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Bevezetés 

 

 Az elmúlt mintegy tíz évben bebizonyosodott hogy a rybp 

(Ring1- and YY1-Binding Protein; szintén ismert, mint DEDAF 

(Death Effector Domain Associated Factor), UniGene Mm.321633; 

MGI:1929059) génnek és termékének, (Rybp/DEDAF fehérje) 

sokrétű és komplex in vitro feladata van. Az úgynevezett 

“moonlightening” fehérjék családjába tartozik, melyekre jellemző, 

hogy egynél több, egymástól eltérő funkciót képesek ellátni. Ennek 

megfelelően, a Rybp/DEDAF protein amellett hogy maga is 

transzkripciós regulátor és polycomb protein, in vitro kölcsönhatásba 

lép számos, változatos biológiai funkcióval bíró fehérjével, úgymint 

DNS kötő (YY1), kromatin modifikáló (Brg1), pro-apoptotikus (pro-

caspase-8), egyéb polycomb (Ring1A, Ring1B, M33, mPC2) vagy 

például a sejtek proliferációjában és differenciációjában fontos 

szabályzó funkcióval rendelkező Myc-Mad-Max hálózat tagjaival 

(Mxi1). Valójában a Rybp fehérje felfedezése és izolálása a Ring1A 

(Ring1; a Drosophila ortológja a dRing/Sce/nek) polycomb 

szabályozó proteinnel való kölcsönhatása révén vált először lehetővé. 

Később kimutatták, hogy a Rybp a Ring1B-vel (Ring2/Rnf2; 

Drosophila dRing/Sce orthológ) és a M33-mal (Pc1 Drosophila Pc 

orthológ) is kölcsönhat. Ez a három PcG protein a gének stabil 

represszált állapotáért felelős, a PRC1 PcG multiprotein komplex 

tagjaiként is ismertek. A Rybp gén kulcsfontosságú szerepét 

támasztja alá az a megfigyelés is, hogy valószínűleg E2F és YY1 



kötőhelyek között létesít kapcsolatot és mintegy „áthidaló” feladatot 

lát el a specificitást biztosítva. A Yaf2 fehérjéről, ami aminosav 

szinten 55%-ban homológ a Rybp-vel, szintén kimutatták, hogy 

kölcsönhatásba lép számos PRC1 komplex taggal és DNS kötő 

fehérjével. 

 Ennek ellenére, in vivo, embrionális fejlődés során betöltött 

funkciója ismeretlen maradt. Jelen disszertáció az egér rybp  génnek 

és termékének, a Rybp/DEDAF proteinnek, in vivo funkcióinak 

felderítésére szolgáló kísérletsorozatot és azok eredményeit 

tartalmazza. A disszertáció az egérgenetika transzgenikus 

eszközeinek alkalmazásával, komplementer gén-kiütéssel és 

túltermeltetéssel vizsgálja a rybp gén lehetséges funkcióit az egér 

embrionális fejlődése folyamán. A tézisben alkalmazott két 

komplementer stratégia a következő: (1) gén-kiütéses (KO - knock 

out ; LOF - loss of function, gén veszítéses/hiányos) (2) gén 

túltermeltetéses (“overexpression” avagy klasszikus transzgenikus; 

Tg) módszerek, melyek alkalmazásával sikerült rávilágítani a rybp 

gén embrionális fejlődésben játszott esszenciális szerepének 

különböző aspektusaira. 



 

Célkitűzések 

 

Munkám során célul tűztem ki a következőket:  

• Van-e szerepe a rybp génnek és géntermékének az embrionális 

fejlődésben?  

• Amennyiben nincs szerepe, úgy a rybp géntermék funkciója 

redundánsnak tekinthető-e, és más fehérjék (pl. homológ YAF2 

protein) átvehetik-e a szerepét?  

• Amennyiben van szerepe, akkor mi a fenotípusa a géndeléciónak és 

milyen szerveket érint a rybp gén hiánya az embrionális fejlődésben?  

• Összefügg-e a fenotípus az expressziós mintázattal, azaz a 

fenotípus által érintett szervekben lokalizálódik-e a Rybp fehérje és 

milyen az expressziós mintázata? 

• Mi történik, ha túltermeltetjük a fehérjét egérben, mely szervek 

érintettek az embrionális illetve poszt-natális (születés utáni) 

fejlődésben?  

• Mi lehet a mechanizmus, amivel a Rybp kifejti hatását? 

