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1. TARTALMI OSSZEFOGLALO

A TDK munkémat az SZBK Genetikai Intézetének Embrionalis és Indukalt Pluripotens
Ossejt Csoportjaban készitettem. Téméja a nem-kanonikus Polikomb Repressziv Komplex
1 (ncPRC1) neuralis differenciacioban betoltott szerepének vizsgalata dupla mutans
(RybpK©/Yaf2) egér 6ssejtvonal alkalmazasaval. Az RYBP és a YAF2 fehérjék az
ncPRC1 komplexek kdzponti tagjai, de egy komplexen beltl mindig csak az egyik (RYBP
vagy YAF2) lehet jelen. Az ncPRC1 komplexeknek a sejtsorsok kialakitasaban van
feltételezett szerepe, azonban az RYBP és YAF2 kdzott esetlegesen fennalld redundancia
mértéke és a kétféle komplex célgénjei ismeretlenek. Nem ismert az sem, hogy mi okbdl
szerel6dnek Ossze kiilon RYBP-t és YAF2-t tartalmazd komplexek és ezen komplexek

egydttes jelenléte sziiksége-e a génszabalyozashoz.

Célunk a dupla mutdns egér Sssejtvonal (RybpX©/Yaf2K®) alkalmazasaval az ncPRC1
funkciok teljes mértékli felfiiggesztése €s a neuralis differenciaciora gyakorolt hatasanak
meghatéarozasa volt. Csoportunk korabban kimutatta, hogy Rybp hianyaban az éssejtekbol
nem képzddnek termindlisan differencialt neurélis sejtek és mindezzel parhuzamosan a
neurdlis progenitorok mennyisége felddsul a tenyészetekben. Megallapitottuk, hogy ennek
egyik f6 oka, hogy Rybp hidnyaban a sejtekben elmarad a Pax6 gén represszidja. A
progenitor sejtekben béségesen expresszalodd Pax6 mRNS-ek mennyisége a differenciacio

késdi szakaszaban sem cseng le és ez gétolja a differencidcié terminalis szakaszat'®.

Jelen TDK dolgozatban tovabb vizsgaltuk a Pax6 P1 promoterének szabalyozasat, ezzel
egy tagabb képet adva az ncPRC1 komplexek tagjainak sokrétli génszabalyozé
mechanizmusair6l. Luciferdz riporter rendszer alkalmazédsaval szdmos potencialisan
szabalyoz6 szerepet betoltd plazmid kombinacidt vizsgaltunk a Pax6 P1 promoterén.
Eredményeink arra utalnak, hogy a YAF2 és az IncRNS Paupar polikomb fiiggéd modon,
mig az RYBP a Paupar-ral polikomb fliggetlen médon represszalja a Pax6 P1 promoterét.
Eredményeink ujszerti betekintést nyujtanak az Rybp és a Yaf2 potencidlis kiillénbségeire a
génszabalyozas soran, valamint az ncPRC1 komplexek IncRNS-ekkel valo kapcsolatara.
Egyben ravilagitanak az emldsok génszabalyozasi folyamatainak finoman Osszehangolt

komplexitasara.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Az é6ssejtek

Az Ossejtek a szervezet nem specializalddott sejtjei, f6 tulajdonsaguk, hogy pluripotensek, azaz
beldliik a test minden sejtje képezhetd. Az éssejtek képesek 6nmeghjulasra és progenitor sejtek
létrehozasaval differencialddasral. Az Gssejtek a keletkezd utddsejtek alapjan kétféle modon
tudnak osztddni. Szimmetrikus osztddas sordn egy Ossejtbél Onmagaval azonos két Ossejt
keletkezik, mig aszimmetrikus osztédas soran egy Ossejtb6l egy onmagaval azonos és egy
differencialt sejt keletkezik®. Aszerint, hogy beldlikk egy, kevés vagy akar sokféle utodsejt
alakulhat ki beszéliink multipotens, oligopotens vagy unipotens Ossejtekrol. Az dssejtek
szarmazasuk alapjan lehetnek embrionalis, felndtt vagy indukalt pluripotens Ossejtek®. A
dolgozatomban embrionalis dssejtekkel foglalkoztam.

Az emldsok idegrendszere ektodermadlis eredetli. Az embrionalis fejlddés bélcsira allapota soran
alakul ki elészor a 3 csiralemez (ekto-, mezo- és endoderma). Az embrionalis dssejtek segitségével
képesek vagyunk ezt a folyamatot modellezni. Ennek soran szuszpenzids kultaraban a sejtekb6l
aggregadtumokat, ugynevezett embriondlis testeket képeziink. Majd ezekbdl az embriondlis
testekbdl, példaul retinsavval a kdzponti idegrendszer idegsejt tipusanak kialakuldsa indukalhato.
A folyamat soran eldszor a neuralis Ossejtek jonnek létre, majd ezekbdl neuralis progenitorok
képzddnek?. Ezt kovetden a neurdlis progenitorok tovabb differencialédnak neuronalis és glia
progenitorokkd. A neurondlis progenitorokbdl képzédnek a termindlisan differencidlodott

neuronok. A glia progenitorokbdl pedig asztrocitak és oligodendrocitak jonnek létre (1. abra).
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1. dbra - A neurdlis sejttipus kialakulasanak sematikus abraja
3.3 A marker gének
A differenciaci6 folyamatanak nyomon kovetéséhez ugynevezett ,,marker géneket” hasznalunk. A
marker gének fejlédési stadium, illetve sejttipus specifikusak. Az altalunk legkordbban hasznalt
ilyen faktor az Oct4 (Pou5fl) ami az Ossejtek pluripotencidjanak fenntartasaért felelos és a
differencialodé sejtekben lecsokken az expresszioja®. A neurdlis differenciacio korai szakaszanak
markereléséhez kisérleteinkben a Nestin-t (Neuroepithelial stem cell protein) alkalmaztuk®.
NeuroD1-el (Neurogenic differentiation 1) pedig a differenciacio késdbbi szakaszat monitoroztuk’.
A terminalisan differencialodott neurdlis sejtek meghatarozasahoz a Tubb3-t (Tubulin, B 3 class
1) vizsgaltuk, aminek a mikrotubulusok dsszeszerelddésében van szerepe®.
3.4 A PAX6
A Pax6 (Paired Box 6) az egér genomjanak 2. kromoszomajan elhelyezked6 422 aminosavbol allo
transzkripcids faktort kodolé gén. Mind a gén, mind pedig a fehérje terméke az evolucié folyaméan
nagyfoku konzervaltsagot mutat®. Fontos szerepe van a kozponti idegrendszer, a szem és a
hasnyalmirigy fejlédésében’. A Pax6 egy retinsav altal indukalt gén, szintjének névekedése a
neuralis fejlodés kezdeti szakaszaban eldsegiti a sejtek neuralis irdanyba torténd elkotelezodését.

Ugyanakkor a folytonos megndvekedett PAX6 szint megakadalyozza a neuralis progenitor sejtek

------




A PAXG6 fehérje 3 prométerrdl irddhat at, ezek a PO, P1 és Pa promoterek, kozullk a neurdlis
fejlédében a P1 promdternek van a legjelentdsebb szerepe, dolgozatomban is ezt a promotert
hasznaltam *.

3.5 A Paupar

A kozponti idegrendszer fejlodése soran szamos hosszi nem kodold RNS (long non-coding RNA;
INcCRNS) expresszalodik, ilyen a Paupar (PAX6 Upstream Antisense RNA) is, amely a Pax6
16kuszatol 5° upstream helyezkedik el (2. abra). Korabban kimutattak, hogy a Paupar képes
szabalyozni a Pax6-et €s szamos mas gént is. Ennek soran a Paupar képes fizikailag asszocialni a
Pax6-el, valamint a promoéterek kornyékén feldusult kotohelyek modulalasaval is képes
szabalyozni'?. Tovabba, a Paupar képes kozvetleniil kotédni neuralis gének Pax6 kotéhelyeihez,

ezzel szabalyozva Sket™®,

‘ ‘ > PAX6
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2. dbra - A Pax6 lokusz sematikus abraja

3.6 AzRYBP

Az Rybp (RINGL1 and YY1 Binding Protein) az egér genomjanak 6. kromoszoémajan elhelyezkedd
228 aminosavat kdédold gén. A fehérjének, az N-termindlisan elhelyezkedd cink-ujj domén
kivételével, rendezetlen szerkezete van'®. Csoportunk kordbban kimutatta, hogy az Rybp az
embriogenezis soran a kozponti idegrendszerben expresszalodd gén. Szerepének jelentOségét
mutatja, hogy az Rybp homozigéta null (Rybp’") egérembridk az implantacio soran elpusztulnak,
mig az Rybp™ embriok egy részében velécsd-zarodasi rendellenességek jelentkeznek®®. Szintén
kimutattuk, hogy az Rybp™ sejtek in vitro neuralis kultdraiban a progenitorokbdl kevesebb érett
neurdlis sejttipus alakult ki a vad tipushoz képest’®. Tovabba azt is kimutattuk, hogy Rybp
hianyaban, feler6s6dott a retinsav-jelatviteli Utvonal tagjainak, koztik a Pax6-nek az expresszidja,
valamint az RYBP képes kozvetleniil represszalni a Pax6 P1 promoterét!’. Az idegrendszeren Kivill
csoportunk korabbi adatai alapjn az Rybp a sziv progenitor sejtek fejlddésében is fontos szerepet

jatszik®® és képes aktivalni a Plagll transzkripcios faktort kardialis differenciacio soran®.




