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Osszefoglalas

Kisérleteink soran olyan, a szarvasmarha génjein eléforduld, szabdlyozo egypontos nukleotid
polimorfizmusok (SNP) vizsgalatat végezziik, melyek expresszios kiillonbségeket is hordoznak.
Az intézet bioinformatikai csoportja ,,in silico” modszerekkel kivalasztotta azokat a lehetséges
SNP markereket, melyek a gének szabalyozd régioiban talalhatok. Az eredményeket tovabb
szlikitették azokra a polimorfizmusokra, melyek transzkripcids faktor kotohelyeken talalhatoak.
A célunk olyan expresszios kiilonbségek keresése, melyek gazdasagilag fontos tulajdonsagot
befolyasolnak, végsé célunk az Aaltalunk jellemzett szabalyozé SNP-k alkalmazéasa a
tenyésztésben, igy a genom alapu szelekcids eljaras eredményesebb hasznalata a szarvasmarha
nemesités soran.

talalhato Spl kotéhelyben bekovetkezett bazis csere. Nakamura és mtsai (2007) ,,in vitro”
luciferaz essz¢é alapjan kimutattak, hogy a -6. pozicidban bekovetkezd bazis csere (C-rél T-re),
csokkenti a szarvasmarha PRNP prométer aktivitasat a vad haplotipussal szemben. Azért nagyon
fontos ez az eredmény, mert az mar bizonyitott, hogy a szarvasmarha PRNP gén expresszioja
kapcsolatba hozhaté a szarvasmarha szivacsos agyveld gyulladisanak kialakuldsdval. A prion
fehérjét kodoldo gén  kifejezddésének csokkentésével, alacsonyabb lenne a betegség
kialakuldsénak veszélye is.

Ezt a hatast kivantuk bizonyitani ,,in vivo”, tehat létrehoztunk két olyan transzgénikus egér
vonalat, amelyek a szarvasmarha PRNP gén promoterének egy-egy allélvaltozatat hordozzék a
mar leirt rfSNP-nek megfelelden. A transzgénként bevitt promoter mogott egy zold riporter gén
(AcGFP) talalhat6. Ahhoz, hogy kizarhassuk az integracios helybdl kdvetkezd kiilonbségeket egy
tovabbi (piros, DsRed) riporter gén is helyet kapott a konstrukcidban, egy erds virdlis promoter
iranyitasa alatt.

Az injektalasokat kovetden 4 C és 3 T rSNP allélt hordozo6 alapitod sziiletett. Az egér vonalak
létrehozasat kovetden az F1 generacidban vizsgaltuk az expresszios kiillonbségeket.

Kulcsszavak: prion, szivacsos agyvelégyulladas, génexpresszio, polimorfizmus, SNP
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In vivo validation of a regulatory SNP in the bovine prion protein gene in transgenic mouse
model

Abstract

Regulatory single nucleotide polymorphisms (SNP) of bovine genes, which show allele specific
expression levels were examined. Potential regulatory SNPs were selected with “in silico”
methods focusing on transcriptional binding site consensus sequences. Our aim was to identify
and validate rSNP alleles that cause expression differences in genes which influence
economically important traits. The ultimate aim is to select a group of regulatory SNP's and use
them in genomic selection. One of the first studied polymorphism was found in a Sp1 binding site
of the 5' flanking region of the bovine prion protein gene. Nakamura et al. (2007) cloned both
alleles of this rSNP into a luciferase-expressing plasmid, transfected them into N2a cells, and
measured the reporter activities. Their results showed decreased expression level in one of the
alleles, as a result of C to T transition at -6 position of the bovine PRNP promoter. There is
evidence that the Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) is associated with high expression
of bovine PRNP gene. We may decrease the risk of BSE by selecting for the rSNP allele which
results low activity. Our group intended to find in vivo evidence, for the role of this regulatory
SNP therefore we created transgenic mouse strains carrying an indicator gene under the two
different rSNP alleles of the bovine PRNP gene. The transgene construct harbors the green
fluorescent gene (AcGFP) under the two different alleles of the bovine PRNP promoter. To
normalize the results we used another reporter gene the DsRed, under a strong viral promoter to
exclude the differences in the AcGFP expression levels caused by the integration site. We could
establish seven transgenic lines (with 4C and 3T rSNP alleles) and measured the expression
levels in the individuals of the F1 generation.
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Bevezetés

A szarvasmarha (Bos taurus) gazdasagi jelentdségének koszonhetden, az elso allatfajok
kozott van, melynek teljes genomja szekvenalasra keriilt, ezt 2006 augusztusaban hoztak
nyilvanossagra (Internet 1). A gének szekvendldsa soran tobb mint 3 millio feltételezett
egypontos nukleotid mutaciot (SNP) talaltak és irtak le kiillonb6z6 nyilvanos adatbazisokban.

