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A palyvazat munkaterve

1. év

N-cadherin megklénozasa, a dominans negativ mutans N-cadherin eldallitdsa és ezek
tovabbklonozasa a mar elkésziilt pBI-eGFP vektorba. (Teljesitve)

Az tTA-IRES-1tTs konstrukcié klénozasa a GAD65 és a Camklla promoterek mdogeé.
(Részben teljesitve indoklas lasd az eredmények részletes ismertetésében)

A mar kész konstrukciok tisztitasa és az injektalas megkezdése. (Teljesitve)

Az expresszids analizisek megkezdése, in situ és immuncitokémiai festések. (Teljesitve)
2.¢v

A klonozas befejezése. (Teljesitve)

Az expresszios vizsgalatok (in situ hibridizacio) kiterjesztése a Il-es tipusu klasszikus
cadherinek neuralis expresszidjara. Ehhez Cdh6, Cdh8 és Cdhll klonok elkérése
Masatoshi Takeichi-t6l valamint Cdh7, Cdh9, Cdh10, Cdh12, Cdh14, Cdh19, Cdh20,
Cdh22, Cdh24 ¢cDNS fragmentek megklonozasa (Teljesitve).

Az injektalas befejezése. (Teljesitve)

A mar tesztelhetd vonalak keresztezése és azonositisa RT-PCR-rel, Southern-blot-tal,
Northern-blottal ¢s immunhisztokémiai modszerekkel. (Teljesitve)

Az analizisek megkezdése. (Teljesitve)

3.év

In situ hibridizacids vizsgélatok a II-es tipust cadherinekkel (folyamatban).

A Tet-indukalhaté kettds transzgénikus rendszerben felmeriilt expresszidés problémak
miatt a funkcionalis vizsgalatok terve moédosult az eredetihez képest: Azok részletes
analizise helyett Gj megkdzelitések kidolgozasa lett a cél.

Ezek a kovetkezoek:

DIx5/6-Ncad es DIx5/6-DnNcad vektorok elkészitése. (Teljesitve)

Ezen konstrukciok mikroinjektaldsaval transzgénikus egértorzsek eldallitasa, azonositasa
teljesitve)

Kiilonboz6 GABAerg sejttipusokra specifikus markergének klonozasa in situ
hibridizacidéhoz (parvalbumin, somatostatin, calretinin, VIP, NPY). (Teljesitve)

In utero elektroporaci6 meghonositasa a laborban és kisérleti koriilményeinek
optimalizalasa. (Teljesitve)

In utero eletroporacios kisérletek a CMV-eGFP, DIx5/6-Ncad es DIx5/6-DnNcad
vektorokkal. (Részben teljesitve)

Kondicionalis N-cadherin -/- (fINcad) es DIx5/6-Cre egérvonalak beszerzése. (Teljesitve)
NcadcKO vonal GadGFP vonallal torténd keresztezése (fINcad-GadGFP). (Teljesitve)
fINcad-GadGFP vonal keresztezése a DIx5/6-Cre vonallal (DNG=DIx5/6Cre-NcadcKO-
Gad65/eGFP) (Részben teljesitve)

crcr

immunhisztokémiai festéssel. (vizsgalatok elkezdése heteken beliil varhato)

Eredmények részletes ismertetése

1. Expresszios vizsgalatok



1.1. N-cadherin expresszi6 a az egér kdzponti idegrendszerében

Az expresszios vizsgalatok lezarultak. mRNS ¢és fehérjeszinten leirtuk az N-cadherin
expressziojat az egér kozponti idegrendszerének fejlodése soran (1-4. abrak). Ezek a
vizsgalatok bebizonyitottdk, hogy a gangliondombok ventrikularis zonaibol kilépd
neuron progenitorokban lecsokken az N-cadherin expresszio (3. és 4.abra). A GABA
termelésért felelés Gadl génnel vald kettds in situ hibridizaciok kimutattak az N-
cadherin és a Gadl nagymértékben nem atfedé expressziojat a feln6tt egér
idegrendszerének kiilonbozd teriiletein (8. abra, kivételt képeznek ez alol a kisagyi
Purkinje-sejtek, ahol atfed6 az expresszid). Ez az expresszids szegregacié mar E12.5 kort
egér embriok agyaban kimutathato (9. abra), ami arra utal, hogy az N-cadherin szintnek a
gangliondombok szubventrikularis zoénajaban vald csokkenésének szerepe lehet a