3.7AYAF2

A YAF2 az RYBP homologja, fehérje szinten 55%-ban megegyeznek és a domén szerkezetiik is
hasonlo. Kulonbseg koztiik, hogy a cink-ujj domén és a C-terminalis domén kozott az RYBP
tartalmaz egy nem konzervalt régiét, ami a YAF2-ban nincs jelen®. Bioldgiai funkcidirdl joval
kevesebbet tudunk, mint az RYBP funkcidirdl. A Yaf2 (YY1 Associated Factor 2) az egér
genomjanak 15. kromoszomajan helyezkedik el. A YAF2-nak 3 izoformaja ismert, ezek funkcidja
szintén nem ismert. Ezek kozll a YAF2 XM a leghosszabb, 5 exonrol irodik at és 203 aminosavat
tartalmaz®. A YAF2 NM izoforma a harmadik exon kihagyasaval jon létre és 179 aminosavat
tartalmaz és a YAF2 AB izoforma pedig egy alternativ start kodonroél, a negyedik és 6todik exonrdl
atir6dé 129 aminosavat tartalmazé termék (3. abra). A YAF2-nak az RYBP-hez hasonl6an a
differencialodds szabalyozésdban van feltételezett szerepe. Yaf2 hidnyaban az Ossejtek
differenciacioja neuro-ektodermalis iranyba rendellenes modon kovetkezik be. A YAF2
feltételezhetden a differenciaciohoz elengedhetetlen gének represszidjaval segiti elé az Ossejtek
pluripotencidjanak fennmaradasat?®. Azt is kimutattdk, hogy a Yaf2 gén eltavolitasanak nincs
hatasa a mezodermalis és az endodermalis fejléddésre, ugyanakkor megndvekedett az ektodermalis

eredetii sejtek mennyisége?.
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3. abra - A YAF2 izoformak sematikus abréja

3.8 A Polikomb repressziv komplexek

A polikomb komplexek (PRC) epigenetikai regulatorok, a fejlodési stddium specifikus gének
pontos expresszios mintazatanak kialakitasdban van fontos szereplk. Két f6 fajtajat ismerjiik: az
ugynevezett Kanonikus Polikomb Repressziv Komplex 1-t (Polycomb Repressive Complex 1,
CPRC1) és a Polikomb Repressziv Komplex 2-t (Polycomb Repressive Complex 2, PRC2).
Az elmult évtizedben azonban tobb nem-kanonikus PRC komplexet is leirtak?® 2* 25, Mind a
cPRC1 és az ncPRC1 tartalmaz Ring finger protein 1 A/B-t (RING1A/B) és egyikét a hat
kil6nb6z6 Polycomb group ring finger (PCGF) fehérjéknek (PCGF1/2/3/4/5/6) (4. &bra). Egyazon
komplexen beliil nem lehet jelen egyidejiileg, valamint CBX fehérjek jelenlétében RYBP és YAF2.
Az ncPRC1 komplexek enzimatikus aktivitasa sordn a RING1A/B monoubiquitindlja a H2A

7



hiszton 119. lizinjét, és ezzel segiti eld a kromoszoma kompakcidjat és a célgén repressziojat®.
A YAF2/RYBP alegységek ezt a monoubiquitinaciot segitik eld, melynek a pontos mechanizmusa
csak idén, 2024-ben valt ismertté?’. A legtjabb eredmények ravilagitottak, hogy az ncPRC1
komplexek nemcsak repressziv hanem aktivacios funkciokat is képesek ellatni?®. Az, hogy az
RYBP-nek és a YAF2-nak kiilonb6z6 biologiai funkcidi vannak-e, még mindig nem vil&gos.

cPRC1 ncPRC1

YAF2/ RING1A/
RYBP B

\

Kdm2b‘

PRC1.2/4 e (s @
BCOR | CK?/
4 [ FBRS

= \
ncPRC1.1 ncPRC1.6
ncPRC1.3/5

4. dbra - A cPRC1 és az ncPRC1 sematikus abraja
3.9 Az R1 (Rybp*"*) sejtvonal
Az R1 sejtvonal, egy 1993-ban izolalt egér embriondlis Gssejt vonal. Kisérleteinkben referencia

+/+

sejtvonalakat hasznaltuk, az Rybp™* a vad tipusti embrionalis éssejtvonalat reprezentalja®®. A

mutans sejtkultirakat mindig az Rybp*’* 8ssejtvonalhoz hasonlitottuk.

3.10 Az Rybp- sejtvonal

Ez egy R1 sejtvonalbdl 1étrehozott Rybp null homozigdta mutéans sejtvonal. A sejtvonalat homoldg
rekombinacion alapuld géntargetalassal hoztak Iétre és a sejtvonal nem képes funkcionalis RYBP
fehérje termelésére®®.

3.11 Az RybpK©/Yal2K0 sejtyonal

Az RybpX©/Yaf2XO sejtvonalat CRISPR—Cas9-medialt genom szerkesztéssel hoztak létre Rybp*©

egér embrionalis sejtvonalbol®.




4. CELKITUZESEK

Célul tiztiik ki a dupla mutans egér 6sejtvonal alkalmazasaval az ncPRC1 funkciok teljes mértéki
felfiggesztését, majd a neuralis differencidcidra gyakorolt hatasanak vizsgalatat. Valamint
luciferaz riporter rendszer alkalmazasaval annak vizsgalatat, vajon a Pax6 P1 promoter

szabalyozésénak tekintetében eltérd vagy atfedo-e a YAF2 és az RYBP funkcioja.

Dolgozatomban az al&bbi kérdésekre kerestlink valaszt:

e Eltér-e a neuralis differenciacid soran expresszalodd stadium specifikus gének (Oct4,
NeuroD1, Nestin, Tubb3) expresszidja a dupla mutans (Rybp*°/Yaf2%®) neuralis
differenciacioja soran a vad tipust (Rybp*'*) és az Rybp null mutans (Rybp™) neuralis
differenciaciojatol?

e Milyen a TUBB3 és a NESTIN lokalizacitja a dupla mutans (RybpX°/Yaf2X°) neuralis
differenciacioja soran a vad tipust (Rybp*'*) és az Rybp null mutans (Rybp™) neuralis

e FEltér-e a Pax6 és a Paupar expresszidja a dupla mutans (RybpX°/Yaf2X®) neuralis
differenciacioja soran a vad tipust (Rybp*'*) és az Rybp null mutans (Rybp™) neuralis
differenciaciojatol?

e Milyen a Yaf2 két izoforméajanak, az AB és az NM izoforméknak az expresszidja a vad
tipusti (Rybp*'*) és az Rybp null mutans (Rybp™) sejtvonalak neurélis differenciacioja
soran?

e Képes-e a Paupar a YAF2-val vagy az RYBP-vel egyiittesen polikomb fiiggé mddon
represszalni a Pax6 P1 promaterét?

e Képes-e az ncPRC1.1 az irodalomnak megfeleléen, represszalni a Pax6 P1 promoterét?

o Képes-e az ncPRCL1.1 a Paupar IncRNS-el egyiittesen polikomb fiiggé modon represszalni
a Pax6 P1 promdteret?

e A YAF2 és az RYBP ko-expresszioja képes-e kivaltani erésebb repressziot a Pax6 P1

promoterén, mint a két gén 6nmagaban?




5. ANYAGOK ES MODSZEREK

Az anyagok és modszerek fejezetben szereplé anyagok pontos adatai a mellékletekben taldalhatoak.

5.1 Ossejtek in vitro fenntartasa

Az 6ssejteket a folyékony nitrogénbdl kivéve mitomycin C-vel kezelt embrionalis fibroblaszt
(MEF) sejtekre olvasztottuk és inkubatorban (Contherm Mitre Series 4000), 5% CO»-on és allando
37°C-os hémérsékleten tartottuk. A fenntartas soran az Ossejtkultirdkat 6ssejtes tapoldatot
tartalmazd 0,1%-0s zselatinnal bevont felszinii sejttenyészt6 csészékben ndvesztettik 65-70%-0s
stiriségig. A tapoldat cseréjét naponta, a passzalast kétnaponta hajtottuk végre. A tapoldat csereje
soran az elhasznalt tapoldatot automata pipettaval leszivtuk a csészérdl és friss, elore felmelegitett
tapoldatot mértlink ra. Passzalas soran a sejtek elészor egy 1x PBS-sel torténé mosason mentek
keresztill, majd 1x tripszinnel kezelve 37°C-on 1 percen keresztill inkubalodtak. A kezelés soran a
letapadt 6sszefiiggd sejtenyészetbdl egysejtes szuszpenziod képzddott, amit végiil friss tapoldatot

tartalmazo sejttenyészt csészékbe mértiink.
Az Ossejtek in vitro fenntartasa soran haszndlt anyagok pontos adatai a Mellékletek-tablazat 2-ben talalhatéak

5.2 In vitro neuralis differenciacio

A kisérletek soran harom sejtvonalat hasznaltunk fel: Rybp*’*, Rybp” és RybpK®/yaf2©. A
differenciacio kivitelezéséhez Bibel és munkatarsai modszerét vettilk alapul®! (5. abra). El6szor
az Ossejteket megfeleld slirliségig novesztettiik és Biirker kamra segitségével megszamoltuk. Majd
4,5x10° darab sejtet tartalmazo szuszpenziét mértiink LIF mentes éssejtes médiumot tartalmazo
bakterialis csészékbe. Az Ossejteket ezt kovetden 8 napon keresztiil inkubatorban (Contherm Mitre
Series 4000), 5% CO2-on és allandé 37°C-os homérsékleten tartottuk fenn. A bakterialis
csészékben a sejtek szuszpenziods allapotban vannak, mivel nem képesek a cseészék aljara letapadni.
A szuszpenzids kdzegben aggregalodnak és embrionalis testeket képeznek. A sejteken minden
masodik nap cseréltiink tapoldatot, a 4. és a 6. napon a friss tapoldatot kiegészitettiik 5 UM
retinsavval, melyet steril DMSO-ban oldottunk fel. A retinsav sziikséges a differencialodas neuralis
irdnyba valé eltolodasadhoz. A 8. napon az embrionalis testeket, a passzalashoz hasonldan, 1x-es
tripszinnel disszocialtuk. Ezt koveten a sejtek szamat Birker kamra segitségével hataroztuk meg
és 6x10° sejtet zselatinnal, poli-L-ornitinnel és lamininnal kezelt sejttenyészté csészékbe mértiink.
A 8. napon Neuralis A médiumot mértiink a sejtekre és ezt masnap friss médiumra cseréltik, majd

a 10. naptol Neuralis B médiumban tartottuk fenn 6ket, tapoldatot a 12. napon csereltink.
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A Kkisérletet az érett neuronok kifejlédéséig, a differencidcié 14. napjaig tartottuk fent.
A vizsgélatainkhoz mintakat vettiink az in vitro neuralis differenciacio 0., 3., 7., 10. valamint 14.
napjain.

