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bp :bazispar
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2
BEVEZETES

Az él6vilag egyre mélyebb megismerésében fontos teriilet az eukaridta génregulacié
tanulmanyozésa. A kiilénb6zd gének eltérd idében torténd be- és kikapcsolasa, kiilénbdzd
szinten torténd expresszidja, és a hirvivok étirasa fehérjévé hatdrozza meg az egyedfejlodés
menetét. Ennek a sokrétii, bonyolult folyamatnak a megismerését segiti a kiilonbozd
modellrendszerek tanulményozasa. A gerinces dllatok esetében a génregulacid vizsgélatdhoz
nagyon j6 modell a porcszovet, mivel rendkiviil specializalt, viszonylag kevés gén fejez6dik
ki benne az egyedfejlodés egy meghatdrozott révid szakaszdban, és csak a szervezet
bizonyos helyein.

1987 és 1991 kozott alkalmam volt bekapcsolédni a Szegedi Biolégiai Kézpont
Biokémiai Intézetében a kotdszévet molekuldris biol6gidjat kutaté csoport munkéjaba. A
dolgozatban leirt eredmények az itt végzett kollektiv munkan alapulnak. Amennyiben
valamelyik eredmény nem a sajat munkdmon alapszik azt kiilén jeleztem. A csoport két
fehérje gén vizsgalataval foglalkozik, amelyek a csirke porc matrix fehérjét (CMP) és a csirke
kapcsol6 fehérjét kddoljak. Mindkét génnek izolaltdk a cDNS és genomidalis klénjait, valamint
a CMP gén promoter régiéjat. En a kapcsolé fehérje mRNS 5 végének és a gén promoter
régidjanak az izolalasaban vettem részt, ezt a munkat tartalmazza a dolgozat elsd fele.

A kapcsolé fehérje aminosavsorrendjének és a gén exon-intron szerkezetének a
megismerése felfedte, hogy a fehérje, sok mas extracellularis fehérjével egytitt, moduldris
szerkezet(i, ami azt jelenti, hogy a kiilonb6zd domének az evolucié soran kiilon keletkeztek.
A dolgozat masodik felében a kapcsolé fehérje molekuldris evolucibjat vizsgilom a

kiilénb6z6 modulok szamitégépes elemzésével.
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IRODALMI ATTEKINTES

I. A porcszdvet .

A porcszvet a gerincesekre jellemz6 tdmasztészovet, amely elsdsorban sejtkézotti
allomanya miatt nagyon rugalmas, ugyanakkor igen nagy 6sszenyomasi szilardsdgu. A porc
alkotja a porcos halak, valamint a magasabb rendli gerincesek embriéinak vézat. Az
egyedfejlddés soran azonban a magasabbrend(i gerincesekben helyét a sokkal szildrdabb
csont veszi at, a fej csontjai kivételével az Gsszes csontra a porcos csontosodés jellemzd. A
porcszdvet a csontok hosszirdnyti megnytldsét biztosité ndvekedési korongokban, valamint
a csontok végeinél talalhaté iziiletekben marad meg, ahol elsésorban a csontok sima
elmozdulasat biztositja. A porcszévet érdekessége, hogy a tobbi szovetféleséggel szemben
benne sem idegek, idegvégzodések, sem vérerek nem taldlhatdk. A tapldlékok, szabalyozd
anyagok és az oxigén a sejtkozotti alloményon keresztiil diffazidval jut el a porcsejtekhez
(1-5). '

A kifejlett madarakban, emlésokben a porcszévetet tulajdonséagai és eléforduldsi helye
szerint harom csoportba lehet osztani, igymint
- hyalin, vagy tivegporc, amely megtaldlhaté a kiilonféle nagy Osszenyomadsi

terhelésnek kitett helyeken, példaul az iziiletekben,

- elasztikus vagy rugalmas porc, amely olyan helyeken fordul el§, mint a fiilkagyl6
vagy a gégefedd, rendkiviil ellendllé hajlitdsoknak és alapallomédnyanak jelentGs
részét a rugalmas, elasztikus rostok teszik ki,

- kollagénrostos porc, amely az erdsebb szakité-, nyiré-, és csavard behatdsomxak kitett
helyeken talalhatd, mint a csigolya kozti, vagy az iziileti kozbeiktatott porckorongok.

Ezek koziil a legjobban tanulmanyozott porcfajta az livegporc. Specidlis, fizikai és kémiai

behatdsoknak renkiviil ellendllé felépitettsége miatt az tivegporc behat6 vizsgalata akkor valt

lehet6vé, amikor el6szor alkalmaztak a guanidium-kloridot a proteogliikdnok kivondséra (6),

valamint tovdbb finomitottak a kiilonbozd proteogliikdnok elvalasztasat lehet6vé tevd

cézium-klorid egyenstilyi siir(iség gradiens centrifugélast (7,8). E modszerek alkalmazésaval
sikertilt izoldlni és karakterizalni a porc matrix makromolekuldit.

Az ivegporcrdl alkotott nézeteink elsésorban a csirke embridk mellcsont
kezdeményének, a csirke mellcsont porcos nyulvanydnak (xyphisternum), a szarvasmarha
orrsovényének és légcsovének, az ember iziileti felszineit (elsbsorban a térdiziiletet) beboritd

porcnak, valamint a Swarm-féle patkany kondroszarkomanak (9) a vizsgélatabdl szdrmaznak.
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1. dbra: A porc métrix jellegzetes makromolekuldi és a kiilonb6z6 makromolekuldk egymassal, illetve
a porcsejttel alkotott kdlcsonhatdsai.

A porcszovetet az egyesével vagy kis csoportokban elhelyezkedd porcsejtek, és a kozottiik
elhelyezked? igen kiterjedt sejtk6zotti dllomany alkotja (1. dbra). A sejtkozotti dllomany a
szovetben szérvanyosan elhelyezkedd porcsejtek terméke. A sejtkozotti dllomany fehérjéit
harom csoportba lehet sorolni, igymint kollagének, proteogliikanok, és a nem kollagénszer(i
fehérjék.

A kollagének dltalanosan eléfordulnak a kétészovetekben, halézatot alkotnak, amely
kortilveszi a sejteket és amelyekbe beledgyazédnak a sejtkdzotti allomany tobbi molekuldi
(10). Altalanos jellemzéjiik, hogy rostokat, hdlézatokat alkotnak, melyek alapegységei a tripla
hélixek (11). A porcban a kollagén allomany nagy részét a II. tipusu kollagén alkotja (12). A
IL. tipusu kollagén harom azonos, telopeptidekkel hatarolt, 1014 aminosavat tartalmazo, bal-

menetes hélixet képezd o 1dncbél 4ll. A csontban eléfordulé kollagénekhez képest rostjai fi-
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nomabbak, és halézatokat alkotnak parhuzamos kétegek helyett. A feladatuk is eltérd. A
csontban a kollagének felelosek a feszitéssel és hajlitassal szembeni ellenéllasért, mig a porc-
ban a kollagénrostok elosztjdk a terhelést, és "lek6tdzik" a proteogliikdn aggregatumokat. A
porcszdvet kollagénjeinek 5%-at teszi ki a IX. tipust kollagén (13, 14), amely kovalensen ko-
todik a IL tipust kollagénhez (15), de megtalalhaté a X. és a XI. tipusu kollagén is. A X.
tipust kollagén az elcsontosodé porc {6 komponense.

A proteoglﬂkénokra az jellemzd, hogy egy kozponti polipeptidlanchoz kiilénb6z6
gliikézaminogliikan oldalldncok kapcsolédnak (16, 17). Az livegporc nedves sulydnak

mintegy 5-10%-at teszi ki az n. nagy aggregalédd, vagy masnéven kondroitin-szulfét oldal-
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2. dbra: A patkdny kondroszarkoma aggrecan szerkezete, a hialuronsavval és a kapcsol6 fehérjével
valé kapcsoléddsa. a.s. :aminosav, KS: keratdn-szulfat, CS: kondroitin-szulfat.

lancu proteogliikan, az aggrecan (2. dbra). A patkany kondroszarkoma aggrecan molekula
2124 aminosavbdél 4ll, ami 207.8 kDa molekulatomeget jelent (18). Az aggrecan molekula N-
termindlis felén két globularis egység taldlhaté (G1, G2), a C-termindlis végén pedig egy
harmadik globuléris egység (G3) helyezkedik el, amely a lektinekkel mutat hasonléségot (19).
A polipeptid gerincen 97 kondroitin-szulfat, 30 keratdn-szulfat, és 42 heparan-szulfat
oldallanc, valamint szdmos kovalensen kotott oligoszacharid lehetséges kapcsolédasi helye
taldlhaté (19), j6 egyezésben a kordbbi becslésekkel (20). A fehérje molekula gerincén
oldalirdnyban elhelyezkedd gliikkozaminogliikdn oldalldncokon taldlhaté erGsen negativ
toltésti szulfat és karboxil csoportok miatt az aggrecan hig oldatban rendkiviil nagy

térkitoltésti (21). Ugyanakkor a porcszovet extracelluldris matrixaban sokkal jobban dssze van
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nyomva, hiszen a térfogata az Stédére csokken tobbek kozt a kollagén haldzat jelenléte miatt.
Ebben az 4llapotban az oldallancok nagyon kozel kertilnek egymashoz, igy a koztiik 1évo
elektrosztatikus taszitéerd is magas lesz. Ez hozzajarul a porcszdvet fizikai tulajdonsagainak,
a nagy rugalmassadgnak, a fizikai hatdsokkal szembeni nagyfoki rezisztencidnak a
kialakuldsédhoz. Az aggrecan molekula jellegzetessége, hogy monomerjei hialuronsav

jelenlétében aggregalddnak (22).

S e e RSy

i

H CH H NHCOZI-I3

F-——-——
3

D-glukuronsav N-acetil —D—glﬁkozamin

3. dbra: A hialuronsav makromolekula kémiai felépitése

A hialuronsav (3. abra) ismétlodd D-gliikuronsav és N-acetil-D-gliikozamin di-
szacharid egységekbdl dll6 mukopoliszacharid. Megtalalhaté a sejteket borit6 rétegekben, a
gerincesek kotdszovetében mint extracelluldris alapanyag, tovdbba az iziiletek porcaiban.
Kémiai felépitése és hosszti lanci molekuldja érthetdvé teszi, hogy ez a nagy mole-
kulatdmegi poldros vegytilet a vizzel rendkiviil viszk6zus anyagot ad, ami hozzajarul a porc
rugalmassaganak a kialakitdsahoz is.

Az aggrecanon kiviil a porcszvetben eléfordulnak még mas kisebb molekulatomegt,
vagy nem aggregalédo proteogliikanok is. A bigliikan vagy PG-S1 fehérjelanc 38 000, mig
a vele részben homoldg decorin vagy PG-52 36 500 dalton molekulatémegh. Mindkét mole-
kula szoveti eredettdl fliggden tartalmazhat kondroitin-szulfét, vagy dermatan-szulfat oldal-
lancot. A porcban azonos molaris mennyiségben fordulnak el az aggrecannal, kis molekula-
tomeglik miatt azonban a teljes témeg minddssze 1-2 szazalékat képviselik. Ezzel szemben
a rostos kotdszovetben a proteogliikdnok 95 szdzalékat a kis molekulatdmegh proteo-

glikanok képviselik (16, 23, 24).
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A nem kollagénszerti fehérjék koztil legjobban ismert kapcsold fehérjérdl egy késdbbi
fejezetben lesz sz6 részletesen. A porc matrix fehérjérdl annyit tudunk, hogy eléfordulésa
a porcszovetekre korldtozddik, bar leirtdk a szem bizonyos rétegeiben is (25). Valészintileg
kapcsolédik mind az aggrecanhoz, mind a II. tipust kollagénhez, igy a porc sejtk6zotti
alloményénak a stabilizdlédasaban jatszthat szerepet. A csirke porc matrix fehérje prekurzora

493 aminédsav hosszti, 54 kDa makromolekula (26). A kapcsol6 fehérjéhez és az aggrecanhoz

~ hasonléan a porc matrix fehérje is mozaik szerkezetti, két ismétlédé von Willebrand faktor

A modult tartalmaz, melyek egy epidermdlis névekedési faktor modult fognak kozre (27).

Ismert a gen promotere, tovabba a gen expresszidjanak szabalyozasaban résztvevd pozitiv

—és negatlv reg1ok elhelyezkedése. X gen elsd intronjaban egy szdvetspecifikus enhanszer

/../\»

talalhaté (28). 4

Az egyéb, a porc extracelluldris matrixabdl leirt fehérjék koziil a fibromodulin, vagy
59-kDa protein 375 aminosav hosszi, erés homolégiat mutat a decorinnal és a bigliikdnnal.
Kotddik a kollagénhez, és in vitro befolyasolja a kollagénrostok kialakulédsat (16, 29). A porc-
sejtek felszinéhez tapad, vagy valamilyen médon kélcsénhatasba 1ép veliik a 36-, az 58-kDa

protein, az anchorin cll, valmint a fibronektin (16). Ennek funkciéjar6l azonban jelenleg még

P VaYaA%Y o . -
nagyon keveset tudunk. / ‘4 ‘
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Il. A kapcsold fehérje iy o e b

-

1. A kapcsol6 fehérje felfedezése
Hascall és Sajdera (7) mutattak ki, hogy a marha orrporcbdl izoldlt proteogliikan
aggregalodni képes egy tigynevezett "protein-link" frakcié jelenlétében. Késobb kidertilt (22),
hogy ebben a "protein-link" frakciéban az aggregdlédasért inkabb a hialuronsav felelds, de

‘a hialuronsav mellett taldlhat6 még a frakciéban néhany fehérje komponens is, melyek szin-

tén részt vehetnek az aggregaldédasban (20). Ezeket a fehérjéket poliakrilamid gélen elvalaszt-
va két f6 komponenst taldltak, melyeket elneveztek kapcsolé fehérje 1 és 2-nek (30). Késdbb
még egy komponenst ki tudtak mutatni, a kapcsol6 fehérje 3-mat. E harom fehérjének a mo-
lekulatémege marha porcban 51, 46 és 41 KDa (31). A két forma proteolitikus hasitdsa azt
mutatja, hogy apolipeptid gerinciik megegyezik, de mig az 1-es forma 9.5%, a 2-es csak 3%
szénhidratot tartalmaz az aminosav oldallancokhoz kétve. A kiilonbségek az N termindlis
régiora lokalizdlédnak (32, 33).

Mint mar emlitettiik, a kapcsolé fehérje részt vesz a proteogliikan-hialuronsav
aggregatumok képzésében, azokat stabilizalja (34-36). Erre azaltal képes, hogy kétddik mind
az aggrecanhoz (37, 38), mind a hialuronsavhoz (39, 40). A proteogliikdn-hialuronsav
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aggregatumok hialuronidézzal t&rténd emésztésébol kideriilt, hogy az aggregatum 1
molekula aggrecant, 1 molekula kapcsol6 fehérjét, és atlagosan 41 monoszacharid egységbdl
all6é hialuronsav oligoszacharid egységet tartalmaz (41).

A kapcsold fehérjét a porcon kiviil, kiilonb6z6 immunohisztokémiai médszerekkel

kimutattdk még az aortdban (42, 43), a szem inhartyajéban (44) és a synovidlis sejtekben (45).

2. A kapcsold fehérje gén
A kapcsold fehérje teljes kodold régidjat hordozé cDNS-t el6szdr Dedk F. és miti.

izolaltak csirkébdl 1986-ban (46). Rovid peptiddarabok szekvencidja ismert volt marha porc-
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4. dbra: A kapcsold fehérje aminosavsorrendje a diszulfid hidak helyzetével és pozicidjaval. A
lehetséges N-glikozildcids helyeket csillagok jelzik.

/L
bol (47) és patkany kondroszarkéma (48) sejtekbdl. Kevert oligonukleotid szintézissel ezeket

kédolé oligonukleotidokat szintetizaltattak, és ezekkel 14 napos csirke embridk 'pc}r»c'és
mellcsont kezdeményébdl készitett cDNS konyvtarat vizsgaltak at. Talaltak is egy klont,
amely specifikus volt a porcra, és ennek a klénnak a segitségével tovabbi klénokat sikertilt
izolalni a kényvtarbdl. Meghatdroztak az atfedd cDNS klénok restrikciés térképét, és a k6zds
régié szekvenciajat. Egy nagy nyitott leolvasasi keretet talaltak, amely 1065 bp hosszu és 365
aminosavat hataroz meg (4. dbra). Ennek a fehérjének a szadmolt molekulatomege 41.7 kDa,

ami j6l megegyezik az irodalomban a fehérje nem gliikozilalt formajara kézolt 41 kDa-os
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értékkel. Northern hibridizéciés kisérletek szerint hdromféle kapcsold fehérje specifikus
mRNS taldlhat6 6.0, 5.8 és 3.0 kb hossziisdgban. A kiilonbségek a 3’ végbdl adédnak. Neame
és mti. id6kozben meghataroztdk a patkdny kondroszarkéma kapcsold fehérje kiilonféle
protedzokkal valdé emésztésével nyert fragmentumainak aminosavsorrendjét, és a diszulfid
hidak helyzetét (50). Doege és munkatarsai pedig egy cDNS kidnt taldltak, amely a patkany
kapcsolé fehérje kétharmadat fedte le (51). Méra ugyancsak ismert a kapcsol6 fehérje cDNS

szekvencidja emberbdl, (52, 53) és sertésbdl is (52).
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5. dbra: A kapcsold fehérje gén szerkezete a pLPF4 cDNS klén és 6 kiilonbdzd genomidlis kl6n alapjan
(54)

A cDNS kl6nok segitségével sikertilt meghatdrozni a csirke kapcsol6 fehérje gén exon-

egylittesen a genom 80 kb-t meghalad hossziisdgu részét foglaljdk el. A DNS-RNS hibridek
elektromikroszképos vizsgalata arra utal, hogy a gén 5" végén van még egy exon, de ezt az
izolalt genomidlis klonok még nem tartalmaztdk. Ezt a megfigyelést megerdsitette, hogy a

klénok koztil a leghosszabb, a pLPF4 109 bp-ral tilnyult 5’ iranyban a klénozott exonokon.

| 4

L)

intron szerkezetét is (54). A gén fehérjét kodolé része 4 exonra tagolédik (5. dbra), ezek ¢



£XI
t\l ¢
A\

10

Ugyancsak ismert a patkdny kapcsold fehérje exon-intron strukturaja (55). Az intron
kivagddasi helyek hasonlé pozicidkban helyezkednek el, mint a csirkében. A mRNS-ek 10%-
anal azt taldltdk, hogy a 3. exon elStt egy Uj exon taldlhaté. Ez az alternativ exon,
amennyiben atirédik fehérjévé, alapjdban megvaltoztathatja a fehérje tulajdonsagait, mivel
erbsen pozitivan toltétt (53 aminosavban 5 lizin, és 5 arginin taldlhat), és harom ciszteint
is tartalmaz. Mindenesetre in vivo bizonyiték még nincs ennek a fehérjeterméknek a

1étezésére.

lll. A molekuléris evol(icié kérdései
1. Az intronok evolicids szerepe.

A hetvenes évek végére vildgossa vélt, hogy az eukaridta gének azon régiéi, amelyek
az érett mRNS-t alkotjék, nem folyamatosak a genomban, hanem ugynevezett intronok
megszakitjak meg e\i‘ékétt A gének tagolédédsa exonokra és intronokra egy sor evoltcios
kérdést is felvetett. Felvetddik a kérdés, hogy vajon_ "Mlert vafI}f\ak a gének darabokban?"
(56). A lehetséges valaszok kozott szerepelt, hogy a s-phem.g a pre-mRNS érési folyamata
egyediilalld, és foképpen nagyon gyors evoliciéra ad lehetséget. Az egyszeri pontmutdacio,
amely eddig maximum egy aminosav kicserélédését okozhatta, az eukariéta evoliici6 sorén,
ha példaul egy kivagdodasi helyet érint, egyb6l megvaltoztathatja a végtermék fehérjét a
kodold régid kihasadasaval, vagy éppen egy 1j exon beékelddésével. Tovabba, a kivagodasi
helyet ért mutacié nem biztos, hogy szdz szdzalékos hatdsy, igy a szervezetnek egyszerre
tobbféle termék allhat rendelkezésére kiprébaldsra. Az intronok altal megnévelt génekben
nagyobb az esély a rekombindciés eseményekre, fOleg, ha az intronokban kiilénbézd
gyakorisagt és hossziisagu repetitiv szekvencidk is vannak.

