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1. TARTALMI OSSZEFOGLALO

Szivinfarktus sordn az oxigén nélkiil maradt szivizomszdovetek elpusztulnak és helyiikon egy
hegszovet alakul ki. Tobb kutatocsoport, koztiik laboratériumunk is azt vizsgélja, hogy
pluripotens 0Ossejtekbdl, - melyek a test barmely tipust szovetévé képesek differencialodni
- hogyan hozhatok létre differencialt és mikodoképes szivizomsejtek. Dolgozatom egy
polikomb fehérje, az Rybp (Ringl- and YY1-Binding Protein; szintén ismert, mint DEDAF
(Death Effector Domain Associated Factor), UniGene Mm.321633; MGI:1929059) fenti
folyamatban betoltott specifikus szerepét vizsgalja egér Ossejtes modellrendszerben.
Kisérleteimet a laboratériumunkban korabban eléallitott rybp vad tipusa (rybp**) és Rybp
termelésére képtelen (rybp”) egér embrionalis Gssejtvonalakon végeztem. A sejtekbol
embrionalis testecskéket (Embryoid Body; EB) formaltam fliggdcseppes modszerrel, majd a
sejtaggregdtumokat zselatinos taptalajra helyeztem, hogy azok dobogd szivizomtelepeket
(kardiomiocita) formaljanak 2 héten keresztil. A szivizomtelepeket morfologiailag és
molekularis bioldgiai médszerekkel (kvantitativ Real-Time polimeraz lancreakcio [qQRT-PCR];
Immunhisztokémia [IHC]) hasonlitottam 6ssze. Eredményeim azt mutatjak, hogy rybp™
Ossejtek nem képesek dobogéd szivizomtelepeket 1étrehozni. A szivizomtelepekbdl nyert RNS
mintdk analizise ravilagitott szamos, a szivizom kialakulasdban fontos gén expresszios
szintjének a megvaltozdsara. Munkammal kimutattam azt is, hogy a sziv kialakuldsdban
esszencialis jelentdséggel bird transzkripcios faktorok koziil tobb (Isll, Nkx2.5) az in vitro
kardialis differencidcio sordn csokkent mértékben indukalddik az Rybp termelésére képtelen
sejtekben. Mindezen eredmények valdsziniisitik, hogy az Rybp a sziviranyu differenciacié egy
kritikus regulatora. igy a projekt soran keletkezett adatok fontos informaciot nyujtanak az egér
embrionalis sziv kialakulasarol és miikodésérdl, valamint segithetnek megérteni, hogy mely
mutaciok befolyédsoljak az embrié megfeleld fejlodését és a velesziiletett szivbetegségek
kialakulasat. A szivfejlodési rendellenességek a szivfejlodés korai stddiumdban 1étrejovo
defektusok miatt alakulnak ki, ezért fontos, hogy megértsiik, mely molekularis utvonalak allnak
a sejtdifferenciacid hatterében és a folyamatokat, amelyek ezt a szervet kialakitjak.
Dolgozatomban leirt vizsgalatok eredményei ennek a gyorsabb €s pontosabb megismerését
segitik eld és hozzdjarulhatnak a szivinfarktus kovetkeztében elhalt szdvetek 6ssejtekbdl

torténd potlasdhoz, igy a szivizomszovet regeneraldsahoz is.

Kulcsszavak: dssejt, Rybp, in vitro kardialis differenciacio
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3. CELKITUZESEK

A dolgozatom megirasahoz a Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont (SZBK), Genetikai Intézet,
Embrionalis és Indukalt Ossejt Csoportja biztositott helyet. A laboratorium a polikomb
csaladba tartoz6 Rybp polikomb (PcG) fehérje emldsok embrionalis fejlddésében betoltott
szerepét vizsgalja a laboratoriumban korabban eléallitott vad tipusa (R1; rybp*™), rybp
homozigéta null mutans (D11; rybp™) és rybp transzgenikus (C8; Tg™*") egér embrionalis
Ossejtvonalak segitségével. Korabbi eredmények azt bizonyitjak, hogy az rybp gén alapvetd
fontossagi a szem és az idegrendszer kifejlédésében. Dolgozatomban a fenti harom
6ssejtvonalat felhasznalva modelleztem a szivizomtelepek kialakulasat és vizsgaltam az rybp
gén szivizom iranyu differenciacioban betoltott szerepét. Kisérleteim alapjaul az az el6zetes
megfigyelés szolgalt, hogy a megvaltozott Rybp termelés hatdssal van a szivizom iranyu
differenciaciora.

A dolgozatban bemutatott eredmények a harom sejtvonal k6z6tti morfologiai, transzkripcios és
fehérje szintli 6sszehasonlitasokat mutatjak be: kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakcioval
a kardialis gének expresszidjanak vizsgalatat, immunhisztokémia modszerekkel pedig a

specifikusan kimutatott fehérjék sejtszintii elemzését végeztem.

TDK dolgozatom célja tehat az Rybp kardialis differenciacioban betoltott szerepének vizsgalata

¢s a folyamatot szabalyozd mechanizmusok tanulmanyozasa.



4. BEVEZETES

41. OsSEITEK

Az 6ssejtek £6 jellemzéi a kdvetkezok: (i) pluripotencia, (i) onmeguyjitd képesség (iii) és hogy
képesek a szervezet barmely sejttipusat 1étrehozni.

Az 6ssejteket eredetiik szerint 3 f6 csoportba soroljuk: az embrionalis dssejtek (Embryonic
Stem Cells, ESC) a szeder vagy holyagcsira (morula/blasztociszta) allapota embridbol (1.dbra),
felnott ossejtek pedig felndtt szovetekbdl pl. csontveldbol, vérbdél vagy koldokzsinorbol
nyerhet6k ki; ezzel szemben az ugynevezett indukalt pluripotens 6ssejtek (Induced
Pluripotent Stem Cells, iPSC) testi sejtek Gjraprogramozasaval allithatok el6. Az els6 egér
embrionalis dssejtvonalat 1981-ben [1], a humant 1988-ban izolaltak [2]. Az els6 egér iPS

sejtvonalat 2006-ban, a humant pedig 2007-ben hoztak 1étre [3].

