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1. Bevezetés

A szteroid-rezisztens nephrosis a  gyermekkori  kronikus
veseelégtelenség 6-7 %-aért felelés. Ezen beliil elkiilonitiink
genetikai és immunologiai formakat. A genetikai formak hatterében
kivétel nélkiil a glomerularis filtracios barrier fehérjéit kodolé gének
(NPHS2, WT1, NPHS1, MYOL1E, TRPC6, INF2) mutcioi allnak. A
glomeruldris filtracios barriert fenesztralt endothel, bazalis membran
¢és podocita labnyulvanyok alkotjak. Leggyakrabbabban a podocitak
fehérjéit kodold gének érintettek a szteroid-rezisztens nephrosis
(SRNS) genetikai formainak kialakulasaban. Genetikai formak
esetén az immunszupressziv kezelés indokolatlan és a betegség a
transzplantalt vesében nem ujul ki, ezért donté jelentdségli az
immunmedialt formaktdl valé elkiilonitése.

Kutatasom egyik témaja az NPHS2 gén altal kodolt podocin fehérje.
Az NPHS2 biallélikus mutacioi 10 éves korra rendszerint
végstadiumu veseelégtelenséghez vezetnek, a velesziiletett ¢és
csecsemOkori  szteroid-rezisztens  nephrosis = 15-39%-aért, a
gyermekkori 13-14%-aért felelosek. A podocin fehérje kizarolag
podocitakban expresszalodik. Integrans membranfehérje, a stomatin
csalad tagja, ahhoz hasonléan homooligomereket képez. A
nephrinhez  kapcsolodik, igy a glomerularis résmembran
alkotoeleme. Emellett intracellularis jelatvitelt kozvetit, mellyel a
podocitak kornyezethez valo alkalmazkodasat segiti elé, de pontos
funkcidja eziddig nem ismert.

Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy az NPHS2 gén gyakori
variansa (R229Q, MAF: 3,6%, rs61747728) csak meghatarozott
transz-asszocialt varidnsokkal egyiitt patogén. Ilyen modon
homooligomert képzé fehérjék kozvetithetnek interallelikus
interakciot: eldsegithetik vagy gatolhatjak a masik allél altal kddolt
fehérje miikodoképességét. A jelenség a bioldgiaban régrdl ismert,
human autoszomalis recessziv betegségekben azonban eziddig nem
volt az. Az észrevétel azon alapult, hogy az NPHS2 ezen gyakori,
eddig nem pontosan ismert patogenitasu allélja, mely genetikai



SRNS miatt gondozott betegekben egyértelmii dusulast mutatott,
homozigdta formaban nem, csak bizonyos, a gén két utolso (7-8.)
exonjaban 1évé mutacidokhoz tarsultan volt patogén. A koédolt fehérje,
az R229Q podocin, a vad podocinhoz hasonldan oligomerekbe
rendezédik. Korabbi ismeretek szerint a podocin N- és C-termindlis
része is részt vesz az oligomerizacioban, a kiilonb6zé6 domének
pontos szerepe ebben nem ismert. A jelenséget in silico
fehérjeszerkezeti modellek  segitségével részben  szerkezeti
eltérésekkel magyaraztak, az R229Q podocin rigidebb szerkezetet
mutatott. Sejtkulturaban végzett fehérjelokalizacios kisérletekkel
ezen patogén tarsulasok esetén a podocin fehérjék membranba vald
kihelyezOdése gatolt wvolt. A fenti észrevétel alapvetden
meghatdrozza a diagnosztikat, igy a terapiat, és a genetikai
tanacsadast is. Ha egy sziil6par egyik tagja az 1-6. exonokban hordoz
mutéciot, a masik pedig az R229Q podocin varianst kodold allélt,
akkor a gyermekiik nem lesz érintett.

