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1. BEVEZETES, CELKIT UZES

A szarvasmarha fajtak hiperizmolt, vagyis duplématt (double musclingvagyDM)
fenotipusanak genetikai heterogenitasat szamos pédnyitja. Kezdetben a genetikai
meghatarozottsagabként azmh (muszkularis hipertréfia) génnek, mint nagyhatgéanek
tulajdonitottak, amelyet kébb miosztatin néven irtak le (McPherron és mts29.7). Ez a
gén kulcsfontossagu szerepet jatszik az izom nda@lékmértékének meghatarozasaban. A
szarvasmarha fajban szamos mutacioja ismert, mé&yeki kiemelkedik az a hat, amely a
kodolt fehérje inaktiv formajat eredményezi (Kagsimtsai. 2000). Ezek homozigota, illetve
egymassal kombinalt formaban alakitjak ki a miagztaull genotipust” és igy szamos
hasmarha duplan-izmolt jellegét (ilyen, fehérjeKaidt gatld természetes miosztatin mutaciot
tobb fajban: egérben, emberben, juhban, kutyabaeréssben is leirtak mar). A fehér-kék
belga szarvasmarha fajtaban a duplan-izmoltsagszogl ésd fajtajelleg. Charlier és mtsai.
(1995) tanulmanyabdl kideril, hogy a tenyésztéarsarfajta izmoltsaga sokkal
kifejezettebbé valt. Vagyis, aanh gén fixadlodasat kovét- izmoltsagra iranyuld szelekcid
soran feltehéen tovabbi gének (mddositd faktorok, modifikatonglé jutottak szerephez. A
hiperizmoltsag genetikai hattere, ezért sokkal étsstebb, mint azt korabban gondoltak. A
kovetked kutatasi eredmeények tovabldsitik a duplan-izmolt fenotipus komplex genetikai
szemléletét, bemutatva a végleteket, a genotimatifus kapcsolat két szés®ges esetét.

* Van inaktivalé miosztatirmutacio, nincsduplan-izmoltfenotipus: a fehér-kék belga
szarvasmarha jellegzetes inaktivalé6 miosztatin oidfa megtalalhatd a south devon
szarvasmarha fajtaban is. Azonban a duplan-izrealitipus és az ahhoz kapcsolddo ellési
problémak elleni tudatos tenyé&izlnunkanak készonh&tn a mutaciéra homozigéta
egyedek j6l izmoltak, de nem mutattak kimondottaplén-izmolt fenotipust. Ezt a
jelenséget Smith és mtsai. (2000) tovabbi I6kudaidenikodésével magyaraztak.

* Nincsinaktivalé miosztatimutacio, vanduplan-izmoltfenotipus: néhany husmarha fajta
esetében (limousine és blonde d’aquitainéfoetiul, hogy a duplan-izmolt fenotipus
ellenére az egyedek nem hordoznak inaktivalé médiszinutaciot, ami szintén felveti
annak a lehéségét, hogy - a miosztatinon kivtl - mas faktomkatassal vannak a
muszkularis hipertrofiara (Grobet és mtsai. 1998).

Tehét, a mutans miosztatin tobb fajbansisnfeghatarozoja a tulzott izomtémeg

kialakulasanak, azonban egy fajoét, fjtan belul akar tébb haté miosztatin mutacio is

létezik, melyek hatasat tovabbi gének modosithafjadzarvasmarha haté miosztatin



mutécidi kozul méra mar tobb is ismert, azonbaazokat ténylegesen modositéd faktorok
ismeretlenek.

Ezeknek a modifikator géneknek az ismerete nagysssgpet nydjthat az
allattenyésztésben, akar a duplan-izmolt fajtaggyakran edforduld nehéz ellés elleni
szelekcioban, illetve a human orvoslasban példaid@amsorvadas célzott kezelése esetén.
Genetikai térképezeésik a szarvasmarha faj gensréntérvalluma, valamint az 6nmagukban
kis hatassal bir6 médosité faktorok termeészetetnuéigényes és nehézkes feladat lenne. Az
0dsszehasonlito térképezés és a laboratoriumi nédidéedk specialis térképezési
populécidinak hasznélata azonban attorést hozleat ésetekben is. Ezen a terlleten végezett
kutatasokat, Dr. Varga LaszI6 Géntérképezés Allatdkutatocsoportja (Mégazdasagi
Biotechnoldgiai Kutatokdzpont). Munk4juk soran egsmeszetes hiperizmolt mutans, az
ugynevezett Compact egér genetikai hatterét vidgék térképezték. Korabbi vizsgalataik
alapjan meghataroztak a Compact egér miosztatiszghvenciajat és igy fedezték fel annak

V4

gént az egér 1. kromoszoémajara. Ez a 12 bazispdinsztatin delécioNistr*™ 4P nem

inaktivalo mutacio (a fehérje propeptid régi6jansy. Tehat aavistrmP+a1Abc

szlikseéges, de

nem elégséges feltétele a hiperizmoltsag kialaknlidls. Genetikai analizisek soran a

kutatécsoport megallapitotta, hogy a Compact feastia 6génnel egyitt toébb (1, 3, 5, 7, 11,

16 és X-kromoszéman elhelyezkgdkilonbozd erssséd modifikator I0kusz alakitja ki. Ezek

kozul az X-kromoszoman detektalt Ilokusz mutattegebsebb, de egyben a legkiterjedtebb

modifikator hatast (Varga és mtsai. 1997, Szahdtéai. 1998, Varga €s mtsai. 2003a, Varga

és mtsai. 2005).

Munkam célja:

» Az X-kromoszomas modifikator régio legsebb hatasu szakaszaban talalhaté androgén
receptor gén szekvencia és expresszidsiszinsgalata Compact egéren. Ez a gén nem
csak pozicioja, de funkcioja alapjan is esélyessatatin modifikator.

» A kiterjedt X-kromoszdémas modifikator régio békitése genetikai térképezéssel. Mérete
miatt abban tobb modifikator gén egyuttes jelenietképzelhél A régio jelends
szikitése esetén a lehetséges esélyes gének szasiliker. Ha ez elér egy olyan szintet,
amikor mar csak néhany gén szerepel az adott krmdnues szakaszon, akkor ezeknek
mind szekvencia, mind expresszio siivizsgalata is a célok kézé kerulhet

* Amennyiben a munka soran barmilyen szekvencia, eagyesszios kilonbséget sikerul
meghatarozni, akkor annak vizsgalatara egy spectélinegméretekben is alkalmazhato

detektalasi modszer kialakitasa és populaciosaikalmazasa is szikséges.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szarvasmarha hiperizmolt fenotipusanak efsirasos dokumentalasa

A szarvasmarha fajban megjetemiperizmolt fenotipusrol legkordbban (1807) a brit
George Culley, a kor egyik neves allattenyésztesz emlitést ,Observation on Live Stock”
cimit munkajaban, amikor bemutatja - az 1850 korul kiatdt fehér-kék belga (Friend 1978)
egyik 6sét - a shorthorn fajtat (,The Short-horned, or HTKind”) és annak torténetét (1.
és 2. abra). A fajtakat részletesen bemutatd glatkgazda és agrarir6 einének
feljegyzéseit tekintik jelenleg a duplan-izmalb(ble musclingvagy DM) fenotipus ets

irasos dokumentalasanak.

OBSERVATIONS

LIVE STOCK;

© cowramnmme

HINTS FOR CHOOSING AND IMPROFING

THE BEST BREEDS
OF THE HOIT BIETUL EDEBS
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BY GEORGE CULLEY,
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THE FOURTH EDITION,

e e
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1. dbra. Az Observation on Live Stock 1807-es kiadasanatoliala és a shorthorn szarvasmarha fajta korabeli
abrazolasa a tiben (http://books.google.hu)

* Ionce saw a beast of this sort killed, which, after
feeding all Summer, had nota pound of fat inside nor out ;
but it was one of the completest of the kind I ever saw:
its two ends, viz. shoulders and buttocks, were heavy,
round and coarse, without any hip-bones at all flanding
wp, and the body quite small ; in short, it was more like
an ill-made black borse, than an oxor a cow.

2. 4bra. Részlet az 1807-es Observation on Live Stockiciimanach ,The Short-horned, or DUTCH Kind”
fejezetéldl, amely a shorthorn a fajta eredetének, kialakuiadk elbeszélése soran a ma ismert hiperizmolt
fenotipushoz hasonlé killdnméllatrél tesz emlitést (http://books.google.hu)



2.2. A szarvasmarha hiperizmolt fenotipusanak elnezései

A shorthorn fajtaban megjelémuplan-izmoltség, felkeltette az allattenyégzt
érdekbdését, melynek kévetkeztében hamarosan elterjBdt-azigetekbl és egyre tébb
eurdpai husmarha fajtaban forduld dyen egyed. Végul a fenotipus az egész vilagot
meghaoditotta és ennek megfékah szamos elnevezése alakult ki, melyek a kovéeiez
culard, agroppa dopiabottle-thigheddoppellende(vagydouble loir), Yorkshire greyhound
belly, Teeswateésdouble rumpedBellinge és mtsai. 2005).

2.3. A hiperizmolt fenotipus genetikai hattere

2.3.1. A hiperizmoltsag orobésének vizsgalata a fenotipus alapjan

A szarvasmarha fajban megjeeduplan-izmolt fenotipus, vagyis a muszkularis
hipertofia (nh) genetikai meghatarozottsagarol korabbi megfiggekéalapjan tobb
egymasnak ellentmondo elmélet is sziletetisEbr monofaktorialisnak (Wriedt 1929), majd
trifaktorialisnak (Kronacher 1934) és kéb difaktoridlisnak (Quesada és Cachafeiro 1971)
vélték ezt a tulajdonsagot. Az 1980-as évek végéomban az egygénes, autoszomalis
recessziv oroklés lett a legelfogadottabb. EzirmEletet a heterozigota hordozék eredményei
tamasztottak ala, melyek fenotipusa a normal égaaibmolt egyedek kodzt helyezkedik el
(Kieffert és Cartwright 1980, Baker és Lunt 1990).

2.3.2. Génetikai térképezes és genetikai markerek

A molekularis genetika rohamos fajlésével (DNS-szekvenalas, polimeraz-
lancreakcio, stb.) azonban letnd valt az adott tulajdonsagot kialakité genethiciér
tényleges megismerése, a gének feltérképezésefodimmat egy arra alkalmas populacion,
genetikai markerek felhasznalasaval torténik, ez2ityen munkakat mindig medei egy
nagyszamu genetikai markert tartalmazo genetikképelétrehozasa. Fontos, hogy genetikai
marker tobb szempontbdl is megfélé&gyen. Az idealis genetikai marker kodominans
oroklodédi; nagymértékben polimorf (sok allélvaltozata vagyszefien, olcson és gyorsan
kimutathat0; eloszladsa gyakori és egyenletes argban. A genetikai térképezéshez tébbféle
marker, példaul SNP-k (single nucleotide polymospiregy bazispart ériit
polimorfizmus), EST-ek (expressed sequence taghstiznalhatdéak, azonban a
legaltalanosabban hasznalt genetikai markerek angenikroszatellit szekvenciai.

A hatéarol6 szekvenciak egyedisége miatt, mindgremikroszatellit egy ra jellertiz



helyet jeldl a genomban. A mikroszatellitek magszegiciai rovid DNS motivumok
ismétbdéséll allnak (ennek kdszonhiet mikroszatellitek masik elnevezése, ami az STR,
vagyis short tandem repeat). Egy ilyen motivum ngh@azisbdl épil fel pl.: C, vagy CA,
vagy CAG, vagy CAGT, sth.; vagyis lehet mono-, tfi-, tetra nukleotid. A motivumok
eltérs szamu ismétidése adja az adott mikroszatellit szekvencia dltdzatait. A genetikai
markerek a genetikai térkép fejlettséddiiggoen kapcsoltsagi csoportokba rendeébkt
illetve adott kromoszémahoz kéthek és igy nagy segitséget nyljtanak a keresetiggéek
helyzetének meghatarozasaban. A genetikai térkémezan hasznalt mértékegység a
centimorgan (cM), amely egy kromoszdma két pomtjarkere) kdzott lezajldé rekombinéciok

szamabol ered.

2.3.3. Az el§ genetikai eredmény a hiperizmoltsag vizsgalataban

1995-ben, kozel 190 évvel a fenotipusidédrasat koveten, Charlier és mtsai. a
szarvasmarha 2-es kromoszomajanak kapcsoltsagirtgdya (BTA2) térképezték a
muszkularis hipertéfia I6kuszt és az addigi fel&tések utan bizonyithatéan megallapitottak,
hogy a duplan-izmolt fenotipus hatterében egyetldnszomalis nagy hatasu geén all. A
kutatok ennél kozelebb azonban nem jutottak ésszkuléris hipertéfia gén tovabbra is

ismeretlen maradt.

2.3.4. A miosztatin felfedezése

Az 1980-as években a Berliniildzaki Egyetemen egy egereken végzett magas
testtdmegre és magas fehérje tartalomra irany@i@kzios kisérlet soran, Major és Schlote -
a DM szarvasmarhaéhoz nagyon hasonl6 - muszkhigestrofiat figyelt meg néhany egyed
esetében. Ezekbaz allatokbdl alakitottak ki azt a véletlensmar (randombred) tenyésztett
hiperizmolt egér vonalat, amely a nevét a fenotipusald ,Compact” szébdl kapta. Ennek a
Compact vonalnak az egyedélihozta Iétre Dr. Miller Géza a hiperizmoltsag nigpéel
szolgalé magyarorszagi HCR (Hungarian randombredact line) alvonalat. Ebben az
alvonalban 16 generacion keresztll a legkifejebbtt@ompact egyedek random parositasa
folyt. A HCR alvonal 16. generaciojatdl, tovablzanhat generacion keresztil kizarélag
testvérparositas és a Compact fenotipusra irarspdl@kcio tortént. Ennek eredményeként
jottek létre a genetikai térképezéshez haszndkigtsztett vonalak: HCI (Hungarian inbred
Compact line, 3. abra) és Comp9 (kilences vonat] kKégbb). A HCI vonalon foly6 kutatas
soran Varga és mtsai. (1997) az egér 1. kromosZimaljegy 8,2 cM-0s szakaszara

térképezték a Compact fenotipus kialakitdsabarsladerepet jatszé l6kuszt, melyet a



Compact szé uté@mptnek neveztek el. Az dsszehasonlitd térképezésgalatok soran
megallapitottak, hogy @mptt tartalmazo régio legtobb része megfelel a hugiés
szintenikus homologiat mutat (tébb gén tekintetésdromoldg) a szarvasmarha 2-es
kromoszomajan elhelyezké&d, mh’ gént tartalmazo régidval (Charlier és mtsai. 1,995
Solinas-Toldo és mtsai. 1995).

3. abra. A Hungarian inbred compact line (HCI) egy egyededidalt és egy BALB/c egyed jobb oldalt (Varga
és mtsai. 1997)

Ezekre, az adatokra tAmaszkodva felmerilt anneketitége, hogy £mpthomoldgja lehet
az ,mh’-nak (Varga és mtsai. 1997).

Ugyancsak modellallat vizsgalatok soran fedeztékifePherron és mtsai. (1997) a
transzformal6 béta névekedési faktorok (transfogmrowth factor3, vagy TGFB)
szupercsaladjaba tartozé miosztatint (growth déffidation factor-8, vagy GDF-8). Gén-

kiltéses egér kisérleteikben a DM szarvasmarhakhsanl6 fenotipust kaptak (4. abra)

4. dbra. Egy miosztatin gén kilitdtt egyed bal oldalt és &gmntroll egyed jobb oldalt (McPherron és mtsai.
1997)

Ezek utan egymastdl fliggetlendl tobb kutato is &essdt arrdl, hogy az Gjonnan
felfedezett fehérje génje a szarvasmartidokuszaba térképédik (Smith és mtsai. 1997) és

megallapitottak, hogy bizonyos szarvasmarha fajtgian-izmolt fenotipusaért a miosztatin
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mutécioi felebsek (Grobet és mtsai. 1997, Kambadur és mtsai., M8FPherron és Lee
1997; vebben lasd a 2.3.4. Természetes miosztatin mtéaidi fejezetben).

Ezt kdveben, Szabo és mtsai. (1998), esélyes genként viakgalCompact egér
mpt-di1Abc

miosztatin génjét. Munkajuk soran azonositottagrefipusért felés Mstr® mutaciot

és elgkent térképezték fel a miosztatin gént az egérdmkszémajéra.

2.3.5. A miosztatin szerepe égikidése

A miosztatin a TGH szupercsalad tagja, az izomnévekedés negativ ypaldfd. Az
embriogenezis soran a myotom sejtjeiben, majd abiovejlbdés alatt a vazizomzatban
expresszalodik és megszabja a kialakulo izomrogtgk szamat. Kifejlett, felétt korban is
a vazizomzat a miosztati képzdési helye (McPherron és mtsai. 1997).
A transzlaciot koveten a prekurzor molekula dimerizal6dik, majd enzikuet hatasra egy

propeptid (N-terminalis) és egy biologiailag aki@G~terminalis) részre hasad (5 és 6. abra).

A,
1. 2. 3.