OO

Zigobta Barazdalodas Morula Blasztociszta

Belsd sejttomeg @ Primitiv endoderma

1.abra. A korai embrionadlis fejlodés stadiumai

Az 6ssejtek laboratoriumi koriilmények kozt fenntarthatdak, onmegajuld képességiiket ez 1d6
alatt is megdrzik. Masik fontos tulajdonsaguk az, hogy amennyiben a tenyésztési feltételeket
valamilyen irdnyban megvaltoztatjuk, a sejtek a legkiilonb6zébb specializalodott sejttipusokka

(pl.: neuron, szivizom, majsejt) differencialédnak. Munkamban az rybp vad tipusu és rybp

------

4.2. AZRYBP GEN ES AZ RYBP FEHERJE

Az rybp gén elnevezése a vele kdlcsonhatasba 1ép6 két interakcios fehérje partner roviditésébdl
szarmazik (Rybp: Ringl and YY1 binding protein vagy DEDAF: Death Effector Domain
Associated Factor). Az YY1 (Ying Yang 1) polikomb fehérje esszencialis a sziv kialakulasahoz
(Circulation Research 2013), mig a Ringl (Ring finger protein 1) polikomb fehérje szerepe a
sziv kialakulasaban ez idaig még nem tisztazott [4,5].
Az rybp gén egérben (Mus musculus) a 6. kromoszoman lokalizalo6do, 58794 bp méretl

génszakasz. Fehérjeterméke (Rybp) 228 aminosavbol all.



Az Rybp fehérjét, mint az emlds polikomb csaldd feltételezett tagjat els6ként Miguel Vidal
munkacsoportja irta le 1999-ben [4]. Késobb bebizonyosodott, hogy valoban egy polikomb
fehérjecsaladba tartozo protein. EmIdsokben a PcG fehérjék szamos fontos fejlodésbiologiai
szereppel birnak. Igy példaul mikodésiik felfiiggesztése embrionalis letalitast, illetve
homeotikus transzformaciokat mutato peri-natalis (sziiletés koriili) fenotipust okoz [6]. Az rybp
gén hianya egérben az embrionalis fejlodés korai szakaszdban homozigéta letalis fenotipust
eredményez. Az Rybp ugyanis szilikséges a korai bedgyazodast koveto fejlédéshez és hianyaban
a beagyazodas nem megy végbe. A heterozigdta mutans embridk egy része pedig részlegesen
atadodo embrionalis letalitdst mutatott, melynek oka a veldcsé fejlodésének rendellenessége
volt, ami igazolta a gén idegrendszer kialakitdsaban betoltott szerepét [7]. Az Rybp sziv

kialakulasaban betoltott szerepe ezidaig nem tisztazott.

4.3. ASZIVIZOM KIALAKULASA AZ EMBRIONALIS FEJLODES SORAN

Az emldsok szivének kialakuldsa az embrionalis fejlodés soran rendkiviil komplex folyamatok
eredménye, melyek magukba foglaljdk a szivizom iranyu specifikacio 1épéseinek
Osszehangolasat, differenciaciot, proliferaciot és migraciot. Az egér sziv az embriondlis élet
hetedik napja utdn fliz6dik le a mezodermabdl. Multipotens progenitor sejtekbdl alakul ki,
melyek az embriondlis fejlddés elérehaladtaval szivizomsejtekké (kardiomiocitdk), az erek falat
képz06 simaizomma, az endokardiumot alkot6 endotelidlis sejtekké és a kotdszoveti allomanyt
képz6 fibroblaszt szovetté differencialodnak. Az egér Ossejtes rendszerek kivalod eszkozok a
sziv és egyéb szervrendszerek fejlédésének tanulméanyozéasira, mert az egér genetikailag
alaposan jellemzett €és szamos mutans egérvonal all rendelkezésre. Ezek koziil szamos
kongenitalis szivbetegség modelljeként is szolgal. Az Rybp szivkialakuldsban betoltott szerepét
a homozigo6ta mutacié korai embriondlis letalitdsa megakadalyozza, igy az dssejteken végzett
in vitro sziviranyu differenciacio hasznos modellként szolgalhat ennek a folyamatnak a

megértéséhez. [8]

4.4. ASZKORBINSAV (ASC) HATASA A SZiVIZOM IRANYU DIFFERENCIACIORA
A szivizom iranyu in vitro differenciaciot ASC-val lehet indukalni. Az ASC pontos

hatdsmechanizmusa még nem ismert. [9,10]



4.5. INVITRO SZiVIZOM IRANYU DIFFERENCIACIO

differenciaciohoz a sejtekbdl Un. embrionalis testecskéket vagy embriondlis csomokat
(Embryoid Body; EB) formalunk. Az EB-k a tér mindharom irdnyadban novekvo
sejtaggregatumok. Velilk modellezziik az embrid képzédésének korai stadiumat, a harom f6
csiralemez (ektoderma, mezoderma, endoderma) fejlédését és a korai differenciacios
folyamatokat.

EB képzéshez a kovetkezd modszereket alkalmazzuk leggyakrabban:

4.4.1.Szuszpenzids technika: A sejteket folyamatosan, zselatin kezeletlen bakterialis Petri

csészében tapoldatban, szuszpenzidban lebegtetjiik, melynek soran letapadasuk gatolt, igy
beldliik aggregatumok képzddnek. Ezek szabad szemmel is megfigyelhetdk. A moddszer
hatranya, hogy szabalytalan alakt és méret EB-k keletkeznek, ami bizonyos esetekben
nem kivanatos. A szuszpenziés technika eldnye, hogy kevésbé koltséges és egyszerii

modszer.

4.4.2.Hanging drop (HD) technika vagy “fiiggécseppes” modszer. A sejteket a sejtszam

meghatarozasat kovetéen (altalaban 3x10% sejt/ml) 20 pl-es fiiggdcseppekben helyezziik
bakterialis Petri-csésze fedelére (2.dbra). Az igy kialakitott cseppeket két napig
aggregaltatjuk. Technikailag bonyolultabb, mint a szuszpenzids modszer, de elénye, hogy

morfologiailag egységesebb (gdmbszerl struktura) sejtaggregatumok képzddnek.

Primitiv endoderma

Primitiv ektoderma

2.dbra. Fiiggdceseppekben aggregalodo EB-K

4.4.3.Slow turning lateral vessel (STLV) technika: Egy rotacios sejttenyészt6 késziilék

tartja a sejteket szuszpenzidoban. A rendszer optimalis tenyé€sztési koriilményeket €s
minimalis nyiréerét biztosit. Szintén eldnye, hogy automatizélhato, ami pl.

gyogyszergyari alkalmazasoknal elényds. Hatranya, hogy koltséges.