A kutatds masik témaja egy Gj DKC1 mutacié hatasanak vizsgalata,
mely gén mutécidja genetikai SRNS hatterében ezidaig nem volt
ismert, csak velesziiletett diszkeratézis és Hoyeraal-Hredarrson
szindroma hatterében. Utobbiak a telomeropatiak, a telomer
megrovidiilésébol fakadd betegségek. A velesziiletett diszkeratdzis
klasszikus tiinetei a leukopldkia, koromdisztrofia, csontveld
érintettség, korai 6regedés és fokozott tumorkockazat. A Hoyeraal-
Hreidarsson szindroma mentalis retardacioval, epilepsziaval,
mikrokefaliaval, cerebellaris  hipoplaziaval, intrauterin  és
novekedésbeni elmaradassal, progressziv pancitopéniaval jaro,
csecsemd-¢és kisgyermekkorban letalis kimeneteli korkép. A DKC1
gén altal kodolt diszkerin fehérje a telomerdz komplex része. A
telomerdaz reverz transzkriptazzal (TERT), a telomerdz RNS
komponenssel (TERC), a NOP10, NHP2 és Garl fehérjékkel egyiitt
ribonukleoprotein komplexet alkot. Két f6 feladatot 1at el: a
telomerek meghosszabbitasat, mely az osztodo sejteket a korai
Oregedéstdl, apoptozistdl védi, valamint a pszeudouridilaciot, mely a
természetben az egyik leggyakrabban latott poszttranszkripcios RNS



modositas, ami az RNS-ek stabilitasat és toretlen funkcidjat segiti
elé. A diszkerin elsdsorban a kis nukleolaris és a riboszomalis RNS-
ek pszeudouridilaciojat végzi. A telomer-betegségek hatterében
valamennyi komplexet alkotd gén és egyéb tarsulo fehérjéket kodolod
gének érintettek lehetnek. Amennyiben a DKC1 mutacidi okozzék a
betegséget, azok elsésorban a gén 5 és 3° végén helyezkednek el. A
pszeudouridilacios domént kddold régioban eddig 6sszesen csak két
mutaci6 ismert, mindkett stlyos Hoyeraal-Hredarsson szindromat
okoz.

Az SE lsz. Gyermekklinikan észlelt, 0j, nephrosis szindromaval,
cataractaval, hallascsokkenéssel és enterocolitisszel jaré szindroma
vizsgalatat kezdte el korabban a kutatocsoportunk. Egy stlyosan
érintett roma szarmazasu fiigyermek volt az els6 index beteg, ezt
kovetéen végzett csaladfaclemzés vilagitott ra, hogy a betegség a
csaladban 3 generacion keresztiil fellelheté. A fik érintettsége
sokkal sulyosabb, az esetek nagy részében 3 éves korra letalis, az
érintett ndk cataractaban, olykor retinitis pigmentosiban és
hallascsokkenésben szenvednek, mely alapjan az X-hez kotott
oroklésmenet volt valdszinli. A szindroma hatterében a gén
azonositasa az SE 1. sz. Gyermekklinikdn és kollaboracidoban a
Parizsi Necker Korhazban és a Kolni Egyetemen tortént. A 16kusz
azonositasa kapcsoltsagi analizissel tortént, az X kromoszoma
hosszu karjan sikeriilt azonositani egy 5 megabazis méretli régiot
(X928, logarithm of the odds 3,01), mely feltételezte a koroki
mutacio de novo megjelenését a nagysziildi generacioban. Mivel
rendelkezésre alltak haploidentikus, de nem érintett férfiaktol is
mintdk a nagysziildi generaciobol, a régid célzott Uj generacios
szekvenalasa tortént az index betegben és egy nem érintett
haploidentikus felnbttben. Ezen modszer segitségével egy kodold
régidban elhelyezkedd pontmutaciot, az emlitett p.Glu206Lys-t
kodolo mutaciot sikeriilt azonositani a DKC1 génben. A mutacio
300, koztiik 100 roma kontroll egyénben nem volt jelen, a predikcios
programok szerint patogén, és egy evoluciésan jelentGsen (az
archedkig visszamenden) konzervalt régiot érint, igy ez a
p.Glu206Lys-t kodold mutacié koérokinak tekinthetd. Az ujonnan



azonositott, Glu206Lys diszkerint kodold6 DKC1l muticié a
pszeudouridilaciés domént érinti, és tiineteiben a diszkeratdzissal
csak néhany ponton fed at (csontveld érintettség, enyhe
diszkeratozis).

Brit kollaboransaink (UCL Great Ormond Street, London) a NOP10
génben azonositottak egy j homozigota mutaciot, mely a Thr16Met
aminosavcserét kodolja. A Thrl6Met szintén a pszeurouridilacids
katalitikus zsebben helyezkedik el, és a két érintett aminosav a
komplexben egymassal kapcsolatban all. Sem a DKC1 Glu206Lys,
sem a NOP10 Thrl6Met hatasara nem szakad meg a két fehérje
kapcsolata. A homozigota NOP10 Thrl6Met altal okozott fenotipus
a p.Glu206Lys-t hordoz6 fiukéval nagymértékben megegyezik.



