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1. BEVEZETES

Vilagszerte minden hetedik hézaspar medddségben szenved, és az embrid implanticiojanak
sikertelensége a nem kivant gyermektelenség egyik f6 oka lehet. A human embrié implantacioja a
sikeres terhesség kialakuldsanak lényeges tér €s idObeli folyamata. Az epigenetikai faktorok és
folyamatok szerepe az endometrium receptivitdsanak kialakitdsaban elengedhetetlen. Az
epigenetikai modositasok, beleértve a DNS-metilaciot, a kiilonb6zd hiszton-modositasokat, és a
mikroRNS-eket, részt vesznek az embrio és az endometrium megfeleld génexpresszios profiljanak
kialakulasaban. A bemutatasra keriil6 munka a TEAD4 transzkripcios faktor egy alternativ
izoforméjanak felfedezését irja le, , amely a trophectoderma vonal differencidlodasahoz és az azt
kovetd embriondlis beagyazodashoz feltehetden sziikséges. A kisérleteink vizsgaltak, hogy a DNS-
metilacio, mint az egyik legismertebb epigenetikai mechanizmus, milyen szerepet jatszik az uj
TEAD4 izoforma expresszidjanak kéldokzsindrban és a méhlepényben szabalyozasaban.

1.1. Epigenetika

Egyre tobb kutatdsi eredmény bizonyitja, hogy az 6roklott genetikai dlloméany (azaz a genomialis
DNS) mellett kiilonb6z6 kornyezeti tényezOk is jelentdsen hozzajarulnak a sejt normal
miikodéséhez €s betegségek etioldgiajahoz. Az epigenetikai faktorok a kiilsé ingerekre reagalnak,
¢s hidként miikddnek a kornyezet €s a genetikai informacidt hordoz6 DNS k6zo6tt. Az epigenetikai
mechanizmusok a genetikai informaci6 értelmezését segitik a génexpresszio szabalyozasaval, €s
ezen keresztiil befolyasoljdk a sejtek aktivitasat. Osszességében az epigenetikai faktorok és
mechanizmusok a génregulaci6 komplexitasat novelik azaltal, hogy finom hozzéajaruldst nytjtanak
a gének kifejez6déséhez. Bar a genetikai és az epigenetikai tényezdk szerepe, illetve azok
rendszer kolcsonhatasban all egymassal, és végsd soron a legdsszetettebb betegségek
kialakulésaért is felelds. Az epigenetika eredetileg a DNS-metilaciora és a kiilonb6zd hiszton-
modosulasokra 6sszpontositott, de a kozelmultban kiboviilt a nem-kdédolé RNS-ekre is. Ab ovo a
szervezet minden sejtje ugyanazt a genetikai informaciét orokli. Az egyes sejteket az teszi
egyedivé, hogy az ontogenezis soran kiilonb6z6 génkészletek kapcsolnak ki és be. Az epigenetika
- tagabb értelemben - hid a genotipus és a fenotipus kozott - egy olyan jelenség, amely
megvaltoztatja génexpressziot egy adott kromoszomadlis régidban anélkiil, hogy a primer
nukleotidsorrend megvaltozna. Az epigenetikai mechanizmusok hatarozzak meg a sejtspecifikus
gének kifejezddést, és feleldsek a sejtmemoriaért, azaz a sejtspecifikus génexpresszids mintdzatok
fenntartasaért és tovabbadasaért az utédsejtekbe. Az epigenetikai faktorok képesek az epigenetikai
informacid 1étrehozasara, értelmezésére és torlésére, és ebben az értelemben kiilonboz6
funkcionalis csoportokra oszthatok: az epigenetikai ,,irék” vagy enzimek, amelyek modositjak a
DNS-t és a hisztonokat; az epigenetikai ,,olvasok™ specifikus doménekkel, amelyek felismerik a
DNS- vagy hiszton-jeleket; és az epigenetikai ,,forlék”, amelyek képesek tordlni a meglévd jeleket,
hogy helyet csinaljanak az 01j moédositdsoknak.



1.1.1. DNS metilacio ir6i

A DNS-metiléacio, a legjobban tanulmanyozott epigenetikai jel, kritikus szerepet jatszik szdmos
epigenetikai folyamatban, beleértve a genomi imprintinget, a transzpozonok elnémitasat, az X-
kromoszéma inaktivalasat és a gének silencingjét. Emellett olyan létfontossagu bioldgiai
mitkddésekben is részt vesz, mint a korai embriogenezis, az dssejt-differencialodas, a neuronalis
fejlodés szabalyozasa és az onkogenezis. A DNS-metilacid soran a citozin-pirimidin gyfiri 5.
szénatomjahoz metilcsoportot adodik, azaz 5-metil-citozin (5mC) keletkezik. Altalaban a CpG-
dinukleotidok az emlésdkben tulnyomorészt metilalodnak, ami a CpG-sziget (CGI) promoterek
transzkripcios gatlasaval korrelal. A DNS-metilacid transzkripcids aktivaciot is kivalthat, amely
jelenség kiilondsen hangsulyos az oocitdkban, csirasejtekben és pluripotens sejtekben. A DNS-
metilaciordl ismert, hogy bizonyos transzkripcids aktivatorok kotddésének gatlasaval és/vagy
repressziv funkcioji metilkotd fehérjék toborzasaval elnyomja a génexpressziot. A DNS-
metiltranszferdzok (DNMT-k) a DNS-metildcid6 megirasaért és fenntartasaért felelés enzimek
csaladja. Ezek az enzimek specifikusan felismerik a citozinokat és metilcsoportot visznek at az S-
adenozil-metioninbdl (SAM) a cél-DNS-szekvencidkra. A DNS-metilacié a CpG-dinukleotidok
- katalizalja. A DNMT]1 a fenntartd6 metil-transzferdz, amely a DNS replikdcio sordn a DNS-
metilacios mintdzatok lednyszalakra torténd atmasolasaért felelds. DNMT1 nélkiil metildlatlan
leanyszalak keletkeznének, ami passziv demetilacidhoz €és genom-instabilitashoz vezetne. A
DNMT3a és DNMT3b a korai fejlédés soran a DNS-metilaciés mintdzatot 1étrehozd de novo
metiltranszferdzoknak tekinthetdek.

