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1. Roviditések jegyzéke:

ADP: adenozin difoszfat

Arg: arginin

AS: aminosav

Asp: aszparagin

ATP: adenozin trifoszfat

Ca: kalcium

ECM: extracellularis matrix
EMS: etil-metan-szulfonat

ER: endoplazmatikus retikulum
Gly: glicin

MHC: miozin heavy chain
MLC: miozin light chain

NCL: non-collagen like

PBS: Phosphate buffered saline
PFA: faraformaldehid

Pro: prolin

Ser: szerin

SR: sarkoplazmatikus retikulum

Thr: threonin



2. Bevezetés

A legujabb klinikai adatok és az emlds genetikai tanulmanyok azt mutatjak, hogy a COL4A41
mutaciok kovetkeztében Iétrejovoé alapmembran defektusok izomgyengeséget, izomrangast,
gorcsoket, izomdisztrofiat és atrofiat okozhatnak. Az egyébként mélyrehatd tanulmanyokban a
mutans COL4A1 izomfenotipus pontos leirdsa azonban még hidnyzik, és az izomspecifikus
patomechanizmus jelentds részletei is felderitetlenek maradtak. Ebben a tanulméanyban atfogd
képet nyujtunk a Drosophila col4al mutansokrdl genetikai elemzés, gén-, €s fehérje expresszio,
valamint immunhisztokémiai kisérletek alkalmazasaval, 1étrehoztunk egy Drosophila modellt és
fényt deritettiink szamos kérdésre. Ebben a tanulmanyban a Drosophila col4al mutansok allél
sora segitségével transz-heterozigotdkat allitottunk elé ¢és megallapitottuk a génen beliili
komplementaci6 mértékét az Osszes allélkombinacid ¢€s reciprokai (56) esetében 13563
utodlegyet atvizsgalva, valamint meghataroztuk a transz-heterozigotaknak a harantcsikolt izomra

kifejtett fenotipusat, ami centronuklearis/miofibrillaris miopathiaként manifesztalodik.

Az extracellularis tér és szerepe

Az allati sejtek evolucidja soran azokat a sejteket, melyek azonos feladatra specializalodtak, az
extracellularis térben az extracellularis matrix (ECM) szervezi szovetté és a kiilonbozé funkcidju
szervek koré is az extracellularis matrixbol képzodik a hatar. Az ECM segit a sejtek fejlodésében,
tovabba mechanikai védelmet is nyujt. A matrix alapstruktirajat képezé halozat révén, mely a
kornyezé sejtek altal termelt makromulekularis elemekbdl épiil fel, igy lehetévé valik a
sejtmigracio és a szovetek kozott lezajlo kommunikacid. A szervezddés ezen magas szintje olyan
fehérjék altal valosul meg, melyeket a kornyezo sejtek termelnek €s juttatnak a sejtkozotti térbe.
Ezen fehérjék koziil a legnagyobb mennyiségben a vizben oldhatatlan kollagén és kollagén szerti
fehérjék termelddnek, tovabba a vizoldékony proteoglikanok. Az ECM fontos alkotéi még a
fibronektin, vitronektin, elasztin, keratin, perlekan, nidogén és a lamininek is. A kapcsolodas
kétféle modon johet Iétre a sejtek €s a matrix kozott, hogy szerveket hozhassanak Iétre. Az egyik
lehetdség, hogy kozvetlen sejt-sejt kapcsolat jon 1étre, a masik pedig az, hogy kdzvetett moédon az
ECM makromulekularis rendszerét hasznalva alakitanak ki egymassal kapcsolatot. Az

egymashoz képest viszonylag tavol 1évo, lazan kapcsolodo sejtek kozott az ECM nagy aranya



figyelhetd meg, mig az egymashoz szorosan kapcsolodé sejtek és szovetek kozott ez az arany
jelentdsen kisebb. Az utobbi esetben a sziik helyet kitdltd6 ECM, bazalis membranna (membrana
basalis) alakul ki és szinte csak hatarold funkciot tolt be. A bazalis membran extracellularis
fehérje 0sszetétele szerint két f0 részre oszthatd, melyek a bazalis laminaban (lamina basalis) és a
retikularis laminaban (lamina reticularis) nyilvanulnak meg. A bazalis laminaban talalhatjuk a
nem fibrillaris kollagéneket, a nem kollagén jellegli glikoproteineket €s proteoglikanokat. A
retikularis laminaban a proteoglikdnokba agyazott fibrillaris kollagéneket talaljuk. Az emberi
testben szinte mindenhol megtalalhatdo a bazalis membran. Korbeveszi a harantcsikolt
izomrostokat, koti a simaizomrostokat, hozza kapcsolodnak tovabba az epitél €s endotél sejtek is.

Megtalalhat6 a szemlencsében, a szemgolyot védo szaruhartyaban €s a belso fiilben is.

1. Abra: Az ECM sematikus szerkezete

A kollagén

A kollagén ¢és a kollagén szerli fehérjék jelen vannak a szivacsoktdl kezdve minden soksejti allati
szervezetben, mint a testiiket 0sszetartd rostos kotdszoveti elemek. A triplahelikalis fehérjék nagy
csoportjaba tartoznak, jelentés és sokrétii szerepkorrel rendelkeznek, ilyenek példaul a
tartoszerkezetet biztositd funkcidjuk, de jelentds rugalmassagot is kdlcsondznek a szerveknek,
szoveteknek. Segitenek a regeneracioban, a sejtadhézioban, a sejtmigracio kivitelezésben. A

kollagén szupercsaladon beliill 9 csaladba soroljuk szerkezetiik alapjan az eddig ismert 28



kollagént és kollagén szeri fehérjét. Az ECM-ban a leginkabb a fibrillaris kollagének fordulnak
elo, ezek koziil is a legnagyobb mennyiségben az I. tipus talalhaté meg a legtobb szovetben. A
porcok f6 alkotoeleme a II. tipust kollagén, tovabba ez képzi az iivegtest finomabb rostjait. A II1.
tipusu kollagén taldlhaté a véredények faldban, tiidében ¢és a bdrben. A halozatos felépitésii
kollagének csoportjdba tartoznak a VIII. és IV. tipustiak, melyek megtaldlhatdak a cornea
endotélialis sejtjeiben. A IV. tipusu kollagén a bazalis lamina f6 alkotoja. A FACIT kollagének
mas kollagén rostokhoz kapcsolodnak és a szupramolekularis szerkezetet képesek modositani
szovetspecifikusan. A kollagén VI és I 6sszekapcsolodaval gydngyhazszerii struktara alakul ki,
mig a bazalis laminat a lazarostos kotdszovethez a VII. tipusu kollagén koti [1].

Dolgozatomban a IV-es tipusu kollagénnel kivanok részletesebben foglalkozni, mely a

halozatalkoto kollagének csaladjaba tartozik.

