer
(40 mM Tris-acetate, | mM EDTA). 5 pl af Ethidium bromide (10
mg/ml) var svo bett ut i blonduna og henni hellt i bakka par sem gelid
var 14ti0 storkna, med tilteknum greidum i sem mata brunna fyrir syni,
fram ad notkun. bPegar synin voru tilbtin var 1 pl af,,loading buffer*
beett vid 10 pl af syni, pvi hladid i brunna gelsins og rafdregid i um pad
bil 25 minutur vid 100 V straum.
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baod sama var svo gert vid alla primera sem profadir voru, nema
a0 annealing hitastigid var mismunandi fyrir hvern og einn primer (sja

toflu 5).

Tafla 5 — Primerar

Primerar Basaroo primera Hitastig Fjoldi  Afuro
°O) hringja
GAPDH TGCAGTGGCAAAGTGGAGATT 55 25 117
TGCCGTTTAAGTTGCCGT
Nanog*l AGGGTCTGCTACTGAGATGCTCTG 58 35 395
CAACCACTGGTTTTTCTGCCACCG
TGFBR 11 CGTGTGGAGGAAGAACAACA 46 35 569
GTGGAGTCTCGTCAAACTCT
BMPR 11 AGATCTATCCTCTCCCTAAG 43 32 814
CTGTCCCGTCAGGTAAGATT
ActAR 11 CTTAAGGCTAATGTGGTCTC 43 32 703
AGGAGGGTTTCTTAGATCAG
ALKS ATCCATCACTAGATCGCCCT 50 35 824
CGATGGATCAGAAGGTACAAGA
ALK6 CACCTTAGACGCAAAGTCCA 50 35 490
AAGTAAGGGGTTAGCTACC
Smad1 ACTGAAGCCTCTGGAATGCT 51 35 619
GCAGGTTGITATTCTTGGCG
Smad?2 CGGAGATTCTAACAGAACTG 46 35 846
AAGTCACGCTACGAGTTCGT
Brachyury * TGCTGCCTGTGAGTCATAAT 44 35 502
ACAAGAGGCTGTAGAACATG
ANF? TGATAGATGAAGGCAGGAAGCCGC 62 35 208
AGGATTGGAGCCCAGAGTGGACTAGG
Flk1™ GGCAGCACGAAACATTCTCCTATC 58 35 269
ACACCGAAAGACCACACATCGCTC
PECAM-1" GCATCGGCAAAGTGGTCAA 52 35 145
GTTCCATTTTCGGACTGGC

, £ . . r : 14 4
Primer merktur *' var einungis profadur fyrir 6sérhafdar frumur

, . k9 _k
Primerar merktir >~

frumufloka.

voru profadir fyrir EB-frumukulur og
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3 Nidurstodur

3.1 Tilraun |

Til pess ad sja hvada ahrif mismunandi TGF vaxtarpattir og
hindrar hefou a fj6lhaefar mES frumur, voru par reektadar i 6sérhaefou
&ti. Mismunandi vaxtarpettir voru settir { brunnana og tveimur
solarhringum sidar voru dhrifin skodud i smasja.

Yfirleitt matti sja fremur pétta reekt i brunnum og pé sérstaklega
i joorunum. mES frumurnar myndudu allt fra litlum kélonium upp i
nokkud storar. Flestar frumurnar voru kululaga, adrar ilangar og &
einstaka stad matti greina litla anga ut fra frumunum sjalfum, sem
bendir til pess ad Orlitil sérhaefing hafa att sér stad. Par sem frumurnar
voru ekki raektadar 4 stodfrumum er edlilegt ad med timanum geti
sumar frumur sérhaefst ad einhverju leyti.

Mjog aberandi péttur voxtur var i peim brunni par sem mES
frumur voru 6rvadar med TGFf vaxtarpaetti. Fremur péttur voxtur var
synilegur 1 peim brunni par sem mES frumurnar voru 6rvadar med
BMP4 og par sem mES frumurnar voru einungis rektadar i &ti an
vaxtarpatta. Frumurnar voru dberandi sterri i peim brunnum par sem
frumurnar voru 6rvardar med A5Ki, med TGFB+A5Kiog med DMSO
en { hinum brunnunum. Angar voru greinanlegir t fr4 nokkrum
frumum 1 61lum brunnum nema A5Ki, TGFB+A5Ki og DMSO

brunnum.

