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Bevezetés

A korai embriondlis fejlodés egyik legfontosabb
eseménye a gasztrulacid, mely sordn az dssejtek kilépnek
a pluripotens allapotbol, hogy létrehozzdk a harom f6
csiralemezt az ekto-, endo- és a mezodermat. A
gasztrulaci6 sordn barmilyen hiba nagymértékben kihat az
embrid késobbi fejlodésére, a leendd szervek és testtdjak
megfeleld kialakitdsara. A gasztrulacidés folyamat ezért
szigoru transzkripcios €s epigenetikati szabalyozas alatt
all. A folyamat egy fontos szabalyozo fehérjéje az RYBP
(RING1 and YY1 Binding Protein), ami a nem-kanonikus
Polikomb Repressziv Komplex 1-ek (ncPRC1) kézponti
tagjaként ismert. Csoportunk korabban kimutatta, hogy az
Rybp kifejezddése esszencidlis az egér embriogenezisben,
az Rybp null mutdns embridk beagyazodas elott
elpusztultak, ami megneheziti az in vivo vizsgalatokat.
Ezenfelil az RYBP fontos a szivizomsejtek normal
fejlodéséhez is. Az Rybp™ 8ssejtek in vitro sziv iranya

.....

telepek, €és a szarkomer fehérjek termelddése is zavart



szenved. Kimutattuk, hogy a Rybp hianyaban a PLAGLI
kardialis transzkripcios faktor elvesztése legalabb részben
hozzajarulhat a megfigyelt fenotipushoz. A PLAGL1-rdl
ismert, hogy fontos szerepet tolt be a szarkomer fehérjék
pl.  Tnnt2  génexpresszidjanak  szabalyozasaban.
Kimutattuk tovabba, hogy vad tipusu sejtekben az RYBP
az NKX2-5 kardialis progenitorral egyiitt képes aktivalni
a Plagll prométerét, ami az RYBP egy ncPRCI1 fiiggetlen
mechanizmusan keresztiil valésul meg. Az RYBP Plagli-
en keresztiili szabdlyozdsa azonban nem adott
magyarazatot a mutansok teljes fenotipusara és a korai
progenitor és gasztrulaciés szakaszban megfigyelt
génexpresszios valtozasra. Ezért PhD munkam soran ezen

korai stddium részletes vizsgalatat végeztem.



Célkitiizések

A PhD dolgozatomban az RYBP mezoderma
kialakulasaban és axialis megnyuldsban betdltott szerepét
vizsgaltam egér embriondlis Ossejt alapu 2D-s és 3D-s

modell rendszerek segitségével.

Munkam soran az alabbi célokat tiiztik ki:

1. Megvizsgélni, hogy a szivizomsejteken kiviil van-e
mas kardidlis sejttipus is, melynek kialakuldsat az
RYBP a PLAGL1-on keresztiil szabalyozhatja.

2. Osszehasonlitani a kardialis progenitor és sziv endotél
marker gének mRNS és fehérje termelddését a vad
tipust és az Rybp™" szivizom tenyészetekben.

3. Megvizsgalni, hogy RYBP hidnyaban kérosodik-e a {6
csiralemezek, az ekto-, endo- ¢és mezoderma
kialakulasa.

4. Megvizsgalni, hogy az RYBP-nek a BRACHYURY-
hoz hasonléoan lehet-e szerepe az axialis
megnyulasban.

5. Meghatarozni az RYBP képes-e fizikai kolcsonhatasra
a BRACHYURY korai mezodermalis fehérjével.



Moédszerek

1. Egér embrionalis dssejt alapil in vitro sziv irdnyu
differenciacio, in vitro embrionalis testek és in vitro
gasztuloidok képzése.

2. A vad tipusi és Rybp” sejtvonalak kozotti
génexpresszios eltérések vizsgalata valds ideji
kvantitativ.  polimerdz  lancreakci6 (qRT-PCR)
segitségével.

3. A marker fehérjék RYBP-vel val6 kolokalizéciojanak
¢s kifejezddési mintdzatanak immunocitokémia (ICC)
analizise ¢és a mintdk konfokdlis fluoreszcens
mikroszkdpiai vizsgalata.

4. Az RYBP+/BRACHYURY+ és az RYBP+/GATA4+
sejtek aranyanak kvantifikalasa aramlasi citometria
(FC) segitségével.

5. A MESPI1, ISL-1 ¢és BRACHYURY fehérjék
szintjének meghatarozasa western blot segitségével.

6. A Brachyury cDNS prk7 tultermeltetd vektorba vald
klénozésa restrikcids enzimekkel.

7. Az RYBP és a BRACHYURY fehérjék kozotti fizikai
interakci6 ellenérzése Ko-immunprecipitacidé (ColP)
segitségével.



Eredmények

1. Immuncitokémiai analizis segitségével kimutattuk,
hogy PLAGL1 fehérje jelen van a simaizom,
mezenchimalis és neuralis sejtekben, de jelenléte nem
volt kimutathat6 az endotélialis sejtekben.

