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1. Roviditések jegyzéke

2D — kétdimenzio

3D — haromdimenzio

A-P tengely — anterior-poszterior tengely

AUTS2 — Activator Of Transcription And Developmental Regulator AUTS2
BMP — Bone Morphogenetic Protein Signaling Pathway (csont morfogenikus

fehérje szignalizacios utvonal)

CBX — Chromobox

CDKN2A — Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A

CMC — kardiomiocytes (szivizomsejtek)

ColP — Co-immunoprecipitation (ko-immunoprecipitacio)

cPRC1 — canonical Polycomb Repressive Complex 1 (kanonikus Polikomb

Repressziv Komplex 1)

d — day (nap)

DAPI — 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole

DEDAF — Death Effector Domain (DED)-Associated Factor
dKO — double knockout (két génre nézve null mutans)
DMEM — Dulbecco’s modified eagle’s medium

E — embryonic day (embrionalis nap)

EB — embryoid body (embrionalis test)

EMT — epithelial-mesechymal transition

Eomes — Eomesodermin

FC — Flow cytometry (aramlési citometria)

FGF — Fibroblast Growth Factor

Flk-1 — Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 (Kdr, Vegfr)
GATA4 — GATA Binding Protein 4

H2AK119ubl — H2A hiszton 119. lizinjének ubikvitinacios jele
H3K27ac — H3 hiszton 27. lizinjének acetilacios jele

Hand1 — Heart- and neural crest derivatives-expressed protein 1
HD — Hanging drop (fliggé csepp)

HEK293T — Human Embryonic Kidney 293T

ICC — Immunocytochemistry (Immuncitokémia)



ICM — Inner cell mass (a holyagcsira megvastagodott sejtrétege)

in vitro — az ¢l6 szervezetben

in vivo — az ¢él06 szervezeten kiviil (petri csészében)

ISL-1 — Insulin Gene Enhancer Protein ISL-1

Kat. — kataldgus szam

Mef2c — Myocyte-specific enhancer factor 2C

MESP1 — Mesoderm posterior 1

Myh6 — Myosin Heavy Chain 6

Nanog — Nanog Homeobox

ncPRC1 — non-canonical Polycomb Repressive Complex 1 (nem kanonikus

Polikomb Repressziv Komplexek)

NEFM — Neurofilament Medium Chain

Nkx2-5 — Homeobox Protein Nkx-2.5

NMP — neuromezodermalis progenitor sejtek

NODAL — Nodal Signaling Pathway (Nodal szignalizacids Gtvonal)
Obj. — Objektiv

Oct4 —POU Class 5 Homeobox 1 (Pou5f1)

p300 — E1A Binding Protein P300

PBS — Phosphate buffered saline (foszfattal pufferelt sdoldat)
PcG - — Polycomb group proteins (Polikomb csoport fehérjék)
PCGF — Polycomb Group Ring Finger

Pecaml — Platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (CD31)
RING1 — Ring Finger Protein 1

RNF2 — Ring Finger Protein 2 (RING1B)

RYBP —RING1B and YY1 binding protein

SMMHC — Smooth Muscle Myosin Heavy Chain 11

ScCRNA-Seq -Single-cell RNA sequencing (sejtes RNS szekvenalas)
Sox2 — SRY-Box Transcription Factor 2

T — T-box transkription factor T (TBXT)

Tnnt2 — Cardiac Troponin T2

Vcaml — Vascular cell adhesion protein 1

WNT — Whnt/ S-caternin Signaling Pathway (Wnt szignaliz&cios Gtvonal)
YAF2 — YY1 Associated Factor 2



2. Irodalmi attekintés

2.1. éssejtek

Az embrionalis fejlédés soran a megtermékenyitett petesejt elkezd osztodni, Kialakul a
kétsejtes és szedercsira allapot, majd létrejon az an. hdlyagcsira (blasztociszta) (1. abra A). A
holyagcsira kiilsé sejtjeibdl alakul ki a méhlepény, mig a belsé megvastagodott sejtrétegébdl
(inner cell mass (ICM)) fejlédik ki az embrio. A belsé sejtréteget pluripotens dssejtek alkotjak,
melyek képesek mindharom csiralemez (endoderma, mezoderma és ektoderma) Iétrehozaséra,
ezéltal a szervezet valamennyi sejttipusanak kialakitdsara (Marikawa és Alarcon 2009). Az
embriokbdl szarmazo pluripotens dssejtek szamos olyan hasznos tulajdonsaggal rendelkeznek,
amelyek elényossé teszik Oket a kutatds szamara. Igy pl. a pluripotens Gssejtek megfelelé
kortlmények mellett folyamatos osztodasra és dnmegujulésra képesek és sejttenyészetekben
korlatlan ideig fenntarthatéak. A tenyésztési koriilményeik megvaltoztatasaval beldliik
kiilonb6zd testi sejttipusok pl. szivizom, endotél, neurdlis sejtek stb. differencialtathatok
(Zakrzewski és mtsai. 2019). Az 6ssejt alapu in vitro differenciacios rendszerek széles kdrben
elterjedtek. F6 alkalmazasi teriiletiik a szovet és szervfejlodés korai eseményeinek vizsgalata,
és az ezekhez kapcsolodo koros elvaltozasok, betegségek in vitro tanulméanyozésa (Dushnik-
Levinson és Benvenisty 1995; Keller 1995). Tovabba az &ssejtekbdl differencialtatott
progenitor sejtek felhasznalhaték még a regenerativ medicinaban a sérllt vagy beteg szdvetek
potlasara (Hoang és mtsai. 2022). Az in vitro 6ssejt alapti modellek alkalmasak olyan, a
fejlédésben fontos szerepet jatszd gének tanulmanyozasara, melyek hianya in vivo, egér

modellekben, a korai letalitds miatt nehezen vizsgalhatd.

A pluripotens 6ssejtek egy masik nagyon fontos tulajdondga az Onszervezddési képesség.
Megfeleld koriilmények kozott az Ossejtek képesek Osszetett és funkcionalis hdromdimenzios
(3D) szovetekké szervezddni (Brassard és Lutolf 2019). Ezen képességiiket kihasznéalva a
kézelmultban nagy fejlédésnek indultak a 3D-s gastruloid (bdvebb leiras a 2.4.3. fejezetben)
¢s organoid modellek, melyekkel egyediilallo lehetdség nyilik a komplex embrioldgiai
események részletes és kvantitativ tanulmanyozasara. Az organoid modellek j megkozelitést
jelentenek a kutatdsban, mivel benniik a sejtek egy réteg helyett tobb sejtrétegbe rendezetten
helyezkednek el, igy sokkal pontosabban képesek modellezni az €16 szervezetben lejatszodod

eseményeket. Az organoidokat az adott szervnek megfeleld sejttipusok alkotjak, melyek



funkcioképesek és az €16 szervezethez hasonldan szervezett struktirakat alakitanak ki (Arias

¢s mtsai. 2022; Simunovic €s Brivanlou 2017; Yang ¢és mtsai. 2023).

2.2. A gasztrulaci6 folyamata

A holyagcesira allapotot kdveti az embriondlis fejlodés egyik legfontosabb stddiuma az un.
gasztrulacio (1. dbra A). A gasztrulacid egy Osszetett, szigoruan szabalyozott folyamat, mely
soran az embrioban révid idon beliil nagy valtozdsok mennek végbe. A gasztrulacid soran a
ICM dssejtjet kilépnek a pluripotens allapotbdl €s atalakulnak, hogy 1étrehozzak a harom f6
csiralemezt: az endodermat, a mezodermat ¢€s az ektodermat (Arnold és Robertson 2009; Tam
¢és Loebel 2007). A gasztrulacio soran barmilyen hiba nagymértékben kihat az embrié késdbbi
fejlodésére és sulyos kovetkezményekkel jarhat, melyek gyakran dsszeegyeztethetetlenek az

¢lettel és az embrid pusztuldsahoz vezetnek.

Habar a kiilonb6z6 fajok embrionalis fejlédése eltér egymastol, a gasztrulaciod és annak tér- és
idébeli szabalyozasban részvevd transzkripcidés faktorok ¢és szignalizacios utvonalak
evoluciosan nagyfokil konzervaltsagot mutatnak (Solnica-Krezel 2005). Az egérben a
gasztrulacié minddssze harom napot vesz igénybe, az embrionalis fejlédés (E) 6,25 napjatdl az
E8,0 napjaig tart. A gasztrulacio kezdete eldtt (ES,5) a fejlédé embriodban kialakul az eliils6-

hats6 (anterior-posterior (A-P)) tengely, mely meghatirozza a fejlédé embrid feji és farki

crer

crer

gasztrulacid kezdetének helyét: az Gn. primitiv csikot. A primitiv csik nem mads, mint egy
hosszukas sejtsav, amely az embrio tengelye mentén alakul ki a gasztrulacio korai szakaszaban
az oldalso sejteknek a tengely felé torténd mozgasa révén. Ezen sejtsav a kozépvonal mentén
egy barazdat alakit ki, amelyen keresztiil a sejtek az embrio belseje felé mozognak, hogy

kialakitsak a mezodermat (Beddington és Robertson 1999; Rivera-Pérez és Magnuson 2005).

Az A-P tengely és a primitiv csik létrehozéasaban kritikus szerepet jatszanak a kiilonb6zd
szignalizacios utvonalak, mint pl. a WNT, BMP, NODAL és FGF jelatviteli titvonal (Arnold és
Robertson 2009; Bardot és Hadjantonakis 2020; Oki és mtsai.2010; Perea-Gomez és mtsai.
2004). A primitiv csikban a sejtek a szignalok hatdsara megvaltoznak, epitelidlis-
mezenchimadlis dtmeneten (epithelial-mesenchymal transition, (EMT)) mennek keresztiil, mely
a fo csiralemezek kialakuldsat (Ismagulov, €s mtsai. 2021; Nakaya ¢és Sheng 2008). A

szignalizacios Utvonalak koziil a gasztrulacios folyamat soran a legkritikusabb szerepet a WNT
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utvonal tagjai: a Wnt3a és a f-kateninek toltik be. Funkcionalis Wnt3a vagy f-kateninek nélkiil
egérembriokban nem alakul ki sem az A-P tengely, sem pedig a primitiv csik. A Wnt3a™" és f5-
katenin” mutans embriok fejlédése mar a gasztrulacio elétt leall, igy ezekben nem tudnak
kifejlédni endoderma és mezoderma rétegek sem (Haegel és mtsai. 1995; Huelsken és mtsai.

2000; Liu és mtsai. 1999; Rivera-Pérez és Magnuson 2005).

Korai organogenézis
Zigéta 2 sejtes Szedercsira Hélyagcsira Gasztrula
stadium (morula) (blasztociszta)
—_— —_— e — — o ~ fo [’
. viszceralis tailbud)
P endorerma T
05 E15 E45 E4,5 ektoderma szlv
E75 E8,5
* barézdalodas * ICM kialakulasa + A-Ptengely létrehozésa + axialis megnytlas
* pluripotens Gssejtek « primitiv csik kialakulasa «  tdrzsi és farki régiok elklontlése
izolalasa « EMT = szomitogenézis
« {6 csiralemezek + korai szervek kialakulasa: agy, sziv
B _, anterior ___ pharingeslis mezoderma
mezoderma
kardialis —» szivizomsejtek
el |—' rogenitorok
endoderma kardialis e

mezoderma T
—|—. endotelidlis o1y endotél sejtek

i

pluripotens 6ssejtek —  primitiv csik =— mezoderma progenitorok
ICM
( ) intermediate
ektoderma mezoderma
paraxialis mezoderma
kaudalis neuromezodermalis (szelvények)
mezoderma

progenitorok (NMP)
_I—» szomatikus mezoderma

1. dbra: Az in vivo egér embrio fejlodésének korai stadiumai

(A) Az egér embrionalis fejlédése a zigotatol a korai embrio organogenézisig. (B) A kiilonbozo
mezodermalis sejt populdciok kialakulasa. E: az egér embriondlis fejlodés napja, ICM: a
holyagcesira megvastagodott sejtrétege (inner cell mass), A-P: anterior-poszterior, EMT:

epitélidalis-mezenchimalis atmenet. NMP: neuromezodermalis progenitorok

A 10 csiralemezek koziil a legbelsé az endoderma. Az endodermabol fejlédik ki a 1égz6- és
emésztérendszer, valamint az ahhoz kapcsolddo szervek, mint példaul a ma;j és a hasnyalmirigy

(Wlizla és Zorn 2015). A harom csiralemez koziil a k6zépsé a mezoderma, melyet naszcens
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mezodermanak is neveznek, mivel beldle eredeztethetok a fejlodés késdbbi stddiumaban
kialakulé mezeoderma populaciok (1. abra B). A mezoderma szabalyozasaban fontos szerepet
jatszanak a T-box csalddhoz tartozé DNS-kot6 transzkripeids faktorok pl. Brachyury, Eomes
(Rivera-Pérez és Magnuson 2005; Smith 1999), melyek expresszidja mar a primitiv csikban
megkezdddik (Ciruna és Rossant 1999; Wilkinson, ¢s mtsai. 1990). A mezodermabol alakul ki
a sziv- €s érrendszer, a vdzizomzat, a gerinc, a bordak €s a végtagok csontjai, valamint a nemi
szervek. A kiilsé csiralemez az ektoderma, melybdl fejlédik ki a kdzponti és a kdrnyéki
idegrendszer, a bor és annak szarmazékai €s a szem (Gilbert és Barresi 2017). A csiralemezek
kialakulasa utdn a gasztrulacié késoi szakaszaban (ES8) 1étrejonnek a dorzo-ventralis és jobb-
bal tengelyek is, igy a gasztrulacio végére kialakul az embri6 teljes koordinata-rendszere. A
kialakul6 koordinata-rendszer a fejlédoé embrioban biztositja, hogy minden embrionalis szovet

¢s szerv térben megfeleld helyre keriiljon (1. tdblazat).

endoderma mezoderma ektoderma
« Az emésztérendszer belsd « Sziv és érrendszer + |degrendszer (k6zponti és
hamja kornyéki)
» Gerincur (notochord)
« Alégzérendszer belsé hamja *  Abérfelhamja és szarmazékai
» Csontvazrendszer (verejtékmirigyek, szértliszék)

+ Ahugycsd, a hugyholyag
belsé hamja « Vazizomzat » Felham receptorok

» Areproduktiv rendszer bels6 |+ Agyomor és a bél simaizom * Aszaj és a végbélnyilas

hamja rétegek hamrétegek
+ M3jj » Kivalaszto és nyirokrendszer |+ Szaruhartya és szemlencse
» Hasnyalmirigy + Reprodukciés rendszer (kivéve [+ Mellékvesekéreg

a csirasejteket)
+ Csecsem&mirigy (thymus) + Fogzomanc
« ADborirha (dermis) réteg

+ Pajzsmirigy és = Atobozmirigy és az agyalapi

mellékpajzsmirigyek « Atestlregek belsd szdvetei mirigy ham

* Mellekvese kereg

1. tablazat: A fo csiralemezek (endoderma, mezoderma, ektoderma) szdarmazékai

(Gilbert és Barresi 2017)

A gasztrulaciot kovetden az embriok kaudalis mezoderma populacidja (egyes cikkekben korai

neuromezodema populacioként vagy neuromezoderma kompetens sejtekként is emlegetik)



gyors osztodasba kezd, poszterior irdnyba tovabb nyutlik és megkezdddik a szegmentalodas,
azaz a szomitogenezis (Martins-Costa, és mtsai. 2024; Tzouanacou ¢és mtsai. 2009). A
szegmensek kialakitasa tobb Iépcsdben torténik, eldszor a kaudalis mezoderma sejtek tovabb
differencidlédnak ¢és kialakitjdk a neuromezodermalis progenitor sejteket, melyekbdl
parhuzamosan fejlodik ki a paraxialis mezoderma a szelvényekkel és az idegcsé (Martins-
Costa és mtsai. 2024; Sambasivan és Steventon 2021). Ezzel egyiddben a kardialis mezoderma
¢s ektoderma sejtjei tovabb differencialédnak, hogy kialakitsak az embrio legels6 szerveit, a
szivet és az agyat, ezzel megkezdddik az embrid organogenezise. Az embrionalis fejlédés 8,5
napjara (E8,5) az egér embridban jol elkiilonitheto feji, torzsi €s farki régidk (farokkezdemény
(tailbud)) mellett, 6sszetett haldzatokat tartalmazé agy és dobogo sziv figyelhetd meg (1. dbra
B).

2.3. A BRACHYURY szerepe a korai embrionalis fejl6désben

A Brachyury a gerincesek embriondlis fejlédésében fontos szerepet jatszo gén, melynek
Dobrovolskaia-Zavadskaia egerekben mutacidt indukalt, mely sordn azonositott egy rovid
farok (sort-tail) fenotipust. A fenotipusért felelds gént a gérdg brakhus (rovid) €s oura (farok)
szavakbol Brachyury-nak nevezete el (Korzh és Grunwald 2001). Munkdajabol kiindulva
késobb kimutattak, hogy az egerek farkanak hossza eltérd a kiillonb6z6 Brachyury heterozigota
mutaciok esetében (Chesley 1935), tovabba az egerekben leirt fenotipust mas gerinces fajokban
1s megfigyelték (Buckingham és mtsai. 2013; Han és mtsai. 2019; Kemmler és mtsai. 2023).
Egy nemrég publikélt cikkben azonositottdk, hogy egy inszercid feleldés a Brachyury gén
alternativ atirasaért, ami az emberszabasuak, tobbek kozott az emberek farkanak elvesztését
eredményezte (Xia és mtsai. 2024). Dobrovolskaia-Zavadskaia uttor6 munkaja fontos
mérfoldkdnek szdmitott a gerincesek fejlédésgenetikajaban és az altala azonositott Brachyury
gén a mai napig a tudomanyos érdeklddés targya (Korzh 2024), és a PhD disszertaciom egyik

kiemelt szerepldje.

A Brachyury mRNS az egér embriondlis fejlédés sordn nagyon koran, mar a gasztrulacio
kezdetén, a primitiv csikban megjelenik, majd a gasztrulacio alatt a mezoderma populaciokban
detektalhatd. Ezért az embrioldgiaban az egyik kulcsfontossagi mezoderma markergénként
tartjak szamon. A gasztrulaciot kovetden az E8,5 egér embridokban a Brachyury expresszioja
csak a gerinchtrra (notochord) és a farokkezdeményre (tailbud) korlatozodik (Wilkinson és

mtsai. 1990). Sziiletés utdn a Brachyury gén kikapcsolodik, €s jelenléte felndtt szovetekben
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nem detektalhatd. Koros esetben azonban eldfordulhat, hogy a Brachyury mRNS mégis
termelddik, ami a felnétt szovetekben tumoros elvaltozasokhoz vezet pl. csontrak (chordoma),
tiidorak, mellrak és prosztata rak (Chen és mtsai. 2020). A Brachyury expresszidjat gasztrulacid
¢s axialis megnyulés alatt a WNT3A/B-katenin szignalizacids utvonal szabalyozza. A WNT3A
kozvetlen modon hat a Brachyury gén termelddésére, hidnyadban a mutans embriokban (Wnt3a
) alacsony a Brachyury expresszid és az axialis megnyulas teljes hidnya figyelhetd meg

(Arnold és mtsai. 2000; Yamaguchi ¢s mtsai. 1999).

A Brachyury homozigéta (Brachyury””) mutans egerek az embrionalis fejlddés 9-10. napja
kozott (E9-E10) elpusztulnak. A E7 Brachyury” embridokban a mezoderma kialakulasat
tekintve nagyfokt rendellenességek mutatkoztak. Benniik alacsony mezoderma/ektoderma
arany ¢és késleltetett endoderma kialakulas figyelhetd meg (Yanagisawa és mtsai. 1981). A
mutans embriok axialis irdny(l megnyulasa sériil, ami a null mutdns egerekben gerinchur
hidnyahoz és abnormalis szelvényezettséghez vezet (Chesley 1935; Showell és mtsai. 2004).
Tovabba a Brachyury” embriokban nem fejlédik ki az embriondlis fejlédés soran a magzati
gazcserét és a maternalis Osszekdttetést biztositd allantoisz sem, mely az embriok korai

letalitdsat idézi el6 (Chesley 1935).

A Brachyury gén a BRACHYURY masnéven TBXT (T-box transcription factor T (T)) sejtmagi
fehérjét kodolja. ABRACHYURY egy 435 aminosavbol all6 T-box transzkripcids faktor, mely
egy DNS kotd doménnel rendelkezik. A BRACHYURY DNS kotd doménjén keresztiil
kapcsolodik a T-box 5'-TTCACACCTAGGTGTGAA-3' palindrom szekvenciaihoz, melyen
keresztiil szabalyozni tudja a mezoderma kialakitasaban, a korai kardialis elkotelez6désben €s
az axiadlis megnyulasban fontos gének expresszigjat (Kispert és Herrmann 1993). A
BRACHYURY fehérje funkcidjanak egy része atfed a T-box csalad egy masik tagjaval, az
EOMES-el (Eomesodermin). Kimutattdk, hogy a BRACHYURY és az EOMES kolokalizaciot
mutat a naszcens €s a kaudalis mezodermaban, és kozosen szabalyozzak a sejtek pluripotens
mindkét fehérjérdl korabban leirtdk, hogy képesek kozvetleniil szabalyozni a Mesp, a kardialis
elkotelezddés legkordbbi génjének termelddését (David és mtsai. 2011), igy jelenlétiik
meghatarozo6 a kardialis elkotelezodésben. Habar a két fehérje tobb kozos célgénen is osztozik,
funkcidjuk nem teljesen fed at, az EOMES az anterior és definitiv endoderma kialakitasahoz,
mig a BRACHYURY a kaudalis mezoderma kialakitasahoz elengedhetetlen (Schiile és mtsai.
2023). In vitro vizsgalatokban a Brachyury és Eomes kettds mutans (dKO) sejtek nem voltak
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képesek semmilyen tipusi mezoderma vagy definitiv endoderma kialakitasara (Tosic és mtsai.

2019).

2.4. A mezoderma kialakuldsanak vizsgalata in vitro modellek segitségével

A gasztrulacid az embrionalis fejlédés egy alapvetd és kritikus folyamata, melyre az utobbi
¢vekben szamos Ossejtalapt 2D-s és 3D-s modell jelent meg. Az in vitro modellek elénye, hogy
nagy mennyiségben eldallithatok ¢és alkalmazhatok olyan fejlodésbiologiai kérdések
megvalaszolasara is, melyek az embriok estében etikai akadalyokba iitkozhetnek. Az egyik
legrégebb ota jelen 1évo és gyakran hasznalt in vitro gasztrulacios modellek az in. embrionalis
testek (embryoid body (EB)) (Keller 1995). Az embrionalis testek viszonylag konnyti
eldallitasuk miatt az elmult 30 évben nagyon népszerli modellnek szamitottak. A rajtuk végzett
kisérletek pedig nagyszdmu fejlddésbiologiai és technikai kérdésre adtak valaszt, melyek
lehetové tették a kozelmultban megjelend komplexebb modellek, a gasztruloidok (van den
Brink ¢s mtsai. 2020; Veenvliet és mtsai. 2020) €s a szintetikus embridk (Tarazi €¢s mtsai. 2022;
Xu ¢és mtsai. 2021) megjelenését. Az 1 modellek az embrionalis testektdl Gsszetettebb
struktirak kialakitasara is képesek, és benniik a gasztrulaciot kdvetd embrionalis 1épések pl.
axidlis megnyulds, a szomitogenézis €s a legkorabban megjelend szervek kialakitasa is

megfigyelhetd.