Embrionalis test képzés Retinsav kezelés Neurdlis kultura

| | | | | |
Napok | | } {

| I I I
I

|
0) 1 2 3 4 5 6 7 8 (9 10 11)@A2 13 14

e — — — j.\_._‘ {__ N

Embrionalis|  Embrionalis Retinsav kezelt ( L : ]
Besejtek e embrionalis testek Neuralis progenitorok| ( Erett neuronok

5. &bra - Az in vitro neuralis differenciacié sematikus abraja
Az in vitro neurdlis differenciacid soran hasznalt anyagok pontos adatai a Mellékletek-tablazat 3-ban talalhatéak

5.3 Génexpresszios vizsgalatok

A génexpresszios vizsgalatok soran hasznélt anyagok pontos adatai a Mellékletek-tablazat 4-ben talalhatoak

5.3.1 RNS izolalasa és tisztitasa

Az RNS izolalés lépesei a 6. abran lathatoak. Az RNS izolalas els6 1épéseként a kultiiraban levo
sejteket mostuk 1x PBS-el, majd jégen lizaltuk B-merkaptoetanollal kiegészitett lizis pufferrel. Ezt
kovetden a lizatumot a GeneJET RNA Purification Kit segitségével tisztitottuk. A tisztitott
RNS-ek koncentréaciéit WPA Photometer UV 110 hasznalataval mértik meg. A mintékat ezt

kovetden -80°C-on taroltuk.
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6. abra - Az RNS izolalas sematikus abraja

5.3.2 Reverz transzkripcio (RT-PCR)

A megtisztitott RNS-t reverz transzkripcioval atirtuk cONS-é. Ehhez a 2 pl RNS-t nukledz mentes
vizzel 15 pl-re egészitettiink ki és hozzaadtuk a reakcio tobbi elemének keverékét. A keverékhez a
cDNA Reverse Transcription kit-ben talalhato reverz transzkripcios pufferbél 3 pl-t, a dNTP-b6l
1,2 pl-t, a random primerbd6l 3 pl-t és végiil a reverz transzkriptaz enzimbdl 1,5 pl-t mertink 6ssze,
amit aztan kiegészitettlink meg 6,3 pl nukledz mentes vizzel (7. &bra 1). A reverz transzkripciéhoz
hasznalt RT-PCR programja az 1. tdblazat-ban lathat6. A transzkripcio sikerességét hagyomanyos
PCR segitségével ellendriztiik. A PCR soran Hprt (Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1)
haztartasi gént (housekeeping gene) hasznaltunk belsé kontrollként. Ehhez a reakciohoz
osszemértlink 14,05 pl MilliQ vizet, 1 pl reverz transzkripcidval atirt cONS-t, 1 ul Hprt forward
primert, 1 pl Hprt reverz primert, 5 pl GO Taq puffert, 3,2 pl MgClz-t, 0,5 pl 10 mM dNTP-t és
0,25 ul GO Taq polimerazt (7. abra 2). A PCR terméket végil 2%-os agardz gélen futtattuk meg.

Az ellendrzés soran alkalmazott PCR programja a 2. tablazat-ban talalhato.

5.3.3 Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)
A gRT-PCR soran a differenciaciobol szarmazdé mRNS-rél atirt cDNS-t hasznaljuk templatként.

A reakciohoz 6sszemértiink 5,4 pl-t a 18-szorosra higitott templatbol, 0,3 pl-t a forward primerbdl,
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0,3 pl-t a reverz primerbdl és 6 pl-t a SYBR GREEN master mixbél (7. abra 3). A méréseket
Rotor-Gene Q segitségével triplikdtumokban végeztik el és a mérés gRT-PCR programja a
3. tablazat-ban talalhatd. A triplikatumok mérése sordn kapott Ct (threshold cycle) értékeket
atlagoltuk és normalizaltuk a Hprt haztartasi gén Ct értékeivel, majd a vad tipust dO0 minta
értekeihez viszonyitottuk. A génexpresszids valtozast kiszamitdsa soran a kovetkezd képletet
alkalmaztuk: 2((Atlag Ct-Atlag CtHpri-(ACLRId0)*(D)=p-0ACt - A qRT-PCR sorén hasznélt primerek

szekvenciai a Mellékletek-tablazat 1-ben keriltek felsorolasra.

1 2 1 pl cDNS @

2 pl RNS 14,05 pl MilliQ viz
19,3 pl MilliQ viz 5 pl GO Taq puffer Q<) < . ’ h|’5”4 pl 18-szorosan
3 pl reverz transzkripciés 1 pl Forward primer ) 77 e gitott cDNS templt
puffer 1 ul Reverse primer TN ’ 0,3 pl forward primer
3 pl random primer 3,2 ul MgCl. \J\/ ."\ . 0,3 pl reverz primer
1,2 pl NTP 0.5 4l 10 mM dNTP R vou N 6 pl SYBR GREEN
eakcidelegy

Reakcicelegy Reakcidelegy

1,5 pl reverz transzkriptaz ~ master mix

0,25 pl GO Taq polimeraz

Reverz transzkripcio Hagyomanyos PCR gRT-PCR

7. &bra - A PCR-ok soran 6sszemért reakcioelegyek pontos 6sszetétele

1-A Reverz transzkripcio reakciéelegye, 2-A hagyomanyos PCR reakcioelegye,
3-A gRT-PCR reakcidelegye

Ciklusok Hoémérséklet (C°) 1dé
1. Iépés 25 10 perc
2. 1épés 37 2 6ra
3. 1épés 0 5 perc
4. 1épés 75 10 perc
5. lépés 4 -

1. tablazat - A reverz transzkripcié programja
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Ciklusok

Hoémérséklet (C°)

1. Iépés: elédenaturacid 94

2. 1épés: 30 ciklus

94 (denaturacio)

63 (annealing)

72 (polimerizacio)

3. 1épés: végsd polimerizacio 72

4. 1épés

Ido
2 perc
30 masodperc
30 masodperc
45 masodperc

5 perc

2. tablazat - A hagyomanyos PCR programja

/ Ciklusok

Homérséklet (°C)

Inkubaciés ido

1. Iépés

95

5 perc

2. 1épés: 40 db ciklus

95 (denaturacio)

15 mésodperc

58 (annealing)

30 masodperc

72 (polimerizacio)

30 masodperc

3. lépés

65-95 (1°C-os Iépésekben)

10 masodperc/lépés

4. 1épés 4

3. tablazat - A gRT-PCR programja

5.4 Immuncitokémia (ICC)

Az immuncitokémia lépései a 8. abran lathatéak. A mintak fixalasa sordn az in vitro neurdlis
differenciaciobol szarmazé sejteket mostuk 1x PBS-sel (Gibco, kat. szdm: 14190-144) majd
4%-0s PFA-val (Sigma-Aldrich, kat. szam: P6148) 4°C-on 20 percig inkubaltuk. A fixalt mintakat
4°C-on 1x PBS-ben téroltuk felhasznalasig. Az ICC soran a fixalt mintakat 1x PBS-sel mostuk,
majd a sejtmembrant 0,2%-o0s Triton X-100-al (Sigma-Aldrich, kat. szdm: T8787 250ML)
20 percig szobahdmérsékleten permeabilizaltuk. Ezt kovetden a mintakat 5%-0s BSA-val (Sigma-
Aldrich, kat. szdm: A7906) 1 6raig szobah6mérsékleten inkubaltuk. Az inkubalast kovetéen a
sejtekhez hozzéadtuk az 5%-0s BSA-ban oldott anti-NESTIN (DSHB, 1:100 higitasban) és anti-
TUBB3 (Convance, kat. szam: PRB-435P, 1:2000 higitasban) elsédleges antitesteket és egész
éjszakan keresztll 4°C-n tartottuk. Masnap a mintakat 5x5 percig mostuk 1xPBS-sel, majd 5%-0s

BSA-val 1 6raig szobahdmérsékleten blokkoltuk. A mintakat alufoliaval lefedtiik és hozzdadtuk az
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Alexa Fluor 488 Donkey-anti-Rabbit IgG (H+L) (Invitrogen, kat. szdm: A-10667 1:2000
higitasban) és Alexa Fluor 647 Donkey-anti-Mouse 1gG (H+L) (Invitrogen, kat. szdm: A-31571,
1:2000 higitasban) masodlagos antitesteket. A sejteket 1 6raig 4°C-on tartottuk, majd haromszor
10 percig PBS-sel mostuk. A mintakat 20 percig 1x PBS-ben oldott DAPI-val (Vector
Laboratories, kat. szdm: H-1200), kezeltik, majd haromszor 5 percig 1x PBS-sel mostuk. A
mintékat targylemezre mért fluoromountba (Thermo Fisher Scientific, kat. szam: 00 4958-02)
helyeztiik, melyet fed6lemezzel fedtiink le. Az ICC mintakat konfokalis mikroszkop segitségével

elemeztiik (Olympus Confocal; IX 81 mikroszkop; FV100).

