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Osszefoglalas

A szarvasmarha gazdasagilag fontos tulajdonsagaiban szerepet jatszd gének szabalyozod régioinak
egypontos nukleotid-polimorfizmus (rSNP) - vizsgalatat végeztik el transzgénikus
egérmodellben egy nemzetkozi egytittmiikodés keretében.

A Dbioinformatikai munkakat kovetd genotipus/génexpresszid asszociacids vizsgalatok
eredményei alapjan olyan rSNP-ket valasztottak ki az egyiittmiikodd partnerek a szarvasmarha
tobb ezer szabalyozd régidiban 1évé egypontos nukleotid-polimorfizmusai koziil, amelyek
valdszinlileg befolyasoljak a hozzajuk tartozd gén kifejez0dését. A kivalasztott 13 par
promoterben talalhatdo SNP kiilonb6z6 modon torténd tesztelése utan, a markergénekkel (AcGFP,
DsRed) ellatott vektor plazmid konstrukcidkat egérmodellben teszteltiik validalas céljabol. A
megérkezett plazmidok linearis DNS-ének egér embridba juttatasaval kivantunk transzgénikus
allat modelleket létrehozni. Az egyik vizsgalt gén az RCAN2 (regulator of calcineurin) volt, mely
elsésorban az agyban, szivben és vazizomban kifejez6dd proteint kodol. Az atirddo fehérje a
kalcineurin szabalyozasaban jatszik szerepet, mellyel kalcineurinra érzékeny gének transzkripcios
faktoranak kotddését befolyasolja. A taplalék bevitelt és testsulyt kontrollalja, ezaltal szerepe van
az életkor és diéta indukalt elhizasban, tehdt gazdasdgi szempontbol fontos tulajdonsag
szabalyozasaért felelés. A projekt részeként szarvasmarha RCAN2 génjének promoterében
eléforduld két kiilonb6zé SNP-t tartalmazo plazmidokkal létrehoztunk két transzgénikus egér
vonalat (30 és 30M). Az eddig megsziileté utddok genotipizalasa soran 3-3 transzgénikus egyedet
azonositottunk, melyek feldolgozasa soran qPCR segitségével hasonlitottuk Ossze a két vonal
fluorescens markereinek expresszios szintjét, amely a vartnak megfelelé eredményt hozott. Ezzel
alatamasztottuk az RCAN2 gén két rSNP-je altal produkalt expresszios kiilonbség meglétét in
Vivo koriilmények kozott.

Tehat az SNP-fliggd génexpresszid ismerete ¢és a kifejlesztett modszerek alkalmazéasa
megkonnyitheti a gazdasagi szempontbdl eldnyds tulajdonsdgokkal rendelkezd haszonallatok
tenyésztéséti eljarasainak korszeriisitését.

Kulcsszavak: szarvasmarha, rSNP, regulomix, RCAN2, kalcipresszin2, takarmany felvétel
szabalyozas
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Examination of a regulatory SNP of bovine RCAN2 gene in transgenic mouse model
Abstract

We examined numerous regulatory single-nucleotid-polymorphisms (rSNP) of bovine genes with
economically important traits in transgenic mouse models.

After bioinformatical studies and association surveys of genotypes/gene expressions, several
rSNP-s were selected by our colleagues, which probably can regulate linked gene expression.
These selected rSNP pairs (13 pair) were tested with different methods, finally we validated the
vector plasmid constructions containing two marker genes (AcGFP, DsRed) in mouse model. We
produced transgenic animal models through embryo microinjection with linearised plasmid
DNAs. One of the examined genes in cattle was RCAN2 (regulator of calcineurin), which is
particularly expresses in brain, heart and skeletal muscle. The RCAN2 protein has important role
in the calcineurin ruglation. This protein has influence to the attachment of transcription factors
in the promoter region of calcineurin sensible genes. RCAN2 protein controls the food intake and
body weight, hereby it plays an important role in age- and diet-induced obesity. Thus, it can be
responsible for the regulation of economically relevant traits.

We created two transgenic mouse lines (30 and 30M) with two alleles of RCAN2 promoter
different only in the rSNP studied. After genotyping progenies, we could identify 3-3 transgenic
offspring. We compared the expression level of marker genes by gPCR, and we confirmed that
there is an expression difference between the examined alleles in vivo. Consequently, the study of
SNP-dependent gene expression can be relevant in animal breeding.