2. Célkitizések

1. A podocin C-terminalis dimerizacidjanak megértése a
természetben eléforduld csonkold podocin mutaciok
heterooligomerizacidra gyakorolt hatasanak vizsgalata révén.

2. A p.Arg229GIn (R229Q) oligomerizaciora gyakorolt
hatasanak meghatarozasa in vitro expresszalt nativ podocin fehérjék
kozott mért FRET-hatékonysag révén.

3. Egy 1j, szteroid-rezisztens nephrosis szindromaval,
hallascsokkenéssel, cataractaval és enterocolitisszel jaré korkép
hatterében azonositott koroki mutacié fehérje-interakciora és
lokalizaciora gyakorolt hatasanak vizsgalata.

4, A human DKC1 mutaciénak megfelelé mutacié 1étrehozasa
zebrahalban.
5. A dkcl mutans zebrahal torzsekben a fenotipus és a

telomerhossz, illetve a pszeudouridilacié kapcsolatanak vizsgalata.



3. Mddszerek
A podocin oligomerizaci6 vizsgalata

A podocin oligomerizacié vizsgalatahoz a fehérje C-terminalis végét
(C-terminal tail: CTT) érint6 trunkans mutans podocin fehérjéket
hasznaltunk, a vad vagy R229Q podocinnal képz6d6 heterodimerek
kozotti kotés valtozasait figyeltiikk. A harom trunkans mutans az
R286Tfs*17, az A317Lfs*31, az F344Lfs*4 podocin voltak, emellett
kiegészitésiil egy mesterségesen létrehozott F344* podocint is
vizsgaltunk. A CTT régié harom helikalis elembdl (H1,2,3), egy
ugynevezett internalizacios (TVV337-339)-motivumbol és 6sszekotd
szekvenciakbol all. Az R286Tfs*17 podocin nem, az A317Lfs*31
podocin egy (H1), a F344Lfs*4 és a F344* podocinok két intakt
helikalis elemet (H1, H2) és a TVV-motivumot tartalmazzak. Az
F344Lfs*4 és a F344* podocinok csak egy harom aminosavbdl allo
(Leu-Thr-Tyr) frameshift szekvencidban kiilonb6znek egymastol.

Podocint expresszalo plazmidok felsokszorositdasa

A human podocinvariansokat kodold plazmidok kollaboracios
partnereinktdl szarmaztak. Kompetens baktériumokban, antibiotikum
rezisztencia alapjan felsokszorositottuk, plazmid kivond Kkittel
transzfekcios  tisztasdgban kinyertik, Sanger szekvenalassal
ellendriztiik 6ket. Az expresszalt podocinok N-terminalis HA
(epitop)-taget hordoztak.

A podocinvariansok tranziens expresszioja, immunprecipitdcioja és
peptidelucioja

A podocinvariansokat standard moddon fenntartott human
embrionalis vesesejtekben (HEK298), tranziens moédon (kalcium-
foszfat alapt modszerrel) expresszaltuk. Az inkubacids idot
kovetdéen proteaz-inhibitor mellett a HEK298 sejteket lizisnek
vetettik ala. A teljes fehérjelizaitumot HA-ellenes primer
monoklonalis antitesttel inkubaltuk. A fehérje-antitest

s



magneses gyongyokhoz rogzitettik. A  gyongy-antites-fehérje
komplexet harom alkalommal lizispufferben mostuk. A nativ
podocin fehérje kinyeréséhez a folyamat utolsé Iépéseként a
podocinok antitestr6l vald levalasztasat kompetitiv —elucioval
végeztiink el, talsulyban szintetikus HA-peptidet adva az oldathoz. A
nativ podocinok meglétét a kinyert oldatokban Western blottal
ellendriztiik.