4 506bp R4 374bp B 1888 bp F

B, \\\ \\\\ \\\‘\\

~ ~ ~

(N-terminalis)

COOH
(C-terminalis)

propeptid aktiv peptid
szignal proteolitikus
peptid hasitasi hely

5. dbra. A: A szarvasmarha miosztatin génjének (1. krordos) fizikai szerkezete és a gén harom exonjanak
mérete bazisparban (bp) Ensembl Btau_0.4 alapjaA.8arvasmarha miosztatin fehérje vazlatos szetke A
vildgosszirke téglalap a szignal peptidet, a séavdgglalap - a fehérje érése soran a proteolitiasitasi
helynél levagddé - propeptid részt jeldli. Az akgeptid (sotétszirke téglalap) a fehérje C-ternsnédszén
helyezkedik el (Joulia-Ekaza és Cabello 2006 nygmAn aktiv peptid szakasz feletti fekete pontokilanc
konzervalt cisztein helyét jeldlik (McPherron éseL&997, Thomas és mtsai. 2000). A kilortbgeeptid
szakaszok kodoltsagi viszonyat és a harom exon l&éban betoltott szerepét a szines (sarga, z6kelds
téglalapok jelzik

A propeptid a bioldgiailag aktiv részhez &dve feltételezhéen segiti annak megfetel
folding (érés, szerkezeti kialakulas) folyamata@lamint az extracellularis térben tovabbi
fehérjékkel (follistatin, WFIKKNRP (Trexler és mis2002) vagy GDF associated serum

protein-1, FLRG vagy follistatin-related gene) ejyészt vesz a miosztatin latens (inaktiv)
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komplexének kialakitasaban (Lee és McPherron 2084 2004). A latens komplex a vérben
cirkulal és az aktivadlodasat (tovabbi enzimatikasités) koveéien (6. abra) Il. tipusu activin
receptorokhoz (ActRIIB) kédik. A receptor-ligand kétés hataséara a receptoedzalodik
(ActRIIB és ActRIIA alegységek), ami foszforilalgareceptort. Ez a folyamat aktivalja a
Smad fehérjéket, amelyek a sejtmagban - transz&sgaktorokkal és ko-faktorokkal egyuitt

- a célgénekhez kapcsolddva megvaldsitjak az izstokandvekedésének szabalyozasat (Lee
és McPherron 2001, Kollias és McDermott 2008).

A,

4 4

g, \\\\ n’i =
I

c, m\\\\\\\\\\\

D, @

6. dbra. A miosztatin fehérje érése. A: a prekurzor molakiét hasitasa soran levalik az N-termindlis saign
peptid (vilagos szlrke téglalap) és a propeptidvdzdtt téglalap). B: a propeptid (savozott téglplés a
diszulfid hidon keresztil kapcsolt C-terminalis dim{sotétszurke téglalapok) egy nem kovalens kattesd
kapcsolatban marad és egy latens komplexet hoz I€tra latens miosztatin aktivaldsa a propeptadzott
téglalap) egy Ujabb hasitasa soran jon létre, ahelymetalloproteinazok, bone morphogenetic prq@mP)-
1/tolloid csaladjaba tartozé molekulak végeznekefaltal felbomlik a latens komplex (Lee 2004)

NN\

A miosztatin normal funkcioja valosZileg a szatellit sejtek nyugvo allapotban
tartasa. Ha azonban a korilmények ugy kivanjaky magzomnak névekedésre vagy
regeneréciora van szuksége, akkor az aktiv miagsgatlasaval ezek a nyugvo szatellit sejtek
Ujra belépnek a sejtciklusba, osztodnak és fuzimkah megléy izomrostokkal (McCroskery
es mtsai. 2003, Lee 2004). Mindemellett a miosztedpes hatni a zsir metabolizmusra és a
zsirsejtek funkciojara is (Kim és mtsai. 2001, Zieteés mtsai. 2002, Rebbapragada és
mtsai. 2003, Guo és mtsai. 2009). Egy elmélet szarvérben cirkulalé miosztatin szintje
kulonbod korilmények kozott (fizikai aktivitas, betegségrhesség, dregedés) efiéehet,
melynek kdvetkeztében a szervezet képes az athyibtilak megfelélen megvaltoztatni a

zsirraktarozas és az izomnovekedés kozottbheggensulyt (Lee 2004).
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Az aminosavsorrend és a specialis bioldgiai funke@llett a TGH3 szupercsaladra
jellemz kilenc esszencidlis cisztein molekula is nagynikdeé konzervalt szamos gerinces
fajban. Ezek a konzervalt ciszteinek igen fontayepet toltenek be az intra- és
intermolekularis diszulfid hidak kialakitasaban &bra), melyek a miosztatin biologiailag

aktiv formajahoz nélkiulézhetetlenek (McPherron és 1997, Thomas és mtsai. 2000).

!"x\::i

7. abra. A TGF{3 szupercsaladra jelleizisztein csomd sematikus abraja. A monomerek (B)dst ujj szeii
béta-fonal nyulvanybdl (vilagosbarna) és egy aktikddlis (zold) részél allnak. Egy monomer esetében 6
cisztein felebs ezért a szerkezetért. A 2-5 és 3-6 szammal jaedisttein molekulaparok diszulfid hidak révén
egy a monomeren bellli @56 format hoznak létre. Az 1-4 szammal jelzett cisztrolekulapéar a dgyriin atbujo
diszulfid hidat alakit ki, l1étrehozva a ciszteiron®t. Ez a szerkezet me(siti a fehérje hidrofob terileteit és
megebzi, hogy egy globularis szerkezet alakuljon ki. Aomomerek kdz6tti dimerizacidban is egy cisztein
molekulapar vesz részt (ez az dbran konkrét iselefgiinydban csak jelezve van, piros vonal). Exeki&n
egy még stabilabb Ugynevezett pillangé formajulsezzat jon Iétre (Berry és mtsai. 2002, www.peproteam)

2.3.6. Természetes miosztatin mutacidk

A szarvasmarha faj miosztatin génjének mara mangganutacibja ismerté valt
(Grobet és mtsai. 1997, Kambadur és mtsai. 199Phdicon €s mtsai. 1997, Georges és
mtsai. 1998, Grobet és mtsai. 1998, Cappucio ésinit898, Smith és mtsai. 2000, Miranda

és mtsai. 2000). Ezek kozil a legjetesgbb az a hat, amely minden bizonnyal a fehérje
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inaktiv alakjat eredményezi (Karim és mtsai. 20@0)ermészetes mutaciok homozigota,
illetve egymassal kombinalt formaban (pit419(del7-ins10) E226Xa maine-anjou fajta
esetében, Grobet 1998, lasdd##s az 1. tablazatban) alakitjak ki a miosztatin gahotipust
€s igy szamos hasmarha duplan-izmolt jellegét. lldsa miosztatin riikddést gatlo
természetes mutaciokat tobb fajban: egérben (Mésgatsai. 1997, Szabd és mtsai. 1998,
Varga és mtsai. 2003a, Varga és mtsai. 2005), drabdSchuelke és mtsai. 2004), juhban
(Clop és mtsai. 2006, Boman és mtsai. 2009 és 2@at)aban (Mosher és mtsai. 2007) és
sertésben (Stinckens és mtsai. 2008) is leirtak(&abra). A Clop és mtsai. altal publikalt
juh miosztatirmutacio rendkivil érdekes, mivel egy mikro RNS (M8 célszekvencianak
megfelet motivumot hoz létre. Ezek a legujabban felfeddzdsthem kodol6 RNS-ek a
génexpresszid negativ szabalyozoi (transzlacidgés cel mMRNS degradacio atjan), szamos
bioldgiai folyamatban (differencialédas, osztodgmptozis) vesznek részt (Williams 2008).
Sokuk szovetspecifikus expressziot mutat, szameNS8ikifejezetten sziv- illetve
vazizomzatban expresszalodik (Callis és mtsai. #302008). Az emlitett mutaciok vazlatos
bemutatasa az 1. tablazatban lathatd (Veress asB&IK9 nyoman). A gerincesek kdzotti,
magas foku szekvencia konzervaltsag miatt vizsgadatt halak és madarak miosztatin
mutécidinak felderitésére is. Néhany, vébeathatassal nem bird genetikai polimorfizmus
felfedezése mellett, sikertlt a nagymétit@lomoldgiat megésiteni, amely a hasonlé hatés-

mechanizmus alapja lehet (Gu és mtsai. 2002, Maitarie 2002, De Santis és mtsai. 2008).

8. abra. A homozig6ta, természetes miosztatin mutansokifesai: 1, fehér-kék belga szarvasmarha
(www.beefsemenonline.co.uk); 2, piemonti szarvasmafvww.anaborapi.it); 3, Compact egér, nylzas utan
(Varga és mtsai. 1997); 4, human (Schuelke és n268i4); 5, beltex juh (www.westmorlandshow.co.uk);
wipphet (Mosher és mtsai. 2007); 7, pietrain sgésw.best-belgium-pietrain-boars.com)
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1. tAblazat. A fenotipusos hatassal rendelkézermészetes miosztatin mutaciok bemutatasa

Fajok:

A miosztatin
mutécid jeldlése

Fajta, vonal

A miosztatin
mutacio(k) tipusa

A miosztatin
mutécid(k) hatasa

El6nyds tulajdonsagok
mstri” genotipus esetén

Hatranyos tulajdonsagok
mstri” genotipus esetén

nt821(delll)

fehér-kék belga

asturiana de los valles

rubia gallea
parthenaise
blonde d’aquitaine
limousine

south devon

delécio (11bp)

frame-shift,
korai STOP
kodon

20-25%-al
megndvekedett
izomtémeg, amelynek

csokken a marvanyozottsd
(izanyag romlas)

csokken a fertilitas,

a szexualis érés kitolodik,
ellési nehézségekhez
(dystocia), gyakran fejletle
kulsé genitéliak

-

$S

Szarvasmarhd c313y Piemonti pontmutz_'i(;ié_ ] diszulfid hid hiba jelents hanyada
gasconne (szubsztiticid) | (313. Cys>Tyr) | grtékes hisrész csokken a belsszervek
. . . delécio (7bp) és | korai STOP tdmege, tid és sziv
nt419(del7-ins10)| maine-anjou . - ’
( ) ) inszercio (10bp) | kodon kevesebb csont, zsir és | fejlédési rendellenességek
Charolais pontmutacio korai STOP kotészdvet mennyiség lépnek fel, az Gjszulott
Q204X ) : o »
limousine (szubsztitacio) kodon borja nyelve
. . ACio [ megnagyobbodott
E226X maine-anjou pontmutz_iglo_ ] korai STOP gnagy
(szubsztitlciod) kodon
- pontmutacio korai STOP érzékeny;ég a kérnyezet €
E291X marchigiana (szubsztitticio) | kodon a stressz irant
a carcass tbmeget 6,8)(és
1 . - P -
4 Cmpt-diLAbc L s 5 AA" kiesik, 9,4 () %-al noveli, az .
Egeér Mstn Compact delécid (12bp) 1 AA! keletkezik | izom:csont tomeg aranyat nem tapasztalhato
1.61-szorosara¥) novel
pontmutacio . . . . . :
Ember g.lVS1+5 g a (szubsztitacio) missplicing meég nem ismert meég nem ismert
) belga és brit texel pontmutéacio miRNS’ kéwhely | ... . L .
Juh g+6723G-A charollais, norvég fehér (szubsztitacio) a 3'UTR-ben bgugzihsuzjg;gik’ jobb 222 it:r;;z;srftalhato,
€.960delG norvég fehér delécié (1bp) korai STOP kod 9
esszencialis Cys meanévekedett versen izomgorcsok a vall- és a
Kutya Mh whippet (amerikai) delécio (2bp) helyen korai tel'gsitmén y combtgjékon,
STOP kodon J y ~50%-ban hatraharapnak
Sertés 9.447A>G belga pietrain pontmutacio MEF-3" kotshely | ,negysonkas” jelleg, nem tapasztalhat6

(szubsztitlcid)

hiba (promoter)

jobb vagasi szazalék

1, aminosav; 2, az intron hibas kivagédasa a peekunRNS-I6l; 3, mikro RNS, amely a transzlaciét gatolva megliiyozza a génexpressziét; 4, 3' nem transzlakégio; 5,

myocyte enhancer factor[ ]

, @ mutacio nenimasavat kodold régiot éril ]
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2.4. A Compact fenotipus és a Compact miosztatin racio

2.4.1. A Compact fenotipus jellemzése

A Compact fenotipusu egerek izomzata joval kifefesbb a hagyomanyos
laboratoriumi egerekhez képest és megjelenésiukdimonivak a hiperizmolt gazdasagi
haszonallatok (pl. fehér-kék belga szarvasmarhmjtipusahoz (9. abra).

Az izmoltsag mértéke szamsisithet. Példaul: a HCI apa x BALB/c anya
keresztezési (Cross2) szarmazo F2 generacid esetében - dhtajdonsag szegregal - egy
vizualis biralat soran az egyedek, izmoltsaguknagfeleben adott kategoriaba sorolhatoak.
Az izomzatot pontozva (1-5) a himeknél 6t (C1-G@Gbhsstényeknél azonban csak négy (C1-
C4) kategoria alakult ki, mivel azok nem érték €%ds szintet. A C1 csoportba a vad
tipushoz hasonlo, mig a C5 csoportba a leginkgbérizmolt egyedek keriltek. Ebben a
populaciéban a hiperizmolt fenotipust mutato hif@kM) és stények (C4F) szazalékos
carcass (tr és zsigerek nélkili hasitott test) értéke 9,4%albmint 6,8%-al volt nagyobb a
normal izomzatu him éssatény egyedekhez (C1M és C1F) képest.

C1M C5M C1lF C4F

. : |

9. adbra. A Cross2 keresztezés (HCI apa x BALB/c anya) F2egiriéjanak hiperizmolt és normal izomzatu
egyedei. C1F: normal izomzatlésiény, C1M: normdl izomzatl him, C4F: hiperizmolistény, C5M:
hiperizmolt him (Varga és mtsai. 1997)

A Compact fenotipust jellemzi tovabba, hogy az izsya csont tomegének aranya a
Compact himek (HCI) vizsgalata soran 1,61-szor ablgymint a normal izomzata himek
(BALB/c) esetében. Az elvégzett morfometrikus védsgiok azonban nem mutattak
szignifikans kilénbséget a C1 és a C5 allatok kéegyik ivarban sem. Ezért feltételezhet

hogy a Compact fenotipust jellethmegndvekedett mérkees tdmety izomzat az izomrostok
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szambeli megnévekedéseének (hiperplazia) koszénbat ennek alatamasztasahoz
részletesebb vizsgalatokra lenne szikség. A viasgdlan hasznalt magyarorszagi Compact
szubpopulacié normalis életképességgel és festlibbirt (Varga és mtsai. 1997).

2.4.2. A Compact fenotipus ¢rakdése és az ivar hatasa a HCR és HCI vonalak esetébe
A fégén térképezéséhez létrehozott Crossl (HCR apalBRAanya) és Cross2 (HCI

apa x BALB/c anya) keresztezésékmegallapithatd, hogy a Compact fenotipus a himek

esetében részlegesen dominans, migsgenyeknél csaknem teljesen recessziv modon

oroklodik. Ez azt jelenti, hogy a Compact fenotipus @ ltal meglehésen befolyasolt.

Ezt az is alatamasztja, hogy HCR vonal esetébeigeétt vizualis, izmoltsagon alapuld

birdlat soran a himeknél 81%, migéstényeknél 35% volt a C5 kategoria aranya (10.)abra

Vagyis a Compact tulajdonsag a him ivar esetébiefekettebb (Varga és mtsai. 1997).

HCR himek HCR néstények
C1 C2 C3 Cc4 C5 C1 C2 C3 C4 C5
% 0 0 0 19 81 0 3 16 46 35
100
0

» ®
> @&

»

10. 4bra. A Compact fenotipus megoszlasa a HCR vonal esetébamonként. A zéld szin a legizmoltabb
kategoriat (C5) jeldli. Az abran j6l lathaté a kédrban eltéé modon jelentkez hiperizmolt egyedek aranya

2.4.3. A Compact egér miosztatin mutacioja

A Compact egér miosztatin gén propeptid régiéjabsaihatoMstri-™Aelécio ot
aminosav kiesését (Leu-224, Gly-225, lle-226, Qi;2dle-228) és egy Uj aminosav
keletkezését (Phe) eredményezi (11. abra). Ez aaiduiehéat a fehérjeérés folyamataiban
részt vew propeptid régidban talalhatd, annak funkcioit zhafja meg, de kdzvetlenl nem
erinti a miosztatin biologiailag aktiv doménjét 8p és mtsai. 1998). Ezzel szemben a fehér-
kék belga és a piedmonti szarvasmarhdk mutans tatoga a biologiai aktivitast biztositd
doménen belil sérilt (Grobet és mtsai. 1997, Kamnb@sl mtsai. 1997, McPherron és Lee

1997), vagyis ezekben az esetekben a miosztatirntudjenkifejteni a bioldgiai aktivitasat.
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<t 12 bazisparos delécio ©

© (@))
~ — A — ~
VAD GAA TCC AAC TIA GGC ATT GAA ATE AAA GCT TTG

Glu Ser Asn Leu Gly lle Glu lle Lys Ala Leu

22l \ / =
< <
© o
~ ~

MUTANS GAA TCC AAC [IIC AAA GCT TTG
Glu Ser Asn Phe Lys Ala Leu
221 227

11. 4bra.A Compact egér miosztatin génjében talalhaté 12sparos delécid (Szabd és mtsai. 1998)

Az egér miosztatin propeptid régioja - a T@EBzupercsalad tagjaival analdgiaban -
szerepet jatszik az aktiv fehérje helyes térbelilszzetének kialakitasaban (folding), a
hatékony szekrécidban és szabalyozza a miosztatimévekedési faktor doménjének
célbajuttatasat (targeting) is (Miyazono és mts8@1, Saharinen és mtsai. 1996). A 12
bazisparos delécidstn® ™45 ezeknek a funkcidknak a hibasikidéséhez és esetleg
elvesztéséhez is vezethet, ezaltal csokkenhet sztattn mennyisége vagy hozzafétiséige,
illetve sérllhet a fehérje célbajuttatdsa (Szabdtsai. 1998). A delécio altal érintett szakasz
jelentbségét az is jelzi, hogy ez a régido minden ismeaiihges miosztatinjaban
konzervaltsagot mutat (McPherron és Lee 1997). Bie# alapjan valoszisithe®, hogy a
Mstr-mPEaiAbe pstrfmPEdLAe ) tansok érett miosztatin aktivitdsa nem nullaat@zés mtsai.
1998).