Kollagén csalad Kollagén gén
1. Fibrillaris L I, 110, V, XI,
XXIV, XXVII
2. FACIT = Fibrillum asszocialt, IX, XII, XIV, XVI,
megszakitott triplahélixet tartalmazo | XIX, XX, XXI, XXII,
kollagének XXVI
3. Halozatalkoto (hexagonalis) VI, X
4. Halozatalkoto (kollagén IV tipusi) v
5. Gyongyds filamentumok VI, XXVIIL (XXVI)
6. Horgonyz6 fibrillumok VII
7. Transzmembran doménnel XIII, XVII, XXIII,
rendelkezok XXV
8. Endosztatin-képzok XV, XVIII
9. | Triplahelikalis kollagénszeri domént Clq, adiponektin,
tartalmazo fehérjék fikolin, acetilkolin-
észteraz,
ektodiszplazin

1. Tablazat: A kollagének csoportositasa (Kiss Marton nyoman)




A IV-es tipusu kollagén

Altaldban 1-1 gén kodolja a kollagén szupercsalad nagy részét, kivétel ez aldl példaul a IV-es
kollagén, melyet tobb gén is meghatdrozhat. A humén genomban a kollagén lanc fehérjéit hat gén
kodolja. Ez a hat gén, harom part alkotva, paronként egymas mellett fej-fej orientacioban
helyezkedik el. Caenorhabditis elegans genomjaban, két egymastél tavoli pozicidban
elhelyezkedé gén kodolja a IV. tipust kollagént. Drosophila melanogaster-ben szintén két
példanyban talalhaté meg a IV-es kollagén génje, fej-fej genomi elrendezddésben. Ez a fehérje
adja a bazdlis membran részét képezd bazdlis lamina f6 alkotéelemét. A szdvetek szorosan
egymashoz simuld sejtjei, alapi résziikkel kapcsolodnak a bazalis laminahoz, amihez a masik
oldalrél a szomszédos szovet sejtjei szintén alapi résziikkel érintkeznek (példaul az epitéliumot
alkot6 hamsejtek). Ez a halozatos felépitésti struktura a jarulékos fehérjékkel kapcsolja Gssze
szorosan a szomszédos szoveteket. A kollagén fehérje barmely hibaja esetén a rendezett
halézatos struktira hibds elrendezddést mutat, ami miatt felléphet a jarulékos fehérjék

s

kapcsolatokra és ezek fennmaradésara.

A IV-es tipusu kollagén molekularis felépitése

A IV-es kollagén szuperhelikalis szerkezeti fehérje harom darab prokollagén alegységbdl all,
melyek egyenként 1500-1800 aminosavbdl allo polipeptid lancok. Az egyes polipeptid lancok bal
menetesek. A harom darab prokollagén lanc egymassal szorosan 0sszetekeredve alkotja a jobb
menetes szuperhélixet. Az Osszetekeredett harom A-lanc lehet azonos, de altalaban tobb
kiilonb6z6 mRNS-r6l transzlalodik, de mindig azonos tipusu kollagén fehérjék alkotnak egy
protomert. Az elsddleges szerkezetli A-lanc aminosav sorrendjében 3 kiilonb6z6 domént taldlunk.
Két nem helikalis, nem kollagénszeri domén (NCL) a 7S és NCI, tovabba egy helikalis
szerkezetli domént.

C-terminalison talaljuk az NC1 domént, ami koriilbeliil 230 AS-bdl allo ciszteinben gazdag
szakasz. N-termindlison a 7S domén helyezkedik el, amit koriilbeliil 250 AS alkot. A kdzépen
elhelyezkedd triplahelikalis szerkezetet ténylegesen kialakitdé domén, ami glicinben gazdag,

korulbeliil 1400 AS-bdl 4ll6 szekvencia.



A héarom darab A-lanc triplahélix-sz¢é vald Osszeszerelddésének folyamatat a C-terminélis NC1
domén szervezi az itt talalhatd specialis kotohelyek segitségével. Ez a domén felelés a megfeleld
kollagén szalak kivalasztasaért, létrehozva a negyedleges szerkezetet. Az itt talalhatd tizenkét
cisztein segitségével, melyeknek a diszulfid-hidak kialakitasaban van szerepiik, amik stabilizaljak
a struktarat. Szintén a C-terminalis NC1 domén a felelds a negyedleges struktura kialakitasaért,
azaltal, hogy egy masik C-termindlis NC1 doménnel alakit ki kotést. Ezzel szemben az N-
terminalis 7S domén, 3 masik protomerrel 1ép kapcsolatba, ugy hogy nem redukalhatdo kotést
hoznak létre, kialakitva igy az NC1 tetramer strukturat a megfeleld protomerek kivéalasztasaval,
amely létrehozza az alapmembranra jellemzé Un. “dr6thald” szerkezetet. A centralisan
elhelyezkedé domén szerkezete sajatos. Erre a doménre jellemz6 a Gly-X-Y repetitiv szekvencia,
mely azt mutatja, hogy az A-lancok aminosav sorrendjében tobbnyire minden harmadik
pozicidban a glicin foglal helyet. Ennek kdszonhetd a triplahélix merevsége, tovabba a kollagén
filamentumok egymas kozotti szoros Osszetekeredése, hiszen a glicin a legkisebb térigényi AS.
A repetitiv szekvencia X-tagja jellemzden prolin, az Y-tagja pedig hidroxiprolin. Az aminosav
lancba beépiil még lizin és hidroxilizin, melyek a hidroxiprolinnal egyiitt poszttranszlacids
modifikacion estek at €s ugy hidroxilalodnak. Szerepiiket tekintve a kollagén molekuldkon beliili
¢s kozotti kovalens keresztkotések kialakitasaban jatszanak szerepet, stabilizalva a
szupramolekularis szerkezetet. Ezen feliil tovabb erdsitik a negyedleges struktirat a H-hidak,
amik a peptidkotésben 1évé Gly —NH (hidrogén-donor), és a masik A-lanc Pro —C=0 (hidrogén
akceptor) csoportjai kozott alakulnak ki.



Monomer (single «-chain)

NC1
Triphe-helical domsin (Gly-X-¥ motl)  gomain

b ]

-

78 ~1,400 aa ~230ea

NC1 interactions initiate type IV protomer formation

S ———

Protomer {a trimer of a-chains)

Nature Reviews | Cancer

2. Abra: A IV-es kollagének szervezddési szintjei

A IV-es kollagén altal létrehozott halozat tipusok

A kollagén IV fehérjék kiilonb6zo halozati tipusokat képesek 1étrehozni, melyek szovet €s szerv
specifitast mutatnak. Az eltéré AS sorrendli A-lancok valtozatos Osszetételii struktirakat
hozhatnak 1étre. A legtobb és legelterjedtebb a bazalis laminaban taldlhatd (A1)2(A2) - (Al)2(A2)
triplahélixb6l allo halozat. A tiidében, szemben, cochledban és herében a (A3)(A4)(AS) -
(A3)(A4)(AS) tipusokat talaljuk, mig a nyel6csOben, bérben, simaizomban ¢és a Bowmann-tokban
a (Al)2(A2) - (AS5)2(A6) kombinacio talalhatd. Az egyedfejlodés sordn is valtozhat az egyes
kollagén halézatok Osszetétele. Emberben, példaul az embrionélis korban a vesében, (Al).(A2) -
(A1)2(A2) kombinacié van jelen, de késébb ez az érgomolyag faldban megvéltozik a
(A3)(A4)(AS) - (A3)(A4)(AS) tipusra. A Bowmann-tok (Al)2(A2) lancai mellett megjelennek a
(AS) és (A6) tipusok és a nyomdsnak jobban ellendlldo (Al)(A2) - (AS5).(A6) kollagén halot

hoznak létre.



A IV-es tipusu kollagén szerepe az izomfejlodésben

A IV-es tipust kollagén halézatnak nélkiilozhetetlen szerepe van az izomsejtek fejlédésében,
osztoédasaban, differencialodasaban, a megfeleld helyre valo iranyitasaban és pozicionalasaban. A
Drosophila extracellularis matrix fehérjéi nagyfoku homologiat mutatnak a gerincesek hasonlé
funkciot ellato fehérjéivel. A haemocitdk termelik az ecetmuslica ECM fehérjéit, melyek az egész
testben eléfordulnak. Az ECM fejlddésben betoltott szerepét jelzi, hogy korbeveszi az
izomsejteket, igy alapvetd jelentéségiik van a miogenezisben. Erdemes megemliteni az ECM
né¢hany komponensét. Ilyen példaul a laminin, ami hatdssal van az izomsejtek osztodasara,
mozgasara és végs6 morfologiajara. A fibronektinnek a fibroblasztok letapadasahoz és mioblaszt
dedifferenciacidohoz van szorosabb kapcsolata. Az integrinek, amik részt vesznek a sejt és az
ECM kozotti kapcsolat kialakitasaban, tovabba szignaltranszdukcids folyamatokban, mint
példaul a sejtnovekedés, differenciacio, tulélés és apoptozis.

