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1 Bevezetés
1.1  Szteroid-rezisztens nephrosis szindréma

A gyermekkorban kialakul6é nephrosis szindroma az esetek 10-20%-aban rezisztens a
szteroid-kezelésre. A szteroid-rezisztens nephrosis a gyermekkori kronikus
veseelégtelenség 6-7%-aért felelds. Prognozisa rossz, hosszatavon az esetek
tobbségében vesepotld kezelést tesz sziikségessé. Elkiilonitiink genetikai és egyéb
formakat, mely alapvet6 kérdés a terapia meghatdrozasaban. Az egyéb formak
elsdsorban immunoldgiai eredetet jelentenek, de eléfordulnak ritkabb, metabolikus,
toxin-medialt és infekcié talajan kialakuléd tipusok is. A genetikailag meghatarozott
szteroid-rezisztens nephrosis szindroma (SRNS) formék hatterében leggyakrabban az
NPHS2, WT1, NPHS1, MYOLE, TRPC6, INF2 mutacio6i allnak *, melyek valamennyien
glomeruldris filtracios barrier fenesztralt endothelbdl, glomerularis bazalis membranbol
¢és podocita labnyulvanyokbdl 4ll 2. Az SRNS hatterében leggyakrabban a glomerularis
résmembrant alkot6 (NPHS1, NPHS2, CD2AP), a podocitak szerkezeti (MYOLE,
ARHGDIA, TTC21B, WDR73), bazalis membranhoz valé adhézidjaért (LAMB2, ITGA3,

PTRO) felelds fehérjéket kodolo gének mutécioi allnak (a teljesség igénye nélkiil), és az
érintett gének azonositdsa még nem zarult le * %, A glomerulris résmembrant érinté
mutaciok okozta SRNS a transzplantalt vesében nem Ujul ki.

Az NPHS1 a nephrin fehérjét kodold gén. Mutacioi a finn tipust, autoszomalis
recessziv modon 6roklédd velesziiletett (az élet elsé harom hoénapjaban kialakuld)
nephrosissal tarsulnak. A podocin fehérjét kodolo NPHS2 az alabbiakban keriil majd
részletezésre. A CD2AP éltal kodolt fehérje a nephrinnel és a podocinnal is
interakcioban all, hibas szerkezete congenitalis nephrosist okoz. A MYOLE a podocitak
citoszkeleton fehérjéje, a gén mutacidi kisgyermek- vagy iskolaskorban vezetnek
meghibasodasa/hianya a LAMB2 mutacioi kovetkeztében a congenitalis nephrosissal,
és/vagy microcoriaval és neuromuscularis megbetegedéssel jard Pierson-szindrémahoz
vezetnek. A WT1 leggyakrabban de novo kialakulé mutécio6it autoszomalis dominans

oroklésmenetet mutatd nephrosis szindroma kapcsan ismerjiik, mely nagy Wilms-tumor
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kockézattal valamint fit gyermekeknél a genitourinalis traktus fejlédési
rendellenességeivel jar (Denys-Drash szindroma). A TRPC6 egy, a podocitak apikalis
membranjaban elhelyezkedd kalciumcsatornat kodol, melynek karosoddsa mar
gyermekkorban fokalis szegmentalis glomeruloszklerozis (FSGS) kialakulasahoz
vezethet 7. Az INF2 altal kédolt Inverted-formin 2 az aktin filamentumok
polimerizacidjaért és depolimerizaciojaért felelds fehérje. Elsésorban podocitdkban és
némely tubularis vesesejtben expresszalodik, de leirtak expresszigjat Schwann-
sejtekben is ®. A nephrinnel is kapcsolatban all. Mutaciéi kés6i (3-4. életévtizedben
jelentkez6) FSGS-hez, illetve bizonyos mutaciok esetén Charcot-Marie-Tooth
szindroméhoz (herediter motoros és szenzoros periférias neuropathia, labdeformitas),

illetve hallascsdkkenéshez vezethetnek ° .
1.2 A podocin fehérje lokalizacidja, szerkezete és funkcidja

A podocin fehérjét az 1-es kromoszéman elhelyezkedd6 NPHS2 gén kodolja,
mutécidinak az SRNS patomechanizmusaban betoltott szerepére 2000-ben mutatott ra
Corinne Antignac munkacsoportja a parizsi Necker Korhaz nephrologiai
kutatolaboratoriumaban ', Ezen SRNS forma autoszomalis recessziv 6roklédésmenetet
mutat. Az igy létrejovo nephrosisra 3 honap-5 éves kor kozotti kezdet, rendszerint 10
éves kor elott kialakulo végstadiuma veseelégtelenség (ESRD) és az extrarendlis
tiinetek hianya jellemz6. Az NPHS2 gén altal kodolt podocin fehérje kizardlag a
podocitakban expresszalodik. Integrans membranfehérje, a stomatin csalad tagja 2 A
teljes fehérje 383 aminosavbol all, az integrans membranrész a 105-121 aminosavakra
terjed ki. Hajtli-szer(i szerkezetet mutat, a fehérje N- és C-terminalisa a podocitak
labnytlvanyanak citoszolja felé néz, interakcids partnerek révén a citoszkeletonnal
teremt kapcsolatot valamint a tobbi podocin molekulaval homooligomereket képez. Az
intramembran szakasz a sejtmembran lipidtutajaiban helyezkedik el, ezen a ponton
kapcsolodik a podocitdk kozotti résmembrant alkotd nephrin fehérjéhez. (A lipidtutajok
olyan membran mikrodomének, ahol a sejt jelatviteli folyamatai egy ponton térben és
idében Osszekapcsolodhatnak, novelve azok hatékonysagat). A stomatin fehérjék
csaladja az eritrocitadk membranjabdl ismert. A stomatin 200-600 kDa méretti fehérje, 9-
12-szeres oligomerekbe rendezddik annak C-terminalisa révén valamint a sejtmembran

lipidtutajaihoz horgonyzodik révid intramembran szakaszaval. Ez a két folyamat, a C-



DOI:10.14753/SE.2020.2435

termindlis oligomerizacio ¢és lipidtutajokhoz valdé horgonyzdodas, egymdsnak nem
feltétele 2,

A podocinnal interakcioba 1ép6 tovabbi fehérjék a CD2AP és a TRPC6 4. A podocin
funkcidja jelen ismereteink szerint a glomerularis résmembran szerkezetének
elésegitése °, de részleteiben és mélységében funkcidja mindmaig nem egészében

ismert.

1.3 A podocin fehérjék oligomerizacidja — domindns negativ hatds ¢és

interallélikus komplementacid

Az SRNS congenitalis és infantilis formajanak hatterében 15-39%-ban, a gyermekkori
forma mogott 13-14%-ban allnak az NPHS2 mutaciéi 1.

A podocin fehérje oligomerizacidos készsége a bevezetOben keriilt emlitésre.
Kutatocsoportunk 2014-es kozleménye szolgalt a podocin témaban tortént kutatasaink
alapjaul 8 Ezen cikk megfogalmazza a podocint kédoldo NPHS2 példajan, hogy
autoszomalis recessziv mdodon 6roklédd betegségekben egy allél patogenitasa lehet a
transz-asszocialt allélon (NPHS2 esetében annak 3° végén) elhelyezkeddé mutécio
fiiggvénye. Az egyik allélrol atirodo fehérje kifejthet domindns negativ vagy
éppenséggel ellenkezdleg, komplementald hatast a masik allélrol atir6do fehérjére. Ez a

jelenség mar sok évtizede ismert a bioldgiaban 19

a dolog ujdonsagat azonban
elsésorban az képezi, hogy human betegségekben nem volt ismert hasonlé jelenség. Ez
alapvetd szempont lehet a klinikai diagnosztikus és terapias 1épésekben valamint az
érintett parok genetikai tanacsadasaban. Az emlitett jelenséget az p.Arg229GIn (R229Q)
podocin varians kapcsan figyelték meg. Kutatocsoportunk igy korabban kimutatta, hogy
az NPHS2 gén gyakori varidnsa (R229Q, MAF: 3,6%, rs61747728 %) csak
meghatarozott transz-asszocialt variansokkal egylitt patogén. Homozigdta formaban
onmagaban nem okoz betegséget 21 Az R229Q varianst az eurdpai atlagpopulacio hét

szazaléka hordozza, igy fontos annak megértése, hogy mely tarsulasokban patogén 18,22

23
A podocin a citoszolba nyuld részei révén di-és oligomereket képez. Az eddigi
ismeretek alapjan N- és a C-termindlisa is részt vesz a di-és oligomerizacioban % Az

egyes domének pontos szerepe ebben egyeldre nem ismert.



DOI:10.14753/SE.2020.2435

Kutatocsoportunk korabban azt figyelte meg, hogy SRNS-ben szenvedd betegek
tobbségében a p.Arg229GIn csak bizonyos, 7-8. exonokat érinté mutaciokhoz tarsult. A
leggyakrabban érintett aminosavak az Ala284, Ala288, Arg291, Ala297, Glu310,
Leu327 és a GIn328 voltak. A p.Val290Met kozeli elhelyezkedése ellenére nem
bizonyult patogén tarsulasnak a p.Arg229GIn-nal, melyet részben szerkezeti
eltérésekkel magyaraztak >,

A C-termindlis szakasz patogén mutacioi sejtkultiraban végzett, fehérjelokalizacios
kisérletek és in silico szamitott fehérjeszerekezeti modellek alapjan dominans negativ
hatassal birhatnak a vad podocinnal mérsékelten rigidebb szerkezetli, p.Arg229GIn
podocinra. Amely mutaciokkal a p.Arg229Gln patogén, azokkal a fehérje variansokkal
a sejtmembranba valo kijutdsa gatolt, a heterooligomerek intracelluldrisan helyezkednek
el. A homozigota formaban ismerten patogén p.Ala297Val varians a vad podocin
membranba kihelyezddését is mérsékelheti, de ez csak jelzett mértékii, betegséget igy
nem okoz (heterozigéta formaban tehat nem patogén), azonban az p.Arg229GIn
podocint olyan mértékben bent rekeszti az intracelluldris kompartmentekben, hogy
tarsulasuk fiatal felndttkori FSGS-hez vezet. Vizeletbdl kivont podocitakban is sikeriilt
igazolni ezt az észrevételt egy masik (p.Arg229GlIn- p.Ala284Val) patogén tarsulas
esetében, ahol endogén podocin nem lelhetd fel érdemi mennyiségben a

sejtmembranban (1.4bra).



DOI:10.14753/SE.2020.2435

Pt p.JArg229Gin];[Ala284Val] C1 p.[Arg229Gin];[=]

C2 p.[Arg229GIn];[=]

60

o —_—
= 50 _—
w
aF
I'E -g 30 =
£l ) B
w2 20
& . -
= B Median
o 10F 1 25-75%

0 , , , , T 10-90%

Pt c1 c2 ca
n=45" n=3a n=42 n=36
1. abra: Endogén podocin elhelyezkedése vizeletbdl kivont podocitdkban

p.Arg229GIn és p.Ala284Val variansokat hordozo, SRNS miatt gondozott (Pt) és nem
NPHS2-asszocialt glomerulopathiaban szenvedd betegekben (C1-3), utobbiakbol ketten
heterozigdta p.Arg229GIn hordozok. Piros: endogén podocin Kék: wheat germ
agglutinin, (WGA) membranmarker. Az immunfluoreszcens kép alatt szamszer(sitett
formaban abrazolvalathatd a membranlokalizalt podocin az endogén podocin boritotta,

WGA-val jelélt membranfeliilet szazalékaban (n: a vizsgalt sejtek szama).'®
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Fehérjeszerkezeti modellekben a vad homodimerek C-terminalis (aminosavak 161-383)
részét vizsgalva azt talaltak, hogy a két feji régidt helikalis, coiled-coil doméneket
alkotdé szakaszok (aminosavak 271-372) kotik Ossze. A p.Arg229GIln a fehérje
globuléris feji részében helyezkedik el. Az alapesetben itt taldlhaté Arg229 harom
masik aminosavval (Glu233, Glu237, Asp244) képez hidrogénkotést. Az Arg229GIn
csere kovetkeztében ebbdl két (Glu233, Glu 237) kotés megszakad és két 1) jon létre
(Arg286, Lys289; 2. abra), amelyek jabb fej- és helikalis rész kozotti kapcsolatok
1évén rigidebbé teszik a fehérje szerkezetét. A patogén tarsulasok (p.Arg229Gln-
p.Ala284Val/p.Ala297Val heterodimerek, p.Ala284Val homodimerek) szerkezete eltér
a nem patogén tarsulasokétol (pl. vad-p.Arg229Gin, vad-p.Ala284Val heterodimerek), a
nem patogén tarulasok szerkezetiikben nagymértékben egyeznek a vad-vad podocin

homodimerével (2.abra).
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2. abra: Vad podocin homodimerek szerkezeti modellje a C-terminalis rész

abrazolasaval (aminosavak 161-383) és a p.Arg229GIn varians hatdsa a podocin
szerkezetére. Az aminosavcsere hatasara a Glu233-al és a Glu237-el a 229. aminosav
kapcsolata megszakad, és két j hidrogén-kotés jon 1étre a Glu237-Lys289 és Arg286

aminosavak kozott, igy novelve a fehérje rigiditasat. 18
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Fenti eredményeknek kozvetlen hatdsa van a genetikai tanacsadasra. Ha egy sziilopar
egyike az 1-6. exonokban hordoz mutaciot, a masik pedig a p.Arg229GIn podocin
varianst kodolo allélt, akkor a gyermekiik nem lesz érintett. A jelenség ravilagitott a
podocin di-és oligomerizacidjanak klinikai jelentéségére, és a molekularis alapok

megértésének fontossagara.

10
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1.4 Velesziiletett diszkeratozis, human telomeraz komplex, pszeudouridilacio

A velesziiletett diszkeratozis (dyskeratosis congenita, DC) egy oroklott, csontveld
elégtelenséggel, leukoplékidval, koromdisztrofiaval, korai oregedéssel és fokozott
tumorkockézattal jaré kérkép. Oroklddésmenete lehet X-hez kotott, autoszomalis
dominans és autoszomalis recessziv, valamennyi forma hatterében a telomerhosszabbito
apparatus fehérjéit kodolo gének (TERT, TERC, DKC1, NOP10, GAR1, NHP2, TINF2)
mutacioi allnak. Az X-hez kotott diszkeratozis formakat a DKC1 (Cbf5p/NAP5S7)
mutaciéi okozzak %°. A kodolt diszkerin fehérje a telomeraz komplex része, de emellett
ellat egy poszttranszkripcios RNS modositasi feladatot is, az Ggynevezett
pszeudouridilaciot, ahol az uridin bazis pszeudouridinné alakul at. Az eddig ismert
valamennyi X-hez kotott velesziiletett diszkeratozis hatterében a DKC1 azon

pontmutacioi allnak, amelyek nem annak pszeudouridilacioért felelds katalitikus helyét

crer

5° és 3’ végeiben talalhatoak 2.

A diszkerin er6sen konzervalt fehérje, szerkezete az archeakig visszamenden hasonlo a
humanéhoz. A humdén diszkerin fehérje 514 aminosavbol all. Két, kristalyszerkezeti
vizsgalatokkal jol elkiilonithetd szerkezeti egységet tartalmaz, az Ugynevezett
katalitikus/ pszeudouridin szintéz és archeozin transzglikozilaz (PUA) doméneket **.

