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TUDOMANYOS HATTER

Bevezeto

Az izommiukodés alapja az aktin és miozin filamentum rendszerek egymashoz képest
torténd elmozdulasa, amelyhez az energiat az ATP hidrolizise biztositja. Régota ismert, hogy
az ATP lebontasat a miozin molekuldk végzik, ugyanakkor az aktin miozinhoz val6 kotddése
nagy mértékben fokozza a miozin ATP-az aktivitasat. Ezt a jelenséget nevezziik aktin aktiva-
cionak, ami az ATP hidrolizis hatékonysagan keresztiil jelentésen befolyasolja az izommiiks-
dés hatékonysagat. Munkacsoportunk egylittm(ikodé partnere (Malnasi-Csizmadia Andras
csoportja az ELTE Biokémiai tanszékén) az elmult években szamos vizsgalatot végzett az
izomkontrakcié és az aktin aktivacio jobb megértése érdekében. Legujabb, in vitro és C.
elegans modellszervezeten végzett kisérleteik alapjan azonositottak az aktin aktivacidban sze-
repet jatszo aminosavakat és leirtak az aktin aktivacio egy lehetséges modelljét (Varkuti et al.,
2012). Tekintve azonban a fonalférgek kicsiny testméretét, az 10j elképzelés szempontjabol
kulcsfontossag izommechanikai méréseket nem volt lehetséges elvégezni, ezért felmertilt
egy genetikailag konnyen manipuldlhatd, de nagyobb testméretli modellorganizmus vizsgala-
ta. Erre a célra a Drosophila melanogaster tokéletesen alkalmasnak latszik, foként amiatt,
hogy a muslicak Un. indirekt repiiléizma nem sziikséges az életben maradashoz, de egyszerii
preparalasa révén lehetové teszi az izom mechanikai tulajdonsagainak alapos vizsgalatat. Ki-
sérleteink hosszl tavl célja az, hogy a miozin ATP-dz aktivacidjat befolydsold aktin és
miozin mutaciokat hozzunk létre Drosophila-ban és megvizsgaljuk azok hatasat az izom szer-

kezeti felépitésére ¢és mechanikai tulajdonsagaira nézve.

A Drosophila izomfelépitése

Kisérleteim célja az ecetmuslica indirekt repiildizmaban létrehozott mutaciok vizsgalata volt,
igy els6ként a modellorganizmus izomszervezddését ismertetném. A gerincesek ¢€s az izeltla-
buak harantcsikolt izmainak a felépitése nagy mértékben hasonlit egymashoz.

Izomzatuk kotegekbe rendezédott rostokbol épiil fel, melyeket miofibrillumok alkot-
nak. Legkisebb kontraktilis miikodési egységiik a szarkomer, melynek 6 alkotoelemei a vé-
kony, a vastag és a titin filamentum rendszerek (1. abra). A szarkomerek szabalyos felépitésii-
ek, egy adott miofibrillumon beliil azonos méretiiek, ez azonban izomtipustol fliggéen eltérd

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

Harantcsikolt izmokban a kontraktilis filamentumok rendkiviil szabalyosan helyez-
kednek el, és ennek a szabalyos elrendezddésnek kdszonhetd, hogy mikroszkdpos preparatu-
mokon ezek az izmok jellegzetes, csikos mintat mutatnak. Egy szarkomert két Z-korong ko-
zOtti terlilet hataroz meg, amelyen beliil az aktin és miozin molekuldk atfedése révén 5 jol
elkiilonithetd savot latunk (1. és 2. abra). A Z-korong melletti vilagos, aktin gazdag régio az |-
csik, melyet a szarkomer belseje felé haladva az aktin-miozin atfedés kovetkeztében egy soté-
tebb sav, az A-csik kovet. A szarkomer kozepén ismét egy vilagosabb, csak vastag
filamentumokat tartalmazo teriilet lathato, a H-csik, majd jra egy A-csik és egy I-csik kovet-
kezik a Z-korongig (1., 2. abra). A szarkomer ¢és egyben a H-csik kdzepén az altalaban csak
elektronmikroszkoppal detektalhaté M-vonal talalhato (Shafig, 1963, Reedy and Beall, 1993,
Au, 2004).
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2. abra A szarkomer elektronmikroszkdpos képe és szerkezeti felépitése.



A vékony filamentumok felépitése

A vékony filamentumok legfontosabb alkotoeleme az aktin. A globuléris Szerkezeti
aktin monomerek (G-aktin) egymashoz kapcsolddva hosszu, kettds helix szerkezeti polime-
reket alkotnak, melyet filamentaris aktinnak (F-aktinnak) neveziink (Chesarone and Goode,
2009). Az F-aktin polarizalt struktaraji polimer, amelynek megkiilonboztetjiik az un. plusz
(+) és minusz (-) végét. Az aktin filamentumok (+) vége szarkomerekben mindig a Z-korong
teriiletén talalhato, ahol a filamentumok keresztkot6 fehérjékkel (pl. a-aktinin) vannak egy-

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

troponin
aktin  |IC T tropomiozin

3. abra A filamentaris F-aktin polimer és a troponin-tropomiozin komplex kapcsolata.

A helikalis szerkezetli aktin filamentumok tropomiozin dimerekhez kapcsolodnak,
amelyek maguk is helikalis szerkezetliek és 7 aktin monomerrel 1étesitenek kotést. Emellett a
tropomiozin molekulak feleldsek a harom alegységbdl allo troponin komplex kotéséért is (3.
abra). A tropomiozin/troponin komplexnek kitiintetett szerepe van az izom 0sszehuzodas sza-
balyozasaban, hiszen a tropomiozin gatolja a miozin/aktin kolcsonhatast, a troponin komplex
azonban Ca”" jelenlétében képes feloldani ezt a gatlast és igy lehetdvé teszi az izom mitkodé-

sét (Zot and Potter, 1987).

A vastag filamentumok felépitése

A vastag filamentumok legfobb alkotoelemei a miozin molekulak. A miozin molekula
valdjaban 6 polipeptid lanc komplexe, amely 2 nehéz lancot és 2 par kiilonbozo (esszencialis

és szabalyoz0) konnyl lancot tartalmaz (4. abra) (Au, 2004).
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4. abra A miozin molekula szerkezeti felépitése.

A nehéz lanc N-termindlis vége, a konnyl lancokkal egyiittmikddve a motor-
doménnek nevezett globularis fejet alkotja, mig a C-terminalis része egy a-helikalis farki ré-
giot hoz létre (4. abra). Egy-egy szarkomerikus vastag filamentum felépitése ~200-400 miozin
molekula kotegbe rendezddésével valosul meg. A miozin fejek egy irdnyba rendezddnek, po-
laritasuk ellenkezdé iranyba mutat, mint az M-vonal. A vastag filamentumok az M-vonalat
alkoto titin, miomezin, M-fehérje, skelemin és kreatin kinaz fehérjékhez is kapcsolodnak (Au,

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

Aktomiozin kapcsolat, kontrakcio

Az izom 6sszehlizodas alapja az aktin és miozin lancok egymashoz vald kotddése és
egymaéson valé elcsuszasa. A megfelelé idegi impulzus hatéséra felszabadulo Ca®* ionok a
tropomiozin molekulat levalasztja az aktin polimerrdl, igy szabadda valnak az aktin miozin
koto helyei. A miozin feji része, ezaltal képes kotédni az aktin filamentumhoz. Az izom kont-
rakcidjdhoz a miozin molekula éltal kotott ATP hidrolizisére van sziikség, mely megmozgatja
a molekula motor domén-jét, ezzel elcsusztatva a két filamentumot egymason. A miozin az
ATP-ben tarolt kémiai energiat - szerkezeti atalakulasokon keresztiil - mechanikai energiava
alakitva az ,,aktinsinen” t6rténd egyiranyu elmozdulashoz hasznositja. A jelen levé Ca®* io-
nok sziikségesek a miozin ATP-az aktivitasanak beindulasahoz is. Jelenlegi tudasunk szerint
valamennyi miozin izoforma a Lymn és Taylor altal leirt altalainos sémanak megfelelden fejti

ki miikodését (5. abra) (Lymn and Taylor, 1971).
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5. abra A miozin ATP-az aktivitasanak Lymn-Taylor &ltal leirt sémaja.

A miozinon taldlhatd6 ATP- és aktinkotd helyek kozotti kapesolat révén az ATP kotése

a miozin motor domén aktinrol valé levalasat okozza. Az ATP-molekula hidroliziséhez kap-

crer

------

megtorténik az erdkifejtés: az erOkar lecsapodik, az enzim pedig egy Gjabb kemomechanikai
ciklus megtétele el6tt all (Terada et al., 2002, Conibear et al., 2003, Malnasi-Csizmadia et al.,
2005). Izomkontrakcio esetén a vastag filamentumot alkotd miozin molekulak az F-aktin po-
limereket huzzék a szarkomer kozepe felé. A folyamat révén a szarkomer megrévidiil, igy az
egész miofobrillum, st az egész izom 0Osszehuzodik anélkiil, hogy a vékony és a vastag
filamentumok hossza megvaltozna. Ez a csuszofilament elmélet (Huxley and Niedergerke,
1954). A folyamat véges mértékben kovetkezhet be, az 6Sszehtuzodas akkor teljes, ha a vastag

¢és vékony filamentumok atfedése maximalis.