1.1.2. DNS metilaci6 olvasoi

A DNS-metilaciéo funkcidojanak és jelentOségének megértése a génexpresszidban ¢€s a
sejtdifferencidlodasban megkdveteli a metilalt jeleket olvasé fehérjék részletes vizsgalatat. Ezek a
fehérjék, amelyeket tdgabb értelemben a DNS-metildcid ,,0lvasoinak” neveziink, dontd
fontossaguiak az epigenetikai jelek bioldgiai eredményekké vald atalakitdsaban, elsdsorban a
génrepresszioban, de bizonyos kontextusokban az aktivalasban is. A metilalt DNS olvasasaban
részt vevo fehérjék elsddleges csoportja a metil-CpG-koté domén (MBD) fehérjék. Ez a csalad
tobb kulcsfontossagu tagot foglal magaban: MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 ¢és MBDA.
Mindegyikiiknek egyedi kotési tulajdonsagai és biologiai funkcidi vannak, de altalaban a DNS-en
beliili metilalt CpG-dinukleotidok felismerésére és kotddésére szolgalnak. A MeCP2 talan a
klinikai jelentdsége miatt a legjobban tanulméanyozott; a MeCP2 gén mutacioi a Rett-szindréma,
egy sulyos neuroldgiai rendellenesség elsddleges okozoi. Funkcionalisan a MeCP2 a metilalt
DNS-hez kotodik, és mas kromatin remodelling fehérjéket toboroz, amelyek hozzajarulnak a
kromatin tomoritéséhez, ami géncsendesitéshez vezet. Az MBDI1 szerepet jatszik a genom
stabilitasanak fenntartasaban és a géntranszkripcio szabalyozasaban a kromatin modositokkal €s
korepresszorokkal vald kolcsonhatasan keresztiil. Elénydsen kotddik a metilalt DNS-hez, és
toborozza a H3-hiszton H3 lizin 9 (H3K9) metiltranszferazokat, megerdsitve a kromatin
transzkripciosan inaktiv allapotat. Az MBD2 ¢s MBD3 nem k&tddik olyan er6sen a metilalt DNS-
hez, mint a MeCP2 vagy az MBD1, de a NuRD komplex részei, amely jelentds szerepet jatszik a



kromatin remodellingjében és a transzkripcid represszidjaban. Az MBD2-rél mutattak ki, hogy
alapvetd fontossdgi a DNS-metilacid géncsenditésre gyakorolt hatasainak kozvetitésében. Az
MBD4-nek kissé eltérd szerepe van, els6sorban a DNS-javitdsban vesz részt. A citozin-
deaminalodéas helyein metilalt DNS-hez kotédik, felismeri a timin-guanin eltéréseket, és a
mutaciok megeldzése érdekében javitasi folyamatokat indit el, igy fenntartva a genom integritasat.
Az MBD csaladon kiviil a metilalt DNS masik jelentds olvasoja az UHRF1 (Ubiquitin-like with
PHD and RING Finger domains 1), amely kulcsszerepet jatszik a DNS-metilacio fenntartdsaban a
DNS-replikacié soran. Az UHRF1 felismeri a hemimetilalt DNS-t, és a DNMT 1-et toborozza
ezekhez a helyekhez, biztositva, hogy az Ujonnan szintetizalt DNS-sz4l ugyanazt a metilacios
mintazatot kapja, mint az anyaszal.

1.1.3. DNS mintazat t6rl6i

A DNS-metilaci6 egy reverzibilis epigenetikai modositas, és a metilcsoportok DNS-rél valo
eltavolitasaért felelds enzimek - a ,forlok” - dontd fontossdgiiak a génexpresszid dinamikus
valtozasaban. A DNS-demetilacio torténhet passziv €és az aktiv demetilacié tjan, amelyek eltérd
enzimaktivitdsokra vezethetoek vissza. A passziv demetilacié a DNS-replikacio soran torténik. Ez
a folyamat a metil-szignal kihigulasdt eredményezi a DNS-metiltranszferazok (DNMT-k),
kiilonosen a DNMT]1 hianya vagy csdkkent aktivitasa miatt, amely igy nem képes fenntartani a
metilacios mintdzatokat a sejtosztodds soran. Az aktiv demetilacid ezzel szemben egy
kozvetlenebb és gyors enzimatikus folyamat, amelyben tobb kulcsfontossagu szerepld, elsésorban
a Ten-Eleven Translocation (TET) enzimcsalad vesz részt. Ezek az enzimek - a TET1, TET2 és
TET3 - katalizaljdk az 5-metilcitozin (5-mC) oxidéacidjat S-hidroxi-metilcitozinna (5-hmC), ami
egy koztes 1épés a teljes demetilacio felé. Ez az atalakitds dontd fontossdgu, mivel az 5-hmC
tovabbi oxidacioval vagy 5-formilcitozin (5-fC) és 5-karboxilcitozin (5-caC) képzddik, amelyeket
a timin-DNS-glikozilaz (TDG) kivaghat, majd a baziskivagasi javitdsi Utvonalon (BER)
modositatlan citozinnal helyettesithet. A TET-enzimek nemcsak az aktiv demetilaciot segitik elo,
hanem 6nmagukban is epigenetikai markerekként szolgalnak. Az 5-hmC példaul a géntestekben
¢s az enhancerekben dusul, kiilondsen az agyban €s az embrionalis Ossejtekben, ami az aktiv
transzkripcié szabalyozasaban és a pluripotencidban betdltott szerepére utal.