A bazalis membran szerepe az izom ¢ép strukturajanak fenntartdsaban nélkiilozhetetlen. A
citoszkeletontol a bazalis membranig az egymassal szoros kapcsolatban 1évo rendszerek barmely
tagjanak diszfunkcionalitasa betegség kialakulasahoz vezet. Ezek koziil érdemes néhanyat
megemliteni: a Duchenne-féle izomdisztrofiat, ami a disztrofin fehérje koros miikodése valt ki; a
kongenitalis izomdisztrofiat, ami a laminin, €¢s a Bethlem miopatiat, ami a VI-os tipusu kollagén

.....

¢érett sejtek hamar apoptozisba kezdenek.

Szarkomer képzodés, miogenezis

Mezodermalis eredetli miogén sejtekbdl differencialédnak a mioblaszt sejtek az embrionalis
fejlodés alatt. Primer és szekunder rostok képzddnek, illetve szatellita sejtek, melyek sziikségesek
a posztnatalis izomndvekedéshez és regeneralodashoz [2]. Az izmokat alkotd izomrostok szama
dontéen genetikailag meghatarozott, de kornyezeti tényezok befolyasolhatjak, kiilonosen a
perinatalis idészakban. Sziiletést kovetden az izomnovekedés mar csak az izomrostok
megnagyobbodasabol szarmazik, a szdmuk nem ndvekszik. Figyelembe kell venni ugyanakkor
azt 1is, hogy a nagyon Kkifejezett hipertrofia hatranyosan befolyasolhatja az izom

mikodoképességét, és az izomtomeget.
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A vazizom anatéomiaja és szovettana

A vazizmok képezik a mozgds aktiv szervrendszerét, de nem utolsésorban jelentds aminosav
forrasként is szolgalnak és a hdszabalyozasban (hétermelés) is jelentOs a szerepiik. A vazizmokat
harantcsikolt izomszovet alkotja.

Az izom aktiv része az izomhas, amely izomrostokbol all, melyeket finom kotdszovet veszi koriil
(endomysium). Kotészovet burkolja be az izomkdtegeket (perimysium) €s az egész izmot
(epimysium). Az izomsejtek atméréje 10-80um, és az izomrostok akar 30 cm hosszuak lehetnek,
amelyek a miogenezis alatt tobb éretlen sejt, mioblaszt (tobbmagvu sejtek) dsszeolvadasabol
jonnek létre. A szarkolemma veszi korbe Oket. Az izomsejt feltinden  sok
mitokondriumot tartalmaz, amik a sejtmagokkal egyiitt a rostok periféridjan, a sejthartya alatt
helyezkednek el. A mioglobin fehérje képes az oxigént megkétni, tarolni és leadni az
izomszovetnek, ahol hasonld funkciot lat el, mint a vér hemoglobinja. Fénymikroszkop alatt a
sejtek harantcsikolt mintazatot mutatnak, melyek az izotrop (I, vilagos) és anizotrop (A, sotét)
savok valtakozasabol adodik. Az izomrostok citoplazmaja a rost tengelyével parhuzamosan
elrendez0d0 vastag ¢és vékony filamentumokat tartalmaz. Az izom muikdodési egysége
a szarkomer, amely két Z-csik kozotti teriileten helyezkedik el. A Z-csik az I-kotegeket koti Ossze
kozépen. A vastag filamentum a miozint, mig a vékony az aktint tartalmazza. A sotét zonat (A) a
vastag és a vékony filamentum atfedése adja, melynek kozepén, ahol nincs a filamentumok
kozott atfedés, talalhatd a H-zona (vilagos), kozepén az M-csikkal.

A szarkomer megrovidiil az izomkontrakciotol, a vastag és a vékony filamentum egymason vald
elcsuszasa kovetkeztében (cstiszd filamentum elmélet).

A szarkoplazmatikus reticulum (SR) a sejtek endoplazmatikus retikulumanak (ER) tobbé-kevésbé
megfeleld sejtalkotd, amely a Ca-ionok tdrolasara specializalédott. Az SR-ben a szabad Ca-ion
mennyisége kicsi, mivel a Ca kotott formaban raktarozodik. Elektromos ingerlés kdvetkeztében
az ingeriilet a sejtmembranrdl attevédik a SR-ra, és az Ca-ion kidramlast eredményez. A szabad
Ca-szint megemelkedik a citoszolban, ami beinditja az izomdsszehtizodas molekularis

mechanizmusat.
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3. Abra: A szarkomer szerkezet grafikus dbrazolasa

Az izomosszehuzodas molekularis mechanizmusa

A miofilamentumok motorfehérjéi az aktin €s a miozin, ezek alkotjak az izomrostok fehérje
allomanyanak koriilbelil 75 %-4at. A miozin a szarkomer A-kotegének vastag, mig az aktin az I-
kotegek vékony filamentuma.

A globularis aktin monomer fehérje a G-aktin, amely polimerizdlodva a fondlszerli F-aktint
alkotja, majd egy alfa-hélix lancot képez. A miozin két konnyi (MLC) és két nehéz (MHC)
lanccal rendelkezik. A konnytii lanc a farki részt, mig a nehéz a nyaki és feji részt adja. Koriilbeliil
300-500 miozin molekula alkot egy vastag filamentumot.

Nyugalmi fazisban az aktint és a miozint a szabalyozdé (regulatoros) fehérj¢k rogzitik
helyzetiikben. A tropomiozin helikalis szerkezetli, és az F-aktinhoz kapcsolddik. A troponin a
legfontosabb szabalyozo fehérje. Globularis, Ca-ion és tropomiozin-koté hellyel, valamint
inhibitorikus résszel rendelkezik.

Akcios potencial hatdsdra a SR-bol kiaramlo Ca-ionok kotddnek a troponin Ca-kotd helyéhez,
megvaltoztatva a tropomiozin elhelyezkedését az aktin lancon, felszabaditva ezzel az aktin
felilletén 1év0 miozin-kotd helyeket. A miozin az aktinhoz kotddve aktivalodik, ATP-az
aktivitassal az ATP-t ADP-re bontja, mikdzben a nyugalmi allapotban a feji résszel 90°-ot bezaro
nyaki rész elmozdul, a szog 60 °, majd 45 °-ra csokken, elhtizva ezzel a vékony filamentumot a

vastag filamentum mentén.
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Izomrost tipusok

Az izomrostok diverzitasat Ranvier (francia kutato, 1835-1922) irta le eldszor, 1873-ban, “fehér”
€s “vords” izmot elkiilonitve. Tovabbi besorolasok I (lasst) és II (gyors), valamint a, B és aff
rostokat kiilonboztettek meg.

A besorolasok alapjat az izomrost kontraktilis és metabolikus jellemz6i adjak. A B-vords (lassu,
oxidativ) rostok lassan huzddnak 6ssze, magas a mioglobin tartalmuk, gazdagon kapillarizaltak, a
sejtben sok a mitokondrium, viszont kicsi a glikogén tartalmuk. Toénusos izmok, altalaban
tartdsan Osszehuzott allapotban vannak, energidjukat oxidativ uton nyerik. Az o-fehér (gyors,
glikolitikus) rostok gyorsan Osszehuzddnak, alacsony a mitokondriumok szama €s a mioglobin
tartalom, kevéssé kapillarizaltak, energianyerésiik ezért inkabb glikolitikus. Fazisos izmok,
gyorsan elfiradnak. Atmenetet képeznek az a-vords rostok (gyors, glikolitikus), gyorsan
0sszehuzdodnak, magas a mioglobin tartalmuk, viszont kevés kapillarist tartalmaznak, fazisosak és
inkabb glikolitikusak. A vOrds izomrost vékonyabb, mig a fehér vastagabb. A voros rostok tobb

intramuszkularis zsirt raktaroznak, és jobban hasznositjak a zsirsavakat.

