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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES

1.1. Altalanos bevezetés és célkitiizés

1.1.1. A génexpresszio szabalyozasa és a transzkripcios faktorok szerepe

Egy tobbsejtii ¢l6lény Osszes sejtje (egyes immun- €s ivarsejtek kivételével)
ugyanazon genetikai dlloméannyal rendelkezik. Ennek ellenére a kiilonb6z6 szovetek
teljesen eltérd sajatsaguak, mert benniik a gének kiilonbozéképpen expresszalodnak,
ami kiilonbozoé funkciok kialakuldsara ad lehetdséget. Az egyedfejlddés soran a
transzkripcids faktorok ¢€s jelatviteli folyamatok precizen Osszehangolt haldzata
biztositja a sejtekben zajlo Osszetett folyamatokat ugy mint sejtproliferacio,
programozott sejthalal (apoptozis), differenciaci6 vagy migracio. A sejtek
specializacidja a gének megfeleld csoportjainak kivalasztasan, expressziojan, illetve
annak szabalyozéasan alapul. A sejtek kiilonb6zd hatdsokra adott valaszai ezeknek a
géntermékeknek az Osszehangolt szabdlyozasaban rejlenek. Valamennyi gén
expresszidjanak elsddleges szabalyozasa a transzkripcids faktorok altal valosul meg,
amelyek DNS-szabéalyozo6 szekvencidkhoz kotddve inditjak el a DNS atirasat RNS-sé.

A szabalyozé szekvencidk olyan szekvenciaszakaszokat jelentenek, amelyek az
atirni kivant gén el6tti szekvenciarégioban, az ugynevezett promoteren illetve a gének
intronjaiban helyezkednek el. A promotereken tobbnyire tobb szabalyozd szekvencia
helyezkedik el, és 4&ltalaban tobb transzkripcids faktor egyiittes kapcsolodasa
szilkséges az 4atirdas meginditdsdhoz. A transzkripcidos faktorok aktivitdsa
kapcsolatfiiggd, és mas szomszédos kapcsolodd szabalyoz6é molekuldk altal is

befolydsolt. Ennek megfeleléen egy aktivalt transzkripcidos faktor egy gén



transzkripciojat indukalhatja, mialatt egy maésikét gatolhatja. Igy lehetséges, hogy
valamennyi gén tobb jelatviteli folyamathoz kapcsolodik, ¢és atirdsa finom
szabalyozasi halozaton keresztiil valosul meg [1, 2]. Az eltérd tipusa transzkripcios
faktorok bevondsa a génregulacioba lehetové teszi a kiilonbozd jelatviteli utak

Osszehangolésat a sejtmagban [3].

1.1.2. Az Rybp fehérje, mint transzkripcios regulator

Az Rybp fehérjét (Ringl and YY1-Binding Protein; szintén ismert, mint
DEDAF, YEAFI1; UniGene Mm.321633; MGI:1929059) elsdként Miguel Vidal
munkacsoportja irta le 1999-ben [4]. A munkacsoport a polycomb proteinek
szabalyozasi folyamatokban betoltott szerepét vizsgalja mar tobb mint egy évtizede.
Az Rybp fehérjét, mint a Ringl polycomb fehérje interakcids partnerét izolaltdk
élesztd két hibrid technologia segitségével (yeast two hybrid; Y2H). A feltételezések
szerint az Ujonnan felfedezett Rybp fehérje az emlds polycomb komplex egy uj
tagjanak tekinthetd. A Rybp fehérjérdl kimutattdk, hogy egér embridkban a korai
fejlodési  stddiumokban mindeniitt jelenlevd, altaldnos (ubiquitous) modon
expresszalodik és hogy szdmos, transzkripcidoban fontos fehérjével kapcsolatba 1ép.
gy az ugynevezett “moonlighting” fehérjék csaladjaba tartozik, melyekre jellemzd
hogy egynél tobb, egymastol eltérd funkciot képesek ellatni [S]. Ennek megfelelden,
az Rybp/DEDAF protein - amellett hogy maga is transzkripcids regulator é&s
polycomb protein - in vitro kolcsonhatasba 1ép szamos, valtozatos biologiai
funkcidval bird fehérjével, tgymint DNS kot6 (Y'Y 1), kromatin modosito (Brgl), pro-
apoptotikus (pro-caspase-8), egyéb polycomb (RinglA, RinglB, M33, mPC2) vagy

..........

bird6 Myc-Mad-Max halozat tagjaival (Mxil). Vidal és munkatarsai javasoltdk, hogy



az Rybp gén/terméke a transzkripcids szabalyozé faktorok kozé keriiljon besorolésra,
mégpedig azok koz¢ amik a polycomb komplexek tagjaival is kolcson hatnak. Ezzel
egybevagoan a GAL4DNS-kot6 domén (GAL4DB)-egér Rybp fuzids protein
(GAL4DB-Rybp) valoban transzkripciés represszorként hatott az egér sejteken

végzett riporter gén ko-transzfekcios vizsgalatokban [4].

1.1.3. Célkitiizések

Jelen disszertacio az egér rybp génnek €s termékének, az Rybp proteinnek, in
vivo funkcidinak felderitésére szolgald kisérletsorozatot és azok eredményeit
tartalmazza. A  disszertdci6 az  egérgenetika transzgenikus  eszkdzeinek
alkalmazaséaval, gén-kiiitéssel (KO - knock out ; LOF - loss of function, gén
veszitéses/hidnyos) ¢és gén tultermeltetéssel (“overexpression” avagy klasszikus
transzgenikus; Tg) kivant ravilagitani az Rybp gén embrionalis fejlddésben jatszott
potencialis szerepére. Ezért munkam soran célul tiiztem ki a kdvetkezdket:
(1) Van-e szerepe az Rybp génnek és géntermékének az embrionalis fejlédésben?
(il) Amennyiben nincs szerepe - ugy az rybp géntermék szerepe redundansnak
tekinthet6-e és mas fehérjék (pl. homoloég YAF2 protein) atvehetik-e a szerepét az
embrionalis fejlodés soran?
(ii1) Amennyiben van szerepe (letdlis fenotipus vagy elvaltozdsok az embrionalis
fejlédés folyaman), ugy mi a fenotipusa a géndelécionak és milyen szerveket érint az
Rybp gén hidnya az embrionalis fejlodésben?
(iv) Osszefiigg-e a fenotipus az expresszios mintazattal, azaz a fenotipus altal érintett
szervekben lokalizalddik-e az Rybp fehérje €s milyen az expresszids mintazata?
(v) Mi torténik ha taltermeltetjiik a fehérjét (overexpression) egérben, mely szervek

érintettek az embrionalis illetve poszt-natalis (sziiletés utani) fejlodésben?



(vi) Mi lehet a mechanizmus, amivel az Rybp kifejti hatasat?
Ezen kérdések megvalaszolasa segithet boviteni, illetve pontosabba tenni a Polycomb-

€s trithorax-csoportba tartoz6 gének mukodésérol kialakitott modelliinket.

1.2. Irodalmi attekintés és tudomanyos hattér

1.2.1. Az Rybp kolcsonhatasai egyéb ismert fehérjékkel

Az Rybp protein kiilonboz6 valtozatos funkcioji fehérjékkel alkotott
funkciondlis kapcsolatai révén szdmos fiziologias €s patologias folyamathoz kothetd
[6]. gy kolcsonhatasba 1ép transzkripcionalis ko-represszorokkal vagy a
sejtproliferacioban kulcsfontossagu géntermékekkel. Valojaban az Rybp fehérje
felfedezése és izolalasa a Ringl A (Ringl; a Drosophila ortologja a dRing/Sce/nek)
polycomb szabalyozé proteinnel valo kdlcsonhatasa révén valt eldszor lehetdvé [4].
Késobb kimutattak, hogy az Rybp a RinglB-vel (Ring2/Rnf2; Drosophila dRing/Sce
ortholog) és a M33-mal (Pcl Drosophila Pc ortholdg) is kdlcsonhat [4]. Ez a hdrom
PcG protein a gének stabil represszalt allapotaért felelds, a PRC1 PcG multiprotein
komplex tagjaiként is ismertek.

Mas tanulmanyok kimutattdk hogy az Rybp fehérje kdlcsonhat szamos egyéb
transzkripcids faktorral is, igy példaul a DNS koté E2F csalad tagjaival [7], valamint
a proto-onkogén myc szabalyozott (“responsive”) génekkel [8]. Az Rybp és Myc (N-
¢s C-myc) kapcsolat egyben a sejtciklus szabalyozdsban bet6ltott potencialis
szerepkorre is utal, hiszen a myc géncsalad tagjainak a sejtciklus szabalyozasaban
bizonyitottan fontos €s meghatarozo szerepe van. Az Rybp gén kulcsfontossagu
szerepét tdmasztja ala az a megfigyelés is, hogy valoszintileg E2F és YY1 kotohelyek

kozott 1étesit kapcsolatot €s mintegy ,,athidald” feladatot 14t el a specificitast



biztositva [7].

1.2.2. Az Rybp homolog Yaf2 és feltételezett szerepei: a funkcionalis
redundancia kérdése

A Yaf2 fehérjét 1997-ben irtdk le eldszor, mint a DNS ko6té YY1 transzkripcids
faktorral kdlcsonhatéd cink-finger proteint [9], amelyet az Rybp fehérjéhez hasonloan
¢leszté két hibrid technologia segitségével azonositottak. A Yaf2 fehérjérdl, ami
aminosav szinten 55%-ban homoldég az Rybp-vel, szintén kimutattdk hogy
kolcsonhatasba 1ép szamos PRC1 komplex taggal és DNS koto fehérjével [6, 9, 10].
Egy korai modell szerint az Rybp transzkripcionalis ko-represszorként, mig a Yaf2
ko-aktivatorként funkcional [4, 6, 9], noha késdbbi tanulmanyok kimutattdk ennek az
ellenkezojét is [7, 11]. A két fejérje domén szerkezete is hasonld: azok N-terminalis
régiot kivéve, ahol a cink-finger domének talalhatok, egy szerin-gazdag rész huzodik
amely nem mutat homologiat mas ismert fehérje doménekkel ¢és nagyfokua

rendezetlenséget muatat (IDP; intrinsically disordered proteins) [4, 5, 9].

1.2.3. A polycomb csoport proteinek (PcG) és szerepiik a szabalyozasi
folyamatokban

A polycomb csoport proteineket (PcGs) az ecetmuslicdban (Drosophila
melanogaster) irtdk le el@szor. Multimer komplexeket alkotnak (PcG bodies),
amelyek a génexpresszio stabil represszalasaban jatszanak alapvetd szerepet igy a
kromatin remodellez6 epigenetikus szabalyozdgének csalddjaba is besorolast nyertek.

A PcGs csoportjaba tartozd fehérjék a cisz-regulatorok inaktiv allapotanak (zart

crcr

cre

tartjak fenn. Ez a két komplex egymassal ellentétesen dolgozik, mig a PcG fehérjék

10



represszalnak addig a TRXG fehérjei aktivalnak. Target génjeik az Ugynevezett
homeotikus gének, amelyek olyan konzervalt mestergének (transzkripcids
regulatorok), melyek az egyedfejlodés soran kordn bekapcsolnak és mindvégig
aktivak maradnak. A PcG és TRXG csoport tagjai egymassal genetikai kolcsonhatast
mutatnak: azonos csoportba esé gének mutacidi egymas fenotipusat altalaban erdsitik,
mig az ellentétes hatasi gének mutacioi gyengitik egymast. A POLYCOMB, illetve
TRITHORAX-csoportba tartozd fehérjék a homeotikus gének cisz-regulatoraiban
talalhat6 PRE- (Polycomb Response Element), illetve TRE-szakaszokon (TRE:
Trithorax =~ Response  Element)  keresztiil  szabalyoznak.  Expressziojuk
szelvényspecifikus, szerepiik, hogy az altaluk szabalyozott végrehajtd géneken
keresztiil kialakitsak az adott szelvény identitasat. Mind a TRXG, mind pedig a PcG
fehérjék nagyfoktl evolucios konzervativizmust mutatnak a férgektdl egészen a
magasabb rendii gerincesekig, ami miikddési mechanizmusuk konzervativ jellegére

utal és egyben ramutat evoltcids fontossagukra is [12].

1.2.4. A PRC komplex tagok fenotipusai emlésokben

Emlésokben a PcG fehérjék szamos fontos fejlddésbiologiai szereppel birnak.
fgy példaul az egér PRC2 komplex tagjainak mutaciéi embrionalis letalis fenotipust
okoznak, mig a PRCI1 komplex tagok miikddésének a felfiiggesztése homeotikus
transzforméciokat mutatd peri-natélis (sziiletés koriili) fenotipust okozott [14]. Ezzel
ellentétben a PcG komplex tagjainak tultermeltetése bizonyos rdkos folyamatok
attételekre vald hajlaménak (“invasiveness”) és rossz indulatanak (“malignancy”) az
egyik fokmérdje. S6t, a Drosophila PRC1 komplexek nagyon hasonloak az emlds
PRC1 komplexhez ami példaul a rdkos folyamatok szabdlyozasaban kiemelkedd

szereppel bir6 ink4d (P16, PI19ARF) Ilokuszt is szabalyozza [13].
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1. DNS konstrukciok elkészitése

2.1.1. Rybp knock-out konstrukcio elkészitése

Az Rybp eltavolitasat célzd (gene targeting) vektor elkészitéséhez eldszor
génkonyvtarbol ki kellett nyerniink az Rybp genomikus szekvenciajat. Ehhez az egér
Rybp cDNS szekvencidjaval hibridizaltunk a 729/SvJ hatterli egér genom-konyvtarra.
Eldszor egy 18 kb méretli genomikus részt (klont) azonositottunk, amely tartalmazta a
Rybp gén 3-4-5-0s exonjait (pRYBP18). Az igy azonositott genomikus szakaszt
pBluescript SK(+) plazmidba klonoztuk be. Az igy elkészitett pRYBP18
fragmentumot szekvenaltuk és a szekvencia alapjan megallapitottuk ennek a
szakasznak az exon-intron hatérait €s azonositottuk a restrikciods hasito helyeit.

A vektor elkészitéséhez egy 5 kb DNS szakaszt, ami az Rybp gén 3., 4. és 5.
exonjait tartalmazta kicseréltilk egy sarga fluoreszcens riporter fehérjére (enhanced
yellow fluorescent protein (EYFP), és egy loxP szekvencidkkal koriilvett PGKneo
kazettara. Az igy elkészitett konstrukcid 5’ végére 0,75 kb hosszusagh, a 3° végére
pedig 5,25 kb hossziisagli homolog genomikus régiot klonoztunk.

Az 5> homolog régiét a pRYBP18 genomikus szakaszabol nyertik PCR
reakcioval (primer A, 5-GTTAAGCTTACGCGTTGTGCAGAAATATTG-3', és
primer B, 5'-GTTAAGCTTCGATGCGAGGTTTCCTACAAC-3"). A PCR terméket
ezutan EYFP (Clontech)-floxed neo vektorba klonoztuk. A 3’ homolog régiod
elkészitésé¢hez, Hindlll enzimmel kivagtunk a Rybp gén nem atir6do régidjabol egy
5,25 kb hosszusagh szakaszt, amelyet a floxed pGK-Neo kazetta 3° végén

elhelyezkedd Sacll helyre klonoztunk be. A targetald vektort Mlul enzimmel (melyet
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primerA-val vittiink be) linearizaltuk ¢és R1 ES (embryonic stem) sejtekbe

elektroporaltuk.

2.2.2. Rybp transzgenikus vektor-konstrukcio elkészitése

A ROSA26-RYBP/EGFP transzgenikus egér eldallitasdhoz egy olyan vektor
konstrukciot készitettiink, amely a RYBP/EGFP fuziés fehérje szekvenciaja elott
tartalmazott egy LoxP szekvencidkkal koriilvett neomicin kazettat (floxedNeo) ¢és a
ROSA26 targetalasdhoz sziikséges szekvencidkat [15].