1.1.4. Epigenetikai faktorok miikddése az egyedfejlédés korai stadiumaiban

A petesejt megtermékenyitése utan kialakul az egysejtli zigdta, amely tobb hasadasi koron megy
keresztiil anélkiil, hogy a teljes embrio6 térfogata ndvekedne. Ahogy az embrid eléri a nyolccellas
stddiumot, a polarizaci6 lehetdvé teszi a tomoriilést, ami megalapozza a kiilonallé sejtvonalak
kialakulésat: a trophectoderma (TE) és a belsé sejttomeg (ICM). Ezek a sejtvonalak a kovetkezd
aszimmetrikus hasadasi osztdddsok soran fejlddnek, és a blastocoel-iireg kialakulésaig tartanak.
Az tiregképzddés a blastociszta teljes kiterjedését eredményezi, amely a kdrnyez6 zona pellucida
rétegbdl kiszabadul, miel6tt beagyazddna a méhnyalkahartydba. A preimplantacios embriogenezis
soran a DNS-metildcioban dinamikus véltozdsok kovetkeznek be. A megtermékenyités utan
kialakul az apai és az anyai mag, amelyek aktiv és passziv demetilacion mennek keresztiil. Az
embriondlis fejlédés elérehaladtaval de novo metilacid kovetkezik be, ami dontd fontossagu az



elsd sejtdifferencidlodas és a pluripotenciat fenntartdé gének elnémitdsa szempontjabol. A
metilacios szintek globdlis ingadozasa ellenére az imprintdlt gének metilacios allapota
kovetkezetes marad. Vizsgalatok kimutattak, hogy a Dnmtl a Dnmt3a és Dnmt3b segitsége nélkiil
is képes fenntartani a metilaciot a legtobb imprintelt 16kuszban. Emellett a Dnmtls izoforma a
preimplantacios fejlodés soran végig a sejtmaghoz kapcsolddik, segit fenntartani a metilaciot
specifikus genomi régiokban. A metilacié a globalis szinteken til is valtozik; a Dnmtlo, egy
Dnmtl izoforma, amely elsdsorban az oogenezis és a korai preimplantacié soran fejezdédik ki,
stadiumspecifikus metilacios valtozasokat mutat. A metiltranszferazok és a veliik kolcsonhato
fehérjék expresszids mintazatdnak elemzése eltérd epigenetikai profilokat jelez egyetlen embrion
beliil. Ez a komplexitas részletes egysejtes metilacids profilalkotést tesz sziikségessé a sejtsorsok
megkiilonboztetéséhez, és hozzajarul a korai fejlodés soran a DNS-metilacid atprogramozasanak
bonyolult folyamatinak megértéséhez. A DNS-metildciéo tehat egy alapvetd és dinamikus
epigenetikai modositas, amely alapvetd fontossagu a preimplantacids embrio fejlddésben, hatassal
van mind a globalis, mind a l6kusz-specifikus génexpressziora, és ravilagit az egysejt-szintli
részletes epigenetikai profilalkotas sziikségességére.

1.2. TEAD transzkripcios factor csalad tagjai

A TEAD csalad négy kiilonboz6 tagbol (TEAD1-4)all, amelyeket négy kiilonalld gén kodol, és az
emlésok szinte minden szovettipusdban kifejezédnek. Az N-terminalis domén olyan DNS-cisz-
elemekhez kotédik, mint az 5'- GGAATG - 3’ szekvencia, amelyek az SV40 enhancerben és a
TEAD célgének promoter régidiban vannak jelen. A C-terminus transzaktivaciés doménként
funkcional a transzkripcios koaktivatorok toborzasaban. A TEAD-ok szdmos koaktivator-jeloltjét
azonositottak, koztiik a YAP-ot és annak paralogjat, a TAZ-t, a vgll fehérjéket €s a nuklearis
receptor koaktivatorok pl160 csaladjat. A TEADI kulcsfontossagu a szivizom fejlodésében,
eldsegitve a szivspecifikus gének kifejezddését. A TEAD?2 szerepe tovabbra is kissé homalyos, de
feltételezhetden részt vesz az agyfejlédés szabalyozasdban. A TEAD4 elsésorban az embrid
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1.3. ATEAD4 fehérje és hippo jelatvitel

A TEAD transzkripciés faktorok a Hippo jelatviteli utvonal kulcsfontossagu kozvetitoi.
Aktivitasukat a nuklearis koaktivatorokkal valé kolcsonhatasokon keresztiil fejtik ki, amelyeket
harom csoportba sorolnak: YAP (yes associated protein) ¢és annak paraldégja TAZ (PDZ-koto
motivummal rendelkezd transzkripcios koaktivator, mas néven WWTRI), VgLL-ek és pl160s
fehérjék. A Hippo jelatviteli utvonal a szervméret szabalyozoja, amely egy kozponti kinaz
kaszkadon keresztiil miikodik. A YAP vagy a TAZ, a downstream effektorai, foszforilalatlanul a
sejtmagban helyezkednek el, foszforilalaskor pedig a citoplazmaba helyezddnek at. Foszforilalt
forméjukban a YAP és a TAZ az ubikvitin/proteaszomalis Utvonalon keresztiil degradalodnak.
Foszforilalatlanul a YAP/TAZ a sejtmagba kertil, €s aktivalja a kiilonb6z6 nuklearis transzkripcios
faktorokat, koztiik a TEAD-okat. Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a Hippo-YAP utvonal
néhany kulcskomponense az alternativ splicing szintjén szabalyozott. A Y AP-nak példaul nyolc
kiilonb6z6 splicing izoforméja van. Ezeknek az izoforméknak a szerepe még nem teljesen



