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Osszefoglalas

A Cs7BL/6] egértorzsben spontan mutacioval keletkezett, Gn. rough coat (rc)
egereket 1966- ban a Main dllambeli JAX laboratériumban azonositottdk, majd a
mutaciot 1977-ben a 9-es kromoszdmara térképezték kozel az Mpii-es génhez. Az
ezt kovetd évtizedekben a mutans torzs tudomanyos érdeklddés periférigjara kertilt
egészen 2004-ig, amikor is Prof. Dr. Csiszar Katalin a lysyl oxidase (lox) vizsgalata
soran célul tiizte ki, hogy azonositja a rough coat fenotipus koroki génjét, ami al-
lélikus lehet a lox-al. Bar a két gén kozott allélizmus nem volt kimutathatd, a tu-
domanyos kivancsisag a rough coat torzzsel kapcsolatban tovabbra is fennmaradt. E
disszertacioban olvashato tanulméanynak a célja, hogy azonositsa a rough coat egerek
megjelenésének genotipikus hatterét, valamint, hogy a mutacion keresztiil ment gén
molekularis funkciojara fényt deritsen.

A tanulmany 2. fejezetének az elején azokat a fenotipikus jegyeket hatdroztuk
meg, melyeket a pozicionalis klonozas soran kovetni kivantunk, majd a fejezet
tovabbi részében a mutdcié azonositasanak lépéseit targyaltuk. A mutans egerekre
autoszomalis recessziv 6roklésmenet jellemz6. Sziiletéskor a mutans egyedeket
alomtarsaiktol megkiilonboztetni nem lehet, de az elvélasztasi korban mar jol meg-
mutatkozik a nevet is ado, borzolt szérzettel jellemzhetd szérhullasos fenotipus, mely
az id6 mulasaval progresszivitast mutat. Ultrastruktaralis vizsgalatok megmutattak,
hogy a szérhullas hatterében nem a szdérszall megvaltozott strukturaja all, hanem
feltételezhetGen a sz6r novekedési ciklusdban bekovetkezett molekuldris valtozas. A
bér szerkezetének hisztopatoldgas analizise sordn hypertrophikus faggyumirigy sej-
teket azonositottunk, melyekre a vad tipusu alomtarsaikkal 6sszehasonlitva erdteljes
faggyutermelés volt a jellemz6. Mindemellett az egerek szignifikans hdnyadanal
(63%) egy éves kor utan spontan seb megjelenését tapasztaltuk a ventrélis nyaki
oldalon. A seb szovettani metszetén epidermalis hiperplaziat, alatta a dermiszben
pedig krénikus aktiv inflamindciét figyelhetiink meg. El6zetes vizsgalatok az rc
lokusz pozicidjat a DgMit162 marker (49.954 Mb) és a DgMitio4 (65.953 Mb) kozott
azonositottak. Két kiilonbozd egértdrzs, mar leirt és Gjonan felfedezett mikroszate-
lita markerek, valamint szekvencia analizis segitségével egy pontmutaciot azonosi-
tottunk egy eddig ismeretlen génen beliill (ENSMUSG00000070305) 44.989~45.009
Mb kozott, mely feltételezhetéen felel6ssé teheté a mutans fenotipus kialakitdsaért.
A mutaci6 a gén 3- as exonjaban egy G—A tranzicidt okoz, mely fehérjeszinten egy
Argioo—Gln cserét eredményez. A gén EST analizise ravilagitott, hogy a gén le-
galabb 2 db transzkripttel rendelkezik egérben. Egy 6 exonbdl all6 hosszabb transz-
kripttel, ami mintegy 237 aminosav hosszusagu polipeptid lancot kodol, valamint egy
révidebb, 2 exonbol all6 transzkripttel, ami 96 aminosavbdl all6 lancolatot kodol. A
fehérje aminosav sorrendje alapjan a Myelin Po fehérje csalad Myelin Protein Zero
(MPZ) és Myelin Protein Zero-like 2 (MPZL2, Epithelial V-like Antigen) fehérjéi-
vel mutatott nagyfokd homologiat, ezért mi a rough coat egerekben azonositott uj,
mindidaig ismeretlen gént MpzI3 (Myelin Protein Zero-like 3) génnek neveztiik el. A
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gén expresszios vizsgalata kimutatta, hogy a géntermék szamos helyen kifejez6dik az
egérben, tigymint az agyban, a belekben, a bérben, az izomban, a 1épben, a majban,
a nyelGcsében, a szivben, a tiidében és a vesében. A bor és fliggelékeinek kozelebbi
tanulmanyozasa poliklonadlis antitesttel kimutatta, hogy az MPZL3 a keratinocitak, a
sz0rtiiszd, és a faggyumirigy sejtjeinek a palzmamembranjaban lokalizalhato.

