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TUDOMANYOS HATTER

Bevezeb

Az izommikddeés alapja az aktin €s miozin filamentum renddzegymashoz képest
tortérd elmozdulasa, amelyhez az energiat az ATP hidsdibiztositja. Régéta ismert, hogy
az ATP lebontasat a miozin molekuldk végzik, ugkitoa az aktin miozinhoz vald kédése
nagy meértékben fokozza a miozin ATP-az aktivitagat. a jelenséget nevezzik aktin aktiva-
cionak, ami az ATP hidrolizis hatékonysagan ketggetenttsen befolyasolja az izomiik6-
dés hatékonysagat. Munkacsoportunk egyiiktidé partnere (Malnasi-Csizmadia Andras
csoportja az ELTE Biokémiai tanszékén) az elmukkéen szamos vizsgalatot végzett az
izomkontrakcié és az aktin aktivacio jobb megértésdekében. Legujablin vitro és C.
elegans modellszervezeten végzett kisérleteik alapjan egiboitak az aktin aktivacioban sze-
repet jatsz6 aminosavakat és leirtdk az aktin aitivegy lehetséges modelljét (Varkuti et al.,
2012). Tekintve azonban a fonalférgek kicsiny te&satét, az Uj elképzelés szempontjabol
kulcsfontossdgu izommechanikai méréseket nem ebletbéges elvégezni, ezért felmerlt
egy genetikailag kébnnyen manipulalhato, de nagyebktméret modellorganizmus vizsgala-
ta. Erre a célra ®rosophila melanogaster tokéletesen alkalmasnak latszikként amiatt,
hogy a muslicdk an. indirekt regidma nem szilkséges az életben maradashoz, de ggysze
preparélasa révén leldgé teszi az izom mechanikai tulajdonsagainak alajpsgalatat. Ki-
sérleteink hosszu tavu célja az, hogy a miozin AEPaktivaciojat befolyasolé aktin és
miozin mutaciokat hozzunk léti@rosophila-ban és megvizsgaljuk azok hataséat az izom szer-

kezeti felépitésére és mechanikai tulajdonsaga&izae

A Drosophila izomfelépitése

Kisérleteim célja az ecetmuslica indirekt réjimaban Iétrehozott mutaciok vizsgalata volt,
igy el¥ként a modellorganizmus izomszerfdését ismertetném. A gerincesek és az izeltla-
bldak harantcsikolt izmainak a felépitése nagy rkieeié hasonlit egymashoz.

Izomzatuk kotegekbe rend@intt rostokbol épil fel, melyeket miofibrillumokkait-
nak. Legkisebb kontraktilis ikddési egységik a szarkomer, melynglalkotoelemei a vé-
kony, a vastag és a titin filamentum rendszereléifta). A szarkomerek szabalyos feléiités
ek, egy adott miofibrillumon belll azonos méek, ez azonban izomtipustdl fiigm eltéd

is lehet.
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1. dbra A gerinces és gerinctelen vazizomzat szerkezete.

Harantcsikolt izmokban a kontraktilis filamentumaodndkivil szabalyosan helyez-
kednek el, és ennek a szabalyos elretdiesnek koszonh&t hogy mikroszkdpos preparatu-
mokon ezek az izmok jellegzetes, csikos mintat maka Egy szarkomert két Z-korong ko-
zOtti tertlet hataroz meg, amelyen belll az akim®ozin molekulak atfedése révén 5 ol
elkulonithed savot latunk (1. és 2. 4bra). A Z-korong mellethgos, aktin gazdag régié az I-
csik, melyet a szarkomer belseje felé haladva tim-akozin atfedés kdvetkeztében egy soté-
tebb sav, az A-csik kovet. A szarkomer kozepén tisegy vilagosabb, csak vastag
filamentumokat tartalmaz¢ tertlet lathato, a H-cailjd Gjra egy A-csik és egy I-csik kovet-
kezik a Z-korongig (1., 2. &bra). A szarkomer égbeg a H-csik kdzepén az altaladban csak
elektronmikroszkoppal detektalhaté M-vonal talathé®@hafig, 1963, Reedy and Beall, 1993,
Au, 2004).
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2. abra A szarkomer elektronmikroszkopos képe és szerkédépitése.



A vékony filamentumok felépitése

A vékony filamentumok legfontosabb alkotéeleme ktina A globularis szerkezét
aktin monomerek (G-aktin) egymashoz kapcsolodvatigsketds helix szerkezétpolime-
reket alkotnak, melyet filamentaris aktinnak (Fhakék) nevezink (Chesarone and Goode,
2009). Az F-aktin polarizalt struktiraju polimemalynek megkulonboztetjuk az an. plusz
(+) és minusz (-) végét. Az aktin filamentumok €ge szarkomerekben mindig a Z-korong
terlletén talalhato, ahol a filamentumok kereszikéhérjekkel (pl.a-aktinin) vannak egy-

mashoz rogzitve, mig a (-) vég az A-csik/I-csildhat talalhatd (Au, 2004).

troponin
aktin |1C T tropomiozin

3. abraA filamentaris F-aktin polimer és a troponin-tropgomin komplex kapcsolata.

A helikalis szerkezét aktin filamentumok tropomiozin dimerekhez kapcsiolak,
amelyek maguk is helikalis szerkefek és 7 aktin monomerrel létesitenek kotést. Emelle
tropomiozin molekulak felések a harom alegységballé troponin komplex kotéséért is (3.
abra). A tropomiozin/troponin komplexnek kitiintéteterepe van az izom 6sszehuzodas sza-
balyozasaban, hiszen a tropomiozin géatolja a miakim kélcsdnhatast, a troponin komplex
azonban C# jelenlétében képes feloldani ezt a gatlast édelygtivé teszi az izom tkodé-
sét (Zot and Potter, 1987).

A vastag filamentumok felépitése

A vastag filamentumok legbb alkotéelemei a miozin molekulak. A miozin mol&ku
valbdjaban 6 polipeptid lanc komplexe, amely 2 neldézot és 2 par kilonbé4esszencialis
és szabalyoz0) konidyancot tartalmaz (4. abra) (Au, 2004).
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4. abra A miozin molekula szerkezeti felépitése.

A nehéz lanc N-termindlis vége, a kofinyancokkal egyittrikodve a motor-
doménnek nevezett globuléris fejet alkotja, mig-gei@inalis része egy-helikalis farki ré-
giot hoz létre (4. abra). Egy-egy szarkomerikugagélamentum felépitése ~200-400 miozin
molekula kétegbe rendédésével valosul meg. A miozin fejek egy iranybadestidnek, po-
laritasuk ellenke& iranyba mutat, mint az M-vonal. A vastag filamentk az M-vonalat
alkoto titin, miomezin, M-fehérje, skelemin és kirkinaz fehérjékhez is kapcsolddnak (Au,

2004). Fontos megjegyezni, hogy az M-vonal kozvekigzelében nincsenek miozin fejek.

Aktomiozin kapcsolat, kontrakcié

Az izom 6sszehuzodéas alapja az aktin €s miozinoldegymashoz vald kédése és
egymason valé elcstiszasa. A megtelielegi impulzus hatasara felszabadul&'Canok a
troponin komplex konformaciéjanak megvaltozasat zakés, minek hatasara a troponin a
tropomiozin molekulat levélasztja az aktin polinéerigy szabadda vélnak az aktin miozin
koté helyei. A miozin feji része, ezaltal képesdditi az aktin filamentumhoz. Az izom kont-
rakciojahoz a miozin molekula altal kotott ATP hotizisére van szikség, mely megmozgatja
a molekula motor domén-jét, ezzel elcsusztatvatdileénentumot egymason. A miozin az
ATP-ben tarolt kémiai energiat - szerkezeti atalasokon keresztil - mechanikai energiava
alakitva az ,aktinsinen” térténegyiranyl elmozdulashoz hasznositja. A jelers 1€ io-
nok szukségesek a miozin ATP-az aktivitasanak hédsdhoz is. Jelenlegi tudasunk szerint
valamennyi miozin izoforma a Lymn és Taylor al&iri altalanos sémanak megfékh fejti
ki mtikddéseét (5. abra) (Lymn and Taylor, 1971).
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5. dbra A miozin ATP-az aktivitasanak Lymn-Taylor altalfesémaja.

A miozinon talalhaté ATP- és aktinkbhelyek kozotti kapcsolat révén az ATP kotése
a miozin motor domén aktinrdl val6 levalasat okozxa ATP-molekula hidroliziséhez kap-
csolédd kis szerkezetvaltozasok asdkar (a miozin feji és farki régiojat 6sszektnyaki
domeén) felhdzasat eredményezik, majd a miozinviégge Ujra kapcsolodik az aktinhoz. Az
ATP hidrolizise soran keletkézermékek (pirofoszfat és ADP) disszociacidéjahopdsaltan
megtorténik az ékifejtés: az efkar lecsapddik, az enzim pedig egy Ujabb kemomekaan
ciklus megtétele étt all (Terada et al., 2002, Conibear et al., 2008|nasi-Csizmadia et al.,
2005). Izomkontrakcio esetén a vastag filamentuatiaitd miozin molekuldk az F-aktin po-
limereket hizzak a szarkomer kozepe felé. A folyam@aén a szarkomer megrévidil, igy az
egész miofobrillum, & az egész izom Osszehuzddik anélkil, hogy a vélénwy vastag
filamentumok hossza megvaltozna. Ez a csuszofilaraknélet (Huxley and Niedergerke,
1954). A folyamat véges meértékben kbvetkezhet bésazehizddas akkor teljes, ha a vastag

és vékony filamentumok atfedése maximalis.