2.4.1. 3D-s embrionalis testek képzése

Az embrionalis testek a pluripotens Ossejtekbdl in vitro 1étrehozott 3D-s szuszpenzids sejt
aggregatumok. Benniik mindharom f6 csiralemez (endoderma, mezoderma és ektoderma)
képes kialakulni, és szervezddésiik az embriok gasztruldcids stddiumahoz hasonld. Az
embrionalis testek, a 2D-s adherens tenyészethez viszonyitva, sokkal hatékonyabban képesek
pluripotens dssejt-koloniakbol néhany nap alatt kialakulnak a f6 csiralemezek, melyekbdl a test
kiilonb6z6 sejttipusai  differencidltathatok (Brickman és Serup 2017; Keller 1995). A
szuszpenzidban tartott EB-k sejtjei az embridhoz hasonléan sokrétli sejt-sejt kolcsonhatasok
kialakitdsara ¢€s epitélidlis-mezenchimalis atmenetre képesek (Zeevaert ¢€s mtsai. 2020).
Tovabba az eldallitott embrionalis testek kozepén 1évd sejtek, az embriokhoz hasonldan,
apoptozison mennek keresztiil, ami a legtobb EB kdzepén egy sejtekkel koriilvett, folyadékkal
toltott, cisztas iireget eredményez (Choi €s mtsai. 2005; Coucouvanis €s Martin 1995; Kim ¢és
mtsai. 2011). Az embrionalis testek amellett, hogy régota hasznalt és megbizhat6 gasztrulacids

modellek, fontos kezdeti 1épést jelentenek az irdnyitott differencialdsi protokollokban is. Az
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egér 2D-s sziv- és neuralis iranyu differenciacids protokollok még mindig a kezdeti EB-1épésre
tamaszkodnak. Az embriondlis testek hatranya azonban, hogy az in vitro 1étrehozott EB-k
nagyrészt heterogének. Benniik mind a f6 csiralemezek, mint pedig a differencialt sejttipusok
kisérletenként eltérd mintazatot mutathatnak (Wilson és mtsai. 2014). Tovabbi hatranyuk, hogy
az embrionalis testek onmagukban nem képesek az anterio-posterior, dorzo-ventralis és jobb-
bal tengelyek kialakitasara, ezért nem alkalmasak a gasztrulacié térbeli vizsgalatara (ten Berge

¢s mtsai. 2008; Brickman és Serup 2017).
Az embrionalis testek eldallitdsara tobbféle megkozelités ismert:

a) Szuszpenzids mddszer:

Az Ossejtekbdl egy sejtszuszpenzidt hozunk 1étre, melyet egy tapaddsmentes petri csészébe (pl.
baktrialis csészébe) helyeziink, ahol a pluripotens Ossejtek spontan modon egyméashoz
tapadnak, azaz onszervezddnek (2. dbra A). A szuszpenzids modszer viszonylag egyszeri, és
egyszerre sok embrionalis test 1étrehozasat teszi lehetévé. A modszer hatranya azonban, hogy
az eldallitott embriondlis testek nagyon heterogének, mind méretiikben, mind dsszetételitkben
nagy eltérések lehetnek. Altalaban a nagyobb embrionélis testekben tobb endoderma, mig a

kisebbekben tobb mezoderma képzddik (Livigni és mtsai. 2009).

A szuszpenziés modszer D Szelvényezett gasztruloidok
J A7|-»’ P
‘
‘ : egér embrié
(E8,5)
B figgécseppes modszer
farok kezdemény
(tailbud)
aggregalas tapadasmentes f

C sejttenyésztoé edényben gasztrul0|d

e = / N

‘ ) anterior szelvények

(somites)

2. abra: Az EB képzés tipusai és a szelvényezett gasztruloid modell sematikus abrdzoldsa

Az EB-k eloallitasanak tipusai: (A) szuszpenzios modszer, (B) fiiggocseppes modszer, (C)
aggregalas 96 lyuku tapadasmentes sejttenyészto edényben. (D) A szelvényezett gasztruloidok

(gastruloids with somites) sematikus abrazolasa. E: embrionalis nap, d: nap
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b) A fiiggécseppes modszer:

A fliggbcseppes modszer (Hanging drop (HD)) soran pluripotens &ssejteket tartalmazo
szuszpenziobol kis térfogati cseppeket készitiink a petri csésze tetejére, majd a tetdt
megforditva a gravitacio hatasara a lelogé cseppek aljan a sejtek aggregaldodnak és embrionalis
testeket hoznak 1étre (2. dbra B) (Wang ¢és Yang 2008). A kialakitott EB-k aggregacié utan
Osszegyljthetdek és tapadasmentes petri csészében tovabb tenyészthetok. A mddszer elénye,
hogy a cseppekben a sejtek szama szabalyozhat6, ami meghatidrozza az embriondlis testek
méretét és biztositja azok uniformitasat. Hatranya viszont, hogy nagy szami minta esetében a

cseppek kirakésa, illetve 6sszegytijtése sok 1dot és erdforrast igényel.

c) Aggregalas tapaddsmentes sejttenyésztd edényben:

Ennél a modszernél az dssejteket 96-lyukt ,,U” alju tapadasmentes sejttenyészté edényben
aggregaltatjuk, mely egyszerli és szabvanyositott megkozelitést jelent nagyszamu minta
esetében is (2. abra C). A tapaddsmentes edények egységes méretli és alakii EB-k eléallitasat
teszik lehet6vé, tovabba lehetdséget biztositanak az automatizalt EB képzésre és a keletkezo

3D-s aggregatumok automatizalt monitorozasara (Yasuda és mtsai. 2009).

2.4.2. 2D-s kardialis differenciicid

Az embriondlis testek a gasztrulacidos modellként vald alkalmazasuk mellett az irdnyitott
differencialasi protokollokban is alkalmazhatok. Az egér 2D-s sziv- és neurdlis iranyu
differenciacios protokollok még mindig a kezdeti EB-lépésre tamaszkodnak (Abranches és
mtsai. 2009; Maltsev és mtsai. 1993). PhD munkdm soran a kardialis progenitorok
kialakuldsdnak tanulméanyozasdhoz egy ilyen embriondlis testeken alapuld 2D-s kardialis
modellt alkalmaztunk. A kardidlis differenciacidhoz elsé Iépésként, az EB képzéshez
hasonloan, az Ossejteket aggregaltattuk, viszont az embrionalis testképzéssel ellentétben itt a
kialakulo EB-ket letapasztottuk és 2D-s tenyészetben ndvesztettiik tovabb a dobogd
szivizomtelepek kialakulasaig (lasd: Anyagok és modszerek 4.2.) (Wang és Yang 2008). Az
altalunk alkalmazott kardialis protokoll nem tartalmaz olyan indukal6 faktorokat (citokineket),
amelyek befolyasolhatjak a szivizom-iranyu elkotelezddést, itt a mezoderma képzddését és a
eléallitott telepekben a differenciacio késoi idépontjara (14. nap) kialakulnak a szivizomsejtek

(kardiomiocitdk) ¢€és a sziv felépitésében résztvevd egyéb sejttipusok pl. endotél,
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mezenchimalis, aorta simaizom ¢és neuralis sejtek. A felsorolt sejttipusok kialakuldsa
kulcsfontossagu a fejlodo sziv szerkezetének €s pumpa funkcioinak fenntartasaban. Ezenfeliil
befolyasoljak a szomszédos sejttipusoktol érkezd szignalok, melyek hatdssal vannak a
fejléddésben 1évo sziv morfogenezisére és funkcidjara (Mensah és Gowher 2024). Korabban

kimutattak, hogy a sziv endotél

sejtjei nélkiilozhetetlenek a megfelel6 kardiomiocita differenciaciohoz, és hianyukban a
szomszédos szivizomsejtek teljesitményének csokkenése figyelhetd meg (Brutsaert 2003).
Hasonl6 kapcsolat volt megfigyelhetd a szivizomsejtek és a szimpatikus neuronok kozott is,
ahol a neuralis sejtek olyan faktorokat bocsatottak ki melyek képesek voltak indukalni a
szivizomsejtek érését (Atkins és mtsai. 1997; Kowalski és mtsai. 2022). A kiilonb6z0 kardidlis
sejttipusok parhuzamos kialakuldsa alkalmassa teszi a sejtvonalak elkdtelezddésének egyiittes

vizsgalatat, tovabba a progenitor €s az érett sejttipusok kollektiv tanulményozasat.

Az in vitro 2D-s kardidlis differenciadcios modellek lehetdvé teszik a sziv-iranyt elkdtelezddés,
¢s a kialakuldo koztes progenitor sejttipusok pl. kardialis és endotélidlis progenitorok
kialakulasanak tanulmanyozasat. Igy kivalé modellek a sejtek elkotelezédésében szerepet
jatszé transzkripcios faktorok és a molekularis mechanizmusuk vizsgalatara (Fijnvandraat és

mtsai. 2003; Hescheler és mtsai. 1997).

2.4.3. Gasztruloidok mint modell rendszerek

Az in vitro 1étrehozott 3D-s gasztruloidok lényegében az embrionalis testek tovabb fejlesztett
véltozatai (2. tablazat), melyek 1) megkozelitést jelentenek gasztrulacid és a gasztrulaciot
kovetd fejlodési lépések pl. axialis megnytlas modellezésében. A gasztruloidokat az
embrionalis testekhez hasonloan pluripotens Ossejtek aggregalasaval hozzuk létre, de az
aggregaltatott sejtek szdma a gasztruloidokban az embrionalis testekhez képest 1ényegesen
alacsonyabb. Az embrionalis testeknél a kiindulasi sejtszdm 500-5000 sejt kozott mozog és

protokollonként nagy variabilitast mutat.

Ehhez képest a gasztruloidok esetében az aggregacidhoz minddssze 200-300 sejtet hasznalnak
(Baillie-Johnson és mtsai. 2015; Van Den Brink és mtsai. 2014; Veenvliet és mtsai. 2020). Az
alacsony kiinduldsi sejtszdm megfelel a fejlddd korai embriok ICM sejtszdmanak, €s
kulcsfontossagli tényezot jelent a megfeleld gasztruloid modell 1étrehozasakor. A masik fontos

kiilonbség a gasztruloidok és az embrionalis testek kozott a testtengelyek szervezett kialakitasa.
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modell neve

elényei

hatranyai

2D-s kardialis differenciacié

eléallitasuk egyszeri és olcsé

alkalmas a kardialis progenitor
populaciok és a kildnbdzé
kardialis sejttipusok vizsgalatara

kevésbé hasonlitanak az in vivo
kornyezetre

bennlik a sejtek kdzotti
kommunikacio és szignalizacio
nem teljes

a sejtek ellaposodott morfolégiat
mutatnak

korlatozott ideig dobognak

embrionalis testek (EB)

eléallitasuk egyszer(i és olcso

a sejtek morfoldgiaja jobban
hasonlit az in vivo sejtekhez

bennlk mindharom csiralemez
kialakul

eléallitasukhoz nem sziikséges
citokinek alkalmazasa

a stadiumnak megfeleld
embridhoz képest tobb sejtet
tartalmaznak

a csiralemezek EB-ken belli
elhelyezkedése valtozd

bennik nem alakulnak ki az
anterior-poszterior, dorso-
ventralis és jobb-bal tengelyek

gasztruloidok

eléallitasuk egyszeri

a gasztrulaval megegyezd
sejtszamot tartalmaznak

bennk kialakul mindharom 6
csiralemez

bennik Iétrejonnek a anterior-
poszterior, dorso-ventralis és
jobb-bal tengelyek

nem alkalmasak az anterior
szOvetek modellezésére

bennik indukalédik a WNT
szabalyozasa alatt all6 gének
expresszidja, ami megneheziti a
teljes fenotipus vizsgalatat

szelvényezett gasztruloidok

bennk kialakul mindharom 6
csiralemez

bennik Iétrejdbnnek a anterior-
poszterior, dorso-ventralis és
jobb-bal tengelyek

bennuk kialakul az embridkra
jellemz6 szelvényezettség
(somitogenesis)

nem alkalmasak az anterior
szOvetek modellezésére

bennik indukalédik a WNT
szabalyozasa alatt allé gének
expresszidja, ami megneheziti a
teljes fenotipus vizsgalatat

kiméra gasztruloidok

genetikailag kevert modell
elballitasara alkalmasak

benniik kialakul mindharom f&
csiralemez

Benniik létrejonnek a anterior-
poszterio, dorso-ventralis és
jobb-bal tengelyek.

alkalmasak a sejt autoném és
nem autoném hatasok
megkllénbdztetésére

nem alkalmasak az anterior
szOvetek modellezésére

bennik indukalédik a WNT
szabalyozasa alatt all6 gének
expresszitja, ami megneheziti a
teljes fenotipus vizsgalatat

bennik a vad tipust és mutaciot
hordozo sejtek endogén
jeloléssel kilonithetdk el

Szintetikus embridk

képesek a teljes poszt-
gasztrulacios egér embrié (E8,5)
modellezésére

eldallitasuk bonyolult és
koltséges

létrehozasuk extraembrionalis
sejtek jelenléte nélkiil vagy az
6ssejtek endogén mddositasa
nélkil nem lehetséges

2. tablazat: A mezoderma kialakulasanak vizsgalatdra alkalmazott in vitro modellek elonyei

és hatranyai
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Az EB-kel ellentétben a gasztruloidokban Iétrejonnek az anterior-poszterior, dorzo-ventralis és
jobb-bal tengelyek. Az aggregéaciot kovetden a gasztruloidok CHIR (CHIR99021, Chiron)
kezelésen mennek keresztil. A CHIR kdozvetett moédon egy WNT inhibotor, a GSK-3
(Glycogen Synthase Kinase 3) szerin/treonin protein kindz gatlasaval képes aktivalni a WNT
(Wnt/B-caternin Signaling Pathway) szignalizacids Utvonalat. A WNT szignalizacid pedig
indukalja az embrié szimmetriajanak felbontasat (simmetry breaking) és a gasztruloidok axialis
megnyulasat, ezzel kialakitva a gasztruloidok anterior-poszterior tengelyét (ten Berge és mtsai.
2008; Van Den Brink és mtsai. 2014; Takada és mtsai. 1994). A WNT szignalizacié az embridk
szimetridgjanak megsziintetése mellett képes aktivalni a Brachyury expresszidjat, tovabba
mezodermalis és endodermalis rétegek képzddését (Yamaguchi és mtsai. 1999). A WNT-
agonista kezelés (GSK-3-inhibitor) utan, a gasztruloid differencidcio korai idépontjaiban (d3,
d4), magasabb BRACHYURY fehérje szint figyelhetd meg. Ezzel ellentétben a BRACHURY
szintje a differencidcio6 5. napjara mar csak enyhe CHIR fliggést mutatott (Suppinger és mtsai.
2023). A CHIR kezelés hatasara a gasztruloidokban indukaldédik a poszterior szdvetek
meg. A gatlas kovetkeztében a gasztruloidokol hianyoznak az anterior szovetek, tobbek kozott
nem fejlodik ki az embrionalis agy. Ezért a gasztruloidok kizardlag a 8,5 napos embridk torzsi
¢s farki részének modellezését teszik lehetdvé. Ilyen tipust gasztruloid modelleket mar néhany
esetben alkalmaztak null mutdns fenotipusok jellemzésére, tovabba nemrégiben kiméra
gasztruloid elléallitasara alkalmas modszert is publikaltak (Cermola €s mtsai. 2021; Turner és
mtsai. 2017; Wehmeyer és mtsai. 2022). A kiméra gasztruloidok alkalmasak a sejt autonom ¢és
nem autoném hatasok megkiilonbdztetésére, pl. vad tipust sejtkornyezetbe korlatozott szamu
genetikailag moddositott sejtet helyezve tanulmanyozhatok a gének sejt-autondm hatasai.
Hatranyuk, hogy benniikk a vad tipusi és mutaciot hordozd sejtek megkiilonboztetése

sziikséges, melyhez az alkalmazott sejtvonalak endogén moddositasa sziikséges (2. tdblazat).

A gasztruloidok hidnyossagainak kikiiszobolésére, illetve specialis kérdések megvalaszolasara
mar tobb modositott gasztruloid modellt is létrehoztak. Léteznek olyan gasztruloidok,
melyekben kiilonb6zd citokinek segitségével képesek voltak indukélni az anterior régio
kialakuldsat (Suppinger és mtsai. 2023), vagy a kardidlis differenciaciot (Argiro és mtsai. 2024;
Rossi és mtsai. 2021). Erdekes modon nemrégiben két egymastél fiiggetlen tanulmany a
gasztruloid modellek tovabbfejlesztésével kapcsolatban ugyanarra a konkluzidra jutott.
Eszrevették, hogy egér gasztruloidok alacsony szazalékt matrigélbe agyazasaval, benniik

indukalni tudjdk a szomitogenézis és idegcsdszerl struktirak kialakulasat (van den Brink és
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mtsai. 2020; Veenvliet és mtsai. 2020). A matrigél nem mas, mint egér szarkdma sejtekben
termeltetett extracellularis matrix fehérjék keveréke, mely képes modellezni az in vivo
extracellularis teret és az abbdl érkezd szignalokat. Mivel a matrigél biogél €s nem artalmas a
sejtekre, szdmos biotechnologiai mddszerben alkalmazzak (Kim és mtsai. 2022). Az egér
embriokhoz hasonléan a matrigélbe agyazott gasztruloidokban szelvényezettség (somites)
figyelhetd meg, mely a gasztruloidok poszterior irdnyu ndvekedéskor ritmikusan alakul ki, és
meghatdrozott anterior-poszterior polaritast mutat (van den Brink és mtsai. 2020; Veenvliet és
mtsai. 2020). A matrigélbe agyazott gasztruloidokban jol elkiilonithetok az embridra
emlékeztetd szevényeket tartalmazd torzs, tovabba a kaudalis mezoderma (korai NMP) és a
neuromezodermalis progenitor (késdi NMP) sejteket tartalmazo farok (2. abra D). Ugyanakkor
a hagyomanyos gasztruloidokhoz hasonléan nem képesek az embrid anterior részének, azaz a
feji strukturdk kialakitasara (Arias és mtsai. 2022). Ennek f6 oka mindkét esetben az
extraembriondlis szdvetekbdl (pl. placentabdl) érkezd szignalok hidnya. A kérdés azonban
megolddodott az Gn. szintetikus embridk (sEmbryos) megjelenésével. A szintetikus embridk
l1étrehozasahoz a pluripotens Ossejteket egylitt aggregaltatjdk vagy az extraembrionalis
sejtekkel (Xu és mtsai. 2021), vagy olyan endogén modositason atesett (Dox indukalt Gata4
¢s Cdx2 gén tartalmazo) pluripotens dssejtekkel, melyek képesek atvenni az extraembrionalis

strukturak szerepét (Amadei €s mtsai. 2022; Tarazi és mtsai. 2022).

Habar a gasztruloidok és a szintetikus embriok kivalé modellt jelentenek a korai embrionalis
fejlédés tanulmanyozasara és 1) vagy mar meglévo gyogyszerek tesztelésére (Amadei és mtsai.
2022), mint minden modellnek ezeknek is vannak korldtai. Az ilyen tipusi 3D-s modellek
minden esetben citokinek hozzdadasat igénylik. A hagyomanyos €s a szelvényekkel rendelkezd
gasztruloidok esetében CHIR-t adnak a sejtekhez, mig a komplexebb modellek esetében ehhez
tovabbi citokinek tarsulnak (Amadei és mtsai. 2022; Tarazi és mtsai. 2022; Xu és mtsai. 2021).
A citokineken keresztiil kiilonb6z6 jelatviteli itvonalak aktivalasa vagy gatldsa menekitheti a
szignalizacios folyamatokban részt vevo gének fenotipusat, €s megakadalyozhatja azok teljes

fejlodésbiologiai szerepének vizsgalatat.

2.5. A mezoderma kialakulds és a kardialis elkotelez6dés nyomon kovetése marker gének

segitségével

Az embriondlis fejlédés soran ahhoz, hogy egy pluripotens Ossejt képes legyen a sziv
sejttipusainak kialakitasara, eldszor kiilonbozd progenitor stadiumokon kell végighaladnia. Az

in vitro differenciacids modellekben az €16 szervezethez hasonld progenitor sejtek figyelhetok
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meg, melyek fejlodés és stadium specifikus marker gének ill. fehérjék segitségével kovethetok
nyomon (Forough, Scarcello, és Perkins 2011; Wu, Chien, és Mummery 2008). A kardialis
differenciacié tanulmanyozéasara PhD munkam sordn olyan a korai fejlédésben fontos szerepet
betoltd transzkripcios faktorok és strukturalis fehérjék expressziojat vizsgaltuk, amelyek a
progenitor sejtpopulaciokra specifikus kifejez6dést mutatnak. A legtobb ilyen korai
transzkripcids faktor evoluciésan nagyfoku konzervaltsagot mutat. DNS-hez kotddve

elésegitik vagy gatoljak egy-egy kardialis sejttipus kialakitasat.

A mezodermalis elkotelezodés vizsgéalatdhoz hasznalt legkorabbi marker gének a T-box
traszkripcios faktorok csaladjaba tartozd Brachyury és Eomes (3. abra). Kimutattak, hogy a
BRACHYURY ¢és az EOMES képes kotdodni és gatolni a pluripotencia fenntartasahoz
sziikséges gének, tobbek kozott az Oct4 (PouSf1, POU Class 5 Homeobox 1), Nanog (Nanog
Homeobox) és Sox2 (SRY-Box Transcription Factor 2), expresszidjat (Tosic és mtsai. 2019). A
pluripotencia gatlasa a sejtek Ossejtes allapotabol vald kilépését és a mezoderma kialakulasat
eredményezi. A kardialis differenciacid soran a Brachyury ¢és az Eomes a mezodermalis
sejtekben termelddik, majd a differenciacido eldrehaladtaval expresszidjuk megsziinik

(Wilkinson és mtsai. 1990).

Kimutattak, hogy mind a BRACHYURY, mind pedig az EOMES képes aktivalni a legkorabbi
kardidlis mezoderma marker gén, a Mespl (Mesoderm posterior 1) expresszidjat (3. abra)
(Saga ¢ 1996; David et al., 2011). A MESP1 egy helix-loop-helix transzkripcios faktor, ami
fontos szerepet jatszik a sziv- és érrendszer kialakuldsaban. A Mespl-ra mezodermalis
génekhez hasonldan sziik expresszios ablak jellemzd. A MESPI1 fehérje rovid jelenléte alatt
képes tobb kardidlis transzkripcios faktor pl. Mef2c (Myocyte-specific enhancer factor 2C),
Hand (Heart- and neural crest derivatives-expressed protein 1), Is/-/ (Insulin Gene Enhancer
Protein ISL-1) és Nkx2-5 (Homeobox Protein Nkx-2.5) expressziojat indukalni (Saga és
mtsai.1996; Bondue ¢és mtsai. 2008), melyek a kardidlis progenitor sejtek azonositdsara is

alkalmasak (3. abra).