Azért, hogy az MpzI3 természetét és funkcidjat minél jobban megismerjiik a 3.
fejezetben in silico vizsgalatokat végeztiink el az MpzI3 nukleotid és fehérje szekven-
cidjat alapul véve. Kivancsiak voltunk, vajon a fehérje csak az emldsékben talalhatd-e
meg, vagy mar az evolucié korabban megjelent szervezeti formdiban is kifejez6dik.
Mindemellett vizsgalni kivantuk az MPZL3 domain szerkezetét a fehérje human or-
tologjanak az esetében, azzal a céllal, hogy esetlegesen a szekvencia, valamint szerkezeti
vizsgalatok az egér fenotipikus megjelenésével kiegészitve valaszt nyujthatnak a gén
mutdcidjanak human patologias kondicidjanak a kifejez6désére is. Vizsgalataink ki-
mutattak, hogy a fehérje eldszor a gerinces szervezetekben jelent meg. A fehérje szek-
vencidja emlésokben 79-99% azonossagot mutat. Mindegyik vizsgélt ortolég fehérje
a Myelin Po fehérjecsaladba tartozott, és rendelkezett Immunoglobulin V tipust do-
mainnel. Az USA Biotechnoldgia Informéciés Kézpontjanak (NCBI) UniGene adat-
bazisanak EST analizise alapjan humdan szervezetben a gén - egér szervezetben ta-
pasztaltakhoz hasonldan - szamtalan helyen mutat kifejez6dést. Ezenfelill munkank
soran vizsgaltuk a gén expresszivitasit EMBL-EBI Array Express microarray adatbdzis
alapjan. Eredményeink azt mutattdk, hogy a gén az immunrendszer felépitésében is
szerepet jatszo dentrikus sejtekben, valamint a CD4 és CD8 sejtekben is kifejezdik.
A fehérje 3D homoldgian alapulé analizise kimutatta, hogy az egérben tapasztalhat6
Argi100—GlIn muticié az immunoglobulin V tipust domén extracellularis oldalan
talalhato, és mint ilyen a prediktalt adhézios funkciot konnyen befolyasolhatja. A
homolég fehérjék vizsgalata megmutatta, hogy MpzI3 homolog fehérjéi a Myelin Po
(Mpz), valamint a Myelin Protein Like 2 (Mpzl2), vagy mas néven az Epithelial-V-like
antigen (Evai) fehérjék szintén rendelkeznek adhézids funkciéval, valamint jelent6s
szerepiik van az immunrendszer miikodésében is. Azért, hogy megvizsgaljuk vajon a
human szervezetben a fehérje hasonlé megjelenést mutat-e, mint az egérben, embri-
ondlis human fibroblaszt sejttenyészet felhasznalasaval Western blot analizist végez-
tiink, valamint az egér poliklonalis antitestjének felhasznalasaval human metszeten
immunhisztokémiai szovetfestést csinaltunk. Az emberi bérbél szarmazé szoveti
vizsgalataink kimutattak, hogy MPZL3 egy 54 kDa és egy 56 kDa nagysagu fehér-
jét kédol humanban, ami egy dimerizaciénak, vagy posztranszlaciés modositasnak
lehet az eredménye. Immunhisztokémiai vizsgalatainkban egérhez hasonloan a ke-
ratinocitak és a sz6rtiisz6k plazmamembranjaban 1év6 kifejez6dését tapasztaltuk. Az
eddigi eredményeket figyelembe véve a 3. fejezetben leirt eredmények alapjan azt
feltételeztiik, hogy a fehérje szerepet jatszhat emberben az immunrendszernek hibds
miikddésének kovetkeztében kialakulo szérhullasos folyamatokban, mint amilyen az
Alopecia szamtalan formaja.

Bar az MpzI3 in silico analizise a gén funkcidjat olyan adhéziés fehérjeként predik-
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Osszefoglalas