5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Ossejtvonalak:
R1: (rybp*™*) vad tipusa him egérbél izolalt &ssejtvonal, melyet kisérleteinkben
referencia/kontrol sejtvonalként hasznaltunk. 1991-ben Nagy Andras laboratériuma izolalta 3,5

napos egér blasztocisztabol [11].

D11: (rybp™) rybp homozigéta null mutans sejtvonal, mely az R1 sejtvonal leszarmazottja:
Rybp termelésére képtelen, un. ,.knock out” sejtvonal,az Rybp helyett egy fuzids fehérje
termelddik ezekben a sejtekben, mely az Rybp elsé 58 aminosavjabdl €s a hozza fuzionaltatott

fluoreszcens EYFP-b6l (Enhanced Yellow Fluoreszcens Protein; EYFP) all [12].

C8: (Tg"™) rybp transzgenikus Ossejtvonal. Az Rybp fehérjét kodold cDNS-t zolden
fluoreszkalo fehérjével (Enhanced Green Fluoreszcens Protein; EGFP) fuzionaltatva egy extra
kopiaban tartalmazza [13]. A fuzids konstrukt a Rosa 26 genomi l6kuszba van bejuttatva, ami
egy konstitutivan expresszalodo, nem esszencialis gén, igy a 10kuszba targetalt konstruktok

fenotipusa célzottan vizsgalhato (3.dbra).

Rybp vad tipus: rybp™* (R1)
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Rybp homozigéta null mutans: rybp* (D11)
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Rybp transzgenikus: Tg»? (C8)
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3.abra. rybp*”*, rybp” és Tg™™ sejtvonal



5.2.  OSSEJTEK TENYESZTESE

Az Ossejtek taplalo sejtrétegre (,,feeder layer”) keriiltek olvasztasra. Erre a célra
laboratoriumunk mitomicin C kezelt egér embrionalis fibroblaszt (Mouse Embryonic
Fibroblast; MEF) sejteket hasznal. A mitomicin C kezelt MEF-ek nem képesek osztodni, igy
idovel “kihigulnak™ a sejttenyészetbdl. Az dssejtek olvasztas utan a MEF-ekhez tapadnak. Az
rybp
fenntarthato.

** $ssejtvonal sajatsaga, hogy olvasztast kovetSen zselatinozott feliileten MEF nélkiil is

A sejtek tenyésztését Nagy Andras és munkatarsai modszerét kovetve végeztik [12].

Az Ossejtek tenyésztéséhez specidlis dssejtes tapoldatot (ES DMEM +LIF) hasznalunk:

ES DMEM (+LIF) tapoldat dsszetétele:
- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM Gibco, Cat.No.:41965-039)
- 15% fetal bovine serum (Gemini Stasis Stem Cell FBS, West Sacramento, CA, USA;
Cat.No0.:100-125)
- 0,1mM nem esszencialis aminosav (PAA; Cat.No.:M11033)
- 0,1mM B-mercaptoethanol (Gibco; Cat.No.:M-6250)
- 50 U/ml penicillin/streptomycin antibiotikum (PAA; Cat.No.:P11010)
- 1000 U/ml egér Leukémia Inhibitor Faktort (LIF) — differencialodast gatlo anyag (ESGRO-
LIF; Chemicon).
ES DMEM (-LIF) tapoldat osszetétele:
- ES DMEM (+LIF) tapoldattal megegyez0, de LIF hozzdadéasa nélkiil.

70% konfluencia (sejtsiirliség) esetén, a sejteken passzalast végeztiink: 5ml PBS-sel
(Dulbeccos’s PBS (1x); PAA; Cat.No.:H15-001) mostuk a sejttenyészet felszinét, majd 2ml
Tripszin:EDTA-val (0,05% tripszin 0,02% EDTA PBS-ben; PAA; Cat.No.:L15-004)
inkubaltuk Sperc/37°C (2ml), majd 3ml tapoldattal leallitottuk a tripszin miikodését. A sejteket
j, zselatinnal feliiletkezelt csészékbe vittiik at és 37°C-on, 5% CO; paratartalmtl inkubatorban
novesztettiik. A sejteket kétnaponta passzaltuk Tripszin-EDTA (0,05% Tripszin; PAA)
emésztést végezve zselatinozott feliiletre attéve, az optimalis sejtszam beallitasat kovetden. A

tapoldatot naponta cseréltiik az dssejteken.



5.3. EMBRYOID BODY KEPZES FUGGOCSEPPES MODSZERREL ES IN VITRO

SZiVIZOM IRANYU DIFFERENCIACIO
A sejtek kezelése a passzalds elsé harom miveletével kezdddik. A sejteket centrifugalassal
iilepitettiik (1000rpm/4perc) €s a tripszines feliiluszot 10ml friss LIF-mentes tapoldatra
(DMEM -LIF) cseréltiik. A sejteket felszuszpendaltuk és a sejtszuszpenzid denzitasat Burker-
kamra segitségével allapitottuk meg. DMEM-LIF tapoldattal a sejtkoncentraciot 1000sejt/20ul-
re allitottuk be. 10cm-es bakterialis csésze felforditott tetejére 50 db 20ul-es cseppet
helyeztiink, majd a csészét Ovatosan raboritottuk a 10ml PBS-t tartalmazd csészealjra,
biztositva a nedvesség ellatasat (5.dbra). Az igy elballitott fiiggdcseppeket 2 napon keresztiil,
37°C-os inkubatorban novesztettilk. A sejtaggregatumokat a 2. napon 24 lyukq, zselatinnal
feliiletkezelt, szovettenyésztobe transzferaltuk (,,letapasztas™)

(3 EB/lyuk stiriségben). Kétnaponta tapoldatcserét végeztiink 14-18 napon keresztiil (4.dbra).

0. nap— MO O T T, 1 Fiiggdeseppek kihelyezése
!
2. nap— T T T T Embrionalis Testecskék
képzbdése )
l Meéret: [~100pm]
| | Embriondlis Testecskék letapasztdsa
i T3 3 &+ s & | Szivizomtelepek novesztése
T 000
000009
{OOODOW
> OO0
14. nap—— l
- Lizdlds —RNS izoldlds Méret: [=1mm]
- 4% PFA fixalas
21. nap—1—
l

4.abra. A kardialis differencidcio idovonala



5.4. ASC INDUKCIO

Az ASC (Ascorbic Acid; C-vitamin) indukald hatassal van a szivizomtelepek képzodésére.
ASC indukcid esetén ugyantgy jartunk el, mint az el6zéekben leirtaknal (5.3. EB képzés
fliggdeseppes modszerrel) Kivéve, hogy a HD modszerrel eléallitott EB-ket 20ug/ul
koncentracioju ASC-s (ASC torzsoldat (TO): 10mg/ml; 200ul TO 100ml DMEM-LIF)

tapoldatban novesztettiik. A médiumot ebben az esetben is kétnaponta friss oldatra cseréltiik.

