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Bevezetés

Az elmult mintegy tiz évben bebizonyosodott hogy a rybp
(Ringl- and YY1-Binding Protein; szintén ismert, mint DEDAF
(Death Effector Domain Associated Factor), UniGene Mm.321633;
MGI:1929059) génnek ¢és termékének, (Rybp/DEDAF fehérje)
sokrétli és komplex in vitro feladata van. Az ugynevezett
“moonlightening” fehérjék csaladjaba tartozik, melyekre jellemzd,
hogy egynél tobb, egymastol eltérd funkciot képesek ellatni. Ennek
megfeleléen, a Rybp/DEDAF protein amellett hogy maga is
transzkripcios regulator €s polycomb protein, in vitro kdlcsonhatasba
1ép szamos, valtozatos bioldgiai funkcioval bird fehérjével, tigymint
DNS kot6 (YY), kromatin modifikalo (Brgl), pro-apoptotikus (pro-
caspase-8), egyéb polycomb (RinglA, RinglB, M33, mPC2) vagy
szabalyz6 funkcidval rendelkezd Myc-Mad-Max halozat tagjaival
(Mxil). Valgjaban a Rybp fehérje felfedezése és izolalasa a Ringl A
(Ringl; a Drosophila ortologja a dRing/Sce/nek) polycomb
szabalyozo proteinnel valo kdlcsonhatasa révén valt el6szor lehetové.
Késobb kimutattak, hogy a Rybp a RinglB-vel (Ring2/Rnf2;
Drosophila dRing/Sce ortholog) és a M33-mal (Pcl Drosophila Pc
ortholog) is kdlcsonhat. Ez a harom PcG protein a gének stabil
represszalt allapotaért felelés, a PRC1 PcG multiprotein komplex
tagjaiként is ismertek. A Rybp gén kulcsfontossdgii szerepét

tamasztja ala az a megfigyelés is, hogy valoszinileg E2F és YY1



kotohelyek kozott 1étesit kapesolatot és mintegy ,,athidalo™ feladatot
lat el a specificitast biztositva. A Yaf2 fehérjérél, ami aminosav
szinten 55%-ban homoldég a Rybp-vel, szintén kimutattak, hogy
kolcsonhatasba 1ép szdmos PRC1 komplex taggal és DNS kotd
fehérjével.

Ennek ellenére, in vivo, embriondlis fejlédés sordn betdltott
funkcioja ismeretlen maradt. Jelen disszertaciod az egér rybp génnek
és termékének, a Rybp/DEDAF proteinnek, in vivo funkcidinak
felderitésére szolgald kisérletsorozatot ¢és azok eredményeit
tartalmazza. A disszertici6 az egérgenetika transzgenikus
eszkozeinek alkalmazasaval, komplementer gén-kiiitéssel ¢és
taltermeltetéssel vizsgalja a rybp gén lehetséges funkcioit az egér
embrionalis fejlodése folyaman. A tézisben alkalmazott két
komplementer stratégia a kovetkezd: (1) gén-kiiitéses (KO - knock
out ; LOF - loss of function, gén veszitéses/hianyos) (2) gén
tultermeltetéses (“overexpression” avagy klasszikus transzgenikus;
Tg) modszerek, melyek alkalmazasaval sikeriilt ravilagitani a rybp
gén embrionalis fejlédésben jatszott esszencialis szerepének

kiilonb6z6 aspektusaira.



Célkitiizések

Munkam sordn célul tiiztem ki a kdvetkezdket:

* Van-e¢ szerepe a rybp génnek és géntermékének az embrionalis
fejlédésben?

* Amennyiben nincs szerepe, ugy a rybp géntermék funkcidja
redundansnak tekinthetd-e, és mas fehérjék (pl. homoldég YAF2
protein) atvehetik-e a szerepét?

* Amennyiben van szerepe, akkor mi a fenotipusa a géndelécionak és
milyen szerveket érint a rybp gén hidnya az embrionalis fejlédésben?
o Osszefiigg-e a fenotipus az expresszids mintdzattal, azaz a
fenotipus altal érintett szervekben lokalizalodik-e a Rybp fehérje és
milyen az expresszioés mintazata?

* Mi torténik, ha taltermeltetjiik a fehérjét egérben, mely szervek
érintettek az embrionalis illetve poszt-natalis (sziiletés utani)
fejlédésben?

* Mi lehet a mechanizmus, amivel a Rybp kifejti hatasat?