Ezekkel a gondolatokkal egyiitt az is felmertilt, hogy a géneknek €# az exonok kiilén-
b6z6 duplikalédasaibdl, rekombindcidibdl torténd felépiilése, az exon shuffling, nem jelenti-e
azt, hogy az exonok kédoljak a fehérjék szerkezeti, vagy éppen funkcionélis egységeit (57).

Az intronok létét magyardzandd, kétféle elmélet hoditott tért. Az egyik szerint az int-
ronok Osi gének maradvanyai, melyeket a prokariétak elvesztettek, mig az "6nzd" gén elmé-
let szerint az intronok, esetleg mint transzpozonok, a tdrzsfejlddés soran ékelddtek az exonok
k6zé, és az intronokban 1évé DNS mennyisége ma is "6nzd" médon egyre névekszik (58).

A nyolcvanas években aztan kidertlt, hogy valéban vannak olyan fehérjék, mint
példaul a vérplazma protedzok vagy az immunglobulinok és ltaldban az extracellularis
proteinek, amelyeknek a szerkezeti és/vagy funkcionélis egységeit 6nalld exonok vagy

exonpdarok alkotjak. Ezeknek az tgynevezett mozaik fehérjéknek a léte az els6 elméletet
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erdsiti, marmint azt, hogy az exonok mar eredetileg is 6nallé funkciondlis egységek voltak.
Ugyanakkor a sejtben taldlhat6 fehérjék nagy részénél nem sikeriilt Gsszefiiggést taldlni az
exonok és a funkciondlis domének kozott, vagy egyéltalan nem is hatarozhaték meg a
fehérjékben funkciondlis domének. Ezek a példdk a masodik, az "6nz8" DNS elméletet

igazoljék, miszerint az intronok késobb ékelddtek be a fehérjéket k6dolé génekbe.

2. Mozaik fehérjék, exon shuffling

A mozaik fehérjékre jellemz8, hogy modulokbdl épiilnek fel, amely modulok més
fehérjékben mas modulokkal kombindlédnak. A modul a mozaik felépitésti fehérjék 6nallé
felteker6désre képes eleme. A moduléris, vagy mozaik felépitésd fehérjék génjeinek pedig
koz0s jellemzGje, hogy benniik az egyes modulokat fliiggetlen exonok, vagy exon csoportok
kédoljak. Ezeknek a fehérjéknek a kialakuldsa val6szintileg az exon shuffling soran tértént.
Mi is ez a jelenség? Patthy Laszl6 (59) irta le eldszor 1987-ben az exon shuffling alapjait
konkrét modellekkel igazolva. Modellként a vérplazma proteéazait hasznélta, amelyekrdl mér
kordbban kimutatta, hogy domén felépitésiiek (60). Az exon shuffling soran harom esemény
torténhet; az exonok beékelddése, kivagédasa, vagy duplikacidja. Ezekkel az eseményekkel
lehet magyardzni, hogy a plazma protedzokban kiilénféle modulok vannak, amelyek
nemcsak funkciondlis, hanem egy-egy globuldris strukturalis egységet is alkotnak. Nagyon
fontos az exon shuffling soran, hogy egy 1j exon, amely beékel6dik egy gén intronjéba, a két
hatarol6 exonnal azonos fazisban szakitsa meg az intront (ez a feltétel értelemszerten teljesiil
egy exon duplikdci6é soran). Mit jelent ez, és miért fontos?

Az intronokat harom csoportba lehet osztani aszerint, hogy a leolvasasi kerethez
képest hogyan helyezkednek el. Amennyiben az exont egy triplet elsd és maésodik
nukleotidja k6z6tt szakitja meg az intron, akkor 1-es fazisunak hivjuk; ha a masodik és a
harmadik nukleotid kozott, akkor 2-es fazistinak; ha két triplet k6z6tt, akkor 0 fazistunak.
Ertelemszertien ha egy egyes fazist intronba beékel6dik egy exon, amelyik egy kettes fazist
intronbdl szarmazik, akkor ez a fehérje szintézisekor elcstiszast fog okozni a leolvasési
keretben. Az exon shuffling szabalyaibdl kovetkezik, hogy az azonos fazisi modulokat egy-
egy csoportba lehet sorolni, mivel ezek képesek egymassal kombindlédva dj mozaik
fehérjéket kialakitani (59).

Az exon shuffling evoliciés lehetSségeinek feltarasaval egylitt felvetGdott, hogy
tulajdonképpen korlatozott szamu "8s" exon elégséges lehet-e az eukariétdkban fellelhetd
sokféle fehérje kialakitdsdhoz? Dorit és mti. (58) probalkoztak meg ennek a kérdésnek a
megvalaszoldsdval. Egy adatbazist készitettek az EMBL és a GenBank DNS

PYE
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szekvenciabankokb6l, melyben szerepelt az addig ismert Osszes eukariéta exon. Az
adatbdzisban nem vették figyelembe a homoldég gének, és a kiilonb&z6 fajok azonos
génjeinek exonjait, azok csak egy példanyban szerepelhettek. Ezutdn azt nézték, hogy egy
exon milyen valdszintiséggel fordul eld egy nem homolég madsik génben, | kilénbozo
Osszehasonlité programokat futtatvé. A kapott adatokbdl aztdn levezették, hogy szerintiik
az exon univerzum 1000-7000 darab exonbdl dllhat.

Mas kutatdk arra tettek kisérletet, hogy 0sszegytijtsék azokat az eddig ismert fehérje
modulokat, amelyek a kiil6nb6z6 mozaik fehérjéket alkotjdk. Bork (61) 47 ilyen modult talalt
a kilonféle extracelluldris fehérjékben és receptormolekuldkban, de ez a szdm naprél napra

noévekedik; ahogy tjabb és tijabb mozaik fehérjéket ismertink meg.

3. A homolég modulok vizsgalatinak a jelentdsége és maédjai
A homolég modulok Gsszehasonlitdsa révén hdrom f6 kovetkeztetést vonhatunk le:

1. tébb homolég modul 6sszehasonlitdsdval olyan modul konszenzus, vagy profile
allithaté fel, aminek segitségével kénnyebb megtaldlni egy adatbankbdl a modul
kisebb homolégidju rokonait. Hogyan késziil a konszenzus? A homolég modulokat
egymas ala irjuk és azt nézziik, hogy egy bizonyos poziciéban egy aminosav, vagy
hasonlé aminosavak hdnyszor fordulnak eld. Megallapitunk egy kiiszéb értéket,
mondjuk 50%-ot, és az ezen érték folotti gyakorisdggal szereplé aminosavakat irjuk
be a konszenzus szekvencidba. Ha egy 1j modult taldlunk, akkor azt is hozza lehet
irni a szekvencidkhoz és igy tovadbb lehet finomitani a konszenzust is.

2. A tébb homolég modul egymdshoz igazitdsa, az ugynevezett multiple alignment
sordn az elobb ismertetett médszerrel felirt konszenzus szekvencidk megmutatjik,
hogy melyek a modul legjobban konzervédlédott részei. Ezek a konzervativ régidk,
aminosavak kifejezhetnek egyrészt strukturdlis konzervalédast (mint példaul
dltalaban a ciszteinek el6forduldsa egy modulban), masrészt funkciondlisat is,
ramutatva arra, hogy melyek azok az aminosavak, vagy régiok, amelyek a modul
funkcidjahoz esszencidlisak.

3. Mivel a homolég domének az exon shuffling elmélete szerint mind egy 8s exonbdl
duplikdciok sorozatan keresztiil keletkeztek, a modulok paronkénti 6sszehasonlitdsai
sordn nyert divergencia értékek ardnyosak azzal az iddvel, amely eltelt a
torzsfejlodésben az adott két modul duplikdciéja ota, ha a mutdcick
bekovetkezésének gyakorisdgdt viszonylag édllanddnak tekintjik. Ez a moédszer

hasonlé ahhoz, ahogy példaul a globinok szekvencidjanak dsszehasonlitasaval torzsfat
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allitottak fel, csak itt egyszerre lehet horizontalis (egyeden bellili), és vertikalis (fajok

kozott) valtozasokat is modellezni.

IV. A kapcsold fehérjével homolég modulokat tartaimazé fehérjék

A kapcsol6 fehérje tanulmanyozasa soran hamar kidertilt, hogy a C termindlis részen
1évd 200 aminosavnyi rész altal képes kétddni a hialuronsavhoz (62), épptigy, mint ahogy
a proteogliikdn is. Azonban kezdetben azt hitték, hogy ez a funkcidbeli hasonlésdg nem
parosul szekvenciahomoldgidval. Ezt timasztottdk ald egyes peptid térképezésbdl nyert
adatok, és az is, hogy a kapcsolé fehérje hialuronsavkétd régidja ellen termelt ellenanyag
nem adott keresztreakcit az aggrecannal. A csirke és a patkdny kapcsol6 fehérje gén cDNS
szekvencidjanak meghatarozésa azt mutatta, hogy a fehérje a C termindlis részén egy kb. 100
aminosavbdl 4116 ismétlddést tartalmaz. A hialuronsavhoz a kapcsol6 fehérje ezen ismétlodo
doménjei kotddnek, és ezek a domének talalhatéak meg az aggrecanban, és méds hialuron-
savhoz kotddni képes fehérjékben is. A gén exon-intron szerkezetének meghatarozasa és a
fehérje masod- és harmadlagos szerkezetének vizsgalata nagyon egybevagé adatokat adtak;
a kapcsolé fehérjében harom hurkot lehet talédlni, melyeket harom kiilén exon kédol, és az

intronok mind egyes fazistak (54).

1. Az elsd hurokkal rokon modulok

A kapcsolé fehérjét alkoté harom 6nallé hurok (4. dbra) kéziil az elsd hurok szekven-
cidjardl hamar kidentilt, hogy az homoldgiat, igaz nagyon kicsit, mutat az immunglobulinok
variabilis régiéiban, és a T sejt receptorokban talalhaté ugynevezett Ig-modulokkal (63). Ez
a modul szintén megtaldlhaté az aggrecanban (8, 64, 65), a versicanban (66), és a
neurocanban (67). Ujabban ugyanilyen Ig-modulokat talaltak mas, kiilonb6z6 adhézits
folyamatokban résztvevd fehérjékben is (68). S

Mi lehet a szerepe az Ig-modulnak a kapcsolé fehérjében és a proteogliikinban? A
vizsgélatok szerint az Ig-modul altalaban 90-100 aminosavbél all. Harmadlagos szerkezete
viszonylag egyszeri, két antiparallel béta szdl helyezkedik el egymas folott
szendvicsszerden, és ezt egy diszulfid hid stabilizalja. Az immunglobulinok esetében ezek
a modulok az antigénfelismerésben jatszanak szerepet. A kiilonbz5 adhéziés molekuldkban,
ahol szintén el6fordulnak, fehérje-fehérje kolesénhatdsokat kozvetitenek (68). A porcban
szintén fehérje-fehérje kolcsonhatasban vesz részt a kapcsold fehérjében és az aggrecanban
taldlhaté Ig modul aziltal, hogy ezen a modulon keresztiil kétodik egymashoz a kapcsold

fehérje és az aggrecan G1 egysége (52). Ennek a kot6désnek, aminek a természetérdl még
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nem sokat tudunk, nagy szerepe van a proteoglikan-hialuronsav aggregatum

stabilizdlasaban, és igy a porc rugalmassaganak kialakitdsaban.

2. A miésodik és a harmadik hurokkal rokon modulok

Az aggrecanrdl késziilt elektronmikrészképos felvételek, és mds adatok is azt
mutattdk, hogy a hosszu fehérjegerincen hdrom globularis egység is talalhat6 (2. dbra) (69,
70). Az N termindlis felé esd elsd, a G1, teljes hosszdban homoldg a kapcsold fehérjével, tehat
tartalmaz egy Ig-modult, és két ismétléd6 modult, amelyet egyesek PTR-nek neveznek (52).
A G1 globularis egységet egy rovid kar valasztja csak el a G2-t3l, amely szintén két példany
PTR-t tartalmaz. Osszesen tehat 4 darab PTR modul taldlhatd egy aggrecan
fehérjemolekulaban. A G3-as egység lektinekkel homoldg (19, 64 65). Ugyancsak mozaik
fehérje a nagy fibroblaszt proteogliikdn, a versican is (66). Ebben a fehérjében tébb egyéb
modulon kivil szintén megtaldlhat6 egy Ig-modul és kettd PTR modul.

Az emberi agy és a marha gerincveld fehérdlloméanyabdl izolaltak egy fehérjét, amely
nagy affinitast mutat a hialuronsavhoz, ezért elnevezték GHAP-nak (71-73). A kézponti
idegrendszer sejtkozétti dllomanyardl nagyon keveset tudunk, pedig nagyon fontos szerepe
lehet példdul az idegrendszer regenerdlédésaban. Ezért is fontos az itt taldlhaté fehérjék
megismerése. Az innen izoldlt GHAP egyes darabjainak meghatdroztdk az
aminosavsorrendjét, és azt talaltdk, hogy 100 %-osan megegyezik a versican Ig és PTR
moduljainak megfeleld szakaszaival. /1{13@ arra kovetkeztetnek, hogy a GHAP
tulajdonképpen a versicanbdl keletkezik proteolitikus hasitassal (73). Erre azonban semmi
kozvetlen biznyiték sincs. Mindenesetre meglepd, hogy egy fehérje, my az agy nedves
tomegének egy ezrelékét teszi ki (tehat rendkiviil gyakori), ugyanazokat a modulokat
tartalmazza, mint a porcban taldlhaté kapcsolé fehérje, vagy az aggrecan. A hirom
fehérjében annyi a k6z6s mai ismereteink szerint, hogy képesek a hialuronsavhoz kotddni.
Az agy fehérallomanyaban és a porcszévetben pedig az a kozds, hogy ez a két hely a
szervezetben, ahol az axonok nem képesek ndni. Felvetddik tehat a kérdés, hogy nincs-e
ezeknek a fehérjéknek valami szerepiik az axonok névekedésének gatldsdban, anndl is
inkabb, mivel kimutattdk, hogy ehhez hialuronsavra van sziikség (74)!

oA

Egér agyban kimutattak, hogy legaldbb hdromféle hialuronsavhoz kotddo fehérjének
kell léteznie (75), és ¢dek kozulkgé' egyik kondroitin-szulfat oldalldncokat is tartalmaz.
Valéban izolaltak is patkdny agybdl olyan ¢cDNS klénokat, amelyek egy aggregalédo,
kondroitin-szulfdt oldallancokat tartalmazé gliikoproteint kédoltak. Ez a proteogliikén, a
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neurocan, a versicannal mutat rokonsagot, mivel ugyanazokat a modulokat tartalmazza, de
nem azonos a GHAP fehérjével (67).

Nagy feltinést keltett, amikor egyszerre két munkacsoport is k6zélte a cd44 antigén,
vagy mas néven limfocita "homing receptor” gén cDNS szekvencidjit (76, 77). Kidertilt, hogy
ez a fehérje az N-termindlis extracelluldris részén szintén hordoz egy PTR modult, bar a ho-
molégia kisebb, mint példaul egy proteogliikan és egy kapcsolé fehérje PTR kézott. Erdekes-
ség, hogy itt, az eddigi 6sszes tobbi esettel ellentétben, csak egy példanyban fordul eld ez
a modul. Ugyancsak egy példanyban fordul eld a TSG-6 fehérjében is, melynek szekvenciajat
tumor nekrézis faktorral indukalt sejtekbdl izolalt cDNS-bdl hataroztak meg (78).

Felvetddik a kérdés, mi a kézds az olyan, latszatra nagyon kiilénbdz6 rendeltetési
fehérjékben, mint a kapcsolé fehérje, az aggrecan, a versican, neurocan, a limfocita homing
receptor, vagy éppen egy TNF indukalt fehérje? Latszélag nagyon kiilédnb&znek, azonban
funkcidjukat tekintve van egy koz&s tulajdonsaguk, valami médon az &sszes felsorolt fehérje
képes kotddni a hialuronsavhoz. _

Az aggrecan G1 egysége, és a kapcsol6 fehérje is a porcban kétddik a hialuronsavhoz,
és ebben mindkét PTR modul részt vesz. Erdekes médon az aggrecan G2 egységében
talalhat6 két PTR modul az egyediili kivétel, melyekrdl nem tudtak kimutatni, hogy kotddik
a hialuronsavhoz, valészintileg csak térkit6itd szerepiik van (52).

A limfocita homing receptor, vagy cd44 antigén a limfocitdknak a vénak falat borité
endotélium sejtjeihez valé adhézidjat, és ezéltal a nyirokkeringésbe val6 kilépését segiti eld.
A vizsgélatok szerint a hialuronsav ebben a folyamatban jelentds szerepet jatszik, hiszen
tulajdonképpen a cd44 a hialuronsav specifikus receptora (79). Kimutattak, hogy a tumoros
fehérvérsejtek kozelében megndvekszik a hialuronsav koncentracidja, és ilyenkor a sejtek
felszinén a limfocita homing receptor bizonyos médosult formai jelennek meg (80). Tehat
van valami Gsszefliggés a sejtek daganatos elvaltozasa, és a hialuronsav kozott. Ezért is
gondoljak, hogy a TNF altal indukalt sejtekbdl kiszabadulé TSG-6 fehérje, ami szintén nagy
affinitassal k6t6dik a hialuronsavhoz, egyféle kompetitora lehet a médosult cd44 formaknak,
és igy kozrejatszhat a rdkos elfajulds megsziintetésében (78).

Tehat megdllapithatjuk, hogy a szervezetben a hialuronsavnak fontos szerepe van,
és ahol ez a molekula megtalalhato, ott minden bizonnyal fellelhet6ek a hialuronsavat kétd
fehérjék is. Ezekben a fehérjékben pedig az a k6z6s, hogy valamennyien az exon shuffling
soran nyerték el mai szerkezetiiket, és valamennyiben megtaldlhaté egy vagy tébb PTR

modul, amely a kotddésért felelos.



16

A kapcsold fehérjével rokon modulokat tartalmazo fehérjék szerkezetét 6sszegzi a 6.

abra.

aggrecan

neurocan

versican

(GHAP)

TSG-6 protein
CD44

6. abra: A kapcsolé fehérjében taldlhaté modulokkal rokon modulokat tartalmazé fehérjék. IgV:
immunglobulinok variabilis lanc, LP: kapcsolé fehérje.
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CELKITUZES

A gerincesek porcszovete rendkivil rugalmas, ugyanakkor nyomdassal szemben
ellendlld képzédmény. Ezen a tulajdonsdgait a sejtkdzitti dllomany megfeleld dsszetétele
hatdrozza meg. Az itt talalhato extracellularis fehérjék koziil a kapcsol6 fehérje részt vesz a
hialuronsav aggregatumok képzésében azéltal, hogy kétédik mind a hialuronsavhoz, mind
a nagy aggregalddd, kondroitin-szulfdt oldalldncu proteogliikdnhoz, az aggrecanhoz. A Koto-
szdvet csoport tagjai izblélték a kapcsol6 fehérje kédold részét, és a 3’ nem kédolé régiot
atfedé cDNS klénokat, valamint genomialis klénokat. Az 5 végen azonban az egyik cDNS
klén olyan DNS darabot tartalmazott, amely nem volt reprezentdlva az izoldlt genomidlis
klénokban. Ez alapjan feltételezhetd volt, hogy létezik még egy vagy t&bb exon az 5 végen.
A csoport tovabbi munkijiahoz ezenkiviil feltétleniil sziikséges volt a kapcsolé fehérje gén
5’ végi feltételezett szabdlyoz6 régidinak az izoldldsa. Ennek érdekében hatdroztuk el, hogy
azonositjuk a kapcsolé fehérje gén 5 végét, izoldljuk a legelsé exont vagy exonokat
reprezentdld ¢DNS klénokat, valamint az ezeket, és a promoter régiét tartalmazé
génszakaszt, tovabbd meghatdrozzuk a transzkripcié kezddpontjat.

Ezen célkitiizéseket az aldbbi kisérletek elvégzésével kivantuk megvaldsitani:

1. Specifikus oligonukleotid primerek segitségével klonozzuk az 5 végnek megfeleld
cDNS darabokat, meghatdrozzuk ezek szekvenciajat.