3.2 Tilraun Il

Osérhafdar mES kéloniur voru sundradar med trypsin og
frumur raektadar 1 sérhafou ®ti og 6rvadar med eda an vaxtarpatta (sja
néanar efni og adferdir, kafli 2.4.2). Atta rektunarskalar voru utbinar
med hangandi dropum frumuflotsins og i botninn var sett PBS til ad
vidhalda raka i skalinni. Pegar bwid var ad rada 6llum dropunum a
lokid var pvi hvolft, skalinni lokad og hun sett i reektunarskép i 5

solarhringa. Pegar sa timi var lidinn h6fou myndast EB-frumukalur i
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dropunum, sem sidan var safnad saman fyrir RNA einangrun.

3.3 Tilraun I

Vid myndun frumufloka var byrjad 4 pvi ad mynda EB-
frumuktlur ut fra 6sérhefoum mES frumum 4 sama hatt og gert var i
tilraun 2. Ger0 var stor blanda af sérhefou @ti og vaxtarpattum fyrir
hvern bakka (sja nanar efni og adferdir, kafli 2.4.3). Ein og ein EB-
frumukula var flutt i hvern brunn. Pegar buid var ad fylla hvern bakka
pa voru peir settir i 37°C hitaskap i nokkra daga. Reglulega var svo
athugad 1 smasja hvort sldandi svaedi hefdu myndast 1 flokunum.

Tveimur dogum eftir a0 EB-frumuktilunum hafoi verid sathad
saman og komid fyrir & rektunarskdlum, var athugad hvernig
brunnarnir litu Ut, nidurstodurnar voru eftirfarandi:

[ flestum tilfellum voru frumurnar ljésar, lausar i sér og heldur
dreifdar um brunninn. { midju matti yfirleitt sja dokka pétta pyrpingu
og yfir frumunum 14 brin pekja.

Beadi premur dogum og sjé dogum eftir ad frumukilurnar
hofou verid fluttar yfir 4 reektunarskal, var farid ad skima eftir sldandi

svedum i frumuhragunum.

Fjoldi slaandi sveeda
14
12
10
g V
6
4 L7 Dagar
2 M 3 Dagar
0
S S N oS S5 SRS
&S G &S
3 &
D> A
3

Mynd 11 — Fj6ldi slaandi sveeda i frumufiokum
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Eftir seinni talningu sldandi sveda var frumunum safnad saman
ur hverjum orvunarpunkti fyrir RNA einangrun. Pess mé geta eins og
adur kom fram ad per frumuhragur sem voru 6rvadar med TGFf og
syndu slaandi hjartavodvafrumur, voru einangradar sérstaklega,

nefndar ,,Beating TGFB* syni.

3.4 Mognun og rafdrattur

Fyrir pennan hluta verkefnisins var RNA ar 6llum synum
tilraunanna einangrad. Farid var med synin nidur 4 Krabbameinsfélag
fslands par sem gadi og magn syna voru mzld. Midad var vid ad
styrkur synanna yrdi ad vera 100 ng/ul til pess ad pau veru nothaf.
begar syni hofou verdi pynnt i sama styrk var cDNA utbtid med RT-
PCR adferdinni. Til ad vera viss um ad tekist hefdi ad utbtia cDNA
voru synin mognud upp fyrir ,,housekeeping* gen.

Fyrir hvert hvarf purfti ad utbtia mastermix blondu (sja nanar i
efni og adferdir, kafli 2.5.3). Fyrir hvern primer, var 1 plaf cDNA
blandad saman vid mastermixid og afurdir magnadar i PCR taki.
Misjafnar stillingar fyrir hita og tima voru p6 fyrir hvern primer (sja
toflu 5). A0 mdgnuninni lokinni voru synin rafdregin 4 agarosageli til

ad sja hvort afurdir akvedinna gena hefdu myndast.

3.4.1 Osérhaefdar mES frumur

Med pvi ad nota mismundandi vaxtarpatti til ad orva
Osérhaefdar mES frumur er hagt ad skoda hvort og hve mikid Nanog
genid er tjad 1 mES frumunum. Tjaning gensins endurspeglar svo aftur

fjolhaefi mES frumanna.