A feltételezett miosztatin aktivitasbeli kilonbs#&gnére a Compact fenotipus
hiperizmoltsaga hasonl6 a szarvasmarhak hiperizsdgdihoz, mivel mindkét esetben
elsssorban hisztologiai hiperplaziardl, vagyis az izostrszam megndvekedésier

beszélhetiink (Varga és mtsai. 1997).

2.5. Miosztatin modifikatorok

2.5.1.Modifikator gének

A modifikator gének hatasanak egyik legegyshbrpéldaja a genek kozott feltep
episztazis, amikor egy gén allélja (episztatikud egy masik gén (hiposztatikus)
fenotipusos hataséat. A genetikai modifikatorok téképpen is kifejthetik hatasukat, igy
hathatnak a penetranciara, a dominanciara, az &sqivéasra és a pleiotropiara is. A

fenotipusos hatastol fuggn a modifikatorok létrehozhatnak sokkal extrémddelvesbé
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extrémebb, teljesen Uj és normal, vad tipusu fpostiis (Nadeau 2001). Egéren folytatott
vizsgalatok soran a kutaték tobb esetben is bedtadkrmatdé modifikator géneét (pl.: a

farok hosszaval kapcsolatban Dunn 1948rszinnel kapcsolatban Moore és mtsai. 1990).

2.5.2. Miosztatin modifikatorok jelenléte szarvasrha fajtak esetében

Bar a szarvasmarha fajban szamos inaktivaciétalem6é mutacié ismert a miosztatin
1. és 2. exonjaban, az intronokban és a nem tadadsl régiokban (McPherron és Lee 1997,
Grobet és mtsai. 1998, Miranda és mtsai. 2000k kdeiil, kétséget kizaréan csak az emlitett
hat (1. tAblazat), inaktiv fehérjét eredmérysrosztatin mutacio hozhato kapcsolatba a
duplan-izmolt fenotipussal.

A tulajdonsag genetikai heterogenitdsa azonbéhjétal nagyobb. Néhany hismarha
fajta esetében (limousine és blonde d’aquitain@kgyi, hogy a duplan-izmolt fenotipus
ellenére nincs jelen inaktivalo mutacio. Ez fehattlannak a lehéségét, hogy - a
miosztatinon kivil - mas faktorok is hatassal véaanuszkularis hipertrofiara (Grobet és
mtsai. 1998). Szintén ezt tamasztja ala az @meksettel teljesen ellentétes megfigyelés is,
melynek soran Smith és mtsai. 2000, a south deajtdbfin is megtalaltak at821(delll)
mutaciot. Beszamolojuk alapjan a mutaciéra homdaiggyedek jol izmoltak voltak, de nem
mutattak kimondottan duplan-izmolt fenotipust. kefeséget tovabbi l6kuszok
kozremikddésével magyaraztak. llyen, a miosztatitkiiését médosito faktorok,
modifikator gének jelenlétére utal az a vizsgaamelyben Charlier és mtsai. (1995) egy 20
eves periodust elemezve leirtdk, hogy a duplandizieloér-kék belga szarvasmarha
izmoltsaga sokkal kifejezettebbé valt a korabbi jelegéséhez viszonyitva. A székzszerint
a jelenség hatterében a mutans miosztatin gérotiadht kovet, izmoltsagra iranyuld tobb
eves szelekcio allhat. Hazai viszonylatba a feléérielga magyarorszagi térzstenyészete
(Petfi Mezégazdasagi Szovetkezet, Ostffyasszonyfa) emliti faggismerteijében
(www.offamgsz.hu/fkb/), hogy a homozigo6ta egyedakogitasa soran az utédok 85-86%-a
lesz duplafaru, de a fennmarad6 14% is hordozakamlbnsag génjét (a mutans miosztatint),
azonban annak hatasat modifikator gének nyomjak el.

Ezeket, a szarvasmarha fajban tapasztalt megéiggkét, azonban eddig még nem

kovette a feltételezett modifikatorok azonositasa.

2.5.3. Miosztatin modifikatorok jelenléte a hipenmwlt Compact egér esetében
A Compact egér hiperizmolt fenotipusanak monogén@dodését mar a kezdeti

(Crossl, Cross?) keresztezések fenotipusos elassas bizonyitotta. Ezek alapjan Varga és
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mtsai. (1997) azt feltételezték, hogy legalabbdést, egy nagyhatasu (major) gén és egy vagy
tobb modifikator gén hatarozza meg a Compact fpostkifejeddésének mértékét és
megéllapitottak, hogy a homozigota Compact genstgamnetrancigdja mindkét nemben teljes,
de expresszivitasa valtozo. Ezek alapjan elképtigibk tartottak, hogy a Compact fenotipus
elssdlegesen egy olyan nagy hatasu mutacionak tuldjuamidi, amelyde novgott létre vagy
mar jelen volt a berlini szelekciés vonalban, arbhelyegy vagy két modifikator gén
szegregalt. Majd az extrém izmoltsag (Compact fens) kifejeddésére iranyul6 szelekcio
soran ezek a gének fixalodtak Compact vonalban.

Ezt az elIméletet tamasztotta ala az a felfed@2etiazisparos miosztatin delécio
(Mstr®™PHa1A%5 amely - mivel a propeptid régiét érinti - feltzheten nem inaktivalé
mutacio. igy valosziin hogy a mutacio szilkséges, de nem elégségeelfeltéCompact egér

hiperizmoltsaganak (Dr. Varga Laszl6, személyedds)z

2.6. A miosztatin modifikatorok vizsgalata hiperizrnolt Compact egéren

A miosztatin modifkatorok térképezéséhez kutatposmink Iétrehozott egy Cross4-
nek nevezett, interszubspecifikus keresztezébtsad ™" 414 delécidra homozigéta Comp9
beltenyésztett vonalbdl és a vad tipiviuis musculus castaneabaj egy beltenyésztett
torzselbl (CAST/EI). A keresztezésben a hiperizmolt Comp@eglek apai partnerként, a
normal izomzati CAST/Ei egyedek anyai partnerkeatepeltek (12. abra). A miosztatin
modifikatorok genetikai térképezéshez kialakit@tgepulacio végsegyedszama 2373 volt

(Varga és mtsai. 2003a).

/
V 4
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e

Sy X

12. abra.A Cross4 keresztezésben résztvbeltenyésztett allatok: bal oldalt Comp9 (apaten), jobb oldalt
CASTI/Ei (anyai partner) (Varga és mtsai. 2003b)

2.6.1. A Compact fenotipus oratdése és az ivar hatdsa Comp9 beltenyésztett vaedaée

A modifikator gének térképezéséhez létrehozots&4qComp9 apa x CAST/Ei anya)
F2 populacioban a Compact fenotipus mindkét ivatéden recessziv ordklés menetet
mutatott. Ez valosziileg a Comp9 beltenyésztett vonal, korabbi vonaldk&R, HCI)

eltés genetikai karakterének tulajdonithat6. Az ivar-@at fenotipus kapcsolat azonban a
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Comp9 vonal esetében is jelénthiszen az egyedenként haromszor, egymastoltagge
megismételt vizudlis biralat (pontozassl §-ig) atlaga alapjan a himek 100%-a 5,00, mig a
néstények 69%-a 4,00 és 31%-a 3,67 Compact értéket @3. abra). Az egyedek egyik ivar

esetében sem kertiltek a C3,67-es fenotipusosadetikkategoriakba

Comp9 himek Comp9 iBstények
C1,00 ......eeiviiiiiiei e een.. C5,00 C1,00..... C3,67 C4,00.... C5,00
% 0 100 0 31 69 0
100
A
[ ]
0

» »
A » A »

13. dbra. A Compact fenotipus megoszlasa a Comp9 vonal esgtébaronként. A zold szin a legizmoltabb
kategoridkat jeloli. Az abran jél lathatdé a kétrivan eltéé mddon jelentke® hiperizmolt egyedek aranya. Az
egyedek egyik ivar esetében sem kerliltek a C3,6@retipusos érték alatti kategéridkba

Az ivar, fenotipust befolyasold hatasa a Crossddatezésben is megmutatkozott,
hiszen az F2 allomanyatény egyedeinek izmoltsagi megoszlasanal, jellemza normal
izomzat iranyaba torténeltolédast lehetett megfigyelni, mig a himek k@l hiperizmolt
fenotipus volt gyakoribb.

Ez megetfsitette azt, a korabbi - HCR vonal esetében isstaph — megfigyelést
(Varga és mtsai. 1997), miszerint a Compact hipaoisag, mint tulajdonsag nagyobb

meértékben fejeaik ki a him ivaru allatok esetében (Varga és m@d3a).

2.6.2. Miosztatin modifikatorok térképezése

Varga és mtsai. mindenektla 12 bp-os delécioraistr™™ A genotipizaltak a
teljes Cross4 F2 populaciot. A kapott eredmény t&tel a mendeli aranyoktdl. Fenotipus-
kategoriankent (1-5) elemezve a genotipus eloskidstiilt, hogy a legizmosabb csoportban
(n6stényeknél 4, himeknél 5) minden egyed kivétel idllomozigdta mutans volt. Maséél
viszont ez a homozigéta mutans genotipus jelenmlten fenotipusos csoportban (1-5),
meég a normal izomzatu kategoridban is (Varga éain2603a). Eblil az kovetkezik, hogy a
Mstr-™P A%y al6ban szilkséges, de nem elégséges feltétepeazmioltsag kialakulasanak,
ami egyértelmien modifikator gének jelenlétére utal. A modifikéteo térképezésébe csak a
homozig6ta mutans egyedeket vontak be. Tekintvgy lachiperizmoltsdg mértékének
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kialakulasaban jelet$ szerepet jatszik az ivari hatas, a két ivartikdolon vizsgaltak. A
korabbi kisérleteknek megfeten az allatokat egy vizualis biralat soran C1-C268243C5
kategoridkba osztottak izmoltsaguk alapjan, ah@ranal izomzatl egyed a C1, a
legizmosabb fenotipusu pedig a C5 osztalyba kekistatisztikai megbizhatésag novelésére
a biralatot ugyanaz a személy egymastal fuggetleaidmszor végezte el (a vizualis biralat
hatékonységa kisérletes modon is igazolt, Feketetg€m. 1996). Az egyedenkénti harom
osztélyzat atlaga egy 13 kategorias fenotipus Esistett lehdive (14. 4bra).

14. dbra.A Compact fenotipus izmoltsagi skalajanak (1,00wé@rzomzat, 5,00 hiperizmolt) lehetséges értékei,
a harom, egymastol fuggetlenil megismételt vizudbsotipust értékél (1-5) birdlat utdn (Varga és mtsai.
2002)

C1,33
C1,67
2,00
2,33

C3.33
C3.,67

A Cross4 F2 populacién végzett géntérképezésgalatokat ként a két extrém
kategoria (normal izomzatu és hiperizmolt), 12 lsproosztatin delécidt homozigéta
formaban hordozo egyedeire alapoztak (szelektiotij@nalas, Darvasi és Soller 1992). A
kisérlet szempontjabol az egységes fenotipusuadmazvari egyedek DNS mintéit kisebb
csoportokban egyesitették (szelektiv DNS-poolo2asyasi €s Soller 1994). Ezek a szelektiv
mintakezelések nagy mértékben redukaltak a vizegakzamat. A teljes genom vizsgalatot
141 mikroszatellit markerrel végeztéek, melyek aikean 10.6 cM-0s genomtakarast
biztositottak gy, hogy a markerek kozotti legnaafytavolsag is csak 17 cM volt. Ahol a
vizsgalatok allélfrekvencia eltérést mutattak akeatdkuszokon az extrém csoportok kevert
DNS mintéi (poolok) kdzott, ott egyedi genotipiztlés végeztek. Az igy kapott genotipus
értékeket @lszor 6sszevetették az elméletileg vart genotipirsyakkal és CRiprébaval
vizsgaltak azt, hogy ezek szignifikans mértekbégreék-e egymastol - jelezve a
kapcsoltsagot. Ezt kouitn az adatokat egy specialis géntérképezésre kirtutigszoftver a
Map Manager QTX (Manly és Olson 1999) segitségéulgoztak fel. Mind a Chj mind a
Map Manager QTX alkalmazasaval végzett feldolgoazasvar szerint killonvalasztva is,
valamint az 6sszes kivalasztott F2 egyedet egygittegsgalva is elvégezték a szamitasokat.
A kapcsoltsag mértékét az un. LOD score (értélpjarafejezték ki. A LOD (logarithm of
odds, Morton 1955) érték két I6kusz kapcsoltsaggonyat fejezi ki (két I6kusz genetikai

kapcsoltsaganak esélye 6sszehasonlitva azzallgekstogy azok nem kapcsoltak ad egy
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hanyadost €s ennek 10-es alapu logaritmusa a L@m)sA LOD értékek szignifikancia
szintjeit permutacios teszt eredmények alapjarkadiy. Az esetleges szintet LOD = 2.8-
nal, mig a szignifikdnsat LOD = 4.3-n&l huztak nielg LOD = 3 azt jelenti, hogy 1000x-es,
vagyis 16x a valészitisége annak, hogy két l6kusz egyiitt 66dlik, mint annak, hogy nem,

a LOD = 3 felel meg & = 0,05-0s valdszirségnek). Az egér teljes genomjara kitejed
genetikai analizis soran (szelektiv-poolozas éscijjgizalas) a csoport megallapitotta, hogy a
Compact fenotipust @dénnel egyutt tébb (1, 3, 5, 7, 11, 16 és X-kromosm

elhelyezked) kilonb6d erssséd modifikator 16kusz alakitja ki (15. abra).

10T
20T
30T
40T
50T
s0T
T0T
80T
Q0T
1001
1101
12071

10T
207
07
40T
0T
80T
T
80T
20T
100
1107
1207

15. abra. A modifikator gének térképezése Cross4 F2 allomanyz egér teljes genomjara kiterfe@l-19
kromoszoma és X-kromoszéma) vizsgalatban a saglald@pal jeldlt mikroszatellit markereket genatiiak.
A sarga téglalapokon feltiintetett szam a vele agonewi Mit mikroszatellit markert jeléli az adott
kromoszéman. A fldtleges piros szih vonalak jelzik az F2 vizsgélat soran meghataromotidifikator
intervallumokat (1, 3, 5, 7, 11, 16 és X-kromoszéesatében). Az dbra bal oldalan centimorgan (chMJask
lathat6 (Varga és mtsai. 2003a, 2005)

A modifikator 16kuszok kilénbdzerssségeét jol mutatja, hogy a 3, 5, 11, 16 és X
kromoszoma egy (D3Mit224), egy (D5Mit26), ketD11Mit24, D11Mit41), hat
(D16Mit143, D16Mit101, D16Mit136, D16Mit30, D16Mi8) D16Mit50) és nyolc marker
(l&sd késbb) esetében mutatd®<0.001 érték szignifikans hatast, miga 3,5 és 7
kromoszoma midegyike harom-harom marker esetébéatotiP<0.0092 érték szignifikans

hatast. EQy masik megkozelitésben, szintenikus fikéatbr térképezése soran az 1-es
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kromoszoma D1Mit262-es markernél volt tapasztallesat® modifikator hatas. Ezek alapjan
tehat az X-kromoszéman elhelyezkddkusz a legkiterjedtebb és egyben a légebb
modifikator régio. A térképezési eredmények igadolzt a hipotézist, miszerint a Compact
vonal egyedei mar hordoztak a hipermuszkularitdsti® modifikator alléleket, melyeket az
izmoltsagra iranyuld szelekcié soran - a miosztatitacio jelenlétében - szelekcidos nyomas
ért és ennek hatasara egyre gyakoribba valtak &/@sgntsai. 1997, 2003a, 2005; Szabd és
mtsai. 1998).

2.6.3. A Compact egér X-kromoszéméajan elhelyezkexddifikator régio

A hiperizmolt (n=50) és normalizomzatt (n=35) haigdta mutans, Cross4 F2 him
egyedek X-kromoszomas térképezési eredményei epykiterjedéé ([ILO0 Mbp) és az
egész genom viszonylataban kiemebedes modifikator intervallumot hataroztak meg,
ahol 8 mikroszatellit marker (DXMit105, DXMit126,XMit94, DXMit128, DXMit40,
DXMit116, DXMit130, DXMit99) esetébe< 0.001 szignifikancia értéket tapasztaltak (16.
abra). (Varga és mtsai. 2003a)
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16. abra. Az X-kromoszéma modifikator térképezésének Osszitséredmeénye extrémen izmolt és normal
izomzatl Cross4 F2 him egyedeken (n=85). A viz$galaz abran feltlintetett mikroszatellit markeref@t
darab) vontdk be. Ezek koziil csak a DXMit56-0s miaeh aP < 0.001 szignifikancia szirdit A tébbi marker
egy nagy kiterjeddss és rendkivil és modifikator intervallumot hataroz meg. Az abral loédalan a
szignifikancia mértéke lathatd-értékben kifejezve, mig az abra alatti skala agdit pontok (marker helyek)
fizikai tavolsagat mutatja megabazisban (az X-krendona proximalis végéita disztalis felé) (Varga és mtsai.
2003a)
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Az X-kromoszéman elhelyezkéanodifikator hatast a himek és éstények esetében
kulon-kulon vizsgaltak. Erre azért volt szikségrtmgyan az egy X-kromoszéméaval
rendelked himek genetikai térképezése egyértelazonban adstényeket érirdt random X-
inaktivacio nehezen teszi értelmeziwet az eredményeket. A vizsgalat igazolta, hogyaz X
kromoszoman elhelyezkédnodifikator nagy valosziiséggel mindkét ivarban hat (Varga
személyes kodzlés), mivel az extrémen izmétitanyek esetében, az X-kromoszéma
térképezéshez hasznalt 6sszes markernél, a hetmutans (XX “ASTE) genotipus
gyakoribb volt, mint a homozigéta vad ERS"E'X “ASTE) genotipus. Tovabba ennek

ellenke®je volt tapasztalhaté a normal izomzatistényeknél (Varga és mtsai. 2003a).