Az aktomiozin kapcsolat és az aktin aktivacio

Az aktin-miozin kapcsolat atomi struktlraja még nefjes mértékben meghatéarozott,
azonban magas felbontasu elektronmikroszképostééléésn silico dokkolasi szimulacidk
alapjan egyérteltimek latszik, hogy az aktin és miozin molekulak gisgag nagy fellleten
kapcsolodnak egymashoz (6. abra). Ezt a kolcsoribhitietet egy mély arok oly moédon oszt-
ja két részre, hogy azt a miozin motor doménjérisk as fel§ kdlcsonhatéo szubdomeénje

hatérolja (Varkuti et al., 2012). A modellek alapgnnek a hasadéknak a bezarulasa mieger



siti az aktin kotést (Takacs et al., 2011). Az alsabdomén aktin kéthurkaiban bekévetke-
zett mutacidk az aktin aktivacidé és a miozin middilecsokkenését eredményezték. Ezek az
eredmények azt sugalltak, hogy a motilitas és ain alktivacio mechanikailag kapcsolt az
aktin ko6 hely hasadékanak bezarulasaval. Ezzel szemkozt,nme@figyelések alapjan az
aktin aktivacié és a motilitas szétkapcsolhato efgtdl. Ezt a lehéséget azok a kisérletek
vetették fel amelyek alapjan az aktin N-terminatisgativan toltott régidjat érihtmutaciok
anélkil voltak képesek gatolni a miozin ATP-az aktidjat, hogy megakadalyoztak volna az

aktomiozin komplexn vitro motilitasat (Anson et al., 1995).

Alktin trimer

Mator domén

6. abra Az aktomiozin kapcsolat kialakitdsdban szerepstz{aszerkezeti elemek. (Varkuti et al., 2012)

A fent emlitett eredmények alapjan a G-aktin molaKlexibilis, evoluciosan konzer-
valt, negativan tolt6tt N-terminalis régidja kritik az aktin-miozin interakciéo szempontjabol.
Tekintve azonban, hogy ennek a régidnak az aktorimikapcsolat kialakulasaban jatszott
szerepe molekularis szinten nem volt ismert, egyiktds partnereink az ELTE Biokémiai
tanszékén nemrégiben elhataroztak, hogy Ujbdl elkéay aktin-miozin kapcsolan silico
modellezését immaron az N-terminalis negativarottoliktin aminosavak bevonasaval. En-
nek soran azt talaltak, hogy a negativan toltdinak-terminalis vég séhidat képez a miozin
motor domén Arg520 aminosavavali¢tyostelium discoideum miozin nomenklatlra szerint)
(7. abra) (Varkuti et al., 2012). Az Gjonnan felbedtt kblcsonhatast medialé Arg520 amino-
sav a miozin fels kdlcsonhaté szubdoménjének egy kicsi hurkabath&tid® melyet aktiva-
ciés huroknak neveztek el (Gyimesi et al., 2008).aktivacidés hurok szekvencigja viszony-

lag konzervalt, mégis mutat némi variaciot miozijpusok kdzoétt, azonban minden miozin



izoforma esetén tartalmaz egy pozitivan toltéttraoeavat a hurok csucsi részémyvitro ki-
sérletek alapjan megallapitottak, hogy az aktivaédiarok és az aktin kozti kapcsolat meg-
gyorsitja a miozin ékar mozgasat, a molekula ATP-az aktivitAsanak dfiasa révén.
Transzgenikus fonalférgeket vizsgalva azt az ereginkaptak, hogy az aktivacios hurkot
erintd mutaciokat hordozo allatok izomszerkezete - mddgekaz aktin aktivacié gatolt volt -
a vad tipustakéhoz hasonlénak mutatkozott. Emelkttapasztaltak, hogy az aktin aktivacio
hianya, a miozin aktinon vald elcsuszasat (izonzéls§z6das) sem gatolta meg teljesen, de
jelentbsen gyengitette az izomokifejtéseének mértekét. Mindezek alapjan az Gjoniegmn
aktin-miozin interakcié az aktin aktivacion keregzzikséges a hatékonyeageneralashoz,
azonban nem esszencidlis a nyugalmi izomtonusjdétrbez. Aktin aktivacio hianyaban a
kontrakcié bizonyos szintenitktdik, de az ATP-az aktivalas jelésen megndveli az aktiv

miozin fejek szamat, ami hatékonyabb izom kontrmdtkoz vezet (Varkuti et al., 2012).

7. abra A miozin feji végének szerkezeti felépitése felhttiés eds aktin kdé allapotban. (Varkuti et al., 2012)



CELKIT UZESEK

Az aktin aktivacido molekularis alapjainak a feldésie utan felmerilt az igény olyan
Drosophila mutansok élallitasara amelyek megzavarjak az aktivacio foly@taz an. indi-
rekt repibizomban (IFM), ami a muslicak legnagyobb méreima. Ezek a mutansok rend-
kivul hasznosak lehetnek izom biokémiai (kinetikapsgélatok és izom mechanikai kisérle-
tek céljaira, és ily médon segitségukkel még méyedpillantast nyerhetlink az aktin aktiva-
cio in vivo folyamataiba. Hosszutavu célunk olyarosophila miozin és aktin mutansokdéel
allithsa, amelyek mutaciot hordoznak a miozin &digs hurkdban, ill. az aktin negativan
toltétt N-termindlis régiojaban. Mivel a helyspekifs mutagenezis igen hosszadalmas és
altalaban igen alacsony hatékonysd&wsophila-ban, helyette egy transzgenikus stratégiat
dolgoztunk ki. Ennek az a lényege, hogy a mutarnis &s miozin géneket egy transzgénr
fejeztetjik ki a megfelélaktin, ill. miozin null mutans héattéren. Korabbzsgalatok alapjan
ismert, hogy az IFM szerkezete égkiddése nagyon érzékeny az aktin és miozin fehérjék
aranyéara (Beall et al., 1989), igy pl. dhc (miozin nehéz lanc) gént egy kopiaban hordozé
muslicak IFM-je szerkezetileg aberralt és az alatepllési képességedsen csokkent
(O'Donnell and Bernstein, 1988). Ezért annak érdek¢éhogy biztositsuk, hogy a tervezett
transzgénikus vonalak hasonl6 szinten f&jeek ki, elhataroztuk, hogy egy helyspecifikus
integrécion alapulo transzgenikus rendszert alkalmk. Tekintve azonban, hogy ilyen rend-
szert kordbban miozin és aktin transzgenikus vénelizallitasara nem hasznaltakpstor a
rendszer optimalizalasat kellett elvégeznink. EnsetanMhc és Act88F (IFM specifikus
aktin izoforma) mutans térzsek menekitését tenkexdi tipusu extra miozin és aktin képiak
bevitelével. A kisérlet soran kilonk®genomi integracids helyek dsszehasonlitasat tervez
tuk, és igy kivantuk kivalasztani a megfél&ifejezodési szintet biztositd genomikus pozici-
Ot. A tovabbiakban a mutans konstrukciokat mar esakre a megfelélhelyekre tervezzik
integralni.

A vad tipusu (és kébb a mutans) konstrukciékkal végzett menekitésirlétek soran
terveztik a repulési képesség vizsgalatat, az |[Edkezeti vizsgalatat immunhisztokémiai

eljarassal és a kifejédési szintek 6sszehasonlitasat fehérje gélek segiisl.
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FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

FelhasznaltDrosophila torzsek és mutansok

- w8 (vad tipust kontrollként)
- w; MhcY/CyO, Act-GFP
- w; Mhc!%Mhc™® ; TM2/MKRS
- w; MHC-WT¥%TM3
- w; MHC-WT**¥/TM6D
- w; Mhc'/CyO ; MHC-WT®5/TM3
- w; Mhc/Mhc! ; MHC-WT®E/MhewT?e
- w; MhcY/CyO ; MHC-WT®F/TM3
- w; MhcY/Mhct ; MHC-WT /MhcwTeeFa
- w; Mhc'%CyO,y" ; MHC-WT® /TM2
- w; Mhc!Mhc™® ; MHC-WTF/MhcwT®F2
- w; Cyo,y' /S ; Act88FM/TM6b
- w; Act88F-WT>/CyO
- w; Act88F-WT>**/CyO
- w; Act88F-WT*™%/Cy0
- w; SM6b/Sp; TM3/CXD
- W ; Act88F-WT/CyO,y" ; Act88F*™/TM3
W ; Act88F-WT/ACt88FWT ; Act88F™/Act8gF M

Az attP-attB integracios rendszer

A mutans és vad tipusu konstrukciok genomba vakégralasahoz az attP-attB re-
kombinacios rendszert hasznaltuk.

Helyspecifikus rekombinécié esetén a beépiteni vagggni kivant DNS szakasz in-
nyitjak, igy a rekombinacié nem véletlenszeBizonyos fagok ezt a modszert alkalmazzak a
gazdagenomba valo beépllésre. A modszer atvitedekisérleti rendszerekbe nagybdivib

tette a molekularis vizsgéalatok tarhazat.
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A rendszer alapja, hogy a beépulés helyeként a dseéman csak egyszer talalhaté
specifikus szekvencia szolgal. A Lambda fag esetZrazatt régido (attachment site). A
lambda fag a lizogén baktériumban profagként cdadddériumatt helyére képes beépilni. A
helyspecifikus beépulést egy integraz fehérje véfziatt régio mind a fagattP), mind a
gazda genombanat{B) megtalalhaté. A régién belil 15 bp homoldég szakesalhato:
GCTTTTTTATACTAA, melynek két oldalan helyezkedik &lfag esetén a P és P', a baktéri-
umnal a B és B' szekvencia. A fag integracioja kkemtében kialakul egy BOP'-lambda, ge-

nom-POB' szerkezet (8. abra).

BOR POB
oo/ A B
il [ 1 —
n I l I+ Mis
BOB
bo
—w—m— E. Col DNA
X
POP*
Phage DNA

8. dbra A fag alapu attP-attB rekombinacios rendszer sémsithbrazolasa.

