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1. TARTALMI OSSZEFOGLALO

A sziv- és érrendszeri megbetegedések hatterében gyakran genetikai mutaciok allnak,
melyek nagyrészt még ismeretlenek. Laboratoriumunk egyik f6 kutatasi célpontja egy, a
polikomb csoportba (Polycomb Group; PcG) tartozo Rybp fehérje (Ringl- and Yyl-
Binding Protein; magyarul: Ringl- és Yyl-koto fehérje) sziv iranyt differenciacioban
betoltott szerepének megismerése. Csoportunk korabban kimutatta, hogy az Rybp a
szivben kifejezédik, azonban szerepe ismeretlen maradt. Dolgozatomban az Rybp
kontraktilis szivizom kialakitdsdban betoltott szerepét vizsgaltam. Kisérleteimhez egér
Gssejt alapt in vitro differencialtatasi modszert alkalmaztam, melynek soran a vad tipust
(rybp

keresztiil szivizom iranyba differencidltattam és jellemeztem. A differencidcidé soran

+/+

) és rybp null mutans (rybp”") egér embrionalis 8ssejteket 7, 12, 14, 21 és 28 napon

szivizomtelepeken a Kontrakcios képesség elemzésére Ca?'-tranziens és sejtrovidiilés
méréseket végeztem (12. napon fluoreszcens és video-kovetéses technikaval), majd a
struktirgének relativ  génexpresszids szintjét kvantitativ valés idejli polimeraz
lancreakcioval (QRT-PCR); a fehérje kifejez6dés mértékét és térbeli mintazatat pedig
immuncitokémidval (immunocytochemistry; ICC) vizsgaltam. Az eredmények arra
utalnak, hogy a vad tipust Ossejtek képesek ritmikusan Osszehtizodo (kontraktilis)
szivizomtelepeket létrehozni, mig az rybp null mutans sejttelepek kontrakciora képtelenek.
Megfigyeltem, hogy a mutdnsban a szivizomsejtekre jellemzd szarkomer struktira nem
alakult ki, a strukturgének expresszidja lecsokkent, illetve a fehérjék lokalizacioja eltért.
Tovabba kimutattam, hogy egy, a sziv iranyu elkotelezddésben kiemelten fontos fehérje, a
Plagll (Pleiomorphic adenoma gene-like 1) transzkripcios faktor Rybp hianyaban nem
termelddik. Végezetiil, mivel mind az Rybp, mind pedig a Plagll fehérjéknek fontos
sejtvonal sejtciklusat és apoptdzisat fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas (Fluorescence
Activated Cell Sorting; FACS) segitségével, 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) ¢és
propidium-jodid (PI) jel6lést hasznalva. Vizsgalataim ramutattak, hogy Rybp hianyaban a
differenciaci6 soran kevesebb sejt tartozkodik G1/GO és tobb S fazisban, tovabba
megemelkedett az apoptdzis szintje. Mindezek arra utalnak, hogy az Rybp és a Plagll egy
kozos utvonal tagjaiként vesznek részt a szivizom irdnya differencidcioban. A leirt
eredmények hozzdjarulhatnak a velesziiletett szivbetegségek megértéséhez és segitséget
nyujthatnak az dssejt-alapu terapidk alkalmazasahoz a szivizomszovet-regeneracioban.

Kulcsszavak: 6ssejt, rybp, plagll, szarkomer, in vitro kardialis differenciacio
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3. ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

Diplomamunkam elkészitéséhez az MTA Szegedi Biologiai Kutatokdozpont (MTA-SZBK;
Genetikai Intézet; EmlGssejt Kutatd Témacsoport), Embrionalis és Indukalt Ossejt
Csoportja biztositott lehetdséget. Laboratériumunk a differenciacio folyamatat vizsgalja.
Az egyik f6 kutatasi teriilet a polikomb csoportba (Polycomb Group; PcG) tartozé Ringl-
és Yyl-kot6 fehérje (Rybp; Ringl- and YY1-Binding Protein; DEDAF (Death Effector
Domain Associated Factor), UniGene Mm.321633; MGI:1929059) Kkardialis
differenciacioban betoltott szerepének vizsgalata in vitro Ossejtes modellrendszerben.

+/+

Ehhez a laboratoriumban korabban eléallitott vad tipusa (rybp™™) és rybp homozigota null
mutans (rybp™) egér embrionalis &ssejtvonalakat alkalmaztuk. Munkam alapjaul az a
megfigyelés szolgalt, hogy rybp hianyaban a szivizom-iranyu differenciacié folyamata
sériilt, nem képzddnek Osszehtuzodasra képes szivizomtelepek [1]. Diplomamunkam a
fenotipus hatterében 4116 molekularis mechanizmusok megismerésére iranyult. Ugyszintén,
korabban kimutattuk, hogy az rybp null mutansban a szivizom-iranya differenciacioban,
apoptozisban és sejtciklusban fontos transzkripcios faktor, a Plagll (Pleiomorphic
adenoma gene-like 1; Zacl (Zinc finger protein regulating apoptosis and cell-cycle arrest)
¢és Lotl (Lost on transformation 1), Unigene Mm.287857; MGI:1100874) mRNS szintje
teljesen lecsokkent [1]. Hipotézisiink értelmében az rybp null mutans fenotipust okozhatja
a vad tipustol eltéréen, hogy az rybp hianyaban (i) megvaltozott a sejtekben az egyes
sejtciklus-fazisok aranya; (ii) megvaltozott a sejtek apoptotikus képessége, (iii) nem alakult
ki a szarkomer megfelel organizacioja.

Diplomamunkam célja az Rybp szerepének vizsgalata a funkcionalis, kontraktilis szivizom
kialakitasaban, kiilonds tekintettel a szarkomer-szerkezetre, sejtciklusra és apoptozisra.

Munkdm soran célkitiizéseim a kovetkezok voltak:

- az rybp*’* és az rybp” szivizomtelepek kozotti morfoldgiai killonbségek elemzése

** ¢és az rybp™" szivizomsejtek kontrakcids képességének vizsgalata

- azrybp
- az rybp** és az rybp” szivizomtelepekben a szarkomer felépitésében
kulcsfontossagu, ugynevezett strukturgének analizise
- a kardialis differenciacioban, apoptozisban ¢és sejtciklusban fontos Plagll
transzkripcios faktor vizsgalata az rybp*’* és az rybp” sejtekben
+H

- az rybp*’* és az rybp™ szivizomtelepek apoptotikus képességének és sejtciklusanak

Osszehasonlitasa



4. IRODALMI ATTEKINTES
4.1 Az éssejtek

Az Ossejtek olyan sejtek, melyek korlatlan szdmu sejtosztodasra, Onmegujitasra,
mindhédrom csiravonal (ekto-, mezo- és endoderma) és az ezekbdl szarmaztatott sejtek
létrehozasara képesek. Az Ossejteknek ezen tulajdonsaga a pluripotencia. Igy 8ssejtekbdl
alakul ki példaul az Gsszes testi sejtiink. Eredetiik szerint harom csoportba sorolhatjuk az
Ossejteket: az embrionalis dssejtek (Embryonic Stem Cell; ESC) vagy masnéven
pluripotens 8ssejtek morula stadiumbo6l ¢és hodlyagesira allapotd  embriok  belsé
sejtcsomojabol (Inner Cell Mass; ICM) szarmaznak, a felnétt, multipotens éssejtek pedig
felnott szovetekbol, mint pl. vérbol és csontveldbdl nyerhetok ki. Pluripotens Ossejtek
létrehozhatok még ujraprogramozassal testi sejtekbdl, ezek az tgynevezett indukalt
pluripotens éssejtek (Induced Pluripotent Stem Cell; iPSC) [2, 3]. Ismereteink tobbsége —
beleértve az embrionalis és sziiletés utani, un. posztembrionalis szakaszt is -
egérmodellekbdl szarmazik. 1981-ben izolaltak eldszor egér embriobdl embriondlis
Ossejteket, ezzel egyiitt 1étrehoztak az elsd in vitro Gssejtvonalat [4].

Az 6ssejteket csoportosithatjuk potencialjuk alapjan: a totipotens dssejtek mind
embriondlis, mind extraembriondlis irdnyba képesek differencidlodni ¢és képesek
ivarsejteket is 1étrehozni (zigota). A pluripotens éssejtek képesek a test minden szovetét
l1étrehozni, de az extraembrionalis szoveteket nem (amnion, chorion, yolk sac, allantois)
(pl. blasztociszta bels6 sejttomege (ICM; Inner Cell Mass)). A multipotens 6ssejtek olyan
szoveti Ossejtek, amik korlatozott fejlédési képességgel birnak, tehat csak bizonyos
sejttipusok iranyaba képesek differencialodni (pL vérképzd-Ossejtek).
Unipotens/oligopotens éssejtek csak egyféle sejttipust hozhatnak (pl. neuron) létre, de
képesek a megujulasra, ami megkiilonbozteti ket a differencialodott testi sejtektdl [2].

Az Ossejtek és az Gssejtvonalak kultiraban fenntarthatok, manipulalhatok, 6nmegujitd €s
differencidcios  képességiik fennmarad. A  sejttenyésztési  koriilmények célzott
megvaltoztatasaval az &ssejteket kiilonbozd fejlédési iranyba differencialtathatjuk. Igy in
vitro noveszthetok tobbek kozott szivizomsejtek vagy neuralis haldzatok. Az dssejtek
alkalmas modellrendszert nyujtanak in vitro olyan gének vizsgalatahoz is, melyeknek

mutaciodja in vivo az éldlény letalitasahoz vezet.



4.2 A polikomb csoport és az Rybp fehérje

4.2.1 A polikomb csoport (Polycomb Group; PcG)

Az epigenetika a gének olyan o6roklodési forméjanak vizsgalata, ami nem jar egylitt az
elsédleges DNS szekvencia megvaltozasaval. Ilyen epigenetikai modositasok a DNS
metilaciok, a kromatin Gjrarendezédések €s a hiszton modifikaciok. A hisztonok kovalens
modositasai a kromatin atrendezddésén keresztiil a gének aktivalasahoz (Trithorax
(Trithorax; TrxG) transzkripciés faktor komplex végzi) vagy gatlasahoz (PcG
transzkripcidés faktor komplexek végzik) vezet. A PcG fehérjék a transzkripcios
represszorok egy konzervalt csoportja, amik a pluripotens (csiravonal-specifikus géneket
gatolnak) és differencialt allapot kozotti atkapcsoloként mitkodnek [5, 6]. A PcG
fehérjekomplexek a célgén szabalyozé szekvencidin a hisztonmodositasra kijelolt helyeken
(lizin-csoport) metilaciot vagy ubiquitinaciot inicidlnak. A PcG fehérjék kétféle fo
multiprotein komplexbe rendezédhetnek, mint a kanonikalis (altalanos) Polycomb
Repressive Complex 1 (PRC1) és Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). A PRC2
(kozponti tagok: Ezh2, Eed, Suz12) altal kozvetitett trimetildlasi 1épés utan képes bekdtni a
PRC1 (kozponti tagok: Cbx, Pcgf, Ring, Phc) a célgénhez és monoubiquitinaciot inicialni.
Tobbféle PRC1 komplexet is megkiilonboztethetiink attdl fliggéen, hogy a tagok (pl. Pcgf)
mely izoformadi (pl. Pcgfl vagy Pcgf2) alkotnak kombinéciot. Ez a rendezettség fligg a
specifikus célgéntdl, az Osszeszerelddési mechanizmustol és a fejlédési allapot-fiiggd
enzimatikus aktivitastol. A PRCI1 egy kozponti tagja, a Cbx7 a sejtek pluripotens
allapotaban van jelen, majd a kardialis differenciacio soran Chx2-re (mezodermalis
6ssejtekben) és Cbx4-re cserélédik (differencialodott szivizomsejtekben) [7, 8]. Nemrég a
kanonikalis PRC komplexeken kiviil alternativ, non-kanonikalis PRC1 komplexek
létezését is leirtak, amelyek nem igénylik a PRC2 aktivitasat a monoubiquitinaciohoz és
Cbx helyett Rybp-t tartalmaznak. Feltételezik, hogy a PRC komplexek Gsszetétele, és hogy
a PRC1-ben a Chx vagy az Rybp van jelen, szovetspecifitast hataroz meg, azonban ennek

