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Bevezetés, célkitiizések

A DNS metilacié alapveté molekularis folyamat, mely szoros kapcsolatban van az
embriondlis fejlodéssel, imprinting folyamatokkal, az X kromoszoma inaktivalédasaval, és
bizonyos rakos folyamatok kialakulasaval. A DNS metilacié elsésorban az Ugynevezett CpG
szigeteken a citozin esetében tapasztalhatd, de a CG helyektdl fliggetlenil is bekdvetkezhet. A
DNS metilaciés mintazat a nagyon korai embriondlis fejlédés sordn alakul ki, és a sejtek
osztodasat kovetoen a létrejott utddsejtekben fennmarad. Ezeknek a folyamatoknak a véghezvitelét
emlésallatokban mai ismereteink szerint harom DNS metiltranszferaz enzim végzi. A harom
ismert DNS metiltranszferdz a Dnmtl, Dnmt3a, valamint Dnmt3b (1,2,3,). Létezik egy negyedik
enzim az eukariotakban, mely a Dnmt2 nevet viseli, azonban aktivitdsa nagyon alacsony,
szerepérdl nagyon keveset tudnak, és emiatt nem soroljak be az igazan fontos metiltranszferazok
kozé. Bizonyos adatok szerint csak citoplazmaban elhelyezkedé tRNS metiltranszferaz (4). Ujabb
adatok alapjan azonban megis van szerepe a fejlédésbioldgiai folyamatokban (5). A Dnmtl,
Dnmt3a, valamint Dnmt3b enzimek funkcioi részben éatfednek, de alapveté kilénbségek
tapasztalhatok szubsztratspecifitdsukban in vivo és in vitro is.

A Dnmtl enzim olyan DNS molekulak metilaciojat vegzi el, melyek mar részlegesen
metilaltak, tehat elsésorban az a funkcidja, hogy a mar kialakult DNS metilaciés mintézatot
véglegesen létrehozza. Igy tehat a metilacids mintazat fenntartasanak fontos szerepléje (6). Haez a
fenntartd enzim hianyosan muakodik, abban az esetben a teljes genomra kiterjed alulmetilalt
(hipometilalt) allapot jon Iétre, mely az egerekben a magzatok korai elhullasat okozza (7).

A szintetizalodott Uj DNS molekuldk de novo metilacidjéért a Dnmt3a valamint a Dnmt3b
enzimek a felel6sek. Hidnyukban a Dnmtl-hez hasonléan a célzott génmddositassal Iétrehozott
mutans egerek koran elpusztulnak. A Dnmt3a mutans egér sziletése utdn néhany héttel, mig a
Dnmt3b hianyos egér mar a korai embrionalis korban elpusztul (8). A kettés knock-out model
sokkal sulyosabb fenotipust mutat (9), mely azt jelzi, hogy a két enzim bizonyos mértékben képes
ellatni egymas funkcigjat, illetve vannak atfedé funkcioik. Azonban a két enzimnek vannak

specidlis funkcidik is, melyeket nem lehet helyettesiteni.



A Dnmt3b enzim képes a nagyon magas GC tartalmi szekvenciak metilalodasat is
elvégezni. llyen szekvencidk talalhatok a kromoszomék centroméra koruli szatellit ismétlodo
egységeiben. Az ICF szindréma (immundefficiencia, arc kornyéki torzulasok jellemzik) egy olyan
emberi 6rokl6do betegség, melyben ezek a régidk alulmetilaltak. Bebizonyosodott, hogy az emberi
Dnmt3b génjében taldlhatd mutécidk, kapcsolhatok ehhez a szindréméhoz. Dnmt3a mutaciot
viszont még sohasem mutattak ki ilyen betegség esetében (10).

A dnmt3a génhez is kothetok valdszinileg specidlis funkcidok. Ez a gén sokkal inkébb
fontos a genomban talalhatd bizonyos egykopias gének pontos metilacios mintazatanak
Iétrejottéhez. Mindkét enzim képes elvégezni a nem CG helyek metilécidjat is, azonban ez a tipusd
funkcidjuk még nincs teljes mértékben tisztazva (11).

A DNS metilaciés mintazata a nagyon korai embrionalis korban alakul ki. Mig a petesejt
valamint a spermium DNS-e magas szintii metilaciot mutat, addig a megtermékenydilést kdvetéen
ez a metilacids szint torlodik. A metilacios mintdzat torlédéseének folyamata egyelére nem
tisztazott. A DNS metilacios mintazatanak torlodését kovetéen a de novo metiltranszferazok -
Dnmt3a és 3b- a Dnmtl segitségevel a holyagcsira idészakra Gjrateremtik a DNS metiléacids
mintazatat. Ez azutan fennmarad az osztodasok soran. A Dns metilacidja az emlésokben még
egyszer torlodik, valamint Gjraépll. Ez az id6szak az ivarsejtek kialakulasa. Az ivarsejtek
kialakulasa folyaman az 6sivarsejtek még magas DNS metilacios szinttel jellemzettek, az érés
sordn a DNS elvesziti metilacios mintazatat, de az az érett petesejtben és spermiumban mar
ismételten helyreall. Ebben az idészakban alakul ki bizonyos anyai valamint apai géneknek a
késébbi monoalléles kifejez6désnek megfelel6 epigenetikai mintazata (12).

A Dnmt3a valamint 3b metiltranszferdz kiloénbozé splicing izoformakat képes létrehozni.
A Dnmt3b esetében két aktiv izoforma, a 3b1 valamint a 3b2 aktiv. Ezekrdl bebizonyosodott, hogy
a spermatogenezis soran kialakuld (j metilacios mintazat kialakuldsa soradn kilénb6zé
stddiumokban kapcsolodnak be (13). Az ismert Dnmt3b3, Dnmt3b4, Dnmt3b5, Dnmt3b6
metlitranszferaz funkcioval nem rendelkezik, de a metilacié szabalyozdsiban pozitiv illetve
negativ regulatorként szerepet jatszhat.

Mivel a Dnmt3b fokozottan mtkddik bizonyos tipusu tumorokban, ezért feltételezik, hogy
szerepet jatszik bizonyos tumorok kialakulasaban is (14).