Keywords: bovine, rSNP, regulomix, RCANZ2, calcipressin2, regulation of food intake

Bevezetés

A szarvasmarha szabalyoz6 polimorfizmusainak vizsgalatat egy francia-magyar
egyiittmiikodés keretében végeztiik el az elmult évben (Reglomix projekt). Célunk volt egy
nagyléptékii regulaciés egypontos nukleotid-polimorfizmus (rSNP) vizsgalat megvaldsitasa
szarvasmarhaban, ami fontos 1épésnek tekinthetd a szarvasmarha genom funkcionalis annotacidja
felé.

Az egypontos nukleotid-polimorfizmusok olyan DNS szakasz variaciok, amelyek csak
egy nukleotidban kiilonboznek egymastol. Megkiilonboztetiink tn. kapcsolt SNP-ket, melyek a
géneken kiviil helyezkednek el, ill. a géneken belill talalhato SNP-ket. A kapcsolt
polimorfizmusok nincsenek hatassal a képz6d6é fehérjék mennyiségére és mindségére, mig a
géneken beliil talalhaté polimorfizmusok befolyasolhatjak a termel6dd fehérje mennyiségét (nem
kodold SNP, a szabalyozd régiokban), és megvaltoztathatjdk a keletkezd fehérjék aminosav
sorrendjét (kddold SNP, a szabalyozo région beliil).

Vizsgalatunk targya: a promoter régiokban talalhatdo konzervalt polimorfizmusok, ezen
beliil is a transzkripcios faktor kotOhelyekhez kapcsolddd SNP-K hatasanak tesztelése. Ezek a
DNS szekvencia valtozatok a transzkripcids-faktor és transzkripcids-faktor kotohely
interakcidjanak befolydsolasan keresztiil lehetnek hatassal a képzddd fehérjék mennyiségére,
illetve a transzkripci6é mértékére.

Az atfogd nemzetkozi program elsé 1épéseként bioinformatikai elemzéseknek vetették ala
a kollégédk (Barta és mtsai.) a publikus adatbdzisokban elérhetd, illetve a francia partnerek
szekvenalasi adataibol nyert szarvasmarha genomszekvenciakat. Ennek eredményeként tobb mint
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6 milli6 SNP-t azonositottak a szarvasmarha genomban. (A publikus adatbazisokban (dbSNP) ma
kb. 22 milli6 szarvasmarha SNP-t talalhatunk.) Ezen belill megkozelitéleg 2800 szabalyozo
polimorfizmust fedeztek fel. Azt allapitottak meg, hogy ezek tobbsége a transzkripcids
starthelyek kozelében helyezkedik el. Egy masik érdekes megfigyelésiik, hogy sokszor az
regulaldé SNP-kben megtalalhatd variaciok megtalalhatdak ugyanebben a pozicidban mas fajok
ortolog szekvencidiban is. Ez vagy azt jelenti, hogy mas fajokban is SNP van ugyanebben a
poziciodban, vagy azt hogy a kiilonboz6 fajoknal kiillonbozo allélok fixalodtak.

A kisziirt szabalyozo polimorfizmusokat a francia csoportok vizsgaltak tovabb, melynek
soran elvégezték SNP-K genotipizalasat 5 kiilonb6z6 francia szarvasmarha fajta egyedeinek
felhasznalasaval (kb. 480 egyed). Ezutan rSNP genotipus-fenotipus asszociacios vizsgalatokat,
illetve genotipus-génexpresszid korrelacios teszteket végeztek. Ezek alapjan kivalogattak azokat
a szabalyozé polimorfizmusokat, melyeknek feltételezhet6en valamilyen hatasa van a hozzajuk
kapcsolodd gének expressziojara. Az igy kiszirt gének regulald polimorfizmusainak
szabalyozasat tovabb vizsgaltak in vitro sejttenyészetekben. Az SNP-ket tartalmazd promotereket
vektor plazmidba épitették egy markergén (GFP) elé. A plazmid konstrukci6 ezen kiviil még egy
viszonyitasi alapként szolgdld CNV promoterrel meghajtott dsRed jelzéfehérje gént is
tartalmazott. Azokat a plazmidokat, amelyek esetében a sejtekben megfigyeltek GFP expresszios
kiilonbségeket, (13 gén két kiillonb6z6 polimorfizmusa esetén talaltak kiilonbséget a
génexpresszioban) csoportunk tovabb vizsgalta in vivo koriilmények kozott egérben. A 13 par
SNP-bdl csak az érdekesnek tiné polimorfizmus parokat kaptuk meg, melyekr6l in vivo
koriilmények kozott is kivantuk bizonyitani, hogy ténylegesen hatassal vannak a fehérjék
keletkezésére.