A COL4 mutaciokkal és miopathiakkal kapcsolatos betegségek a human pathologiaban

Alport-szindroma

Az Aport-szindroéma X kromoszémahoz kototten 6roklddik, néha azonban eléfordul autoszomalis
manifesztacidja is, koriilbeliil 15%-ban [3]. Elsésorban a COL4A5 mutacidja jatszik szerepet a
betegség kialakulasaban, de ritkdn az autoszomalis COL4A3 és a COL4A4 gének mutans alléljai

is szerepet jatszhatnak a tlinet egyiittes 1étrejottében.

Ennek eredményeképpen veseelégtelenség, siiketség (cochlea érintettség), vaksag (retina
¢rhalozatanak érintettsége miatt) alakul ki [4].

A betegségben érintett szovet jellegzetessége, hogy az epitélium és a hozza kapcsolodd matrix
elvalik egymastol, ezaltal sulyos miikddésbeli zavart okoz. A mutaciot szenvedett fehérjelancok
nem képesek az dsszekapcsolodasra €s az Osszerendezodésben részt venni nem tudé fehérjéket

protedzok bontjak le.
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Goodpasture-szindroma

A Goodpasture-szindroma egy olyan autoimmun betegség, melyben a betegeknél progressziv
veseelégtelenség alakul ki, a tiidében bevérzések jonnek 1étre. Kialakulasanak az a magyarazata,
hogy a szervezet antitesteket termel a kornyezeti hatasra (példaul dohanyfiist) a széttekeredo A-

lancok NC1 doménjaival szemben. Ez elsésorban a COL4A3 lancot érinti.

HANAC-tiinetegyiittes

Orokletes angiopathia, nefropathia, aneurizma és izomgdrcsok (Hereditary Angiopathy,
Nephropathy, Aneurysms, and Muscule Cramps)

Ez egy mozaikszo, amely magaban foglalja az erek falanak meggyengiilésével kapcsolatos
megbetegedések egy csoportja. A tekervényes retinalis artériat, agyi aneurizmat, a vese
szoveteinek abnormalis fejlodésével kapcsolatba hozhatdo hematuriat, cisztak megjelenését, és az
izomban fellépd gorcsos allapotot okoz [5]. A laboratériumunkban 1évé kollagén IV mutaciot
hordoz6 Drosophila melanogaster torzsek biztositjak a lehetdséget arra, hogy e betegség hatterét

alaposan megérthessiik.

Izombetegségek, miopathiak

A harantcsikolt- és a szivizom megjelenése megelézte a gerincesek €s az izeltlabtiak k6zos 6stol
val6 evolucios szétvalasat, koriilbeliil 700 millié éve. Harom izomtipus van: a vazizom, szivizom
¢s a simaizom. Habar a gerinces simaizom ugy tlinik egy fliggetlen tton fejlédott a tobbi
izomtipustol. Az izmok teszik ki az allat testének nagy részét, koriilbeliil a testsuly felét.
Normalis esetben az izmokban egyenstlyban vannak a degenerativ és regenerativ folyamatok. Az
izmok betegségeit, az izmok rendellenes allapotat, az izomrostok szovettani valtozasait tag
értelemben véve miopathidknak nevezziik. Vannak azonban ezektdl eltérd izomrendelleneségek
altal okozott megbetegedések is, példaul az idegi diszfunkcid, vagy a disztrofids izomrost
degeneracio. A specifikus diagnodzist tesztek segitségével allapitjuk meg, példaul szérum enzim
szintekkel, elektromiografiaval, vagy izombiopsziaval. A miopathids izomrostok nem mikddnek
megfelelden, igy az izomgyengeség az enyhe foktol a stlyoson at az életveszélyes allapotig is
terjedhet. A k6z0s nomenklatira sajnalatos modon akadalyozza a miopathiak pontos leirasat. A
miopathiak az izombetegségeknek klinikai és genetikai szempontbdl nézve egy nagyon heterogén

csoportjat képezik. Az izomrostok olyan koros elvaltozasaival jellemezhetjiik dket, melyek az
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izom Osszehuzddasi képességét veszélyeztetik. Mindemellett két nagy csoportra oszthatjuk mégis
Oket. A szerzett miopathiakra, melyek kialakuldsat nagyban befolyasolja szamos kornyezeti
tényez6. A masik nagy csoportot az drokletes miopathiak képezik. Ide tartoznak a multi/minicore
miopathia centrdlis mag miopathia, nemaline miopathia, miofibrillaris miopathia, distal
miopathia, X-linked miopathia, inclusion body miopathia, centronuclearis vagy miotubularis
miopathia, mitochondrialis miopathia, metabolikus miopathia, glikogén raktarozasi betegség, zsir
raktarozasi betegség (lipid storage disease), és periodikus paralizis, a teljesség igénye nélkiil. Az
oroklott miopathidk klinikai megnyilvanulasai gyakran allélikusak, vagyis ugyanazon génben
torténd mutaciok okozzak, ugyanakkor kiilonb6z6 gének mutacidi okozhatnak azonos fenotipust.
A pontos genotipus-fenotipus analizis eredmények gyakran hianyoznak, vagy a genetikai és

klinikai eredmények ellentmondasosak [7].

Miofibrillaris miopdthia

Ezt a betegség csoportot lassu, progressziv gyengeség jellemzi, mind a proximalis, mind a
disztalis izmokban. Koriilbeliil 50 éves kor koriil kezdodik. Ez a betegség elnevezés, egy koros
pathologiai mintazatat irja le az izomrostok bomlasanak, a miofibrillaris bomlastermékek
felhalmozodasanak €s sokféle, a betegségben szerepet jatszo fehérje ektopikus expresszidjanak.

Eddig 6 génen beliili mutaciorol tudunk, ami eldidézheti a szimptomakat [7].

Centronuklearis miopathia

sr

betegség. Elsdsorban a vazizmok megbetegedése, a végtagdvek izmai, a torzs, a nyak €s az arc
izmai érintettek. Tiinetei kozott szerepelnek a gyenge magzati mozgasok, hypotonia, 1égzési
elégtelenség, ophthalmoplegia, és pl. a le nem szall6 herék. Legfontosabb morfoldgiai jellemzdje
ennek a tlinetegyiittesnek az izomsejt magok centralis orientacidja. A betegség mar
gyermekkorban tamad és eléfordulasa az egyén 30-as éveiig jellemzd. Létezik autoszomalis

recessziv és autoszomalis dominans formaja is [7].

A I'V-es tipusu kollagén gén Drosophila melanogaster-ben

Drosophila melanogaster-ben két gén kodolja a kollagént, a coldal és colda? gének. A 2.

kromoszoma bal karjan a 25C lokuszban talalhatdak egymas mellett, fej-fej orientacidban.
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Transzkripcidjukhoz kdzos promdtert hasznalnak, de transzlaciojuk ellentétes iranyl. Az col4al
gén masik neve Dcgl, vagy mas néven Cg25C, a col4a2 gén neve pedig viking, vagy vkg.