A konstrukcio elkészités¢hez az Rybp fehérjét kodold szekvenciat PCR
reakcioval szaporitottuk fel a kovetkezd primerekkel: primer A (5'-
gcacgtcgaccageccgtccatgaccatgg) és primer B (5'-ctetggatccgaaagattcatcattcactge). Az
igy eldallitott DNS szakaszt Nhel/Sall restrikcios enzimekkel tortént emésztés utan
ligltuk a pEGFP-N3 plazmidba. Az RYBP/EGFP fuzios fehérjét Nhel/Notl
enzimekkel atklonoztuk a pBigT [16] plazmidba, amely a floxedNeo kazettat
tartalmazta. Ezutan az igy létrehozott floxedNeo-RYBP/EGFP kazettat atklonoztuk a

p26ROSA plazmidba, 4scl/Pacl restrikcios enzimekkel [16].

2.2. ES sejtek alapitasa és karakterizalasa

2.2.1. ES sejtek tenyésztése

A sejtek tenyésztését Nagy €s munkatarsai modszerét kovetve végeztiik az
alabbiak szerint [17]. Az ES sejtek differencialatlan allapotban valo fenntartdsdhoz
mitomicin C antibiotikum kezelt (Sigma, 10 pg/ml), 13,5 napos egér embrid
kotdszovetes részeibdl szarmazd egér embriondlis fibroblaszt (mouse embrionic

fibroblast; MEF) taplalo sejtréteget hasznaltunk. A sejteket ES médiumban
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tenyésztettik DMEM (Gibco) és 15% FCS kiegészités mellett (Hyclone). A tapoldat
L-glutamin (Gibco; 2 mM), B-merkaptoetanol (Sigma; 0,1 mM), Na-piruvat (Gibco,
ImM) nem esszencialis aminosav (Sigma, 10 mM), penicillin (Gibco, 50 U/ml),
streptomycin (Gibco, 50 pg/ml) és rekombindns egér Leukémia Inhibitor Faktor
(ESGRO-LIF; Chemicon; 1000 IU/ml) kiegészitést tartalmazott. A sejteket
kétnaponta passzaltuk Tripszin:EDTA (0,05% tripszin; Gibco) emésztést végezve 1j

mitomicin C kezelt fibroblaszt sejtrétegre az optimalis sejtszam beallitasat kovetden.

2.2.2. ES sejtek elektroporalasa

Az elektroporaldshoz az egér Ossejteket a fent emlitett mdodon tripszineztiik,
majd centrifugdlds utan PBS-ben mostuk és szintén iilepitettiik. A sejtpelletet ezutan
800 ul PBS-ben vettiik fel, 5-6x10° sejt/ml koncentracioban. A sejtekhez ezt kovetéen
a bevinni kivant transzgén konstrukciot 10 ul dH,O-ban felvéve kevertiik hozza, majd

azonnal elektroporator kiivettaba helyeztiik és elektroporaltuk (BioRad).

2.2.3. Rybp™" ES sejtek alapitasa

A linearizélt targetdlo vektort R1 ES sejtekbe elektroporaltuk standard
protokoll szerint. Ezt kovetden a sejteket tenyésztd médiummal tizszeres térfogatra
higitottuk, majd mitomicin C kezelt neomicin rezisztens MEF taplalo sejtréteget
tartalmazo, 10 cm-es Petri-csészékre szélesztettiik.

Az antibiotikum szelekciot 24-48 6ra mulva kezdtiik meg (300 pg/ml G418).
A klonok szelektalasa 10 nap elteltével kezdddott.

A szelektalt klénokat szteredmikroszkop alatt (SZH, Olympus) mikropipetta
segitségével helyeztik at egyedileg, 96-lyuku tenyésztéedénybe. A klonok

felndvekedését kovetden a tenyészet egy részEét analizis céljabol félretettiik, a maradék
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sejteket pedig lefagyasztottuk. A klonok analizisét a megfeleld technikaval (PCR
vagy Southern blot) a targetalt szekvencia alapjan tervezett primerekkel és probakkal
végeztik. A jol targetalt klonokat visszavettik fagyasztasbol ¢€s 24-lyukt
tenyésztdedényben, végiill pedig 6 cm-es Petri-csészében tenyésztettiik tovabb, a

szokasos ES-tenyésztési protokollt kovetve.

2.2.4. Az rybp-/- ES sejtek alapitasa

A rybp” ES sejteket az rybp™” ES sejtekb8l hoztuk létre a vad tipust allél
Gjabb targetalasaval. Ehhez el6szor a rybp™ ES sejtekb8l Cre rekombinaz
segitségével eltavolitottuk a PGKneo kazettat. Az ES sejteket 25 ug cytomegalovirus-
Cre-rekombindz (pBS185) [18] expresszios plazmiddal elektroporaltuk. Két nappal az
elektroporacid utan a sejteket 10 cm-es zselatinnal fedett sejttenyészté edényekbe
tettiik, 5%10° sejt/ml koncentracioban. A sejtek 5 nap mulva jél koriilhatdrolhato,
egyediilallo kolonidkat képeztek, melyeket kiszedtiink és felszaporitottunk. Az igy
keletkezett sejtvonalakban teszteltiik, hogy tartalmazzak-e még a PGKneo kazettat. A
PGKneo kazetta jelenlétét PCR-rel ¢és a klonok G418 ¢érzékenységének
meghatarozasaval (200 pg/ml 7-9 nap; Gibco) mutattuk ki. A kovetkezd primereket
hasznaltuk a PGKneo kazetta kimutatésara: primer A, 5'-
AGAGGCTATTCGGCTATGACTG-3', ¢s primer B, 5'-
CCTGATCGACAAGACCGGCTTC-3". A PCR reakciohoz pozitiv kontrollnak az
mxil génre  specifikus  primereket  hasznaltuk (primer A, 5'-
CTGGTGTTTCTTCTGGCTTCC-3', és primer B, 5'-
GGGGCTCGGCATGGAGGGGAA-3"). Azokat a klonokat, amelyek nem
tartalmaztadk a PGKneo kazettat Gjabb elektroporacionak vetettiik ald, amelyet ismét

az eredeti targetald vektorral végeztiink. Ezt kovetden a sejteket mitomicin C kezelt
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neomicin rezisztens MEF taplalo sejtréteget tartalmazd, 10 cm-es Petri-csészékre
sz¢lesztettiik. A szélesztést kovetd napon a sejteket 200 pg/ml G418-tal szelektaltuk
10 napon keresztiil. Ezt kovetden a klonokat kiszedtiik és felszaporitottuk tovabbi

tesztelésre.

2.2.5. ROSA26-RYBP/EGFP transzgenikus ES (TgROSAZ-RYBPEGEP goitek
alapitasa

Rybp transzgenikus ES sejtvonal 1étrehozdsahoz a floxedNeo-RYBP/EGFP
kazettdt tartalmazé ROSA26 targetaldé konstrukcioval R1 ES sejtvonalat
elektroporaltunk, majd G418-cal (GIBCO, 300 ug/ml) szelektaltuk (Id. 2.3 pont). A

klonokat DNS-DNS hibridizacioval vizsgaltuk a transzgén jelenlétére [16].

2.2.6. ES sejtek karakterizalasa

2.2.6.1. Southern blot analizis

Az analizishez a genomikus DNS-t Xbal enzimmel emésztettiik, majd a
fragmentumokat gélelektroforézissel szétvalasztottuk. Ezutdn nylon membranra
blottoltuk és [a->*P]dCTP izotoppal jelolt probaval hibridizéltuk. A préba az Rybp
gén 2. intronjanak egy 0,35 kb régidjat tartalmazta, melyet a pRYBPIS8
fragmentumbol PCR reakcioval nyertiink (primer A 5'-
CAAACCCTATCTCGGGTTGCA-3/, primer B 5'-
GGGTACAATGCGAGGACAGTT-3"). Ez a proba Xbal emésztés utan egy 8 kb-os

szakaszt ismert fol a vad tipust allélt tartalmazo, és egy 5 kb-os szakaszt a targetalt

klonokban.
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2.2.6.2. PCR analizis

Genomikus PCR reakciot az Rybp 2. intronra tervezett primerrel (5'-
TATGGCTACACGATATGGGCT-3") és az EGFP-N (Clontech) szekvenald
primerrel végeztiikk a kdvetkezd koriilmények kozott: denaturdlas - 94°C 40 s, primer
feltapadas - 60°C 30 s, és lanchosszabbitas - 72°C 120 s, 33 cikluson keresztiil. A
PCR reakcid6 800 bazis hosszusagi fragmentumot eredményezett a jol targetélt

klonokbol.

2.2.6.3. Elektroforézis és immunoblot

Az ES sejteket feltards elott PBS-sel mostuk és jégen tartottuk. A feltarast
jégben elohutott feltard oldattal végeztiik protedz inhibitor koktél jelenlétében (1%
NP-40, 1% deoxycholic acid, 0,1% sodium dodecyl sulfate, 150 mM NaCl, 10 mM
sodium phosphate [pH 7,2], 2 mM EDTA ¢és 50 mM Tris-HCI). A 10 pg fehérjét
tartalmazé lizatumot 7,5 ill. 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen vélasztottuk el Mini-
Protean elektroforézis késziiléket (Bio Rad) hasznalva. A gytjtégélben allandd 25
mA, mig a szepardlogélben 35 mA aramerdsség mellett ELFO pufferben (25 mM
Tris-OH, pH 7,7; 0,7 M glicin; 0,1% SDS), 1,5-2 o6ra alatt valasztottuk el a mintakat.

Ezutan a fehérjéket 0,2 pm porusméreti PVDF (Bio-Rad) membranra
blottoltuk 4t a Mini-Trans-Blot (Bio-Rad) késziilék segitségével, transzfer pufferben
(25 mM Tris, pH 8,3; 25 mM glicin; 20% metanol), 200 mA aramerdsségen, 60
percen at, jéghiités mellett. A PVDF membrant ezutan 5% (g/v) tejet (Carnation
nonfat dry milk) tartalmazé TBS-TWEEN pufferben (50 mM pH 7,4 Tris, 200 mM
NaCl és 0,1% (v/v) Tween 20) aztattuk egy oran at. A membranokat egy ¢éjszakan
keresztiil inkubaltuk elsédleges ellenanyaggal; anti-RYBP (anti-DEDAF; 1:1,000,

Chemicon AB3637), anti-Max (1:1,000, Santa Cruz SC-197) vagy anti-GFP (1:1,000,
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Molecular Probes).

Masodlagos ellenanyagként anti-nyul, tormaperoxidazzal konjugalt 50000-
szer higitott antitestet alkalmaztunk (NA934V; Amersham). A specifikusan nem
kotddott masodlagos antitestet moséssal tavolitottuk el (haromszor 20 perc, 0,1%
TBS-TWEEN), majd a  peroxidaz-fliggd  lumineszcenciat ,,enhanced
chemiluminescence” technikaval (ECL, Amersham), autoradiografiaval hataroztuk

meg.

2.3. Rybp knock out és transzgenikus egerek létrehozasa és analizise

2.3.1. Rybp™" egerek el6allitasa

A knock out egerek Iétrehozasdhoz harom megfelel6 moddon, homolodg
targetalt ES sejtvonalat hasznéltunk (A6, F4 és G3). Holyagesira stadiumua egér
embrioba injektaltuk a targetalt ES sejteket standard protokoll szerint. Az igy
létrehozott him kimérakat fehér szinszorti IRC (elnevezését az |, Institute for Cancer
Research” szarmazasi helyérdl még 1948-ban kapta) vagy CDI1 (elnevezését a ,,CD1”
molekula hidnyardl kapta) genetikai hatteri ndstény egerekkel paroztattuk €és az aguti
szinll utodaikat teszteltiik, hogy tartalmazzék-e a targetalt allélt. A mutécid jelenlétét
egér farokbodl izolalt DNS-bol YFP-re specifikus PCR primerekkel mutattuk ki
(primer A, 5-AAGTTCATCTGCACCACCG-3', ¢és  primer B, 5'-
TGCTCAGGTAGTGGTTGTCG-3"). A targetalt allélt heterozigdta formaban
hordozé egereket parositottuk, €s tobb mint 1000 utdédot analizaltunk a héarom
sejtvonalbol. Mindharom sejtvonalbol szarmazd egerek ugyanazt a fenotipust

mutattak.
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2.3.2. A ROSA26-RYBP/EGFP egér (TgROS12¢-RYBIEGER) algallitasa

Ketté jol targetalt klont C57BL/6 egérbdl szarmazod holyagesira allapott
embrioba injektaltunk. Az injektalassal eldallitott ivarsejt kimérakat (ROSA26-
RYBP/EGFP egér), PCR-rel genotipizaltuk [16]. A him kimérakat ICR genetikai
hatteri noOstényekkel kereszteztilk, majd az aguti szinii utodaikat teszteltiik a
transzgén jelenlétére. A mutacidra heterozigdta allatokat Cre transzgenikus egerekkel
kereszteztilk ¢és az igy létrehozott egereknek analizaltuk a fenotipusat. A nem
transzgenikus alomtarsaikat kontrollként hasznaltuk a kisérleteinkben. A heterozigéta
transzgenikus utddokat paroztattuk, hogy fenntartsuk a mutans allé¢lt. Mindegyik

analizist kevert (129 x ICR) hatterti egereken végeztiik.

2.3.3. Kiméra egér elballitasa rybp” ES sejtvonalbol

Kiméra embriok eldallitasihoz rybp™ R1 (129/Svx129-Cp hatterii) ES sejteket
injektaltunk vad tipusu, 129/Svx129-Cp hatterii egerekbdl szarmazd hoélyagcesira
allapotu embridkba. Az embridkat ezutan visszaiiltettik anya egerek méhébe. A
kiméra embridkat kiilonbozé fejlédési stadiumokban vizsgéltuk fluoreszcens
szteredmikroszkoppal. Az embridkrdl fényképeket készitettiink, majd hisztologiaval

analizaltuk.

2.3.4. Génmodositott egerek analizalasa

2.3.4.1. Hisztolégia és immunhisztokémia
Az embridkat 4% paraformaldehid tartalmi PBS-ben fixaltuk egy ¢jszakan
keresztiil. Fixalds utan az embridkat metanol gradienssel viztelenitettiik, majd

paraffinba agyaztuk. A paraffinba beagyazott embriokbol 4-6 pum-es szekciokat
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(,,serial sections” vagy sorozatos metszetek) vagtunk. Immunhisztokémiai analizishez
az igy elkészitett szekciokbol eltavolitottuk a paraffint, majd re-hidrataltuk. A re-
hidratalt szekciokat 3% H,0O, oldattal kezeltiik, hogy ezzel eltavolitsuk az endogén
peroxidazokat. Ezutan a hidrogénperoxidot vizes, majd PBS-es mosassal
eltavolitottuk és 10% BSA tartalmi PBS-sel blokkoltuk a szekciokat. Blokkolas utan
a szekciokat elsddleges ellenanyaggal egy €jszakan at inkubaltuk. Az ellenanyagok a
kovetkezOk voltak: anti-phospho-hiszton H3 (Ser 10), clone RR002 (egér
monoklonalis, 1:1,000; Upstate 05-598MG) Pax2 (higitas 1:200, Babco, PRB276P,
nyul), Pax6 (higitas 1:500, egér 1gG1l, DSHB), Nestin (higitas: 1:100, egér IgGl,
DSHB Rat-401), NeuN (higitas: 1:1000, Chemicon MAB377), TUJ1 (higitas: 1:2000,
Sigma T8660), anti-RYBP (nyul anti-DEDAF poliklonalis, 1:100; Chemicon
AB3637).

A felesleges elsddleges ellenanyag eltavolitasa utan a mintakat anti-egér vagy
anti-nyul 400x-os higitast biotinnal konjugalt masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk
szobahOmérsékleten 45 percig (Vector laboratorium). Ezutdn 45 percig biotinalt-
avidin enzim komplex-szel inkubaltuk a szekciokat és végiil DAB kittel (Vector

laboratorium) hivtuk eld a szinreakciot.