Nativ  podocinok  jelolése  fluoroforokkal,  fluoreszcencia-
spektroszkdpia

Az egyes podocinvariansokat kiilon kémcsovekben, tizszeres
koncentracidban hozzaadott fluorofér festékmolekulakkal festettiik
meg. A megfestett podocitak oldatat sziirén engedtiik at, hogy a
szabadon maradt festékmolekuldk ne maradjanak az oldatban. Az igy
1étrejott festett podocinokat parosaval elegyitettiik, az elegyités
kovetkeztében heterodimerek (is) tudtak képzddni. Az elegyitett
podocinokon az egyik festékmolekula mindig donor, a masik
akceptor molekula kellett legyen. A donor és az akceptor kozott
létrejovo fluoreszcens rezonancia energia transzfert mértiik (FRET).
A donor altal emittalt, akceptor altal elnyelt energia mértéke utal a
két molekula kozotti kotés er6sségére, ezt nevezziik donor élettartam
csokkenésnek, ¢és  abbol  szamitott =~ FRET-hatékonysagnak.
Valamennyi mérést harom alkalommal ismételtiik, legalabb két
kiilonb6z6 expressziobol szarmazoé fehérjék kozott. A harom mérés
atlagat vettiik eredményiil.

Statisztika

A statisztikai ellen6rzést ANOVA és Tukey HSD post hoc tesztekkel
végeztik (Statistica 13.2 szoftverrel).



Az 1j diszkerin mutécio6 hatasanak vizsgalata

Diszkerint és NOP10-et expresszalo plazmidok létrehozdsa

Bakterialis expresszios vektorokban megkaptuk kollaboransainktol a
vad, a p.Ala353Val (gyakori DC mutans) diszkerin és a NOP10
fehérjék CcDNS-ét. Polimerdaz lancreakcio (PCR) segitségével
restrikcios helyeket és epitop taget (Flag, V5) hozzaadva a kodold
szekvenciakhoz human expresszids vektorokba iiltettiik at a cDNS-
eket. A plazmidokat a podocint kodold plazmidokhoz hasonldan
sokszorositottuk fel és készitettiik eld a transzfekciora. Sanger
szekvenalassal ellendriztiik a 1étrehozott szekvenciakat.

Mutans diszkerin és NOP10 plazmidok létrehozasa

A p.Glu206Lys diszkerint és a Thrl6Met NOP10-et kodolo
plazmidokat PCR alapt helyspecifikus mutagenezissel hoztuk létre.
Fontos 1épései ennek a mutagenezis PCR-t kovetd ligacid, ugyanis a
DNS polimeraz erre nem képes, valamint a templat DNS-ek
elemésztése, ezt kovetden a korabban mar emlitett 1épések
(transzformacio, plazmidtisztitas, Sanger szekvenalas) kovetkeztek.

Nyomdsperturbacios fluoreszcens spektroszkopia

A diszkerin és NOP10 fehérjék expresszidja, immunprecipitacioja,
peptidelacidja a podocinokhoz hasonldan tortént. A Glu206Lys
diszkerin-vad NOP10 és a vad diszkerin-Thrl6Met NOP10
fehérjeparokat vizsgaltuk és hasonlitottuk Gssze a vad diszkerin-
NOP10 kapcsolataval. A két fehérje oldatihoz egy 8-Anilino-
naftalin-1-szulfonsav (ANS) nevii fluorofort adtunk hozza, mely
apolaris felszinekhez képes kotddni, kdtddésekor pedig fluoreszcens
jelintenzitasa megnd. A fehérjék oldatban egymaéssal kapcsolatban
lépnek. A fehérjeoldatot a tér minden iranyabol nyomasnak (0-3500
bar) kitéve a dimerek disszocialni kezdenek, a szabadda valé apolaris
felszinekre pedig bekdt az ANS. Az, hogy mely nyomas mellett nd
meg a fluoreszcens jelintenzitds és milyen mértékben megkdzelitdleg
korrelal a két fehérje kozotti kotofelilet méretével és a kotés



erdsségével. A vizsgalattal leirt paraméter a fluoreszcencia intenzitas
a nyomas fliggvényében, szamitott paraméterek a disszociacios
alland6 (10-es alapu logaritmusa, a pKd) és a disszocidcidé kozben
bekdvetkezett molaris térfogatvaltozas. A goérbe menetébdl a
strukturalis heterogenitasra is kovetkeztetni lehet, 6sszehasonlitd
jelleggel. A méréseket harom alkalommal ismételtiik, legalabb két
kiilonboz6é expressziobol szarmazo fehérjén. A nyomasperturbacios
méréseket az SE Biofizikai és Sugarbiologiai Intézetével
kollaboracioban végeztik (Dr. Schay Gusztav). A modszer
kiegészitéseképpen szintén kollaboracioban az ELTE Fehérje-
modellezd Kutatocsoport és Szerkezeti Biokémiai Laboratoriumaval
(Dr. Karancsiné Dr. Menyhard Doéra) molekularis dinamika (MD)
modszerével in silico fehérjeszerkezeti modellekkel gazdagithattuk a
latott képet.