GAPDH (Glyceraldehyde 3 — phosphate dehydrogenase)

Til ad ganga ar skugga um ad jafnmikid cDNA hefdi myndast i
hverju syni, med RT-PCR adferdinni, var ,,housekeeping® genid
GAPDH athugad.

Eins og nidurstodur syna er tjaning GAPDH genisins svipud i
6llum mES érvudum frumum ad undanskildu vidmidi og Noggin. Adur

en nasti primer var athugadur fyrir 6sérhefou mES frumurnar var
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styrkur cDNA jafhadur at fyrir pessi syni. betta var gert svo druggt
veri ad peir primerar sem profadir yrdu i framhaldinu og gefu
mismikla tjaningu gena veri i raun asteeda mismikillar tjdningar 4 pvi

tiltekna geni en ekki vegna pess ad styrkur cDNA 1 synum veeri 6jafn.

BMP4+Nogon
TGFR+ASK]

=
=
film)
=
=
p—

Vidmo
BLP4
MNogain
TGFp
ASHEL
DME0D
H,O

+— GAPDH

Mynd 12 — Mégnun GAPDH afurda tr mES frumum

Nanog

Nanog genid er eitt af einkennum fjolheefi hja dsérhafoum
frumum og sést tjaning pess 4 mynd 13. Nanog genid var tjad i 6llum
mES 6rvudum frumum en mismikid po. Lagsta tjaningin var hja peim
mES frumu sem 6rvadar voru med BMP4+Noggin og TGFf
vaxtarpattum. Nidurstoour benda til ad 6sérhaefdar mES frumur sem
orvadar voru med TGF tjai Nanog umritunarpattinn minna en
vidmidunar mES frumur sem ekkert voru 6rvadar og pess vegna er

mogulegt ad TGFp yti undir sérhaefingu mES fruma.
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BEMP4+Nogain
TGFR+ASK

=
]
fm]
=
=

Vibtnid
BLIP4
Mogain
TGFR
A5KL
DLIE0
H,0

<+— Nanog

Mynd 13 — Mégnun Nanog afurda ur mES frumum

TGFBRII
Til ad vera viss um ad typu Il vidtakar séu til stadar i mES
frumunum vid mismunandi 6rvun var akvedid ad athuga nokkur
vidtakagen sem tilheyra adalbodleidum TGF storfjolskyldunnar, p.e.
TGFB, BMP og Activin bodleidunum.
TGFBRII primerinn magnar upp afurd sem tjair fyrir typu II
vidtakann i TGFf bodleidinni. Samkvamt greiningu nidurstadna

(mynd 14) er tjaning vidtakans til stadar i 6llum mES frumum vid 611

rektunarskilyroi.
=}
8 y
=]
= = bt
= g = o = oo Ny = 2 g
z  0m =R = 0 aoo = 2
= = m = =) [ - = (SR

<«— TGFBRI

Mynd 14 — Mégnun TGFBRII afuréa tr mES frumum

BMPRII
BMPRII primerinn magnar upp gen typu II vidtaka i BMP
bodleidinni. Ut frd nidurstodum ma sja ad nokkud god og jofn tjaning
er i mES frumu vidmidi og 6llum 6rvudum mES frumum po 14g sé

(mynd 15). Stér munur er & tjaningu BMPRII i mES frumum 6rvudum
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med BMP annars vegar og TGFp hins vegar. Vid stoduga 6rvun
BMPRII bodleidarinnar er mogulegt ad vidtakinn sé nanast uppurinn

og tjaning BMPRII pess vegna lag.

100 bp M
Vidmid
BMP4
Moggin
BMP4+Noggin
TGFp
ASEL
TGFp+ASKi
DMSO

0

<— BMPRI

Mynd 15 — Mégnun BMPRII afurda Gr mES frumum

ActRII
ActRII primerinn magnar upp typu II vidtaka fruma i activin
bodleidinni. Eins og greiningin synir er mjog jofn tjaning i mES
frumunum, nema pa helst til minni tjaning 1 vidomidi og i peim mES
frumum par sem TGFP bodleidin er hindrud med ASKi. Nidurstéour

benda p¢ til, eins og adur, ad vidtakinn sé til stadar (mynd 16).