A mi kisérleti rendszerlinkben is ezt a modszedlaiztuk. A beépiteni kivant konst-
rukcio tartalmazza aattB szekvenciat. A konstrukciot egy meghatarozott érebttP szek-
venciat tartalmazé torzsbe injektaltuk, ahol megtitr a helyspecifikus rekombinacié
(Bischof et al., 2007). A mutans, illetve vad tipl®nstrukcidkat igy iranyitottan,éee meg-

hatérozott helyre integraltuk be.

Az Act88F és Mhc konstrukciok klbnozasa

A vad tipusu Act88F konstrukcio klonozasahoz a pBb#ii kiént (Sparrow et al.,
1991) hasznaltuk fel, ami egy 4,1 kb-os Sall fragtee tartalmazza a teljdst88F gént és a
szabalyoz6 régioit is. Ezt a Sall fragmentdisebr a pH7.30 vektorba (Seifert et al., 1986)
klonoztuk at Sall helyre. Majd ebba vektorbol pattB vektorba klonoztuk egy 4,1 kbMotl
fragmentként, és igy elkésziilt a genomi integracadkalmas pattB-Act88F-WT konstrukcio.
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Az Act88F fehérje N-terminalisan mutans konstrakceballitasat Varkuti Boglarka-
val (ELTE, Biokémiai tanszék) k6z6son végeztik. Atagenezish végezte el a pH7.30 vek-
torba klénozottAct88F génen, oly modon, hogy a vad tipusra jellérhzterminalis CDDD
aminosavakat CNDN, ill. CNNN aminosavakat kodolélsznciakra modositotta. Ezek utan
a két mutans valtozatot Notl fragmentként kldbnozétika pattB vektorba, amelyek készen
allnak a genomi integréciora.

A vad tipust Mhc konstrukcié (Mhc-WT) klbnozasagsoa pMHC5’ klonbdl indul-
tunk ki. Ez a klon Sanford Bernstein (SDSU, SangbD)elaboratoriumabdl szarmazik, és a
pCasper4 vektorban hordozzaMhc gén 5’ felét egy 11,7 kb-os Bsu36I-Eagl fragmentké
Hpal-Eagl helyekre klonozva. Efba vektorb6l Xhol-Eagl fragmentként atklénoztuk az
inszertet pattB vektorba (pattB-MHC5’) (12. 4brAy. Mhc gén 3’ fele egy (szintén Sanford
Bernstein-8l szarmaz@) pBS kloénként allt rendelkezésiinkre ahegy 12,4 kb-os Eagl
fragmentként lett klbnozva (12. abra). Az Mhc-WTnktrukcié elkészitéséhez a pattB-
MHCS5’ vektorba klonoztuk az Mhc 3’ 12,4 kb-os Edigigmentet, ily modon elkésziilt a tel-
jesMhc gént hordozd Mhc-WT konstrukcid, ami 24,1 kb-nghgmidlis régiét hordoz a pattB
vektorban (12. abra).

A pattb-Mhc-K525E mutans konstrukcié klonozasaaesoa pattB-MHC5’ klonbal
indultunk ki. EbBl a klonbdl atklonoztuk a 9a exont is tartalmaz6é kb-os Avrll-Eagl
fragmentet (Mhc5’ 4.6kbAE) egy olyan pBS valtoza#traclynek a teljes MCS régidja ki lett
cserélve (pBS-Multi, az Uj MCS szekvenciat lasdbb)aés abban elrontottuk az Spel és
EcoRV helyeket (pBS-MultASpeRV) (13. abra). A kovetkéaépésben az Mhc5’ 4.6kbAE
klonbol atklonoztuk a 9a exont is tartalmazo 1,6okbSpel-EcoRV fragmentet a pBS-Multi
vektorba (a klon az Mhc5’ 1.6kbSR nevet kapta). dfbh klonban elvégeztilk a mutagenezis
kisérletet, amelynek soran az 525-6s poziciéja krhinosavat kddolé tripletet glutaminsavat
meghatarozé tripletre cseréltik egy PCR alapu nemazjs kisérlet soran (13. abra). A
mutagenezishez hasznalt primerek a kovéikeaoltak: MhcK525E-R (CACCTC-
TTCAATCAGATCGATAC) és MhcK525E-F (CTTAATAGATTCAAATRACTCCATG). A
mutagenezist szekvenalassal allertik, aminek eredményképp megallapithaté voligyho
sikeresen éallitottuk az Mhc 1.6kbSR-K525E jeimutans klont. Ezt a klént felhasznélva az
el6zéekben részletezett klonozasi stratégiat forditattrendben kovetve létrehoztuk az
Mhc5’-K525E klont pattB vektorban, ami a teljes A kp-os 5’ régiot hordozza a K525E mu-
tacioval a 9a exonban (minden koztes klonozasislézékvenalassal is eltgizve volt) (13.
abra). Ezek utan az Mhc 3’ régiot az Mhc-WT kl6aadlitasahoz hasonlé médon klénoztuk
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egy 12,4 kb-os Eagl fragmentként az Mhc5’-K525Enkia@ és igy elkészult a pattB-Mhc-
K525E mutans konstrukcié (13. abra).

A Dr. Sipos Laszl6 kolléganktol szarmazé pBS-Muttktor MCS (t6bbszérds klono-
z6 hely) szekvenciaja a kovetkez

GAGCTCTCTAGAGAATAGGAACTTCACTAGTGAATTCCTGCAGGATATCTAGGGA
TAACAGGGTAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGCGGCCGCA
AGCTTCCGCGGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATCAAAACGTCG

TGAGACAGTTTGGTCAATTGCTCGAGGTTTAAACCCTAGGGAAGTTCCTARCTTT
CTAGAGGGCCCGGTACC

Indirekt repiil 6izom boncolas és immunhisztokémia

A kivalasztott egyedet 600 frissen készitett 4%-o0s paraformaldehidbe tettarbal
oldalara fektettem, ugy hogy a fejéhez hozzafédied3oncold csipesszel megfogtam a fejét
€s a masik csipesszel ellentartva évatosan eltattalin. A fejjel egyutt kihuztam a tapcsator-
nat is. Ezt kdvéien a torra vigyazva leszakitottam a potrohot. Ayédéca labainal fogva
szembe forditottam Ggy, hogy a boncol6 oll6 egyiérét a toron lathatd nyilasba tudjam il-
leszteni. A tort fligglegesen félbevagtam, igy egy jobb és bal oldaltdmpigy mar lathat6 a
repubizom, melyet boncoldités ollé segitségével lelbbtg szakitasmentesen eltavolitottam.
Az izmot a boncolas kezdetészamitva 15 percig tartottam a PF-ben. Ezt kinret minta-
kat min. 3x20 percig PBS-T-vel mostam, majd minéraig PBS-BT-ben blokkoltam. A
blokkolast kdveien az el8dleges antitestet vittem a mintakra, melyet PBSkERM-higitottam
a megfeled aranyban. A preparalt izmokat éjszakafe-fa tettem. Masnap a mintat min.
3x20 percig PBS-T-vel mostam, majd a masodlagenatlyagot tettem ra a megféldligi-
tdsban. A masodik festési eljaras 2 6ran keresaiy overnight 2C-on tortént, majd Gjabb
min 3x20 perc mosas kovetkezett. A mintakat ezwgy csepp PBS:Glicerin (1:1)-be a
targylemezre helyeztem, majd tdeimezzel lefedtem. A félemez széleit lakkal vontam be,

majd a mintat titében taroltam.

Felhasznalt ellenanyagok

A kettin jeloléséhez kettin patkany é&tteges ellenanyagot hasznéaltam (1:200), ma-
sodlagos ellenanyagként Alexa488 anti patkanyt O).5 Az aktin festését Rhodamin-
Phalloidinnal végeztem (1:100).
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A repulési képesség, a szarkomerhossz és a fehérgmyiséq vizsgalatahoz sziikséges

keresztezések

A repulési képesség, az izomszerkezet és a febietanulmanyozdsahoz a
fenotipust befolyasolé balanszer kromoszémakdt®-hoz valé keresztezéssel vad tipusu

kromoszémakra cseréltem.
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Repluilési teszt

A legyek ropképességét egy zart plexi dobozbargaipsk. A doboz oldalan lévke-
rek nyilason keresztil engedjik be a legyeket, lé&tsd falon talalhatd vizszintes jelhez vi-
szonyitjuk a legyek roptét. A ropképtelen legyekuléanak a doboz aljara, a jol repiiegyek
a vonal feletti régidba szallnak, mig a kevesbépképesséek a vonal alatti dobozoldalra

repulnek.

Poliakrilamid gélelektroforézis

Semleges pH-n a fehérjék azdelkeges szerkezetiktfliggéen negativ vagy pozitiv
toltéssel rendelkeznek. Ha a makromolekulakat bldaelyezzik elektromosdeér hatasara
elektromos toltéstiknek, méretiiknek és alakjuknagfetelsen vandorolnak. Ezt a folyamatot
nevezik elektroforézisnek. Az SDS-PAGE (Sodium DmydlSulphate- PolyAcrylamide Gel
Electroforesis) esetén a vandorlas edgisen hidratalt poliakrilamid gélben torténik, amely-
nek porusatméje szabalyozhatd. Az eljaras alapja, hogy az akidavizes kozegben, bizo-

nyos katalizatorok jelenlétében (Temed) polimedd#&, igy megszilardulva egy héalézatos
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szerkezetet ad. A modszer soran alkalmazott, ajéhkicsomagolasahoz hasznéalatos SDS
egy anionos detergens, mely egyuttal egy negdtistds kdlcsondz a fehérjének, gyorsitva a
pozitiv elektréda felé torténmozgaséat. A fehérjemintahoz [3-merkaptoetanolt adedel-
bontja a polipeptid lancok kozotti S-S kotést, kizaezzel a fehérjék alakjatol valo fuggest.