tisztazott. Mivel a TEAD4 a Hippo-jelatvitel egyik kulcsfontossagi Osszetevoje, feltételezziik,
hogy tovabbi izoformak is létezhetnek, és bioldgiailag relevans szerepet jatszhatnak ebben a
folyamatban. A TEAD4 kritikus szerepet jatszik a Hippo jelatviteli ttvonalban. A TEAD4
szabalyozasa ebben az utvonalban koaktivatorai, a Yes-asszocialt fehérje (YAP) és a PDZ-koto
motivummal rendelkezd transzkripcids koaktivator (TAZ) foszforilacids allapotatol fligg. A
TEAD4 emellett kulcsszerepet jatszik az embriondlis fejlédésben és a pluripotenciaban, mivel
része annak a transzkripciés halézatnak, amely az embriondlis Ossejtek pluripotencidjat
szabalyozza. Olyan alapvetd pluripotencialis faktorokkal miikddik egyiitt, mint az Oct4, Sox2 és
Nanog ¢és olyan géneket szabdlyoz, amelyek elengedhetetlenek az embriondlis Ossejtek
differenciélatlan allapotban tartasdhoz. Ez a kolcsonhatds hangsulyozza a TEAD4 jelentdségét a
korai fejlddési szakaszokban ¢€s a sejtdifferencidlodasban. A TEAD4 a Wnt jelatviteli utvonalban
is szerepet jatszik, amely kulcsfontossagu a sejtsors meghatdrozasaban és a szoveti homeosztazis
fenntartasaban. A TEAD4 kolcsonhatasba léphet a p-kateninnel, a Wnt-szignalizaci6 egyik
alapvetd kozvetitdjével a génexpresszio szabalyozasa érdekében. A TEAD4 és a Wnt jelatvitel
kozotti ilyen kolesonhatas aldhtzza a fehérje azon képességét, hogy kiilonbozd jelatviteli
utvonalakat integraljon, eldsegitve ezzel a komplex sejtvalaszokat.

crer

Az egerek implantaciot megeldzo fejlédése soran az embriok az elsd két sejtvonal kialakulasaval
blasztocisztakat képeznek: a tropektoderma (TE), amelybdl a placenta keletkezik, és a belsd
sejttomeg (ICM), amelybdl a tulajdonképpeni embrio alakul ki. A TE differencialédasat a Caudal-
related homeobox 2 (Cdx2) transzkripcids faktor szabalyozza, de a Cdx2 expresszidjat megel6z6
mechanizmusok tovabbra sem ismertek. Kimutattak, hogy a Teadl, Tead2 és Tead4 kifejezddik a
preimplantacidés embriokban, és legalabb a Teadl és Tead4 széles korben fejezddik ki mind a TE,
mind az ICM vonalban. A Tead4-et kiiitd (Tead4”") embridk azonban a preimplantacios
stadiumban elpusztulnak anélkiil, hogy kialakulna a blasztocoel. Tovébba a Tead4”~ embridkban
nem mutathaté ki TE-specifikus gén, beleértve az Eomes-t és a Cdx2-fiiggetlen Fgfr2 gént.
Ehelyett az ICM-specifikus Oct3/4 és Nanog transzkripcids faktorok minden blasztomerben
kifejez6dnek. A Tead4” embridk in vitro tenyésztés soran szintén nem differencialodnak
trofoblaszt-oriassejtekké, bar ezekbdl az embriokbol normalis differencidlodési képességii
embrionalis dssejtek (ES) még létrehozhatok. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Tead4-nek
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meg, mivel a Teadl és Tead2 kettds mutans embriok sulyosabb hibdkat mutatnak, mint a Teadl
vagy Tead2 egyszemélyes mutdns embriok. A Tead4 inaktivaldsa egerekben azonban sulyosan
ami a Tead4 elsddleges funkcidjanak tiinik. Figyelemre méltd, hogy az embriok normalisan
fejlodnek, ha a Tead4 funkcidjat a beiiltetés utan megszakitjak. Kezdetben kimutattak, hogy a
Tead4 nem sziikséges a Dblastocoel kialakuldsdhoz, ha az embridkat alacsony
oxigénkoncentracioban tenyésztik. A gliikdoz hidnyaban tenyésztett Tead4 knockout embridk



azonban nem inditjadk el a blastocoel képzddést, ellentétben a vad tipust embriokkal. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy a TEAD4 szerepe a preimplantacios fejlddés soran a moruldbol a
blasztocisztaba valé atmenethez sziikséges energia-homeosztazis kialakitasaban rejlik.

A Tead4 a placenta primordiumban a trofoblaszt progenitorok Onmegujuldsanak és
torzsfejlodésének szabdlyozasaval a posztimplantacios fejlddésben is dontd szerepet jatszik. A
beiiltetés utani egér embriokban a Tead4 szelektiven expresszalodik a trofoblaszt dssejt-szerti
progenitor sejtekben (TSPC-k). A Tead4 elvesztése a posztimplantacids egér TSPC-kben kérositja
az dnmegujulast, ami embrionalis letalitashoz vezet a 9,0. embrionalis nap (E9,0) eldtt, ami az
emberi terhesség elso trimeszterének megfeleld fejlodési szakasz. A TEAD4 és kofaktora, a Yes-
associated protein 1 (YAP1) is specifikusan expresszalodik a human placenta elsd trimeszterének
citotrofoblaszt  (CTB)  progenitoraiban.  Néhdny  megmagyarazhatatlan,  ismétlddo
terhességvesztést (idiopatias RPL) Osszefiiggésbe hoztak a CTB-progenitorokban a TEAD4
karosodott expresszidjaval. Az RPL-paciens-specifikus trofoblaszt dssejtek (RPL-TSC)
létrehozésaval kimutattdk, hogy a TEAD4 elvesztése az RPL-TSC-k hibas onmegujulasaval
korrelal, és a TEAD4 expressziojanak helyreéllitdsa megmenti ezt a képességet. A Tead4-hianyos
egér TSC-k globalis génexpresszids (RNA-Seq) elemzése, ChIP-Seq adatokkal kombinélva,
kimutatta, hogy a Tead4 kozvetleniil szabalyozza a kiilonb6zd sejtciklus-szabalyozokat, koztiik
tobb ciklin/CDK-t. A ciklinek/CDK-k Tead4 altal kozvetitett szabalyozdsa a primer trofoblaszt
progenitorokban elengedhetetlen az dnmegujulasukhoz és terjeszkedésiikhoz. A TEAD4 tehat
alapvetd szerepet jatszik a trofoblaszt sejtek homeosztazisdban a placenta fejlodése soran,
megelézve a placenta elégtelenségét €s biztositva a sikeres terhességet.