s N
Triton X-100 BSA P o BSA < .
S 7 R O R A g S
X3 A A gd \ i
Permeabilizalas Elsddleges antitest  (\1os4s BSAvall  Masodlagos antitest
Triton X-100-al Mosas BSA-val hozzaadasa osas = hozzdadasa )
\

=
______
______
- -
““““““
- -
______
- - -
- -
- - -
‘‘‘‘‘
- -
- -
-

Mintak Fluoromount kezelt
Mosas PBS-sel Fixalés 4%-os PFA-val targylemezre helyezése

8. &bra - Az immuncitokémia sematikus abraja
5.5 DHS5a sejtek transzformalasa és plazmidok izolalasa
5.5.1 Kompetens sejt készités DHSa sejtekbol
A DH5a sejteket felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A kompetenssé tételhez a sejteket jégen 20 perc
alatt felolvasztottuk, majd beldliik LB agart (Sigma-Aldrich, kat. szam: A4718-100G) tartalamz6
bakterialis cseszékre szélesztettiink és 37°C-on egesz éjszaka inkubaltuk. Masnap fogpiszkald
segitségével egy koloniat LB médiumba helyeztiink és 37°C-on egész éjszaka razas mellett
novesztettiink. A harmadik nap a sejtes szuszpenziot athelyeztilk 200 ml LB médiumot tartalmazé
lombikba és tovabb ndvesztetik 37°C-on razas mellett. A sejtek névekedését WPA Photometer
UV 110 segitségével 6ranként mértiik, amig el nem érték a 0,3-as értéket ODgoo-0N.
5.5.2 A plazmidok transzformalasa
Transzformalas soran a kompetens DH5a sejteket -80°C-rol kivéve jégen olvasztottuk fel 20 perc
alatt. Ezt kovetéen hozzamértiik a plazmidot és 5 percig jégen inkubaltuk. Majd 45 masodpercig

42°C-on hésokkoltuk és utana azonnal 5 percig jégen inkubaltuk. Ezt kovetéen LB médiumot
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adtunk hozzajuk es 1 6ran keresztil 37°C-on razas mellett novesztettiik. Miutan a sejtek felndttek,
amplicillinnel (Sigma-Aldrich, kat. szdm: A9518-25G) kiegészitett LB agart tartalmaz bakterialis
csészékre szélesztettiik 6ket, majd 37°C-on egész éjszaka inkubaltuk. Masnap a koldniakbdl steril
fogpiszkaldval ampicillin tartalmi LB médiumban helyeztiink egyet. A sejteket egész éjszakan at

37°C-on razas mellett ndvesztettlk.

5.5.3 A plazmidok izolalasa
Az izolalas sorédn a felndvesztett koloniat a NucleoBond Xtra Midi kit (MACHEREY-NAGEL,

kat. sz&m: MN740410.50) alapjan izolaltuk. Az izolalt plazmidokat TE pufferben (Sigma, kat.
szam: T1503) oldottuk fel, majd 4°C-on taroltuk éket. A plazmidokat ellenbrzés végett emésztettiik
és megfuttattuk 6ket 1,5%-0s agardz gélen.

5.6 Luciferaz riporter rendszer
A luciferéz riporter rendszer lépései a 9. abran lathatéak. Ennek soran, HEK 293 sejtekbe

fehérjéket (RYBP, RING1B, YAF2, PCGF1) és RNS-t (Paupar) taltermelé plazmidokat
transzfektaltunk prométert és riporter gént tartalmazé plazmiddal egyutt. Majd a sejteket lizaltuk
és a kibocsatott lumineszcenciat lemértik.

Az atir6do fehérjék expresszidjat a mintdkban Western blot segitségével igazoltuk, példa a
Mellékletek-példa 1-ben talalhato.

A luciferaz riporter rendszer soran hasznalt anyagok pontos adatai a Mellékletek-tablazat 5-ben talalhatéak

5.6.1 HEK 293 sejtek tenyésztése

HEK 293 sejteket olvasztasig folyékony nitrogénben téroltuk. A kiolvasztott sejteket HEK
médiumot tartalmazo sejttenyészté csészékben novesztettik és inkubatorban (Contherm Mitre
Series 4000), 5% COz-on és &lland6 37°C-os hémérsékleten tartottuk. A sejteket minden masodik
nap passzaltuk, amelynek soran az elhasznélt tdpoldatot automata pipettaval leszivtuk a csészékrol
és friss, elore felmelegitett tapoldatot mértiink ra. Passzalas soran a sejtek el6szor egy 1x PBS-sel
torténé mosason mentek keresztiil, majd 1x tripszinnel kezelve 37°C-on 1 percen keresztil
inkubalddtak. A kezelés sordn a letapadt, Osszefiiggd sejtenyészetb6l egysejtes szuszpenzid

képzodott, amit végiil friss tapoldatot tartalmazo sejttenyésztd csészékbe mértiink.

5.6.2 Cas(POa4)2 Transzfekcid
A transzfekcio® soran a HEK 293 sejteket megfeleld siirliségig novesztettiik és Biirker-kamra

segitségével megszamoltuk Sket. A sejtszuszpenziobol 0,8x10° sejtet 6 cm-es HEK médiumot
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tartalmazé sejttenyésztd csészékbe mértiink. Masnap a sejteket tapoldat cserét kovetden 4 draval
transzfektaltuk. A Cas(POa). transzfekcio sordn 225 pl 0,1x TE pufferhez hozzdadtunk 5 pg-ot a
megfelelé plazmidbol és ehhez az elegyhez razas mellett 25 ul 2,5 M CaCl»-ot pipettaztunk. Ezt
kovetden buborékoltatds mellett hozzaadtunk 250 pl 2x HBSS-t (pH 7.12) és a reakcio elegyet
3 percig inkubaltuk. Az inkubacids id6 letelte utan 300 pl-t csdpogtettiink a reakcié mixbdl a HEK
293 sejtekhez. A transzfekciot kovetéen 16 ora elteltével tapoldatot cseréltiink a sejteken.

5.6.3 Sejtek lizalasa és a lumineszcencia mérése

A transzfektalt HEK 293 sejtek lizisét a luciferaz riporter rendszer kit (Luciferase Assay System,
Promega, Cat. E1500) leirasa szerint hajtottuk végre. A sejtekbdl izolalt fehérjék koncentracioit
Bradford-probaval hataroztuk meg. Ennek sordn a mintakat 10-szeresen higitottuk és 1-1 ml
1x Bradford reagenssel vegyitettiik. A fehérjemintak féenyelnyelését spektrofotométer segitségével
600 nm-en mértlik. Ezt kovetden hatlépcsés BSA higitési sor spektrofotometrias fényelnyelése
alapjan kalibrécios egyenest keszitettiink. A mintak koncentracidit a kalibracios egyenes alapjan
szamoltuk ki. Ezt kovetéen a fehérje mintainkbdl 20 pg-ot 96-lyukt tenyésztd edénybe
pipettaztunk, majd sotét szobaban zold lampa fénye alatt tovabbi 100 pl LARII szubsztratot
mértlink. A LARII hatasara keletkez6 lumineszcencia méréséhez TopCount NXT luminométert

alkalmaztunk.
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9. &bra - A luciferaz riporter rendszer sematikus abraja
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6. EREDMENYEK

A kisérletek soran harom fiiggetlen differenciaciobdl szarmazo mintakat (3 biologiai minta) mértem dssze
triplikdtumokban, majd elemeztem gRT-PCR segitségével a 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.6, 6.7, 6.8 fejezetekben.

6.1 Az RybpKO/Yaf2KkO sejtvonal Oct4 mRNS szintjének analizise az Rybp** és Rybp”

sejtvonalakhoz viszonyitva in vitro neuralis differenciacié soran

Kisérletes munkam kiindulopontjat az a korabbi megfigyelés alkotta, hogy az Rybp™ kultirakban
a neuralis differenciacié zavart szenvedett: ugyan tobb progenitor képz6dott, de azokbol kevesebb
érett neuron fejlédott az Rybp*™* kultirakhoz képest!®. Ezért elészor az RybpKC/Yaf2© egér

...... et
és Rybp™) differenciacios képességével. Ehhez a harom sejtvonalat in vitro differencialtattam
neurdlis irdnyba (5.2 fejezet), majd RNS mintét gyijtottem a kisérlet 0., 3., 7., 10. és 14. napjan
(do, d3, d7, d10, d14). A 0. nap a pluripotens &ssejt allapotot képviseli. A 3. napra az 6ssejtek
embrionalis testekkeé allnak 6ssze, amiket a 8. napig retinsavval kezeltink. A 10. nap a sejtek
neurdlis progenitorokka alakulnak, majd a 14. nap a progenitorokbol terminalisan differencialédott
neuronok keletkeznek. A differencidcid soran gyujtott mintak génexpresszids valtozasainak
nyomonkovetése céljabol az RNS mintakbdl reverz transzkripcioval cDNS-t irtam at, majd qRT-
PCR segitségével vizsgaltam (5.3 fejezet). Els6ként a sejtvonalakban a pluripotencia fenntartasaért
felelos Octd (Poub5fl) gén expresszidjat vizsgaltam. A differenciacio eldfeltétele a pluripotens
allapotbol valo kilépés. Ennek megfeleléen a pluripotencia markergének expressziojanak
lecsengése el6feltétele a sejtek differenciaciojanak. Eredményeink (10. dbra) alapjan elmondhatd,
hogy a differenciacid 7. napjatél mindegyik sejtvonal Oct4 szintje lecsdkkent. Ez alapjan arra

kovetkeztethetlink, hogy Rybp és Yaf2 hianyaban is lecseng az Oct4 pluripotencia markergén
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expresszidja. Tehat a mutans sejtvonalak differenciacidja soran bekovetkezd eltérések oka a vad

tipusu sejtvonalhoz kepest valoszintileg nem az Oct4 csendesitésének defektusaban keresendd.