A Dnmt3b RNS 3’ nem transzlalodo régioja tartalmaz egy specifikus elemet (15). Ezt az
elemet CPE elemnek nevezik, és lényegében egy specialis poly-A motivum. A CPE motivumhoz

specidlis fehérjék képesek kapcsolodni (pl a CPEB nevezeti fehérje a cyclin-B1 fehérje esetén). A



CPE motivumhoz kapcsolodd fehérjék képesek a poly-A farok hosszanak szabalyozasaval
irdnyitani a fehérjék megjelenési idejét. llyen modon a fehérje szigorian szabalyozott mddon
jelenhet meg térben és idében. A Dnmt3b fehérje kordbbi vizsgalataink szerint a petesejtben
nagyon szigoruan meghatarozott helyen talalhato, mégpedig a petesejt kiils6 rétegébe lokalizalodik
(16). Hasonl¢ kifejez6dést mutat a petesejtben a Dnmtl fehérje is, és a Dnmtl RNS szintén hordoz
CPE motivumot. Véleménylink szerint ez a specidlis elrendezédés biztositja azt, hogy a
megtermékenyiilést kdvetéen mikor megtorténik a metilaciés mintazat torlédése, akkor azt ne
zavarjdk meg a Dns metiltranszferdz enzimek. A torl6dés id6szaka mindgdssze néhany orara teheto.

A kutatas célja az emberi Dnmt3b DNS metiltranszferaz tultermeltetése az embrionélis
fejlodés korai szakaszaiban. El6zetes vizsgélatok szerint széleskorii promoterrel szabalyozott
Dnmt3b-t tultermel6 egerek a korai embriondlis korban elpusztulnak. Kizérélag olyan
transzgénikus egereket sikerilt 1étrehozni ilyen modon, melyek hordozzak a transzgént, de nem
expresszaljak azt (Jaenisch személyes kozlés 2003). A gén fehérjetermékének széleskori
taltermelése valdsziniileg ugyanolyan komoly zavarokat okoz a DNS metilacioban mint a fehérje
hidnya. Ezért olyan mddszerrel szerettem volna tultermelni a transzgént, hogy

1. szabalyozhaté médon miikddjon
2. hatultermeljik, a megfelel6 idében, expresszaljon a megfelelé helyen.

E két cél elérését gy akartam elérni, hogy olyan nukleinsav konstrukciokat hozok létre, melyek
nem tartalmazzak a fent leirt CPE motivumot. Ezaltal ha sikerul tultermeltetni a transzgént, az
nagy valdszintiseggel nem fog kizéardlag kortikalis kifejez6dest mutatni, hanem jelen lesz a korai
embridban kozvetlenul a DNS mellett. Ez&ltal funkcionalisan is miikddoképessé valik. Az id6ben
irnyitott kifejezodést kétféleképpen céloztam elérni. Az els6 mddszerrel a megfelel6 cDNS
konstrukciorol in vitro transzkripciot végziink, majd a megfelel6 véddésapkéaval ellatott RNS
molekulat kozvetlenil mikroinjektaljuk az érett petesejtbe, valamint a korai embriokba. Ezzel a
modszerrel, ha az RNS molekuldk funkcionalisan aktivak, akkor kozvetlenil az embrionalis
fejlodés nagyon korai szakaszaiban befolyasolhatjuk a dns metilaciét, abban az idészakban amikor
az epigenetikai mintazat torlodésnek kell bekdvetkeznie. Mivel a mddszert még nem alkalmazta
senki, emiatt kimenetele is kétséges lehet. Ebbdl addddan vélasztottam egy méasik megkdzelitést is,
ahol olyan transzgénikus egereket hozok létre, melyekben a Dnmt3b enzim miikodése
tetraciklinnel szabalyozhato.

A transzgént természetesen szintén a korai embriondlis fejlédés soran szeretnenk

bekapcsolni. A mikédo transzgént ezt kdvetéen RNS, valamint fehérje szinten szdndékoztunk



nyomon kdvetni. Megfelelé expresszié megléte esetén azt varjuk, hogy az embrionalis fejlodés
soran a DNS metilaciés mintdzata megvaltozik, kisebb-nagyobb zavart szenvedhet. Ez
megnyilvanulhat globalis alulmetilaltsagban, mivel a globalis metilaltsag létrejottében a Dnmt3b
kulcsszerepet jatszik. Ezentdl anyai, illetve apai imprintinget mutaté gének metilaltsagat is
megvaltozhat. Itt elsésorban a H19, Igf2r, valamint Snrpn génekre gondolok, melyeknek jol
ismert, és jellemzett un. kilénb6zé6 modon metilalt régiot hordoznak. Ez a régid jatsza a donto

szerepet az imprinting folyamatokban az egyes genek esetén.

Eredmények és értékelésik

1. Az egér Dnmt3b teljes hosszusagu cDNS kldnozasa a CPE motivum nélkil

C57BL6XCBA keresztezéshol szarmazo nostény egereket termékenyitettem meg, majd a
keresztezéshol szdrmazd holyagcsira allapotu embridkbdl RNS-t izolaltam a Qiagen Rneasy Kitje
segitsegevel. Az RNS-bél RT PCR madszerrel felszaporitottam a Dnmt3b cDNS-t, igy hogy az ne
hordozza a 3° nem transzlalédo régidban a fent jellemzett CPE motivumot, és a poly-A szignélt. A
megfelel6 cDNS létrehozésédhoz a Promega Acces RT-PCR egylépéses kitjét hasznaltam az alabbi
Dnmt3b specifikus primerek felhasznalasaval.

DnmtF: 5’ ctccegcetgeceegteegge 3’
DnmtR 5’ ccattacgatggcatttctga 3’
A primerek egy 4053 bp hosszusagi cDNS szaporitottak fel. A felszaporitott cDNS végeire TAQ
polimeraz segitségével illesztettem egy termindlis adenozil csoportot, hogy ezt kovetéen T
vektorba klénozzam. A T-vektort hazilag allitottuk el6 pBluescript Il SK vektorbdl. Ezt a vektort
hasznaltam a tovabbi klonozési lépések folyaman. A T vektorbdl EcoRI valamint részleges
Hindlll emésztést kovetéen a cDNS fragmentet atklonoztuk pMF-T7 vektorba (a vektort
Makovics Ferenctl kaptam) EcoRI-Hindlll helyre. Ezen lépés sordn a 3° nem transzlalodo regid
az EcoRI emésztés miatt 40 bp-ral révidul. A pMF-T7 vektor tartalmaz egy T7 promdtert valamint
SV40 poly-A szignélt. A vektor igy alkalmas arra, hogy in vitro transzkripcidéval mikddoképes
RNS-t hozzunk létre.