A human diszkerin lokalizaciojara vonatkozo immuncitologiai
vizsgalatok

A human vad, Glu206Lys és Ala353Val diszkerinek lokalizacidjat
francia kollaboracioban (Imagine Institute, Parizs), standard modon
tenyésztett human immortalizalt podocita sejtvonalon végeztiik.
Kollagénnel boritott fedélemezre tettiik ki és (non-liposzomalis
mddszerrel) tranziensen transzfektaltuk a sejteket. N-terminalis flag-
taget viseld diszkerinekkel monoexpressziot végeztiink. Inkubaciot
kovetden a sejteket paraformaldehiddel fixaltuk, séoldattal mostuk,
nyal eredetii primer, monoklonalis, flag-ellenes antitesttel
inkubaltuk. Ismételt mosasok utan fluorofor konjugalt, nydl antitest
ellenes szekunder ellenanyaggal végeztiik a jelerdsitést, majd Gjabb
mosasok, sejtvaz- (phalloidin) és sejtmag (Hoechst)-festés, végiil
fedés kovetkezett. A képeket konfokalis mikroszkoppal elemeztiik.

Zebrahalak genotipizaldsa, mutdns zebrahalak azonositdsa

Az ELTE Genetikai Tanszékének Zebrahal Kutatocsoportjaval
(Dr.Varga Maté) szoros egylittmikodésben CRISP/Cas9 rendszerrel
a human p.Glu206Lys és a p.Ala353Val DKC1-et kddolé mutacioval
ekvivalens mutéciokat terveztiink létrehozni zebrahalban. Ennek



megfelelden a zebrahal 7-es és 11-es exonjat céloztuk meg a vezetd
RNS-el. A létrehozott mutaciok szlrését zomében a SE Lsz.
GyermekKlinikan végeztiik allélspecifikus PCR-el és Sanger
szekvenalassal. Az injektalt embriokbol a dezoxiribonukleinsavat
(DNS) dechorionalas utdin NaOH oldattal és melegitéssel vontuk ki,
a DNS-t tovabbi alkoholos kicsapasos modszerekkel tisztitottuk PCR
tisztasagiva. A kiszlirt, tovabbi vizsgalatokra szant embridkat
fenntartottuk heterozigéta haltorzsek formajaban. Ettdl kezdve a
szlirés  farokuszobdl  tortént,  allélspecifikus PCR  vagy
fragmensanalizis modszerével. Fragmensanalizissel mar egy bazisnyi
hosszkiilonbség is lathatova valik, inzerciok és deléciok vizsgalatara
alkalmas modszer. Valamennyi PCR-hez a primereket Sequencher
(4.9) programmal terveztiik meg.

Dkcl-/- és dkcl +/? genotipusu zebrahal ldrvikon végzett dramldsi
citometrias vizsgalatok a telomerhossz meghatarozasara

Tiz-tiz homozigota mutans (dkcl-/-) és homozigbta vad vagy
heterozigota (dkcl+/?), 6todik fertilizaciot kovetd életnapos larvabol
trikain-metan-szulfonatos érzéstelenitést kovetéen nyert izolalt
sejteken végeztiikk az aramlasi citometrias méréseket. A folyamat
Iépései  dechorionalas, Na-hipokloritos tisztitds, —mechanikus
roncsolds, kollagenazos emésztés, sziirés, Biirker-kamraban
sejtszamlalas voltak (hogy mindig azonos mennyiségli sejtet
festékkel torténd jelolése kovette (erre alkalmas Kkittel). A teljes
kromoszéma is jelolésre keriilt egy masik tipust festékkel, igy a
GO/G1 allapotu sejtekre tudtuk korlatozni a méréseket. A sejteket
BD FACSAria aramlasi citométeren (BD Biosciences) analizaltuk
Dr. Toldi Gergely és Dr. Florentina Sava segitségével. A mérést
harom alkalommal ismételtiik.