L.dbra In situ hibridizacio sense és antisense Ncad probaval E12.5 egér embriokban
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2.abra N-cadherin mRNS expresszio E10 egér embriokban. (dorzalis és lateralis nézet)

3. dbra N-cadherin expresszio E12.5 egéragyban.



5.dabra N-cadherin és Gadl dtfedd és nem dtfedé expresszioja a felnétt egéragyban.
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6.abra N-cadherin és Gadl egymdast kiegészito expresszioja az E12.5 egér agydanak
gangliondombjaban.

1.2. A ll-es tipusu klasszikus cadherinek expresszidja a neocortexben €s a
hippocampusban

7. abra Kettes tipusu cadherin expressziojanak valtozasa a kézponti idegrendszer
fejlodése soran.

Az N-cadherin sejtspecifikus expresszids mintazata azt sugallta, hogy mas cadherinek
esetleg atfedd vagy azt kiegészitd funcidval rendelkeznek az egye kortikalis teriileteken.
Ezért az expresszios vizsgalatokat kiterjesztettiik a Il-es tipust klasszikus cadherinekre is,
amik szintén B-cateninkot, de HAV domain-nel nem rendelkez6 cadherinek, és amik az
egyik legesélyesebb jeloltek erre a funkciora.

Ezért a bizonyitottan idegrendszeri expressziot nem mutatdé Cdh5 (VE-cadherin)
kivételével megklonoztuk a Cdh7,9,10,12,14,19,20,22,24 N-termindlis fragmentjét és
ezekkel in situ hibridizaciot végeztiink illetve jelenleg is végziink (8-10.abra). A Cdh6,8
¢s 11-et tartalmazo plazmidot Masatoshi Takeichitdl sikeriilt megszerezniink. Ezen kiviil
az expresszids mintdzat idobeli valtozasat a kdzponti idegrendszer fejlédése soran RT-
PCR-rel kovettiik nyomon (7.4bra). Az kisérletek befejezése és a cikk megirdsa Oszre
varhato.



8.dbra cadherin expresszio a PO egéragyban. Balrol jobbra, feliilro lefelé:
Cdh 6,7,8,10,11,12,14,20,22.



O.dbra cadherin expresszio az ujsziilott egér primer szomatoszenzoros kortexében.
Balrdl jobbra, feliilré lefelé: Cdh 6,7,8,10,11,12,14,20,22.



10.dbra cadherin expresszio a felnott egér primer szomatoszenzoros kortexben.

Balrél jobbra, feliilré lefelé: Cdh 6,7,8,10,11,12,14,20,22.

2. A klénozasi munkak
2.1. Az N-cadherin megklonozasa illetve a dominans N-cadherin el6allitasa

Az egér N-cadherin génjét génspecifikus primerekkel végrehajtott RT-PCR segitségével
felamplifikaltuk és a kapott terméket a PGEMT-easy nevii vektorba (Promega)
klonoztuk. A PCR esetleges hibait kiszlirendd a kapott plazmidban levd N-cadherin gént
végig szekvenaltattuk belsé génspecifikus primerek segitségével. A dominans N-
cadherint az extracellularis domain-ek Oli | - Hind III emésztésével vald eltavolitasaval,
majd a Hind IIT véget feltdltésével és a konstrukcid visszaligalasaval alitottuk el (Lsd.
11. abra).