Ezenfeliil olyan fontos endotélialis progenitor gének termelddését is aktivalja, mint pl. a GATA
transzkripcids faktorok csalddjaba tartozd Gata4 (GATA Binding Protein 4). A Gata4 az egér
embriondlis fejlodés sordan eldszor az endodermalis rétegekben (primitiv-, viszcerdlis és
definitiv endodermaban) termelddik, majd a gasztrulaciot kovetden expresszidja a fejlodod

embrid sziv endotél sejtjeire korlatozodik (Heikinheimo €s mtsai. 1994).
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3. dabra: A kardidlis elkitelezodés progenitor stadiumai és a stadiumnak megfelelé marker

gének

A kiilonbozo kardialis sejttipusok pl. sziv endotél, szivizom, simaizom és kardialis fibroblaszt
sejtek és a koztes progenitor sejtek kialakulasa nyomon kévetheté stadium specifikus

markergének segitségével.

Ezért a Gata4-et a korai embriondlis fejlodésben endoderma markerként €s a differenciacio
késObbi stadiumaiban sziv endotél markérként is hasznaljak (3. abra). A GATA4 fontos szerepét
leirtak(Heikinheimo és mtsai. 1994) a sziv fejlédés soran szivbélhartya (endocardium) és
koszortérrendszer endotél sejtjeinek kialakitasaban (Crispino és mtsai. 2001; Rivera-Feliciano
¢s mtsai. 2006; Zhou ¢és mtsai. 2022). Az endotél progenitor sejtek jelolésére a Gata4 mellett
gyakran hasznaljdk még a Flk-1-et (Kdr, Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
2 (Vegfr)) is, ami az endotélidlis sejtekben a VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

novekedési faktor receptoraként funkciondl (Yamaguchi és mtsai. 1993).
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A progenitor stddiumokon 4thaladva végiil 1étrejonnek a sziv érett sejttipusai. A sziv- és
simaizom sejtek esetében a marker gének lehetnek a szarkomer felépitésében résztvevd
strukturalis fehérjék. A szivizomsejtekben ilyenek pl. a Tnnt2 (Cardiac Troponin T2) vékony,
¢s a Myh6 (Myosin Heavy Chain 6) vastag filamentum marker gének (Morimoto 2008), ill. a
simaizomban a miozin lanchoz tartoz6 Smmhc (Smooth Muscle Myosin Heavy Chain 11)
(Tsuchio és mtsai. 2000). Az érett sejttipusok jelolésére hasznalhatunk még sejtadhézids
fehérjéket is, pl. kardialis endotél sejtek esetében gyakran alkalmazzak a Pecaml (Platelet
endothelial cell adhesion molecule 1, CD31) és Vcaml (Vascular cell adhesion protein 1)

markergéneket (3. abra) (McCormick és mtsai. 2015; Pickett és mtsai. 2023).

2.6. Az RYBP és a Polikomb repressziv komplexek szerepe a korai embrionalis fejl6édésben

¢és a kardialis elkotelez6désben

A transzkripcios fakorok mellett az embrionalis fejlodés szabalyozasaban fontos funkciot
toltenek be a Polikomb csoport fehérjék (PcG, Polycomb group proteins) (Gould 1997). A PcG
fehérjék komplexeket alkotva epigenetikai modositdsokon keresztiik képesek a génexpresszio
aktivalasara és gatlasara. Osszetételiik alapjan, két f6 csoportot kiilonboztetiink meg a
Polikomb Repressziv Komplexek 1-t (PRC1) és Polikomb Repressziv Komplexek 2-t (PRC2).
Mindkét csoportnak van egy allando fehérjékbdl allé kdzponti része, melyhez valtozo fehérje
alegységek csatlakozhatnak, lehetové téve a gének stadium és szovetspecifikus szabalyozasat
(Gao és mtsai. 2012). A PRCI1 komplexeket kdzponti alegységeik alapjan feloszthatjuk
kanonikus és a nem kanonikus Polikomb Repressziv Komplexekre (cPRC1 és ncPRCI). A
kanonikus PRC1 komplexek kozponti része egy RING1 (Ring Finger Protein 1), egy PCGF
(Polycomb Group Ring Finger) és egy CBX (Chromobox) fehérjébdl épiil fel. Mig a nem
kanonikus PRC1 komplexek CBX fehérjék helyett RYBP-t (RINGI1 and YY1 Binding Protein)
vagy YAF2-t (YY1 Associated Factor 2) tartalmaznak (4. abra) (Vidal 2019). ARINGI fehérjék
a PRC1 komplexek katalitikus alegységei, melyek E3 ubikvitin ligdz aktivitassal rendelkeznek
¢és képesek a H2A hiszton 119. lizinjének ubikvitindlasara (H2AK119ubl) (de Napoles és
mtsai. 2004). A PRC1 komplexekben a RINGI1 fehérjékbdl jelen lehet a RING1A vagy a
RINGIB (RNF2 (Ring Finger Protein 2)), melyek egy ring finger motivumon keresztiil
kotddnek a PCGF fehérjékhez. A PRC1 komplexekben hat PCGF-et kiilonboztetiink meg
(Geng ¢és Gao 2020). A PCGF2 és PCGF4 a kanonikus, mig a PCGF1, PCGF3, PCGF5 és
PCGF6 a nem kanonikus PRC1-ek tagja (4. abra). A CBX fehérjék (CBX2, CBX4, CBXG6,
CBX7, CBX8) kromodoménjiikon keresztil képesek kapcsolodni a metilalt hiszton
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fehérjékhez (H3K27me3), ami biztositja a kanonikus PRC1 komplexek kromatinhoz valo
rogzitését (Connelly és Dykhuizen 2017). A nem kanonikus PRC1 komplexekben azonban a
CBX fehérjék helyett RYBP vagy YAF2 van, melyek nem rendelkeznek kromodoménnel, igy
ezekben a komplexekben az RYBP és a YAF2 mellett tovabbi kromatin vagy DNS-koto

transzkripcids faktorok toborzasa is sziikséges (Liu és mtsai. 2023).

cPRC1 ncPRC1
PCGF2
PCGF4 PCGF1
PCGF3
- «~ PCGF5
RING1A __ RING1A __ PCGF6
RING1B CBX2 RING1B
CBX CBX4 RYBP
*— CBX6 (
CBX7 ™~
YAF2

, CBX8 ’ ,

® _Hoa119KUb

4. abra: A Polikomb Repressziv Komplex 1-ek (PRCls) felépitése

A kanonikus (cPRC1) és a nem kanonikus PRC1 (ncPRC1) komplexek sematikus abrdzolasa a
kozponti komplextagok feltiintetésével. RINGI: Ring Finger Protein 1, PCGF: Polycomb
Group Ring Finger, CBX: Chromobox protein, RYBP.: RINGI and YY1 Binding Protein, YAF2:
YY1 Associated Factor 2, H2A119Ub: H2A hiszton 119. lizin ubikvitindcio.

A PhD munkdm sordn az RYBP, masnéven DEDAF (Death Effector Domain (DED)-
Associated Factor), szerepét vizsgéaltuk a mezoderma kialakitdsaban és a korai kardidlis
elkotelezOdésben. Az RYBP az ncPRC1 kozponti tagjaként fontos feladatot lat el olyan
bioldgiai folyamatokban, mint pl. a pluripotencia fenntartasa, differenciacio szabalyozasa és az
embrionalis fejlédés (Boyer és mtsai. 2006; Calés és mtsai. 2016; Simon és Kingston 2013).
Csoportunk kordbban kozolte, hogy az RYBP polikomb fiiggd modon képes represszalni a
Pax6 gén termelddését, ezaltal képes szabalyozni a neuralis elkotelezOdést (Sutus és mtsai.
2022). Habar az RYBP leginkabb ncPRC1 komplexek tagjaként karakterizalt, emellett
Polycomb fiiggetlen funkcidi is ismertek. Az OCT4 pluripotencia faktorral ill. az E2F és YY1

transzkripcids faktorokkal egyiittmiitkddve képes aktivalni kiilonb6zd gének expressziodjat (Li
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¢s mtsai. 2017; Schlisio és mtsai. 2002). Ezenfeliil az RYBP fontos szerepet tolt be a sejtsorsok
aranya eltolodik, ami szintén egy polikomb fiiggetlen mechanizmuson keresztiil valosul meg

(Calés és mtsai. 2016).

Csoportunk korabban kimutatta, hogy az RYBP nélkiilozhetetlen a kardiomiocitak
fejlédéséhez. In vitro egér Ossejteket differencidltatva RYBP hianyaban, a vad tipussal
ellentétben, nem alakulnak ki dobogo szivizom telepek (Ujhelly és mtsai. 2015). Tovabba a
szarkomerek felépitésében szerepet jatszo fehérjék termelddése is zavart szenved (Henry és
mtsai. 2020). Kimutattuk, hogy a PLAGLI1 kardialis transzkripcids faktor elvesztése legalabb
részben hozzajarulhat a megfigyelt fenotipushoz. Vad tipusu sejtekben az RYBP az NKX2-5
kardialis progenitorral egyiitt képes aktivalni a Plagll P1 és P3 promoterét, ami az RYBP egy
ncPRCI fiiggetlen mechanizmusén keresztiil valosult meg (Henry és mtsai. 2023). Azonban az
RYBP az NKX2-5-el val6 kolcsonhatasa nem adott valaszt a teljes fenotipusra. Eldzetes
eredményeink azt mutattak, hogy az NKX2-5 megjelenésétol korabbi gének expresszidja is
sériil, ami az RYBP az NKX2-5-nél korabbi szerepére utal. Ezt megerdsiti, hogy az egér korai
fejlédése soran az embriondlis szovetekben kiterjedt Rybp expresszi6 figyelhetdé meg, tovabba
az Rybp null mutins egerek még a gasztrulacid el6tt (ES,5 - E6) bedgyazddasi letalitast
mutatnak (Pirity és mtsai. 2005). Mindezek arra utalnak, hogy az RYBP szabalyozé funkciojat
valészinlileg mar a korai kardidlis progenitor stadiumban, vagy még annal is kordbban, a

gasztruléacio alatt fejti ki.

23



3. Célkitiizések

A PhD munkam soran az RYBP mezoderma kialakuldséban és axidlis megnyulasban betoltott

szerepét vizsgaltam egér embrionalis dssejt alapu 2D-s és 3D-s modell rendszerekben.

Eldzetes eredményeink azt mutattdk, hogy Rybp null mutans kardidlis kolonidkban nem
alakulnak ki dobog6 szivizomtelepek, tovabba a szarkomerek felépitésében résztvevo fehérjék
termelddése is zavart szenved. Kisérleteinkkel valaszt szerettiink volna talalni arra a kérdésre,
hogy in vitro kardialis elkotelez6dés soran mi az a legkorabbi progenitor allapot, melyhez az
RYBP szabalyozasa sziikséges. Ezenfeliil célunk volt azonositani és jellemezni olyan korai
transzkripcids faktort/faktorokat, mellyel az RYBP képes szabalyozni a kardialis sejtvonalak

elkotelezodését.

A PhD munkam sordn az alabbi célokat tliztiik ki:

1. Megvizsgalni, hogy a szivizomsejteken kiviil van-e mas kardialis sejttipus is, melynek

kialakulasat az RYBP a PLAGL1-on keresztiil szabalyozhatja.

2. Osszehasonlitani a kardialis progenitor és sziv endotél marker gének mRNS és fehérje

termelédését a vad tipust és az Rybp™~ szivizom tenyészetekben.

3. Megvizsgélni, hogy RYBP hianyéaban karosodik-e a {6 csiralemezek, az ekto-, endo- és

mezoderma kialakulasa.

4. Megvizsgalni, hogy az RYBP-nek a BRACHYURY-hoz hasonldan lehet-e szerepe az

axialis megnyulasban.

5. Meghatarozni az RYBP képes-e fizikai kolcsonhatdsra a BRACHYURY korai

mezodermalis fehérjével.

24



4. Anyagok és modszerek

4.1. Alkalmazott sejtvonalak és tenyésztési korilmények

+/+

Az in vitro differenciaciokhoz R1 vad tipusu (Rybp™™ vagy vad tipus) (Nagy és mtsai. 1993),
és az Rybp génre nézve null mutins D11 (Rybp” vagy null mutins) egér embrionalis
Ossejtvonalakat hasznaltunk (5. abra) (Pirity és mtsai. 2005). Az dssejteket egér fibroblaszt
sejtrétegre  (MEF) novesztettiik, melyeket eldzetesen sejtosztodast géatldé mitomycin C
(Mitomycin C; Sigma, Kat.: M0503) kezelésnek vetettiink ald, ezt kovetden a sejteket 0.1%-0s
zselatinnal (Sigma, Kat.: G-9391) bevont sejttenyésztd csészékben novesztettiik. Az Ossejteket
DMEM (DMEM (1x) + Gluta MAX™! Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco, Kat.:
31966047) médiumban tartottuk fenn melyhez 15% FBS (Fetal Bovine Serum, HyClone, Kat.:
SH30071.03E), 0.1 mM nem esszencialis aminosavakat (MEM Non-Essential Amino Acids,
Gibco, Kat.: 11140-068), 0.1 mM B-merkaptoetanolt (2-Mercaptoethanol, Gibco, Kat.: 31350-
010), 1% natrium-piruvatot (Sodium Pyruvate (100mM) (100x), Gibco, Kat.: No 11360-039),
1% glutamint (L-Glutamine (200 mM) Gibco, Kat.: 25030-024), 50 U/ml
penicillin/sztreptomicin antibiotikumot (Penicillin/ Streptomycin (100x), Gibco, Kat.: 15140-
122) és 100 U/ml s leukémia- gétlo faktort (ESGRO Recombinant Mouse LIF Protein, Merck

Milipore, Kat.: ESG1107) adtunk.

™ H o
E1 E2 E3 E4 E5
E1 E2 E3 E4 ES
Rybp'/'

5

E1 E2

5

E1 E2

5. abra: Az Rybp gén strukturdja a vad tipusu és az Rybp null mutdns éssejtvonalakban

Az Rybp gén [okuszanak sematikus abrdzoldsa (A) vad tipusii (Rybp™*) és Rybp null mutdns
(Rybp™") Gssejtekbe (Pirity és mtsai. 2005). E: exon, EYFP: Sarga fluoreszcens fehérje, W : loxP
hely.
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Az 6ssejteket 5% CO; mellett 37 °C-on, inkubatorban (Contherm Mitre Series 4000) tartottuk,
a sejteken naponta cseréltiink médiumot €s a tenyészeteket kétnaponta passzaltuk tigyelve arra,

hogy a kolonidk konfluencidja ne haladja meg a 70%-ot.

A fehérje-fehérje kolcsonhatasi vizsgalathoz HEK293T sejteket (Human Embryonic Kidney
(HEK) 293T) hasznaltunk. HEK293T sejteket DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s
mediumban, Gibco, Kat.: 31966047) médiumban novesztettilkk, melyhez 10% FBS
(PanBiotech Kat.: 3702), 0.1mM nem esszencialis aminosavakat (MEM Non-Essential Amino
Acids (100x), GIBCO, Kat.: 11140-068), 1% natrium-piruvatot (Sodium Pyruvate (100 mM),
Gibco, Kat.: 11360-039) és 50 U/ml penicillin/sztreptomicint (Penicillin/Streptomycin (100x),
GIBCO, Kat.: 15140-122) adtunk. A HEK293T sejteket szintén 37 °C-os inkubatorban neveltiik
5% CO2 mellett. A sejteken kétnaponta cseréltiink médiumot és a tenyészeteket 2-3 naponta

passzaltuk tigyelve arra, hogy a kolonidk konfluencidja ne haladja meg a 90%-ot.

4.2. In vitro embrionalis testképzés és kardialis differenciacio

Az in vitro embrionalis testképzéshez és kardialis differencidciohoz Keller csoportja altal leirt
fiiggdeseppes modszert (Keller 1995) alkalmaztuk. A mddszer soran az egér dssejtekbol 0.05%
tripszin (Trypsin-EDTA (1x) 0,05%, GIBCO, Kat.: 15400-054) segitségével sejtszuszpenziot
készitettiink, majd Biirker-kamraval meghataroztuk a sejtszamot. Ezt kdvetden a sejteket LIF
mentes Ossejtes médiummal 50 sejt/ul stiriségre higitottuk (lasd: Anyagok €s modszerek 4.1.)
¢s 10 ml PBS-t tartalmaz6 bakteridlis csészék tetejére (100 mm, Kat.: 633181) 20ul-es
cseppeket helyeztiink. A tetdt megforditva, a cseppek aljan gravitacio hatasara Osszegytilt
hozzavetolegesen 1000 sejt un. embrionalis testeket (Embryoid body, EB) formal. Az igy
l1étrehozott embriondlis testeket ezutan eltérd koriilmények kozott differencialtattuk tovabb. A
f6 csiralemezek vizsgalatdhoz a sejteket a masodik napon letapadasat gatolo bakterialis
csészében haromdimenzids tenyészetben novesztettik tovabb, mig a kardidlis
differenciaciohoz a sejteket 0.1%-os zselatinnal bevont sejttenyésztd csészékben (60 mm, SPL
Life Sciences, Kat.: 20060) tapasztottuk le (6. abra). Mindkét esetben a sejteket LIF mentes
Ossejtes médiumban 14 napig novesztettik, a médiumot kétnaponta cseréltilk. Tovabbi
vizsgalatok céljabol a differencidciok meghatarozott idépontjaiban mintat gyljtottiink. A
kardialis differenciacié soran a 0. nap az dssejtes allapotot, a 2. nap az embriondlis testképzést,
a 3-8. nap a kardidlis progenitor sejteket, mig a 10.-14. nap az érett szivizomtelepeket

reprezentalja.
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6. dbra: Az in vitro sziv iranyu differencidacio és EB képzés lépései

Az in vitro kardialis differenciacio és EB képzés soran az Ossejteket fiiggocseppes modszer
segitségevel aggregaltattuk, majd a differencidcio 2. napjan az EB-ket a kardidlis
differencidaciohoz letapasztottuk, mig a 3D-s vizsgalataihoz szuszpenzioban névesztettiik

tovabb. LIF: Leukemia Inhibitory Factor, EB: embriondlis testek (embryoid bodies)

4.3. In vitro gasztruloidok 1étrehozasa

A gasztruloidok 1étrehozasahoz a van den Brink és tarsai altal 2020-ban publikéalt modszert
alkalmaztuk (7. dbra) (van den Brink és mtsai. 2020). A vad tipust és Rybp™”~ éssejteket N2B27
tapoldatba vettiik fel, majd 96 lyukt ,,U” alju tapaddsmentes lemezek (Corning, Kat.: 7007)
aljan 300-300 sejtet aggregaltattunk. A mezoderma ¢és az axialis megnyuléds indukalasahoz a
mintdkat a differenciacié masodik napjan 24 o6ras 3 uM CHIR90021 (CHIR) (Selleck
Chemcals, Kat.: S1263) kezelésnek vetettiik ala. A kezelés utan a CHIR-t tartalmaz6 médiumot
lecser¢ltiik N2B27 médiumra. A 2. naptdl a 4. napig a mintakat enyhe razatas mellett neveltiik,
ezzel is gatolva a novekvd gasztruloidok letapaddsat. A 4. napon a gasztruloidokat 24 lyukua
sejttenyésztd lemezekbe gylijtottiik (Corning, Kat.: 3524) és 10% matrigél (Corning, Kat.:
356230) és 90% N2B27 médium keverékébe dgyaztuk. A matrigél a sejtek szdmara biztositja
a megfeleld extracellularis kozeget, és képes modellezni az implantacidt, ezzel eldsegitve a
gasztruloidok szomitogenezisét. A mintakat immuncitokémiai analizishez a differenciacid
kiilonb6z6 idépontjaiban (d3, d4, d5) 4%-os paraformaldehiddel (PFA, Sigma, Kat.: 158127)
fixaltuk. A gasztruloidok immuncitokémiai analizését pedig a 4.5. fejezetben leirtak alapjan

végeztiik.
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Embrionalis éssejtek Aggregacio CHIR kezelés Beagyazas
(Rybp™*, Rybp”)

t 96 lyukti 96 lyuki 24 lyukti lemez

m tapadésmentes lemez tapadasmentes lemez + matrigé!

CHIR ) ) N
" enyhe mozgatas " matrigél
do 11 d2 d3 da 15

7. abra: A gasztruloid képzés sematikus abrdzoldasa

Az Ossejteket 96 lyuku tapaddasmentes lemezben aggregaltattuk és 24 oras CHIR kezelésnek
vetettiik ala majd differencidcio 4. napjan a gasztruloidokat 10%-os matrigélbe agyaztuk.