A diszkerin fehérje a telomerdz reverz transzkriptdzzal (TERT), a telomerdz RNS
komponenssel (TERC) ¢és a NOP10, NHP2 ¢és GAR1 fehérjékkel alkot
ribonukleoprotein komplexet (3. abra). A diszkerin egyik, ismertebb funkcidja a
kromoszomavégi telomerrégiok meghosszabbitasa, mely nélkil, mivel a DNS
polimeraz a kromoszomak 3’ végének meghosszabbitasara teljes mértékben nem képes,
azok minden sejtosztoddssal (DNS replikacioval) rovidiilnének. Ez védi meg a
kormoszomakat az egymassal vald Gsszetapadastol és a degradaciotol, mely egy ponton

tal a sejtek apoptozisdhoz vezetne 32

Telomeraz funkcigjat ribonukleoprotein
komplexben tolti be, a telomeraz reverz transzkriptazzal (TERT) és a TERC-el egyiitt.
A TERT felel6s a katalizator funkcioért, a TERC adja a templatot a 6 bazisparbol allo
telomer szekvencia (5°’-TTAGGG-3’) kromoszomak 3’ végéhez valo illesztéséhez 23,
A TERT mutacidéi a telomeraz aktivitas csokkenése révén elsésorban aplasztikus
anaemiaval, csontveld elégtelenséggel jardo korképekben fordulnak el (az arra vald

hajlamot novelik), klasszikus diszkeratozis fenotipust ritkan okoznak, emellett
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eléfordulnak pulmonalis fibrézis hatterében is. A TERC mutédciéi autoszomalis
dominans médon 6roklédé DC formakat okoznak, itt is eléfordulhat pulmonadlis fibrozis
%37 A DKC1 muticioi megtartott telomerdz aktivitds mellett jarnak telomerhossz
rovidiiléssel és DC, stlyos esetben Hoyeraal-Hreidarsson szindroma fenotipussal *® %%,
A Hoyeraal-Hreidarsson szindroma egy intrauterin novekedésbeni és fejlédésbeni
elmaradassal, mikrokefaliaval, cerebelldris hipoplaziaval és progressziv pancitopénidval

jaro korkép 3%,

TERC

TERT
(130 kD)

CR4-CRS domain |

NHP2

Y (20 )
\ ," 'S e ,,-'/
\ NOPI0 | GAR1
Pseudoknot (10kD) . £ (25 kD)
[ domain S N -
Dyskerin
(57 kD) ‘
‘ Fa
\ 4 ‘
Template \
C7 CR7 domain \\
]
3. abra: Sematikus abra a telomerdz komplex szerkezetérdl és a kodold gének

gyakori mutacioirol; pirossal a DC fenotipust, kékkel a kizarolag csontveld érintettséget
okoz6 mutaciok lathatdak (egybetlis aminosavkoddal). A telomeraz komplex a
telomerdz reverz transzkriptazbol (TERT), a telomeraz RNS komponensbdl (TERC) és
a diszkerin-NOP10-NHP2-GAR1 fehérjékbél felépiild ribonukleoprotein komplex. *°

A diszkerin masik, kevésbé ismert funkcidja az RNS-ek pszeudouridilacioja. Elsésorban
a riboszomalis és a kis nuklearis RNS-ek pszeudouridilalasaban vesz részt. A TERC,
mely egy H/ACA bokszot tartalmazé kis nukleolaris RNS, ezen régioja révén, direkt
bazisparosodas utjan, képes a pszeudouridildlandd6 RNS-ek felismerésére A NOP10

és a GARI fehérjék korilolelik ezt a katalitikus domént. A pszeudouridilacié a
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metilacié mellett az egyik leggyakoribb poszttranszkripcios RNS modositas, a sejten
beliil a nukleoluszban és a Cajal-testekben zajlik. A pszeudouridin (y) izomerizacio
révén jon létre az uridin bazisbol. Eukaridta sejtekben jelen ismereteink szerint minden
pszeudouridilacio specifikus médon, H/ACA bokszot tartalmazéd guide RNS-ek mentén
torténik. A H/ACA RNS-ek valamennyien a DNS nem kédolo, introni szakaszairdl
irédnak at. Tobb mint 100 ilyen RNS ismert *?, tobb mint 100 pszeudouridilacios
helyre, mely adatok még nem véglegesek. A H/ACA RNS-ek a pszeudouridilacid
helyén, a nukleoluszokban és a Cajal-testekben talalhatéak meg, a nukleoluszokban kis
nukleolaris (snoRNS), a Cajal-testekben kis Cajal-test asszocialt (scaRNS) RNS-ek
formajaban. Az snoRNS-ek a 18S, 5.8S, és 28S riboszomalis RNS-ek, a scaRNS-ek
elsdsorban a spliceszomahoz sziikséges kis nukledris RNS-ek pszeudouridilaciojat
végzik. Legnagyobb szamban a riboszomalis (a bazisok 1,4 %-a) és a spliceoszomat
alkotd nuklearis ( a bazisok 7%-a) RNS-ek érintettek a pszeudouridilacio folyamataban
A pszeudouridilacio tovabbi egy hidrogénkotés létrehozasa révén nédveli az érintett
RNS stabilitasat, rRNS esetén a transzlacio megbizhatosagat ** *. Az atalakitando
uridin bazis 14-15 bazisnyira helyezkedik el a guide RNS H (ANANNA) vagy ACA
bokszahoz kotd RNS szakaszoktol. A cél és a guide RNS kozott bazisparosodas torténik
az érintett uridint kivéve, az igy képz6édott teret nevezziik pszeuduridilacios zsebnek. *.

Ot pszeudouridin képzédéséért felelds szupercsalad ismert, a diszkerin a TruB csaladba
tartozik. Minden pszeudouridin szintazra jellemz6 egy olyan hurok a szekunder
szerkezetben, mely a katalizis szempontjabol kritikus aszpartat aminosavat tartalmazza.

A TruB csalad egyéni sajatossaga, hogy C-terminalisan egy jelen funkcidban érdemi
szerepet nem kapd, azonban szamos DC hatterében érintett PUA (archeozin
transzglikozilaz) domént tartalmaz (¢élesztdsejtekben az ACA boksz kotéséért felelds igy
novelve a guide RNS bekotésének specificitasat), szerepét eukariotdkban még nem
értjiik teljesen.

A pszeudouridin szintdzok szamos kiilonb6zd szubsztratjuk ellenére specifikus
atalakitasokra képesek. A TruB csaldd az aszpartat mellett tovabbi kozeli, konzervalt,
polaris oldallancokat (hisztidin, lizin, aszparagin) tartalmaz, melyek egymassal sohidat
képezve kortildlelik a katalitikus helyet. Az izomerizacio soran atmenetileg megszakad

az uridin bazis és a riboz gylirli kozotti kapesolat, ezt rotacido majd az 5-6s szénatomhoz
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vald visszakapcsolodas koveti, igy egy tovabbi H- donor (kotdhely) keletkezik az uj
bazison * (4. abra).

Acceptor Acceptor

;

Uridine

4. ébra: Az uridin izomerizacidja pszeudouridinné az RNS lancban, a donor és
akceptor atomok jelolésével. Az izomerizacio soran dtmenetileg megszakad az uridin és
a ribozgylrii kapcsolata, ezt egy rotacid koveti, majd az o6tddik szénatom ismét

visszacsatlakozik a riboz gytirihdz, amellyel egy Gj hidrogénkétShely keletkezik™.

Az uridin pszeudouridinné alakitasa kovetkeztében az RNS foszfodiészter kotésekkel
Osszeflizott gerincének a rigiditdsa megnd, az RNS molekulara pedig 0sszességében
stabilizalo hatdssal bir, ugyanis a pszeudouridin bazisok az uridinnal erdsebben
kotdédnek az adenin bazisokhoz, mely befolyassal lehet a pszeudouridilalt RNS-ek
funkciodjara is. Termalis stabilitdsanak ndvekedését is igazoltak. A pszeudouridilacio
biologiai szerepe egyelésre még nem teljesen tisztazott ‘. A rRNS
pszeudouridilaciojanak zavara a fehérjeszintézis és a sejtnovekedés zavarahoz vezet,
hidnydban a rRNS a tRNS-t kisebb affinitdssal koti meg és igy a transzlacids
hatékonysag csokken. A spliceoszomat alkoto SNRNS-ek pszeudouridilacidjanak
csokkenése a splicing, tehat a pre-mRNS mRNS-¢ valo atalakitdsanak zavardhoz vezet

3 Bizonyos, belsé riboszoma-belépési hely (internal ribosome entry site, IRES)

crer

észlelték a pszeudouridilacio zavarakor, ezek elsdsorban tumorszupresszor (p27/Kipl)
¢és antiapoptotikus fehérjék (Bcl-XI, XIAP) voltak, amely magyarazhatja az eddig

ismeretlen eredetii fokozott tumorképzddésre valé hajlamot diszkeratdzisban. Az IRES
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egy alternativ, 5’ sapka fiiggetlen utvonal a természetben a transzlacid iniciacidjara.
Olyan sejten beliili allapotokban, amikor a klasszikus, sapka-fliggd transzlacio zavart
szenved (endoplazmatikus retikulum stressz, éhezés, hipoxia) vagy csokkent
hatékonysaggal miikddik (mitozis), az IRES-medialt transzlacids aktivitas megnd.
llyenkor olyan fehérjék atirodasa fokozodik, amelyek a sejtet védik vagy a

programozott sejthalal iranydba mozditjak el 4749,
1.5 Egyj DKC1 mutéci6 azonositasa

Klinikankon gondoztunk egy sulyosan érintett roma szarmazasu fitgyermeket, szteroid-
rezisztens nephrosis szindromaval, mely végstadiumu veseelégtelenséghez vezetett,
cataractaval, sensorineuralis hallascsOkkenéssel, enterocolitissel és csontveld
érintettséggel (5. abra, IV:14). A gyermek 7 éves koraig ¢élt, tiidévérzésben halt meg. A
csalddban tobb, hasonldan és sulyosan érintett fiagyermek is volt (5. abra, II:1, III:1,
I11:11, IV:1, 1V:6), akik nem ¢lték meg a haroméves kort sem. A csaladban az érintett
nok egy leany kivételével (IV:4) vagy tiinetmentesek voltak, vagy a fiutkhoz képest
egészen enyhe tiinetekkel birtak, fiatal felnétt- vagy koézépkorban jelentkezd cataracta,
retinitis pigmentosa és hallascsokkenés formajaban (11:3, IL:8, I11:3, 11136, 111:8, 1V:12).
A tiinetek a nagysziiléi generacioban jelentek meg elészor. A csaladi halmozodas és
tobb szervrendszer €rintettsége miatt genetikai, az €rintettség mértékének nemek kozotti
kiilonbsége alapjan pedig X-hez kotott korképben gondolkoztunk.

A betegség genetikai hatterének tisztazasara elsé 1épésként a Corinne Antignac altal
vezetett parizsi nephrolégiai kutatolaboratoriumban kapcsoltsagi analizis tortént. A
kapcsoltsagi vizsgélat soran a teljes genom szlirésére keriil sor a beteg €s az egészséges
csaladtagokban, és mikroszatellita markerek segitségével vizsgaljak, hogy az érintettek
(LOD score-t, logarithm of the odds) rendelnek, mely megadja, hogy mekkora eséllyel
oroklodik egyiitt a lokusz a betegséggel. A LOD tizes alapti logaritmusa annak a
hanyadosnak, mi megadja, hogy két 16kusz genetikailag kapcsolt (szdmlalo) vagy nem
(nevezd). LOD 3 felett 1000-szer tobb az esélye annak, hogy két lokusz egyiitt
oroklodik, mint annak, hogy nem. Ezen kapcsoltsdgi vizsgalat eredményeként
szlikithettiik le a keresett mutaciot tartalmazo régiot az X-kromoszoma hossza karjanak

28-as, 5 megabazis méretli 10kuszara (Xq28). Ezen régid betegséggel valod kapcsoltsaga
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azonban igy is csak ugy volt elképzelhetd, ha az I:2 dédnagymamaban egykor csirasejt-
mozaikossag alakult ki, hiszen bizonyos fekete allélt hordoz6 férfiak (I1:9, 1I:11) nem
voltak érintettek. Mas X-kromoszoma régié azonban nem Oroklodott egylitt a
betegséggel II:3 utddaiban, igy ezen régid kellett a betegségért felelés mutéciot
tartalmazza. Ezen régioban 75 gén talalhatd. Kovetkezd 1épésként az érintett 5
megabazisos régid Uj generdcidés szekvenalasat (NGS) végeztik el. Kihasznalva a
feltételezett csirasejt-mozaikossagot, az ugyanazon allé¢lokat hordozé (haploidentikus),
de egészséges 11:9 és érintett IV:14 csaladtagokat kozosen szekvenaltuk, és egy ijonnan
megjelend mutaciot kerestiink. A koroki mutdcid végérvényes azonositasat Peter
Niirnberg kolni genomikai laboratériuméval egyiittmiikodésben sikeriilt elvégezni, az
Xq28 lokusz kodold régidinak szekvendldsaval. Az érintett 1V:14 fidban 21
aminosaveserével jar6 mutacidt talaltunk, amelyekbdl csak egy nem volt jelen az
egészséges nagybacsiban (11:9), a DKC1 gén ¢.616G>A mutacidja. A DKC1 a diszkerin
fehérjét kodolja, és mutacioit ezidaig csak diszkeratdzisban és HH szindrémaban irtak le
28.%0 A baziscsere fehérje szinten a 206. glutamin aminosav lizinre torténd cseréjét

okozza.
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5. abra: Az érintett csalad csaladfaja és a kapcsoltsagi analizis sordn azonositott
genomi régid. Az érintett férfiakat telt négyzet, a cataracta és hallascsokkenés altal
érintett ndket félig telt kor, a nephrosis altal is érintett leanyt (IV:4) haromnegyedig telt
kor abrazolja. A tlinetek férfiakban szteroid-rezisztens nephrosis szindroma, cataracta,
szenzorineuralis hallascsokkenés, enterocolitis voltak. Az érintett férfiak egy gyermek
kivételével (IV:14) haroméves koruk elétt meghaltak. Az érintett n6k cataractaban, (két
-I11:3 és IV:4- esetben retinitis pigmentosaban) és hallascsokkenésben szenvednek, egy
leany (IV:4) pedig végstadiumu veseelégtelenséghez vezetd nephrosis-szindromaban is.
A csaladtagok alatt a haplotipizalas eredményei lathatdak, mely révén a kéroki mutaciot
az Xq28 régiora lokalizaltuk (logarithm of the odds, LOD score 3,01). Ezen régi6 volt
az egyelten az X-kromoszoman, mely a betegséggel szegregalt és ezen régio is
feltételezte egy de novo, csirasejt-mozaikossagot okozo mutacidé kialakulasat a
dédanyaban (I:2). Lathato, hogy a méasodik generacio nem érintett férfi csaladtagjai és a

késdbbi generaciok érintett fit tagjai is hordozzdk ezen allélt, ilyen moédon az X-

crer

crer

kutatocsoportunk a koroki DKC1 mutaciot (c.616G>A), mely a piros ponttal jelolt

pGlu206Lys aminosavceserét kodolja.

A muticid6  kovetkeztében savas-bazikus aminosavcsere  tOrténik, tovabba
elhelyezkedését tekintve egy, az archeakig visszamenden konzervalt régidoban talalhato,
régi6 a NOP10, a GAR1 ¢és az NHP2 fehérjékkel egyiitt részt vesz a
pszeudouridildcioban. A diszkeratdzisban megfigyelt mutaciok elsésorban a DKC1 5’
és 3’ végein, a domének koziil a PUA doménben helyezkednek el . A katalitikus
domének kozelében human betegségekben Osszesen két mutacid, a p.ArglS8Trp és a
p.Ser121Gly ismert, mindkettd stlyos, Hoyeraal-Hreidarsson szindromara emlékeztetd

fenotipust okoz (6. abra) >
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Predikcids programok szerint patogén, a Polyphen-2 program 0,893, a SIFT program
0,0 értéket adott. Kontroll személyekben (368 f6, ebbdl 100 roma szadrmazadsu) a
mutacidé nem volt jelen.

Az érintett csaladtagok tiinetei a velesziiletett diszkeratozis tiineteivel csak minimalisan
fedtek at, a beteg fia csaladtagok csontveld érintettségben is szenvedtek.

Fentiek alapjan kimondhaté volt, hogy jelen csalad betegségének hatterében a diszkerin

pGlu206Lys mutécioja all.

p.Prol0Leu p.Ser420Tyr
p-Gn31Gha p.Phe409Leu
p.Gln31Lys p.Thr408Ile
p.Phe36val p.Gly402Glu
p.Leu37del p. Gly402Arg
p.1le38Thr p.Leu398Pro
p.Ile38Met p.Lys390del
p.Lys39Ghu p. Ala386Thr
p.Pro40Arg D.Arg378GIn
p.Glu41Lys p.Asp359Asn
p.Thr49Met p.Thr357Ala
p.Arg65Thr p.Ser356Pro
p.Thr66Ala p.Ala353val
p.Thr67Tle . Met350Ile
p.His68Tyr p-Met350Thr
p.His68Arg N p.Arg322GIn
p.His63GIn .Glu206Lys p.Leud21val
p.Leu72Phe p.Leu317Phe
pLewT2Tyr DAR1SETID pLeu3l7val
p.Ser76Leu p.5er121Gly p.Ser304Asn
Katalitikus domén PUA
, Nuldledris lokalizdcios szigndl (110-226. amindsavak) (296-371. amindsavak) ~ Lizinben gazdag régio R
N (11-21. aminoésavak) (446-514. amindsavak) C
4 : b r..e M r M r IR B . ” . r M
6. abra: A diszkerin fehérje szerkezeti egységei €s a kiilonbozd diszkeratozis-

formak hatterében allo6 mutéaciok, valamint a jelen csaladban vizsgalt, p.Glu206Lys
mutacid elhelyezkedése a fehérjén beliill. A DC hatterében 4ll6, eddig leirt mutaciok
dontd tobbsége a fehérje N- és C-termindlisan, utébbiak az archeozin transzglikozildz
(PUA) doménben helyezkednek el. Az Gjonnan azonositott DKC1 mutéci6 egy erdsen
(archeakig) konzervalt régioban van, amelyben csak ketté mutacié volt ismert ezidaig
(mindkettd sulyos Hoyeraal-Hreidarsson-szindromat okoz) és mely a pszeudouridilacié

katalitikus helye.

A korkép oroklésmenete hordoz X-hez kotott domindns és recessziv jegyeket is. A
cataracta és a hallaskarosodds ndkben is megjelenik, a nephrosis és az enterocolitis

jellemzden csak fiukban.
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Brit kollaborans csoportunk (Dr. Aoife Waters, Developmental Biology of Birth
Defects UCL Great Ormond Street Institute of Child Health, London) a diszkerinnel
interakcioban 1év6 NOPI10 fehérjében azonositott egy homozigdta mutaciot mely a
p.Thrl6Met aminosavcserével jar, szintén konzervalt régiot érint és szteroid-rezisztens
nehprosis szindromat, cataractat, sensorineuralis hallascsokkenést és enterocolitist okoz.
A vérrokon csalddban azonositott korkép autoszomalis recessziv modon 6roklodik. A
NOP10 fehérjében az irodalomban eddig egyetlen mutéciot irtak le (p.Arg34Val), mely
diszkeratozist okoz *%. Az altaluk gondozott betegek tiinetei a diszkeratozissal és a HH-
szindromaval szintén csak jelzett mértékben fedtek at, az egyik betegben cerebellaris
hipopldziat és hipomielinizaciot észleltek, tovabba enyhe diszkeratozist. Utdbbi
olyannyira nem volt szembetiind, hogy a diagnozis csak a genetikai diagnozist kvetden
sziiletett meg a brit borgyogyaszban. A mutacié a diszkerin Glu206Lys mutacioval
megegyezden, szintén a pszeudouridilacios Kkatalitikus zsebben helyezkedik el.
Immunprecipitacios kisérletek alapjan a kapcsolat a diszkerin és a NOP10 kozott nem

szakad meg (a londoni kutatélaboratoriumban végzett kisérlet alapjan).
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2 Célkitiizések

1. A podocin C-terminalis dimerizacidjanak megértése a természetben eléforduld
csonkold podocin mutacidk heterooligomerizaciora gyakorolt hatasdnak vizsgalata

révén.