2.2. Az N-cad és AnNcad beklonozasa a pBI-eGFP vektorba.
Az igy elkésziilt Ncad-pGEMT és AnNcad-pGEMT plazmidokbol EcoR I-es emésztéssel

vittiik tovabb az N-cadherint a pBl-eGFP expresszios vektorba. (12. abra). Ebbe a
bicisztronikus vektorba az ellenkezd oldalra mar korabban beklonoztuk az eGFP-t, ami az



expresszid nyomonkovetését, illetve az ektopikus és az endogén N-cadherin expresszio
elkiilonitését teszi lehetové.
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11.abra Domindns negativ N-cadherin eldallitisa
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12. abra Az N-cadherin illetve AnN-cadherin tartalmazo expresszios vektorok eléallitasa

2.3. A Camklla-MTIRTs driver konstrukcio eldallitasa (Isd. 13.4bra)

A tetraciklin-indukalhatosagért felelés driver vonalak elkészitéséhez mar korabban
elkészitettiik az rtTa-IRES-tTs (MTIRTS) konstrukciot a pBskII vektorban. Ezt el6szor
egy pNN265 segédvektorba atklonoztuk Paul (BssH II) emésztéssel feltoltéssel és blunt



end ligalassal az EcoR V helyre, ami a megfeleldé szintli expressziohoz és mRNS
stabilitashoz szilikséges introndarabokat és polyA szekvencat tartalmazta. Innen ezekkel a
pluszfragmentekkel egyiitt lett visszaklonozva a pBsklII-be Not I restrikcids hasitassal és
ligalassal. A glutamaterg transzkripcidohoz sziikséges Camkllo promotert a pmm403
vektorbodl klonoztuk ide HindIII-as emésztéssel (CamkIla-MTIRTS). A klonozas minden
1épése tobbszoros restrikcids térképezéssel lett ellendrizve.
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13. abra A Camklla-MIT driver vektor klonozasi sémdja

3. Transzgénikus egértorzsek eldallitaisa mikroinjektalassal, azonositasa és
vizsgalata, az expresszios probléma lokalizalasa

A pBIl-eGFP-Ncad és a pBI-eGFP-AnNcad konstrukciok injektalasa megtortént. A
lehetséges pozitiv allatok genotipizalas als6 korben genomidlis DNS-bol PCR-rel tortént,
majd a feltételezett pozitiv egyedek Southern-blot analizissel masodszor is ellendrizve
lettek. A pozitiv egerek koziil konstrukcionként 3-3 alapitd egyedbdl jelenleg tortént a
transzgénikus vonalak megalapitdsa (F2-ben homozigotdk eldallitasa és élet- és
szaporodas-képességének ellendrzése. A CamklIla-MIT vektorral hasonloképpen zajlott
az injektalas. A doxyciklinnel torténd kezelések soran azonban nem sikertilt értékelhetd
GFP ill Ncad expressziot tapasztalni. A Tet-indukalhaté kettds transzgénikus
modellrendszerlinkben a transzgén vonalak keresztezése és a doxycyclinnel torténd
indukalés (irodalmi adtok szerint, kiilonb6z6 koncentracidk kiprobalva 0.5 mg/ml-tél 20
mg/ml-ig, fénytdl elzarva, ivovizben adagolva) ellenére sem tapasztaltunk GFP
expressziot. Mivel a munkank megkezdése Ota az informalis
konferenciabeszélgetésekben tobben jeleztek hasonld problémat, (ami persze az
irodalomban nem keriilt lekdzlésre), mi is elvégeztiik a kontroll vizsgalatokat extra
koltségen importalt biztosan mikéd6 driver vonallal (nes-rTta-IRES-GFP, G.Kernie,