2. Az cDNS klénokat felhaszndlva izoldljuk az els6 exont vagy exonokat, valamint a
promoter régiét hordozé genomidlis DNS darabot, és jellemezziik azt.
Meghatdrozzuk a transzkripcié kezddpontjit, vagy kezddpontjait.

Megvizsgaljuk, hogy csirkében is létezik-e a patkdny kondroszarkoma kapcsold

fehérjében leirt alternativ exon.

A kapcsold fehérje egy mozaik fehérje, hirom 6ndllé modulbdl 4ll, amelyeket 6ndll6
exonok kédolnak. Rokon modulok taldlhatéak kilonféle egyéb mozaik fehérjékben is. A
rokon modulok Osszehasonlitisa értékes adatokkal szolgaltathat az exon shuffling
folyamatdardl. Ezért hatdroztuk el, hogy a kiilénb6z6 rokon modulok szamitégépes vizsgalata
alapjan egy modellt allitunk fel, mellyel megprébalunk magyardzatot adni arra a felvetésre,
hogy milyen sorrendben kezdddhetett el az egyes, rokon modulokat hordozé fehérjék

evolucidja.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

l. Kisérleti anyagok, baktérium torzsek, b!azmidok. fagok
1. Vegyszerek |

A Kisérletekhez hasznalt ﬁnomvegysierek Sigma, Merck, Serva, vagy Reanal
gyartmanyuak voltak. A restrikciés endonukledzokat és az egyéb enzimek nagy részét vagy
a New England Biolabs-t6l vettiik, vagy az Szegedi Bioldgiai Kézpont Biokémiai Intézetének
munkatérsai tisztitottdk és bocsatottak rendelkezésiinkre. A reverz transzkripciéhoz hasznélt
Mo-MuMLV reverz transzkriptazt a BRL-t6l vettiik. A T4-fdg polinukleotid kindz és a T4-fag
polimerdz, a nem radioaktiv dezoxi- és dideoxiribonukleozid-trifoszfatok, a Sephadex G-50
és a Sepharose CL-4B kromatogréfids gélek a Pharmacia-PL Biochemicals gyartmanyai
voltak. Az [0-P]-ANTP-t az MTA Izotép Intézetének Izinta Izotdpkereskedelmi
Lednyvéllalata szallitotta. A [y-*?P]-dATP-t az SzBK-ban éllitottdk eld. A hibridiziciéhoz
hasznalt nitrocelluléz filterek Schleicher & Schuell, valamint Millipore gyartmanyuak voltak.
Az oligonukleotidokat az SzBK Biokémiai Intézetében Szildk Laszldé szintetizalta
foszforamidit moédszerrel (81). A dolgozatban felhaszndlt primerek lathatéak az 1.

tablazatban.

1. tdbldzat: a szintetikus oligonukleotid primerek szekvencidi
A szamozds a 14. dbra szerint tortént. A PEr primer a pLP8G1
klén szekvencidjat koveti.

név szekvencia pozicié
Normdl primerek

PA 5’ -CAAGTGGTCAGAAGTATCACGT-3' -605 - -584

rpr404 5’ -TAGTTCGGGACTGGTGTGCG-3' ~488 ~ -469

rpr846 5'-ACTTGGGAGCTCCACACAA-3' -46 - -28
Forditott primerek

PEr 5/ -GGTGGCAGAGGAC .CTAAAAAAGCTCTGCAC-3' -176 - -188

és -452 ~ -468

PFr 5/ -CTGCCCCAGCCTCCGTGCCCCTCAGCTTCT-3" -404 - -433

prE2 5/ -CTTGTCATCTTCACAGTCAC-3' 8§ - -12

PrE3 S’ -ACCACAAGTAGGCGGGGTCC-3/ 128 - 109




19

2. torzsek, vektorok

Baktérium torzsek:: .-

Q359: " recA*, hsdR,;, hsdM,* supE, $80" (82)

DH-1: F, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, (r;, m,*), supE44, relAl (82)

DH-5 o F ,recAl,endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, (v, m’), supE44, rel A1, A(lacZY A-ArgF)
U169 [¢80 dlac A(lacZ)M15] (83)

JM101: supE, thi, Alac-proAB) [F’ TraD36, ProAB, lacFZAM15] (82)

JM107: endAl, gyrA69, thi, hsdR17, supE44, relAl, A(lac-proAB) [F’ TraD36, ProAB,

lacFZAM15] (82)
vektorok: pUCS, pUCY, pUC12 (84); M13mp18, M13mp19 (85)

3. Taptalajok

LB: 10 g Bacto triptont, 5 g Bacto éleszté kivonatot és 10g NaCl-ot tartalmaz
literenként, (pH 7.2).

SOB: 20 g triptont, 5 g éleszt6kivonatot, 2 ml 5M NaCl-ot és 2.5 ml 1M KCl-ot
tartalmaz literenként.

2YT: 16 g triptont, 10 g élesztokivonatot, 5 g NaCl-ot tartalmaz literenként.

LA alapagar: LB kiegészitve 1.25-2% Bacto agarral

LA fedGagar: LA alapagar kiegészitve 0.6% Bacto agarral

Az ampicillint 100pg/ml végkoncentrdciéban alkalmaztuk.

4. Oldatok
TEN: 40 mM TrisHC], 1 mM EDTA, 0.15 M NaCl (pH 7.5).
Ix MOPS: 50 mM MOPS, 1 mM EDTA, (pH 7.0)
1x SSPE: 0.15 M NacCl, 10 mM NaH,PO,H,0, 1 mM EDTA, (pH 7.4).
1x E puffer: 50 mM Tris, 2 mM EDTA, 10 mM Na-acetat (pH 8.05).

1x SSC: 0.15 M NaCl, 0.015 M trinatrium citrat (pH 7.0).

NET: 0.15 M NaCl, 0.1 mM EDTA, 20 mM TrisHCI (pH 8.0).

100x Denhardt oldat: 2% Ficoll, 2% Polivinil-pirrolidon, 2% BSA.

TFB 10 mM MESKOH, 100 mM RbCl, 10mM CaCl;H,O, 45 mM

MnCl,4H,0, 3 mM [NH,],CoCl,, (pH 6.15).
STET: 50 mM Tris, 50 mM EDTA, 8% szacharéz, 5% Triton X-100, pH=8.0
SM: 0.1 M NaCl, 10 mM MgSO, 50 mM TrisHC, 0.01% zselatin, pH=7.5
6xSET 0.9 M NaCl, 0.18 M Tris, 6 mM EDTA, pH=8.0
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Il. MODSZEREK
1. DNS izolalds

A plazmid DNS-eket LB ampicillin tédptalajban éjszakén at torténd intenziv rdzatédssal
felndvesztett sejtekbdl preparaltuk.

"Plazmid miniprep” (86): 1,5 ml kultirdt Eppendorf-centrifugacsében
lecentrifugdltunk. A sejteket 200 ul STET pufferben 15 pl friss 10mg/ml lizozim jelenlétében
tartuk fel, majd a sejttdrmeléket centrifugélds utdn fogpiszkaldval tavolitottuk el. A plazmid
DNS-t izopropanollal kicsaptuk, majd centrifugélds, mosas, szaritas utan 25ul 50 pg/mil RN-
dzt tartalmazé TE pufferben oldottuk fel.

Nagy mennyiségli plazmid DNS kinyerése céljab6l 11 bakteriumkultirdban a
plazmidokat kloramfenikollal amplifikaltuk, majd Clewel és Helinski mddszerével tartuk fel
a sejteket (87). A térmelékmentes sejtlizdtumot fenol és kloroform 1:1 ardnyd elegyével
extrahdltuk, RN-4dzzal kezeltlik, majd kicsapas utdn a plazmid DNS-eket CsCl-etidiumbromid
egyensulyi siirliség gradiens ultracentrifugdldssal tisztitottuk tovabb (88).

2. M13 fag DNS izoldlas

A szekvendlni kivént fragmentumokat M13 fag vektorokba szubklénoztuk Maniatis
és mti. Utmutatdsai alapjan (82). A kldnozdshoz az M13mpl8 és M13mp19 fagvektorok
replikativ formadit kellett izoldIni. Ugyancsak replikativ format kellett izoldIni a rekombindns
fagok restrikcids emésztéssel torténd ellendrzéséhez. A szekvendlashoz, T4 DNS polimerdzzal
torténd térképezéshez pedig egyszalu fag DNS-t kellett kinyerniink.

A ligélas soran nyert rekombindns fdg DNS-t Hanahan (83) médszerével juttatuk be
JM107 baktériumsejtekbe, majd IPTG-t és X-gal-t tartalmaz6 fedbagarral lemezeltiik ki. A
szintelen plakkokbdl nyert fagokkal 50 ul J]M107 kulttrat fert6ztiink 2ml LB tdpoldatban. 4-5
6rds 37 °C-on torténd rdzatds utdn a kulturdbdl kitilepitettiik a bakterium sejteket és a
feliiltiszot tekintettiik a tovdbbiakban fagtSrzsnek. A szuszpenzid titerét higitdsi sor
kilemezelésével hatdroztuk meg.

Egyfonalas fag DNS tisztitdsahoz a fagrészecskéket PEG 8000 oldattal kicsaptuk NaCl
jeleniétében. A fagfehérjéket tobbszori fenolos extrakcidval tdvolitottuk el. A DNS-t etanollal
kicsaptuk, szdritottuk, majd TE pufferben szuszpendaltuk.

Replikativ forma izoldldsdhoz 5, illetve 500 ml térfogatban 2YT tdpoldatban
felndvesztett J]M101 sejteket fertoztiink 1x10'%-5x10™ pfu/ml titerii fagszuszpenzi6 0.2, illetve
2 ml-ével. 15 percig rdzattuk a tenyészeteket, majd kloramfenikol antibiotikum

hozzdaddsdval gatoltuk az egyszalua fagforma képz6dését, és tovabbi 1-2 Orat razattuk. A fag
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replikativ forméjat tartalmaz6 baktériumsejteket kitilepitettiik, majd a tovabbiakban az alkali
plazmidtisztitdsi modszer szerint izoldltuk a fag replikativ forma DNS-t (82).

3. lambda fig DNS izoldlas (82)

A lambda fagokat Q359 baktérium gazdasejteken szaporitottuk. A plakkokbdl
leszivott fagrészecskékkel, éjszakdn 4t maltéz és Mg** jelenlétében novesztett, fél térfogat 10
mM MgS0, oldatban felszuszpendalt sejteket fert6ztlink, majd LA fed6agarral kilemezeltiik.
A fagot olyan koncentrdciéban alkalmaztuk, hogy a lemezen a tarfoltok majdnem
| Gsszeérjenek. A plakkokbdl a fdgokat SM pufferrel Gsszemostuk, és meghataroztuk a
szuszpenzid titerét. Nagyobb mennyiségii fag izoldldsdéhoz Q359 sejteket 10 mM Mg**
tartalmi LB téptalajon OD,5=0.45-0.6 értékig novesztettiink, és ugy fertztiik a fagokkal,
hogy megkdzelitSleg egy baktériumsejtre egy fag jusson. A fertdzott sejteket addig rdzattuk,
amig a teljes lizis be nem kovetkezett. Ezt az oldat feltisztuldsa jelezte, amit a 650 nm-en
mért fényelnyelés csokkenése kisért. A kulttirabdl kiiilepitettiik a sejttérmeléket (5000 rpm,
10 perc, 4 °C), a fagrészecskéken kiviili nukleinsavakat DN-dz és RN-dz enzimekkel
emésztettiik. A fagokat NaCl jelenlétében 10% PEG-gel kicsaptuk és lecentrifugaltuk (7000
rpm, 15 perc, 4 °C). A csapadékot SM pufferben szuszpenddltuk fel, majd a PEG-et
kloroformos extrakcidval tavolitottuk el. A fagokat CsCl 1épcsds gradiensen tisztitottuk
fecskendédvel leszivtuk. A CsCl-ot 0.1% SDS-sel kiegészitett DNS dializalé pufferrel (10 mM
Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA) szemben dializdltuk t&bbszéri puffercserével.
A fagfehérjéket proteindz K-val emésztettiik (37°C, 1 6ra), majd fenolos extrakciéval

eltdvolitottuk. A fenol nyomoktdl Gjabb t6bb napos dializissel szabadultunk meg.

4. Restrikciés emésztés
Plazmid és fdg DNS analitikai emésztésénél altaldban 1 pg DNS-t és 1-3 egység
enzimet haszndltunk 20 nl végtérfogatban, az enzim elGdllitéjdnak tandcsai szerint.
Preparativ céli emésztéseknél 5-50 pg DNS-t haszndltunk nagyobb térfogatban. Kettds
emésztéseknél, ha a két puffer eltért egymadstol, az elsé emésztés utdn kicsaptuk a DNS-t és

a feloldds utdn az 4j pufferben emésztettiik tovabb.

5. DNS fragment izolalas
A preparativ emésztés utdn a kivalasztott DNS fragmentum elé egy kis darab
Schleicher & Schuell NA-45 DEAE membrant ékeltiink a gélbe, és a fragmentumot erre



22

futtattuk rd. A membranrél az ionosan kétstt DNS-t 65 °C-on térténd 1.5 M-os NaCl-t
tartalmazé NET pufferben oldottuk le, majd alkohollal csaptuk ki egy fenol kloroformos

extrakcid utan.

6. Radioaktiv probak jelolése

A hibridizacids kisérletekhez a préba jel6lését Feinberg és Vogestein (89) médszere
szerint random primer meghosszabbitdsival végeztiik. 20-100 ng fragmentumhoz
denaturdlds utdn 5- 10-szeres moldris feleslegi random hexanukleotid primert hibridizéltunk
és 50-70pCi [a-?P]-dATP jelenlétében Escherichia coli DNS polimerdz Klenow
fragmentumadval hosszabitottunk meg. A be nem épiilt nukleotidokat a prébatél Sephadex
G50 oszlopon torténd gélsziiréssel tavolitottuk el.

Az oligonukleotidokat [y-*?P]-dATP-vel jeléltiik polinukleotid kindzzal Maxam és
Gilbert médszerével (90).

7. DNS elektroforézis
Az 500 bp-nél nagyobb DNS fragmentumokat 0.6-1.5%-0s horizontélis agar6z gélen
vélasztottuk el. Molekulasiily markerként HindIII enzimmel hasitott vad tipust lambda fig
DNS-t hasznaltunk. Az 500 bp-ndl révidebb DNS fragmentumokat 5%-os vertikalis
poliakrilamid gélen valasztottuk el egymadstdl, Bspl enzimmel emésztett pUC12 plazmid DNS
molekulasily marker mellett. A DNS-t 0.5ug/ml ethidium-bromiddal festettiik és 254 nm-es
ultraibolya fénnyel tettiik lathatova.

8. RNS izoldlas

Ossz RNS izoldldséhoz 14 napos csirke embridk mellcsont kezdeményeit
megtisztitottuk a perikondriumtél, majd folyékony levegSben lefagyasztottuk és -70°C-on
taroltuk a felhaszndldsig. A szbvetet politron tipusi homogenizatorral tartuk fel Adams és
mti. (91) mddszere szerint guanidium-hidroklorid jelenlétében. Az RNS-t hdrom egymast
kovetd etanolos kicsapédssal vidlasztottuk el a DNS-t6l és a fehérjék zémétdl, majd
kloroform:izobutanol 4:1 ardnyu keverékével zsirmentesitettiik és fenollal extrahaltuk.
Kétszeri oligo(dT)-cellul6z kromatografiaval (92) poly(A)* RNS frakciét éllitc%tgnk eld, amit
a kicsapds és feloldds utdn hasznaltunk a tovabbi kisérletekhez. A koponya' tet§ poly(A)*
RNS W.S. Argraves ajandéka volt. o
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9. Northern hibridizacié

RNS elektroforézishez 1-2 pg poly(A)*, vagy 10-15 pg 6ssz RNS-t haszndltunk. Felvi-
tel el5tt az RNS-t 50% formamid jelenlétében denaturaltuk, majd 0,8% agaréz, 2,2M formal-
dehid, 1XMOPS tartalmu géleken valasztottuk el, a gélt 10xSSC-ben razattuk 30 percig, és
az RNS-t kapilldris uton transzferdltuk nitrocelluléz filterre. A hibridizaciét 50% formamid,
2x55C, O.%Sé\(ﬁ/\rx/\\g/ ml hering spermium DNS tartalmu elegyben végeztiik 43 °C-on éj-
szakan at, 12 6rés elGhibridizacié utdn. A filtereket 1xS5C, 0.1%SDS, 0.05% natrium-pirofosz-
fat oldattal mostuk 68°C-on 4-szer 15 percig, majd megszaritottuk és autoradiograféltuk.

10. Primer extenzid
A primer extenziéhoz 0.1 pmol végijelolt szintetikus oligonukleotid primert
hibridizéltunk 4 pg 10 mM metil-merkuri-hidroxiddal denaturalt poly(A)* RNS-sel, majd
a primereket 40 egység Mo-MuMLYV reverz transzkriptdzzal hosszabbitottuk meg 50 pl
reakcibelegyben (50 mM TRIS-HCI (pH=8.3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0.5 mM
dNTP, 40 pg/ml actinomycin D, 20 egység ribonukledz inhibitor) 42 °C-on 40 percig. A
mintdkat kicsapds utdn rddioaktiv molekulasily marker mellett 5-7%-os denaturdl$

poliakrilamid gélen futtatuk, majd a gélt autoradiografaltuk.

11. ¢cDNS klénozas

A c¢DNS klénozds menete lathaté a 7. dbran. Az elsd 1épés megegyezett a primer ex-
tenziéndl ismertetettekkel, azzal a kiilonbséggel, hogy 0.25 pmol prE2 és prE3 primert hibri-
dizaltunk 5-5 pg poly(A)* RNS-sel. A komplementer DNS 3’ végére oligo-dG farkat szinteti-
zéltattunk termindlis transzferdzzal, majd oligo-dC farokkal elldtott BamHI linkereket hibridi-
zaltunk hozza. A reakcidelegyhez RN-dz H enzimet adtunk, majd a méasodik szalat 10 egység
DNS polimerdz I-gyel szintetizaltattuk. A tilny1l6 egyszalu veégeket T4 DNS polimerazzal
leemésztettiik, illetve feltoltottiik. A duplaszdli cDNS-hez foszforildlt Sall linkert ligdltunk,
majd BamHI és Sall enzimekkel emésztettiik. A cDNS-t Sepharose CL4B gélen frakciondltuk,
hogy a nagyon révid cDNS-ekt6l és a linkerektdl megszabaduljunk, és BamHI és Sall enzi-
mekkel hasitott pUC12 vektorba ligaltuk.

12. Telephibridizaci6
Telephibridizdci6é sordn Hanahan és Meselson (93) médszere szerint a kiszélesztett,
vagy kiszurkalt transzformansokat hordozdé lemezrdl nitrocelluldz filterrel replikat
készitettiink, majd a filtert 0.5M NaOH oldattal kétszer, IM TRIS-HCl pH=7 4, és 0.5M TRIS-
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7. dbra: A cDNS klénozds menete. Bam, B: BamHI linker, Sal: Sall linker

HCL pH=7.4, 1.5M NaCl oldattal kezeltiik. A filtereket 20 percig infralimpa alatt, majd 2
6rdn at 80°C-on vdkuumban megszdritottuk. Ezt kdvetden 65°C-on 2 6rdig mostuk a
filtereket 5x Denhardt, 0.5% SDS oldatban. Ezt kévet6en 6x SET, 1x Denhardt, 0.1% SDS
oldattal eldhibridizéltuk, hozzdadtuk az el6z6leg denaturdlt radioaktiv prébét ( rendszerint
2x10° dpm-t ), és egy éjszakdn at hibridizaltuk 65°C-on. Masnap 2x SSC, 0.1% SDS oldattal
mostuk 65°C-on négyszer 20 percig. Szdritds utdn autoradiografaltuk.

Szintetikus oligonukleotid préba estében a filtereket 6x SSC, 0.1%SDS, 1x Denhardt,
0.05% natrium-pirofoszfat, 10% dextrdn-szulfat elegyben el6hibridizaltuk 37 °C-on 6 érédn dt,
majd filterenként 2 ml fenti elegybe adtuk a végjeldlt oligonukleotid prébat. 16-20 orai, 37
°C-on végzett hibridizdlds utdn a filtereket négyszer 20 percig 37 °C-on és kétszer 30 percig
45 °C-on mostuk 6x SSC, 0.1% SDS, 0.05% natrium-pirofoszfat oldatban.

