Az RYBP retinsav jelatviteli utvonalra gyakorolt hatasanak
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Bevezetés

Az Rybp (Ringl and Yy1 Binding Protein) a polikomb represszor
fehérjék csaladjaba tartozik, ezek a fehérjék fontos szerepet
jatszanak  az  embriondlis  Ossejtek  pluripotencidjanak
fenntartasaban, valamint a sejtek differenciacigjaban is.
Korabban leirtuk, hogy az Rybp null mutans egerek bedgyazddas
kori letalis fenotipust mutatnak, ugyanakkor az Rybp heterozigdta
egereknél kozponti idegrendszeri fejlddési rendellenességek
figyelhetok meg, ilyen a kisagy hidnya, az eldagy talzott
novekedése, a veldcsO zarddasanak elmaradasa, valamint az
agykéreg megfeleld rétegzOdésének zavara. Tovabbi in vitro
vizsgalatok soran fény deriilt arra is, hogy az Rybp null mutans
Ossejtek bar képesek voltak neurdlis ssejteket és progenitorokat
létrehozni, azok nem voltak képesek érett neurdlis sejteket
képezni a differenciacié késobbi szakaszaban. Ezek alapjan
elmondhat6, hogy az RYBP fehérje esszencidlis szerepet jatszik
mind az embriogenezis, mind a neuralis fejlddés soran.

Az in vitro vizsgalatok soran megfigyeltiik még a korai neuralis
markerek emelkedett expressziojat az Rybp null mutans neuralis
kulturdkban a vad tipushoz viszonyitva. Az egyik ilyen korai

neuralis marker, ugyanakkor fontos transzkripcios faktor a PAX6,



melynek kifejezddését a retinsav (RA) jelatviteli ttvonal
szabalyozza. A kisérletek sordn az dssejtek neurdlis indukcioja
retinsav kezelés segitségével tortént. Az embriondlis fejlédés
sordn a retinsav morfogénként viselkedik és fontos szerepet
jatszik az idegrendszer fejlédésében. Felmeriil a kérdés, hogy az
in vitro koriilmények kozott megfigyelt jelenség, miszerint az
Rybp hidnydban a korai neuralis folyamatok tualzott mértékben
jatszodnak le, kotheté-e a retinsav jelatviteli Utvonal
megvaltozasdhoz vagy attol fiiggetlen folyamatrdl van szd. A

tovabbiakban tehat ennek vizsgalatat végeztem el.



Célkitiizések

PhD dolgozatomban a RYBP és a retinsav jelatviteli itvonal

kapcsolatat vizsgaltam egér embrionalis dssejtek in vitro neurdlis

.....

Munkam soran a kovetkezdket tiiztem ki célul:

Osszehasonlitani, hogy a retinsav jelatviteli utvonal tagok
expresszidja hogyan valtozik vad tipust és Rybp null
Meghatéarozni, hogy az Rybp null mutans sejtkulturdban
megfigyelt emelkedett Pax6 expresszido Osszefligg-e a
retinsav kezeléssel.

Meghatarozni azt, hogy az Rybp képes-e a Pax6 gént
szabalyozni és amennyiben igen akkor az Polikomb
medialt uton torténik-e.

Megvizsgalni, hogy az Rybp null mutins sejtekbe
lentivirdlis modszerrel visszavitt, ektopikusan kifejez6do
Rybp képes-e a retinsav jelatviteli utvonal, valamint annak

target génje, a Pax6 expresszidjanak menekitésére.



e Vizsgilni annak a lehetdségét, hogy a megvaltozott
retinsav jelatviteli utvonal hatassal van-e az apoptozis és

nekrozis folyamatéra, valamint a sejtciklusra.



Alkalmazott modszerek

1. Egér eredeti embriondlis Ossejtek  tenyésztése,
embrionalis test képzés retinsav jelenlétében és hianyaban
és in vitro neuralis differenciacio.

2. A retinsav, valamint az apoptozis ¢és nekrozis jelatviteli
utvonalak tagjainak génexpresszios vizsgalata valos idejii
kvantitativ polimeraz lancreakciéval.