University of Texas, Sothwestern Medical Center). Ezek a vizsgalatok
egyértelmiisitették, hogy a hiba forrasa az altalunk eléallitott pBI-eGFP-Ncad vonallal
van, aminek mibenlétét homaly fedte, mert a szekvenalasi adatok szerint tokéletes volt a
konstrukcio. Rdadasul a vektor eldallitisa sordn nem is hasznaltunk PCR-t, aminek
esetleges hibas miikddése leolvasasi hibat okozoé mutacidt eredményezhetne. Ekkor jelent
meg egy cikk, ami ennek a problémanak a vizsgalatat tiizt ki célul, és amiben részletes
kisérletekkel bizonyitjak, hogy a pBI alapu kettds expresszios vektorok igen hajlamosak a
heterokromatikus kromoszomarégiokba torténd beépiilésre (ennek a hogyanjara, illetve
miértjére maig sincs valasz), ami megakadalyozza az igy generalt vonalak nagy részében
a beklonozott gének atirasat (disznokban 1sd. Kues et.al 2006 FASEB Journal, 20: 357-
362; egérben 1Isd. Zhu et al.,2007, Plos One 2(6):€533). Mivel ezeket a vizsgalatokat, se
1donk se pénziink nem volt a sajat vonalainkkal megismételni, ezért az altalunk felvetett
kérdések vizsgalatara alternativ megkozelitési lehetdségeket kezdtink el. Ezek a
kisérletek jol haladnak, és remélhetdleg, mas forrasok bevonasaval a kovetkezd egy
évben meghozhatjdk a Tet-indukalhatd transzgénikus egérmodelltdl remélt
eredményeket.

4. Alternativ megkozelitési moédszerek A GABAerg sejtek fejlodésének
tanulmanyozasara.

4.1. Szomatikus géntranszfer, in utero elektroporacio

Mivel a szoba joheté megoldasnak gyorsnak és koltséghatékonynak kellett lennie (se ido
se pénz nem pBI alapt 0j transzgénikus vonalak generaldséara ezért fordultunk a tranziens
génexpresszio lehetdsége felé. Az in utero elektroporacié soran az E12.5-15-5 kozotti
korti egérembriok agykamrajaba injektaltunk cirkularis plazmid DNS-t, majd az
alkalmazott ismételt rovid idétartamti egyenaramu Kisfesziiltség (50V) hatasara a DNS
belép a ventrkularis zona o0sztodo sejtjeibe és itt fejti ki hatasat. Az elmult fél év soran
CMV-eGFP plazmiddal (Clontech) meghonositottuk a laborban ezt a Magyarorszagon
eddig nem alkalmazott eljarast, és optimalizaltuk az injektalasi és elektroporalasi
paramétereket a neocortexbe torténd elektroporalassal. Ezek a kisérletek szépen mutatjak
a modszer alkalmazhatosagat az adott id6pontban sziiletd neuralis progenitorokba torténd
célzott génbevitelre. A gangliondombban sziilet6 GABAerg sejtek célzott
elektroporalasa viszont valamivel nehezebb feladat. Egyrészt kordbban kell
elektroporalni (E12.5), amikor az embriot koriilvevd méh fala még nem tul atlatszo és
mag az embrio is joval kisebb és sériilékenyebb. Masrészt ugy néz ki hogy a CMV
promoter nem tul aktiv az idegrendszernek ezen a teriiletén. Mivel a corticalis in utero
elektroporacio sokkal konnyebb ezért egy masik projektben a cadherin 13 funkcionalis
vizsgalatahoz alkalmazzuk. Ami az N-cadherin gangliondombba torténd elektroporaciojat
illeti, jelenleg exo utero elektroporacioval probalkozunk, (ami soran az embridkat
kivagjuk a méhbol és csupan az allantois-ba burkolva maradnak és igy végezzik a
kisérletet), de igy az embrid nagyon sériilékeny, ami hosszabb tavon (t6bb napos fejlédési
intervallumot kellene vizsgalni) jelentds, akar 90%-os halalozéashoz is vezethet. A célunk
tovabbra is az, hogy az N-cadherin illetve annak domindns negativ verziojat
tultermeltessiik a gangliondomb ventrikuléris zondjanak sejtjeiben és megfigyeljiik, hogy