Az aktomiozin kapcsolat és az aktin aktivacio

Az aktin-miozin kapcsolat atomi struktiraja még nem teljes mértékben meghatarozott,
azonban magas felbontast elektronmikroszkopos felvételek és in silico dokkolasi szimulaciok
alapjan egyértelmiinek latszik, hogy az aktin és miozin molekulak viszonylag nagy feliileten
kapcsolodnak egymashoz (6. dbra). Ezt a kdlcsonhato feliiletet egy mély arok oly modon 0szt-
ja két részre, hogy azt a miozin motor doménjének also6 és felsé kolcsonhatd szubdoménje

hatarolja (Varkuti et al., 2012). A modellek alapjan ennek a hasadéknak a bezarulasa meger6-



siti az aktin kotést (Takacs et al., 2011). Az alsé szubdomén aktin kot hurkaiban bekovetke-
zett mutaciok az aktin aktivacio és a miozin motilitas lecsokkenését eredményezték. Ezek az
eredmények azt sugalltdk, hogy a motilitds és az aktin aktivacié mechanikailag kapcsolt az
aktin koté hely hasadékanak bezarulasaval. Ezzel szemkozt, mas megfigyelések alapjan az
aktin aktivacio €s a motilitas szétkapcsolhatd egymastol. Ezt a lehetdséget azok a kisérletek
anélkiil voltak képesek gatolni a miozin ATP-az aktivaciojat, hogy megakadalyoztak volna az

aktomiozin komplex in vitro motilitasat (Anson et al., 1995).

Aktin trimer

Motor domén

6. abra Az aktomiozin kapcsolat kialakitasaban szerepet jatszo szerkezeti elemek. (Varkuti et al., 2012)

A fent emlitett eredmények alapjan a G-aktin molekula flexibilis, evolucidésan konzer-
valt, negativan toltott N-termindlis régioja kritikus az aktin-miozin interakcid szempontjabol.
Tekintve azonban, hogy ennek a régionak az aktin-miozin kapcsolat kialakulasaban jatszott
szerepe molekularis szinten nem volt ismert, egylittmiikodoé partnereink az ELTE Biokémiai
tanszékén nemrégiben elhataroztak, hogy ujbol elvégzik az aktin-miozin kapcsolat in silico
modellezését immaron az N-termindlis negativan toltott aktin aminosavak bevonéasaval. En-
nek soran azt talaltak, hogy a negativan t6ltott aktin N-terminalis vég sohidat képez a miozin
motor domén Arg520 aminosavaval (Dictyostelium discoideum miozin nomenklattra szerint)
(7. abra) (Varkuti et al., 2012). Az Gjonnan felfedezett kolcsonhatast medialdo Arg520 amino-
sav a miozin fels6 kolcsonhaté szubdoménjének egy kicsi hurkaban talalhato, melyet aktiva-
cios huroknak neveztek el (Gyimesi et al., 2008). Az aktivacios hurok szekvenciaja viszony-

lag konzervalt, mégis mutat némi variaciot miozin tipusok kozott, azonban minden miozin



izoforma esetén tartalmaz egy pozitivan t6ltott aminosavat a hurok csucsi részén. In vitro ki-
sérletek alapjan megallapitottak, hogy az aktivacios hurok és az aktin kozti kapcsolat meg-
gyorsitja a miozin er6kar mozgasat, a molekula ATP-az aktivitasanak stimulalasa révén.
Transzgenikus fonalférgeket vizsgalva azt az eredményt kaptak, hogy az aktivacios hurkot
érinté mutéaciokat hordozo allatok izomszerkezete - melyekben az aktin aktivacio gatolt volt -
a vad tipusuakéhoz hasonlonak mutatkozott. Emellett azt tapasztaltak, hogy az aktin aktivacio
hianya, a miozin aktinon valo elcstiszasat (izom 0sszehuzodas) sem gatolta meg teljesen, de
jelentdsen gyengitette az izom erdkifejtésének mértékét. Mindezek alapjan az ujonnan leirt
aktin-miozin interakcio az aktin aktivacion keresztiil sziikséges a hatékony eré generalashoz,
azonban nem esszencialis a nyugalmi izomtonus 1étrejottéhez. Aktin aktivacio hidnyaban a
kontrakcid bizonyos szinten mikddik, de az ATP-az aktivalas jelentésen megndveli az aktiv

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

7. abra A miozin feji végének szerkezeti felépitése felhtizott és ers aktin k6t6 allapotban. (Varkuti et al., 2012)



CELKITUZESEK

Az aktin aktivacié molekularis alapjainak a felderitése utan felmertilt az igény olyan
Drosophila mutansok eldallitasara amelyek megzavarjak az aktivacié folyamatat az Gn. indi-
rekt repiildizomban (IFM), ami a muslicak legnagyobb méretii izma. Ezek a mutansok rend-
kiviil hasznosak lehetnek izom biokémiai (kinetikai) vizsgédlatok és izom mechanikai kisérle-
tek céljaira, és ily modon segitségilikkel még mélyebb bepillantast nyerhetiink az aktin aktiva-
ci6 in vivo folyamataiba. Hosszatava célunk olyan Drosophila miozin és aktin mutansok el6-
allitasa, amelyek mutéaciot hordoznak a miozin aktivacios hurkdban, ill. az aktin negativan
altalaban igen alacsony hatékonysagu Drosophila-ban, helyette egy transzgenikus stratégiat
dolgoztunk ki. Ennek az a 1ényege, hogy a muténs aktin és miozin géneket egy transzgénrol
fejeztetjiik ki a megfeleld aktin, ill. miozin null mutans hattéren. Korabbi vizsgalatok alapjan
ismert, hogy az IFM szerkezete és miikodése nagyon érzékeny az aktin és miozin fehérjék
aranyara (Beall et al., 1989), igy pl. az Mhc (miozin nehéz lanc) gént egy kopiaban hordozo
muslicadk [FM-je szerkezetileg aberralt és az allatok repiilési képessége erdsen csokkent
(O'Donnell and Bernstein, 1988). Ezért annak érdekében, hogy biztositsuk, hogy a tervezett
transzgénikus vonalak hasonl6 szinten fejezédnek ki, elhataroztuk, hogy egy helyspecifikus
integracion alapulo transzgenikus rendszert alkalmazunk. Tekintve azonban, hogy ilyen rend-
szert kordbban miozin és aktin transzgenikus vonalak eldallitdsara nem hasznaltak, el6szor a
rendszer optimalizalasat kellett elvégezniink. Ennek soran Mhc és Act88F (IFM specifikus
aktin izoforma) mutédns torzsek menekitését terveztiik vad tipusu extra miozin €s aktin kopidk
bevitelével. A kisérlet sordn kiilonb6z6 genomi integracids helyek Gsszehasonlitasat tervez-
tik, és igy kivantuk kivalasztani a megfeleld kifejezodési szintet biztositd genomikus pozici-
Ot. A tovabbiakban a mutans konstrukcidkat mar csak ezekre a megfeleld helyekre tervezziik
integralni.

A vad tipusu (€s késdbb a mutans) konstrukciokkal végzett menekitési kisérletek soran
terveztiik a repiilési képesség vizsgalatat, az IFM szerkezeti vizsgalatdt immunhisztokémiai

eljarassal €s a kifejezddési szintek dsszehasonlitasat fehérje gélek segitségével.

10



FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt Drosophila torzsek és mutansok

wiis (vad tipust kontrollként)

- w; Mhc'/CyO, Act-GFP
- w; Mhc'%Mhc® ; TM2/MKRS
- w; MHC-WT®F3T™mM3
- w; MHC-WT®5/TM6D
- w; Mhc'/CyO ; MHC-WT®*5/TMm3
- w; Mhc/Mhc! ; MHC-WT®E/MhcWT®8E
- w; Mhcl/CyO ; MHC-WT®F/TM3
- w; Mhc/Mhc! ; MHC-WT®F/MhcwT?eF2
- w; Mhc!%CyO,y* ; MHC-WT®FTM2
- w; Mhc*¥/Mhc®® ; MHC-WT®F/MhcwT8eFa
- w; CyO,y*/Sp ; Act88F*M/TMe6b
- w; Act88F-WT>¢/CyO
- w; Act88F-WT>®*/CyO
- w; Act88F-WT""*%/Ccy0
- w; SM6b/Sp ; TM3/CXD
- w; Act88F-WT/CyO,y" ; Act88F*M/TM3
W ; Act88F-WT/ACt88FWT ; Act88F M/Act88F" M

Az attP-attB integracios rendszer

A mutans és vad tipust konstrukcidk genomba valé integraldsdhoz az attP-attB re-
kombinacios rendszert hasznaltuk.

Helyspecifikus rekombinacié esetén a beépiteni vagy kivagni kivant DNS szakasz in-
nyitjak, igy a rekombindcié nem véletlenszerii. Bizonyos fagok ezt a mddszert alkalmazzak a
gazdagenomba valo beépiilésre. A modszer atvitele mas kisérleti rendszerekbe nagyban bovi-

tette a molekularis vizsgalatok tarhazat.
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A rendszer alapja, hogy a beépiilés helyeként a kromoszoman csak egyszer talalhato
specifikus szekvencia szolgal. A Lambda fag esetén ez az att régid (attachment site). A
lambda fag a lizogén baktériumban profagként csak a baktérium att helyére képes beépiilni. A
helyspecifikus beépiilést egy integraz fehérje végzi. Az att régié mind a fag (attP), mind a
gazda genomban (attB) megtalalhaté. A région beliil 15 bp homoldg szakasz talalhato:
GCTTTTTTATACTAA, melynek két oldalan helyezkedik el a fag esetén a P és P', a baktéri-
umnal a B és B' szekvencia. A fag integracidja kovetkeztében kialakul egy BOP'-lambda, ge-
nom-POB' szerkezet (8. abra).
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8. abra A fag alapu attP-attB rekombinacios rendszer sematikus abrazolasa.