Rybp™* Rybp" [] rvsprorraree
1. biolégiai minta 2. biologiai minta
o 2 =z 16 "
s g
g 18 - k3 g 14 -
:FE 16 = 5 *k
& 14 & 12 ek
812 Ho1of =
E 1 T - § 038
g ;
g os x g 06 -
E 06 5
a0 o 04
é 04 D é : ok
E 02 -— " Yekk — 0_2 . ) *
g A = @ e L =0
do d3 d7 d1o d14 do d3 d7 d1o di4

3. biolégiai minta
14
12
P—
038 =
06 .

04

Relativ génexpresszios valtozas

02
0 ST B |
do d3 d7 d1o d14

10. abra - Az Oct4 mRNS szintje az Rybp** sejtvonalhoz hasonldéan a mutansokban is

lecsengett
Az Oct4 mRNS szintje az Rybp** (lila), Rybp” (sarga) és RybpXC/Yaf2k® (z6ld) sejtvonalak in vitro neurélis

.....

mintdjanak mRNS szintjéhez normalizaltuk. Az y tengelyen a relativ génexpresszids valtozast, az x tengelyen a
mintavételi napokat tuntettiik fel. A parhuzamos mintakra szorast szamoltunk: standard deviacié +SD. A mutansok
génexpresszidjanak szignifikanciajat az Rybp** sejtvonal génexpresszidjahoz viszonyitottuk : t-préba (p<0,05 *;
p<0,01 **; p<0,001 ***, p<0,0001 ****)

6.2 Az RybpKO9/Yaf2KO sejtvonal Nestin mRNS szintjének analizise az Rybp** és Rybp™

sejtvonalakhoz viszonyitva in vitro neuralis differenciacié soran

Ezt kovetéen a Nestin mRNS expresszio kinetikajat vizsgaltam az in vitro neuralis differenciacio
folyaman (11. &bra). A Nestin az egyik legkorabbi neuralis markerek egyike, szintje mar a

+/+

differenciacio kezdeti fazisaban megnd. Az Rybp*'* és az Rybp™ az eldzetes adatainknak megfelelé
kinetikaval rendelkezett. Az Rybp™ sejtvonal Nestin szintje a differenciacio 7. napjan magasabb a

masik két sejtvonalénal. Majd a 10. napon az Rybp*'* és az Rybp™ sejtvonal Nestin szintje tetdzik.
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Ezen adatokhoz viszonyitva az Rybp<°/Yaf2X© sejtvonal Nestin szintje végig a legalacsonyabb
maradt. Kivételt csak a 14. napon talaltunk, amikor mindharom sejtvonal Nestin szintje hasonl6an
alakult. Mivel a Nestin a progenitorokban termelédik legnagyobb mennyiségben, mindezek alapjan

arra kdvetkeztethetiink, hogy a Yaf2 szerepet jatszhat a progenitorok kialakitasaban.

Rybp* Rybp” [ ] rybpro/rapro
1. bioldgiai minta 2. biolégiai minta
& 200 & 200
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11. &bra - Az RybpK®/Yaf2KO sejtvonal Nestin szintje alacsonyabb a masik két sejtvonalhoz
képest
A Nestin mRNS szintje az Rybp** (lila), Rybp’ (sarga) és RybpkC®/Yaf2K® (zold) sejtvonalak in vitro neurélis

.....

mintdjanak mRNS szintjéhez normalizaltuk. Az y tengelyen a relativ génexpresszids valtozast, az x tengelyen a
mintavételi napokat tuntettiik fel. A parhuzamos mintékra szdrést szamoltunk: standard deviacié £SD. A mutansok
génexpresszidjanak szignifikanciajat az Rybp** sejtvonal génexpressziojahoz viszonyitottuk : t-préba (p<0,05 *;
p<0,01 **; p<0,001 ***, p<0,0001 ****)

6.3 Az RybpX®/Yaf2X© sejtvonal NeuroD1 mRNS szintjének analizise az Rybp** és Rybp™

sejtvonalakhoz viszonyitva az in vitro neuralis differenciacié soran

A korai utan a késébbi neurdlis folyamatok soran szerepet jatszé gének mRNS szintjét is
vizsgaltam, ilyen gén a NeuroDl1l, amely a posztmitotikus neuronokban expresszalodik.

Eredményeink alapjan (12. abra) az Rybp™* és az Rybp™ sejtvonal NeuroD1 szintje a progenitor
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stadiumban megemelkedik, ami a vartnak megfeleléen megegyezik a korabbi eredményeinkkel.
Az RybpK©/Yaf2K© sejtvonal NeuroD1 szintje viszont alacsonyabb volt a differenciacié progenitor
stadiumaban a masik két sejtvonalénal. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az ncPRC1 két
kdzponti tagjanak (Yaf2-nak és az Rybp-nek) teljes hidnya kevesebb posztmitotikus neuron

keletkezéséhez vezet.
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12. &bra - Az RybpK®/Yaf2KO sejtvonal NeuroD1 szintje alacsonyabb a mésik két

sejtvonaléhoz képest
A NeuroD1 mRNS szintje az Rybp*™* (lila), Rybp” (sarga) és Rybpk®/Yaf2Kk® (zéld) sejtvonalak in vitro neuralis

.....

mintdjanak mRNS szintjéhez normalizaltuk. Az y tengelyen a relativ génexpresszids valtozast, az x tengelyen a
mintavételi napokat tuntettiik fel. A parhuzamos mintékra szdrést szamoltunk: standard deviacié £SD. A mutansok
génexpresszidjanak szignifikanciajat az Rybp** sejtvonal génexpresszidjahoz viszonyitottuk : t-préba (p<0,05 *;
p<0,01 **; p<0,001 ***, p<0,0001 ****)

6.4 Az RybpX©/Yaf2X© sejtvonal Tubb3 mRNS szintjének analizise az Rybp** és Rybp™
sejtvonalakhoz viszonyitva in vitro neuralis differenciacié soran

A NeuroD1 mellett a Tubb3 kés6i marker mRNS szintjét vizsgaltam, amely a terminlisan

differencialodott neuronokban talalhatd. Eredményeink alapjan (13. abra) az Rybp™ sejtvonal
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Tubb3 szintje a 7. napon alacsonyabb az Rybp*’* szintjénél. A 10 napon a két sejtvonal szintje
hasonl6an megemelkedik, majd a 14. napon lecsokken. Az RybpX©/Yaf2K® sejtvonal Tubb3 szintje
a 7. napon magasabb volt a masik két sejtvonalénal, de az azt kdvetd napokon a szintje nem
emelkedett meg a tobbi sejtvonaléhoz hasonldan. Ez alapjan azt feltételezhetjlik, hogy a Yaf2-nak

szerepe lehet a terminalisan differencialddott neuronok keletkezésében.
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13. bra - A Tubb3 mRNS szintje az RybpX©/Yaf2X© sejtvonal differenciacidjanak késoi

szakaszdban alacsonyabb a mésik két sejtvonalénél
A Tubb3 mRNS szintje az Rybp** (lila), Rybp’ (sarga) és RybpXC/Yaf2k® (zold) sejtvonalak in vitro neurélis

.....

mintdjanak mRNS szintjéhez normalizaltuk. Az y tengelyen a relativ génexpresszios valtozast, az x tengelyen a
mintavételi napokat tuntettiik fel. A parhuzamos mintakra szorast szamoltunk: standard deviacié +SD. A mutansok
génexpresszidjanak szignifikanciajat az Rybp** sejtvonal génexpresszidjahoz viszonyitottuk : t-préba (p<0,05 *;
p<0,01 **; p<0,001 ***, p<0,0001 ****)

6.5 A TUBB3 ésa NESTIN lokalizacioja az in vitro neuralis differenciacio késéi szakaszaiban

A gRT-PCR kisérletek az mRNS mennyiségérdl nytjtottak informaciot, ezért immuncitokémiai
analizissel megvizsgaltuk a TUBB3 és a NESTIN fehérjék térbeli eloszlasat is (5.4 fejezet). Ehhez
a 10. és a 14. napon mintat vettiink, majd TUBB3 és NESTIN antitestek segitségével immunfestést
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végeztem. Eldszor a kultarakat 20x nagyitasban vizsgaltuk (14. abra). A TUBB3 festéssel jol
lathatd, hogy a neurdlis differenciacié folyaman az Rybp*’* sejtvonal komplex halézatot hozott
létre. Ezzel szemben a maésik két sejtvonal kevésbé komplex haldzatokat alakit ki. Valamint
elmondhatd, hogy az Rybp** sejtvonal tiinik a legstrukturaltabbnak és az Rybp™ sejtvonal a
legkevésbé strukturaltnak. Majd a kultdrakat nagyobb, 60x nagyitdssal is megvizsgaltuk
(15. abra). A 10. napon az Rybp™™* sejtvonalban volt a legkifejezettebb NESTIN jel, ami a 14.
napon a terminalis fazisban mar nem volt jelen. Ezzel szemben mindkét mutans sejtvonalban a 14.
napon is lathatd volt. Ami arra utal, hogy az ncPRC1 kdzponti tagjainak hianyaban tébb progenitor
képzddik a kultaraban. Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy mind harom sejtvonal
képes létrehozni neuroprogenitotokat és terminalisan differencialoédott neuronokat. Ugyanakkor a
differenciacio terminalis szakaszaban a mutans sejtvonalak joval tébb neuroprogenitort és
kevesebb termindlisan differencialodott neuront tartalmaznak, mint a vad tipust sejtvonal.
Tovabba az Rybp” sejtek axonjai kevésbé komplex haldzatot hoztak létre és kevesebb sejtet
érintettek, mint a méasik két sejtvonal axonjai. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az Rybp-nek és a

Yaf2-nak szerepe lehet a sejtek kozotti neuralis haldzatok kialakitasaban.