crer



migraciés utvonalon (intermedier zona) illetve a vandorld sejtekben nincs N-cadherin
expresszio, ezért elképzelhetd, hogy annak tilexpresszaltatdsaval meg tudjuk akadalyozni
gangliondombokban azért egy masik regulald szekvenciat kerestiink. Az m12 enhancer a
DIx1/2 gén koz0s enhancere és mint ilyen felelds a gangliondombban torténd erés DIx1
illetve DIx2 expresszidért. Mi ezt az enhancert megkaptuk (M.Ekker, University of
Ottawa, Kanada) ¢és a benne levé LacZ gént helyettesitettiik az N-cadherinnel illetve az
eGFP-vel. E két plazmid egyiittes elektroporalasdval nyomon kovetheté lesz az
elektroporalt sejtek viselkedése.

4.2. Megoldasok: Kondicionalis N-cadherin KO egértorzs

Az elmult év soran kertiilt publikalasra a Cre-Flox rendszeren alapulé kondiciondlis N-
cadherin egértorzs publikalasara. Mi ezt az azdta kereskedelmi forgalomban (JAX Mice
and Services, Jaxonville, USA) is elérhetd egértorzset megvasaroljuk és a birtokunkban
levé DIx5/6-Cre vonallal keresztezziik, amik szintén a gangliondombban differencialodo
GABAerg sejtekben aktivizaljak a Cre fehérjét. Elképzelheté, hogy valamilyen
transzkripcios faktor (pl. dlx, arx) hatdsara ezekben a sejtekben az N-cadherin
expresszidja megvaltozik. A gangliondomb-specifikus Ncad-KO segitségével meg tudjuk
megvizsgalni, hogy az N-cadherinnek van-e direkt szerepe a GABAerg sejtek
fejlédésében. Az allatok megrendelése megtdrtént, majd felszaporitdsuk utan a Gad65-
direkt, in vivo is nyomon tudjuk kovetni fNcad-/-;Gad65-GFP. Jelenleg a dIx-5/6 Cre

vonallal keresztezziik ezt a kettds transzgénikus vonalat majd vizsgaljuk a homozigota
(fNcad-/-;DIx5/6-Cre;Gad65-GFP+/-) és heterozigota (fNcad+/-;DIx5/6-Cre;Gad65-
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megkezdddhet és még idén valaszt kaphatunk a kérdéseinkre.

A fenti viszonylag részletes eredménybemutatassal azt igyekeztem prezentalni, hogy bar
az eredeti tervezett (és kivitelezett) vizsgalati modszerrel rajtunk kiviil 4ll6 okobol nem
sikeriilt eredményeket elérniink, és emiatt publikdlnunk sem, rendkiviil er6feszitéssel
(ezért kiilon koszonet hallgatdimnak Bercsényi Kinganak, Géczi Kornélnak és Mayer
Mityasnak) az utolsé évben meghonositottunk egy 1j vizsgélati modszert amivel, és
persze a kondiciondlis Ncad knockout egér megszerzésével sikeriil a kisérleteket
befejezniink és a minket érdekld kérdésekre valaszt kapnunk. Jelenleg azon dolgozunk,
hogy mas forrasokat biztositsunk ennek a kutatdsnak a befejezésére, illetve, hogy minél
elébb publikalhassuk az expresszids vizsgalatokbdl szarmazéd eredményeinket.

Ezlton szeretnék megkodszonni az Orszdgos Tudomanyos Kutatasi Alapnak a munkam
tdmogatasashoz nyujtott segitségét €s ez a kdszonet természetesen minden az ebbdl a

palyazatbdl a jovoben megjelend cikk Acknowledgementjében olvashato lesz.
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Mivel a palyazat soran kénytelen voltam komoly projekt atalakitast végezni, ami
természetszeruleg a publikaciok késobbre csuszasahoz vezetett, ezért kérem az T. OTKA
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