A mi kisérleti rendszeriinkben is ezt a mddszert alkalmaztuk. A beépiteni kivant konst-
rukcio tartalmazza az attB szekvenciat. A konstrukciot egy meghatarozott helyen attP szek-
venciat tartalmazd torzsbe injektaltuk, ahol megtortént a helyspecifikus rekombinécio
(Bischof et al., 2007). A mutans, illetve vad tipusti konstrukciokat igy iranyitottan, elére meg-

hatarozott helyre integraltuk be.

Az Act88F és Mhc konstrukciok klonozasa

A vad tipusu Act88F konstrukcié klonozasahoz a pUDSSF jelii klont (Sparrow et al.,
1991) hasznaltuk fel, ami egy 4,1 kb-0s Sall fragmenten tartalmazza a teljes Act88F gént €s a
szabalyoz6 régioit is. Ezt a Sall fragmentet el6szor a pH7.30 vektorba (Seifert et al., 1986)
klonoztuk at Sall helyre. Majd ebbdl a vektorbol pattB vektorba klonoztuk egy 4,1 kb-0s Notl

fragmentként, €s igy elkésziilt a genomi integraciora alkalmas pattB-Act88F-WT konstrukcio.
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Az Act88F fehérje N-terminalisan mutans konstrukciok eldallitasat Varkuti Boglarka-
val (ELTE, Biokémiai tanszék) k6zoson végeztiik. A mutagenezist 6 végezte el a pH7.30 vek-
torba klonozott Act88F génen, oly mddon, hogy a vad tipusra jellemzé N-terminalis CDDD
aminosavakat CNDN, ill. CNNN aminosavakat kodolo szekvenciakra médositotta. Ezek utan
a két mutans valtozatot Notl fragmentként klonoztuk at a pattB vektorba, amelyek készen
allnak a genomi integraciora.

A vad tipusu Mhc konstrukcié (Mhc-WT) kloénozasa soran a pMHCS5’ kloénbol indul-
tunk ki. Ez a klon Sanford Bernstein (SDSU, San Diego) laboratériumabdl szarmazik, és a
pCasper4 vektorban hordozza az Mhc gén 5’ felét egy 11,7 kb-0s Bsu361-Eagl fragmentként
Hpal-Eagl helyekre klénozva. Ebbol a vektorbol Xhol-Eagl fragmentként atklonoztuk az
inszertet pattB vektorba (pattB-MHCS5”) (12. abra). Az Mhc gén 3’ fele egy (szintén Sanford
Bernstein-t6l szarmazo) pBS klonként allt rendelkezésiinkre ahova egy 12,4 kb-0s Eagl
fragmentként lett klonozva (12. abra). Az Mhc-WT konstrukcio elkészitéséhez a pattB-
MHCS5’ vektorba klonoztuk az Mhc 3’ 12,4 kb-os Eagl fragmentet, ily modon elkésziilt a tel-
jes Mhc gént hordozé Mhc-WT konstrukcid, ami 24,1 kb-nyi genomialis régiot hordoz a pattB
vektorban (12. abra).

A patth-Mhc-K525E mutans konstrukcié klonozasa soran a pattB-MHCS’ klonbol
indultunk ki. Ebbdl a klonbdl atklonoztuk a 9a exont is tartalmazod 4,6 kb-os Avrll-Eagl
fragmentet (Mhc5’ 4.6kbAE) egy olyan pBS valtozatba amelynek a teljes MCS régidja ki lett
cserélve (pBS-Multi, az ) MCS szekvenciat lasd alabb) és abban elrontottuk az Spel és
EcoRV helyeket (pBS-Multi-ASpeRV) (13. abra). A kovetkezd 1épésben az Mhc5’ 4.6kbAE
klonbol atklonoztuk a 9a exont is tartalmazo 1,6 kb-0s Spel-EcoRV fragmentet a pBS-Multi
vektorba (a klén az Mhc5’ 1.6kbSR nevet kapta). Ebben a klonban elvégeztiik a mutagenezis
kisérletet, amelynek soran az 525-6s pozicidju lizin aminosavat kddold tripletet glutaminsavat
meghataroz6 tripletre cseréltiik egy PCR alapi mutagenezis kisérlet soran (13. abra). A
mutagenezishez hasznalt primerek a kovetkezék voltak: MhcK525E-R  (CACCTC-
TTCAATCAGATCGATAC) és MhcK525E-F (CTTAATAGATTCAAATTACTCCATG). A
mutagenezist szekvenalassal ellendriztiikk, aminek eredményképp megallapithatdé volt, hogy
sikeresen eldallitottuk az Mhc 1.6kbSR-K525E jelti mutans klont. Ezt a klont felhasznalva az
elézéekben részletezett klonozasi stratégiat forditott sorrendben kdvetve létrehoztuk az
Mhc5’-K525E klont pattB vektorban, ami a teljes 11,7 kb-os 5” régidt hordozza a K525E mu-
tacioval a 9a exonban (minden koztes klonozasi 1épés szekvenalassal is ellenérizve volt) (13.

abra). Ezek utan az Mhc 3’ régiot az Mhe-WT klon eldallitasahoz hasonld mdédon kldonoztuk
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egy 12,4 kb-os Eagl fragmentként az Mhc5’-K525E klonba és igy elkésziilt a pattB-Mhc-
K525E mutans konstrukcio (13. abra).

A Dr. Sipos Laszl6 kolléganktol szarmazéd pBS-Multi vektor MCS (t6bbszords klono-

70 hely) szekvencidja a kovetkezo:

GAGCTCTCTAGAGAATAGGAACTTCACTAGTGAATTCCTGCAGGATATCTAGGGA
TAACAGGGTAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGCGGCCGCA
AGCTTCCGCGGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATCAAAACGTCG
TGAGACAGTTTGGTCAATTGCTCGAGGTTTAAACCCTAGGGAAGTTCCTATACTTT
CTAGAGGGCCCGGTACC

Indirekt repiiléizom boncolas és immunhisztokémia

A kivalasztott egyedet 600 pl frissen készitett 4%-os paraformaldehidbe tettem. A bal
oldalara fektettem, tigy hogy a fejéhez hozzaférhessek. Boncold csipesszel megfogtam a fejét
¢s a masik csipesszel ellentartva dvatosan eltdvolitottam. A fejjel egyiitt kihuztam a tapcsator-
nat is. Ezt kovetden a torra vigyazva leszakitottam a potrohot. A legyet a labainal fogva
szembe forditottam ugy, hogy a boncolo6 ollé egyik szarat a toron lathatd nyilasba tudjam il-
leszteni. A tort fiiggdlegesen félbevagtam, igy egy jobb és bal oldalt kaptam. gy mar lathaté a
repiiléizom, melyet boncold tii és ollo segitségével lehetdleg szakitdsmentesen eltavolitottam.
Az izmot a boncolas kezdetétdl szamitva 15 percig tartottam a PF-ben. Ezt kdvetden a minta-
kat min. 3x20 percig PBS-T-vel mostam, majd min. 1 o6raig PBS-BT-ben blokkoltam. A
blokkolast kovetden az elsédleges antitestet vittem a mintakra, melyet PBS-BT-ben higitottam
a megfeleld aranyban. A preparalt izmokat éjszakara 4°C-ra tettem. Mdasnap a mintat min.
3x20 percig PBS-T-vel mostam, majd a masodlagos ellenanyagot tettem ra a megfeleld higi-
tasban. A masodik festési eljaras 2 6ran keresztiil vagy overnight 4°C-on tortént, majd wijabb
min 3x20 perc mosas kovetkezett. A mintakat ezutan egy csepp PBS:Glicerin (1:1)-be a
targylemezre helyeztem, majd fedélemezzel lefedtem. A feddlemez széleit lakkal vontam be,

majd a mintat htitében taroltam.

Felhasznalt ellenanyagok

A kettin jeloléséhez kettin patkany elsddleges ellenanyagot hasznaltam (1:200), ma-
sodlagos ellenanyagként Alexa488 anti patkanyt (1:500). Az aktin festését Rhodamin-
Phalloidinnal végeztem (1:100).
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A repiilési képesség, a szarkomerhossz és a fehérjemennyiség vizsgalatahoz sziikséges

Keresztezések

A repiilési képesség, az izomszerkezet és a fehérjeszint tanulmdnyozasdhoz a
fenotipust befolyasold balanszer kromoszomakat W hoz valo keresztezéssel vad tipusu

kromoszémakra cseréltem.
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Repiilési teszt

A legyek ropképességét egy zart plexi dobozban vizsgaljuk. A doboz oldalan levd ke-
rek nyilason keresztiil engedjiik be a legyeket, és a hatso falon talalhato vizszintes jelhez vi-
szonyitjuk a legyek roptét. A ropképtelen legyek lehullanak a doboz aljara, a jol repiil6 legyek
a vonal feletti régioba szallnak, mig a kevésbé jo ropképességiiek a vonal alatti dobozoldalra

replilnek.

Poliakrilamid gélelektroforézis

Semleges pH-n a fehérjék az elsddleges szerkezetiiktdl fliggéen negativ vagy pozitiv
toltéssel rendelkeznek. Ha a makromolekulakat oldatba helyezziik elektromos erdtér hatasara
elektromos t6ltésiiknek, méretiiknek és alakjuknak megfeleléen vandorolnak. Ezt a folyamatot
nevezik elektroforézisnek. Az SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate- PolyAcrylamide Gel
Electroforesis) esetén a vandorlas egy erdsen hidratalt poliakrilamid gélben torténik, amely-
nek porusatmérdje szabalyozhatd. Az eljaras alapja, hogy az akrilamid vizes kdzegben, bizo-

nyos katalizatorok jelenlétében (Temed) polimerizalodik, igy megszilardulva egy halézatos
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szerkezetet ad. A modszer soran alkalmazott, a fehérjék kicsomagolasdhoz hasznalatos SDS
egy anionos detergens, mely egyuttal egy negativ toltést is kolcsonodz a fehérjének, gyorsitva a
pozitiv elektroda felé torténé mozgasat. A fehérjemintahoz B-merkaptoetanolt adva, az fel-
bontja a polipeptid lancok kozotti S-S kotést, kizarva ezzel a fehérjék alakjatol valo fliggést.