2. CELKITUZESEK

A transzkripcios szabalyozas kritikus szerepet jatszik az embridonak a méhnyalkahartyaba torténd
bedgyazodasaban. A TEAD4 egy olyan transzkripcios faktor, amely kézponti szerepet jatszik
azoknak a molekularis eseményeknek a szervezésében, amelyek kritikusak az embrio sikeres
bedgyazddasdhoz a endometriumban. Ismert, hogy a TEAD4 szabalyozza a sejtadhézidban, a
trofoblasztok invazidjaban ¢és az endometrium receptivitdsdban szerepet jatszé gének
expresszidjat. A TEAD4 az implantacio6 utani egyedfejloddésben is részt vesz, és kritikus szerepet
jatszik a placenta kialakitdsdban ¢és miikodésében. A TEAD4 diszregulacidja a placenta
szerkezetének ¢és mikodésének rendellenességéhez vezethet, ami terhességi komplikacidkat,
példaul méhen beliili novekedési-litem csokkenést vagy preeklampsziat eredményezhet. Ennek
megfeleléen a TEAD4 epigenetikai sszefiiggéseinek tanulmanyozésa értékes betekintést nyujt a
TEADA4 fejlodésben, reprodukcidoban és betegségekben betoltott szerepébe. Ebbdl adoddan a
TEADA4 karakterizalasa diagnosztikai és terapias szempontbol is fontos lehet a reprodukcios
orvostudomany szamara. A kovetkezd célkitlizéseket vetettiik fel a TEAD4 és potencidlis
izoformainak analizisére:

1) A human 12-es kromoszoman kodolod6 TEAD4 gén koriili epigenetikai mintdzatok
feltérképezése.

2) A TEADA4 uj promoter régioinak keresése, amelyek magyarazatot adhatnak a TEAD4 komplex
funkcidjara.

Epigenetikai hiszton-profilok in silico tanulmanyozasa felvetette, hogy egy 1j, ismeretlen
funkcidju TEAD4 izoforma lehet jelen a sejtekben, és fel akartuk térképezni a szovetekben valo
expresszidjat:

3) Az 1) TEAD4 izoforma klénozasa €s nukleotidszekvencia analizise.

4) Az 1j izoforma génexpresszids mintazatanak vizsgalata.

5) Az 1j izoforma szubcellularis lokalizacidjanak felderitése.

6) Az alternativ TEAD4 promoter azonositasa, klonozésa €s tranziens expresszids koriillmények
kozotti tanulmanyozasa.

Miutan kimutattuk, hogy az 0j izoforma jelen van a placentdban, két 0j célkitlizéssel egészitettiik
ki a vizsgélatainkat:

7) Annak bizonyitasa, hogy az 0j izoformat kodol6 mRNS transzlalodik a placentaban.
8) A DNS-metilacios mintdzat vizsgalata placentdban ¢és milyen szerepet jatszhat az
expresszidban.

Osszefoglalva, a PhD dolgozat f6 céljai a kovetkezok voltak: a potencidlis uj TEAD4 izoformak
feltarasa, expressziojuk jellemzése, és annak vizsgalata, hogy az epigenetikai mechanizmusok,
mint példaul a DNS-metilacio, hogyan jatszhatnak szerepet ezekben a folyamatokban.



3. EREDMENYEK

3.1. Epigenetikai profil-analizis egy j promotert jeleznek a TEAD4 gén 3. intronjaban

Az eredeti hipotézisiink az volt, hogy a TEAD4 génnek tobb promotere is lehet, és az uj
transzkriptum kodolta izoforma részt vehet a blasztocisztadk méhnyélkahartydba torténd
hasznaltak a sejttipus-specifikus genetikai és epigenetikai dontésekkel osszefliggésben. A TEAD4
gén tovabbi, kordbban nem azonositott promotereinek felderitésére az ENCODE-adatbazisaban
talalhatd epigenetikai mintdzatokat vizsgaltuk a TEAD4 génben, valamint a szomszédos
kromoszémalis régidokban. Az in silico analizis elején azokra az epigenetikai hiszton-jelekre
fokuszaltunk, amelyekr6l ismert, hogy alkalmasak a transzkripcionalisan aktiv promoterek
jelzésére. Példaul a H3 hiszton 4-es lizinjén (H3K4me3) és H3 hiszton 27-es lizinjén (H3K27ac)
torténd tri-metilacid, illetve acetilacid, valamint a hiszton 2A Z-izoformdjdnak (H2A.Z)
depozicidja a transzkripcidosan kompetens promoterek indikdtorai. A transzkripciondlisan aktiv
promoter jelenlétét jelzi, ha az RNS-polimerdz II (Pol2) depozicidja atfedésben van ezekkel az
atfedését, ami egy Uj, a 3. intronba adgyazott promoter 1étezésére utal. Ennek a hipotetikus TEAD4
intronalis promoternek a jelenlétét tamogatjak a transzkripcios faktorokkal kapcsolatos ChIP-Seq
adatok az ENCODE adatbazisban. Az elemzést két jol ismert sejtvonalon végeztiik el: K562, amely
human myelogén leukémidbol szarmazik, és HI1-hESC, egy totipotens human embriondlis
sejtvonal.

Az epigenetikai szigndlok elemzése két olyan teriiletet azonositott, ahol az epigenetikai
markerek atfedésben vannak, ami erds transzkripcids aktivitdsra utal. Az egyik az elismert
kanonikus TEAD4 promoter, a masik pedig koriilbeliil 40 kb-sal lejjebb taldlhato a 3. intronban.
Ezt a prediktalt intronalis prediktalt promotert még nem vizsgaltak. A ChIP-Seq adatok azt jelzik,
hogy csak bizonyos sejttipusokban funkcionalis, ami arra utal, hogy az alternativ TEAD4
promoéterbdl szdrmazd transzkriptumok kodolta TEAD4 izoformanak egyedi szerepe lehet
bizonyos sejtekben.

