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I. A porc matrix fehérje gén miikédése: a promoter és a silencer

azonositasa és analizise

.1 Bevezetés

A porcszovet fontos szerepet jatszik a gerincesek allatok és az ember
testének felépitésében és mozgasaban mint a csontrendszer el6futara, és az
izlletek, valamint a csigolyak kiparnazéja (1). A porcszévetet a porcsejtek és az
altaluk termelt sejtk6zotti allomany alkotja. Ez utébbi kétféle makromolekula, II.
tipusu kollegén és aggrecan egymasba szovoétt halozatanak készonhetéen
rendkiviili rugalmassaggal és szilardsaggal rendelkezik (1,2,3). A
makromolekulak kettés halozatanak dsszetartasaban kisebb, globularis
fehérjemolekulaknak, mint példaul a porc matrix feherjének (CMP) és a kapcsold

fehérjének (LP) tulajdonitanak fontos szerepet (3-10).

A porc matrix fehérje (CMP) a porcszdvet sejtk6zotti allomanyanak fontos
alkoté molekul3ja (5, 8-10), amely porcsejtekben termelddik, az egyedfejlédés
meghatarozott stadiumaban (csirke embrié végtagkezdemény esetén az 5.
naptol kezdve) (11-14). Génjének miikddése tehat szigortan meghatarozott
idoben és helyen torténik a szervezetben. A CMP gén transzkripciojanak
szabalyozasa egy magasabbrendu program, a végtagfejlodés, azon belll a
porcos differencialodas programjanak szerves része. Ez a program nagyon
bonyolult, tébb szinten zajlé mliveleteket foglal magaba. Megértése sokiranyu

kutatast kivan, melynek egyik lehetséges kiindulépontja éppen a porcspecifikus



gének, -esetiinkben a CMP gén- sajatos miikédésének feltarasa és az abban
szerepet jatszo jellegzetes cisz és transz szabalyozo6 elemek (regulalé DNS

régiok és transzkripcios faktorok) (15-16) keresése.

I.2. A CMP és LP gének kifejez6dése in vitro porc differencialodas folyaman

A porcos differencialodas folyamatat modellezé szévetkultura sejtjeibol
készult RNS felhasznalasaval Northern hibridizacios kisérletekben kimutattuk,
hogy a CMP mRNS-e nagy mennyiségben jelen van a differencialodott (1. és Il.
stadiumu) chondrocytakban, ellenben dedifferencialt sejtekben a CMP gén
mukodése gatolt. E kisérletlink késobbi vizsgalatok alapjaként szolgalt (17.) A
CMP és LP gének szabalyozasanak k6zos vonasaira mutatott ra az a
kisérletiink, amelyben megegyez6é eredményre jutottunk az LP mRNS-ének

kimutatasa soran.

1.3. Szabalyozo régiok azonositasa A CMP gén el6tti DNS szakaszon

Elvégeztiik a CMP gén el6tti, mintegy 10 kb-nyi DNS szakasz restrikcios

térképezését 4 genomialis klon analizise révén abbol a célbol, hogy a térkép



ismeretében ezen régio tetszéleges fragmentumainak hatasat tudjuk vizsgalni a

CMP gén miikodésére tranziens expresszios kisérletekben.

« s

fragmentumait szubklonoztuk a pTK CAT expresszios vektorba, majd a
plazmidkonstrukciokat szévetkultdra sejtjeibe juttatva megmeértiik a CAT gén
aktivitasat. igy kideriilt, hogy a gén elétti 2.4kb-t6l -10.7kb-ig terjedé szakaszt
lefedd Hindlll fragmentumok egyike sem hordoz enhancert, ugyanakkor azonban
a -6.8-t61 -10.7kb-ig elhelyezkedd HA és HB fragmentumok jelentés mértékben
csokkentették az idegen (timidin kindz) promoterrol mikédé CAT gén aktivitasat
porcsejtekben, mig fibroblastokban kisebb mértékben. Ez a CMP gén tavoli

negativ szabalyoz6 elemeinek porcspecifikus mikoédését mutatja (18).