Az eljaras soran miozin és aktin mutans legyek indirekt repiil6izmat vizsgaltam annak
érdekében, hogy Osszehasonlitsam az aktin és miozin fehérjék kifejez6dési szintjét. A vizs-
galni kivant legyek fejét, potrohat, labait és szarnyait eltavolitottam igy csak a tor részt
lizaltam. A legyeket PBS-ben boncoltam és a tort 20 ul jégen tartott lizis pufferben éjszakara
4°C-ra tettem. Ma4snap a mintdkhoz 5 ul 5%-os SDS mintapuffert és 1,315 ul B-
merkaptoetanolt mértem, majd 10 percig forraltam. Ezt kovetden lecentrifugaltam a mintakat
13000 rpm-el 1 percig.

A 6%-0s gél elkészitéséhez eldkészitettem az iiveglapokat és Osszeszereltem a gélontd
kitet (Cleaver Scientific). A running gélt 6sszemértem és a két tiveglap k6zé pipettaztam. A
gél szintje a fési alatt kb 1 cm-el legyen. A még folyékony running gél tetejére izopropanolt
pipettdztam majd 20-40 percet vartam a gél polimerizaciojara. Ezt kdvetden ledntdttem az
izopropanolt, és az alkoholmaradék elparolgasaval parhuzamosan Osszemértem a stacking
gélt. A stacking felvitelét kovetden rogton behelyeztem a fésiit figyelve a buborékmentesség-
re. 20 perc elteltével ovatosan eltavolitottam a fésiit és az dsszeszerelt kitet az 1x SDS running
puffert tartalmazo6 tankba helyezetem. A gélt tartalmazd belsd részt is feltoltottem pufferrel,
hogy ellepje a zsebeket, majd atmostam pipettaval dket. A legszElsé zsebekbe a mintakkal
megegyez6 térfogati 1x SDS mintapuffert tettem, majd a maradékot feltdltdttem a mintakkal
¢s a markerrel. A gélt 70V fesziiltséggel futtattam, mig a futasi front el nem tiint (kb 2 6ra).

A futtatast kovetOen a gélt elokészitem Coomassie-kék festéshez. Elsoként 2x5 percig
mostam dH,0O-val. A mosast kovetéen 50 ml fixaldé oldatban (50% metanol, 10% ecetsav) 1
oran keresztlil mozgattam. A fixalo oldatot ledntottem és 5 perces desztillalt vizes mosassal
tavolitottam el a gélrdl. Ezt kovetden Coomassie blue festéket ontottem a gélre, hogy ellepje
¢s fél oran keresztiil hagytam festédni. A gélt folyamatosan mozgattam. A fél ora leteltével
mosofolyadékban (20 % metanol, 10% ecetsav) mostam, mig szép tiszta képet nem kaptam,

majd a gélt 5%-0s ecetsavat tartalmaz6 dH,O-ban taroltam.
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EREDMENYEK

Az Aktin88F gén és az Act88F konstrukciok

A legtobb eukariota genom szamos aktin izoformat tartalmaz, amelyek aminosav
szekvenciaja csak minimalis mértékben kiilonbozik. A Drosophila melanogaster esetében hat
aktin gént talalunk, melyek koziil ketté a citoszkeleton, négy az izom felépitésében jatszik
szerepet. A négy izomban kifejez6dd gén koziil az Act88F jelt kizardlag a torban fejezddik
ki, azon beliil is féként csak az indirekt repiiléizomban (IFM), ahol ez az egyetlen ismert
szarkomerikus aktin izoforma. Mivel az IFM a muslicak legnagyobb izma, és mérete eléri azt
a tartomanyt, hogy kiboncolas utdn akar kinetikai és izom mechanikai méréseket is lehessen
rajta végezni, az aktin aktivacio vizsgalatat célzo kisérleteinket, a miozin mellett, ezzel az
IFM specifikus aktin izoformaval terveztiik elvégezni. Tévlati kisérletes célunk az, hogy
olyan Act88F mutansokat vizsgaljunk, amelyekben megvaltoztattuk azokat a negativan toltott
N-termindlis aminosavakat, amelyek egyiittm(ikodo partnereink eredményei alapjan fontos
szerepet jatszanak az aktin aktivacioban (Varkuti et al., 2012).

A harmadik kromoszdéman elhelyezkedd Act88F gén protein null mutdnsai heterozigo-
ta és homozigota formaban is életképesek, ropiilni viszont egyaltalan nem képesek (Beall et
al., 1989). Korabbi munkakbdl ismert, hogy az ACt88F mutansok ropképtelenségét menekiteni
lehet olyan transzgenikus konstrukciokkal, amelyek hordozzak az Act88F gén ép kopiajat a
szabalyozé régiokat is beleértve (Drummond et al., 1991). Ugyanakkor, a publikalt eredmé-
nyek alapjan az is nyilvanvalo, hogy az IFM szerkezete és miikodése nagyon érzékeny az ak-
tin és miozin fehérjék aranyara, ill. a gének kifejez6dési szintjére (Beall et al., 1989). Ennek
tudhato be, hogy a genomba random integraciéval bejuttatott Act88F transzgének tobbsége
nem képes tokéletesen menekiteni a gén hianyat, mert a transzgenikus kopiadk kifejezédési
szintjét kromatin szintli pozicionalis hatdsok moédosithatjak, ezért a transzgéneken talalhato
Act88F gének hiaba allnak elvileg vad tipusu génszabalyozas alatt, a kifejezddési szintjik
mégis jelentdsen eltérhet attol. Mindezek figyelembe vételével, de a rendkiviil munkaigényes
¢és bizonytalan kimenetelii helyspecifikus rekombinacion alapuld mutagenezis modszereket
elvetve, egy az Act88F null mutansok menekitésén alapuld transzgenikus kisérleti stratégiat
dolgoztunk ki. Ellentétben azonban a kordbban hasznalt megkozelitésekkel, annak érdekében,
hogy biztositsuk, hogy a tervezett transzgenikus vonalak hasonl6 szinten fejezddnek ki, elha-
taroztuk, hogy egy helyspecifikus integracion alapuld transzgenikus rendszert alkalmazunk.
Ennek az a Iényege, hogy a ®C31 integraz rendszer segitségével mindig a genom egy adott,

ismert, attP fogado szekvenciat hordozé helyére tudjuk beépiteni az attB szekvenciakat hor-

18



dozé konstrukcidinkat (Bischof et al., 2007). Jelenleg t6bb tucat ilyen attP szekvenciat hordo-
70, un. platform kromoszoma is elérheté a Drosophila genetikusok szamara. Mivel korabban
az attP platform kromoszomakat nem hasznaltak Act88F transzgenikus vonalak eléallitasara,
hosszutavu céljaink elérése érdekében arra volt sziikség, hogy meghatarozzuk melyik az az
integracids hely (platform kromoszoma), ahol megfeleld szinten képes kifejezddni az oda
beépiilt ACt88F transzgén. Ennek megallapitasa érdekében a teljes vad tipusu Act88F gént egy
4,1 kb-os Sall fragmenten hordozo attB-Act88F-WT konstrukcidt készitettiink (a klonozas
pontos menetét lasd a Modszerek kozott), ami alkalmas a genomi integraciora. Mivel pozicid
effektusok a platform kromoszomékon is eléfordulhatnak, ugy dontottiink, hogy azok koziil
harom fliggetlen masodik kromoszoman elhelyezkedd integracios helyet (attP51C, attP58A és
attP40) hasonlitunk 0ssze, abban bizva, hogy koziiliikk legalabb egy hasonlé kifejezddési szin-
tet fog biztositani, mint ami az endogén Act88F-re jellemzd. Ennek érdekében az Act88F-WT
konstrukciot a megfeleld ®C31 integraz; attP torzsekbe injektaltuk és sikeresen megalapitot-
tuk a transzgenikus torzseket mindhdrom platform kromoszéméval. A tovabbiakban a méso-
dik kromoszoémas vad tipusti ACt88F gént hordozé transzgenikus torzseket tobb szempontbol
is tesztelni akartuk. Kivancsiak voltunk arra, hogy az Act88F homozigéta és heterozigéta null
mutansok ropképtelenségét képes-e menekiteni a transzgének jelenléte egy, ill. két kopiaban.
Ezen a funkcionalis teszten tul, dssze akartuk hasonlitani, hogy a menekitd kisérletek soran
milyen mértékll aktin fehérje szint jellemzd az IFM-re és milyen szarkomerikus szerkezet

figyelheté meg az IFM-ben.