A klonozési 1épéseket kovetéen a pMF-T7-Dnmt3b konstrukciot felhasznalva az Ambion
mMessage mMachine T7 ultra kit felhasznalasaval in vitro transzkriptumot készitettem. A kit

alkalmas linearis plazmidrél veédoésapkéaval és poly-A farokkal ellatott funkciondlis mRNS



molekuldk készitésére, melyek hasznalhatok mikroinjektalasra. A plazmidot Xbal emeésztéssel
linearizaltam, majd kdvettem a gyart0 utasitasait. A létrejott in vitro transzkriptum képe az 1.
abran lathato.

— 4.0kb

1. &bra A létrehozott in vitro transzkriptum gélelektroforézis képe 1% denaturdld gélben,
etidium bromiddal megfestve.

Az elkészilt in vitro transzkriptumot ezt kdvetéen az Ambion Megaclear kitjének segitségével

tisztitottam. A transzkriptum igy mar alkalmas a mikroinjektalésra.

1. Invitro transzkriptum mikroinjektalasa érett petesejtekbe

A mikroinjektalast érett petesejtekbe, valamint korai egysejtes embridkba terveztem elvégezni.
A petesejt mikroinjektalas kivitelezéséhez azonban szlikseéges volt az egér in vitro fertilizacio
beallitdsara, hogy a megszurt petesejtekbol €l allatokat hozzunk létre. Az in vitro fertilizacio
optimalizasahoz a Jacksons laboratorium kissé modositott protokoljat hasznaltam. C57BL6XCBA
keresztezésbol szarmaz6 F1 hibrid egereket szuperovulaltattam, majd petesejteket nyertem. A
petesejteket HTF fertilizdciés médiumcseppekbe helyeztem. A termékenyitéshez FVBN torzset
hasznaltam. A vas defferens-b6l spermiumokat mostam ki, és szintén HTF médiumban taroltam.
10 perces inkub&cié utan az él6 spermiuok felisznak a médium tetejére, és begyujthetok. A
megtermékenyité cseppben a spermiumszamot kortlbeltl 1millié/ml koncentrécidra allitottam be.
Ezt koveti a fertilizcié négy dran keresztil, 37 fokos hémérsékleten. A termekenyité lépést
mosasi 1épés koveti HTF mediumban, majd a megtermékenyitett petesejteket KSOM tenyészto

médiumba helyeztem. A modszerrel 70-80% termékenydilesi aranyt sikerdlt elérni, ami az irodalmi



adatokndl Kicsit gyengébb, de hasznalhatd.

A Dnmt3b védoésapkaval ellatott funkciondlis transzkriptumat egér érett oocytidkba
mikroinjektaltam. Az injektaldshoz a petesejteket szuperovulaltatott egerekbél mostam ki, majd
hyaluronidaz enzimmel kezeltem, hogy a petesejtekrol eltavolitsam a kumulusz sejtek nagy részét.
Az mRNS-t kétféle pufferrel mikroinjektadltam az oocytakba (10 mM Tris, 0.15 mM EDTA
valamint 5mM Tris 0.1 mM EDTA ph 7.4). Az RNS-t 0.01-0.1 mg/ml koncentraciéban szdrtam.
Az injektélas soran kb. 5 picoliter mennyiséget juttattam be az oocytékba, ahol a petesejt magjat
sejtettem. Az altalam hasznalt modszerrel az oocytdk maximum 20%-a élte tul a részben
citoplazmaris, részben magi szarast. Megemlitem hogy 5 pl mennyiség ebben az esetben elég nagy
mennyiségnek szamit, hagyomanyos mikroinjektalds sordn ez csak kb. 1 pl. Ebben az esetben
azonban sziikseg van erre, hogy minél nagyobb valdsziniiséggel jusson az mRNS a DNS kdzelébe.
A talélés sem az RNS koncentraciotol, sem a felhasznélt puffertdl nem fuiggott 1ényegesen, habér a
0.1 mg/ml koncentricid kisebb talélést eredmenyezett a petesejtek szaméra. Megéllapitottam,
hogy ebben az allapotban nagyon érzékenyek az oocytak, kiléndsen ha nagy térfogatban és
elsésorban citoplazmarisan kaptak a szurést. Az eredményeket Kissé javitotta a hutott
mikroszkopos targylemez hasznalata, mely rigidebbe, és ezaltal ellenallova tette a petesejteket, ez
azonban az in vitro termékenyitesi eredményeket befolyésolta negativan.

A tUlélt petesejteket mesterségesen termékenyitettem, mely a szdrt embriok esetében csak
55%-0s hatékonysagu volt, szemben a kontrol embriok esetében tapasztalttal. Az embriokat in
vitro koérulmények kozott tenyésztettem holyagcesira allapotig KSOM médiumban. A tenyésztés
folyaman az embriok tovabbi 60%-a pusztult el. Mivel ennek a pusztulasnak nagy része
bekdvetkezett a 8 sejtes stadium eléréséig, ezért én ezt személy szerint inkdbb a szdras
kdvetkezményének tartom, és nem a nagymértékben megzavart DNS metilacionak. Azonban ez
utoébbi sem zérhato ki. llyen korai embriokbol azonban nem lehet megfelelé mennyiségii DNS-t
tisztitani sem metilacié érzékeny Southern vizsgélatokhoz, sem megbizhaté biszulfit
szekvenalashoz. Mivel a petesejtek szlrésa eseten tul magas volt az embridveszteség, ezeket az
embridkat nem (ltettem alvemhes néstényekbe, hanem agy dontéttem, hogy a mikroinjektalast a

korai egysejtes stddiumban végzem, mely sokkal kénnyebben kivitelezheto.