2.3.4.2. Apoptozis vizsgalat

Apoptdzis kimutatasdhoz embriokban ugynevezett terminal
deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)
analizist alkalmaztunk. Az embriokat egy ¢jszakéan at 4% paraformaldehiddel fixaltuk,
majd felszalld6 metanol gradienssel viztelenitettiik és paraffinba agyaztuk. A
paraffinba bedgyazott szovetekbol 6 pm vastag metszeteket készitettiink. Az igy

elkészitett szekciokat eldinkubaltuk 0,1% Triton X-100-at tartalmazo 1x One-Phor-
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All (OPA) pufferben (Pharmacia Biotech). Ezutdin a mintdkat 100 pl hibridizalo
oldatba tettiik, amely 1x OPA puffert, 6 uM dATP-t, 3 uM biotin-UTP-t (Sigma), 1 pl
termindlis transzferazt (TdT; Pharmacia), 0,1% Triton X-100-at tartalmazott és egy
oraig 37°C-on inkubaltuk. Ezutdin PBS-sel mostuk, majd Texas Red-del konjugalt
sztreptavidinnel (1:150 dilution; Calbiochem) inkubaltuk 4°C-on 30 percig. Inkubalas
utan a metszeteket 3x mostuk PBS-ben, majd az utolsé mosashoz 4',6'-diamidino-2-
phenylindole-t (DAPI) adtunk ¢és lefedtiik. A mintakat Axiovert 200M mikroszkdppal

analizaltuk.

2.3.4.3. Blasztociszta "outgrowth assay"

Rybp +/- egerek keresztezésébdl szarmazd 3,5 napos holyagesira allapotu
embridkat izolaltunk. Négy kiilonbozé egérbdl szarmazd almot analizaltunk. A
holyagesira allapota embridkat ES médiumot tartalmazo, zselatinnal (Sigma) fedett
12-lyuku tenyészté edényekbe tettiik. A kihelyezést kovetden 4 napon at fényképeket
készitettiink az embriokrol. A hoélyagcesira allapotu embridk altaldban 48 oOraval a
kihelyezés utan tapadnak le, majd trophektodermalis jellegli kindovéseket formalnak.

A genotipizalashoz mindegyik embriobdl mintat vettiink, majd 2 pl lizis
pufterrel lizaltuk (5 mM dithiothreitol, 0,8% Igepal CA630, es 900 pg/ml proteindz K
kétszer desztillalt vizben). A mintdkat 65°C-on melegitettiik 15 percig majd 94°C-on
15 percig a PCR reakcidé elétt. PCR reakcidhoz a kovetkezd koriilményeket
hasznaltuk: 95°C 12 perc; 35 ciklus: 94°C 1 perc, 60°C 1 perc, 72°C 2 perc; végiil
72°C 7 perc. A kovetkezé primereket hasznaltuk: Rybp 3'UTR PCR (nincs jelen az
Rybp-/- embridkban) - primer A, 5'-GCGACATGTCAGCAGTGAATG-3', és primer
B, 5-GTGTCAAGAATAACTGTCAGGG-3'; Rybp 5' UTR PCR (kontroll reakcio):

primer A, 5'-CAAACCCTATCTCGGGTTGCA-3', primer B, 5'-
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GGGTACAATGCGAGGACAGTT-3". A PCR terméket (220 bp - 3" UTR reakcio €s
400 bp - the 5" UTR reakcio) gélelektroforézissel analizaltuk. A nullembridk negativ

reakciot adtak a 3" UTR reakcidban, de képeztek terméket az 5" UTR reakcidban.

2.3.4.4. Elektronmikroszkopia

Az elektronmikroszkopias vizsgéalathoz P1 és P21 napos szemeket izolaltunk,
melyeket a szaruhartydjuknal egy finom hegyt tiivel kilyukasztottunk, majd 24 6raig
Ito’s fixald oldatba tettiink. A szemeket ezutan egy éjszakan at cacodylate pufferben
mostuk, majd OsOs-dal utofixaltuk. Ezutan dehidrataltuk és bedgyaztuk Epon
gyantaba (Roth, Karlsruhe, Germany). Az igy elkészitett mintakbdl félig vékony és
ultra-vékony metszeteket készitettiink. A félig-vékony szekciokat toluidin kékkel, az
ultra-vékony szekciodkat pedig uranil-acetattal és 6lom-citrattal festettiik, majd Zeiss

(Oberkochen, Germany) EM 902 elektronmikroszkdppal analizaltuk.

2.3.4.5. Kvantitativ RT-PCR
A kvantitativ PCR reakcidhoz P1 és P21 napos TGROS420RPEGEE: (heterozigota)

ROSA26-Rybp/EGFP/ROSA26-Rybp/EGFP ., .
G P o (homozigéta); aA-crystallin/Cre egerek

vagy
retindjabol és szemlencséjébol total RNS-t izolaltunk, és cDNS-t készitettiink. A PCR
reakcidhoz a kovetkezd primereket hasznaltuk: Pax6 A, (5'-gcacatgcaaacacacatga) és
B, (5'-acttggacgggaactgacac); Proxl A, (5'-gccctcaacatgcactacaa) és B, (5'-
ggcattgaaaaactcccgta);  MafA A,  (§'-gcacccgacttctttetgtg)  és B,  (5'-
geetgegeaaacttgtece); MafB A, (5'-gectcttagacttgggeaga) ¢és B,  (5'-
ccttccagettggagaaaag); c-Maf A,  (5'-gtggtggtgatggctctttt) ¢és B,  (5'-

gttacgggggaattcaggtt); Rybp A, (5'-agaccagcgaaacaaaccac-3') ¢és B, (5'-

aggaggagcgagtcttttcc-3"); Crystallin A4 (Cryba4d) A, (5'-gggtttgttcccagttect-3") és B,
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(5'-acctgagtggtgatcgctct-3'); Filensin (Bfspl): A, (5'-cattgagattgaaggcagca-3') és B,
(5'-acactggatccaaggctgag-3'); AP2a A, (5'-gtgtcagagatgctgcggta-3') és B (5'-
tgaggatggtgtccacgta-3'); Integrin a-6 A, (5'-attctcctgagggcttcecat-3') és B, (5'-
ttgagggaaacaccgtcact-3'); Sox2 A, (5'-acttttgtccgagaccgaga-3') ¢és B, (5'-
ctccggcaagegtgtactta-3'); ¢és B2M A, (5'-catacgcctgcagagttaage-3') ¢és B, (5'-
gatgcttgatcacatgtctcg-3'). A PCR reakcidot 7900 HP Applied Biosystems Real Time

PCR késziilékkel végeztiik.
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3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. A rybp gén célzott kikapcsolasa a korai embrio elpusztulasahoz vezet

Hogy megvizsgaljuk az egér rybp gén fejlodésben jatszott szerepét, egy
mutans allélt generdltunk gén targetalt ES sejtek segitségével, amelyet aztan bevittlink
egér csirasejtvonalba (germline). Roviden: az egér rybp gén lokuszat tartalmazd

genomialis klonokat jellemeztiikk €s kimutattuk, hogy hordozzak a 3-5 exonokat (la

abra).
8 kb
A Xbal Xbal
ATG > 1 TGA !
- e L 3 3 == 2
E1 E2 y/4 E3 E4 ES ///// rybp genomic
fr A
‘ f”
il Y77 NEO [ (argeting vector
El «
5 kb
Xbal Xbal
> 1! 58
o (T “ e SLon
E1 E2 El3« rybptargeted
B C D
o+ o- o+ - - oo
a
w | 33kDa
ke = == 38kDa © = 27 kDa

1. abra. Az egér rybp gén homolog rekombinacioval torténé targetalasa.

(A) Az eger rybp lokusz szerkezete (felso diagramm); a target vektor és a targetalt
allél a kozépso és also diagrammokon lathatok. Az exonokat téglalapok jelélik (E1-5),
az iires téglalapok a nem-transzilalodo, a satirozottak pedig a kodolo régiokat jelolik.

Az 1. exon kockas régioja a gén 5° nyitott leolvasasi keret (open reading frame; ORF)
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kézott a vonalon az athuzas az intron nagy méretét (50 kb <) hivatott jelélni. Az 1-es
exonban levo start (ATG) és az 5-6sben elhelyezkedo stop (TGA) kodonok helye jelolt,
csakugy mint a diagnosztikus Xbal restrikcios enzimé és a helyes klonok keresésére
hasznalt 5° probaé (sziirke téglalap). A vékony horizontalis nyilak a tesztelésre
hasznalt primerek helyét jelolik, amelyekkel a homolog rekombindciot detektaltuk. A
targetalt lokusz altal kodolt fehérjetermék az 5° Rybp ORF-je (az elsé 58 aminosav)
és az EYFP riporterje kozotti fuzios termék (1D); ez a fuzids protein
valoszintisithetoen az endogén lokusz altal kodolt géntermék expresszios mintdzatat
rekapituldlia. A “'floxolt” PGK-neo kazetta (a haromszégek altal hatarolt NEO az
abran) szelekcios okokbol szintén része a target vektornak. (B) A homolog események
kimutatasara szolgalo PCR reakcio Southern blotja. Az ,,A” panelen bemutatott PCR
primerek homolog rekombindcio esetén egy 800 bp terméket eredményeznek. A blot
az ,,A” panelen lathato probaval (sziirke téglalap) volt hibridizalva. (C) Az ES
sejtekbol késziilt teljes sejtlizatumok immunoblot analizise: probanak anti-DEDAF';
Chemicon antitestet hasznaltunk, ami a C terminalis 33 aminosavat ismeri fel. Felso
panel: A vad tipusu sejtekben (rybp” ) egy 38 kDa méterii fehérje termelddik, mely
csokkent mennyiségben termelddik a heterozigotakban (rybp“‘) és hianyzik a
homozigota mutansokban (rybp'/ °). Kontrollként, ugyanabbdl a mintabol, a 21 kDa-os
Max protein (anti-Max, Santa Cruz) immunoblottja lathato az also panelen (,, loading
control”). (D) Az ES sejtekbol késziilt teljes sejtlizatumok immunoblot analizise anti-
GFP antitesttel (Molecular Probes) hibridizalva. Egy 33 kDa Rybp/YFP fuzios termék
detektalhato a homozigota nullsejtekben (rybp’/ "), ami nincs jelen a vad tipusu
(rybp” ") lizatumokban. Stabilan traszfektalt R1 ES sejtek, mint kontrollok, szintén

lathatok a gélen melyekben az EYFP protein helyes mérete 27 kDa (c panel). A
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targetalo vektort ugy terveztiik meg, hogy egy fluoreszcens riporter fehérjét, EYFP-t,
Jjuttasson be az endogén lokuszba a 3-as exon start kodjaval megegyezo leolvasasi
keretben (in frame), valamint ezzel egyidoben a helyspecifikus rekombindcio
segitsegevel és a PGK-neo kazettat tartalmazo kazetta segitségével eltavolitsuk a 3-as
exon nagy részét, illetve a teljes 4-es és 5-0s exont (lasd 1A abra). Az eltavolitott
exonok olyan funkcionalisan fontos doméneket kodolnak, amelyekrol elozoleg mar
kimutattak, hogy fontos szerepet jatszanak a Rybp oOsszes kulcsfontossagu
kélesonhatdsanak a kozvetitésében. Igy ez a régié kolesonhat példiul a PRCI
komponensekkel, kiilonbozo novekedési faktorokkal, DED domént tartalmazo
fehérjekkel [4, 19, 20] valamint a Rybp transzkripcio szabalyozasaban szerepet jatszo
faktorokkal [4]. Ket targetalt rybp allélt (homozigota mutans) hordozo embrionalis
ossejt Western blot vizsgalata kimutatta, hogy ezekbol a sejtekbol teljesen hianyzik a
38 kD-os vad tipusu Rybp fehérje, és csak a Rybp/EYFP fuzios fehérje van jelen (lasd
1C és ID dbra). Mivel a fuzios fehérjébol hianyzik a teljes fehérjét kodolo régio 75%-
a, igy szamos funkciondlisan fontos domén is, ezzel a targetaldsi lépéssel a vadtipusu

Rybp fehérje funkcidit megsziintettiik.

Hérom, fiiggetleniil targetalt ES sejtvonalbol generadltunk egy-egy rybp allélt
hordozd egér ES sejt vonalat (1B 4bra), valamint heterozigota keresztezéseket
(intercrosses) végeztiink. A sziiletett heterozigota utodok kiils6leg normalisak voltak,
termékenynek bizonyultak €s nem latszott rajtuk betegségnek nyilvanvalo jele (ez a
kovetkeztetés tobb mint 2 éves megfigyelés eredménye). Megjegyzés: a statisztikai
vizsgalatok azt mutattak, hogy a sziiletett rybp heterozigdtak szama lényegesen eltér a

vart mendeli eloszlastol (nem mutatott adat); mert a heterozigota allatok egy része egy
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szemi-penetrans (csak részben atadodo) fenotipus miatt elpusztul a sziiletés utan (lasd

alabb).

Annak meghatarozéasara, hogy a fejlodés mely szakaszaban okoz a Rybp
hianya elhaladlozéast, megvizsgéaltuk az egérembriokat az embrionalis fejlodés
kiilonbozo szakaszaiban (E7.5 - E18.5 kozott) (1. tablazat). Ismételten nem talaltunk
homozigdta mutanst, ami ismét azt bizonyitotta, hogy a mutacié valoszinlileg még a
gasztrulaciot megel6zoen az embrid elpusztulasdt okozta. A gasztrulacié az
embriofejlodés azon kritikus stddiuma, ahol a bardzdalodaskor 1étrejott sejtek
végleges helyiikre keriilnek, kialakulnak a csiralemezek, amelyekbdl késébb
megindul a szervképzodés. A tovabbi vizsgalodasok érdekében, heterozigota
keresztezésekbdl szarmazo E3.5 napos blasztocisztdkat izoldltunk, majd egyenként
lefényképeztiik és PCR segitségével genotipizaltuk oket. A homozigdta rybp
nullgenotipus kimutathaté volt (1. tablazat, E3.5) ¢és ezek a blasztocisztak
morfologiailag nem voltak megkiilonboztethetéek a vad tipust €s heterozigdta

blasztocisztaktol.

1. Tablazat. A heterozigota keresztezésekbol szarmazo utodok genotipus analizise.

1 2 3 4 5 6

Kor Normélis Abnormélis | +/+ +/- -/-
E3.5 41 0 13(33) 22(56) 4(10)
E4.5 19 3 6(27) 13(59) 3(14)
E5.5 38 7 ND ND ND
E6.5 65 17¢ 17(22) 48(62) 12(16)
E7.5 44 9R 16(36) 28(64) 0

E8.5 37 9R 15(41) 22(59) 0

1. oszlop: az embriok kora; 2. oszlop: Morfologia alapjan normalis kinézetii embriok

szama; 3. oszlop: Morfologia alapjan abnormalis kinézetii embriok szama; 4. oszlop:
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Genotipizalt vad tipusu embriok szama; 5. oszlop: Genotipizalt heterozigota mutdans
embriok szama; 6. oszlop: Genotipizalt homozigdta mutins embriok szama.
R:Resorbed (felszivodott) embrio. ND: Not Determined (nem meghatarozott).
Zaréjelben a szdzaldkos megoszlds ldathaté. ©: A 17 morfolégiailag abnormdlis

kinézetii embriobol 12 homozigota, 5 pedig heterozigdta volt.

Miutan sikeriilt kimutatni, hogy ez a mutacié az E3.5 - E7.5 kozotti
periddusban letélis, tovabbi vizsgalatainkat erre az iddszakra irdnyitottuk. Morfologiai
vizsgalatok kimutattadk, hogy az Rybp hidnyos E6.5 napos embriok abnormalisak és

felszivodnak miel6tt elérnék az E7.5 kort (1. tablazat).