13. Southern transzfer és hibridizacié (82)
Agaréz gélelektroforézist kovetden a DNS sdvokat nitrocelluléz filterre transzferaltuk.

5 kb-nal nagyobb fragmentumok transzferének megkonnyitése érdekében a gél megfeleld
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részét 0.25 M HCI oldatba adztattuk 20 percig, majd desztillalt vizzel leSblitettiik. A DNS
kettGs szaldt denaturdld oldattal (1M NaCl, 0.5 M NaOH) valasztottuk el egymastol 2x20
perces dztatdssal. Ezt kovetGen a gélt semlegesits oldatban (3 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl pH
7.0) dztattuk, majd a DNS-t a kapillaritds elve alapjin nitrocelluléz filterre transzferaltuk.
Poliakrilamid gélek esetén a gélt 10 percig forraltuk 1M amménium-acetat, 20mM Natrium-
hidroxid elegyben, majd az agaréz gélekhez hasonléan transzferdltuk a tovdbbiakban.
Szaritds utdn a DNS-t 80 °C-on vakuumban 2 6rdn keresztiil siitottiik ra a filterre.

A filtert 5xSSC, 5xDenhardt, 100 pg/ml hering sperma DNS elegyében 68°C-on 2-4 6ran
keresztiil eldhibridizaltuk. Utdna hozzdadtuk a radioaktivan jelélt denaturdlt probat, és
tovéabbi 16 éran keresztiil inkubdltuk. Ezutdn a filtert 2xSSC-ben szobahdmérsékleten, majd
2xSSC-ben 4x15 percig, 1xSSC-ben 2x15 percig, 0.2x55C-ben 15 percig 65°C-on mostuk és
infralimpa alatt megszéritottuk. Az autoradiografidt er0sitd emyd segitségével Forte

Medifort rontgenfilmmel végeztiik -70°C-on.

14. Szekvenalds
A cDNS klénok szekvencidjat Sanger és mti. (94) szintézis terminaciés médszerével
hatdroztuk meg. A klénok inszertjeit M13mp18 és M13mp19 fagvektorokba klénoztuk.
Primerként az univerzélis, valamint a prE3, és prE2 primereket hasznaltuk. A reakcié
jeléléséhez [0-"P]-dATP-t haszndltuk, a mintdkat 50 watt teljesitménnyel futtatuk 6, illetve
8%-o0s denaturdlé poliakrilamid gélen, majd beszdritds utdn a gélt autoradiografaltuk. A

pLPD1 klén szekvencidjat Dedk Ferenc és Markus Biesold hatarozték meg.

15. Polimeraz lincreakcié (PCR)

A PCR-ben templatként a primer extenzié termékeét, vagy kontrollként a megfeleld
plazmid DNS 1 ng-jat haszndltuk 100 nl végtérfogatban. A reakci6 elegyben 100-100 pmol
megfelel primer, 0.2 mM dNTP, 67 mM TRIS-HCI (pH=8.8), 16.6 mM (NH‘,)IS'O“, 10 mM 2-
merkapto-etanol, 6.7 mM MgCl,, 10% (v/v) DMSO, és 2.5 egység Tag DNS polimeraz volt.
A péarolgds megakaddlyozdsara az elegyet paraffin olajjal fedtilk be, amit a végén
kloroformos extrakcidval tdvolitottunk el. Az 5 perces 94 °C-on torténd denaturalds utan 30
ciklus kovetkezett (2.5 perc 48 °C-on, 3.5 perc 74 °C-on és 1.5 perc 94 °C-on), majd a végén
egy 10 perces elongicié 74 °C-on. Amennyiben sziikséges volt, a PCR eredményének egy
szdzadat templdtként felhaszndlva Gjabb PCR-t végeztiink, vagy az utolso 5 ciklusban
végjelolt primereket adtunk a reakciéhoz, hogy autoradiogréfidval az alacsony koncentracioji

termékeket is ki tudjuk mutatni.
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16. T4 DNS polimeraz térképezés
A mRNS-hez képest komplementer szdlat tartalmaz6 egyszali M13 DNS-hez mRNS-t,
és végjelolt PA primert hibridizdltunk, majd a primert T4 DNS polimerazzal
meghosszabbitottuk Hu és Davidson médszere alapjén (95). A termékeket denaturdlé

poliakrilamid gélen futtattuk szekvenciamarker jelenlétében.

17. Komputeres analizis

A szémitégépes analizist egyrészt az IBM PC kompatibilis gépeken futé, az Egyestilt
Allamokbél, a Cornell egyetemrdl szdrmazd programokkal, mdsrészt a Godollsi
Mezbgazdasdgi Biotechnoldgiai Kutatékézpontban rendelkezésiinkre alld, MicroVAX
szdmitégépen futd GCG programcsomaggal (96) végeztiik. DNS illetve fehérje adatbdzisként
- az EMBL, a GenBank, illetve a SwissProt és a PIR adatbdzisokat hasznalltuk, amelyek
Godollén alltak a rendelkezésiinkre.

A programok koziil ki kell emelni a Fasta és a ProfileSearch programokat, melyekkel
az adatbazisokban kerestlink, a Gap és a PileUp programokat melyekkel az
Osszehasonlitdsokat végeztiik, valamint a Fold programot, mellyel a masodlagos szerkezet

predikcidkat végeztiik Zuker algoritmusa alapjan (97).
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EREDMENYEK

I. cDNS kldénozds

Az irodalomban kevés példat lehet taldlni a mRNS 5’ végét képviseld cDNS irdnyitott
klénozéséra, mert dltaldban az oligo dT-vel, vagy random primerrel inditott cDNS klénozési
moédszerekkel elegendd hossziisdgli cDNS-eket lehet kapni a tovdbbi munkihoz, igy a
promoter régiét hordozé genomidlis DNS klén megtaldldsahoz, majd a transzkripcids
kezdSpont meghatdrozasdhoz. A csirke kapcsold fehérje gén esetében a hosszu és repetitiv
DNGS-t tartalmazé intronok megakaddlyoztdk, hogy édtfedd genomi klénok kikeresésével
jussunk el a gén 5" végéhez. A kordbban vizsgalt cDNS klénok az 5" nem transzldlt régidbdl,
és igy az elsd exonbdl csak egy rovid szakaszt tartalmaztak. Ezért hatdroztuk el, hogy a

megfeleld specifikus primerek alkalmazdsédval célzottan az els6 exont klénozzuk.

1. A mRNS tisztitasa

A mRNS-t 14-17 napos csirke embridk mellcsont kezdemeényébdl tisztitottuk. Ilyen
korban a csirkeembriok mellcsontjai még teljesen porcosak és kifejezddnek benniik a
porcspecifikus gének, koztiik a kapcsolé fehérje génje is. A mellcsont kezdeményeket teljesen
megtisztitottuk az egyéb szdvetdaraboktol, hogy csak porcspecifikus lj\_é}'ijék legyenek a
kinyert RNS-ben. e

Az RNS tisztitdsat a szOvetben 1évd proteogliikdn aggregatumok tették nehézzé.
Ezért Adams és mti. (91) dltal specidlisan a porcszdvetre kidolgozott RNS kinyerési médszert
alkalmaztuk. A kinyert RNS mennyiségét fotometridsan (260 nm-en mért elnyelés),
mindségét pedig agardéz gélelektroforézissel, és Northern hibridizaciéval ellendriztiik
folyamatosan a tisztitds soran. A Northern hibridizaciéhoz prébaként a Dedk F. és mti. (46)
altal kordbban izolalt kapcsold fehérjét kédolé cDNS klénok koziil a pLPF4-et hasznaltuk.
A kapott 6ssz RNS-bdl kétszeri oligo-dT cellul6z kromatografidval tisztitottuk a poly(A)*
RNS-t. Végiil is 50 pg poly(A)* RNS-t sikertilt kinyerni.

2. A primer extenzi6
Mivel célunk az volt, hogy a kapcsolo fehérje gén 5’ végére specifikus cDNS
klénkdnyvtdrat készitsiink, az 5 irdnyban leghosszabb cDNS klon, a pLPF4 szekvencidja
alapjan két olyan 20 tagt egyszald oligonukleotidot szintetizaltattunk (1. tdbl. prE3 és prE2),

amelyek komplementerek az RNS-sel, és igy hozzahibridizdlédva a hirvivé RNS-hez a reverz
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transzkriptdz enzim szdmdra primerként szolgélhatnak. A két primer kéziil az egyik, a prE2

az 5 véghez kozelebb van, tehat ha errdl indul az atirds, akkor révidebb terméket kapunk,

ami technikailag elény6sebb, mert igy konnyebb megallapitani az atirt szekvencia hosszét.

A masik primert, ami a 3. exon 5 végéhez hibridizal, azért hasznéltuk, mert Rhodes és mti.

(55) patkdny kondroszarkéma sejtekbdl izolalt kapcsold fehérje klénokndl egy alternativ

exont mutattak ki a 2. és a 3. exon kozott. Ha ez az extra exon csirkében is 1étezik, akkor a

prE3 primerrdl inditott klénok kozott kell ilyet taldlnunk.

A cDNS klénozas elsd 1épése a reverz transzkripcid, amit a klénozdstdl fliggetlentil
is elvégeztiink abbdl a célbdl, hogy megallapitsuk, milyen messze van a primerek
hibridizaciés helyétdl az RNS 5" vége, azaz az atiras kezdbpontja. Mivel a két primer
hibridizaldsi helye kozoétt 120 bp kiilonbség van, ezért azt vartuk, hogy a prE3 primer
meghosszabitasdval kapott DNS 120 nukleotiddal hosszabb lesz, mint a prE2 primeré. A 8.
dbrdn ldthaté, hogy a primer extenzié sordn nem egy -az RNS 5'végéig &tirt- termék
keletkezett, hanem tobb. Ennek a kdvetkezd okai lehetnek:

1 a primer nem csak a kapcsol6 fehérje gén RINS-éhez hibridizalt hozza, hanem mads
RNS-ekhez is. Figyelemre mélt6 azonban, hogy a termékek méretkiilénbsége 120 bp,
tehdt valdszintileg jo helyre hibridizaltak a primerek.

2 az RNS 5’ végén olyan erdsen fel van tekeredve, hogy a reverz transzkriptdz enzim

1 még az mRNS vége el6tt abbahagyja az atirdst—

- ; ezt bizonyitja, hogy metil-merkuri-hidroxiddal kezelt
RNS-r6l hosszabb termékeket tudtunk 4tiratni.

3. az RNS-nek 5 irdnyban még hosszi, 500 nukleotidndl hosszabb része van (az
irodalomban k6z6lt primer extenzids 5'végpont meghatarozasokndl a primer soha
sincs messzebb a végponttél 100 bp-nal)

4. magdanak a kapcsol6 fehérje génnek tobbféle hossztsdga RNS-e van, a transzkripcié
tobbszords kezdépontrél indul.

Mindezeknek a figyelembevételével célszertinek latszott a keletkezett egyszali komplementer

DNS-t megfeleld vektorba klénozni, hogy @@ tovdbb vizsgdlhassuk.

3. A kl6nozas menete
A klénozds sordn arra torekedtiink, hogy minél hosszabb cDNS-eket kapjunk
megfeleld orientdcidban. Ezért olyan klénozasi stratégidt valasztottunk (7. dbra), amely 6tvozi
a kiilénb6z6 mddszerek eldnyeit. Minden cDNS klénozdsi médszernél kritikus, hogy a kép-

z6dott cDNS teljes hosszisdgban klénozédjon, de mind a hagyomadnyos, az els6 szdl vissza-
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8. dbra: Primer extenzi6 a prE2, és a prE3 primerekrdl. M: molekulasily marker; - : metil-merkuri
hidroxid kezelés nélkiil; + :primer extenzié az RNS metil-merkuri hidroxidos denaturéaciéja utan.

hajlé végét primerként haszndld, majd a hurkot S1 nukledzzal felnyit6, mind az RNS-t RN-dz
H kezelést kovetden primerként felhaszndlé médszereknél elkertilhetetlen, hogy az 5" végrél
1-2 vagy tébb nukleotid leemésztddjon. Egyediil a farkazdsos médszerek biztositjak, hogy
a megszintetizalt elsé szdl teljes hosszdban jelen legyen a klénban. Ugyanakkor a
homopolimer farokkal elldtott cDNS rosszabb hatasfokkal kl6nozhatd, mint a linkerezett.
Ezért megprobaltuk egyesiteni a farkazdsos és a t6bbi mdédszer elonyeit. A cDNS klénozds

elsé 1épéseként a prE3 és prE2 oligonukleotidokat fliggetlen reakciokban hosszabbitottuk
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meg. Ezutdn a cDNGS-eket egyesitettiik és a tovdbbiakban egylitt kezeltiik. Az els§ szdl
szintézise utdn a keletkezett egyszdlii komplementer DNS 3’ végére egy oligo-(dG) farkat
szintetizaltattunk termindlis transzferaz enzimmel. A hagyomanyos farkazasos mddszereknél
ezutdn a farkazott cDNS-t farkazott vektorhoz hibridizéltatjdk, és igy folytatjak a klénozast.
Ennek a hatrdnya, hogy egyrészt technikailag bonyolult csak egyik végén farkazott vektort
elGallitani, mdsrészt a farkazott vektort nagy moldris feleslegben kell alkalmazni, és ez
kés6bb hatranyosan érinti a masodik szal szintézisét, és sszességében a klénozéas hatésfoka
alacsony lesz. Mi azonban nem a vektorhoz, hanem egy 8 bp hosszt duplaszald BamHI
linkerhez szintetizdltattunk oligo-(dC) farkat. Ez a farkazott linker szolgdlt primerként a
masodik szdl szintéziséhez, miutdn a cONS-en 1év6 oligo-(dG) farokhoz hozzéhibridizaltuk,
majd az RN-az H-t alkalmazé moédszerekhez hasonldan folytattuk a ¢cDNS szintézist. Sall
linker adasa utan a BamHI és Sall végekkel ellatott cDNS-t azonos enzimekkel hasitott
pUC12 vektorba épitettiik be. A rekombindns plazmidokat E. coli DH-5 a sejtekbe bejuttatva,
Osszesen mintegy 2000 rekombindnst kaptunk, amelyeket egyenként felszaporitottunk, és

glicerin jelenlétében -20 C-on taroltunk.

\
v '( [
Ii. cDNS kidnok kivélasztasa és jellemzése /

1. A kapcsol6 fehérje mRNS-sel komplementer klénok kivalasztasa

A rekombinans plazmidok koéziil a pozitivokat koléniahibridizaciéval valasztottuk
ki. Prébaként egyrészt a primerként haszndlt két oligonukleotidot, mdsrészt a pgLP11/8
plazmid (54) HindII-EcoRl inszertjét, amely a kapcsolé fehérje gén 2. exonjit teljes
egészében, valamint az azt hatdrolé A és B intronbél egy-egy darabot tartalmaz. A pozitiv
klénokat kiilén-kiilon is hibridizdltuk a prE3, valamint az prE2 primerekkel, valamint
meghataroztuk a klénozott cDNS-ek méretét. A 2. tablazat foglalja dssze annak a 32 cDNS
klénnak az adatait, amelyek legalabb az egyik oligonukleotid primerrel pozitiv hibridizaciés
jelet adtak. Feltlintettiik tovdbbd az inszert méreteket is. A 32-bdl 17 klén csak a prE3
primerrel hibridizdl. Ezeknek a klénoknak a tébbsége nem kapcsolé fehérje cDNS klén, az
elsd szal szintézisekor a primer a mRNS&ﬂ< Tls‘éiziil valészintileg, egy nem kapcsol6 fehérje
gén eredet( hirvivohéz hibridizalt Bezgh. Ezt bizonyitand6, kivalasztottuk a pLP8A12 kiont,
megjel6ltiik az inszertet, és csirkmxsternum porc, és koponyatetd csont mRNS-t tartalmazé
filterhez hibridizdltuk. Eredményként egy olyan méret(i nagyon erds jelet kaptunk, mind a
sternum, mind a koponyatetd mRNS-t tartalmaz filteren, melyeknek a mérete nem egyezik

meg egyik kapcsold fehérje mRNS méretével sem. Osszesen 11 olyan klént taldltunk, amely
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a _klén neve prE3 primer prE2 primer 11/8 préba inszert méret
pLP4C10 + : = S 110
pLP4H11 . + = N 92
pLP5C2 + = - 90
pLP5C5 + - = 209,242
pLP5D5 + - - 82
pLP7F7 + - - 68
pLP8Al2 + - = 310
pLP9C4 e - - 168
pLP9D4 + - - 105
pLP9F2 + ~ = 260
pLP10F6 + = ) o 178
pLPE2/16 + - - 126
pLPE2/35 + - ~ 86
pLPE1/4 + - - 175
pLPE2/1 + = = 230
pLP4C9 + - - 170
pLPE1/19 + - = 129
oLP10F4 + - % 175
oLPSF8 + + + 239
pLP6D9 + + + 340
pLP7G12 + + + 520
pLP8C7 + + + 405
pLP8G1 + + i 430
pLP9F5 + + + 283
oLP10G4 + + + 238
pLP11B4 + + + 339
pLP5S3 + + + 498
pLPE2/53 + + + 110,139
oLPE1/42 # + + 270
pLP10A7 - + - 200
pLP 7A2 - + - 123
oLPE2/59 - + - 385 _

2. tablazat: kiilénb6zd ¢cDNS klénok adatai. +: az adott prébaval pozitiv jel, 11/8-as
préba: a pgLP11/8 plazmid inszertje (54)
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mind a harom prébdval hibridizal, és minddssze harom olyat, amely csak az prE2 primerrel,

de késdbb ezek sem bizonyultak kapcsolé fehérje eredetiinek.

2. A ¢cDNS klénok restrikcids térképezése
A tovabbi kisérletekhez kivalasztottuk a leghosszabb cDNS klénokat, amelyekben
meghatdroztuk néhdny restrikciés endonukledz hasitasi helyét.i;_g\x 6t cDNS klén restrikciés
térképe lathatd a 9. dbrén. (Mivel a leghosszabb cDNS klén inszertje is csak 480 bp hosszg,

=8 (':_ 5 ! s mmm pLPF4
[ V“\ = F‘* Yz- pLP11B4 ‘M‘
o ‘}‘ Q* a Y:- pLP8C7
o Y )“ ¢ — a \L- pLP3GH
=m ! ¢ @ ‘L_ pLP5S3
= ﬁ Y 6 9 = F} Y:- pLP7G12

9. dbra: Fontosabb klénok restrikcids térképe a pLPF4 klénhoz (46) viszonyitva. A : Aval, C: Sacl,
R : EcoRIl, V : Auvall, egyszeres aldhtuzas (-): prE2, kétszeres alahuzas (=): prE3

csak kevés enzim hasitja a klénokat.) Lathat6, hogy a két primer kézétt teljesen megegyezik
mind a hat klén, azonban a prE2 primert6l 5" irdnyban talalhaté Sacl hasitéhely hidnyzik a
pLP11B4 klénbdl, pedig megtaldlhaté benne az 5" végen egymastdl kb. 30 bp. tdvolsagra két
hasitéhely, az Aval és az Avall. Ugyanez a két hasitohely egymadst6l hasonlé tdvolsigban
megtaldlhaté masik két klénban is (pLP8G1, pLP7G12). A pLP8C7, a pLP8G1, a pLPSS3, és
a pLP7G12 klénok az Awal helyig megegyeznek egymadssal a térkép alapjan, de ezutdn a
pLP8G1 és a pLP7G12 klénoknal egy Awvall hely van, mig a masik két klénban ez a hasitdsi
hely hidnyzik. Ezekbdl az eredményekbdl azt a kévetkeztetést vontuk le, hogy bar az &t
cDNS klénban bizonyos heterogenitds tapasztalhaté, a leghosszabb klén, a pLP7G12, az Aval
helyig megegyezik mdsik 3 klénnal, az Awall helyig pedig a pLP8G1 klénnal, tehat
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valészindleg teljes hosszdban a kapcsolé fehérje gén mRNS 5 végét reprezentélja. Ezt ugy
bizonyitottuk, hogy kivdgtuk az Avall helytdl 5" irdnyba terjedd fragmentumot, és ezt hasz-
naltuk prébaként Northern hibridizdciéban (10. dbra). A kapott jel egyértelmiien megmutatta,

oo

A

10. dbra: Northern hibridizacié a pLP7G12 klén transzkripciés startpont fele es6 részével (az 5’ felén
1évd Avall helytdl 5 irdnyba es6é fragmentum). 1: poly (A)+ RNS csirke embridk mellcsont
kezdeményébdl; 2: poly(A)+ RNS csirke embrié koponyatetébdl. Az dbran be vannak jelélve a
kapcsol6 fehérje génre jellemzd harom fajta mRNS méretei.

hogy ez a cDNS szakasz a kapcsol6 fehérje gén mRNS-ének éatirdsdbol szarmazott, mivel
mind a héaromféle, kordbban meghatdrozott kapcsolé fehérje hirvivével hibridizalt, és

ugyanakkor nem adott jelet a csirke koponyatetd mRNS-sel.
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3. Az izolalt cDNS kidénok szekvencidjanak meghatarozisa

A pozitiv ¢DNS klénok tovabbi karakterizdldsa céljabél mintegy hisz klénbél
kivdgtuk az inszertet, HindIIl és EcoRI enzimekkel végzett kettOs hasitdssal, majd a kapott
fragmentumokat M13mp18 és M13mp19 vektéfokba klénoztuk, és meghatdroztuk a
szekvencidjukat. | |

A szekvencidk vizsgdlatdbél kideriilt, hogy a pLP7G12 (és a pLPF4) klénok
szekvencidjdval atfed, és az dtfedd részen teljesen megegyezik a pLP5F8, pLP6D9, pLPIFS5,
pLP10G4, a pLPE1/42, vagy a pLP10F4 klénok szekvencidja, de ezek koziil a pLP7G12
nyulik legtovdbb 5’ irdnyban. Csak részlegesen egyezik meg a pLP7G12 klén szekvenciajéval
a pLP11B4, a pLP8G1, pLP8C7 és a pLP5S3, amint az mdr a térképezésbdl is kidertilt (9.
abra). Ezekkel a klénokkal a kés6bbiekben még foglalkozunk.