2. A p.Arg229GIn (R229Q) oligomerizéciora gyakorolt hatasanak meghatarozasa

in vitro expresszalt nativ podocin fehérjék k6zott mért FRET-hatékonysag révén.

3. Egy 1j, szteroid-rezisztens nephrosis szindroméaval, hallascsokkenéssel,
cataractaval és enterocolitisszel jardo korkép hatterében azonositott koéroki mutécid

fehérje-interakciora és lokalizaciora gyakorolt hatasanak vizsgalata.
4. A human DKC1 muticionak megfelelé mutacio 1étrehozésa zebrahalban.

5. A dkcl mutans zebrahal torzsekben a fenotipus és a telomerhossz, illetve a

pszeudouridilacié kapcsolatanak vizsgalata.
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3 Modszerek
3.1 A podocin-oligomerizaci6 vizsgalata

Annak céljabol, hogy megértsiik a podocin oligomerizacié folyamatat harom gyakori,
C-terminalist (C-terminal tail: CTT) érintd, leolvasasi kereteltolédassal jaré6 mutans, az
R286Tfs*17, az A317Lfs*31, az F344Lfs*4 és a mesterségesen létrehozott F344*
podocin kapcsolatat vizsgaltuk. Valamennyi mutans fehérje esetében a keletkez6 STOP
kodon az utols6 exonban helyezkedik el, igy nem vezet az mRNS lebomlésdhoz. A CTT
régio harom helikalis elembdl (H1,2,3), egy tigynevezett internalizacios (TVV337-339)-
motivumbol ¢és 0Osszekotd szekvenciakbol all. A fenti mutansok CTT- régid
felépitésében kiilonboznek egymastol, az R286Tfs*17 podocin nem, az A317Lfs*31
podocin egy (H1), a F344Lfs*4 és a F344* podocinok két intakt helikalis elemet (H1,
H2) tartalmaznak, tovabba az emlitett TVV- motivumot. Az F344Lfs*4 és a F344*
podocinok csak egy harom aminosavbdl allo (Leu-Thr-Tyr) frameshift szekvenciaban a

kiilonboznek egymastol.

3.1.1 Podocint expresszalé plazmidok felsokszorositasa

A human podocin varidnsokat (R229Q, R238S, A297V, R286Tfs*17, A317Lfs*31,
F344Lfs*4 és F344*) kddold plazmidok kollaboracios partnereinktdl szarmaztak, ahol a
CDNS-ek a plexMCS ¢és pEGFP-N1 human expresszios vektorokban helyezkedtek el
BamHI-Xhol/Xhol-EcoRI hasitasi helyek mentén. A HA-tag a podocin N-, a GFP tag a
annak C-terminalisan helyezkedett el. A plazmidokat kompetens baktériumokban,
plazmidok altal hordozott antibiotikum rezisztencia (Ampicillin/Kanamycin) alapjan
felsokszorositottuk, plazmid kivond kittel megtisztitottuk, univerzalis, plazmidra
tervezett primerekkel Sanger szekvenallassal ellendriztiik. A disszertacioban kifejtett
kisérletekben a HA-taget visel6 podocin varidnsokat kodolé plazmidokkal dolgoztunk

tovabb.
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3.1.2 A podocin variansok tranziens expresszidja, immunprecipitacidja és
peptidelicidja

A fenti human podocin variansokat 37°C-on, DMEM-10% FBS-1% Penicillin-
Streptomycin 6sszetételi médiumban fenntartott human embriondlis vesesejtekben
(HEK293) expresszaltuk, tranziens, kalcium-foszfat modszeren alapul6 transzfekcidval.
48 oras inkubaciot kovetéen 150 mM NaCl-ot, 20 mM Tris-t, 1% Triton-X detergenst
tartalmaz6 lizis puffer segitségével, 0,1%-o0s proteaz inhibitorral valé védelemben
nyertilk ki a sejtekbdl a fehérjét. A teljes sejtlizatumot 4°C-on eldszor anti-HA
monoklonalis antitestekkel (1,5 h; clone HA-7, H9658, Sigma Aldrich), majd magneses
gyongyokkel (0,5 h; Dynabeads Protein G for Immunoprecipitation, Thermo Fisher Sc.)
meg. Az igy 1étrejott immunprecipitdtumot harom alkalommal lizis pufferrel mostuk. A
tiszta podocin fehérje nyeréséhez a podocin molekuldkat a HA ellenes monoklonalis
antitestrél kompetitiv elucid6 modszerével tavolitottuk el, lizis pufferben oldott, nagy
mennyiségii szintetikus HA peptid (HA Peptide lyophilized powder, B23311, Biotool)
hozzdadasaval. Ot lemosast kovetéen a keletkezett eludtumokat, a megmaradt
immunprecipitdtumot valamint teljes sejtlizitumot Western blottal ellendriztik az
alabbiak szerint: SDS-poliakrilamid  gélelektroforézist kovetden nitrocelluloz
membranra vittilk at a fehérjéket, ezutan 5% sovany tejporos blokkolast majd anti-HA
monoklondlis ellenanyaggal torténd festést végeztiink, szekunder ellenanyagként HRP-
konjugalt antitesteket (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology) hasznaltunk. A detekcio
elektrokemiluminszcens oldattal (sc-2048, Western Blotting Limunol Reagent) tortént.
A mintakat a kisérlet folytatasaig -80°C-on taroltuk (7. abra).
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Transzformacio

lf:)r:getenls E'C(,)dh K Transzfekcié HEK293 Immunoprecipitacio HA-
SEJIERVE a Plazmco sejtekbe (Ca-P) ellenes monoklonalis

felsokszorositasara antitesttel ay,
y -
, sg Ll

ua,
FRET hatékonysag mérése igﬁ s

1. Podocin 2. Podocin ‘
varians varians '

+
Peptideltcio

Tiol csoportok festése Alexa 488 donor és
555 akceptor fluroférokkal

Magneses
gyongy

7. abra: Human podocin expresszidja és peptidelucidja FRET méréshez. A
human podocin variansokat kodolé plazmidokat kompetens baktériumokban
felsokszorositottuk, majd kalcium-foszfat transzfekcioval HEK293 sejtekben tranziens
modon expresszaltuk. A podocin fehérjéket a sejtlizatumokbol immunprecipitacioval
Kivontuk, az immunkomplexeket magneses gyongyokhoz rogzitettiik, innen kompetitiv
elicioval oldatokba kinyertik. Az egyes podocin varidnsokat fluroroférokkal

megfestettiik, a podocinparok k6zott FRET-hatékonysagot mértiink.
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3.1.3 Nativ podocinok jelolése fluoroforokkal és az azt kovetd fluoreszcencia-

spektroszkopia

A kovetkezo 1épésben az egyes podocin varidnsokat fluoreszcens Alexa molekulakkal
festettik meg. A FRET mérésekhez 4 uM-0s koncentracioban hasznaltuk a
podocinokat. Tizszeres koncentracidban adtuk hozza a festékmolekulakat és fénytol
védve, 4°C-on, éjszaka inkubdltuk. A vizsgalni kivant podocinparok egyikét donor,
(Alexa Fluor 488, A10254, Thermo Fisher), a masikat akceptor (Alexa fluor 555,
A20346, Thermo Fisher) maleimid festékekkel jel6ltik meg azok tiol-csoportjain. Az
¢jszakai inkubaciot kovetden kettesével elegyitettik a podocin varidnsokat
dimerizalodas céljabol. A be nem kotott festékmolekuldkat szlirGvel eltavolitottuk. A
két podocin varians kozott a bekotott festékmolekuldk (fluoroforok) révén Forster-féle
rezonans energiaatadas (vagy masik nevén fluoreszcens rezonancia-energia transzfer,
FRET) keletkezik, mely mérhetd. Ehhez sziikséges a festékmolekuldk kelld kozelsége
(<10nm). Az igy kapott FRET-hatékonysag, melyet a donor ¢élettartam csokkenésébol
szamitottuk ki, jellemzi a két fehérje kozott fennalld kotést, és bar nem egyenld azzal,
de aranyosnak tekinthet6 a podocin variansok kozotti kotés er6sségével. Valamennyi
mérést harom alkalommal végeztiik el, legalabb két kiilonb6zo expresszidbol szarmazod

fehérjék kozott. A harom mérés atlagat vettiik eredményiil.

3.1.4 Statisztikai elemzések

A FRET hatékonysagot ANOVA ¢és Tukey HSD post hoc tesztekkel ellendriztiik.
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3.2  Az1j diszkerin mutacio hatasanak vizsgalata

3.2.1 Diszkerint és NOP10-et expresszalo plazmidok Iétrehozasa

A vad és az Ala353Val misszensz mutaciot tartalmazé6 DKC1 cDNS-ek a kollabordns
munkacsoportunktol kapott pRSF Duet, a NOP10 a pET bakteridlis expresszios
vektorokbol keriiltek felsokszorositasra. A molekularis cloning 1épéseit Sequencher 4.9
szoftverrel terveztiikk meg. Polimeraz lancreakcidval (PCR) restrikcids helyeket és rovid
epitopokat (,,tag”) kodold szekvencidkat adtunk a cDNS-ekhez a human expresszios
vektorokba torténd atiiltetés €s a késdbbi fehérjefelismerés megkonnyitése céljabol. A
diszkerint kddold cDNS a pcDNA 3.1 Zeo (+) vektorba keriilt beépitésre az EcoRI-Notl
hasitohelyek kozé, N-termindlis Flag tag hozzaadasaval. A NOP10 cDNS-ét a
PcDNA3.1/V5-His-TOPO vektorba helyeztiik HindIII-Xhol hasitohelyek mentén. Az
igy keletkezé fehérje C-terminalis V5-His tag-et hordozott. Az alkalmazott primerek

szekvenciai az alabbi tablazatban keriilnek felsorolasra (1. tablazat).

1. tablazat: A diszkerint és NOP10-et kodoldé human expresszios plazmid vektorok

létrehozasahoz alkalmazott primerek szekvenciai (5°-3° iranyban).

EcoRI-Flag-DKC1 F | CCGAATTCCCACCATGGACTACAAAGACGATGACGACA
AGGCGGATGCGGAAGTAAT-3

DKC1-Notl R TAGAAGCTTGCGGCCGCTTTA

Hindl11-NOP10 F CCCAAGCTTCCACCATGTTTCTCCAGTATTACCTCAA

NOP10-Xhol R CCGCTCGAGTCGAGGACAGGGCGCGGTT

E206K DKC1 MG F | CGAGAGCAAAATGATTAAATACGATCCTGAAAGAAGAT
TAGG

E206K DKC1 MG R | CGAGAGCAAAATGATTAAATACGATCCTGAAAGAAGAT
TAGG

T16M NOP10 MG F | CGAGCAGGGAGATCGAGTCTATATGCTGAAGAAATTTGA
CCCGATGG

T16 M NOP10 MG R | CCATCGGGTCAAATTTCTTCAGCATATAGACTCGATCTCC
CTGCTCG
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A molekularis cloning Iépései az alabbiak voltak:

1. PCR reakcio az N-/C-terminalis epitop hozzaadasa és a cDNS felsokszorositasa
céljabol. Nagy megbizhatdsagu polimeraz enzimmel (Pfu DNA polymerase, EP0501,
Thermo Scientific) dolgoztunk a gyari protokolloknak megfeleléen, az annelacios
hémérsékletek a Flag-DKCL1 esetében 60,1°C, a NOP10 esetében 59,7°C voltak.

2. A keletkezett PCR termék futtatdsa agardz gélen, megfeleld bazishossz esetén a teljes
PCR termék feltisztitisa (PCR/DNA fragment extraction kit, DF100, Geneaid).

3. A feltisztitott PCR termékek és a cél plazmid vektorok emésztése EcoRI-
Notl/Hindlll-Xhol enzimekkel (gyari protokollok kovetésével, ER0271, ERO0591,
ERO0505, ER0691, Thermo F.Sc.)

4. Az emésztett PCR termékek és vektorok agardz gélben valo futtatdsa, gélbdl valo
kivagasa, PCR/DNS tisztito kittel valo megtisztitasa.

5. Ligécio (T4 DNA ligase, 15224017, Invitrogen)

5. Transzformacié kompetens baktériumokba (CH3-Blue, BLI_85040, Bioline). A
bakterialis transzformacio soran 25-50 pl baktériumszuszpenziot jégen roviden -80°C-
rol felengedtiink, ezt kovetéen 10 térfogatszazalék, ~ 25-50 ng plazmid DNS-t
tartalmazo oldatot kevertiink el benniik 6vatosan. 30 percig jégen inkubaltuk az elegyet,
ezt kdvetden hdsokkot (45 szekundum 42°C, 2 perc jégen) alkalmaztunk a baktériumfal
permeabilizalasa céljabol. A hdsokkot kdvetden 1 6ran at 10-szeres térfogata (~300-500
ul) Szuper Optimalis Broth (SOC) téptalajban razattuk a baktériumokat 37°C-on. A
razatas végén a baktériumszuszpenziot lecentrifugaltuk (2000 rpm, 2 perc), a feliiluszo
javat eltavolitottuk, majd Luria-Bertani (LB) médiumot és antibiotikumot (Ampicillin,
100pg/ml vagy Kanamycin, 50 pg/ml) tartalmazoé agar téptalajokra leoltottuk. A
plazmidokat felvett baktériumok antibiotikum rezisztencidjuknak megfelelden néttek a
szelektiv taptalajon. A kinétt telepekbdl masnap 3 ml térfogatd ,,mini” kultirat
készitettlink, a ,,mini” kultirdbol a plazmidokat kivontuk (Isolate II plasmid mini kit,
BLI 52056, Bioline), Sanger szekvenalassal ellendriztiik. Amennyiben a szekvenciak
megfeleldek voltak, az adott ,,mini” kultirabol 300 ml-es ,,maxi” kultirat készitettiink a
létrehozni kivant plazmid sokasitdsa céljabol. A baktériumszuszpenziobol ismét
plazmid kivono Kkittel nyertiikk ki (NucleoBond Extra Maxi, 740414.10, Macherey-
Nagel) a most mar nagy mennyiségben (~500-2000 pg/ml) jelen 1évo, transzfekcios

tisztasagu plazmidokat.

27



DOI:10.14753/SE.2020.2435

3.2.2 Mutans diszkerin és NOP10 fehérjét kodolo plazmidok létrehozasa

A diszkerin Glu206Lys és a NOP10 Thrl6Met misszensz mutacidkat PCR alapu
helyspecifikus mutagenezissel (site-directed mutagenesis) hoztuk 1étre. A mutagenezis
soran nagy pontossaggal dolgoz6 DNS polimerazokat (PfuUltra II Fusion HS DNA
Polymerase, 600670, Agilent) alkalmaztunk. A mutagenezishez hasznalt primerek a
fenti (1.) tablazatban lathatoak.

A mutagenezis PCR 6sszetétele az alabbi volt: DNS 20 ng/ul 1 ul; Forward primer 10
umol/ul 1 pl; Reverz primer 10 pumol/pl 1 pl; 10x Pfu ultra II puffer 5 pl; ANTP 2,5
mmol/l 4 pl; Pfu ultra II Phusion DNA Polymerase 1 pl; viz 37 pl; 50 pl
Ossztérfogatban.

A mutagenezis PCR program bedllitasai az alabbiak voltak: 95 ° C 30 sec; 95° C 30 sec;
55 °C 1 min; 68°C 2 min/kilobazis; 6sszesen 12 ciklus, majd 4°C az agardz gélen valod
futtatasig.

A mutagenezis PCR-t kovetden, a transzformacidé el6tt a templat plazmidokat
elemésztettiik (Dpnl enzimmel, mely a metilalt DNS hasitdsara képes, R0176, New
England Biolabs) valamint a keletkezett PCR terméket ligaltuk (T4 ligazzal). A
transzformdacid ultrakompetens (XL2- Blue, 200150, Stratagene) baktériumokba tortént
a protokoll végén. A transzformaciot kovetéen kindtt klonokat direkt, telepbdl késziilt
PCR-bdl vagy ugynevezett ,mini” baktérium szuszpenziobol szirtik az adott
pontmuticiora Sanger szekvenaldssal (a molekuldris cloninghoz hasznalt vagy
univerzalis plazmid szekvenaldé primerekkel). A megfeleld szekvenciat hordozo
plazmidokat a fentiekben leirtak szerint ,maxi” baktériumkultara formajaban

gyarapitottuk, plazmid kivono kittel kinyertiik.