N2B27: Szérum mentes neuralis differencidacios médium, d: nap, CHIR: CHIR99021

4.4. Kvantitativ valos ideji polimeraz lancreakcid (Quantitative real-time PCR, gRT-PCR)

A relativ génexpresszids vizsgalatokhoz qRT-PCR-t alkalmaztunk. A csiralemez marker gének
elemzéséhez sejtlizatumot az in vitro kardidlis differenciacid (lasd: Anyagok és modszerek
4.2.) 2. napjatol a 8. napig naponként gyiijtottiik, a lizaitumokbol total RNS izolalast végeztiink
a gyarto altal mellékelt leiras alapjan (GeneJET RNA PurificationKit, Thermo Scientific, Kat.:
K0732). Az izolalt RNS-ek koncentracidjat spektrofotométerrel (WPA Photometer UV 110)
hataroztuk meg, majd az RNS mintakbol 2ug-ot reverz transzkripcio segitségével a gyarto altal
megadott protokoll szerint cDNS-¢ irtuk at (Applied Biosystems High-capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Invitrogen Life Technologies, Kat.: 4368814). A qRT-PCR reakciokat Rotor
Gene Q késziilékben végeztilk SYBER Green modszer segitségével a gyarto utasitasait kovetve
(SYBR Select Master Mix for CFX, Applied Biosystems, Kat.: 4472942). A relativ
génexpesszios valtozasokat AACt modszer segitségével hataroztuk meg. A Ct értékeket a Hprt
(Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase) haztartasi gén kifejezéséhez és a vad
tipusu Ossejtes allapothoz (0. nap) normalizaltuk. Az alkalmazott primereket a 3. tablazatban

tuntettuk fel.
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Gén név Forward primerek Reverz primerek

Brachyury TACACCTCTAATGTCCTCCCTTG CCATACAGTTGACTTCCCAACAC
Eomes ACCGCCCACTACAATGTTTT TGCCCTGCATGTTATTGTCC

Fgf5 CAAAGTCAATGGCTCCCACGAAG CTACAATCCCCTGAGACACAGCAAATA
Flk-1 TGTGTTTCCTTAGATCGCGC CAAAGAAGTCACAGAGGCGG
Gata4 CTCTATCACAAGATGAACGGCATCAAC TCTGGCAGTTGGCACAGGAGAG
Hand1 CCAAGGATGCACAAGCAGGTGAC TGCGCCCTTTAATCCTCTTCTCG
Hprt AGTCCCAGCGTCGTGATTAG GCAAGTCTTTCAGTCCTGTCC

Isl-1 GGGATGGGAAAACCTACTGTAAAAGAGA | GTCGTTCTTGCTGAAGCCTATGCTG
Map2 AAAGAGAACGGGATCAACGG TTGTGTTGGGCTTCCTTCTC

Mef2c GGTGCTGACGGGAACAACTT CACTTCTTCACTGCCACAGC
Mesp1 GATCCCCGCCTGCCTA CTGAAGAGCGGAGATGAGG
Nkx2.5 TACACCTCTAATGTCCTCCCTTG CCATACAGTTGACTTCCCAACAC
Pecam1 CATGGGAGGTGATGAATGGG TGCATTTGTACTTCCCGGAG

Sox17 GCCAAAGACGAACGCAAGCG TTCTCTGCCAAGGTCAACGCCT
Vecam1 TTCTGGGGCAGGAAGTTAGA CAATTAAGGTGAGGGTGGCA

3. tablazat: Az alkalmazott qRT-PCR primer szekvenciak listaja

4.5. Immuncitokémia (ICC)

Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz a kardialis tenyészeteket liveg fedélemezen ndvesztettiik
24 lyuku sejttenyésztd csészékben (24 well Tissue Culture Testplate, SPL Life Sciences, Kat.:
30024), mig az embriondlis testeket és gastruloidokat 500 ul-es Eppendorf csdvekbe gytijtottiik
majd két PBS (Dulbecco’s PBS CaMg™ (1x), Gibco, Kat.: 14190-094) mosast kovetden 4%
paraformaldehiddel (PFA, Sigma, Kat.: 158127) 20 percig fixaltuk és a festésig PBS-ben
taroltuk. A mintdkat PBS-ben oldott 0.2%-o0s Triton X-100-el (Triton X-100, Sigma, Kat.:
T8787) 20 percig permeabilizaltuk, majd 5%-os szarvasmarha szérumalbuminban (BSA)
enyhe mozgatds mellett 1 oran keresztiilt blokkoltuk. A sejteket elsOdleges antitesttel (4.
tablazat) egy ¢jszakan at 4 °C-on inkubaltuk. Masnap a mintékat 5x 10 percig PBS-ben mostuk
majd 1 oran keresztiill BSA-ban blokkoltuk, amit 1 6ras fluoreszcensen jeldlt masodlagos
antitestes inkubalas kovetett (5. tdblazat). Ezutan a mintdkat 3x 10 percig PBS-ben mostuk,
majd 20 percig inkubaltuk DAPI interkalalo festéket tartalmazo PBS-ben (Vector Laboratories,
Kat.: H-1200, higitas: 1:2500). A mintakat Gjra PBS-ben mostuk 2x 10 percen keresztiil majd
Fluoromount-G (Invitrogen, Kat.: 00-4958-02) segitségével targylemezre rogzitettiik. A
mintakrol a mikroszkopos felvételeket Olympus LSM konfokalis mikroszkop segitségével
készitettiink (Olympus Corporation, Japan).
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Katalégus

Ellenanyag Gyarté S Higitas Kisérlet
Anti-DEDAF antibody Merck Millipore AB3637 1:2000 ICC, FC
g?:ch';ma:r’] ?i"tf’o‘fye R&D Systems AF2085 1:1000 {ﬁg PG,
Anti-MESP1 antibody Santa Cruz Biotechnology |sc-130461 1:1000 WB
Anti-GATA4 antibody Thermo-Fisher 14-9980-82 1:1000 ICC, FC
Anti- ISLET1 antibody Santa Cruz Biotechnology |sc-390793 1:1000 WB
Anti-PECAM1 antibody DSHB P2B1-c 1:10 ICC
Anti- CD31 antibody Invitrogen PA5-32321 1:1000 ICC
Anti- VIMENTIN antibody DSHB 40E-C 1:1000 ICC
Anti- ZAC1 antibody Santa Cruz Biotechnology |sc-166944 1:1000 ICC
Anti-TNNT2 Abcam ab8295 1:1000 ICC
Anti-neurofilament DSHB 2H3 1:1000 ICC
Anti- SMMHC antibody DSHB Na8-s 1:50 ICC
Anti- PLAGL1 antibody (C-7) |Santa Cruz Biotechnology |sc-166944 1:2000 ICC
Anti-OCT-3/4 antibody (C-10) | Santa Cruz Biotechnology |sc-5279 1:100 ICC
Anti-GAPDH antibody Bio-Rad Laboratories AHP1628T 1:1000 WB

4. tablazat: A disszertacioban felhasznalt elsodleges ellenanyagok listdja

ICC: Immuncitokémia, FC: Flow cytometry (aramlasi citometria), WB: Western blot
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Ellenanyag Gyérté SK:;:W“S Higitas Kisérlet
Anti- Mouse Goat HRP . ; .

laG Sacondary Anibody Bio-Rad Laboratories 1721011 1:2000 WB
Anti Rabbit Goat HRP o ]

IgG Secondary Antibody Merck Millipore AP132P 1:2000 WB
Donkey anti-Goat IgG ; .

SeconHaR Anfibady Invitrogen A15999 1:2000 WB
Alexa Flaor4as.Donkel |y fogen A21206 1:2000 IcC, FC
anti-Rabbit

Alexa Fluor 647 Donkey |y irogen A31571 1:2000 I0C. FG
anti-Mouse

Alexa Fluor 488 Goat || it Technologies A10667 1:2000 Las
anti-mouse

Alexa Fluor 647 Goat . ) ICC, FC
anti-Rabbit Invitrogen A21244 1:2000

Ale?(a Fluor#88-bankey Invitrogen A21208 1:2000 166, Ft
anti-Rat

Alexa Fluor 568 Donkey . ) ICC
anti-Rabbit Invitrogen A10042 1:2000

5. tablazat: A disszertacioban felhasznalt masodlagos ellenanyagok listdja

ICC: Immuncitokémia, FC: Flow cytometry (aramlasi citometria), WB: Western blot

4.6. Aramlasi citometria (FC)

A differenciacié soran a vizsgalt idOpontokban az embriondlis testekbdl és kardialis
tenyészetekbdl 1x Tripszin-EDTA segitségével egysejtes szuszpenziot képeztiink, €s a sejteket
PBS mosast kdvetden 20 percen keresztiil 70%-os etanollal fixaltuk. A fixalt sejteket 0,5% BSA
tartalmi mos6 pufferrel mostuk, majd elsddleges antitestet (4. tablazat) tartalmazé higito
pufterben (higité puffer: 0,5% BSA és 0,5% Tween 20 (Sigma Tween 20, Kat.: P9416-100ML)
24 6ran keresztiil inkubaltuk. Masnap a sejteket 0,5% BSA-val mostuk és 20 percig inkubaltuk
masodlagos antitestet (5. tablazat) tartalmazo higitd pufferben. A sejtek fluoreszcencia jelét
ismételt mosast kovetden CytoFLEX 4ramlasi citométerrel (Beckman Coulter, Inc.) mértiik
majd a mért értékeket BD CytExpert 2.4 programmal analizaltuk. A mérések soran 3 technikai
parhuzamossal dolgoztunk, és eredményeinket a csak masodlagos antitestet tartalmazo
kontrollokra normalizaltuk. Az dramlési citometriakbol 3 biologia minta késziilt, a dolgozatban

a reprezentativ abrat tiintettiik fel.
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4.7. Western blot analizis

A kardidlis differenciacié soran a vizsgalt idépontokban a sejteket RIPA pufferel (150Mm
NacCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% DOC, 0,1% SDS, 50mM Tris pH 7,4) feltartuk ¢és teljes fehérje
lizdtumot gyujtottiink. A fehérjekoncentraciokat Bradford modszerrel hataroztuk meg
(Bradford 1976), és felhasznalasig 6x Laemmli pufferben taroltuk (Laemmli 1970). A Western
blot-hoz a fehérje mintakat 100 °C-on 10 percig forraltuk, majd mintanként 20 ug 6sszfehérjét
vittlink fel 12%-os SDS tartalmu poliakrilamid gélre. A fehérjéket gélelektroforézissel méret
szerint elvalasztottuk (Bio-Rad Mini-Protean® 3 cell, Kat.: 67S/11919), majd Polivinilidén-
fluorid membranokra ((PVDF transfer membrane, Immobilon®-P, Millipore, Kat.:
IPVHO00010) vittiikk at. A membranokat 5%-os tejoldatban egy oran at blokkoltuk, majd
els6dleges antitesteket tartalmazd (4. tablazat) 5%-os tejoldatban egy éjszakan keresztiil
hibridizaltuk. A kovetkezé napon a membranokat 5x 5 perc TBST mosast (20mM Tris Base
(Kat.: T1503S), 150 mM NacCl, 0,1% Tween 20 (Kat. P5927)) kovetden ismét egy Ordn
keresztiil blokkoltuk, majd a membranokat masodlagos antitestet (5. tablazat) tartalmazo
tejoldatban egy o6ran keresztiil inkubaltuk. 5x 5 perc TBST mosast kdvetéen a membranok
felszinén hidrogén-peroxid és luminol 1:1 ardny( keverékét oszlattuk szét (Immobilon
Western, Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore, Kat.: WBKLS0500) ¢és a keletkezo
kemilumineszcens jelrdl felvételeket készitettiink (Alliance Q9, UVITECH). A western blot
képek intenzitasat Image J-vel program segitségével kvantifikaltuk, a GAPDH belso

kontrolhoz normalizaltuk €s a vad tipust dssejtes allapothoz (d0) képest abrazoltuk.

4.8. Egysejtes RNS szekvenalasi adatok (scRNA-Seq) ujra elemzése

A 6,5-8,5 napos egér embriokbol szarmazo scRNS-Seq adatokat az ArrayExpress-rol toltottiik
le (hozzaférési szam: E-MTAB-6967, fajl név: atlas data.tar.gz). Az elemzést az RStudio
(v.2024.04.02) program Seurat csomagjaval (v.5.1.0) végeztik €s az eredeti pipline altal
generalt metaadatokat hasznaltuk fel (Pijuan-Sala és mtsai. 2019). Az adathalmot ugy szirtiik,
hogy csak azokat a sejteket tartalmazza, melyek sejttipusa egyértelmiien beazonosithatdé majd
a Pijuan-Sala és munkatarsai altal azonositott klaszterezési koordinatak és informéciok alapjan
reprodukéltuk az UMAP (uniform manifold approximation and projection) abrat a Seurat
csomag (v.5.1.0.) DimPlot fiiggvényével. A 116 312 azonositott sejtet 37 klaszterbe soroltuk,
¢s a tovabbi elemzéseket ennek megfeleléen végeztilk. Az oszlopdiagramot a korabban
azonositott 37 klaszter Rybp és Brachyury pozitiv sejtjeinek felhasznalasaval készitettiik. A

kétszeresen pozitiv sejteket a 0-ndl nagyobb normalizalt expresszidos érték alapjan
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osztalyoztuk. A grafikon elkészitéséhez ggplot2-ot (v.3.5.1) hasznéltunk. A markergének
génexpresszidos mintazatanak elemzéséhez primitiv csik €s mezodermalis klasztereket
valasztottunk ki. Az atlagos génexpresszids értékeket a Seurat csomag (v.5.1.0) DotPlot
fiiggvényével elemeztiik ki és a vizualizalashoz ggplot2-ot (v.3.5.1) hasznaltunk. Az scRNA-
Seq adatok elemzése a Makrofag Polarizacié Csoporttal egyiittmiikodésben késziilt. A scRNA-
Seq adatok kiértékelését és vizualizalasat Dr. Czimmerer Zsolt, Benyhe-Kis Bernadett és

Poscher Anna végezte.

[lac operator]

_Sacll (684)

1 kb létra
prk7
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_Narl (1322)

5000 = AccI (1335)
| Narl (1382)
4000 4732 bp T cDNS prk7
3000 6095 bp
2000
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1000
_HindIll (2275)
A~ Xhol (2282)
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(3093) Narl

8. dabra A prk7-Brachyury cDNA vektor létrehozdsa

(A) A gélképen 4732 bp prk7 tultermelteto vektor (linedris formdaban Hindlll emésztés utan) és
a 1367 bp Brachyury cDNS lathato ligalas elott. (B) A prk7-Brachyury overexpresszios

konstrukt sematikus abrazolasa.

4.9. A prk7-Brachyury taltermeltetd konstrukt 1étrehozasa

A prk7-Brachyury vektor létrehozasahoz elsé Iépésként Ossejteket kardidlis irdnyba

differencialtattuk (lasd: Anyagok és moddszerek 4.2.), és a differenciacié 4. napjan, mikor a
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Brachyury mRNS szint a legmagasabb teljes RNS izolalast végeztiink. Az izolalt RNS
templatrol PrimeSTAR GXL DNS-polimerazzal (Takara Bio, Kat.: R050Q) teljes hosszusagu
Brachyury cDNS-t amplifikaltunk fel 5'-TATAAAGCTTTGTTGGGTAGGGAGGAGTC-
AAGA-3' ¢és S5-TTTTAAGCTTATAGATGGGGGTGACACAGGT-3" HindIIl restrikcids
helyet tartalmaz6 primerek segitségével. A felamplifikalt cDNS-t ezutan 1%-o0s agar6z gélen
(Sigma, Kat.: A4718-100G) futtattuk meg majd a QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagene, Kat.:
28706) segitséglével a gyartd altal megadott protokoll alapjan tisztitottuk. Ezutan a prk7
vektort és a Brachyury cDNS-t HindIII restrikcids enzimmel (New England Biolabs, Kat.:
R3104T) hasitottuk majd a Brachyury cDNS-t T4 ligaz (New England Biolabs, Kat.: M(0202S)
szekvenciapontossagat a HindIIl és Narl restrikciés emésztéssel és szekvenalassal is

ellendriztik.

4.10. Ca3(POg4), transzfekcid

A transzfekcibhoz HEK293 sejteket a megfeleld sejtszam eléréséig novesztettiik (lasd:
Anyagok ¢s modszerek 4.1.), Biirker-kamra segitségével meghataroztuk a sejtszamot, majd 6
cm sejttenyésztd edényekbe csészénként 0,9 x10° sejtet helyeztiink a transzfekciét megel8z6
napon. A sejteken 4 6raval a transzfekcid eldtt tdpoldatot cseréltiink. A transzfekcios reakcid
elsé 1épésekén a megfeleld plazmidokat TE (Tris-EDTA puffer (Tris Base, Kat.: T1503S;
EDTA, Kat.: 40074-APO) pufferben 225 ul végtérfogatba higitottuk, majd folyamatos
razogatas mellett 25 ul 2,5 M CaCly-ot (CaClp, Sigma, Kat.: C-3881) adtunk hozzd. A
reakcidhoz ezutan cseppenként hozzdadtunk 2x Hepes pufferelt sboldatot (HBS, Hepes buffer
solution, Sigma, Kat.: H-3375). Ezt a 1épést folyamatos buborékoltatds mellett végeztiik, igy
biztositottuk a sziikséges oxigént a reakcidohoz. 5 perc inkubalast kdvetden a transzfekcios
reakcioelegybdl 300 ul-t adtunk a HEK293 sejtekhez. A transzfekciot kovetden 16 oraval a
sejteken tapoldatot cseréltiink majd 40 6réval a transzfekcid utan a sejteket kétszer PBS-el
mostuk €és a mintakbdl teljes fehérje lizatumot gytijtottiink (Cell culture lysis 5X reagent,
Promega, Kat.: E153A) és western blot segitségével vizsgaltuk (lasd: Anyagok és modszerek
4.7.).

4.11. Ko-immunprecipitacid (ColP)

A HEK293 sejtekbe 5 pg prk7-Brachyury és pcDNA3.1-Rybp-FLAG (Stanton és mtsai. 2007)

tultermeltetd vektort vittlink be Ca3(PO4)> tranziens traszfekcioval (lasd: Anyagok és
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modszerek 4.10.). A transzfekcio hatékonysagat EGFP-t tultermeld vektorral (pEGFP-N1
(NovoPro Bioscience, Kat.: V012021)) ellendriztiik. A mintakat két nappal a transzfekciot
kovetden PBS-ben mostuk, majd a mintdkhoz EB puffert adtunk (50mM HEPES (Merck,
Kat.:1.12041), 150 mM NaCl (Sigma, Kat.:S-5886), 0. 5 mM MgCl2 (Roanal, Kat.:13007),
0,1% NP40 (Sigma-Aldrich, Kat.:74385), 5% glicerin (Sigma, Kat.:G-9012), 0. 5 mM DTT
(Thermo Scientific, Kat.:R0862), ImM proteaz inhibitor koktél (Sigma, Kat.:S8830), 25 uM
MGI132 (Cayman, Kat.:CAYM10012628), 0,1 pl/ml benzondz nukledaz (Merk-Millipore,
Kat.:70746-3) és a mechanikus feltarast G26 tiin keresztiili szuszpendalassal hajtottuk végre.
A lizdtumokat ezutdn 17000 g-n 4 °C-on 20 percig centrifugaltuk, hogy eltavolitsuk a
keletkezett sejttormeléket. A feliiluszo 10%-at input kontrollként hasznaltuk, mig a tobbi
lizatumbol ko-immunprecipitaciot végeztiink. A ColP-hez a lizatumokat anti-FLAG-M2
magneses gyongyokkel (Sigma-Aldrich, Kat.:M8823) 4°C-on 90 percig inkubaltuk. A
precipitaciot kovetden a kotott fehérjéket 200 pg/ul 3xFLAG peptiddel (Sigma-Aldrich, Kat.:
F4799) kompetitiv eltcioval vélasztottuk el a gyongyoktdl. Az eludlt fehérjékhez Laemmli
puffert adtunk, majd western blot-ot végeztiink (1asd: Anyagok és modszerek 4.7.). A ColP-
kisérletekhez anti-BRACHYURY (R&D Systems, Kat.:AF2085, 1:1000) ¢s anti-FLAG M2-
IgG1-HRP (Sigma, Kat.: A8592, 1:4000) elsddleges antitesteket és donkey-anti-Goat I[gG-HRP
(Invitrogen, Kat.: A15999, 1:2000) madasodlagos antitestet hasznaltunk. A ko-
immunprecipitacio 3 fliggetlen transzfekcioval vizsgaltuk. A dolgozatban egy reprezentativ

western blot-ot tuntettink fel.

4.12. Statisztikai analizis

A gRT-PCR kisérleteket 3 biologiai ismétlésben vizsgaltuk, és minden mintdhoz 3 technikai
parhuzamost alkalmaztunk. A relativ génexpesszids valtozasokat AACt modszer segitségével
hataroztuk meg. A Ct értékeket a Hprt (Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase)

héaztartasi gén kifejezéséhez és a vad tipusu Ossejtes allapothoz (0. nap) normalizaltuk.

Az immunocitokémiai felvételeken a pozitiv sejtek szamat (10. dbra B, D, E, G) az Image J
Fiji) program Cell Counter plug in segitségével 3 bioldgiai mintabol hataroztuk meg és minden

biologiai mintabol 3 képet kvantifikaltunk.

A GATA4 immuncitokémiai felvételek (10. abra D, E) relativ intenzitasat az Image J (Fiji)
program Analyse Particle plug in segitségével hatdroztuk meg. Az analizishez 3 bioldgiai

mintat elemeztiink és minden biologiai mintabol 3 képet kvantifikaltunk. A vartnak
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megfeleléen a 0. nap nem detektaltunk jelet, ezért az intenzitas értékeket a d7 vad tipusu

mintara normalizalva abrazoltuk.

Minden esetben a két sejtvonal kozotti eltéréseket Microsoft Excel program segitségével
kétmintas t-probaval értékeltiik ki, melyhez a szorast a kisérletek atlagaibol szamoltuk. A két

sejtvonal kdzotti szignifikansnak a p<0,05 *, p<0,01**, p<0,001 *** eredményeket tekintettiik.
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5. Eredmények

5.1. Az Rybp” kardilis telepekben kevesebb sziv endotél seijt alakul ki, mint a vad tipusban

Korabbi eredményeinkbdl tudjuk, hogy az RYBP kozvetleniil képes szabalyozni a Plagll]
génexpressziojat €s hianydban a PLAGL1 fehérje nem termelédik a kardidlis telepekben.
Tovabba csoportunk kordbban kimutatta, hogy a PLAGLI fehérje kdzvetleniil szabélyozza a
szivizomsejtek (kardiomiocitdk) felépitésében részt vevd szarkomer gének expresszidjat. A
szivizomsejtek mellett, azonban mas sejttipusok is fontos szerepet jatszanak a sziv
felépitésében, €s sziikségesek a szivizomsejtek normal fejlddéséhez, miikodéséhez. Ilyenek pl.
az endotélidlis, mezenchimalis, neurdlis és simaizom sejtek. Ezért PhD munkdm els6
1épéseként megvizsgaltuk, hogy a kardiomiocitdkon kiviil van-e mas kardialis sejttipus is,
melynek kialakuldsat az RYBP a PLAGLI1-en keresztiil szabalyozhatja. Ehhez vad tipust
(Rybp™™") egér embriondlis &ssejteket differencialtattunk kardidlis irAnyba fiiggdcseppes
modszer (Hanging drop (HD)) segitségével (lasd: Anyagok €s modszerek 4.2.). A sejteket a
differenciaci6 masodik napjan letapasztottuk, majd 2D tenyészetekben novesztettiik. A
mintékat a differenciaci6 7. (korai) és 14. (késdi) napjan gytijtottiik be, majd immuncitokémiai

modszer segitségével PLAGL1-el és sejtvonal specifikus markerekkel jeldltiik.

Kimutattuk, hogy a PLAGL1 fehérje detektalhato a SMMHC markerrel jelolt simaizom
progenitor (d7) és termindlis sejtek (d14) egy részében, azonban a PLAGL1 nem volt
detektalhato az 0sszes simaizom sejtben. Azok a SMMHC pozitiv sejtek melyeknél progenitor
stadiumban, er6sebb SMMHC fejlédés figyelheté meg nem mutattak PLAGL1 pozitivitast. A
progenitor stadiumban a VIM (Vimentin) mezenchimalis markerrel jelolt sejtek egy kis
részében volt megfigyelhetd a PLAGLI1 fehérje jelenélte. Ehhez képes a késdi stddiumban
(d14) VIM-el jelolt sejtek nagy része PLAGLI pozitivitdst mutatott, ami arra utal, hogy a
PLAGLI1-nek a differenciacié késdi idopontjaiban lehet szerepe a mezenchimalis sejtek
elkotelez0désében. A kés6 mezenchimalis sejtekhez hasonléan a PLAGL1 a NEFM
(Neurofilament Medium Chain) neurofilamentum markerrel jelolt neurdlis sejtvonalakban is
detektalhathato volt. Mind progenitor (d7), mint terminalis (d14) stddiumban minden NEFM
pozitiv sejt PLAGLI pozitivitast mutatott (9. abra A, B és C). Erdekes modon, a tobbi kardialis
sejtvonallal ellentétben, a PLAGLI1 fehérje jelenléte nem volt megfigyelhetd a egyik
stadiumban sem a GATA4-el jelolt endotélialis sejtekben.
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9. abra: A PLAGLI fehérje jelen van a simaizom, mezenchimalis és neurdlis sejtekben, de

jelenléte nem volt kimutathato az endotélidlis sejtekben

A 7 és 14 napos vad tipusu kardialis telepekben a PLAGLI fehérjét a (A) SMMHC simaizom,
(B) VIM (VIMENTIN) mezenchimalis, (C) NEFM neurofilamnet és (D) GATA4 endotélialis
markerekkel festettiik immuncitokémia segitségevel. Olympus IX 81 konfokdlis mikroszkop,
Obj.: 60x, Mérce: 50 um, kék: DAPI, piros: PLAGLI, zéld: SMMHC (4), VIM (B), NEFM (C),
GATA4 (D), d: nap

Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy a PLAGL1 potenciélisan részt vehet az egyes
simaizom sejttipusok, a terminalis mezenchimalis sejtek és neuralis sejttipusok kialakuldsanak

szabalyozasaban, de valosziniileg nem sziikséges az endotél sejtek kialakuldsdhoz (9. dbra D).

