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BEVEZETES

rrrrr

Az embrionalis dssejtekbdl alakul ki egy felndtt szervezet minden specializalt
sejttipusa és szovete. A kozponti idegrendszer kialakuldsa soran, a korai
szakaszban a pluripotens embrionalis Jdssejtek eldszor multipotens neuralis
Ossejtekkeé, majd neuralis progenitor sejtekké differencidlodnak. A neurdlis
differenciaci6 késdi szakaszaban ezek a progenitorok érett neuronokka,
asztrocitakkd és oligodendrocitakkd fejlddnek. Ezen folyamat tobb, Osszetett
1épésbdl all, melyek finoman szabalyozottak és zavaruk konnyen idegrendszeri
fejlodesi rendellenességek kialakuldsahoz vezethet. A neurdlis differenciaciod
folyamatanak szabalyozisaban szamos transzkripcios regulator jatszik dontd
szerepet. Ezek koziil a polikomb repressziv komplexek jelentds szerepet
jatszanak a pluripotencia fenntartasdban, ugyanakkor részt vesznek a
differenciacié elinditdsaban a specializacidos faktorok represszidjanak
feloldasaval. Tézisem, egy ilyen polikomb repressziv komplex tagra, az Rybp-re
(Ringl and Yyl binding protein), valamint annak neurdlis specializacioban

betoltott szerepére fokuszal.



Az Rybp esszencialis az embrionalis fejlodéshez és a kozponti idegrendszer

kialakulasahoz

Csoportunk korabban megallapitotta, hogy az rybp homozigota mutans egerek
bedgyazddas kori letdlis fenotipust mutatnak, a heterozigotadkban pedig
idegrendszeri fejlodési rendellenességeket (velocsd zarddasi rendellenesség,
exenkefalia, stb) figyeltiink meg. Annak vizsgalata, hogy az Rybp fehérje teljes
hidnya milyen hatassal van az idegsejtek kialakuldsara, a homozigota egyedek
korai letalitasa miatt in vivo nem lehetséges, igy az Rybp neuralis
differencidcidban betoltott szerepét in vitro vizsgaltuk tovabb. Vizsgalataim
alapjat az dssejtek azon egyediilalld sajatsaga adta, hogy megfeleld feltételek
mellett, in vitro koriilmények kozott is megtartjdk pluripotencigjukat ¢€s
differenciacios képességiiket. Az in vitro modellrendszer hasznalataval igy
lehetdségiink nyilt arra, hogy megvizsgaljuk, az Rybp mely differenciacios

folyamatokban jatszik szerepet az idegi fejléddeés soran.



CELKITUZESEK

Jelen tanulmany célja az Rybp idegi specializacioban betoltott szerepének

karakterizalasa.

Munkank soran a kovetkezokre forditottunk kiemelt figyelmet:

megvizsgaltuk, hogy az rybp homozigdta mutans dssejtek képesek-e a {6

idegi sejttipusokat (neuronok, oligodendrocitik, asztrocitak) kialakitani.

- leirtuk az rybp homozigdta mutans Gssejtekbdl differencidlodott neuralis
prekurzor sejtek jellegzetességeit, kiilon figyelmet forditva a megajulasi €s
differenciacios keépességiikre.

- meghataroztuk, hogy mely érett neurdlis formak képzése zavart az Rybp
hidnyaban.

- célunk volt olyan géneket talalni, melyek az Rybp ,,downstream” célgénjei

¢s expresszidjuk megvaltozik az Rybp hianyaban vagy jelenlétében a

neuralis differenciacio soran.



ALKALMAZOTT MODSZEREK
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Vad tipusa (rybp”") és Rybp-t nem expresszalo, homozigota mutans (rybp™)
Ossejtvonalak fenntartasa zselatinnal feliiletkezelt sejttenyésztd csészében zajlott. A
neuralis differenciaciot Bibel és csoportja, 2004-ben megjelent kozleménye alapjan
végeztik, kisebb moddositasokkal. Az 0Ossejtekbdl szuszpenzids kultirdban harom
dimenzios aggregatumokat (ugynevezett “embrionalis testecskék™) hoztunk létre, a
negyedik napon retinsavval indukaltuk a neuroektoderma feldisuldsat, majd az
embriondlis testecskék disszocidciojat kovetdéen, a sejteket azonos szadmban,
feliiletkezelt sejttenyésztd edényekbe helyeztiikk. A letapasztott sejteket 6 napon

keresztiil tenyésztettiik. Tovabbi analizis céljabol mintavétel tortént a 0., 3., 7., 10. és

14 napokon.

Morfologiai analizis

A mintavételi idOpontokban a differencialédd sejtek morfologiai analizisét a
kovetkezoképp végeztiik: a paraformaldehiddel fixalt dssejtekrdl (0.nap) és embrionalis
testekrdl (3. nap, 7. nap), valamint a kristaly ibolyaval festett, letapasztott neuralis
kultardkrél (10. nap, 14. nap) Olympus CellR mikroszképpal készitettiink
fénymikroszkopos képeket. A fixalt embrionalis testekrdl késziilt, hematoxilinnal és

eozinnal festett szekciokat elemezve vizsgéltuk a benniik kialakul6 struktarakat.