Irodalmi attekintés

Az egyik vizsgalt szabalyozd polimorfizmus, amirdl feltételezték, hogy ténylegesen
hatassal lehet a fehérjetermelésre, az egyik kalcipresszin gén promoterében talalhatd. Az
kalcipresszin fehérjecsalad tagjai képesek megkdtni és gatolni a calcineurint, ezaltal befolyasolni
egy olyan transzkripcios faktor (NFAT) magi athelyez6dését, ami a kalcineurinhoz kapcsolt
gének kifejez6désében jatszik szerepet. llyen kalcineurin szignal altal befolyasolt folyamatok: T-
sejt aktivacid, szinaptikus plaszticitds, neuronok apoptdzisa ¢€s fejlédése, hipertrofia,
génszabalyozas a vaz és szivizomban (Rothermel és mtsai, 2003).

Az altalunk vizsgalt kalcipresszint Miyazaki és munkatarsai mutattak ki 1996-ban human
bor fibroblaszt sejtekbdl (mint thiroid hormon altal indukalt transzkriptumot) (Miyazaki és mtsai,
1996). A génrdl 2 splicing varians irodik at, melyek koziil az egyik jelentés mértékben az agyban
expresszalodik, mig masikrol kimutattdk, hogy az kozponti idegrendszeren kiviil a sziv-,
vazizomban Iis kifejezédik .

Fontos szerepe van az életkor és diéta indukalt elhizasban, egy leptin Gtvonaltdl fiiggetlen
mechanizmusként mutikddik a hipotalamuszban. A taplalék bevitelt és a testsulyt kontrollalja,
ezaltal szabalyozza az energia egyensulyt (Sun és mitsai, 2011). Megallapithato a
szarvasmarhdaknal gazdasagilag fontos tulajdonsag befolyasolasaért felelds génben is kimutathat6
egy feltételezett SNP hatas.
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Anyag és modszer

Laboratoriumunkban a francia csoporttdl kapott plazmid konstrukciokat alkalmaztuk
transzgénikus egerek eldallitasahoz, melyek felépitése az 1. abrdn lathato.

Egysejtes FVB/n egér embriok eldmagjaba injektaltuk a linearizalt plazmid DNS-eket,
majd a mikroinjektalast talélé embridkat alvemhes ndstények petevezetdjébe iiltettiik vissza még
egysejtes allapotban.

1. dbra. A beiiltetett plazmid konstrukcio térképe
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Figure 1. The map of the transfected plasmid contsruction

A megsziileté utédok koziil PCR segitségével valogattuk ki a transzgénikus egyedeket,
majd a GFP expressziot MRNS szinten kvantitativ  PCR alkalmazasaval detektaltuk és
hasonlitottuk ossze a két SNP-t tartalmaz6 egér vonal kozott.
irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy az itt talalhatd polimorfizmusok hatassal vannak a
génexpressziora. Ez a prion protein (PrnP) gén volt (Nakamura és mtsai, 2007). Sikeriilt els6ként
bebizonyitanunk, hogy tényleg van kiilonbség két szabdlyozd polimorfizmus génkifejezddésre
gyakorolt hatasaban in vivo koriilmények kozott.