molekularis mechanizmusa nem ismert [9].
4.2.2 Az Rybp fehérje

A vizsgalataink kozéppontjaban allé Rybp fehérje a non-kanonikalis PRC1 tagja [10, 11].
Nevét kolcsonhato partnereirdl kapta, melyek a Ringl (Ring finger protein 1) és a Yyl
(Yin and Yang 1 protein) PcG fehérjék [12]. A Ringl polikomb fehérje a PRC1 tagja, E3
ubiquitin-protein ligaz, mely DNS-koté képességgel is rendelkezik. Korabban a ringl
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egyéb rendellenességeit figyelték meg [13], de a sziv kialakuldsaban szerepe nem vizsgalt
[12, 14]. A Yyl cink-ujj transzkripcids aktivator és represszor fehérje, homozigota
mutacidja egérben embrionalis letalitast mutat a beagyazodasnal. Szerepe van a korai
kardidlis mezoderma fejlédésében. Yyl hipomorf egér modellben megfigyelték, hogy az
embrionalis fejlodés soran a Yyl elengedhetetlen a sziv embrionalis fejlédéséhez, a sejtek
bazisparbol all és a 6. kromoszoman lokalizaldédik (6E1), fehérjeterméke pedig (Rybp) 228
aminosavbol all. Emberben (Homo sapiens) homologja a harmas kromoszéman talalhato
domén talalhato. Az Rybp tgynevezett ,,moonlighting”, rendezetlen fehérje, ami annyit
jelent, hogy igen sokféle kolcsonhatasra képes kiillonbozé komplexek tagjaként, mas-mas
funkciot ellatva. Igy képes transzkripciés regulatorként funkciondlni [16] vagy hidképzd
faktorként mitkkddve kapcsolatot 1étesiteni a promoéterekben 1évé Yyl és E2f kotohelyek
kozott [17]. Hidképzé funkcioja révén képes multimerikus fehérje komplexeket
szabalyozni és azokat a megfelelé promoterekhez célba juttatni. Az Rybp in vitro képes
kolcsonhatasba 1épni kromatin-moédositd (Brgl) [18], proapoptotikus (Pro-caspase-8) [19,
20], DNS-kot6 (Yyl) és mas polikomb fehérjékkel (M33, mPc2, RinglA, RinglB) [12],
tovabba az MDM2-vel kolcsonhatva részt vesz a p53 szabalyozasaban [21]. Az rybp a
tumorbiologidban is egyre ndvekvo szereppel bir: j potencialis biomarker hepatocellularis
karcinomaban (Hepatocellular Carcinome; HCC), ugyanis az rybp szintje csokkent a HCC-

s betegeknél, megemelkedett szintje pedig érzékenyit a kemoterapias kezelésre [22].
4.3 Az rybp szerepe in vivo

Csoportunk korabban kimutatta, hogy az rybp homozigéta null mutans (rybp™) egerek nem
életképesek, a fenotipus korai embriondlis letélis. Rybp heterozigéta mutans (rybp*")
egerek esetében pedig részlegesen atadodo letalitast figyeltiink meg: az embriok egy része
a velScsé-zarodasi rendellenességek kovetkeztében elpusztult. Az rybp* egereknél
tovabba megfigyelhetd a nyitott koponyateté (exenkefalia), a retina zarddasi
rendellenessége (koloboma) [23], az eld- és kozépagy hiperproliferacioja és a
holoprozenkefalia (amikor az embrionalis fejlodés soran az eldagy nem osztodik ketté).
Kiméra allatokban (rybp** és rybp” sejtek keverékébdl allo allatok) az Rybp deficiens

sejtek jelenléte a heterozigédta allatokhoz hasonld fenotipusos jellegeket eredményezett



[24]. Részint az rybp” egerek beagyazodas koriili embriondlis letalitisa miatt valt
szlikségessé az altalunk hasznalt in vitro dssejtes modellrendszer alkalmazasa, hiszen a
korai letalitas megakadalyozta az rybp-nek a beagyazodast koveté folyamatokban, igy pl. a

sziv kialakulasaban betoltott szerepének vizsgalatat.

4.4 Az in vitro kardialis differenciacio modszerei

N A A VT T T A I S S R T N T T o

Munkam soran az rybp
végeztem el. A modszer alapja, hogy az Ossejtekbdl ugynevezett embriondlis testeket
(Embryoid Body; EB) formalunk. Az EB-k 0Ossejtaggregatumok, amik mimikaljak az
embrionalis fejlddés korai stadiumat €s benniik mindharom csiravonal kialakul (ektoderma,
endoderma, mezoderma).

Az EB képzéshez leggvakrabban alkalmazott modszerek:

1. Szuszpenzios technika: a kisérlet soran az &ssejteket meghatdrozott sejtszamban
differencidcios tapoldatba helyezik olyan sejttenyésztd edénybe, ahol letapadasuk
gatolt. A sejtek aggregalodnak és szabad szemmel is lathatd, de valtozatos formaju és
valtozatos méretii EB-ket képeznek. A mddszer eldnye hogy nem igényel bonyolult
technikai felkésziiltséget.

2. Fiiggdcseppes technika (Hanging Drop; HD): az Ossejteket a sejtszam meghatarozas
utan (50 sejt/ pl) cseppenként kell elhelyezni sejttenyészté edény fedelébe. A sejtek két
napig fiiggdcseppekként aggregdlodnak és morfologiailag egységesebb (gdmbszeril)
EB-ket képeznek. Magasabb szintii technikai tudast és tréninget igényel kivitelezése a
szuszpenzios modszerhez képest.

3. Slow Turning Lateral Vessel (STLV) technika: az dssejteket tartalmazo szuszpenzi6 egy
rotacios késziilékben kering, ami minimalis nyirder6t €és optimalis tenyésztési
koriilményeket biztosit az EB képzés szamara. A rendszer automatizalhatod
(gyogyszeripari  alkalmazasoknal el6nyds), gyakorlatilag egyforma EB-ket

eredményez, azonban koltséges.
4.5 A proliferacio, a sejtciklus és az apoptozis jelentosége a szivfejlodésben

A proliferacio a sejtnovekedés ¢és osztodds kovetkeztében 1étrejovo sejtszambeli
novekedés, amely a differencidcioval dsszehangoltan, a sejtcikluson keresztiil szabalyozva
megy végbe. A szivizomsejtek proliferdcidja meghatdrozza a sziv fejlodését ¢és

regeneracids képességét. A szivizomsejtek novekedési mintdzata kapcsolatban all a sziv



formalodasaval, méretével és funkcigjaval. A sejtciklus az eukariota sejtek szigortan
szabalyozott folyamata. A sejtciklusnak két f6 fazisa van, ami az interfazis (I) €s a mit6zis
(M). Az interfazison beliil megkiilonbdztetiink nyugalmi allapotot (GO; gap0), ndvekedési
szakaszokat (G1 és G2; gapl ¢és 2) és a DNS duplikalodas fazisat (S; synthesis). A
sejtciklus f6 szabalyozoi a ciklinek, ciklin-dependens kinazok és ezek regulatorai (pl. p53)
[25]. Az &ssejtek rovid Gl fazissal rendelkeznek €s leginkabb a sejtciklus S fazisaban
tartozkodnak, majd a differencidlodas soran a sejtek a G1 fazisba vagy GO fazisba
keriilnek. Sziiletés utan a szivizomsejtek irreverzibilisen kilépnek a sejtciklusbol.
Emldsokben a szivizomsejtek ezen tulajdonsaga miatt a kardialis regeneracio limitalt [26].
Az apoptézis a tobbsejtli ¢l6lényekre jellemzd programozott sejthaladl egyik forméja. Az
apoptozis természetes valaszreakcio a ,,suicide” (6ngyilkos) szignalokra vagy a ,,survival”
(taléld) szignalok hianyara, tovabba elengedhetetlen az egyedfejlddés mechanizmusaban
(szervek, testrészek kialakitasa) és az immunrendszer mitkodésében [27]. Ha az apoptdzis
és/vagy a proliferacio folyamata sériil, az korlatlan sejtosztodashoz, azaz tumorok
képzddéséhez vezethet [28, 29]. Az apoptdzis a sziv koordinalt fejlédéséhez is sziikséges.
Fokalis (helyhez kotott) apoptoézis zajlik le az embriondlis kidramlasi traktus, a
szivbillentylik, a vezetési rendszer és a fejlodé koszortiér rendszer esetében [30]. A
sziiletés utani koordinalatlan apoptdzis azonban a sziv rendellenes miikodéséhez vezet. A
szivelégtelenség adodhat a szivizomsejt mechanikai tulajdonsdgainak defektusabol
(szerzett vagy Oroklott), a szivizomsejteket koriilvevd extracellularis matrix (ECM)
rendellenességeibdl vagy olyan defektusokbol, amik a sejt tulélését érintik [31]. A DNS
fragmentacioja és kaszpaz-3 (Caspase-3; apoptozis marker) aktivitisa magasabb volt azon
beteg emberektdl szdrmazd szivizomsejtekben, akik szivelégtelenségben szenvedtek, mint

azokban, akik hirtelen szivhalalban hunytak el [32].
4.6 Az emlos sziv és a szarkomer kialakulasa, felépitése

Az egyedfejlodés soran a sziv a mezodermabol alakul ki. A kezdeti multipotens progenitor
sejtekb6l kamrai és pitvari szivizomsejtek, fibroblaszt-, endokardialis- és epikardialis-
sejtek, a vezetd rendszer sejtjei (sinoatrial csomo, atrioventricular csomo, Purkinje rostok),
az aorta és az artéria simaizomsejtjei €s az autonom idegrendszer sejtjei jonnek létre. A
sziv normal fejlédéséhez, a differenciacidhoz és éréshez szivspecifikus génexpressziok
sziikségesek, ezek mutacioja szivfejlédési rendellenességekhez vezet (pl. Brachyury (T)

mezoderma marker; Isletl multipotens kardialis progenitor marker; Nkx2-5 korai



differenciaciés marker) [33]. Korabban kimutattuk, hogy Rybp hianyaban az Isletl
expresszidja lecsokkent és emellett tobb, a szivizom-irdnyt differencidcio késébbi
pontjaiban jelentds marker (pl. Tnnt2, Tnni3 stb.) szintje is eltéréseket mutatott [1]. Az
Ossejtek kivaldo modellrendszert nytjtanak a szivizom és a szarkomer vizsgalatahoz in
vitro, tobbek kozott jol meghatarozhatd benniik egy fehérje fejlodésbiologiai szerepe is.