2.7. Az androgén receptor gén, mint esélyes miostitamodifikator

Ez a kiterjedt, X-kromoszoman feltérképezett migdibr régio a DXMit128-as
mikroszatellit markernél egy kiugré csucspontot a1l 6.abra; Varga és mtsai. 2003a)5lEtt
a legnagyobb hatast jélzsucstdl mindossze 1,3 cM-ra disztalis iranybgdeNedik el az
androgén receptor gén (Ar), amélyirodalmi adatok alapjan feltételezhehogy miosztatin
modifikator szerepe is van. Egy elmélet szerineArkeresztiil megvaldsuld kdzvetlen
androgén regulacio hatassal lehet a miosztatiresgpiojara (Ma és mtsai. 2001), mint ahogy

azt az azonos géncsaladba tartozé Paseteben kimutattak (Chipuk és mtsai. 2002).

2.7.1. Az androgén receptori#kodése

Az Ar (17. abra) egy sejtmagi hormon receptoradiabz tartozo6 traszkripciés
modifikator faktor (Faber és mtsai. 1991). Az amgoek hataséat tovabbitja az androgén
célgének felé, melynek soran azok transzkripckijavetleniil befolyasolja. igy kulcsszerepet
jatszik szamos bioldgiai folyamatban (Chang és mi€®95). Embrionalis korban az
androgének felékek a him fenotipusnak megfél@arszervek kifeppdéséért. A pubertaskor
megnovekedett androgén termelése megkezdi a mgssdie@mi jelleg kialakitasat. Ezen
kivil az androgének hatnak példaul a tarsas vidéle, a test zsirtartalmanak alakulasara és
egyes autoimmun betegségek fogékonysagra is (8alég Edwards 1997).

Az Ar az androgének hatasat genomi és nem genitmmiisiképes kifejteni. Az Ar
elssdlegesen,dként genomi médon hat. A folyamat soran a vérbemgeé tesztoszteron
atjutva a célsejtek membranjan, a citoplazmabah@zeduktaz enzim hatasara egy
hatékonyabb metabolittd, az5dihidrotesztoszteronna (DHT) redukalodik (Rusésill

Wilson 1994). Ezt kovéen a DHT kapcsolddik az Ar-hez, melynek hatasar&raz
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konformacio valtozasa jon Iétre. Ennek kovetkeatédme Ar-hez kapcsolod@hlokk fehérjék
disszocialnak. Az igy kialakult Ar-DHT komplex @aszolbdl a sejt magjaba diffundal, ahol
dimerizalodik (Prescott és Coetzee 2006).

NH, COOH
(N-terminalis) T (C-termindlis)
transzkripciot DNS koté ligand koté
szabalyoz6 rész rész rész

17. abra. Az androgén receptor fehérje vazlatos szerkezeteildfyossziirke téglalap a ligand &domént, a
fekete téglalap a DNS kddomént jeldli. Az N-terminalis domén a transzkifpszabalyozasaban vesz részt

Itt az Ar dimerek egy specifikus DNS szekvenciaképesek kdtdni, amelyet ARE-nak
(androgen response element) hivnak. Ezek az ARE/ereiak a célgének transzkripcios
start pontja €itt €s mogott is elhelyezkedhetnek. Az ARE szekwvdmuz kapcsolddd Ar
dimerek kélcsdonhatasba lépnek a sejtmag mas feladrjamely a célgének
transzkripciéjanak alul- illetve tultikodését eredményezi (Lee és Chang 2003, Heinlein és
Chang 2002, Wang és mtsai. 2005). Végul a megeetkizanszkripcio, illetve a
transzkripcid aktivalas megnovekedett mMRNS szistez vezet.

Az Ar azonban képes hatasat kifejteni egy masky genomi modon is. Vagyis az
Ar, DNS kotés nélkil is képes hatasat kifejteryietikor az Ar bizonyos szignaltranszdukcios
(jelatvitelben résztvel) fehérjekkel 1ép kapcsolatba a citoplazman betidiglein és Chang,
2002, Fix és mtsai. 2004). Ebben az esetben apgéwnliAr kapcsolodas gyors valtozasokat
képes létrehozni a sejtfunkciokba (pl.: iontransgpanélkil hogy megvaltoztatna a gének
transzkripcidjat. Ez a folyamat azonban kdzvetetbégis képes kihatni a gének
transzkripcidjara, azaltal, hogy hatasara mas ztaiios faktorok foszforilalédnak.

Hianyaban tesztikularis feminizacié szindroma veajes androgén-inszenzitivitasi
szindroma alakul ki (Chang és mtsai. 1988, Lubahmtsai. 1989, Tilley és mtsai. 1989). Ez
azt jelenti, hogy a csecséhkori herék kialakulnak, azonban a kiilsemi szervek §i iranyba
fejlodnek tovabb, a betegek petefészek hianydban &téileermafroditizmus). A gén
bizonyos mutacioi nem okoznak teljesen inaktiv pgmemikddést, ami egyfajta cstkkent
maszkulinizaciot (Reifenstein szindroma) eredmeér{izPhaul és mtsai. 1993).

Patoldgiai esetekben kimutattak, hogy az androgéeptor bizonyos mikro RNS-ek
(miRNS) expresszigjat is képes szabalyozni (Siéssi. 2008). Ezek a molekulak szamos
biolégiai folyamatban (differencialédés, osztédfsptozis) a transzlaciét gatolva, illetve a
cél mMRNS degradalédasatielezve a genexpresszid negativ szabalyozoi (Baatoas mtsai.

2004, Williams 2008). Legtobbjuk szovetspecifikigg; szamos miRNS kifejezetten a sziv-
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illetve a vazizomzatban expresszalodik (Callis ésam2007 és 2008). Tovabba mar az is
megéallapithatd, hogy bizonyos miRNS-ek pont az @géin receptor jelatviteli rendszerre
hatnak (Epis és mtsai. 2009).

2.7.2. Az androgén receptor hatasa T@Fesetében

A human miosztatin gén 5’regulator régidjabanas vgy androgén receptor &6t
elem (ARE), igy az Ar kdzvetitette androgén regdl@efolydsolhatja a miosztatin
expresszidjat is (Ma és mtsai. 2001), amint ez &-B& &l mar bebizonyosodott (Chipuk és
mtsai. 2002). Az androgén receptor gén, mutitstrf ™ "4*§ miosztatin modifikator
szerepe redlisnakiik a Compact fenotipus ivar altal befolyasoltggkt miatt, tovabba az X-
kromoszéman megfigyelhiersteljes him modifikator hatas miatt, amely az Ar gyain

poziciéjanak kdzelében csucsosodik ki (Varga ésim2903a).

2.8. Specidlis populacié letrehozasa a miosztatinadifikatorok térképezéséhez

A Cross4 F2 populaciéval kutatécsoportunknak siketurvan pozicionalni,
kromoszomakhoz kotni szignifikans miosztatin madifor hatasokat, azonban ezek az
eredmények még igy is nagy kiterjedl&somoszéma szakaszokat jelélnek.

Az Ar és mas esélyes gén(ek) bioinformatikai, seekia és expresszios sfint
vizsgalata mellett kutatdcsoportunk létrehozott sgcialis térképezeési populaciot, amely
lehetiséget ad a kiemelt kromoszémakon (1, 3, 5, 7, @Bs1X) elhelyezkdgdmodifikatort,
modifikatorokat tartalmazo intervallumokigdtésére. Ez a bonyolult keresztezési sémaval
létrehozott specidlis térképezési populacidé Advdrngercross Lines-ként (AIL) ismert a
szakirodalomban (Darvasi €s Soller, 1995). Esetéinldz elnevezését Compact-AlL-ra
modositottuk. A Compact-AlL a modifikator génekiki&pezéséhez kialakitott Cross4
(Comp9 apa x CAST/Ei anya) F2 populaciobdl indulikiolyamat soran a beltenyésztés
maximalis elkerllése mellett, egymas utani tenyéseraciok |étrehozasa a cél. A nagyobb
térképezési éréerdekében a Compact-AlL tenyészgeneracioit Ughekt#dtuk, hogy az
egyedek az F11 generéciodra (térképezési popultetjéd mertékben homozigotava valjanak
azMstr-™P A5 ytacidra. Ennek kovetkeztében a populaciénak ragyeésze (32%-a) lesz
alkalmas a térképezeésre. Mivel az AlL tenyésztégismere noveli a rekombinacios
események valosZinégét, eredményeként a kiindulasi vonalak genoaggmeértekben
fragmentalddik és igy lehté teszi a finomtérképezeést (Pinke és mtsai. 20083gi6

hosszanak jeletis sZikiilése esetén a lehetséges esélyes gének sz&aunsikKen.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Bioinformatikai vizsgalatok

3.1.1. Géntérképezési, genetikai és genomikai aéagnk

Az egér genommal foglalkozo géntérképezeési, gemiets genomikai adatbazisokban
naprél napra Ujabb informaciokat kozdlnek a genemeji6l és azok funkcidirél. Ezek az
adatok elengedhetetlenek az esélyes gének kijélidests vizsgalatahoz. Ezért az
adatbazisok figyelése, elemzése, naprakész ismamieformaciok gijtése és feldolgozasa
alapveb feladat. Vizsgalataink soran a legfontosabb ad#bk a kovetkedk voltak:

NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

- tudomanyos irodalom elérése (PubMed);
- primer szekvenciak BLAST analizise (hasonlosagdésaszekvenciak kozott)
- geén, fehérje és SNP informaciok, stb.

Ensemblhttp://www.ensembl.org/

- informécié szerzés a folyamatosan frigséiyér genomrol;

- genomi szekvenciak kimasolasa primer tervezéshibzoszatellit marker
fejlesztéshez;

- geén, transzkript, fehérje és SNP informaciok, stb.

MGI: http://www.informatics.jax.org/

- egértorzsek SNP adatainak elérése és elemzése
Az adatbazisok segitségéuelksilico vizsgalatba vonhato a legeebb modifikator

régioban elhelyezkédAr, illetve tovabbi esélyes gének is.

3.1.2. Primer tervezés, terveprogramcsomagok

Az Ar vizsgalatahoz, olyan primereket tervezteindiel a GAPDH primerek, lasd a
2. tablazatban), amelyekkel letie¢ valik a kérdéses génszakaszok PCR alapu angbdisii,
klbnozéasa, majd szekvenalasa, illetve a gén exqitssszinti vizsgalata a Comp9 és kontroll
CASTI/Ei egértorzseldd (az Ar primerek elhelyezkedése a 23. dbran |éatrest
EREDMENYEK részben). A primer tervezéshez dz@kben ismertetett genetikai
adatbazisok szekvenciait, valamint a SeqVerter €Sardio, Inc. 1999) és az interneten

elérheb Primer3 (Rozen és Skaletsky 2000) programcsomadalsanaltam.
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Primer név Primer szekvencia
ANDR_1F GCAGGATAAGGGAATTCGGTG
ANDR_2F TGGGACCTTGGATGGAGAAC
ANDR_3R GTCCCTGGTACTGTCCAAACG
ANDR_4R CCCACCTTGTTCCCTTTCC
ANDR_INTR_6R TTGTTCTATTGGGCGGGAGTC
ANDR_7F CTCCTCAAGCCCACATCAGA
ANDR_8R CTACAACTTTCCGCTGGCT
R-ACTIN_1F TGCCGCATCCTCTTCCTC
R-ACTIN_1R CCACAGGATTCCATACCCAAG
GAPDH_HS _SY_F| TGCACCACCAACTGCTTAGC (Vandesompelearésai. 2002)
GAPDH_HS _SY_R| GGCATGGACTGTGGTCATGAG (Vandesompedardsai. 2002)

2. tablazat. Az Ar szekvencia meghatarozasahoz és génexpresszaglataihoz tervezett primerek (a GAPDH
primerek nem sajat tervezi&k)

3.1.3. Szekvenciakat eledgs 6sszehasonlitdé programcsomagok
A szekvencidk dsszehasonlitasat és elemzésétetkiedyingyenesen elérhit
programcsomagok felhasznalasaval végeztem:
» BioEdit, (Hall 1997-2004)
e SeqVISTA, (Hu és mtsai. 2003)
« EMBOSS (Rice és mtsai. 2000).

3.2. Kisérleti allatok

3.2.1. Az androgén receptor gén szekvencia és esgaies vizsgalataban felhasznalt

kisérleti allatok

3.2.1.1. A Comp9-es vonalbal kialakitott beltentgdsirzs

A Comp9-es vonalat az eredeti németorszagi Compexsidl alakitotta ki Dr. Muller
Géza, tizenhat generacion keresztil tarté testvasfias és szelekcié soran. Szinében,
méretében, és testformajaban a Comp9-es vonahlfi8.,A” rész) eltér a korabban
alkalmazott HCI beltenyésztett vonaltél (18. alBa t£sz bal oldala).

A fobb kulonbségek a kovetk@lz a bézs szinHCI-vel ellentétben a Comp9-es vonal
fecskehasu, lényegesen nagyobb és kevéshé tortaikads. A szekvencia €s expresszios

vizsgalatokban harom darab, 6-7 hetes him egyadéast.
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18. dbra.Magyarorszagi, beltenyészetett Compact egér vona¥ékkép: Comp9-es vonal, fecskehasu szinezet
(Varga és mtsai. 2003b), ,B” kép bal oldalt: HC&zZs szin (Varga és mtsai. 1997), (a ,B” kép johdatdn a
fehér szifi BALB/c, normal izomzatl labor egér lathatd)

3.2.1.2. CASTI/Ei beltenyésztett torzs
A CASTI/Ei torzset az egdflus musculus castanealajabél hoztak létre

beltenyésztés soran (www.informatics.jax.org).

19. abra. A Mus musculus castaneadfajabdl kialakitott CAST/Ei egér torzs egyik ege (Varga és mtsai.
2003b)

Az egyedek vad, aguti sfiek, feltinéen kis mérdiek, normal izomzattuak, nagyon
élénkek és stressz érzékenyek (a zavarast rosisikyltivohelyet igényelnek, vagyis
viselkedésiikben is inkabb a vad tipushoz allnaleBOA szekvencia és expresszids
vizsgalatokban harom darab, 6-7 hetes him egyedészt, mint normal izomzata kontroll.

A keresztezett populaciok kialakitasaban valovéstét és genetikai térképezéshez
tortérs felhasznaldsat az teszi indokoltta, hogy alfajkgantetikailag tavolabb helyezkedik el
a laboratériumi egér torzsekhez képest, de az etdetgcio szaporodoképes. Ez nagyobb
lehetiséget biztosit a genetikai markerek polimorfizmasami hatékonyabba teszi a

térképezeést.

3.2.2. Az X-kromoszdman elhelyezkemodifikator intervallum szikitéséhez felhasznalt
kisérleti allatok
Az X-kromoszdma genetikai analiziséhez az irodattakintésben bemutatott

Compact-AlL F11 6-7 hetes koru, normal és hiperiltragyedeit vizsgaltuk. Az X-
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kromoszoma inaktivacios jelensége miatt csak adiliaok, fenotipusosan széteges
csoportjait hasznaltuk: 6sszesen 155 M1K és 248 kgpyedet (M = him, 1 = normal

izomzat(i egyed, 5 = hiperizmolt egyed, K = homotzigdstr™" ">

mutans). Az X-
kromoszoma térképezéséhez szilkséges genotipipédasas 3. tablazatban dsszefoglalt

technikai csoportokat hoztunk Iétre a extrém hirh &tHdokbadl.

M1K M5K Cs_c_)portonként
0sszesen:
G1 csoport 33 77 110
G2 csoport 61 59 120
G3 csoport 24 96 120
G4 csoport 37 16 53
Osszesen: 155 248 403

3. tablazat. A genetikai térképezéshez hasznalt Compact-AlL l&érleti csoportok (G: group). M1K: normal-
izomzatd, M5K: hiperizmolt egyedek

A vizsgalatban szerepl03 allat a 3100 egyedb(Pinke és mtsai. 2008) all6 Compact AlL-
F11-es generaciobdl kerllt kivalasztasra a 2.&j2zétben ismertetett vizualis biralat utan.