A Drosophila COL4A1 fehérjére is jellemzé a 3 doménbdl all6 molekuléaris szerkezet. A 3
domén, hasonloan a fentebb leirtakhoz all két NCL doménbdl és egy centralis doménbdl. A két
NCL domén a C-terminalis NC1 és az N-terminalis 7S domének. A centralis domén pedig a
kollagénre jellemzo triplahelikalis szerkezetért felelds polipeptideket kodoldé Gly gazdag régio.
Ezen domén AS sorrendjére jellemz6 a Gly-X-Y repetitiv szekvencia tobbszori megszakitottsaga.
A Cg25C gén altal kodolt Al-lancndl ez 21 alkalommal fordul eld, a vkg gén altal kodolt A2-
lancon pedig 25 alkalommal torténik. Tovabbi ismétlodd szekvencidkat is megfigyelhetiink az Al
¢s A2 lancokban a Gly-X-Y repetitiv szekvencidk mellett. Arg-Gly-Asp-Thr (RGDT) és Arg-
Gly-Asp-Ser (RGDS) repetitiv szekvenciak az Al lancokban, ¢s Arg-Gly-Asp (RGD) az A2
lancokban. Ezek a szekvenciak azért fontosak, mert olyan sejtfelszini receptorok és adhézios
fehérjék szdmara szolgdlnak kotdhelyiil, mint példaul a fibronectin, integrin, vagy a laminin.
Ezek a fehérjék a kollagén halohoz kotédve nemcsak egy rugalmas halozatot hoznak 1étre, hanem
kapcsolatot biztositanak az ECM és a szomszédos sejtek, szovetek kozott. Az adhézio
nélkiilozhetetlen a szovetek, szervek fejlodésében, miikodésében, embrionalis fejlodésben,
immunvalaszban, trombdzis kialakulasaban, gyulladasi folyamatokban, tumor képzddésében, és
nem utolsd6 sorban a metasztazisok létrejottében. A kollagén sokféle funkciot lat el a
szervezetben, jelenléte és miikodése nélkiilozhetetlen. Amennyiben mutacio 1ép fel a két kollagén
gén valamelyikében (col4al, col4a2), a gén miikodésében keletkezd hiba az éltala kodolt fehérje
szerkezetére, mikodésére is hatassal van. A kollagén filamentumok egymashoz valé szoros
kapcsolodasat, a drothald szerkezet létrehozasat befolyasolja az eltéré aminosav sorrend. A
kollagén fehérje szekvenciajaban talalhato sejtfelszini receptorok és adhézios fehérjék kotdhelyei,
a nem megfeleld dsszeszerelodés miatt elfordulhatnak, takarasba keriilhetnek, meggatolva ezzel a

sejtek halozathoz vald kapcsolodasat.

A kollagén IV génre nézve mutaciot hordozo torzsek

1970-ben D. T. Suzuki és munkatarsai, Drosophila torzsek etil-metan-szulfonat (EMS) kezelését
kovetden, dominans héérzékeny (DTS) mutansokat allitottak eld [6]. A DTS megnevezés a

Dominant Temperature Sensitive roviditése és csak a véletlen jatéka, hogy egybeesik D.T. Suzuki
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kutaté nevének kezddbetiiivel. A késébb megismételt EMS mutagenezis szintén eredményezett
DTS mutaciokat [10].

Az EMS er6s alkilezészer, hatasara a kettdsspiralban a timinnel €s a guaninnel szemben nem a
megfeleld bazisok (adenin - citozin) épiilnek be a replikacioé soran. Az EMS igy pontmutaciokat
eredményez a genomban. A hdémérséklet emelkedésére érzékeny, DTS mutansok genetikai
analizise bebizonyitotta, hogy a mutaciok a Drosophila L(2)25C lokuszra térképezddnek, ezen
beliil is az A1 lancot kodold Dcgl génszakaszra [8].

Az L(2) 25C DTS/DTS homozigdta mutansok kés6i embriondlis vagy korai larvalis letalitast
mutattak, ami a mutaciok recessziv fenotipusa. Az L(2) 25C DTS/+ heterozigotak tulélése
permissziv koriilmények kozott (20 °C) biztositott, fejlédtek és szaporodni is képesek voltak.
Restriktiv koriilmények kozott (29 °C) azonban 1-3 hét utan elpusztulnak, amit a mutaciok
dominéns volta okoz.

Balanszer kromoszoma segitségével megdrizhetd volt a mutacio, igy ezeket a hdérzékeny
torzseket sikeriilt fenntarthat6 allapotba hozni és modellszervezetté tenni a co/4al mutaciok altal
okozott elvaltozasok megfigyeléséhez.

A laboratériumban nyolc L(2)25C/col4al/DTS torzzsel rendelkeziink, amelyeken a mutacioval
szemben, a 2. kromoszoéman egy CyRoi balanszert hordoznak. Az ezen taldlhaté markerek a
kovetkezdek: Durva felszinli ocellumok és pdorge szamyak, melyek altal a balanszert hordozo
egyedek konnyen megkiilonboztethetdek a mutaciot nem hordozoktol.

A nyolc torzs az col4al gén 8 kiilonb6z6 mutans allél valamelyikét hordozza, és a genetikai
analizist kovetden megalapitottuk, hogy a coldal és a col4a? gének két komplementacios
csoportot alkotnak. Az egyik csoportba tartoznak az a-30, a DTS-2, a DTS-3, a DTS-4, DTS-5,
DTS-10, b-9, b-17 allélok, mig a masik komplementacios csoportot a col4a2 gén alléljei alkotjak.
A két intergénes komplementacidés csoport tagjai eltérd erdsségii allélokat tartalmaznak a
heterozigotak restriktiv homérsékleten valo tulélés alapjan [7].

Az a-30, DTS-2, DTS-3 allélek ugynevezett erds allélek, azonnal szembetiing elvaltozasokat és
gyors lefolyasu disztrofiat okoznak, konnyen vizsgalhatoak [8].

A DTS-4, DTS-5, DTS-10, b-9, b-17 allélok enyhébb elvaltozasokat okoznak, melyek nem
annyira szembetlin6ek, nehezebben vizsgalhatoéak, lassubb lefolyasu disztrofiat okoznak [9].

Ezeket az allélokat mi gyenge alléloknak neveztiik el, bar jelenlétiik ugyantigy letalitashoz vezet.
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Kutatdcsoportunk még nem kozolt eredménye alapjan tehat a heterozigdtak dominans fenotipusa

crer

A vizsgalando szerv

Oviductus communis

Jelen tanulmanyban els6sorban a ndstény Drosophila melanogaster, vagy mas néven az
ecetmuslinca szaporitd szervrendszerével foglalkozom, ezen belill is kiemelve a kozos
petevezetéket (oviductus communis). A néstény ecetmuslinca szaporitd szervrendszere 3 {0
részre tagolhatd: a petefészekbdl, ami paros szerv és az ezekhez tartozo lateralis petevezetékekbol
all az els6 szakasz. A masodik f0 rész a oviductus communis, melybe torkollik bele két oldalrol a
petefészkekbdl a két lateralis oviductus. A harmadik f6 szakasz az oviductus communis
folytatasaként megjelend uterus, melynek csatlakozasanal kapcsolodik be a paros spermatéka €s a
seminalis receptaculum. Ezt kovetéen a vagindval csatlakozva eléri a gonoporust és nyilik a
kiilvilag felé. A 15-20 darab ovariolabol allo6 ovariumokat egy Un. peritonealis membran tartja
Ossze. Az ovariolakat pedig kiilon-kiilon is beburkolja az bazalis membran. Mindkét membran
tartalmaz IV-es tipusu kollagént, tovabba harantcsikolt, korkords izomrostokat. Az érett peték
ideiglenes tarolasa és tovabbitasa a commonis oviductus szerepe aktiv, izommunka altal. Azért
esett erre a szervre a valasztdsom, mert egyrétegli harantcsikolt izomszdvetet tartalmaz a kiilsé és
belsd epithél réteg kozott, igy konnyen lathatova tudom tenni mikroszkopos technikakkal,
vékony metszetek készitése felesleges, az izom rostok morfologidja direkt megfigyelheto,
mindemellett ez egy nagyon intenziv izommunkanak kitett szerv, tehdt az esetleges
elvaltozasokat konnyen tudom detektalni. A k6zos petevezeték felsd 1/3-a aktiv izommunkara is

képes, amivel segiti a peték miel6bbi tovabbitasat.