3.23 A diszkerin ¢és NOP10 fehérjék expresszidja, immunprecipitacioja,
peptideltcidja
A humén embriondlis vesesejtkultirat (HEK293) 37°-on, 10 cm-es teny€sztd
csészékben tartottuk fenn magas gliikoz tartalmt DMEM oldatban (11965092) 10%
FBS-el (10500064) és 1% Penicillin-Streptomycinnel (15140122, Gibco, Thermo Fisher
Sc.) kiegészitve. Mycoplasma kontaminédcio ellendrzésére havonta keriilt sor. A
vesesejteket vad, Ala353V és Glu206Lys diszkerint valamint vad és Thr16Met NOP10-
et kodold plazmidokkal transzfektaltuk kalcium-foszfat alapti modszerrel (631312,
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Clontech Laboratories). A transzfekcios oldatot tartalmazoé médiumot a transzfekciot
kovetd 6-8 oran beliil lecseréltiik. 48 oran at inkubdltuk a sejteket fehérjetermelés
céljabol. Jégen tortént a lizis, a lizis puffer 150 mM NaCl-ot, 20 mM Tris-t, 1 % Triton-
X-et valamint 0,1% proteaz inhibitort (P8340, Sigma Aldrich) tartalmazott. Valamennyi
tovabbi 1épés jeges aljzaton tortént. A teljes sejtlizdtumot 1,5 oran at elegyitettiik a 1
ug-ot tartalmazo primer antitest (anti-flag M2, F3165, Sigma Aldrich; anti-V5 rabbit,
ab182008/anti-NOP10 antibody, ab134902, Abcam) oldataval. Ezt kovetéen 30 percig
magneses gyongyokkel torténd inkubacio kovetkezett. A magneses gyongy hozzdadasat
kovetden valamennyi 1épés magneses behatds mellett (méagneshez érintés/magneses
eppendorf csé allvanyra helyezés) tortént. A gyongyhdz kotott immunkomplexeket 3
alkalommal lizis pufferrel mostuk majd egy 0j eppendorf cs6be helyeztiik at. A
monoexpresszalt célfehérjéket kompetitiv ellicid mddszerével szoritottuk le az dket kotd
antitestekrdl, nagy mennyiségii epitoppal analdog flag/V5S peptid hozzaadasaval
(B23111, B23511, Biotool; F3290, Sigma Aldrich; 200-400 pg/ml koncentracioban). Ot
egymast kovetd eliicidt végeztiink, ahol egy mosas minimum 30 percig tartott. Az igy
nyert eludtumokat kiilon eppendorf csdvekbe gyiijtottiik. A folyamat végén BSA

koncentraciosorra alapozva, abszorpcids spektrofotometriaval mértiikk meg a fehérjék

crer

Anti-flag és anti-V5/anti-NOP10 primer (F3165, Sigma Aldrich, ab182008/ab134902,
Abcam), majd kecske vagy egér ellenes, HRP konjugalt szekunder (sc-2005, sc-2357,
Santa Cruz Biotechnology) ellenanyagokat alkalmaztunk, a keletkezett fehérjesavokat
kemilumineszcenciaval detektaltuk (Western Blot Luminol Reagens, sc-2048)

Molecular Imager VersaDoc MP 5000 System (Bio-Rad) segitségével.

3.2.4 Nyomasperturbacios fluoreszcens spektroszkopia

A vad és mutans diszkerint és NOP10-et Western bloton tortént ellendrzést kdvetden a
fehérjeinterakcio vizsgalatdhoz, Un. nyomasperturbaciés mérésekhez 21,5 uM-os
végkoncentracioban alkalmaztuk, ahol a fehérjeparok mellett a fluorofor (8-Anilino-
naftalin-1-szulfonsav, ANS) 30 uM-os koncentracioban volt jelen. Az ANS egy naftalin
tartalmi aromds szénhidrogén molekula, mely a fehérjék apolaris felszinéhez képes
kotddni.  Autofluoreszcencidja van, mely a fehérjékhez valdo kotdédés hatasara
megvaltozik, annak jelintenzitasa megnd. Ezen tulajdonsagat hasznaltuk ki e mérésnél,

amely soran ndvekvé, a tér minden iranyabdl érkezé nyomasnak (0-3500 bar) kitett
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.....

fluoreszcens jelintenzitasat mértiik. A nyomast kezdetben 150-300, késébb 300-400
baronként emeltilk, 300 pl oldaton. A nyomasemeléseket kovetéen 10 percet
varakoztunk a hatas bealltaig, ezt kovetden mértiik meg a fluoreszcens jelintenzitast.
Az, hogy mely nyomas mellett nd meg a fluoreszcens jelintenzités és milyen mértékben
megkozelitleg korreldl a két fehérje kozotti kotdfeliilet méretével és a kotés
erosségével. A vizsgalattal leirt paraméter a fluoreszcencia intenzitds a nyomas
fliggvényében, szamitott paraméterek a disszocidcios allandd (negativ 10-es alapu
logaritmusa, a pKd) ¢és a disszociacid kovetkeztében bekovetkez6 molaris
térfogatvaltozas. A gorbe menetébdl a strukturalis heterogenitasra is kovetkeztetni lehet,
Osszehasonlitdo jelleggel. A nyomasperturbacios méréseket a SE Biofizikai ¢és
Sugarbioldgiai Intézetében Schay Gusztavval vald kollaboracioban végeztik el. A
modszer kiegészitéseképpen az ELTE-Fehérje-modellezd Kutatdcsoport és Szerkezeti
Biokémiai Laboratoriumaval, Karancsiné Menyhard Doraval 1étrejott kollaboracionk
révén molekularis dinamika (MD) modszerével in silico fehérjeszerkezeti modellekkel

gazdagithattuk a latott képet.

3.2.5 A human diszkerin lokalizacidjara vonatkozo immuncitologiai vizsgalatok

A diszkerin intracelluléris lokalizacidjanak vizsgélatat a francia kutatdlaboratoriumban
(Laboratory of Hereditary Kidney Diseases, INSERM, UMR 1163, Imagine Institute,
Parizs, Franciaorszag) végeztik el. A vizsgalatokat M. Saleem-t6l (Nagy-Britannia,
Bristoli Egyetem) szdrmaz6, huméan immortalizalt podocita sejtvonalon (ABS8/13)
kiviteleztiik >*. A sejtek tenyésztése 33°C-on, 10%-0s FBS-el, inzulin-transzerrin-
szeléniummal és 0,5% Penicillin-Strepctomicinnel dusitott RPMI-1640 oldatban (Life
Technologies) tortént. Ezen a hdmérsékleten a podocitdk differencidlatlanok, (példaul
podocint sem termelnek), novekedésre-és osztodasra viszont képesek . Az
immortalizalt human podocitdkat I-es tipusu kollagénnel boritott feddlemezeken
tenyésztettiink, transzfekciojukat FUGENE non-liposzomalis, magas hatékonysagu,
alacsony toxicitdsu transzfekcios kittel végeztik el (Promega FUGENE HD
Transfection reagent, E2311). N-terminalis flag taget visel6 vad, Glu206Lys és
Ala353Val diszkerineket monoexpresszaltunk. 48 oras inkubécios id6t kovetden a
transzfektalt sejteket 5 percig jeges, 4%-0s paraformaldehid oldattal fixaltuk, majd a
fixalast kovetdéen 15 percig PBS-ben oldott, 1%-0s BSA oldattal blokkoltuk. Az
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elsédleges, nyulbdl szarmazo flag-ellenes antitestet (F2555, Sigma Aldrich) 1:500-hoz
higitdsban alkalmaztuk, azzal a sejteket 1 oran at szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Masodlagos ellenanyagként kecskében termelt nyal IgG ellenes, Alexa Fluor 647-
konjugalt antitesteket (A-21235, Life Technologies) hasznaltunk 1:200-hoz higitasban,
valamint a podocitdk sejtvazanak megfestésére Alexa Fluor 555 phalloidint (A34055,
Life Technologies) azonos higitasban, 1 6ran at, szobahdmérsékleten. A sejtmagvakat
Hoechsttel festettik meg. Konfokalis mikroszkoppal 40x-es nagyitasu immerzios
lencsével (Leica Microsystems) dolgoztunk, az optikai szeletvastagsag 800 nm, az x-y

pixelméret 86 nm voltak (Leica SP8 confocal microscope, Necker Imaging Facility).

3.2.6 Zebrahalak genotipizalasa, mutans zebrahalak azonositasa

Az ELTE Genetikai Tanszék zebradani6 munkacsoportjaval egyiittmiikodésben
CRISPR/Cas9 rendszer segitségével mutagenezist terveztink a tuebingeni (Tue)
zebrahal torzs dkcl génjének 7-es és 11-es exonjaban. Az injektalasokat kovetd
szlirdvizsgalatok tetemes része Klinikank kutatélaboratoriumaban zajlott allélspecifikus
PCR-rel és/vagy Sanger szekvendldssal. A mutagenezis célja a vizsgalt csaladban
1étrejott DKC1 mutacid (c.616G>A, p.Glu206Lys) és az egyik leggyakoribb,
diszkeratozist okozd6 DKC1l mutacié (c.1058C>T, p.Ala353Val) hal-ekvivalens
formajanak létrehozésa volt.

A hal larvakbol (72 6-29 napos korig tart a larva stadium), fenntartott mutans haltorzsek
esetén faroktiszokbol a DNS-t 50-100 ul 50 mM-os NaOH oldat hozzdadéasaval, ezt
kovetden 95°C-on 15 percig torténd melegitéssel vontuk ki. Hal larvék esetében a DNS
kivonast egy mikroszkop alatt manudlisan végzett dechoriondld 1épés eldzte meg. A
kivonast kovetden a mintak pH értékét 10 térfogatszazalékban hozzaadott 1M-0s TRIS
(pH 8,0) oldattal stabilizaltuk. A genomi DNS mintakat Sure Clean Plus (BIO-37047,
Bioline) kittel tisztitottuk PCR-nek megfelel$ tisztasaguva a gyari protokoll szerint,
allélspecifikus PCR-el, olykor Sanger szekvenalassal szlrtiik, amennyiben sikeriilt
létrehozni egy muticiot hordozd torzset, azon halakat és utddaikat a tovabbi
kisérletekhez  farokuszobol, allélspecifikus PCR-el vagy fragmensanalizissel
azonositottuk. A szlird jellegli allélspecifikus PCR-eket a szenzitivitas ndvelése
érdekében magasabb (38x) ciklusszamon végeztiikk el, tovabba valamennyi mintdra

mind a vad, mind a pontmutacié-specifikus primerekkel. A PCR termékeket agardz
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gélen futtattuk. A modszert Sanger szekvendldssal validaltuk, ahogyan a
megbizhatdsaga ellenére el6forduld kétes esetekben is Sanger szekvenalast végeztiink
ellendrzésképpen. A 1étrehozott mutacidkat hordozo torzsek €s utddaik genotipizaldsara
alkalmas masik modszer, a fragmensanalizis soran a keletkezett PCR termékeket
fluoroférokkal jeloltik meg. Ezen PCR termékek a SE Genomikai Medicina és Ritka
Betegségek Intézetében kapillaris gélelektroforézissel méret szerint elvalasztasra
keriiltek, a visszakapott adatok pedig a fluroreszcens jelintenzitds és a méret
fliggvényében abrazolhatoak voltak szdmunkra egy program segitségével (Peak Scanner
Software 2, ThermoFischer Scientific; Coffalyser, MRC-Holland), ahol mar egy
bazisnyi méretkiilonbség is lathatova valt. Az allélspecifikus PCR-hez, a Sanger
szekvenalashoz ¢és a fragmensanalizishez alkalmazott primerek, reakcioelegyek
Osszetétele és a PCR program beallitasok az alabbi tablazatokban keriilnek felsorolasra

(2.,3.,4. tablazat).
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2.tablazat: A zebradanio dkcl 7-es és 1l-es exonjanak szekvenald és

allélspecifikus, valamint a fragmensanalizishez hasznalt primereinek szekvencidja (5°-3’

iranyban).

dkcl in6 F2 TGAACCTTTTCCCTCACTTTTGT
dkcl in7 R1 TGAACCTTTTCCCTCACTTTTGT
dkclin 10 F1 ACTGATGGCTCTGCAAGACTTT
dkclin 11 R1 GGGTTGTCGCTAAAATCAAGAG

F mut ex 7 allelspec

ACGATCTACGAGAGCAAGCTTATTA

F vad ex7 allelspec

CCATCTACGAGAGCAAGCTTATTG

R mut ex 7 allelspec

ACCTAATCTTCTCTCAGGATCATATTT

R vad ex 7 allelspec

ACCTAATCTTCTCTCAGGATCATATTC

insF (exon7, insTCATGGT) TGAAGCGCCAACTTCATGGT
8GTGinsF TGTGAAGCGCCAACTGGTG
8vadF GTGAAGCGCCAACTGCGA
zf7_ell_CGCAdel-spec_F AGAGACACATATCCAAAT
zf7_ell WT-spec_F AGAGACACATATCCACGC
zf7_ell CGCAdel-spec_R GTCCAAGACCCCATTTGG
zf7_ell WT-spec_R GTCCAAGACCCCATTTGC
zf5_ell delGCAAIinsC-spec_F GAGACACATATCCACCAT
zf5 ell WT-spec_F GAGACACATATCCACGCA
zf5 ell delGCAAInsC-spec R | GTCCAAGACCCCATGGTG

M13 F

FAM- TGTAAAACGACGGCCAGT

FAM-dkc1-in10-F

TGTAAAACGGCCAGTGGATTTGGATGGGTTTC

AATGG

dkcl- in11-R-PIG

GTGTCTTAGCCTACATCATGGCGTC
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3. tablazat: A zebrahalak

reakcidelegyek Osszetétele.

sziréséhez ¢és azonositasdhoz alkalmazott PCR

All¢élspecifikus PCR

3,6 ul dH,0, 5 pl Immomix, 0,2 ul F és R primer
(10uM), DNS (50 ng/ul) 1 pl; >10ul

Fragmensanalizis PCR

3,9 ul dH20, 5 pl Immomix, 0,2 ul F, R ¢ M13 F
primer (10uM), DNS (50 ng/ul) 0,5 ul; > 10ul

Szekvenaldo PCR 5 ul dHO, 5 ul szekvendld puffer, 1ul szekvenald
premix (enzim), 1 pl F primer (10 uM), DNS (50
ng/ul) 1 pl; > 10ul

4. tdblazat: PCR programok bedllitasai a mutdns haltdrzsek genotipizaldsahoz és

szekvenalasahoz.

Annelacios Elongéacios ido, Termékméret
hémérséklet (°C) ciklusszam (bazispar)

in6 F-in7 R 57 40 sec, 35x 492

in10F-in11R 54 40 sec, 35x 305

in6-R vad/mut E7 allélspec. 64 30 sec, 38x 192/193

F vad/mut E7 allélspec.- 64 30 sec, 38x 226

In7R

insF-in7R 57 30 sec, 35x 272

8GTGinsF/WT F-in7 R 61,3 30 sec, 35 276

11CGCAdelF/WT F-in11R 60,5 30 sec, 35 192(WT)/193(mut)

inl10F-CGCAdel/WT R 59,5 30 sec, 35 177

Szekvenalo PCR 51 15 sec, 25x -
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3.2.7 Dkcl-/- és dkcl +/? genotipusu zebrahal larvakon végzett aramlasi citometrias

vizsgélatok a telomerhossz meghatarozasara

Vad fenotipusit (homozigéta vad vagy heterozigbta) és dkcl null mutans,
megtermékenyitéstdl szamitott 6tddik €letnapos zebrahalakban aramlési citometriaval
hataroztuk meg a telomerhosszt. A zebrahalon torténé kutatasok etikai szabalyai alapjan
6todik életnapos korig szabad Oket kisérleti célra életiik kioltasaval felhasznalni °.
Mintanként tiz-tiz larvat hasznaltunk. A zebrahal larvakat minimum 10 percig tricain-
metan-szulfonatba meritettiikk érzéstelenités céljabol, ezutan réviden (30 szekundum)
100 pl 0,5%-0s, 4°C-0s Na-hipokloritban mostuk, majd mechanikusan szétroncsoltuk
Oket. PBS/Penicillin-Streptomycinben torténd 30 perces inkubaciot kovetden tripszinnel
(0,5 mg/ml, 1 percig) és kollagenazzal (0,5 mg/ml, 30-40 percig, 10 percenként
keverve) elemésztettiik oket.

Az elemésztett szoveteket elkevertiik és egy 100 um polusméretli szlirOn gravitaciod
utjan ateresztettiik, a sziirét ezt kovetden PBS-el mostuk. Az atszirt sejteket
lecentrifugaltuk, PBS-ben ujra sejtszuszpenziéva alakitottuk, Biirker-kamraban
megszamlaltuk. Egy méréshez azonos mennyiségii (1-1,4 milli6 sejt/ml) sejtet
hasznaltunk *°. A sejtekben fellelhetd kromoszomak telomer régioit a Telomere PNA
Kit/FITC for Flow Cytometry kittel (K5327, Dako) festettiik meg a kit protokolljanak
megfelelden. Szintén a kit javaslata alapjan kiilon DNS festékkel is megszineztik a
kromoszomakat, mely segiti a GO/G1 fazisban 1évé sejtek azonositasat. A mérést az él6,
GO/G1 fazisban fellelhetd sejtekre korlatoztuk, a fluoreszcencia intenzitast a FITC-
konjugalt telomer specifikus probaval €s azok nélkiil tortént mérések atlagabol
hataroztuk meg. A telomerhosszot a vizsgalt sejtek autofluoreszcenciajanak és a telomer
specifikus probaval jelolt mintdk fluoreszcencidjanak a kiilonbségébdl szamitottuk. A
sejteket BD FACSAria aramlasi citométeren (BD Biosciences) analizaltuk Dr. Toldi

Gergely és Dr. Florentina Sava segitségével.