5.5. KvaNTITATIV RT-PCR (QRT-PCR)

A sejtekbdl RNS-t izolaltunk (Qiagen; RNeasy Plus Mini Kit; Cat.No.:74134) a gyart6 altal
ellendriztiik. Az RNS-t reverz transzkripcidval (Applied Biosystems; High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit; Part No.: 4368814) cDNS-s¢ irtuk at a gyarto altal mellékelt leiras
alapjan. Az atiras eredményességét PCR reakcioval (Tag DNA Polymerase: Thermo Scientific;
#EP0404; 10mM dNTP Mix Thermo Scientific; #R0192; 10x Taq buffer with (NH4)2SOa4:
Fermentas; cc MgCla: Thermo Scientific) ellendriztiik. A futtatds adatait az [.tdblazat
tartalmazza. A cDNS-t templatként hasznaltuk qRT-PCR reakcidban, melynek soran kardialis
markerek relativ expresszidjat vizsgaltuk (5,4pl cDNS (18x higitas) + 0,6ul primer mix +
Applied Biosystems Sybr Select Master Mix for CFX; Ref.: 4472942 /reakcid.) A PCR reakciot
MJ Research; a Real Time PCR reakciot Bioer késziilékkel —végeztiik.

A futtatas adatait a 2.tabldzat tartalmazza.

PCR Program: Hoémérséklet [°C] Inkubacios 1d6

1. 94 2 perc

94 30s
2. 30 ciklus 63 30s

72 45s
3. 72 5 perc
4. 4 -

1. tablazat

RT-PCR Program: Homérséklet [°C] Inkubacids 1d6
1. 95 15 perc

95 15s
2. 40 ciklus 58 30s

72 30s
3. 95 20's
4, 10 -

2. tablazat



5.6. IMMUNHISZTOKEMIA (IHC)

Az IHC-ket 24 lyuku szovettenyésztdben, feddlemezen ndvesztett sejteken végeztiik. A sejteket
200ul PBS-sel mostuk (Dulbecco’s PBS (1x); PAA; Cat.No.: H15-001). A sejtek
permeabilizalasa céljabol 0,3ml 0,2% Triton X-et hasznaltunk PBS-ben feloldva ¢és
szobahomérsékleten inkubaltuk 20 percen keresztiil. Blokkolast végeztiink 0,4ml; PBS-ben
feloldott, 5% BSA blokkolo6 oldatttal (Albumin from Bovine Serum; Sigma; Cat.No.:A7906):
szobah6émérsékleten, 1 oran keresztiil, illetve 0,4ml elsédleges antitesttel 4°C-on inkubaltuk a
telepeket egy éjszakan at, fénytdl védett helyen. Az inkubalds soran, a sejteken a folyadék
folyamatos keverése lassti himbalassal volt biztositott. A felhasznalt ellenanyagok a kovetkezok
voltak: DEDAF rabbit: (1:1000 higitas); Oct-3-4 Mouse (1:100 higitas); cTroponin T Mouse
(1:2000 higitas). A sejteket 0,4ml PBS-sel mostuk 5x10 percen keresztiil 4°C-on, majd
blokkolé oldatban 1 6ran keresztiil szobahOmérsékleten tartottuk a sejteket. Masodlagos
antitesttel (0,4ml) 1 o6ran keresztiil, 4°C-on inkubaltuk so6tétben a sejteket (fényérzékeny
kromofor). A felesleges els6dleges ellenanyag eltavolitidsa utan a mintakat anti-egér vagy anti-
nyul 400x-0s higitasi fluoreszcens konjugalt mdsodlagos ellenanyaggal (ALEXA 488
GAM/DAR (1:2000 higitas); ALEXA 546 (1:600 higitas; ALEXA 647 GAR/DAM (1:2000
higitas)) inkubaltuk szobahémérsékleten 60 percig. 0,4ml PBS-sel mosast végeztiink 3x10
percen keresztiil. 0,4ml DAPI (sejtmag-festd) oldattal 20 percig szobahdmérsékleten
inkubaltunk sejteket, majd 0,4ml PBS-sel mosast végeztiink 2x10 percen keresztiil (5.dbra). A

fedélemezeket 50%-os glicerolban fixaltuk targylemezen.

Kisérlethez hasznalt mikroszkdpok:
- Olympus; CK2, ULWCD 0,30; 10x és 4x lencsék
- Olympus; Cell R imaging, 1X 81 mikroszkép; DSU
- Olympus; konfokalis IX 81 mikroszkop; FV100
- Leica; TCS SP 5II konfokalis mikroszkdép

'l Masodlagos antitest és a hozza
kapesolodo fluorofor (@)
m

SN Antigénhez specifikusan kotddd
B AL @0 clsddleges antitest

W
®  Antigén, lokalizalandé fehérje

S.dbra. Feddlemezen novesztett szivizomtelepek immunhisztokémidja



6. KISERLETEK ES EREDMENYEK

6.1. Az RYBP'*, RYBP” GENOTIPUSU SEJTEKBOL SPONTAN DIFFERENCIACIOVAL
ES INDUKCIO HATASARA LETREJOVO SZIVIZOMTELEPEK MORFOLOGIAI

OSSZEHASONLITASA

**+ s rybp” genotipusi ssejtekbdl EB-ket formaltunk kardiomiocitak létrehozasa

Az rybp
céljabol HD moédszerrel (5.3.). Minden egyes differenciacio alkalmaval mindkét genotipusbol
72 EB-et vizsgaltunk szivizom képzésre a kovetkez6 modon: 24 lyuku zselatinozott
szovettenyészt edénybe mozgattuk az EB-ket és lyukanként 3 EB-t helyeztiink el. A zselatinos
feliiletre helyezett EB-k nagy része 2-3 nap alatt letapadt és a tér mindhdrom irdnyédba
novekedésnek indult (7.dbra). A kontrol sejtvonalak (rybp*’*) nagyobb atmérdjii, burjanzébb
telepeket képeztek, mint az rybp” sejtvonalak (6.dbra). A kardidlis differenciacié
legszembetiinobb jele a mikroszkop alatt ritmikusan Osszehizodo (dobogd) teriiletek
megjelenése. Megfigyeltem, hogy az rybp” telepek nem képeztek dobogd szivizomtelepeket.
A rybp** ASC kezeletlen mintak koziil a 11. napon detektiltuk az elsé kontrakciokat. A
percenkénti 6sszehuizddasok atlagos szama 52 volt. ASC kezelés (+ASC) hatasara nagyobb és

testesebb telepek nottek, mint kezelés nélkiil
(-ASC) (6.dbra).

