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Osszefoglalas

A magyarorszagi Compact vonal —amely egy német szelekcids kisérletbdl szarmazik— hiperizmoltsagat egy fogén (a
miosztatin) és tovabbi modifikator gének hatirozzdk meg. Kordbbi kisérleteink sordn a Compact egér és egy vad
tipust, beltenyésztett egértorzs keresztezésével 1étrehozott F2 populacidt vizsgdlva azonositottuk a fégénben taldlhat6
12 bp-os delécidt, ami a fenotipus kialakitasaért felelds. A populdciéban a mutdciéra homozigéta egyedek fenotipusa a
normdl izomzatitél a hiperizmolt kategdridig valtozik, ami a vizsgélati csoportban szegregdlé modifikdtor gének
szerepére utal. A modifikdtor gének azonositdsa sordn hét kromoszoman azonositott, viszonylag tdg QTL régidkat
vizsgaltunk poziciondlisan esélyes gén megkozelitéssel. Irodalmi adatok alapjdn eddig négy, modifikdtor szerepre
esélyes gént vizsgdltunk. Meghatdroztuk a miogenin, a MyoD1 és a WFIKKNRP2 teljes genomi szekvencidjat,
valamint az androgén receptor teljes cDNS szekvencidjat. Az eredményeket Osszevetve a konszenzus szekvencidval, a
miogenin €s a MyoD1 gének esetében tobb, a promdéter régidban vagy intronokban elhelyezkedd szubsztiticidt,
delécidt illetve inszercidt azonositottunk, mig a WFIKKNRP2 2. exonjdban négy, egyetlen bazist érintd szubsztiticiot
taldltunk. Ez utébbi baziscserék azonban minden esteben az aminosavakat kédol6 triplet harmadik bazisét érintették és
egyetlen esetben sem vezettek aminosavcseréhez. A lehetséges modifikator gének és a f6gén relativ expresszidjat
kvantitativ real-time PCR-rel vizsgaltuk a vad tipusu kontrollhoz képest. Megéllapitottuk, hogy valamennyi vizsgalt
gén expresszidja azonosnak tekinthetd a vad tipusud egérben taldlhat6 gének expresszids szintjével. Az eredmények arra
utalnak, hogy az eddig vizsgélt gének minden valésziniiség szerint nem az dltalunk keresett modifikator gének.
Kulesszavak: miosztatin, Compact egér, poziciondlisan esélyes gén, kvantitativ real-time PCR

Analyses of some candidate modifier genes affecting hypermuscularity in the compact
mouse

Abstract

The hypermuscularity of the Hungarian Compact mouse strain — originated from a selection experiment in Germany —
is determined by a major gene (myostatin) and some modifier genes. Previously we have identified a 12 bp deletion in
the major gene responsible for the phenotype by analysing the F2 of a cross of the Compact mouse to a wild-type
strain. The phenotypic variation of the mice homoyzgous for the mutation from normal to hypermuscular categories
refer to modifier genes segregating in the population. Positional candidate gene approach was used to find modifier
genes in relatively large QTL regions on seven chromosomes. We selected four candidate genes on the basis of
literature. The complete genomic sequence of myogenin, MyoD1 and WIKKNRP, and the complete cDNA sequence
of androgen receptor were determined. Comparing the results to the consensus sequence, we found several
substitutions, deletions and insertions in the introns and promoter regions of myogenin and MyoD1, whereas we found
a one-base substitution in the second exon of WIKKNRP.



417

Bakos et al. / AWETH Vol 4. Kiilonszdm (2008)

However, these latter occurred in the third base of the triplet and did not lead to amino-acid substitution. The relative
expression of the candidate modifiers and the major gene was examined by quantitative real-time PCR according to the
wild-type control, but no difference was found. According to these results, we suppose that none of the examined genes
is a putative modifier.

Keywords: myostatin, Compact mouse, positional candidate gene, quantitative real-time PCR

Irodalmi attekintés

A Compact egeret egy szelekcids kisérlet sordn fedezték fel Németorszdgban (Bunger és mtsai, 2001).
A magyarorszdgi Compact vonal a hiperizmolt fenotipust leginkdbb kifejezd allatokbdl szarmazik. A
Compact fenotipusu egyedek joval izmosabbak a hagyomdnyos értelemben vett laboratériumi egereknél és
nagy foku hasonlésdgot mutatnak a dupldn izmolt fenotipusu hazidllatokkal.