TUBB3/NESTIN
/DAPI

14. abra - A harom sejtvonal dsszehasonlitasa az in vitro neuralis differenciacio terminalis

szakaszaban
A neuralis progenitor marker NESTIN (piros) és a terminalisan differencidlédott neuronokat jeloldé TUBB3 (zo6ld)

marker fehérjék lokalizaci6ja az Rybp**, Rybp™ és az Rybpk®/Yaf2k® d14 neurdlis kultirakban. Objektiv: 20x, lépték:
100 pum.
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TUBB3/NESTIN
/DAPI

15. &bra - A harom sejtvonal 6sszehasonlitasa neuroprogenitorok és terminalis

differenciélédott neuronok szempontjabol
A neuralis progenitor marker NESTIN (piros) és a terminalisan differencidlédott neuronokat jeloldé TUBB3 (zold)
marker fehérjék lokalizacidja az Rybp*'*, Rybp™ és az Rybp*®/Yaf2X® d10 és d14 neuralis kultirakban. Objektiv: 60x,
lépték: 100 pm.

6.6 Az RybpX©/Yaf2X© sejtvonal Pax6 mRNS szintjének analizise az Rybp** és Rybp™

sejtvonalakhoz viszonyitva in vitro neuralis differenciaci6 soran

Csoportunk kordbban megvizsgalta mar az Rybp szerepét a Pax6 szabalyozéasaban. Mi arra voltunk
kivancsiak, hogy miképp valtozik az Rybp*©/Yaf2X© sejtvonal Pax6 mRNS szintje. Ugyanis ebben
a sejtvonalban nincs jelen Yaf2, ami kompenzalni tudna az Rybp-t. Jelen eredményeink (16. abra)
megfelelnek a korabbi eredményeinknek, Rybp*/* és Rybp™ sejtvonalban a differenciacio 7. napjan
megemelkedik a Pax6 mRNS szintje, majd az Rybp*’* sejtvonalban a 14. napra lecsokken, mig az
Rybp™ sejtvonalban a 14. napon magas marad a szintje. Ehhez viszonyitva az RybpK®/yaf2k®
sejtvonal Pax6 szintje megemelkedik a 7. napon, viszont Iényegesen alacsonyabb a masik két
sejtvonalhoz képest. Eredményeink azt mutatjak, hogy az RybpX®/Yaf2K© sejtvonalban kevesebb a
progenitor képzéseben fontos Pax6 mennyisége.
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16. 4bra - Rybp hidnydban a Pax6 szintje magas marad a differenciacio terminalis
szakaszaban, mig Rybp és Yaf2 hidnydban a vad tipusu sejtvonalhoz képest kevéssé

expresszalodik.
A Pax6 mRNS szintje az Rybp*™* (lila), Rybp” (sarga) és Rybp*®/Yaf2X® (z6ld) sejtvonalak in vitro neurélis

.....

mintdjanak mRNS szintjéhez normalizaltuk. Az y tengelyen a relativ génexpresszids valtozast, az x tengelyen a
mintavételi napokat tuntettiik fel. A parhuzamos mintékra szdrést szamoltunk: standard deviacié £SD. A mutansok
génexpresszidjanak szignifikanciajat az Rybp** sejtvonal génexpresszidjahoz viszonyitottuk : t-préba (p<0,05 *;
p<0,01 **; p<0,001 ***, p<0,0001 ****)

6.7 Az RybpKO/Yaf2X© sejtvonal Paupar mRNS szintjének analizise az Rybp** és Rybp”

sejtvonalakhoz viszonyitva in vitro neuralis differenciacié soran

Kisérletem alapjan a Pax6 mRNS szintje Rybp és Yaf2 hianyaban lecsdkkent. Mivel irodalombdl
ismertik, hogy a Pax6 lokuszaban elhelyezkedd INnCRNS-nek (Paupar) szerepe van a Pax6
szabalyozésaban, megvizsgaltuk vajon hatassal van-e a Paupar mRNS szintjére az ncPRC1 két
kdzponti tagjanak egyittes hianya'®. Eredményeink alapjan (17. abra) az Rybp*©/Yaf2"© sejtvonal

Paupar mRNS szintje a 3. naptdl a 10. napig novekszik, majd lecsokken és az expresszidja
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kifejezettebb a masik két sejtvonalénal. Ez alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy az Rybp-nek és a
Yaf2-nak szerepe lehet a Paupar szabalyozasaban. Tovabba az RybpX®/Yaf2K® sejtvonalban az
alacsony Pax6 szint (6.6 fejezet), 6sszefligghet azzal is, hogy a megndvekedett Paupar szint
kovetkeztében a Paupar altali represszio (3.5 fejezet) is relevansabb az ncPRC1 két kozponti
tagjanak egyuttes hianyéban.

Rybp™ Rybp” I:] RybpFo/¥afoko
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17. dbra - A Paupar mRNS szintje az RybpK®/Yaf2X? sejtvonalban jelentésen magasabb a

masik két sejtvonaléhoz képest
A Paupar mRNS szintje az Rybp*™* (lila), Rybp” (sarga) és Rybpk®/Yaf2XC (z6ld) sejtvonalak in vitro neurélis

.....

mintdjanak mRNS szintjéhez normalizaltuk. Az y tengelyen a relativ génexpresszios valtozast, az x tengelyen a
mintavételi napokat tuntettiik fel. A parhuzamos mintakra szorast szamoltunk: standard deviacié +SD. A mutansok
génexpresszidjanak szignifikanciajat az Rybp** sejtvonal génexpresszidjahoz viszonyitottuk : t-préba (p<0,05 *;
p<0,01 **; p<0,001 ***, p<0,0001 ****)

6.8 A Yaf2 izomformak mRNS vizsgalata

Ezt kovetben a Yaf2 két izoformajat, az AB és az NM izoformat vizsgaltuk Rybp jelenlétében es
Rybp hianyaban. El6zetes adataink alapjan a Yaf2 nem képes kompenzalni az Rybp hianyat, mi arra

voltunk kivéancsiak, hogy a két izoforma milyen mennyiségben fordul elé egymashoz képest a két
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sejtvonalban. Eredményeink alapjan (18. abra és 19. abra) a vad tipusu sejtvonalban az AB

izoforma nagyobb mennyiségben fordult eld, mint az NM. Mig az Rybp” sejtvonal az NM

izoformabol tartalmazott tébbet. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az Rybp jelenléte képes

lehet befolyasolni, hogy melyik izoforma irodik at.

Relativ génexpresszios valtozas
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18. abra - A Yaf2 izomformak mRNS szintje az Rybp*'* sejtvonalban

A Yaf2 AB (lila) és NM (sarga) izoformainak mRNS szintje Rybp*’* sejtvonal in vitro neurdlis differenciacioja soran.

A génexpresszios valtozdsokat a Hprt kifejezédéséhez és a Yaf2 AB izoforma Rybp*™* sejtvonal dO mintajanak mRNS

szintjéhez normalizaltuk. Az y tengelyen a relativ génexpresszios valtozast, az x tengelyen a mintavételi napokat

tlntettik fel. A parhuzamos mintakra szérast szadmoltunk: standard deviaci6 +SD. Szignifikancia: t-préba (p<0,05 *;
p<0,01 **; p<0,001 ***, p<0,0001 ****)
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19. abra - A Yaf2 izomformak mRNS szintje az Rybp’- sejtvonalban
A Yaf2 AB (lila) és NM (sarga) izoformainak mRNS szintje Rybp~ sejtvonal in vitro neuralis differenciacidja soran. A

génexpresszios valtozdsokat a Hprt kifejezédéséhez és a Yaf2 AB izoforma Rybp” sejtvonal dO mintajanak mRNS
szintjéhez normalizaltuk. Az y tengelyen a relativ génexpressziés valtozast, az x tengelyen a mintavételi napokat
tlntettik fel. A parhuzamos mintakra szérast szadmoltunk: standard deviaci6 +SD. Szignifikancia: t-préba (p<0,05 *;
p<0,01 **; p<0,001 ***, p<0,0001 ****)

6.9 Az RYBP és a YAF2 szabéalyozasanak vizsgalata a Pax6 P1 promoterén

Az mRNS alapu vizsgéalatok ravilagitottak a génexpresszids szintekben talalhato kilénbségekre,
azonban nem adtak felvilagositast a potencialis szabalyozasi mechanizmusokat illetéen. AzZRYBP-
nek Kitlintetett szerepe van a neuroprogenitorok fejlédése szempontjabol csakigy, mint a Pax6
génnek. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a Pax6 P1 promoterét képes-e egyuttesen
szabalyozni az Rybp, a Yaf2 és a Paupar, HEK 293 sejtekbe Pax6 P1 prométert tartalmazo
luciferaz vektort (pGL4.20) transzfektaltam, majd a Pax6 P1 promdterét ko-transzfektaltam

tultermeld plazmidok kiilonb6zé kombinacidjaval.

Elészor a Pax6 P1 promoterét transzfektalam RYBP-vel és YAF2-vel. Harom fliggetlen bioldgiai
mintaval dolgoztam és ezekb6l harom kisérletet hajtottam végre (20. dbra). Az eredmenyek

alapjan mind a YAF2, mind az RYBP képes egymagaban represszalni a Pax6 P1 promoterét.
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Tovabba a represszio fokozhato, ha Y AF2-t és RYBP-t ko-transzfektalunk. Ez alapjan elmondhatd,
hogy a YAF2 és az RYBP képes kdzdsen represszalni a Pax6 P1 promoterét. Mivel a YAF2 és az
RYBP egyiittesen nem fordulhat el6 egy ncPRCI1 komplexen beliil, valdsziniisitjiik, hogy
egymastol fuggetlenill tébb RYBP-t és YAF2-t tartalmazd komplex is 6sszeszerelodik. Ezek a

komplexek képesek represszorként bek6tddni a Pax6 promoteréhez, ndvelve a repressziv hatast.
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20. &bra - A YAF2 és az RYBP ko-expresszioja erésebb repressziot valt ki a Pax6 P1

promoterén, mintha csak az egyik lenne jelen
A HEK?293 sejtekbe transzfektalt plazmidok: Pax6 P1 promoéter, Yaf2, Rybp. A grafikonon az elébb felsorolt plazmidok

kiilonbozé kombindcicinak luciferdz aktivitasa lathaté. A luciferaz aktivitds mértékét a Pax6 P1 promoter luciferaz
aktivitasahoz normalizaltuk. Az y tengelyen a luciferaz aktivitas normalizalt mértéke, az x tengelyen a kiilonbozé
transzfekcios konstrukcidk vannak feltiintetve. Szignifikancia: t-préba (p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***, p<0,0001
****), Szdras: standard deviacié + SD.