Bebizonyosodott, hogy mind a prE2 primerr6l indult 3 klén, mind a csak a prE3
primerrel hibridizal6 klénok valéban hamis pozitivok, ezekben a primer szekvencidjan kivtil
mds kapcsold fehérje DNS-sel homolég szakaszt nem taldltunk.

Osszeségében 32, a koldnia hibridizécié sordn valamelyik primerrel pozitiv klén kéziil
14 bizonyult kapcsol6 fehérje eredetlinek. Tehat az 6sszes (2000) cDNS klénnak t6bb mint

fél szdzaléka.
I1l. Alternativ exon keresés a mdsodik és harmadik exonok kézot

1. A pozitiv cDNS klénok kozotti keresés

A prE3 primert azért is haszndltuk, hogy klénozni tudjuk, ha létezik, a masodik és
harmadik exon kozott elhelyezkedd exont, amely homolég a patkdny kondroszarkoma
kapcsol6 fehérje génnél kimutatott alternativ exonnal (55). Az dtvizsgdlt 29 prE3 primerrdl
indult cDNS klén k6z6tt azonban nem taldltunk olyat, amelyikben benne lenne az alternativ
exon, igaz, ezeknek a klénoknak tébb, mint a fele nem kapcsolé fehérje eredetdi, de a
fennmaradé 14 klon kozétt is valdszindsithetd volt, hogy egy alternativ exont hordozé, ha
elfogadjuk a Rhodes és mti. (55) dltal megdllapitott 1:10-hez ardnyt az alternativ exont

hordozé és nem hordozé mRINS-ek kozott.

2. Polimeraz lancreakcid az alternativ exon kimutatdsara
A klénozds eredményét nem tekintettiik végleges bizonyitéknak, ezért egy
érzékenyebb kisérletet is elvégeztiink a csirke kapcsold fehérje génben a 2. és 3. exonok

kozott esetleg el6forduld alternativ exon 1étének kimutatdsara. Szintetizdltattunk egy reverz
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11. dbra: PCR termékei denaturdlé poliakrilamid gélen elvdlasztva, autoradiografdlva. A prE2 és a
prE3 primerek 5 végét jeloltiik rddioaktiv foszforral. M: molekulasily markerek; 1. oszlopok: PCR
poly (A)+ RNS-rdl atirt komplementer DNS templaton; 2. oszlopok: kontroll PCR pLP8G1 plazmid
DNS templaton. K6zépen a kiilonb6z6 ¢cDNS formék lathatéak. Magyarazat a szovegben.
primerparok; A: rpr404 és prE2

B: rpr404 és prE3

C: rpr846 és prE3
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primert, amely az els$ exon 3" végével homoldg, és ezzel, valamint a prE3 primerrel PCR-t
végeztlink. Amennyiben akdr az elsd és a mdsodik, akdr a masodik és a harmadik exonok
kozott alternativ exont hordozé mRNS molekula 1étezik, akkor a PCR sordn annak is
amplifikdlédni kell. A kisérlet eredményeképp azonban nem tudtunk kimutatni a normalis
174 bp-ndl hosszabb terméket, pedi’g a detektdlds érzékenységét radioaktiv izotdp
haszndlatdval noveltiik (11. dbra C). Tehdt a csirke"kapcsolé fehérje génben nem talaltunk

VYV WY

alternativ exont az elsd és a harmadik exonok ko6zott.

IV. Az elsd exont tartalmazd genomidilis klon

Az izoldlt cDNS klénok koziil a pLP7G12 nyulik legtovdbb 5 irdnyban, és mint az
el6zGekben bebizonyosodott (10. dbra), végig kapcsold fehérje eredetG. Ezért ez a kldén
latszott a legalkalmasabbnak arra, hogy prébaképp haszndljuk az els6 exon és a promoter
régié génkonyvtdrbol vald kikereséséhez. Azért, hogy csak specifikusan az 1. exonnak
megfeleld jelet kapjunk, atklénoztuk a pLP7G12 klén Sacl helytdl 5" irdnyba es részét (a Sacl
hely csak néhdny bazispdrnyira van az elsé és a mdsodik exon hatdrdtél), és ezt a
fragmentumot jel6ltiik meg a plakkhibridizacidhoz. Silvija Mestric a jelélt fragmentum
segitségével izolalt egy pozitiv klént a csirke genomidlis klénkdnyvtarbél (54). A klén neve
AgLP100 és benne a csirke DNS 21 kb hosszu.

1. A AgLP100 klén térképezése

A AgLP100-as klont felszaporitottuk és szubklénoztuk beldle a HindIIl, EcoR], és az
inszert két szélén taldlhaté Sall- EcoRI fragmentumokat (12. dbra A). A kapott szubklénoknak
meghatdroztuk a méretét és a restrikcios térképét. Egyes klonokat megjelsltiink, és probaként
hasznaltunk Southern hibridizaciéban (13. dbra), hogy megdllapitsuk a AgLP100 teljes fizikai
térképét 5 restrikciés endonukledzra (12. 4bra B). Meg kell emliteni ezenkiviil, hogy szdmos
enzim (Sall, Xhol, Xbal, Smal,) a klén viszonylag nagy mérete (21 kb) ellenére, egyetlen
helyen sem hasitja azt.

Az elsd exont hordozé proba a AgLP100 jobb kar felé es6 végéhez hibridizil, az 1.7
kb-os pgLPD1 klén tartalmazza a teljes elsd exont. Ez egyben azt is jelenti, hogy a klénozott
régioé nagy részét (19.7 kb), az elsd exon utdn kdvetkezd elsd intron teszi ki, és a feltételezett
promoter régiébdl is tartalmaz mintegy 900 bp-t. A AgLP12.1 kl6n (54) ugyancsak tartalmaz
az elsd intron 3’ végébdl egy 13.6 kb-os darabot. A két klon azonban restrikcids térképeik
alapjan nem fed at, és nem is hibridizdlnak egymadssal. Ebbdl kdvetkezik, hogy az elsd intron
hosszabb mint 33 kb, a kapcsolé fehérje génje pedig tobb mint 100 kb-t foglal el a genomban!
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12. dbra: a AgLP100 klén szubklénjai, és restrikcids térképe. A: a pgLPD1 és pgLPD2 az inszert két
sz€lén taldlhaté Sall-EcoRI fragmentumokat, a pgLPEx az EcoRI fragmentumokat, a pgLPHy a HindIlII
fragmentumokat tartalmazzdk. B: a AgLP100 kl6n inszertjének térképe Otféle restrikciés enzimmel.
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13. dbra: a AgLP100 klén Southern hibridizéciés vizsgalata. B: AgLP100 fag DNS kiilonb6z6 restrikcios
endonukledzokkal hasitva (H: HindIIl; S: Sall; B: BamHI; G: BgIII; R: EcoRI; C: Sacl);
probak: A: pgLPHY,

C: pgLPH3, és

D: pgLPE15 (lasd 12. dbra)

2. A pLPD1 klén
Mint mar emlitettiik, a pLPD1 szubklén tartalmazza az els6 exon prébaval hibridizalé
szakaszt. Ennek a klénnak részletesebben is meghatdroztuk a restrikcids térképét. A térkép
alapjan tovdbbi szubklonokat készitettiink, majd meghatdroztuk az elsd exon és az azt

hatarold szakaszok DNS szekvencidjat (14. abra).
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V. Alternativ splicing a kapcsold fehérje mRNS 5’ végi nem transzl&lédo részén
Mivel a genomidlis kléon keresésekor a pLP7G12 klén elsé exont tartalmazé
szubklénjat haszndltuk, el6szor ennek szekvencidjat hasonlitottuk 6ssze a genomidlis pgL.PD1
nukleotid sorrendjével. Nem okozott nagy meglepetést, hogy azok az atfedd részen teljesen
megegyeztek egymdssal. Az Osszehasonlitdisbél meg lehetett dllapitani az elsé intron
kivdgdddsi donor helyét (3. tdbldzat) is. Mivel a t&bbi cDNS klénnak is meghataroztuk mar

a nukleotidsorrendjét és tudtuk, hogy ezek restrikcids térképeiket (9. dbra) és szekvencidju-

3. tablazat, Feltételezett kivagdddsi helyek a kapcsold fehérje gén 5 végén

donor hely* poz® akceptor hely® poz® cDNS klén
ttttttttagTTC -485
gcttttttagGTG =451
TAGgtgcag -451 cctcaatcagGTC -188 pLP8G1l
TGTgtgagt -362
TGAgtgagt -358 cctcaatcagGTC -188 pLP5S3
TGAgtgaga -354 cctcaatcagGTC -188 pLP8C7
TCGgtgaga -221
AAGgtgagc -118 gcccttacagTGA -26 pLP11B4
AAGgtaaag -27+1 gcccttacagTGA -26 pLP11B4 kivéte-

lével az O8sszes

iAthragt yyyyyynvagG konszenzus?

# Motivumok, melyekben megtaldlhatd az AGgtr vagy gtrag szekvencia.
r= a vagy gd.

P A kivagbdasi hely pozicibéja a 14. &bra szerint.

¢ Motivumok, melyek az aldhuzott részen megegyeznek a
konszenzussal, és a tdbbi helyen sem kiilénbdznek attdél tdbbel,
mint két nukleotid. y= ¢ vagy t.

4 Shapiro és mti. (98)

kat tekintve is eltérnek egymdstol és a pLP7G12 klontdl, ezek szekvencidjat is
Osszehasonlitottuk a genomidlis klénéval. A vdrakozdssal ellentétben azonban ezek
szekvencidja is teljes hossziisdgban megegyezik a genomidlis klénéval, azzal a kiilénbséggel,
hogy a cDNS-ekbdl hosszabb-révidebb szakaszok hidnyoznak! A "normalis" pLP7G12 klénon
kiviil 4 féle valtozatot taldltunk; a pLP11B4 92, a pLP8C7 166, a pLP5S3 170, és a pLP8G1
263 nukleotid hossztsdgu deléciot tartalmaz (15. dbra). Mi lehet ennek a jelenségnek

magyarazata?
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15. 4bra: Kiilonbz6 cDNS formak a kapcsold fehérje génhez viszonyitva. A: a AgLP100 klén az elsd
exonnal (iires keret); B: A keletkezett 5 féle cDNS forma, a szimok a genomidlis DNS-hez képest
kivagédott szekvencia hosszat jelentik. HYP1 - HYP4: a PCR sordn keletkezett hipotetikus termékek
(11. 4bra A és B), ORF: a bevonalazott téglalapok az elsé exonban levé nyitott leolvasési keretek
pozicidjat és hosszat jelentik.
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Ismert, hogy egyes géneknél az els6dleges transzkriptumbdl, a pre-mRNS-b6! tobbféle

érett hirviv is keletkezhet. Ez a jelenség az "alternativ splicing”, mikor a pre-mRNS érése
sordn az intronok kivdgddasa alternativ .helyeken torténik. Feltételezziik, hogy ez tGrténik
a kapcsol6 fehérje gén 5 végén is, a deléciok tulajdonképpen egy-egy intronnak felelnek
meg, kivigédasuk in vivo is lejatszdik; és mivel egy DNS szakaszrél tobbféle mRNS is
keletkezik, alternativ sph'cing torténik.

Feltételezésiink i'gazoléséra a kovetkezd bizonyitékokat szere%/tiiill%:

1. Konszenzus kivagddasi helyek megléte

Megvizsgalva a kivagédott intronok és a veliik szomszédos exonok végeit kideriilt,
hogy mindegyik megegyezik, vagy csak egy-két nukleotid eltérést mutat a kivagdédasi donor
és akceptor helyek konszenzus szekvencidjdval (98) (3. tabldzat). Ez azt jelenti, hogy a
splicing ma ismert legfontosabb kritériuménak, a megfeleld donor és akceptor szekvencidk
meglétének megfelelnek a delécidk. Rdaddsul ha azt nézzik, hogy az adott régiéban hany
lehetséges kivagdddsi hely van, akkor azt tapasztaljuk, hogy a 7 lehetséges donor helybdl
5, és a 4 lehetséges akceptor helybdl 2 hasznosul ténylegesen is. Tehat arra kovetkeztettiink,
hogy a cDNS klénokban' t?}dél\.t delécidk tulajdonképpen a pre-mRINS érése sordn kivagédott

alternativ intronok, melyeket normadlis kivdgodasi akceptor és donor helyek hatarolnak.

2. Alternativ splicing bizonyitasa polimeraz lancreakciéval (PCR)

Az 5 nemtranszldlédo részen torténd alternativ splicing in vivo meglétére tovabbi
bizonyitékot szolgaltattak a cDNS szintézishez kapcsolt polimerdz lancreakcié (PCR)
kisérletek eredményei. Csirke mellcsont kezdeménybdl izolalt poly(A)* RNS-rdl a prE3 és
prE2 primerek meghosszabitasival egyszdli ¢cDNS-t irattunk at, ugyanugy, mint a primer
extenziéndl. Az RNS elhidrolizaldsa utdn, hozzdadtuk a PCR primereket, 5’ irdnybdl az
rpr404-et, 3’ irdnybdl pedig vagy a prE3 vagy a prE2 primert. Kontrollként a pLP8GI1
plazmid linearizalt formdjabol 1 ng DNS-t hasznaltunk ugyanezekkel a primerekkel (11. dbra
A és B). Az autoradiogramon a 2. oszlopokban lathatéak a kontroll DNS-en, az 1.
oszlopokban pedig az RNS-rdl atirt cDNS-en végzett PCR eredményei. Legerdsebb jelet a
8G1 tipusu termék adja, kissé halvanyabb a 8C7 és az 553 tipusu termékek csikja. A prE2
primerrel végzett reakciéban halvanyan sejteni lehet a 11B4 tipusi terméket is. Nem lehet
azonban latni a 7G12 klénnak megfeleld terméket. Ezt lehet magyardzni azzal a ténnyel,
hogy a reakcié sordn eldnyben vannak a révidebb termékek, de az is lehetséges, hogy

valéban nagyon kevés van ebbdl a cDNS formabél. Ezen tipusok mellett fellelheték még az
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un. hipotetikus formdknak megfelel6 csikok is. Ezeket a formdkat a klénozott cDNS
klénokndl taldlhaté kivdgdddsi helyek kombindldsdval lehet levezetni (15. dbra). A
hipotetikus formdk kozétt legerSsebb a HYP2 formédnak megfeleld csik. Ugyanakkor ezek a
formdk annak ellenére, hogy rovidebbek gyengébb jelet adnak, mint a 8G1 tipusi mRNS
tehat abbdl sokkal tobbnek kell Tennie.

Hogy tovabb erdsitsiik a gyehge. csikokat, kivettiik a prE3 és az rpr 404 primerekkel
végzett PCR egy részét és tjabb 30 ciklust végeztiink vele (16. dbra). A reakci6 specifitdsat

T &
12345§§m

16. dbra: PCR eredménye poliakrilamid gélen futtatva etidium-bromiddal festve. 1, 2, 3 : csirke
mellcsont kezdeménybdl izoldlt poly (A)+ RINS-r6l étirt egyszdla cDNS templéton kétszer 35 ciklus;
4,5 : pLP8G1 linearizalt plazmid DNS templaton 35 ciklus.
primerparok: 1,5: rprd404 és prE2

2,4: rprd404 és prE3

3: negativ kontroll.
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tovabb ndvelte amikor az eredetileg a prE3 primer meghosszabbitdsdval nyert cDNS-en prE3
primerrel végzett lancreakeié terméket prE2 primerrel sokszorositottuk tovdbb A mésodik
amplifikacié eredményeképpen mar elég termék keletkezett ahhoz, hogy etidium-bromid
fluoreszcencia alapjén is lathaté legyen (16. dbra). Itt is a 8G1 tipusnak megfeleld csik a
legerGsebb, de lathatd a 8C7 és az 553, a 11B4 tipusi forma is. A hipotetikus alakok kéziil
a HYP2 forma latszik. A magasabb molelulasily tartomédnyban lathaté csikok valészinfileg
kiilénb6zd PCR melléktermékeket, heteroduplex molekuldkat reprezentdlnak.

V1. A transzkripcid kezdSpontjGnak meghatérozasa

Kordbban mdr emlitettiik, hogy az eredetileg haszndlt prE3 és prE2 primerek
hibridizélasi helye til messze van a mRNS 5’ végéhez képest, igy a primer extenzidval nem
tudtuk megéllapitani pontosan, hogy mekkora szakasz van még 5 irdnyban, csak azt tudtuk
mondani, hogy a prE2 primerhez képest is minimum 400-500 bp. Az els6 exon klénozdsaval
és szekvencidjainak meghatarozasdval lehetdvé valt, hogy az 5" véghez kdzelebbi primereket
(PEr, PFr, 1. tdbldzat) haszndljunk a primer extenzidhoz. Mivel az exont és a feltételezett
promoter régiét tartalmazé genomidlis DNS szakasz is a rendelkezésiinkre allt, a

transzkripcié inicidciéjat T4 polimeradzos térképezéssel is meg tudtuk hatdrozni.

1. Primer extenzié a PEr és a PFr primerekkel
A primer extenziét az el6zdekben leirt médon végeztiik. A szintetizalt egyszaly, jelolt
DNS-t szekvencia létra marker mellett futtattuk, hogy megdllapithassuk a termékek pontos
méreteit. A 17. dbrdn lathatd, hogy az éltaldnossal ellentétben a mRNS szintézis nem
egyetlen, hanem t6bb, egymastdl 9-10 bp-nyira 1év6 pontrdl indul, méghozza a T gazdag
régiobol. A PEr primer meghosszabitdsdval két f6 termék keletkezik, 60 és 69 bp hosszusdg-

wakied ke PEr primer extanzié
00 ¢ 06800 00400 0060 080 PFr primer extenzié
W L4 2] W 1 T4 polimeriz helyek

-562 =552 ~542 -532 -522 =512 -502 -492 -482 -472

TAAATTCAAT éATCCCTTCA TGAGGAACAG ’i‘TCT‘l‘TTTTT TTTTCTTTTT TTTTCTTTTT l. TTTCTTTTT TTTTTAGTTC éGGACTGGTG TGCGGTGCAG
ATTTAAGTTA CTAGGGAAGT ACTCCTTGTC AAGAAAAAAA AAAAGAAAAA AAAAGAAAAA AAAAGAAAAA AAAAATCAAG CCCTGACCAC ACGCCACGTC

17. abra: A transzkripcid kezddpontjai a szekvencidhoz viszonyitva. A vastagabb
vonalak a gyakrabban hasznilt inicidciés pontokbdl indulnak ki.
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18. dbra: primer extenzié a PEr és a PFr primerekkel, denaturdlé poliakrilamid gélen elvilasztva,
szekvencialétra mellett.

ban (18. dbra). Mivel ezt a primert ugy terveztiik, hogy specifikusan a 8G1l-es tipusu
transzkriptumhoz hibridizaljon (a kdzepére esik az a hely, ahonnan kivagddik egy intron),
a kapott termékeket tigy értelmezhetjiik, mint a 8G1 tipusi mRNS-ek 5" végi darabjainak a
komplementerét.