3.2.8 Dkcl -/- és dkcl +/? genotipust halakon végzett western blot vizsgalatok (dkcl,
pS3)

A dkcl-/- és dkcl+/? genotipust hal larva poolokbol (hat-hat larva/minta) fehérjét
izolaltunk a masodik, negyedik és 6todik fertilizaciot kovetd életnapon. A fehérjét

zebradéaniora kifejlesztett protokoll szerint vontuk ki az larvakbol °’: dechorionalast és a
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peteburok eltavolitasat kovetden szodium-dodecil-szulfat (SDS) tartalmu pufferben
denaturaltuk a fehérjéket 95°C-on 5 percig. A western gélek zsebeibe azonos szamu
larvabol kivont fehérjemintakat toltottiink fel. A western blot technika a fentiekben
leirtakhoz hasonléan zajlott. Primer ellenanyagként nytlban termelt poliklonalis
diszkerin ellenes (Dyskerin Ab H-300, sc-48794) vagy egérben termelt monoklonalis
pS3 ellenes (ab77813, clone 9.1, Abcam) antitestet hasznaltunk 1:500 higitasban,
masodlagos ellenanyagként pedig HRP-konjugalt nytl ellenes (goat anti rabbit HRP, sc-
2004) vagy egér ellenes (goat anti mouse HRP, sc-2005) antitesteket, 1:1000 higitasban.
A gélre valo feltoltés mennyiségi kontrolljat alfa- vagy gamma-tubulin festésével
végeztiik, egérben termelt gamma tubulin ellenes (T5326, Sigma) vagy nyulban termelt
alfa-tubulin ellenes (ab15246) primer antitestekkel, 1:1000-hez, és egér/nyul ellenes
HRP konjugalt szekunder antitestekkel (sc-2005/sc-2004) 1:5000-hez higitasban. A
tubulinok festése el6tt a membrant strippeltiik. A gélekrdl felvételeket a Molecular
Imager VersaDoc MP 5000 System (Bio-Rad) segitségével készitettiink. A

denzitometrids méréseket Imagel szoftverrel végeztiik el.

3.2.9 X-kromoszoma inaktivaciéo mértékének meghatarozasa human sejtekben

Periférias vérbdl nyert, dontden leukocita sejtekbdl (NucleoSpin RNA Blood, 740200,
Macherey-Nagel), bérbol és fibroblasztokbol (Total RNA Mini Kit Tissue, RT,
Geneaid) RNS kivonast majd reverz transzkripciot (BIO-65042, Bioline; K1671,
Thermo Scientific) végeztiink a gyari protokolloknak megfelelden. A mintakat a
stulyosan érintett leanytol (IV:4; periférids vérmintat 7 és 13 éves, hasbOrt és
fibroblasztot 7 éves korban) és édesanyjatol (III:3, periférids vér) nyertik. Az X-
kromoszoma inaktivacidjanak mértékét allélspecifikus, Tagman-probaval kiegészitett
kvantitativ PCR-el hataroztuk meg (LightCycler TagMan Master, 04535286001, Roche)

az alabb felsorolt primerek hasznalataval (5. tablazat).
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5.tablazat: Az X-kromoszoma inaktivacid meghatdrozdsdhoz végzett Tagqman-

probahoz hasznalt primerek szekvencidja (5°-3” iranyban).

E206K wt 5’-GACCATCTACGAGCAAAATGATTG-3

E206 mut 5’-GGACCATCTACGAGAGCAAAATGATTA-3’

E206K R 5’-CTGCATCTGACCAACTCC-3’

E206K TM 5’-FAM-AGGAATCTTTTGGGTGAGTTGTGAGGC-BBQ-3’

Az allélspecifikus PCR reakcioelegyének Osszetétele az alabbi volt:

10 pl puffer (LightCycler® 480 Probes Master, Roche), 1 ul E206K wt/E206K mut, 1
ul E206K R, 1 pul E206K TM, 7 ul dH20+DNS (20 ng); 20 pl dssztérfogatban.

Az allélspecifikus kvantitativ PCR programja ( LightCycler® 480 Instrument II, Roche)
az alabbi volt:
l. Denaturacié: 95°C 5 perc 4,4 °C/szekundum, analizis: -
. Annelacio:
95°C 10 szekundum 4,4 °C/szekundum
59°C 15 szekundum 2,2 °C/szekundum analizis: mennyiségi
meghatdrozas
72°C 5 szekundum 4,4 °C/szekundum

1. Hités: 1 perc 1,5 °C/szekundum, analizis: -

A PCR reakciot kovetden agardz gélen ellendriztiik a termékek méretét. A valosidejli
PCR soran a ciklusszam fliggvényében abrazolhatd a jelintenzitds valtozésa. Azt a
ciklusszamot, ahol ez a legmeredekebben emelkedik, kiiszobértéknek (threshold)
nevezziik, és ez a jelintenzitds aranyos a kiindulasi templat mennyiségével. Az ehhez az
értékhez tartozd ciklusszamot Cp értéknek hivjdk. Mennél alacsonyabb ciklusszdmnal
jelentkezik ez a kiiszob jelintenzitas, azaz mennél kisebb ez a C, érték, annal nagyobb
mennyiségben volt jelen a kiinduldsi minta. A programhoz tartozd szoftverrel
(LightCycler® Analysis Software) ez a C, érték kiszamithatdo volt, igy mintaban
jelenlévé a vad €s mutans allélok aranyara ebbdl tudtunk kovetkeztetni. Az ugyanazon

mintar6l vad és mutans primerekkel késziilt valdsidejii PCR reakciokbol nyert C,
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értékek kiilonbsége adta meg a vad és a mutans transzkriptumok mennyiségi aranyat. A
kettének azon hatvanyat véve, ahdny ciklusban kiilonboztek a feltorés pillanataban,
ahhoz egyet hozzdadva, a 100%-ot ezzel a szdmmal elosztva kiszdmithato a két allél
szazalékos ardnya (Xciuz06Lys%0=100/ (2(CrClu20BLys-Cpvad) .1y

A moddszer specificitasardl és a primereknek a két allélhoz valo azonos affinitasarol vad
¢s ¢.616G>A mutans cDNS-t tartalmazdé pcDNA3.1 Zeo(+) plazmidokbdl késziilt
higitasi soron (10'1-10'6 ng/ul) végzett mérésekkel gy6zodtiink meg. Valamennyi mérést
legalabb harom alkalommal ismételtiik. A mérésekbdl nyert C, értékek szamtani atlagat

vettiikk eredményiil.

38



DOI:10.14753/SE.2020.2435

3.2.10 Vad ¢és mutans zebrahal torzsekbdl kivont RNS-en végzett immuno-northern

blot technika

Teljes RNS kivonast végeztink 12-12 db, négy ¢és fél-6tddik fertilizaciot kovetd
életnapos, dkcl homozigdta trunkans mutans vagy nullmutaciot hordozd/homozigota
vad genotipusu larvabol (TRIzol Reagent, 15596026, Invitrogen). A kisérlet Northern
blot részét a Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacidos Kozpont (NAIK) Mezdgazdasagi
Biotechnolédgiai Kutatointézetében (MBK) végeztik Silhavy Daniel ¢és Szadeczky-
Kardoss Istvan segitségével. A modositott nukleotidok jelen betegségben
feltételezhetden érintett egyikének, a pszeudouridinnak a megfestését egy irodalomban
leirt modszer alapjan terveztiik meg *°. A mintanként 3 pg RNS-t 1,5%-o0s denaturald
agaroz gélben futtatunk meg 1x-es MAE oldatban (6sszetételek alabb lathatdak) 75
majd 90 V fesziiltség alatt, 15 pl gélfeltoltd pufferben, 15 perc 65°C-on torténd
melegitést kovetden. A gélekrdl felvételt készitettiink (Molecular Imaging Gel Doc
System, Bio-Rad) a kés6bbi denzitometrias mérésekhez. A gélt a transzferhez sziikséges
10x-es SSC pufferben oblitettiik, majd 0Osszeéllitottuk a kapillarishatason alapuld,
szendvicstechnikaval felépiild transzferrendszert (8. abra). Egy ¢&jszakan keresztiil
zajlott a nejlon membranra (Amersham HybondN, RPN203N, GE Healthcare Life
Sciences) val6 blottolés. Blottolast kovetden az agardz gél rovid €lére tiikrozodve lattuk
a mintasort a nejlon membranon. A blottolt RNS-t a membrannal a kisérlet masnapjan
UV fény alatt (5 db 8 Watt teljesitményli, 254 nm-en emittald fénycsd) 2x25
szekundumon &t keresztkotottilk. A nejlon membrant ezt kovetden desztillalt vizben
oblitettiikk, majd 5%-os BSA tartalmu PBS oldatban 1 oran &t szobahdmérsékleten
blokkoltuk. Rovid mosast kovetden primer, egérben termelt, pszeudouridin ellenes
antitesttel (D-347-3, MBL), 1:500-hoz higitasban PBS-ben 1,5 oran keresztiil
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Haromszor 10 percig PBS-1% BSA-0,1% Tween20
oldattal torténd Oblitést kovetden a membrant egér ellenes, HRP konjugalt szekunder
ellenanyaggal (sc -2005, Santa Cruz Biotechnology), 1:1000-hez higitasban PBS-ben 1
oran at, szobahOmérsékleten megfestettilk. Ismét haromszori mosdst kovetden a
membranrol a vart jelet kemilumineszcens anyaggal elShivtuk. A denzitometrias

méréseket az agardz gélrdl és a kemilumineszcens jelekrdl Imagel szoftverrel végeztiik.

39



DOI:10.14753/SE.2020.2435

A Northern blot technikahoz hasznalt oldatok/pufferek receptarai:

-  MAE (10x): pH 7, 6ssztérfogat 1000 ml, RT, fénytdl védve, szlirés 0,45 um-0S
filterrel; 41,8 g MOPS beolvadva ddH20-ba, pH-t allitani 10 M-0s NaOH-val,
20 ml Na-acetat (1 M, pH 7,0), 20 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0).

- FDE: ossztérfogat 10 ml, tarolas -20°C; 0,01 g bromfenolkék, 0,01 g xilén
cianol beoldva 9,8 ml deionizalt formamidba, 0,2 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)

- SSC: 20x-os toménység, pH 7,0 (pH-t allitani 1 M-os sdsavval), 0ssztérfogat
1000 ml, RT, autoklavozni; 175,3 g NaCl, 88,23 g Na-citrat (*2 H20) (=
trisodiumcitrat), dH20O (melegiteni kell a s6 beoldasahoz).

- Formamid: deionizlt.

- Mintafelvivd puffer: 6ssztérfogat 100 pl; 7 pul Mili Q viz, 10 pl 10xMAE, 10 pl
FDE, 5 pl etidium-bromid (5 mg/ml), 18 pl formaldehid, 50 pl formamid.

- <— 2. torl6papir (az SSC oldat felszivasara)

\ 3. sziir6papir (2db)
4. neJlon membran

\ 5. agardz gél

6. blottold asztal

. telefonkonyv (sullyal rendelkezd targy)

eAURII SB[ONO[q ©
—

8. abra: Northern blot technika. A blottolo ,,szendvics” Osszetétele. Az €jszaka
folyaman zajlo RNS blottolés a gravitacioval elleniranyban, a kapillarishatas iranyanak

megfelelden zajlik.

3.2.11 A hal és a human 28S és 18S RNS alegységek érintettségének vizsgalata

Jelen vizsgalathoz és az immuno-northern blottal azonos mintakbol dolgoztunk. Az
RNS mindségét, kis és nagy alegységének aranyat Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000
Pico kit-el (5067-1513, Agilent Technologies) hataroztdk meg szamunkra az erre
szakosodott laboratoriumban. Az Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000 Pico Kittel
végzett méréseink sordn a teljes RNS mintdink mindségérél (RIN: RNS Integritasi
Szam), pikogramm/mikroliter pontossdgu koncentracidjardl és az egyes riboszomalis

alegységek mennyiségének aranyarol (rRNS [28S/18S] arany) szerezhettiink tudomast.
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Az RNS mindségét jellemzd RIN szam egy és tiz kozott valtozhat. A mérés maga egy ~
2 cm?-es chippen zajlik, ahol 12 mintafelvitelre alkalmas zseb talalhato. Egyik helyet
minden esetben a létra foglalja el. Meglehetésen nagy higitdsban, 0,2-5 ng/ul
koncentracioban keriilnek felvitelre az egyes mintdk, 1 ul térfogatban. A mintak
elvélasztasa méret szerint, a gélelektroforézis elve alapjan torténik.

Az igy elkésziilt elektroferogramok alapjan hasonlitottuk Gssze a 28S és 18S RNS

alegységekbdl nyert csticsok értékeit, igy a két alegység mennyiségi aranyat.

3.2.12 Statisztikai elemzések

A pszeudouridin denzitometria eredményeit és a 28S és a 18S aranyat a vad és mutans
zebrahalakbdl kivont RNS-ekben kétmintas t-probaval vetettiik Ossze. A statisztikai

elemzések Statistica 13.2 szoftverrel végeztiik.

41



DOI:10.14753/SE.2020.2435

4 Eredmények
4.1 A podocin oligomerizaci6 vizsgalatanak eredményei

A Forster-féle rezondns energiaatadds (FRET) hatékonysagat vizsgaltuk kiilonbozo,
kiilon megfestett podocin variansok heterooligomerjeiben. Megkdozelitéleg 20%-0S
FRET hatékonysagot mértiink a vad és az R229Q homooligomerjeiben (9. abra, a,b). A
FRET-hatékonysag a vad-R229Q heterodimerek kozott elébbinél még hatékonyabbnak
bizonyult, fiiggetleniil attol, hogy a vad (9. abra, a) vagy az R229Q (9. abra, b) podocint
jeloltiik a donor festékkel. A negativ kontrollokkal 6sszevetve az R286fs*17 podocinok
nem adtak érdemi FRET-jelet sem a vad, sem az R229Q podocinnal, melybdl a CTT
hidnyaban a dimerizaci6 hidnyara kovetkeztettiink (9. 4bra, a,b). Ezen eredmények
alatamasztottadk a CTT régio di- és oligomerizacioban betdltott kizdrdlagos szerepét. Az
R229Q, A317Lfs*31, F344Lfs*4 és F344* variansok jelentésen befolyasoltak a
heterooligomerek kozott mért FRET-hatékonysagot, ami a C-terminalis dimerizacios
hélixek oligomerizaciora gyakorolt jelentds hatasar6l tantskodott. A TVV(337-339)-
motivummal rendelkez6 F344Lfs*4 ¢és F344* podocinok R229Q-val vald
interakcidjakor eltérd tendencidji valtozast lattunk a FRET-hatékonysagban a vad
podocinnal valé tarsulashoz képest, vad podocinnal val6 tarsuldsakor az F344Lfs*4
podocin az F344*-nél magasabb, R229-val alacsonyabb FRET-jelet adott. Ebbél arra
kovetkeztettiink, hogy a patogén R229Q-F344Lfs*4 tarsulas hatterében a frameshift
okozta harom aminosav (FDL344 346LTY) szerkezeti hatasa éallhat (9. abra, a,b). Az
R229Q- F344Lfs*4 az egyetlen patogén tarsulas az itt vizsgaltak koziil .
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9. abra: A podocin a C-terminalis régiojaban oligomerizalodik.

a-b) FRET-hatékonysag vad (a) ¢és R229Q (b) podocinok homo-és
heterooligomerjeiben. A vad ¢és az R229Q podocinokat donor, a trunkans
kotépartnereket akceptor festékkel jeloltiik meg. Az R286Tfs*17 podocinnal észlelt
FRET-hatékonysag nem haladja meg a negativ kontrollal mértet, utalva arra, hogy a
CTT hianyaban a podocin nem képes dimerizalédni. A vad-R229Q heterooligomerek
magasabb FRET-hatékonysagot mutattak, mint a vad vagy R229Q homooligomerek,
mely konformacio-valtozasra utal. Az F344* podocin-heterooligomerekhez képest az
F344Lfs*4 podocin-heterooligomerek eltér6 iranyba valtoztattdk a FRET-
hatékonyséagot, a vad podocinnal val6 tarsulaskor novekvd, az R229Q podocinnal vald,
ismerten patogén tarsulaskor pedig csokkend tendenciat lattunk (utobbi tarsulas az
egyetlen patogén tarsulds a vizsgéltak koziil), mely kiillonbség hatterében a terminalis 3
aminosav (FDL344 346LTY) szerkezeti hatasa feltételezheto.