3.3. Mintak eléallitasa

3.3.1. DNS izolalas

A vizsgalatokban felhasznalt genomi DNS mintakaarqp9, CAST/Ei és Compact-
AIL F11) sos kicsapasos modszerrel preparaltukizalalas egy mintan bemutatva a
kovetkedképpen tortént. Az 1,5 ml-es eppendoflEs egy kb. 1 cm-es egérfarkat
helyeztiink, amelyhez éldépésként 60@ Tail puffert (fliggelék) és 400mg Proteinase K-t
(Sigma-Aldrich) adtunk, majd a mintat egy éjszal&@BaC-os razétermosztatba helyeztik.
Masnap 15 percig szob&nérsékleten (RT=room temperature) tartottuk ésaszut
centrifugaltuk (RT, 13000 rpm, 15 perc) a mintakatsapadék feletti fazist egy masodik 1,5
ml-es eppendorfba pipettaztuk és 20mg RNase Agn{&iAldrich) mértink hozza, majd 20
percig szobatmérsékleten hagytuk. Ezt kégen 300ul tultelitett (5-6 M-o0s) NaCl-ot és 30
pl 7,5 M-os ammonium acetatot adtunk a mintahozdmaejtexel 6sszekevertik és
centrifugaltuk (RT, 13000 rpm, 3 perc). Egy harmkadb ml-es asbe 400ul izo-propil
alkoholt (Reanal) mértiink, amelyre rapipettaztd&l@liszot és a DNS kicsapasanak
érdekében a csovet atforgattuk. Az igy kicsapdddkB-t 10 percig allni hagytuk (RT), majd
centrifugaltuk (RT, 13000 rpm, 3 perc). Ezutan iesik a folyekony fazist és 3Q@ 70%-0s
alkohollal (Reanal), a édorgatdsa kozben mostuk a DNS-t. A centrifug&l&dt, 13000
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rpm, 3 perc) koveéen eltavolitottuk a felliliszot és dadjan elhelyezkesl DNS-t 20 percig
szaritottuk. Ezutan 5@ TE (pH 7,5) oldatot (a fliggelékben) adtunk a @iz és 1 Oraig

65°C-ra helyeztik oldédni. A DNS minta misegének, mennyiségének és tisztasdganak
meghatarozasdhoz spektrofotométert hasznaltunk @stikai denzitds 260 nm/280 nm-es

ertékét vettik figyelembe. A mintakat 4°C-on tanklt

3.3.2. Izom mintak preparalasa

Génexpresszios kisérleteimhez a Comp9-es és a EEAEJértorzs egyedeinek (3-3
darab) hatulsé végtagjabol, izom preferencia néledyes vazizmot preparaltam. Az izom
mintak preparalasa 6-7 hetes egeéékirtént. A preparalas kezdetélcervicalis
dislocatio-t végeztem az allatokon, amely &e#lpasztalat mellett gyors, és kiméletes eljaras,
tovabba az izom minték prepardlasahoz is tokéletesmgfelel. A preparadlasahoz RN-4z
mentes, steril csipeszt és steril szikét hasznalkemeszkdzok RN-az mentesitését a Sigma
cég dietil-pirokarbonat (DEPC) vegyszerének oldaltéfiiggelék) végeztem a kbvetkez
modon: az eszkozoket a sterilizalashoz alufélidmagoltam, amelyekbe az RN-az
mentesités érdekében ezerszeresére higitott DERSOIdAL is kerllt, majd ezt kovette a
DEPC oldattal egyiitt becsomagolt eszk6z6k autoklasa. A gyijtés soran a mintat 1,5 ml-
es, steril, azonosito cimkével ellatott eppendsgibe helyeztem, amit az RNS degradalédas
megebzése miatt, azonnal folyékony nitrogénbe tettergy#jtést kbéveben a mintakat -

70°C-os fitében taroltam.

3.3.3. RNS izolalas

Az androgénreceptor gén (Ar) expresszios vizsghatat a Comp9-es és a CASTI/Ei
egértorzs egyedeinek hatulso lababol - izom pret@aenélkil - preparalt, vazizomzatot
hasznéltam.

A preparatumokat mind a két esetben TRIZOL (GIB@&)gens hozzaadasa mellett,
kézi homogenizatorral dolgoztam fel. A total RNShtaieballitAsa soran az izom
preparatumok sulyat analitikai mérleggel (Sartgrmegmértem, majd a sulynak megféési
100mg-onként 1ml TRIZOL-t pipettaztam a homogemidd. A homogenizalast
szobaldmeérsékleten végeztem, majd a homogén mintat azmaoyban 4 darab 1,5 ml-es
eppendorf adbe mértem szét. A csoveket centrifugaltam (4°CO02@m, 10 perc), majd
csovenkeént a felllaszét atmértem egy steril 1,=snéppendorf ébe és szobdmeérsékleten
5 percig allni hagytam. Ezt kovietn mintanként 1 ml kiindulasi TRIZOL-hoz, 2p0tomény

kloroformot mértem szét a 44w, majd 10-20 masodpercig 6sszeradztam az elegyeket
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Harom perc allas utan (RT) a csoveket centrifudadgeztem és a mintakat centrifugaltam
(4°C, 12000 rpm, 15 perc). A vizes fazisbarbl&NS-t atmértem egy-egy Ujabb steril 1,5
ml-es eppendorf &e, majd az ék6vel egyenérték kloroform mennyiséget adtam hozza.
Ezt 15-20 masodpercnyi 6sszerazas kovette. A cebweektrifugaltam (4°C, 12000 rpm, 15
perc), majd a feltluszét atmértem egy Ujabb 1,®=snéppendorf &be, amelyhez szamitott
mennyiség izo-propanolt adtam (50@ izo-propanol / 1 ml kiindulasi TRIZOL). Tiz perc
allas utan (RT) a csoveket centrifugadba helyezwrifegaltam (4°C, 12000 rpm, 10 perc),
majd a fellluszot eltavolitva a kicsapott RNS-1%6/6s etanollal (Reanal) - 1 ml 75%-0s
etanol / 1 ml kiindulasi TRIZOL - beoldottam. A ntémkeént kapott 4 darab 1,5 ml-es
eppendorf s kozul harom csovet kébbi felhasznalasra -70°C-oéthhibe helyeztem és
mintanként egy c¢wel tovabb folytattam az RNS tisztitast. A vortedatlkbveden, a csovet
centrifugaltam (4°C, 7500 rpm, 5 perc). Ot-tiz peeszaritast kovéen 50l RNaz mentes
vizben oldottam fel az RNS-t,. Az minta rég@gét elektroforézis modszerével, Bioanalyser
2000 készilékkel vizsgéltam, majd a mennyiségsesasag meghatarozdsahoz
spektrofotométerrel megmeértem a minta optikai désat a 260 nm/280 nm-es értéket

figyelembe véve. Végul ezt a mintat is -70°C-raybetem a felhasznalasig.

3.3.4. cDNS készités

Az androgénreceptor gén (Ar) genomialis méret& ;4 kbp) meglehésen nagy,
igy a szekvenalasahoz, valamint az expressziogaletshoz a gén cDNS-ét hasznaltam. A
reverz transzkripciot és a cDNS&éllitast a Stratagene cég ProSTAR Ultra HF RT-PCR
System kit felhasznaldsaval végeztem. A cDNS kés=iitt az RNS mintdkat DN-4z
kezelésnek vetettem ala. A 1§ RNS-re vonatkozo reakcio a kdvetéemyagokat
tartalmazta: 10 x DN-az puffer (100 mM Tris pH 725,mM MgC}, 5 mM CaC}), 20
egység DN-az (Fermentas), 5 egység RN-az inhifffenmentas), steril desztillalt vizzel
(DW, Gibco) kiegészitve 100 dssztérfogatra. A DN-4z kezelés, majd a DN-aktinacio a
kovetked hémérsékleti kondiciok kozott tortént a PCR keszigdkiB7°C 20 perc, 65°C 10
perc, 70°C 5 perc. A reverz transzkripcio reakcajadvetke# anyagokat tartalmazta: 3000
ug RNS, 10 x RT puffer (StrataScript), 300 nM randammer (R9-mer), 240 mM dNTP
mix, steril desztillalt vizzel (DW, Gibco) kiegéba 47,5ul 6ssztérfogatraEzt koveten a
reakcio-elegyet 65°C 5 perc, szobaterséklet 10 percdmérsékleti kondiciok kdze
helyeztem. Végul 5 egység StrataScript reverz nlaiazt adtam a reakciohoz BD
ossztérfogatra kiegészitve és 42°C 90 perc, 958€cijmaktivacio) Bmérsékleti kondiciora
helyeztem. Az igy kapott cDNS mintédk mMigegének, mennyiségének és tisztasaganak
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meghatarozasahoz spektrofotométert hasznaltam@si&ai denzitas 260 nm/280 nm-es

értékét vettem figyelembe. Majd a mintakat felha@asig -70°C-os itében taroltam.

3.4. Szekvencia meghatarozas

3.4.1. Szekvenalasi templat készitése cDMIS-b

A Comp9 és CAST/Ei Ar szekvenalasat két részleti#NS (primerek: ANDR_2F-
4R) és genomi DNS (primerek: ANDR_1F-INTR_6R) teatpk hasznalataval hajtottam
végre. A 2-8 exon szekvenciajat cDN&;ka kézel 1200 bp-os 1. exon szekvenciajat genomi
DNS-3I hataroztam meg (20. abra).

A)
ANDR 2F-ANDR 4R
> <

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8
| [T T TT [ -
B)

ANDR 1F-ANDR INTR 6R

(3 <

E1 I

J | 1kb

20. abra Az Ar szekvencia meghatarozashoz amplifikalt fnegtek: A) cDNS (ANDR_2F-ANDR_4R); B) 1.
exon (ANDR_1F-ANDR_ INTR_6R), a nem transzlaloddmszakaszokat fekete szingjel E: exon (fehér
téglalapok), I: intron (kék vonal)

A szekvencia meghatarozashoz az Ar 2-8 exonjiitaaz6 templatot a kdvetk&z
Osszetétdl, 25ul-es végtérfogatll PCR reakcidval amplifikaltam: §@DNS, 10 x puffer
(Promega), 330-330 nM primer (forward, reversel) @M dNTP, 1,25 U pfu Turbo
polimeraz (Prostar ultra), steril desztillalt vM@), végtérfogat. A PCR reakci6é 94°C 1 perc;
[94°C 30 mp, 60°C 30 mp, 68°C 2 perc] 40 ciklus;@Z perc Bmérsékleti korilmények
kozott futottak az MJ Research PTC-200-as PCR gépb&agmentek méretét
elektroforézis modszerével, 1%-o0s agardz gelbesgaitam, molekulasuly markernBkt

enzimmel emésztett, DNS-t hasznaltam.

3.4.2. Szekvenalasi templat készitése genomi DRS-b

A genetikai térképezéshez és az Ar 1. exon szekdj@nak meghatarozashoz is a sés
kicsapasos modszerrel preparalt, genomi DNS-t l&dtsan fel.

A szekvencia meghatarozasahoz sziikséges temglatekaetkes osszetetdl, 25ul-

es végtérfogatl PCR reakcidval allitottaré 400 ng genomi DNS, 10 x puffer (Promega),
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330-330 nM primer (forward, reverse), 200 nM dNZmM MgCl, (Promega), 2,5 egység
Taqg polimeraz (Promega), steril desztillalt viz (M@gtérfogatA PCR reakciok 95°C 2

perc; [95°C 30 mp, 55°C 30 mp, 72°C 1 perc 30 niptiRlus; 72°C 5 percdmérsékleti
koérilmények kozott futottak az MJ Research PTC-20BCR gépben. A fragmentek méretét
elektroforézis modszerével, 1%-o0s agardz gelbesgaitam, molekulasuly markernBkst

enzimmel emésztett, DNS-t hasznaltam.
3.4.3. A templat DNS/cDNS klonozéasa

3.4.3.1. Ligélas

A DNS (Ar exon 1) és cDNS (Ar exon 2-8) szekvekdi@nszformalasahoz pGEM
T Easy vektort hasznaltam. A reakcio mintankéntyli€s végtérfogat mellet a kovetkez
volt: (200ng ligalni kivant PCR termék, 50 ng pGEM Easy vektort, 2x Rapid Ligation
puffer, 3 Weiss unit T4 DNS Ligaz, steril desztiliz (MQ). Az elegyet legalabb egy

€jszakan at 4°C-on inkubaltam a transzformalés. el

3.4.3.2. Transzformalas

A pGEM®-T Easy vektorba ligalt DNS (Ar exon 1) és cDNS gxon 2-8)
szekvenciak transzformalashoz mintanként @dmpetens sejtet (XL1 BLUE, illetve
XL10 GOLD) hasznaltam fel. A baktérium szuszpenzi@°C-rél jégre tettem, és a
felolvadast koveten 2,0ul ligalasi reakciot adtam hozz4. Rovid idl@panudlis keverést
koéveben, 30 percig jeégen inkubaltam a sejteket. Ez4tAnmasodpercig 42°C-ra
(blocktherm-be vagy vizfltie) helyeztem a sejteket. Adokkot kdveden 2 percig Ujra
jégre tettem a csoveket, majd 1000-1000 ml LB tajitadtam hozzajuk. Ezt kovien a
baktériumokat egy orara 37°C-os termosztatba htdyezazatni, 200-as fordulatszamon. A
regeneralodott sejteket szelektiv, ampicillin (180ml), X-Gal (40ug/ml) és IPTG (20
ug/ml) tartalmu LA taptalajra (0sszetétele a fligkeén) szélesztettem.

Mintanként négy petricsészét hasznaltam fel, nked¢ya kovetke& mennyiséq
baktérium szuszpenzio kerlilt: azéefgetricsészére 10 kompetens sejtet, a masodik
petricsészére 10 kompetens sejtet, a harmadik petricsészéreukOmpetens sejtet, a
negyedik petricsészérel perc 12000 rpm-es cendtdsgktveien a maradék sejtet.

Végezetll a petricsészéket egy éjszakara 37°Crom$ztatba helyeztem.
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3.4.3.3. A baktérium koloniak tesztelése

A transzformans sejteket kék-fehér szelekciovagktaltam. A fehér baktérium
telepek, koléniak drését egy ugynevezett ,colony PCR” segitségévetxtegn, gy hogy a
PCR reakcio templatjat a steril fogpiszkaloval bsotbfehér telepek jelentették. Ez a PCR
reakcié a pGEM-T Easy vektor poliklénozé teriiletének két székpecifikus primer part
(M13F és M13R) tartalmazott, igy lebieé valt a klonozott szekvencia amplifiklasa és a
klbnok azonositasa. A colony PCR reakcié uR8s végtérfogat mellett - egy mintara vetitve
a kovetked Osszetebket tartalmazta: bemosott templat DNS, 10 x puffgomega), 200-
200 nM primer (M13F, M13R), 2mM Mgg(Promega), 320 nM dNTP, 1 egység Taq
polimeraz (Promega), steril desztillalt viz (M@)colony PCR reakcid [95°C 2 perc, 55°C 1
perc, 72°C 1 perc 15 mp] 3 ciklus; [95°C 30 mp,G30 mp, 72°C 1 perc 15 mp] 41 ciklus;
72°C 5 perc Bmérsékleti kortlmenyek kozott ment végbe az MJ ResePTC-200-as PCR
gépben. A kivant klonok pontos azonositasahoz|angd®CR reakcioval parhuzamosan
készitettem egy a klonozott szekvencia két végeseifikus primer part tartalmazé PCR
reakciot is. Ezek a primerek azok voltak, amelyékkedabban a kivant (DNS és cDNS)
szekvenciakat amplifikaltam a ligalashoz. A klonibazekvencia két végere specifikus
primer part tartalmazé PCR reakci6 -dges vegtérfogat mellett - a kbvetkedsszetebket
tartalmazta: bemosott templat DNS, 10 x puffer fRrga), 396-396 nM primer (forward,
reverse), 2mM MgGl(Promega), 200 nM dNTP, 2,5 egység Taq polimePéaniega), steril
desztillalt viz (MQ). Ez a PCR reakcio a colony P@Bkcidval azonos - azéblbiekben mar
emlitett - PCR korilmények kdzott ment végbe, aazahos idben és azonos PCR gépben.

A fragmentek méretét elektroforézis mdédszerévidds agardz gélben vizsgaltam,

molekulasuly markerneRst enzimmel emésztet, DNS-t hasznaltam.

3.4.3.4. Plazmid tisztitas

A vektorra és a klbnozott szekvenciara specifiimerek segitségével
meghataroztam azokat a baktérium telepeket, amelygtksgalni kivant DNS szakaszt
tartalmazzak. A plazmid tisztitas ezékh telepekBl indult ki. EI5 1épésként egy steril
kémcsbe 3 ml LB taptalajt (0sszetétele a fuggelékbettém és 1,5 mg ampicillint adtam
hozza. Ebbe a kémise oltottam be steril fogpiszkal6 segitségévelldadraim koloniat.
Minden plazmid tisztitds alkalmaval, készitettern bgoltas nélkili kontroll csovet is. A
beoltast kdveten a kémcsoveket lezartam és egy éjszakara 37f€rosesztatba helyeztem
razatni, 200-as fordulatszam mellet. Masnap a kdrdsovet elletirizve - ha az nem

fert6z6dott be - megkezdtem a plazmid izolalast a felnbiegssejtekbl. Ehhez a tisztitasi
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folyamathoz az Eppendorf cég Perfectprep Plasmid kitijét hasznaltam, a gyartéoélasa
szerint. A minta miségének, mennyiségének és tisztasdganak meghatinoza
spektrofotométert hasznaltam és az optikai den2&8snm/280 nm-es értékét vettem

figyelembe. A mintakat felhasznalasig 4°C-on t&nolt

3.4.4. Szekvendlo reakcio készités

A szekvencia meghatarozashoz az Applied Biosysteais®’RISM BigDye®
Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencingéia gyarto ajanlasa szerint
hasznaltam. A 2Ql-es szekvenald reakcio egy mintara vetitve a Kamtosszetétdl volt:
150-300 ng tisztitott plazmid DNS templat, 2ul Terator Ready Reaction Mix (v3.1), 160
nM primer, steril desztillalt viz (MQ). Ez a reak®6°C 5 perc; [96°C 30 mp - majd 1°C/mp
50°C-ig, 50°C 15 mp - majd 1°C/mp 55°C-ig, 60°Cetq- majd 1°C/mp 96°C-ig] 55 ciklus
homeérsékleti kortilmények kdzétt ment végbe az MJ ResePTC-200-as PCR gépben. A
szekvenald reakcio tisztitasa soran, az amplifiRAIS kicsapasat a kdvetkeanyagokat
tartalmazo6 mix hozzaadasaval végeztem: 1,5 ul IMia-Acetat (pH 5.2), 30,92 ul 95%-0s
Etanol (Reanal), steril desztillalt viz (MQ) 40y€égtérfogat. A szekvenalo reakcié DNS
tartalmanak kicsapasahoz ezt a mixet mértem a homtanajd vortexeltem és egy kis
teljesitményi centrifuga segitségével az elegyet Ossigdiyem a cé aljara. Ezt koveten 10
percig jégen inkubaltam a mintat, majd Jouan GReE #Hpusu centrifugaval centrifugaltam
(10°C, 4000 rpm, 40 perc). A fellluszot kiontottémazt megforditva papirtétihelyeztem
ala, majd 2000 rpm-vel 1 percen at kicentrifugaleao®ben maradt folyadékot. Ezt
koveben cstvenkeént 250ul, 70%-o0s etanol (Reanal) hozzaadl tisztitottam a mintakat. A
70%-0s etanolt (Reanal) 1 percig hagytam a ledag#it mintdn. Ezutan megismételtem egy
korabbi lépést, azaz accrartalmat kiontdttem és azt megforditva papiétdnelyeztem ala,
majd 2000 rpm-vel 1 percen at kicentrifugaltam @&es maradt folyadékot. A ésen esetleg
visszamaradd etanol eltavolitdsa miatt, sterildtibn 10 percig szaritottam a mintat. A
szaritast kdvéen 10ul Hi-Di formamidot (Applied Biosystems) ménta c$be, majd
vortexeltem és egy kisteljesitméngentrifuga segitségével lekevertem a mintat. Atétiegy
€jszakan at, 4°C-on hagytam vissza oldodni.