di4 d7 di4

ry b p+/+

rybp”-

R Zir e TE L

-ASC +ASC
6.dbra. rybp*’* és rybp” sejtvonalbdl alkotott szivizomtelep morfolégidja

- 10x nagyitas



A rybp” sejtvonal ellenben 14 nap alatt kozel fele akkora mértékii novekedést produkalt.
Apoptotikus sejtek mindkét sejtvonalnal lathatok (a telepek kozepe fekete.) (6.dbra).
Megfigyeléseink eredményeképpen elmondhatjuk, hogy az rybp” sejtvonal nem képez dobogéd
szivizom telepeket sem spontdn, sem ASC-al torténd indukcié hatasara, ami ezekben a
sejtekben a szivizom iranyu differenciacié defektusara és az Rybp szivizom kialakulasaban

betdltott szerepére utal.

Primitiv ektoderma

Viscelaris
endoderma ~

Parietalis
endoderma

ODOE

7.dbra. Zselatinkezelt feliiletre tapasztott EB

A 14. napon a telepeket alkoto sejteket 0sszegytijtottem és lizaltam RNS kinyerés céljabol. A
lizalas soran Osszegylt sejtpellet eltéré mennyiségi volt. ASC hatasara mindkét sejtvonal

nagyobb sejttomeget hozott Iétre. (8.dbra).

8.abra. ASC hatdsa a sejtmennyiségre

Ezt kovetden a kisérletet haromszor megismételtem a kovetkez6é modon: a fentiekhez hasonldan
jartam el kivéve, hogy mindkét sejttipusbol 2-2 db 24 lyuka edénybe helyeztem EB-ket (3
EB/lyuk). Két hét utan a plateket el6készitettem a tovabbi vizsgalatokhoz: a sejtvonalak kozotti

génexpresszio (6.2.) és fehérje mintazat 6sszehasonlitasara (6.3.).



6.2. Az RYBP'* RYBP’ GENOTIPUSU SZIVIZOMTELEPEK GENEXPRESSZIOJANAK

VIZSGALATA (QRT-PCR)

------

** rybp” genotipusti sejtvonalak

kifejez6désének molekularis szintli vizsgalatara az rybp
mRNS szintli expresszios analizisét kvantitativ qRT-PCR segitségével végeztem el (5.5.
Kvantitativ RT-PCR (qRT-PCR)). A génexpresszid vizsgalatahoz a kiindulasi sejtkultarakbol
(d0) és a differencialt szivizomtelepekbdl RNS-t izoldltunk a differenciacio hetedik (d7) és
tizennegyedik (d14) napjan. 24 lyukt szovettenyésztd lyukaiba 3-3 EB-t helyeztiink ki,
sejtvonalanként 12 lyukat hasznalva. Az igy kapott 36 EB-t tripszines kezeléssel begyljtottiik
az adott idépontokban (d0, d7, d14) és lecentrifugaltuk (1000rpm/4perc). Ettdl a 1épéstol
kezdve az Qiagen RNeasy Plus Mini Kit (5.5. Kvantitativ RT-PCR (qQRT-PCR)) gyarto altal leirt
(3.tablazat). Az RNS mintakbol térténd cDNS atirashoz reverz transzkripciot végeztiink
(2ng RNS/reakcio). A reverz-transzkripci6 sikerességét PCR reakcioval HPRT, ill. GAPDH

génekre tervezett primerek felhasznalasaval ellendriztiik. A termékeket 1,5% agardz gélen

detektaltuk (9.dbra).

RNS mintik ODo OD o Koncentracio Total RNS cc
[ng/ul] [ng]
rybp*’* 0.nap 0,649 0,390 2600 182000
rybp*’* 7.nap -ASC 0,026 0,033 252 17640
rybp*’* 7.nap +ASC 0,063 0,013 104 7280
rybp*’* 14.nap -ASC 0,092 0,055 368 25760
rybp*’* 14.nap +ASC 0,289 0,172 1160 81200
rybp™ 0.nap 0,281 0,165 1120 78400
rybp”7.nap -ASC 0,030 0,019 120 8400
rybp™ 7.nap +ASC 0,045 0,017 180 12600
rybp”- 14.nap -ASC 0,064 0,036 256 17920
rybp” 14.nap +ASC 0,086 0,053 344 24080

3.tablazat. RNS mintak koncentracioja




day0 day7 day1l4

9.dbra. cDNS termék ellendrzése

A cDNS mintakbol HPRT és GAPDH gének Ct értékeihez viszonyitottuk a tobbi minta Ct
értekét (AACt modszer). A modszer segitségével szivizom iranyu differenciacio soran egy adott
gén expresszidjat vizsgaltam harom kiilonboz6 idépontban (d0, d7, d14), két sejtvonalban
(rybp*’* és rybp”"), ASC-val kezelt és kezeletlen esetekre (-ASC, +ASC). Az abrakon a standard

deviacio értékét tiintettiik fel szorasként €s csak a szignifikans értékekkel szamoltunk.

Elséként az rybp gén expresszidjat vizsgaltuk meg a kontrol és Rybp termelésére képtelen
sejtekben, illetve szivizomtelepekben az in vitro kardialis differenciacié elérehaladtaval. Az
rybp expresszio szintje kozel 6todére csokken a differenciacié soran mind spontan mind pedig
az ASC-val indukalt szivizom telepekben a kiindulési dO iddpontokhoz képest. Ez két dologra
is utalhat: (1) az rybp sziikséges, hogy jelen legyen a kiindulasi Ossejtenyészetekben az
eredményes szivizom irdnyt differencidciohoz hiszen hidnyaban az nem indukalhat6; valamint
(2) feltehetéen az rybp szintjének downregulacidja is sziikséges a kardialis diffrenciacio
indukci6jahoz, ugyanis mennyisége a szivizom iranyu elkotelezettség elérehaladtaval csokken.
Ez a PcG proteinek jellemzdje: represszalt allapotban tartanak géneket (pl. a differenciacidban

esszencialis géneket represszaljak aktivan proliferalo sejtekben (3ssejt)).