Rybp

2. abra. A homozigota embrionadlis letdlis fenotipus jellemzoi.

Reprezentativ példak a homozigota embriok (-/-; also panelek) hisztologiai
abnormalitasaira és csokkent proliferdaciojara a kontoll, vad tipusuakkal
osszehasonlitva (+/+; felso panelek). A transzverz szekciondlasu embriok

hematoxilin-eozin (H&E) festése lathato az “a, ¢, e és g’ paneleken mig a

proliferacios  képességet  jellemzé  anti-foszforilalt ~H3  hiszton  (p-H3)
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immunohisztokémiai festése a “b, d, f és h” paneleken. A nullembriok névekedésben
elmaradottak és nem proliferdalnak. Az imperfekt decidualis reakcio figyelemremélto a
mutans embriok esetében (e panel; fehér nyilak). A “c” és “g” panel E6.0 napos
embriok szagittalis szekcioinak a H&E festését mutatja be. Ugyanezen embriok anti-
DEDAF (Rybp) immunohisztokémiaja a “d” és “h” paneleken lathato. A

reprezentativ nullembrio (a “h” panelen korberajzolva) megallt a fejlodésben és

Rybp festodest ahogy varhato, nem mutat.

Az E5.0-E5.5 korti embriok hisztologiai vizsgalata ramutatott arra, hogy a
homozigéta mutansok méretben €s mintazatban is visszamaradottak voltak (lasd 2e
abra), amit konnyen lehetett azonositani a Rybp immunoreaktivitas hidnyaval (pl. 2h
¢s 2d panelek Osszehasonlitasa). A mutansokban az embriondlis €s extraembrionalis
rétegek megkiilonboztethetetlenek voltak és a feltételezett epiblaszt rendezetlen volt.,
A vad tipusu embrioknal hengerszerli, két rétegli sejtes szerkezet volt megfigyelhetd
az E6.0 napra nyilvanvald embrionalis és extraembriondlis komponensekkel,
amelyeket klasszikusan oszlopszerli viszceralis (zsigeri; visceral) endoderma vett
koriil (2c abra). Ezzel ellentétben ez a hengeres szerkezet a Rybp negativ embridknal
nem volt megfigyelhetd és a sejtek a feltételezett viszceralis endoderma feldl nagy
méretl liregekkel rendelkeztek (2g abra). A rybp nulléllatok esetében a poliploid 6riés
trofoblaszt szamanak csokkenése is megfigyelhetd volt (nem mutatott adat). A
morfologiai megfigyelésekkel Osszhangban, az embriok nem voltak tobbé
megfigyelhetéek az E7.5 korra. Ebben a stddiumban nagy szdmu decidualis minta
megvizsgalasa (n<200) nagy felbontas mellett sem mutatott ki embrid

maradvanyokat.
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3.2. Proliferacios és apoptotikus defektusok a rybp null homozigéta egér
embriokban

Hogy betekintést nyerhessink a rybp null embriok fejlodési
rendellenességeinek alapjaiba, eldszor a sejtosztodast (proliferacio) €s az apoptozist
tanulmanyoztuk foszforilalt hiszton H3 (p-H3) festés és TUNEL vizsgalat
segitségével (2. és 3. abra). A vad tipusi embrioktdl szarmazo, osztodasra képes,
embrionalis ¢és extra-embrionalis sejtekkel ellentétben, amelyeknél erds p-H3
festodést talaltunk, a rybp null embridkbdl szarmazd ES.0 korth embriok esetében p-
H3 pozitiv sejtek alig detektalhatoak, egy nappal késobb (E6.0) pedig teljesen
eltinnek (2 f abra). Feltehetden a lassu sejtosztddas nagyban hozzéjarul a fejlodés
leallasahoz ebben a korai, peri-implantacios (bedgyazddas koriili) stadiumban.

A programozott sejthalalt illetéen mikdzben intenziv, “nyaklancszeri’” pozitiv
TUNEL jel volt detektalhato a beagyazodo E6-E6.5 embriok koriil, addig ez a jel alig
volt észlelhetd a null mutans embridknal.

DAPI TUNEL MERGE

ue

+/+

c

2

f

ue
em
de

b

ue

em

de

e

3. dbra. Az apoptozis hianya az Rybp deficiens embriokat évezd decidudban.

Szagittalis szekciok a mutans (-/-; d, e, f) és kontroll (+/+, a, b, c) embriokbol a
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méhen beliili fejlodés hatodik napja koriil (E6.0-6.5). A metszetek nuklearis marker
DAPI-ra (a,d) és TUNEL reakioval programozott sejthaldlra (apoptosis; b, e) lettek
megfestve. A két reakcio egymdsra vetitéset a ,,merge’” paneleken (c és f panelek)
lehet latni. A TUNEL pozitiv sejtek jelenléte nyilvanvalo a kontroll embriot ovezo
deciduaban (b) és gyakorlatilag majdnem teljesen hianyzik a mutansokban (e). em,
embrio; de, decidua epitéliuma, ue, uterin (méh) epitéliuma.

A kiilonbség mar az ES5.5 stddiumban 1évé embrioknal is szembetlin. A vad
tipusu embridoknal megfigyelt TUNEL jel az apoptozist jeloli, amely normalis
koriilmények kozott a beagyazodas folyamata alatt bekovetkezik. Elészor a méh
endotéliuma hal el a blasztocisztabol szarmazé szignalok hatasara, majd a decidualis
tény, hogy Evans Blue (Evans Kék) festék beinjektaldsaval decidualis duzzanatokat,
valamint bedgyazddasi helyeket mutattunk ki, azt sugallja, hogy a mutdns embriok
esetében is elkezdddik a beagyazodasi folyamat. Azonban a TUNEL jel hidnya ezen
embriok beagyazodasi helyei koriil azt mutatja, hogy a Rybp hidnya veszélyezteti a
blasztociszta ¢és/vagy trofoblaszt azon képességét, hogy eldidézze a teljes
decidualizaciot.

Hogy még tovabb vizsgaljuk a fejlédési rendellenesség természetét,
heterozigota keresztez0désbodl szarmazo E3.5 blasztocisztakat in vitro tenyésztettiink
olyan vizsgalat keretében, amely a peri-implantacios fejléddést helyettesitette. A
tenyé€sztés 1-4 napja alatt, a blasztocisztak nagy része ,,kibujt” a zoéna pellucidabdl, és
trofektodermalis kindvéssé (TE outgrowth) €s osztodd belsé sejtcsomova (ICM

outgrowth) fejlodott (4. abra).
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4. abra. Az Rybp-deficiens embriok nem képesek in vitro trofektoderma sejtvonalat
létrehozni.

+/+

rvbp™" (bal oldali panelek) és rybp™ (jobb oldali panelek) blasztocisztikat 1-4 napig
(24, 48 és 72 oras idopontok lathatok) kulturaban tartottuk annak eldontésére, hogy
képesek-e mind a belso sejtcsomobol (inner cell mas;, ICM) mind pedig az
extraembionalis régiobol (trofektoderm, TE) sejtvonalakat kinoveszteni. A vad tipusu

embriokkal ellentétben az rybp'/ " blasztocisztak sem proliferalo ICM sem pedig TE

sejtvonalat nem voltak képesek fejleszteni.
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Ezzel ellentétben a tenyésztett blasztocisztak egy része nem ¢élt tal és TE-t sem
hozott 1étre, csak egy néhany szétszort endodermdra emlékeztetd sejtkindvés volt
megfigyelhetd. A vad tipusu és mutans blasztocisztak genotipusat PCR-rel hataroztuk
meg, és az utdbbi csoportrdl kimutattuk, hogy szoros Osszefiiggésben van a rybp'/ .
genotipussal. Osszesitve az in vitro és in vivo megfigyeléseinket, ezek azt sugalljak,
hogy az Rybp sziikséges a korai beagyazodast kovetd fejlédéshez és Rybp hianyaban

a beagyazodas nem megy végbe.

3.3. Az Rybp expressziojanak lokalizacioja a méhen beliili fejléodés korai
stadiumaban

Hogy tovabbi informdacidkat nyerjliink a Rybp korai embriondlis szerepérdl,
megvizsgaltuk a Rybp fehérje expresszids mintdzatat az embriogenezis soran a
Chemicon altal eldallitott Rybp ellenanyag (anti-DEDAF) segitségével. Eldszor is
kimutattuk, hogy az Rybp detektalhatdé a blasztocisztaban és annak ES sejt
leszarmazottaiban (1c abra). A beagyazodast kovetd fejlodéstol kezdve (ES.0 - ES.5)
elszort Rybp festddés volt megfigyelhet6 mind az embrionalis, mind az
extraembrionalis részekben; az utobbiban a festddés sokkal jellegzetesebb volt. A
robosztus extraembrionalis Rybp expresszio végig megmaradt a teljes embriogenezis
soran. Az E6.0 - E6.5 stadiumra Rybp festddés talalhato az ektoplacentalis konuszban
(EC; ectoplacental conus), az extraembrionalis ektodermaban (EEE), a viszceralis
(VE) ¢és parietdlis endodermaban (PE) (a késébbi magzati extraembrionalis

membranok) valamint a trofoblaszt oridssejtekben (TGC) (5a és 5b abrak, 2d abra).

33



34



5. abra. Az Rybp expresszios mintazata a vad tipusu egér embridk az implantdciot
kovetd periodusban.

A metszeteken korai poszt-implantdcios embriok Rybp expresszioja lathato a fejlodés
kiilonbozo stadiumaiban (a, E6.0; b, E.6,5; ¢ és d, E7.5; e-h, E8.5; és i, E13.5). A
barna festodés a Rybp immunofestést jeloli anti-DEDAF antitesttel. A lila szin a
kontraszt-festodeést mutatja, ami a metszeteken valo orientaciot hivatott elosegiteni
(Rybp negativ teriiletek). (a) E6.0 embrio;, mozaikos festodes lathato minden
sejtrétegben. (b) E6.5 embrio; erds expresszio a trofoblaszt sejtekben és gyengébb az
epiblasztban és viszceralis endodermaban. (c) E.,5 embrio; hasonlo festodés mint az
E6.5 embrional a “b” panelen, kivéve hogy az ujonnan megjelend mezoderma is Rybp
pozitiv. (d) E7.5 embrio chorionja erdsen festodik (e) ES.5 embrio chorionja és
allantoisa erdsen festodik (f) a magzatburok endoderma rétege erdsen festodik (g)
E8.5 embrio feji része erds expressziot mutat a feji mezenhimaban és a zdarodo
neuroepitéliumban (h) Intenziven festodo trofoblaszt sejt az ES8.5 napos embriot
koriilvevo decidudban (i) Eros festodés az E13.5 placentaban, kiilonosen annak a
belsé labirintus rétegében ami az allantois és chorion leszarmazottja. EXE,
extraembryonic ectoderm; EE, embryonic ectoderm; Tg, trophoblast giant cell; De,
decidual epithelium; Ve, visceral endoderm,; Me, mesoderm; Epc, ectoplacental cone;
Ch, chorion; Al, allantois;, Am, amnion, Ne, neuroepithelium; Hm, head (fej)

mesenchyme, Fg, foregut; Lb, labyrinth layer

Ez a festési mintazat megfigyelhetd volt a késObbi stadiumokban is, az
emlitett strukturak leszarmazottaiban: chorionban (5d és Se é&bra), allantoisban (5e
abra), magzatburokban (5f 4abra), ¢és a kifejlett méhlepényben (51 &bra).
Megjegyzésképpen: E6.0 naptol kezdve, a legerdsebb Rybp expresszios szinttel a

posztmitotikus TGC-ek rendelkeztek, amelyek a bedgyazodast kovetden boritjdk be
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Osszefoglalas). Ami magat az embriot illeti, E6.0-E7.5 kozotti idészakban, jellegzetes
festodést lehetett megfigyelni néhany sejtnél, de ezeket a sejteket hisztologiailag nem
lehetett besorolni egyik kategoriaba sem morfoldgidjuk alapjan (5a-5c¢ ébra). Ez a
mintazat azt sugallhatja, hogy ebben a stddiumban a Rybp expresszidos mintazata
sejteiklus fiiggd. A fejlodés és szervképzddés elérehaladtaval alacsony Rybp szint
volt megfigyelhetd az embid szdveteinek egy részében, majd idoben eldrehaladva, a
fejlodés bizonyos szakaszaiban sejt/szévet specifikus Rybp upregulacid figyelhetd
meg (pl: neuronok, a mezenhimalis és endotelialis sejtekben) (pl. 5Sg abra, nem kozolt
adat, [4]). A fent emlitett genotipussal egyiitt ez az expresszids mintazat megegyezik
azzal az elképzeléssel, hogy a bedgyazodasi folyamat bekovetkeztének ideje koriil a
Rybp nélkiilézhetetlen az extraembrionalis szovetek normalis

fejlodéséhez/mitkodéséhez és valoszinlileg az embrid szamara is.

3.4. Rybp szintjének csokkenése befolyasolja a kozponti idegrendszer
normalis fejlodését

Annak érdekében, hogy a Rybp hidnyos (deficiens) sejtek fejlédési képességét
tanulmanyozni tudjuk, kiméra allatokat hoztunk létre. A targetalt homozigdta sejteket
(rybp™) vad tipusti (rybp™") blasztocisztdkba injektaltuk, hogy kiméra embriokat
nyerjiink. Ezekben a kimérdkban, az epiblasztot heterogén sejtpopulacié alkotja
(rybp™"* és rybp” sejtek), mig a primitiv endoderma és trofektoderma a vad tipust
gazda blasztocisztabol szarmaznak [21]. Az embrid sajat mutdns sejtjei is
megkiilonboztethetdek a vad tipusuaktdl a bevitt EYFP riporter fehérje segitségével,

amely sargéan fluoreszkal a mutans sejtekben.
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A kiméra embriokat hordoz6 ndstényeket a terhesség kiilonb6z6 stddiuméaban (a
terhesség E8.0 napjatol az E13.5.) disszektaltuk és mintegy 50 embriot vizsgéaltunk

meg morfologiailag és fluoreszcens mikroszkoppal.

6. abra. Az Rybp normadlis szint ala csokkenése CNS fejlodési rendellenességeket
okoz.
(a-h) Rendellenességek a rybp”™ <-> rybp™"" kiméra embridkban. Poszterior nézetii

fény (a) és fluoreszcens (b) mikroszkopos felvételek ES8.5 kiméra embriokrol. A ,,b”
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7 ES sejtekbdl erednek. Megjegyzés: a rybp'/ .

panelen lathato fluoreszcens sejtek rybp
ES sejtek csak kis mértékben képesek hozzajarulni az embriok fejlodésehez. Nagyobb
aranyu hozzajarulas letalitast okoz. (c, d) Fénymikroszkopos nézete egy kontroll (c) és
egy kiméra (d) E11.5 embrionak. A kiméra agya sulyos morfologiai elvailtozasokat és
eros tulburjanzast mutat. (e-h) Koronalis hisztopatologiai metszetek kontroll (e, g) és
hemorragia az eléagyban és nyitott velocso részek (nyil a “h” panelen) jellemzik a
kiméra embriokat. (i-p) Rendellenességek a rybp” " heterozigota (k, o) embriokban a
kontrollokkal (i, m) osszehasonlitva: nyitott velocsé fenotipus. (i, k) E16.5 embriok.
(m, o) E10.5 embriok. Aj, I, n, és p panelek a kévetkezo embriok megfeleldi: j, embrio
i; I, embrio k; n, embrio m; p, embrio o; (j,l), szagittalis metszet. (n,p) korondlis
metszet. Megjegyzés. Strukturalis diszorganizacio, ventrikularis sztenozis (fekete nyil
“I7 es “l” paneleken) és a kisagy teljes hianya (fehér nyil “j” és “l” paneleken)
lathato az agyi régiokndl a heterozigotakban. A nyitott velocso defektus nyilvanvalo

fenotipus a ,,p” panelen lathato heteozigotandl (nyilak; osszehasonlitva a kontroll

, 1" embrio metszettel).