Az eljaras soran miozin és aktin mutans legyekretdireptbizmat vizsgaltam annak
érdekében, hogy 6sszehasonlitsam az aktin és mieaénjek kifejeddési szintjét. A vizs-
galni kivant legyek fejét, potrohat, labait és myait eltavolitottam igy csak a tor részt
lizaltam. A legyeket PBS-ben boncoltam és a torfiR{egen tartott lizis pufferben éjszakéara
4°C-ra tettem. Masnap a mintdkhoz 5 pl 5%-0os SDS apirffert és 1,315 uip-
merkaptoetanolt mértem, majd 10 percig forraltaat. K®veten lecentrifugaltam a mintakat
13000 rpm-el 1 percig.

A 6%-0s gél elkészitéséhedledszitettem az lUveglapokat és 6sszeszereltem at@elod
kitet (Cleaver Scientific). A running gélt 6sszeteén és a két tveglap kozé pipettaztam. A
gél szintje a fésalatt kb 1 cm-el legyen. A még folyékony runnirg tetejére izopropanolt
pipettaztam majd 20-40 percet vartam a gél polindeidjara. Ezt kovéen ledntbttem az
izopropanolt, és az alkoholmaradék elparolgasaaahyzamosan 6sszemertem a stacking
gélt. A stacking felvitelét kbvéen rogton behelyeztem a fédigyelve a buborékmentesség-
re. 20 perc elteltével 6vatosan eltavolitottamsétfés az 6sszeszerelt kitet az 1x SDS running
puffert tartalmazo6 tankba helyezetem. A gélt tanedo bel§ részt is feltdltottem pufferrel,
hogy ellepje a zsebeket, majd atmostam pipettékel. A legszéls zsebekbe a mintakkal
megegyeé térfogatli 1x SDS mintapuffert tettem, majd a mékad feltoltéttem a mintakkal
és a markerrel. A gélt 70V feszultséggel futtattenfy a futasi front el nentint (kb 2 6ra).

A futtatdst kdveien a gélt dlkészitem Coomassie-kék festéshezokdat 2x5 percig
mostam dHO-val. A mosast kévéen 50 ml fixalé oldatban (50% metanol, 10% ecetdav)
oran keresztll mozgattam. A fixalo oldatot leorittés 5 perces desztillalt vizes mosassal
tavolitottam el a gét. Ezt kdveten Coomassie blue festéket dntdttem a gélre, hibgpyje
és fel 6ran keresztll hagytam fehti. A gélt folyamatosan mozgattam. A fél Ora leteél
mosofolyadékban (20 % metanol, 10% ecetsav) mostaign,szép tiszta képet nem kaptam,

majd a gélt 5%-0s ecetsavat tartalmazg@tbdan taroltam.
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EREDMENYEK

Az Aktin88F gén és az Act88F konstrukciok

A legtobb eukaridta genom szamos aktin izoformatattmaz, amelyek aminosav
szekvencigja csak minimalis mértékben kilénbozilrAsophila melanogaster esetében hat
aktin gént talalunk, melyek koézil kéta citoszkeleton, négy az izom felépitésében jatszi
szerepet. A négy izomban kifefel gén kozil azAct88F jeli kizardlag a torban fejédik
ki, azon belll is dként csak az indirekt regiizomban (IFM), ahol ez az egyetlen ismert
szarkomerikus aktin izoforma. Mivel az IFM a mudkdegnagyobb izma, és mérete eléri azt
a tartomanyt, hogy kiboncolas utan akar kinetikizbm mechanikai méréseket is lehessen
rajta végezni, az aktin aktivacié vizsgalatat cékigerleteinket, a miozin mellett, ezzel az
IFM specifikus aktin izoformaval terveztik elvégezimavlati kisérletes célunk az, hogy
olyan Act88F mutansokat vizsgaljunk, amelyekben megvaltoztadizdkat a negativan toltott
N-terminalis aminosavakat, amelyek egylitkixdé partnereink eredményei alapjan fontos
szerepet jatszanak az aktin aktivacioban (Varkuwl.e2012).

A harmadik kromoszéman elhelyezkedict88F gén protein null mutansai heterozigé-
ta és homozigota formaban is életképesek, ropigziont egyaltalan nem képesek (Beall et
al., 1989). Korabbi munkakbaol ismert, hogyAa88F mutansok ropképtelenségét menekiteni
szabalyoz6 régiokat is beleértve (Drummond et1&191). Ugyanakkor, a publikalt eredmé-
nyek alapjan az is nyilvanvald, hogy az IFM szedtezs rikddése nagyon érzékeny az ak-
tin és miozin fehérjék aranyéra, ill. a gének lapési szintjére (Beall et al., 1989). Ennek
tudhaté be, hogy a genomba random integraciovaittasptt Act88F transzgének tébbsége
nem képes tokéletesen menekiteni a gén hianyat, aneanszgenikus kopiak kifejgdési
szintjét kromatin szitit pozicionalis hatdsok modosithatjak, ezért a tigérszken talalhatd
Act88F gének hidba &llnak elvileg vad tipusu génszabalyadatt, a kifejeidési szintjuk
megis jelenisen eltérhet attol. Mindezek figyelembe vételédel a rendkivil munkaigényes
és bizonytalan kimenetelhelyspecifikus rekombinacion alapulé mutagenez&isaereket
elvetve, egy aAct88F null mutdnsok menekitésén alapuld transzgeniksérlieti stratégiat
dolgoztunk ki. Ellentétben azonban a kordbban rdsmmegkozelitésekkel, annak érdekében,
hogy biztositsuk, hogy a tervezett transzgenikusalak hasonlo szinten fej@mek ki, elha-
taroztuk, hogy egy helyspecifikus integracion alapwanszgenikus rendszert alkalmazunk.
Ennek az a lényege, hogyddC31 integraz rendszer segitségével mindig a gergynadott,

ismert, attP fogado szekvenciat hordozé helyére tudjuk beépéerdatB szekvenciakat hor-
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dozo6 konstrukcioinkat (Bischof et al., 2007). J&grtobb tucat ilyemttP szekvenciat hordo-
z6, un. platform kromoszoma is eléfetDrosophila genetikusok szaméara. Mivel korabban
az attP platform kromoszémékat nem hasznéltak Act8&nszgenikus vonalaksdllitaséra,
hosszutavu céljaink elérése érdekében arra voksszil hogy meghatarozzuk melyik az az
integracios hely (platform kromoszéma), ahol megéekzinten képes kifejézni az oda
beépulltAct88F transzgén. Ennek megallapitasa érdekében a veljespusUAct88F gént egy
4,1 kb-os Sall fragmenten hordoz6 attB-Act88F-WThdtoukcidt készitettlink (a klébnozés
pontos menetét lasd a Modszerek kozott), ami alkalengenomi integraciéra. Mivel pozicié
effektusok a platform kromoszomakon i$ferdulhatnak, ugy doéntoéttink, hogy azok kozdl
harom fliggetlen masodik kromoszéman elhelye&ketégracios helyet (attP51C, attP58A és
attP40) hasonlitunk dssze, abban bizva, hogy kk2étalabb egy hasonlé kifejgadési szin-
tet fog biztositani, mint ami az endog&ct88F-re jellemz. Ennek érdekében az Act88F-WT
konstrukciot a megfeléld®C31 integraz; attP térzsekbe injektaltuk és silaranegalapitot-
tuk a transzgenikus torzseket mindharom platforomaszomaval. A tovabbiakban a maso-
dik kromoszomas vad tipugkct88F gént hordozo transzgenikus torzseket tdbb szerbpbnt
is tesztelni akartuk. Kivancsiak voltunk arra, h@gAct88F homozigo6ta és heterozigéta null
mutansok ropképtelenségét képes-e menekiteni sztyének jelenléte egy, ill. két kopidban.
Ezen a funkciondlis teszten tal, 6ssze akartuk iidaai, hogy a menekitkisérletek soran
milyen mérték aktin fehérje szint jellenizaz IFM-re és milyen szarkomerikus szerkezet

figyelhe®® meg az IFM-ben.

Az Act88F transzgének hatasa a repulési képességre

Az Act88F null mutansok mind homo-, mind heterozigoéta foraratéletképesek, de
ropulni nem tudnak (1. tablazat). Az Act88F-WT kivnkciot a masodik kromoszéman hor-
doz6 transzgenikus vonalakat a harmadik kromosz&ntB8F ™ null mutansokkal kombi-
nalva megvizsgaltuk, hogy képesek-e a transzgemiépik menekiteni aact88F*™ mutan-
sok ropképtelenségét. @zor az Act88F-WT>'/+; Act88F M+,  Act88F-WT>Y/+;
Act88F M/ + ésAct88F-WT™™9/+; Act88F*M/+ kombinaciokat vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy
mindegyik inszerci6 menekitette valamilyen mértékbaz Act88F™ heterozigdtak
répképtelenségét, de teljes mértekben egyik sékodott (1. tablazat), a leghatékonyabbnak
az Act88F-WT>®* inszercié bizonyult ami a mutansok 83%-aban meattkKontroll kisérlet-
ként megvizsgaltuk, hogy a transzgenikus vonalak tausUACt88F hattéren heterozigota