« s

felhasznalasaval Iétrehoztunk egy plazmidsorozatot, amely a CMP gén el6tti 1.2
kb hosszusagu DNS szakaszt, illetve annak kiilénb6z6 deléciés szarmazékait
hordozta a CAT gén elott. Primér chondrocyta és fibroblast kultura sejtjeibe
juttattuk be a deléciésorozat tagjait, €s megallapitottuk, hogy a CMP gén
promoterét hordozé alapkonstrukcié (pCMP CAT'N) aktivitast mutat
porcsejtekben, igen gyengén mikaddik fibroblastokban, tehat az 1.2 kb

hosszusagu régio mukodése szévetspecifikus (18).

A TATA motivum elé mindéssze 15 bp-ral nyulé 79 bp hosszusagu DNS

szakasz elégnek bizonyult a génm(ikédés beinditasahoz porcsejtekben, ezért ezt



a régiot () CMP CAT'N'(-ABC)), a CMP gén minimal promoterének tekintjik . A
minimal promoter ell6tt egy erés negativ hatasu (C), tovabba két pozitiv hatasu
fragmentum (A és B) jelenlétét tudtuk még kimutatni a deléciésorozat

vizsgalataval (18).

Az 1.2 kb hosszusagu CMP promoter régié BAL 31 roviditési sorozatanak
vizsgalataval tranziens expresszios kisérletekben a promoter részletesebb
funkcionalis analizisét végeztiik el. Kiderilt, hogy a B régio tébb, viszonylag
gyengébb szabalyozo elemet hordoz, igy pozitiv €s negativ hatasu szakaszokat
egyarant, amelyek valdszin(ileg egyuttesen fontos elemei a CMP gén
porcspecifikus kifejezodésének, és a transzkripcio szintjének finom beallitasaban

jatszhatnak szerepet (19).

A CMP promoter deléciosorozatanak és roviditési sorozatanak tranziens
expresszios vizsgalata egyarant ravilagitott egy erés negativ hatasu fragmentum
jelenlétére a CMP gén minimal promotere el6tti -15-t6l -334 bp-ig elhelyezkedd
szakaszon. Kimutattuk, hogy ez a C fragmentum primér porckulttra és fibroblast
tenyészet sejtjeiben silencerként viselkedik (18), hiszen mind a sajat, mind
idegen (TK, RSV) promoterrol gatolja a génmiikédést tavolsagtol, poziciotol és
iranytol fliggetlendl, bar a gatlas mértéke mutat némi iranyfliggoséget, ugyanis

forditott iranyban erésebb.

A CMP gén silencere kevésbé volt aktiv nagy denzitasu mesenchyma

kultura sejtjeiben, mint a primér chondrocytakban, igy feltételezheto, hogy



esetleg fejlodésspecifikus kapcsoloelemként is szerepet jatszik a CMP gén

szabalyozasaban.

1.4. A CMP gén szabalyozo régidihoz transzkripcios faktorok kétédnek

Sejtmagi fehérjekivonatot készitettlink fibroblastokbol, és in vitro footprint
kisérletekben fehérje faktorok altal védett szakaszokat talaltunk a CMP gén
hogy a CMP gén silenceréhez kétédo fehérje egy NF-I tipusu transzkripcios

faktor, amely a gén miikodését negativan szabalyozza fibroblastokban (19).



Il. Genomi bevésédés jelenségének tanulmanyozasa

emlds rendszerben

1. Bevezetés

Az eml6sok, igy az ember két fél genomja, az apai és az anyai 6roklédésu
kromoszéma szerelvény nem egyenértékl. Miikédeésiikkel kiegészitik egymast.
Ez egyértelm(i azokbdél a megfigyelésekbdl, amelyekben kisérletileg eléallitottak
két azonos genomot (két apait vagy két anyait) tartalmazé egér embriokat, és
azok a fejlodéstiiknek igen korai szakaszaban elpusztultak (20-23).
Hasonloképpen fejlodési problémakat irtak le olyan esetekeben is, amikor csak
egy-egy autoszéma bizonyos darabja szarmazott ugyanazon szil6tél, mig a
genom tébbi része normalis volt (24-26). Ilyen kromoszéma darabok példaul a

hetedik és a tizenkettedik kromoszoma disztalis végei (26).