Mar a sziv kialakulasanak elején megkezdddik a szarkomer szerkezeti komponenseinek
expresszioja. A szarkomer a sziv- és a vazizom legkisebb funkcionalis egysége, ami
esszencialis @ mechanikus eré generaldsaban és tovabbadasaban. A szarkomerek egymas
utani rendezOdése hozza létre a myofibrillumokat, amik egy hosszanti tengely mentén
mentén képzik az orsd alaku szivizomsejtet. A szivizomsejtek végkapcsold struktirakkal
kapcsolodnak ossze (discus intercalaris) és funkcionalis szinciciumot alkotnak. Egy
szivizomsejtnek  egy, maximum kettd sejtmagja van. A  myofibrillumokat
myofilamentumok épitik fel (vékonyabb (6-9 nm vastag) féként aktinbol, vastagabb (12-15
nm vastag) foként miozinbodl), amik periodikus ismétlése adja a harantcsikolatot. A
szarkomer felépitését tekintve ,,csikokra” bonthaté, melyekben a szerkezeti fehérjék
szisztematikusan rendezOdnek, szerkezeti allandosagaért a struktirgének feleldsek (1.
abra). Egy szarkomerikus egység (2,2-2,5 um hosszi) hatarat a Z-lemez alkotja, egyben ez
kapcsolja Ossze a szomszédos egységeket. A Z-lemezt az I-csik veszi koriil, ami csak
aktin-filamentekbdl all. Az A-csikot aktin és miozin filamentek épitik fel, a H-csikot pedig
csak miozin filamentek. Az M-csik a szarkomer kozépvonala. A szivizom-Sejtek
kontrakcidja az aktin filamentumok ¢és a miozin filamentumok koordinalt egymason
torténd elcsuszasan alapszik, ATP-fliggd modon [34]. Ha a fehérjék szintézise, mikodése,
degradécioja vagy lokalizécioja eltér, az a szivizom elégtelen miikodéséhez vezethet

(kardiomiopatiak és velesziiletett szivbetegségek (Congenital Heart Defect; CHD)) [35].
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1. abra: A szarkomer felépitése, a fobb régiok és alkotok megnevezésével (sajat illusztracio)



4.7 Az altalunk vizsgalt szarkomer szerkezeti elemek jellemzése

A kisérleteink soran olyan géneket és roluk képzédé fehérjéket vizsgaltunk, amik a
szarkomer egyes funkcionalis egységében nagy jelentéséggel birnak (1. dbra, 2. dbra).

A miozin motor fehérje, f6 funkcidi az energia tovabbitasa és az erd generalasa. 270-350
miozinmolekula alkotja a vastag filamentumot, ami a szarkomer A-csikjanak felel meg,
kozepén az M-csikkal, ami a miozinok harantkapcsolatai miatt s6tétebb szinezetl (1. dbra,
2. abra). A vastag filamentumok bipolarisak, csticsi résziikkel a Z-vonal felé tekintenek. A
miozinok két f6 osztalyba sorolhatéak, amik a hagyomdanyos kétfejii miozinok és a nem
hagyoményos egyfejii miozinok. Az altalunk vizsgalt szarkomerikus miozin a kétfejli
miozinok csoportjdba sorolhat6. Felépitésiiket tekintve hexamer fehérjék (520 kDa): két
miozin-nehézlancb6l (Myosin Heavy Chain; MHC, pl. myh6, myh7) és négy miozin-
konnytlancbol (Myosin Light Chain; MLC, pl. myl7) épiilnek fel. Az MHC-k a miozin C-
terminalisan dimerizalodva alkotjak a farki régiot, ami felel a miozin szarkomeren beliili
rendezettségéért (pl. titinnel kdlcsonhatva) és az aktinnal vald kapcsolatért. A miozin N-
terminalisan az MHC-K ketté globularis fejet alakitanak ki, ami tartalmazza az MLC-K, az
ATP, az aktin és a kétértéki kationok kotdhelyeit, amik sziikségesek a motorikus funkcid
betoltéséhez. A MYH6 (myosin, heavy polypeptide 6, cardiac muscle, alpha, aMHC) a
szivtejlédés sordn a pitvarokban nagy mértékben, kisebb mértékben pedig a kamrakban
expresszalodik, majd a felndtt szivpitvarban dominans marad. A ragcsalokban
embrionalisan a pitvarban magasabb a Myh6 expresszid, felnbtt szivben viszont mind a
kamraban, mind a pitvarban ez a dominans nehézlanc izoforma. Az aMHC volt az els6
defektusokkal (Atrial Septal Defect; ASD), kamrai septum defektusokkal (Ventricular
Septal Defect; VSD) és persistens truncus arteriosus-szal (PTA). Homozigota mutacioja
egérben embrionalis letdlis, heterozigota mutacidja abnormalis szivfunkcidhoz és
szarkomer szerkezethez vezet. A MYH7 (myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle,
kardiomiopatiaban, ASD-ben, VSD-ben és Epstein anomaliaban (tricuspidalis billentyti
hibaja). Delécios fenotipusat egérben még nem irtak le [36].

A vékony filamentet két egymdas koré csavarodd aktin lanc alkotja, az ezek kozotti
barazdaba fekszik a tropomiozin (tpm, Tm) (1. dbra, 2. dbra), amihez a harom
alegységb6l 4llo troponin komplex kapcsolodik. Ezaltal a Tm a Ca®*-szabalyozta

kontrakcio egyik kozvetitéje. A Tm-nek egérben négy izoformaja ismert, ezek az a-Tm
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(tpml), B-Tm (tpm2), y-Tm (tpm3), 6-Tm (tpm4) [37]. A szivspecifikus Tm egy ao-Tm
homodimer [38], de nemrég a tpm4 szerepét is kimutattak a szarkomer kialakitasaban [37].
Embrionalis korban az a-Tm és a B-Tm expresszalodik a szivben, majd a sziiletés utan a [3-
kardiomiopatiaban (familial hypertrophic cardiomyopathy (FHC)) ¢és dilatativ
kardiomiopatiaban (dilated cardiomyopathy (DCM)) [38].

A szivizomsejtek Osszehuzodasat a Tm szalon elhelyezked6 kardialis troponin (cTn)
komplex (2. abra) szabalyozza, ami a vékony és vastag filamentumok kozotti kotés
kialakulasat teszi lehetévé Ca?" megkotése utan. A ¢Tn komplex harom alegységbdl 4ll. A
kardidlis troponin C (tnncl, cTnC) (2. dbra) a Ca®*-kotd alegység, a kardidlis troponin I
(tnni3, cTnl) (2. dbra) egy gatlé alegység, ami az aktin és a cTnC kozotti Ca?
koncentracio fliggd valaszban vesz részt, tovabba a kardialis troponin T (tnnt2, cTnT) (2.
dbra), ami az egész cTn komplexet a Tm-hez koti. Az aktin-miozin kapcsolodasa gatolt a
cTnl altal, ha a ¢cTnC-hez nem kot Ca?* [39, 40]. cTnT-deficiens (tnncl”) egerekben a
vékony ¢és vastag filamentumok nem szerelddtek Ossze szarkomerré, az egerek korai
embriondlis letalitaist mutattak, a cTnl pedig disszocidlt a Tn komplexrdl. A Ca?*-
tranziensek nem sériiltek, ami azt bizonyitja, hogy €z a cTnT-nek egy szerkezettdl
fiiggetlen funkcidja. A heterozigdta mutans (tnncl*") egerek nem mutattak abnormalitast a
sziv fejlédésében [41]. A TNNC1 mutacidja emberben hipertrofias kardiomiopatiahoz
(HCM) vezetett [42]. A cTnl foszfoprotein hidnyaban az egerek normal teststllyal és
egészseges szivvel jonnek vildgra egy magzati Tnl izoformanak (slow skeletal troponin I)
koszonhetden, ami kompenzalja a c¢Tnl hidnyat. Ennek az izoformadnak azonban az
expresszidja lecsokken a sziiletés utani 15. naptdl ami az egerekben akut
szivelégtelenséghez vezetett és igy azok a 18. napon elpusztultak. Ez a ¢Tnl normal
szivfunkcioban ¢és talélésben jatszott szerepét bizonyitja. Ezen egerek kamrai
szivizomsejtjeiben a szarkomerek rovebbek voltak és csokkent a Ca?* érzékenység. A
modosult cTnl emberben szdmos szivbetegségben kimutathatd volt: kabult (,,stunned”)
myocardiumban, iszkémias, infarktusos szivben és akut koronarias szindromakban [43],
tovabba restriktiv kardiomiopatiakban (RCM) [44].

A vastag filamentumok szabdlyos elrendezddésében ¢€s kihorgonyzasaban résztvevd M-
csik legjelentésebb komponense a miomezin (myoml, Myom, szkelemin) (1. dbra, 2.
abra). A Myom ¢és egy M-protein nevil fehérje a miozin filamentek kdzéppontjaba és a
titin C-terminusaba kot. Kontrakci6 alatt segit a vastag filamentek szerkezeti integritasanak

meglrzésében ¢€s segit a titinnek ,,talélni” a mikodd izomban 1étrejové erd
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egyenetlenségeket Ugy, hogy a miomezin antiparallel dimerei a kontrakcio alatt
megnyulnak. A Myom ¢és a titin izoformai 0sszehangoltan alakulnak a sziv fejlodése alatt
[45]. Egérben indirekt myoml knock-outot végeztek a miomezin génjét aktivalo Mef2c
transzkripcids faktor deletalasaval, ami a szarkomer dezorganizacidjahoz vezetett [46].
Emberben a MYOM1 mutaciojat HCM-ben mutattak ki [47].

A titin (ttn, Ttn, konnektin) a szarkomer o6rias fehérjéje (~3000 kDa) (1. dbra, 2. abra),
molekularis rugdként szolgal az izom plasztikus elaszticitasaban. A Z-lemezt az M-csikhoz
kapcsolja, szerepet jatszik az erbatvitelben és fenntart egy nyugalmi fesziiltséget az 1
régioban. Hozzajarul az izom passziv merevségéhez a szarkomerhossz megvaltozasanak
korlatozasaval. Szivben specifikus izoformai (felnétt N2B, felnétt N2B-A, magzati FCT)
alternativ splicing-gal alakulnak ki [48]. A TTN mutacidja olyan betegségekhez kothetd
emberben, mint az 6rokletes DCM és a HCM [49]. A DCM-ben a Ttn Z-lemezben alpha-
aktininhoz és T-cap-hez (telethonin) valo kot6dési affinitasa lecsokkent [50]. Egér
modellben a ttn M-csikbeli exonjainak (MEx1, MEx2) deletalasaval az A-csik
rendezettsége nem sériilt, de az M-csiké igen [51]. Feltételezik, hogy a nem-mutalodott ttn
képes kompenzalni a mutaciot szenvedett részek feladatat, azonban az 6regedés és a stressz
hatasara gyakran manifesztalodik a DCM [52, 53].

Az alpha-aktinin 2 (actn2, Actn2) egy alpha-aktinin izoforma, amely vaz- és szivizomban
termelddik. Feladata az aktin vékony filamentek és a Ttn kihorgonyzasa a Z-lemezhez. Az
alpha-aktininek a spektrin géncsaladba tartoznak, amelyek aktin-kotd citoszkeletalis
fehérjéket kodolnak [54]. Az Actn2 keresztkoti az aktin és Ttn molekulakat, ezzel
Osszekoti a Z-lemezen keresztiil a szomszédos szarkomereket [55, 56]. Emellett az Actn 2
a Z-lemezeken jelatvivd molekulakat dokkol és szerepet jatszik kardialis ioncsatornak
kotésében (pl. Kyl1.5) [57]. Az ACTN2 mutacidja kapcsolatban all HCM-mel [58], DCM-
mel ¢és endokardialis fibroelasztozissal [59]. Az Actn-koété és  szarkomer-
Osszeszerelddésben esszencidlis izom LIM fehérje (Muscle LIM Protein; MLP) mutécidja
az egerekben DCM-hez és szivelégtelenséghez vezetett [59].