Viérakozasunknak megfeleléen az rybp” sejtvonalban az rybp expresszioja nem detektalhato.
(10.abra)



Rybp 5'

do

d7-AsC

d7+ASC

d14 -ASC

HN

d14 +ASC

o

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Relativ génexpresszio

EHR1 ®ED11

10.dbra. Rybp RT-PCR

¢ Troponin T (Cardiac Troponin T; cTnT): a szivizomban talalhato, specifikusan kardialis
marker, mely a kalcium kozvetitett kapcsolatot reguldlja az aktin és miozin szalak kozott.
Kontrakcidért felelds. Koordinalja az sszehuzddasok szamat és a szilineteket. A harantcsikolt
izomrost funkcionalis egységének, a szarkomernek alkotorésze. A szivizom irdnyu

elkotelezettség egy kései markere, szivizomsejteket jelol.

¢ Troponin T

do
d7-asc §
d7+ASC ?—‘
d14-AsC | |
d14+ASC r
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

EHR1 ®ED11

11.dbra. cTnT RT-PCR

Eredmények: cTnT expresszidjaval vizsgaltuk a kardialis differenciacio sikerességét. A ¢cTnT

+/+

gén kifejez6dott mind a rybp*™*, mind a rybp” sejtvonalakban. Expresszioja mindkét sejtvonal

+/+

esetén novekedett. ASC hatasara 3500-szoros indukcio mutathato ki rybp™™ sejtvonalban. Az

ASC mindkét sejtvonalban eredményesen indukalta a szivizom iranyu differencidciot, noha az



+/+

rybp™ sejtek cTnT szintje csak 50%-ra a rybp*’* sejtvonalénak. Tehat az rybp™ sejtvonal is
expresszalja ezt az esszencialis kardialis markert, de csokkent mértékben. Kovetkeztetésiink
tovabba, hogy a termelddd cTnT funkciodjat valdsziniileg nem képes teljes mértékben betdlteni,
hiszen az rybp” sejtvonal ritmikus Osszehuzodasra nem képes. Ezen feltevésiinknek az
ellendrzésére fehérje szintli vizsgalatokat is végeztiink (6.3.) Tovabbi terveink kdzott szerepel,
hogy qRT-PCR-rel, Western-blottolassal és IHC-vel tarjuk fel a rybp” sejtvonal kardiélis

defektusat. (/1.dbra)

+/+

Az RT-PCR reakciok értékelése soran azt vettiik észre, hogy a HPRT génre normalizalt rybp
és rybp™ pontjainkban a késziilék eltéré Ct (Treshold Cycle: az a ciklusszam ahol a gorbe eléri
a fluoreszcencia értékét) mért. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a HPRT gén expressziojat
befolyésolja, represszélja az ASC. Igy tovabbi vizsgalatainkhoz a GAPDH gént alkalmaztuk

referencianak, melynek szintje a kardialis differenciacié soran nem valtozik.

Oct 4 (Octamer-binding transcription factor 4): pluripotencia marker, mely a sejtek
onmegujuld képességében jatszik szerepet. Differencialatlan embriondlis 6ssejtekben

expresszalodik.

Oct4
o
e
d14 -ASC I_‘|-I
d14 +ASC ‘l

ER1 ®DI1

12.abra. Oct4 RT-PCR

Eredmények: a vartnak megfeleléen a vad tipust és mutans dssejtekben is (d0) jelen van és

mennyisége a differenciacio elérehaladtaval a 14. napra lecsokken (/2.abra).



Isl1 (Insulin gene enhancer protein ISL-1): fontos szerepet jatszik az embridgenezis soran a
sziv fejlddésében. ElsOként sziv progenitor sejtekben expresszalodik, igy korai sziv fejlodési

marker. Késobb a jobb kamrai kardiélis progenitorokban megjelend markerként ismert.

Isl 1
do S
B —

d7-AsC ==

e
d14 -ASC
d14 +ASC !-*_'

0 5 10 15 20 25 30 35

ER1 ®D11

13.abra. 1sl1 RT-PCR

Eredmények: a vartnak megfeleléen az Isll expresszidja rybp*’* szivizomtelepekben a
kardialis differencidci6 eldrehaladtaval emelkedik. ASC hatdséra az Isll expresszid tovabb
emelkedik és a hetedik napon éri el a cstcsot (d7 +ASC; R1, D11). Az rybp”
szivizomtelepekben azonos az Isll expresszio, huszad része a kontrol szivizom telepekben
tapasztaltnak (d7 +ASC; D11). Tehét az Isll expresszio az rybp™ telepekben defektust mutat.
S6t az rybp” sejtekbdl kialakuld szivizomtelepekben az ASC sem indukalta ritmikusan

0sszeh1izodo szivizomtelepek képzodését. (13.dbra)



Nkx2.5: kardialis transzkripcios faktor, korai-prekardialis marker, mely a szivizom iranyu

specializacidban lat el alapvetd funkcidt. Az embrid szivének kialakulasaban és tovabbi

fejlédésében jatszik szerepet. Mutaciodja pitvari septum defektust okoz.

Nkx2.5
do 'ﬁ_|

d7-asc et

47 +asc  —

d14-ASC | - —

A14+ASC —

0 10 20 30 40 50 60 70 80

HR1 ED11

14.abra. Nkx2.5 RT-PCR

90

Eredmények: az Nkx2.5 egyre novekvé mennyiségben expresszalodott mindkét sejtvonalban.

Az expresszios szint a 14. napra érte el a cstcsat: ASC kezelt mintak esetén szintje

megkétszerezddott. Szintje egyik iddpontban sem éri el a kontrol sejtek szintjét az rybp”

szivizomtelepekben. ASC szamottevé indukcidt nem fejtett ki a gén expresszidjara - kezeletlen

mintdk esetén a kifejezddés nagyobb mértékii. Mindezek alapjan elmondhat6, hogy az rybp”

6ssejtekbol képzddo szivizom telepek defektust mutatnak az Nkx2.5 expresszidjaban. (14.dbra)



Plgll (Zacl/Lotl) (Pleiomorphic Adenoma Gene-Like 1): zinc finger-tipust transzkripcios

faktor, mely erdsen expresszalddik a fejlédo szivizmokban.