2. A Dnmt3b mRNS mikroinjektalasa korai embriokba.

Mivel az in vitro transzkriptum szlrasa eérett petesejtekbe nagyon kis hatékonyséaggal



mikodott, ezért attértem a korai embriok mikroinjektalasara. A moddszer elénye, hogy nem
szlikséges hozz& IVF procedura, valamint az embriok sejtmembranja sokkal jobban tiri a
mikroinjektalast, mint a petesejteké. Osszesen 227 embrié embrid mikroinjektalasat végeztem el,
amikor még két elémagvat tartalmaztak az embridk. Ebben az esetben kdzvetlenul az elémagba
injektaltam 5 pl RNS-t 0.5 mg/ml koncentrécidban. A két elémag 6sszeolvadasa utan lebomlik a
maghértya, ebben a stadiumban is végeztem mikroinjektalast, a citoplazmaba. A talélt embriokat
kétsejtes allapotban visszailltettem alvemhes anyak petevezetdibe. Osszesen 63 embrio volt
alkalmas a beiltetésre, melyeket 6t dlvemhes anyaba ultettem. Osszesen 12 utddot sikeriilt nyerni.
A megszuletett utdédok semmilyen fenotipikus jellegikben nem kilonboztek a normal egerektol.
Minden utdd termékenynek bizonyult. Mivel a DNS metilacioja fontos szerepet tolt be az
embriondlis fejlédésben, ezért azt vartam, hogy a megszuletett utodok kozoétt lesznek olyanok,
melyek fejlodési hianyokkal kizdenek. Természetesen itt sem zérhatd ki, hogy csak azok az
utodok szllettek meg, melyekben nem tortént jelentés zavar a DNS metilacioban, azonban mivel
12 utdd kozul mindegyik teljesen normalis én ez utdbbi lehetéséget elvetem.

A Dnmt3b a tumorfejlédésben is szerepet jatszik, ezert a megsziiletett &llatokat 10 honapos
korukban felboncoltuk. Egyetlen allatnal sem taldltunk elvaltozasokat. A felboncolt allatok
méjabol DNS tisztitast végeztiink, és metilacio érzékeny southern, valamint bisulfit
szekvendlasnak vetettilk ald a majmintakat. Mivel a Dnmt3b részt vesz a globalis metilaltsagi
mintazat létrehozasaban, tobbek kozott a centroméra koruli kis szatellit szekvenciak metilalasaban,
ezért végeztik el a metilacio érzékeny Southern (leirdsa késébb) hibridizaciot, probaként
felhasznalva az egér kis szatellitt szekvencidjat. Mivel az embriondlis korban a globalis metilacios
mintdzat Ujra kialakul, ezért csak nagyon erés hipermetildltsdg esetén vartam kiilonbséget az
mRNS injektalt utdd, valamint kontrol tarasaik kozott. A kontrol allatokat szintén injektalas soran
hoztam létre, azonban az injektalashoz csak az injektalo puffert alkalmaztam RNS mentesen. A
kontroll és és RNS injektélt allatok tehat teljesen azonos modon jottek Iétre. A Kisérletben a
vartnak megfeleléen nem tapasztaltam kiilonbseget a metilacids southern mintazatdban. Minden
allatban, beleértve kontrol csoportot is, erés metilaltsagot talaltam az adott probat hasznalva (17).

Mivel a Dnmt3b részt vesz bizonyos anyai valamint apai géneknek a kesébbi monoalléles
kifejezodésnek megfelel6 epigenetikai mintazatanak kialakitdsaban, ezért a H19 valamint az Snrpn
géneknek kilonbozékeppen metilalt régidit vizsgaltam meg bisulfit szekvenalas segitsegével. A
bisulfit szekvenalas sorén a bisulfit kezelés a DNS citozinjait uracilld alakitja, mig a metil-citozint

épen hagyja. A modszer soran a megfelel6 enzimmel (esetinkben hindlll) emésztett DNS



alacsony olvadaspontl agar6z gyongyokbe agyazzuk, majd ezt kdvetéen az agar6z gyonggyel
elvégezzik a bisulfit atalakitast. Mosasi Iépések utan az agaroz gyongyot felmelegitjik, és nested
PCR reakciot végzink megfeleléen kivalasztott primerekkel. A kapott fragmenteket klonoztam
pGem-T easy vektorba, majd megszegvenaltam oket. A szekvenalas utan kapott eredmények a 2.
abran lathatok. A szekvenalas sordn 3 allatbdl szd&rmaz6 DNS-t szekvenéltam, valamint 3 kontrol
allatot. A bisulfit szekvenalas nagyon jo hatékonysaggal képes elkiloniteni a citozint a metilalt
citozintél. Minden egyes allatbol 6-10 flggetlen klont elemeztem. A kisérletekhez a kovetkezd
primereket hasznaltam:

H190F 5-GAGTATTTAGGAGGTATAAGAATT-3,

H190R 5-ATCAAAAACTAACATAAACCCCT-3,

H19IF 5'-GTAAGGAGATTATGTTTATTTTTGG-3',

H19IR 5-CCTCATTAATCCCATAACTAT-3

SNRPNOF 5'-TATGTAATATGATATAGTTTAGAAATTAG-3',

SNRPNOR 5'-AATAAACCCAAATCTAAAATATTTTAATC-3',

SNRPNIF 5'-AATTTGTGTGATGTTTGTAATTATTTGG-3',

SNRPNIR 5-ATAAAATACACTTTCACTACTAAAATCC-3.