Kisérleteink soran olyan szabalyozdé SNP-k (rSNP) vizsgalatat végeztiik, melyek gén
kifejezddésbeli kiillonbségeket is hordoznak. Mas allatfajokban mar néhany kisérletet tettek a
szabalyozo polimorfizmusok (pl. génexpresszios szabalyozast befolyasolok) meghatarozasara, és
ezek gyakorlati alkalmazédsara a nemesitésben. Azonban a hus- és tejipar szamara nagy
jelentdségll szarvasmarha fajtdkban egyelére kevés rSNP alapt szelekcidés markert talaltak. Bar
az SNP-k tobbsége nem génekben taldlhato, valamint a kapcsoltsagi egyensuly hianya miatt a
gazdasagilag fontos tulajdonsdgokkal kapcsolatos polimorfizmusok nagy valosziniiséggel
kozvetleniil nem jarulnak hozza ezen tulajdonsagok kialakulasahoz. A célunk olyan expresszios
kiilonbségek keresése, melyek gazdasagilag fontos tulajdonsagot befolydsolnak, igy a tej- és
hustermelésben hasznosak, valamint betegségekkel/rezisztenciaval kapcsolatosak. Végso célunk
az altalunk jellemzett szabalyozdé SNP-k alkalmazisa a tenyésztésben, igy a genom alapu
szelekcios eljaras eredményesebb hasznalata a szarvasmarha nemesités soran.
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Irodalmi attekintés

A legkorabbi genetikai markerek lathatd jegyek voltak (pl. borszin, szarv megléte vagy
hianya), tovabba vércsoportok vagy enzim polimorfizmusok (pl. transzferrin). Ezek a markerek
tulajdonképpen gének allélvaltozatai és sem szamukban, sem polimorfizmus tekintetében nem
elégségesek a megfeleld genetikai térképezéshez. A rekombinans DNS technika megjelenésével
fedezték fel a DNS polimorfizmusokat, melyek dontd tobbsége génektdl fiiggetlen kromoszoma
szakasz. Igy fedezték fel a DNS-marker fajtak koziil a legfontosabbakat a mikroszatelliteket és az
SNP-et. Az SNP-k (single nucleotide polymorphism) pont mutaciok, melyek az evolacioé soran
allélek forméjadban rdgziiltek, és végll fontos részévé véltak a populaciok genetikai
néhanyrol mar bizonyitottak, hogy alléljai eltérd modon befolyasoljak az adott gén kifejezddését.
Ez ugy torténhet meg, hogy a nukleotid csere kovetkeztében megvaltozik a transzkripcios faktor
kotohely konszenzus szekvencidja az egyik allélben, és igy a transzkripcids faktor nem fog
kapcsolodni vagy a modosult kotéhely egy 0j faktor megtapadasat teszi lehet6vé. Ennek
eredményeképpen a gazdasagilag fontos tulajdonsagok is eltérd6 mddon jelenhetnek meg a
kiilonb6z6 rSNP variansokat hordozo egyedekben (Geoff és mtsai, 2010).

Az altalunk elséként vizsgalt szarvasmarha prion fehérje gén (PRNP, BOS 13027)
jellemzett inszercid/delécié polimorfizmusokrol igazoltdk, hogy befolydsoljak a gén
expressziojat, valamint a szivacsos agyvelogyulladasra (BSE, Bovine Spongiforme
Encephalophatie) valdé fogékonysaggal is valosziniileg kapcsolatba hozhaté (Sander és mtsai,
2005).

A fert6z6 agyvelé-degeneracié formajaban fellépd szivacsos enkefalopatiak a kozponti
gerincveld idegsejtjeiben vakuolumok jelennek meg, az agyveld allomanya szivacsszertivé valik,
az idegsejtek egy része elhal. Az elhalt idegsejtek hidnyz6 funkcidjdnak megfeleld tiinetek
alakulnak ki, amelyek a gazdaszervezet pusztulasahoz vezetnek. Ilyen jellegli betegség
kiskér6dzoknél a surlokor, a szarvasfélék kronikus lesovanyodassal jard betegsége (Chronic
Wasting Disease), valamint az embereknél elé fordulé Creutzfeldt-Jakob betegség (Prusiner és
mtsai, 1998).