A Compact vonal genetikai analizise sordn kimutattuk, hogy a hiperizmoltsagot egy — az egér 1.
kromoszomdjdra térképezett — f0gén €s tovabbi modifikitor gének hatdrozzdk meg (Varga és mtsai, 1997). A
fogénrdl bebizonyitottuk, hogy az a miosztatin (Mstn) (McPherron és mtsai, 1997), s a fenotipust a gén

propedtid régiGjaban taldlhaté 12 bp-os delécié (Mstn“™PrdliAbe

) okozza (Szabd és mtsai, 1998).

A miosztatin az izomfejloddés negativ reguldtora. Novekedési és differencidlddasi faktor, a TGF-3
szupercsaldd tagja. Az egyedfejlodés és a felndtt élet sordn is jelentds szerepet tolt be a hardntcsikolt
izomszovetben, hidnya hiperizmoltsdghoz vezet, amely a sejtek szamdnak (hiperpldzia), valamint méretének
megnovekedésében (hipertréfia) egyarant megmutatkozik (McPherron és mtsai, 1997). A hiperizmoltsag
fokdt meghatdrozé modifikdtor gének térképezését egy az Mstn“™MA* delgciét hordozé Compact
beltenyésztett torzs (Comp9) és a Mus musculus castaneus alfajbdl kitenyésztett, ,,vad” tipusd miosztatin
allélt hordozé beltenyésztett torzs (CAST/EiD) keresztezésébdl szdrmazd, az Mstn“™P 4'A*  delécira
homozigéta, extrém (normal/hiperizmolt) fenotipusu F2 utddjain végeztiik. Hét kromoszéman azonositottunk
viszonylag tdg QTL (Quantitative Trait Locus) régidkat: az 1, 3, 5, 7, 11, 16 és az X kromoszémékon (Varga
és mtsai, 2003) (Varga és mtsai, 2005).

4.9

Az Mstn mellett, a ,,poziciondlisan esélyes gén megkozelités” értelmében kivélasztottunk néhdnyat a
modifikator intervallumokban taldlhatd, irodalmi adatok alapjan az izomfejlddésben jelentds szerepet betoltd
gént: MyoDI1, WFIKKNRP2, androgén receptor gén, hogy ezeket részletes szekvencia €s expresszids

vizsgélatnak vessiik ala.



418

Bakos et al. / AWETH Vol 4. Kiilonszdm (2008)

A miogenin és a MyoD1 a Myo D csalddba tartozd, izomzatra hat6 szabdlyoz6 faktorok (Muscle regulatory
factor, MRF). Az egér 1l-es kromoszémdjan taldlhat6 miogenin kulcsfontossdgi szerepet tolt be a
torténd ,,elkotelez6désben” jatszik fontos szerepet (Tapscott és mtsai, 1991, Edmondson és Olson, 1993). A
nem mutdns miosztatin géitolja a MyoD csalddba tartozé gének expresszidjat (Langley és mtsai, 2002). A
WFIKKNRP2 az egér 11-es kromoszoméjan taldlhatd, a szérumban keringve az érett miosztatinhoz vagy a
miosztatin propeptidhez kotddve latencidban tartja a miosztatint, valamint gitolja annak aktivaciojét, igy
gdtolja a miosztatin hatast (Hill és mtsai, 2003).

Az X kromoszoman taldlhat6 androgén receptor nélkiilozhetetlen az izomzatban is megmutatkozd
szexudlis dimorfizmus kialakuldsdban, noveli az izomtomeget, az izomerdt €s serkenti a fehérjeszintézist az

izomban. A miogenin expresszidjat ndovelve serkenti az izom irdnyba torténd differencidlédast (Lee, 2002).

Anyag és médszer

Mintak

A Comp9, az Mstn“™" A% deléciét hordozé Compact beltenyésztett egértorzs egyedeitél szarmazé
mintdkat vizsgéltuk a CAST/Ei, a Mus musculus castaneus alfajbol kitenyésztett, ,,vad” tipusu miosztatin
allélt hordozo6 beltenyésztett torzshoz képest. A DNS-t farokmintabdl preparéltuk sos kicsapasos modszerrel,
az RNS-prepardldst guanidin tiociandtos modszerrel végeztiik. A cDNS-t reverz transzkriptdz (Roche) enzim

segitségével szintetizaltuk.