A PFr primer a 8G1 tipusi transzkriptum kivételével az Osszes fajta mRNS-hez
hibridizalhat. Meghosszabbitdsdval 5-6, egymadstdl 9-10 bp-ral eltér fragmentumot kaptunk.
Ezeknek a vége szintén az el6bb mar emlitett T gazdag régiora térképezddik, és magéban

foglalja a PEr primerrel kapott inicidciés helyeket is (18. dbra).
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2. Transzkripciés startpont meghatdrozasa T4 polimerazzal

A transzkripciés kezdSpontok poziciéjdnak pontosabb meghatdrozédsa céljabdl egy
masik kisérletet is elvégeztiink. A pgLPD1 klén egy M13 szubklénjébdl, amely tartalmazza
a feltételezett promoter régiét és az 5 nem transzldlt részt, az mRNS-sel komplementer
egyszédli DNS-t izoldltunk. Ehhez hozzdhibridizdltuk az mRNS-t, és egy 5 végén jelolt
primert, amely a feltételezett promoter régiéhoz hibridizalt. A primert T4 polimerdzzal
meghosszabbitottuk. Azt vartuk, hogy a polimerdz csak addig tud haladni az egyszalit DNS
templdton, amig bele nem {itk6zik az odahibridizdlt mRNS 5’ végébe. Ugyanezzel a primer-
rel, ugyenezen az egyszali templaton egy szekvencidzé reakciot is végeztiink, és egyiitt

futtattuk a T4 polimerdzzal atirt DNS-sel. A 19. dbrén nagyon jél ldthatd, hogy a polimeraz
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19. dbra: A transzkripciés startpont T4 polimerdzos térképezése. 1. oszlop: primer extenzid
elott RNS hozzédhibridizédldséval; 2. oszlop: RNS hozzdadédsa nélkiil
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termindcidja, ami megfelel az mRINS inicidciéjanak, szintén a T gazdag régiéban torténik, és

Osszhangban van a primer extenzidval kapott pontokkal (17. &bra).

Vil. A genomidlis DNS szekvencia szdmitdgépes elemzése

Mind a primer extenzié, mind a T4 polimerdzos térképezés, valamint az a tény is,
hogy egy cDNS klén sem nytilik tovabb, azt tanusitja, hogy a kapcsold fehérje gén mRINS
transzkripcidja a 14. abra szerinti -361-t6] -407-es pozici6tdl terjedd T gazdag régidban
kezdodik. Az ettdl 5 irdnyban terjedd genomidlis DNS szakasz tekinthetd tehdt a gén
promoterének. Mivel ez a szakasz a AgLP100 klénnak a jobb kar fel6li végén taldlhatd,
Osszesen mintegy 860 bp 4ll rendelkezésiinkre a promoter régiébdl.

A megszekvenalt régiéfa, amely magéban foglal 360 bp-t a promoter régi6ébdl, az elsd
exont, valamint néhdny bp-t az elsd intronbdl, jellemz6, hogy benne hosszabb (30-50 bp)
purin (kettds szaggatott vonallal aldhiizott), valamint pirimidin (szaggatott vonallal
aldhuzott) gazdag régiok véltjdk egymast (14. dbra).

Két TATA boxra hasonlité motivumot taldltunk (a 14. d4brdn bekeretezve). A primer
extenzioval és a T4 polimerdzos térképezéssel megdllapitott transzkripciés kezdSpontok a
kozelebbi TATA boxtdl 34+1, 46+1, 56+1, 66+1 és 76+1 bp-nyi tdvolsdgra helyezkednek el,
és jellemz{ rdjuk, hogy minddssze egy pontban (aldhtizva) térnek el az inicidciés pontokra
megdallapitott YYCAYYYY (Y= C vagy T) konszenzus szekvencidtdl (99). Kétq CCAAT boxot
is g\li/il’tu\fg(, ng‘?‘l’( 265 és 315 bp tdvolsagra vannak az elsd kezdSponttol. con~L

Megvizsgdltuk szamitégépes Gsszehasonlité programokkal, hogy taldThaté-e kozds

szekvencia motivum a kapcsol6 fehérje gén, és az ugyancsak a porcban taldlhat6 porc métrix

VIN

fehérje gén ,..,promoter régidja kozott (28). Az}mft—eredmények azt mutatjak, hogy nem
. \/t»a\lﬂl/la;to S/X\? 1égi6 az al’talu’nlf ,v1zs.ga1t szak’as’zon. | o ’

Az 5’ nem transzlalt régié teljes hossziisdga a csirke kapcsold fehérje génje esetében
tébb, mint 500 bp. Marilyn Kozak §sszehasonlit vizsgilatai sordn (100) 346 gerinces gén
ko6ziil minddssze négyet taldlt, amelyek 500 bp-ndl hosszabb 5’ végi nem transzlélt régidval
rendelkeztek.

Erdekesség, hogy az 5 nem transzI4lt régiéban két extra AUG, azaz transzldcié
inicidciés kodon taldlhaté. Az elsd egy nyolc aminosavbél dlld, mig a masodik egy 42
aminosavbdl 4116 nyitott leolvasasi keretet hatdroz meg. Az alternativ splicing miatt azonban
ez a két upstream AUG kédon csak a 11B4 és a 7G12 formaju transzkriptumokban szerepel,
a tobbi tipusibdl kivagddik.

Megvizsgéltuk, hogy a kiilénb6z6 tipusu transzkriptumok 5’ végei mennyire képesek

\
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20. dbra: Harom cDNS 5" végének masodlagos szerkezet predikcidja Zuker algoritmusa (96) szerint
a GCG programcsomagban taldlhaté6 Fold programmal. Vastag vonal a transzldcié kezdSpontjét,
vékony vonal az 5 nem transzlalt régiéban levd AUG kodonokat jelzi

onmagukkal pdrosodva hajtlihurkokat alkotni. A komputer altal szdmitott mdsodlagos
szerkezet predikciok ldthatdk a 20. abrdn. A leghosszabb transzkriptum (7G12) esetében két
nagy hajtd keletkezik (A, B), mig a 8G1 tipusiindl ebbdl csak a B marad meg , az A helyett
egy rovidebb (A’) keletkezik. Ugyanakkor az 553 tipusi RNS-nél az A és a B fajtdju hajtti

sem talalhat6 meg.

VIIl. A kapcsold fehérje gén molekuldris evolicidja
1. Az elsd hurok

A csirke (46), ember (52), sertés (52), és patkany (50) kapcsolé fehérjékben, az emberi
(64), csirke (65) és a patkdny (18) aggrecanban, az emberi versicanban (66) és a patkany
neurocanban (67) taldlhaté elsé hurok aminosav szekvencidkat kﬁlénbb‘zé’,multiple alignment "
programokkal hasonlitottuk Ossze. A hurok hatarait a rendelkezésiihkre allo csirke és
patkdny kapcsolé fehérje gén exonhatdrok alapjan allapitottuk meg. A programok altal
generalt 6sszehasonlitdsok eredményeit kézzel tovabb finomitottuk. A 21. dbrdn lathatéak
az elsd hurok szekvencidk egymdshoz illesztve, és a konszenzus szekvencia. Az

dsszehasonlitott szekvencidk egymadshoz viszonyitott eltérései alapjan a PileUp program se-
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21. dbra: a rendelkezésre 4ll6 elsd hurok szekvencidk dsszehasonlitdsa és a leyonhaté konszenzus
szekvencia. A szekvencidk elnevezése a kovetkezoképpen tortént: A végén az 11 arra utal, hogy elsd
hurok szekvencidrdl van szo, a,é Ip kapcsol6 fehérjét, az ag az aggrecant, a vers a versicant, a neu a
neurocant jeléli. A g1 az aggrecan G1 globuléris egységét jelenti. A kezd6 betii adja meg a faj nevét,
a P a sertés, R a patkdny, H a'ember, C pedig csirke szekvencidra utal. A konszenzus szekvencidban
nagy betlivel jeloltiik, ha az 0sszes szekvencidban megegyezik az aminosav. Konszenzus szekvenciat
ott irtunk, ahol az adott poziciéban a szekvencidk legaldbb 51%-a megegyezik. S6tét hattérrel jel6ltiik
a konszenzussal megegyez6 aminosavakat, viligosabb hatérrel a konszenzussal rokon aminosavakat.
A rokon aminosav csoportok a kovetkezok voltak: [, L, M, V; F, W, Y; D, E; N, Q; H, K, R; S, T; A;
CG;P.

gitségével megszerkesztettiik az elsé hurok dendrogramjat is (22. dbra). Lathat6, hogy
elGszor az Gs elsd hurokbdl kialakult az &s kapcsold fehérje els6 hurok, és az &s proteogliikdn
els6 hurok. Ezutdn az s proteogliikdn elsé hurok modul és megkett6z&dott, és kialakult az
0s aggrecan illetve az 6s versican és neurocan elsé hurok. A dendrogram szerint ezutdn
kovetkezett a gerincesek torzsfejlodése, azaz elGszor levaltak a madarak (CLPL1, ill
CAGGI1L1) majd az emldsokon beliil is megtortént a fajok szétvaldsa és kialakuldsa.

Az irodalmi 4ttekintésben mar emlitettiik, hogy az els6 hurok az Ig modulok
csaladjaba tartozik (63). Temeszetes;_hog—y« megprobérltuk a—rendelkezésiinkre 4116/}
SWISSPROT és PIR fehérje adatbdzisokbol kikeresni az elsé hurokkal kézés eredetd, Ig
csaladba tartozé egyéb rokon szekvencidkat. A kapcsold fehérje elsé hurkdnak

aminosavszekvencidjat mintaként hasznalva kaptuk azt az eredmeényt, amibdl kidertilt, hogy

%



50

Plpll

Rlpll

Hlpll

Clpll

—— Hagglll

——— Ragglll

Cagglll

Hversll

Rneull

22. 4bra: az elsé hurok szekvencidk rokonsagat kifejezd dendrogram. A szekvencidk jel6lése
ugyanigy tortént, mint a 21. dbrdndl.

olyan nagy a tdvolsag ezek kozott az egyébként rokon modulok kdzétt, hogy a hagyomanyos
keresd programok szidmdra rejtve maradtak a kézds vondsok. Akkor mégis mi alapjan
nevezhetjlik ezeket a modulokat k&zds eredetiieknek, hogyan lehet ezt bizonyitani?
Egyaltalan melyek a kritériumai a rokonsdg megallapitdsanak? Az egyik fontos feltétel, mint
madr az irodalmi attekintésben is emlitettiik, hogy a modulok azonos fazisu intronokkal
legyenek megszakitva. Ez ebben az esetben teljestil, hiszen mind a kapcsolé fehérje elsd
hurok, mind az immunglobulinok varidbilis régiéiban taldlhaté Ig modulok egyes fazisa
intronokkal vannak megszakitva. Masrészrol fontos kritérium, hogy a rokon moduloknal,
a szerkezetileg, esetleg funkciondlisan fontos aminosavak és kérnyezetiik hasonl6 poziciéban
legyenek, és ezek az aminosavak megegyezzenek egymadssal, vagy csak olyan cserék

legyenek, amelyek nem érintik az adott aminosav karakterét. Igy példdul az egyik
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legfontosabb, hogy a harmadlagos strukturdt meghatdrozé, diszulfid kétésben résztvevd
ciszteinek pozicidja és szdima megegyezzen. Ezért egy olyan médszert alkalmaztunk a tadvoli
rokon modulok megtaldldsdra, a rokonsag bizonyitdsara, amely figyelembe veszi, melyek az
Osszehasonlitott elsd hurok szekvencidk strukturdlisan fontos, konzervalddott részei. A mar
bemutatott (21. 4bra) egymadshoz igazitott elsd6 hurok szekvencidkbél a ProfileMake
programmal egy ugynevezett profile-t készitettiink. Ez a profile azt tartalmazza, hogy egy
adott poziéiéban melyik aminosav milyen gyakorisiggal fordul el5. Ertelemszeriien, ha egy
helyen példdul a cisztein fordul eld az ¢sszes szekvencidban akkor a keresés sordn is csak
azok a szekvencidk jéheének sz6ba, ahol szintén cisztein van az adott poziciéban. Az igy
késziilt profile alapjan a ProfileSearch programmal vizsgaltuk &t a SWISSPROT adatbézist.
Az eredmény megddbbentd volt, hiszen t6bb szaz Ig-modullal talalt hasonlésédgot a program,
bizonyitva, hogy valéban az elsé6 hurok az immunglobulin rokon modulok szuper

csaladjaba tartozik.

2. A masodik hurok vizsgdlata

Mint mdr emlitettiik, a kapcsold fehérje mdsodik és harmadik hurkaval, az un. PTR
modulokkal rokon modulok szekvencidi rendelkezésiinkre dllnak a csirke (46), ember (52),
sertés (52), és patkdny (50) kapcsold fehérjékbdl, az emberi (64), csirke (65), marha (101) és
a patkdny (18) aggrecanbdl, az emberi versicanb6l (66), és a patkdny neurocanbédl (67),
valamint a ember (76, 77), patkany (80), egér (102), pavidn (103), marha (104) és horcsog (79)
cd44 antigénbdl és ember TSG-6 fehérjébsl (78). Osszességében a kiilénbozd fajokbél 32
szekvencia 4llt rendelkezésiinkre, ezeknek az aminésavsorrendjét hasonlitottuk ossze
egymadssal a PileUp program segitségével. A kapott eredmény a konszenzus szekvenciaval
a 23. dbrdn lithaté. A konszenzus szekvencidban nagy betlivel szerepelnek azok az
aminosavak, amelyek a legkonzervativabbak, tehdt mind a 32 szekvencidban megegyeznek.
A szekvencidk Osszehasonlitdsa utdn felvet6dott az a kérdés, hogy lehet-e taldlni olyan
régiot, amely felel6s lehet a hialuronsavhoz valé kotédésért. Ennek a régiénak nagyon
konzervativnak kell lennie, mivel a hialuronsavhoz val6 két6dés képessége kdzds ezekben
a modulokban. Ugyanakkor az aggrecan G2 globuldris egységér6l kimutattdk, hogy nem
kotddik a hialuronsavhoz (52), tehdt a nyolc darab, a kiilénb6z6 fajok aggrecan G2 globuldris
egységeibdl szarmazé PTR moduloknak (xAGG2Ly, ahol x a fajnév, y pedig 2 vagy hirom)
ezekben a régidkban kiilonbozni kellene a tobbi szekvencidtdl. Az Osszehasonlitott
szekvencidkban azonban nem tudtunk egyértelmiien olyan régiét kijelélni, amely megfeleine
az elobb feldllitott kritériumnak. Ugyanakkor kisérleti médszerekkel is megprébaltak megta-
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lalni, mely régidk lehetnek feleldsek a hialuronsavhoz val6 kétodésért. Goetinck és mti. (105)
két ilyen régiot taldltak, a 60. poziciétdl a 69.-ig, illetve a 86. pozici6tdl a 100-ig terjeddket.
Szerintiik ezekben a régidkban a pozitivan t51tétt aminosavak halmozott el6forduldsa segiti
elé a negativ hialuronsav kot6dését. Ha megnézziik az dsszehasonlitott PTR modulokat,
akkor lathatjuk, hogy valéban az elsd régioban a CLPL3-ban a 10 aminosavbdl 5 lizin,
hisztidin vagy arginin, mig a CLPL2-ben csak kettd. A kiilonb5z6 cd44 PTR modulokban,
amelyek szintén kétnek hialuronsavat, vagy csak egy arginin (Hacd44), vagy egy arginin és
egy hisztidin taldlhats. A TSG-6 tumor nekrézis faktor indukdlt fehérjében is csak egy
pozitiv aminosav (lizin) van ebben a régiéban. Ugyanakkor az aggrecan G2 globularis
egységében taldlhaté PTR modulokban 2 pozitiv aminosav esik erre a szakaszra, pedig ezek
a modulok nem kétddnek a hialuronsavhoz. Hasonld ‘a helyzet a masik régiénal; 3-3
pozitivan t6ltott aminosav taldlhatd a kapcéolé fehérjék harmadik hurkandl vagy az aggrecan
G2 globuléris egységében levé masodik PTR modulndl (pgg2l3), de egy sem taldlhat6
példdul a cd44 fehérjéknél, a proteogliikdnok két globuldris egységének mdasodik PTR
moduljaindl, vagy a TSG-6 fehérjénél.

Perkins és mti. (52) szintén az elsd régidba térképezik a hialuronsavhoz vald
kotddésben létfontossagu szerepet jatszé aminosavakat. Ok azt mondjik, hogy az 6tédik
pozicié nagyon fontos, mivel itt az aggrecan G2 egységében levd PTR modulokban valin
talalhaté szemben a t6bbi PTR modullal, melyekben ebben a poziciéban treonin, szerin,
arginin vagy hisztidin fordul eld. Megjegyzendd azonban, hogy az &sszehasonlitisunk
szerint ugyancsak valin taldlhat6 ebben a pozicidban a TSG-6 proteinben is, a cd44
fehérjékben pedig izoleucin, ami nagyon hasonlit a valinra. Osszességében megallapithatjuk,
hogy a szekvencidk Osszehasonlitdsa alapjan nem lehet egyértelmiien egy-egy régiét, vagy

egy-egy aminosavat hozzdrendelni a hialuronsavhoz valé kdt6dés képességéhez.

3. A kapcsol6 fehérje molekuldris evoliciéja

Az &sszehasonlitdsok alapjan felrajzolt két dendrogrambél (23., 24. dbra) vildgosan
latszik, hogy a PTR modul molekuldris evoliciéja idében megeldzte a gerincesek
torzsfejlodését, azaz el6bb alakultak ki a genomon beliil a modul kiilénbdzd fehérjékben
szerepld formadi, mint a madarak és az emldsok szétvaldsa. A 25. dbran ennek a genomon
beliili molekuldris evoltcionak a feltételezett 1épései lathatéak. Mivel a legtébb PTR modul
az emberbdl ismert, ezért az emberi PTR modul szekvencidk dsszehasonlitasat vettiik alapul.
Kiinduldsképpen egy 6s PTR modult és egy 6s elsé hurok Ig modult tiintettiink fel.
Megjegyzend6, hogy az itt szerepld Ig modul mér feltételezhetSen dtment egy molekularis
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24. dbra: a PTR domének rokonsdgat kifejezd dendrogram. A szekvencidk jelolése az
el6z6ekben ismertetett médon tortént.

M
evoltcion, amely sordn a t6bbi Ig szupercsalddba tartozé modul kialakulhatott. Azt seAlehet
teljességgel kizdrni, hogy az abrdn feltiintetett 6s PTR modul maga is korabbi evolici6
erdménye és mds rokon modulokkal k6z0s a szdrmazasa.

Tehét efinek az 6si PTR modulnak az elsé megkétszerezddésekor az egyik termékbdl
kialakultak a cd44 fehérjék, mig a masik késobb mégegyszer megduplézédott.'E:kkor vt le
a TSG-6 fehérjében taldlhaté PTR modul. Ezutdn kévetkezett a késdbbi kapcsolé‘ fehérje és

a proteogliikinok mdsodik és harmadik hurkénak a kettéosztodasa. Az evolucio ennek a
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/pont;anak kozelében jdtszédhatott le az a folyamat, melynek sordn az 6s elsd hurok Ig modul

és az 0s madsodik és harmadik hurok modulok egymds kozelébe sodrédhattak, és a

kovetkezd duplikdciét, melynek sordn az 6s kapcsold fehérje kialakult, mar egylitt szenved-
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25. dbra: a mai napig ismerté vdlt, és PTR modult tartalmazé fehérjék exon shuffling altal
torténd kialakuldsanak a modellje.

ték el. A masik termék Gjabb osztéddsa sordn keletkezett a versicanban 1évé globu-laris
egység, és az Os aggrecan globuldris egység is. ,Eéﬁ:@éit alakulhatott ki a versicannal
parhuzamosan a neurocan is, pontos becslést azonban nem tudunk adni, mivel a mai napig
csak a patkdny neurocan szekvencidja ismert, és a neurocan-versican elvalds id6ben nagyon
kozel egymashoz torténhetett. Erdekes, hogy az ezt kévetd 1épésben az aggrecan tigy oszté-
dott, hogy kimaradt az elsd hurok, tehdt igy johetett 1étre az aggrecan csonka masodik glo-
buldris egysége. Osszeségében tehdt hat duplikdciéra volt sziikség ahhoz, hogy 1étrej6jjon
az emberben jelenleg ismert tiz darab PTR modul.