A homozigdta mutans sejtek csak csekély mértékben voltak képesek az
embriok fejlédéséhez hozzdjarulni,, a homozigdta nullsejtek foleg a végtagokon ¢€s
kotészovetekben jelentek meg nagyobb szamban (6b abra), amelyet a disszocialt
embriok aramléasos citométeres €s sejtvalogatas (FACS) vizsgalatai is aldtdmasztottak:
atlagosan 12% YFP pozitiv sejt volt detektalhatd egy-egy embridban (nem mutatott
adatok). Ezek az adatok és az a tény, hogy egy jelentds szamu (kortilbeliil 50%) korai
rezorpcio (az embridk korai “felszivodasa)” volt megfigyelhetd a terhes deciduan, azt
sugalljak, hogy a nagyszamu deficiens ES sejt jelenléte nem Gsszeegyeztethetd az

embrionalis taléléssel.
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Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy a terhesség kozépso szakaszatol a kiméra
embriok jelentds részénél (E9.5-t61 amikor is a neurulatio neurolacio (az idegrendszer
telepének elkiiloniilése az ektodermatol) befejezédik €s kialakul az agy) a kdzponti
idegrendszer hibds formacidja volt megfigyelhetdé (6d és 6¢ Osszhasonlitasa). Az
E11.5 - E13.5 kiméra szekciok szdvettani vizsgalata feji (cephalic) rendellenességeket
mutatott ki, mint pl.: szerkezeti rendezetlenség és konvolucid, massziv hiperplazia,
ektopikus neurdlis szerkezetek. Ezek a rendellenességek a legtobbszor az eldagyban
talalhatok, mig a tel- és dienkefalikus régiok differencialodasa bekdvetkezett, noha
mindkét régiora jellemzd volt a rendezetlen tulndvés és betliremkedés, valamint az
Osszezsugorodott kamrak (ventriculumok) (reprezentativ a 6f ¢és 6e panelek
Osszehasonlitasa). Az eldagyban ¢és a hidban ugyancsak megfigyelhetéek voltak olyan
teriiletek, ahol a veldlemezek velocsOvé nem, vagy részlegesen zarodtak. Ez a

crer

¢s 6g abrak). Ennek magyarazatat jelenleg nem tudjuk.

Az a megfigyelés, hogy a kiméra allatokban a kdzponti idegrendszer karosult,
azt tikrozi, hogy a kozponti idegrendszer normalis fejlédéséhez sziikség van a Rybp
expresszios mintazatanak térbeni €s idobeni 6sszehangolésara. Ezt az elméletet latszik
aldtdmasztani az a megfigyelés is, hogy a Rybp heterozigotdknak egy része
(koriilbeliil 15%) elpusztul NTD (neural tube defect) kovetkeztében a sziiletes
kornyeékén (perinatal) mindharom fiiggetlen sejvonalban (6k ¢és j 4abrak
Osszehasonlitdsa). A heterozigotak korabbi fejlodési stddiumokbdl vald analizise
(E9.5-10.5) kimutatta, hogy az enkefalia a vel6cso (,,neural tube”) inkorrekt zarddasa
kovetkeztében és nem egyéb okokbol, mint pl. a koponyacsont helytelen zarédasa
miatt alakul ki (60 és p panelek Gsszehasonlitasa 6m és n panelekkel). A veldcsd

zarodasa normal esetben (vad tipusu allatban) az embriondlis fejlddés 8.5 napjanal az
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eldagy hatso, kaudalis részénél kezdddik (E8.5) majd fokozatosan terjed at az eliilsé
(anterior) agyi régidkra €s egy napon beliil befejezédik (E9.5) (3,12). Az, hogy a
Rybp heterozigotak egy részében ez a folyamat inkomplett és még a tizedik napon
(E10.5) is nyitva van a vel6csO azt sugallja, hogy a veldcsézarédas folyamata

érzékeny a Rybp mennyiségére (Rybp dozistiiggd).

3.5. A Rybp fehérje immunolokalizacioja a fejlodéo CNS-ben
Annak vizsgalatdra, hogy betekintést nyerjiink a Rybp CNS fejlédésben
betdltott szerepére els6ként annak expresszidjat vizsgaltuk meg immunohisztokémiai

modszerekkel egér embridkban (7. bra).
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7. abra. A Rybp expresszios mintazata a vad tipusu egér embriok kozponti
idegrendszerében.

Reprezentativ metszetek az erds Rybp festodést mutato agyi régiokbol kiilonbozo
embrionalis fejlodési stadiumokbol. A barna festodés a Rybp expressziot jeloli. A
metszetek “a-d és ‘‘j paneleken hematoxilin-eozinnal (H&E) is kontraszt-festettek. (a)
Nagy nagyitasu felvétel egy E8.5 napos kontroll embio neuroepitéliumarol. A jobb
also sarokban (és az 5. abran is) ugyanazon embrio kis nagyitasu képe lathato. A nyil
a ,,median hinge point”’-ra mutat (a) ami az 6sszezarodo veldocso kozepeén talalhato)
és Rybp expressziot is jelol egyben. (b) E10.5 embio neopalliuma. A nyilak az erds
Rybp expresszio helyét jelolik a legkiilso sejtrétegekben. (c) E10.0 embrio ventralis
diencephalonja (koztiagy) (nyil), alatta a Rathke’s pouch (Rathke-tasak) (d) E10.0
embrio rhombencephalon-holyag isthmusa (e-i) Sztratifikalt Rybp festodés a fejlodo
neocortex rétegeiben. (e,f) Hematoxilin-eozin (H&E) és anti-DEDAF festése az E11.5
neocortexnek. Megjegyzés: a ventrikuléris régio (V) negativ, a preplate (PP) pedig
pozitiv Rybp-re. (g-i) H&E és anti-DEDAF festése az EI16.5 neocortexnek.
Megjegyzés: a ventrikularis régio (V) negativ, a preplatebol szarmazo cortical plate
(Cp) és marginal zona (M) pedig pozitiv  Rybp-re. A  kiilso
vetrikularis/szubventrikularis zona hatdra szintén pozitiv. V, ventricular zone; Sv,
subventricular zone; I, intermediate zone; PP, preplate; Cp, cortical plate; M,
marginal layer; S, skin. (j) Eros specifikus festodés ujsziilott egér gyrus dentatus-aban
(a hippocampus része). (k) E16.5 embrio gerincvelejébdl szarmazo neuroblastok
porzitivan festodnek Rybp-re. (I) E11.5 embrio szaglohamja: erdteljes Rybp festodés az

epitéliumban.

E8.5 idépontnal a pszeudosztratifikalt neuroepitelialis sejtekben mérsekelt

Rybp festddés lathatd. Kiilondsen a neurdlis plate bizonyos régidiban, az igynevezett
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»,median hinge point” sejtjeiben mutat specifikusan erésebb festodést (7a és 5g abrak).
E10.5 napra az eléagyi régi6 (di-és telenkefalon) neuroblasztjaiban, az isthmusban (a
kozépagy ¢€s rhombencephalon kozotti rész melybok késobb a hidak, medulla
oblongata ¢és kisagy fejlodnek ki) €s a dorzalis hidi régiokban (7d panel) is kifejezett
festddést mutat. Ez 6sszhangban van egy, mar korabbi tanulményban megfigyeltekkel
[4], mi szerint Rybp mRNS-t mutattak ki a CNS bizonyos régidiban. E11.5-t61
kezdédden a kialakuld nagykéreg (cerebral cortex; elobb ,,preplate) kiilsd, poszt-
mitotikus neuronokat tartalmazoé rétegét jeloli, mig a ventrikularis, proliferativ zona
sejtjei konzekvensen negativan festddnek (7e panel). Ez a tendencia E16.5-nal is
fennall, ahol a kiils6, marginalis zéna neuronjai (a preplate derivativjai) mutatjak a
legerdsebb festddést. Ezzel egyidében a belsébb rétegben egy vékony savban
kozvetleniil a ventrikularis zona felett is lathatd egy halvanyabb festddés (7g-i
panelek) [22]. Er0s és specifikus festddést mutattak tovabba a gyrus dentatus (dentate
gyrus) sejtjei a hippokampusznal (71 panel), a periferialis és kranialis ideg gangliumai,
a feji régi6 mezenchimalis szdvetei, a gerincveld (7k panel) és a szagloham sejtjei (71
panel). Osszességében ezek az adatok azt timasztjak ald, hogy a Rybp gén specifikus,
disztinktiv upreguldciot mutat a CNS specifikus régioiban, illetve sejttipusaiban €s a
nagykéreg fejlddése folyaman az érett neuronok kialakitdsaban. Fontos megemliteni
hogy a rokon Yaf2, legalabbis részben, atfedd expresszids mintazatot mutat [10]. Ez a
részben atfedd expresszidos mintazat a Rybp és Yaf2 kozott azonban nyilvanvaléan
nem elégséges a heterozigota és kiméra allatokban Rybp hidny kovetkeztében

kialakult defektusok kompenzalasara (6. abra).

Az eredmények azt mutattak, hogy a Rybp gén megnyilvanuldsa fontos az
egér kozponti idegrendszerének kialakitasaban. A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy

vajon egyeb szervek is érintettek-e a Rybp mutéacié altal, kiilonds tekintettel a kozos

43



fejlodési eredettel bird, primitiv ektodermabol kialakult szervekre. Mivel nemcsak az
agy, hanem a szemlencse ¢és retina is ektodermdlis eredetli, igy elsdként

megvizsgaltuk a Rybp expresszidjat a szem embrionalis fejlddése folyaman (8. abra).
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8. dbra: A Rybp expresszios mintazata a szemben vad tipusu egér embriok pre-
natalis fejlodése soran.

(A-H) Szagittdlis metszetek Rybp festédése (barna) E10.5 (A), E11.5 (B) és E16.5 (C-
H) idointervallumokban. A metszetek hematoxilinnal is kontraszt-festettek az “a-h”
panelekben. Nagyobb felbontdsu felvételek a “C” panel megfeleld régioirol az “E-H”
paneleken lathatok. (I-L) A Rybp festodés felerosodését mutatjak a neuroretindrol

késziilt felvételek E10.5 (1), E11.5 (J), E13.5 (K) és E18.5 (L). C; szaruhartya, E;
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embrionalis, GCL,; ganglion sejtréteg, INL, inner nuclear layer, L; lencse, NR;
neuroretina, ON; latoideg, PM,; periocularis mezenhima, SE,; surface ectoderm
(felszini ektoderma), OC; optic cup. Nagyitasok: A (%460); B(x320); C(*x250),

D(x800); E-H(x400); I(x630); J(x460), K(x320); L(*250).

A szem ugy fejlodik, hogy az agybol mindkét oldalt egy-egy “hdlyag”
(“vesicle”) nd ki. A holyagbdl lesz a szem ideghartydja, mig a szemholyagot az
aggyal 0sszekotd kocsany latoideggé alakul at. A szemlencse a bérham atalakulasa
utjan keletkezik és igy keriil a betliremlett szemholyag legkiilsobb része beliilre.
Egerekben a szem fejlodése embrionalis korban a kilencedik napon kezdddik (E9.0).
Erés Rybp festddést eldszor E10.5-nél lattunk, amikor is Rybp festddés a
betiiremkedd lencseplacodot (lens placode) koriilvevd felszini hamréteget (,,surface
ectoderm”; SE) jeloli (8A panel). Szintén festddés volt lathatd kozvetleniil a SE alatt a
szem koriili mezenhimaban (periocular mesenchyme; POME) ¢és a kialakuld
szemkehelyben vagy szemserlegben (optic cup; OC, 8A panel). Az E11.5 naptol
lathato volt mind a szemholyagok (lens vesicle; Lv) eliils6 részének sejtjeiben, mind a
meghosszabbod6 elsddleges szemrostok (elongating primary lens fiber; PLF)
sejtmagjaban ¢€s a hyaloid plexusban (8B panel), ami késobb a szem vérellatasat adja.
A fejlodés elorehaladtaval az Rybp fehérje végig perzisztens festddést mutatott a
hyaloid tireg sejtjeiben és a SE-ban (8C panel). E14.5 és E16.5 napok kozott erds
festddés lathat6 a masodlagos lencse rostok sejtmagjaban (secondary lens fiber; SLF
(E16.5 8C, E panelek)) és a a neuroretina ventralis részében (E16.5 8C, F panelek).

E16.5 napnal szintén detektalhato a lencse epitéliumban (1C, G panelek).

A szaruhartyaban is erdsen festddo részek voltak kivehetéek, amely a

kornealis epitélium és néhany sejt a sztomaban (8G panelek) voltak. Nem egyenletes
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gyenge festddés volt lathatd a szemideg rostjaiban (optic nerve; ON) és erdsebb a
szemet koriilvevd mezenhimalis szovetekben (8H panel). A legmarkénsabb valtozas,
hogy a korai stddiumokban a még differencialatlan sejtekben gyenge festddés, mig az
embriogenezis ¢€s a differenciacio elérehaladtaval egyre erdsebb festddés detektalhato.
Ez kiilondsen szembetlind a retina esetében, ahol idében és térben egyre tobb réteg
alakul ki differencidlodott sejtekkel, mint példaul a ganglion (GGL) vagy a bels6

nukledris (inner nuclear; INL) és fotoreceptor réteg (81-L).

A szem embriondlis expresszids mintazatanak analizise utdn meghatdroztuk a sziiletés

utani szem expresszios mintazatat is.

R eEE gargn

“PLF
P20 || ., /- ,P21.0

L]

9. abra: A Rybp expresszios mintdizata a szemben vad tipusu egér embriok poszt-
natalis fejlodése sordn.

A szemrol keésziilt szagittalis metszetek a latoideg (optic nerve; ON) magassagaban
kesziiltek a sziiletés utani masodik (P2; A, C, E, G, H), és huszonegyedik (P21 B, D,
és F) napokon. (A, B) retina, (C, D) lencse, cornea (E, F), connectiva (G) and optic

nerve (H). C; cornea, Ep, corneal epitélium, GCL,; ganglion cell layer, INL, inner
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nuclear layer, L, lencse, LE; lencse epitélium, ON; latoideg (optic nerve), PLF
primary lens fiber cells, T, tranzicios zona P; postnatal day (sziiletés utani).

Nagyitas: (320%)

Ketté (Postnatal; P2 2A, C, E, G panelek) és huszonegy (P21; P2 2B, D
panelek) nappal a sziiletést kovetden intenziv festédés lathato a GGL és
differencialodd INL-ekben, specifikusan annak dorzélis részén, ahol a bipolaris €s
horizontalis sejtek képzddnek (9B panel). Kifejezett festodés volt megtigyelhetd a
korai PLF fejlodés stadiumaban (9B panel). A mar érettebb lencsében a festddés nem
volt tobbé lathatd sem a PLF-ben sem pedig a lencse epitéliuméaban (9C, D panelek).
Ezzel szemben erds Rybp expresszidt észleltiink a tranziciés zéndban, ahol a SLF
sejtiek fejlodése megy végbe (9C, D panelek). P2 napon gyakorlatilag az 6sszes Ep
sejt pozitivitdst mutatott és sporadikus festédés volt megfigyelheté az Ep-ban,
sztromaban ¢€s bazalis membranban (9E panel). A huszonegyedik napra (P21) mar
nem volt megfigyelhetd festddés, noha az Ep-ban még gyengén expresszalddott (9F
panel). Végezetiil erds expresszio volt megfigyelhetd a sziiletés utani stadiumokban a
kotészovetekben (connectiva) €s egyenletes festddést mutatott az ON kornyezetében
(9H panel). A Rybp dinamikus sejt-tipus fiiggd expresszids mintazata felveti annak a
lehetéségét, hogy a génnek meghatarozott és specifikus funkcidi vannak bizonyos

sejttipusok kialakuldsaban €s fenntartdsaban a szem fejlédése soran.