Ezekre a kromoszoma szegmentekre térképezodnek olyan gének,
amelyeknek csak az anyai, vagy csak az apai alléljuk makodik (+/- vagy -/+). Az
ilyen tipusu géneket egyallélos kifejezodés(i anyai (27-28) vagy apai bevésodésti
(29-30) géneknek nevezziik el most, mivel magyar terminolégia még nem all
rendelkezésunkre. llyen fajta géneknek az egyallélos helyetti -/- illetve +/+
kifejezodése lehet az oka a parthenogenetikus (PG), valamint gynogenetikus
(GG) (két anyai genomot tartalmazo) és androgenetikus (AG) (két apai genomot

tartalmazd) embriok korai halalanak, valamint a kromoszémadarab



megkett6zédéses embridkban tapasztalt fejlodési rendellenességeknek, illetve

embrionalis halalnak.

Az anyai, illetve apai genomi bevésédés mechanizmusa még nem ismert.
Mivel a genomi bevésddés apai vagy anyai volta relativ, csak egy generaciora
érvényes, a bevésédés mechanizmusa nem lehet egy stabil jel a DNS
szekvencidjaban, hanem valami mas ( epigenetikus) jel, ami hatassal van a
génmiikédésre, azonkiviil sejtosztodasok soran 6roklodik az utddsejtre, de
generaciok kozott kicserélodhet. DNS citozil-5-metilacié eukaryotakban a DNS
egyetlen természetes kovalens modositasa, és az elébbi szempontoknak is

megfelel, igy lehetséges, hogy a genomi bevésddés jeleként miikddik (31).

II.2. Anyai és apai bevésédési gének kifejez6dése és metilaltsaga
parthenogenetikus és androgenetikus embrionalis 6ssejtek in vitro

differencialodasa soran

A genomi bevésddés mechanizmusanak tanulmanyozasa biokémiai
modszerekkel megkivanja, hogy elegendé vizsgalati anyag (sejt, szévet) alljon
rendelkezésiinkre. Mivel a PG és GG, illetve az AG egerek nehezen nyerhetok,
és korai embrionalis korban elpusztulnak, mas alternativa utan néztink.
Embrionalis 6ssejtek (ES) a hdlyagcsira belsé sejtcsoportjabdl szarmaznak, és

annak in vitro megfelel6i (32). Szuszpenzios kultaraban az in vivo-hoz hasonlé
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sokiranyl (azonban rendezetlen) differencialodasra késztethetok, letapadva

pedig fenntarthatdk totipotens és végtelenil osztodo sejtekként.

PG, AG és vad tipusu (VT) zygotakbol készitett ES sejteket szuszpenzios
kultaraban differencialédasra késztettlink (33). Northern hybridizacios
kisérletekkel kimutattuk, hogy az igy kifejlodott PG és AG
szdvetgombdcskékben-hélyagocskakban a normalis embrionalis
szovetféleségek marker génjei a VT-hoz hasonléan fejezédtek ki a 14 napos
fejlodés soran. Az anyai bevésodést gének (H19 és Igf2r) azonban a
differencialédo AG sejtekben a VT-ban tapasztaltnal joval alacsonyabb szinten
fejezodtek ki, mig az apai bevésddési gének (/gf2 és Snrpn) a PG sejtekben
mutattak nagyon gyenge mukddést. Az Igf2 és Snrpn) gének az AG sejtekbeh,
az H19 gén a PG sejtekben a VVT-nal kétszer nagyobb aktivitast mutattak, ami
valészinlleg azt jelenti, hogy AG sejtekben a mindkét apai Igf2 és Snrpn gén,
illetve PG sejtekben mindkét anyai H79 gén miikédott. A DNS citozil-5-metilacio
az H19, Igf2r és Igf2 gének regulalo régidin PG és AG sejtekben kiilonbségeket
mutatott Southern hibridizacios kisérletekben (33). Ezek a metilacié kiilonbségek

valészinlleg a genomi bevésddés mechanizmusanak elemei.