BMP4+Nogan
TGFp+ASKi

=
=
=)
=
=}

Vifimid
BMP4
Noggin
TGFR
ASKYL
DME0D
]

<+— ActRTI

Mynd 16 — Mbgnun ActRIl afuréa ur mES frumum

3.4.2 Sérhaefdar mES frumur
Til pess a0 geta sé0 hvort mismunandi gen séu tjad 4 misjéfnun
timum sérhaefingar, voru tekin syni badi ur EB-frumukalum og
frumuflokum. EB-frumukulurnar eru fullmyndadar 5 dogum eftir ad
peim er komid fyrir 4 skdlum en frumuflokana verdur ad raeekta i 12

daga. EB-frumukulurnar innihalda ad hluta til forvera hjartavodva- og

32



Haskolinn 4 Akureyri Svala H. Magnus

@0apelsfrumur en frumuflokarnir innihalda ad hluta til endanlega

sérhafdar frumur pessa hops.

GAPDH
Eins og 1 tilfelli 6sérhafdu mES frumanna var byrjad a pvi ad
ganga ur skugga um ad jatnmikid cDNA hefdi myndast i hverju syni
RT-PCR. betta var gert med pvi ad athuga GAPDH ,,housekeeping™
genio.
Nidurstodur fyrir EB-frumukulur syndu ad jotn tjaning var a
afuroum GAPDH gensins 1 badi viomidi mES fruma sem og 6llum

mES 6rvudum frumunum.

2 o % 2
S E T B L omog B 2o
2 82 =2 = 2 92 49 B 9 §F &

GAPDH
“— EB-frumukulur

Mynd 17 — Mégnun GAPDH afurda tr mES frumum

Likt og i EB-frumuktlum var tjaning jofn 1 viomidi mES fruma

og 1 6rvudum mES frumum frumufloka.

BMP4+Noggin
Beating TGFp

TGFp+ASK

=
bl
=}
=
=
p—

Vidmid
BMP4
Noggin
TSFp
A5KL
DM=0
H,0O

GAPDH
Frumuflokar

Mynd 18 — Mégnun GAPDH afurda tr mES frumum
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ANF (Artial Natriuretic Factor)

ANF er hjartagatta factor (e. atrial natriuretic factor) og er
genid tjad seint i proskun hjartavodvafruma. ANF genid hefur verid
notad til ad skoda mismunandi svipgerdir hvolfa og gatta i hjartvodva
myndudum 0r ES frumum (Fijnvandraat o.fl., 2003). Pad kemur
ekkert & 6vart ad engin tjaning sé¢ i EB-frumukalum, pvi par hafa
tralega einungis forverar hjartavoovafruma myndast 4 pessu stigi
(mynd 19). begar lengra var komid i sérhafngu, p.e. i frumuflokana
kom 1 [j6s tjaning & ANF geninu, en hin var misjéfn i mES frumunum
(mynd 20).

Engin tjaning var i vidmidi né i BMP4 6rvudum mES frumum.
Ha tjaning var i mES 6rvudum frumum med TGFp og pad sem meira
er um vert enn heerri i sldandi TGF 6rvudum mES frumum. Pegar
TGFP bodleidin er hindrud med AS5Ki dregur verulega ur tjdningu ANF
gensins. Vid talningu 4 slaandi svedum frumufloka 4 12. degi
sérheefingar hafdi komid fram ad flest slaandi svadi toldust vera pegar
mES frumurnar voru 6rvadar med TGFp. bPessar somu slaandi frumur
ho6fou einnig mestu tjaningu 4 ANF sem stadfestir enn frekar a0 mES
frumur hafi sérhafst i hjartavodvafrumur med hjalp TGFp
vaxtarpattarins.

begar BMP bodleidin er hindrud med Noggin pa verdur tjdning
ANF gensins ha i mES sérhefoum frumum. Af pessum nidurstddum

ma draga pa alyktun ad BMP bzli nidur sérhafingu mES fruma i

hjartavodvarfrumur.
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Mynd 19 — Mégnun ANF afurda dr mES frumum
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Mynd 20 — Mégnun ANF afurda dr mES frumum

PECAM-1

PECAM-1 er notad sem kenniprotein (e. marker) fyrir frumur
@0akerfisins, einkum a&dapelsfrumur (Woodfin, Voisin og Nourshargh,
2007) en tjaning PECAM-1 kemur jafnvel fram 4 kimblodrustigi. Pessi
vidlodunarsameind, fellur undir storfjolskyldu immunéglobulina (Ig)
(Jackson, 2003). Tjaning gensins er mismikil eftir pvi hvada hluta
e0akerfisins er verid ad skoda og kemur PECAM-1 tjaning
&0apelsfruma einkum fram 1 jodrum frumanna (Woodfin o.f1., 2007).
Ekki var tjaning 1 61lum synum frumukula. Engin tjaning PECAM-1
gensins var 1 vidmidunar mES frumum, BMP4 6rvudum mES frumum
eda DMSO. b4 var heldur engin tjdning PECAM-1 gensins pegar BMP
bodleidin var hindrud med Noggin og lag tjaning var i sldandi TGF3
mES frumum (mynd 21).