formédban befolyasoljak-e a repulési képességenlmroezek a muslicdk tokéletesen jol re-
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pilltek (1. tablazat), tehat a transzgéneken bépdttextraAct88F gén kopiak jelenléte 6nma-
gaban nem okoz repuilési fenotipust. Ezek utantéskhbmozigotaAct88F-WT/Act88F-WT;
Act88F M/Act88F*M) kombinaciok repiilési képességét vizsgaltuk. Mpgfiéseink szerint
ezek az egyedek egyaltalan nem voltak képesekniefiil tablazat), ami azt jelzi, hogy a
homozigota mutansok fenotipusat két kdpia trangkgs®ct88F gén jelenléte még részlege-
sen sem tudja menekiteni. A Kettheterozigota kombinaciok fenotipusa alapjan restgé-
neki6l bizonyosan képidik funkciondlisan aktiv Act88F fehérje, hiszenrétszleges meneki-
tés figyelhed meg. Tekintve azonban, hogy a menekités a&kdieterozigotak esetében is
csak részleges, a k&thomozigétakban pedig egyaltalan nem figyélhmaeg, feltételezziik,
hogy a transzgénelrfunkcionalisan aktiv fehérjék képanek, de nem a megfetemértéek-
ben. Mivel a transzgének heterozigéta formaban hefolyasoltak a repulési képességet, jo
okunk van feltételezni, hogy nem egy a vad tipudtépest megndvekedett, hanem egy csok-

kent fehérje szint lehet az oka a menekités higakan

, nem repiil6 egye- vizsgalt egyedek
genotipus dek aranya (%) szama (n)
w ; Act88F"'/+ 100% 156
w ; Act88F-WT>**/+ ; Act88F"'/+ 17% 166
w ; Act88F-WT>**/Cyo,y" ; Act88F"'/Act88F*" 100% 37
w ; Act88F-WT **/Act88F-WT>** ; Act88F/TM3 38% 21
W ; Act88F-WT **/Act88F-WT***; .
Act88F"'/ActssF* 100% 16
w ; Act88F-WT>'‘/+ ; Act88F"/+ 24% 118
w ; Act88F-WT*'‘/Cyo,y" ; Act88F"'/Act88F " 100% 35
w ; Act88F-WT>'‘/Act88F-WT>' ; Act88F"'/TM3 14% 29
W ; Act88F-WT>'‘/Act88F-WT"'¢;
’ ’ 1 0, 8
Act88F"'/ActssF*™ 00%
w ; Act88F-WT*""*%/+ ; Act88F“'/+ 56% 203
w ; Act88F-WT**"*°/Cyo,y" ; Act88F"/Act88F*" 100% 21
w ; Act88F-WT*""*°/Act88F-WT*""*° ; 20% 10
Act88F"/TM3 ?

1. tAbldzatAz Act88F homo és heterozigéta null mutansok repulési kéuesek alakulasa a kilonkozansz-
gének jelenléte esetén.
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Az aktin fehérje szint vizsgalata

Az eloz6 fejezetben részletezett menekitési kisérletekjéaaprra kovetkeztettlink,
hogy a transzgenikus Act88F konstrukcidk altal ds#tbtt Act88F kifejezodési szint nem
egyezik meg a vad tipussal. Ezért elhataroztuky moggprébaljuk 6sszehasonlitani az aktin
fehérje mennyiségét a kulon@Aact88F mutans és menekitett kombinaciokban, ill. a megfe-
lel6 kontroll &llatokban. Kisérleteink soran vad tipugat88F<"/Act88F*M, Act88F M/+,
ACt88F-WT/+; Act88F M+, Act88F-WT/+; Act88FV/Act88F ™, Act88F-WT/ACt88F-WT;
Act88F M/Act88F*M és Act88F-WT/Act88-WT; Act88F™/+ genotipust allatok torbél szarma-
z6 fehérje kivonataiban vizsgaltuk az aktin szinkéivel a tor szdveteinek, azon belil is az
izmok legnagyobb részét az IFM teszi ki és az a&tg nagyon abundans fehérje, az aktin
szintet SDS gélelektroforézis és Coomassie-késastan hasonlitottuk 6ssze (9. abra), min-

tanként egyetlen torbol szarmazo fehérje kivonadokb
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9. dbra Az aktin fehérje szintje heterozigéta és homozigatth mutans, valamint egy illetve két transzgént
tartalmazo allatok esetén. A nyil a 43 kDa-os taényban talalhaté aktinra mutat.

Kisérleteink alapjan egyértelren kimutathaté volt, hogy a&ct88F™ homozigéta
mutansokban jelefisen alacsonyabb az aktin szint, mint a vad tipug¢daébra), azonban a
heterozig6taAct88F M mutansban és a&ct88F-WT/+; Act88FM/+ ketiss heterozigétakban
nem lattunk egyértelthkilonbséget a vad tipushoz képest (9. abra). Adzgyata null mu-
tans hattéren egy transzgént tartalmazé allatoi azintje viszont kimutathatéan alacso-
nyabb a vad tipusénal. Ezzel szemkdzt, aoékethomozigdtaAct88F-WT/Act88F-WT;
Act88F M/Act88F™ mutansok aktin mennyisége a vad tipuséval megéggkzlatszik (9.

abar). Végezetll, a heterozigota null mutans rext&et menekdt kopiat tartalmazo allatok
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valamelyest magasabb aktin szintet mutattak, musdatipus (9. abra). Eddigi eredményeink
tehat nem szolgaltak egyértdirizonyitékkal arra vonatkozéan, hogy Az88F-WT mene-
Kit6 transzgének alacsonyabb expresszios szintet hatak, mint az endogéhct88F gén.
Fontos azonban latnunk, hogy az altalunk haszméihskvantitativ 6sszehasonlitdé médszer a
kisebb kiulonbségek kimutatasara nem alkalmas, &isétleteink ismétlését mindenképpen
tervezzik. Egy méasik potencidlis probléma peditgbetett, hogy igaz ugyan, hogy a tor leg-
nagyobb mérétszovete az IFM, de a&ct88F homozigotak toraban nem csokken le nullara
az aktin szint (9. abra), mert az IFM-en kivili eziiekben is termédik aktin fehérje, ami
mar nem aAct88F termeéke. Ily médon, a nem az Act88F-nek megbelsbformak jelenléte
zavarhatja a kimutatas érzékenységét, ezért ébkiekben nem a torbdl, hanem kiboncolt
IFM-bél szarmazo6 fehérje kivonatokkal akarjuk elvégeznkisérleteket, ahol az Act88F

izoforma lesz a dofittdbbségben jelenlévizoforma.

A szarkomer szerkezetének vizsgalata

A vad tipusu menekitkonstrukcié hatékonysagat a szarkomerek szerkeaktizasa-
inak vizsgalataval is nyomon kovettik. Konfokaligkmszkdpia segitségével megvizsgaltuk
a menekit képiat mutans hattéren hordozé muslicak IFM-jétj glezheti a menekités haté-
konysagat. Kontroll kisérletkéntésizor a vad tipusu, act88F ™ heterozigéta és homozigé-
ta, valamint azAct88F-WT heterozigota mutansok izomszerkezetét vizsgaltek.m\ vad
tipusu IFM szerkezetére az jelletnzhogy rendkivil szabalyos felépiiészarkomerekd
allnak benne a miofibrillumok, a szarkomerek sz&n&ossza az izomrostokon belil allandé
(10. &bra). Az Act88FM/+ mutansok repdizma alapveten rendezett szerkeset
szarkomereket mutat, azonban a miofibrillumok atjeégyakran kisebb a vad tipusra jel-
lemzonél, mig a szarkomerhossz tekintetében az egyagiekésze (~ 60 %) vad tipusu (10.
abra), masik részében azonban egyéfteldvidilés tapasztalhaté: a vad tipusu 3,2 pm-es
szarkomerhosszhoz viszonyitvaAz88F<M heterozigéta allatok Z-korong tavolsaga gyakran
csak 2,5 um koruli. Annak ellenére tehat, hogy ebdenutansban a miofibrillumok szerve-
zédése viszonylag kis mértekben kulonbozik a vadstifdua szarkomerek hosszanak ~ 22%-
os rovidilése j6l magyarazza a ropulési képesséapaiését. AAct88FM heterozigéta mu-
tansokkal szemben, a#ct88F™ homozigéta mutansok regizmai dramai szerkezeti vélto-
zasokat mutatnak, azokban szabalyos szerkezztrkomerek nem figyelkid¢ meg, a vad
tipusra jelleméa miofibrillaris organizacio nyomokban sem fede#hied (10. abra), ami teljes

0sszhangban van a mutansok ropkeptelenségéveAci®3F-WT/+ legyek izomszerveé-
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sét az extra kopia jelenléte nem befolyasolja (&bra). A vad tipushoz hasonlo
miofilamentum szerkezetet és szarkomerhosszt tegdask, ami aladtdmasztja a vad hattéren

egy kopia menekidtAct88F-WT gént tartalmazod legyek tokéletes repilési kép&sség

W ; Act88FM/Act88FM W ; ACt88F-WT>8A/+

witie W ; Act88FM/+

kettin kettin t
- -
Cc D”
Liiigy
5um

10. 4braVad tipusu, hetero-, és homozigdtt88F null mutansok, valamint vad tipusi hattéren eggszgént
hordoz6 &llatok szarkomer szerkezete. Ad&épsor (A, B, C, D) az izomzat kettin festésé&daéps$ sor (A’,
B’, C', D") az aktin festését, a legalso sor (B, C"”, D") pedig a két kép atfedését mutatja.

w ; Act88F-WT/+ ; Act88FM/+ w; Act88F-WT/+ ; Aci88FM/+ w; Act88F-WT/ Act88F-WT;

nemrepiilé replild Act88FM/ Act88FM

kettin kettin kettin

11. abraHetero-, és homozigéta null mutans torzsek szark@zerkezetének vizsgalata egy illetve két meneki-
t6 kopia jelenlétében. A falsképsor (A, B, C, D) az izomzat kettin festésétpaép$ sor (A, B’, C', D) az
aktin festését, a legalso sor (A”, B”, C”, D"pedig a két kép atfedését mutatja.
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A kontrollnak tekinthet torzsek vizsgalata utan a menékibnstrukciot mutans hatté-
ren hordozé muslicak IFM-jét vizsgaltam. Ahogy atfekben részletezve van, Art88F-
WT/+; Act88FM/+ kettbs heterozigétdk egy része képes repiilni masik késiszont
répképtelennek bizonyult (1. tablazat), ezért af&aotipus kategoriaba &ggyedek IFM-jét
kulon vizsgaltam mindharom integracids hely esekimdkét kategéria esetén 8-10 IFM-et
tanulmanyoztam, de izom szerkezeti szinten egykbesn sem talaltam jeldist eltérést a vad
tipushoz képest (10., 11. &bra). Ez az eredmérghésgban van azzal a korabbi konklazié-
val, hogy azAct88F-WT transzgén valoban egy funkciokép&st88F gént hordoz, hiszen
szerkezeti szinten is menekiti Azt88F™/+ mutansok fenotipusat. Ezen tdlnsen azt is
megallapithatjuk viszont, hogy #ct88F-WT/+; Act88FM/+ genotipusi egyedek egy része
annak ellenére ropképtelen, hogy az IFM szerkezlegveten hibatlannak latszik, ami azt
sugallja, hogy a ropulési képesség elvesztése dlgam szerkezet valtozasokra vezethet
vissza, melyeket az altalunk hasznalt Z-korong kém amarkerekkel nem tudunk kimutatni
(11. abra). AzAct88F-WT/Act88F-WT; Act88FM/Act88F*™ mutansokbdl szarmazé IFM-ek
szarkomerhossza a vad tipussal megegyearetet adta, ami a menékkonstrukciok funk-
cioképes fehérjét expresszald képességét rbsigette (10., 11. abra).