Primertervezés

A vizsgiland6 DNS és cDNS-szakaszokra a szabadon elérhetd OligoExplorer program segitségével
terveztiink primereket. Szekvencia vizsgdlathoz haszndlt primerek (5°-3’): miosztatin - MSTN 1F:
TGGCATTACTCAAAAGCAAAAAG, MSTN 1R: CATCAATACTCTGCCAAATACCA, MSTN 2F:
AAACCCATGAAAGACGGTACA, MSTN 2R: ATGACTTGGGAAGTTTCTAACCT, MSTN 3F:
ATCTTGCTGTAACCTTCCCAGG, MSTN 5R: TTGGGTGTGTCTGTCACCTT, MSTN 6F:
CTGTGCCGTCTTTGTCATCG, MSTN 8R: GCAGCAATCAGCATGAACAGG, MSTN I4F:
CCTTTGGATGGGACTGGAT, MSTN 15R: ACTGGGAGCCACATTCATAGA, miogenin - MGENIN 1F:
ATGTGCAGCAACAGCTTAGAGG, MGENIN 1R: GCCTGTAGGCGCTCAATGTAC, MGENIN 2F:
CGGCTGCCTAAAGTGGAGA, MGENIN 2R: CAGGACAAAATGGGTAAGGAAGA, MGENIN 3F:
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AGTCAGAGCCTCCAGCAACTTC, MGENIN 3R: GCTCTGATAGCAACCAGTCTTTATTC, MyoD1 -
MyoD1 1F: ATAGCACTGCCACCGATTCAT, MyoDl 3R: AGGAGCATCTAGGTATGAGGGAC,
MyoD1 2F: CGCTCCAACTGCTCTGATG, MyoD1 4R: CACTGTAGTAGGCGGTGTCGTA, MyoD1 5R:
GCTTCATCTTTTGGGCGTGA, WFIKKNRP2 - WFIKKN 1F: GAAATGTCGCTGGTGTCCTGA,
WFIKKN 1R: AACTTCGGAGGCTTTACGGG, WFIKKN 2F: TCTGTCCATTCTTGCTTCCTCC,
WFIKKN 2R: GTTGTTAGCCTGGGCGTCG, WFIKKN 3F: CCGTCTTAGCCCATGTGGAA, WFIKKN
3R: GGGGCAGCATTTCTCATAGGT, WFIKKN 4F: GGGATAAAGGAACAGGGAAAGTG, WFIKKN
4R: ATGCCAACTGGAGCCGACA, WFIKKN 5F: GGGCTTTGGGTATGGATTAGG, WFIKKN 5R:
TGCTTTTGGAGAATCTTTTCCC, WFIKKN 6F: GCTCTTGGTGTCATTACAGGGG, WFIKKN 6R:
GAGAATGGCTGCTGCCTCAC, androgén receptor - ANDR IF: GCAGGATAAGGGAATTCGGTG,
ANDR 3R: GTCCCTGGTACTGTCCAAACG, ANDR 2F: TGGGACCTTGGATGGAGAAC, ANDR 4R:
CCCACCTTGTTCCCTTTCC, ANDR S5F: CTTCAGAGCAAGAGACGAGGAG, ANDR 8R:
CTACTACAACTTTCCGCTGGCT, ANDR 7F. CTCCTCAAGCCCACATCAGA, ANDR O6R:
GACTCCCGCCCAATAGAACAA. Expresszios vizsgdlathoz haszndlt primerek (5°-3°): Miosztatin - MSTN
4F: GGCCATGATCTTGCTGTAAC, MSTN 4R: ACACCCAAGAGGTCCCG, miogenin - MGENIN S5F:
GCGGCTGCCTAAAGTGGAGA, MGENIN 5R: GTTGCATTCACTGGGCACCAT, MyoD1 - MyoD1 6F:
GCTCTGATGGCATGATGGATTA, MyoD1 7R: GTCGTAGCCATTCTGCCGC, androgén receptor -
ANDR 2F: TGGGACCTTGGATGGAGAAC, ANDR 3R: GTCCCTGGTACTGTCCAAACG, B-aktin - B-
aktin. 1F: TGCCGCATCCTCTTCCTC, B-aktin. 1R: CCACAGGATTCCATACCCAAG. A belsé kontroll
génként haszndlt GAPDH-hoz GAPDH hs primerpart hasznéltunk.

Szekvendlds és real-time PCR vizsgdlatok

A vizsgélt gének szekvencia analizisét ABI Prism Big Dye Terminator 3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing kit segitségével, ABI Prism 310 Genetic Analyser automata szekvendl6 késziilékkel végeztiik. A
szekvencidkat dsszevetettiik egymadssal valamint a megfelel6 konszenzus szekvencidkkal.