Az Act88F transzgének hatasa a repiilési képességre

Az Act88F null mutansok mind homo-, mind heterozigéta formaban életképesek, de
ropiilni nem tudnak (1. tablazat). Az Act88F-WT konstrukciot a masodik kromoszéman hor-

FKM

doz6 transzgenikus vonalakat a harmadik kromoszémas Act88 null mutansokkal kombi-

F*M mutan-

nalva megvizsgaltuk, hogy képesek-e a transzgenikus kopiak menekiteni az Act88
sok ropképtelenségét. Elszor az  Act88F-WT>'“/+; Act88F*M/+, Act88F-WT/+;
Act88F M/+ ¢s Act88F-WT*"P4/+; Act88FM/+ kombinacidkat vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy
mindegyik inszercié6 menekitette valamilyen mértékben az Act88FM heterozigotik
ropképtelenségét, de teljes mértékben egyik sem miikddott (1. tablazat), a leghatékonyabbnak
az Act88F-WT>** inszercio bizonyult ami a mutdnsok 83%-4ban menekitett. Kontroll kisérlet-
ként megvizsgaltuk, hogy a transzgenikus vonalak vad tipusu Act88F hattéren heterozigota

formaban befolyasoljak-e a repiilési képességet, azonban ezek a muslicak tokéletesen jol re-
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piiltek (1. tablazat), tehat a transzgéneken bejuttatott extra ACt88F gén kopiak jelenléte dnma-
gaban nem okoz repiilési fenotipust. Ezek utan a kettds homozigota (Act88F-WT/Act88F-WT;
Act88FM/Act88F ™) kombinaciok repiilési képességét vizsgaltuk. Megfigyeléseink szerint
ezek az egyedek egyaltalan nem voltak képesek repiilni (1. tablazat), ami azt jelzi, hogy a
homozigéta mutansok fenotipusat két kopia transzgenikus Act88F gén jelenléte még részlege-
sen sem tudja menekiteni. A kettds heterozigota kombinacidk fenotipusa alapjan a transzgé-
nekrdl bizonyosan képzddik funkcionalisan aktiv Act88F fehérje, hiszen ott részleges meneki-
tés figyelhetd6 meg. Tekintve azonban, hogy a menekités a kettés heterozigbtak esetében is
csak részleges, a kettds homozigdtdkban pedig egyaltalan nem figyelheté meg, feltételezziik,
hogy a transzgénekrdl funkcionalisan aktiv fehérjék képzddnek, de nem a megfeleld mérték-
ben. Mivel a transzgének heterozigdta formaban nem befolyasoltak a repiilési képességet, jo
okunk van feltételezni, hogy nem egy a vad tipushoz képest megnovekedett, hanem egy csok-

kent fehérje szint lehet az oka a menekités hidnydnak.

, nem repiil6 egye- vizsgalt egyedek
t . \
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"/Act88F" 100% 16
w ; Act88F-WT>'/+ ; Act88F"'/+ 24% 118
w ; Act88F-WT>'/Cyo,y" ; Act88F " /Act88F" 100% 35
w ; Act88F-WT>'“/Act88F-WT ' ; Act88F"/T™M3 14% 29
W ; Act88F-WT>'‘/Act88F-WT"';
’ ’ 1009 8
Act88F“/Act88F" %
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. tablazat Az Act88F homo és heterozigdta null mutansok repiilési képességének alakulasa a kiilonb6z6 transz-
gének jelenléte esetén.
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Az aktin fehérje szint vizsgalata

Az elézd fejezetben részletezett menekitési kisérletek alapjan arra kovetkeztettiink,
hogy a transzgenikus Act88F konstrukciok altal biztositott ACt88F kifejez6dési szint nem
egyezik meg a vad tipussal. Ezért elhataroztuk, hogy megprobaljuk 6sszehasonlitani az aktin
fehérje mennyiségét a kiilonbozé Act88F mutans és menekitett kombinaciokban, ill. a megfe-
lelé kontroll allatokban. Kisérleteink soran vad tipust, Act88F™/Act88FM Act88F M/+,
ACt88F-WT/+; Act88F M/+, Act88F-WT/+; Act88F "/Act88F ", Act88F-WT/Act88F-WT;
Act88FM/Act88F" ™ ¢s Act88F-WT/Act88-WT; Act88FM/+ genotipust allatok torbol szarma-
z06 fehérje kivonataiban vizsgéltuk az aktin szintet. Mivel a tor szdveteinek, azon beliil is az
izmok legnagyobb részét az IFM teszi ki €s az aktin egy nagyon abundans fehérje, az aktin
szintet SDS gélelektroforézis és Coomassie-kék festés utan hasonlitottuk dssze (9. abra), min-

tanként egyetlen torbol szarmaz6 fehérje kivonatokban.
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9. abra Az aktin fehérje szintje heterozigota és homozigéta null mutans, valamint egy illetve két transzgént
tartalmazo allatok esetén. A nyil a 43 kDa-os tartomanyban talalhat6 aktinra mutat.

Kisérleteink alapjan egyértelmilen kimutathato volt, hogy az Act88F™ homozigota
mutansokban jelentsen alacsonyabb az aktin szint, mint a vad tipusban (9. abra), azonban a
heterozigota Act88F*M mutansban és az Act88F-WT/+; Act88FM/+ kettds heterozigdtakban
nem lattunk egyértelmi kiilonbséget a vad tipushoz képest (9. abra). A homozigdta null mu-
tans hattéren egy transzgént tartalmazo allatok aktin szintje viszont kimutathatéan alacso-
nyabb a vad tipusénal. Ezzel szemkozt, a kettés homozigdta Act88F-WT/Act88F-WT,;
Act88FM/Act88F ™ mutansok aktin mennyisége a vad tipuséval megegyez6nek latszik (9.

abar). Végezetiil, a heterozigdta null mutans hattéren két menekitd kopiat tartalmazéd allatok
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valamelyest magasabb aktin szintet mutattak, mint a vad tipus (9. abra). Eddigi eredményeink
tehat nem szolgaltak egyértelmii bizonyitékkal arra vonatkozoéan, hogy az Act88F-WT mene-
kité transzgének alacsonyabb expresszios szintet biztositanak, mint az endogén Act88F gén.
Fontos azonban latnunk, hogy az altalunk hasznalt szemi-kvantitativ 6sszehasonlité modszer a
kisebb kiilonbségek kimutatdsara nem alkalmas, ezért kisérleteink ismétlését mindenképpen
tervezziik. Egy masik potencidlis probléma pedig az lehetett, hogy igaz ugyan, hogy a tor leg-
nagyobb méretli szovete az IFM, de az Act88F homozigdtak toraban nem csokken le nullara
az aktin szint (9. abra), mert az IFM-en kiviili szovetekben is termelédik aktin fehérje, ami
mar nem az ACt88F terméke. Ily modon, a nem az Act88F-nek megfeleld izoformak jelenléte
zavarhatja a kimutatas érzékenységét, ezért a késobbiekben nem a torbol, hanem kiboncolt
IFM-bdl szarmazd fehérje kivonatokkal akarjuk elvégezni a kisérleteket, ahol az Act88F

izoforma lesz a dontd tobbségben jelenlévd izoforma.

A szarkomer szerkezetének vizsgalata

A vad tipust menekitd konstrukcié hatékonysagat a szarkomerek szerkezeti valtozasa-
inak vizsgalataval is nyomon kovettiik. Konfokalis mikroszkopia segitségével megvizsgaltuk
a menekitd kopiat mutans hattéren hordoz6 muslicak IFM-jét, ami jelezheti a menekités haté-
konysagat. Kontroll kisérletként eldszor a vad tipust, az Act88F*M heterozigota €s homozigo-
ta, valamint az Act88F-WT heterozigota mutansok izomszerkezetét vizsgaltuk meg. A vad
tipusu IFM szerkezetére az jellemzd, hogy rendkiviil szabélyos felépitésii szarkomerekbdl
allnak benne a miofibrillumok, a szarkomerek szama és hossza az izomrostokon beliil allando
(10. 4bra). Az Act88F™/+ mutansok repiildizma alapvetSen rendezett szerkezetfi
szarkomereket mutat, azonban a miofibrillumok atméréje gyakran kisebb a vad tipusra jel-
lemz6énél, mig a szarkomerhossz tekintetében az egyedek egy része (~ 60 %) vad tipusu (10.
abra), masik részében azonban egyértelml rovidiilés tapasztalhaté: a vad tipusu 3,2 pm-es
szarkomerhosszhoz viszonyitva az Act88F* M heterozigota allatok Z-korong tavolsaga gyakran
csak 2,5 um koriili. Annak ellenére tehat, hogy ebben a mutansban a miofibrillumok szerve-
z0dése viszonylag kis mértékben kiilonbozik a vad tipustol, a szarkomerek hosszanak ~ 22%-
os rovidiilése jol magyarazza a roptilési képesség elvesztését. Az Act88F*M heterozigota mu-
tansokkal szemben, az Act88F™ homozigdta mutansok repiil6izmai dramai szerkezeti valto-
zéasokat mutatnak, azokban szabalyos szerkezetli szarkomerek nem figyelhetok meg, a vad
tipusra jellemzd miofibrillaris organizacié nyomokban sem fedezhetd fel (10. abra), ami teljes

Osszhangban van a mutansok ropképtelenségével. Az Act88F-WT/+ legyek izomszervezddé-
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sét az extra kopia jelenléte nem befolyasolja (10. abra). A vad tipushoz hasonld
miofilamentum szerkezetet és szarkomerhosszt tapasztalunk, ami alatamasztja a vad hattéren

egy kopia menekité Act88F-WT gént tartalmazo legyek tokéletes repiilési képességét.

witis w ; Act88FKM/+ w ; Act88FXM/Act88FV W ; Act88F-WT8A/+

10. abra Vad tipusu, hetero-, és homozigota Act88F null mutansok, valamint vad tipusa hattéren egy transzgént
hordozé allatok szarkomer szerkezete. A felsé képsor (A, B, C, D) az izomzat kettin festését, a kozEpso sor (A’
B’, C’, D’) az aktin festését, a legalso6 sor (A’’, B”’, C’’, D*’) pedig a két kép atfedését mutatja.