3.6. Az rybp™” embriok egy része szem fejlédési rendellenességeket mutat
Az rybp+/- embriok egy csoportja kolobomédban (coloboma) szenved:

Eléz6leg mar kimutattuk, hogy a rybp heterozigota nullembridknak egy része agyi

fejlodési rendellenességben szenved, mely magabafoglalja az eléagy megnovekedését

¢és enkefaliat [23]. Mivel a retina az eldagybol fejlodik ki, a kovetkezOkben azt

47



vizsgaltuk, hogy ezeknél az dallatokndl milyen valoszinliséggel jelenik meg
abnormalitds a szemfejlddésben. Az exencephaly-ban szenvedd rybp” "~ egerek
kiilonboz6 fejlodési szakaszokban (E12.5-t61 sziiletésiik utanig) torténd vizsgalata
soran azt kaptuk, hogy az egerek 32%-nal (19-bdl 6) figyelhetd meg retina/latéideg

koloboma (10A es 11B abrak 6sszehasonlitasa).

10. dbra: Kolobéma az rybp™” egér embriékban.
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(4,B) Vad tipusii (4) és rybp™” heterozigéta (B) szemek hematoxylin és eozin festett
koronalis szekcioja El.,5 napos korban. A mutdins szem neuroretindja erosen
megvastagodott és nem zarodott ossze, ami koloboma kialakuldasahoz vezetett (B,
nyilfej). (C,D) Pax6 immunofestés a vad tipusu (C) és mutans (D) szemeken. Normalis
esetben a Pax6 a neuroretina ventralis oldalan expresszalodik. Azon kiviil, hogy a
mutansokban expresszioja a ventralis oldalra korlatozodik, a lencse tranzicios
zonajaban is eltolodik posterior iranyba (C és D dsszehasonlitasa). (E, F) Pax2
immunofestés a vad tipusu (E) és mutans (G) szemben. L, lens, NR; neuroretina, ON;
optic nerve, V; ventral, T, transi- tional zone. HE; hematoxylin és eozin. Nagyitasok:

A- D(%320); E-F(x460)

Az ilyen kolobémakat az esetek nagy tobbségében az optic fissure inkomplett
bezarédasa okozza, ez a folyamat normal koriilmények kozott az E13.5 korra
bekovetkezik [24]. Mind egyoldali, mind kétoldali rybp™"  koloboémak
megfigyelhetéek voltak. Réadasul a rybp” "~ szemek megvastagodott neuroretinaval
rendelkeztek a szemlencse ventralisan rotalt és a szemlencsében rosszul helyezkedett
el (10B abra Osszehasonlitva a 10A-val). A latéideg szintén gyakran visszafejlodott
(10F). A kolobomak kifejlodésének egyik lehetséges magyarazata az, hogy a mutans
retindkban az alacsony Rybp fehérje szint a kiilonb6z6 regulald fehérjék, mint Pax6
[25] és Pax2 [24, 26] normalis eloszléasat is befolyasolja. Mindkét fehérjérdl, a Pax6-
ol és a Pax2-rdl is kimutattak, hogy nélkiilozhetetlenek az szemserlegnyél-hasadék
(optic fissure) megfeleld bezarddasdhoz (“master-regulator”). Ennek megfeleléen
vizsgaltuk, hogy az rybp mutians szemekben megvaltozott-e a Pax6 es Pax2
immunolokalizicidja. Normalis koriilmények kozott a Pax6 fehérje a retina ventralis

felében helyezkedik el és a vad tipusu allatok esetében az E12.0 korra teljesen eltlinik
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a fejlodd latodidegbdl [27]. Az rybp mutans embriokban azonban a Pax6 festddés
szétterjedt a retina teljes vastagsadgaban (10C, D). Ezzel ellentétben a masik “master-
reguldtor” Pax2 transzkripcios faktor szintje nem valtozott a mutdns szemekben (10E

¢s 10F abrak 6sszehasonlitasa).

A neuroprogenitor €s a postmitotikus neurondlis sejtek kozotti megfeleld
arany fontos a helyes retina-fejlddéshez és ennek a morfogenezis folyamatnak a
felboruldsa okozhatja a kolobomaék kialakulasat [28]. Ennek megfelelden vizsgaltuk,
hogy vajon a mutdns retindkban (amelyben a koloboéma fenotipus megjelenik)
valtozik-e a korai és késdi neuronok aranya. Vizsgalataink azt mutattak, hogy a
prenatdlis mutdns retindban, a specifikus neurondlis sejtmarkerek expresszids

mintazata azonos volt a kontroll egerek retindjdban megfigyelt markerekével.

. A .
\ ST o
R NR i NR
> | SN A
11. dabra: A progenitor eléalakok sorsa nem valtozott a rybp+/ " mutdns szemekben.
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Vad tipusu (A ,C, E) és rybp heterozigota (B, D, F) szemekbdl késziilt koronalis
szekciok. A mutans szemek (B, D, F) koloboma fenotipust mutatnak. (A,B) TUJI
festes; (C,D) NeuN festés, (E,F) nesztin festés. A korai neuralis sejteket (precursor)
jelolo nesztin, a késobbi de mar érettebb neuronokat jelolo TUJI (pl. GGL) és a
poszt-mitotikus neuronokat jelolo NeuN markerek hasonlo mitazatot mutatnak a

mutans és vad tipusu neuroretinaban. L; lens, NR; neu- roretina, Nagyitas: (%460)

Ezek a markerek: Tujl (a korai neurdlis sejteket jellemzi; 11A, 11B abrak),
NeuN (postmitotikus, kései neuronokra jellemzo, 11C, 11D abrék) és nestin (neuralis
progenitor sejtekre jellemzd; 11E, 11F abrak). A neuralis markerek latszolagos
normalis eloszlasa arra enged kdvetkeztetni, az rybp muténs retinaban a neuralis sejt
differenciaci6 nem ¢érintett, és nem is az optic fissure bezarddas elmaradasanak

egyenes oka.

3.7. A rybp” <> rybp”" kiméra embriok valtozatos szemfejlédési
rendellenességeket mutatnak

Az rybp” egerek korai embrionalis letalitisa megakadalyozza a gén
organogenezisben, igy a szem fejlodésében betdltott szerepének vizsgalatat is. Mivel
lehetdség volt kiméra embridk (n=90) létrehozasara (anyag és mddszer fejezet), ezért
moédunkban allt a szem hisztopatologiai analizisének elvégzése kiméra allatokon.
Mint fentebb részletesen leirtuk a kiméra embriok 20%-a mutatott fejlodési

rendellenességeket, melyek tulnyomo tobbsége az eldagyi régiokra korlatozodott.
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12. dbra: Viltozatos defektusok figyelheték meg a rybp” <-> rybp™" kiméra
embridk szemében.

(A,B) E13.5 napos whole-mount vad tipusu (A) és rybp'/' <-> rybp+/ * kimerikus
szemek (B) dltalanos morfologidja. A vad tipusu szem szimmetrikus, mig a kiméra

dllatok szemében a chorioid fissure (chorioid hasadék) nyitott (koloboma) (B, nyilfej).
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(C, F) E13.5 napos vad tipusu (C, E) és kimerikus (D, F) embiok koronalis szekcioi.
Nagyobb felbontasu felvételek a “C, D’ panelek megfelelo régioirol az “E-F”
paneleken lathatok. A kimerikus embriokban a szemek rendellenesen rotaltak, a
lencse fejlodése elmaradott és a retina asszimmetrikusan megvastagodott (F; nyilfej).
(G, H) E13.5 napos embrionadl a mutansokban (H) hianyzik egy sejtréreg a SE és a LE
kozott, ami a vad tipusu szemekben (G) jelen van. A mutansokban a LE keverve van a
SE- vel és mezenhimaval (H, fekete nyilfej). H; hyaloid cavity, L; lencse, LE, lencse
epitelium, NR; neuroretina, SE; surface ectoderm. Nagyitasok: A-B (x120); C-D

(x60); E-F (160%); G-H (x400)

Ezen embridk hisztopatoldgiai analizise kimutatta, hogy 50%-uk
szemfejlodési rendelleneségeket is mutat, koztiik renitalis kolobémat (12A, B abrak)
¢s kiilonbozoé defektusokat a szemlencse formalasaban (12D abra Gsszehasonlitasa
5C-vel; 5F abra 0sszehasonlitasa 12E-vel). Ezen feliil egy E13.5 napos embrioban az
Ep és SE kozotti szepardcio imkomplett volt (12H 4bra 6sszehasonlitasa 12G-vel).
Ezek a megfigyelések szintén aldtdmasztjdk, hogy a normalis lencse és retina

kialakulasa a Rybp d6zisatol fiiggd fejlodési folyamat.

3.8. Az Rybp tultermeltetése szemlencse, retina és szaruhartya fejlodeési
rendellenességekhez vezet

Az Rybp overexpresszidja szemlencse, retina és szaruhdrtya karosodast okoz:
A kovetkezd 1épésben egy kondicionalt ektopikus overexpresszios stratégiat [16]
alkalmaztunk annak érdekében, hogy tanulmanyozni tudjuk a Rybp taltermelédésének
hatasat a szemlencsében. Els6 1épésben bevittiink egy indukalhato EGFP flzids

fehérje gént az egér genomba (TgROSA20-RBPEGEP/T o061 13 A 4bra).
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13. dbra: Szemlencse specifikus vagy dltlainos modon expresszalodo RYBP/EGFP
fuzios fehérje.

(A) Vazlat, amely bemutatjia a Cre rekombinaz-medialt kondicionalt ektopikus Rybp
allélek létrehozasahoz hasznalt stratégiat, amelyben a ROSA26 [okuszt targetaltuk. A
Southern blot-hoz hasznalt hibridizdcios proba és a hasznalt EcoRV restrikcios enzim
(nyil) is fel van tiintetve, amelyet a homolog integransok detektdlasanak kimutatasara
hasznaltunk. A hasznalt 5' proba egy 11 kb vad tipusu és egy 3,8 kb targetalt
fragmentumot detektal egy tobblet EcoRV felismerd hely létezése miatt a tergetalt
allélekben. Az exonokat a nem satirozott kockak jelolik: Cre: Cre rekombindz; EGFP
enhanced green fluorescens protein, Neo: neomicin foszfotranszferaz. (B) A Cre
rekombindzzal kezelt sejtek lizatumanak Western blot analizise, amely a Rybp/EGFP
fuzios fehérje expressziojat mutatja. I-es oszlop: ROSA26 knock -in ES sejtvonal
lizatum, Cre kezelés elott (-Cre); Il-es oszlop: ROSA26 knock -in ES sejtvonal
lizatum, Cre kezelés utan (+Cre); Ill-as oszlop: Rybp-Flag konstrukcioval

transzfektalt ES sejtekbdl nyert lizatum, mint pozitiv kontroll. A membranokat Rybp
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ellenanyaggal jeléltiik. (c) Ektopikusan kifejezett Rybp kétodik a Ringl A fehérjéhez. I-
11 oszlop transzfektalt ES sejtlizatumok, amelyeket Flag ellenanyaggal blottoltunk ami
azt mutatja, hogy mind a RinglA-Flag (I. oszlop) mind a Mafl-Flag (Il. oszlop)
erosen expresszalodnak a transzfektalt sejtekben; 1. oszlop: RinglA-flag
konstrukcioval transzfektalt sejtek; I1.: oszlop Mafl-Flag konstrukcioval transzfektalt
sejtek. III-1V oszlopok: Sejtek RinglA-Flag-gel (IIl. oszlop) vagy Mafl-Flag-gel
transzfektalt sejtek lizatumai, amiket aztan Rybp ellenanyaggal immunoprecipitaltunk,
majd Flag ellenanyaggal blottoltunk. A IIl. oszlop mutatja, hogy az 57 kDa méretii
RinglA-Flag fuzios fehérje a Rybp/EGFP fehérjéhez kapcsolodik. Mafl nem kétodik a
Rybp-hez (IV. oszlop). (D) Pl szemek, amiket a dupla transzgénekbol (ROSA26-
RYBP/EGFP; alphaA-crystallin/Cre egere) valamint a vad tipusu egerekbol
izolaltunk  fluoreszcens mikroszkopos vizsgalattal. (E) Szemlencse specifikus
overexpresszalt RYBP/EGFP ujsziilott (P2) egerek szemlencséjében. GFP
immunohisztokémiai festés mutatja a TG tultermelését.

Fehérjét vontunk ki a targetalt ES sejtvonalakbol (TgROS426-RYBPEGEP

. . I e £ , ROSA26-RYBP/EGFP/+;
sejtvonal) Cre indukci6 el6tt és utan (7gr05420-RYBPEGEF/+:Cre

sejtvonal) és a vart 66 kD
molekulastlyt Rybp/EGFP fuzios fehérjét detektaltuk (13B dbra). Ahhoz, hogy
bebizonyitsuk, hogy a fuzids fehérje miikodoképes, €s hogy kotddik a mar korabban
kimutatott Ringl A fehérjéhez [4], a kivagott sejtvonalakat (ROSA26-RYBP/EGFP,
Cre sejtvonalak) tranziensen transzfektaltuk Flag taggelt Ringl A fehérjével, majd a
sejtlizitumot RYBP vagy GFP ellenanyaggal immunoprecipitaltuk ¢és Flag
ellenanyaggal blottoltuk. Ahogy vartuk, a RYBP/EGFP fuzios fehérje a Ringla
fehérjével in vivo detektalhato (13C abra).

A TgROSA2-RYBP /EGEPI egereket két kiilonb6zOé riporter egér vonallal
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kereszteztiik, és a fuzids fehérje expresszidjat fluoreszcens mikroszkop segitségével
vizsgaltuk. Szemlencse-specifikus expresszid volt lathaté a ROSA26-RYBP/EGFP;
alphaA crystallin/cre dupla transzgéneknél (13D é&bra) és egy altalanos expresszid a

ROSA26+RYBP/EGFP; betaActin/Cre dupla transzgéneknél (13F abra). A Tgt?%4?%

RYBP/EGFP;alphaA crystallin/cre ey

crer

fejlodott ki, amely a szemlencse rostok tomegének Osszeomlasdhoz vezetett (14C-D
abra).

TgROSA26-RYBPEGEP betaActiniere o 00r0k  szemeit vizsgaltuk embriondlis korban
(E16.5; E18.5), sziiletés utan (P1-P4, P7, P14 es P21) valamint felndtt korban (2, 3 és
6 honapos korban) (8. dbra és nem mutatott adat). Az allatok minden sejtjében

expresszalodo RYBP/EGFP szdmos szemszovet karosodasanak a kifejlodését

eredményezte.

14. abra. Rendellenes szemlencsefejlodés a szemlencse-specifikus rybp

transzgenikus egérben.
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(A-D) Hisztoldgiai kép a vad tipusii (A, C) és a TgrO420-R1BP /EGEPialphah crystallinfere /g
D) egerek szemlencséjérdl, korai (P2) (A, B) és késoi (3 honap) (B, D) fejlodési
stadiumban. A transzgenikus szemek kortikdlis inhomogenitdst mutatnak, ami
sziirkehdlyog képzdédésnek és rendellenes szemlencsefejlédésnek a jele. A felnott (3
honap) transzgenikus egerek szeme elorehaladott sziirkehalyog morfologiat mutat.
(D). CA; cataract/sziirkehalyog, L, lencse, LE; lencse epithelium, T, tranzicios zona,
TG, transzgenikus, Vt; vad tipus; P; postnatal. Nagyitas: A-B (x160); C-D (%250);

E-F (x120)

A leggyakoribb fenotipus a szaruhartya neovaszkularizacioja (az egerek 35%-a) (15C-

D ébrak 6sszehasonlitasa 8A-B) volt.

15. abra. Rybp transzgenikus egerekben a szaruhdrtya neovaszkularizdacioja és a
retina rendellenes fejlodése figyelheto meg.