A kiserletek eredménye alapjan elmondhatd, hogy a H19 gén esetében siker(lt elérni kb
15%-kal megndvekedett metilacios szintet. Ez a majban talalhatd monoalléles kifejez6dését a H19
génnek nem befolyasolta, azonban a 15%-0s metilacios kilonbség a Dnmt3b tultermelésének
eredménye. A kisérletek hasonléan alakultak az 5-0s és 3-as szdmu allat esetében. A kapott
metilacids szint emelkedések a kovetkezok 7-es 17%; 5-0s 18%;3-as 11%.
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2. dbra Metilaciés mintazat rr:ikroinjektélésbél sziletett 7-es, valamint kontrol egér H19
génje eseteben. A mintak a majbol szd&rmaznak. Minden egyes sor egy kilén DNS mintat
reprezental. Minden oszlop egy meghatarozott CG hely. A tele kdrdk a metil- citozint, mig
az Ures korok a nem metilalt citozint mutatjak. A- mikroinjektalasbol sziletett utod, B-
kontrol injektalashol sziletett allat

Hasonlo vizsgalatokat végeztiink ugyanezeken az allatokon az Snrpn gén eseteben is. Ott



azonban nem taldltunk kilonbséget az injektalt és a nem injektalt allatok kozott. Az eredmeények
azt mutatjak, hogy egyes gének esetében sikerilt enyhe hipermetilaciét l1étrehozni. Ez hosszutavon
okozhat megemelkedett esélyt tumorok létrehozéasara. Ennek elddntésére azonban a kisérleteket
specidlis genetikai hattéren lenne érdemes megismételni.

Az 0rokito sejtek metilacios mintazatat a H19 valamint az Snrpn géneknél nem vizsgaltuk.
Ennek az az oka, hogy az dscsirasejtek kialakuldsakor ismételten torlédik a metilacids mitazat.
Ennek Gjrairdsaban mar nem vehet részt az embrionalis korban bejuttatott in vitro transzkriptum.
gy az a speciéalis mintazat, (H19- a spermium teljesen metilalt, a petesejt teljes mértékben
demetilalt; Snrpn- a spermium teljes mértékben demetilalt, a petesejt teljes mértékben metilalt)
amely jellemzé erre a két génre biztosan kialakul.

4 A Dnmt3b tetraciklinnel szabalyozott genkonstrukcio létrehozésa

A korai embriondlis tultermeléshez a masik kivalasztott mod a tetraciklinnel regulalt Dnmt3b
overexpresszio volt. A kiseérleti elrendezés az un. TET-off rendszer volt. Ebben a rendszerben a
tetraciklin megvonasa hatésara indul meg az expresszio. Alapja egy tetraciklin szabalyozta
transzaktivator (tTA). Ez a fehérje nem maés, mint a tet represszor DNS koto fehérje és egy erés
transzaktivator fehérjedomén fuzidja. Ez a fehérjeegység kepes szabalyozni minden tetraciklin
érzékeny promoterrel indukélt fehérje mukodeset. A helyes mukddeshez tehat ket transzgénnek
kell egyuttmtikddni. Az elsé transzgén egy széleskorii promoterrel (CMV) szabalyozott tTA gén, a
masodik transzgén pedig egy tetraciklin érzékeny promoterrel ellatott célgén, esetinkben a
Dnmt3b gén. Tetraciklin hidnyaban a tTA fehérje kapcsolodik a tetraciklin érzékeny promoterhez,
és beindul a Dnmt3b termelése. Tetraciklin jelenlétében a tTA nem képes kapcsolodni a TRE
promoterhez, és a célgén inaktiv marad. A tetraciklin a rendszerbe itatassal juttathaté be. A
rendszer elénye, hogy a célgén barmikor ki illetve bekapcsolhatd, hatranya, hogy dupla
transzgénikus &llat létrehozasa szlikséges. Szerencsére a CMV-tTA tranzgénikus egér kdnnyen
beszerezhetd.

A tetraciklin érzékeny promdterrel ellatott Dnmt3b transzgénikus egér létrehozdsahoz az 1.
pontban leirt pTRE-Dnmt EcoRI-Hindlll fragmentet hasznaltam. A fragment ragadds végét
eltavolitottam (bluntoltam), majd a Clontech pTRE-tight vektoraba Smal helyre atklénoztam. A
megfelel6 orientaciot Xhol emésztéssel ellenériztem. A pTRE-tight vektor tartalmaz egy

tetraciklin érzékeny promdtert, valamint az SV40-b6l szarmazd poly-A szignalt. A létrehozott



konstrukcié linearizalds utdn alkalmas transzgénikus allatok létrehozasara. A plazmid
linearizalasat BciVI1 enzimmel végeztem. Ez az enzim kivag egy kb 5.5 kb hosszusagu fragmentet
a pTRE-Dnmt3b plazmidbdl, mely hordozza a tetraciklin érzékeny promotert, a Dnmt3b cDNS-t a
CPE motivumok neélkil, valamint egy SV40 poly-A szekvencidt. A mikroinjektalo fragmentet
Qiaquick fragment tisztitd kittel tisztitottam agar6z gélelektroforézist kovetéen. A mikroinjektald
FVBN egerket szuperovuléltattam, majd azokbdl egysejtes allapotd zigotakat mostam ki. A
zigotak apai elémagjéat a fent leirt konstrukcioval mikroinjektaltam. A mikroinjektalast tulélé 137
embriot 10 alvemhes anyaba (ltettem vissza. Osszesen 44 élé utddot kaptam. Az utodokat a
human Dnmt3b cDNS-re specifikus PCR segitségével teszteltem le. Az utédok kozll ketté (#4,
#17) bizonyult PCR pozitivnak (3.4bra)

KBL - 4 17

200bp

3. dbra Az alapitd egyedek tesztelése PCR segitségevel. 4, 17,- a pozitiv egerek. KBL-
kilobazisos létra, -K negativ egér kontrol.

A Kisérletek soran az alabbi primer parokat hasznéaltam a tesztelésre:

testF: GATCTTTGGCTTTCCTGTGC

testR: ATGCCTTCAGGAATCACACC

A primer parok a 3. abran lathaté 215 bp hosszisagu specifikus fragmentet szaporitjak fel.