A dezmin (des, Des) intermedier filamentum a harantcsikolt izmokban, mely a Z-lemezek
koriil komplexet alkot, ezzel az extra-szarkomerikus citoszkeleton fontos alkotoeleme (2.
abra). A monomer Des kozpontjat négy a-helikalis domén alkotja, melyek pontmutacidja
polimerizacios defektushoz vezet [60]. A Des hianya a Z-lemezek koriil 6sszefliggésben all
a Ttn elhelyezkedésének megvaltozasaval [61]. Ragesalokban HCM és kamrai dilatacio
alakul ki szisztolés diszfunkcioval Des hianyaban [62]. Emberben tultermelédése is

szivelégtelenséghez vezet [63]. A DES mutacioit kapcsolatba hoztak restriktiv és idiopatias
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kardiomiopatiaval [64, 65], aritmogén jobb kamrai kardiomiopatiaval (ARVC) [66, 67],
tovabba hirtelen szivhalallal [68].

Az aktinfilamentumok hossza meghatdrozott minden egyes szarkomerben. Az
aktinfilamentumok megfelelé hosszisaganak kialakitasaért a nebulin (neb, Neb) felel6s,
ami atéri az aktinfilamentum teljes hosszat és iigynevezett molekuléris templatként szolgal
annak kialakulasakor (1. dbra, 2. dbra). A Neb a szivben heterogén modon, a pitvari
szivizomsejtek ~50%-aban termelddik, mig a kamrai szivizomsejtekben csak alacsony
szazalékban [69, 70]. Emberben késdi megjelenésti drokletes kardiomiopatiaban a Neb, a
Ttn és az Actn defektusait figyelték meg és egyben ez volt az elsé leirt Neb-nal
kapcsolatos kardialis diszfunkcio [71].

A szarkoplazmatikus retikulum (SR) az izom endoplazmatikus retikuluma, Ca?*-t raktaroz
és esszencialis a normal izommiikodéshez. A szarkalumenin (srl, Sar) egy Ca?"-kotd
fehérje az SR-ben (2. dbra), szerepet jatszik a Ca?* tarolasaban és segiti a Ca*-pumpa
fehérjéket. A Sar kapcsolatban 4ll a Ca?*-ATPaz 2a-val (Serca2a) [72, 73]. A Sar-Knock
Out (SarkKO) fiatal egerekben enyhe Ca?* tranziens rendellenesség és szivmiikodési
elégtelenség 1épett fel [72]. A SarKO-egerek thlterheléses tréningeltetése progressziv
szivelégtelenséghez vezetett [74].
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2. abra: A félszarkomerikus struktara abrazolasa, az altalunk vizsgalt komponensek megjelolésével
(sajat illusztréacio)
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4.8 A Plagll, mint a kardialis differenciacio esszencialis szabalyozdja

A sziv fejlédése konzervalt transzkripcios faktorok altal szabalyozott, de a pontos
mechanizmus még feltaratlan. Szamos faktor, mint a Gata4, Mef2c (Myocyte Enhancer
Factor), Srf (Serum Response Factor), Tbx5 és Nkx2-5 expresszalodnak a szivben és
kooperativan részt vesznek annak kialakitdsdban. Egér embriondlis Jssejtekbdl
differencialtatott szivizomsejtekben a Plagll magas szintli kardialis expressziojat figyelték
meg [75]. A plagll egy paternalisan expresszalodo imprinted gén, aminek kiemelten fontos
szerepe van az egér embrionalis fejlédésében [75-80]. Az imprinting egy epigenetikai
jelenség, amikoris az egyik sziil6tl szarmazo allél imprinted, azaz expresszidja gatolt
(hipermetilalt), a masik sziil6tél szarmazé allél pedig expresszidsan aktiv. Az imprinting
folyamata fontos az emlésok fejlodésben, de a szivfejlodésben betdltott szerepe jelenleg
még ismeretlen [75]. A Plagll fehérje cink-ujj doménnel rendelkezik, els6ként az
apoptozisban [81] és a sejtciklus-szabalyozasban [78] betoltott szerepét irtak le, anti-
proliferacios és tumorszupresszor aktivitasa révén [82]. Egér szivben a 8.5 embrionalis
naptol egészen felnbttkorig magas expressziot mutat. A Plagll az Atrial Natriuretic Factor
(ANF; nppa (natriuretic peptide A) szivizomsejtek altal szekretalt fehérje hormon, a kamra
myocardium fejlodés markere [83]) promoéteréhez kozvetleniil kot. A Plagll és az Nkx2-5
kolesonhato partnerek, az ANF promoteren egymadssal szomszédos helyen kotnek és
aktivaljak a génexpressziot. Az nkx2-5 null mutdns (nkx2.57) egerekben a Plagll csokkent
szintjét mutattak ki. Megfigyelték, hogy a Plagll az egér szivben a 8.5 embrionalis naptol
az Actn-nel a sziv hasonlo teriiletein kolokalizalodik in vivo, ugyanakkor expresszidja
extenzivebb a szivcsdben a dorzalis mesenchymanal. A Plagll kamrai myocardiumban
valé erds expresszidja mellett szintje az atrioventricularis myocardiumban lecsokkent. A
plagll inaktivacioja (paternalisan mutans heterozigota utdéd egérben) sériilt embrionalis
szivfejlodéshez és a kamrai és myofilament gének csokkent expresszidjahoz vezetett. A
plagll heterozigéta mutans (plagl*”) egereknél, az rybp*" egerekhez hasonléan,
veldcsdzarddasi rendellenességek alakultak ki és ezek az egerek részlegesen atadodo
embrionalis letalitast mutattak (17.5 nap el6tt), emellett jellemzdek voltak a szeptalis
defektusok, a vékony ventralis fal és az apoptdzis megemelkedett szintje a szivben [75].
Csoportunk korabban kimutatta, hogy Rybp hianyaban a plagll gén teljes deficienciat
mutat mind kardialis (Ujhelly et al 2015), mind neuralis kultaraban (Kovacs et al 2016). Ez
a tény, és hogy az rybp és plagll mutans egerek hasonld fenotipusos jellegeket mutatnak

vezetett minket a Plagll tovabbi elemzéséhez az rybp dozis fliggvényében [24, 75, 76].

14



5. ANYAGOK ES MODSZEREK
5.1 Anyagok

5.1.1 Ossejtvonalak

R1 (rybp*’™*) [84]: 3,5 napos blasztociszta stadiumban 1év6 egér embrid (129/Sv x 129/Sv-
CP) bels6 sejttomegébdl (Inner Cell Mass; ICM) izolalt embrionalis dssejtvonal. Az rybp
gén a vad tipusut sejtekben 6t exonbol all, amibdl az utolsé harom exon altal kodolt szakasz
felelés a fehérjékkel valo legtobb kolcsonhatasért (pl. RinglB, Yyl). Kisérleteinkben

referencia/ kontrol sejtvonalként alkalmaztuk (3. dbra: A).

D11 (rybp™) [24]: Rybp termelésére képtelen, homozigdta null mutéans Ossejtvonal,
melyben az rybp gén a harmadik exontol kezdédéen (a gén elsé 58 aminosava valtozatlan)
egy EYFP-t (Enhanced Yellow Fluorescent Protein) és egy neomycint hordoz6 kazettat

tartalmaz (in frame). Géntargetalassal lett eldallitva az R1 éssejtvonalbol (3. dbra: B).

A Wbp+/+
ex1 ex2 ex3 ex4 ex 5
s /— - N
/— IR R
B rbp”
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5 /— R 7 3
+— - T T 4

+/+

3. dbra: Alkalmazott &ssejtvonalak: vad tipust (rybp™*) (A) és null mutans (rybp™) (B) (ex: exon;
EYFP: Enhanced Yellow Fluorescent Protein; Neo: neomycin rezisztencia gén; »: loxP hely)

5.1.2. Felhasznalt tapoldatok

Sejttenyésztd tapoldatok

Nem-0ssejtes tapoldat:
e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM with 4.5 g/l glucose with L-
glutamine, Cat. BE12-604F, Lonza)
e 10% (vol/vol) Savo (Heat Inactivated FBS, Cat: 10500, Gibco Life Technologies)
e 50 U/mL Penicillin-Streptomycin (Cat. 15140-122, Gibco by Life Technologies)
e 1% Sodium Pyruvate (100mM) (Cat. 11360-070, Gibco by Life Technologies)
o 1% L-Glutamine (200mM) (Cat. 25030-081, Gibco by Life Technologies)
e 1% MEM Nonessential Amino Acids (100X) (Cat. 25-025-CIR, Corning)
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DMEM-LIF (differencidltato) tapoldat:

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM (1X) + GlutaMAX™-|, Cat. 31966-

021, Gibco by Life Technologies)

e 15% (vol/vol) Savo (Fetal Bovine Serum, Cat. 35-015-CV, Corning Mediatech)

e 50 U/mL Penicillin-Streptomycin (Cat. 15140-122, Gibco by Life Technologies)

e 1% Sodium Pyruvate (100mM) (Cat. 11360-070, Gibco by Life Technologies)

e 1% L-Glutamine (200mM) (Cat. 25030-081, Gibco by Life Technologies)

e 1% MEM Nonessential Amino Acids (100X) (Cat. 25-025-CIR, Corning)

e 0,1 mM 2-Mercaptoethanol (Cat. 31350-010, Gibco by Life Technologies)
DMEM-LIF (6ssejtes) tapoldat:

e DMEM-LIF ES tapoldat

e 1000 U/mL Leukemia Inhibitory Factor (ESGRO LIF, Cat. ESG1106, Chemicon)

5.2 Modszerek

5.2.1 Az Gssejtek in vitro fenntartasa és szaporitasa

Az Ossejtek tigynevezett ,,feeder”, taplalo sejtrétegre keriiltek olvasztasra. Feeder rétegként
mitomicin C (Mitomycin C from Streptomyces caespitosus, Cat. M4287, Sigma) kezelt
egér embrionalis fibroblaszt sejteket (Mouse Embryonic Fibroblast; MEF) alkalmaztunk. A
MEF sejtek olvasztdsa nem-Ossejtes tdpoldatba tortént. Az R1 és az ebbdl szdrmaztatott
sejtvonalak sajatsdga, hogy a késObbi transzferdldsok (passzalasok) alkalmaval nem
igényelnek taplalo réteget, ezért olvasztast kovetden az R1 sejtvonalat (€s szarmazékait)
0,1%-o0s zselatinra (0,1% gelatin (Cat. 9391, Sigma) dH>0O-ban) passzaltuk [84]. A sejtek
DMEM-+LIF tapoldatban voltak fenntartva. Az 6ssejtek kétnaponta keriiltek passzalasra,
amikor sejtstirtiségilik (konfluencia) elérte a 70%-ot. Passzalas alkalmaval a sejttenyészet
felszinét DPBS-sel (DPBS (1X) Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Cat. 14190-094,
Gibco by Life Technologies) mostuk, majd Tripszin-EDTA-ban (Trypsin-EDTA (1X), Cat.
L15-004, PAA) 37°C-on két percig inkubaltuk, mig egysejtes (,,single cell”) szuszpenziot
képeztek. 60 mm-es sejttenyésztd csészében (Cat. 430166, Corning) 0,8x10°, 100 mm-es
csészében (Cat. 430167, Corning) 2,2x10° sejtszammal inditottunk. A  sejteket
inkubatorban (37°C, 5% CO2) novesztettiik. Az Ossejteken minden nap tapoldatot

cseréltiink.
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Fligedesepp képzés

A kisérletet 2x10° sejtszammal inditottuk. A letapadt sejteket DPBS-sel mostuk, majd
tripszines emésztéssel és szuszpendalassal egysejtes kultirat hoztunk létre. A
sejtszuszpenzidt centrifugaltuk (1000 rpm, 3 perc), majd a feliiluszot DMEM-LIF
tapoldatra cseréltilk. A sejtszamot Biirker-kamraban (0.0025 mm2, depth 0.1 mm,
Marienfeld, Germany) allapitottuk meg, majd a sejtszuszpenziot 50 sejt/ ul koncentraciora
higitottuk. 50 db cseppet helyeztiink a higitott sejtszuszpenziobol (20 ul/ csepp) 100 mm
atmér6ji bakteriologiai csésze (Cat. 663102, Greiner) felforditott tetejébe. A tetdt ezutan
DPBS-t tartalmazo csésze aljara forditottuk. A sejteket két napon keresztiil inkubatorban
(37°C, 5% COz2) aggregaltattuk.