A prion fehérje gént és annak funkcidjat szamos kutatd csoport vizsgalta. Cheng és mtsai
(2005) bizonyitottak, hogy a sejtfalon talalhatdo prion fehérjék hatast gyakorolnak a vérképzo
Ossejtek onmegujuld képességére. A PRNP gén promoterében SNP varidciok is ismertek.
Spl kotohelyben bekodvetkezett baziscsere a -6. pozicidban C — T-re in vitro luciferaz mérés
alapjan csokkenti a promoter aktivitasat, a vad haplotipussal dsszehasonlitva. Ez azért fontos,
mert ismert tény, hogy a BSE iranti fogékonysdg egyenes aranyban all a PRNP gén
expressziojaval.

Anyag és modszer

A kutatds a TET 09 FR_ANR GEN NKTH-ANR (Franciaorszag) Palyazat Genomikai
alprogram Allati genomika, Genomikai Bioinformatika palyazat keretein beliil valosul meg. A
projektben olyan SNP-k azonositasat és jellemzését céloztuk meg, amelyek befolyasoljak a
génexpressziot, és igy valoszintileg a fenotipust.

A Mezbdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont bioinformatikai csoportja ,,in silico”
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modszerekkel kivalasztotta azokat a lehetséges SNP markereket, melyek a gének szabalyozo
régidiban talalhatoak. Az eredményeket tovabb sziikitették azokra a polimorfizmusokra, melyek
transzkripcios faktor kotéhelyeken talalhatok. Ha transzkripcids kot6helyet érint az SNP marker,
akkor az nagyobb valdszinliséggel hordoz funkcionalis kiilonbségeket. Az ,.in silico” kivalasztott
polimorfizmusok szamat Franciaorszagban a Génétique Animal et Biologie Integrative (GABI)
INRA intézetében dolgozd6 Dominique Rocha csoportja sziikitette tovabb, akik his- ¢és
tejhasznositasu szarvasmarha fajtdkban vizsgaltdk, hogy az adott szabalyozé SNP valdban
megjelenik-e populacios szinten is. Az elsé polimorfizmus, melynek szabalyozé szerepét ,,in
vivo” is bizonyitani kivantuk a Nakamura és mtsai (2007) altal mar leirt és ,,in vitro” azonositott
rSNP volt. A transzgénikus egér vonalak létrehozasa eldmag mikroinjektaldssal tortént, a
transzgén konstrukciok a PRNP egy-egy allélvaltozatat tartalmaztak. A promoter mogott egy zold
riporter gén (AcGFP) talalhato, illetve egy tovabbi riporter gén (piros, DsRed) is helyet kapott a
konstrukcioban egy erdés viralis promoter iranyitasa alatt (1. dbra). A kett6s indikator génre azért
van szikség, hogy kizarhassuk az integracidés helybdl fakadd expresszios kiilonbségeket a
létrehozott két egér vonalban.

1. dbra: Prnp gén promoterében levé SNP (C/T) vizsgalatara alkalmas transzgének
plazmid térképe
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Fig. 1: Plasmid maps harboring the two different variants of the Prnp gene promoter

Az utdédok azonositasat PCR modszerrel végeztik, az alapitokbol egérvonalakat
alakitottunk ki, majd az F1 generdcidban vizsgaltuk a gén expresszidjat az agyban RT-PCR
modszerrel, ezt kovetben kvantitativ real-time PCR-rel.

Eredmények és értékelés

Az injektalasok soran Gsszesen 4 olyan alapito sziiletett, mely a PRNP C alléljat
hordozta, valamint 3 olyan, melyekben a T allél volt megtalalhatd. Az 1. tablazatbol jol
latszik, hogy az eldmag injektalt zigotak 39,9%-a sziiletett meg, amelyek 4%-a hordozta a
transzgént.
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1. tablazat: A Prnp C/T vektorok elomag mikroinjektalasanak adatai

Kimosott embrié | Injektalt/betiltetett(2) | Megsziiletett(3) | Transzgénikus(4)
(1)
621 436 174 (39,9%) 7 (4%)

