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1. Bevezetés

Az idegrendszer fejlodésének egyik legfontosabb része a sejtdifferenciacid
szabalyozasa. Néhany faktort mar azonositottak, amelyek ezt a folyamatot befolyasoljak: a
legtobb koziiliik tobb 1épést is szabalyoz, és a kiilonbozd jelatviteli folyamatok kozt
parbeszéd is torténik, ami tovabb bonyolitja a képet. A neuronalis progenitor sejteknek
elészor el kell magukat kételeznilik az idegsejt-sors mellett, majd a neuronélis progenitor
sejtek megallnak az osztodasban és differencialodni kezdenek. Végiil kialakulnak az érett
neuronok.

A fent emlitett faktorok egy része gy fejti ki hatdsat, hogy specifikus DNS
szekvencidhoz kotddik, mig masok a DNS specidlis masodlagos szerkezetét ismerik fel.
Ilyen kiilonleges masodlagos szerkezet jellemz6 a hosszii AT-gazdag szekvencidkra. Az
AT-gazdag régioknak két csoportja van: a rovid («20bp) AT-gazdag szekvencidk és a
hossza (>200-1000bp) AT-szigetek. Az utdbbiak koziil sok “matrix attachment region”-
ként, avagy MAR-ként mikddik: ezeken keresztiil kapcsolodik a DNS a nukledris
matrixhoz. A MAR szekvencidk matrixhoz vald kotédése szerepet jatszik a kromatin
domének elhatarolasaban, igy a transzkripcid szabalyozasaban is.

Az eukariota sejtekben a DNS kromatin formajaban van jelen. A kromatin DNS-
fehérje komplex, melyben a f6 fehérjekomponensek a hisztonok. A DNS ¢és a hisztonok
kovalens médositasai hatarozzak meg, hogy a DNS szorosan feltekercselt allapotban, igy a
transzkripcids apparatus szamara hozzaférhetetlen heterokromatin formajaban talalhato,
vagy a DNS egy lazabb, transzkripcidé szempontjabdl hozzaférhetébb eukromatinként van-
e jelen. A nukleoszomalis hisztonok N-terminalis végének acetilacidja példaul a nyitott
struktiiranak kedvez, mig a metilaciot tobbnyire a zart szerkezettel hoztak Gsszefiiggésbe.
A kromatin szerkezeti atrendezését specialis (chromatin remodeling) enzimrendszerek
végzik. Ezek nemcsak a hisztonokat modosithatjak, hanem magulat a nukleoszémakat is
atrendezhetik. Az egyik ilyen kromatin atrendezésben szerepet jatszo enzimkomplex a

Nucleosome Remodeling and histone Deacetylation (NuRD) komplex.



Ebben a tanulmanyban azokat a transzkripcidés szabalyozé mechanizmusokat
vizsgaltuk, melyek a fejlddé agyban befolyasolhatjak a sejtsorsrol vald dontést. Modellként
az enkefalin (ENK) gént valasztottuk. Az ENK gén az agyban olyan neuropeptideket
kodol, melyek fontos szerepet jatszanak egyes érzelmek, a szocidlis viselkedés és a
jutalmazas szabalyozasaban. Az ENK kifejezddése felnbttkorban foként a stridtumra
korlatozodik. Mi azt az egyedfejlédés soran torténd szabalyozast tanulmanyoztuk, melynek
eredményeképp csak bizonyos neuronok valnak enkefalinerg neuronokka. Mivel az
enkefalin el6szor az embrionalis fejlédés 16. napjan (E16) jelenik meg, és sziiletés utan
hamarosan eléri a felndttkori mintazatot, igy ezt az fejlodési szakaszt vizsgaltuk.
Kiilonbozé technikak alkalmazasaval azonban azonositottak tobb olyan szakaszt a
tavolabbi 5’ régidban, amelyek szerepet jatszhatnak az enkefalinerg fenotipus bizonyos
neuronokra valo korlatozasaban.

Ezek koziil az egyik egy AT-gazdag DNS szakasz volt, mely megtalalhato patkany,
ember ¢és egér ENK génben egyarant. Két fehérjét is azonositottak, amelyek ehhez a
régidohoz kotddnek: az egyik az mRNS-stabilitast szabalyozo AUF1 volt, a masik egy
ismert matrix-koto fehérjéhez, a SATB1-hoz hasonlé SATB2.



11. Az alkalmazott médszerek rovid dsszefoglalasa

1. A vizsgalt SATB2 mRNS mennyiségének koronkénti Osszehasonlitasara szemi-

kvantitativ reverz transzkripciés PCR-t (RT-PCR) hasznaltuk.