Az embrionalis testek letapasztasa

Immuncitokémiahoz két nap utan az EB-ket 6tosével zselatinnal feliiletkezelt fed6lemezre
(Cat. CS2222100, Menzel) tapasztottuk és a fed6lemezeket 35 mm-es csészékbe (Cat.
627160, Greiner) helyeztiik. FACS és RNS-izolalas céljabol az EB-ket feddlemez nélkiili,
zselatinozott 60 mm-es sejttenyésztd csészékbe tapasztottuk le 50 EB/ csésze
mennyiségben. A letapasztott EB-ken kétnaponta cseréltink DMEM-LIF tapoldatot 28
napon keresztiil. A kardialis differenciacié soran a kovetkezd idépontokban vettiink
mintakat a tovabbi vizsgalatokhoz: 0. nap (Ossejt-allapot), 2. nap (EB-k), 7. nap (Korali
kardialis differenciacios allapot), 14. nap (innentdl kései kardialis differenciacios allapot),

21. nap, 28. nap (4. dbra). A kardialis differenciaciohoz nem végeztiink indukciot.

EB képzés fiiggGeseppes EB-k szivizomtelepek
modszerrel —> letapasztdsa —> novesztése
T
A 7

idévonal | | | | | | |

(nap) | | | | | | |

2 7 12 14 21 28

allapot  6ssejt  EB korai kardialis — keései kardialis differenciacios allapot

differenciacios allapot

Mintavételezés és iddpontok:

» Morfologiai elemzés: 7., 14., 21., 28. nap

» Fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas (FACS): 0.,2., 7., 14., 21., 28, nap

+ Kvantitativ valos idejli polimeraz ldncreakcié (QRT-PCR): 0., 2., 7. és14. nap
» Immuncitokémia (Immunocytochemistry: ICC): 7., 14., 21., 28. nap

= Ca? tranziens és sejtkontraktilitds mérés: 12. nap

4. abra: A kardialis differenciacié idovonala a mintavételi idopontok felsorolasaval
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5.2.3 A sejtkulturak fixalasa és immuncitokémia

A sejtkultarak fixalasa

A sejteket kétszer mostuk DPBS-sel (DPBS (10X) [+CaCl2][+MgCl2], Cat. 14080-048,
Gibco by Life Technologies dH.O-ban 1x-esre higitva), majd 20 percen at 4%-0s
paraformaldehid (4% PFA) (Paraformaldehyde, Cat. P-6148, Sigma) oldatban fixaltuk
4°C-on. A 4% PFA eltavolitasa utan a sejteket haromszor mostuk DPBS-sel. A sejteket

ezutan kozvetleniil felhasznaltuk vagy DPBS-ben 4°C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

Immuncitokémia (Immunocytochemistry; ICC)

A fixalt sejtkulturakat [+CaCl2][+MgCl2]-tartalmu DPBS-sel mostuk, majd a sejtmembran
permeabilizalasanak céljabol 0,2% Triton®X-100 (Cat. T8787, Sigma) tartalmi DPBS-ben
20 percen keresztiil inkubdltuk szobahdn. A permeabilizalast kdvetden a sejteket 0,5%
BSA-t tartalmazé DPBS-ben (blokkold puffer) blokkoltuk egy oran keresztiil, szobahdn.
Az elsédleges antitestet (/. tdbldzat) a megfelelé koncentracioban alkalmazva blokkolo
pufferben higitottuk és ebben a sejteket egy éjszakan at, 4°C-on inkubaltuk. Masnap a
mintakat szobah6n 6tszor 10 percig DPBS-sel mostuk, majd egy oran at blokkoltuk.
Ezutan a masodlagos ellenanyagokat (2. tdbldzat) a megfelelé koncentracioban blokkold
pufferben higitottuk és ezzel a sejteket egy oOran keresztiil, 4°C-on inkubaltuk fénytol
védett helyen. Ezt kdvetéen a mintdkat haromszor 10 percig mostuk szobahén, majd 20
percig inkubaltuk DAPI-val (4°,6-diamidino-2-phenylindole (sejtmag-fest6), Cat. H-1200,
Vector Laboratories). Ezutan a mintakat kétszer mostuk. A fedélemezeket 50% glicerol
(50% glycerol, Cat. G-9012, Sigma dH2>0-ban) oldatban fedtiik le. Az ICC segitségével az
apoptozis fazisaban 1év0 sejteket és a Plagll-t vizsgaltuk, tovabba a szarkomer-
struktargének fehérje szintli kifejezddését, illetve annak mintdzatat tanulmanyoztuk. A
festodott sejteket konfokalis mikroszkop segitségével elemeztiikk (Olympus Confocal; IX
81 mikroszkop; FV100). A jeleket Image J szoftverrel kvantitaltuk (intenzitas analizis).

Fehérje neve Ellenanyag Gyarté Kat. szam | Higitas ‘
Aktiv kaszpaz 3 Cleaved Caspase-3 (Aspl75) Cell Signaling 9661 1:400
BrduU Anti-BrdU BD Pharmingen |555627 1:100
Plagll Zacl antibody (M-300) Santa Cruz sc-33812 1:1000
Kardialis troponin T | Anti-cardiac Troponin T [1C11] Abcam ab8295 1:2000
Kardialis troponin I | Anti-cardiac Troponin | DSHB TI-1 1:200
Tropomiozin Anti-Tropomyosin BABRAHAM BT-GB-141 |1:400
Miozin Anti-Myosin-sarcomere DSHB MF20 1:200
Miomezin Anti-mMac Myomesin DSHB B4 1:10
Titin Anti-Titin DSHB 9D10 1:200

1. tablazat: A kisérleteink soran alkalmazott els6dleges ellenanyagok
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Kat.
szam
Alexa Fluor® 647 Donkey-anti-Mouse 1gG (H+L) Antibody | Invitrogen | A-31571 |1:1000

Masodlagos ellenanyag Gyarté Higitas

Alexa Fluor® 568 Donkey anti-Mouse 1gG (H+L) Antibody | Invitrogen | A-10037 | 1:2000
Alexa Fluor® 647 Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Antibody Invitrogen | A-21244 | 1:2000

Alexa Fluor® 546 Goat anti-Rat 1gG (H+L) Antibody Invitrogen | A-11081 | 1:600
2. tablazat: A kisérleteink soran alkalmazott masodlagos ellenanyagok

5.2.4 Morfologiai analizis

A morfoldgiai analizis soran dsszehasonlitottuk az rybp*’* és az rybp™ telepek méretét, a
sejtek relativ stiriségét €s strukturaltsagat az egyes mintavételi idopontokban. A 4% PFA-
val fixalt korai érési allapotu szivizomsejtekrdl (7. nap) és az érett allapota
szivizomsejtekr6l (14., 21., 28. nap) Olympus CellR (Olympus Corporation, Japan)
mikroszkoppal készitettiink  fénymikroszkopos képeket. A telepek teriiletének
Osszehasonlitdsdhoz a mintdkrdl sztereo mikroszkoppal (Olympus SZX12, 0,5 objektiv
(DFPLFL), 7x zoom) felvételeket készitettiink, majd FV10-ASW 1.7 Viewer szoftverrel az
egyes telepek pixel? értékeit rogzitettiik és ebbél pm? értékeket szamoltunk (1 pixel =
0,019mm). Az eredmények 3 biologiai parhuzamosbol keriiltek kiszamitasra (n=3). A
parhuzamosok szorasa standard devidci6 *SD Az eredmény p<0,05 alatt szamit

szignifikansnak (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). Statisztikai modszer: T test type 3.

5.2.5 Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio (kvantitativ Real Time-PCR; qRT-

PCR)

A gRT-PCR soran a Plagll és a szarkomer-szerkezeti elemek relativ génexpresszios
mintdzatat vizsgaltuk. Kiilonb6z6 mintavételi idépontokban (0. nap: dssejt-allapot, 2. nap:
EB-k, 7. nap: korai differenciacios allapot, 14. nap: kései differenciacios allapot) a sejteket
lizaltuk, majd RNS-izolélast végeztiink a gyartd altal mellékelt protokoll alapjan (GeneJET
RNA Purification Kit, Cat. KO731, Thermo Scientific). Az izolalt RNS koncentraciojat és
tisztasagat spektrofotométerrel (WPA Photometer UV110) hatiroztuk meg. Az RNS-t
reverz transzkripcios PCR-ral cDNS-sé irtuk at a gyartd altal mellékelt protokoll alapjan
(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Cat. 4368814, Applied Biosystems). Az
atiras eredményességét PCR reakciot koveté (Taqg DNA Polymerase, Cat. EP0404, Thermo
Scientific; 10mM dNTP Mix, Cat. R0192, Thermo Scientific; 10x Taq buffer with
(NH4)2S0s4, Cat. B33, Thermo Scientific, MgClz, G13927, Roche) gélelektroforézissel
(1,5% SeaKem LE agarose (Cat. 50004; BMA) 1X TAE pufferben (1M Tris (T-1503,
Sigma), 0.121M Na-acetat (Na-acetat-3-hidrat, 24321-1-01-38, Reanal), 0.025M EDTA
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(EDTA Dinatrium-s6 2-hidrat, 02980-101-190, Molar), pH 7.7-8.0) ellendriztiik. A futtatas
paramétereit a 3. tabldzat tartalmazza. A cDNS-t kés6bb templatként alkalmaztuk a qRT-
PCR reakciokban (5,4ul ¢cDNS (18x higitas dH20-ban) + 0,6ul primer mix (50%-50%
forward és reverse primer (primer lista: 1. melléklet)) + Sybr Select Master Mix for CFX,
Cat. 4472942, Thermo Scientific/ reakcio.) A qRT-PCR reakciot Bioer LineGeneK Real-
time PCR System (Bioer, China) késziilékkel végeztiik. A futtatds paramétereit az 3.
tablazat tartalmazza. A relativ génexpresszids szint-valtozasokat a AACt médszer alapjan
kvantitaltuk. A kiiszobérték (Threshold Cyle) minden gén esetében a Hprt (hipoxantin-
foszforibozil-transzferaz) expresszios szintjéhez lett normalizalva, mint belsé kontrolhoz.
Az expresszios valtozas mértékének kiszdmitdsdhoz a kapott értékek a differencidlatlan
mintahoz lettek viszonyitva (0. napos rybp*™*). Az adatok egy biologiai parhuzamoson
(n=1) beliil harom technikai parhuzamosra (t=3) vonatkoztatott atlagok. A szignifikancia
értékek T-probaval (T test type 3) keriiltek kiszamitasra (p). A technikai parhuzamosok
szorasa standard deviacio +SD Az eredmény p<0,05 alatt szamit szignifikansnak (*p <

0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).