(A-F) Felndit (2 honapos) TgROSA20-RIBPEGEPbetaActinere oo opok  szaruhdrtydjan
megfigyelheto neovaszkularizacio. Vad tipusu (4, B) és transzgenikus (C, D) egerek
szemének szagitalis iranyu metszetei, hematoxylinnal és eozinnal festve; a panel B és
D a panel A és C téglalappal jelolt, kinagyitott részeit abrazoljak. A transzgenikus

eger sztromajaban megjelend erek (nyil a panel D-ben) jelzik a szaruhartya
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neovaszkularizaciojat. A transzgenikus egerek epitéliuma is rendezetlen (D, tires
nyil). (E-F) elektronmikroszkopias felvétel, mely 3 hetes transzgenikus (Tg) és vad
tipusu (Vt) allatokban mutatja a szaruhartya sztromat a szaruhartya epitélium mellett.
Mig a Vt eger sztromdja nem tartalmaz ereket, egy kapillarist latunk a Tg egér
szaruhdrtya epitéliuma kozelében. (G, H) Az ujsziilott TgRO5A20-RYBPEGEP betahctin/ere g,
retinaja rendellenes fejlodest és coloboma képzodeést mutat (H) dsszehasonlitva a Vit
kontrollal (G). C; cornea/szaruhartya , Col; coloboma, E; epithelium, Ep, corneal

epithelium,; L; lencse, NR; neuroretina, vt; vad tipus, S, sztroma, TG, Transzgenikus.

Nagyitds: A, C (x200); B, D (x460); G-H (x160)

Ezek a szerkezeti valtozasok sziiletés utan (P7-21) lathatoak voltak, és a sztromalis
rétegek vastagodasaval a fenotipus fokozatosan stulyosbodott. Amikor hemizigdta
egereket parositottunk annak érdekében, hogy az RYBP/EGFP transzgénre
homozigoéta allatokat nyerjiink (erésebb Tg overexpresszid), a fenotipus penetracidja
80%-ra nott. Ez alatdmasztja, hogy a Rybp ddzisa fontos a szem fejlddése folyaman
is. A sziiletés utani elsd 3 hétben (P1-P21) kis véredényeket lehetett megfigyelni a
szaruhatyan fénymikroszkoppal, ami 2-4 honappal a sziiletés utan mar a szaruhartya
nagymértékli neovaszkularizacidjdhoz vezetett. Elektronmikroszkopikus vizsgalatok
kimutattdk, hogy a kapillarisok mar jelen vannak a sziiletés pillanatdban is a
transzgenikus szaruhartydkban (15E, F). Ezt a megfigyelést még inkdbb
alatdmasztottak a CD34 ellenanyaggal végzett immunfestések. A CD34 ellenanyag az
yjonnan kialakult véredényeket jeloli (nem mutatott adat). A neovaszkularizacio
mellett mas szem fenotipusok is el6fordultak. Ezek a retina részleges zarodasa
(koloboma), eliilsé szem fejlodésének defektusa (az iivegtest €s az eliilsd csarnok

hianya) és a szemlencse elhomalyosodasai (sziirkehalyog) voltak, amely a felndttkor
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késdbbi iddszakaszaiban alakul ki (15G, H). Osszefoglalva, kifejlesztettiink
transzgenikus egér modelleket, amelyekben a Rybp gén termékének fizioldgids szint
feletti (patologias) jelenléte a szemlencsében a szemlencse izomrostok
differenciaciojait meggatolta, altaldnos expresszidja pedig a szaruhartya
neovaszkularizacidjat okozta, valamint az eliils6 szem fejlodésének a
meghibasodasdhoz vezetett. Ezek a modellek azt sugalljdk, hogy a normalis

szemfejlodés érzékeny a megfeleldé mennyiségli Rybp mennyiségre és hogy a nem

megfelel6 Rybp dozis tobbfajta egyéb szem rendellenességet is okoz.

3.9. Az rybp transzgenikus lencsékben bizonyos gének expresszidja
megvaltozott

------

ROSA26-RYBP/EGFP;alphaA 1li r . L 7
TgROS426-RYBP/EGEPalphat crystallinfere o 00 pok (15, 16. 4brak) mRNS szintli expresszids

analizisét kvantitativ RT-PCR segitségével végeztiik el (16. abra; anyag és modszer

fejezet).

BWT
B RybpTg

Fold Change in Expression

Rybp Sox2 AP-2a Crybad Integrin-a-6

16. abra. Rybp transzgenikus szemlencsék kvantitativ RT-PCR analizise.
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Rybp, sox2, ap-2a, fA4-crystallin és a6-integrin  expresszios — szintjének relativ
valtozasa Pl szemlencsékben. Az expresszios szintek b2m  szintjére vannak
normalizalva.

A P1 kontroll (rybp™*) és transzgenikus (TgROSA?6-RYBP/EGFPialphaA crystllinerey
lencsék analizise kimutatta, hogy mind a Rybp mind pedig az EGFP gén
transzkriptjeinek mennyisége 16x-ra nott a transzgenikus egerek szemlencséjében a
kontrollokhoz képest. A f6 lencsealkot6d strukturalis proteinek koziil a Cryba4 7x-es
redukciot mutatott a transzgenikus lencsékben, mig a tobbi krisztallin és filenzin
mennyisége nem valtozott. A tesztelt sejtadhézios molekulék koziil az alpha6-integrin
mRNS szint 6tdédére csokkent, mig a tobbi integrin ((alpha5- and betal-integrins)
mennyisége valtozatlan maradt. A tesztelt transzkripcios faktorok koziil az AP-2alpha
szint 30x-ra a Sox2 12x-ra emelkedett. A Pax6, Proxl, MafA, MafB and c-Maf
transzkripcios faktorok mennyisége nem valtozott szamottevéen. Ezek az eredmények
megerdsitik, hogy a normalis szemlencsefejlédés a Rybp dozistdl fligg.

DNS microarray tanulmanyok ¢€s egyéb kondiciondlis mutinsokon végzett
tanulmanyok valoszinlisithetden tovabbi hasznos informaciokkal szolgdlnak a
jovoben arra vonatkozoan, hogy a Rybp dozis vajon melyik membran protein, gap

junction fehérje €és egyéb beta/gammakrisztallin expressziojara van hatassal?
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4. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Jelen tézis keretében bemutatott kisérletek szolgaltattdk az elsé genetikai
bizonyitékot arra, hogy a Rybp gén esszencialis szerepet jatszik az embriogenezisben,
kiilonos tekintettel a kozponti idegrendszer kialakuldsara. Esszencialis az
organogenezisben is, hiszen a heterozigotak egy részében és a kiméra éallatokban a
Rybp gén miikddésének felfliggesztése az eldagy €és szem fejlodési rendellenességeit
okozza. A fenotipusban megfigyelt elvaltozasok 06sszhangban allnak a Rybp
embrionalis fejlddés soran detektalt expresszios mintazataval.

Az rybp nullhomozigdta embridok a korai bardzdalodast még talélik, majd
belépnek a bedgyazodas stddiuméaba, ahol mar nem képesek tovabb fejlédni és
elpusztulnak. A letalitas idépontja méhen beliil 5.5 — 6.5 nap koz¢é tehetd (ES.5 - E6.5)
amikor mind proliferaciés mind apoptotikus defektusok mutatkoznak. A korai
fejlodési stadium talélése azt mutatja, hogy a Rybp szerepét ebben a korai fejlédési
szakaszban vagy az anyai Rybp helyettesiti, vagy az egyéb redundans funkciéju
fehérjék, igy esetleg ez a fehérje nélkiilozhetd ebben a korai fejlodési szakaszban. Ezt
sugallja az is, hogy ES sejtekben a Rybp hidnya nem sejtletalis, hiszen a homozigota
delécios sejtek 1étrehozhatok, ezek a sejtek osztddasra képesek hasonldan a parentalis
sejtvonalhoz ¢és elektronmikroszkopias szinten sem detektalhatok kiilonbségek.
Lehetséges egy bizonyos mértékii ellensulyozas, amelyet feltehetdleg a Rybp
csaladjaba tartoz6 Yaf2 fehérje biztosit. A Yaf2-r6l kimutattdk, hogy mar a
blasztocisztaban is kifejezddik (valamint a korai embridban ¢€s placentdban is) [10].
Azonban ugy tlinik, hogy a bedgyazddas ideje koriil az embrionalis
proliferacidonak/talélésnek a zigdta-eredetli Rybp korlatozo tényezdje. Ezt a szerepet

tamasztjak ald az altalunk végzett in vitro kisérletek eredményei is, amelyek azt

61



mutatjadk, hogy az rybp'/ " blasztocisztak képtelenek életképes epiblaszt/belsd
sejtcsomo létrehozasara. Fontos megjegyezni hogy az in vitro tenyésztett homozigota
null blasztocisztadk szintén képtelenek voltak felismerhetd trofektodermalis (TE)
strukturak 1étre hozasara, ami érdekes megfigyelés annak fényében, hogy a trofoblaszt
sejtekben és azok leszarmazottaiban, a chorionban ¢és a kifejlett placentdban, dramaian
magas szintli az Rybp expresszid. Kozismert, hogy a trofoblaszt sejtek fontos szerepet
jatszanak a bedgyazodasi folyamatban, mivel 6k azok, amelyek beboritjdk a méh
szovetet ¢s létrehozzdk az atmenetet az anyai és a magzati keringési rendszer
alkotéelemei kozott €s fontos szerepilk van a terhes méhnyalkahartya (decidua,
decidualizacid) kialakitasaban is. Csabitd azt feltételezni, a Rybp hidnya befolyasolja
a korai trofoblaszt biologia egyes elemeit (proliferacid, differenciacid, migracio,
funkcid) ahogy erre mar masok is rdmutattak mas ,,knock out” egerek esetében [29-
31]. A hianyos trofoblaszt magyarazhatja azt, hogy miért képtelenek eldidézni az
rybp‘/ " embriok a teljes decidualizaciot in vivo, amelyet a bedgyazddas
kezdeményezését kovetd apoptdzis hidnya magyaraz. A decidualizacié meghiusuldsa
azonban a fejlddés leallasdhoz vezethet, noha azt sem zarhatjuk ki, hogy ezt az
epiblasztban rejlé rendellenesség okozza. Tovabbi vizsgalatok magyarazatot adhatnak
arra is, hogy vajon a korai hibdk els@sorban extraembrionalis természetiiek-e, és ha
igen, akkor a trofoblaszt milyen mértékben érintett. Néhany PcG protein TE
sejtvonalban betoltott repressziv szerepe ismert az irodalombol, ahogy az X-
inaktivacidban és imprintingben betoltott funkciojuk is, ami részben a TE sejt
vonalhoz ¢és leszarmazottaihoz (extraembrionalis szovetek) kothetd [29, 32-34]. Ezek
kozé a fehérjék kozé tartozik a Ring 1B PcG fehérje, amely bizonyitottan kotddik a

Rybp-hez is illetve a Yaf2-hoz is [4, 10].

62



Az Rybp beagyazodasban betoltott szerepén feliil jelen tanulmany elséként
ija le a kozponti idegrendszer és szem fejlodésében betdltott szerepét is. Erre a
kiméra tanulmanyok ¢€s a szemipenetrans heterozigota egerekben észlelt fenotipusok
adtak elsésorban lehetdséget. A kiméra modszer 1ényege, hogy a korai embrionalis
letalis fenotipusok részben athidalhatok €s vizsgalhatok, ha a defektiv sejteket egy
olyan kontextusba helyezziik, ahol tal¢lésiik a kornyezd vad tipusu sejtek segitségével
elésegitédik. Igy gyakorlatilag egy kimerikus allatot hozunk 1étre, amelynek a sejtjei
kétfele (vagy akar tobbféle) genotipusbol tevddnek 0Ossze, jelen esetben a null
homozigéta €és vad tipusubdl. Ezen tanulményok valamint az a tény, hogy a
heterozigotak egy része (15-25%) szintén defektust mutat a kozponti idegrendszer és
a szem fejlodésében arra utalt, hogy a Rybp hatasa dozis-fliggd. Ezt szintén
alatdmasztja, hogy az észlelt fenotipus a genetikai hattertdl is fiiggott: az eléfordulas a
129Sv/J arannyal nétt mig CDI1-el csokkent. Fontos megfigyelésiink még, hogy a
heterozigotakban észlelt ,,exencephaly” (nyitott koponya/fej) gyakran kozolt fenotipus
genetikailag modositott egerekben [35, 36], kiillondsen homozigotdkban és gyakran a
,haldokl6” (moribund) vagy kompromittalt embridk jellegzetessége. Esetlinkben
azonban az a tény, hogy a kozponti idegrendszer és szem szelektiven azok a szervek,
amik a Rybp hianyatol szenvednek, vagyis a fenotipus specifikusan ezekben a
szervekben mutatkozik meg, azt bizonyitja, hogy ez a hatas specifikus ¢és specifikusan
a Rybp hidnyabol fakad.

A  kiméra tanulmanyokban észlelt fenotipikus elvaltozasok is egy
pluripotencidjuk kialakitasdban. A kiméra allatokban a Rybp deficiens sejtek jelenléte
az el6- és kozépagy kaotikus thlburjanzasat okozta egyéb kaotikus elvaltozasokkal

egyetemben (ugymint kiilonbozé foku veldesd zarddasi defektusok €s a neuralis
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lemezek eliils6 részének részleges zarddasa). Hogy vajon mi a kivaltdja a
talburjanzasnak ¢és a veldcsd zaroddasi rendellenességnek, egyenldre csak
talalgatasokra ad lehetdséget. Valoszinlileg az expresszids profil analizise a mutans
vs. vad tipusu embriondlis cortexnek, ahol a Rybp elsédlegesen poszt-mitotikus
neuronokban expresszalodik, segithet ezen kérdés megvalaszoldsaban. Ez a kisérlet
valoszintileg a Rybp sejtciklus szabalyozasban ¢és differenciacioban betoltott
potencialis szerepére is fényt vethet. Ezt a hipotézist tAmogatja az a megfigyeléslink
is, hogy a Rybp fehérje elsddlegesen poszt-mitdtikus neuronokban, a szemlencse
poszt-mitotikus SLF-jeiben és a retina terminalisan differencialt sejttipusaiban (GGL,
INL, fotoreceptorok) van domindnsan jelen. A szemben ¢észlelt fejlodési
rendellenességek koziil a szem colobomaja, mely a retina hibas Gsszezarodasa
("hasadék a szemen”) kdvetkeztében alakul ki fejlodésbiologiailag a legjelentdsebb ¢€s
legtobbet tanulméanyozott. Az agyi fejlodési rendellenességeket mutatd heterozigotak
32%-a ¢és a kimérak 50%-a szintén mutans volt colobomadra is, de olyan egerek is
hordoztak a coloboma fenotipust, akik egyéb szembetiind fenotipikus elvaltozast nem
mutattak. Transzkripcids faktorok egész sora (BCOR, CBP, Chx10, Cited2, c-Maf,
Foxgl, Pax2, Pax6, Ptch, Six3, Ski, Vax1 and Vax2), jelatvivé molekulak (Jnk1, Jnk2
and Shh) vagy a reninsav jelatvivd utvonal tagjai kozott is szamos koloboma
fenotipust hordozd mutaciot irtak le (5 bmc). Jelen tanulmanyban elséként mutattuk
ki, hogy a Rybp fehérje szerepet jatszik a kolobdéma kialakuldsahoz vezetd jelatviteli
folyamatokban.