Table 1: Pronuclear microinjection data of vectors with PRNP alleles C/T

Flushed embryos(1), injected/transferred(2), born(3), transgenic(4)
4% of the injected embryos gave rise to transgenic founders.

crer

vizsgaltuk a gén expressziojat. Az RT-PCR vizsgalatok szerint a PRNP promoter altal
szabéalyozott GFP mind a négy egérvonalban megjelent ..in vivo” az agyban. gy bizonyitast
nyert, hogy a promoéterek megfeleléképpen miikddnek. A négy egérvonal két-két egyedének
agyabol izolaltunk RNS mintékat, majd két technikai ismétlésben Real-time PCR segitségével
elvégeztiik a kvantitativ expresszios vizsgalatokat. A kisérleti eredményekbdl lathato, hogy kb.
40%-o0s expresszios szint csokkenést sikeriilt igazolni a T allél esetében ,,in vivo” koriilmények

crer

C/T regulalé SNP hatasara a T all¢l esetében kisebb mértékii a prion fehérje gén kifejezodése.

2. abra: Allélspecifikus expressziészint kiilonbségek
PRNP

r
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L =3
o

T c
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Fig. 2: Allele-specific differences in expression levels
Ez az eredmény azért fontos, mert ismert tény, hogy a BSE iranti fogékonysag egyenes

aranyban all a PRNP gén expresszidjaval. Igy, ha csokkentjiik az allomanyokban a prion fehérjét
kodolo gén kifejezddését, akkor csokken a betegség kialakulasanak veszélye is. Ennek
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lehetdségét eddig csak ,,in Vitro” sejttenyészeteken torténd vizsgalatok igazoltak, igy els6ként
bizonyitottuk, hogy van kiilonbség a két allélt tartalmazo promoter mitkodésében ,,in vivo™.

A fenti vizsgalatot szeretnénk fehérje szinten is igazolni, hogy ezt kovetben az
eredmények hasznosithatoak legyenek a hazai szarvasmarha-tenyésztésben. A szubsztitucidra
torténd tesztelés utan szelekcios eljarasokkal ki lehetne valogatni azokat az egyedeket, melyek az
SNP T valtozatat hordozzak, igy jelentdsen csokkenthetd lenne a BSE fert6zés kialakulasanak
veszélye a szelektalt alloméanyokban.

Koszonetnyilvanitas

Ez a munka a TET_09_FR_ANR_GEN NKTH-ANR (Franciaorszag) Palyazat Genomikai
alprogram Allati genomika, Genomikai Bioinformatika palyazat keretein beliil valosul meg.

Irodalomjegyzék

Cheng, C.Z., Andrew, D.S., Susan, L., Harvey, F.L. (2005): Prion protein is expressed on long-
term repopulating hematopoietic stem cells and is important for their self-renewal. Proc.
Natl. Acad. Sci., 103. 7. 2184-2189.

Geoff, M., James, B., Izhak, H., Kowalczyk, A. (2010): is-rSNP: a novel technique for in silico
regulatory SNP detection. Bioinformatics, 26. 18. 524-530.

Heszky L., Fésiis L., Hornok L. (2005): MezOgazdasagi biotechnoldgia. Agroinform kiado,
Budapest.

Internet 1: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?taxid=9913

Nakamura, I., Xue, G., Sakudo, A., Saeki, K., Matsumoto, Y., Ikuta, K., Onodera, T. (2007): Novel
Single Nucleotide Polymorphisms in the Specific Protein 1 Binding Site of the Bovine
PRNP Promoter in Japanese Black Cattle: Impairment of Its Promoter Activity
Intervirology, 50. 190-196.

Prusiner, S.B., Scott, M.R., DeArrnond, S.J., Cohen, FE. (1998): Prion protein biology. Cell. 93.
337-348.

Sander, P., Hamann, H., Drégemiiller, C., Kashkevich, K., Schiebel, K., Leeb, T. (2005): Bovine
prion protein gene (PRNP) promoter polymorphisms modulate PRNP expression and may
be responsible for differences in bovine spongiform encephalopathy susceptibility. J. Biol
Chem., 280. 45. 37408-37414.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prion+protein+is+expressed+on+long-term+repopulating+hematopoietic+stem+cells+and+is+important+for+their+self-renewal
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prion+protein+is+expressed+on+long-term+repopulating+hematopoietic+stem+cells+and+is+important+for+their+self-renewal
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?taxid=9913