A gerincesek torzsfejlodése sordn az elsé hurok és a PTR modul dendrogramjai
alapjin, 6sszhangban az evolicié kutatds eredményeivel, el6szér a madarak (Clp..) és az
emldsok valtak el, majd az eml6sok kozott eloszor a ragesalok valtak le (patkany, egér
héreség), maja a marha és a sertés, és a vizsgalt fajok kozott a Cd44 szekvencidk tanusdga

szerint az emberhez a pavian dll a legkdzelebb.
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EREDMENYEK MEGVITATASA

N

I. A kapcsolé fehérje gén &’ vége

Specifikus oligonukleotid primerek segitségével, amelyek a kapcsolé fehérje gén
mésodik és harmadik exonjainak az 5 végéhez hibridizdlnak, 5 végi specifikus ¢cDNS
génkonyvtarat készitettiink. Erre két okbdl volt sziikség:

1. A primer extenziés kisérletek felfedték, hogy a génnek 500 bp-ndl hosszabb 5" végi
nem transzlaléd6 vége van, amely jécskdn tilnydlik a gén eddig ismert 5 végi
részén. Mivel ezekben a kisérletekben tébbféle hosszisagu kapcsold fehérje specifikus
termékeket kaptunk, valészinfinek tfint, hogy a génnek errdl az 5’ végi részérdl atirt
mRNS valdéban tobbféle hossziisdgli, amelynek oka lehet t&bbszorés inicidcid, vagy
a pre-mRNS-b6! alternativan kivdgédé kiilonb6zé méretii intronok létezése.

2. A gén intronjaiban taldlhaté repetitiv szekvencidk lehetetlenné tették, hogy az elsd
exont és a promoter régiét hordozé genomidlis szakaszt atfedd kromoszoémadlis
fragmentumok segitségével izoldlni lehessen. Ezért sziikségessé valt, lehetSleg a teljes
elsé exon kloénozdsa, hogy prébaként haszndlva izoldlni lehessen az emlitett
genomidlis régidkat.

FI

A@ka&pett /5’ vegre specxﬁkus c¢DNS klonkonyvtarbol 2000 telepet vxzsgaltunk meg

tobbi klén keletkezésére az adhat magya;azatot hogy a klénozés elsd 1épése, a primer

extenzid sordn nagy szerepet jatszik az Uin. "self-priming", amikor az RNS felhajlé vége, vagy
egy masik odahibridizalt RNS szolgdl primerként. Késébb, az igy keletkezett DNS ugyanugy
klénozdédik, mint a "normadlis”, az dltalunk hozdadott primerek meghosszabbitdsdval nyert.

Meghatdroztuk a kivdlasztott klonok inszertjeinek méreteit, restrikciés térképeiket, valamint

hiisz klénnak a szekvencidjat is. Kidertilt, hogy a 32 kl6n fele nem kapcsolé fehérje eredetti.

_Ezt bizonyitjdk egyrészt a szekvencia adatok, hiszen ezeknél a klénokndl az els6 hisz

vnukleotld teliesen megegyezik a hozzdadott primer, igy a kapcsolé fehérje gén megfeleld

részének a szekvencidjaval, majd egészen mds, idegen szekvencia kovetkezﬂ§ Madsrészt a

Southern hibridizaciés kisérletek eredményeibdl (9. dbra) is latszik, hogy ezek a klénok nem

hibridizdlnak a kapcsol6 fehérje eredet(i probaval. Egy klont prébaként hasznalva Northern

hibridizéciét is végeztiink. Az eredmény egyértelmien bizonyitja, hogy az adott klén, a

p8A12, nem kapcsolé fehérje eredetfi, mivel az RNS amihez hibridizédl, nem porcspecifikus
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(csirke koponyatet6 csontban is el6fordul), és méds méretG mint a kapcsold fehérje mRNS. Az
ilyen klénok el6forduldsidt magyardzza, hogy hidba hibridizdlédik a primer olyan helyre,
amelynek a szekvencidja nem komplementer teljesen vele, a masodik szdl szintézisekor a
primer szolgal mintaként, és igy nem az eredeti szekvencia tiikr6zddik az ilyen klénokban.
Meghatéroztuk a leghosszabb ¢cDNS klon, a pLP7G12 szekvencidjat is. A klén 5 végét
probaként hasznalva”Northern hibridizéci6val bizohyitottuk, hogy az teljes hossziisagdban
kapcsol6 fehérje mRNS erédetﬁ'. Ennek a klénnak az elsd exont tartalmazé részét hasznaltuk
fel prébaként csirke genomialis konyvtdr atvizsgalasdra. Egy pozitiv klont taldltunk, amely
21 kb-os genomidlis DNS-t ﬁordoz. Az inszert végeit, és a EcoRI, HindIIl fragmentumait
szubklénoztuk . Southern hibridizéciékwssgitségéml-meghatéroztuk a fizikai térképét (13.
dbra). Az els exont hordoz6 szakaszt a klén jobb kar felé es végen lokalizdltuk. Ez egyben
azt is jelenti, hogy a klén az elsd intronbél is hordoz mintegy hiisz kb-nyi részt. A kordbbi
vizsgdlatokbdl ismert AgLP12.1 klén (54), amely a mdsodik exont hordozza, ugyancsak
tartalmaz az elsd intronbé! mintegy 14 kb-t, amely nem mutat kereszthibridizaciét az elso
intronnak a AgLP100 klénban taldlhaté részével, és a restrikciés térképeik is eltérnek
egymastol. A két klon tehdt az elsd intronbél 33 kb-t hordoz, az intron mérete azonban ennél
is hosszabb. Osszességében a kapcsold fehérje génbdl az eddig izolalt genomialis klénok
mintegy 80 kb-t fednek le, de a gén hossza a genomban nagyobb, mint 100 kb, tehat az
elsddleges transzkriptum is ilyen hosszu!

A AgLP100 klénbél szubklénoztuk az elsé exont hordozé 1.7 kb-os EcoRI-Sall
fragmentumot, és meghatdroztuk a szekvencidjét. Primer extenzibval és T4 polimerdzzal
végzett térképezéssel meghataroztuk a kapcsold fehérje gén transzkripcids kezddpontjait.
Ahogy a 19. dbrdn ldtszik, nem egy, hanem tobb startpont is létezik fliggetlen kisérletek
egybehangz6 eredményei szerint. Ezek a pontok a -532 - -482 DNS szakaszon /tgl/aflh_atéak,
ahol egy hosszabb pirimidin traktus }a\lél\”mté. Erdekesség, hogy a fobb inicidciés pontok a
traktusban (t\iil\é/litf\té timineket kb. tiz bdzisonként megszakité citozin bazisoknal taldlhatéak.
Az inicidcids helyek kozlil leggyakrabban haszndlt az 5’ végtdl szamitott harmadik csoport,
ahol a 8G1 tipusi transzkriptumok nagy része, és valészintileg maga az izolalt pLP8G1 klén
is kezdddik. Ezt igy bizonyitottuk, hogy olyan specifikus oligonukleotid primerrel végeztiik
a primer extenzidt, amelyiknek a kozepére esik a kivagédasi hely, igy csak a 8G1 tipusu
RNS-hez hibridizalhat teljes hossziisigban. Ennek tiikrében meg kell jegyezni, hogy a
pLP8G1 klén egy bazispdr hijan valéban teljes hosszisagi cDNS klén, ami bizonyitja cDNS
klénozasi stratégiank helyességét.
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Az inicidciés pontoktél 30-70 bp-nyira taldlhaté egy TATA box szerd

szekvenciamotivum, kissé tdvolabb pedig két CCAAT box motivum. Jellemzd még a
promoter régi6 szekvencidjara, hogy tartalmaz egy-egy 47 és 32 bp hosszu purin bazisokbdl
allé traktust és egy 46 bp-bdl 4116 pirimidin traktust is. Ezek szerepe egyelSre nem tisztizott.
Meghatdroztdk az emberi és a patkdny kapcsolé fehérje gén 5 végét is (106). Patkdny
kondroszarkéma kapcsolé fehérjét kodolé cDNS-ek koziil a leghosszabbak is csak 15 bp-t
tartalmaztak a gén elsé exonjdbdl, ezért Rhodes és munkatarsai hasonléan az e dolgozatban
leirtakhoz, 5 specifikus ¢DNS konyvtarat készitettek kapcsoldé fehérje specifikus
oligonukleotid primer segitségével. Megvizsgaltdk a pozitiv cDNS klénokat, és azt taldltdk,
hogy a leghosszabbak is csak 20-25 bp-ral nyltak tovdabb 5’ irdnyban az addig ismert
szekvencidnal. Ezzel egylitt az els6 exonbdél 40 bp allt rendelkezésiikre, ez alapjan
szintetizaltak egy oligonukleotid prébét, amellyel patkdny genomidlis konyvtarat vizsgaltak
at. Egy pozitiv klént talaltak, amelybdl az elsd exont tartalmazé résznek meghataroztk a
szekvencidjat. Oligonukleotid prébaval sikertilt izoldlni 3 dtfedd, az emberi kapcsolé fehérje
gén els6 exonjit hordozdé genomidlis klént is. Primer extenzidval és S1 nukledzos
térképezéssel sikeriilt meghatdrozni mind az emberi, mind a patkdny gén transzkripciés
kezd6pontjait. Eredményeik szerint a patkdny kapcsold fehérje gén elsé exonja minddssze
62 bp-bdl dll, mig az emberi gén elsd exonja ennél 29 bp-ral hosszabb. Ugyanakkor Dudhia
és Hardingham (53) emberi izlileti porcbél olyan kapcsol6 fehérje cDNS klént izolalt, amely
208 bp-t tartalmaz az elsd exonbdl, tehdt a Rhodes és mti. dltal meghatdrozott ember elsd
exonndl eleve 107 bp-ral hosszabb. A tilnyuilé rész szekvencidja 100%-ban homolég a
Rhodes és mti. dltal mdr promoter régidként jellemzett szekvencidval. Tehdt az emberi
kapcsolé fehérje génnél minimum két promoternek kell 1éteznie. Hasonl6képpen (mivel a
csirke és a ember, mind a csirke és a patkdny kapcsold fehérje gén 5' nemtranszIalt régiéi
kozott kb. 80%-os homoldgia van) a csirke elsd exon is tilnyilik a Rhodes és mti. dltal
embernél és patkdnynal megdllapitott elsd exon 5’ végénél. Rdaddsul mind a patkdny-ember,
mind a patkdny-csirke viszonylatdban olyan konzervativak a szekvencidk, hogy mind a
patkdny gén transzkripciéjanak kezdSpontja, mind a patkdny promoter TATA box motivuma
bazisra megegyeznek a csirke és az ember szekvencidjaval. Ezzel kapcsolatban a kdvetkez6
kérdések vet6dnek fel: '
- Miért van az ember és a patkdny gén kezd6pontja kdzétt 29 bp kiilonbség amikor a
szekvencidk szinte teljesen azonosak?
- Hol van az emberi gén mdsodik promotere, amir6l a Dudhia altal izolalt
cDNS irédik at?
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- Létezik-e a patkdnyndl is a tdvolabbi promoter?
- Létezik-e a csirkénél a kozelebbi promoter, és ha igen, melyik kezdSpont

érvényesill, a patkdnyra, vagy az emberre jellemz5?

Jelenlegi tuddsunk alapjan ezekre a kérdésekre még nem tudunk pontos vélaszt adni.
Annyi azonban bizonyos, hogy a kiinduldsként hasznilt mRNS patkdny esetében
kondroszarkoma sejtekbdl, a ember promoter kimutatdsakor magzati porcbél, mig Dudhia
altal izoldlt tovabbnyilé emberi kapcsolé fehérje cDNS klon esetében feln6tt iziileti porcbdl,
a csirke esetében pedig 14-15 napos embridkbdl szarmazik. Nincs kizdrva tehdt, hogy
alternativ promoter haszndlat torténik. Példdul a csirke embridk végtagkezdeményeiben a
porcos differencidlédds meginduldsakor a kozeli promoter aktiv, majd késébb a 14 napos
csirke embridkban, vagy a mdr kialakult {ziileti porcban a tdvolabbi promoterrdl irédnak at
a kapcsol6 fehérje hirvivd RNS-ek. Természetesen az sem zarhat6 ki egyértelmden, legaldbbis
a primer extenzids kisérleteink alapjin, hogy a 14 napos csirke embridk porcos mellcsont
kezdeményében mind a két@ promoter aktiv, vagy hogy a csirke esetében csak a tdvolabbi
promoter hasznosul. Ennek eldontése a késdbbi vizsgalatok feladata lesz.

A patkdny kondroszarkoma kapcsolé fehérje génnél kimutattak a transzkriptumok
egy tizedénél egy alternativ exont a masodik és harmadik exonok kozé6tt (55). Az ezek 4ltal
a hirvivok dltal kédolt fehérje 53 aminosavval tobbet tartalmaz, funkcidja ismeretlen.
Megnéztik, hogy a csirkénél kimutathaté-e ez az alternativ exon. Vizsgiltuk egyrészt az
izolalt, a prE3 primerrdl indult cDNS klénokat, mésrészt PCR-t végeztiink az elsb és a
harmadik exonok kozott. A feltételezett alternativ exont egyik mddszerrel sem tudtuk
kimutatni, tehat valdszintileg ebben is kiilonbozik egymast6l az dltalunk vizsgalt 14-17 napos
csirkeembriék mellcsont .kezdernényébél, és a patkdny kondroszarkémédbdl szdrmazd
kapcsolé fehérje gén.

A maésodik exont tartalmazé 11/8-as prébaval pozitivnak bizonyult 11 klén koziil
tiznek hatdroztuk meg a szekvencidjit, és azt /telé\l/@k, hogy mind a tiz megegyezik a
genomidlis rész nukleotidsorrendjével. Négy klonndl azonban a cDNS szekvencidja a
genomidlishoz képest kisebb-nagyobb deléciékat tartalmaz. Mivel a delécidkat konszenzus
kivdgodasi akceptor és donor helyek hataroljak (3. tabldzat), arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy alternativ intronhaszndlat torténik a kapcsold fehérje gén 5 végén. Azt, hogy ezek a
cDNS-ek nem klénozisi miitermékek, gy bizonyitottuk, hogy az érintett régiér6l atirt
cDNS-eket PCR segitségével felszaporitottuk. Ha csak egyfajta, az intron nélkiili cDNS

létezne, akkor a PCR sordn is csak ez a termék szaporodna fel. Ezzel szemben a PCR
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eredményeképp olyan fragmentumokat kaptunk, amelyek megfelelnek a cDNS-ek tipusai
altal szamitottaknak. Ezenkiviil olyan termékeket is/lsp\m'pk (Hyp1-Hyp4), amelyeket
méretiik allapjan le lehet vezetni a mar az ismertetett cDNS klénokndl hasznosult kivagddasi
donor és akceptor helyek ujfajta kombindciéival. Ezeknél a feltételezett mRNS tipusokndl
tovabb nd a kihasadt intronok egytittes hossza, igy az 5 végi nem transzldlt régi6 is
lersvidiil. Egyedtil a teljes hossziisdgy, tehdt az intron nélkiili cDNS klénnak megfeleld
fragmentumot nem sikertilt kimutatni. E/r\x/ngk alapjan felmeril a kérdés, hogy ez a pLP7G12
klénnak megfeleld kivagodas nélkiili tipus nem egyszerfien egy kéztes, kivagédasok elStt
all6 premRNS-e (107)? Ez ellen két fontos érv szol: Az egyik, hogy az izoldlt, a nem
transzlalt régidban teljes hossztsdgi c¢cDNS klén, a pLP7G12, tartalmazza az elsd exonon
kiviil a méasodikat teljes hossztisdgban, valamint a harmadikbdl is egy révid darabot, tehat
olyan RNS-r6l irédott at, amelyikbdl mér kivagddott az elsd és a mésodik intron. A mdsik
érv az az, hogy a pLP7G12 klén 5 végi Avall helyétsl az 5" végéig huzédé fragmentummal
Northern hibridizdciét végeztiink, és sikertilt ezzel a fprébéval is kimutatni mind a hdrom,
a kapcsol6 fehérjére jellemz mRNS-t (11. dbra), pedig ez a fragmentum olyan RNS darabot
reprezentdl, amelyik az 553, 8C7, és 8G1 tipusii RNS-ekbdl teljes egészében, a 11B4 tipusu
RNS-bdl pedig részlegesen kivagédik.

L qu—"‘- \E\zili az eredmények bizonyitjdk, hogy a csirke kapcsolé fehérje gén 5 végén
alternativ splicing torténik. Az alternativ splicing &ltaldnosan elSfordulé jelenség a
magasabbrendii szervezetekben. Le kell azonban szégezni, hogy az esetek nagy részében ez
a folyamat fehérjét kddold szakaszokat érint, ami azt jelenti, hogy a kiilonb6z8 tipusii RNS-k
kiilénbozd fehérjetermékeket kdédolnak, melyeknek mds és mds lehet a funkcéjuk.
Ugyanakkor a kapcsolé fehérje esetében pontosan ugyanaz a fehérje irddik at az dsszes
tipusii RNS-r6l. Hasonléképpen, az 5 nem transzldlédé régioban mutattak ki alternativ
splicing-ot a patkdny I tipusi inzulin-szerG névekedési faktor (108), a patkiny acetil-koenzim
A karboxildz (109, 110), és a sertés muszkarin tipusi acetilkolin receptor génnél (111).
Természetesen felvetddik a kérdés, hogy mi lehet a jelentdsége, vagy egyaltaldn miért
kovetkezik be a kodolé részt nem érint6 alternativ splicing? Az egyik lehetséges magyardzat
szerint ezt a régiét semmilyen evolticiés nyomas nem befolydsolja, mivel nincs megvaltozott
fehérjetermék, tehdt az itt 1évG kivagddasi helyek véletlenszerfien hasznosulnak. E mellett
sz6l az, hogy, amint az a 3. tdblazatbdl leolvashatd, a hét lehetséges donor helybdl &t, a négy
lehetséges akceptor helybdl pedig kettd haszndlatdra talaltunk példat a cDNS-ek kozott. Dedk
F. és mti. PCR termékek szekvencidjanak a vizsgélatéwa/WT;-fennmaradt kett6 donor helybdl

az egyik hasznilatdra taldltak példat (112). A véletlen szerepét bizonyitja a pLP8C7, a
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pLP5S3 és a pLPD48 (112) klénok megléte is, hiszen ezeknél a klénokndl a kivagédott intron

hosszaban mind&ssze 4-4 nukleotid kiilénbség van, amit aligha lehet massal magyarazni,

mint a hdrom egymadst atfedd donor hely véletlenszer(i hasznélatdval.

A mdsik lehetséges. magyardzat szerint a kiilonbdzd RNS formdk kiilénb6zd

transzlacids aktivitdssal birnak azaltal, hogy befolydsoljik a transzlacié inicidcidjat. Jelenlegi

ismereteink szerint ez 6tféleképpen térténhet (107). Megvizsgaltuk, hogy a kapcsolé fehérje

kiilénb6zd mRNS formadi esetében milyen elvi lehet6ségei lehetnek a transzldcids szint

szabalyozdsnak:

Az inicidciés AUG kodon és kézvetlen kdrnyezetének szekvencidja hatdssal lehet a
transzldcié megkezdddésére. Mind a kisérletek sordn (113-115), mind 699 gerinces
mRNS Gsszehasonlitdsdval (100) ugyanazt a konszenzus szekvencidt taldltdk
(GCCA/CCAUGAR). Ez azt jelenti, hogy egyrészt a kisérletek taniisdga szerint ennél
a szekvencidndl a legerdsebb a transzlaci6, masrészt ezek a nukleotidok fordulnak el6
legt6bbszor az adott poziciéban az dsszehasonlitott mRINS-eknél. A kapcsold fehérje
esetében az inicidciés AUG kodon koérnyezete (GTGAAAUGA) minddssze két
pontban egyezik meg a konszenzussal, tehdt gyengének nevezhetd. Ez azt is
jelentheti, hogy nagyobb szerepe lehet az egyéb transzlaciés szabalyozd
mechanizmusoknak.