Molekularis analizis



A mintak génexpresszios analizise kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakcio (QRT-
PCR) segitségével tortént. Ennek sordn pluripotencia faktorok, polikomb repressziv
komplex tagok, csiralemez markerek ¢€s neuralis markerek relativ génexpresszidjat
vizsgéltuk a differencidcioé soran a két sejtvonalban. A fehérjekifejezddési mintazat
analizisét immuncitokémia segitségével végeztiik, melynek sordn neuralis markerek
fehérje szintli kifejez0dését, illetve annak mintazatat tanulményoztuk letapasztott

neuralis kultarakban.

Sejtciklus analizis és apoptozis szintjének mérése aramlasi citometriaval

A feltiintetett idépontokban a sejteket bromodeoxiuridinnel kezeltiik, majd a megfeleld
elokészités utan propidium-jodiddal inkubaltuk. A differenciacio soran a kiilonb6z6
sejtciklusokban tartozkod6, valamint az apoptoézison atesett sejtek szamat

fluoreszcencia-aktivalt aramlasi citométer segitségével allapitottuk meg.

Luciferaz riporter assay

COS7 sejtekbe CaPO, transzfekcidval juttattunk Rybp-t tartalmaz6, valamint a Plagll
gén promoterét tartalmazd luciferdz riporter konstrukt plazmidokat kiilonb6zd
koncentraciokban. A transzfekcio utan 48 oraval a sejteket lizaltuk, majd luciferaz
riporter assay kit hasznalataval, luminométer segitségével, megmértik a

sejtlizatumokban a luciferdz aktivitast.



EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

az rybp homozigdta mutans Ossejtek képesek voltak embriondlis testeket
Morfologiai vizsgalatok kimutattak, hogy a mutans dssejtekbdl létrehozott
embriondlis testekben nagyobb szdmban képzddtek ,neurdlis rozetta-
szer(l” strukturak, a letapasztott kultirdban pedig a mutans sejtek kevesbeé
Osszetett neurdlis halozatot alkottak, mint a vad tipusu sejtek.

a differencialodd rybp homozigdta mutans sejtekben a pluripotencia
faktorok ugyanugy megfelelden lecsengtek, mint a vad tipust
differencial6do sejtekben.

a neuralis differenciacid soran egyes polikomb komplex tagok (Ringla,
Ringlb, Ezhl, Ezh2) ¢s egyes szabalyozo faktoraik (Yyl, Jmyj)
expressziojaban nem volt jelentds kiilonbség a két sejtvonalat
Osszehasonlitva.

az rybp homozigéta mutins embrionalis testekben mindhdrom {6
csiralemez (endoderma, mezoderma, ektoderma) megfelelden kifejlodott,
csakugy, mint a vad tipusii embrionalis testekben.

a korai neuralis folyamatok markerei (Pax6, Nestin, NeuroD1) magasabb
expressziot mutattak az Rybp hidnyaban, mint jelenlétében a
differencial6do sejtekben. Az immuncitokémiai analizis eredményei azt
mutattak, hogy a mutans kultirdkban mind az expresszid mértéke, mind az
immunpozitivitast mutato sejtek szama magasabb volt.

a késoi neuralis markerek (Tubb3, NeuN, Gfap, Olig2), tovabba az
axonalis és dendritikus markerek (Tau, Map2) csokkent expresszids szintet
mutattak a mutdns neurdlis kultardkban a vad tipushoz viszonyitva,

valamint a neuralis nytlvanyok képzésének zavarat is észleltiik.



a génexpresszios eredmények azt mutattak, hogy a Plagll transzkripcios
faktor nem expresszalodott az Rybp hianyaban a neuralis differenciacio
teljes folyamata soran.

a neuralis differencidcio sordn a kiillonboz6 sejtciklusokban talalhato sejtek
eloszlasaban nem volt kiilonbség a két sejtvonal kozott, tehat az Rybp
hianya nem okozott valtozast a sejtciklusban.

az Rybp hidnyaban tobb sejt vett részt az apoptozis folyamataban a neuralis
differenciacio soran.

a luciferaz riporter assay eredményei arra utalnak, hogy az Rybp képes volt

aktivalni a Plagll gént a promoterén keresztiil.



KONKLUZIO

Munkam soran az Rybp neurdlis differenciacids folyamatokban betoltott szerepét
vizsgaltam. Ennek sordn vad tipust és rybp homozigota mutans Ossejtek in vitro
neurdlis indukcigjat alkalmaztam. Bar a mutans Ossejtek képesek voltak
embriondlis testeket képezni, azon beliil csiralemezeket formalni, majd neuralis
Ossejteket és neuralis prekurzorokat képezni; az érett neuronok, asztrocitak ¢€s
oligodendrocitak képzése zavart szenvedett. Eredményeink rdmutatnak arra,
hogy az rybp homozigota mutans neurdlis progenitorokbol kisebb mértékben
képzddnek érett neurdlis formak, a defektus a neuronokat, az asztrocitakat €s az
oligodendrocitakat is érinti. Megfigyeltiik még a Plagll teljes hianyat az rybp
homozigo6ta mutans sejtekben, amely arra mutat ra, hogy a Plagll az Rybp egyik
,downstream” ce€lgénje, valamint feltételezhetd, hogy az Rybp, a Plagll és mas
transzkripcids faktorok egy kozds szabalyozo utvonal tagjaiként fejtik ki
hatdsukat. Ezek alapjan elmondhato6, hogy az Rybp esszencidlis szerepet jatszik

a neuralis specializacid folyamataban.
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