Komplementacio

A klasszikus genetika egyik fontos eszkdze a mutdnsok eldallitisa és vizsgalata. Azok a
mutansok, melyeknek fenotipusa ugyanolyan, komplementacios (cisz-transz) teszttel allapithatjuk
meg, hogy azonos vagy kiillonb6zé génekben torténtek-e a mutaciok. Az egy génen beliili
mutaciok egymas allélikus valtozatai. Meg kell jegyezni, hogy csak recessziv mutaciokkal,
allélekkel tudunk komplementacios vizsgalatokat végezni. Ennek az analizisnek a 1ényege, hogy

megallapitjuk a kettés mutdnsok fenotipusdt. A mi esetiinkben az informéciét a transz-
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heterozigotak fenotipusa hordozza. Abban az esetben, ha a muticiok két kiillonbozé génben
vannak, a transz-heterozigota vad fenotipusu lesz, mivel mindkét génbdl tartalmaz egy-egy vad
allélt az ¢élolény. Viszont ha a két mutacié ugyanabban a génben talalhatd, akkor a transz-
heterozigdta fenotipusa mutans lesz, mert mindkét kromoszomarol hibéas fehérje képzddik. A
col4al mutaciok e szabaly alol kivételt képeznek, mivel a transz-heterozigotakban fellép egy
fehérje szintli esemény, az interallélikus/intragénes komplementacid, azaz a kettés mutdnsok

¢letképessége, szemben a homozigdta mutansok letalitasaval [8].

3. Célkitiizés

Kihasznalva a col4al allélsorban rejld genetikai potencidlt és az interallélikus komplementacio
jelenségét allitottuk elé a transz-heterozigotakat. A mutans/vad heterozigotak permissziv
hémérsékleten enyhe miopathias fenotipust mutatnak [8], melyek patologiai besorolasa
bizonytalan. Hipotézisiink szerint a komplementaciora képes kettés mutansokban a recessziv
fenotipus erdsodeését vartuk, ami a rendellenesség pontos diagndzisat, a fenotipus-genotipus
kapcsolat mélyebb megértését teszi lehetové. Ezen tilmenden a mutacids helyek ismeretének
birtokaban (G->A tranziciok, glicin szubsztiticiok, 2. Tablazat) az izom differencialodast és a
szarkomer képzddést szabalyozo 1V-es kollagén peptid domének azonositasa is lehetové valik. A

harmas helix mutacios helyeit a 10. Abraban foglaltuk 6ssze.

Korabbi
a-30 b-9 DTS-L2 DTS-L3
megnevezes
Jelen
) coldal ¥t coldal "t coldal ! coldal®*P?
megnevezés
Korabbi
DTS-L4 DTS-L5 DTS-L10 b-17
megnevezes
Jelen ’ coldal¥P5EL | colda 1G10E2 coldal] ¥ coldal]3%E
megnevezés

2. Tablazat. Aminosavcserék a col4al allélekben. A col4al allélsor mutdnsainak mindegyikében
glicin cserélodott nagyméretll, toltétt (D, E) vagy polaros (S) aminosavra. A tovabbiakban az

allélek megnevezése soran a jelen nomenklatirat hasznaljuk elsdsorban. Kiss Marton kisérlete.
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4. Anyagok és modszerek

A rendelkezésiinkre allo nyolc coldal DTS torzzsel dolgoztam, amelyeken a mutacidval
szemben, a 2. kromoszéman egy CyRoi markereket mutatd balanszert hordoznak és ezen a
kromoszoman talalhatoak a kollagén gének is. A balanszer altal biztositott tulajdonsagok
segitségével, amelyek durva felszinli ocellumokat, és porge szarnyakat eredményeznek, a
mutaciot hordozo egyedek kdnnyen megkiilonboztethetoek a mutaciot nem hordozo tarsaiktol. A
nyolc kollagén mutans torzset kereszteztilk egymassal minden kombinacioban, €s a megsziiletd
F1 generdcioban, col4al génre nézve transz-heterozigdta kettds mutans ndstényekbdl izolalt
oviductus communis szovetmintakkal dolgoztunk tovabb, melyekben a vizsgalando fehérjéket
specifikus ellenanyaggal ¢és fluoreszcens festéssel tettiink lathatova immunhisztokémiai

modszerekkel.

Felhasznalt torzsek

e Oregon R: Piros szinli és sima felszinli szem, egyenes szarny.

e a-30/CyRoi: Piros szinli és durva felszinii szem, Porge szamy. A kollagén fehérje

crcr

crcr

e DTS-L3/CyRoi: Piros szinii és durva felszinli szem, porge szarny. A kollagén fehérje

s

e DTS-L4/CyRoi: Piros szinii és durva felszini szem, porge szarny. A kollagén fehérje

crer

e DTS-L5/CyRoi: Piros szinii és durva felszinli szem, porge szarny. A kollagén fehérje

crer

e DTS-L10/CyRoi: Piros szinli és durva felszinli szem, porge szarny. A kollagén fehérje

crer
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e b-9/CyRoi: Piros szinii és durva felszinli szem, porge szarny. A kollagén fehérje mutaciot

s

crcer

Immunhisztokémia

A kettds mutdns transz-heterozigota ndstényekbdl fénymikroszkop alatt foszfat pufferelt
sooldatban (PBS) kipreparaltam a vizsgalandd szerveket. Ezt kovetéen 10 percen keresztiil
fixalom a szoveteket 4%-os friss paraformaldehid oldatban (PFA), majd 3x10 percig mosom a
mintat PBS-ben. Ezutan atjarhatova teszem a sejtek membranjait 0,1%-os Triton-X 100 detergens
alkalmazasaval 5 percen keresztiil, hogy a specifikus anti-COL4A1 ellenanyag és az izom és
sejtmag jelold festékek hatékonyan diffundaljanak be a szovetekbe. Ezutan megint 3x10 perces
mosas kovetkezik PBS-ben. Kovetkezik a fehérje telitési, blokkolasi fazis, amit 5% bovine serum
albuminnal (BSA) végzek és egy orat inkubalom szobahdmérsékleten. Ujbol 3x 10 perces mosas
kovetkezik PBS-el. Kovetkezik az elsddleges ellenanyag felvitele (anti-COL4Al, 0.1 mg/mL,
Abmart), mellyel Gjabb 1 6rat inkubdlom szobahdmérsékleten. Ezutan kovetkezik 3x10 perc
mosas PBS-el. Ujabb 1 6ra inkubalas jon a fluorescensen jeldlt masodlagos ellenanyaggal (Alexa
Fluor 488, anti-mouse, 1:1000 higitasban, Invitrogen, Life Technology), de az inkubacio 40.
percénél felviszek a mintara 0,5 pl Texas Red (1pg/ml) festéket, majd 7 perc mualva 0,5 ul DAPI
festéket (0,01 mg/ml) és ezutan mar sotétben dolgozok vele. Majd 3x10 perc mosas kdvetkezik

PBS-el. Végiil kdvetkezett a mounting és a fedés.

Elsodleges ellenanyag

Egérben termeltetett, majd liofilizalt, monoklonalis anti-COL4Al1(Abmart) -ellenanyagot
hasznaltam. Ezt egy olyan pufferban higitottam, ami tartalmazott 1% BSA, 0.01% natrium-
azidot, 50% glicerint és 10 mM HEPES (pH 7.5). Ez az ellenanyag specifikusan lett megtervezve
a kollagén Al-es lancanak egy epitopjara, ami a 29.-38. AS-ig (ATGAGSIQDS) tartott.