Osszevetve a génkifejezodési és DNS citozil-5-metilacidés adatokat, Gigy
gondoljuk, hogy egy értékes modellrendszer all redelkezéstinkre a genomi
bevésddés mechanizmusanak biokémiai vizsgalatara. Ezt a rendszert
alkalmazva jelenleg az H79 gén promoterének in vivo footprint analizisét

végezzuik.
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I.3. Egér embriok sorsa, amelyek a hetedik kromoszoma bevésédott

régidjabol két apai eredetiit hordoznak

Genetikai kisérletekben azt talaltak, hogy egérben minddssze két
kromoszoma darab, a hetedik kromoszoma vagy a tizenkettedik kromoszoma
disztalis végének apai megkettézodése okoz embrionalis halandésagot. Vajon
ezek a kromoszéma szegmentek feleldsek-e az AG embriok beagyazodas kordili
halalaért? Mikor halnak meg pontosan a hetedik kromoszdma apai

megkettézodését hordozé embriok?

A hetedik kromoszéma disztalis végére tébb genomi bevésodést mutatod
gén térképezddik (26), az apai kifejezodésti Igf2 és Ins2 és az anyai

kifejezodésli H19 és Mash-2 gének (34).

Ezen kromoszoma szegment apai megkettézodése esetén a VT-nal
kétszer erésebb Igf2 és hianyzoH19 és Mash-2 génexpressziot vartunk, anyai
megkettézodés esetén pedig hianyzo /gf2 és a VT-nal kétézer er0sebbH19 és
Mash-2 kifejezodést. Northern kisérletekkel megmutattuk, hogy ez igaz az /gf2 és
H19 gének esetén (35), a Mash-2 gén esetén pedig a varakozast in situ
hibridizacioé segitségével bizonyitottuk. A hetedik kromoszéma disztalis
megkett6zddése valdjaban a Mash-2 knock-out fenotipusat (34) eredményezte,

ami a szivacsos trophoblast teljes hianya, és halal az embrionalis fejlodés 9,5-ik
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napjan. Mivel az Igf2 és az H19 gének nullmutacioi 6nmagukban nem halalosak
(29,36), nagyon valészind, hogy a hetedik kromoszéma apai megkettézédését
hordozé embriok halalanak oka a Mash-2 gén hianya, ennek kévetkeztében a
trophoblast fejletlensége. Az AG embridk halala az embrionalis fejlédés korabbi
szakaszaban torténik, ezért ebben a hetedik kromoszoma disztalis végén kivdl

mas kromoszoma darab(ok)nak is jelentosége van.

II.4. Anyai és apai bevésddésii gének kifejezodnek mindkét alléljukrol az

egeér csiravonalban: az anyai és apai jelek eltériodése generaciok k6zott

A kromoszémak anyai vagy apai genomi bevésddésének egyszeri logikai
alapon az anyai, illetve apai csiravonalban kell megtérténnie, miutan az egyedrol
az ivarmeghatarozaskor eldélt, hogy apai vagy anyai kromoszomat oérékit-e
utédaira. El6szor a korabbi generaciobol szarmazo jeinek kell eltérlédnie, majd
az Uj jelnek kell bevésddnie, ami tiikrézi az egyed nemét az utodban (minden
egyed egy apai és egy anyai kromoszomat hordoz, amibodl két egyforma: vagy
anyai vagy apai jell lesz, és igy adodik at az utodnak). Az autoszomas genomi
bevésddésii gének csiravonalbeli kifejezodésérdl e munkank szolgaltatta az elsé

informacioé sorozatot.

Az egér Oscsirasejtek a 6.5 napos embrioban jelennek meg, egy alkalikus
foszfataz enzimaktivitas alapjan festddo sejtcsoport formajaban. Ezek az

Ossejtek az embrionalis ektoderma allantois feldli csticskébdl mitotikus
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osztddasok kézben vandorolnak a gonadok felé, ahova a 10.5 és 11.5 napok
kozétt érnek be. Az ivari differencialodas 12.5 naptol indul meg, innentdl
beszélhetiink petefészekrdl illetve herérdl. A petefészekben 13.5 napon kezdodik
a noi csirasejtek meiotikus osztodasa, amelyek aztan a 15.5 naptdl ivarérettségig
a pachytén szakaszban fognak varakozni, hogy petesejtté érhessenek. A
herékben a 15.5 naptdl a sziiletés utani 7. napig a him csirasajtek mitotikus
szlinetet tartanak. A 7. naptél kezdve azonban folyamatosan osztédnak

mitotikusan és meiotikusan egyarant.