A transzgén jelenlétét ezt kdvetéen Southern hibridizacioval ellenériztem le az alapit6
egyedekben. (4. abra). Az alapitd egyedekbdl genomi DNS-t izolaltam, Sacl enzimmel
emésztettem, majd a DNS mintdkat gélelektroforézist kovetéen Hybond-N+ memréanra
rogzitettem. Ezt kovetéen a fent leirt primerekkel 1étrehozott 215 bp hosszisdgu DNS szakasszal
hibridizaltam a membrant, a Sigma PerfectHyb+ oldataval, az el6irdsoknak megfeleléen. A
hibridiz&cioban egy 900 bp. hoszz(sagu fragmentet vartam. A hibiridizacié megerésitette a PCR

eredmeényét. A két pozitiv utodot igy valodi alapitonak tekinthetjuk.
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4. dbra A pozitiv allatok kivalasztasa Southern hibridizacioval. A zsebek folott az alapitok
szama, -K negativ egér kontrol, +K plazmid kontrol

Az alapito egyedeket ezutan kereszteztem vad tipusu FVBN egerekkel, majd a fent leirt PCR
segitsegevel kivalogattam a pozitiv utddokat. Mindket vonal esetében az utodok kordlbelul 50%
volt transzgénikus, mely arra utal hogy az alapitd egyed nem volt mozaikos beépulésii, valamint
hogy az integracié valoszintileg egy integracios helyre tortént meg. A kapott F1 generécio
hemizigdta egyedeivel testvérparoztatds utan létrehoztam az F2 populaciot, melybél slot blot
hibridiz&cioval kivalogattam a homozigdta jeldlteket. A homozigota jeldlteket ezt kdvetéen
visszakereszteztem tesztkeresztezés céljabdl vad egerekkel. Abban az esetben ha a teszt PCR
szerint minden utod pozitiv, akkor a tesztelt szulé valéban homozigéta volt. A homozigéta
vonalat ezt kdvetéen homozigoéta testverkeresztezéssel szaporitottam tovabb.

A két transzgénikus hemizigdta vonalban meghataroztam a kopiaszamot kvantitativ Real-Time
PCR segitségével. A kopiaszdm meghatarozashoz az Applied Biosystems Power Sybr green
master mixét hasznaltam. A kisérletet az alabbi primerekkel végeztem:

QdnmtF: CCCATTCGAGTCCTGTCATT

QdnmtR: GGTTCCAACAGCAATGGACT

A felsokszorozott szakasz 120 bp hosszusagu. A kopiaszam meghatarozdshoz az injektélt fragment
higitasi sorat készitettem el genomi hattér felhasznalasaval. Majd az 1,2,3,4, 5,10,20 kdpiaszam
higitasok mellett, megfuttattam a két hemizigota vonal DNS-ét tartalmaz6 mintat. A vizsgélatokat
a Corbet Research RotorGene 3000 gépén végeztem el. A vizsgalatok eredményét az 5. abra
mutatja.
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5. abra. Kopiaszdammeghatérozas kvantitativ Real TimePCR modszerrel. X tengelyen a
ciklusszam, Y tengelyen a relativ fluoreszcencia lathaté. A 17-es és a 4-es minta kozott

pontosan 1 Ct érték kulonbség van, mely egy ciklust azaz kétszeres killonbséget jelent.

Mivel a Real-time PCR-ben a 4-es és 17-es minta kdzott pontosan kétszeres kiillonbseg van,
valamint a 4-es vonal megfelel a 4 kopianak (az abran az egyszeri értelmezés miatt nincs jeldlve a
higitasi sor), ezért figyelembe véve a higitasnal szdmithat6é pontatlansadgokat, a 4-es vonal kb 2-4,

mig a 17-es vonal 8-10 kdpiaszamunak bizonyult.

5. A dupla transzgénikus vonal létrehozésa

Az éltalam létrehozott homozigota transzgénikus vonalat a CMV prométerrel szabalyozott tTA
homozigota transzgénikus egérvonallal kereszteztem. Ezt az egérvonalat C. Walsh bocsatotta
rendelkezésemre. A két egér keresztezesébol létrejott dupla heterozigdta egyedekbdl, a mar fent
leirt modszer segitségével dupla homozigoéta allatokat nyertem. A dupla homozigéta jeldltek vad
tipust egérrel keresztezett utddait multiplex PCR segitségével azonositottam, és igy valasztottam
ki a megfelel6 homozigota egyedeket. A multiplex reakciéban a fent hasznalt testF és tesR
primereket hasznaltam, valamint a CMV specifikus primerpérokat, melyek a kévetkezék

cmvtestF: CAAGTACGCCCCCTATTGAC



cmvtestR: TATCCACGCCCATTGATGTA

A PCR reakcio eredmenyeként egy 163 bp hosszisagu fragmentet kaptam, valamint a mar fent
jellemzett 215bp hosszUsagu szakaszt. A 6. abran lathat6 egy dupla transzgénikus homozigéta egér
utodainak PCR vizsgélata. Ha az eger dupla homozigdta, minden utddanak PCR pozitivnak kell

lennie.

200bp

6. abra A dupla transzgénikus homozigota egér utddainak tesztelése. 1. csatorna DNS létra; 2-
6 utddok DNS mintéja,; 7- kontrol egér DNS

6. A dupla transzgénikus egervonalak vizsgalata

A dupla transzgénikus egerekben a transzgén aktivacioja utan lehet elvégezni a megfelel6
molekuléris vizsgalatokat. A transzgén aktivaciojat a tetraciklin itatds megvonasaval érhetjik el. A
tetraciklint (doxycycline formaban) 0,05 mg/ml koncentracioban kevertlk az ivévizbe 5%
szachardz jelenlétében. A tetraciklin megvonast kdvetéen vizsgaltuk a Dnmt3b expresszidjat a
transzgénikus egerekben. A két vonal kozll csak az egyikben sikerilt expressziot elérni, az
alacsonyabb kopiaszamu 4-es vonalban. A masik vonalban harom hét tetraciklin megvonast
kovetéen sem sikerilt RNS szinten detektalni a transzgént. A 4-es vonalban RNS szinten az
expressziot RT-PCR, valamint kvantitativ RT-PCR mddszerekkel vizsgaltuk. A 4-es vonal minden
vizsgalt szovete (agy, sziv, tids, méaj,lép, vese, izom, gonadok) expresszélta a transzgént indukcio
hatasara. Az indukciot kdvetéen az expresszio harom nap malva jelent meg el6szor mérhetéen,
majd a 8. napon elérte a maximalis expresszios szintet. A kifejez6dés azonban minden esetben
nagyon gyengének bizonyult. A legerésebb a majban volt, ahol a transzgén expresszidja csupan
5%-a az endogén expresszidnak, melyet az egér blasztocisztaban lehet mérni (18). A mennyiségi

meghatarozast kvantitativ real time PCR modszerrel végeztilk, Power Cybergreen Kitet hasznalva.