3. Az RYBP, PAX6 ¢és Kaszpaz 3 fehérjék lokalizaciojanak
vizsgalata immuncitokémia segitségével.

4. Apoptézis és nekrozis kimutatdsa apoptdzis/nekrodzis
jelolo kit segitségével.

5. Apoptozis €s sejtciklus vizsgalata aramlési citometridval

6. A Pax6 gén Pl promoterének molekularis klonozésa
pGL4.20 vektorba.

7. Az RYBP szerepének vizsgdlata a Pax6 gén
kifejez6désének szabalyozasaban luciferaz riporter proba
segitségével.

8. Konfokalis fluoreszcens mikroszkopia.



Eredmények

1.

A retinsav jelatviteli Gtvonal tagok génexpresszidjanak
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a retinol é&s
retinsav ~ kOtd, valamint metabolizald  enzimek
génexpresszidja megemelkedik, mig a lebontdsban
szerepet jatszo gének szintje lecsdkken az in vitro neuralis
differencidci6 soran Rybp hianyaban a vad tipushoz
képest.

Immuncitokémia segitségével kimutattuk, hogy a retinsav
jelatviteli utvonal szabdlyozasa alatt is all6 PAX6
mennyisége retinsav kezelés hidnyaban is megemelkedi
az Rybp null mutans sejtekbdl képzett embrionalis
testekben.

Az RYBP ¢és PAX6 fehérjék kifejez6dése dinamikusan
valtozik az in vitro neuralis differenciacié soran, mivel
azokban a sejtekben, amelyekben nem figyelhetd meg
RYBP expresszid, magasabb PAX6 kifejez6dés
tapasztalhatd, valamint a két fehérje nem, vagy csak ritka
esetekben fejezddik ki egyazon sejtben.

Az RYBP Pax6 gén szabalyozasaban betoltott szerepét

luciferdz riporter probaval vizsgalva kimutattuk, hogy az



RYBP polikomb fiiggé modon represszalja a Pax6
kifejez6dését a P1-es promoterén keresztiil.

Lentivirus altal medialt génbeviteli moédszerrel eldallitott,
ektopikus Rybp expresszidjara képes sejtvonalakat
hasznalataval megallapitottuk, hogy az Rybp sejtekbe
torténd visszavitele csak részlegesen allitja helyre a
retinsav jelatviteli utvonal tagok, valamint a Pax6
kifejezdését.

Az in vitro neurdlis differenciacid soran megemelkedik
mind az apopto6zis, mind a nekrézis mértéke az Rybp null
mutans sejtekben. Tovabba, azt is megallapitottuk, hogy
az apoptézis mérteke Osszefligg nem csak az Rybp
hidnyéval, de a PAX6 magasabb szintjével is.

Aramlasi citometria segitségével kimutattuk, hogy
retinsav kezelés hatasara megvaltozik a sejtciklus fazisok

eloszlasa az in vitro neuralis differenciacio soran.



Summary

RYBP is a core member of the non-canonical Polycomb
Repressive Complexes 1 (ncPRCls), which are essential
epigenetic regulators of cell identity. We have previously
reported that RYBP is important for central nervous system
development in mice and Rybp null mutant (Rybp”) mouse
embryonic stem cells has an impaired differentiation ability in
vitro as they form more progenitor and less terminally
differentiated cells. Moreover, the increased neural progenitor
pool formation was linked with the elevated level of the neural
progenitor marker gene Pax6.

Since Pax6 stands under the regulation of the retinoic acid
(RA) signalling pathway, I have investigated whether Rybp can
regulate the RA pathway with special focus on Pax6 during the
time curse of in vitro neural differentiation of mouse ES cells. The
results showed that all the examined RA signaling pathway
members were overexpressed in the Rybp” neural cultures. By
utilising luciferase reporter assays, we also demonstrated that
RYBP was able to repress the Pax6 gene through its P/ promoter,
and the repression is attenuated when the other ncPRC1 member,

Ring Finger Protein 1 was present, suggesting that RYBP repress



Pax6 in a Polycomb dependent manner, via the ncPRCI1. We also
demonstrated that there were an increased rate of apoptosis and
necrosis in the Rybp™” neural cultures. Rybp can function both as
a pro and anti-apoptotic gene, depending on the given cell type
and context. Our results suggest that Rybp exerts an anti-apoptotic
function during neural differentiation and that in the lack of Rybp
neural progenitors are prone to die, which is likely lead to the
impaired terminal differentiation.