Mun meiri tjaning var 4 PECAM-1 geninu i frumuflokum.
Nokkud gé0 tjaning var i 61lum mES frumum nema i vidmidunar og
Noggin mES frumum sem syndu heldur minni tjaningu PECAM-1
gensins. Engin tjaning mES fruma var 8 BMP4 6rvudu mES frumum
(mynd 22).

Nidurstodur gefa til kynna ad i peim EB-frumukalum par sem
tjdning PECAM-1 var sjdanleg, hljota peir hindrar ad yta undir
sérhafingu mES fruma i @dapelsfrumur, p.e. hvorki BMP bodleidin né
TGFp bodleidin studla ad sérhaefingu mES fruma i edapelsfrumur.
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Mynd 22 — Mégnun PECAM-1 afurda dr mES frumum

3.4.3 Adrar PCR adferdir profadar

Brachyury

Flk1

Brachyury er T-box umritunarpattur sem hefur storu hlutverki
ad gegna i snemmproskun hryggdyra, einkum vid myndun midlags.
Hann er pvi vida notadur sem sérstakur marker fyrir frumur sem

tilheyra midlaginu (Wei o.fl., 2005).

Samskipti milli @dapels- og ®daveggjafruma (e. mural cells)
eru naudsynleg fyrir @damyndun og vidhald @&da (Yamashita, Itoh,
Hirashima, Ogawa o.fl., 2000). Talid er ad @dar fosturvisa myndist it
fra edapelsfrumum sem aftur veroa til vegna Flk1 tjaningar
midlagsfruma (Flk") (Watabe, 2003). FIk" frumur sem einangradar
voru Ur ES frumum geta sérhaefst badi i &dapels- og &daveggjafrumur

og eru per taldar vera forverar edapelsfruma (Yamashita, 2000).
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ALKS/6 og Smad1/2

TGFp bodleidin ber bod sin 1 gegnum ALKS sem endar svo
med fosféorun Smad2. BMP bodleidin notar aftur 4 moti ALK 6 sem
endar med fosforun Smad1. Beodi ALKS/6 eru typu I vidtakar ES
fruma og Smad1/2 eru R-smad umritunarpaettir pessara bodleida
(Valdimardottir og Mummery, 2005).

Tjaning pessara sex ofangreindra gena var préfud en engar
nidurstodur fengust, hvorki fyrir EB-frumukutlur né frumufloka. ba var
gripid til pess rads ad reyna ad fa nidurstdour med 60rum adferdum.

Hot Start er fyrri adferdin sem var préfud og Touchdown su seinni.

Hot start
Hot start er ein utfaerslan 4 PCR sem mikid er notud pegar hin
hefobundna virkar ekki sem skildi. Hin hefur pann kost fram yfir
venjulegt PCR a0 hun minnkar mégnun 6sértekra afurda. Mégnun
verdur pvi ekki fyrr en hitastig hvarfsins er komid upp fyrir pad hitastig
par sem a0 osértaek binding getur att sér stad. Pessu takmarki er
yfirleitt nad med pvi ad nota DNA polymerasa sem er virkur par til

heerri hitastigum er ndd (PCRLinks.com, 2008).

Touchdown

Touchdown er enn 6nnur Utfaerslan 4 hefdbundnu PCR
adferdinni. Markmidid er pad sama og med Hot start adferdinni, p.e. ad
minnka mognun osértaekra afurda, en po 4 annan mata. PCR hvarfio
byrjar pa vid orlitid haerra hitastig en kjorhitastig (e. annealing
temperature) primeranna segir til um. Annealing hitastigid er svo
lekkad um eina gradu i hverjum hring eda 4 hverri sekiindu par til ad
kjorhitastigi er n&d. Pad hitastig er svo notad pad sem eftir lifir hvarfs
og gefur pvi betri mognun peirra gena sem 6skad er eftir
(PCRLinks.com, 2008).