talta, aminek szerepe lehet immunmedialt szérhullasos folyamatokban, mint amilyen
az alopecia, a gén funkcionalis annotacidja nem tortént meg. A disszertacio 4. feje-
zetében funkcionyeréses és antiszensz morpholino knock down technikat alkalmaz-
va kisérletet tettiink az mpzl3 okozta komplex fenotipus hatterének a felderitésére
zebrahalban. Mindenekel6tt bioinformatikai adatbazisokban szereplé adatok alap-
jan vizsgaltuk az mpzl3 genom szekvencidjat, majd EBI InterProScan software segit-
ségével meghataroztuk annak doménstrukturajat, és a legkozelebbi szomszéd maéd-
szerével (neighbour joining method) azonositottuk a Myelin Po fehérjecsalddhoz
tartozd tobbi fehérjéhez fliz6d6 evolicios kapcsolatait. Evolucids értelemben vett
legkozelebbi fehérjék a mpz, a mpzl1, az evai és a scngb. Annak érdekében, hogy az
in silico adatokat megerdsitsiik, QRT-PCR és in situ hibridizacié segitségével meg-
hataroztuk az mpzl3 expresszidjat a fejléd6 zebrahal embridkban. Vizsgaltaink magas
mpzl3 expresszios szintet mutattak mar a megtermékenyitést kovetden, ami a gén-
expresszio anyai hatdsanak lehetséges kovetkezménye. Késobbi idépontba vett min-
takon az mpzI3 RNS szintjének a csokkkenését tapasztaltuk. In situ hibridizacié soran
a gén korai expresszidjat figyeltilk meg a halak oldalvonalanak az érzékeldsejteiben
(neuromast-ban), a kloakaban, a kopoltytivekben, valamint az tiszéhélyagban. Azért,
hogy meghatarozhassuk az mpzi3 funkciéjat, szintetikus mpzl3 RNS-t készitettiink
és 1-2 sejtes allapotban bejuttattuk a fejlédd zebrahal embridkba. A megnovekedett
mpzI3 szint hatdsara a halakra altalanos retardacio, a faroknyulvany megrévidiilt mi-
volta, a szivburok hypertrophidja és velesziiletett, anophthalmia volt a jellemz6. Az
embriok egy részénél mindkét szem teljes vagy részleges hianyat figyelhettitk meg,
mig masokndl csak az egyik szem fejléddése volt rendellenes, mig a masik normalis
fejlédést mutatott. Annak érdekébe, hogy az mpzI3 funkcidjardl teljes képet kaphas-
sunk, antiszensz morfolino knockdown technika segitségével vizsgaltuk a lecsokkent
mpzl3 szint hatasat a fejl6d6 zebrahal embriokra. A morfolindval kezelt halakra meg-
novekedett letalitas, dltalanos retardacid, az esetek 30 %-ban teljes mozgasképtelen-
ség, valamint kardio-vaszkularis elvaltozasok, ugymint hypertrophikus szivburok, és
az érfal szerkezeti valtozasai voltak a jellemzéek. In silico adatok alapjan feltételeztiik,
hogy az mpzI3 altal kodolt fehérje szerepet jatszik a csecsemdmirigy és a T sejtek
érésében, ezért a morphant halak csecsemdmirigy specifikus génjének, a recombina-
tion activating gene-1-nek (rag1) a kifejez8dését vizsgaltuk. Megéllapitottuk, hogy
a morphant halakban nem fejez8dik ki a ragr gén, ami a csecsemdmirigy fejlédési
és funkcionalis miikodésének a hidnyossagara utal. Annak érdekében, hogy meg-
hatarozzuk a morphant halakban megjelend transzkriptomikai valtozasokat, micro-
array analizist végeztiink el egyedi tervezésti 4x44 k mikrochipen. Mikrochip vizs-
galataink a knockdown mpzI3 morfolino embridkban az egyedfejlédésben fontos
jelatviteli utvonalak olyan elemeinek megvéltozott expresszidjat azonositottak, mint
a Notch vagy a Wnt.

Osszefoglaldsképpen elmondhatjuk, hogy ebben a tanulményban mikroszatelita
markerek segitségével azonositottuk a rough coat (rc) egértorzsben el6forduld gene-
tikai mutaciot egy eddig ismeretlen génben, amit mi a Myelin Po fehérjecsaladhoz,
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és legfoképpen a Myelin Protein Zero Like 2 (Mpzl2) fiiz6d6 nagyfoku szekvencia
homolégia miatt, Myelin Protein Zero Like 3 (MpzI3)-nak neveztiink el. Az oko-
zott fenotipus egy Arg-Glu szubsztitucié kovetkezménye a fehérje konzervalt funk-
ciondlis régidjaban. In silico technikak alkalmazdsaval vizsgaltuk eme fehérjének
a meglétét, és expresszios mintazatat ember esetében is. Vizsgalataink alapjan azt
feltételeztiik, hogy az emlitett fehérje szerepet jatszhat az immunrendszer mtikodé-
sének rendelleneségeivel 6sszefiiggd szérhullasos folyamatokban is, mint amilyen az
alopécia. Hogy a gén funkcionalis hatterét in vivio médon is tanulmdanyozni tudjuk,
azonositottuk az egér mpzi3 ortoldgjat zebrahalban, és a génre specifikus szinteti-
kus RNS molekula és antiszensz morpholino oligonukleotid felhasznalasaval funk-
cionyeréses és funkciovesztéses kisérletet végeztiink el. Vizsgalataink megmutattak,
hogy az Mpzl3 szamtalan fejldési folyamatban szerepet jatszik, aminek a hatterében
mikrochip vizsgalat alapjan a Wnt és a Notch szignalizacids utvonalak megvaltozott
mikédése 4llhat. Ugy gondoljuk, hogy a jévében az Mpzl3 kapcsolata a fent emli-
tett szignalizacios utvonalakkal hozzajarulhat a bér, az immunrendszer, valamint a
demyelinizacids folyamatok a pontosabb megértéséhez.
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