A koloboma kialakuldsdhoz vezetd molekularis valtozasok nem tisztazottak de
valamint a programozott sejthalalnak és extracellularis matrixnak szerepe van a

kialakulasdban. A koloboéma mellett jo6 néhany lencsefejlodési rendellenességet is
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megfigyelhettiink a mutdnsokban ugy, mint a szemlencse ventralis rotacioja. Ezt az
aberraciot korabban leirtdk az Otx2 mutacid kapcsan [37]. Az Otx2 transzkripcios
faktor a retindban expresszalodik és fontos szerepe van példaul a fotoreceptorok
hosszu tava tulélésében €s fennmaradasaban. A gén mutacidja szintén koloboma
kialakulasat okozza. A Rybp kiméra embriok szemlencséi a lencse holyagok
abnormalis szeparaciojat is mutattak a SE-t6] ami a Pax6 heterozigota [38] és Foxe3
homozigéta [39] mutans egerekben eléforduld fenotipus. Igy meglehet, hogy a
szemben a Rybp ¢és Otx2, Pax6 vagy Foxe3 gének ugyanazon jelatvivé utvonalakon
keresztiil fejtik ki hatasukat. Transzgenikus lencsék, amelyek taltermelik a Rybp-et
abnormalisan differencidlodtak mar kozvetleniil a sziiletés utdn (P2), ami az
oregedéssel tovabb romlik s végiil a lencse 0sszeomlasahoz vezet. Hasonlo fenotipus
figyelhetd meg az AP-2alpha és néhany E2F tarnszkripciés faktor [38, 40] lencse-

specifikus kondicionalis transzgenikus mutdnsainal is. Az hogy vajon a til sok Rybp

--------
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vagy egy teljesen mas utvonalon hat, tovabbi tanulmanyokat igényel. Tény hogy a
Rybp-rdl kordbban leirtdk, hogy sejtkulturas rendszerekben az E2F transzkripcids
vivo ezt még nem tanulmanyoztak.

Az Rybp altalanos tultermeltetése hasonld defektusokat okozott a lencsében,
mint a lencse-specifikusan overexpresszaldo mutansokban, emellett még a szaruhartya
neovaszkularizacioja is megfigyelhet6 volt. Olyan géneket mint VEGF, FGF2 és
MMP-2 szintén a kornedlis neovaszkularizacié fenotipusaval hoztak Osszefiiggésbe

korabbi tanulmanyokban [41, 42]. Az Rybp ¢€s angiogenezis kapcsolatanak vizsgélata
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tovabbi tanulmédnyokat igényel, amit az expressziés mintdzat analizise soran
megfigyeltek is indokolnak, mint pl. a hyaloid erek és a szemet koriilvevd erek
endotéliumaiban torténd magas Rybp expresszio.

Egy lehetséges elképzelés arra vonatkozolag, hogy miképp fejti ki hatasat az
Rybp a PcG transzkripcids regulécido vonatkozaban [4] az, hogy talan mint “master
regulator” egyéb fontos fejlodési regulator gének expressziojat szabalyozza. A PcG-
ek multimerikus komplexek formajaban szabalyoznak kulcsfontossagu “fejlodési” €s
homeobox géneket [43]. Figyelemreméltd, hogy a mar a mi altalunk elvégzett kis-
1éptékii gén expresszid analizis is kimutatta, hogy tobb kulcsfontossagu regulator gén
(Sox2, AP-2a) illetve a lencse fejlodésében krucidlis krisztallin [17] expresszids
szintje a traszgenikus, Rybp-et tultermeld lencsékben jelentésen megvaltozott. Sot, a
szem fejlodésében “master-regulator’-nak szamité Pax6 lokalizacioja is megvaltozott
a heterozigodta egerekben. Mindezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy a Rybp mas
egyéb, fontos fejlédésbiologiai szereppel bird gént reguldl €s hogy a regulalt gének
megvaltozott szintje az észlelt fenotipusok eldidézdje a Rybp mutdnsokban. Annak
eldontése, hogy ez kozvetlen, vagy kozvetett uton torténik-e, tovabbi vizsgalatokat
igényel. Igy annak eldontése is, hogy vajon mindez az Rybp és a PcG represszorok
kolcsonhatasai 4ltal szabalyozodik-e. Erdekes, hogy szintén abnormalis eliilsd
szemfejlodés figyelhetd meg a Ringl deficiens egerekben, hasonld, mint amit mi
megfigyeltink a Rybp muténs egerekben [44], s6t, az YY1™"; Ringl” 6sszetételii
egerekben ez a fenotipus feler6sodik. Mivel mind a Ringl, mind pedig az YY1
kolcsonhat a Rybp-vel és egyéb Class II PcG-el, lehetséges hogy ezek a proteinek
funkciondlisan kolcsonhatnak annak érdekében, hogy a gerinces szem fejlodését

iranyitsak.

66



Népszerti allaspont az, hogy nyitott veldcsé rendellenességet mutatd
fenotipusért a neuroepitelidlis sejtproliferacio/differenciacid egyensulyanak a
megbomlasa a felelds. Egyéb velocsd zarodasban szerepet jatszo folyamatok, igymint
a koponyacsont mezenchymalis sejtjeinek a proliferacidja és expanzidja,
citoszkeletalis ujrarendezddés, veldcsé (neurdlis crest) sejtek vandorlasa,
neuroepitelidlis sejthalal [35, 36] szintén feleléssé tehetok. Noha a NTD-ek
szabalyozasaban mar szamos transzkripcid regulator fehérje szerepét mar leirtak, a
PcG proteinek szerepe tisztazatlan, kivéve a YY1 (ying yang 1) DNS koété PcG
komplex tagot [45]. Egy masik tanulmédny kimutatta, hogy a valporsav, ami egyben
potencialis teratogén is, és egérben, emberben egyarant NTD-t okoz, egyuttal PcG
expresszios szint valtozast is okoz, legalabbis axio-szkeletalis kontextusban [46]. A
Rybp mutans egerekben észlelt NTD-ok egyben arra is utalnak, hogy az Rybp
szerepet jatszhat a neuralis szabalyozasban fontos PcG protein-medialt csendesitésben
(silencing).

Fontos megemliteni, hogy a Rybp heterozigdta egerekben észlelt fenotipusok
(NTD) a pro-apoptotikus génekre (caspase 9, caspase 3, apafl; [47]) jellemzd
fenotipusok is egyben. Ezen nullmutans embriok NTD-je apoptozis €s sejthalal,
valamint az éretlen eldagyi neuronok és prekurzor sejtek megzavart szabalyozasa
miatt alakulnak ki [47]. A jovOben az rybp null embidk kdzponti idegrendszere (mind
a heterozigotaké, mind pedig a kimérdké) €és a pro-apoptotikus kaszkad tagok
fenotipusdnak hasonlosdga tovabbi vizsgalatokat igényel, hiszen tudjuk hogy (i) a
Rybp fehérje kolcsonhat az apoptotikus gének egy részével (death receptor pathway
tagokkal; [20]) és (i1) az Rybp deficiens egér embriok hianyos apoptotikus valaszt

mutatnak a beagyazodas soran.
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Végil meg kell emlitsiik, hogy néhény egyéb gén szintén hasonld fenotipust
mutat az altalunk leirt Rybp mutans fenotipusokkal, nevezetesen a homozigédta
embrionalis letdlis és a heterozigota enkefalikus fenotipusokkal, igy pl. a YY1
transzkripcios faktor [45], a kromatin re-modellezé Brgl [48] és Srg3 [49]. Erdekes
sajatsdga mindezen géneknek az, hogy képesek downstream gének egész sorat
szabalyozni, ami talan k6z0s vonds a génmodifikalt egerek komplex fenotipusaiban.
A tézisben ismertetett rybp mutécio €s fenotipusanak leirasa, jellemzése lehetdvé teszi
a Rybp fehérje potencidlis szabalyozasi utvonalakon vald elhelyezését. Az rybp
mutansok szintén hasznos eszkdzei lehetnek az Rybp pontos molekularis szerepeinek
tisztazasahoz, é¢s ahhoz, hogy elhelyezziik a gént a transzkripcios regulacid, apoptdzis
vagy még fel nem térképezett egyéb molekuldris utvonalak egyikén. A jovében
kondicionalis mutansok generalasaval, amelynek kozéppontjdban a kdzponti
idegrendszer fejlodésében fontos folyamatok allnak, lehetévé valhat az Rybp
molekuldris  funkcidinak  pontosabb megismerése ¢és  fejlddésben illetve

betegségekben, dregedésben valo szerepének felderitése.
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5. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kisérleteink soran a rybp gén és génterméke, a Rybp fehérje bioldgiai funkcidit
vizsgaltuk transzgenikus modszerek alkalmazasaval, egérben. A rybp gén funkcidit
mind génkiiitéses mind pedig taltermeltetéses rendszerekben analizaltuk. A
funkciovesztéses homozigota mutansokat homolog rekombinacioval hoztuk Iétre
heterozigota mutansokon keresztiil. A funkcidvesztéses mutansban a Rybp gén
termekének, ami egy 227 aminosavas fehérje, csak az elsé 53 aminosava irodott at,
amely a funkciokért felelds domének hianyat jelentette, €s ezért olyan utdéd egereket
hoztunk létre, melyek a Rybp fehérje termelésére nem voltak alkalmasak, tehat
lehetdségiink nyilt a gén hidnyaban fellépd fenotipusok részletes elemzésére. A
tultermeltetéses mutansokat is egy specialis homolog rekombinaciot igényld gén
célba-juttatisos, state-of-the-art modszerrel hoztuk létre. Igy elértiik, hogy a bevitt
transzgén kontrollalt modon, csak egy, illetve két kopiaban expresszalédjon. Ennek
jelentésége abban rejlik, hogy kikiiszobolddik a ,,pozicid effektus variegacid” hiszen
minden egyes targetalt sejtvonal ugyanazon homolég modon, a Rosa26 lokuszban
targetalt. {gy kisérleteinkben olyan parhuzamos, egymastol fiiggetlen sejtvonalakat
tudtunk létre hozni, amelyekben a Rybp transzgén expresszidja nem fliggott az
integracid helyétol. A két komplementer modszer alkalmazéasaval (funkcidvesztéses
¢s funkcionyeréses genetikai mutaciok) egy specidlis, érzékenyitett rendszertben
vizsgalhattuk a RYBP ¢élettani szerepét térben és idOben. Kisérleti rendszeriink
hatékonysagat bizonyitja, hogy a gén-dozis-hatast is vizsgalni tudtuk. Ennek
eredményeképp sikeriilt kimutatnunk hogy:

(1) A Rybp gén homozigota allapotban letalis fenotipust eredményez, tehat a gén

1étfontossagn.
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(2) Az rybp gén heterozigdta allapotban szemi-penetransan letalis fenotipust
eredményez.

(3) Az Rybp fehérje tultermeltetése szemlencse-specifikus modon a szem fejlodési
rendellenességeit okozza (coloboma, a szaruhartya fokozott vaszkularizacidja és
katarakta). Kimutattuk, hogy Rybp sziikséges a normal retina, a szemlencse ¢és
valoszintlileg az eliilsé szemszegment fejlodéshez.

(4) Az rybp mutacié homozigota allapotban peri-implantacids letalitashoz vezet,
melynek oka mind embrionalis, mind pedig extraembrionalis rendellenességekben is
megnyilvanult.

(5) A heterozigota embriok egy részének letalitdsat a veldcsé fejlodésének
rendellenessége okozta.

(6) Az Rybp protein immunfestéssel tortend lokalizacioja, az embrionalis fejlédés
kiilonb6zd stddiumaiban ezen megfigyeléseket szintén alatdmasztotta: az Rybp
protein az embriogenezis soran erds jelenlétet mutatott az embrid differencialodo
sejtpopulécidiban, az idegrendszer differencidlt sejttipusaiban €s az extraembrionalis
trofoblaszt Orids sejtrétegben (trofoblast giant cell; TGC).

(7) A Rybp géntermék hidnya mas gének altal, igy példaul a rokon Yaf2 altal nem
kompenzalhatd, tehat a rybp és yaf2 géncsaladtagok funkcidja nem tekinthetd
redundansnak.

Ezen megtfigyelések valdsziniisitik a rybp gén szerepét a differenciacio
folyamatéaban, kiilonds tekintettel a kozponti idegrendszer kialakulasara, €s a sejthalal
folyamatdban (apoptozis). Feltételezhetd tovabba, hogy a RYBP/DEDAF emberi
megfeleldjének elvesztése is sulyos kovetkezményekkel, bedgyazddasi problémakkal
(spontan vetélés), veldcsé zarodasi defektusokkal (nyitott veldcsé kialakulasa) vagy

apoptozissal jar.
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6. SUMMARY

Present work summarizes findings on the in vivo function of the mouse
rybp/Rybp (Ringl and YY1-Binding Protein; also known as DEDAF, YEAFI;
UniGene Mm.321633; MGI:1929059) gene/protein. Several in vitro functions
(transcriptional regulator, mediator of apoptosis) have been implied from Rybp's
protein interaction profile that includes DNA binding proteins (YY1), polycomb
group proteins (Ringl A, Ring1B, M33 and mPC2), and members of the pro-apoptotic
caspase pathways but the precise cellular and in vivo role of Rybp currently was not
well understood.

This thesis describes complementary strategies of (i) targeted mutagenesis and
(i) conditional ectopic transgenic alleles to achieve loss- and gain-of-function,
respectively in order to reveal in vivo functions of »ybp in the developing mouse. As a
result of these studies, exciting phenotypes have emerged in these models, and present
ongoing and future efforts to pursue them further. Firstly, the expression pattern of
Rybp during mouse development was analysed and mice bearing a null mutation by
gene targeting in embryonic stem cells was generated. Rybp was broadly expressed
during embryogenesis, being particularly abundant in extraembryonic tissues
including trophoblast giant cells. Consistent with this, 7ybp homozygous null animals
exhibited embryonic lethality at peri-implantation stages - suggesting that Rybp was
essential for survival of the embryo, for the establishment of functional

extraembryonic structures, and for the execution of full decidualization.

This thesis also describes that through the use of a chimeric approach, the

embryonic lethal phenotype was circumvented and a role for Rybp in neural
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development was uncovered. Specifically, the presence of Rybp-deficient cells in the
developing central nervous system resulted in forebrain overgrowth and in localized
regions of disrupted neural tube closure. Functions for Rybp in the brain were further
supported by the finding of exencephaly in about 15% of rybp heterozygous mutant
embryos, and by Rybp’s distinct neural expression pattern. Together these data
supported critical roles for Rybp at multiple stages of mouse embryogenesis and
differentiation. Furthermore, however there is a possible overlap between Rybp and
Yaf2 expression, obviously was not sufficient to prevent aberrant
neurulation/neurogenesis and eye development resulting from reduced Rybp levels in
our affected heterozygous and chimeric animals.

With a second, complementary approach, a conditional ectopic allele for Cre-
mediated misexpression of Rybp was generated. To do this the non-essential and
ubiquitous ROSA26 locus was targeted with a floxed neo cassette followed by a
functional RYBP-EGFP fusion cDNA. In this mice a silent mutation was introduced
where the Rosa26 locus was targeted homologous manner in ES cells. The mutation
was introduced to the mouse germ line and the silent mutation could be induced by
crossing these mice with cre reporter lines. Applying this strategy two different mice
were generated: one expressing Rybp ubiquitously and the other expressing it tissue
specific manner (under the control of AlphaA-Crystallyn promoter) in the mouse
lenses. The strategy was also designed that after induction all mice expressed Rybp in
a fusion with enhanced green fluorescent protein (EGFP) allowing easy monitoring of
the expression pattern. These studies established rybp as a novel gene that has been

associated with coloboma, a developmental disease of the eye.

These findings are likely to place Rybp in processes of differentiation,
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especially CNS and eye development, apoptosis and have implications for the
understanding of neural tube defects, and neurodegenerative diseases. The cells and
mice we have generated may allow us to assess the potential relationships between
Rybp and these proteins and to place Rybp within known genetic networks. These
tools also will provide opportunities for the elucidation of the precise molecular roles
of Rybp as they relate to transcriptional regulation, apoptosis, and/or yet-to-be-
identified cellular processes. In the future, the generation of conditional or tissue-
specific knockout mice, with the CNS being an attractive focus, will allow us to
understand more about Rybp’s biological roles during development and in the context

of aging and disease.
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