Az 0sszehasonlitdsban belsé kontrollnak a Hprtl génjét valasztottam. Az RT valamint Realtime
PCR vizsgalatokban az alabbi huméan Dnmt3b primereket hasznéltam a detektalashoz:

DnmthrtF: CCCATTCGAGTCCTGTCATT

DnmthrtR: GGTTCCAACAGCAATGGACT

Az egér endogén Dnmt3b primerek a kdvetkezék:

dnmtmrtF: GCATGAAGGCCAGATCAAAT

dnmtmrtR: GCTTCCACCAATCACCAAGT

Az egér referenciagennek a Hprtl gént valasztottam. A hasznalt primereket lasd (19). A 4-es vonal
méjanak kvantitativ Real-time PCR vizsgélata a 7. abran lathatd. A vizsgalatok soran egyrészt
mivel cDNS konstrukciordl van szo, masrészt mivel kvantitativ real-time PCR-t hasznaltam, az
RNS-eket mindig Dnaz kezeltem. A cDNS els6 szalat az Applied Biosystems high capacity cDNS
RT Kkitjével irtam. A képen is jol lathaté a human Dnmt3b nagyon alacsony expresszidja. A
Rotorgene 6 software deltadeltaCT analizise szerint az expresszié mértéke a transzgénikus allatban
az emlitett 5% az endogén génhez viszonyitva. Ez nagyon kevésnek tinik RNS szinten, mely

valdsziniileg nem befolyasolja jelentésen a metilacios mintazatot.
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7. dbra A homozigota 4-es vonal majanak kvantitativ Real-time PCR vizsgalata. X
tengelyen a ciklusszdm, Y tengelyen a relativ fluoreszcencia lathat6. Piros gorbe-
kontrol blasztociszta hprtl gen; kék gorbe kontrol blasztociszta egér Dnmt3b gén;
sarga gorbe transzgénikus méaj hprtl gén; lila gorbe- transzgénikus maj human
Dnmt3b



A Dnmt3b expressziot fehérje szinten Western hibridiz&cioval vizsgaltuk a transzgénikus
vonalakban (8. abra). A hasznalt human specifikus ellenanyagot C. Walsh bocsétotta
rendelkezésemre. Ez az ellenanyag sajnos nem alkalmas immunhisztoldgiai vizsgélatokra, csak
western hibridizaciéra. A kereskedelemben kaphatd altalam ismert Dnmt3b ellenanyagok mind
keresztreagalnak az egérrel, emiatt hasznaltam ezt a kecskében termeltetett poliklonalis
ellenanyagot. A masodlagos ellenanyag anti-goat-1gG-Hprt volt. Az immunjeldlés utan a

detektalast az Amersham ECL-plus reagensével végeztem.

-K -K 17 4 +K

8. &bra A Dnmt3b expresszié fehérje szintti detektdlasa Western hibridizacioval a
transzgénikus egervonalakban. —K jeldli a negativ egerekbdl sza&rmazé mintakat, 17 illetve
4 jeldli a megfelelé transzgénikus vonalakbdl szarmazo mintékat. Pozitiv kontrolkent

transzfektalt egeér fibroblasztok mintgja talalhato.

A nyolcas &bran lathato, hogy fehérje szinten kizarélag a homozigota 4.-es vonalban siker(lt
detektalni a transzgént, de ott is nagyon gyengén expresszalt. Ezek az eredmenyek egybevagnak a
fehérjét vittem fel az SDS-PAGE gélre, a transzgénikus vonalak esetében ez kétszeres mennyiségi
azaz 15 mikrogramm volt, a tobbi minta esetében csak 7 mikrogramm! A 17-es vonal esetében az
expresszio hianyat valoszintileg a nem megfelelé helyre torténé integracio okozhatta. Mivel a
hagyomanyos transzgenezis esetében a beépulés helye nem iranyithatd, ez gyakori probléma
transzgénikus allatok esetében. A négyes vonal expressziojanak magyarazata sokkal nehezebb
kérdés. Természetesen itt is felvetédik az a lehetéség, hogy az integracids hely kornyéke
befolydsolja a transzgén kifejezédesét. Ennek az eldontésére érdemes lenne meghatarozni az
integrécios helyet, melyre legegyszeriilbb modszer az inverz PCR modszere. Mivel a teljes egér
genom ismert, ezért egérben ez megoldhatd. A transzgent pont azért terveztem irdnyithatonak,
hogy megfelelé expressziot kapjak. Egy masik lehetséges magyarazat az alacsony expresszios
szintre talan a cDNS konstrukcié mibenléte. Csak cDNS-t tartalmazo konstrukciok esetében
eléfordul az elégtelen mértékit megjelenés. Ebben az esetben egy mesterséges intron beiktatasaval

lehet emelni az expresszio mértekét. (20). Decemberében jelent meg egy cikk ahol a Dnmt3b-t



siker(lt el6szor taltermelni in vivo transzgénikus allatokban (21). Ebben az esetben is csak cDNS
konstrukciokat alkalmaztak, azonban az 6 esetiikben nemcsak tetraciklinnel szabalyozott volt az
expresszid, hanem a transzgént meghatarozott lokuszra (collal) ceélzottan vitték be. Erre
nyilvanvaloan azért volt szikség, mert egyszeriibb modon nem kaptak megfelelé expresszios
szintet. Vizsgalataik soran 6k ezt a célzott helyre beépitett iranyithatd transzgént atkeresztezték
egy olyan mutans egértérzsbe, melyben a tumor szupresszor APC gén dominans mutacidja
talalhatd. Ezek az egerek fokozottan képeznek adenomakat, elsésorban a bélrendszerben.
Megfelel6 modelljei a bélrendszerben el6forduld tumorok kialakulasanak vizsgalatdhoz. Jaenisch
és munkatarsai csak ezen a genetikai hattéren tudtak kimutatni a Dnmt3b tultermelésének hatasat!
A tumorokban hipermetilalt allapot alakult ki a H19 és az Sfrp géneknél.