Masodlagos ellenanyag

Anti-egér, Alexa Fluor 488-at hasznaltam masodlagos ellenanyagként, ami 488 nm-en zold

szinben fluoreszkal.
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Texas RED és DAPI festékek

A Texas RED-phalloidin, mas néven szulforodamin-101, a fluoreszcens technikakban gyakran
hasznalt fluoreszcens festék. Specifikusan kotddik az F-aktinhoz, igy kivaloan alkalmas a
citoszkeletalis vaz illetve izom kimutatasara 543 nm-en, piros szint mutat a phalloidin kotott F-

aktin.

A DAPI, masnéven 4°,6 diamidino-2-phenilindol, szintén egy a fluorescens technikaban jol
ismert festés, amely erésen kotddik a kettdsszala DNS-hez. A sejtmag festésére hasznaltam 408

nm-en, kék szint ad, a DAPI interkalalddik a kettésszaltt DNS-be.

A megfigyeléseket és a felvételeket az SZBK-ban 1évé Olympus FV1000 konfokalis
mikroszkoppal végeztik 600x-os nagyitassal. A képfeldolgozast az FV100-ASW 1.7 program

segitette.

5. Eredmények

Az interallélikus komplementacio széles hatarok kozt lép fel

A transz-heterozigdtdk balanszer vesztéssel azonosithatok, véarhato értékiikk a mutans/CyRoi
allomany fele egy keresztezést kovetden. Ez alapjan az interallélikus komplementacio mértékét a
varhatd értékhez viszonyitva fejeztiik ki szazalékban. A 28 allél kombinacidé €s reciprokaik

komplementacios értékeit a 3. Tablazat foglalja Ossze.
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Tulélés 7.4 % 5.9 0% 5.3 % 0.5 % 1.8 % 330 2.9 0% 48.2 %%
a-30 b-9 DTS-IL2 DTS-L3 DTS-I4 DTS-L3 DTS-Li0 h-17
coldal?BE | coldqGiTE 4 coldal®I0435 | coldqiGliosE

a-30 col4ajGi3BE 0 107 93 149 77 it 131 97

b-9 col4a]G40E 109 0 39 107 60 36 103 114
DISL2 | coldal®sD! 80 g ( ( 107 108 69 o8

DISI3 | coldalG5s: 90 79 26 0 83 54 49 124

DTS4 | coliacionm 65 125 97 73 0 0 24 146

DIS-L3 col4aq]G10ED 66 97 106 98 0 0 0 138
DTS-LI0 colda] G135 100 67 89 60 6 6 0 97
b-I7 coldaq]G1303E 130 79 105 100 114 107 84 0

3. Tablazat. Az interallélikus komplementacio eredményeinek dsszefoglalasa. Felso sor: A

coldal " heterozigotak tilélése folyamatosan 29 °C-on tartott allomany esetében.

A komplementaciés mintazat szembetiind tulajdonsaga, hogy a COL4Al fehérje centralis

GI393E

kollagén doménjének C-termindlis végén talalhatd coldal mutacid az Osszes allélt teljes

mértékben komplementalja, igy életképesség tekintetében a vad tipusat COL4Al szallal
egyenértéki.

Tovabbi szélséséges komplementacids esemény a coldal '’ /col4al®'™* allél kombinaciot
¢rinti: Habar a két mutacids helyet mindossze 17 aminosav valasztja el, 6, 6, 0, 24 % mértékig

interallélikus komplementacio 1ép fel 4 fliggetlen kisérlet adataibol (3. Tablazat). Mint varhato, a

G552D1 G552D1 GI025EI 4
1 1 1

G1025E2
és a coldal

colda és colda , valamint a col4a izoallélikus mutaciok
egymast nem komplementaljak, homozigétaként viselkednek, és valdjaban azok is. A tobbi allél
kombindciok esetében az interallélikus komplementacio mértéke valtozo, 20-30%-t61 100 %-ig

terjed.
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Széles fenotipust mutato transz-heterozigotak

A transz-heterozigotak miopathias fenotipusat a petevezeték egyrétegli harantcsikolt izomzatanak
szoveti megjelenése alapjan mindsitettiik. Ennek megfeleléen enyhe, kvazi fenotipus nélkiili,
sulyos rendellenességeket mutatd, amihez az endoplazmatikus/szarkoplazmarikus retikulum (ER)
stressz jeleit hordozo, miotubularis megjelenésii, szarkomer/kosztamer hianyat mutato, valamint
regeneralodo fenotipusos bélyegek tarsulnak.

A kettés mutansok egy jellegzetes fenotipusos kategoriaja a pathologias fenotipus elmaradasa. A
fehérje szinten a G233E/G1393E, G233E/G1043S, G233E/G552D1, G233E/G467E kombinaciok

nem, vagy csupan enyhe fenotipust mutatnak (3. Abra).

“oopm ™

Single Slice

3. Abra. A fenotipus nélkiili G233E/G1393E kombinacio.

A sulyos szoveti rendellenességet mutatd fehérje kombinaciok a fenti fenotipusos bélyegek
szamos elemét tartalmazzak. Igy a G552D2/G467E variansban a szarkomer/kosztamer hianyzik,
ER/SR-stressz 1ép fel, az izomrostok myotubularis megjelenésiiek (4. Abra). Hasonlé fenotipust

mutatnak a  G233E/G552D2, (G552D2/G233E, G552D2/G467E,  G1043S/G467E,
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G1025E1/G1393E, G1025E2/G467E, G1025E2/G552D1, G552D2/G1043S, G1043S/G552D2,
G1043S/G552D1, G552D2/G1393E, és a G552D1/G467E variansok.

by

4. Abra. Sulyosan karosodott izom a G552D2/G467E variansban.

A szarkomer/kosztamer hianyat mutatdé kombinaciok, G467E/G552D1, G467E/G552D2,
G467E/G1393E, G467E/G1043S, G1043S/G552D2, G1043S/G233E, G1043S/G552D1,
G1025E1/G552D2, G1025E2/G1393E, G1025E2/G552D2, G233E/G552D2, G552D2/G233E,
G552D2/G467E, G1043S/G467E, G1025E1/G1393E, GI1025E2/G467E, G552D1/G467E,
G1393E/G467E, G1393E/G552D2, G467E/G233E, G1043S/G1393E, G552D1/ G552D2
korében az ER/SR-stressz a G467E/G552D2, G1043S/G552D2, G1043S/G233E,
G1025E1/G467E, G1025E1/G552D2, G1025E1/G552D1 variansokban 1ép fel.
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5. Abra. Szarkomer/kosztamer hianyos, ER-stresszt mutat6 varians (G1393E/G552D2).

A szarkomer/kosztamer hidnyaval egyiitt a miotubularis megjelenés a G1043S/G552D2,
G1043S/G552D1, G552D2/G1393E, GI1025E1/G552D2, G552D2/G233E, G552D2/G467E,
G1025E1/G1393E, G1025E2/G467E, G552D2/G1043S, G552D1/G467E, G1393E/G467E,
G1393E/G552D2, G552D1/G1043S variansokban tarsul a fenotipushoz (6. Abra).
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6. Abra. A szarkomer/kosztamer hianyaval egyiittesen jelentkez6 miotubularis megjelenés

(G1025E1/G552D2).

Normalis esetben az izomrostok magjai periférias elhelyezkedéstiek, membrannal asszocialnak. A

kettés mutansok mindegyikében ugyanakkor a magok centralis helyzetiiek (7. Abra).
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7. Abra. Centralis magok a G1043S/G1393E kettés mutansban.