PCR program Ciklus Homérséklet (°C) | Inkubacids id6 (h/m/s)
1. 1 94 0:02:00
94 0:00:30
2. 30 63 0:00:30
72 0:00:45
3. 1 72 0:05:00
4. 1 4 -

gRT-PCR program Ciklus Hoémérséklet (°C) | Inkubacios id6 (h/m/s)

1. 1 95 0:15:00
95 0:00:15
2. 40 58 0:00:30
72 0:00:30
3. 1 95 0:00:20
4 1 4 -

3. tabldzat: A kisérleteink soran alkalmazott PCR és gqRT-PCR programok

5.2.6 Fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas (Fluorescence Activated Cell Sorting; FACS)

A differenciacio soran az egyes mintavételi idépontokban (0., 2., 7., 14., 21., 28. nap) a
kiilonbozd sejtciklusokban tartdozkodo, illetve az apoptdzison atesett sejtek szdmat FACS
segitségével allapitottuk meg, melyhez Becton-Dickson FACS Calibur (Palo-Alto,
Temecula, CA, USA) aramlasi citométert hasznaltunk. A sejtek és EB-k egy oran at 10uM
BrdU-t (5-bromo-2’-deoxyuridine, Cat. B9285-250MG, Sigma) tartalmaz6 DMEM
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tapoldatban inkubalodtak. Ezt kdvetden a mintakbol akkutazos (Accutase, Cat. 25-058-Cl,
Corning) kezeléssel egysejtes szuszpenziot képeztiink és mostuk moséd pufferben (mosd
puffer: 0,5% BSA (Albumin from bovine serum, Cat. A7906-100G, Sigma) DPBS-ben). A
sejteket 20 percig jéghideg 70%-0s etanolban (70% Etanol absz., Cat. 02910-101-340,
Molar) fixaltuk, majd 20 percig 2M HCl-ben denaturaltuk (denaturalé puffer: 2M HCI
(Sésav 37%, Cat. 08710-101-340, Molar) DPBS-ben). Ezt kovetéen 0,1 M natrium-borat
oldatban (Na2B4O7, Cat. 07470-101-190, Molar, pH 8.5) neutralizaltuk. Mosasi 1épés utan
a sejteket elsddleges anti-BrdU ellenanyaggal (/. tablazat) (dilucios puffer: 0.5% BSA és
0.5% Tween®20 (Cat. P5927, Sigma) DPBS-ben) fél 6ran 4t inkubaltuk szobahén. Mosas
utan a sejteket Alexa Fluor 647 Donkey-Anti-Mouse masodlagos ellenanyaggal (2.
tablazat) (dilucios pufferben) inkubaltuk fél 6ran at szobahodn, fénytdl védve. Mosas utan a
sejteket egy oOran at propidium-jodid (PI) oldatban (Propidium-iodide, Cat. P4170, Sigma -
10 pg/mL DPBS-ben) inkubaltuk szobahén, fénytél védve. A mérések soran minden
mintabol 10* fluoreszcens jelet detektaltunk. A kapott hisztogramon sejtméret és DNS-
tartalom alapjan kijeloltiik az egysejtes sejtpopulaciot és a kijelolt pontokat dot plot-on
abrazoltuk, ahol elkiiloniilnek a kiilonb6z6 sejtciklus-fazisban 1évo sejtek. A kapott szamok
alapjan kiszamoltuk az egyes fazisokban 1évé sejtek szazalékos aranyat, amit grafikonon
abrazoltunk (csatornak: FL2-A: Pl intenzitas; FSC-H: sejtméret; FL1-H: Alexa Fluor 647

intenzitas). Az apoptotizalt sejtek mennyisége aranyos a PI intenzitassal (M2 cella).
5.2.7 Kalcium-ion tranziens és sejtkontraktilitas mérés

Ezt a vizsgilatot az SZTE-AOK Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézettel
kollaboracioban végeztik. A szivizomtelepek tapoldataba 5uM Fluo-4 (Cat. F14201,
Molecular Probes, DMSO (Dimethyl sulfoxide, Cat. D-5870, Sigma) + 20% pluronsav F-
127-ban (Cat. P2443, Sigma) oldva) festéket mértiink, majd 40 percen keresztiil s6tétben
inkubaltuk szobahdn. Ezt kovetéen a sejtek felszinét kétszer normal Tyrode-oldattal
(Tyrode-oldat (mM): 144 NacCl, 0,4 NaH2POa, 4KCI, 0,53 MgSQg4, 1,8 CaCly, 5,5 gliikoz,
5 HEPES (pH 7,4)) mostuk és fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgalatuk (Fluo-4 excitacio:
480 nm, fluoreszcens emisszidé 535 nm; Chroma Technology filterek). Az optikai jeleket
egy foton-szamlalé6 modullal monitoroztuk (Hamamatsu; H7828), a kontrakciokat video-
detekcios rendszerrel (VED-105, Crescent Electronics) kovettiik nyomon, melyeket a
WIinWCP (V4.9.1. Whole Cell Electrophisiology Analysis Program, John Dempster
University of Strathclyde) szoftverrel regisztraltunk, a mintavételezés frekvenciaja 1kHz

volt.
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6. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

erers

differenciacio soran

7. nap 14. nap 21. nap 28. na

rybp+/+

rybp™”

+/+

5. dbra: Az rybp*™* és rybp™ szivizomtelepek morfologiai 6sszehasonlitisa a 7. naptol a 28. napig
(Objektiv: 4x; Scale bar: 500um)

Korabban az dssejteket 14 napon keresztiil differenciéltattuk szivizom iranyba. Ez id6 alatt
az rybp” &éssejtek a kardidlis differencialodas soran nem képeztek dobogd telepeket [1].
Ezen megfigyelés adott indikaciot arra, hogy a szivizomtelepeket tovabb (28 napig) tartsuk
fenn, hogy megvizsgalhassuk, vajon az rybp™ sejtek képeznek-¢ a késébbi iddpontokban

+/+

dobogd telepeket. Az rybp™* és rybp” genotipusu &ssejtekbdl EB-ket formaltunk
fliggbeseppes modszerrel, majd a 2. napon zselatinozott fedélemezre transzferaltuk 6ket és
DMEM-LIF sejttenyésztd tapoldatban 7 (7. nap, 5. abra: A, E), 14 (14. nap, 5. dbra: B, F),
21 (21. nap, 5. dbra, C, G) és 28 (28. nap, 5. dbra: D, H) napon keresztiil differencialtattuk
(5.2.4). A sejteket kiilonb6zd idopontokban 4% PFA-ban fixaltuk, majd mikroszképban
megfigyeltik. A 7. nap a korai (5. dbra: A, E), a 14-28 nap (5. dbra: B-D, F-H) pedig a
kés6i kardialis differencialtatasi allapotnak felel meg. Ossejtes allapotban az rybp*’* és
rybp” sejtek morfologiaja kozott nem volt kiilonbség, tovabba mindkét sejtvonal képes

volt EB képzésre, ami egybevagott korabbi megfigyeléseinkkel [85]. Az EB-k mindkét
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'+ sejtvonalbol

sejtvonalbol  letapadtak ¢és novekedésnek indultak. Az rybp
differencidltatott szivizomtelepek a 7. napon 8%, a 14. napon 15x, a 21. és 28. napon 5x

nagyobb teriiletiek voltak, mint az rybp™ sejtvonalbol képzettek (6. dbra).

70 T .
To0 ® rybp

50 @ rybp”

(=] *

= 40

g 30 *

A :
[=5

S, e — ] I
= 7 14 21 28

Idépont (nap)

+/+

6. abra: Az rybp*’™ és rybp™ szivizomtelepek teriiletének 6sszehasonlitasa pm?-ben kifejezve (n=3)
Szoras: standard deviacié £SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)

** szivizomtelepeknél a 10. naptél ritmikus 6sszehuzodast figyeltink meg, mig ezt

Az rybp
az rybp” kardiomiocitdknal (szivizomsejteknél) egy esetben sem tapasztaltunk.
Megfigyeltiik, hogy az rybp” telepek a 21. naptol (5. dbra: C, G) gyors novekedésbe
kezdtek és vastagabb, de kisebb teriiletii telepeket képeztek a vad tipushoz képest. Az
rybp
telepek nem teriiltek el, csak helyi talburjanzast tapasztaltunk (5. dbra: D, H). Ez a

*1* szivizomtelepek a 28. napig a tér mindharom iranyaban novekedtek, mig az rybp™

megfigyelés adott okot arra, hogy tovabb vizsgaljuk, vajon ez a tulburjanzéas fokozott

proliferacié vagy apoptozis eredménye-€.

6.2 Az apoptozis és a sejtciklus dsszehasonlitasa az rybp*’* és rybp”’- sejtvonalakban a

kardialis differenciacio soran

20 * ++
18 [ ] rybp_/_
16 ® rybp
T 14 AN
é 12 / \ E X
g0 / N
Z 3 / AN
2 6 VAR S N\
e
2 ———F" —=
I
0 T T T T T 1
0 2 7 14 21 28
Idépont (nap)

+/+

7. dbra: Az apoptozis fazisaban 1évé rybp*™ és rybp” sejtek mennyiségének Osszehasonlitisa
szazalékban Kifejezve ((apoptotizalo sejtek szama/ dsszsejtszam)*100) (n=3, t=3) Szoras: standard
deviacio +SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001)
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A morfologiai vizsgélatokat kovetéen a sejteket a 0., 2., 7.,14., 21., és 28. napon
propidium-jodiddal (PI) jeloltiikk, majd FACS analizist végeztiink az apoptdzis mértékének
meghatarozasara (7. dbra) (5.2.6). A 0. napon az rybp*’* és az rybp™ sejteknek is 0,5%-a, a
2. napon pedig 2,5%-a apoptotizalt. Az elsé jelentOs valtozast a 7. napon regisztraltuk, ahol
az rybp*’* sejteknek 6,6%-a, mig az rybp” sejteknek 15,4%-a ment at apoptozison, a 14.
napon ez a kiilonbség négyszeres, (rybp**: 2,5%, rybp™: 10,3%), a 21. napra haromszoros
(rybp*™*: 2%, rybp”: 6%) volt. A 28. napon a két sejtvonal kozott nem kaptunk
szignifikans kiilonbséget, erre az idépontra az apoptozis szintje lecsokkent (rybp*’*: 2,2%,
rybp™: 3,2%).

A differencialtatott sejteket 4% PFA-ban vald fixalas utan aktiv kaszpaz 3 ellenanyaggal
(1. tablazat) festettiik az apoptozis ICC analizisének céljabol a 7., 14., 21. és 28. napon
(5.2.3). A 7. napon és a 14. napon is szignifikans kiilsnbséget lattunk az rybp** és az
rybp” mintak kozott az apoptdzis mértékében, amit a piknotikus sejtmagok nagy
mennyisége jelez (8. dbra: A C). Az aktiv kaszpaz 3 (Casp3) intenzitasa alapjan, ami az
apoptozis végsé 1épését jeldli, a 7. napon az rybp” mintakban 1,8-szor, a 14. napon 1,5-

szer tobb volt az apoptozis kései fazisaban 1év6 sejtek mennyisége (8. dbra: B, D).
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8. dbra: 7 és 14 napos rybp™ és rybp” szivizomtelepek apoptozis vizsgalata aktiv kaszpaz 3
(Casp3) festéssel (A, C), az intenzitas kvantitativ kiértékelésével (B, D)(Obj.: 60x; Scale bar:
100pm) Szoras: standard deviacio +£SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <
0.001)

A 21. és 28. napon a két sejtvonal kozotti kiillonbség tovabbra is szignifikans maradt, de az

apoptdzis fazisaban 1évé sejtek mennyisége mindkét idopontban lecsokkent (9. dbra: A,
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C). A Casp3 intenzitasa alapjan a 21. napon az rybp” mintdkban 1,9-szor, a 28. napon 1,5-
szer tobb volt az apoptdzis kései fazisaban 1€v0 sejtek mennyisége (9. dbra: B, D).
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9. dbra: 21 és 28 napos rybp** és rybp” szivizomtelepek apoptozis vizsgalata aktiv kaszpaz 3
(Casp3) festéssel (A,C), az intenzitas kvantitativ kiértékelésével (B, D) (Obj.: 60x; Scale bar:
100pum) Széras: standard deviacié £SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <
0.001)

A FACS analizis és az ICC alapjan is elmondhatd, hogy az rybp” sejtkultirakban a
kardialis differenciacio korai idépontjatol (7. naptol) kezdve az apoptozis Szintje
megemelkedett, ugyanakkor a differenciacié eldrehaladtaval mindkét sejtvonal esetén a 28.
napra lecsokkent.