Mivel PLAGLI fehérje lokalizacioja nem fedett at az endotélidlis GATA4 fehérjével, ezért az
endotélidlis sejtekben megvizsgaltuk a GATA4 RYBP-hez viszonyitott lokalizaciojat is. Az
immuncitokémiai festésekbdl kideriilt, hogy az RYBP a PLAGLI1-al ellentétben, kimutathatd
a GATAA4-el jelolt endotélialis sejtek tobbségében, és nagymértékii kolokalizaciot mutat a
GATA4-el (10. dbra A). Az immuncitokémiai képek Image J analizisével kimutattuk, hogy az
RYBP ¢s GATA4 kettds pozitiv sejtek (RYBP+/GATA4+) szdma mar a differenciacié 7. napjan
37,8 %-a, és a differenciacid 14. napjara a kettds pozitiv sejtek a kardialis telep 67,5 %-t teszik
ki (10. abra B). Mivel a sziv endotél sejtek kozvetleniil befolydsoljdk a szomszédos
kardiomiocitak miikodését (Brutsaert 2003), ezért kivancsiak voltunk, hogy vajon Rybp
hidnyaban megvaltozik-e az endotél sejtek elkotelezddése is. Ennek vizsgalatahoz vad tipust
(Rybp™™) és Rybp null mutans (Rybp™) Ossejteket differencialtattunk kardialis irdnyba, és
megnéztiik tapasztalunk-e eltérést a GATA4 korai és a PECAMI kés6i endotélialis marker
fehérje szintjében a két sejtvonal kozott. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a GATA4 fehérje
mindkét sejtvonalban jelen volt a differencidcido 7. és 14. napjan is, azonban atlagosan
alacsonyabb volt a megfestett sejtek szama az Rybp”~ telepekben (10. dbra C, D). A GATA4+
sejtek ardnya mellett a mutans sejtmagokban alacsonyabb GATA4 intenzitds volt mérhetd mind
progenitor (d7) mind pedig terminalis (d14) stadiumban (10. dbra D, E). A mutans telepekben
a GATA4-hez hasonléan a PECAMI fehérjére pozitiv sejtek szadma is lecsokkent, mig a vad
tipusti 14. napos telep sejtjeinek 7,9 % addig az Rybp”" telepek minddssze 4,4 %-ban volt
PECAMI fehérje kimutathato (10. abra F, G).
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10. abra: A vad tipushoz képest RYBP hianydban alacsonyabb a GATA4 és PECAMI1 sziv

endotél marker fehérjék kifejezodési mintdazata
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(A) Az RYBP és a GATA4 kolokalizalodik a 7 és 14 napos vad tipusii (Rybp™*) kardidlis
telepekben. (B) Az RYBP+ és GATA4+ sejtek szazalékos aranya kardidlis telepekben. (C) A
vad tipusu és Rybp-/- kardialis telepek GATA4 immunocitokémiai analizise. (D)(E) A vad
tipushoz képest az Rybp™” kardidlis telepekben GATA4 korai marker fehérjék szintje alacsony
és a mutdns telepekben kevesebb GATA4+ sejt detektalhaté. (F) A vad tipusii és Rybp”
kardialis telepek PECAMI immunocitokémiai analizise. (G) Rybp hianyaban és PECAMI
késoi endoteélialis markert tartalmazo sejtek szama szignifikansan lecsékkent. Olympus IX 81
konfokalis mikroszkop, Obj.: 60x (A, C) és 20x (F) Mérce: 50 um (A4, C) és 100 um (F), kék:
DAPI, piros: RYBP, z6ld: GATA4 (A, C), PECAMI(F) d: nap.

Mindezek azt mutatjak, hogy a sziv fejlédése soran az RYBP jelenléte sziikséges nem csak a

szivizomsejtek megfeleld fejlodéséhez, de a sziv endotél sejtjeinek kialakulasdhoz is. Tovabba

RYBP-nek egy PLAGL1-t6l fliggetlen mechanizmusan keresztiil valosul meg.

5.2. Rybp hidnyaban a kardialis progenitor marker gének alacsony expressziot mutatnak

Eredményeink azt mutattak, hogy Rybp hidnydban mind a kardiomiocitdk, mind pedig a
kardidlis endotél sejtek kialakuldsa mar a differencidcid 7. napjan a progenitorok
kialakulasakor sériil (10. abra C, F) (Henry és mtsai. 2020). Ezért a kovetkezd 1épésként vad
tipusti és Rybp”~ 6ssejteket in vitro sziv irdnyba differencialtattuk, és a progenitor telepek
morfoldgiai és génexpresszios szintjét is jellemeztiik. A sziv progenitor sejtek kialakulasa soran
a korai transzkripcios faktorok dézisa idében dinamikusan véltozik és termelddésiiket szitk
expresszios intervallum jellemzi. A gyors expresszios valtozasok detektalasdhoz a mintdkat a

differenciacio kezdetétdl (2. nap) a differenciacio veégéig (8. nap) naponta gyljtottik.

A differencialodo sejtek morfologiajat kovetve megallapitottuk, hogy két sejtvonal kozott igen
koran, mar a kardialis differenciacié 3. napjan jelentkeztek eltérések, a 4. naptol kezdve a
mutans kolonidk mérete kisebb volt, a telepek vad tipushoz képest sotétebbek,

rendezetlenebbek és konturjuk kevésbé koriilhatarolt (11. dbra).

A megfigyelt morfologiai eltérések eredményezhetik a csoportunk éltal kordbban jellemzett
Rybp™ kardialis fenotipust a differencidci6 terminalis stddiumaban (Henry és mtsai. 2020). A
korai mutans morfoldgia hatterében 4ll6 molekularis mechanizmus feltardsdhoz kvantitativ

valos idejii polimerdz lancreakcio (QRT-PCR) segitségével osszehasonlitottuk a két sejtvonal
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kozotti génkifejezédést. Eloszor a szivizomsejtek kialakitasdban részt vevd késdi kardialis
progenitor marker gének termelddését vizsgaltuk. A vad tipust sejtekben a Mef2c, Handl, Isl-
1 és Nkx2-5 mRNS szintjének fokozatos emelkedése figyelheté meg.

Rybp**

Rybp™-

11. abra: A vad tipushoz képest RYBP hianydban a kardidlis progenitor differencidcio 3.

napjatol észlelheték morfologiai eltérések

Sejt morfolégiai valtozasok a vad tipusii és Rybp” kolénidkrél a kardidlis differencidcié
progenitor stadiumadban, ahol a 0. nap az ossejtes, 2. naptol a 6. napig a korai progenitor mig
a 7. és 8. napok a késoi progenitor stadiumot reprezentdljak. Cell-R mikroszkop, Obj: 4x,
Meérce: 500 um, d: nap

Ehhez képest az Rybp™" tenyészetekben megvaltozott génexpressziot tapasztaltunk, a Handl
gén termelddése minden vizsgalt idépontban alacsony volt a mutansban. A Mef2c és az Nkx2-
5 mRNS szintje a korai idépontokban hasonlé volt mindkét genotipusban, azonban az 5. ill. 6.
naptol kezdve az Rybp™~ koloniak expresszios szintje nem tudta elérni a vad tipusét. Az Isi-1
expresszios szintje a vad tipushoz viszonyitva csak a differenciacio 6. és 7. napjan mutatott
csokkenést, a tobbi iddpontban hasonld (d2, d8) vagy magasabb (d3, d4, d5) expresszio volt
detektdlhato (11. abra A). Mindezek arra utalnak, hogy az Rybp” telepekben sériil a késdi
kardialis progenitorok kialakulasa. Ezért megvizsgaltuk a legkorabbi kardialis transzkripcios
faktor, a Mesoderm posterior 1 (Mespl) gén termelddését is. A vartnak megfeleléan a Mesp 1
gén expresszidja a vad tipusi mintdkban a differenciacio 4. napjara megnovekedett, és ez a
magas expresszios szint rovid ideig, az 5. napig volt detektalhatd, majd a késéi progenitor
stadium el6tt a szint ismét lecsdkkent (12. dbra A). Ehhez képest az Rybp”” kardidlis progenitor

telepekben a Mespl termelddése szignifikansan kevesebb volt a vad tipushoz viszonyitva.
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12. abra: Az Rybp™ kardidlis kolénidkban a kardidlis progenitorok differencidcidja sériil

(A) Az qRT-PCR eredmények alapjan, Rybp hianyaban a Mesp 1, Mef2c, Isl-1, Hand 1, és Nkx2-

5 kardialis progenitor és (B) Flk-1, Pecaml és Vcaml endotélialis progenitor marker gének

alacsony expressziot mutatnak. A génexpresszios valtozasokat a Hprt, hadztartasi gén
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kifejezodéséehez normalizaltuk és a vad tipusu dssejtes allapothoz (d0) viszonyitva vizsgaltuk.
A y tengelyen a génexpresszio mértéket, az x tengelyen a mintavételi napokat tiintettiik fel.
Szignifikancia: t-proba (p<0,05 * p<0,01 ** p<0,001 ***), Szords: standard deviacio £+ SD.
(C) A western blot képekbdl kideriilt, hogy a MESPI és (D) az ISL-1 fehérjék szintje alacsony
az Rybp” kardidlis kolénidkban. kDa: kilo dalton (E) A MESPI1 és (F) ISL-1 fehérje
intenzitasat Image J-vel program segitségevel kvantifikaltuk, a GAPDH belso kontrolhoz

normalizaltuk és a vad tipusu dssejtes dallapothoz (d0) képest abrazoltuk. d: nap

Hasonld fenotipust tapasztaltunk a kardialis endotél marker gének esetében is. Az Rybp”
telepekben a Pecaml és a Vcaml endotél markerek alacsony mRNS szintje figyelhetd meg a
differenciacio késdi progenitor stddiuméaban (12. abra B). Ezenfeliil az Rybp™" telepekben az
expresszioja mar a differenciacio korai stadiumaban (d3, d4, d5) szignifikansan lecsokkent (12.

abra B).

Mivel mind a késéi mind pedig a legkorabbi kardialis progenitor gének expresszidja a
mutansban lecsokkent, megvizsgaltuk, hogy jelentkezik-e kiilonbség a két sejtvonal kozott
fehérje szinten is. A MESP1 fehérje szintjét a korai progenitor szakaszban (d2, d3, d4, d5, d6
¢s d7), mig az ISL-1 fehérje szintjét a differenciacio korai (d2, d3, d4, d5 és d6) és késdi (d7,
d8 ¢és d14) idépontjdban vizsgaltuk western blot technika segitségével, majd a fehérje
intenzitdsokat Image J program segitségével kvantifikaltuk. Eredményeink azt mutattdk, hogy
RYBP hidnyaban mindkét fehérje mennyisége szignifikansan lecsokkent, és kinetikajukban a
vad tipuséhoz képest késés figyelhetd meg (12. abra C, D, E, F), ami 6sszhangban volt az
mRNS expresszios szinteknél tapasztalt valtozasokkal (12. abra A). Ezek arra utalnak, hogy

RYBP hidnyaban mar a legkorabbi kardialis progenitorok kialakuldsa is kdrosodast szenved.

Eredményeinkbdl kideriil, hogy az Rybp jelenléte elengedhetetlen a kardialis és az endotélialis
progenitor sejtek kialakuldsdhoz. RYBP hianyaban a PLAGL1 szabalyozasaban részt vevo
Nkx2-5 1s alacsony expressziot mutatott, tovabba a legkorabbi kardialis (Mesp 1) és endotélialis
(Flk-1) marker gének mRNS szintje is lecsokken. Mivel mindkét sejtvonal mezoderma eredetti,
eredményeink arra utalnak, hogy az RYBP szabalyoz6 funkcidjat taldn mar a mezoderma

kialakulasakor kifejtheti.
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5.3. Rybp hianyaban a f6 csiralemezek kialakulasa zavart szenved

Annak érdekében, hogy feltarjuk az RYBP potencidlis szerepét a mezoderma kialakitdsdban, a
gRT-PCR technika segitségével 6sszehasonlitottuk a {6 csiralemez marker gének expressziojat
a vad tipusu és az Rybp” sejtekben. A mintakat a kardialis progenitorokhoz hasonléan naponta
gyujtottikk az in vitro kardidlis differenciacid korai (d2, d3, d4, d5, d6) és késéi (d7, dS)
progenitor szakaszdban (13. abra A). El6szor az endogén Rybp expressziot elemeztiik napi
felbontasban. A differenciacid korai szakaszdban szignifikdns ingadozas az Rybp gén
kifejezodésében nem volt megfigyelhetd. Ezutan a mezoderma kialakitdsaban fontos szerepet
jatsz6 markergének (roviden: mezoderma marker) expresszidjat vizsgaltuk. A vad tipusu
kardialis telepekben a T-box traszkripcios faktorok csaladjaba tartozo, legkorabbi mezoderma
marker Brachyury expresszidja gyors novekedést mutatott a kardialis differenciacio 4. és 5.
napjan, ¢s a vartnak megfelelden lecsokkent a differenciacio késdbbi szakaszaban (d6, d7, d8).
Ezzel ellentétben Rybp™ sejtekben a Brachyury alacsony expresszidja volt megfigyelheté a
vizsgalt idopontok mindegyikében (13. dbra A). A vad tipust sejtekben az Eomesodermin
(Eomes, Thr2), ami egy masik olyan mezodermalis T-box traszkripcioés faktor melynek
génszabalyozd funkcioi részben atfednek a Brachyury-val, szintén a differenciacié korai
progenitor stadiumaban mutatta a legmagasabb expressziot (d4, d5, d6). Ez a differenciacid
kés6i szakaszara (d7, d8) lecsokkent. A Brachyury-hoz hasonléan az Eomes is alacsony
expressziot mutatott a mutans koldniakban, ami arra utal, hogy Rybp hianyaban a mutans

telepekben nem képzddik megfeleld mennyiségli mezoderma.

A mezodermalis markerekhez hasonloan vizsgaltuk az endodermadlis €és ektodermalis marker
gének termelédését is. Eredményeinkbél kideriilt, hogy az Rybp™” kolonidkban az SRY-box
transzkripcids faktor 17 (Sox17) és a GATA kotd fehérje 4 (Gata4) mRNS szintje a
mezodermalis génekhez hasonldan alacsonyabb (13. dbra A). Ezzel ellentétben az ektodermalis
gének, mint pl. a fibroblaszt novekedési faktor 5 (Fgf5) €s a mikrotubulus asszocialt fehérje 2
(Map2) megnovekedett expresszidt mutattak a mutans kolonidkban (13. abra A). Mindezek arra
utaltak, hogy az Rybp hidnya a mezodermalis és endodermadlis génekkel ellentétben, az
ektodermalis gének expressziojait nem korldtozta. A génexpresszids valtozdsok utdn
megvizsgaltuk a BRACHYURY fehérje szintjét is. Ehhez vad tipust és az Rybp” mintakat in
vitro kardialis irdanyba differenciéltattuk, a differenciacido kiilonb6z6é iddpontjaiban teljes

fehérje lizdtumot gytijtottiik, majd a BRACHYURY fehérje szintjét western bolt-tal vizsgaltuk.
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13. abra: Rybp hianyaban a fo csiralemezek kialakuldasa zavart szenved

(A) Rybp hianydaban a mezodermadalis (Brachyury, Eomes) és endodermalis (Sox17, Gata4)
gének termelodése lecsokken mig az ektodermalis (Map2, Fgf5) gének megndvekedett
expressziot mutatnak. A génexpresszios valtozasokat a Hprt, haztartasi gen kifejezodéséhez
normalizaltuk és a vad tipusu Ossejtes allapothoz (d0) viszonyitva vizsgaltuk. A y tengelyen a
génexpresszio mértekeét, az x tengelyen a mintavételi napokat tiintettem fel. Szignifikancia. t-
proba (p<0,05 * p<0,01 ** p<0,001 ***) Szoras: standard deviacio = SD. (B)
Immuncitokémiai analizissel kimutattuk, hogy a BRACHYURY korai mezodermalis fehérje
szintje alacsony a kardialis progenitor sejtekben. Olympus 1X 81 konfokalis mikroszkop, Obj.:
60x Mérce: 50 um, kék: DAPI, z6ld: BRACHYURY(T), piros: RYBP. (C) A vad tipushoz képest
az Rybp™ telepek western blot analizise is alacsony BRACHYURY szintet mutatott a kardidlis
differencidacio soran. (D) BRACHYURY fehérje intenzitasat Image J-vel program segitsegével
kvantifikaltuk, a GAPDH belsé kontrolhoz normalizaltuk és a vad tipusu dssejtes dllapothoz
(d0) képest abrazoltuk. d: nap

Az eredményekbdl kideriilt, hogy a vad tipusi mintdkban a BRACHYURY fehérje a
differenciaci6 4. és 5. napjan volt kimutathat6 a legnagyobb mennyiségben, majd az 5. napot
kovetden a progenitor szakasz végére teljesen lecsokken. Ehhez képest a BRACHYURY
fehérje szintje az Rybp” kolonidkban a teljes differenciacié soran a vad tipusnal alacsonyabb

volt, tovabba kinetikdjaban eltolddas volt megfigyelhetd (13. abra C).

Mivel a BRACHYURY fehérje alacsony mennyiségben volt kimutathato a mutansban,
kivancsiak voltunk a két sejtvonal kozott van-e kiilonbség a fehérje térbeni eloszlasdban, és
szubcellularis lokalizaciojaban. Ennek vizsgalatdhoz a progenitor stadiumbol szarmazd
mintdkat RYBP és BRACHYURY kettds immuncitokémiai festésnek vetettiik ald. Mindkét
sejtvonalban BRACHYURY pozitiv (+) sejteket eldszor a 3. napon detektaltuk a korai kardialis
telepek szélein. A 3. napot kovetben a BRACHYURY+ sejtek a novekvd kolonidk nagy
részében detektalhatoak voltak. A BRACHYURY+ sejtek szama a 4. napon tet6zott €s 5. napot
kovetden a pozitiv sejtek szama csdkkenni kezdett (13 dbra B). Az Rybp” kolonidkban a
BRACHYURY+ sejtek szdma a vad tipushoz viszonyitva a differenciacid egész idOtartama
alatt alacsony marad (13. dbra B), mely eredményeink 6sszhangban vannak a fentebb emlitett

qRT-PCR eredményekkel.
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14. abra: A vad tipusu 4 napos kardidlis progenitor sejtek 74,27%-a RYBP és BRACHYURY

kettos pozitiv

A vad tipusu 4 napos kardialis progenitor sejtek RYBP és BRACHYURY daramlasi citometridja
(A) a kisérlethez tartozo negativ és spektralis dtfedést ellenorzo kontrollokkal. (B) A kisérletbol
3 bioldgia minta késziilt, a képen a reprezentativ abrat tiintettiik fel, melyen az y-tengely a
BRACHYURY-val jelolt sejtek mig az x-tengely az RYBP-val jelolt sejtek fluoreszcencia

intenzitasai mutatja. d: nap

Ezutan konfokalis mikroszkopia alkalmazasaval megvizsgaltuk a BACHYURY fehérje
szubcellularis lokalizacidjat az RYBP-hez képeset. A vad tipust sejtekben a BRACHYURY és
az RYBP fehérje sejtmagi kolokalizaciot mutatott a korai progenitor stidiumban (3., 4., 5. és
6. nap). A kettds pozitiv sejtekben mindkét fehérje erds intenzitdsban volt detektalhat6. Annak
érdekében, hogy meghatirozzuk ezen kettds pozitiv sejtek szamat, dramlasi citometridval
analizéltuk a vad tipusu sejtekbdl szarmazd mintédkat (Flow cytometry (FC)). Az 4ramlési
citometridhoz a mintakat a differenciacio 4. napjan gytjtottiik, mivel eldzetes kisérleteinkbdl
tudtuk, hogy a BRACHYURY+ sejtek szama ekkor éri el a legmagasabb értéket.
Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a sejtek tobbsége, 74,27%-a RYBP+/BRACHYURY+,
11,31%-a RYBP+/BRACHYURY- és csak 4,44%-uk RYBP-/BRACHYURY- (13 abra A, B).
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Osszességében az adataink arra utalnak, hogy az Rybp jelenléte sziikséges mindharom f6
csiralemez megfeleld fejlodéséhez. Hianya a csiralemez markergének kiegyensulyozatlan
termelddéséhez vezet, mely soran a differencidci6é a mezodermalis és endodermalis sejtvonalak

helyett ektodermalis irdnyba tolodik el.

5.4. Rybp hidnyaban a 3D-s embriondlis testekben az endodermalis és mezodermalis rétegek

alulreprezentaltak

A gasztrulacié az embrionalis fejlodés egyik legfontosabb és legdsszetettebb folyamata, mely
soran az embridban nagymértékii valtozasok mennek végbe. A pluripotens sejtek
differencialédni kezdenek, a sejtek alakja és az embrion beliili helyzete megvaltozik, ami
lehetdve teszi a f6 a csiralemezek kialakulasat. A sejtmozgasokhoz és atrendezddésekhez a
szignalizacios jeleket a sejtek a 3D-s térben a szomszédos sejtektdl kapjak. Kisérleteinkkel
ezidaig kétdimenzios (2D) térben vizsgalodtunk. Ahhoz, hogy az RYBP gasztruladcioban
jatszott szerepét egy komplexebb kisérleti rendszerben is meg tudjuk vizsgalni, vad tipust és
Rybp”~ embrionalis 6ssejtekbdl 3D-s embrionalis testeket (embrionic body (EB)) hoztunk létre
(lasd: Anyagok ¢és modszerek 4.2.). Az EB-k létrehozasahoz spontan differencidciot
alkalmaztunk, mely biztositja mindhdrom f6 csiralemez megfeleld kialakitasat. A mintdkat az
EB differenciaci6 4., 7., 10. és 14. napjain fixaltuk. A mezoderma 3D-s vizsgalatahoz a vad
tipusu és Rybp”” EB-ket RYBP és BRACHYURY kettés immuncitokémiai analizisnek vetettiik
ala. Az RYBP fehérje a vad tipust embrionalis testekben a differenciacio alatt végig hasonld
intenzitasban volt jelen (15. dbra). Az RYBP pozitiv sejteket foként az embriondlis testek

felszini rétegeiben detektaltuk, azon a részen, ahol az endoderma kialakulasat varjuk.

A vad tipust sejtekben a BRACHYURY+ sejtek mar a 4. naptol kimutathatok voltak, a legtobb
BRACHYURY+ sejtet a 7. napon figyeltiink meg, mig a 10. naptol az EB-kben mar nem volt
BRACHYURY+ sejt detektalhato (15. dbra A). A vad tipusu sejtek tobbségében az RYBP ¢és a
BRACHYURY fehérjék sejtmagi kolokalizaciot mutattak, ami megegyezett a 2D- in vitro
differencidcioban tapasztaltakkal. Ezzel szemben az Rybp”” EB-kben a BRACHYURY fehérje
szintje a differenciacid soran végig alacsonyabb volt, mint a vad tipusban. A korai progenitor
stadiumban (d4) a BRACHYURY fehérje a legtobb mutans EB-ben nem volt kimutathat6. A
mutansban a BRACHYURY+ sejtek a vad tipussal ellentétben csak a 7. naptol jelentek meg, a
10. napon még detektalni tudtunk pozitiv sejteket, mig a 14. naptél a BRACHYURY fehérje

mar a mutdnsban sem volt kimutathato (15. abra A).
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15. dbra: Az RYBP fehérje kolokalizail a BRACHYURY mezodermalis és GATA4

endodermalis marker fehérjékkel

(A) A vad tipusii és Rybp” EB-k RYBP és BRACHYURY, illetve (B) RYBP és GATA4
immuncitokémiai festése. Olympus IX 81 konfokalis mikroszkop, Obj.: 20x Mérce: 100 um, (A)
piros: RYBP, zold: BRACHYURY(T), (B) piros: RYBP, GATA4 (B), d: nap, fehér nyilak:

alacsony GATA4 intenzitdsu sejtek

Mivel az RYBP+ sejtek foként az EB-k felszini rétegeiben orientalodtak, ahol az endoderma
kialakulasat varjuk, a kovetkez6d 1épésként az RYBP-t az endodermalis GATA4 fehérjével
egylitt festettiik meg (15 abra B). A vad tipustt EB-kben az els6 GATA4 sejteket a differenciacio

4. napjan detektaltuk, és a pozitiv sejtek szama a differenciacio elérehaladésaval fokozatosan
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novekedett. A vad tipusu EB-kben az RYBP ¢s a GATA4 sejtmagi kolokalizaciot mutatott a 4.
naptodl a differenciacié végéig (d14), ahol az RYBP+/GATA4+ sejtek tobbrétegli EB felszint
alakitottak ki. Az Rybp”~ EB-ben a GATA4+ sejtek szama a vad tipushoz képest alacsonyabb
volt a differenciacio teljes iddtartama alatt, és a pozitiv sejtek egy része sokkal alacsonyabb
GATAA4 jel intenzitast mutatott. A GATA4+ sejtek alacsony szama miatt a mutans EB-k nem
voltak képesek megfeleld kiilsé GATA4+ réteg kialakitasara, és az EB felszinek csak kis részét
képeztek GATA4+ sejtek (15. abra B, fehér nyilak).