6.10 A YAF2 és a Paupar szabéalyozasanak vizsgalata a Pax6 P1 promoterén

Korabbi eredményeinkbdl tudjuk, hogy az RYBP képes a Paupar-ral egyditt represszalni a Pax6
prométerét (3.4 fejezet). Megvizsgaltuk, hogy a Paupar képes-e egytt szabalyozni a YAF2-val a
Pax6 P1 prométerét. Ehhez a Pax6 P1 promdterét transzfektdlam Paupar-ral, YAF2-val és
RING1A-vel. A luciferéaz riporter rendszer soran harom fiiggetlen biologiai mintaval dolgoztam és
ezekbdl harom kisérletet hajtottam végre (21. 4bra). Az eredményeink alapjan a Paupar és a YAF2
egyutt csak RING1A jelenlétében represszalja a Pax6 P1 promoterét magasabb mértékben, mint
kalon-kulon. Mivel a RING1A az ncPRC1 komplexek enzimatikus alegysége, arra
kovetkeztettiink, hogy a YAF2 és a Paupar valosziniileg polikomb fiiggd modon, az ncPRC1

komplex-el egyiittmiikodve képes represszani a Pax6 P1 promoterét.
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21. &bra - A YAF2 és a Paupar RING1A jelenlétében polikomb fiiggé modon represszélja a

Pax6 P1 prométerét
A HEK293 sejtekbe transzfektalt plazmidok: Pax6 P1 prométer, Yaf2, Paupar, Ringla. A grafikonon az elébb felsorolt
plazmidok kiilonbozé kombindcidinak luciferdz aktivitisa lathaté. A luciferdz aktivitas mértékét a Pax6 P1 prométer
luciferdz aktivitasdhoz normalizaltuk. Az y tengelyen a luciferaz aktivitds normalizalt mértéke, az x tengelyen a
kiilonbozd transzfekcios konstrukciok vannak feltiintetve. Szignifikancia: t-proba (p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***,

p<0,0001 ****). Széras: standard deviaci6 = SD.

6.11 Az RYBP és a Paupar szabalyozasanak vizsgélata a Pax6 P1 promoterén

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy az RYBP a YAF2-hoz hasonlé médon szabalyozza-e a Pax6 P1
prométerét Paupar €és RING1A jelenlétében. Korabbi adataink alapjan tudjuk, hogy a Paupar az
RYBP-vel kozosen képes represszalni a Pax6 Pl promoterét. A Kkisérlet soran a Pax6 Pl
promoterét transzfektdlam Paupar-al, RYBP-vel és RING1A-val. A luciferaz riporter rendszer
soran harom fliggetlen biolGgiai mintaval dolgoztam és ezekb6l harom kisérletet hajtottam végre
(22. abra). Az eredményeink alapjan a Paupar és az RYBP ugyan képes egydttesen is represszalni
a Pax6 P1 promoterét, a vartnak megfeleléen, de a RINGIA jelenlétében az egyiittes represszid
nem lesz hatékonyabb. Ez alapjan arra kdvetkeztettlink, hogy az RYBP és a Paupar polikomb
fliggetlen mdédon képes egyuttesen represszani a Pax6 P1 promoteret.
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22. 4bra - A Pax6 P1 prométerén az RYBP és a Paupar represszioja nem erésebb RING1A

jelenlétében
A HEK293 sejtekbe transzfektalt plazmidok: Pax6 P1 promdter, Rybp, Paupar, Ringla. A grafikonon az elébb felsorolt

plazmidok kiilonbozé kombindcidinak luciferdz aktivitisa lathaté. A luciferdz aktivitas mértékét a Pax6 P1 prométer
luciferdz aktivitasdhoz normalizaltuk. Az y tengelyen a luciferaz aktivitds normalizalt mértéke, az x tengelyen a
kiilonbozd transzfekcios konstrukciok vannak feltiintetve. Szignifikancia: t-proba (p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***,
p<0,0001 ****). Széras: standard deviaci6 = SD.

6.12 Az ncPRCL1.1 szabalyozasanak vizsgélata a Pax6 P1 promdterén

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a YAF2 ¢és az RYBP melyik ncPRCI1 részeként
képesrepresszalni a Pax6 P1 promdterét. Ehhez a Pax6 P1 prométerét transzfektalam PCGF1-al,
Paupar-al, RYBP-vel, YAF2-val és RING1A-val. A luciferaz riporter rendszer soran két fiiggetlen
biol6giai mintaval dolgoztam és ezekbdl két kisérletet hajtottam végre (23. dbra). A Pax6 P1
promotert a YAF2 erGsebben represszalta PCGF1 jelenlétében, mint az RYBP, valamint a
repressziot mind két esetben felerdsitette, ha RING1A is jelen volt. A Paupar, ugyanakkor sem a
YAF2 sem az RYBP esetében nem erésitette fel a PCGF1-el kdz0s repressziot a Pax6 P1
promoterén. Eredményeink alapjan a YAF2 és az RYBP, az irodalomnak megfelelden, képes
polikomb fiiggé modon represszani a Pax6 P1 promotert. Tovabba az eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a Paupar az ncPRC1.1-el nem represszalja kozosen a Pax6 Pl

prométerét.
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23. 4bra - A Pax6 P1 promoterén a legerésebb repressziét az valtotta ki amikor a PCGF1,
RING1A és RYBP vagy YAF2 volt jelen és ez a represszié Paupar hozzdadasaval nem

erosodott.
A HEK293 sejtekbe transzfektalt plazmidok: Pax6 P1 prométer, Pcgfl, Rybp, Yaf2, Paupar, Ringla. A grafikonon az
elobb felsorolt plazmidok kiilonbozd kombindcioinak luciferaz aktivitasa lathato. A luciferaz aktivitas mértékét a Pax6
P1 promoter luciferaz aktivitasdhoz normalizaltuk. Az y tengelyen a luciferaz aktivitas normalizalt mértéke, az x
tengelyen a kiilonbozd transzfekcios konstrukcidk vannak feltiintetve. Szignifikancia: t-proba (p<0,05 *; p<0,01 **;
p<0,001 *** p<0,0001 ****), Sz6ras: standard deviacié + SD.
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7. DISZKUSSZIO

Kutatasom céljaul tiztiik ki a neuralis differenciacio vizsgalatat az ncPRC1 két kdzponti tagjanak,
az Rybp és Yaf2-nak hianyaban. Kulonos figyelmet forditottunk a Pax6 gén szabalyozasanak
vizsgalatara, igy a Pax6 P1 promoter repressziojanak tovabbi feltérképezésére.

adat 4ll jelenleg rendelkezésre és nincs megfelelé6 mennyiségli informacio arr6l sem, hogy miért
szerel6dnek Ossze vagy RYBP-t vagy YAF2-t tartalmazé komplexek. A két fehérje specifikus
célgénjei sem ismertek, nem tudjuk azt sem, hogy ezek a fehérjék hasonlo vagy eltér6 szerepet
toltenek be a neurdlis differenciacio szabalyozaséban. Lehetséges, hogy a differenciacio kezdeti
szakaszaban, a progenitor stadiumban is mar eltéré a szerepiik, de ezt kisérletesen még nem
igazoltuk. Harom éves munkam soran megvizsgaltam, hogy egy, a neuroprogenitor képzésben
kritikus transzkripcids faktor, a Pax6 szabalyozadsaban eltérhet-e a két ncPRC1 kdzponti tag
funkcidja.

Ehhez el6szor Osszehasonlitottuk a neuralis differenciacid soran jellegzetesen expresszalédd
stadium specifikus gének alkalmazasaval (Oct4, NeuroD1, Nestin, Tubb3), hogy eltér-e a dupla
mutans (RybpK®/Yaf2X®) neurdlis differenciacidja a vad tipust (Rybp*™*), illeve az Rybp null
mutans (Rybp”) neurdlis differenciaciojatol. Azt tapasztaltuk, hogy az Oct4 mRNS szintje az
Rybp** sejtvonalhoz hasonléan a mutansokban is lecsengett (10. &bra). Ez alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a mutans sejtvonalak korlatozott képessége a neuralis differenciaciot
illetéen nem az Oct4 csendesités defektusaban keresendd. Tovabba a Nestin (11. abra), NeuroD1
szakaszaban alacsonyabb a masik két sejtvonaléndl, ami a differenciacio defektusara enged
kovetkeztetni. Ez egybevag a fenotipusnal észleltekkel, hiszen mind az Rybp null mutans mind
pedig a dupla mutans sejtvonal korlatozott mértékben képes differencialodni. Az Rybp™ sejtek
axonjai kevésbé komplex haldzatot hoztak létre és kevesebb sejtet érintettek, mint a masik két
sejtvonal axonjai (14. abra). Valamint a differenciacié terminalis szakaszdban a mutans
sejtvonalak joval tobb neuroprogenitort és kevesebb terminalisan differencialodott neuront
tartalmaznak, mint a vad tipusu sejtvonal (15. abra).