 

Alkalmazott módszerek 

 

Rybp transzgenikus vektor-konstrukció elkészítése 

ES sejtek tenyésztése 

ES sejtek elektroporálása 

Rybp+/- és Rybp-/- ES sejtek  alapítása  



Rybp+/- és Rybp-/- és transzgenikus (TgROSA26-RYBP/EGFP/+) egértörzsek 

alapítása 

Kiméra egér előállítása rybp-/- ES sejtvonalból  

Southern blot analízis 

PCR analízis, Kvantitatív RT-PCR 

Elektroforézis és immunoblot 

Hisztológia és immunhisztokémia 

Apoptózis vizsgálat 

Blasztociszta "outgrowth assay" 

Elektronmikroszkópia 

 

Eredmények 

 

• Jelen tézis keretében bemutatott kísérletek szolgáltatták az első 

genetikai bizonyítékot arra, hogy a Rybp gén esszenciális szerepet 

játszik az embriogenezisben, különös tekintettel a központi 

idegrendszer és szem kialakulására.  

• A rybp mutáció homozigóta állapotban peri-implantációs 

letalitáshoz vezet, melynek oka mind embrionális mind 

extraembrionális rendellenességekben is megnyilvánult. 

• A homozigóta mutánsok proliferációs és apoptotikus defektusokat 

mutattak és inkomplett decidualizációt.  

• A statisztikai vizsgálatok azt mutatták, hogy a született rybp 

heterozigóták száma lényegesen eltér a várt mendeli eloszlástól. A 

heterozigóta embriók egy része részlegesen átadódó embrionális 



letalitást mutatott, melynek oka a velőcső fejlődésének 

rendellenessége volt. 

• A heterozigóta fenotípushoz hasonlóan a kiméra állatokban a Rybp 

deficiens sejtek jelenléte az elő- és középagy kaotikus túlburjánzását 

okozta egyéb kaotikus elváltozásokkal egyetemben úgymint 

különböző fokú velőcső záródási defektusok és a neurális lemezek 

elülső részének részleges záródása. 

• Jelen tanulmányban elsőként mutattuk ki, hogy a Rybp fehérje 

szerepet játszik a kolobóma kialakulásához vezető jelátviteli 

folyamatokban. Specifikusan az egér szemlencsében túltermeltetve a 

fehérjét a szemlencse (katarakt) és a retina (coloboma) fejlődési 

rendellenességéhez vezetett.  

• A Rybp általános túltermeltetése hasonló defektusokat okozott a 

lencsében, mint a lencse-specifikusan overexpresszáló mutánsokban, 

emellett még a szaruhártya neovaszkularizációja is megfigyelhető 

volt. 

• A Rybp/DEDAF protein immunfestéssel történő lokalizációja, az 

embrionális fejlődés különböző stádiumaiban mindezen 

megfigyeléseket szintén alátámasztotta: A Rybp/DEDAF protein az 

embriogenezis során erős jelenlétet mutatott az embrió 

differenciálódó sejtpopulációiban, az idegrendszer és szem 

differenciált sejttípusaiban (pl. a poszt-mitótikus neuronokban) és az 

extraembrionális trofoblaszt óriás sejtrétegben.  

• A rybp géntermék hiánya más gének által, így például a rokon Yaf2 

által nem volt kompenzálható, tehát a Rybp és Yaf2 géncsaládtagok 



funkciója nem tekinthető teljesen átfedőnek. 

• Eredményeink alapján: egy lehetséges elképzelés arra 

vonatkozólag, hogy miképp fejti ki hatását a Rybp a PcG 

transzkripciós reguláció vonatkozásban az, hogy talán mint “master 

regulátor” egyéb fontos fejlődési regulátor gének expresszióját 

szabályozza. 

 

Összefoglalás 

 

Ezen megfigyelések valószínűsítik a rybp gén szerepét a 

differenciáció folyamatában, különös tekintettel a központi 

idegrendszer kialakulására és sejthalál folyamatában (apoptózis) 

betöltött funkcióira és feltételezhető, hogy a Rybp/DEDAF emberi 

megfelelőjének elvesztése is súlyos következményekkel, 

beágyazódási problémákkal (spontán vetélés), velőcső záródási 

defektusokkal (nyitott velőcső kialakulása) vagy apoptózissal jár. A 

tézisben ismertetett rybp mutánsok szintén hasznos eszközei lehetnek 

a Rybp pontos molekuláris szerepeinek tisztázásához, és ahhoz, hogy 

elhelyezzük a gént a transzkripciós reguláció, apoptózis vagy még fel 

nem térképezett egyéb molekuláris útvonalak egyikén. A jövőben 

kondícionális mutánsok generálásával, amelynek középpontjában a 

központi idegrendszer fejlődésében fontos folyamatok állnak, 

lehetővé válhat a Rybp molekuláris funkcióinak pontosabb 

megismerése és fejlődésben, illetve betegségekben, öregedésben való 

szerepének felderítése. 
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