3.2. Az in silico prediktalt TEAD4 promoter jelenlétét a kisérleti eredmények megerdsitik

A prediktalt promoter transzkripcios iniciacids pontjanak meghatarozasat az S’RACE moddszerrel
végeztik K562 sejtekbdl izolalt RNS felhasznalasdval. A kapott fragmentumot PCR-rel
amplifikaltuk és egy plazmidvektorba (pDrive) épitettiik, majd a klonozott fragmentum
nukleotidszekvencidjat Sanger szekvendlds modszerével hataroztuk meg. A fragmentum
nukleotidszekvenciajanak ismeretében a huméan genomban azonositani tudtuk a transzkripcios
startpontot. Ennek értelmében, az 0j transzkriptum a TEAD4 gén 3. intronjaban inicialodik, azaz
egy 4j TEAD4 prométert azonositottunk. Tovabba, a nukleotidszekvencia birtokdban olyan PCR
primereket terveztiink, amikkel vizsgalni tudtuk, hogy az intronalis iniciaciéju transzkriptum 3’
vége milyen tovabbi exonokat hordoz. A PCR terméket az elobbihez hasonlé mddon klonoztuk,
majd szekvenaltuk. A szekvencia adatok elemzése azt jelzi, hogy az 0j promoter altal azonositott
elsé exon nem kodolo, de a tovabbi exonok azonosak az eredeti TEAD4 gén exonjaival.
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3.3. Az TEAD4 izoforma egy DNS-ko6té domén nélkiili fehérjét kodol

Az Ujonnan azonositott transzkriptum jelentdésen rovidebb, mint a teljes hossziisagat TEADA4-
valtozat, a TEAD4-FL. Az 1 transzkriptum in silico transzlacidja azt mutatja, hogy egy trunkalt
TEAD4 izoforma (TEAD-AN) kodolodig, amibdl az N-terminalis, DNS-k6t6 domén hidnyzik,
azonban a C-terminalis régioban teljesen azonos a kanonikus valtozattal. A TEAD-AN izoforma
DNS-koté doménjének delécidja érdekes kérdéseket vet fel a sejtes és molekularis funkcidival
kapcsolatban.

3.4. TEAD-AN isoform is excluded from the nucleus

A fehérjék pontos szubcellularis lokalizaciojat kiilonbozd szabalyozé mechanizmusok hatarozzak
meg. A nukledris lokalizacids szignal (NLS) sok esetben fontos, hogy az adott fehérje a sejtmagba
keriiljon, azonban arra is van példa, hogy az NLS nélkiili fehérjék a sejtmagba transzlokalodnak.
Az NLS-predikcios szoftverek nem tudtdk NLS-t azonositani a TEAD-AN izoforméban.
Hipotézisiink az volt, hogy az izoforma lokalizdciéjanak meghatarozasa betekintést nyujthat az 0j
izoforma cellularis funkcidjaba. Az izoforma szubcellularis lokalizacidjanak vizsgalatara tranziens
expresszios kisérleteket végeztiink. Mindkét izoformat fluoreszcens fehérjéket kodold plazmidba
illesztettiik. A GFP-t kddol6 plazmidot a teljes hosszusagh TEAD4 (TEAD4-FL), mig az RFP-t
kédoldo plazmidot a TEADA4-AN klonozasara hasznaltuk. Ezeket a rekombinans
plazmidkonstrukciokat eukariota sejtekbe ko-transzfektaltuk €s mikroszkoppal kovettiik azok
szubcellularis lokalizaciojat. A teljes hosszisdgit TEAD4 izoforma dontden a sejtmagban
lokalizalodott, mig a csonka TEAD4-AN elsésorban a citoplazmaban volt megfigyelhetd, de
kisebb aranyban sejtmagi lokalizacid is eléfordult.

3.5. ATEADA4-AN expresszio sejttipus-specifikus

Izoforma-specifikus PCR segitségével vizsgaltuk a TEAD4 izoformak expresszidjat kiilonbozo
human szévetmintdkban. A teljes hosszusagih TEAD4 izoforma minden vizsgalt szovetben
detektalhato volt PCR-rel. A TEAD4-AN varians expresszioja azonban csak bizonyos sejttipusokra
korlatozodik, ami az Gjonnan azonositott izoforma specialis sejtbiologiai szerepére utalhat. Az
RNS expresszio mellett a fehérje expresszios profilt is vizsgaltuk, annak az esetnek a kizardsara,
TEAD4 izoformak fehérje-expresszids profiljanak kiillonbozé sejtvonalakon végzett Western blot
analizissel tortént . A hosszabb TEAD4 izoforma minden vizsgalt sejtvonalban megtalalhato volt,
ami Osszhangban van a PCR-vizsgélatok eredményeivel. Ezzel szemben a rovidebb TEAD4
izoformat kizardlag bizonyos sejtvonalakban mutattdk ki, és a hosszabb valtozathoz képest
alacsonyabb expresszids szintet mutatott.

3.6. Az alternativ TEAD4 promoter in vitro elemzése

A transzkripcios kontroll része, hogy a transzkripcios faktorok (TF-ek) kdlcsonhatnak a promoter
¢s az enhancer régiok cisz-elemeivel. Ezek a kdlcsonhatasok eldsegitik a preiniciacios komplexek
kialakulésat, ami az RNS-polimeraz Il enzim altali hatékony transzkripcidohoz vezet. A TEADA4-
AN promoter TF-kotohelyek feltdrasa szamos potencidlis cisz-elemet mutatott ki, beleértve
maganak a TEAD4-nek is a konszenzus motivumat. A TEAD4-nek a TEAD4-AN promoteren
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beliili, elore jelzett konszenzus motivumhoz vald kétddésének megerdsitése érdekében gél-shift
vagy EMSA kisérleteket végeztiink. Mivel a kromatin immunprecipitacids (ChIP) vizsgalatokhoz
hasznalt kivaldé mindségli TEAD4-antitestek nem alltak rendelkezésre, kompetitiv EMSA-
modszert alkalmaztunk a TEAD4-nek ehhez a promoter-régidhoz vald kotédésének validalasara.
A TEAD4 cisz-DNS eleme szekvencia szintén nagyon hasonlit a TEAD4 konszenzus
szekvencidjdhoz. Az EMSA eredményeink demonstraljak, hogy a TEAD4 kotédik az alternativ
TEAD4-AN promoéterhez és feltétezhetden szabalyozza annak kifejezddését.