Plgil
do
d7 -ASC '

d7 +ASC -

d14 -AsC ’

d14 +ASC SSSS———————————

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

HR1 ®D11

15.abra Plgll RT-PCR

Eredmények: kontrol sejtvonalban erésen expresszalodik 14. napra, mig az rybp” sejtvonal
defektust mutat kardialis differenciacidban. ASC nincs hatassal a Plgl1 jelenlétének mértékére.

Szintjét valosziniileg az rybp jelenléte szabalyozza. (15.dbra)

Brachyury: T gén altal kodolt protein. Holyagcsira allapotban is mar erdsen expresszalodik, a
legkorabbi mezoderma markergének egyike. Ossejt allapotban nem fejezédik ki. Jelenléte a

mezodermalis iranyultsagra utal, igy a sziviranyu differenciacio egyik legkorabbi indikéacioja.

Brachyury
do :
.
d7 -ASC ,
d7 +ASC F*
d14 -ASC _"
did+AsC
0 50 100 150 200 250 300 350
ER1 D11

16.dbra. Brachyury RT-PCR



Eredmények: a vartnak megfeleléen korai (d7) stddiumban mindkét sejtvonalban erdsen
expresszalodik — kozel 250-szeres az indukcidja. Kifejezddését az ASC nem erdsiti tovabb. A
rybp” sejtvonalban is nagymértékii az expresszidja. Tehat a mezoderma képzédést az Rybp
hianya nem befolyasolja. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az rybp hidnya nincs hatéssal a

Brachyury gén expresszidjara, igy a mezoderma kialakulasara. (16.dbra)

GATA 4: a GATA csaladba tartozo transzkripcids faktorok mas transzkripcids faktorokkal
(Tbx5, MEF2C) egyiittmikodve a szivizom irdnyultsag fontos meghatarozéi. A GATA

faktorok mindegyike képes szérum-mentes koriilmények kozott kardiogenezist indukalni, de

kiilonbségekkel.
GATA 4
do l'
R hd—
d7 -ASC |
d7 +ASC %
| —
d14 -ASC ‘ ¥
f—
d14 +ASC i ; ; ; :
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

®WR1 ®D11
17.abra GATA4 RT-PCR

+/+

Erdemények: rybp*’* és rybp 7 sejtvonalban erésen expresszalodo gén. Rybp™* sejtvonalban
—ASC mintdkban 20x-osara emelkedett az expresszié a 14. napra, rybp” sejtvonalban ez az
erosseg 30x-o0s. ASC mindkét sejtvonalra kifejtette hatésat:
rybp** d14-ASC-hoz képest d14+ASC kétszeres indukciot fejtett ki, rybp” sejtvonalban ez a

hatas kozel 3x-0s. (17. dbra)



GATAG6 (GATA-binding factor 6): 0Ossejtekben a GATAG6 tultermeltetés a Kardialis

differencidciot promotalja. Funkcioja a “testvér GATA4” généhez hasonlo.

GATA 6
do !
d7-Asc M
hatH
d7 +ASC E'E_'
d14 -ASC | : '
0 50 100 150 200 250 300
ER1 EDI1

18.abra GATAG RT-PCR

Eredmények: mindkét sejtvonalban erdsen expresszalodd gén, a kontrol sejtvonalban 14.
napon volt erésebb a jelenléte (70x/rybp™*; 50x/rybp™). 14. napra nyolcszorozédott a 7. naphoz
képest rybp*’*; /rybp” sejtvonalakban. ASC indukalé hatast fejt ki a GATAG6 gén tekintetében

+/+

is az rybp** és rybp™ sejtvonalak expresszids szintjére nézve. Mivel szamottevé kiilonbség
nem mutatkozik az expressziok kozott, arra kovetkeztetiink, hogy az rybp nem a GATA

faktorokon keresztiil fejti ki hatasat (18.dbra).



6.3. Az RYBP'* RYBP' kS TG"’P GENOTIiPUSU SZiVIZOMTELEPEK FEHERJE

SZINTU (IHC) ANALIZISE
Immunhisztokémidnak nevezziik az olyan biologiai festési eljarast, mely soran specifikusan
kimutathatdva tehetiink egy fehérjét. A modszer alkalmas fehérjék sejten beliili (intracellularis)

lokalizaci6janak meghatarozasara is. Kisérleteinkben specifikus fehérjék jelenlétét és sejten

+/+

beliili lokalizaciojat vizsgaltuk kardialis iranyba differencialt rybp**, rybp” és TgWP

szivizomtelepeken. Ennek céljabol immunfestést végeztiink.

+/+ -I-

A 6.1. pontban leirtak szerint jartunk el és rybp és Tg"PP sejtvonalbol HD-modszerrel

, Tybp
EB-ket képeztiink majd a telepeket zselatinnal feliiletkezelt lemezeken ndvesztettiik 18 napon
keresztiil. 1db 24 lyukl szovettenyésztd lyukacskaiba 3-3 EB-t helyeztiink ki, mindharom
sejtvonalbdl 2x24-t (igy sejtvonalanként 144 EB-t vizsgaltunk). Kétnaponta tapoldatcserét
végeztiink (DMEM —LIF —ASC)

Az rybp™

mutans szivizomtelepek az el6zdekhez hasonldéan kisebb méretli és dobogasra
képtelen kardiomiocitakat hoztak létre. Az el6z6 kisérletekhez képest még 101j informaciot
hordozott az rybp-t taltermeld Tg"™™ sejtvonal telepeinek vizsgalata is: morfologiajuk alapjan a
+/+

transzgenikus sejtvonal nagyobb atmérdji telepeket képzett (1.5x nagyobb teriilet) a rybp

sejtvonalhoz képest és szintén pulzalo telepeket alkotott (19.dbra. 10x nagyitas).

rybp*/* rybp”” Tgbe

19.dbra. rybp*’™*, rybp” és TV szivizomtelep morfologiaja és GFP expresszidjuk



Immunfestést Rybp-DEDAF, Oct4, ¢ Troponin T és Rhodamin-Phalloidin antitestekre
végeztiink. (4. tabldzat)

Sejtvonal Elsodleges antitest Masodlagos antitest Sejtmag festés
+/+
;' ;ygp_/_ Rybp — DEDAF Alexa Fluor 647
5 Tygrfbp Rabbit G-AR
+/+
g' :ygp_l_ Oct 4 Alexa Fluor 647
4 Tygnf’bp Mouse D-A-M
7. | rybp*’™* ¢ Troonin T Alexa Fluor 488 G-A-M DAPI
8. | rybp” Mguse Alexa Fluor 546
9. | Tg™™® Alexa Fluor 546
10. | rybp*’™*
11. | rybp™ Rhodamin-Phalloidin
12. | Tg"eP

4.tabldzat. \HC-hez hasznalt antitestek

Eredmények: Az Rybp taltermelésre képes transzgenikus sejtvonalban az Rybp tultermelve
jelent meg a kontrol (rybp**) sejtvonalhoz képest. A KO mutans nem mutatott Rybp-DEDAF-

ra pozitiv jelet.