2. Fehérjék kimutatdsara munkank soran a Western blot technikat, és egyes, illetve kettds

immunhisztokémiat alkalmaztunk.

3. Az immunhisztokémiai metszetekrol Leica DM RXA mikroszkopra rogzitett digitalis
kameraval készitettiink felvételeket (20x nagyitashoz), vagy Zeiss Pascal 1ézer scanning
konfokalis mikroszkopot hasznaltunk a 63x nagyitasokhoz a sejten beliili kolokalizacio
bizonyitasara. Végiil a digitalis képkiértékelést a Tiffany3 képfeldolgozé programmal
(Cafteine software) ¢és egy Mathematica 5.7 (Wolfram Research Inc.) programra irt sajat

script és a segitségével végeztiik.

4. Az in vitro DNS-fehérje kolesonhatas specifitasanak bizonyitasara a DNA Affinity
Preincubation Specifity Test of Recognition (DAPSTER) mddszert hasznaltuk.

5. Az in vitro fehérje-fehérje kolcsonhatast ko-immunoprecipitacioval (Co-IP) mutattuk ki.

6. Az in vivo fehérje-DNS kolcsonhatas vizsgakatdhoz kromatin immunoprecipitaciot

(ChIP) hasznaltunk, melyet a fejlédd agyra optimalizaltunk.

7. A SATB2 fehérje represszor tulajdonsagat tranziens transzfekcios kisérletekkel
bizonyitottuk C6 sejtvonalat hasznalva. Trichostatin (TSA) kezeléssel gatolva az HDACI1
aktivitasat azt mutattuk be, hogy a SATB2 altal kozvetitett represszié fliigg az HDACI

aktivitasatol.



II1. Célkitiizések

® Elsé célunk az AUF1 és a SATB2 expresszidos mintazatinak meghatarozasa volt a
fejlodoé agyban. Noha mindkét fehérjérdl ismert volt, hogy az agyban kifejezédnek, arrol
nem volt informacid, hogy pontosan hol, mikor és hogyan fejez6dnek ki abban az

torténik.

® A masodik cél az volt, hogy bebizonyitsuk, hogy a két AT-koté fehérje specifikusan

srer

® Harmadik célunk a SATB2-val esetleg kdlcsonhato fehérjék azonositasa volt. Mivel a
SATB2 aminosav-szinten igen hasonlé a SATBI1-hoz, amirdl ismert volt, hogy t6bb
kromatin-atrendezésben szerepet jatszé enzimkomplex tagjaival is kolcsonhat, ezart

valoszintinek tiint, hogy a SATB?2 is hasonl6 fehérjékkel miikodhet egyiitt.

® Negyedik célunk volt a SATB2 ¢és partner-fehérjéinek kolcsonhatasat jellemezni:
meghatarozni, hogy a fehérjék kotédnek-e egymashoz in vitro és hogy egyiitt kotédnek-e

szakaszaban.

® Arra is kerestiik a valaszt, hogy a partner-fehérjék milyen szerepet toltenck be a SATB2
altal torténd génszabalyozasban, azaz mennyire fiigg a szabalyozas maga a partnerfehérje

aktivitasatol?

® Végsé célunk pedig az volt, hogy a SATB2-medialt génexpresszidé szabalyozas

mechanizmusat meghatarozzuk.



IV. Eredmények

1. Az AUF1 expresszids mintazatanak meghatarozasa a fejl6dé agyban.
Immunhisztokémiaval feltérképeztiik az AUF1 fehérjét kifejezo sejteket a fejlodo
agyban. Az embrionalis fejlédés 16. napjan (E16) az AUF1 pozitiv sejteket talaltunk a
ventrikularis zonaban, a pallidalis szubventrikularis zonaban és a telencephalon falaban. Ez
arra utal, hogy az AUF1-nak szerepe lehet az osztédasban és/vagy differenciadlodasban is.
E18-ban majdnem az dsszes agykérgi sejt valamint a striatum egy része is AUF1 pozitiv.
Sziiletés utan két nappal (P2) AUF1 immunoreaktiv sejteket csak olyan régidkban
talaltunk, melyek nem fejeznek ki enkefalint, igymint a kéreg, a szeptum és a talamusz.
Nagy nagyitassal meghataroztuk az AUF1 sejten beliili eloszlasat is: a fejlédé agyban az
AUF1 kizarolag a magban, de nem egyenletes eloszlasban talalhatd, hanem kis

szemcsékbe tomoriilve. (A. Dobi et al., 2006, JBC és 2005. Neuroscience poszter)

2. Az AUF1 specifikusan k6t az AT-gazdag régidhoz in vitro és in vivo
DNA Affinity Preincubation Specifity Test of Recognition (DAPSTER assay)

segitségével bebizonyitottuk, hogy az AUF1 specifikusan kotddik az AT-gazdag
kett6sszali DNS-hez in vitro. A kotés specifikus (kett6sszali AT-gazdag) kompetitor
jelenlétében megsziint, mig a mutdns kompetitor nem befolyasolta, ezért elmondhatjuk,
hogy a kotés specifikus.