Igy megkezdhettiik a kisérleteket a szamunkra fontos gének regulalo SNP-it
tartalmaz6 vektorokkal. Az 1. tablazatban talalhatok azok a gének, melyeknek promoterének
szabalyozasat vizsgaltuk a GFP expresszion keresztiil egérben:
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1. tdbldzat. Projekt kodok és a hozza tartozo fehérjék tipusai, melyek expressziojat
szabalyozé polimorfizmusait vizsgaltuk egér modellben

Regulomix kod 8 Fehérje tipus ’

Rax 8 Efrin receptor*

Rax 29 Mikrotubulushoz kapcsolt protein®

Ragx 30 Kalcipresszin®

Rax 33 Kopin®

Rgx 38 Lizoszéméhoz kapcsolt transzmembran fehérje®
Rgx 42 Tenascin®

PRNP Prion fehérie’

Table 1. Project codes and the studied rSNP-s affected different types of proteins in transgenic
mice.

Ephrin receptor, “Microtubulus associated protein, *Calcipressin, “Copine, *Lysosome-associated
protein transmembrane , ® Tenascin, ' Prion protein, 8 Code in regulomix project, *Type of
proteins

Eredmények
Az anyag ¢és modszer fejezetben leirtak alapjan eddig 10 transzgénikus egérvonalat
sikeriilt 1étrehoznunk, melyek a fent lathaté gének promotereit tartalmaztdk. Az 2. tablazat az

egerekkel kapcsolatos munkak eredményeit szemlélteti.

2. tablazat. Az egér transzgenezis eredményei

Kimosott . .. .. L.
. 1 ./ Injektalt/beiiltetett Megsziiletett Transzgénikus
Gének embriok ./ . 3 , . 4 . . 5
, 2 embriok szama utodok szama utodok szama
szama
PRNP 621 436 174 (39,9%) 7 (4%)
RCAN?2 328 277 84 (30,3%) 4 (4,7%)
TNR 297 236 59 (25%) 6 (10%)
MAPRE?2 184 127 21 (16%) 0
EPHA4 347 287 75 (26%) 9 (12%)
CPNEG6 722 327 25 (12%) 0
LAPTM4A 241 210 43 (20%) 4 (9%)
Osszesen: 2740 1900 481 (25%) 30 (6,2%)

Talbe 2. The results of mouse transgenesis

! Genes, Number of embryos, *Number of injected/transfected embryos, “Number of borned,
embryos, >Number of transgenic offspring
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A legtobb plazmid mikroinjektalasaval sikertlt 1étrehozni alapitd egyedeket, amelyekbdl
vonalat tudtunk eldallitani. A transzgénikus utodok egy részét feldolgoztuk, és a beldlik nyert
RNS mintakat qPCR segitségével hasonlitottuk dssze. A legnagyobb eltérést az kalcipresszin gén
esetében talaltuk, ahol egyrészt sikeriilt kimutatnunk mdajban és 1épben is a GFP kifejezddést.
Ezekben az esetekben is jelentds (kb. 8-szoros) expresszios kiilonbségeket tudtunk detektalni (2.
dbra). Tehat ezzel alatamasztottuk in vivo koriilmények kozott a sejttenyészetekben tapasztalt
expresszios kiilonbségeket az rgx 30 esetében.

2. dbra: Kalcipresszin prométer altal meghajtott GFP expresszio kiilonbség majban

GFP expresszio )

~ Expresszio
oON ko ®O

30m 30

- 1
allélok

Figure 2: GFP expression's difference in liver. The GFP promoter contains the examined
calcipressin SNP-s.

(2): allele (2): expression
Osszefoglalas

A Kalcipresszin promotere altal szabalyozott génexpressziot sikeriilt kimutatnunk maj és
1ép szovetekben is, emellett bebizonyitottuk egér modellben, hogy jelentds kiilonbség van a
kiilonb6z6 SNP-ket tartalmazo szarvasmarha Kalcipresszin promoter régiok szabalyozasa kozott.

Bizonyitottuk, hogy az altalunk kifejlesztett modszer alkalmas a szarvasmarha
gazdasagilag fontos génjeinek kifejezddését befolyasold szabadlyozo elemek azonositasara.

A projekt eredményei alapjan belathatjuk, hogy érdemes ezen modszerekkel (in silico, in
vitro, in vivo) j markereket keresni a szarvasmarha-tenyésztésben. A rendszer tovabbi
vizsgalatok alapjaul szolgéalhat, hiszen olyan genotipus-fenotipus kapcsolatokra vilagitott ra,
amiket eddig nem is feltételeztiink.
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