2D1 2D2
] G55, ] G55

A stlyosan miopathids fenotipussal leggyakrabban az izoallélikus col4a €s colda
valamint a coldal®”" allélek tarsulnak. A coldal "' és coldal®™”? mutaciok

elhelyezkedését a COL4Al szalon, és a vele asszocialoddo COL4A2 szal részletét a 8. Abra

b

mutatja:

531 D
GRP GTP GAA GAP GQK GDA GRP GTP GQK GDM GIK GDV GGK CSSCRA GPK G
NIV GPP GSQ GPP GFR GLP GDD GYN GLR GLP GEK GLR GDD CPVCNA GPR G

8. Abra. A G552D mutacié helye a COL4A1 fehérjében és a hozza kapcsolodd COL4A2 szl

részlete.
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A GLPGEKGLRGD peptid kanonikus integrin kotéhely, amit kdzvetleniil két cisztein hid kovet.
A veliik szemben talalhato G->D szubsztitucidé alkalmas a kotohely kompromittalasara, amit
kisérletesen is megfigyeltiink (Kelemen-Valkony és mtsai, kézirat, 9, Abral0. Abra).

A col4al“F mutici6 a GFPG/EEKGERGDS peptidben taldlhato (10. Abra), mely szintén
tartalmaz integrin kotohelyet. A mutdnsban az integrin és a kollagén nem egyiittesen

lokalizalodik (nem mutatjuk be).

9. Abra. Integrin és COL4A2 nem étfedéen festédnek a coldal“** /GFP mutansban. A: 20 °C-
0s, B: 29 °C-os minta / Valkonyné Kelemen Ildiké /. A piros szinnel az integrint jeloltiik, a z6ld a
COL4A2::GFP fuzios fehérjét jeloli. Megfigyelhet6 az integrin dezorganizaltsaga €s sulyos izom
dystrophia fellépte a 29 °C-os mintaban.

29



6. Kovetkeztetések

A transz-heterozigotdk jellegzetes fenotipusa a centronuklearis/miofibrillaris miopéthia, a
szarkomer szervezOdés elmaradasa, az izomrostok differencialatlan, miotubularis allapota. A
mutacioval érintett peptidek egyikében GLP GEK GLR GD direkt integrin kotdhely, RGD
szekvencia talalhato (10. Abra). A GLP GEK GLR GD integrin kot8 peptiddel szemben, egy trimer
molekulan beliil elhelyezked6 G->D szubsztiticié indirekt médon kompromittalja a koté helyet
(10. Abra). Kettés mutdnsokban az enyhe miopathias fenotipus felerésodését figyeltiik meg. Ezek
a mutaciok az integrin kotd helyektdl tdvol, C-termindlisan helyezkednek el, és a kollagén trimer
stabilitasat, valamint a harmas hélix Osszeszerel6dését érinthetik. E kérdések eldontését harom
dimenzids fehérje modellek épitésével és azok tulajdonsagainak elemzésével kivanjuk eldonteni.
Mivel az integrinek izomrostokban a rendezetlen szarkomerek preciz sszeszerel6dését, valamint
a vastag ¢és vékony filamentumok Osszesimulasat irdnyitjdk, szerepiiket horgonyhoz,
vasmacskahoz hasonlitjak [2]. Ugyanakkor a citoplazma - extracellularis matrix tengely szamos
eleme koziil az integrin receptor csupan egy képviseld, aminek egyik ligandja a IV-es kollagén.
Kisérleteink bebizonyitottak, hogy a receptor-ligand kapcsolat megsziinése (9. Abra) stlyos
kovetkezményekkel jar, hasonléan, mint amikor a lemacskalt hajo leszakad a horgonyrol. igy, ha
az integrinek az izom rostok kialakitasaban horgonyként viselkednek, addig a IV-es kollagének
horgonykétélként interpretalhatoak.

Mindezekkel Osszhangban a col4dal mutaciok altal kifejtett genetikai inzultus az izom
differencialodas €s a szarkomer képzodés eddig ismeretlen koroki tényezdjeként azonositja a IV-

es tipusu kollagént, és a fehérjén beliil az ebben részvevo peptid doméneket.
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A mutéci6t hordozo szekvenciak és kdrnyezetiik

a-30/CyRoi G*E  GFPGEK -- RGD (L1
GFDGDR - GSK 02

GFPGEK -- RGD (1

Maonomaer [singbe a-chain)

NG
14?&%& choman (Gly-X-Y moti) doman
Fi 1,400 &3

230 aa

b-9/CyRoi  G*'E GPKGSI Ol1
GFIGPP (2

GPKGSI (Ol1

Manomaer [single o-chain)

NG1
1'[*.‘!-73 chesmmasiny (Gaby- - o) ;n:mno
s =1 a -Z30 aa

DTS-2/CyRoi  G™D  PTGPGQKGDMGI---- Ol1

DTS-3/CyRot GLPGEK--RGD (L2

PTGPGQKGDMGI---- Ol1

Monomer [singbe u-chain)

NC1
1-m-mam-x-~r mot)  goman

= -1, 400 53 =230 aa

DTS-4/CyRoi  GY*E DQGLAG (Ol1
DTS-5/CyRoi SGDDGP (L2
DQGLAG Ol1

Manomer (singbe a-chain)

NC1
Tripha-habcal domain (G R-Y motil doman

73 = 1,400 Ba -0 83

DTS-10/CyRoi G!™3S EKGNQG (Cl1

GeTGNP U2
EKGNQG (Ol1

Manomer (singhe o-chain)

NG i
Tripho-hedical domain (Gly-X-Y rrgtd) m:mno
73 = 1.400 &a + ~230 aa

b-17/CyRoi GV¥E QKGDKG (L1
IVGRGI (02

QKGDKG (1

Maonomer (single o-chain)

1
1uE-muadmmccw-x-vmm %n ]
TS ! 1,400 a3

230 aa

10. Abra. A mutaciot hordozo peptid szekvenciak
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7. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetdmnek Dr. Mink Matyds egyetemi docensnek a szakmai
iranyitasaért, €s tamogatasaért, tovabba hogy lehetové tette palyamivem elkészitését a
Szegedi Tudomanyegyetem Természettudomanyi €s Informatikai Kar Genetika Tanszéken.
Koszonettel tartozom Valkonyné Kelemen Ildikonak aki a kisérletek kivitelezéséhez nyujtott
elméleti és gyakorlati segitséget, amely nélkiil nem késziilt volna el a dolgozatom.

Szeretném megkdsszonni Kiss Martonnak szakmai segitségét, melyet nem volt rest este 11
orakor is rendelkezésemre bocsajtani.

Tovabba szeretném megkoszonni alsobb évfolyamos hallgatd tarsaimnak, Popovics Nikolettanak
¢s Szabo Gabornak, akik minden kiils6 kényszer hatdsa nélkill ajanlottak fel segitségiiket

szamomra a laborban munkaidében, és néha még azon is kiviil.
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9. Abrajegyzék:

1. Abra: http//greatcourse.cnu.edu.cn/xbfzswx/wlkc/kexx/kexx-4.htm

2. Abra: Raghu Kalluri Nature Reviews Cancer 3, 422-433 (June 2003)
doi:10.1038/nrc1094, Basement membranes: structure, assembly and role in tumour
angiogenesis

3. Abra: http://www.mcatzone.com/glosslet.php?letter=s
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10.Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott Kiss Andras Attila a dolgozatban leirt folyamatok koziil az:

1.
2
3.
4

5.

Kisérleti allatok fenntartasat

Kisérleti allatok keresztezését

Kisérleti allatokbol torténd mintavételt (szervek preparalasa)
Immunhisztokémia (oviductus communis festése)

Konfokalis mikroszkopia segitségével készitettem a felvételeket

A felsorolt munkakat 6nalloan végeztem el.

alairas

Szeged, 2015. januar 6
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