A szekvencia meghatarozasgteBB percig 95°C-on denaturaltam a mintat, majd azt
azonnal jégre tettem. Par-perc mulva, vortexelteragy kis teljesitmériycentrifuga

segitségével osszdgipttem a cé aljan.
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3.4.5. Szekvencia meghatarozas

A tdrzsenkénti (Comp9 és CAST/EI) 3-3 egyed Aikseaciajanak meghatarozashoz
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer készulléket haszmaltA mintakat POP-6 TM polimerben
futtattam, 61 cm x 5Qm-es szekvenal6 kapillarison keresztil. A futta@igin a kovetkéz
puffert hasznaltam: Genetic Analyzer 10X Runnindgf&uwith EDTA.

3.5. Génexpresszios vizsgalatok

3.5.1. Valos idej (real time) kvantitativ PCR

A génexpresszios kisérletek soran a kulogkdémotipusu egér torzsek (CAST/EI és
Comp9) 3-3 him egyedének cDNS mintait haromszoigisdsban (1-szeres, 4-szeres €s 16-
szoros) és higitasonként harom ismétlésben vizggadigitasi csoportonként az &ls
CAST/Ei és Comp9 mintak reakcidit, valamint isms¢i&et a vizsgélt génre (androgén
receptor gén) specifikus primer parral (ANDR_2FRA&DR_3R) egészitettem ki. A
kovetked ket CAST/Ei és Comp9 mintak reakciojat, valamamétléseiket a bdis
kontrollként hasznalt GAPDH d¢saktin haztartasi génekre specifikus primer parbkka
(GAPDH_HS_SY_R és GAPDH_HS_SY_F, B_act_1_F és B lad) egészitettem ki (21.

abra).

CASTI/Ei és Comp9 cDNS mintak génexpresszios vizsginak séméja

1x 4x 16x

ANDR | GAPDH | B-aktin | ANDR | GAPDH | B-aktin | ANDR | GAPDH | B-aktin

1023 1] 2 3 1 4 3 1 2 B h 23]1]2]3][1]2]3]1]2] 3213

21. &bra. A valds idefi kvantitativ PCR kisérleti elrendezése mintankédbnjp9 és CAST/Ei cDNS)
haromszoros higitas harom ismétlésben. Androgéptec specifikus (ANDR) és bélsonrtoll (GAPDH, [3-
aktin) specifikus reakciok

Egy mintara vonatkoztatva, a kdvetkdisszetétdl 25 ul-es reakciot hasznéaltam:
211,8 ng cDNS templét, 25 ng/ml BSA, DMSO, 10%-es&&n20, 10 x puffer (Promega), 50
x Rox (Molecular Probes), 25 x Sybr Green (Molec&abes), 800-800 nM primer
(ANDR_2F, ANDR_3R), 1,6 mM dNTP, 2 mM Mgg&lPromega), 1,25 egység Taq
polimeraz (Promega), steril desztillalt viz (MQ)rdakciokat az ABI 7000-es gépen futtattam
a kovetked programon: [94°C 10 mp, 95°C 12 mp, 60°C 1 pe€ctikius.
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3.5.2. Relativ kvantifikacio

A valés idefi PCR eredmények matematikai feldolgozasat Pfaftismére szerint,
belss kontroll génnel kiegyenlitett, efficiencia korréfeal médositott relativ kvantifikacidval
vegeztem (Pfaffl, 2001, Pfaffl és mtsai. 2002).a&latok elemzéséhez a REST (relative

expression software-tool) programot hasznaltam.

3.6.Genetikai térképezeés

3.6.1. Genetikai markerek és marker fejlesztés

A vizsgalatokba a 22. abran lathatd keret-marlkatréRWM = framework marker)
vontuk be az adott fizikai térkép poziciokkal (ki pozicié6 Mbp-ben Ensembl Built34
alapjan és marker név; vastagon szedett = az mdokier az F2 térképezésben is keret-

marker volt).

442 DEMit101

157 DEMitlZ4a
1164 DENItES
1515 DXMitsé
2090 DENMiS0

[ 111

3082 DEMitgl
3535 DEMits0

||

4450 DXMiil0s
4545 DEMItE3
4983 DXAbesd
5182 DEMIt75
5457 DXMitl26
6132 DEMItET
66,68 DXEMi4
7174 DEMitdS
7376 DEMitl1l
8173 DEMt3
792 DXMiil2g

Y T TEE AL

dgyy

0383 DEMItE
0275 DXMid0

\ |

10527 DEMit214
110,40 DEMItID
11643 DEMit172
121.42 DXMitld9*
12731 DXMi130
12836 DEhAbe32
131.23  DEMt37
13302 DENMMitd
136.26 DEMit181
141.18 DEMitl52
14486 DEMit10
149.73  DEMit1 78
15331 DXMi99
15715 DEMIt21
16254 DEMt100

[0 TTIANANAN

22. abra. A genetikai térképezés soran alkalmazott X-kromosmd mikroszatellit markerek (keret-markerek:
FWM). A Cross4 F2 és a Compact-AlL F11 k6z0s 9 divkare vastagon szedett. * A DXMit149-es marker a
DXMit116-os marker helyett lett bevonva. A markenelellet a fizikai poziciéjuk van feltlintetve Mbp+be
(Ensembl Built34)
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A markerek primer szekvenciaja megtalalhato aéligjden. A DXMit149-es marker
a DXMit116-os marker helyett lett bevonva. Az Abtzgsi markerek (DXAbc54 és
DXAbc32) fejlesztésénél a primer tervezes fejezetialitett programcsomagot €s az
www.ensembl.org internetes genom adatbazisboltiek@r genom szekvenciakat

hasznaltuk.

3.6.2. A vizsgalat soran alkalmazott mikroszatetldétektalasi modszer

3.6.2.1. Poliakrilamid gélelektroforézis

A mikroszatellit markerek detektalasahoz, egységeskovetkaz PCR reakciot
allitottuk 6ssze Bl végtérfogatra: 100 ng genomi DNS, 10 x puffeiofRega), 2ug/ul BSA,
1,5 mM MgC} (Promega), 0,8 mM dNTP, 396-396 nM primer (forwamerse), 0,5 egység
Taq polimeraz (Promega), steril desztillalt viz (M@ PCR reakcidk 94°C 3 perc; [96°C 1
perc, 55°C 1 perc, 72°C 1 perc] 32 ciklus; 72°GB&kondiciok kdz6tt mentek végbe, MJ
Research PTC-200-as PCR gépben. A poliakrilamielgiéroforézis vizsgalatokat a Bio-Rad
cég nagymérét(Sequi-Gen GT IPC, 38 x 50), vertikalis szekvergdbrendszerével (Sequi-
Gen GT Sequencing Cell-BIORAD készulék) végeztikuttatashoz 1x TBE puffert
(fuggelék) és 6%-os, denatural6 poliakrilamid gekrilamid 38:2, 10M urea, 10xTBE,
0,0085% APS (Serva), TEMED (Sigma), desztillalf) \iasznaltuk (50 cm x 38 cm x 0,4
mm). Gélre tortéh felvitele ebtt a PCR mintékat 4,0l STOP pufferrel (figgel€k)
elegyitettik. Az amplifikalt mikroszatelliteket &lgn atlagosan két éran keresztul futtattuk.

A mintakat ezust festés modszerével (Budowle é&simt991, Varga és mtsai. 1997),
tobb 1épésben tettik lathatova. A futtatast edalést koveben 500 ml DW-vel 0,5 percig
mostuk a gélt. Majd 10%-0s METANOL oldattal tovaBgpercig mostuk. Ezt kowen
hozzaadtuk a 1%-o0s HN®@Idatot, amelyet 5 percig, hagytunk a gélen. Meajtismét mosas
kovette DW-vel, 2 x 1 percig. Ezutan vittik fel @@ az ezistot (0,012M-o0s AgNOldat),
amelyet 20 percig a gélen hagytunk. Ismét 500 mh@NMmostuk a gélt 1 percig. A
kovetked |épésben kerilt a gélre a hivé folyadék (0,28M03; és 0,0075% formaldehid
tartalmu oldat), amig lathatova nem valtak a fragiele Az ebhivast kéveien a fixalo
oldatot (10%-0s ecetsav oldat) ontottiink a gélreegsil még egyszer 500 ml DW-vel
mostuk. Az eredmény dokumentalasahoz a gélt egymakndszerrel (Bio-Rad,
HydroTech™ Vacuum Pump) dsszekapcsolt gélszargpikékben (Bio-Rad, Model 583
GEL DRYER) 45 percig széaritottuk.
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3.6.3. A vizsgalat soran alkalmazott adatkezelés

A Compact-AlL F11 genetikai térképezése sorarpariimoltsdgot fokoz6 genetikai
hatast a Compact genom eleriginig a normal izomzat kialakulasat a CAST/Ei gano
elemeit| vartuk a fenotipusnak megfedein. igy tehat az M5K (hiperizmolt) egyedeknél a
hiperizmoltsag irAnyaba hatd Comp9 allélt, mig aaMgyedeknél a normal izomzat
kialakulaséat lehévé tewb CAST/Ei ereddt allélt itéltik kedveének (favorizélandd). Az
M5K-CAST/Ei és M1K-Comp9 fenotipus-genotipus kondmidk az elméletiinknek
megfeleben nem kedve®k (nem favorizalandd). Haté mutacidval kapcsoltkeeeknél a
fenotipus-genotipus kombinaciok eloszlasa jéam megvaltozik, vagyis ilyen esetben az
extrém izomzatu egyedeknél (M5K) a Comp9 allél sifigansan magasabb frekvenciaval
fordul elb, mint a CAST/Ei allél és forditva. A legnagyobbdiifikator hatast tehat azoknal a
markereknél vartuk, ahol az M5K csoport a Comp8z2b11K csoport a CAST/Ei allélt
hordozta szignifikansan nagyobb frekvenciaval. kmnmegfeleben a vizsgalatba vont M1K
és M5K egyedek adott allélgyakorisagi (genotipukgyiaagi) értékeit 6sszevontan kezeltik,
vagyis:

» favorizalandé, kedvérfenotipus-genotipus kombinaciok
FAV= M5K-Comp9 + M1K-CAST/Ei

« nem favorizadlandd, nem kedvefenotipus-genotipus kombinaciok
UNFAV= M5K-CAST/Ei + M1K-Comp9

A Chi? prébat Ugy végeztiik, hogy az adott markernél kdpdV és UNFAV
értékeket dsszevetettik a vart egyearianyd allélgyakorisagi értékekkel. Ennek
eredményeképpen kaptuk meg a modifikator hataékéliet Chi? gorbét, amely a markerek

Chi? értékeit logaritmikus skalan abrazolja az X-kroméma mentén.
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4. EREDMENYEK

4.1. A Compact egér androgén receptor génjének vigalata

4.1.1. Az androgén receptor gén szekvencia vizdgdlmmpact és normal izomzatu
egereken

A gén jelents (167,4 kbp) genomi mérete miattéeizgben csak az exonok
szekvenciajat hataroztam meg. Ehhez reverz-traipgzéval mRNS-6| atforditott cDNS-t
hasznaltam. Az Ar gén teljes cDNS-ét azonban ke@sttorzsil fliggetlentl nem sikerdlt
atforditani az mRNSét. Ezért a szekvencia meghatarozas két reszbemtd@3. abra).
El6sz6r az Ar gén 2-8 exonjat tartalmazo cDNS szal@sabran narancssarga) szekvencigjat
hatédroztam meg, majd a genomi DN@-amplifikélt 1. exont (az abran citromséarga)

elemeztem. igy valt len&té az Ar gén teljes kddold szakaszanak szekvelwsgalata.

1237 bp
A M13
M13
64 bp
[ [ 1 1
| E1 [E2[e3] E4 |Es|es| E7] E8
| | | || |
8 S 3 4 5 ¥
5 g 5 5% 5
g g g £z g
1614 bp
M13
M13
I [ 1 1
| E1 [ 11 :
| | | o
z 1 kbp
: = % . E
%\ %I %\ %I %\
P4 p= P~ p= P
< < < < <

23. abra. Az Ar koédol6 szekvencigdjanak meghatarozdsa kétbe¥szA) a 2-8 exont tartalmazd cDNS
szekvencia (narancsséarga szin). B) az 1. exon smaekvmeghatarozdsahoz hasznéalt DNS szakasz (sérgen
szin). A két klénozott szakasz szekvendlasa vekfmcifikus (M13) és gén specifikus (ANDR) liels
primerekkel tortént. A narancssarga és citromsdégialapokban a fekete vonalak az &ffedegszekvenalt
szakaszokat jelolik. A téglalapok felett a klondzerakasz hossza lathatd bazisparban. A zoldisééh
béazisparos szekvencia (ANDR_2F és ANDR_3R primezkkikszorozhatd) a valds iddpCR vizsgéalatokban
vesz részt. A nem transzlalodé exon szakaszokatziln jebli
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A torzsenként hdrom-harom, egymastol fliggetlertarsaekvenalasat koven, a
konszenzus szekvenciahoz képest (Ensembl, C57i#$) darab SNP-t (single nucleotide
polymorphism=egy bazispart érinpolimorfizmus) talaltam a CAST/Ei Ar szekvencidban
Ezek a mutaciok megtalalhatoak a www.jax.org irdeea SNP adatbazisban is a kévebkesz
(reference SNP) azonositdk alatt: rs31851337 (ae32dbdonnal), rs29087626 (a 346-0s
kodonnal), rs31851336 (a 388-as kodonnal) és r&B8B(a 715-0s kodonnal). Az SNP-k
kozul az rs31851337 és az rs29087626 okoz amirmssaét. igy a 324-es kodonnal szerin
helyett aszparagin és a 346-0s kodonnal leucirettelyoleucin talalhaté a CAST/Ei

androgén receptor fehérjéjében (24. abra).

1 MEVQLGLGRVYPRPPSKTYRGAFQNL FQSVREAI QNPGPRHPEAANI APPGACLQQRQET
61 SPRRRRRQUHTEDGSPQAHI RGPTGYLAL EEEQQPSQQQAASEGHPESSCL PEPGAATAP
121 GKGLPQQPPAPPDQDDSAAPSTLSLLGPTFPGLSSCSADI KDI LNEAGTMQLL QQQQQQQ
181 QHQQOHQOHQOQQEV! SEGSSARAREAT GAPSSSKDSYL GGNSTI SDSAKEL CKAVSVSM
241 GLGVEAL EHL SPGEQL RGDCMYASL L GGPPAVRPTPCAPL PECKGL PL DEGPGKSTEETA
301 EYSSFKGGYAKGLEGESLGCSGSSEAGSSGTLEI PSSLSLYKSGALDEAAAYQNRDYYNF
361 PLALSGPPHPPPPTHPHARI KLENPLDYGSAWAAAAAQCRYGDL GSL HGGSVAGPSTGSP
421 PATTSSSWHTLFTAEEGQL YGPGGGGGSSSPSDAGPVAPYGYTRPPQGL TSQESDYSASE
481 VMYPGGVVNRVPYPSPNCVKSEMEPWWVENYSGPYGDIVRL DSTRDHVL Pl DYYFPPQKTCL
541 | CGDEASGCHYGAL TCGSCKVFFKRAAEGKQKYL CASRNDCTI DKFRRKNCPSCRL RKCY
601 EAGMILGARKLKKLGNLKLQEEGENSNAGSPTEDPSQKMIVSHI EGYECQPI FLNVLEAI
661 EPGVVCAGHDNNQPDSFAAL L SSLNEL GERQL VHVVKWAKAL PGFRNLHVDDQVAVI QYS
721 WWGLMVFAMGARSFTNVNSRM. YFAPDL VFNEYRVHKSRMY SQCVRVRHLSQEFGALQL T
781 PQEFLCOMKALLLFSI | PVDGLKNQKFFDELRMNY! KELDRI | ACKRKNPTSCSRRFYQLT

841 KLLDSVQPI ARELHQFTFDLLI KSHWSVDFPEMVREI | SVQVPKI LSCKVKPI YFHTQ

24. &bra. Az Ar Ensembl internetes adatbazisban talalhat67BU6) aminosav sorrendje (telijes hossza 899
aminosav). Az aminosavakat jelobefisorozatok fekete és kék szinének valtakozésékar kodolé exonok
egymasutanisagat fejezi ki. Piros el jeldlt az, az aminosav, amelyiken belll todémneg az intron
kivagédasa. A narancssarga hditeaminosavaknadl a CAST/Ei szekvencidban is meg&i@dlhSNP
aminosavcserét okoz (vagyis, non-synonymous SNR)YIA hattefi aminosavaknal a CAST/Ei szekvenciaban
is megtalalt SNP nem okoz aminosavcserét (vagymmrsymous SNP)

Ezek az aminosav cserék az 1. exonban talalhattelly,a fehérje, transzkripciot
szabalyoz6 amino-terminalis doménjét kodolja. A @8rkddold Ar szekvencia teljes

mértékben megegyezett a viszonyitasi alapként hiznsembl C57BI/6 szekvenciaval.
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4.1.2. Az androgén receptor gén expresszios viadgdCompact €s normal izomzatu
egereken

Az androgén receptor gén expresszibjat valosi ikkegntitativ PCR reakcio
segitségeével vizsgaltam. A vizsgalatokban az Ar 1I8RM reverz transzkripciéval cDNS-re
atforditott, 1. és 2. exont ati@é4 bazisparos szekvenciat (ANDR_2F-ANDR_3R)
hasznaltam (ez a 20. abran zdld téglalappal jekakasz). A Comp9 és CAST/Ei Ar
génexpresszidjanak mértekét egymashoz képeswreiation fejeztem ki. A Comp9 Ar
relativ (CAST/Ei Ar-hez képest kifejezett) expraégat a 25. abra szemlélteti. A vizsgalat
szamszdisitett eredményeit az 4. tablazat tartalmazza.