A sejtciklus vizsgalatahoz a sejteket a 0., 2., 7., 14., 21. és 28. napon BrdU-val jeloltiik
majd FACS analizist végeztiink (5.2.6).
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10. dbra: 0 napos (A) és 2 napos (B) rybp*™* és rybp™ sejtek sejtciklus analizise (n=3, t=3) Szoras:
standard deviacio +£SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001)
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A 0. napon (10. abra: A), azaz Ossejtes allapotban a sejtek a vartnak megfeleléen
tulnyomorészt az S fazisban tartozkodtak (~75%) és csak alig 25%-uk volt G1/GO és G2

1+ és az rybp” 6ssejtek kozott a sejtciklus fazis megoszlasaban nem

fazisban. Az rybp
tapasztaltunk eltérést. A 2. napon (10. dbra: B), az rybp** EB-k sejtjeinek 21%-a volt
G1/G0, 23%-a G2, és 56%-a S fazisban. Rybp” sejteknél tobb sejt tartozkodott G1/GO
fazisban (28%) az rybp*’*-hoz képest és kevesebb az S fazisban (50%), mig a G2 fazis

aranya nem tért el jelentdsen (21%).
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11. dbra: 7 napos (A) és 14 napos (B) rybp** és rybp” sejtek sejtciklus analizise (n=3, t=3)
Széras: standard deviacié £SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)

A differenciacio6 alatt jellemz6, hogy a sejtek a nyugalmi fazisba (GO) keriilnek. A 7. napon
(11. dbra: A), azaz a korai kardialis differenciacios allapotban az rybp” sejtek 49%-a
tartozkodott S fazisban, mig az rybp*’* sejteknek csak 35%-a. Az rybp*’* sejtek 46%-a
tartozkodott a G1/GO fazisban, 19%-a G2 fazisban, az rybp” sejteknél 37% G1/GO
fazisban és 14% G2 fazisban. A 14. napon (11. dbra: B), amikortdl kései kardialis
differenciacios allapotrol beszéliink, az rybp** sejtek 62%-a volt G1/G0, 16% G2, 22% S
fazisban, mig az rybp™ sejteknek 51%-a G1/G0, 19%-a G2, 30%-a S fazisban. Tehét tobb

rybp™ sejt volt az S fazisban, és kevesebb a G1/GO fazisban az rybp**-hoz képest.
) Y
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12. dbra: 21 napos (A) és 28 napos (B) rybp*’* és rybp” sejtek sejtciklus analizise (n=3, t=3)
Szoras: standard deviacio +SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)
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A 21 és 28 napos rybp™* sejtek 43%-a G1/G0, 25%-a G2, 32%-a S fazisban tartozkodott
(12. abra: A, B). A 21. napon rybp” sejtek 55%-a az S, 29%-a a G1/G0, 16%-a a G2
fazisban volt. A 28. napon is tobb rybp” sejt volt a sejtciklus S fazisaban (45%) és
kevesebb a novekedési fazisokban (G1/G0: 39%, G2: 17%). Ez arra utal, hogy az rybp™
sejtek koziil kevesebben 1épnek ki a sejtciklusbol, fokozottan proliferalnak, ami a szivizom
abnormalis fejlddéséhez vezethet. Azonban ez még nem magyarazat arra, hogy miért nem
tapasztaltunk szemmel érzékelhetd kontrakciot. A tovabbiakban megmértiik a kontrahald
rybp

sejtrovidiilését.

** és nem kontrahalo rybp” szivizomsejtek intracelluldris Ca?* oszcillaciojat és

6.3 Az rybp** és az rybp” szivizomtelepek kontraktilitasanak vizsgalata
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13. abra: 12 napos kontrahald rybp™* és nem kontrahald rybp” szivizomtelepek intracellularis
Ca**-fiiggd fluoreszcens szignal-gorbéje (F535 nm) (A) és a hozzéatartozo sejtrovidiilés valtozasok

(B)

A 12 napos vad tipusi kontrahald rybp

+/+

és a mozdulatlan null mutans rybp”
szivizomtelepeket Fluo-4 Ca?'-szenzitiv fluoreszcens festékkel toltottiik, 480 nm
hullamhosszon gerjesztettiik, majd az emittalt jelet 535 nm-en detektaltuk (5.2.7). Az
rybp

ismétlédé markans valtozasat tapasztaltuk (13. dbra: A), ritmikusan ismétlodo

*1* spontan kontrahalé telepekben az intracellularis Ca?* ion koncentracié szabalyosan

sejtrovidiilés (13. abra: B) kiséretében. Az rybp” telepekbél sem intracellularis Ca?*-szint
valtozast, sem kontrakciot nem sikeriilt regisztralni, ami arra utalt, hogy rybp hianyaban a
sejtekben nem alakult ki az elektro-mechanikai kapcsolat, azaz nem képesek kontrakciora
[1]. Hogy felfedjiik ennek a rendellenességnek a molekularis hatterét, megvizsgaltuk a
kontrakciohoz nélkiilozhetetlen szarkomer alkotdinak (4.7) és a Plagll (4.8) transzkripcios

faktornak a termel6dését.
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6.4 A szarkomer-szerkezet kialakitasaban fontos gének, fehérjék vizsgalata

6.4.1 A Kardialis Troponin T

Mivel a megfeleld szarkomer-szerkezet feltétele a kontrakcionak, ezért a tovabbiakban
megvizsgaltuk a szarkomer struktirgének expresszios szintjét és fehérje lokalizaciojat. Az
rybp
melléklet). A QRT-PCR-hez (5.2.5) a 0., 2., 7. és 14. napon vettiink mintat, mert ezen

+/+

és rybp” sejtek génexpresszios valtozasait QRT-PCR-rel végeztiik (primerek: 1.

idépontok jol modellezik a kardialis fejlédés egyes allapotait (Ossejtek, EB-k, korai és
kései kardialis differenciacios allapot). A sejteket 21 napig differencialtattuk, majd fixaltuk
¢s ICC analizisre (5.2.3) hasznaltuk fel (ellenanyagok: 1. tdbldzat, 2. tablazat).
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14. dbra: A kardialis troponin T (cTnT) immunfestése (A) az eredmények kvantitalasa (B) és a
Tnnt2 gRT-PCR analizise (n=1, t=3) (C) (Objektiv: 60x, zoom: 3,8x; Scale bar: 20um) Szoras:
standard deviacio +£SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)

+/+

A tnnt2 gRT-PCR analizise soran (14. dbra: C) megfigyeltiik, hogy az rybp™™ sejtekben
indukcioja 1400-szoros a 14. napon, terminalisan expresszalodd kardialis differencidcios
faktor révén. Indukcidja az rybp” sejtekben ugyanezen iddpontban csak 200-szoros volt.
Hogy informéciot kapjunk a cTnT sejten beliili lokalizaciojardl és struktirdjardl,
elvégeztiik a 21 napos rybp*’* és rybp” sejtek ICC analizisét. Ennek soran kimutattuk,
hogy a cTnT az rybp*’* szivizomsejtekben szabalyosan rendezett szarkomerikus mintazatot

mutat, mig az rybp” szivizomsejtekben a harantcsikolatok nem lathatéak és a
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filamentumok révidebbek (14. dbra: A), az eredményeket Image J szoftverrel kvantitaltuk
(14. abra: B).

6.4.2 A kardialis troponin |

A cTnl ICC analizise (15. dbra: A) soran az rybp” sejtekben nem talaltunk sem
szarkomerikus, sem filament6zus mintazatot és a fehérje mennyisége harmad része volt az
rybp**-ban 1évéének (15. dbra: B). A gRT-PCR vizsgalat soran kimutattuk, hogy az
rybp*’* sejtekben tizszer magasabb volt a tnni3 relativ génexpresszios szintje (15. dbra: C).
Mivel a cTnl az aktin és a ¢cTnC kozotti Ca®* koncentracio fiiggd véalaszban vesz részt,

defektusa egyik oka lehet a kontrakcié hianyanak.
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15. dbra: A kardialis troponin | (cTnl) immunfestése (A), az eredmények kvantitalasa (B) és a
Tnni3 gRT-PCR analizise (n=1, t=3) (C) (Objektiv: 60x, zoom: 1,5x; Scale bar: 100um) Szoras:
standard deviacio +£SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)

Mivel a kardidlis troponin komplex két tagjanak expresszidja is sériilt, megvizsgaltuk,
hogy a tropomiozin (ehhez kapcsolodik a troponin komplex) mutat-e expresszids é€s

lokalizacios kiilonbségeket az rybp” sejtekben.
6.4.3 A tropomiozin

Feltételeztiik, hogyha a troponin komplexek nem rendezédnek szarkomerikus szerkezetbe,
Osszefiiggésben lehet azzal, hogy a Tm mar egy korabbi iddpontban sem mutat

rendezettséget. fgy a Tm immunfestését a 14. napon végeztiik el 4% PFA fixalt mintakon.
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Eredményeink alapjan az rybp” sejtekben a Tm nem rendezddott szarkomerikus
szerkezetbe, diffiizan teriilt el a citoplazmaban (16. dbra: A). Mivel a fehérje diffuzan volt

+/+

jelen a sejtekben, az intenzitas kétszer nagyobb, mint az rybp™*-ban, ahol a
harantcsikolatok kirajzolodtak (16. dbra: B). A gRT-PCR soran két kardialis Tm izoforma
analizisét végeztikk el (tpml (16. dbra: C) és tpm4 (16. dbra: D)). Mindkét izoforma
csokkent expressziot mutatott az rybp” sejtekben, amely magyarazhatja a nem megfeleld
organizaciot (16. abra: C, D). A troponin tagok és a Tm vizsgalataval nyert eredményekkel
a vékony filamentum rendellenességeire lehet kovetkeztetni az rybp™ szivizomsejtekben.
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16. dabra: A tropomiozin (Tm) immunfestése (A), az eredmények kvantitalasa (B) és a Tpml és
Tpm4 qRT-PCR analizise (n=1, t=3) (C,D) (Objektiv: 60X, zoom: 3,3x; Scale bar: 20um) Szoras:
standard deviacio +SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001)

6.4.4 A miozin

+/+

A szarkomer-specifikus miozin ICC analizise soran (17. abra: A) az rybp™™" sejtekben
stirti, filamentozus, harantcsikolatos mintazatot lattunk. Az rybp” sejtekben csokkent
mértékben termel6dott a szarkomerikus miozin (17. dbra: B), és nem alkotott harantcsikolt
mintazatot, a sejtek megnyultabbak voltak. A kardialis miozin nehéz lanc 6 (myh6) (17.
dabra: C) és 7 (myh7) (17. dbra: D) génexpresszidja csokkent szintii az rybp” sejtekben az
rybp
az rybp

** sejtekhez képest. A myh6 expresszidja kozel 6tdde, a myh7 expresszidja negyede

**_¢nak (17. dbra: C, D). A kardidlis miozin a szivizomsejtek motor proteinje,
ezért csokkent szintje és hibds organizacidja okozhatja az rybp” sejtek kontrakcio-

képtelenségét.
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17. abra: A szarkomerikus miozin (Miozin) immunfestése (A), az eredmények kvantitalasa (B) és
a Myh6 és Myh7 qRT-PCR analizise (n=1, t=3) (C,D) (Objektiv: 60x, zoom: 2,1x; Scale bar:
100um) Széras: standard deviacio +=SD, szignifikancia: p<0,05 (*p< 0.05; **p< 0.01; *** p<0.001)

6.4.5 A miomezin
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18. abra: A miomezin (Myom) immunfestése (A), az eredmények kvantitalasa (B) és a Myom1l
gRT-PCR analizise (n=1, t=3) (C) (Objektiv: 60x, zoom: 3x; Scale bar: 50um) Szoras: standard
deviacio +SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)
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A Myom izoformak koziil a szarkomer M-csikjaban lokalizalédé és miozint horgonyzo
myom1 expresszidja kozel felére csokkent az rybp™ sejtekben az rybp*’* sejtekhez képest
(18. dbra: C). A kiilonbség fehérjeszinten is megmutatkozott, ugyanis az rybp” sejtekben
nem talaltunk szarkomerikus elrendezédést (18. dbra: A) és a jel harmada volt az rybp*’*
Myom szignaljanak mértékéhez képest (18. dbra: B). Mivel a Myom a miozint a titinnel
egyiitt az M-vonalban kihorgonyozza, és ezzel stabilitast biztosit, feltételezhetd, hogy

ennek a fehérjének a hidnya az oka a miozinnal tapasztalt dezorganizacionak.