*P < 0,0003 a vad-negativ kontrollhoz képest, #P < 0,006 a vad-vad homodimerekhez
képest, TP = 0,0002 az R229Q-negativ kontrollhoz képest, §P < 0,0003 az R229Q-
R229Q homodimerekhez képest 23,

4.2  Az1j diszkerin mutacio vizsgalatdnak eredményei

421 A Glu206Lys diszkerin-NOP10 valamint a diszkerin-Thrl6Met NOP10

kolesonhatasanak valtozasai a vad varianssal vald asszocidciohoz képest

Nyomasperturbécios fluoreszcencia spektroszkopiaval azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt
DKC1 ¢és a NOP10 mutaciok esetében ellentétes iranyba valtozott a kotéserdsség és a
kotéfelszinének mérete, és mindkét esetben nétt a fehérjék strukturalis heterogenitasa.
Ezen mérések soran a fluoreszcens jelintenzitast abrazoltuk novekvd nyomads
fliggvényében, ahol a mutans diszkerin-vad NOP10 és a vad diszkerin-mutans NOP10
fehérje-asszociaciok esetén magasabb nyomdasoknal, valamint kisebb mértékben
észleltiik ezen jelintenzitas csiics megjelenését a vad diszkerin-vad NOP10 tarsulashoz
képest. A Glu206Lys diszkerin nagyobb jelintenzitas csucsot adott a Thr16Met NOP10-
nél ami nagyobb apolaris kotéfelszinre utal (10. abra, a). Az igy kalkulalt fehérjeparokra

jellemz6 disszociacios allando (Kg) jelentésen megvaltozott a vad tarsulasokhoz képest.
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A Glu206Lys diszkerin esetében szignifikdnsan magasabb, a Thrl6Met NOP10
esetében alacsonyabb pKd (pKd = -log(Kgy)) értéket észleltiink, mely aranyos a
kotéserdsséggel. A szintén szamitassal meghatarozott, interakcidra képes felszin mind a
két mutans esetében eltért a normalistol, a Glu206Lys diszkerin esetében nagyobb, a
Thr16Met NOP10 esetében kisebb volt, azonban ez az eltérés nem volt szignifikans (10.
abra, b). Fenti valtozasok megerdsitettek benniinket abban, hogy az interakcido a
mutaciok ellenére 1étrejon, annak erdssége azonban megvaltozik, feltehetéen a fehérjék
(kotofelszinek) konformacidjanak valtozasa miatt. Szerkezeti modellek ¢és a
nyomasperturbaciés spektroszkopia alapjan kiszamithaté volt a dimerek strukturalis
heterogenitasa és Szerkezeti elemeinek szama, amely a Glu206Lys diszkerin és a
Thr16Met NOP10 esetében is megnd, utobbi esetében szignifikans mértékben, a vad
dimerekhez képest (10. &bra, c). A szerkezeti elemzések segitettek annak az
értelmezésében, hogy a mutaciok a masodlagos kotések szintjén hogyan befolyasoljak a
komplex miikddését és szerkezetét. A diszkerin Glu206 a NOP10 Thrl6-el és a Lys18—
al alakit ki hidrogénkotéseket. A diszkerin Glu206Lys és a NOP10 Thrl6Met
aminosavak cseréjekor e két hidrogénkotés megszakad. Tovabba mindkét mutacio
hatasara a szubsztrat uridin és a diszkerin katalitikus 125. aszparaginsava egymastol
térben eltavolodik (10. abra,d). A két fehérjét érinté mutaciok elhelyezkedését és a

ribonukleoprotein szerkezeti modelljét szintén az alabbi abra szemlélteti (10. abra,e).
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10. &bra: A Glu206Lys ¢és a Thrl16Met misszensz mutaciok hatasa a diszkerin és a
NOPI10 interakcidjara valamint a pszeudouridilacio katalitikus helyének szerkezetére.

a) A fluoreszcens jelintenzitds a nyomadas fiiggvényében valamint a fluoreszcens
jelintenzitas cstcs a vad (WT) diszkerin-NOP10, a Glu206Lys diszkerin-NOP10
valamint diszkerin-Thrl6Met NOP10 fehérjeparok esetében. A fluoreszcens jel a
mutans fehérjékkel wvald asszociaciokkor késébb (magasabb nyomadsoknal) és
alacsonyabb jelintenzitassal éri el a csticsat. b) A pKd és az interakcios felszinek
méretének valtozasa vad €s mutans tarsulasok esetében. A pKd szignifikdnsan megnd a
Glu206Lys diszkerin-NOP10, és lecsokken a diszkerin-Thrl6Met NOP10 esetében a
vad-vad tarsuldsokra jellemz6 értékhez képest. A kotéfelszinek mérete ezzel azonos
tendencidji véltozast mutat. ¢c) Nyomasperturbacios mérések eredményeibdl szamitott
strukturélis heterogenitds mértéke a kiilonféle asszociaciokban. d) MD kalkulaciokbol
abrazolt fehérje interakcios felszin €s pszeudouridilacios aktiv centrum; mindkét
mutacié megszakitja a Glu206-Thrl6 és -Lys18 kozotti hidrogénkotéseket, tovabba
elmozditja a pszeudouridiladcidhoz sziikséges Asp125-6t a katalizis helyérdl. e) A teljes
ribonukleoprotein komplex szerkezete és a Glu206Lys, a Thrl6Met és a leggyakoribb
velesziiletett diszkeratozis és Hoyeraal-Hreidarsson szindroma hatterében allé mutaciok
elhelyezkedése; DKC1 sziirke, NOP10 z6ld, GAR1 piros, NHP2 sarga, guide snoRNS
vilagoskék, szubsztrat RNS sotétkék, DC ¢és HH mutaciok egyediilallo

gdmbformatumban lathatdak.

4.2.2 A vad és Glu206Lys diszkerin lokalizacidjanak vizsgalata

A diszkerin a sejtmagban talalhato, a velesziiletett diszkeratdzis hatterében sem annak
megvaltozott lokalizacidja all 0 Az immuncitologiai kisérletek soran az altalunk
vizsgalt Glu206Lys valamint a gyakori, diszkeratozist okozo Ala353Val mutans

diszkerin lokalizacioja megfelelt a vad diszkerinének (11. abra).
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11. &bra: A Glu206Lys diszkerin sejten beliili lokalizacidja nem valtozik meg.
Hasonloképpen a vad és a gyakori velesziiletett diszkeratozist okozd muténs,
Ala353Val-hoz, a Glu206Lys diszkerin is a sejtmagban helyezkedik el. Hoechst:
sejtmagfestés, dyskerin: Flag-ellenes antitesttel végzett immunfestés, phalloidin:

sejtvaz-festés, merge: dsszevont kép.

4.2.3 A CRISPR/Cas9 injektalast kdvetden kisziirt mutans zebrahal torzsek

A human diszkerin Glu206Lys és az Ala353Val ekvivalens varidnsait kodold
mutacidkat halban nem sikeriilt 1étrehoznunk, mert homolog rekombinaciét, hasonldan
mas zebrahal-laboratoriumokhoz, nem tudtunk létrehozni. Létrehoztunk azonban tébb
inzerciot és deléciot a kivaltott nem-homolog vég-a-véghez illesztés (non-homologous
end-joining) révén. Alabb keriilnek felsorolasra az injektalasokat kdvetd genotipizalas

soran kiszlirt mutans zebrahal torzsek (6. tablazat). Létrehoztunk egy, a 11-es exont
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érintd, 4 bazis delécidval és egy bazis inzercidval jar6 mutanst (#5-6s), mely fehérje
szinten a Lys374 kiesését €s ugyanezen a helyen egy prolin beépiilését jelenti. A prolin
aminosav markéns hatassal szokott birni a fehérjék masodlagos szerkezetére % Ezen
haltorzset a tovabbiakban részletekbe menden nem vizsgaltuk alacsony human
relevancidja miatt. A 7-es exonban sikeriilt 1étrehoznunk egy 190. kodonba torténd valin
inzerciot (#8-as), mely a humannal ekvivalens 201. érintett aminosavtol mar nem esik
messze, igy ennek a halnak részletesen probaltuk feltérképezni a fenotipusat, de jelen
kutatdshoz ez kozvetleniill nem tudott kézzelfoghaté tampontot nyujtani, annak
eredményei itt nem keriilnek részletezésre. Mind a 7-es (#17-es/elul), mind a 11-es (#7-
es/elu8) exonban létrehoztunk egy-egy kereteltolodast okozd mutaciot. A #7 (elu8) —es
¢és a #17 (elul)-es torzsekben a mutans allélrol atirodo mRNS korai lebomlason esik at,
a nonsense-mediated decay (NMD), az RNS degradacios rendszerek egy tipusa révén,
igy azokrol érdemi fehérje-atirodas nem torténik ™

A kiszlrt, null mutans zebrahal toérzsektél szarmazo elul és elu8 homozigdta mutans
larvak, valamint itt nem részletezett elGkisérletek soran vizsgalt dkcl Morpholino
injektalt zebrahal larvak fenotipusa szamos tekintetben emlékeztetett a betegek
fenotipusara. Makroszkoposan gorbiilt test, rovidebb testhossz, kisebb fej, Kkisebb,
hiperpigmentélt szem, szikanyag eloszlasi zavar, perikardidlis O6déma voltak a
szembetlind eltérések. Szdvettani vizsgalatok soran abnormalis szem- ¢és
tektumszerkezetet, lencsehomalyt, emelkedett sejtciklus-marker (ccnD1, PH3) szinteket,
éretlen belsd fiil- és bélszerkezetet, alacsonyabb WT1-pozitiv podocita-szamot, koros
tobozmirigy szerkezetet, éretlen csontvelOszerkezetet (gatal, ragl) ¢€s hipoplazias
allkapcsot lattunk. Az érintett halak legkésObb az 6todik (nagyon ritkdn hatodik)
megtermékenyitést kovetd napon elpusztultak. A nullmutans halak makroszkopos és
mikroszképos fenotipusat az alabbi abra mutatja (12. Abra, Dr. Varga Maté altal

készitett felvételek, demonstracio céljabol).
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12. abra: A dkcl nullmutans (elu8 homozigdta) zebradaniok makroszkopos és
mikroszkopos fenotipusa. A nullmutans halak tengelye gorbiilt, szeme kicsi és
hiperpigmentalt, feje Kisebb a megtermékenyitést kovetd harmadik életnapon a
heterozigdta halakhoz képest (a). Szovettani vizsgalatokkal microphtalmia, cataracta
(b), emelkedett sejtciklusmarker (ccnD1, PH3)-rata, mely a sejtciklus zavarara utal (c),
a belsd fiil (harom félkords ivjarat)-és a bél hipoplaziaja (d), alacsonyabb WT-pozitiv

podocita-szam, mely a hipoplazias pronephros jele (e), koros tobozmirigyszerkezet (f),
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csontvel6-hipoplazia (g, gatal: erithro-és trombopoesis transzkripcios faktora, ragl: a T
és B sejtek érését eldsegitdé fehérje) és porchipopldzia (h, az allkapocs hidnyzik a

nullmutans halakban, alcian-kék festéssel késziilt kép) abrazolodott.

A masodik megtermékenyitést kovetd életnapon vett mintdkban azt tapasztaltuk, hogy a
diszkerin fehérje tovabbra is kozel normalis mennyiségben volt jelen, ami nem felelt
meg azzal az elképzelésiinkkel, hogy az elul/elu8 torzsekben létrehozott mutacid a
diszkerin mRNS-ének korai lebomlasaval jarjon, igy vezetve a fehérje teljes hianyahoz.
Ismerve az irodalomboél az anyai hatas jelenségét %, mely az eml8sokben koriilbeliil a
48. életoraig fennall (anyai mRNS ¢és az arrdl atirodo fehérjék formajaban),
megismételtik a méréseinket negyedik-6tddik életnapos korban, ahol az etikai
szabalyokon til a mar a null mutans zebrahalak életképessége is korlatozta a
vizsgalatunk lehet6ségét. Ebben az idépillanatban a diszkerin fehérje teljes hianyat
lattuk a mutans halakban, melyet az ELTE Genetika Tanszékén kollabordnsaink mRNS

szinten is alatamasztottak (13. dbra a,b).

6. tablazat: CRISPR/Cas9 injektalassal az ELTE Genetikai Tanszék zebradanid

csoportja altal generalt, altalunk genotipizalassal kisziirt mutans zebrahal torzsek.

Haltérzs neve (érintett c¢DNS mutécio Kodolt fehérje

exon)

#5 (11. exon) €.1118 1121delGCAAInsC | p.Arg373_Lys374delinsPro
#7 / elu8 (11. exon) €.1117 20delCGCA p.Arg373Asnfs *13 (NMD)
#8 (7. exon) €.567_568insGTG p.Leul89 Argl90insVal
#17 /elul (7. exon) €.566_567insTCATGGT p.Argl90Hisfs*14 (NMD)
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13. abra: A dkcl mRNS és a diszkerin fehérje mennyiségi valtozasa elul

homozigdta larvakban. a) A fertilizaciot kovetd harmadik életnapon a nullmutans
larvakban a dkcl mRNS mennyisége jelentds mértékékben lecsokken. Az mRNS
mennyiségi csokkenésének a hatterében a nonsense-mediated decay (NMD)
mechanizmusa feltételezhetd . b) A diszkerin fehérjét a fertilizaciot koveté negyedik
¢letnapon homozigota elul mutans larvak teljes lizatumabol mar nem tudtuk Kimutatni.

Fehérje-feltoltési kontroll: gamma-tubulin.

4.2.4 Az aramlési citometriaval meghatarozott telomerhossz mérések eredményei

Az aramlasi citometrias vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy az 6todik fertilizaciot
kovet6 életnapon a vad és a dkcl-/- mutans zebrahalak telomerhossza nem tért el
egymastol (14. abra). Ebbdl az kovetkezik, hogy nem a megrovidiilt telomerhossz vezet

ebben az életkorban a zebrahalak elpusztuldsahoz.
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14. abra: A telomerhossz meghatarozasa aramlasi citometriaval vad és dkcl-/-

fenotipust halakban az 6t6dik megtermékenyitést kovetd életnapon. A diagramokon a
fluoreszcens jelintenzitas abrazolodik a festett DNS mennyiségének fiiggvényében. Vad
(az éabra bal oldala) és dkcl-/- mutans (az abra jobb oldala) halak esetében ebben az

¢letkorban hasonld telomerhosszot mértink.

Minden mérés soran atlagos fluoreszcencia értéket nyertiink, a hdrom mérés eredményei

az alabbi tablazatban keriilnek felsorolasra (7. tablazat a,b).

7.tablazat:  Fluoreszcencia jelintenzitas atlagok dkcl-/- (a) és vad (b) fenotipust

zebrahalakbol készilt mintakbol.

a)
dkcl -/- mutans zebrahalakbol végzett mérések Atlagos fluoreszcencia intenzitas
(n=10 hal/mérés)
1. mérés 426
2. mérés 390
3. mérés 439
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b)
dkcl +/? normal zebrahalakbol végzett Atlagos fluoreszcencia intenzitas
mérések
(n=10 hal/mérés)
1. mérés 423
2. mérés 419
3. mérés 395

4.2.5 A dkcl-/- zebrahalak p53 szintje

A teljes hosszisagu p53 izoforma szintje a null mutans larvak teljes fehérjekivonataban
az Otodik megtermékenyitést kovetd életnapon jelentdsen megndtt (15. &bra).
Kereszteztiik a dkcl mutans torzset egy p53 mutans torzzsel, kettés mutans torzseket
hozva létre. A kettés mutans torzsben (dkcl -/- és p53 -/-) a fenotipus nem volt
mentesithetd, amibdl arra kdvetkeztettiink, hogy a stlyos fenotipust nem a p53 szint
emelkedése okozza. A p53 fehérjének tobbféle izoformaja 1étezik, anti-apoptotikus
izoformdja delta 113p53 néven ismert és 30 kDa molekulatomegli. A p53 szamos egyéb
szabalyozasi folyamatban is szerepet jatszik, példdul a regenerdcidban vagy a
kompenzatorikus  sejtproliferacioban  ®*  ®. Az  anti-apoptotikus  izoforma
molekulatomegének megfelelden észleltiink egy halvany, mennyiségében a teljes
méretli p53-hoz hasonld tendencidban valtozé fehérjesavot, azonban ez az antitest
epitop felismerdhelyének ismeretében nem tekinthetd azzal identikusnak (a
monoklondlis antitest epitopja az N-terminalis 20 aminosav, ami kizarja azt, hogy a
western blot képen a delta 113 izoformat lassuk 65), igy ennek lehetdségét a Western
blotok alapjan elvetettiik. Ett6l fliggetlen vizsgalatban, az itt részletesen nem bemutatott
transzkriptoma-elemzés soran 36 oras életkorban lattuk a delta 113p53 antiapoptotikus
forma mRNS mennyiségének novekedését, a teljes méretli p5S3 mRNS mennyiségnek
pedig csOkkenését. Bar nem 4all rendelkezésiinkre transzkriptéma adat az oOtodik
fertilizaciot kovetd életnaprol (sem p53 Western blot felvételiink a 36 oras életkorbol),
ezen eredmények alapjan felmeriilt a teljes méretli pS3 stabilitds megndvekedésének

lehetdsége.
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15. abra: Vad ¢és dkcl -/- fenotipust hal larvakbol kivont fehérjemintan végzett

Western blot az 6todik megtermékenyitést kovetd életnapon p53 ellenes festéssel. A
diszkerin ebben az iddpillanatban a trunkans mutacié kovetkeztében mar nem
detektalhatd a dkcl-/- genotipusu larvakban, a p53 szintje pedig ugyanezekben az
larvakban megemelkedik. Fehérje-felt6ltési kontroll: alfa tubulin.