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

nem repiilé repiulé Act88FM/ Act88FM

11. abra Hetero-, és homozigdta null mutans térzsek szarkomer szerkezetének vizsgalata egy illetve két meneki-
t0 kopia jelenlétében. A felsé képsor (A, B, C, D) az izomzat kettin festését, a k6zépso 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 tekintheto torzsek vizsgalata utan a menekité konstrukciét mutans hatté-
ren hordozé muslicdk IFM-jét vizsgaltam. Ahogy a fentiekben részletezve van, az Act88F-
WT/+; Act88FM/+ kettds heterozigotak egy része képes repiilni masik résziik viszont
ropképtelennek bizonyult (1. tablazat), ezért a két fenotipus kategoridba esd egyedek IFM-jét
kiilon vizsgaltam mindharom integracids hely esetén. Mindkét kategoria esetén 8-10 IFM-et
tanulmanyoztam, de izom szerkezeti szinten egyik esetben sem talaltam jelentds eltérést a vad
tipushoz képest (10., 11. dbra). Ez az eredmény Gsszhangban van azzal a korabbi konkluzio-
val, hogy az Act88F-WT transzgén valoban egy funkcioképes Act88F gént hordoz, hiszen
szerkezeti szinten is menekiti az Act88F™/+ mutansok fenotipusat. Ezen tlmenden azt is
megallapithatjuk viszont, hogy az Act88F-WT/+; Act88FM/+ genotipusu egyedek egy része
annak ellenére ropképtelen, hogy az IFM szerkezete alapvetden hibatlannak latszik, ami azt
sugallja, hogy a ropiilési képesség elvesztése olyan finom szerkezet valtozasokra vezethetd
vissza, melyeket az altalunk hasznalt Z-korong ¢és aktin markerekkel nem tudunk kimutatni
(11. 4bra). Az Act88F-WT/Act88F-WT; Act88F ™/Act88F™ mutansokbél szarmazo IFM-ek
szarkomerhossza a vad tipussal megegyez6 méretet adta, ami a menekité konstrukciok funk-
cioképes fehérjét expresszald képességét megerdsitette (10., 11. abra).

Osszegészében az Act88F-WT konstrukcidval végzett vizsgalataink alapjan a legfon-
tosabb kovetkeztetésiink az, hogy az eddig megvizsgalt transzgenikus vonalak két kopiaban
nem képesek menekiteni a homozigota null mutdnsok fenotipusat. Direkt kisérletes bizonyi-
tékkal ugyan erre vonatkozdan nem rendelkeziink, de a menekités hidnya nagy valosziniiség-
gel a transzgének vad tipushoz képesti alacsonyabb kifejezddési szintjével van Osszefliggés-
ben. Ezek alapjan a tovabbiakban egyrészt 1j platform kromoszoémak tesztelését tervezziik,
masrészt meg akarjuk vizsgalni, hogy valtozik-e az eddig eldallitott transzgenikus vonalak
menekitd képessége, ha harom kopiat kombinalunk bel6liik homozigota mutans hattéren. 1d6-
kozben egyiittmlikodd partnereinkkel megosztva a munkat, elkészitettiik az Act88F mutans
valtozatat hordoz6 konstrukciokat is. Ezekben az aktin aktivacidban szerepet jatszé N-
termindlis, vad tipus esetében CDDD aminosavakat CNDN, ill. CNNN aminosavakat kodolo
tervezziik elvégezni, ha az Act88F-WT konstrukcidval sikeres menekitési kisérletet tudunk

elvégezni homozigota Act88F™ mutans hattéren.

24



A Drosophila Mhc gén és az Mhe konstrukeiok

Az aktin és miozin kapcsolat, azon belill is az aktin aktivacio tanulmanyozésa érdeké-
ben a miozin génnel is hasonld kisérleteket terveztiink elvégezni mint az Act88F génnel. El-
lentétben azonban a Drosophila aktin génekkel, amelyek koziil négy izomban kifejez6d6 for-
mat ismeriink, a Drosophila genomban egyetlen izomban kifejez6d6 miozin nehéz lanc gén
ismert, a masodik kromoszoman elhelyezkedé Mhc gén. Az Mhc génrdl viszont szamos alter-
nativ fehérje termék keletkezhet alternativ exonok hasznalataval. Az Mhc gén 19 exonja koziil
6 exonnak van alternativ splice variansa, ily moédon az Mhc génrdl elméletileg tobb szaz kii-
16nb6z6 miozin izoforma keletkezhet. Ezek koziil par tucatnak a 1étezésére van kisérletes bi-
zonyiték, amelyek fejlddési stddium, ill. izom specifikus kifejez0dési mintat mutatnak
(Bernstein et al., 1986, Rozek and Davidson, 1986, George et al., 1989). Logikus modon, az
Mhc gén ismert null alléljai (igy pl. az Mhc') homozigéta forméban embri6 letalisak és a ko-
z0s (minden transzkriptben jelenlévd) exonokat érintik, mig az alternativ modon hasznalt
exonokat érinté mutaciok izom specificitast mutatnak (Mogami et al., 1986, O'Donnell and
Bernstein, 1988). Erre j6 példa az Mhc™® allél, ami homozigota életképes, de az adult allatok
ropképtelenek, és ismert, hogy a mutacio a 15a jelli, IFM specifikus alternativ exon splicing-
jat gatolja (Collier et al., 1990). Az aktin aktivacidé szempontjabol kritikusnak latszo Lys525
aminosavat (a Dictyostelium Arg520 megfelel6je) a 9-es szamt Mhc exon kodolja. Ez egy
alternativan hasznalt exon, aminek harom variansa (9a, 9b, 9¢) koziil a 9a varians IFM speci-
fikus. Mindezek figyelembevételével tigy dontottiink, hogy a 9a jelli exonban mutagenizaljuk
a Lys525 aminosavat kodolo tripletet, ami elméletileg egy IFM specifikus mutacioként fog
viselkedni. Azt varjuk, hogy ha az Mhc K525E mutaciot hordozé Mhce transzgenikus konst-
rukcioval probaljuk menekiteni az Mhc! null allélt, akkor az életképességet menekiteni tudjuk,
a mutécio hatasa pedig az indirekt repiiléizomban tanulmanyozhat6 lesz.

Annak érdekében, hogy tervezett vizsgalatainkat el tudjuk végezni, az Mhc gén eseté-
ben is sziikség volt egy olyan konstrukcio 1étrehozasara, ami tartalmazza a teljes Mhc gént és
lehet6vé teszi annak genomi integralodasat. Az Act88F vizsgalataval kapcsolatban is emlitett
megfontolasok miatt, nevezetesen az erdsen dozis érzékeny miikodésmod miatt, céljainkra ez
esetben is a genomidlis menekitd konstrukciok haszndlata latszott alkalmasnak, ezért egy vad
tipusu és egy a 9a exonban K525E mutaciot hordozo6 konstrukcid 1étrehozasat hataroztuk el. A
vad tipusu Mhc gén meglehetésen nagy méretii, egy kb. 20 kilobazisnyi genomi régioban he-
lyezkedik el. Korabbi megfigyelések alapjan egy 24 kb-0s genomi DNS-t tartalmazé transz-

genikus konstrukcié hordozza a teljes Mhc gént, beleértve annak szabalyozo régidit is, mert
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ezzel a transzgénnel lehetséges volt menekiteni az Mhc® null muténs letalitasat(Swank et al.,
2000). Ezek alapjan célszertinek latszott, hogy olyan konstrukciokat épitsiink amiben ugyan-
ezt a 24 kb-nyi genomialis régiot klonozzuk a ®C31 integraciora alkalmas vektorba. A vad
tipusu konstrukci6 elkészitéséhez felhasznaltuk a Sanford Bernstein (San Diego State Univer-
sity) altal rendelkezésiinkre bocsajtott konstrukciokat, amelyek az Mhc gén egyik, ill. masik
felét hordoztak (12. abra). Ezt a két szubklont felhasznalva a 12. 4bran bemutatott séma sze-
rint klénoztuk a teljes Mhc gént pattB vektorba. A K525E mutans klénozasa soran egy joval

bonyolultabb kloénozasi stratégiat dolgoztunk ki (13. abra), de végiil sikeresen megoldottuk a

mutans konstrukcid elkészitését, szintén a pattB vektorban.
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Mhe 5’

|
Xhol Eagl

pattB pBS
Mhc 5’ | Mhc 3’
1
Xhol Eagl Eagl Eagl
pattB Y

Mhc WT
| )

Xhol Eagl Eag|

12. abra A vad tipust MHC-WT konstrukcid 1étrehozasa, a gén 5’ és 3 részének pattB vektorba klonozasaval.
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13. abra A patth-Mhc-K525E mutans konstrukcio klonozasa.
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A transzgenikus allatok eldallitasara alkalmas konstrukciok létrehozasa utan a vad ti-
pusu konstrukciot integraltuk el6szor a genomba. Tekintve, hogy az Mhc gén a masodik kro-
moszoman helyezkedik el, a késobbi genetikai kisérleteket megkdnnyitendd, két harmadik
kromoszomas fogado helyet (attP) hasznaltunk, a 68E ¢és a 86Fa jelieket. Annak ellenére,
hogy az injektalt konstrukci6 meglehetdsen nagy méretii volt (~ 31,5 kb), mindkét esetben
sikeriilt a genomi integralds. A 68E esetében egyetlen integranst kaptunk 156 Go utodtdl, a
86Fa estében pedig két integranst 362 Gy utddtol. Ezek az adatok jelzik, hogy a ®C31
integraz hatékonyabb transzgenezist tesz lehetévé, mint a random P-elemes integracio, mert
abban az esetben egy hasonlé Mhc konstrukcidval 1/516 volt a beépiilési rata (Swank et al.,
2000).