Eftir sem adur fengust ekki jadkvaedar nidurstoour med pessum

adferOum.
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4 Umraedur

Adur en pau gen sem mdgnud voru upp og &tlunin var ad
skoda, voru ,,housekeeping™ gen mognud upp med GAPDH primerum.
Styrkur allra synanna mES fruma var svo gerdur s& sami pegar i 1j0s
kom hversu go0 tjaning var 1 llum synum mES fruma, badi fyrir
Osérhaefdar og sérhefdar frumur. Margt annad kemur po til sem getur
haft ahrif 4 hversu vel heppnast til med PCR hvorfin. Hvarfefnin sem
notud eru i mastermix blonduna mega ekki vera ordin of gémul, pau
verda ad vera i réttum styrk og magni. Stilling PCR takis getur skipt
skdpum hversu g6d moégnun gena faest. Par kemur til ad ,,annealing*
hitastigid getur oft verid erfitt ad finna, sérstaklega ef bilid milli
,forward® og ,,reverse primera er breitt. Reynt var ad hafa stillingar
teekisins pannig ad hitastigid veeri nokkurn veginn mitt 4 milli primera
en po ner legra hitastiginu en pvi harra. Ef ekki tekst ad fara rétta
milliveginn geta afleidingarnar verid par ad badir eda annar primerinn
binst ekki vid cDNA og ba verdur engin mognun afurda pess tiltekna
gens. Annad sem getur haft dhrif 8 mognun afurda er hversu marga
hringi hvarfid er latid ganga. Ef valinn er of stuttur timi pa verdur
mognun afurdanna litil og 1éleg, jafnvel fast engar nidurstdodur.

Pegar nidurstodur peirra gena 6sérhaefora mES fruma eru
skodadar sem syndu einhverja tjaningu kemur i [j6s ad Nanog genid er
mismikio tjad. Eins og bliast matti vid er Nanog tjaning ekki st sama
pegar mES frumur eru 6rvadar med BMP hluta bodleidarinnar og
TGFP hluta bodleidarinnar par sem bindlarnir virkja hvorki sému
vidtaka né Smad prétein. Ha tjdning Nanog gensins er i mES frumum
orvudum med BMP4 en 1dg Nanog tjaning i BMP4+Noggin 6rvudum
mES frumum. Atla ma ad Noggin hafi par hamlandi ahrif 8 BMP4
bodleidina sem veldur pvi ad tjaning Nanog gensins er i lagmarki. Ut
fra pessum nidurstodum er haegt ad alykta a0 BMP haldi frumunum
6sérhaefdum par sem tjaning Nanog er ha i BMP 6rvudum mES
frumum. Pegar BMP bodleidin er svo hindrud med Noggin er Nanog

tjaning lag, nénast engin, sem bendir enn frekar til ad BMP haldi mES
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frumum 6sérhaefoum. Pad kemur p6 4 dvart ad Nanog tjaning er til
stadar i Noggin 6rvudum mES frumum par sem BMP bodleidin etti
alls ekki ad vera virkjud. TGFp 6rvadar mES frumur syna laga tjaningu
Nanog gensins, par frumur sem 6rvadar voru med ASKi syna haa
tjaningu gensins og somuleidis TGFP+ASKi 6rvadar mES frumur. bvi
er haegt ad alykta sem svo ad TGFf bodleidin losi mES frumurnar ur
sjalfendurnyjun og adstodi paer yfir proskuldinn 1 att ad sérhefingu.
begar TGFP bodleidin er hindrud med A5Ki pa haldast mES frumurnar
Osérhafdar og tjaning Nanog gensins er ha.

Vidtakagenin, (TGFBRIL, BMPRII og ActRII) sem skodud voru
fyrir 6sérhafar mES frumur syndu 61l nokkud jafna tjaningu i 61lum
synum. Pessar nidurstdour benda eindregio til pess ad allir pessir typu
II vidtakar eru til stadar i 6sérhaefoum frumum.