A mezoderma ¢és endoderma kozotti kolcsonhatas részletesebb vizsgalatdhoz BACHYURY és
GATA4 kettés immuncitokémiat is végeztiink, és megvizsgaltuk a két fehérje egyméshoz
viszonyitott elhelyezkedését az EB-k felszinén és kozepén (16. dbra A). Eredményeinkbdl
kideriil, hogy a BRACHYURY ¢és a GATA4 fehérjék minden esetben kiilonbozd sejtekben
voltak jelen. RYBP hidnyaban egyik fehérje esetében sem figyeltiink meg valtozast a fehérjék
EB-n beliili lokalizacidjaban. Progenitor stddiumban (d4 és d7) a BRACHYURY+ és a
GATA4+ sejtek a vad tipusu és mutans EB-k felszinén és kozepén is egyarant detektalhatdak
voltak. Mindazonaltal a vad tipust mintakban a BRACHYURY+ sejtek az embrionalis testeken
beliil szétszortabban helyezkedtek el a mutanshoz képest, melyben a BRACHYURY+ sejtek
tobbnyire egy helyre korlatozodtak (16. abra A, fehér nyilak). Mivel az embrionalis testekben
relativan sok RYBP+/GATA4+ sejtet figyeltiink meg, kovetkezo 1épésként aramlési citometriat
végeztiink, és meghataroztuk a kettds pozitiv sejtek szamat az EB differenciaciéd kiilonb6zo
idépontjaiban (d4, d7, d10 és d14). Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a kiindul6 pluripotens
sejtek (d0) 99,33%-a RYBP+ volt. A differenciacié elérehaladtaval az RYBP+ sejtpopulacio
egyre nagyobb része GATA4+ pozitiv is lett, mikozben egy kisebb szazaléka (4.99%) az 1d6
mulasaval elveszitette az RYBP pozitivitasit. Az RYBP+/GATA4+ sejtek szama a
differenciaci6 eldrehaladtaval fokozatosan novekedett, mig a 14. napra a kettds pozitiv sejtek

alkottdk az 6sszes sejt 63,23%-4t (16. dbra B).

Osszességében eredményeinkbdl kideriil, hogy az RYBP hidnya hatassal van a mezoderma és

.....

mezoderma sejtekben amellett, hogy alacsony BRACHYURY szint figyelhetdé meg, a
BRACHYURY+ sejtek embrionalis testeken beliili elrendezddése is sériil.
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16. abra: RYBP hianydban a mutins EB-kben nem képzodik megfelelo mezoderma és

GATA4+ viszcerdlis endoderma réteg

(A) A vad tipusii és az Rybp”” EB-k BRACHYURY és GATA4 kettés immuncitokémiai festése. A
mintak mikroszkopos felvételei az embriondlis testek felszinérol és kozepérol késziiltek.
Olympus IX 81 konfokalis mikroszkop, Obj.: 20x Mérce: 100 um, magenta: BRACHYURY (1),
z0ld: GATA4. fehér nyilak: BRACHYURY terbeli eloszlasa (B) RYBP és GATA4 aramlasi
citometria (FC) a differenciacio kiilonbozo idopontjaiban (d4, d7, d10 és d14). Az abran a y-
tengelyen tiintettiik fel a GATA4-al jelolt sejteken mig az x-tengelyen az RYBP-val jelolt
sejteken detektalt fluoreszcencia mértéket. A kisérletbol 3 biologia minta késziilt, a képen a

kiilonbéz6 idoponthoz tartozo reprezentativ abrakat tiintettiik fel. d: nap

5.5. Rybp és a Brachyury egyittesen fordul el6 a primitiv csikban, naszcens mezodermaban

és a kardialis mezodemaban

Annak érdekében, hogy az in vitro eredményeinket dsszehasonlitsuk az in vivo allapottal,
tovabba, hogy azonositani tudjuk az Rybp-t ¢és a Brachyury-t egyiitt expresszald
sejtpopulaciokat, az adatainkat Osszevetettik 6,5-8,5 napos egér embriokbdl szarmazéd
egysejtes RNS szekvenalasi adatokkal (single-cell RNA sequencing, scRNA-Seq). A vizsgalt
sc-RNA-Seq adatok nyilvanos adatbazisbol szarmaztak (egér atlasz: Geo dataset: E-MTAB-
6967). A letoltott atlaszban a klasztereket a Pijuan-Sala és munkatarsai altal 2019-ben kozoltek
alapjan azonositottuk ¢€s elemeztiik Gjra (Pijuan-Sala és mtsai. 2019). Az eredményeinkbdl
kidertilt, hogy az Rybp és a Brachyury nagyon koran mar a primitiv csik kialakuldsakor
koexpressziot mutat. Az egyik legmagasabb koexpresszio az anterior primitiv csik sejtjeiben
figyelheté meg (17. dbra A), melyek a késObbi definitiv endoderma és a korai szelvények

kialakitasaért felelnek.

A primitiv csik mellett, szdmos olyan mezodermalis sejtpopulaciot is azonositottunk melyek
mind a Brachyury-t mint pedig az Rybp-t képesek expresszalni. Ide tartoztak a naszcens, kevert,
atmeneti (intermediate), szomitikus mezoderma populaciok ¢€és a neuromezodermalis
progenitorok (NMP). Mas mezodremalis populacidkban, mint pl. garati (pharyngeal) és
paraxialis mezodermaban nem tudtunk ko-expresszidt detektalni (17. abra A). Ezt kdvetden a
mezodermalis klaszterekben megvizsgaltuk az Rybp, a Brachyury és tovabbi mezodermalis
marker gének (Eomes, Gsc, Mespl, Thx6) génexpresszios szintjeit is. Az irodalmi adatokhoz

hasonldan, az scRNA-Seq adatokban az Rybp a klaszterek tobbségében detektalhatd volt, de
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relativan alacsony expresszids szintet mutatott. Ezzel szemben a Brachyury ugyan minden
mezodermalis klaszterben jelen volt, termelddése klaszterenként eltért (17. dbra B). A
legmagasabb Brachyury expressziot a naszcens ¢s kaudalis mezodermdban detektaltuk. Mas
korai mezodermalis markerek, mint pl. az Eomes és Gsc csak a korai mezodermalis
populédciokban figyelhetok meg, mint pl. a primitiv csik, naszcens és mixed mezoderma. A
Mespl kardialis €s a Thx6 kaudalis mezoderma markerek a Brchyury-hoz hasonléan minden
klaszterben detektalhatoak voltak. A legmagasabb Mespl expressziot a naszcens és kevert
mezoderma populacidoban, mig a legmagasabb 7hx6 expressziot a kaudalis €és intermediate
mezodermaban figyeltiikk meg. Eredményeink megerdsitik a korabbi megfigyelésiinket,
miszerint az Rybp és a Brachyury a differenciacié egy nagyon korai stadiumdban, mar a
primitiv csik kialakuldsakor képes egyiitt termelddni, és ez a koexpresszido fennmarad a
naszcens mezodermaban is, melyek a késdbbi kardialis progenitorok és a szivizomsejtek

kialakitasaért felelnek.

Erdekes médon az scRNS-Seq adatokban a legmagasabb Rybp és Brachyury koexpresszid a
hematoendotélidlis progenitorokban, mig a masodik legmagasabb koexpresszidé a kaudalis
mezoderma populacidban volt megfigyelhetd. A gasztruldciot kovetden a kaudalis mezoderma
populacio sejtjei (mas forrdsokban korai neuromezodermalis progenitorok) az embri6 axialis
megnyuldsakor a farok iranyaba kezdenek vandorolni, mikozben beldliikk neuromezodermalis
progenitorok (NMP) jonnek létre. Mind a kaudalis mezoderma, mind pedig
neuromezodermalis progenitorok a fejlédd egér embrido farok kezdeményében (tailbud)
helyezkednek el (Sambasivan és Steventon 2021), és elengedhetetlenek az embridk axialis

megnyulasdhoz és a szelvények kialakitasdhoz.

Annak érdekében, hogy tobb informéciot nyerjiink a korai embriondlis fejléddés ezen
stadiumardl, és megvizsgaljuk az RYBP fehérje detektalhato-e a szivben és az embriok
farkaban, RY BP immunhisztokémiat (IHC) végeztiink a vad tipust 8,5 napos egér embriokon.
A festésbdl kideriilt, hogy az RYBP fehérje a vad tipusu egérben a sziv és az agy mellett (17.
abra C, fekete nyilak) kimutathaté még a farokkezdeményben és az allantoiszaan is (magenta
nyilak). Az RYBP elsdsorban a farok kiilsé rétegeiben volt jelen (fekete nyilak), mig a farok
belsé sejtjei RYBP fehérjére negativnak bizonyultak (17. abra, nyilak). A farokban az allantoisz
kozelében elhelyezkedd sejtek mutattak legerdsebb RYBP festddést, a proximalis farki
régiokban az RYBP jel fokozatos csokkenése figyelhetd meg, mig a szelvényekben (somites)

teljesen eltlinik.
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17. abra: Az Rybp és a Brachyury koexpresszidja detektalhato volt tobb mezodermadlis sejt

populacioban is

(A) Az Rybp-t és a Brachyury-t egyiitt expresszalo sejtek aranya a 6,5-8,5 egér embrio
kiilonbozo sejttipusaiban. (B) Az Rybp, Brachyury és mas mezodermalis marker gének (Eomes,
Gsc, Mespl, Tbx6) expresszioja a kiilonb6zo mezodermalis populaciokban. A pontdiagrammon
a pontok szine az atlagos expresszio szintet mig a pontok mérete a géneket expresszalo sejtek
szdzalékos aranydt mutatia. NMP: neuromezodermadalis progenitorok, exe: extraembrionalis
(C) Vad tipusu 8,5 napos egér embrio (ES,5) RYBP immunhisztokémiai festése RYBP fehérje
jelenlétét mutatja az embrio kozponti idegrendszerében, a szivben, a farokkezdeményben és az
allantoiszban. (D) Az RYBP+ sejteket a farokkezdemény felszini sejtjeiben detektaltuk (fekete
nyilak) mig a farokkezdemény belso sejt rétegei RYBP-re nézve negativak voltak (megenta
nyilak). barna: RYBP. Az immunhisztokémiai festések témavezetom Dr. Pirity Melinda Katalin
korabbi munkdajabol szarmaznak. A PhD disszertaciomban ezeket az altala keszitett felvételeket
elemeztiik ujra. cns: kézponti idegrendszer, ht: sziv, s: szelvények, tb: farok kezdemény

(tailbud), al: allantoisz

Eredményeink azt mutattak, hogy az Rybp és a Brachyury gén koexpresszidja mar a primitiv
csik kialakulasakor megfigyelhet6. Az Rybp ¢és Brachyury mRNS-ek egyiittes jelenléte a
legtobb mezodermalis klaszterben megfigyelhetdé volt, beleértve a naszcens és kaudalis
mezodermat is. Tovabba kimutattuk, hogy az RYBP fehérje jelen van a 8,5 napos embrid
farokkezdeményben, ugyanabban a régidban, ahol a fejl6dd egerekben a magas BRACHYURY

szintet varjuk

5.6. Az Rybp™” gasztruloidok axiélis irAny( megnyulésa zavart szenved, ami megrovidiilt torzsi

és farki fenotipust eredményez

ABRACHYURY gasztrulacioban betoltott szerepe mellett az embrionalis fejléddés soran fontos
szerepet jatszik még az axidlis megnyulasban és a szegmentdcidban. A Brachyury génre
heterozigota mutaciot hordozo egerek farka megrovidiilt fenotipust mutat (Stott, Kispert, és
Herrmann 1993). Tovébba a kiilonb6zé szdzalékban Brachyury null mutans sejteket is
tartalmazd gasztruloidokban, a mutans sejtekkel aranyosan csokken a gasztruloidok axialis
megnyuldsa (Wehmeyer és mtsai. 2022). A korabbi eredményeink fényében szerettiik volna
megvizsgalni, hogy a Brachyury-hoz hasonléan az Rybp-nek is lehet-e szerepe az axidlis
megnyulasban.
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18. abra: Az Rybp™” gasztruloidok csonka farok morfolégidt mutatnak

(A) A fénymikroszképos felvételeken az Rybp™ gasztruloidok a differencidacié 4. napjdig vad
tipushoz hasonlo morfologiat mutatnak mig a differenciacio 5. napjan a mutans
gasztruloidokban megvaltozott morfologia és csonka farok fenotipus figyelheté meg. (B) A d5
vad tipusu gasztruloidokban elkiilonitheto a torzs és a farok kezdemény tovabba (C) néhany
gasztruloid esetében megfigyelheto a ES,5 embriokra jellemzo ,, V' morfologia. (D) A d5 Rybp
"~ gasztruloidokat a vad tipushoz képes kevésbé strukturdlt térzs és abnormalis anterior régio
jellemzi. Spinning Disc konfokalis mikroszkop, Obj.: 20 x (d2-d4), 10x (d5), Mérce: 125 um
(d2-d4), 150 um (d5) d: nap.

Ennek vizsgélatdhoz PhD munkdm soran sikeresen adaptaltuk a van den Brink és tarsai altal
2020-ban publikalt protokollt, mely segitségével vad tipust és Rybp”~ embrionalis 8ssejtekbdl

in vitro szelvényezett gasztruloidokat hoztunk létre.

A modszer sordn az dssejteket letapadas gatlo sejttenyésztd edényekben aggregaltattuk, majd
24 6ras CHIR99021 (CHIR) kezeléssel aktivaltuk a sejtekben a WNT jelatviteli ttvonalat, ami
képes indukdlni a mezoderma kialakulasat és a gasztruloidok axialis megnyulasat.
Kisérleteinkhez olyan gasztruloid rendszert valasztottunk, amely a 8,5 napos egér embridok
torzsi és farki részét képesek modellezni, tovabba az axidlis megnyulds mellett a szelvények
kialakitasara is képesek (lasd: Anyagok és modszerek 4.3.). A gasztruloidokrdl eldszor

morfologiai képeket készitettiink.

A fénymikroszképos képekbdl kideriilt, hogy a vad tipust és Rybp”~ gasztruloidok kozott a
differenciacid 4. napjaig nem volt észlelhetd morfologiai kiilonbség (18. dbra A). A 10%-0s
matrigélbe agyazast kovetden az 5 napos vad tipust gasztruloidokban elkiilonithetdk a torzsi
¢s farki strukturak tovabba kialakul a szelvényezettség (18. dbra A, B). Ezenfeliil a vad tipust
gasztruloidok egy részében a 8,5 napos egér embridkra jellemzd ,,V* alak is megfigyelhetd (18.
abra C), ami arra utal, hogy megfeleld koriilmények kozott a vad tipusu gasztruloidok
extraembriondlis sejtek nélkiil is képesek egy, az in vivo egérhez hasonlo térbeli helyzet
felvételére. A ,,V” alak kialakuldsat az eddig megjelent szelvényezett gasztruloidokat
tartalmazo két cikkben még nem jellemezték (van den Brink és mtsai. 2020; Veenvliet és mtsai.

2020).
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19. dbra: A vad tipushoz képest az Rybp”~ gasztruloidok kaudilis régidjaban alacsony
BRACHYURY fehérje szint detektalhato

A vad tipusii és Rybp”" gasztruloidok immuncitokémiai analizise a két sejtvonalban hasonlé
BRACHYURY fehérje szintet mutat a gasztruloid differencidacio (A)(B) korai (d3, d4)
stadiumaiban és (C) alacsonyabb BRACHYURY szintet a differenciacio késoi (d5)
stadiumaban. (D) Az RYBP és a BRACHYURY kolokalizalodik az 5 napos vad tipusu
40x (D), Mérce: 200 um (4-C) és 50 um (D). kék: DAPI, magenta: BRACHYURY(T), zold:
RYBP. d: nap.

Ezzel ellentétben a mutans gasztruloidok kevésbé tlintek fejlettnek, és a kaudalis irdnyu
megnyulasuk elmaradt a vad tipushoz képest (18. dbra A, D, magenta nyilak). Az Rybp”
gasztruloidok révid farok fenotipusa nagy hasonlésadgot mutat a korabban publikalt Brachyury
/- gasztruloidok fenotipusaval (Wehmeyer és mtsai. 2022). Az Rybp”~ gasztruloidok esetében
viszont az Rybp hidnya nem csak a poszterior régiot, de az anterior régiot is érintette. Az Rybp”
/- gasztruloidok anterior része a fénymikroszkopos képeken a vad tipushoz képest szélesebb,
sOtétebb és fragmentaltabb volt (18. abra A, D, fehér nyilak), valésziniisithetéen a
megnodvekedett szamu sejtpusztulds miatt. Tovabba, a kisérletek kivitelezése soran a mutans
gasztruloidok a vad tipushoz képest konnyebben elvalnak a matrigél felszinétdl, illetve az

anterior régidoban kevesebb letapado sejt volt megfigyelhetd.

A morfologiai képeket kovetden a begylijtott gasztruloidokat RYBP és BRACHYURY
immuncitokémiai festésnek vetettiik ald. A fénymikroszkopos képekhez hasonldan, a
gasztruloid differenciacié korai szakaszdban (3. és 4. nap) nem tudtunk észrevehetd
kiilonbségeket detektalni a vad tipust és Rybp”~ sejtvonalak kozott (18. dbra A, B). Mindkét
sejtvonalban a sejtek tobbsége a 3. napon BRACHYURY+ volt, majd a 4. napon ez a pozitiv
populécid a gasztruloidok megnytilo részébe orientalodott. A vad tipusi mintdkban (d3 és d4)
a BRACHYURY+ sejtek tobbsége RYBP+ is volt. A matrigélbe agyazas utan (d5) a
BRACHYURY+ sejteket a farokkezdeményben detektaltuk mig az RYBP+ sejtek jelen voltak
a farokkezdeményben, a torzs kiilsé sejt rétegeiben €s a gasztruloidok anterior matrigélhez
tapado sejtjeiben (19. abra C). A mutans gasztruloidokban a vad tipushoz képest dsszességében
kevesebb BRACHYURY+ sejtet detektaltunk. A BRACHYURY+ sejtek a gasztruloidokon

crer

Azonban mig a vad tipusban a BRACHYURY+ sejtek a gasztuloid farokban szétterjedten
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szintet mutat.

A DAPI GATA4 T GATA4 OSSZEVONT

" . . . .
" . . . .

DAPI GATA4 T GATA4 OSSZEVONT

C DAPI GATA4 T GATA4 OSSZEVONT

20. dbra: A GATA4+ sejtek szama lecsékkent a vad tipusii és Rybp™ gasztruloidokban

Rybp+/+

Rybp-

Rybp+/+

Rybp

A vad tipusii és Rybp” gasztruloidok immuncitokémiai analizise alapjan a gasztruloid
differencidacio (A)(B) korai stadiumaiban (d3, d4) a két sejtvonalban hasonlo GATA4 fehérje
(C) A differenciacio eléhaladasaval a GATA4 fehérje szintje mindkét

sejtvonalban csokken, azonban a késo stadiumaban (d5) a mutansban valamennyivel té6bb
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GATA4+ sejt detektalhato. Spinning Disc konfokalis mikroszkop, Obj.: 10x, Mérce: 200 um.
kek: DAPI, magenta: BRACHYURY(T), zold: GATA4, d. nap.

detektalhatok, a mutiansban a BRACHYURY+ sejtek a farokkezdemény csucsara
korlatozodtak. A nagyobb nagyitassal késziilt felvételeken a vad tipusu sejtekben az RYBP és
a BRACHYURY a farok végében kolokalizaciot mutatott (19. dbra D) abban a régidban, ahol

a kaudalis mezoderma ¢€s a neuromezodermalis progenitor populaciokat varjuk.

Az endoderma kialakuldsdnak nyomon kovetéséhez a gasztruloidokon BRACHYURY ¢és
GATA4 immuncitokémiat is végeztiink. A korai idopontokban (3. és 4. nap) a vad tipusu €s
Rybp™ gasztruloidok kozott a GATA4+ sejtek szamaban nem volt észlelheté kiilonbség (20.
abra A, B). A 3. napon mindkét sejtvonalban relativ magas GATA4+ sejtszam volt
megfigyelhetd, azonban a gasztruloidok megnyuldsaval a GATA4+ sejtek szdma csokkenni

kezdett.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a BRACHYURY-hoz hasonléan az RYBP fehérje jelenléte
is elengedhetetlen a gasztruloidok megfeleld axialis megnyulasahoz. RYBP hidnyaban a
gasztruloidokat megrovidiilt farki morfoldgia jellemzi, tovabba a mutdns gasztruloidokban a
BRACHYURY+ sejtek szdma alacsony, mig a GATA4+ sejtek szdma megndvekedett a vad
tipushoz képes. Mindezek alapjan eredmények arra utalnak, hogy Rybp hidnydban a
gasztruloidok nem képesek megfeleld differencidciora, ezért megragadnak a fejlédés egy

korabbi stddiumaban.

5.7. Az RYBP képes fizikai interakcioba 1épni a BRACHYURY fehérjével

Kisérleteinkben a kiilonbozd differenciaciés modellek az egér embrid fejlodésének eltérd
stadiumait reprezentaljdk. Mivel ezen modellek sejtjeiben az RYBP ¢s a BRACHYURY fehérje
egylittes jelenléte volt kimutathatd, kivancsiak voltunk, amellett, hogy az RYBP sziikséges a
Brachyury gén megfeleld termelddéséhez, a két fehérje képes-e interakcidba is 1€pni egymassal
¢és potencialisan komplexet alkotni. Ennek vizsgalatahoz vad tipusu egér dssejteket kardialis
iranyba differencialtattuk, és a differenciacié negyedik napjan (d4), amikor a legmagasabb
Brachyury expresszio varhato, teljes RNS mintat gyljtottiink. A begylijtétt mintakat
templatnak hasznalva 1367 bp hosszusagu Brachyury c¢cDNS-t irtuk at, majd a szintetizalt
cDNS-t enzimek segitségével prk7 vektorba klonoztuk (21. &bra A, lasd: Anyagok és
modszerek 4.9.).
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21. dbra: Az RYBP kozvetleniil kapcsolodik a mezodermadlis BRACHYURY fehérjéhez

(A) Az abran a ko-immunprecipitacio FLAG-pull anti-BRACHYURY western blot és (B) a
FLAF-pull anti-FLAG M2 western blot felvételei lathatok, melybdl kideriil, hogy az RYBP és a
BRACHYURY fehérje képes kozvetlen kélcsonhatasra. kDa: kilodalton, kb: kilo bazis bp: bazis

par.