Osszegészében az Act88F-WT konstrukcidval végiesgalataink alapjan a legfon-
tosabb kdvetkeztetésink az, hogy az eddig megwzsgaszgenikus vonalak két képidban
nem képesek menekiteni a homozigo6ta null mutanepétipusat. Direkt kisérletes bizonyi-
tékkal ugyan erre vonatkozéan nem rendelkezinlg ohenekités hianya nagy valés@ég-
gel a transzgének vad tipushoz képesti alacsonkiédjezodési szintjével van dsszefliggés-
ben. Ezek alapjan a tovabbiakban egyrészt Uj phatfiloromoszomak tesztelését tervezzik,
masrészt meg akarjuk vizsgalni, hogy valtozik-eeddig eballitott transzgenikus vonalak
menekié képessége, ha harom kopiat kombinalunkltiklhomozigdta mutans hattérenédd
k6zben egyuttitk6ds partnereinkkel megosztva a munkat, elkészitetdika@88F mutans
valtozatat hordozdé konstrukciokat is. Ezekben atinakktividcioban szerepet jatsz6 N-
terminalis, vad tipus esetében CDDD aminosavakdDINIl. CNNN aminosavakat kédolo
szekvenciakra moédositottuk. A mutans konstrukciékayni integraciojat azonban csak akkor
tervezzik elvégezni, ha az Act88F-WT konstrukcidsiibres menekitési kisérletet tudunk

FKM

elvégezni homozigotAct88 mutans hattéren.
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A Drosophila Mhc gén és az Mhc konstrukciok

Az aktin és miozin kapcsolat, azon belll is azrakftivacio tanulmanyozasa érdekeé-
ben a miozin génnel is hasonl6 kisérleteket tetwdzelvégezni mint aAct88F génnel. El-
lentétben azonban@rosophila aktin génekkel, amelyek kozil négy izomban kifégézfor-
mat ismeriink, @rosophila genomban egyetlen izomban kifgjez miozin nehéz lanc gén
ismert, a masodik kromoszéman elhelyezkbthc gén. AzMhc génil viszont szamos alter-
nativ fehérje termék keletkezhet alternativ exomagznalataval. Akhc gén 19 exonja kozul
6 exonnak van alternativ splice variansa, ily médnMhc génbl elméletileg tdbb szaz ki-
[6nb62 miozin izoforma keletkezhet. Ezek kdzul par tuesta |étezésére van kisérletes bi-
zonyiték, amelyek fejdési stadium, ill. izom specifikus kifejgdési mintat mutatnak
(Bernstein et al., 1986, Rozek and Davidson, 1€8frge et al., 1989). Logikus modon, az
Mhc gén ismert null alléljai (igy pl. agthc’) homozigéta formaban embrié letalisak és a ko-
z6s (minden transzkriptben jelenégvexonokat érintik, mig az alternativ médon hasznal
exonokat érirt mutaciok izom specificitdst mutatnak (Mogami et 4B86, O'Donnell and
Bernstein, 1988). Erre j6 példa &thc™ allél, ami homozigéta életképes, de az adult &llato
ropképtelenek, és ismert, hogy a mutacié a 15a [EM specifikus alternativ exon splicing-
jat gatolja (Collier et al., 1990). Az aktin aktoid szempontjabodl kritikusnak latszé Lys525
aminosavat (dictyostelium Arg520 megfeldlje) a 9-es szamhc exon kddolja. Ez egy
alternativan hasznalt exon, aminek harom varia®aa9b, 9c) kozul a 9a varians IFM speci-
fikus. Mindezek figyelembevételével ugy dontéttihkgy a 9a jéi exonban mutagenizaljuk
a Lys525 aminosavat kodolé tripletet, ami elmégtiegy IFM specifikus mutacioként fog
viselkedni. Azt varjuk, hogy ha addhc K525E mutaciét hordozé Mhc transzgenikus konst-
rukciéval prébaljuk menekiteni aghc® null allélt, akkor az életképességet menekitedijii
a mutacio hatasa pedig az indirekt répiomban tanulmanyozhaté lesz.

Annak érdekében, hogy tervezett vizsgalatainkaiidjuk végezni, abhc gén eseté-
ben is sziikség volt egy olyan konstrukcio létrekara, ami tartalmazza a teljgihic gént és
lehetivé teszi annak genomi integralodasat. A&t88F vizsgalataval kapcsolatban is emlitett
megfontolasok miatt, nevezetesen aisen dozis érzékenyitkodésmod miatt, céljainkra ez
esetben is a genomialis menéKkibnstrukciok hasznalata latszott alkalmasnak,tesggy vad
tipusu és egy a 9a exonban K525E mutaciot hordométkukcid létrehozasat hataroztuk el. A
vad tipusiMhc gén meglehésen nagy méréf egy kb. 20 kilob&zisnyi genomi régidéban he-
lyezkedik el. Kordbbi megfigyelések alapjan egyk®dos genomi DNS-t tartalmazo transz-

genikus konstrukcio hordozza a telpdéic gént, beleértve annak szabalyozé régidit is, mert
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ezzel a transzgénnel lehetséges volt menekiteNtheZ null mutans letalitasat(Swank et al.,
2000). Ezek alapjan célsteek latszott, hogy olyan konstrukciokat épitsiinkbem ugyan-

ezt a 24 kb-nyi genomialis régiot klonozzukb&31 integraciora alkalmas vektorba. A vad
tipusu konstrukcié elkészitéséhez felhasznaltuarddsd Bernstein (San Diego State Univer-
sity) altal rendelkezésiinkre bocsajtott konstrukatpamelyek aMhc gén egyik, ill. masik
felét hordoztak (12. abra). Ezt a két szubklérhdseknalva a 12. abran bemutatott séma sze-
rint klénoztuk a teljedlhc gént pattB vektorba. A K525E muténs klbnozasarsegy joval
bonyolultabb klonozasi stratégiat dolgoztunk ki.(&Bra), de végul sikeresen megoldottuk a

mutans konstrukcio elkészitését, szintén a patkBoviean.

pCasperd

Mhc 5*

I
Xhol l Eagl
pattB pBS
Mhc 5’ Mhc 3
1
Xhol Eagl Eagl Eagl
pattB >/
Mhec WT
J
Xhol Eagl Eagl

12. abraA vad tipusi MHC-WT konstrukcié létrehozasa, a §éés 3’ részének pattB vektorba klbnozasaval.

pBS-Multi
B —
Mhc 5’ 1.6kbSR
| .

Xhol Avrll Eagl Avrll Spel  EcoRV  Eagl Spel EcoRV

pattB
pBS-Multi- ASpeRV

Mhe 5 Mhc 5’ 4.6kbAE

xCR alapl mutagenezis
pBS-Multi- 1SpeRV DBS-Multi
«— «—
Mhc 5’-K525E Mhc 4.6kbAE-K525E Mhc 1.6kbSR-K525E
" | i
Xhol Avrll k5258 Eagl Avrll Spel T EcoRV  Eagl Spel K525E EcoRV
K525E
+ Mhc 3’
|
Eagl Eagl

Mhc — K525E

Xhol K525EEag] Eagl

13. abraA pattb-Mhc-K525E mutans konstrukcié klonozasa.
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A transzgenikus allatok @&hllitasara alkalmas konstrukciok Iétrehozasa utaadati-
pusu konstrukciot integraltuk@&zoér a genomba. Tekintve, hogyMhc gén a masodik kro-
moszéman helyezkedik el, a kébi genetikai kisérleteket megkdnnyiténdét harmadik
kromoszomas fogadd helyedttP) hasznaltunk, a 68E és a 86Fdigdlet. Annak ellenére,
hogy az injektalt konstrukci6 megleisen nagy mérétvolt (~ 31,5 kb), mindkét esetben
sikerllt a genomi integralas. A 68E esetében egyatitegranst kaptunk 156, @&todtél, a
86Fa estében pedig két integranst 362 uBdtol. Ezek az adatok jelzik, hogy daC31
integrdz hatékonyabb transzgenezist tesz dgbetmint a random P-elemes integracio, mert
abban az esetben egy hasonlé Mhc konstrukciovablyblt a beépulési rata (Swank et al.,
2000).