Lényeges lehet a transzlacié inicidlasdban, hogy létezik- vagy léteznek-e a tényleges
AUG kodonoktdl 5 irdnyban nyitott leovasési keretek. A gerinces gének 90%-anal
a transzlaci6 inicidcidja az els6 AUG kodonndl térténik (100). A fennmaradé 10%-nél
a "rdadds" AUG kodonok hatdssal lehetnek a transzldcié inicidci6jara. A vizsgalatok
szerint ez a hatds gatlas, tehat a rdadds AUG kodonok kiejtése megemeli a transzlacié
hatdsossagdt. A kapcsold fehérje esetében kettd ilyen plusz AUG kodon taldlhaté az
5’ nem transzldlt régiéban a 7G12 tipusi RNS molekuldban. Ezek kéziil az egyik egy
42 aminosavbdl dll6 nyitott leolvasasi keretet hatdroz meg. Arra azonban semmiféle
indikacié sincs, hogy ez a rovid peptid in vivo termelddik-e vagy nem. Raadasul
mind a két kodon kornyezete teljesen eltér az el6zOekben ismertetett "idealis"
konszenzus szekvencidtél. Meg kell jegyezni, hogy a 7G12 és a 11B4 tipusi RNS-ek
kivételével ez a két AUG kddon is kivagédik az alternativ splicing soran.
Ertelemszertien befolydsolja a transzlicié inicidciéjdt az 5 nem transzlilt régié
hossza, hiszen a "vindorld" model alapjan a riboszoma el6szér az mRNS 5’ végéhez
ko6tddik, majd onnan 3’ irdnyba vandorolva keresi meg az inicidciés kodont (116). A

teljes hosszusagi 7G12 tipusi mRNS mintegy 500 nukleotid 5 nem transzlalédé
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részt hordoz. Ez nem éltaldnos, hiszen a gerinces gének alig t6bb mint 1%-dnak van
500 bp-nal hosszabb 5" nem transzllédé régidja (117). A vizsgélt mRINS-ek 75%-anal
ez 100 nukleotidnal révidebb. (100). Ugyanakkor a tdbbi tipusi mRNS-ekbdl az
alternativ splicing miatt. ez a régié rovidebb, tehdt a kiilénb6zd tipusoknal mas- és
mads lehet az inicidcié sebessége.

- A kisérletek szerint hatassal van a transzlacié inicidciéjira az RNS-nek az 5 nem
transzlaloédé régiéban és az AUG kodon kémyezetében kialakul6 térszerkezete. Az
itt elofordulé stabil hajtthurkok specifikus kétdhelyként szolgdlhatnak bizonyos
fehérjék szdmadra, amelyek aztdn befolydsolhatjik a transzldciét. A ferritin mRNS
esetében az 5 véghez ko6tddo fehéfje alapéllapotban gitolja a transzldciét. Vas
addsdra ez a gdtlas oldédik, és megindul az aktiv transzlacié (118). Az 5 nem
transzlalt régiéban kialakulé RNS hajtti hurkok énmagukban is képesek gatolni a
transzlacié megkezdését azaltal, hogy megakadalyozzak a stabil riboszomdlis 40S
alegység- mRNS komplex kialakulasat (119), vagy éppen a riboszomalis alegység 3
irdnyba torténd vandorldsét (120). Az AUG kodontdl 3’ irdnyban kialakulé nem til
stabil RNS hurok elGsegitheti a transzlacié meginduldsit egy "gyenge" inicidcids
kédon esetében (121). Az ilyen hajtl ugyanis csak éppen annyira "lassitja" le a
riboszéma vandorldsdt, hogy az biztosan "észrevegye" az AUG kodont. Megvizsgélva
a kapcsolo fehérje 5 végét azt taldltuk, hogy az erds mdsodlagos szerkezet
kialakitdsdra képes. A kiilénb6z6 tipusi RNS-ek mds és mds hurkokat képeznek. A
legstabilabb mdsodlagos szerkezet a 7G12 tipusii RNS esetében jésolhats, mig a
legkevésbé stabil a 8G1 tipus esetében, amely a vizsgélataink szerint a leggyakoribb.
Erdekes ugyanakkor, hogy mindkét tipus esetében megtaldlhaté a 21. 4brén B-vel
jelzett hajtli, ami viszont hidnyzik példaul az 553 tipusndl. Vizsgidléddsaink
természetesen magukba foglaltdk az AUG kodontdl 3’ irdnyba esd részt is, de nem
talaltunk olyan hajti hurkot, amely erdsithetné a transzlacié iniciacijat.

Az el6zbekben leirtak alapjan megdllapithatjuk, hogy a kapcsolé fehérje 5’ végét érintd

alternativ splicing sordn keletkezett kiilonb6z6 tipusi mRNS-ek kiilénbozd transzlaciés

aktivitdssal birhatnak. Természetesen ennek akkor lehet csak igazin jelentSsége, ha
feltételezziik, hogy az eltérd6 mRNS varidnsok eltérd szovetekben, vagy sejttipusokban
expresszalédnak, vagy ugyanazon szévet illetve sejttipusban az egyedfejlédés sordn egyszer
megjelennek, egyszer eltlinnek. A helyzetet neheziti, hogy nyilvanval6an az dltalunk vizsgélt
kiinduldsi anyagban, a 14 napos csirke embriék porcos mellcsont kezdeményében,

valamennyi forma megtaldlhatd, bar kétségkiviil nem azonos ardnyban, hiszen a 8Gl1 tipusi
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mRNS mutatkozott a legnagyobb mennyiségiinek. Ugyanakkor a csoport mas
munkatdrsainak vizsgalatai szerint a juvenilis csirkék mellcsontjabdl illetve iziileti porcdbdl

szdrmazé porcsejtjeiben mar hidnyoznak egyes alternativ mRNS formdk.

Il. A kapcsold fehérje evollcidja

A kapcsol6 fehérje a lehasadd szigndlpeptiden kiviil harom kiilénallé globuldris
'doménbél, hurokbél 411. Az N-terminalis vég feldl az els6 hurok, amelyet egy diszulfid kétés
stabilizal az immunglobulindk variabilis régiéival mutat homoldgiat (63). Hasonlé domén
taldlhaté még az Osszes, eddig ismert aggregdlédé proteoglitkinban (18, 64, 65), a
versicanban (66) és a neurocanban (67) is. A kapcsolé fehérjében és a proteogliikinokban
talalhaté elsd hurok domének azonban olyan tdvoli rokonai az Ig-szuperfamiliaba tartozé
egyéb doméneknek, hogy a hagyoményos keresd, és dsszehasonlité programokkal ki sem
mutathaté, mivel a hasonlésdg csak egy-két, a masodlagos és harmadlagos szerkezet
kialakitdsdban fontos szerepet jatsz6 aminosavra korldtozédik. Ezt bizonyitandé, egy olyan
programmal is elvégeztiik az analizist, amely fokozottan stilyozza azokat a pozicidkat, ahol
a mintaként hasznélt kapcsold fehérje és proteogliikdn szekvencidkban egy-egy aminosav
konzervalédott. Az eredmény azt bizonyitotta, hogy valdban, a teljesen eltérd funkcié
ellenére ezek a domének strukturdlisan megegyeznek, egy kdzds Osre vezethetdek vissza. A
rokonsdg azonban nagyon tavoli, az 6s Ig-domén feltételezett duplikicidja, melynek sordn
a "kapcsolé fehérje" dg levalt, idoben valdsziniileg sokkal régebben kovetkezett be, mint a
kapcsol6 fehérje, és a proteogliikdnok elvdldsa egymdstél, mivel ezek sokkal jobban
hasonlitanak egyméshoz, mint az Ig-szuperfamilia mas tagjaihoz.

Elkészitettiik az ismert elsd hurok szekvencidk Osszehasonlitdsat (22. 4bra). A
szekvencidk egymas kozti rokonsdgat dendrogram rajzoldsaval illusztraltuk (23.abra).

A kapcsol6 fehérje masik két hurka az in. PTR modulok kdzé tartozik (52). Ma dsszesen 32
ilyen szekvencia ismert. Osszehasonlitdsukkal tébbek kozt szerkezetbeli magyarazatot
probéltunk keresni arra a kisérletekkel igazolt ellentmonddsra, hogy az 6sszes tobbi PTR-
doménnel ellentétben az aggrecan G2 globuldris egységében 1év6 PTR doménok miért nem
kotddnek a hialuronsavhoz. Amennyiben egy-egy aminosavnak. vagy egy révidebb régiénak
van ebben kitiintetett szerepe, akkor a szekvencidk vizsgédlatakor ennek ki kell deriilnie. A
varakozissal ellentétben nem sikertilt ilyen kiilénb6z6séget taldlni. Nem tudtuk
aldtdmasztani Goetinck és mti. hipotézisét (105), miszerint az altaluk talalt két régiéban 1évd

pozitiv toltést hordozé aminosavak lennének felelosek a kotodésért, mivel nem lehet
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konzekvensen azt mondani, hogy a G2 egység PTR modulokban kevesebb ilyen aminosav
van, mint a t6bbiben, hiszen példaul a cd44 antigén szekvencidkban még kevesebb van,
pedig ezek is kétddnek a hialuronsavhoz. Hasonléképpen lehet cafolni Perkins és mti.
hipotézisét is (52), petsze csak ha bizonyitottnak vessziik, hogy a G2 PTR modulok valéban
nem kotddnek a hialuronsavhoz. Hogy lehet akkor magyardzni a hialuronsavhoz valé
kotodés képességét, és egyaltaldin mi lehet akkor a G2 globuldris egység szerepe az
aggrecanban? Az elsd kérdésre a védlaszt valdszintileg a variabilis régiékban 1évé aminosavak
egylttes hatdsdban kell keresni sokkal inkdbb, mint egy-egy aminosavhoz, vagy révidebb
régidhoz hozzdrendelni a hialuronsavhoz kotodés képességét. A masodik kérdésre egyes
kutaték azt védlaszoljak, hogy a G2 egységnek pusztin térkitoltd szerepe van (52). Ezt
igazolja legaldbbis, hogy szerkezet kialakitdsdban fontos szerepet jatsz6, konzervativ, a
konszenzusban is megjelend aminosavak a hialuronsavat nem kétd modulokban is azonosak
a tobbiekével. Ugyanakkor azt vadrnadnk, hogy a tobbi pozicidban sokkal jobban eltérjenek a
hialuronsavhoz k6t6dé moduloktél, hiszen ezekre a helyekre nem nehezedik evolicios
nyomds. Ez azonban nincs igy, a G2 globuldris egységben taldlhaté PTR modulok csak
annyira kiilénboznek a tobbitdl, mint azt a normdlis, tehat a hialuronsav kété funkcié
irdnydbdl is haté evoliciés nyomds esetén feltételezhetd. Az is elképzelhet5, hogy a G2
egység a hialuronsavhoz valé kotédés képességét evolicids 1éptékkel nézve, csak a
kozelmuiltban veszithette el, iigyhogy nem volt "ideje" igazdbdl megvaltozni azéta.

Az elsd hurok és a PTR modulok dendrogramjai alapjan vildgosan litszik, hogy a
kilonb6zd mozaik fehérjék kialakuldsa, tehdt az exon shuffling, megeldzte a gerinces
makroevoluciét, tehdt a kiilonbozd fajok kialakuldsat. Ez logikus is mivel valészintileg a
porcos halakndl is ugyantgy megtaldlhat6 a porcban a kapcsolé fehérje és az aggrecan mint
az embernél. A 23. és a 25. dbrdkon lathaté dendrogramok tehét kétféle folyamatr6l adnak
informéciét. Egyrészt egy genomon bellili, ha Ggy tetszik szomatikus, egyeden beliili, vagy
horizontdlis eseménysorozatrél, az exon shufflingrél, melynek sordn DNS illetve
kromoszéma darabok kett6z6dnek meg és rendezddnek at Gj fehérjéket kialakitva a
kiilonb6z6 exonok egymds mellé rendezodésével, mdsrészt egy makroevoliiciés, ha ugy
tetszik vertikilis folyamatrél, melynek sordn kialakulnak a gerinces fajok. Ha tehit az exon
shufflingot akarjuk modellezni, akkor elég csak az egy fajon beliil 1év6 modulokat vizsgalni.
Mivel az emberbél ismert jelenleg a legtébb PTR modul, mi is ezek alapjan dllitottuk fel
modelliinket (26. dbra). Kiinduldsként egy 6s PTR és egy Gs elsé hurok modult feltételeztiink,
amelyeknek persze lehetnek még kordbbi elddeik is, mint azt az els6 hurok és az Ig-

domének esetében emlitettiik is. Az embernél a jelenleg ismert 6tféle PTR modult is



65

tartalmazé fehérje 1étrejottét Ssszesen hat duplikdciés eseménnyel tudtuk leirni. Az elsd
hurok exonja valészintileg az 6s PTR domén harmadik megkettdz6dése utdn sodrédhatott
a mdr pdrosan allé PTR modulok elé, és a kovetkezd duplikiciét melynek sordn az &s
kapcsol6 fehérje alakult ki, mar egyiitt szenvedhették el. Erdekes ugyanakkor, hogy a
modelliinkben az utolsé duplikdciébél kimaradt az elsd hurok, igy alakulhatott ki az
aggrecan két globuldris egysége. Az dbrén szerepld neurocan (67) szekvencia a patkanybél
szdrmazik, az emberb6l még nem izoldltdk. A szekvencia 6sszehasonlitdsbél és a
dendrogrammokbél ugy tinik, hogy a versicannal egy id6ben alakulhatott ki, errél
pontosabb képet csak akkor kaphatunk, ha majd rendelkezéstinkre 4llnak a ember neurocan
modulok szekvencidi is.

A kiilonb6z6 fajokbdl ismert, azonos modulok vizsgdlata j6l modellezi a fajok
evolici6jat, az adatok interpretdldsidval azonban Ovatosan kell bdnni, mivel példdul a
génkonverziés jelenségek megvaltoztathatjdk az eredményt. Ezt bizonyitja, hogy mig a
kapcsolé fehérje masodik hurokndl (LPL2) ember-sertés-patkany-csirke, addig a harmadik
hurokndl (LPL3) ember-patkany-sertés-csirke a sorrend a dendrogram alapjan. Feltiind még,
hogy a versican mdsodik hurka (HVERSL2) a varttal ellentétben nagyobb hasonlésagot mutat
a G1 globularis egység masodik hurkdahoz (PGG1L2), mint a G2 globuléris egység masodik
hurkdhoz (PGG2L2). Ez is génkonverzids jelenségre utal, mivel mind a versican elsd hurok
(HVERSL1), mind a versican harmadik hurok (HVERSL3) esetében nyilvdnvalé, hogy az

elvalas az eldzdekben ismertetett modelliink szerint tértént.
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A kapcsolé fehérje a porcszdvetben stabilizdlja a proteogliikin hialuronsav

aggregdiumokat azéltal, hogy kotédik mindkét makromolekuldhoz.

Maga a kapcsol6 fehérje harom modulbél dll, melyeket kiilon exonok kédolnak. Az

exonokat egyes fazisi intronok szakitjdk meg. Ez jellemz$ a tSbbi mozaik fehérjére is,

melyekben a kapc3016 fehérjében taldlhatékhoz homolog modulok vannak. Egy negyedik

exon kédolja a prekurzor fehérje szekrécids szignal peptidjét. A kordbban azonositott genomi

klénok azonban nem tartalmaztdk a gén 5’ végét. Ezért tiztiik ki célul a hidnyzé elsd exont

hordozé cDNS klénok kinyerését és segitségiikkel a gén 5’ végének az azonositasat. A rokon

moduloknak az 6sszehasonlité vizsgélata pedig segit a mozaik fehérjék kialakuldsdnak a

megértésében. Munkank sordn a kovetkez6 eredményeket értiik el:

1.

Specifikus oligonukleotid primerek segitségéve{ s:l;sﬁllt egy, a kapcsold fehérje gén
5 végére jellemzd c¢DNS konyvtarat létrehoznunk. A pozitiv ¢cDNS klénokat
jellemeztiik és meghataroztuk a szekvencidjukat. Igazoltuk, hogy a leghosszabb cDNS
klén 5 vége is kapcsoié\f/gbégie gewsgl{qt@

Izoldltunk egy genomidlis klént, mely tartalmazza a gén promoter régidjit, az elsd
exont és egy nagy darabot az els6 intronbél. Meghatdroztuk ennek a klénnak a
restrikciés térképét, valamint a promoter régié és az elsé exon szekvencidjat.
Bebizonyitottuk, hogy a klén nem fed 4t a mér régebben izoldlt, a masodik exont
hordozé genomidlis klénokkal, igy annyit tudunk mondani, hogy a kapcsold fehérje
gén mérete meghaladja a 100 kb-t.

Kétféle moédszerrel, primer extenzidval és T4 polimerdzos térképezéssel
meghatéroztuk a transzkripcié kezdSpontjait. Megallapitottuk, hogy a mRINS atirdsa
legaldbb 6t pontbdl indul.

A cDNS klénok és a genomialis klénok dsszehasonlitdsdval megéllapitottuk, hogy az
mRNS 5’ nem transzl416d6 részén alternativ exonhasznalat térténik. E jelenséget PCR
kisérletekkel igazoltuk. Az izolalt cDNS klénok alapjin legaldbb 6tféle, az 5 végében
kiilénb6z6 mRNS tipus létezik, ezenkiviil a PCR eredményeképp még legalabb
hdromféle tipus létezését feltételezziik.

A kiilénb6z6 ¢cDNS formdk szekvencidjdnak az analizise feltdrta, hogy egyes mRNS-
ek masképp viselkedhetnek a transzldcié inicidciéjanak szempontjdbol. A 7G12 és a
11B4 tipusti mRNS-ekben taldlhat6 az inicidciés AUG kédontol 5 irdnyban két nyitott

leolvasdsi keret, ami erGsen gatolhatja a transzlacié megkezdését. A fehérjeszintézis
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szempontjdbdl fontos, hogy milyen masodlagos szerkezetet vesz fel az mRINS 5’ vége.
A kiilénb6zd mRNS formdk ebbdl a szempontbél is eltérdnek mutatkoznak a
‘ masodlagos szerkezet predikcidink alapjan.

6. Primer extenzidval, irdnyitott ¢DNS klénozdssal PCR kisérletekkel probaltuk
megnézni, hogy létezik-¢ a csirkében is a patkidny kondroszarkéma kapcsold
fehérjében leirt alternativ exon a mdsodik és a harmadik exon kézott. Valamennyi
eziranyu kisérletiink negativ eredménnyel zarult, tehadt valésziniileg a csirkében

~ hidnyzik ez az alternativ exon.

A gén 5’ végének, a promoter régionak a klénozdsa és tovdbbi vizsgdlata lehetGséget teremt

ahhoz, hogy megértsiik a kapcsold fehérje expresszibjdnak a szabdlyozadsat. Ez azért is

érdekes, mivel alkalmat ad a porcszévetben termelddd mads extracelluldris fehérjék (II. tipusti
kollagén, CMP) génjeinek szabalyozé ellemeivel torténd Gsszehasonlitdsra.

7. Osszegyijtottiik egyrészt a kapcsolé fehérje elsd hurokkal rokon modulokat,
madsrészt a mdsodik és a harmadik hurokkal rokon modulokat és
Osszehasonlitottuk Oket. A rokon modulok rokonsidgi kapcsolatait
dendrogrammal dbrdzoltuk. A dendrogramok alapjin egy modellt allitottunk
fel, mellyel magyardzatot prébdlunk adni az egy fajban taldlhaté tizféle PTR
és haromféle els6 hurok modul kialakuldsdra egy 6s PTR és 0s els6 hurok
modulbdl. Hipotézisiink szerint a mai napig megismert PTR domének
kialakuldsa hat fliggetlen duplikdcié sordn tértént, ebbdl harom duplikéciot

egy elsé hurok és két PTR modul egyszerre szenvedett el.
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