4.2.6 Az X-kromoszoma inaktivaciés mérések eredményei

A vad és az Glu206Lys mutaciora specifikus primerek affinitasa kozott DKC1 cDNS-t
tartalmazd pcDNA3.1 Zeo(+) plazmidokon veégzett mérésekkel nem talaltunk
kiilonbséget. A plazmid higitési sorrdl nyert C, értékeket az alabbi tablazatban keriilnek
bemutatasra (8. tdblazat). A tizszeres higitasoktol azt vartuk, hogy a feltorési ciklusszam
(Cp) értékek kozott harom ciklus legyen a kiilonbség, és ez mindkét higitasi sorra
teljesiilt az altalunk vizsgélt koncentracidtartomanyokban, valamint a legkisebb és
legnagyobb higitasoktol eltekintve hasonld ciklusoknal tortek fel az azonos higitdsok

fluoreszcens jelei.
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8. tablazat: A vad és Glu206Lys diszkerin mutéciora specifikus primerekkel végzett
kvantitativ PCR és Taqman-proba feltorési ciklusértékei (Cp) az adott cDNS-eket
hordoz6é plazmidokbdl késziilt higitasi sorrdl a primerek affinitdsanak vizsgalatara. A
tizszeres higitasok kozott a legkisebb és legnagyobb higitasoktdl eltekintve, igy az
altalunk vizsgalt koncentraciotartomanyokban a vart harom ciklusnyi kiilonbség jelenik

meg, valamint az azonos higitdsok fluoreszcens jelintenzitasai hasonlo ciklusszamoknal

tornek fel.
WT Co Glu206Lys Co
1071 | 16,28 10n-1 15,01
10n2 | 21,7 10n-2 22
10n-3 | 26,87 10"-3 26,52
10n-4 | 30,24 10"-4 30,8
105 |34 10"-5 33,6
10"-6 | 36,46 10"-6 34,56

A periférias mononuklearis sejtekbol kivont RNS-en végzett reverz transzkripcio, majd
Tagman-probaval kombindlt kvantitativ PCR eredményeképpen azt lattuk, hogy a
mutans fehérjét expresszald X-kromoszomdk ardnya az életkor eldrehaladtaval a
stlyosan érintett hordozé leanyban csokkent. Ez a megfigyelés korrelal az irodalomban
a DKC1 mutaciok esetén tapasztalt jelenséggel, miszerint a mutans allélt expresszalo
csontveldi sejtek iddvel szelektalddnak a vérarambol az egészséges allélt expresszald
sejtek javara % A Glu206Lys mutans allél a slyosan érintett leanyban 7 éves korban
43%-o0s aranyban fejez6dott ki, amely érték 13 éves korara 16%-ra csdkkent, a 36 éves
édesanyaban pedig mar gyakorlatilag nem volt kimutathato (16. abra). A stlyosan
érintett leany fibroblasztjaibol és hasb6érébél kivont RNS mintakban 1ényegesen
nagyobb aranyban, 98 és 96 %-ban expresszalodott a mutans allél. Kisebb osztodasi
ratdju  sejtekben ez az arany lassabban valtozik, ezzel megerdsitve azt a
feltételezésiinket, miszerint a leany tiinetei stlyossaganak hatterében egyenlétlen X-

kromoszoma inaktivacio all (9. tablazat; 16. abra).
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9.tablazat: A Tagman-probaval kiegészitett kvantitativ  PCR eredményei az X-
kromoszéma inaktivacidjanak vizsgalatara a stlyosan érintett lednyban (IV:4) ¢és
édesanyjaban (III:3). Az tablazat oszlopai a LightCycler szofver altal kalkulalt C,
értékek atlaga valamint az ebbdl altalunk kalkuldlt szazalékos aranyok. Lathato, hogy a
stilyosan érintett leany periférias vérsejtjeiben 7 éves korban még 43%, 13 éves korban
pedig csak 16% volt a mutans allélt expresszalo X-kromoszomak aranya, valamint,
hogy a lassabban osztédd fibroblaszt és hasbor sejtekben 7 éves korban a mutans X-
kromoszoma a periférias vérhez képest 1ényegesen nagyobb hanyadban, 98 és 96 %-ban

volt aktiv. Az édesanya periférids vérsejtjeibdl 36 éves korban mar gyakorlatilag nem

DOI:10.14753/SE.2020.2435

tudtuk kimutatni a mutans allélt expresszalé X-kromoszomat.

*100/(2ACp+1), szdzalékban kapott eredmény, ahol a kisebb C, értékhez tartozik a

magasabb szazalékos érték (= nagyobb ardnyban volt jelen a kiindulasi mintdban).

) Cp étlag | Cp atlag % %
Minta neve (életkor) ACp 22 ACp
E206K vad E206K vad
Fibroblaszt IV:4 (7 év) 34,20 39,60 -5,41 0,02 97,70 2,30
Hasbér IV:4 (7 év) 30,86 35,33 -4,47 0,05 95,68 4,31
PBMC IV:4 (7 év) 33,20 32,80 0,40 1,32 43,11 56,88
PBMC 1V:4 (13 év) 30,25 27,87 2,38 5,21 16,11 83,88
PBMC 11I:3 (36 év) 35,48 28,11 7,36| 164,28 0,60 99,40
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16. abra: Az X-kromoszoéma inaktivacid szazalékos eloszlasa a stlyosan érintett,

Glu206Lys mutéciot hordozé leanyban 7 éves korban fibroblasztbol, hasborbdl és
periférias vérébdl valamint édesanyjaban 36 éves korban periférias vérbol. A lassan
0sztddd szovetekben a mutans allélt expresszald X-kromoszoéma van jelen dontd
mennyiségben, a periférids vérbdl azonban kiszelektalodik a vad allélt expresszalo
sejtek javara. A mutaciot hordozd édesanya periférias vérében 36 éves korban
gyakorlatilag nincsen jelen mutans allélt expresszald X-kromoszoma. A Glu206Lys

kék, a vad DKC1 allél piros szinnel keriilt jelolésre.
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4.2.7 A dkcl-/- mutans zebrahalak riboszomalis RNS-pszeudouridilacidja

Homozigéota dkcl elul és elu8 hal larvakbol késziilt RNS mintak agardz gélen valo

futtatasi képét mutatja a 17. abra.

1
I

uﬁ.. o - .

17. abra: A dkel elul ¢és elu8 homozigdta trunkans mutans  és
heterozigdta/homozigota vad genotipust, négy €s fél-6todik életnapos larvakbol kivont
RNS-en végzett Northern blot agaroz gélképe. A 28S és 18S rRNS alegységek,
valamint degradalt és kisebb (m, tRNS-ek) lathatdak a képen.

Az immuno-blot technika eredményeképpen kemilumineszcens jeleket kaptunk (18.

abra). Az rRNS nagy, 28S alegységének festése technikailag nehezebb volt a kis, 18S

alegységénél.
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18. abra: Immuno-northern blot technika eredményeképpen pszeudouridin ellenes
festéssel 1étrejott membran képe négy és fél-6todik életnapos homozigota mutans (elul:
1-4. sav; elu8: 5-10. sav) zebrahal larvakbol kivont RNS mintakon. A 28S, a 18S
riboszoma alegységek ¢és a degradalt RNS lathaté e festési technikaval. A 28S
alegységek a 18S-nél kevésbé festddtek. A vad fenotipusu larvak mintai minden esetben
erdsebb jelet adtak a mutansokénal. A szamitasokhoz a kemiluminszecens jel és az
agar0z képen kapott denzitds hanyadosat értékeltiik, kikiiszobolve az rRNS

mennyiségébdl fakado kiillonbségeket.

Az egyes RNS alegységek pszeudouridilacidjanak a mértékét a denzitometraldsok soran
mért pszeudouridin jelének €s az agar6z gélen mért RNS jelének a hanyadosaként adtuk
meg. Az egyes denzités értékeket elébb korrigaltuk az adott blot vad mintdinak atlagos
denzitasara, hogy a kiilonb6zé blotokrol nyert adatok biztonsaggal Osszevethetdek
legyenek statisztikai elemzéseink soran. Mind a két trunkdns mutans torzs esetében
szignifikans kiilonbséget észleltiink a 18S alegység pszeudouridilaltsaganak mértékében
(10. tablazat, 19. abra).

60



DOI:10.14753/SE.2020.2435

10. tablazat: A 28S és 18S alegységek pszeudouridin (PU) és RNS denzitdsdnak
hanyadosai négy és fél-6todik fertilizaciot kovetd életnapos, dkcl homozigota trunkans
mutans ¢s heterozigdta’homozigota vad larvakban. A 28S halvany PU festése miatt azt
két esetben nem tudtuk szamszeriisiteni. A 18S alegység pszeudouridilacios értékei a

mutans halakban alacsonyabbak. A 28S alegység esetében ez a tendencia nem

¢észlelhetd.
Genotipus 28S PU/RNS | 18S PU/RNS
dkcl elul/elul_1 - 0,30
dkcl_vad/? 1 0,20 1,21
dkcl elul/elul_2 0,23 0,62
dkcl_vad/? 2 0,76 0,82
dkcl elu8/elu8_3 - 0,66
dkcl_vad/? 3 0,19 1,49
dkcl elu8/elu8_4 0,04 0,83
dkcl vad/? 4 0,02 1,41
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19. abra: A 18S riboszomalis alegység pszeudouridilaltsaganak Osszehasonlitasa
fertilizaciot kovetd négy és fél-6todik életnapos, homozigota trunkdns mutins és
heterozigota’homozigota vad larvakban. A mutans larvakban a 18S alegység

pszeudouridilacidja szignifikans mértékben csokken.
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4.2.8 A dkcl-/- zebrahalakbol kivont RNS-en végzett integritasi mérések eredményei

Az Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000 Pico kittel végzett méréseink
eredményeképpen a riboszomalis alegységeket méretiik szerint kiilonithetjiik el az Gn.
elektroferogramon, ahol az RNS mennyiséggel aranyos fluoreszcens jelintenzitas
abrazolodik a nukleotidban meghatdrozott méret fiiggvényében (20. abra). A méretek
pontos megadasdhoz a létra ad tadmpontot. Amennyiben az RNS nagymértékben
degradalodik (a RIN szam csokken), az alapvonal megemelkedik a riboszomalis
alegység csucsok rovasara, melyek nagyfokt degradacio esetén teljesen el is tlinhetnek.
A négy ¢és fél-6tddik életnapos zebrahal larvakbol kivont teljes RNS mintdkon a 28S és
a 18S riboszomalis alegységek aranyat vizsgaltuk. A 28S/18S arany a trunkans mutans
zebrahal larvakban megemelkedett az egészséges tarsaikhoz képest. A 28S/18S arany
megemelkedésének hatterében a 18S alegység mennyiségének relativ csokkenését

észleltiik (11. tablazat, 21-22. Abra).
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Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000 Pico Kkittel végzett mérések

eredményeképpen kapott elektroferogramok. A mennyiséggel egyenesen aranyos

fluoreszcens jelintenzitds abrazolddik az RNS alegységek nukleotidban (nt) megadott

méretének fliggvényében. A 200 nt alatti mérettartomanyokban a kisebb méretli RNS-

ek, 25 nukleotidnal a mintafelvivé puffer altal generalt cstcs lathatéak. A 18S alegység

~1500-2000, a 28S alegység mérete 2500-4000 nt k6zott van. Az a abrarészen egy dkcl

elu8/elu8 homozigdta mutans, b részén egy dkcl elu8/? heterozigota vagy homozigota

vad larva teljes RNS mintajabol késziilt elektroferogram lathatd, a 18S alegység aranya

a mutansban lecsokken a 28S alegységéhez képest.
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11. tablazat:
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Az egyes, 28S ¢és

18S alegységek gorbe alatti teriiletértékeinek

(fluoreszcens intenzitis/mm?) Ssszehasonlitdsa valamint a riboszomalis RNS 28S/18S

alegységének aranya homozigoéta trunkans mutans és egészséges fenotipusu, négy és

fél-otodik életnapos larvakban. A gorbe alatti teriiletek méretét a futtatott RNS

mennyisége (igy a minta koncentracioja) hatdrozza meg.

Haltorzs, Trunkdns muténs lArvik Heterozig6ta/homozigodta vad
amelybdl a larvak
vizsgalt larvak 28S 18S 28S 18S
szarmaztak | (FU/mm?) [ (FU/mm?) 2851183 (FU/mm?) [ (FU/mm?) 2851185
766,30 418,10| 1,83| 307,10 320,90 0,96
790,70 469,20| 1,69| 578,10 489,30 1,18
400,40 218,80 1,83| 22810 16550 1,38
42560 231,80| 1,84| 16510 118,10| 1,40
elut 144,00 60,70 2,37| 193,50 160,30 1,21
39,60 17,40| 2,28
207,40 80,60 2,57
840,20 43590 1,93
Atlag (FU/mm?) 451,78 24156 2,04| 294,38 250,82| 1,22
98,80 36,80 2,68| 183,70| 11890 154
133,60 46,60| 2,87| 120,90 7590 1,59
155,70 68,70 2,27| 742,60 606,10 1,23
elus 949,00 620,10| 153 81400 799,90 1,02
731,40| 47090 155 1067,50| 832,10 1,28
646,00| 324,60| 1,99
Atlag (FU/mm?) 452,42 261,28 2,15| 58574| 486,58 1,33
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dkel elul/elul dkcl elul/?

dkel elu8/elu8 dkel elu8/?

m 28 S alegység (FU/mm?)
m 18 S alegység (FU/mm?)

21. abra: A 28S és a 18S alegységek mennyiségi ardnya. dkcl homozigota
trunkans mutans €s az egészséges zebrahal larvakbol szarmazo teljes RNS mintakban
(Agilent gélelektroforézist kovetden felvett elektroferogramokon lathatdo gorbe alatti
teriiletek atlaganak egymashoz valo aranya). Piros szinnel a 28S, kék szinnel a 18S
alegységek keriiltek abrazolasra, elul (fenti sor) és elu8 (alsé sor) haltorzsekbol
szarmaz6 mutans ¢és vad fenotipust hal larvakban. A mutans fenotipusu larvakban a 18S

aranya lecsokken a 28S-hez képest (a 28S/18S arany megnd, p=0,032).
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22. abra: dkcl elul homozigota mutans és heterozigota’homozigota vad négy és

fél-6todik életnapos larvakbol kivont teljes RNS mindségi €s mennyiségi elemzésének
eredményei. Homozigdta mutans larvakban a 28S/18S RNS arany megné a 18S

alegység mennyiségének relativ csokkenése miatt.
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5 Megbeszélés
5.1 A podocin-oligomerizaci6 vizsgalata

A podocin-oligomerizaciok fontossagara hivta fel a figyelmiinket, hogy az R229Q
patogenitasa a tarsuld C-terminalis mutaciok fiiggvényének bizonyult *°. Ezen oknal
fogva hangsulyt fektettiink a C-terminalis oligomerizacié folyamatanak megértésére.
Jelen dolgozatban a harom természetben eléfordulé (R286Tfs*17, A317Lfs*31,
F344Lfs*4) és egy mesterséges (F344*) C-termindlisukon valtozé mértékben csonkolt
podocin varidns kapcsolatat vizsgaltuk az intakt C-terminalis régioval rendelkezo vad és
R229Q muténs podocinokkal. Azt tapasztaltuk, hogy azon podocin varidns, mely CTT
régioval egyaltalan nem rendelkezik, azaz mindharom C-terminalis helikalis régioja
hianyzik (R286Tfs*17), nem ad FRET jelet sem a vad, sem az R229Q podocinnal. Ez
az észrevétel megcafolja a podocin kordbban az irodalomban leirt, N-terminalis
dimerizaciora valo készségét 24,

Az R286Tfs*17 podocin podocitdban végzett, itt nem részletezett expresszios
vizsgélatai sordn az a koexpresszalt variansokkal nem kolokalizalt, és azok a
lokalizaciojat nem befolyasolta 2°. Ezen megfigyelések tovabb erdsitették a FRET-
mérésen alapuld kovetkeztetésiink, hogy a podocin kizarolag a C-termindlis régioban
oligomerizalodik. A humén podocinnal nagymértékli homoldgiat mutatd stomatin
fehérje szintén kizarolag a C-terminalis régid révén oligomerizalodik A HI régio
megléte (A317Lfs*31) mar 6nmagaban elegend6 volt a di/oligomerizacidhoz, és a H2,
H2-H3 6sszekotd régio, illetve a teljes CTT régio meglétével 6sszemérhetd FRET-jelet
adott. A kollaboracioban veliink dolgozé MTA-ELTE Fehérjemodellez6 Kutatocsoport,
részben az altalunk beallitott FRET mérésen alapuld modszerrel elsOként kimutatta,
hogy a H1-régié coiled-coil szerkezete révén képes az oligomerizaciora 2. Valamennyi
trunkdns mutdns  szignifikdnsan  eltérd  kotéserdsséget mutatott a  vad
homooligomerekhez képest, amibdl komoly szerkezeti valtozasokra kovetkeztethetiink:
a harom C-termindlis helikalis régid jelenléte vagy hidnya erdsen befolyasolta a
heterooligomerek kozott mért FRET-hatékonysagot. Ezen, nagyon pontosan
reprodukalhaté méréseket molekularis dinamikai vizsgéalatokkal is aldtdmasztottuk. Az
R229Q erdsebben kotdtte a vad podocint, mint sajat magat, valamint az ismerten

patogén tarsulasaban (R229Q-F344Lfs*4) mas tendenciat mutatott FRET méréseinkben
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a vad podocinnal valo tarsulashoz képest. Az R286Tfs*17 mutacio is tobb olyan
aminosavcserét okoz, melyek onmagukban dominans negativ hatast fejthetnének ki az
R229Q podocinnal szemben, az oligomerizaci6 hianya azonban magyarazza a dominans
negativ hatas elmaradasat. Ezidaig az interallelikus interakciok hatterében csak
szerkezeti modell alapjan tételeztiink fel koros oligomerizaciét. A FRET-mérések
igazoltak, hogy a podocin kizarolag a C-termindlis régidban oligomerizalodik, és mind
az R229Q, mind a dominans negativ mutaciokat tartalmazd C-terminalis hélixek
jelentdsen befolyasoljak az oligomerek szerkezetét. Ezen vizsgalatok megteremtették az
alapjat a patogén és nem patogén podocin oligomerek késébbi vizsgalatanak. A C-
terminalis oligomerizacidé kozvetithet dominans negativ hatast (R229Q-A284V),
melynek hatdsira az R229Q podocin a sejtben reked, de interallélikus komplementaciot
is (F344Lfs*4 és R238S, in vitro kisérlet), melynek hatasara az internalizacio
megakadalyozasa révén segiti az egyik varidns a madsik membran-lokalizacigjat.
Podocitdkban expresszalt podocinok vizsgalataval azt lattuk, hogy a CTT nélkiili,
hypomorph R286Tfs*17 podocin varians is képes kijutni a sejtmembranba. Ebbol arra
kovetkeztethettiink, hogy az oligomerizacidé nem feltétele a membranlokalizacionak, és
a membranba kijutdé podocin még CTT hidnyaban is képes részben ellatni a funkciojat
%8 Felmeriilt ezért, hogy koros dimerek képzSdésének gatlasaval a dominans negativ
hatés, igy esetleg a patogenitas blokkolhato lehet az R229Q podocin patogén tarsulasait
hordoz6 betegekben.