Alkalmazott modszerek

Rybp transzgenikus vektor-konstrukcio elkészitése
ES sejtek tenyésztése

ES sejtek elektroporalasa

Rybp*” és Rybp” ES sejtek alapitasa



Rybp”’ és Rybp'/ " és transzgenikus (7 gROSA%'RW‘“D/EGFP/+

) egértorzsek
alapitasa

Kiméra egér el6allitasa rybp”” ES sejtvonalbol

Southern blot analizis

PCR analizis, Kvantitativ RT-PCR

Elektroforézis és immunoblot

Hisztologia és immunhisztokémia

Apoptdzis vizsgalat

Blasztociszta "outgrowth assay"

Elektronmikroszkopia

Eredmények

* Jelen tézis keretében bemutatott kisérletek szolgaltattdk az els6
genetikai bizonyitékot arra, hogy a Rybp gén esszencialis szerepet
jatszik az embriogenezisben, kiilonds tekintettel a kozponti
idegrendszer és szem kialakulasara.

* A rybp muticid6 homozigéta allapotban peri-implantacios
letalitashoz  vezet, melynek oka mind embrionalis mind
extraembrionalis rendellenességekben is megnyilvanult.

* A homozigéta mutansok proliferacios és apoptotikus defektusokat
mutattak és inkomplett decidualizaciot.

* A statisztikai vizsgalatok azt mutattdk, hogy a sziletett rybp
heterozigotak szama lényegesen eltér a vart mendeli eloszlastol. A

heterozigota embriok egy része részlegesen atadodd embrionalis



letalitast mutatott, melynek oka a vel6csé fejlodésének
rendellenessége volt.

* A heterozigota fenotipushoz hasonléan a kiméra allatokban a Rybp
deficiens sejtek jelenléte az el6- és kozépagy kaotikus tilburjanzasat
okozta egyéb kaotikus elvaltozasokkal egyetemben ugymint
kiilonbozo foku veldcsd zarodasi defektusok és a neuralis lemezek
eliils6 részének részleges zarodasa.

¢ Jelen tanulmanyban elsOként mutattuk ki, hogy a Rybp fehérje
szerepet jatszik a koloboma kialakuldsdhoz vezeté jelatviteli
folyamatokban. Specifikusan az egér szemlencsében tultermeltetve a
fehérjét a szemlencse (katarakt) és a retina (coloboma) fejlodési
rendellenességéhez vezetett.

* A Rybp altaldnos tultermeltetése hasonlé defektusokat okozott a
lencsében, mint a lencse-specifikusan overexpresszald mutansokban,
emellett még a szaruhartya neovaszkularizicidja is megfigyelhetd
volt.

* A Rybp/DEDAF protein immunfestéssel torténd lokalizacidja, az
embrionalis  fejlédés  kiillonbozé  stadiumaiban  mindezen
megfigyeléseket szintén alatamasztotta: A Rybp/DEDAF protein az
embriogenezis soran erds jelenlétet mutatott az embriod
differencialodd  sejtpopulécidiban, az idegrendszer ¢és szem
differencialt sejttipusaiban (pl. a poszt-mitdtikus neuronokban) és az
extraembriondlis trofoblaszt orias sejtrétegben.

* A rybp géntermék hianya mas gének altal, igy példaul a rokon Yaf2
altal nem volt kompenzalhato, tehat a Rybp és Yaf2 géncsaladtagok



funkcidja nem tekinthetd teljesen atfedének.

* FEredményeink alapjan: egy Iehetséges elképzelés arra
vonatkozolag, hogy miképp fejti ki hatasit a Rybp a PcG
transzkripcios regulacié vonatkozasban az, hogy talan mint “master
regulator” egyéb fontos fejlodési regulator gének expressziojat

szabalyozza.

Osszefoglalas

Ezen megfigyelések valoszintsitik a rybp gén szerepét a
differenciacié folyamatdban, kiilonds tekintettel a kdzponti
idegrendszer kialakuldsara és sejthaldl folyamataban (apoptozis)
betoltott funkciodira és feltételezhetd, hogy a Rybp/DEDAF emberi
megfeleldjének  elvesztése is  sulyos  kdvetkezményekkel,
bedgyazdodasi problémakkal (spontan vetélés), vel6csd zarddasi
defektusokkal (nyitott vel6cso kialakuldsa) vagy apoptozissal jar. A
tézisben ismertetett 7ybp mutansok szintén hasznos eszkdzei lehetnek
a Rybp pontos molekularis szerepeinek tisztazasahoz, és ahhoz, hogy
elhelyezziik a gént a transzkripcios regulacio, apoptozis vagy még fel
nem térképezett egyéb molekularis utvonalak egyikén. A jovében
kondicionalis mutansok generalasaval, amelynek kozéppontjaban a
kozponti  idegrendszer fejlodésében fontos folyamatok allnak,
lehetévé valhat a Rybp molekularis funkcidinak pontosabb
megismerése és fejlodésben, illetve betegségekben, 6regedésben vald

szerepének felderitése.
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