Ezutan, az Rybp-FLAG (Rybp-cDNS pc.DNA3.1-FLAG vektor) és az Gjonnan eldallitott prk7-
Brachyury vectort HEK293 sejtekbe traszfektaltuk, és ko-immunprecipitacid (ColP)
segitségével megvizsgaltuk a két fehérje kozotti interakciot. A fehérjék expresszidjanak
ellendrzéséhez, és a ko-immunprecipitacid kimutatdsdhoz az input és precipitacidés mintakrol

anti-BRACHYURY (21. dbra A) és anti-FLAG-M2 western blot-ot készitettiink (21. abra B).

A ColP eredménybdl kidertilt, hogy az RYBP és a BRACHYURY fehérje képesek fizikai
kdlcsonhatasba 1épni egymassal. Ami arra utal, hogy a két fehérje az embrionalis fejlédés soran
képes kapcsolddni, komplexet alkotni és egy komplexben akar egyiittes génszabalyozo
funkciokat ellatni (22. abra). Ugy véljiik a mezoderma és az axialis megnyulés szabalyozasa is
az RYBP és a BRACHYURY kozos komplexeinek szabalyozasa alatt allhat, ami ncPRC1
fliggd (22. abra A) ¢és polikomb fiiggetlen (22. dbra B) mechanizmuson keresztiil is

megvalosulhat.
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22. abra: Hipotézis abra az RYBP és a BRACHYURY polikomb fiiggo és polikomb fiiggetlen
mechanizmusarol

Az RYBP és a BRACHYURY potencidalis (A) polikomb fiiggd szabalyozasanak és (B) polikomb
fiiggetlen szabdlyozdsdanak sematikus reprezentdldsa. ncPRCI1: nem kanonikus Polikomb

Repressziv Komplexek, RING1: Ring Finger Protein 1, PCGF: Polycomb Group Ring Finger,
RYBP: RING1 and YY1 Binding Protein, T: BRACHYURY, p300: E1A Binding Protein P300
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6. Eredmények megvitatasa

A PhD munkam soran az in vitro 0ssejt alapi modellrendszerek széles palettajat alkalmazva
mutattuk ki, hogy az RYBP, ami az ncPCR1 komplex egyik kdzponti tagja, elengedhetetlen a

6 csiralemezek fejlodéséhez és a megfeleld gasztrulacidhoz.

Korabbi eredményeinkbdl kiindulva dolgozatomban elsé 1épésként az RYBP PLAGLI1-en,
keresztiili szabalyozasat elemeztiik tovabb. Csoportunk kimutatta, hogy a késéi kardidlis
traszkripcios faktor PLAGLI1 szabalyozza a szarkomer fehérjék termelddését, és ez a folyamat
az RYBP ¢s az NKX2-5 kdzvetlen szabalyozéasa alatt all (Henry és mtsai. 2023). RYBP
hidnydban a PLAGLI1 fehérje a mutans kardialis telepekben nem termelddik, és ennek
hogy a szivizomsejteken kiviil van-e mas, a sziv felépitésében részt vevd olyan sejttipus,
aminek a kialakuldsat az RYBP a PLAGL1-on keresztiil szabalyozhatja. In vitro 2D-s kardialis
differenciacioés modell segitségével kimutattuk, hogy a vad tipusu telepekben a PLAGL1 részt
vesz a sziv ereinek faldban 1évo simaizom sejtek, a sziv regeneraldsban fontos szerepet jatszo
mezenchimadlis sejtek (Chung és mtsai. 2011; Karantalis és Hare 2015; White és mtsai. 2016),
¢s a sziv neuralis sejttipusainak kialakitdsaban, viszont jelenléte nem volt detektalhatd a sziv

endotélialis sejtjeiben (9. abra).

A PLAGLI1 szerepét a gerincveld és a kozponti idegrendszer fejlddésében mar szdmos
tanulmanyban leirtdk. Plag/l null mutans egerekben kéarosodik a kisagy neurdlis sejtjeinek
fejlédése, Plagll hidnyaban a neokortikdlis progenitorok a vad tipushoz képest csokkent
proliferaciot mutatnak, ugyanakkor helyettiik tobb neuron termelddik (Chung és mtsai. 2011).
Tovabba kimutattak, hogy a til magas és til alacsony PLAGL1 szint is negativan befolyésolja

------

sziv neurofilamentum markerrel jelolt neuralis sejtjeiben, ami arra utal, hogy a PLAGL1-nek
a kozponti idegrendszerben jatszott szerepehez hasonld funkciodja lehet a sziv beidegzésében
is. A sziv szimpatikus és paraszimpatikus neuralis sejtjei szabdlyozzadk a sziv megfeleld

ritmikus 0sszehuzdodasat, igy fontos szerepet toltenek be a szivmitkddésben.

Habar a PLAGL1 nem detektalhat6 a sziv endotélialis sejtjeiben, ugyanez nem mondhat6 el az

RYBP-r6l. Immuncitokémiai analizis segitségével kimutattuk, hogy az RYBP jelen van a vad

crer
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abra). Mindezek arra utalnak, hogy az endotélidlis sejtek elkotelezOdését az RYBP egy
PLAGL-tdl fiiggetlen mechanizmuson keresztiil szabalyozza. Kimutattuk, hogy a vad tipushoz
képes az Rybp” telepekben mind a kardidlis, mind pedig az endotélidlis progenitor
markergének csokkent expresszidja és fehérje szintje figyelhetd meg (12. abra). Mivel mindkét
progenitor sejttipus a mezodermabol eredeztethetd, ezért kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk
az RYBP szerepét a mezoderma kialakuldsaban. Ehhez a korai progenitor stddiumban nyomon
kovettiik a relativ génexpresszds valtozasokat és kimutattuk, hogy Rybp hidnydban a
mezodermalis és az endodermalis marker gének expresszidja szignifikansan lecsokkent (13.
abra). Ezzel szemben az ektodermalis gének expresszidja megnovekedett, ami arra utal, hogy
iranyba tolodik el. Vagyis az Rybp fontos a csiralemezek megfelelé aranyban torténd
termelddéséhez. Hasonlo fenotipust irtak le a Brachyury null mutans embridk (E7) esetében is,
késleltetett endoderma kialakulas jellemzett (Yanagisawa €és mtsai. 1981). Kimutattak, hogy
mind a BRACHYURY, mind pedig az EOMES fehérje, melynek génexpresszidja szintén
alacsonyabb volt a mutadnsban, képesek megvaltoztatni a kromatin allapotat, mellyel
egyidejiileg novelik a mezoderma ¢és endoderma kialakuldsat, ¢és csendesitik a
neuroektodermalis specifikaciot (Tosic €s mtsai. 2019). Eredményeink azt mutatjak, hogy Rybp
mutans tenyészetekben megfigyelt korai fenotipus a Brachyury alacsony génexpresszidjara
vezethetd vissza, mely magyardzhatja mind az alacsony mezodermalis, endodermaélis
specifikaciot, mind a megnovekedett ektoderma szintet. Ugyanakkor a megndvekedett
ektodermalis génexpresszido akar az RYBP represszios funkcidjara is utalhat ezekben a
sejtekben, melynek megallapitasa tovabbi vizsgalatokat igényel. A mutansokban megfigyelt
alacsony BRACHYURY fehérje szint (13. abra) magyardzhatja mind a kardialis, mind pedig
az endotélialis progenitor marker gének alacsony expresszidjat, amelyek kifejezédése még az
NKX2-5 és a PLAGLI szabalyozasa eldtt nyilvanul meg. A mutans telepek érése soran a korai
kardialis €s endotélialis traszkripcios faktorok pl. a MESP1, ISL-1 és GATA4 alacsony szintje
a PLAGL1 hidnyahoz hasonldéan (Henry és mtsai. 2023) befolyasolja az érett szivizom sejtek
megfelel kialakitasat, és a szarkomer fehérjék megfeleld termelédését. Igy megallapithato,
egyiittes hatdsa eredményezi az Rybp™~ telepekben megfigyelt kontraktilitasi defektust (Henry
¢s mtsai. 2020; Ujhelly és mtsai. 2015).
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2D-s sziv iranyu differencaciés modell és 3D-s embrionalis testek segitségével kimutattuk,
hogy az RYBP és a BRACHYURY sejtmagi kolokalizacidt is mutat a korai progenitor
differencicios stadiumban (13. és 15. abra). A vad tipust és az Rybp”~ embrionalis testek
immuncitokémiai analizisébdl kideriilt, hogy a BRACHYURY+ sejtek eloszlasa az
embrionalis testekben eltér a két sejtvonalban (15. és 16. &bra). A mutdnsokban a
BRACHYURY+ sejtek az embrionalis testeken beliil egy régiora korlatozodnak, mig a vad
tipusu EB-kben ugyanez nagyobb teriileten szétszortan detektalhatd. Ez arra utal, hogy az
is ismert, hogy fontos szerepet tolt be szamos sejtmozgashoz kothetd folyamatban. Az AUTS2-
ol (Activator Of Transcription And Developmental Regulator AUTS2), ami a PRC1.3 és a
PRCI1.5 komplex tagja, kimutattak, hogy az agy embrionalis fejlédése soran szabalyozhatja a
tanulmany megjelent kordbban, melyek az RYBP-t a tumorok metasztatikus attételéhez kotik
(Maybee és mtsai. 2022). Ugy gondoljuk, hogy a mutins EB-kben a csiralemezek
kialakulasakor megfigyelt fenotipus az alacsony Brachyury és Eomes génexpresszioval is
magyarazhatd, mivel mindkét fehérjérdl korabban leirtdk, hogy eldsegitik a mezodermalis
sejtek migraciojat és az epitelidlis-mezenchimalis &tmenetet (Arnold és mtsai. 2008; Turner és
mtsai. 2014). Tovabba a BRACHYURY az RYBP-hez hasonléam dézisfiiggd fehérje, melyrdl
kimutattdk, hogy szintje kozvetleniil befolydsolja az EMT idozitését, és ezzel egyiitt a
sejtmigracid kezdetét (Bulger és mtsai. 2024; Stott és mtsai. 1993). A sejtek megfeleld
gasztrulacios modellben leirtdk, hogy a BARACHYURY szintjének valtozasa az EMT soran
hatassal van a sejtek kozotti adhézios fehérjék és sejtkapcsolo struktirdk mennyiségére (Bulger
¢s mtsai. 2024). Ehhez hasonlo fenotipust detektalt csoportunk kordbban a 8 napos kardialis
progenitorok transzkriptom adatainak elemzésekor. A vad tipust és Rybp”" transzkriptom
eredményeket Osszehasonlitva kideriilt, hogy az RYBP hidnya tobb a sejtek kozotti
kapcsolatokért felelos kadherin gén (Cdh6, Cdh7 és Cdhl7) expresszidjanak csokkenését
eredményezi (Henry és mtsai. 2020) a kardialis differenciacio késoi progenitor stddiumaban.
folyamatban részt vevd adhézids fehérjéket eziddig még nem vizsgaltak. A pontos molekularis
mechanizmus felderitéséhez tovabbi kutatdsok sziikségesek. A mezoderma mellett az EOMES
fehérje fontos még az egér gasztrulacido soran a definitiv endoderma kialakuldsdhoz is: a
Brachyury és Eomes génekre nézve kettés mutans sejtek (dKO) in vitro vizsgalatokban nem

voltak képesek sem mezoderma sem pedig definitiv endoderma kialakitasara (Tosic és mtsai.
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2019). Ez a fenotipus hasonlit az Rybp”~ EB-kben megfigyelthez. Az Rybp”~ EB-kben
jelentésen kevesebb GATA4+ sejt volt megfigyelhetd (15. és 16. abra). A GATA4 fehérje, ami
a korai embrionalis fejlddés soran endodermalis szovetek markereként ismert, és képes jeldlni
a primitiv, viszceralis és definitiv endodermét (Holtzingerés Evans 2010; Simon és mtsai.
2018), a BRACHYURY-hoz hasonloan sejtmagi kolokalizacidot mutatott az RYBP-vel (15.
abra). Hasonlo6 kisérleti elrendezésben korabban bizonyitottak, hogy a GATA4 egy viszonylag
korai progenitor stidiumban egy nem sejt autondm mechanizmuson keresztiil képes elésegiteni
a szivizomsejtek kialakuldsat (Holtzinger és mtsai. 2010; Yilbas és mtsai. 2014). Tovabba az
irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a mezoderma mellett az endoderma réteg is sziikséges a
megfeleld sziv progenitor sejtek kialakulasahoz, ezért az endoderma markerek mRNS
szintjének csokkenése, és az alacsony GATA4 fehérje szint is szerepet jatszhat az Rybp™”
kardialis telepekben megfigyelt kontraktilitasi fenotipus kialakulasaban (Henry és mtsai. 2020;
Ujhelly és mtsai. 2015).

A PhD dolgozatomban mutattunk ki el6szor, hogy az RYBP jelenléte sziikséges az in vitro
gasztruloidok axialis irdnyu megnyulasahoz. Munkam soran vad tipusu és Rybp null mutans in
vitro gasztruloidok létrehozasaval 4t tudtuk hidalni az Rybp™” egér embridk korai letalitisat. Az
utobbi években megjelent 3D-s gasztruloid modellek lehetdséget biztositottak szamunka, hogy
tanulmanyozni tudjuk az embriondlis fejlédés korai eseményeit, és az RYBP szerepét a
gasztruloidok tengely menti megnyulasaban, amit mas modellrendszerekben vagy in vivo
kisérleti rendszerekben korabban nem tudtuk vizsgalni (7. és 18. 4bra). Erdekes modon, a korai
gasztrulacios szakaszban (d3, d4) a két sejtvonal kozott nem detektaltunk morfologiai
eltéréseket, €és az immuncitokémiai eredményeink is azt mutattdk, hogy a WNT jelatviteli
utvonal indukcidja, mely kozvetleniil képes aktivalni a Brachyury expresszidjat (Arnold és
mtsai. 2000), részben képes volt menekiteni a BRACHYURY fehérje szintjét az Rybp mutans
gasztruloidokban. Azonban a CHIR hozzdaddsa nem volt elegendé a gasztruloidok farki
BRACHYURY szintjének helyreallitasahoz €s a gasztruloidok megfeleld kaudalis iranyu
megnyulasahoz (19. abra). Ennek kovetkeztében az 5 napos Rybp”~ gasztruloidok farki régidja

a vad tipushoz viszonyitva rovidebb volt. (18. és 19. abra).

Eredményeink 6sszhangban vannak a korabbi tanulméanyokkal is, melyekben kimutattak, hogy
a BRACHYURY magas dozisu jelenléte a farok kezdeményben elengedhetetlen az embriok
megfeleld axidlis megnyulasahoz, és a BRACHYURY szintjének fokozatos csokkenése
aranyosan rovidiild farkat eredményezett (Herrmann 1991; Stott és mtsai. 1993). Az axialis

megnyulds soran a farok kezdeményben taldlhat6 BRACHYURY+ kaudélis mezoderma
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populécio a farok ndvekedésével poszterior irdnyba mozog, hogy neuromezodemalis
progenitorokat alakitson ki (van den Brink és mtsai. 2020). Ez a folyamat nagy hasonldsagot
mutat a gasztrulacidval, mindkettdben a sejteket gyors 0sztodas és a progenitor stadiumbol vald
kilépés jellemzi, ezért ,,masodlagos gasztrulacionak™ is nevezik (Arias és mtsai. 2022; Bardot
¢s Hadjantonakis 2020). Eredményeink arra utalnak, hogy az RYBP ¢és BRACHYURY egyiitt
kell, hogy jelen legyen a farokcsomoban ahhoz, hogy a sejtek képesek legyenek elhagyni a
poszterior differentcidcios frontot és megkezdjék a szomitogenezist, s gerincveldi neuronok
kialakitasat (19. abra). RYBP hianyaban a mutdns gasztruloidokban valamennyivel tobb
GATA4+ sejt volt detektalhatd. Ez az alacsony BRACHYURY szinttel, és a mutansokban
megfigyelt morfoldgiai valtozasokkal egylitt arra utal, hogy Rybp hidnyaban a gasztruloidok
nem képesek megfeleld novekedésre, ezért a mutansok megragadnak a fejlodés egy korabbi

stadiumaban.

Az Rybp null muténsok gasztruloidokat egy sotét, fragmentalt anterior régio is jellemezte, ami
a Brachyury”” mutans gasztruloidokban nem volt megfigyelheté (Wehmeyer és mtsai. 2022),
és valosziniileg az Rybp™” gasztruloidok megnovekedett sejthaldlanak tudhato be. Az RYBP-rdl
ismert, hogy fejlédési stddium és szovet specifikusan proapototikus vagy antiapoptotikus
mechanizmusokban is részt vehet (Fereres és mtsai. 2014; Zheng és mtsai. 2001). Az Rybp™”
gasztruloidok anterior részén a matrigélbe adgyazast kovetoen alacsony szamu letapado sejt
figyelheté meg, ami arra utal, hogy az RYBP-nek az implantécioés stadiumban szerepe lehet az
adhéziés funkciokban is, ami magyardzhatja az Rybp” egérembriokban megfigyelt
beagyazodasi letalitast. Ezt megerdsiti az is, hogy a vad tipust gasztruloidok immuncitokémiai
kisérletekben RYBP pozitivitast mutatnak az anterior régidban az implantacié pontos helyén.
Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a kisérleteimben alkalmazott gasztruloid modell
rendszer a jovOben alkalmas lehet az axialis megnytlas mellett az apoptotikus folyamatok és a
beadgyazodasi mechanizmusok tanulmanyozasara is. Habar a gasztruloid modell rendszerek 1)
in vitro megkozelitést jelentenek ezen folyamatok vizsgalatara, altaluk csak az RYBP
embrionalis szovetekben betoltott szerepe vizsgalhatdo. Az RYBP-r6l azonban mar korabban
kimutattuk, nagy mennyiségben van jelen az extraembrionalis szévetekben is (Pirity és mtsai.
2005) pl. kiilondsen magas RYBP szint figyelhetd meg a trofoblaszt orias sejtekben, melyek
jatszanak az implantacioban (Hu és Cross 2010). Az RYBP funkcidja az extraembrionalis
sejtekben még nem ismert. Eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy jelenléte mind az

embrionalis, mind pedig az extraembriondlis sejtekben sziikséges a megfeleld beagyazddashoz.
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Ennek tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel. Az RYBP ¢s BRACHYURY szabalyozasi
mechanizmuséanak vizsgalatdhoz a PhD dolgozatom soran létrehoztunk egy BRACHYURY
fehérjét tultermeltetd vektort, és ko-immunprecipitacio segitségével kimutattuk, hogy az RYBP
a Brachyury génexpresszidjanak szabalyozéasa mellett képes fizikai kdlcsonhatast 1étrehozni a
BRACHYURY fehérjével (21. abra). A két fehérje kozotti kolecsonhatés arra utal, hogy a korai
embrionalis fejlédés soran egylittesen szabalyozhatjak a mezoderma kialakitasat és az axialis
megnyulést (22. abra). Az RYBP-r6l ismert, hogy egy multifunkcionadlis rendezetlen fehérje
(intrinsically disordered protein (IDP)), bizonyitottan DNS koétd doménnel nem rendelkezik
(Neira ¢és mtsai. 2009). Az RYBP szabalyozé funkciojat altalaban méas DNS kot partner a
fehérjéken keresztiil, azok célgénhez valo toborzasaval képes kifejteni, ezért ,,moonlighing”
fehérjének is nevezik. Ez a szabalyozas torténhet polikomb fliggd vagy polikomb fiiggetlen
mechanizmuson keresztiil (22. abra). Korabban csoportunk az NKX2-5-6t, mint polikomb
fiiggetlen RYBP partnert azonositott (Henry és mtsai. 2023), és més irodalmi adatokban is
fellelhetd szamos polikomb fiiggetlen RYBP partner (Garcia és mtsai. 1999; Li és mtsai. 2017;
Schlisio és mtsai. 2002). Mégis valo6sziniibb, hogy a mezoderma kialakitasa polikomb fiiggd
mechanizmuson keresztiil valésul meg. Erre utal az is, hogy az ncPRC1 komplex kdzponti
fehérjéirdl, beleértve a RING1B, PCGF1, PCGF2, PCGF3 és PCGF5-6t szintén leirtdk, hogy
sziikségesek a megfeleld gasztrulaciohoz, és hianyukban az egér embridkat az Rybp”-hoz
hasonléan csokkent Brachyury génexpresszi6 jellemzi (Meng és mtsai. 2020; Morey €s mtsai.
2015; Voncken ¢és mtsai. 2003; Yan és mtsai. 2017; Zhao €és mtsai. 2017). Habar a felsorolt
kozponti komplex tagokra null mutans egerekben az Rybp” egerekhez hasonloan alacsony
mezoderma szint volt jellemzd, a masik két csiralemez (ekto- és endoderma) esetében nem
ilyen egyértelmi a fenotipus. A PCGF mutansokban az endodermalis markerek expresszioja
sok esetben nem valtozott, mig az ektodermalis markerek pont ellenkezd irdnyba tolodtak el,
mint az Rybp” telepekben. Mindezek arra utalnak, hogy a csiralemezek szabalyozasat
egymastol eltérd osszetételll polikomb komplexek végzik, melyek dsszetétele hatarozza meg,
hogy ki kapcsolodhat még a komplexhez, €s az adott esetben aktivacios vagy represszids hatés

érvényesiil.

Az Rybp null mutans és a Ring /b null mutans egerek fenotipusaban szamos tovabbi hasonldsag
is megfigyelhetd. A Ringlbh”~ embriok gasztrulacids letalitist mutatnak, tovdbba azon null
mutans embriok melyekben a CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A) sejtciklus
inaktivatort gatoltdk, azzal a céllal, hogy menekitsék a fenotipust, képesek voltak ugyan a

gasztrulaciora, de a novekedésiik ennek ellenére a gasztrulaciot kovetden megallt, és az
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embriokat abnormalis axidlis megnyulas €és szomitogenezis jellemezte (Voncken és mtsai.
2003). A Ringlb”" embridkra jellemzd fenotipus nagy hasonlésagot mutat az Rybp”
gasztruloidokban megfigyeltekhez.

Tovabba a polikomb csoport fehérjékrol ismert, hogy egyik f6 célgén csoportjai a Hox gének
(Gentile és Kmita 2020), melyek esszencialis szerepet jatszanak a szelvényezettség
kialakitasaban (Wellik 2007). A kiilonb6z6é Hox gének eltérd szelvényekben expresszalnak,
ezzel biztositva a kiilonbozd struktarak megfeleld helyeken torténd kialakitasat. A polikomb
fehérjecsoport tagjai a Hox géneket folyamatos represszié alatt tartjak, mig azok miikddése
elengedhetetlenné nem valik az embri6 fejlédése soran. Az Rybp mRNS-ek jellegzetes
expresszioja mutathaté ki a fejloddé 9,5 napos egérembriok kozponti idegrendszerében, a
neurdlis szelvényekben, az un. thombomerek kozotti hatarokban (Garcia és mtsai. 1999).
Ugyszintén a RinglA egy hipomorf mutaciéja homeotikus transzformaciokat okozott az
egérembriok gerincoszlopdban, ami szintén igazolta a polikombok szelvényezettség

kialakitasaban betoltott kritikus szerepét (Schoorlemmer és mtsai. 1997).