3.7. ATEAD4 promoter(ek) funkciondlis jellemzése tranziens transzfekcios vizsgalatokban
Annak érdekében, hogy elmélyitsiik a TEAD4-AN transzkripcios szabalyozasanak megértését, és
hogy teszteljiik az in vitro DNS-fehérje kolcsonhatés kisérletek megallapitasaink relevancidjat, A
régid evolucidsan konzervalddott az emlésokben, ami arra utal, hogy jelentds szerepet jatszik a
transzkripci6 szabdlyozasaban. Funkcidjanak eukaridta kontextusban torténd elemzéséhez
rekombinans luciferaz riporter plazmidokat allitottunk eld, amelyek mind a kanonikus TEADA4, és
a TEADA4-AN promoéterét tartalmazzak és iranitjak a Luciferar riportergén kifejez6dését. Ezeket a
riportergén konstrukciokat HEK293 sejtekbe jutattuk. Vizsgalatainkban az Gjonnan azonositott
promoter jelentds luciferaz-aktivitast mutatott, bar kevésbé intenziven mitkdott, mint a kanonikus
promoter. Ez arra utal, hogy a DNS-k6t6 doménnel rendelkezd izoforméanak kiemelkeddbb szerepe
lehet a sejtmiikddésben, mig a TEAD4-AN izoforma bizonyos helyzetekben és sejttipusokban
lehet fontos. A TEAD4 ¢és az emlitett promoter régioval vald kolcsonhatasanak hatdsainak
feltarasahoz egy TEAD4-et taltermeld plazmidot ko-transzfektaltunk egy 1,3 kb TEAD4-AN
promotert tartalmazd riporter génkonstrukcioval egylitt. Megfigyeltik, hogy a TEADA4-
overexpresszald plazmid mennyiségének emelésével a promoter aktivitasa is emelkedett. Ez arra
utal, hogy a TEAD4 a csonka izoforma expresszidjanak pozitiv szabalyozojaként mitkddik. Fontos
azonban megjegyezni, hogy a TEAD4 til magas szintje gatolhatja a promoter miikodését.
Bemutatott adataink egyiittesen azt mutatjdk, hogy a TEAD4 modulélja sajat izoformajanak
expressziojat azaltal, hogy kdlcsonhatasba 1ép az 01 intronikus promoterrel.

3.8. ATEADA4-AN expressziojat a placentaban a DNS-metilacio szabalyozza

A TEADA4 kritikus szerepet jatszik a human embriok implantacio utani talélésének biztositdsaban
azaltal, hogy a placenta primordiumban a trofoblaszt progenitorok dnmegujulésat és fejlodését
szabalyozza. Egerekben a TEAD4 hianya a trofoblaszt dssejtekben/progenitor sejtekben (TSPC-
k) a beiiltetés utan csokkent onmegujulédsi képességhez vezet, ami az embrié haldldhoz okozza a
9. embridnalis nap eldtt. Ez a fejlédési szakasz az emberekben a terhesség elsé trimeszterének felel
meg. Ezért a TEAD4-AN expresszio szerepének megértése ebben a kritikus fejlédési szakaszban
jelentds érdeklddésre tart szamot. Eldzetes lépésként megvizsgaltuk a TEAD4 izoformak
expressziés mintazatat human placenta- és koldokzsinérszoveti mintdkban. Analizislink a két
TEAD4 izoforma eltéré expresszids profiljat mutatta ki az emberi mintdkban. A TEAD4-AN
hidnyzott a koldokzsinérmintakbol, de kimutathato volt a placenta lizatumokban. Ez a differencialt
expresszié a TEAD4-AN izoforma egyedi szerepére utal a placenta fejlédésében. Az epigenetikai
modositasok, mint példdul a DNS-metilacié €s a kiilonb6z6 hisztonmoddosulasok olyan kromatin
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kornyezetet hoznak 1étre, amely eldsegiti a hatékony transzkripciot. Erre alapozva a TEAD4
izoformak szelektiv expresszidjat irdnyitd epigenetikai mechanizmusokra fokuszaltunk. DNS-
metilacios elemzést (biszulfit-szekvenalast) végeztiink, a koldokzsinor- és placenta mintakbol
kivont genomi DNS-en. A két TEAD4 prométert - a kanonikus és az alternativ — eltéré DNS
metilacios profilt mutatott. A biszulfit-szekvenalasunk eredményei egybevagtak az altalunk észlelt
fehérje-expresszios mintazatokkal. Mind a k6ldokzsinor-, mind a placenta- mintakban a kanonikus
TEAD4 promoter nem mutatott metilaciot, ami korreldl a TEAD4 fehérje expresszidjaval. Ezzel
szemben a csonka TEAD4-AN izoforma promoétere jelentds metilaciot eltérést mutatott a
koldokzsindr mintakban, ami transzkripcids szuppressziohoz és kovetkezésképpen a TEAD4-AN
izoforma expresszidjanak hianyahoz vezetett ezekben a mintdkban.