A letalitas és a ropiilési képesség menekitése

A vad tipusit Mhc konstrukciét hordozo transzgenikus allatok eldallitdsa lehetdvé tette
a tervezett funkcionalis vizsgalatok megkezdését. Kisérleteink soran el6szor azt vizsgaltuk,
hogy képes-e a vad tipust transzgén menekiteni az Mhc null mutansok letalitasat. Amikor w;
Mhc'/SM6b; MHC-WTF3/TM3 himeket és néstényeket kereszteztiink egymashoz, azt tapasz-
taltuk, hogy az utédgeneracioban Mhc'/Mhc'; MHC-WTF8/MHC-WT®F® &5 Mhc!/Mhc?;
MHC-WT®F2/+ genotipust adult egyedek is megjelentek. Ez azt jelezte, hogy az MHC-WT®F
transzgenikus vonalban funkcioképes Mhc fehérje termelddik, ami képes menekiteni az Mhc'
homozigdta mutansokra jellemzo letalitast. Azt is megfigyeltilk ugyanakkor, hogy a meneki-
tett egyedek joval kisebb szdmban keltek ki, mint az a Mendel-féle szegregacids szabalyok
alapjan varhat6 lenne, ami azt sugallta, hogy az MHC-WT8eFa transzgenikus vonal nem képes
teljes mértékben biztositani a vad tipusra jellemzé Mhc kifejezdési szintet. Az MHC-WT®E
jela transzgenikus vonallal nagyon hasonl6 eredményeket kaptunk, de ebben az esetben a me-
nekitett mutansok szama még alacsonyabb volt, mint az MHC-WT®® ®-val, tehat valésziniisit-
hetd volt, hogy az MHC-WT®8E transzgénrdl sem vad tipusu szinten fejezédik ki az Mhc.

A ropiilési képesség vizsgalata soran azt vizsgaltuk, hogy az MHC-WT transzgenikus
vonalak képesek-¢ menekiteni az Mhc' null mutansok, ill. az Mhc™® ropképtelen mutansok
ropiilési fenotipusat homo- és heterozigota formaban. Az ismert irodalmi adatokkal megegye-
zben, azt talaltuk, hogy az Mhc'/+, Mhc'%/+ és Mhc'®/Mhc™® genotipusu egyedek szinte mind-
egyike ropképtelen (2. tablazat). Ezzel szemkozt, az Mhc'/+; MHC-WT®™/+ az Mhc'/+;
MHC-WT®/+ az Mhc'%+; MHC-WT®F?/+ genotipusok esetében a ropiilési képesség kb.
90%-ban helyreallt (2. tablazat). Ezek az eredmények tehat szintén megerdsitették, hogy az
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MHC-WT konstrukciokrol funkcidképes Mhc fehérjék termeldédnek. A kovetkezOkben azon-
ban, amikor az Mhc'/Mhc'; MHC-WT*"/MHC-WT®*" Mnhc'/Mhc'; MHC-WT**%/MHC-
WT®E s Mhc'®/Mhc!®; MHC-WT2F8/MHC-WT?®"® mutans kombinaciok ropiilési képességét
vizsgaltuk, azt figyeltiik meg, hogy homozigota mutans hattéren a transzgének két kopidban
sem voltak képesek menekiteni a ropképtelenséget, ill. a repiilési képesség egyaltalan nem
vagy csak néhany szazalékos mértékben allt helyre (2. tablazat). Kontroll kisérletként meg-
vizsgaltuk az MHC-WT®%F2/+ s MHC-WT®®/+ genotipusu egyedek ropiilési képességét is, és
azt tapasztaltuk, hogy a 68E transzgén jelenléte egyaltalan nem, mig a 86Fa inszert csak az
egyedek 6%-aban okozott repiilési fenotipust (2. tablazat). Mivel ismert, hogy az IFM miiko-
dése, ill. a repiilési képesség nagyon érzékeny a miozin fehérje szintjére, kisérleteink alapjan
azt a konkluziot tudjuk levonni, hogy ugyan az MHC-WT transzgenikus vonalak funkcioképes
Mhc fehérjéket kodolnak, a termelddd fehérjék mennyisége valosziniileg eltér a vad tipusétol

¢és emiatt a homozigdta Mhc mutansok ropképtelenségét nem tudjuk menekiteni.

genotipus i -t
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-wT** 100% 30

2. tablazat Az Mhc® és Mhc'® hetero-, és homozigota mutansok rdpképességének vizsgalata a menekit transz-
gének jelenlétében.
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A miozin fehérje szintjének vizsgalata

Az IFM specifikus Act88F génnel végzett kisérleteinkhez hasonldan a miozin esetében
is 0ssze akartuk hasonlitani a fehérje szinteket a kiilonb6z6 mutans és menekitd konstrukciok
esetében. Csakugy mint az aktin, a miozin is rendkiviil abundans fehérje a torban, ill. az IFM-
ben, ezért itt is SDS gélelektroforézist ¢s Coomassie-kék festést alkalmaztunk az egyetlen
torbol szarmazo6 fehérje kivonatok Osszehasonlitdsara. Az 14. abran bemutatott eredmények
alapjan modszeriinkkel a vad tipusu és a heterozigota Mhc! vagy Mhc®® mutansok miozin
szintje nem mutat nyilvanvalé kiilonbségeket, ellenben az egyértelmiien lathatd, hogy a kont-
rollként hasznalt Mhc'® homozigétak és az Mhc'/Mhct; MHC-WT® 3 /MHC-WT® menekitett
mutans joval alacsonyabb miozin fehérje szinttel rendelkezik mint a vad tipus. Ezek a megfi-
gyelések tehat megerositették azt a feltételezést, hogy a transzgenikus MHC-WT konstrukciok
alacsonyabb miozin kifejez6dési szintet biztositanak, mint az endogén 10kusz, ami ugyan ele-

gendd az ¢életképesség helyreallitisdhoz, de nem elegendd a repiilési képesség biztositasahoz.
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14. abra A miozin fehérje mennyiségének 6sszehasonlitasa homo €s heterozigota null mutansok, valamint hete-
rozigota hatteri null mutans két transzgénnel torténd menekitése esetén. A vastag fekete nyil a 230 kDa-0s
miozin elhelyezkedését mutatja.

A szarkomer szerkezetének vizsgalata

A repiilési tesztek elvégzése soran kapott eredmények kimutattak, hogy a transzgeni-
kus vonalak funkcioképes Mhc fehérjéket kodolnak, mert az életképességet menekitik, azon-

ban homozig6ta null mutdnsokban két extra kopia bevitele esetén nem eredményezik a repii-
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16képesség visszanyerését. Annak érdekében, hogy megtudjuk, mi okozza a transzgenikus
legyek ropképtelenségét az aktinos kisérleteinkhez hasonloan ebben az esetben is megvizsgal-
tuk a szakromerek szerkezeti felépitését. Konfokalis mikroszkdpos felvételeken a 100%-ban
ropképtelen Mhc'/+ muténs legyek izomszervezddése a vad tipusu izom felépitéséhez hason-
l6nak mutatkozott (15. abra). Egyetlen fontos kiilonbséget tudtunk detektalni, a szarkomerek
rovidiilését, ami egy kb. 0,8um-es rovidiilésnek adodott (15. abra). A ~25%-o0s rovidiilés
olyan mértékli izomszerkezetbeli valtozdsnak mindsiil, amely elegend6 a repképesség elvesz-
téséhez. A szintén ropképtelen Mhc!®/Mhc®® homozigota mutans legyek vizsgalata soran a
ropképtelenséget teljes mértékben alatdmaszto kaotikus, a vad tipustdl eltérd szerkezetli izom-

felépitést tapasztaltunk (15. abra).

w ; Mhct/+ w ; Mhc/+ w ; Mhct%/Mhct°

-
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15. abra Mhc' heterozigota és Mhc'® homozigéta null mutans allatok izomszerkezete. A felsd képsor (A, B, C,
D) az izomzat kettin festését, a kozépso sor (A’, B’, C’, D’) az aktin festését, a legalsé sor (A’’, B”’, C*’, D)
pedig a két kép atfedését mutatja.

A menekitd kopiat tartalmazo genetikai kombinaciok koziil az Mhc'/+;MHC" T8+
Mhc'%+;MHC" ™ 3/+ &5 az Mhc**/Mhc'®; MHCW T /MHC Y™ genotipusu mutansokat
vizsgaltuk. A repiilési teszt alapjan majdnem 100%-osan menekitett Mhc'/+; MHC"T8F ¢s
Mhc'%/+;MHC" T4/ + legyek izomszerkezetét vizsgalva azt varnank, hogy a menekités hata-

sara a szarkomerek rovidiilése helyredll. Festéseink alapjan a vartnak megfeleléen a Z-
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korongok tavolsaga a vad tipusa ~3,2pm-nek mutatkozott (16. abra). Az Mhc**/Mhc® muténs
allatok ropképtelenségét a homozigota hattéren levé két extra kopia MHC" ™72 nem volt ké-
pes visszaallitani. A szarkomer szerkezeti vizsgélatok alapjan az
Mhc'%Mhc'%;MHCYTFMHCW T menekitett allatok miofibrillumai nagy mértékben ren-
dezettek ¢és szarkomer hosszuk nem tér el a vad tipustdl (16. abra). Figyelemreméltd azonban,
hogy ezekben a mutdnsokban a miofibrillumok vastagsaga megnétt, a vad tipust ~1,2pm-es
Z-korong magassag ebben az esetben 2 um-nek adodott (16. abra). Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy Gsszhangban a repiilési tesztek eredményeivel, a heterozigéta mutansok
menekitése egy kopia menekitd konstrukcioval valdban helyredllitja a normalis szarkomer
szerkezetet. Az IFM null mutansnak tekintett Mhc™® homozigotak szarkomer fejlédési hibait
azonban két kopia menekitd konstrukcid jelenléte sem volt képes tokéletesen helyreallitani,
ami jol magyardzza az Mhc'®/Mhc®;MHCYTFMHCYT™ @ genotipusa  allatok
ropképtelenségét. Az ezekben a mutansokban megfigyelhetd vastagabb miofibrillumok kép-
z0désének oka egyelére nem vildgos, de korabbi ismeretek alapjan a vad tipushoz képesti
barmilyen csekély szerkezeti eltérés is ropképtelenséget okoz, tehat a fenotipus ebben a vo-

natkozasban egyértelmiien értelmezhetd.