A polikomb fiiggd szabdlyozdsi mechanizmus fenndlldsit tovabb erdsiti, hogy a
BRACHYURY-r6l korabban kimutattdk, hogy epigenetikai faktorok toborzasaval egy
autoregulaciés mechanizmuson keresztiil képes szabalyozni sajat termelodését. A
mechanizmus soran a BRACHYURY kozvetlen interakcioba 1ép a p300 (ELA Binding Protein
P300) hiszton-acetiltranszferaz fehérjével (Beisaw és mtsai. 2018), melyen keresztiil képes a
Brachyury H3 hiszton 27. lizinjének acetilalasara (H3K27ac). A H3K27 acetilacios jel
biztositja a kromatin nyitott szerkezetét a Brachyury enhanszerén, ezzel egyiitt a folyamatos,
megnovekedett Bracyhury expressziot, ami elengedhetetlen az embriok normal axialis
megnyulasdhoz. A p300 fehérjét korabban az ncPRCI1-ek fontos tagjaként irtak le, egy mar
ismert polikomb fiiggd génaktivacids mechanizmus soran (Liu és mtsai. 2021). Az ncPRC1.3
és ncPRC1.5 aktivacios komplexekben a p300 az AUTS2 fehérjén keresztiil kapcsolodik a
PCGF3 ¢és PCGF5 kozponti tagokhoz, és H3K27ac poszttranszlaciés modositason keresztiil
befolyésolja a kozponti idegrendszer fejlddéshez fontos gének expressziojat. Ugy gondoljuk a
mezoderma kialakitasanak és az axidlis megnytlas szabalyozasaban is hasonlé mechanizmus
mehet végbe, azzal a kiilonbséggel, hogy a p300 fehérjét az AUTS2 helyett a BRACHYURY-
t toborozhatja a ncPRC1 komplexhez a BRACHYURY-RYBP interakcion keresztiil (22. 4bra).

A gasztruloidokon végzett kisérleteink arra utalnak, hogy az RYBP valosziniileg részt vehet a

BRACHYURY autoregulacidos mechanizmusaban is, ami magyarazhatja az Rybp hianyakor
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megfigyelt alacsony Brachyury expressziot. Ezt megerdsiti az is, hogy a BRACHYURY
autoregulaciés mechanizmusa a WNT jelatviteli Utvonaltol fliggetlen mechanizmuson
keresztiil valosul meg, és a gasztruloidokhoz hasonléoan a WNT jelatvitel indukéaldsa (WNT
ligandumok biztositdsaval) nem volt képes menekiteni a kaudalis Brachyury szintet azokban
az embriokban, ahol a BRACHYURY p300-koté részét TY3A pontmuticioval (A
BRACHYURY 88. tirozinjét alaninra cserélték) modositottak (Beisaw €s mtsai. 2018). Az
TY3A mutans egerek képesek a gasztrulaciéra, ugyanakkor E8.0-E9.5 embridk fejlddésébe
messze elmarad a vad tipusétol. Benniik sériil a szomitogenesis, a sejtek kozotti adhézio és
karosodik a vérsejtek, valamint a sziv és a vérerek felépitésében résztvevd endotélialis sejtek
soran a kiilonbozd vérsejttipusok kialakitasaban. Az RYBP kondicionélis mutans felnott
egerekben kimutattak, hogy megvaltozik a B1/B2 vér progenitor sejtek aranya (Calés és mtsai.
2016; Chagraoui és mtsai. 2018). Erdekes modon a vad tipust embriokbol szarmazo scRNA-
Seq eredményeinkben is a legnagyobb Rybp ¢&s Brachyury koexpresszid a korai
hematoendotélialis progenitor sejtekben volt kimutathato (17. abra A). Mindezek azt mutatjak,
hogy az RYBP és a BRACHYURY egyilittes szabalyozasa valoszinlileg nemcsak a
mezodermalis sejttipusokra és az axialis megnytlasban résztvevd kaudalis mezoderma sejtekre

korlatozodik, hanem szerepet jatszhatnak mas sejttipusok elkotelezddésében is.

Osszességében, a PhD disszerticiom soran kiilonbozé 2D-s és 3D-s in vitro megkdzelitések
alkalmazasaval vizsgaltuk az RYBP, ncPRC1 kdzponti tag korai fejlédésben betoltott szerepét,
kiilondsen nagy hangsulyt fektetve a mezodermadlis sejtvonalak kialakuldsara. A kiilonb6z6 in
vitro modell rendszerek kombinacidja révén betekintést nyertiink az Rybp”~ embriok korai
fenotipusdba, mely a null mutdns embridk korai letalitisa miatt in vivo nehezen
tanulmanyozhatd. Az emlds sejtekkel végzett kisérleteink tovabba segithetnek megérteni a
huméan embriok korai fejlédését, és az implantacidos rendellenességek hatterében allo
molekuléris folyamatokat, melyek vizsgélata emberek esetében nem lehetséges. Bemutatott
eredményeink feltehetéen hozzédjarulnak a gasztrulacio €s az axialis megnyulas folyamatainak

részletesebb megértéséhez, és a polikomb fehérjékkel kapcsolatos ismereteink bovitéséhez.
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7. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott szeretnék koszonetet mondani témavezetdémnek Dr. Pirity Melinda Katalin
tudomanyos fomunkatarsnak, hogy lehetdséget biztositott szamomra az Embriondlis ¢és
Indukalt Pluripotens Ossejt Csoportban készithessem el PhD értekezésem. Koszonom a
folyamatos szakmai és szellemi tamogatast. Az évek alatt megtanitotta nekem a tudomanyos
gondolkodast €s bevezetett az Ossejtkutatas €s fejlodésbiologia izgalmas vilagaba. Az 6 segitd

tdmogatdsa nélkiil ez a disszertacid nem sziiletett volna meg.

Kiilon szeretnek koszonetet mondani Dr. Surya Henry-nek, aki a PhD kezdetén idét nem
kimélve igyekezett megtanitani a laborban alkalmazott kiilonb6z6 technikakra. Ezért mindig
halas leszek. Koszondom az iigyvive szakértdinknek Kokavszki Katalinnak, Dudas

Krisztinanak és Dudasné Kovacs Anitanak a PhD munkam soran biztositott segitségét.

K0szonom még jelenlegi és volt munkatarsaimnak Dr. Kovacs Gergének, Dr. Sutus Enikének,
Dr. Bajusz Izabellanak, Adorjan Lilinek, Bélai Emesének és Aynura Seytjanovanak a kisérletek

elvégzésében nytjtott segitségét és az izgalmas szakmai beszélgetéseket.

Koszonet illeti valamennyi kollabordciés partnereiinket: A ncRNA-Seq elemzést Dr.
Czimmerer Zsolt, Benyhe-Kis Bernadett és Poscher Anna Poscher végezte. Dr. Lipinszki
Zoltan segitett a ColP kisérletek tervezéseében ¢€s kiértékelésében és Dr. Steinbach Gébornak

biztositotta a mikroszkdpos hozzaférést a Mikroszkopos Sejtanalizis Laboratoriumban.

Szeretném megkdszonni Dr. Erdélyi Miklosnak, az HUN-REN, Genetikai Intézet vezetdjének,
hogy lehetdséget biztositott az intézetben a PhD munkam elvégzésére. Szeretném megkdszonni

Dr. Sinka Ritanak és Dr. Krizbai Istvannak, hogy vallaltdk a PhD disszertdciom opponalésat.

Ko6sz6nom még Dr. Endre Gabriellanak a qRT-PCR ¢és Dr. Fajka-Boja Robertanak az dramlasi
citometriai kisérletekben és Dr. Farkas E. Attilanak a Image J quantifikdcidban nyujtott
segitségét tovabba tutoraimnak, Dr. Juhasz Szilvidnak és Dr. Unk Ildikonak, hogy mindig

keészséggel alltak rendelkezésemre.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretnék koszonetet mondani csalddomnak, sziileimnek és
nagysziileimnek, akik hittek bennem és biztattak a hosszl Ut alatt. Tovabba paromnak Németh

Martonnak, aki a nehezebb napokon is szeretd tamogatasarol biztositott.
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https://www.brc.hu/hu/kutatas/kozponti-laboratoriumok/mikroszkopos-sejtanalizis-laboratorium

A disszertacioban szerepld kutatasokat az alabbi palyazatok tamogattdk: HUN-REN Szegedi
Biologiai Kutatokdzpont, Genetikai Intézet, Fiatal kutatoi allaspalyazata, GINOP-2.3.2-15-
2016-00001 és GINOP-2.3.2-15-2016-00039.
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9. Eredmények osszefoglalasa

A korai embrionalis fejlodés egyik legfontosabb eseménye a gasztrulacid, mely soran a
holyagesira differencialatlan dssejtjei elveszitik pluripotencidjukat, hogy térben atrendezédve
létrehozzak a harom f6 csiralemezt, az endodermat, a mezodermat és az ektodermat. A
gasztrulacio soran csiralemezek biztositjak a leend6 szervek és testtdjak megfeleld kialakitasat.
Ez a folyamat a transzkripcios faktorok és epigenetikai fehérjekomplexek szigora szabalyozésa
alatt all. Egy ilyen epigenetikai szabalyozo fehérje az RYBP (RING1 and YY1 Binding
Protein), ami a nem-kanonikus Polikomb Repressziv Komplex 1-ek (ncPRCI1) kdzponti
tagjaként ismert. Csoportunk korabban kimutatta, hogy az RYBP fontos szerepet jatszik a korai
embrionalis fejlédés soran a sejtvonalak elkdtelezddésében. Hidnydban a null mutans egerek
beagyazddasi rendellenességben elpusztulnak. Kimutattuk, hogy az RYBP nélkiilozhetetlen a
szivizomsejtek normél fejlédéséhez is. Az Rybp”~ Ossejtek in vitro szivizom iranyu
felépitésében szerepet jatszo fehérjék termelddése zavart szenved. A mutansokban megfigyelt
fenotipus részben az Rybp” telepek PLAGLI, késéi kardidlis transzkripcids faktor, hianyara
vezethetd vissza, ami a null muténs sejtekben nem termelddik. A Plag/l génnek szerepe van a
szarkomerikus fehérjék, pl. a kardidlis Troponin T (7nnt2) szabalyozdsdban. Csoportunk
kimutatta, hogy vad tipust sejtekben az RYBP az NKX2-5-el egyiitt aktivélja a Plagll gént,
ezaltal fontos a késdi szarkomerikus fehérjék termelddéséhez. Azonban ez a kdlcsonhatas nem
adott magyarazatot a korai progenitor szakaszban megfigyelt fenotipusra az Rybp”

tenyészetekben.

Ezen ismeretekbdl kiindulva a PhD munkam soran szerettiik volna feltari, hogy a kardialis
iranyu elkotelez6dés soran, melyik az a legkordbbi stadium, melyet az RYBP képes
szabalyozni. Tovabba célunk volt azonositani olyan korai transzkripcios faktorokat, mellyekkel

az RYBP képes egyiitt dolgozni a korai stadiumokban.

A PhD dolgozatomban elsd 1épésként vad tipust kétdimenzios (2D) kardidlis tenyészetben
elemeztiik tovabb az RYBP PLAGLI-on keresztiili, szabalyozéasat. Megvizsgaltuk, hogy a
szivizomsejteken kiviil van-e mas kardialis sejttipus is, melyben PLAGL1 nagy mennyiségben
detektalhatd. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a PLAGL1 részt vehet a sziv simaizom,
mezenchimalis és neuralis sejtjeinek kialakitdsdban, azonban jelenléte a GATA4-el jelolt

endotélialis sejtekben nem detektalhato. A PLAGLI1-al ellentétben az RYBP az endotélidlis
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sejtekben kimutathato volt, tovabba az Rybp” telepekben az endotél sejtek szamanak
nagymértékii csokkenése figyelheté meg, ami az RYBP egy PLAGLI1-t6l fliggetlen
szabalyozasara utalt. Ezutdn megvizsgaltuk a sziv- és endotél progenitorok gének naponkénti
expresszios valtozasait a kardidlis elkotelezddés korai stddiumaban. Kimutattuk, hogy Rybp
hianyéaban lecsokken a kardialis (Mespl, Mef2c, Isl-1, Handl, Nkx2-5), és endotélalis (Flk-1,
Pecaml, Vcaml) progenitor marker gének expresszioja. Mivel mindkét progenitor populaciéd
mezoderma eredetli, ugyanezen kisérleti felallasban megvizsgaltuk a f6 csiralemez marker
gének expresszidjat is. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy Rybp hidnyaban a mezodermalis
(Brachyury, Eomes) ¢s az endodermalis (SoxI/7, Gata4) marker gének mRNS szintje
lecsokkent, mig az ektodermalis (Map2, Fgf5) markerek expressziojaban novekedés figyelhetd
meg. Mivel a csiralemez sejtjeinek kialakulasa egy térben is bonyolult folyamat,
haromdimenziés (3D) embriondlis testeket (EB) hoztunk létre a vad tipusu és az Rybp™”
Ossejtekbdl, hogy egy komplexebb kisérleti rendszerben tudjuk tovabb vizsgalni az RYBP
szerepét mezoderma ¢és endoderma kialakitdsaban. Kimutattuk, hogy vad tipusu EB-kben az
RYBP sejtmagi kolokalizaciot mutat a BRACHYURY mezodermaélis és a GATA4
endodermalis markerekkel. RYBP hidnyaban mindkét fehérje mennyisége szignifikdnsan
lecsokkent, és kinetikajukban késés figyelheté meg. Ezenfeliil a mutansokban a BRACHYURY
pozitiv sejtek az EB-ken beliil, a vad tipushoz képest, kevésbé szétszortan helyezkedtek el.
Mindezek arra utaltak, hogy az RYBP jelenléte sziikséges mindkét csiralemez kialakitdsdhoz

¢s hidnya hatassal lehet a sejtek epitélialis-mezenchimélis &atmenetére (EMT), és a

crer

In vitro eredményeinket ezutan dsszehasonlitottuk adatbazisok rendelkezésre 4llo in vivo egér
egysejtes mRNS atlaszaval (scRNA-Seq). Az Rybp és a Brachyury koexpresszid kimutathato
volt a primitiv csikban és hat mezodermalis klaszterben, beleértve a kardidlis sejtek
kialakulasaért felelds naszcens mezoderma, és az axialis megnyulasban szerepet jatszo
kaudalis mezoderma populaciot. A gasztrulaciot kovetden a kaudalis mezoderma populécio az
A-P tengely mentén megnytlik, hogy kialakitsa a farkkezdeményt és a torzs szegmentalis
mintazatat, mely elengedhetetlen a gerincesek embrionalis fejlddéséhez. Mivel a legnagyobb
koexpressziot a kaudalis mezoderméaban detektaltunk, kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk,
hogy az RYBP hianya a fejlddés sordn hatdssal lehet-e az axialis megnyuldsra. Ennek
vizsgalatdhoz vad tipusti és Rybp”~ Ossejtekbol olyan 3D-s szelvényezett gasztruloidokat
hoztunk létre, melyek az axidlis megnyulds mellett képesek modellezni a 8,5 napos egér

embriok torzsi €és farki régioit, és megnéztiik tapasztalunk-e morfologiai eltéréseket a két
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sejtvonal kozott. Erdekes modon az RYBP hianya a mutans gasztruloidokban, a Brachyury”
gasztruloidokhoz hasonld, megrévidiilt farki fenotipust eredményezett. Tovabba az Rybp™
gasztruloidokat sotét €s fragmentalt anterior régio jellemzi, és bedgyazas utan a vad tipushoz
képest kevesebb letapadd sejt figyelhetd meg. Ezutan a gasztruloidokat immuncitokémiai
festésnek vetettiik ala és kimutattuk, hogy az RYBP ¢s a BRACHYURY kolokalizal6dik a vad
gasztruloidok ugyanezen részén kevesebb BRACHYURY+ sejt volt detektalhatd, ugyanakkor
egy megnovekedett anterior GATA4 szint is kimutathatd volt, ami arra utalt, hogy Rybp
hianyaban a gasztruloidok nem képesek megfeleld differenciaciora, és megrekednek a fejlodés

egy korabbi stadiuméaban.

Az RYBP és a BRACHYURY kozotti molekularis mechanizmus tovabbi vizsgalatdhoz a
Brachyury cDNS-t tultermeltetd vektorba klonoztuk és megnéztiik, hogy az RYBP képes-e
fizikai interakcioba 1épni a BRACHYURY fehérjével. A ko-immunoprecipitacids
eredményekbdl kideriilt, hogy az RYBP és a BRACHYUTY képes fizikailag kolcsonhatast
kialakitani, ami arra utal, hogy a két fehérje egylittesen vagy akar egy tobbtagu, multimerikus

komplexet alkotva részt vehet a korai gének expresszidjanak szabalyozasaban.

Osszességében eredményein ravilagitottak az RYBP polikomb fehérje egy eddig ismeretlen
szerepére a mezoderma kialakitdsdban, ¢és a fejlodé embriok axialis irdnytl megnyulasaban.
Ugy véljiik mindezek hozzajarulnak a polikomb fehérjékkel kapcsolatos ismereteink
bdvitéséhez, tovabba a gasztrulacio és az axidlis megnyulas konzervalt folyamatainak

részletesebb megértéséhez.
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10. Summary

Gastrulation is one of the most crucial events during early development, where undifferentiated
stem cells of the blastocyst lose their pluripotency to undergo spatial rearrangement to form
the three main germ layers: the endoderm, mesoderm and ectoderm. During gastrulation the
main germ layers ensure the proper generation of the future body plan and developing organs.
This process is tightly regulated by transcription factors and epigenetic protein complexes,
which guide the fate of the cells as they progress from pluripotent state to terminally
differentiated tissue types. One of these epigenetic regulators are the non-canonical Polycomb
Repressive Complex 1s (ncPRCl1s). Our group has previously demonstrated that the core
ncPRCI member RYBP (RING1 and YY1 Binging Protein) is broadly expressed during early
development and has an important role in lineage commitment. In the absence of Rybp, null
mutant mice exhibited early lethality, they die during implantation. Using in vitro cardiac
differentiation model, we showed that, in the lack of RYBP mouse embryonic stem cells are
not able to form contractile cardiomyocytes and the assembly of sarcomeric thin and thick
filament proteins was also disrupted. We demonstrated that the loss of late cardiac transcription
factor PLAGLI in mutants, at least partially, contributed to this phenotype. PLAGL1 was
shown to regulate the production of sarcomeric proteins such as cardiac troponin T (7nnt2). In
wild-type cells we showed that RYBP co-operates with NKX2-5 to transcriptionally activate
Plagll gene expression, thus playing an important role in cardiac lineage commitment.
However, the regulation of Plag/l did not explain the whole phenotype, since the genes

expressed in early progenitor stage prior to NKX2-5 and PLAGL1 were also attenuated.

Based on our previous knowledge, my PhD work aimed to determine the earliest stage of
cardiac lineage commitment regulated by RYBP, and to identify an early transcription factor

that collaborates with RYBP during these early stages of differentiation.

Therefore, in my PhD thesis as a first step we have further examined the regulation of RYBP
via PLAGL1 using wild type two-dimensional (2D) cardiac cultures. We checked if there are
other cardiac cell types besides cardiomyocytes which can be regulated by PLAGLI1 protein.
Our results revealed that PLAGL1 could be involved in the formation of cardiac smooth
muscle, mesenchymal and neuronal cell types, but its presence is not detectable in GATA4
positive endothelial cells. In contrast to PLAGL1, RYBP was detectable in endothelial cells,

and we observed significant reduction in the number of endothelial cells in Rybp”" colonies,
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suggesting a PLAGLI-independent regulation of RYBP. Next, we examined the gene
expression changes of cardiac and endothelial progenitors during the early stages of cardiac
lineage commitment. Our results showed that in the absence of Rybp the expression of both
cardiac (Mespl, Mef2c, Isl-1, Handl, Nkx2-5) and endothelial (Flk-1, Pecaml, Vcaml)
progenitor marker genes were downregulated. Given that both progenitor populations originate
from the mesoderm, we also investigated the expression of major germ layer markers using the
same experimental setup as before. Our results showed that in the absence of Rybp, the mRNA
levels of the mesodermal (Brachyury, Eomes) and endodermal (Sox!7, Gata4) marker genes
decreased, while the ectodermal (Map2, Fgf5) markers showed increased expression. Since
germ layer formation is a spatially complex process, we generated three-dimensional (3D)
embryoid bodies (EBs) from wild type and Rybp” stem cells to provide a complex
experimental system to further investigate the role of RYBP in mesoderm and endoderm
formation. We showed that in wild type EBs, RYBP can co-localize with the mesodermal
protein BRACHYURY and endodermal protein GATA4. In the absence of RYBP, the level of
both proteins significantly decreased and showed delayed kinetics. In the Rybp” EBs, the
BRACHYURY positive cells were more restricted to a single region, whereas the wild type
cells were more widely distributed. Taking together these results suggested that the presence
of RYBP is required for the formation of both mesoderm and endoderm germ layers, and its
absence may also affect the epithelial-mesenchymal transition (EMT), and interfere with

proper mesoderm cell migration.

To compare our in vitro results to the in vivo stages, we re-analyzed a publicly available single-
cell RNA sequencing datasets (scCRNA-Seq). In early development, Rybp and Brachyury co-
expression was detected in the primitive streak and in six mesodermal cell populations,
including the nascent mesoderm which is responsible for cardiac cell formation, and the caudal
mesoderm, which is involved in axial elongation. Following gastrulation, caudal mesoderm
populations migrate alongside the A-P axis and it is responsible for the development of
segmented trunk and tailbud therefore essential for embryonic development of vertebrates.
Since the highest co-expression was detected in the caudal mesoderm, next we investigated
whether the absence of RYBP during development affects axial elongation. To investigate this,
we generated wild type and Rybp” 3D-s gastruloids with somites, which besides the axial
elongation are able to mimic the trunk and tail regions of E8.5 mice, and examined whether
there are any morphological difference between the two cell lines. Interestingly, the absence of

RYBP in the mutant gastruloids resulted a truncated tail phenotype, which resembled the
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previously published Brachyury” gastruloids. We also showed that the anterior region of Rybp"
~ gastruloids differed, they appeared wider, darker, fragmented and after embedding we
observed less attached cells compared to the wild type. Next, we performed whole-mount
immunocytochemistry and showed that in wild type gastruloids RYBP and BRACHYURY can
co-localize in the caudal region of the tailbud. In the mutant gastruloids fewer BRACHYURY+

cells were detected in the same region, and an increased anterior GATA4 level was observed

compared to the wild type, suggesting developmental arrest of Rybp”” gastruloids.

To further investigate the molecular mechanism between RYBP and BRACHYURY, we cloned
Brachyury cDNA in overexpressing vector and examined whether RYBP could physically
interact with BRACHYURY protein. Co-immunoprecipitation (ColP) revealed that RYBP and
BRACHYUTY were able to physically interact, suggesting that the two proteins may work
together in a complex to cooperatively regulate the expression of genes involved in early

development.

Taken together, our results revealed a previously unknown developmental role of the polycomb

protein RYBP in mesoderm formation and axial elongation. We believe that our findings will

provide additional insight into the role of Polycomb group proteins in early development, and

enhance our understanding of the conserved processes of gastrulation and axial elongation.
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