Taken together, in my PhD work I demonstrated that
RYBP regulate the gene expression of Pax6 via ncPRCI1, and in
the lack of Rybp the RA pathway increased, due to cells undergo
apoptosis and necrosis, which can be one of the causatives of the
impaired terminal differentiation towards neuronal lineages from

progenitors.



Publikaciok listaja

MTMT azonosito: 10071413
Osszesitett impact factor: 11,379

A fokozatszerzési eljaras alapjat képez6 kozlemény:

Sutus, E., Henry, S., Adorjan, L., Kovacs, G., Pirity, M.K.

(2022). RYBP regulates Pax6 during in vitro neural
differentiation of mousenembryonic stem cells. Scientific Reports

12:1 Paper: 2364. doi: 10.1038/s41598-022-06228-1 IF: 4,38

Tovabbi kézlemények:

Henry, S., Szabo, V., Sutus, E., Pirity, M.K. (2020). RYBP is

important for cardiac progenitor vell development and sarcomere
formation.  Plos  One 15:7 p. e0235922.  doi:
10.1371/journal.pone.0235922 IF: 3,24

Bajusz, 1., Henry, S., Sutus, E., Kovacs, G., Pirity, M.K. (2019).
Evolving role of RING1 and YY1 binding protein in the

regulation of germ-cell-specific transcripton. Genes 10:11 Paper:

941,33 p. doi: 10.3390/genes10110941 IF: 3,759



Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek Dr.
Pirity Melinda tudomanyos fomunkatarsnak, hogy Iehetdséget
biztositott szamomra ¢és megteremtette a feltételeket, hogy a
csoportjaban dolgozva elkészithessem MSc diplomadolgozatom utan,
PhD értekezésemet is. K6szondm a folyamatos szakmai és szellemi
tamogatast, a rengeteg tudast, amit neki kdszonhetden szereztem,
valamint a lehetdséget, hogy egy érdekes és izgalmas téman

dolgozhattam.

Koszonom kollégaimnak Dr. Kovacs Gergonek, Dr. Bajusz
Izabellanak, Szabo Viktorianak, Surya Henry-nek, Dudas Krisztinanak
¢s Adorjan Lilinek a kisérletek elvégzésében nyujtott segitséget, a

tamogatast és a jokedvet, amivel konnyebbé tették a munkat.

Szeretném megkoszonni Dr. Erdélyi Miklosnak, hogy az ELKH
Genetikai Intézetében irhattam PhD tézisemet, Dr. Endre Gabricllanak
a qRT-PCR kisérletekben nyujtott segitségét, Dr. Kozma-Bognar
Laszlonak, hogy segitett a luciferdz riporter probak kivitelezésében, Dr
Ayaydin Ferhan-nak, Dr. Steinbach Gabornak és Valkonyné Kelemen
Ildikonak a konfokalis mikroszkop hasznalataban nyujtott segitségiiket.



A disszertacioban elvégzett kutatisokat az alabbi palyazatok
tamogattak: GINOP-2.3.2-15-2016-00001 és a GINOP-2.3.2-15-2016-
00039.



Témavezet6i nyilatkozat

Alulirott Dr. Pirity Melinda, mint a kozlemények felelos
szerzbje igazolom, hogy Sutus Enikd PhD jelolt jelent6s
mértékben hozzijarult a dolgozat alapjaul szolgalo
tudomanyos publikacié létrehozasahoz. Az értekezésében
bemutatott eredményeket mas PhD értekezésben nem
hasznaljuk fel. Kijelentem, hogy a jelolt dltal végzett
kisérletek eredményét a tovabbi tarsszerzok a tudomanyos
fokozat megszerzéséhez nem hasznaltak fel, és ezt a

jOovoben sem fogjak megtenni.

2022. 04. 05.

Dr. Pirity Melinda

témavezeto