6.4.6 Atitin
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19. abra: A titin (Titin) immunfestése (A), az eredmények kvantitalasa (B), és a Ttn gqRT-PCR
analizise (n=1, t=3) (C) (Objektiv: 60x, zoom: 2,3x; Scale bar: 100um) Szoéras: standard deviacio
+SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)

A titin a szarkomer legnagyobb méretii fehérjéje (~3000 kDa), ami a miomezinnel egyiitt a

stabilitasban esszencialis. A titin fehérje az rybp**

sejtekben szarkomerikus mintazatot
mutat, mig ilyen rendezettséget az rybp” sejtekben nem figyeltiink meg, a fehérjék a
citoplazmaban diffizan oszlanak el (19. dbra: A). A detektalt jelek intenzitasa az rybp”
sejtekben fele annyi volt, mint az rybp*’* sejtekben (19. dbra: B). A ttn génexpresszidja
otvenszer alacsonyabb volt az rybp” sejtekben az rybp*’* sejtekhez képest (19. dbra: C).
Mivel a titin a szarkomer két I-csikja kozotti vastag filamentum stabilizaloja, ezzel fontos

eleme a kontrakcionak, hianya a szarkomer rendezetlenségének egyik f6 oka lehet.
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6.4.7 Az alpha-aktinin 2, a nebulin, a dezmin és a szarkalumenin qRT-PCR analizise
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20. dbra: Az alpha-aktinin 2 (Actn2) (A), a nebulin (Neb) (B), a dezmin (Des) (C) és a
szarkalumenin (Srl) (D) gRT-PCR analizise az rybp*"* és rybp™ sejtvonalakban (n=1, t=3) Széras:
standard deviacio +£SD, szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)

Kisérleteink soran egyéb, a funkciondlis szivizom kialakitasaban szerepet jatsz6 gének
gRT-PCR analizisét végeztiik el 0., 2., 7. és 14 napos rybp*’* és rybp” szivizomtelepek
esetén. Az Actn2 a fejlodo szarkomer egyik elsé markere, a vékony filamentumokat rogziti
a szarkomer Z-lemezében. Az Actn2 szintje az rybp” sejtekben a 14. naptol mutat

szignifikans csokkenést: szintje hiiszszor alacsonyabb az rybp*’*

sejtekben 1évohoz képest
(20. dbra: A). A Neb a vékony filamentumok hosszat szabja meg. A neb expresszioja a 2.
napon (hatszoros kiilonbség) és a 14. napon (kétszeres kiillonbség) mutatott csokkenést az
rybp™ sejtekben (20. dbra: B). A Des a szarkomer Z-lemezei koriil komplexet alkotd
intermedier filamentum. A Des szintje az rybp” sejtekben a 0. és 2. napon kétszer annyi,
mint az rybp*’* sejtekben, majd a 7. napon fele annyi, a 14. napon pedig 35-szor kevesebb
(20. dbra: C). A Sar (Isd. srl) a szivben, az SR-ben talalhato Ca?* -kétd fehérje. Szintje az
rybp”- sejtekben a 0., 7. és 14. napon fele, a 2. napon pedig hatod-része az rybp**
sejtekben mérthez képest (20. dbra: D). Mindezen eredmények arra mutatnak ra, hogy

funkcioképes Rybp hianyaban nem alakul ki az izomkontrakcidhoz sziikséges szarkomer a

szivizomtelepekben.

33



6.5 A Plagll transzkripcios faktor expresszidjanak vizsgalata az rybp” sejtekben

A Plagll kiemelten fontos az apoptozisban, sejtciklus-szabalyzasban és a kardialis
differenciacio folyamatdban. Kordbban transzkriptom analizis soran kimutattuk, hogy a
plagll gén nem indukalodik Rybp hianyaban (4.8) [1]. Ezen megfigyelést erdsitettem meg
fehérje szinten ICC-vel (ellenanyag: 1. tdbldzat, 2. tablazat) és mRNS szinten qRT-PCR-

+/+

rel (primerek:/. melléklet). Az ICC soran az rybp™™ sejtekben a Plagll expresszidja jol

latszik a magban, mig az rybp™ sejtekben nem kaptunk pozitiv jelet (21. dbra: A).
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i .
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21. dbra: A Plagll immunfestése (A), az eredmények kvantitalasa (B), a Plagll gRT-PCR analizise
(C) (n=1, t=3) (Objektiv: 60x, zoom: 2,2x; Scale bar: 100um) Szoras: standard deviaciéo +SD,
szignifikancia: p<0,05 (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)

Az eredményt Image J szoftver segitségével kvantitaltuk (21. abra: B). A plagll qRT-PCR
analizise soran a 7. napon 200-szoros, a 14. napon tobb, mint 1000-szeres indukciot
kaptunk az rybp™* sejtek esetén, mig Rybp hianyéban a plagll szintje nulla kozeli maradt
(21. dbra: C). Mivel a plagll és az rybp heterozigéta mutans egerek hasonld fenotipust
mutatnak, tovabbd mindkét gén részt vesz az apoptozis, sejtciklus és a kardilis
differenciaci6 folyamataiban (4.8), feltételezziik, hogy az Rybp polikomb fiiggetlen
modon, mint aktivator, a Plagll-gyel kdzdsen vesz részt ezen folyamatok szabalyzasaban.

Ez az Rybp-nek egy uj, eddig nem ismert szabalyozo szerepét jelentené.
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7. OSSZEFOGLALAS

Diplomamunkam kiindulopontjaban az megfigyelés allt, hogy rybp hianyaban a
szivizomsejtek kontrakciora képtelenek. Kisérleteim soran azt vizsgaltam, hogy az rybp™
mutans szivizomsejtekben milyen apoptdzis- €s sejtciklusbeli kiilonbségek figyelhetoek
meg az rybp*™* sejtekhez képest, tovabba hogy sériilt-e bizonyos szarkomer-szerkezeti
komponensek expresszidja és ez Osszefliggésbe hozhaté-e a kardilis differenciacidban,

apoptozisban és sejtciklus-szabalyzasban fontos faktor, a Plagll hianyaval.
Eredményeim a kdvetkez6 pontokban foglalhatoak Gssze:

— az rybp” szivizomtelepek teriilete kisebb az rybp*’* telepekéhez képest, a 21. naptol
pedig az rybp”sejtek vastagabb telepeket képeztek. Ezt azon eredmény tamasztja ala,
hogy az rybp™” sejtek sejtciklusdban az S fazis dominalt, A G1/GO fazis mértéke
lecsokkent, tehat kevesebb rybp™ sejt 1épett ki a sejtciklusbol

— az rybp” szivizomsejtekben a korai kardialis idéponttol (7. naptél) megemelkedett az

apoptozis mértékének szintje az rybp*’*

sejtekhez képest

— az rybp” sejtekben nem volt regisztralhatd sem intracellularis Ca?* oszcillacid, sem
sejtrovidiilés, tovabba az rybp™ telepek a 28. napig sem mutattak kontraktilitast

— aplagll a kardialis differenciacio soran nem indukalodott Rybp hianyaban, jelenléte a
21. napon sem volt fehérjeszinten kimutathato

— a vizsgalt szarkomer-struktirgének expresszidja lecsokkent és a fehérjék lokalizacioja
eltért Rybp hianyaban a szivizomsejtekben (Actn2, Des, Myh6, Myh7, Myom1, Neb,
Srl, Tnni3, Tnnt2, Tpm1, Tpm4, Ttn), a szarkomer szerkezet nem alakult ki

Mivel az rybp™ sejtek jobban proliferalnak, foként a 21. naptol, valésziniisithetd, hogy
tobb szivizomsejt progenitor képzddik a differenciacié terminalis fazisaban, ami a
defektusokhoz vezet. Tehat az Rybp-nek a differenciacio idébeli szabalyzasaban
fejlodésbiologiai szerepe lehet. Eredményeink azt sugalljak, hogy az Rybp a Plagll-gyel
egy kozos Gtvonalon szabalyozza a kardialis differenciaciot és ez a szabalyzas az Rybp
kolcsonhatdsanak vizsgdlata a szivizomban és a szivben el6forduld egyes sejttipusok
jelenlétének, aranyainak meghatarozasa is. Tovabba tervezziik az egyes sejttipusok
kialakitasaért felelos itvonalak €s apoptdzis €s sejtciklus szabalyozdsaban résztvevd gének

elemzését.
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11. MELLEKLETEK

Primer (gén_exon_irany)

Szekvencia (5°-3’)

Actn2_8/9 Forward

CACTCCCAAACCCGATGAAA

Actn2_8/9 Reverse

TTCTGTTAGCTGCTGTCTCG

Des_2/3_Forward

AGAGAAGAAGCAGAGAACAACT

Des_2/3_Reverse

GGTCAATACGAGCTAGAGTGG

Hprt_1/3_Forward AGTCCCAGCGTCGTGATTAG
Hprt_1/3_Reverse GCAAGTCTTTCAGTCCTGTCC
Myh6_33/34_Forward CTCAGCCAGGCCAATAGAAT
Myh6_33/34_Reverse GGTGTCCTTCAAGTGAGCTT
Myh7_6-8_Forward CCATCTCTGACAACGCCTAT
Myh7_6-8_Reverse CCAATGGCGGCAATAACAG
Myom1_9/10_Forward TAAAGCACTTTCAGCCCGAG
Myom1_9/10_Reverse CTCGGATCGTGTAGAGACCT
Neb_3/4_Forward TCTGGAAAAATGGCGGATGA
Neb_3/4_Reverse GGCACCTCTTCGTAAACTGT
Srl_6/7_Forward CGCAAGCAACAAGAAAGAGG
Srl_6/7_Reverse AGCTTTGTGGGATCGAAGAC
Tnni3_5/6_Forward TTCAGGACTTATGCCGACAG
Tnni3_5/6_Reverse CACGTCATATCTCTCTTCATCCA
Tnnt2_6/9_Forward CTGAGACAGAGGAGGCCAAC
Tnnt2_6/9_Reverse ACCAAGTTGGGCATGAAGAG
Tpm1_4/5_Forward TGAAAGAGGCCAAGCACATT
Tpm1_4/5_Reverse GATGATGACCAGCTTACGGG
Tpmd_3/4_Forward CAAAGAAGCCAAGCACATCAC
Tpmd_3/4_Reverse CCAACTTACGAGCAACCTCC

Ttn_4/5 Forward

GGTGGTTCAAGGTGAAGAAGTA

Ttn_4/5 Reverse

TCCGGGTTTGTCTTGTTTCTG

Plagll 5/6_Forward

CAAAGCCTTCGTCTCCAAGTAT

Plagll _5/6_Reverse

GTCCTTCCGGTTGAATGTCTT

1. melléklet: A gRT-PCR kisérleteink soran alkalmazott primerek listaja
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