Kromatin immunoprecipitaciéval (ChIP assay) pedig azt bizonyitottuk be, hogy az AUF1

régidhoz is. (A. Dobi et al., 2006, JBC és 2005. Neuroscience poszter)

3. A SATB2 mRNS és fehérje expresszidja a fejl6do agyban

Szemi-kvantitativ reverz transzkripciéos PCR-al (RT-PCR) meghataroztuk a SATB2

mRNS mennyiségét. Igen alacsony szintet talaltunk E14-es korban, majd egyre tobbet P2-
ig, végiil felnétt korban szinte teljesen eltint a SATB2 mRNS. Nem talaltunk SATB2



mRNS-t a csecsmOmirigyben, ahol pedig a SATB1 expresszié ebben a korban magas
szintet ér el.

Immunoblottal hasonloképpen azt talaltuk, hogy E18 és P2 kodzott van a legtobb
SATB?2 fehérje, és egyaltalan nem talaltunk E14-es és feln6tt korban.

Immunhisztokémiaval meghataroztuk a SATB2-t expresszalo sejtek eloszlasat.
Kizardlag az agykéregben talaltunk SATB2 pozitiv sejteket minden vizsgalt életkorban.
E16-ban lathato eldszor SATB2 a kéreg felszini rétegeiben, E18-ra jelentdsen tovabb
terjed, majd P2 korban éri el a maximélis kiterjedését, és P4-ra gyakorlatilag ismét alig
detektalhatova csokken. A BrdU és SATB2 kettds festés azt mutatta, hogy a SATB2
kizarélag mar nem osztodo sejtekben fejezddik ki, mivel nem talaltunk kettéspozitiv sejtet

sem E18 sem P2 korban. (M. Szemes and A Gyorgy et al., 2006., Neurochem. Res.)

4. A SATB2 fehérje in vitro kolcsonhat a NuRD komplex két tagjaval.

SATB2 specifikus antitesttel sikeresen ko-immunprecipitaltuk (IP) fejlédo agykérgi
magi fehérje -extraktumbol magat a SATB2 fehérjét és a vele kdlesonhaté HDACI- t és
MTAZ2-t, a NuRD komplex két tagjat.

DAPSTER assay segitségével bebizonyitottuk, hogy ez az in vitro kdlcsonhatés
kettsszali AT-gazdag DNS jelenlétében is fennall: a SATB2 specifikusan ktédott az
AT-gazdag DNS-re, és vele egyiitt az HDAC1 ¢és az MTA2 is. A kotés specifikus
(kettésszali AT-gazdag) kompetitor jelenlétében megsziint, mig a mutans kompetitor nem

befolyasolta, ezért a k6tés specifikus. (A. Gyorgy et al., publikalas alatt)

5. A SATB2 fehérje és tobb kromatin atrendezésben résztvevd fehérje in vivo kot az ENK

gén AT-gazdag szakaszahoz.

Kromatin immunoprecipitacioval azt talaltuk, hogy az ENK gén AT-gazdag régioja
felamplifikalhaté volt a SATB2, MTA2, HDAC1 (a NuRD komplex tagjai) és az
CHRACI17 (egy masik, az CHRAC/ACF kromatin atrendezését végz6 komplex tagja)
elleni antitesttel precipitalt mintabol, mig a negativ kontrollként hasznalt EGFR antitesttel

precipitaltbél nem. Ez azt bizonyitja, hogy ez a harom fehérje, melyek két kromatin



atrendezéséért felelds komplex tagjai, a SATB2-val egyiitt kotédnek az ENK AT-gazdag
szakaszahoz. (A. Gyorgy et al., publikalas alatt)

6. A SATB2, MTA2 és HDACI ko-lokalizaci6ja
SATB2-MTA?2, illetve SATB2-HDACI kett6s immunhisztokémiaval azt talaltuk,

hogy mind E18, mind P2 korban a SATB2 a fenti két fehérjével egyiitt fejezodik ki,
ugyanazokban a sejtekben. Mig E18-ban a SATB2 csak az agykéreg marginalis részén
fejezodik is, és mind az HDAC1 mind az MTA2 szélesenbb elterjedést mutat, addig P2
korban a SATB2 az egész neokortexben elterjed, mig mind az MTA2, mind az HDACI
visszaszorul a SATB2 pozitiv régiokra. Ezaltal a kettds pozitiv teriilet jelentdsen megnd.
Olyan agyteriilet egyik vizsgalt életkorban sem volt, ahol a SATB2 fehérje MTA2, vagy
HDACT nélkiili sejtekben fejezédne ki. (A. Gyorgy et al., publikalas alatt)

7. A SATB2 fehérje AT-gazdag DNS fiiggé modon represszalja a reporter gént, és

HDACI aktivitast igényel a represszidhoz.