A Comp9 Ar relativ expressziodja
a -
3 —
2 —
CAST/Ei | == J- b —— I —
1
0
Ar 3-actin

25. abra. A Comp9 Ar és bels kontroll gén (beta actin) relativ expresszidjaviasgélatban a CAST/Ei Ar
génexpressziot vettem egy egységnek (piros szatgainal) és ehhez képest relativ modon fejeztema ki
Comp9 Ar génexpressziot. Az abran lathatd még ap@obeta actin (bedskontroll gén), egységnyi CAST/EI
beta actinhoz képest mért relativ expresszidja.oM@d Ar és beta actin gének relativ expresszibjbeth@z
adott vizsgalatok szérasa is lathat6 (zdld szinnel)

Comp9 Ar 3-actin GAPDH

Relativ expresszio 1.16 0.98 1.00
Szoras 0.54 0.32 0.00
P-érték 0.001 0.001 0.001

4. tablazat. A Comp9 Ar és bels kontroll gének (beta actin, GAPDH) relativ expzéfm, az eredmények
szorasa és szignifikanciaja. A vizsgalatban a CABgének expresszibit egy egységnek vettem és etdpst
relativ médon fejeztem ki a Comp9 gének expresszioi

A vizsgalatok soran tdbbszords génexpresszidta atrést nem tapasztaltam az
egységnyi CAST/Ei Ar expresszio és a hozza viszottyComp9 Ar expresszio kdzott.
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4.2. A Compact egér X-kromoszémajan elhelyezkéd hiperizmoltsagot befolyasold
kromoszOma szakasz besikitése

4.2.1. Genetikai térképezés az F11 generacion

Az X-kromoszéman elhelyezkéghiperizmoltsagra haté gén vagy gének
térképezéséhez a Compact-AlL kisérleti populacit-&4 generaciéjanak homozig6ta mutans
(MstrcmPHaLARE N strEmPELARY §7 moltsag tekintetében széts$ges, azaz normal (M1K) és
hiperizmolt (M5K) fenotipusu egyedeit vizsgaltanz X-kromoszéma markerenkeénti,
atlagosan 4,94 Mb-os tavolsagu (legnagyobb ésdebkitavolsag: 6,52 Mbp és 3,15 Mbp),
egyenletes lefedéséhez az Ensembl (www.ensembindeghetes adatbazisban szebepl
(DXMit), valamint az adatbazis szekvencia alapjaldnk tervezett (DXAbc) mikroszatellit
markereket hasznaltam. A marker szettben szerapeitabbi 9db F2-ben vizsgalt
mikroszatellit marker is. A tovabbiakban ezeketd®néven keret-markerként (FWM=
framework marker) emlitem. A keret-markerek gerinéifasat, a korabbi F2 eredmények
alapjan legmagasabb LOD értéket addé DXMit128 maskkezdtem és innen haladtam
tovabb mind disztalis, mind pedig proximalis iraay& FWM-eket elsz6r csak a G1 és G2
csoportra genotipizaltuk. Ez 6sszesen 94 normahzzadi és 136 hiperizmolt, homozigéta
mutans himet jelentett. igy tehat@lépésben ezt a 230 egyedet 31 FWM marker
vonatkozasaban vizsgaltuk meg. A tébb mint 700@geizalas eredményeképperbgr
hiperizmoltsagot befolyasol6 hatast detektaltunkd@omoszoman 49,83 Mbp-nal a
DXAbc54-es és 131,23 Mbp-nal a DXMit37-es mikrosflatmarkerhez kapcsolt terlileteken
(a 26. abra, sarga korrel jelolve). A FAV-UNFAV qtha Vizsgalat soran alkalmazott
adatkezelés citnfejezetben) dsszevont Gmodszerrel kapott hatasgorbe, ezeknél a
pontoknal efs, szignifikans 2,45E-06, illetve 2,44E-05 értékeitatott.

4.2.2. Az F11-es generacioban tapasztalt modifikategiok tovabbi sékitése

Mindkét csucs (DXAbc54; 49,83 Mbp-nal és DXMit3R1,23 Mbp-nal) esetében
egy-egy tovabbi markert vontunk be mind proximatnd disztalis irAnyban (27. abra, z6ld
kor) a legefsebb modifikator hatas §zitésehez. Ezek a markerek a DXMit37 kordl: a
DXMit4 (disztalis) és a DXAbc32 (proximalis), valamaz DXAbc54 koril: a DXMit75
(disztalis) és a DXMit83 (proximalis). Ebben a sas#ban a még pontosabb eredmény
erdekében megndveltik a vizsgalati egyedszamoyivagc1-G2 utédcsoportok (6sszesen
n=230) mellett mar G3-G4 csoportokat (6sszesen B)Hsbevontuk a genotpizélasba. igy ez
a vizsgalat mar 6sszesen 403 Compact-AlL F11 egyeadett (155 M1K és 248 M5K).
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26. abra. Az X-kromoszéma F11 (n=230) térképezése osszewt\e2 (n=85) eredményekkel. F2 markerszam: 9 (hidmemszog), F11 markerszam: 31 (fekete négyzet).
A kdzos markerek kék szaggatott vonallal vannakeaigitve. A két sarga korrel jel6lt markernél az Edrképezés soran szignifikAns modifikator hat@sasztaltunk
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A tovabbi kézel 2000 genotipizalas eredményeképBXMit37 marker disztalis
oldalan bevont DXMit4 markernél csokkent a &éiték, viszont a proximalis oldalon
elhelyezked DXAbc32 markernél 1,41E-06 értéket kaptunk. EnatgDXAbc32) a
legmagasabb csicsa a DXMit130-DXMit37 markerel &ktagélyezett, XA-nak elnevezett
régidnak. A DXAbc54 markernél ugyancsak a disz@liikalon csokkent a Chérték a
DXMit75 markernél, viszont §tt a proximalis oldalon elhelyezké®XMit83-as markernél
8,55E-09 értékig. Ez a DXMit105 és DXAbc54 markeédtial kozrezart XB régio jelenlegi
legmagasabb pontja (DXMit83).

4.2.3. Két effsen szignifikans modifikator regié meghatarozasa

A két egymassal szomszédos modifikator régikiseséhez a térképezési populacio
tovabbi egyedeit vontunk be és Ujabb markerekézsyaltunk. igy két ételjes hatasu, jol
definialhaté intervallumot hataroznunk meg, amegtekA-nak és XB-nek neveztik el.

Az XA hossza 3,92 Mbp és ~60 gént illetve feltétekt gént foglal magaba az
Ensembl Built34 adatai szerint (28. abra, az aler&kszsztés idejére az Ensembl Built34 mér
nem volt elérhét az adatbazis archivumaban ezért a régié abrazatadsasembl Built35
alapjan készlilt). Az XB régio 5,33 Mbp hosszu é8 g8n illetve feltételezett gén helye
ismert (Ensembl Built34) benne (29. abra, a régidzolasa szintén az Ensembl Built35

alapjan késztilt).
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27. abra. Az X-kromoszéma modifikator intervallumainakikitése. Az F11 térképezés soran szignifikans modifikataasiamutaté markerek (sarga kér) mellé Gjabb
markereket vontunk be (zold kér), amelyeket nagyedppedszam mellett (n=403) vizsgaltunk és két esélytervallumot (XA és XB) hataroztunk meg
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28. abra. Az X-kromoszéma modifikator intervallumai I., XA gi®: legmagasabb pontja a DXAbc32 (1,41E-06), l@s382 Mbp, ~60 gént illetve feltételezett gént
tartalmaz (Ensembl Built34), az abraszerkeszt§greenz Ensembl Built34 mar nem volt eléthar adatbazis archivuméban ezért a régio abrazara&msembl Built35

alapjan késziilt
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29. abra. Az X-kromoszéma modifikator intervallumai 1l., XB2gi6: legmagasabb pontja a DXMit83 (8,55E-09), has5,33 Mbp, ~30 gént illetve feltételezett gént
tartalmaz (Ensembl Built34), az abraszerkeszt§greez Ensembl Built34 mar nem volt eléthar adatbazis archivuméban ezért a régio abrazara&msembl Built35

alapjan késziilt
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4.3. Uj tudomanyos eredmények
Munkam soran a miosztatin mutans Compact egéroakszomajan elhelyezkéd
hiperizmoltsagra hatd modifikator géneket vizsgaltanellyel kapcsolatban a kdvetkezj

tudomanyos eredmények allapithatéak meg:

1. Szekvencia vizsgalataim soran meghataroztam, aztaios modifikator szerepre
esélyesnek tartott androgén receptor gén (Ma é&s.ni2301, Varga és mtsai. 2003a)
cDNS szekvencigjat a Comp9 miosztatin mutans egstieén. Az Ar gén nem

mutatott eltérést a vad tipusu egértdrzshdz vidbemy

2. A specialis keresztezeési eljarassal lIétrehozottjgap (Compact-AlL) vizsgalata
soran két modifikator régiéra bontottam a korakbiaRalizis soran azonositott, X-
kromoszoman talalhaté miosztatin modifikator régigazolva ezzel az AlL populécid
kulonleges felbontéképességének erejét. Bizongitotdzt, hogy az F2-ben végzett
vizsgalat egy ugynevezett ghost-QTL-t (lasd a Kkertetések és javaslatok
fejezetben) mutatott ki legésebb kapcsoltsagra utaldé pontként, amely a két
szomszédos valds QTL egyittes latszélagos hatasjgkeémt meg. Tovabbi
mikroszatellit markerek bevonasaval kéilsz6l definialhaté modifikator régiot

sikertlt meghatarozni az X kromoszoman, amelyelfeingk €és XB-nek neveztem el.

3. Megéllapitottam, hogy a Comp9 egértorzs hiperiziieplibtipusanak kialakitdsaban az
androgén receptor gén nagy valosgggel nem jatszik szerepet, mivel nem a
lesZikitett XA és XB régiokban talalhatd és sem szekagnsem expressziéja nem

kilonbozik a vad tipusu egyede#det
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Az androgén receptor gén mint esélyes gén

5.1.1. Az androgén receptor gén szekvencia vizdgala

Munkam sorén az androgén receptor gént elhelyésee@enomi pozicidja az X-
kromoszomas modifikator hatas csucspontjat gl Mit128-as marker kdzelében van egy
F2 térképezési populacié analizise nyoman; Vargatsai. 2003a) és izomfégdésben
betdltott szerepe (Ma és mtsai. 2001, Chipuk égin2902) miatt, mint esélyes miosztatin
modifikatort vizsgaltam. A gén kiterjedt genomi rei&r miatt, el§ [épésben a kddolo
szekvenciajat hataroztam meg harom Comp9 (hipeitz@®harom kontrollként hasznalt
CAST/Ei (normal izomzatu) egér esetében. Az eregeliéalapjan 6sszevetettem a Comp9
Ar kddol6 szekvencigjat a konszenzus (Ensembl, @6YBs a CAST/Ei szekvenciaval. Az
Ar génben nem talaltunk Comp9 specifikus mutd€&dupan az eddig ismert négy CAST/Ei
SNP-t mutattuk ki ¢Mus musculus castanealajabdl kialakitott beltenyésztett térzsben. A
négy mutaciobdl minddssze kietikoz aminosav cserét az rs31851337 a 324-es katéan
az rs29087626 a 346-os kodonnal. Ezek az aminasaetookozo valtozasok a CAST/Ei Ar
fehérje transzkripciot szabalyozé részében taldkhatehat, ha ezeknek a mutacidknak
fenotipusos hatdsa van, akkor ez az Ar fehérjeg@ask transzkripciojara kifejtett,
szabalyoz6 rikddésében jelenhet meg a CAST/Ei tozs esetéberel MICAST/Ei tozs nem
mutat extrémen izmolt jelleget ezért valosigithet, hogy a CAST/Ei Ar SNP-k nem
jatszanak szerepet a hiperizmolt fenotipus kisdakivan. Az is megallapithato, hogy a
detektéalt, aminosavcserét okozd SNP-k feltételéameslfaji sajatossagok, hiszen a tébb
beltenyésztett egér genom mellett a konszenzus EB@Bnomi szekvencia sem tartalmazza

ezeket a mutaciokat (30. abra).
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30. abra.A CASTI/Ei torzs Ar génjében talalhat6 két, aminosagrét okozd SNP véltozatai egértdrzsenként. Az
rs31851337 tekintetében a CAST/Ei-t leszamitva égys képet mutatnak a térzsek, mig az rs29087626
esetében a CAST/Ei mellett még két alfayiam. molossinugMOLF/EiJ) és aM. m. musculugPWD/PhJ)
genomja is hordozza ezt a mutaciét (forras: pherjamerg és jaxmice.jax.org)
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5.1.2. Az androgén receptor gén expresszios viztgal

A vizsgalatok soran az Ar RNS relativ mennyiséggéroztuk meg 6-7 hetes him
Comp9 (hiperizmolt) és CAST/Ei (normal izomzatugezk esetében. A Comp9 Ar relativ
expresszioja (1,16) megkdzélag azonosnak bizonyult az egy egyséegnyinek ve® Ui
Ar expresszidhoz képest. Ez a kis kilonbség a ee@®Lértéket figyelembe véve
szignifikAnsnak mondhaté. Osszességében azonbEmearesszio kvantitativ analizise nem
mutatott jelenis eltérést a Comp9 (hiperizmolt) és CAST/Ei (noripémzatd) him egerek

vazizomzati Ar mRNS szintje kozott.

5.1.3. Az androgén receptor gén esélyes gén szeedpétértékelése

A Cross4 keresztezé&dtszarmazo (Comp9 x CAST/Ei) F2-generacion végzett
modifikator régio térképezeés alapjan a légebb hatast mutatdé ponthoz kézeli poziciogjat,
valamint funkciéjat tekintve az Ar megfelelt a paphalisan esélyes modifikator gén
szerepre. Blzetes eredményeink alapjan azonban kijeletthetgy sem a kédold szekvencia
szintjén, sem pedig expressziés szinten nem iga&hlaz Ar mutans miosztatimétn"™"
dilAY modifikator szerepe (Veress és mtsai. 2009). Bbiviehérjeszint vizsgalatok soran
lehetett volna ellefrizni a mikro RNS-ek esetleges szabalyozasat a @otrr esetében,
hiszen bizonyos miRNS-ek hatassal lehetnek az gadreeceptor jelatviteli rendszerre (Epis
és mtsai. 2009), azonban aézgtes vizsgalatok elvégzesét kdest mar rendelkezésinkre
allt a nagy felbontoképesdéetgrképezeési populacio (Compact-AlL F11). Ezért ugy
dontottiink, hogy a tovabbidiyényes és koltséges Ar vizsgalatot csak akkorz#geel, ha
a specialis populacié eredményei is igazoljak argglyes gén szerepét.

igy a kiterjedt X-kromoszomas modifikator régidikitése valt ad feladatta a tovabbi

Ar vizsgalat, illetve az Ujabb esélyes gén keregésazsgalata helyett.

5.2. Genetikai térképezés a Compact-AlL F11 generd@ban

5.2.1. A Compact-AlL F11 és a Cross4 F2 eredméngsgzevetése

A tébb mint 7000 genotipizalast kodgen lehebségink nyilt 6sszehasonlitani a
Compact-AlL F11 eredményeket a Cross4 F2-ben kaldait. Az eredmények azt mutattak,
hogy mig ott a legmagasabb értéket 90 Mbp korilkgmddig itt ugyanebben a pozicidban
szignifikancia szint alatti érték mutatkozott. Ezeaedmény tovabba igazolta azt a korabbi

feltételezéstinket, hogy nem egy, hanem két egyinsmsiaszédos ételjes hatasu
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modifikétor régio helyezkedik el az X-kromoszémai.(abra). A Compact-AlL vizsgéalat
tehat alkalmas volt arra, hogy szétbontsam ezttékkatast bizonyitva, hogy az F2 analizis
altal megjeldlt helyen valojaban nincs is jetenhatas és az egy ugynevezett: ghost-QTL
(Haley és Knott 1992, Martinez és Curnow 1992) hagi-QTL egy valétlan kvantitativ
tulajdonsag I6kuszt (QTL) jeldl, ami akkor detek&tld, ha két vagy tobb az adott fenotipusra
haté mutacio kdzott nincs vagy nem tortént&etlennyisé rekombinacio és igy a két hatas
egy kiterjedtebb szakaszon egyuttesen mutatkozi Mevel az F2 generacioig keves
rekombinacids esemény toértenikKént az X-kromoszdmat tekintve) ezért ez kézerfekv

magyarazata a Cross4-ben tapasztalt eredményeknek.
1.00E 09
1,00E-08
1.00E-07
1, 00E-05
1, 00E-05
1, 00E-(K -
1,00E-03
1,00E-02

1,00E-1

1,00E+00

31. abra.Az X-kromoszéma F11 (n=230) térképezési eredmémkeiisszevetése az F2 (n=85) eredményekkel.
A piros haromszog az F2, a két fekete haromszdglaztérképezési eredményt mutatja. Az dbra balldida
szignifikancia mértéke lathatB-értékben kifejezve, mig az abra alatti skala amoszdéma pontok fizikai
tavolsagat mutatja megabazisban (a proximalis ¥Egdtisztalis felé)

5.3. Ebbrelépés az X-kromoszomas modifikator gének térképésében

Munkank soran egy bonyolult keresztezési elj@dsésrehozott specialis (Compact-
AIL F11) térképezési populaciot (Pinke és mtsad@hasznaltunk fel a megk6zélégg 100
Mbp-os X-kromoszomas modifikator régio békizésere. Egy ilyen populacio a
felhalmoz6do rekombinacios esemeényeknek készéehet legalkalmasabb eszkdz a finom
térképezéshez. Nagy felbonto ereje miatt hatékayaysékszorosa lehet az F2 populécio

hatékonysaganak.
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A Compact-AlL F11 populécién végzett genetikai &p&zés soran a kordbbi F2-es
csucspontnal elhelyezk&dXMit128-as mikroszatellit marker esetében, iletva
rekombinaciés eseményeknek kdszotbet- a korulotte tjonnan bevont markereknél nem
tapasztaltunk modifikator hatast.