A Pax6 mRNS szintje fontos indikacié a neuroprogenitorok képzését illetéen. Eredményeim azon

korabbi megfigyelésiinket alatdmasztotta, hogy Rybp hianyaban a Pax6 mennyisége megné a
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neuralis differenciacio soran és ezzel ardnyosan a progenitorok is feldusulnak. Illetve kimutattam,
hogy a Pax6 mRNS szintje alacsonyabb, a vad tipusu sejtvonalhoz képest a dupla mutéansban
(16. abra). Ez arra utal, hogy a progenitorok képzOdését a két ncPRC1 kozponti tag eltéréen
szabalyozhatja.

Eredményeink alapjan a Paupar mRNS szintje az Rybp<®/Yaf2"© sejtvonal differenciacioja sora
magasabb, mint a masik két sejtvonalé (17. &bra). Tehat Rybp és Yaf2 hidnyaban a Paupar szintje
megnd. Munkam soran megvizsgaltuk a Yaf2 két izoformajanak, az AB és az NM izoformak mRNS
mennyiségét az Rybp** és az Rybp™ sejtvonalakban. Azt tapasztaltuk, hogy az Rybp*’*
sejtvonalban az AB izoforma (18. dbra), mig az Rybp™" sejtvonalban az NM izoforma expresszija
(19. &bra) volt a magasabb. Ezen eredmények alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy az Rybp
jelenlétének hatasa lehet a Yaf2 izoformak keletkezésére, tovabba ez alapjan befolyasolhatja a Yaf2
funkciojat és az expressziojat.

Dolgozatomban vizsgaltuk tovabba a Pax6 P1 promoterének szabélyozasat luciferaz riporter
rendszer segitsegevel. Eredményeink alapjan a YAF2 és az RYBP ko-expresszidja erdsebb
repressziot valt ki a Pax6 P1 promoterén, mintha csak az egyik lenne jelen (20. abra). Lehetséges,
hogy a YAF2-t és a RYBP-t tartalmazé komplexek kotéhelyei kiilonboznek vagy nem teljesen
fednek at, igy amikor mindkét komplex jelen van a promdteren a represszi6 felerésodik. Altalunk
feltart kiilonbség a YAF2 és az RYBP lehetséges miikodését illetéen, hogy a YAF2 és a Paupar
RING1A jelenlétében polikomb fiiggd modon (21. dbra), mig az RYBP a Paupar-ral polikomb
fuggetlen modon (22. abra) represszalja a Pax6 P1 promoterét. A polikomb fliggd represszio
tovabbi vizsgalatanak érdekében PCGF1 jelenlétében is vizsgaltuk a Pax6 P1 szabalyozésat
(23. &bra). A Pax6 P1 promoter a legerdsebben akkor represszalddott amikor egylittesen a PCGF1,
aRING1A és az RYBP vagy a YAF2 is jelen volt és ez a represszié Paupar hozzaadasaval tovabb
mar nem volt fokozhat6. Ezen eredmények alapjan a PRC1.1 komplex nem represszal kdzdsen a
Paupar-ral.

A dolgozatom soran feltart kérdések hozzajarulnak az emlds ncPRC1 két kdzponti tagjanak, az
Rybp és a Yaf2 neuralis fejlodés soran betdltott szerepének megértéséhez és a neuroprogenitorok
képzésében fontos Pax6 P1 gén szabalyozéasanak pontosabb feltérképezéséhez. Eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy az ncPRC1 RYBP és YAF2 alegységek sokfélesége hozzajarul az

aprolékos és pontos génexpressziohoz az egér embrionalis Ossejtek idegi differencidlédasa soran.
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10. MELLEKLETEK

téblazat 1 - A qRT-PCR-hez hasznélt primerek szekvencidi

Gén név Forward primer szekvencia Reverz primer szekvencia
(5°-3°) (5°-3°)
Hprt AGTCCCAGCGTCGTGATTAG GCAAGTCTTTCAGTCCTGTCC
Nestin AGTGCCCAGTTCTACTGGTGTCC CCTCTAAAATAGAGTGGTGAGGGTTGA
NeuroD1 CGAGTCATGAGTGCCCAGCTTA CCGGGAATAGTGAAACTGACGTG
Oct4 AGCCGACAACAATGAGAACC TCTCCAGACTCCACCTCACA
Pax6 CTTGGGAAATCCGAGACAGA CTAGCCAGGTTGCGAAGAAC
Paupar ACCATCACCCCTGCAATAGTTC AGCAGCCTTTGAGCCATCTC
Rybp AGACCAGCGAAACAAACCAC GGAGGAGGAGCGAGTCTTTT
Tubb3 TGAGGCCTCCTCTCACAAGT GGCCTGAATAGGTGTCCAAA
Yaf2 AB CTCTCAGGATGAAGCCACG CTTGTCCTTCTCTACTCGGTCTT
Yaf2 NM ACCTCCACCCGGAAGCCA CTTCGACTGGGTAGGGGGCA

tablazat 2 - Ossejtek in vitro fenntartasa soran hasznalt anyagok adatai

Név Gyarto Katal6gus szdm
zselatin Sigma G9391
1x PBS (Phosphate Buffered Saline, Ca-, Mg- (1X)) Gibco 14190-144
10x tripszin Thermofisher 15411-054

Ossejtes tapoldat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM (1x)) Gibco 31966-021
15% &ssejtes szérum (Characterized Fetal Bovine Serum (FBS)) HyClone SH30071.03E
1% nem esszencialis aminosavak (Minimum Essential Medium | Corning 25-025ClI
(MEM) Nonessential Amino Acids (100x))
0,1 mM B-merkaptoetanol (2-Mercaptoethanol (50 mM)) Gibco 31350- 010
1% natrium piruvat (Sodium Pyruvate (100 mM)) Gibco 11360-039
50 U/ml penicillin-sztreptomicin (10,000 U/ml Penicillin, 10 | PAN Biotech P06-07100
mg/ml Streptomycin)
leukémia gatl6 faktor (Leukemia Inhibitory Factor (LIF)) ESGRO ESG1107
GlutaMAX™ Supplement Gibco 31966047
L-Glutamine Gibco 25030-024

tablazat 3 - A neuralis differenciacié soran hasznéalt anyagok adatai

Név Gyarto Katal6gus szam
DMSO Sigma-Aldrich D5879-1LM
Retinsav Sigma-Aldrich R2625-100MF
Poli-L-ornitin Sigma-Aldrich P4957-50ML
Laminin Sigma-Aldrich L.2020
Neurlis A médium
DMEM/F12 (1:1) (1x) Gibco 31331028
GlutaMax (100x) Gibco 35050-038
15% &ssejtes szérum (Characterized Fetal Bovine Serum (FBS)) HyClone SH30071.03E
1% nem esszenciélis aminosavak (Minimum Essential Medium | Corning 25-025ClI
(MEM) Nonessential Amino Acids (100x))
N-2 Supplement (100x) Gibco 17502048
rh-FGF Shenandoah 100-146
Neurdlis B médium
DMEM/F12 (1:1) (1x) Gibco 31331028
Neurobasal medium Gibco 21103049
15% &ssejtes szérum (Characterized Fetal Bovine Serum (FBS)) HyClone SH30071.03E
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GlutaMax (100x) Gibco 35050-038
1% nem esszencialis aminosavak (Minimum Essential Medium | Cornig 25-025ClI
(MEM) Nonessential Amino Acids (100x))

50 U/ml penicillin-sztreptomicin (10,000 U/ml Penicillin, 10 | PAN Biotech P06-07100
mg/ml Streptomycin)

N-2 Supplement (100x) Gibco 17502048
B-27 Supplement Gibco 17504044
protedz mentes ABS VWR 422361V

téblazat 4 - A génexpresszios vizsgalatok soran hasznélt anyagok adatai

Név Gyarto Kataldégus szam
1x PBS (Phosphate Buffered Saline, Ca-, Mg- (1X)) Gibco 14190-144
0,1 mM B-merkaptoetanol (2-Mercaptoethanol (50 mM)) Gibco 31350- 010
lizis puffer Thermo Fisher Scientific K0732
GeneJET RNA Purification Kit Thermo Fisher Scientific K0732
nukledz mentes viz AccuGENE 51200
cDNA Reverse Transcription Kit Thermo Fisher Scientific 4368814
GO Tag polimerazt Promega M8305
SYBR GREEN Thermo Fisher Scientific 4472942

téblazat 5 - A luciferaz riporter rendszer sorén hasznalt anyagok adatai

Streptomycin)

Név Gyarto Kataldégus szdm
1x PBS (Phosphate Buffered Saline, Ca-, Mg- (1X)) Gibco 14190-144
Tris-EDTA Sigma T1503
Hepes buffered saline Sigma H3375
Luciferase Assay System Promega E1500
BSA Sigma B2518
OptiPlate-96 Black Perkin Elmer 6005279

HEK 293 tapoldat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM (1x)) Gibco 31966-021
15% 6ssejtes szérum (Characterized Fetal Bovine Serum (FBS)) HyClone SH30071.03E
1% nem esszencialis aminosavak (Minimum Essential Medium (MEM) | Cornig 25-025Cl
Nonessential Amino Acids (100x))
1% natrium piruvat (Sodium Pyruvate (100 mM)) Gibco 11360-039
50 U/ml penicillin-sztreptomicin (10,000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml | PAN Biotech P06-07100

példa 1 - Példa a luciferaz riporter rendszer igazolasara Western blot segitségével

1
; -75 kDa
RinglA-
2
’. -50 kDa
YAF2- -37kDa (3
- -25kDa (4

Pax6 P1 +YAF2-FLAG

Pax6 P1 +RING1A-FLAG

Pax6 P1 +YAF2-FLAG+ RING1A-FLAG

Pax6 P1 +YAF2-FLAG+ RYBP
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