[ sérhafdum frumum var ANF genid magnad upp til ad athuga
hvenar tjaning pess kemur fram sem bendir til sérhefingar mES fruma
i hjartavodvafrumur. I EB-frumukilum var engin tjaning ANF gensins
sem kemur heim og saman vid pad ad genid er tjad seint i proskun
hjartavodvafruma. Pegar komid er lengra fram i sérhafingu,
frumufloka, pa er mun meiri ANF tjaning komin fram. Mesta tjaningin
ANF gensins 4 sér stad 1 TGFB 6rvudum mES frumum og pa
sérstaklega 1 sldandi sveedum sem hofou myndast ir TGFf 6rvudum
mES frumum. Pegar TGFf bodleidin er hindrud med A5Ki er tjaning
ANF gensins afar lag. Pegar mES frumurnar eru 6rvadar med
TGFB+ASKi pé er haegt ad sja ad TGFp virdist studla ad sérhafingu
mES fruma { hjartavédvafrumur eins og kom einmitt i 1j6s pegar
sldandi svaedi voru talin 1 smasja. Ef 1itid er aftur 4 hvernig tjaning
Nanog gensins var i 6sérheefoum mES frumum, sést ad pessu er einmitt
ofugt farid. bar er tjaning Nanog gensins, sem er einkenni fjlhefi,
med TGFP 6rvudum mES frumum afar ldg. BMP4 6rvadar mES
frumur syna enga tjaningu ANF gensins 1 frumuflokum en mikla
tjaningu Nanog gensins i 6sérhaefdum mES frumum og ytir enn frekar
stodum undir a0 BMP4 kemur ad pvi ad halda mES frumum

O0sérhafoum.
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Til ad athuga & hvada stigum sérhafingar PECAM-1 genid
(edapelsmarker) er tjad voru badi EB-frumukulur og frumuflokar
skodadir. PECAM-1 genid var hvorki tjad i EB-frumukalum né
frumuflékum pegar mES frumrnar voru 6rvadar med BMP4
vaxtarpaettinum. Petta stadfestir enn frekar ad BMP4 kemur ad fjolhaefi
fruma en ekki sérhaefingu peirra. TGFP 6rvadar mES frumur syndu
nanast enga tjaningu 4 PECAM-1 geninu strax 4 forstigi
sérhefingarinnar en gooda tjaningu i endanlegri sérhafingu. Pvi mé atla
sem svo ad TGFp vaxtarpatturinn beini mES frumum fyrst og fremst i
sldandi hjartavoovafrumur pott paer hamli ekki mES frumur til ad
sérheefast { ®dapelsfrumur ad lokum. bPegar lokad er fyrir TGFf og
BMP4 bodleidirnar er aftur & moti hagt ad sja tjaningu PECAM-1
gensins. Pegar frumurnar eru 6rvadar med A5Ki er tjaning 4 PECAM-1
geninu strax i EB-frumukalum en Noggin 6rvadar mES frumur syna
ekki tjaningu 4 PECAM-1 geninu fyrr en i frumuflokum. Af pessu er
haegt ad alykta sem svo ad hindrarnir yti undir sérhefingu mES fruma i
@0apelsfrumur med pvi ad hindra TGFB og BMP bodleidirnar. Ef
skodadar eru mES frumurnar sem ekki voru drvadar med neinum
vaxtarpattum, sést ad engin tjaning er 8 PECAM-1 geninu i EB-
frumukalum, en tjaningin gensins er g60 i frumuflokum. Af pessu ma
pvi etla ad mES frumurnar hefou 4 endanum leitad i
@dapelssérhafingu, hvort sem er med eda an vaxtarpatta.

Po6 nokkud fleiri gen voru profud en pvi midur fengust engar
nidurstédur ur peim athugunum. Margar astaedur geta legio ad baki, en
pegar buid var ad utiloka p6é nokkra moguleika, til a0 mynda onyt
hvarfefni og pegar buid var ad reyna mognun med 6drum PCR
adferdum, pa var komist ad peirri nidurstodu ad erfoaefnio vaeri ad
Ollum likindum onytt.

Samkvamt pessum nidurstdoum er greinilegt er a0 BMP4
vaxtarpatturinn heldur mES frumum 6sérhaefoum en TGF 6rvadar
frumur sérhafast i hjartavodvafrumur. Ut fra peim nidurstodum sem
fengust tel €g ad rannsoknarspurningunum sé svarad, vaxtarpattir
TGFP storfjolskyldunnar geta baedi haldid mES frumum 6ésérhefoum

og orvad per til ad sérhaefast i hjartavoovafrumur.
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