Az expresszios vizsgilatokat ABI 7000 tipusu real-time PCR késziilék segitségével végeztiik
(Applied Biosystems, 2xSYBR Green PCR Master Mix, 94°C 10 min 1x; 95°C 12 s., 60°C 1 min. 40x).
Bels6 kontroll génként GAPDH és [(-aktin gént hasznéltunk. Az eredmények matematikai feldolgozdsat
Pfafll mddszere szerint, bels6 kontroll génnel kiegyenlitett, efficiencia korrekcidoval modositott relativ

kvantifikacioval végeztiik (Pfaffl, 2001, Pfaffl és mtsai, 2002).
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Eredmények és értékelés

A Compact fenotipus kialakuldsdhoz elengedhetetlen miosztatin gén szekvencia analizise sordn
megéllapitottuk, hogy a harom exonbdl és két intronbdl 4116 génben a mar ismert, a 2. exonban taldlhat6 12
bazisparos delécion kiviil nincs eltérés a vizsgélt szekvencidk kozott. A miogenin gén szekvencidjaban, mely
szintén hdrom exonbdl és két intronbdl 4ll, a promoter régidban valamint az 1. exonban egy, a 2. exonban
pedig két egy bazisparos szubsztitiiciét azonositottunk a Comp9 szekvencidban. A MyoD1-et hdrom exon és
két intron kddolja. A gén teljes szekvencidjat megvizsgdlva a Comp9 szekvencia promoéter régidjdban egy
bazisparos delécidt, mig a 2. exonban egy-egy bazispdros inszercidt taldltunk a konszenzus szekvencdhoz és
a CAST/Ei szekvencidhoz képest. A két exonbdl és egy intronbdl all6 WFIKKNRP2 szekvencidjanak
vizsgilata sordn a 2. exonban négy egy bdzisparos szubsztiticidt detektdltunk a Compact torzs
szekvencidjaban.

Az androgén receptor gén vizsgdlata sordn — mivel a gén nyolc exonbdl és hét intronbdl all — csak az
exonok szekvencidjat vizsgaltuk részletesen. Megallapitottuk, hogy a gén kdédold régidjaban nincs eltérés a
vizsgalt torzsek és a konszenzus szekvencia kozott. A miogenin, a MyoDl1 és a WFIKKNRP2
génszekvencidkban azonositott egybazisparos eltérések koziil azonban egyik sem vezet funkciondlis
aminosavcseréhez, azaz a vizsgélt gének koziil egyik sem tartalmaz a funkciét befolydsolé mutdcidt. Az
expressziOs vizsgdlatok sordn eddig a miogenin, a MyoD1, az androgén receptor, valamint a miosztatin gén
expresszidjat vizsgiltuk, a WFIKKNRP?2 vizsgilata még folyamatban van.

Az eredmények alapjan nincs jelent0s expresszios eltérés a vizsgalt gének kozott (1. dbra), mivel
egyik gén esetében sem tapasztaltunk kétszeres vagy anndl nagyobb expresszids kiillonbséget a mutdciot
hordozé Comp9 és a ,,vad” tipusu Cast/Ei torzs Osszehasonlitdsa sordn. Arra kovetkeztetiink, hogy minden

valészinliség szerint az eddig vizsgalt gének nem az dltalunk keresett modifikdtor gének.
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1. dbra: A gének (Mstn-miosztatin, Ar-androgén receptor, Mgenin-miogenin) relativ expresszios szintje
a mutaciot hordozé Comp9 torzsben a ,,vad” tipusi, Cast/Ei torzsben mért génexpressziohoz és a
GAPDH (bels6 kontroll gén) expresszigjahoz viszonyitva

Figure 1. Relative expression levels (Mstn-myostatin, Ar-androgen receptor, Mgenin-myogenin) of the genes in the
mutant Comp9 strain compared to that of the “wild-type” Cast/Ei strain and to the expression of GAPDH (endogenous

control gene)
Relative expression(1), name of the gene(2)

Kovetkeztetések és javaslatok

Eddigi vizsgélataink sordn nem taldltunk a Compact fenotipus kialakitasaért felelds modifikator gént.
A poziciondlisan esélyes gén megkozelités alapjan a tovabbiakban tervezzilk még mads, az
izomfejlddésben szerepet jatszé gének vizsgdlatit. Ezen kiviil a vizsgalt két torzsbdl kialakitott specialis,
tobbgeneracios keresztezési eljarassal (AIL, Advanced Intercross Lines) létrehozunk egy 11 generacids
keresztezést (Pinke és mtsai, 2008). A 11. generdcion genetikai térképezéssel besziikitjiik a korabban
azonositott modifikator intervallumokat. Az eredmények alapjan tovabbi részletes szekvencia és expresszios

vizsgdlatokat terveziink.
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