A letalitas és a ropulési képesség menekitése

A vad tipusu Mhc konstrukciot hordozé transzgeniallstok eballitasa lehdive tette
a tervezett funkcionalis vizsgalatok megkezdéséséHeteink soran &z06r azt vizsgaltuk,
hogy képes-e a vad tipusu transzgén menekitelingznull mutansok letalitasat. Amikaw,
Mhc/SM6b; MHC-WT®™/TM3 himeket és #stényeket kereszteztiink egymashoz, azt tapasz-
taltuk, hogy az utédgeneréciébavihc/Mhc'; MHC-WT*MHC-WT®? és Mhc'/Mhc";
MHC-WT®/+ genotipust adult egyedek is megjelentek. Ejetezte, hogy amMHC-WTF2
transzgenikus vonalban funkciéképes Mhc fehérimegidik, ami képes menekiteni athc!
homozig6ta mutansokra jelledhzetalitast. Azt is megfigyeltik ugyanakkor, hogyneneki-
tett egyedek jéval kisebb szamban keltek ki, mntaaMendel-féle szegregacios szabalyok
alapjan varhato lenne, ami azt sugallta, hogiaC-WT @ transzgenikus vonal nem képes
teljes mértékben biztositani a vad tipusra jeliemthc kifejezédési szintet. AMHC-WT®E
jelii transzgenikus vonallal nagyon hasonlé eredményekstink, de ebben az esetben a me-
nekitett mutansok szama még alacsonyabb volt, aziMHC-WT® -val, tehat valoszisit-
he® volt, hogy aaVHC-WT® transzgénil sem vad tipusu szinten fefik ki azMhc.

A ropulési képesség vizsgalata soran azt vizdgattogy azMHC-WT transzgenikus
vonalak képesek-e menekiteni Bthc' null mutansok, ill. azvihc™® ropképtelen mutéansok
ropulési fenotipusat homo- és heterozigota formaBarismert irodalmi adatokkal megegye-
zéen, azt talaltuk, hogy adhc'/+, Mhc'%+ ésMhc'%Mhc'® genotipusi egyedek szinte mind-
egyike ropképtelen (2. tablazat). Ezzel szemk&ztMacY/+; MHC-WT® ¥+, az Mhc/+;
MHC-WT®¥/+ az Mhc'%+; MHC-WT®**"%+ genotipusok esetében a ropulési képesség kb.
90%-ban helyreallt (2. tablazat). Ezek az eredmiénghat szintén megésitették, hogy az
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MHC-WT konstrukciokrol funkcioképes Mhc fehérjék tergurek. A kdvetkedkben azon-
ban, amikor azMhc/Mhc'; MHC-WT®"/MHC-WT®*"2 Mhc'/Mhct; MHC-WT®*S/MHC-
WTE és Mhc'?/Mhc!®; MHC-WTF/MHC-WT®® mutans kombinéaciok ropiilési képességét
vizsgaltuk, azt figyeltik meg, hogy homozigota nmstéattéren a transzgének két kopiaban
sem voltak képesek menekiteni a ropképtelensdyed, iepulési képesség egyaltalan nem
vagy csak néhany szé&zalékos mértékben allt heRréablazat). Kontroll kisérletként meg-
vizsgaltuk azVIHC-WT®3/+ ésMHC-WT®5/+ genotipust egyedek roplilési képességét is, és
azt tapasztaltuk, hogy a 68E transzgeén jelenléy@liedan nem, mig a 86Fa inszert csak az
egyedek 6%-aban okozott repulési fenotipust (2azal). Mivel ismert, hogy az IFM #ko-
dése, ill. a repuilési képesség nagyon érzékenyoaimiehérje szintjére, kisérleteink alapjan
azt a konkluziét tudjuk levonni, hogy ugyanMe C-WT transzgenikus vonalak funkcioképes
Mhc fehérjéket kddolnak, a ternddb fehérjek mennyisége valosilag eltér a vad tipusétol

€s emiatt a homozigdédMhc mutansok ropképtelenségét nem tudjuk menekiteni.

, nem repiil6 egye- vizsgalt egyedek
t
genotipus dek aranya (%) szama (n)
w ; Mhc'/+ 99% 411
w ; Mhc'/+ ; MHC-WT®*/+ 16% 358
w ; Mhc'/Mhc! ; MHC-WT***/MHC-wT®" 93% a4
w ; Mhc'/+ ; MHC-WT®®/+ 0% 48
w ; Mhc!/Mhc' ; MHC-WT®®/MHC-WT®* 100% 41
w ; Mhc'%/+ 100% 52
w ; Mhc'°/Mhc®® 100% 102
w ; Mhc'%/+ ; MHC-WT®*%/+ 6% 34
w ; Mhc*°/Mhc'® ; MHC-WT®*/MHC-wT2 100% 30

2. tAblazatAz Mhc! ésMhc™ hetero-, és homozigéta mutansok ropképességénsialata a menekitransz-
gének jelenlétében.
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A miozin fehérje szintjének vizsgalata

Az IFM specifikusAct88F génnel végzett kisérleteinkhez hasonldéan a mieg@tében
is 0ssze akartuk hasonlitani a fehérje szintekg€ll@nbdz mutans és menekikonstrukciok
esetében. Csakugy mint az aktin, a miozin is reridikibundans fehérje a torban, ill. az IFM-
ben, ezért itt is SDS gélelektroforézist és Coomassk festést alkalmaztunk az egyetlen
torbdl szarmazo fehérje kivonatok dsszehasonl@asdr 14. abran bemutatott eredmények
alapjan modszeriinkkel a vad tipusi és a heterazigbic’ vagy Mhc'® mutéansok miozin
szintje nem mutat nyilvanvalo kilonbségeket, el@anhz egyértelien lathatd, hogy a kont-
rollként hasznalMhc'® homozigétak és agihc/Mhct; MHC-WTF/MHC-WT® menekitett
muténs joval alacsonyabb miozin fehérje szinttetetkezik mint a vad tipus. Ezek a medfi-
gyelések tehat medimitették azt a feltételezést, hogy a transzgedE€-WT konstrukcidk
alacsonyabb miozin kifejédési szintet biztositanak, mint az endogén lokass,ugyan ele-

gend az életképesség helyreallitasahoz, de nem elégerepiilési képesség biztositasahoz.

w; Mhcl/+

w : Mhcl/Mhc!;
MHC-WTE6T/MHC - W Ts6
w; Mhcl?/SVEb

w; Mhe!®/ Mhe!?

W1113

kDa

300 —
250 ——

- @ 4= [\Viozin
170 ——

140 ——

14. dbraA miozin fehérje mennyiségének 6sszehasonlitasaémteterozigéta null mutansok, valamint hete-
rozig6ta hattdr null mutans két transzgénnel tordémenekitése esetén. A vastag fekete nyil a 230deDa-
miozin elhelyezkedését mutatja.

A szarkomer szerkezetének vizsgalata

A repulési tesztek elvégzése soran kapott eredrkékigmutattak, hogy a transzgeni-
kus vonalak funkciéképes Mhc fehérjéket kodolnakrtnaz életképességet menekitik, azon-

ban homozig6ta null mutansokban két extra képiatblevesetén nem eredményezik a repu-
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l6képesség visszanyerését. Annak érdekében, hogydp@gt mi okozza a transzgenikus
legyek ropképtelenségét az aktinos kisérleteinkiaspnléan ebben az esetben is megvizsgal-
tuk a szakromerek szerkezeti felépitését. Konfekdlikroszkopos felvételeken a 100%-ban
ropképtelerMhc’/+ mutans legyek izomszerve®gse a vad tipust izom felépitéséhez hason-
[6bnak mutatkozott (15. abra)). Egyetlen fontos kilénbséget tudtunk detektalni, a
szarkomerek rovidulését, ami egy kb. 0,8um-es dgghek adddott (15. abra). A ~25%-0s
rovidilés olyan mértdk izomszerkezetbeli valtozasnak i, amely elegerdd a
repképesség elvesztéséhez. A szintén ropképhter’’Mhc'® homozigéta mutans legyek
vizsgalata soran a ropképtelenséget teljes mémeadaeamasztd kaotikus, a vad tipustol elté-

ré szerkezdtizomfelépitést tapasztaltunk (15. abra).

w ; Mhel/+ w ; Mhcl/+ w ; Mhcel®/Mhet®

15. dbraMhc' heterozigéta ésihc'® homozigéta nulmuténs allatok izomszerkezete. A teléépsor (A, B, C,
D) az izomzat kettin festését, a kbz&per (A’, B, C', D’) az aktin festését, a legalsér (A”, B”, C”, D”)
pedig a két kép atfedését mutatja.

A meneki képiat tartalmazé genetikai kombinaciok kozilnac'/+; MHCY T84+
Mhc'¥/+;MHCY™®F %+ és az Mhc'YMhc'®; MHCY™FMHCV™F2 genotipust mutansokat
vizsgaltuk. A repiilési teszt alapjan majdnem 10G$AromenekitetMhc’/+; MHC" %% és
Mhc'%+:MHCY™/+ legyek izomszerkezetét vizsgalva azt varnank, fogyenekités hata-

sara a szarkomerek rovidulése helyredll. Festésalagjan a vartnak megfeteln a Z-
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korongok tavolsaga a vad tipust ~3,2pm-nek mutatk§z6. abra). AMhc**/Mhc™® mutans
allatok ropképtelenségét a homozigéta hattéret ket extra kopiadHCV™® nem volt ké-
pes visszaallitani. A szarkomer szerkezeti vizdégkla alapjan az
Mhc!%Mhc'®; MHCVBFMHCYT™2 menekitett allatok miofibrillumai nagy mértékbesns
dezettek és szarkomer hosszuk nem tér el a vastdigd 6. abra). Figyelemremélté azonban,
hogy ezekben a mutansokban a miofibrillumok vastgganegétt, a vad tipusu ~1,2um-es
Z-korong magassag ebben az esetben 2 pm-nek ad@éotabra). Eredményeink alapjan
elmondhatd, hogy 6sszhangban a repulési teszteknérgeivel, a heterozigbta mutansok
menekitése egy kopia meneékitonstrukcioval valoban helyreallitia a normaliakomer
szerkezetet. Az IFM null mutansnak tekintethc'® homozigétak szarkomer féfési hibait
azonban két kdpia menekikonstrukcio jelenléte sem volt képes tokéleteselgrballitani,
ami j6l magyardazza az Mhc!YMhc'%MHCYEFYMHCYT™ 2 genotipust  allatok
ropképtelenségét. Az ezekben a mutansokban metife§evastagabb miofibrillumok kép-
z6désének oka egyek nem vildgos, de korabbi ismeretek alapjan a tifaushoz képesti
barmilyen csekély szerkezeti eltérés is ropképsdgat okoz, tehat a fenotipus ebben a vo-

natkozasban egyértetimn értelmezhét

w ; Mhcl9/MHC;
w ; Mhcl/+; MHC-WTE6F/+  w : Mhcl®/+ ; MHC-WTS6F/+ MHC-WTE5F/ MHC-WT86F