Jelen kisérletek technikai Ujdonsdga, hogy a podocint kordbban nem sikeriilt kivonni
nativ formaban a sejtekbdl, és igy a hetero-oligomerizaciojat sem lehetett ezidaig in
vitro vizsgalni. A FRET-mérés lehet6séget adott a heterooligomerek szerkezetének
kozvetett vizsgalatara.

A vizsgalati eredményiink klinikai szerepe is relevans, ugyanis segit megitélni az eddig
ismeretlen R229Q-val valo tarsulasok koroki szerepét, Osszetett heterozigdta egyének

genetikai tanacsadasat.
5.2 Az DKC1 mutécio hatdsanak vizsgélata

Eddigi ismereteink szerint a DKC1 (és a NOP10) mutacioi kovetkeztében a velesziiletett
diszkeratozis klasszikus tiinetegyiittese (leukoplakia, koromdisztrofia, csontveld

elégtelenség, fokozott tumorkockazat) vagy a stlyos Hoyeraal-Hreidaarsson-szindroma
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(méhen beliili novekedésbeni elmaradas, mikrokefalia, cerebellaris hipoplazia, ataxia,

26,51 ‘mely korképek hatterében a telomerszintézis

somatomentalis retardacid) alakult ki
zavara all. Az irodalomban markansan mas tiinetekkel mutatkozo betegséget ezen gének
mutacio kovetkeztében ezidaig nem irtak le. Jelen kutatasban a DKC1 E206K (és a
NOP10 T16M) 1j mutaciojat azonositottuk egy 1j, nephrosis szinrdomaval,
cataractaval, szenzorineuralis halldcsokkenéssel, enterocolitissszel jaré szindréma
hatterében, mely a velesziiletett diszkeratozis és a HH-szindroma tiineteivel csak
minimalisan fed &t (csontveld érintettség, cerebellaris hipoplazia, enyhe diszkeratozis).
Fiukban kisgyermekkorban letalis, nékben cataractaval, retinitis pigmentosaval ¢és
hallascsokkenéssel jar. A jelen dolgozatban részletezett E206K mutacid patogenitasat
szdmos tény igazolja: (1) a muticid egy, az archedkig visszamenden konzervalt
aminosavat érint: mely minden esetben vagy glumatinsav, vagy aszparaginsav, (2) de
novo alakult ki a csaladban a betegség megjelenésével egyidejiileg, (3) adatbazisokban,
¢és tobb szaz kontroll személyben nem fordul eld, (4) predikcids programok szerint
patogén, ¢és (5) szegregil a betegséggel a csirsejt-mozaikossdgnak megfelelden a
masodik generdcidban, majd szignifikins LOD értékkel a harmadik és negyedik
generacioban. Az E206K mutacié elhelyezkedésénél fogva és szerkezeti ismereteink
alapjan > szerepet jatszik a NOP10 fehérjével val6 interakcioban és a TERC kotésében,
valamint a diszkerin pszeudouridilacioért felelds katalitikus doménjében taldlhato, ahol
mutaciok alig ismertek °'. El6bbiek miatt megvizsgaltuk az E206K diszkerin-NOP10
kotéserdsségének valtozasat, ahol a kotés erdsodését, a kotdfelszin novekedését, a
fehérje dimer strukturajanak rendezetlenné valasat, szerkezeti modellekben pedig a
pszeudouridilacié katalitikus helyének megvaltozasat, a szubsztrat uridin katalitikus
helyt6l valo eltavolodasat lattuk, melyek magyarazzak a mutacié patogenitasat. A T16M
NOP10 mutacio esetében ugyan a kotéserdsség és a kotdfelszin csokkent, azonban a
strukturalis heterogenitas jelentésen megndtt €s a szerkezeti modellekben az E206K
mutacioval azonos hatéssal birt. A diszkerin fehérje lokalizacioja nem valtozott meg, az

E206K diszkerin is a sejtmagban helyezkedik el.
A csalad fit tagjaihoz hasonloan sulyos mértékben érintett leany (IV:4) allapota

hatterében egyenldtlen X-inaktivaciot talaltunk. A lassan o0sztodo szovetekben jelentds

eltolodast (96-98 % -ban a mutans allél aktivitasat), a gyorsabban 0sztodo
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leukocitdkban mar alacsonyabb, 7 éves korban kozel 50-50%-o0s ardnyt talaltunk, mely
arany az ¢letkor eldérehaladtaval a vad javara nétt. Ennek a csokkenésnek a hatterében a
vad allélt expresszald X-kromoszomakat tartalmazoé sejtek pozitiv iranyu szelekcidja all,
mely jol ismert velesziiletett diszkeratozist okozé DKC1 mutéciok esetén is °. Zebrahal
modellt hoztunk létre trunkans mutans haltorzsek generalasaval, melyek homozigdta
formaban sulyos, letdlis, a human fenotipushoz sok ponton hasonlitd6 morfoldgiat
mutattak. A homozigdta recessziv hal larvaknak hiperpigmentalt szemiik, Kkis
allkapcsuk, kisebb, gorbiilt testiik, hipoplazias bels6 fiilik ¢és tobozmirigyiik,
differencidlatlan bélszerkezetiik, csontveld-hipoplazidjuk, perikardialis 6démajuk és
szikanyag eloszlasi zavaruk, hipoplazias pronephrosuk volt, utobbi a nephrosis
szindroméval keresett 0sszefliggésre utalhat. A kis allkapocs vagy madarszerli arc és
hypotrophias kiillem a betegekben is jellemz0, azonban ezt szubjektiv megitélése miatt
nem soroltuk a szindroma f6 tiinetei kozé. Ezen larvak 6t napos életkorban meghaltak,
normalis telomerhossz mellett. Az irodalomban leirt dkcl deficiens egér embriok méhen
beliil elpusztulnak % a homozigdta nopl0 és dkcl mutans zebrahalak az 5-10 napos

kort nem élik tal @

, szintén a telomerhossz rovidiilése nélkiil, mely mas
patomechanizmusra iranyitja a figyelmet. A riboszomalis RNS pszeudouridin festése
soran azt lattuk, hogy a 18S alegység pszeudouridilaltsaga jelent6sen lecsokkent, a
28S/18S arany megnétt. Ezek alapjan a korai letalitds hatterében a riboszomak
miikddési zavara allhat, és nem a telomerszintézis zavara. Diszkeratdzisban is leirtak a
riboszoémak mitkddési zavarat, de az itt leirtakhoz hasonl¢ tiinetegyiittest nem. Az eddig
ismert human DKC1 mutaciok esetében elsdsorban a telomerhossz csdkkenése és nem a
riboszomak miikddési zavara allt a betegség hatterében "> ™. Ennek igazolasa céljabol
mutansokéhoz nagyon hasonld fenotipust észlelt, mely szintén a riboszémak
funkcionalis zavararanak koroki szerepére utal. Szovettani vizsgalatok soran zebrahal
larvakbol készitett metszeteken a sejtciklus elakadasat lattuk. A sejtciklus elakadasa
miatt vizsgalt p53 fehérje szintje megemelkedett, mRNS szinten mennyisége azonban
csokkent. A p53 mRNS csokkenése az IRES zavardval magyardzhatd, mert az arra
alkalmas mRNS-ek (igy szamos antiapoptotikus fehérje) pszeudouridilaciojanak

crer

mennyiségének novekedése mogott az a cellularis stresszben megfigyelt jelenség allhat,
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miszerint ilyenkor a p53 fehérje stabilizalodik (ubikvitin medidlt degradacioja csokken),
ami a sejtndvekedésre gatlo hatassal bir, sziikség esetén apoptozist indukal ™. Ezek
mellett a p53 maga aktivalja transzkripcids szinten (annak promoteréhez kotodve) a
A113p53 anti-apoptotikus izoformat » mely szintjének emelkedését mRNS szinten mi
is észleltik. Az, hogy a sulyos fenotipus p53 medialt sejthalal révén alakulna ki
kizarhat6, mert keresztezett, dkcl és p53 depletalt halakban a fenotipus nem volt
mentesithetd. Brit kollaboransaink a betegek Southern blottal meghatarozott
telomerhosszat rovidebbnek talaltdk az egészséges kontrollokénal, a diszkeratdzisban
megfigyeltekhez hasonld mértékben’®, azonban a klasszikus DC tiinetek ekkor is csak
részben voltak jelen. Szerkezeti modellekben a DKC1-NOP10-GAR1-NHP2
ribonukleoprotein komplexben a mutaciok elvétve esnek csak a pszeudouridilacio
katalitikus helyére, valamint ezen modellekkel a pszeudouridin szintézisének zavarat
magyarazd hidrogén-kotések felbomlasat, szubsztrat uridin katalitikus D125-t81 valo
eltavolodasat lattuk, melyek a két muticid patogenitdsdt magyardzzak ¢és jelen
betegségben legaldbbis részben a pszeudouridilacié zavara mellett szolnak. Itt nem
részletezett, tomegspektrometrids mérések sordn a stlyosan érintett lany (IV:4)
periférids vérébol kivont RNS-ben csokkent pszeudouridin/uridin arany igazolodott 7
éves korban a kontrollokhoz képest, ugyanakkor bdrben és fibroblasztokban ezt nem
lattuk, mely utalhat a pszeudouridilaci6 kiilonboz6 szovetekben 1évo eltérd szerepére. A
betegeknek nincsenek érdemi bortiineteik.

A szamos pszeudouridilacion atesé snRNS, mRNS, rRNS miatt ezen mutaciok hatisa
varhatéan széleskorli és az adott mutacioktol fliggéen bizonyos szervek specificitasa
szoba jon ™" Az RNS-ek atalakitdsainak zavara novekvé szami human betegségbél

ismert . A nemrégiben Galloway-Mowat szindroma hatterében azonositott KEOPS-

crer

. . , 1
szerepel a nephrosis szindroma 8,

A jelen kutatdsban azonositott Uj szindroma, mely hatterében a DKC1 és a NOP10
eddig ismeretlen mutécioi allnak, patogenitasat elsdsorban a pszeudouridilacio és ennek
kovetkeztében a riboszomalis diszgenezis zavardval magyarazzuk, mely magyarazza a

diszkeratozistol kiilonbozé megjelenését.
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6 Kovetkeztetések

1. A podocin kizarolag a C-terminalis régioban oligomerizalodik.

2. A podocin C-terminalis régidjanak mindharom helikalis régidja befolyasolja az
oligomerizaciot.

3. Az F344Lfs*4 dominans negativ hatasat magyarazhatja a frameshift szekvencia

altal kodolt harom aminosav oligomerizaciot befolyasolo hatésa.

4. A diszkerint kodoldé DKC1l gén Glu206Lys mutacidja egy nephrosis
szindroméaval, halldscsokkenéssel, cataractaval €s enterocolitisszel jaré 0j szindromat
okoz, mely fidkban kisgyermekkorban letdlis, ndkben cataractdval, retinitis
pigmentosaval és hallascsokkenéssel jar.

S. A diszkerin Glu206Lys mutéacidja a NOP10 fehérjével valo kapcsolatot
jelentdésen torzitja.

6. A diszkerin Glu206Lys mutacidja a fehérje lokalizaciojat nem befolyasolja.

7. Egy fitkhoz hasonlé mértékben érintett lany stlyos fenotipusat egyenltlen X-
kromoszéma inaktivacié okozta. A fehérvérsejtekben a diszkerin Glu206Lys mutécio
jelentds negativ szelekcidhoz vezetett az életkor elérehaladtaval.

8. A homozigéta dkcl nullmutans zebrahalban a human fenotipus fenokopiaja
akkor alakul ki, amikor a telomerhossza még normalis, de a 18S rRNS
pszeudouridilacidja csokken és a 28S/18S rRNS hanyadosa mar megnd.

9. Az 10 szindroma nem a telomerhossz csokkenésébdl, hanem legalabb részben a

riboszomalis RNS pszeudouridilaciojanak csokkenésébdl fakad.
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7 Osszefoglalas

A podocin a C-terminalis régio révén oligomerizalodik. Interallélikus interakcidit a C-
terminalis oligomerizacio kozvetiti. A C-terminalis hélixek a podocin kotéserdsségét €s
szerkezetét jelent6sen befolyasoljak, igazolva a podocin-oligomerizacidban betoltott
szerepiiket. Az R229Q patogén tarsuldsaiban a domindns negativ mutaciok ezen C-
terminalis helixekben talalhatdak, tovabb erdsitve azt a feltételezést, hogy koros
oligomerizacid a felelds a dominans negativ hatasért. Mindezek befolyasoljak az érintett
csaladok genetikai tandcsadasat, tovabba ezek alapjan a koéros oligomerizacid gatlasa

felmertil mint terapias lehetdség.

A diszkerin mutécio, melyet a vizsgalt csalddban azonositottunk, egy 1j, nephrosis
szindromaval, cataractdval, szenzorineuralis halldscsokkenéssel, enterocolitisszel jard
korképet okoz, amely csak kis mértékben mutat atfedést az eddig ismert diszkeratdzis-
formakkal. Emberben a mutacié fiagyermekekben letdlis, ndkben enyhe fenotipussal,
cataractaval, retinitis pigmentosaval, hallascsokkenéssel jar. Egyenldtlen X-inaktivacio
a lanyokban is sulyosabb megjelenési formahoz vezethet. A null mutacié zebrahal
modellben homozigdta forméban a human érintettekhez hasonlé fenotipust, korai halalt
okoz normalis telomerhossz mellett. Az E206K (halban E201K) a pszeudouridilacioért
felelds katalitikus doménben helyezkedik el, annak csokkent funkcidja révén a
riboszomak muikodésének zavardhoz vezet. A 18S riboszomadlis alegység
pszeudouridilacidjanak kifejezett csokkenése a 18S alegység relativ mennyiségi
csokkenése révén a 28S/18S arany novekedéséhez vezet. Jelen korképet elsésorban a

pszeudouridilacios és riboszoma diszfunkcioval jaro korképek kozé soroljuk 26,31,51
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8 Summary

Podocin oligomerizes through its C-terminal region. The R286Tfs*17 frameshift mutant
lacking all the three C-terminal helical regions is not able do dimerize, does not
influence the localization of other podocin variants and so can not mediate interallelic
interactions. While R286Tfs*17 localizes to the podocyte cell membrane it shows, that
oligomerization is not preequisite for membrane targeting. The first C-terminal helical
region makes the podocin capable of dimerization. Interallelic interactions, dominant
negative effect and interallelic complementation are mediated through the C-terminal
helical region via oligomerization. The disruption of pathogenic associations might be
in the future a potential therapeutic target. It is important to distinguish pathogenic and
benign R229Q-associations. The prediction, if the frequently carried R229Q and other
C-terminal mutations are likely to be pathogenic or not has an outstanding clinical

significance and should be a part of genetic counselling % 2.

The identified novel DKC1 mutation causes nephrotic syndrome, cataracts,
sensorineural deafness and enterocolitis, which symptoms just partially overlap with the
symptoms of dyskeratosis congenita, the most well known disease associated with the
mutations of this gene. This newly described syndrome is lethal in boys, typically
before the age of three years, and leads to cataracts and hearing impairment in women.
Unequal X-inactivation can lead to severe symptoms in affected girls as well.
Homozygous dkcl zebrafish mutants recapitulated the human phenotype, and died at an
early stage, with a normal telomer length. The E206K dyskerin localises to the catalytic
domain putative in pseudouridylation. We observed that dkcl mutant zebrafish had
impaired pseudouridylation and so a decreased amount of the 18S ribosome subunit,
resulting in an increased 28S/18S ratio. We suggest this novel disease to be part of the

pseudouridylation defects and ribosomal biogenesis disorders ¢ 3151,
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