2. Immuncitokémiai analizis segitségével kimutattuk,
hogy az RYBP sziikséges a megfeleld endotélidlis
elkotelez6déshez, hianyaban a kardidlis telepekben
alacsony GATA4 korai és PECAM1 késdi endotélialis
marker szint figyelheté meg.

3. A vad tipusi és az Rybp” Kkardidlis telepek
génexpresszidjanak Osszehasonlitasasaval
megallapitottuk, hogy Rybp hidnyaban a kardialis
progenitor és endotélidlis marker gének expresszidja
szignifikansan lecsokkent.

4. Kimutattuk, hogy Rybp hianyaban a {6 csiralemezek
kialakulasa zavart szenved, a mezodermalis és az
endodermalis rétegek alulreprezentdltak, mig az
ektodermalis réteg tobblete figyelhetd meg.

5. Aramlasi citometria segitségével megéllapitottuk,
hogy a vad tipusu 4 napos kardialis progenitor sejtek
74,27%-a RYBP és BRACHYURY kettds pozitiv.



10.

A vad tipusi és az Rybp” embrionalis testek
immuncitokémiai analizisével kimutattuk, hogy az
RYBP fehérje kolokalizaciét mutat a BRACHYURY
mezodermalis ¢és GATA4 endodermdlis marker
fehérjékkel.

Aramlasi citometridval kimutattuk, hogy
RYBP+/GATA4+ sejtek szama az embrionalis testek
differenciacidja soran fokozatosan ndvekedést mutat,
¢s 14. napra a kettdés pozitiv sejtek szama eléri
63,23%-ot.

In vitro gasztruloid modell segitségével bizonyitottuk,
hogy az Rybp” gasztruloidok axidlis iranya
megnyuldsa is zavart szenved, ami a mutansokban
megrovidiilt torzsi és farki fenotipust eredményez.

Immuncitokémiai analizis segitségével kimutattuk,
hogy Rybp hidnydban a vad tipushoz képest
gasztruloidokban kevesebb BRACHYURY+ sejt
detektalhatd, tovabba a vad tipust gasztruloidok
kaudalis régiojaban az RYBP és a BRACHYURY
kolokalokalizéci6 figyelhetd meg.

Ko-immunprecipitacio segitségével igazoltuk, hogy a
RYBP képes fizikai interakcioba 1épni a
BRACHYURY fehérjével, ami arra utal, hogy a két
fehérje képes lehet komplexet alkotni €és a fejkdsés
soran egyiittes génszabalyozd funkciokat ellatni.



Summary

Early embryonic gastrulation is a complex process
where undifferentiated cells lose their pluripotency and
start to form the three germ layers. This process is
regulated by transcription factors and epigenetic
regulators, including non-canonical polycomb repressive
complex 1s (ncPRCls). Previously, we reported that
ncPRCI-member RYBP (RING1 and YY1 binding
protein) is crucial for embryonic implantation and
cardiac lineage commitment in mice. However, the role
of RYBP in gastrulation and mesoderm formation has not
yet been defined. In this study, we used 2D and 3D in vitro
model systems, to analyze the role of RYBP in mesoderm
formation. First, we showed that the presence of RYBP is
required for two mesoderm derived for cardiac and for
endothelial progenitor populations. In the absence of
RYBP, the formation of major germ layers was disrupted,
and the expression of mesoderm (Brachyury, Eomes, and
Gsc) and endoderm (SoxI7, Gata4) genes was

significantly downregulated, while the ectoderm (Map2,



Fgf5) genes were increased. We showed that RYBP can
co-localize with mesoderm marker BRACHYURY and
endoderm marker GATA4 in w¢ embryonic bodies (EBs).
In the same system Rybp”~ EBs exhibit low
BRACHYURY and GATA4 levels and showed altered
distribution. By analysing wt and Rybp”" gastruloids we
demonstrated that RYBP is also important for axial
elongation. In the absence of RYBP, gastruloids exhibited
shortened tails and low BRACHYURY levels in the
tailbud. Finally, we identified BRACHYURY as a novel
binding partner of RYBP which suggests cooperative
function of the two proteins. Together, our results
demonstrate the previously unknown role of RYBP in
mesoderm formation and axial elongation. We believe our
findings will contribute to better understanding of the

highly conserved process of gastrulation.
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