Folytatva a genetikai térképezést, két egymagsahszédos modifikator szakaszt
detektaltunk és tovabbi markerek bevonaséavalikésttik ezeket a régiokat. Ezt a két
modifikator régiot XA-nak és XB-nek neveztik el.dkben a régiokban tovabbi
rekombinaciok lehetnek, igy ezek segitségével altovszikitesére is lehéség van, amely
megfele szamu rekombinacios esemény esetén akar a haégimsrintjéig is folytathato.
Eppen ezért nem volt célunk esélyes géneket megniege azokat sorozatosan tesztelni
kilonbod modszerekkel, a koltséges és hosszas kisérldiitdsak utan.

Amennyiben a joében sor kertilhet tovabbi X-kromoszomas modifikator
vizsgalatokra, ugy az F2-ben megismert, kiterjedDQ Mbp-0s) régié helyett mar csak
annak toéredékére egy 3,92 Mbp-os és egy 5,33 Migzalsaszra kell koncentralni, ami

minden tekintetben nagydeelépésként értékelhiet

5.4. A finomtérképezés tovabbi lehékseégei

A CAST/Ei-vel elinditott keresztezés jovoltabodlndiaz XA, mind az XB
intervallumban még szamos, tovabbi informativ mat&klhato az ékzetes polimorfizmus
vizsgalatainknak megfel@n. igy, a Compact-AlL keresztezésben felhalmozodot
rekombinacids események kovetkeztében j6 esebpeltltovabb dikiteni ezeket a régiokat,
amely nagyban segiti a feltételezett modifikatadrképezését. Abban az esetben, ha ez a
folyamat elér egy néhany génes szintre, akkor edlszeknek a géneknek mind a
szekvencia szifitmind pedig az expresszids stinizsgélatat elvégezni. Ha a munka soran
barmilyen szekvencia, vagy expresszios kulonbssigettl detektalni, akkor azt populacio
szinten is elleérizni kell. Ehhez egy specialis, ttmegméretekbealkalmazhato detektalasi
mobdszer kialakitasa sziikséges. Azonban az egyéhala biztos, hogy a modifikalod hatéast

eredmeénye mutécié génben van.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az allattenyésztési Agazat szamara gazdasagi snghdp jelends paraméter az egy
allatra vetitett értekes hustermelés mértéke. Eartekyészcélnak megfebdeh hosszas
szelekcio, rokon- és beltenyésztés utan megjelatalgyre jobban izmolt egyedek. Tobb
haziallat faj esetében (szarvasmarha, juh) enmggkdos tenyéséi munkanak a ,csiucsa” az
adott fajtak fixalt, duplan-izmolt fenotipusa. Efutajdonsag azonban nemcsak az
allattenyésztés szamara fontos, a kialakulasaymdaatos tudasanyag naggrelépést
jelenthet a human orvoslasban is példaul az izoragds jelenségének megértéseben és
célzott kezelésében. A fenotipus hatterében megliigénkdlcsonhatasok, a géneknek és
mutécidiknak a megismerése tehat tobb szemporghélentséggel bir. A hiperizmoltsag f
meghatarozodja a miosztatin gén, amely konzervatsaigkdszonhéen tébb fajban (egér,
kutya, juh, szarvasmarha, ember) fébeh fenotipusért. Bizonyos esetekben (egérnél és
szarvasmarhanal) viszont mas genetikai faktorokedizkddésére is lehetett kbvetkeztetni.
llyen, a miosztatin rikddést befolyasold, mddosité gének jelenlétét deliak
kutatdécsoportunk a hiperizmolt modellallatként ma@dzCompact egér genetikai térképezése
soran. A természetes miosztatin mutavist(“™ 44" Compact egér hét kromoszémajan (az
1,3,5,7,11, 16 és X-kromoszéma esetében) napatkkilonbda ersséd és kiterjedés
modifikator hatas (Varga és mtsai. 2003a, Vargasi. 2005).

Munkam soran az X-kromoszéman elhelyezkddperizmoltsagra hatdo modifikator
gének vizsgalatatiztem ki célul. Korabbi vizsgalataink soran (Vargangtsai. 2003a), az X-
kromoszomas modifikator hatés leggebb csucspontjat a DXMit128-as mikroszatellit
markernél detektaltuk. Ennek a markernek a kozelééalhaté az androgén receptor gén
(Ar). Az Ar egy magi hormon receptor, az androgéhatéséat tovabbitja az androgén
célgének felé, melynek soran azok transzkripcidavetlenil befolyasolja, igy kulcsszerepet
jatszik szamos bioldgiai folyamatban (Chang és mi€95). A TGFB Ar-en keresztil
megvalosulo kézvetlen androgén regulacioja ala@dmpuk és mtsai. 2002) az Ar
valamint funkciéjat tekintve az Ar tokéletesen nmadgh az esélyes modifikator gén szerepre.
Ezért el$ Iépésként, mind szekvencia szinten, mind pedigesgzios szinten vizsgaltam a
gént 6-7 hetes Comp9 (hiperizmolt, beltenyészteth@act vonal) és CAST/Ei
(normalizomzatiMus musculus castaneabajbdl kialakitott torzs) him allatok esetében.
Eredményeink alapjan azonban arra a kdvetkeztgiésteam, hogy sem a kédolo
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szekvencia vizsgalata sem pedig a génexpresszsgalat nem igazolja, az Ar modifikator
szerepét. Ezért munkam folytatdsaban a kiterjekitoxnoszomas modifikator régio
szikitésére fokuszaltam. A modifikator intervallumodngtikai térképezéséhez csoportunk
létrehozott egy Cross4 Falkiindulo specidlis populaciét (Compact-AlL). Ezébb év alatt
kialakitott specialis egér allomany az egyik legkanyabb, nagyfelbontasu térképezési mod
alkalmazasat tette letée®. A Compact-AlL F11 generacidjdban kdzel 10.080adipizalast
hajtottunk végre az ~5Mbp-onként elhelyezett 3kkerarker és a tovabbi 4, régiod
szikitéshez hasznalt marker vizsgéalata soran. Enreslrenyeképpen kétdsen

szignifikans csucspontot detektaltam DXMit130-DX8Mtés DXMit105-DXAbc54 markerek
kozott. Ezt a két régiot XA-nak és XB-nek neveztlikAz F2 eredményekhez képest, sikerdlt
a kiterjedt (1100 Mbp-0s) X-kromoszémas modifikator hatast kékg3,92 Mbp és 5,33

Mbp; Ensembl Built34) és jol definialhat6 régidrarlatozni.

Vizsgalataim tehat képesek voltak szétbontanirat{m, tgynevezett ghost-QTL
jelenség kovetkeztében kialakul6 és az X-kromoszbdaapére mutatd kiterjedt modifikator
hatést, igy ez alapjan azt is bebizonyitottam, huey egy, hanem két egymassal szomszédos
hiperizmoltsagra haté modifikator régié helyezkeelila Compact egér X-kromoszomajan.
Az XA és XB régiok mar kezelh&szamu gént tartalmaznak és a régiok tovahikiszseére

is van elvi leheiség.
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6. SUMMARY

Cutability is one of the most important economacgmeters of the livestock sector.
According to this breeding goal, due to constalgc®n and inbreeding more and more
muscular individuals appeared. The fixed doublegtaasphenotype of some domestic
animal species (cattle, sheep) is the "top achiewthof this careful breeding activity. The
double muscled character is not only importantif@stock production, but the knowledge
on how it emerged could also be a major step favi@r human medicine in the
understanding and targeted treatment of muscukdrajyhy. Thus identification of gene
interactions and gene mutations underlying thisphge is important in many aspects. The
myostatin gene is the major determinant of hypenulasity, that - due to its conserved
amino acid sequence - is responsible for the exnenenotype of several species (mouse,
dog, sheep, cattle, human). However in some casesi¢e and cattle) contribution of other
genetic factors can also be inferred. Our resegmahp has detected the presence of such
myostatin modifier genes in the course of geneappmg of the Compact mouse, a
hypermuscled model animal. The natural myostatitemuMstr°™P"4A* Compact mouse
showed modifier effects on seven (1, 3, 5, 7, Bladd X) chromosomes with different
intensity and extension (Varga et al. 2003a, Vatgal. 2005).

The aim of my work was to investigate the hyperoalexity modifier genes located
on X-chromosome. In a previous study (Varga e2@D3a) we detected the strongest peak of
modifier effect at the DXMit128 microsatellite omet X-chromosome. This marker is located
near the androgen receptor gene (Ar). The Ar iscdear hormone receptor which transmits
the effect of androgens to androgen target genate w affects the transcription of genes
directly and therefore plays a key role in manydmccal processes (Chang et al. 1995). On
the basis of direct androgen regulation of TBhip et al. 2002) the Ar may also affect the
expression of myostatin (Ma et al. 2001). Considgthe position and function of the Ar
gene it could be one of the prominent candidateifieodjenes. First the gene sequence and
expression level was studied in 6-7 weeks old Cothgpermuscled, inbred Compact line)
and CAST/Ei (normal muscletjus musculus castanessbspecies based strain) male
individuals. Our results showed that neither theéirng sequence nor the gene expression
confirms the Ar's modifier role. Therefore, my sefjgent work was focused on the
narrowing of the large modifier region of the X-ahrosome. For the genetic mapping of
modifier intervals our group has established aigppopulation (Compact-AlL) based on
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Cross4 F2. This mouse stock developed through yédmseeding enables one of the most
powerful, high-resolution mapping strategy. Durthg mapping we used 31 frame-work
markers (~ 5Mbp distance from each other) and 4tiaddl markers (for the narrowing of the
regions) and accordingly we have completed almd$iQD genotypings in the Compact AlL-
F11 generation. As a result, | detected two higidyificant peaks between the DXMit130-
DXMit37 and DXMit105-DXAbc54 markers. We designatbése two regions XA and XB.
Compared to the results of F2, we could reducexttensive X-chromosomal modifier effect
(C1LO00 Mbp) to two narrow (3,92 Mbp and 5,33 Mbp; EnbEBuilt34) and well-defined
regions.

Therefore my studies were able to resolve the éorsn-called ghost-QTL showing an
extensive modifier impact in the middle of the X-@mosome, and on the basis of this, it has
also been proven that there are two adjacent neodégions on the Compact mouse X-
chromosome affecting hypermuscularity. The XA ari®lrgions are now harboring a
handleable number of genes, but further refinerottitese intervals is still theoretically

possible.
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Oldatok jegyzéke

7. FUGGELEK

Az oldatok az alabbi anyagokat tartalmaztak:

Tail puffer:

TE:

LA taptalaj:

LB taptalaj:

SOB taptalaj:

TB puffer:

TBE puffer:

STOP puffer:

50 mM Tris HCI, 10 mM EDTA, 150 mM NacCl, 10%-88S, majd
autoklavozas

1 M TrisHCI (pH 7,5) ,0,2 M EDTA, majd autoklaxds

10g/I Bacto-tryptone, 5g/l Bacto-yeast extrddig/l NaCl, 1,5% Agar,
dH,O 1000 ml-ig , majd autoklavozas

109/l Bacto-tryptone, 5¢g/l Bacto-yeast extrd€g/l NaCl, dHO 1000
ml-ig, majd autoklavozas

2 % Bacto tryptone, 0,5% Yeast extract, 10 mMCN&,5 mM KCI, pH
6,7 — 7,0 (cc. HCl-lel), majd autoklavozas

10 mM PIPES, 15 mM CaCl2, 250 mM KCI, pH 6,7

89 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA

0,3 % Xilén-cianol, 0,3 % Brom-fenolkék, 90 %orfr@mid, 10 mM
EDTA
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A felhasznalt mikroszatellit markerek primer szekvencigja

A Cross4 F2 és a Compact-AlL F11 k6zos 9 db markastagon szedett. A markerek mellet

a fizikai poziciojuk (Mbp-ben) és primer szekveiiciannak feltiintetve (Ensembl, Built34).

A marker neve
(fiz. pozicio, Mbp)

Primer szekvencia
(forward)

Primer szekvencia
(reverse)

DXMit101 (4.42)
DXMit124a (7.57)
DXMit85 (11.64)
DXMit56 (15.15)
DXMIit90 (20.90)
DXMit81 (30.82)
DXMIt50 (35.35)
DXMIit105 (44.50)
DXMIt83 (45.45)
DXAbc54 (49.83)
DXMIt75 (51.82)
DXMIit126 (54.97)
DXMit87 (61.32)
DXMit94 (66.68)
DXMit45 (71.74)
DXMit111 (75.76)
DXMit93 (81.73)
DXMit128 (87.92)
DXMit96 (93.83)
DXMit40 (98.75)
DXMit214 (105.27)
DXMit39 (110.40)
DXMit172 (116.43)
DXMIit149* (121.42)
DXMIit130 (127.31)
DXAbc32 (128.86)
DXMit37 (131.23)
DXMit4 (133.02)
DXMit181 (136.26)
DXMit152 (141.18)
DXMit10 (144.86)
DXMit178 (149.73)
DXMIit99 (153.31)
DXMit21 (157.15)
DXMIit100 (162.54)

AGTCTCCACTTATATCTTGCACACC

TGAAAGTGGTGGATTTTCC

AAGGAGAAGTAGAAGAAAGAAAAGAGG

GGTGTAGCCTCAAAAAAGATGG

ACTACAGAGGGGCCCAAACT

GCAACATCTCTATGTGTTATGTGC

GGCTCATTGTAATGGACAAGC GGGATTTTCATCTTGCCAAA
ATATTGCAAAATCAGAAAAGTAAAAGT | TGTGCTTTTTCTGCGCATAC
GAGGAGCATCAACCTTCTCG GAGGTGGGGAGAABAGAGG
AATCTCTCTAGTGTTTGCATTGTG TGCAATTTAGCCATTCAGG
AAATTGGAGTGACCTCAGATTTG CCATGTTTCTCACCATGAGA

TTCTAAACTGCTTTGTAAAGAAGGC

GTGAATGTASGGAATGTCAAAGG

AGAAGCAGATCTTGGCGAGT

AAATGTCCTTTGTBCTGCCTA

ACCCTAGCCGGTTACTATCTCC

TCTCTCTCATT@CCCCC

CCAATATTGTGCTTTACTCTTATTTTT

ACGTGATAGAGAGACTGACTGC

TGAGAAAAGTGGTGTGTTTCTAGC

CATTACCTAGCCTACTTGTAGATCC

ATGAGGAACCAAACATTTTTCC

TCTTCCACATGTATAGCATCC

AATATAGTTGACCTTGCCTTTGTG

GGCATACGCBGCATATATG

GAGGCTCCACAAGTGTTTTAGA

AAATCAAGTCTGAAAAACAAACACA

TTGTCAGAATGATCGATTCTTATATC

CACCCAAGTAGTTAGATCTTATCATT

TGTGTCAAAACTTTCTCTCTTACACA

ATCATTTTCTTAGCAETGTATCATCC

CATGTCAATTGGGATCTTTGG AGGAGCAAATCBACCTGG
AACCAATTTTGAAAACGAAACC TGCCCAATGAAAACATCTAGG
AACAGGTTGAATTTATGTTTATGTACG GGTGGGGTGGTGATGGT
GCTAGCATACGCGTGTCCG ACAAAACAGGTTTBCATTTGG
TACCACAGTTTGAATAAAGATGTGTG GAAGAMCCATGACTCCTCTTTG
CCAAAGGCTGCTAGTGGAAG AATAGCATTGCAAAAATTAGAI TTAGG
TTCATATCGCCCCAACCTAC TATTTTGAAACCTCTGCCATT

GCTGTATGGAGGCTAGAGAATGAC

GGATATGTEGGACTTGACGGAG

CCTTGTTTCAATTCTCACTGACA

TTCCTCTTAAACATCAACACCA

TGGACAGTGCTTGAGGAATG GCAAAACAGCTACATTGGG
GCAGAGGAACAAGTAGGTATTGTG ATGGGCTCTAGACCTCCTT
TGTGTCTTTCATATCCCATTGC CACATGTGGCTAAACTCACA
GAATTACAGGCATGCGTCCT TGTTTGACTGABGGATGCG
CTTTCCTGATATCAGCAGTATTAAACA CCTGGATTTCCCTACACAT
GGAATTCAACAAAAGGTATGTGC ACCTGTCTCCTTTCCTICTCC
TGGGACAGAACCAACATCAA TCAGTTAGGCGCGAAGGTT
CCATGAAATTTCCTTCACTTCA CAGTAAGGAAGGGTGCCAG

* A DXMit149-es marker az F2 vizsgélat soran hasizbXMit116-os marker helyett lett

bevonva az F11 térképezésbe.
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