4. DISZKUSSZIO & KOVETKEZTETESEK

Az ) TEADA4 izoforma felfedezése, amely transzkripcidja egy intronikus promoter régiébol indul,
jelentds eldrelépést jelent a génszabalyozas megértésében. Ez az izoforma, a TEAD4-AN, a széles
korben vizsgalt TEAD4 transzkripcids faktor N-terminalisan csonka valtozataként jelenik meg.
Erdekes modon a TEAD4-AN transzkriptumbol hianyzik a hagyoméanyos DNS-kétd domént
(TEA/ATTS) kodol6 rész, ami a klasszikus transzkripcios faktor voltat megkéddjelezi ennek az
izoformanak. A TEAD4-AN:RFP kiméra fehérjével kapcsolatos megfigyelések is aldtdmasztjak,
amely a nukledris lokalizacios jel (NLS) nélkiilozésével tilnyomorészt a transzfektalt sejtek
citoplazméjaban lokalizalodik, ami nem nuklearis funkcidra utal. Korabbi kutatasok egy rovidebb
TEAD4 izoformat leirtak, amely alternativ splicing terméknek volt elkonyvelve. Kisérleteink,
amelyek a TEAD4-AN alternativ splicing eredetét céloztadk nem voltak sikeresek, annak ellenére,
hogy szdmos sejttipusban probaltuk kimutatni. Eredményeink azt demonstraljdk, hogy az
alternativ promoterhasznalat, amely gyakoribb esemény, mint az alternativ splicing, szintén ennek
az izoformanak a termelddéséhez vezet, megkérddjelezve azt az elképzelést, hogy megjelenése
szigortian a tumorigenezishez kapcsolodik. A TEAD4-AN molekularis €s sejtszintii funkcidja
nagyrészt spekulativ. Figyelemre mélto, hogy a TEAD4-AN megtartja a teljes hosszusagih Y AP-
koté domént, ami felveti a citoplazmaban 1évé YAPI fehérjével valo kdlcsonhatas és a sejtek
jelatviteli mechanizmusainak befolyédsolasanak lehetdségét. A YAPI1 foszforilacioja és nuklearis
transzlokacioja, amely a Hippo jelatviteli utvonal kulcsfontossagu aspektusa, kritikus folyamatok
a sejtproliferacio és a szervméret szabalyozasaban. Ezért annak megértése, hogy a TEAD4-AN
hogyan befolydsolja a Hippo-Utvonalat, kiilondsen annak szabalyozasit és az embrio
beagyazodasdhoz ¢és a méhlepény kialakulasdhoz 1étfontossdgu differencialodasi folyamatokat,
betekintést nyujthat az ezeket a létfontossagl fejlddési szakaszokat irdnyitdé bonyolult
mechanizmusokba.

Kisérleteink azt mutatjak, hogy a TEAD4-AN mRNS-expresszioja szorosan kapcsolodik
intronikus promoterének DNS-metilacios statuszahoz. A metilaciéo hidnya ebben a régioban
elosegitheti a nyitottabb kromatin konfiguraciot, fokozva a nukleoszoma dekondenzaciot és
megkonnyitve a kiillonbozd transzkripcios faktorok, koztilk a DNS-k6td doménnel rendelkezok
kotddését. Egy ilyen kdrnyezet fokozhatja a TEAD4 génszabalyozo szerepét, mivel heterodimert
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alkothat mas TEAD csaladba tartozd fehérjékkel és SMAD transzkripcios faktorokkal, tovabb
befolyasolva a génexpressziot. A DNS-metildcid szerepe az epigenetikai szabalyozasban,
kiilondsen az embrionalis fejlodés kritikus preimplantacids €s posztimplantacids iddszakaiban, jol
ismert A DNMT3B, a de novo DNS-metilacio egyik kulcsenzime, alapvetd fontossagu a placenta
fejlodésének és miikodésének modulalasaban. A TEAD4-AN metilaciotol fliggd szabalyozasa igy
Uj utakat nyit a vizsgalat szdmara ezen izoforma funkcionalis kovetkezményeinek feltarasara,
kiilondsen a placenta fejlddésével és az embriondlis novekedéssel Osszefiiggésben. A TEAD4
hagyomanyos, DNS-k6td domén nélkiili formdja ismert arr6l, hogy megzavarja a Hippo-YAP
jelatviteli utvonalat, befolyasolva a sejtproliferaciot, a migraciot és a szervnovekedést. A TEAD4-
AN specifikus molekuldris funkcioja, beleértve a mas fehérjékkel vald kolcsonhatdsat és a
kiilonbozo jelatviteli utvonalakban betdltott szerepét, azonban még nem teljesen tisztazott. Ennek
mechanizmusnak a feltarasa jelentds hatassal lehet a terapias beavatkozasokra és a diagnosztikara.
Példaul a TEAD4-AN expressziojanak manipuldlasa 0j stratégidkat kinalhat a rakterapidban,
potencidlisan megzavarva a rosszindulatisaggal Osszefliggd jelatviteli titvonalakat. Tovabba a
TEAD4-AN biomarkerként szolgalhat bizonyos rakos megbetegedések esetében, diagnosztikai és
prognosztikai értéket biztositva.

TEAD4 gén
Apromoter B promoéter
Placenta : : : :
(Chorion frondosum)  ELILLEE LL0PT00

: |—>§TEAD4-FL izoforma |—>TEAD4-AN izoforma

kifejezédik : - kifejez6dik
Koldokzsingr 2229998, dadadaes
L) TEAD4-FL izoforma La X
kifejez6dik

A DNS-metilacio és hatasa a TEAD4 izoformak expresszidjara. Az A promoter a teljes
hossziisagh TEAD4 (TEAD4-FL) kifejezddését iranyitja, kiillonbozd szovetekben metilalatlan
marad, biztositva ennek az izoforménak a kifejez0dését. Ezzel szemben a B promoter, amely a
csonka izoforma (TEAD4-AN) kifejezodéséért felelds, szovetspecifikus metildcids mutat, ami
ennek az izoformanak a kiilonb6zd szovetekben differencidlis expressziojat eredményezi. A
grafikus 4bréazolds “nyaldkaként” abrazolt CpG-dinukleotidokat tartalmaz; a nyitott nyaldkak
metilalatlan CpG-ket, mig a feketével kitoltottek metilalt CpG-ket jelolnek.
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