A genomi bévésddésu gének allél-specifikus kifejezodését egy nagyon
érzékeny és kvantitativ modszerrel (37) vizsgaltuk a him és a nostény egér
csiravonal fejlédésének fontos szakaszaiban. Miutan a vizsgalandé génekrol
atirodé mRNS-ek nukleotidsorrendjében meghataroztunk egy-egy bazisnyi
kilénbséget két egér alfajban, M.m. musculus (B6) és M.m. castaneus (CS), e
két egér alfaj egyedeinek keresztezésével az F1 nemzedékben az apai és anyai
kromoszomarol szarmazo RNS-ek k6zott kiilonbséget tudtunk tenni. Az F1 RNS-t
gén-specifikus oligonukleotid primereket hasznalva RT-PCR-rel felszaporitottuk,
majd az izolalt PCR fragmentum templaton egy oligonukleotid primerrel (ami a
kiilénbséget mutaté nukleotid elétt végzodott), két primerextenzid reakciot
(SNUPE) végeztiink a két alfaj DNS szekvenciajat megkuilonboztetd ket
radioaktiv nukleotiddal. A két radionukleotid beépiilése a primerbe mérhetd volt,

és a két allél eredeti RNS-beli aranyaban tortént (38).
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A két anyai és két apai bevésodésu gén (H19, Igf2r, illetve Igf2, Snrpn)
mindkét alléljardl kifejezddétt a him és a néstény csiravonalban attél az id6tol
kezdve, hogy az dscsirasejtek bevandoroltak a gonadokba. Kimutattuk tehat,
hogy az anyai és apai bevésddés eltérlodése a csiravonal mitotikusan osztédo
szakaszaban torténik (38). Az Uj jelek bevésddését azonban a csiravonal
fejlodése soran a génkifejezédés szintjén nem tapasztaltuk, hanem egy altalanos
“semlegesitodést” talaltunk helyette. Amig /gf2r expressziot talaltunk a petesejtek
mellett a spermatidakban is, addig Snrpn és Igf2 kifejezédést tapasztaltunk
“rossz” helyen, a petesejtekben is. Lehetséges, hogy a semleges génkifejezddés
és a csiravonal totipotenciaja koz6tt 6sszefliggés van. A semlegesség jelentheti
azt, hogy az apai, illetve anyai jel nem vésédott még ra a kromoszémakra a
csiravonalban, vagy pedig azt, hogy a csiravonal nem vesz roluk tudomast, talan
a jel felismeré mechanizmusanak elemei (pl. szomatikus transzkripcios faktorok)
nem termelddnek a csiravonalban. Elképzelhetd, hogy a csiravonal
kromatinszerkezete kiilonbozik a testi sejtekben tapasztalttol (nincs még olyan
szorosan 6sszecsomagolodva), és a bevésddést kdzvetité enhancerek
kromatinfeloldé hatdsara a csiravonalban még nincsen sziikség a genomi

bevésddéses gének atirodasahoz.
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II.L5. Anyai és apai bevésodésii gének allél-specifikus kifejez6dése és

transzkripcios szintje az egér embrio fejlédése folyaman

A felnott egér testi sejtjeiben a genomi bevest mutaté gének allél-
specifikusan fejezédnek ki. Megvizsgaltuk négy genomi bevésodést mutato
kifejezOdését az egér embrid fejlédésének kiilénb6z6 szakaszaiban. Az
egyallélos apai kifejez6dés a négy sejtes szedercsiraban megjelenik a Snrpn
gén esetén, és minden szdévetben ugy marad a késébbi fejlodés soran is (39). A
masik apai bevésddésti gén, Igf2 egyallélosan fejezodik ki a négy sejtes
morulaban, de késébb a bélcsiraban kétallélosan, majd fokozatosan csékken az
anyai allél eréssége, és 8.5 nap koril és utan csak az apai gén irodik at. A két
vizsgalt anyai bevésddésii gén (H79 és Igf2r) mindkét alléljarol mikodik az
egyedfejlodés korai szakaszaban, majd fokozatosan, és kulénbézé szévetekben
kilénb6z6 sebességgel anyai iranyba tolodik el a génaktivitas. Megmeértiik a
négy gén abszolut aktivitasat is a kiilénb6z6 szévetekben és fejlodési
szakaszokban. Ezt 6sszevetve az allél-specifikus génmikddéssel
megallapitottuk, hogy a korai kétallélos kifejez6dés nem az alacsony szintu
génaktivitas kdvetkezménye. Ugy latszik, hogy mig a Snrpn gén
szabalyozasaban minden Gsszetevé rendelkezésre all az egyallélos
génkifejezédéshez rogton a zigétikus génaktivitas kezdetétol, addig a masik

harom génnél az egy tébb Iépcsds folyamat eredménye (39).