w ; Mhcl®/MHC?;
W ; Mhct/+; MHC-WT8F/+  w ; Mhcl%/+; MHC-WT8¢F/+ MHC-WT86Fa/MIHC-WT86Fa

16. abra Heterozigdta hattéren egy menekitd kopiat, valamint homozigota hattéren 2 menekitd kopiat tartalmazo
allatok izomszervezddése. A fels6 képsor (A, B, C, D) az izomzat kettin festését, a kozépsé 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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Az MHC-WT transzgenikus muslicakkal végzett kisérleteink egylittesen nagyon ha-
sonlo konkluzidval zarultak mint az Act88F-es kisérletek. Nevezetesen, annak ellenére, hogy
a heterozigdta mutansok fenotipusat a transzgének biztatoan magas szazalékban képesek me-
nekiteni, az eddig megvizsgalt transzgenikus vonalak két kopidban nem képesek menekiteni a
homozigéta null mutansok fenotipusat. Az MHC-WT®@ yonal esetében a miozin fehérje szin-
tek Osszehasonlitasa alapjan egyértelmiinek latszik, hogy a menekités hidnya a transzgének
alacsonyabb génkifejezddési szintjére vezethetd vissza. Emiatt a tovabbiakban a miozin ese-
tében is 1) platform kromoszomak tesztelésére lesz sziikség, illetve itt is el fogjuk végezni a
menekitési kisérleteket harom kopia MHC-WT transzgén jelenlétében, emellett a kromoszoma
péarosodastol fliggd inaktivaciés hatds kizarasa érdekében az MHC-WT®F &5 MHC-WT®E
transzgének  menekitd hatdsadt ~ transz  helyzetben  is vizsgalni fogjuk
Mhc'®/Mhc®®; MHCY T8 /MHCYT®E genotipust egyedek eléallitasaval. Azt reméljiik, hogy a
késdbbiekben sikeriilni fog az alkalmas platform kromoszémak vagy platform kombindciok

K525E
C55

kivalasztasa, ami lehetové fogja tenni, hogy a kordbban elkészitett MH mutans konst-

rukciot is integralni és vizsgalni tudjuk.
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OSSZEFOGLALO

Munkam célja olyan Drosophila mutansok el6allitasa, melyek megzavarjak a miozin
aktin aktivacidjat a muslicak legnagyobb méretli izmaban, az indirekt repiildizomban.
Hosszutava célként olyan aktin és miozin mutans Drosophila torzsek eléallitasat tiztik ki
célul, melyek mutaciot hordoznak az aktin és a miozin aktin aktivacidoban szerepet jatszo ré-
szeiben. Egyiittmiikddo kutatocsoportunk eldzetes vizsgalatai alapjan kideriilt, hogy az aktin
negativ toltésti N-terminalis vége az aktin aktivacié soran kapcsolddik a miozin molekula
motor doménjének aktivacios hurkahoz. Az aktivacidos hurok tanulmanyozasa soran kapott
eredmények alapjan az aktinnal valé kapcsolat alapja egy pozitiv toltésii lizin aminosav az
525-6s pozicioban. Célunk az aktin negativ toltésti N-terminalisat, ill. a miozin K525-6s ami-
nosavat érintd mutaciok vizsgalata olyan transzgenikus konstrukciok segitéségével, amelyeket
aktin, ill. miozin null mutans hattéren fejeztetiink ki. A tervezett kisérletekhez sziikséges mu-
tans konstrukciokat sikeresen létrehoztuk mind az aktin, mind pedig a miozin esetében. Ezen
konstrukciok vizsgalata el6tt azonban kisérleti rendszeriink optimalizalasara volt sziikség,
aminek az volt a 1ényege, hogy vad tipusi menekitd konstrukcidk segitségével megprobaltuk
meghatarozni melyek azok a genomi inszercids helyek, amelyek megfeleld génkifejezédési
szintet tesznek lehetdvé a transzgénekrdl. TDK dolgozatomban foként ezeket a kisérleteket
mutattam be, amelyek célja az volt, hogy a Drosophila-ban rendelkezésre allo attP helyeket
hordoz6 integracios platformként szolgald kromoszémak koziil kivalasszuk a mutans konst-
rukciok vizsgalatara legalkalmasabbakat.

Kisérleteimet az IFM specifikus Act88F és az Mhc génekkel végeztem. Az altalunk

FM &s az Mhc™® homo- és heterozigota forméban is életké-

hasznalt mutansok koziil az Act88
pesek, mig az Mhc! miozin null mutans térzs homozigota életképtelen. Ezek a mutansok ho-
mo- és heterozigota formaban is ropképtelenek. Kisérleteim sordn olyan transzgenikus allato-
kat hoztam létre, melyek aktin vagy miozin null mutans hattéren hordoztak egy vagy tobb
extra kopia aktin vagy miozin transzgént. Mivel a ®C31 integraz/attP rendszert korabban
Act88F és Mhc transzgének vizsgalatara nem hasznaltak, kisérleteink elvégzése el6tt nem volt
ismert, hogy a kiilonboz6 attP platform kromoszomak milyen kifejezddési szintet biztositanak
az IFM-ben, ezért az Act88F esetében harom, mig az Mhc esetében két integracios helyet ha-
sonlitottunk 6ssze. A kiillonboz6é genomi pozicidkba integralodott vad tipust kopidk funkceio-
¢s menekit6 képességét az életképességre és a repiiloképességre gyakorolt hatasukkal vizsgal-

tam, ezeken tal pedig az aktin és miozin mennyiséget, és a szarkomerek szerkezetét is meg-

vizsgaltam a kiilonb6z6 mutans kombinacidkban.
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Az Act88F-WT ¢és MHC-WT transzgenikus muslicakkal elvégzett kisérleteinkrdl 6sz-
szegészében elmondhatd, hogy alapvetéen hasonld konkluzidkkal zarultak. Az elsé fontos
konkluzié az volt, hogy a fenotipusos menekitési kisérletek mindkét esetben egyértelmiien
bizonyitottdk, hogy az altalunk létrehozott transzgenikus konstrukciok funkcidoképesek, tehat
roluk aktiv fehérjék képzddnek. A masodik legfontosabb megfigyelés az volt, hogy a hetero-
zigbta mutansok repiilési fenotipusa, az Act88F-WT"™* beépiilés kivételével, igen nagy haté-
konysaggal menekithetd volt egy kopia transzgén jelenlétében. A harmadik 1ényeges konklu-
zi6 azonban az volt, hogy a heterozigotakkal kapott biztatd eredmények ellenére, az eddig
megvizsgalt transzgenikus vonalak két kdpidban nem képesek menekiteni a homozigota null
mutansok fenotipusat. Kontroll kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy az Act88F-WT
vagy MHC-WT transzgenikus konstrukciok jelenléte vad tipusu hattéren nem befolyasolja az
allatok repiilési képességét. Mindezt egybevetve azzal a ténnyel, hogy a heterozigéta null mu-
tansokban kiilonbozd visszacsatolasi mechanizmusok miatt altaldban nem csokken a felére a
génkifejez0dési szint, eredményeink leglogikusabb magyarazata az lehet, hogy a vizsgalt
transzgenikus konstrukciok alacsonyabb kifejez6dési szintet biztositanak a vad tipusnal. Ez a
csokkent szint elegendd lehet az 50%-osnal magasabb mértékii kifejezddést biztositd hetero-
zigota mutansok menekitésére, de a csokkent szint kétszerese mar nem elegendd a null mu-
tansok menekitésére. Hipotézisiinkkel 6sszhangban, az MHC-WT?? yonal esetében a miozin
fehérje szintek 6sszehasonlitasa alapjan egyértelmiinek latszik, hogy a transzgén két kopidban
null mutans hattéren valoban alacsonyabb génkifejezddési szintet mutat mint a vad tipus. A
transzgéneken megfigyelhetd csokkent génkifejez6dési szint magyarazata valdszintileg az
endogén gének kromoszomalis kornyezetétdl eltéré kromoszomalis pozicideffektusokhoz
kothetd. Ezek kikiiszobolése €s eredeti célunk elérése érdekében a tovabbiakban tobb kisérleti
megkdzelitést is szeretnénk hasznalni. Egyrészt az aktin és a miozin transzgének esetében is
tervezziik 0j platform kromoszoémak tesztelését, masrészt meg akarjuk vizsgalni, hogy valto-
zik-e az eddig eldallitott transzgenikus vonalak menekité képessége, ha nem kett6, hanem
harom kopiat kombinalunk beldlik homozigdta mutans hattereken. Végezetiil, az is elképzel-
hetd, hogy a homozigdta transzgénekre jellemzd csokkent kifejezddési szint a kromoszoma
parosodastol fiigg, ezért azt is tervezziik, hogy a menekité konstrukciokat transz kombinacio-
ban (pl. MHC-WT®&/MHC-WT®"?) is kiprobaljuk majd. Azt reméljiik, hogy ezen megkozeli-
tésekkel a késdbbiekben sikeriilni fog az alkalmas platform kromoszomak vagy platform
kombinaciok kivalasztasa, ami lehetévé fogja tenni, hogy a kordbban elkészitett Act88FCNPN,
Act88FNNN 6 MHC"**F muténs konstrukciokat is integralni tudjuk, és meg tudjuk vizsgalni

milyen hatast gyakorolnak az IFM szerkezetére és mechanikai tulajdonsagaira.
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