C6 glioma sejtkultarat AT-gazdag vagy mutans kotShelyet —tartalmazod
plazmidokkal transzfekalva azt talaltuk, hogy a luciferaz reporter gén aktivitdsa AT-gazdag
DNS fiiggd modon negyedére csokkent SATB2 jelenlétében. Ha azonban az endogén
HDAC aktivitast trichostatin A (TSA) kezeléssel meggatoltuk, a represszid6 megsziint.
Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a SATB2 altal kozvetitett represszid fligg az
aktiv HDACT jelenlététol. (A. Gyorgy et al., publikalas alatt)



V. Diszkusszio

Mindkét azonositott AT-gazdag DNS-koté fehérje, a SATB2 és az AUF1 is
kifejezédik a fejlédé agyban, és hozzdjarulhat az ENK fejlddésbeni szabalyozasahoz.
Erdekes médon ez a két fehérje szerkezetileg nem rokon egymaéssal, mégis mindkettd
fejlodo agyban mindkét fehérje kifejezddése térben és iddben meghatarozott, és mindkett6t
a sejtmagi kifejez6dés jellemzi.

A SATB2 aminosav szinten igen hasonlit a hozza kézel rokon SATB1-hoz, amirdl
ismert, hogy mind a NuRD, mind az CHRAC/ACF kromatin atrendezéséért felelds
enzimkomplexek tagjaival kolcsonhat. Az is bizonyitott, hogy akarcsak a SATB2, MAR
szekvenciakhoz ko6t a genomban. Immunprecipitacioval, DAPSTER assay segitségével és
kromatin immunoprecipitaciéval bebizonyitottuk, hogy a SATB2 ugyancsak komplexet
képez a NuRD két tagjaval, az MTA2-val és az HDACl-al az ENK AT-gazdag régiojahoz
kapcsolodva. Ezt alatamasztotta a kettés immunhisztokémia is, mely megmutatta, hogy a
SATB2 els6sorban olyan sejtekben fejezddik ki, melyek a vizsgalt partnerfehérjéket is
kozvetit, HDACI1 fiiggd modon. Meglepd modon az altalanosan elterjedtnek hitt két
fehérje, az MTA2 ¢és az HDACI is térben és idoben meghatarozott modon fejezédik ki a
fejlodo agyban.

A fenti eredmények ismeretében a kdvetkez6 hipotézist allitottuk fel a az AUF1 és
szekvencidhoz kotédve a genomban, a kromatin atrendezéséért felelés enzim-komplexeket
iranyitja oda az AT-gazdag kotShelyekhez, tobb gén egyiittes szabalyozasat téve igy

lehet6vé.
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Dénesnek, témavezetdimnek a munkamhoz nyujtott folyamatos szakmai timogatasért.

Koszonettel tartozom Dr. Kalman Miklosnak és a Bay Zoltan Alapitvanynak valamint
a Uniformed Services University of the Health Sciences-nek, hogy PhD hallgatoként részt
vehettem ebben a szinvonalas munkéban.

Halaval tartozom Dr. Szemes Mariannanak ¢és Dr. Dobi Albertnek, amiért
hozzajarultak munkdjuk kozléséhez ¢s folytatasdhoz, valamint folyamatos szakmai
segitségiikért és biztatasukért.

Koszonetemet szeretném  kifejezni munkatarsaimnak a Uniformed Services
University-n, Cheol Lee-nek, Tinghua Chennek és Mike Lawsonnak. Kiilonds halaval
tartozom Dr. Czégé Jozsefnek, aki rengeteget segitett a digitalis képfeldolgozassal, és
felsorolhatatlanul sok egyébbel.

Koszonom a Bay Zoltan Intézetb6l munkatarsaimnak, Vords Andreanak, Balint
Arankanak, Szamecz Bélanak és Rutkai Editnek a tdmogatast és a segitséget, amit évekig
nyujtottak. Kiilon kdszonet Urban Gabriellanak, aki nélkiil ez a dolgozat soha nem késziil
el.

Ezaton koszondom Dr. Petrovics Gyorgynek, Dr. Pazman Cecilianak és Adetoun

Adeniji-Adele-nek szakmai segitségiiket €s a disszertacio kritikus atolvasasat.
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