Vajon a csiravonal, maga, keresztiil megy-e a genomi bevésodés

folyamatan, vagy kikertili azt, megdrizve semlegességét? Erre az érdekes
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kérdésre kaptunk valaszt abbdl a kisérletbdl, amelyben a négy- illetve
nyolcsejtes szedercsira mindegyik sejtjét egyenként megvizsgaltuk, és azt
tapasztaltuk, hogy kivétel nélkiil apai kifejezodést mutatnak a Snrpn génrdl
(39,48). Tehat a csiravonalnak olyan sejtbdl kell kifejlddnie, amelyben a genomi

bevésodés mar egyszer kialakuit.

II.L5. Genomok kozti kdlcsonhatas nem jatszik szerepet az anyai vagy apai

kifejez6désii gének bevésddésében

Az elébbiekben leirt modszer lehetdséget nydjtott arra, hogy a
genomi bevésddés mechamizmusaval kapcsolatos kérdéseket is
megvalaszoljunk. Tébben felvetették, hogy a genomi bevésddésben
szerepet jatszhat kromoszémak kozotti kélcsénhatas (41-43).
Kromoszémak kozétti kélcsdnhatas, amely a génaktivitast befolyasolja

nem ritka az allat- és névényvilagban (44-47).

Vajon az egér anyai és az apai eredetli kromoszomai k6zétt létrejon-
e valamiféle kdlcsdénhatas, ami befolyasolni tudja, vagy éppenséggel
meghatarozza a genomi bevésddést mutatdé gének mikodését? A Snrpn és
Igf2r gének esetén, melyek magas szint(i aktivitassal birnak a korai embrio
fejlodése soran, meg tudtuk vizsgalni az allél-specifikus génmikodést GG
és AG nyolcsejtes morulakban. A VT (B6CSF1) morulahoz hasonlo allél-

specifikus génmuikddést talaltunk a ket sziiloi kromoszomarol, mindkét gén



esetén az egymastol fliggetlendl kifejlodott, de RNS izolalas elott
osszekevert GG (B6) és AG (CS) morulak csoportjaiban, ahol az egyik allél
a masik belsd kontrolljaként szerepelt (48). Megallapithattuk tehat, hogy a
Snrpn és az Igf2r gének esetén az anyai és apai kromoszomak k6zétt nem
sziikséges semmiféle kdlcsonhatas, amely a genomi bevésodés folyamatat

befolyasolna.

Vajon allél-szamolas jatszik-e szerepet az AG és a GG embriok
esetén a genomi bevésddést mutaté gének szabalyozasaban? A Snrpn és
az Igf2r gén mindkét apai allélja miikodott az AG morulak egyes sejtjeiben

(48), ezért a fenti kérdésre nemmel felelhettiink.

A diploid allapot feltétele-e az egyallélos génmiik6désnek?
Eléallitottunk triploid és tetraploid morulakat, és azt tapasztaltuk, hogy a
VT-nak megfelel6 allélok mikddtek benniik (48). Tehat a diploid allapot
nem feltétele a genomi bevésodést mutaté gének egyallélos

mukédésének.

Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy az anyai, illetve apai
kromoszomak énalléan rendelkeznek minden informacioval, amely
szlikséges a genomi bevésoédést mutatod gének egyallélos kifejezddéséhez

az eger testi sejteiben.
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Munkank bizonyitékot szolgaltatott arra is, hogy a genomi
bevésddéses gének egyallélos helyetti -/- vagy +/+ mukddése okozhatja

valéban a GG illetve AG embriok beagyazodas karili halalat.

Utdszo

Munkank két latszélag nagyon kiilénb6z6 témakérben végzett
vizsgalatok dsszefoglalasa. A kéz6s vonas kozottiik az, hogy mindkét
kisérletsorozat a génmiikodés szabalyozasanak eddig viszonylag kevéssé

vizsgalt fajtajanak, a negativ szabdalyozasnak fontossagara mutat ra.
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