16. AbraHeterozigdta hattéren egy menékibpiat, valamint homozigéta hattéren 2 merieképiat tartalmazé
allatok izomszervelése. A fel§ képsor (A, B, C, D) az izomzat kettin festésépaéps sor (A’, B, C’, D)
az aktin festését, a legalsé sor (A”, B”, C”, Dpedig a két kép atfedését mutatja.
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Az MHC-WT transzgenikus muslicakkal végzett kisimilek egyuttesen nagyon ha-
sonl6 konkluzidval zarultak mint az Act88F-es kistak. Nevezetesen, annak ellenére, hogy
a heterozigéta mutansok fenotipusat a transzgémttdmn magas szazalékban képesek me-
nekiteni, az eddig megvizsgalt transzgenikus vaniadh kopiaban nem képesek menekiteni a
homozigéta null mutansok fenotipusat. MEHC-WT® vonal esetében a miozin fehérje szin-
tek 0sszehasonlitdsa alapjan egyérielsk latszik, hogy a menekités hianya a transzgének
alacsonyabb génkifejédési szintjére vezethiewvissza. Emiatt a tovabbiakban a miozin ese-
tében is Uj platform kromoszoémak tesztelésére sesikséq, illetve itt is el fogjuk végezni a
menekitési kisérleteket harom kopa&C-WT transzgeén jelenlétében, emellett a kromoszdéma
parosodastol fligginaktivaciés hatas kizarasa érdekébenVi#C-WTF® és MHC-WT®E
transzgének menekit hatasét transz helyzetben is vizsgalni fogjuk
Mhc!%Mhc'®; MHCVBFMHCYT®E genotipust egyedekdallitasaval. Azt reméljiik, hogy a
késbbiekben sikertlni fog az alkalmas platform kromweak vagy platform kombinaciok
kivalasztasa, ami lehgté fogja tenni, hogy a korabban elkészitett MBfEE mutans konst-

rukciot is integralni és vizsgalni tudjuk.
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OSSZEFOGLALO

Munkam célja olyarDrosophila mutansok élallitasa, melyek megzavarjak a miozin
aktin aktivacigjat a muslicak legnagyobb mérezmaban, az indirekt repiizomban.
Hosszutava célként olyan aktin és miozin mutBmssophila torzsek eballitasat tiztik ki
célul, melyek mutaciot hordoznak az aktin és a miaktin aktivacidban szerepet jatszo re-
szeiben. Egyuttiikodd kutatdcsoportunk 8ketes vizsgalatai alapjan kidertlt, hogy az aktin
negativ toltéé N-termindlis vége az aktin aktivacié soran kapaédid a miozin molekula
motor doménjének aktivaciés hurkahoz. Az aktivadidsok tanulmanyozasa soran kapott
eredmeények alapjan az aktinnal valé kapcsolat alagly pozitiv t6ltés lizin aminosav az
525-8s poziciéban. Célunk az aktin negativ télfdsermindlisat, ill. a miozin K525-6s ami-
nosavat éririt mutaciok vizsgalata olyan transzgenikus konstiaksegitéségével, amelyeket
aktin, ill. miozin null mutans hattéren fejeztetiikik A tervezett kisérletekhez sziikséges mu-
tans konstrukcidkat sikeresen létrehoztuk mindkdimamind pedig a miozin esetében. Ezen
konstrukciok vizsgalata &t azonban kisérleti rendszeriink optimalizalaséat szikség,
aminek az volt a Iényege, hogy vad tipust mefidéahstrukciok segitségével megprobaltuk
meghatarozni melyek azok a genomi inszercios helgelelyek megfelél genkifejesdési
szintet tesznek leh®&té a transzgénesdr TDK dolgozatombandként ezeket a kisérleteket
mutattam be, amelyek célja az volt, hogp@osophila-ban rendelkezésre alkitP helyeket
hordozd integracios platformként szolgalé kromosakrkdzil kivalasszuk a mutans konst-
rukciok vizsgalatara legalkalmasabbakat.

Kisérleteimet az IFM specifikuact88F és azMhc génekkel végeztem. Az altalunk

FM és azvihc'® homo- és heterozig6ta forméaban is életké-

hasznalt mutansok kozul &rt88
pesek, mig adthc! miozin null muténs térzs homozigéta életképtelerekEa mutansok ho-
mo- és heterozigota formaban is ropképtelenek.rieigém soran olyan transzgenikus allato-
kat hoztam létre, melyek aktin vagy miozin null émg hattéren hordoztak egy vagy tobb
extra kopia aktin vagy miozin transzgént. Mivel®&31 integraz/attP rendszert korabban
Act88F ésMhc transzgének vizsgalatara nem hasznaltak, kisitedtvégzése étt nem volt
ismert, hogy a kulonb&zattP platform kromoszomak milyen kifef@esi szintet biztositanak
az IFM-ben, ezért aAct88F eseteben harom, mig &hc esetében két integracios helyet ha-
sonlitottunk dssze. A kilonbédzgenomi pozicidkba integralddott vad tipusu kodidkkcio-

és menekét képességét az életképességre és adlagpsgsségre gyakorolt hatasukkal vizsgal-
tam, ezeken tul pedig az aktin €és miozin mennyiségea szarkomerek szerkezetét is meg-

vizsgaltam a kulonb@mutans kombinaciokban.
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Az Act88F-WT és MHC-WT transzgenikus muslicakkbiégzett kisérleteinki 6sz-
szegészében elmondhatd, hogy alafemethasonld konklluzidkkal zéarultak. Az &lfontos
konklazié az volt, hogy a fenotipusos menekitésekétek mindkét esetben egyeértéém
bizonyitottak, hogy az altalunk Iétrehozott traresagus konstrukciok funkcioképesek, tehat
roluk aktiv fehérjek kégidnek. A masodik legfontosabb megfigyelés az valgyha hetero-
zig6ta mutansok repiilési fenotipusaAaB8F-WT*""* beépiilés kivételével, igen nagy haté-
konysaggal menekithewolt egy kdpia transzgén jelenlétében. A harmaglilyeges konklu-
zi0 azonban az volt, hogy a heterozigotakkal kapattato eredmények ellenére, az eddig
megvizsgalt transzgenikus vonalak két kopiaban képesek menekiteni a homozigéta null
muténsok fenotipusat. Kontroll kisérleteink alapjaegéllapitottuk, hogy az Act88F-WT
vagy MHC-WT transzgenikus konstrukciok jelenlétel wgpusu hattéren nem befolyasolja az
allatok repulési képességét. Mindezt egybevetvalaz#nnyel, hogy a heterozigota null mu-
tansokban kuldnb@zvisszacsatolasi mechanizmusok miatt altalaban cs&ikken a felére a
génkifejeddési szint, eredményeink leglogikusabb magyaraaatdehet, hogy a vizsgalt
transzgenikus konstrukciok alacsonyabb kifégEsi szintet biztositanak a vad tipusndl. Ez a
csokkent szint elegefidehet az 50%-osnal magasabb mértkitejezédést biztositd hetero-
zigota mutansok menekitésére, de a csokkent setezdrese mar nem elegéral null mu-
tansok menekitésére. Hipotézisiinkkel 6sszhanglzavHEC-WT*™ vonal esetében a miozin
fehérje szintek 6sszehasonlitasa alapjan egyémelknlatszik, hogy a transzgén két képiaban
null mutans hattéren valoban alacsonyabb génkiidfss szintet mutat mint a vad tipus. A
transzgéneken megfigyelldetsokkent genkifejgalési szint magyarazata valosay az
endogén gének kromoszomalis kornyeztéitérs kromoszémalis pozicideffektusokhoz
kothet. Ezek kikiiszobdlése és eredeti célunk elérésdépea a tovabbiakban tobb kisérleti
megkozelitést is szeretnénk hasznalni. Egyrésakam és a miozin transzgéenek esetében is
tervezzik 0 platform kromoszomak tesztelését, asxsrmeg akarjuk vizsgalni, hogy valto-
zik-e az eddig éhllitott transzgenikus vonalak menékitépessége, ha nem Kethanem
harom kopiat kombinalunk hilik homozig6ta mutans hattereken. Végezetul, atkispzel-
he®, hogy a homozigota transzgenekre jellénesdkkent kifejed@dési szint a kromoszéma
parosodastol figg, ezért azt is tervezzik, hogyeneakity konstrukciokat transz kombinacio-
ban (pl. MHC-WTSMHC-WT®® is kiprébaljuk majd. Azt reméljiik, hogy ezen mégeli-
tésekkel a ké&bbiekben sikertlni fog az alkalmas platform kromeak vagy platform
kombinAciok kivalasztasa, ami letie¢ fogja tenni, hogy a korabban elkészitett Act88F,
Act88F°NNN ¢s MHC®?°E mutans konstrukciokat is integralni tudjuk, és medjuk vizsgalni

milyen hatast gyakorolnak az IFM szerkezetére &hargkai tulajdonsagaira.
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