A szivizom iranyu differencidcioban bekovetkezett defektusok magyarazhatdak azzal, hogy a
homozigdta mutdnsokban bizonyos pluripotencia gének expresszidja nem cseng le és emiatt
nem képesek a sejtek a differenciacié beinditasara. Ezért megvizsgaltuk a pluripotencia gének
expresszigjat mindharom sejtvonalban. Az Oct4 pluripotencia génexpresszids szint
valtozasanak qRT-PCR modszerrel torténd valtozasainak bemutatdsa a 20. abran lathatd: Az
oct4 gén exresszids szintje mindhdrom sejtvonalban a differenciacioval lecsokken. Tehat
elmondhat6, hogy a defektus oka nem a pluripotencia gének kikapcsolasanak hidnyaval

magyarazhato az rybp™szivizom telepekben.



Az eredményeket 50x és 100x nagyitasban rogzitettiik.

Rybp - DEDAF Oct 4

rybp*/*
DAP] DAPI
rybp”-
DAPI DAPI
@
Tgrybp
DAPI DAPI

Rybp - DEDAF

Oct 4

DAPI -
DAPI -

DAPI -

20.abra. Rybp-DEDAF és Oct 4 expresszioja (50x és 100x nagyitds)



Szivizomra specifikus ¢TnT antitesttel a harantcsikolt izom jellegét vizsgaltuk. Rybp™* ¢

S
Tg"PP sejtvonalban a vartnak megfeleléen az izomrostok harantcsikolt mintazata jol kivehetd
(fehér nyilak — 21.abra). Az rybp™ szivizomtelepekben ez a struktira nem figyelhetd meg, ami
megerdsiti azt a feltevésiinket, hogy noha ezekben a sejtekben is termelddik ¢TnT, az nem

funkcionalis (filamentek hianya, harantcsikolat defektusa).

cTroponin T Aktin

rybp**

Tgrybp

21.abra. cTroponin T és aktin festés

A phalloidin Amanita phalloides gomba altal termelt toxin, mely az aktin mikrofilamentumhoz

kotédik. Az aktin az izomban a kontraktilis apparatus tagja. Mindharom sejtvonal mutat
aktinfilament-halozatot ami azt jelzi, hogy az rybp” szivizomtelepekben is kialakul az aktin
vaz, igy feltehetéleg az Rybp hianya az aktin vaz kialakulasat nem befolyasolja (21.abra). Tehat
az Rybp hianya (direkt vagy indirekt médon) a szivizom specifikus, miikkodéképes ¢TnT

kialakulasara van hatassal.


http://en.wikipedia.org/wiki/Amanita_phalloides

7. OSSZEFOGLALAS

TDK dolgozati munkam kiindulopontjaban az a hipotézis allt, hogy az rybp gén szerepet jatszik

a sziv kialakuldsdban, igy kisérletsorozatomban azt vizsgaltam, hogy az Rybp hianya vagy

tultermeltetése befolyasolja-e szivizomtelepek kialakulasat. Eredményeim a kovetkezékben

foglalhatok Ossze:

rybp”" mutans éssejtvonal nem képez ritmikusan 6sszehtizodé szivizomtelepeket; az in
Vitro szivizom iranyu differenciacioban defektust mutat.

Morfologiajuk alapjan az rybp™ éssejtvonalbol kialakulé szivizomtelepek kisebbek és
csokevényesebbek a kontrol sejtvonalhoz képest.

A morfologiai eltérésekkel parhuzamosan az rybp” szivizomtelepek szamos
molekularis szintl elvaltozast is mutatnak.

Tobb, a sziviranya differenciacioban fontos gén expresszidja megvaltozott az rybp™
mutansban (Isl1; Nkx2.5; GATAG; cTnT)

rybp” szivizomtelepekben a c¢TnT nem képez harantcsikolati szerkezetet, a
szarkomerek nem alakulnak ki.

Bizonyos gének expresszidja nem valtozik az rybp” mutansban (Oct4 expresszio

lecseng, phalloidin festésre mutat aktin hal6zatot).

Jovobeni terveink kozé tartozik, hogy a szivizomtelepeket tovabbi immunhisztokémiai

vizsgalatnak vetjiik ala.

Osszességében elmondhatjuk, hogy az Rybp hidnyaban a sejtek nem képesek dobogd

kardiomiocitakat létrehozni, melynek oka, hogy az rybp gén szerepet jatszhat a kardialis

differenciacidban.



8. MELLEKLETEK

gRT-PCR-hoz hasznalt primer szekvencidk:

HPRT forward: TCC TCC TCAGACCGCTTTT

HPRT reverse: CCT GGT TCATCATCG CTA ATC

GAPDH forward: CAT GTT CCAGTA TGA CTC CAC TCA CG
GAPDH reverse: CCA GTA GAC TCC ACG ACATAC TCA GCA
Troponin T forward: TTC TCG AAG TGA GCC TCG AT
Troponin T reverse: ATC CCC GAT GGA GAG AGA GT

Oct4 forward: AGC CGA CAA CAATGA GAA CC

Oct4 rerverse: TCT CCA GAC TCC ACCTCACA

Nkx 2.5 forward: ACA CCC ACG CCT TTC TCAGT

Nkx 2.5 reverse: AGG TCC CCA GAC GCC A

Plgll forward: ATG GCT CCATTCCGC TGTC

Plgl1 reverse: CTC AGC CTT CGA GCA CTT GA

Rybp forward: TTA GGA ACA GCG CCG AAG

Rybp reverse: GCC ACC AGC TGA GAATTG AT

Brachyury forward: TAC ACC TCT AAT GTC CTC CCT TG
Brachyury reverse: CCA TAC AGT TGA CTT CCC AAC AC
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