7. A Dnmt3b szabalyozott termeltetésenek hatasa a metilacids mintazatra

Habar a 4-es transzgénikus vonalban is csak alacsony expressziét talaltam, elvégeztem a
metilacios vizsgalatokat. A transzgént tobb idépontban aktivaltam. Egyrészt a korai embrionalis
korban, amikor elészor kialakul a szervezet megfelelé metilaciés mintazata, valamint
folyamatosan expresszidra birtam a transzgént. Mivel alacsony meértékii volt az expresszio,
kivancsi voltam, hogy folyamatos alacsony tdltermelés okoz-e barmiféle zavart?

Az els6 vizsgalatban a korai embrionalis korban bekapcsolodo transzgén hatdsat néztem a
globalis metilaltsagi szint megvaltoztatasara. A vizsgalatokat metilacio érzékeny Southern
hibridizacioval végeztem el. A metilacio érzékeny southern hibridizacié sordn egy metilaciora
érzékeny restrikcids enzimmel (esetiinkben Hpall) emésztjilk a genomot, majd megfelel6 probaval
hibridizalunk. Mivel én elsésorban globalis metilaltsagi mintazatban kerestem kulénbségeket,
ezért a globalis metilaltsagot jelzé kis szatellit szekvenciat hasznaltam prdébaként. A southern
eredményekent hipometilaltsag esetén a kapott jel erésen eltolddik a kisebb méretii fragmentek
irdnyaba, hipermetil&ltsdg esetén azonban a magas fragmenteknél tapasztalhaté kompakt jelet
kapunk eredménykent. A kisérletnél az alabbi primereket hasznaltam a probakeszitéshez:

SatF: TTGGAAACGGGATTTGTAG
SatR: CAGTGTGGTTTTTATCATTTTCC

A préba mérete 166-189 bp hosszusagu, mivel ismétlédé szekvenciat sokszorozunk fel.



9. &bra Metilacio érzékeny Southern hibridiz&cids vizsgalat. A szamok a megfelel6

transzgénikus vonalbdl szarmazo DNS-t, mig K a kontrol allatbdl szarmazo DNS-t jeldli

A 9. adbra mutatja a két transzgénikus vonalban az embriondlis korban bekapcsolt
blasztociszta allapotd embridokbdl szarmazé DNS minta képét. A 17-es vonalat is hasznaltam a
kisérletben mint nem expresszalo kontrol. Mint az abra is mutatja, sajnos nem sikerilt globalis
szinten megemelni a metilacié szintet. Minden minta hasonléan viselkedett. Ez az ismert
expresszios adatok alapjan azonban nem olyan meglepd. Ez a kis meret6 expresszio novekedes a
4-es vonalban sem befolyasolta a globalis metilacios mintazatot. A Kkisérletet megismételtem
felnétt allatok esetében ahol a majbdl szarmaz6 DNS mintakat vizsgaltam. Itt sem talaltam
kilonbséget egyik allatnal sem a kontrolhoz képest.

A vizsgalatokat ezt kovetéen két meghatarozott génen vizsgaltuk tovabb, melyek
monoalléles kifejezodést mutatnak. Ez a két kivalasztott gén a H19 és az Snrpn voltak. A
vizsgalatokat a transzgén folyamatos aktivaldsa mellett végeztem. A kuilonbdzoképpen metilalt
régiokat a feljebb ismertetett bisulfit szekvenalassal vizsgaltam. A 10. abran lathat6, hogy a
kontroll és transzgénikus allatok esetében nem lehet kimutatni killénbséget sem a majban, sem az
ivarsejtekben. Mindkét esetben a kontrolhoz hasonldéan megfeleléképpen alakul ki az apai (H19)

valamint anyai (Snrpn) imrinting (22).



o S S S
00000000 00009
0000

........."..'.’
RS S S S S e S S
0000

9090"0"'000’9.’.
R A ol e el el el S el L L R )
0,0,0/0/0/0/0,00/0,0/0,00'0

OOOOOO00000

e
00

10. &bra Metil&cidés mintazat transzgénikus, valamint kontrol egér H19 (A) és Snprn (B)
génje esetében. Minden egyes sor egy kulén DNS mintét reprezental. Minden oszlop egy
meghatarozott CG hely. A tele kérok a metil- citozint, mig az Ures korok a nem metilalt

citozint mutatjak.

A Jaenisch és munkatéarsai altal létrehozott egérben normal szovetekben hasonlé valtozast
tapasztaltak, azaz sem a H19 sem az Snrpn gén metilaciés mintazata nem valtozott Iényegesen.
Tumoros szOvetekben azonban tdbbek kozott a H19 gén metilacios mintdzata jelent6sen
megvaltozik. Mivel a transzgén nagyon alacsony mértékben termeli a transzgént, mas specifikus
génekre Kiterjesztve a vizsgalatot sem varhatnank mas eredményt.

A transzgénikus eredmények sajnos az alacsony expresszié miatt nem alkalmasak a publikalésra, a
hipermetilacié a mikroinjektalt RNS hatasara azonban igeretes eredmeény. Szeretném megismételni

azonban a fent jellemzett APC mutans egéren a vizsgalatot.



Osszefoglalas:

Kisérleteim sordn a Dnmt3b DNS metiltranszferazt probaltam taltermeltetni transzgénikus
egérmodellben. A tultermelést szabalyozott modon, tetraciklin regulacioval, illetve a megfelel6
Dnmt3b funkcionalis mRNS szabalyozott idépontban torténé mikroinjektaldsaval probaltam
elérni. A gén megjelenésének idopontjat ugy valasztottam meg, hogy az lehetéség szerint
megzavarja a korai embrionalis korban torténé metilacios mintazat kialakulasat. A kisérletekben a
Dnmt3b nem tartalmazta az un. CPE motivumot, igy lehetésége van a fehérjének kdzvetlentl hatni
a korai embriondlis korban is. A létrehozott transzgénikus egér szabalyozott médon, de nagyon
alacsony mértékben expresszalta a transzgént. igy nem volt kimutathaté szerepe a DNS
metilaciora sem globalis szinten, sem a H19 és Snrpn gének esetében. A mikroinjektalt RNS
esetében sem sikerlt a kis szatellit szekvenciak metilaltsdgaban kildnbséget talalni, azonban a

H19 gén megfelel6 regidjaban enyhe hipermetilacio alakult ki a felnétt allatok majaban.
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