Dkcl -/- és dkel +/? genotipusi halakon végzett \Western blot
vizsgalatok (dkcl, p53)

Hat-hat homozigéta mutins és homozigota vad vagy heterozigota
larvabol masodik, negyedik és 6todik (fertilizaciot kdvetd) életnapon



elézetes érzéstelenitést kovetéen erre kifejlesztett protokoll szerint
fehérjét vontuk ki. A mintakat Western blottal vizsgaltuk. A primer
ellenanyagok nyulban termelt poliklonalis diszkerin ellenes valamint
egérben termelt monoklonalis p53 ellenes antitestek voltak (kiilon
blottokon). A fehérjemennyiség azonossiagat az azonos szadmu
kiindulasi larvan tul gamma- vagy alfa-tubulinnal kontrollaltuk. A
denzitometrias méréseket ImageJ szoftverrel végeztiik.

X-kromoszoma inaktivacio mértékének meghatirozasa human
sejtekben

Periférias vérbol nyert leukocitakbol, borbdl és fibroblasztokbol
kivont mintakbol hatdroztuk meg a X-kromoszoéma inaktivacid
mértékét a shlyosan érintett beteg lanyban és édesanyjaban. A
mintakbol RNS kivonast majd reverz transzkripciot végeztiink, az
igy létrejott komplementer DNS-en (cDNS) pedig a Glu206Lyst-
kodolo mutaciora allélspecifikus, Tagman-probaval kiegészitett
kvantitativ PCR-t. Agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik a
termékeket. (Az primerek specificitasarol a vizsgalat eldtt, mutans és
vad plazmid higitasi sorok segitségével gy6zOdtiink meg.) A
kvantitativ. PCR eredményét LightCycler Analysis Softwerrel
értékeltiik, mely a megadja a kiindulasi templat DNS mennyiségével
aranyos feltorési ciklusszamot (Cp érték). A vad és mutans allélra
specifikus primerrel tortént PCR-ek Cp értéke kozotti kiilonbség
alapjan szamoltuk ki a vad és mutans mRNS-ek, igy az aktiv vad és
mutans X-kromoszomak mintaban 1évo aranyat
(Xotu06Lys20=100/(2(CPCI20LysCrved) 1y Harom  mérés  atlagat

értékeltiik.

Vad és mutans zebrahal térzsekbdl kivont RNS-en vegzett immuno-
northern blot technika

12-12 homozigdéta mutans és homozigota vad vagy heterozigota,
négy ¢és fél-6todik fertilizacidt kovetd életnapos larvabol végeztiink
érzéstelenitést kovetden, protokollok szerint teljes RNS kivonast. Ezt
kovetden Northern blot technikat alkalmaztunk. Az RNS-t
denaturalo agar6z gélben megfuttattuk, a gélekr6l felvételt



készitettink. A gélekb8l az RNS-t nejlon membranra atvittikk. Az
atvitt RNS-t a membrannal UV-sugar alatt keresztkotottik. Ett6l
kezdve egy hagyomanyos Western blothoz hasonléan dolgoztunk:
blokkolas, primer monoklonalis pszeudouridin ellenes antitest,
szekunder antitest, (ezek kozott Oblitések), végiil
kemilumineszcencia alapu el6hivas. E kett6 technika otvozését
nevezzilk immuno-northern blotnak. Az agaréz géleken az RNS-ek
riboszomalis alegységeir6l és a membranokon az alegységeknek
megfeleléen detektalt kemilumineszcens jelekr6l denzitometriai
adatokat vettiink fel (ImageJ szoftverrel): Ezek hanyadosat véve
(pszeudouridin jelintenzitds/RNS mennyiség) tajékozodtunk az
egyes RNS alegységek pszeudouridilaltsagi allapotar6l. Valamennyi
kisérletet haromszor végeztiik el. A Northern blot technikat Nemzeti
Agrarkutatasi és Innovacios Kozpont (NAIK) Mezdgazdasagi
Biotechnoldgiai Kutatointézetében (MBK) kiviteleztiik Dr. Silhavy
Daniel tudomanyos tanacsadd és Szadeczky-Kardoss Istvan PhD
hallgat6 segitségével.

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

Az immuno-northern-blothoz hasznalt teljes RNS mintakkal
megegyezO mintakkal dolgoztunk. A teljes RNS minéségi elemzését,
beleértve a nagy (28S) és kis (18S) riboszomalis alegységek aranyat
un. RNS Pico chipen gélelektroforézissel hataroztak meg szamunkra
egy erre szakosodott laboratériumban (Chromoscience Kft.). A
méréseket harom alkalommal ismételtiik.

Statisztika

A pszeudouridin denzitometria és a 28/18 S riboszémalis alegység
arany eredményeit kémmintds t-probaval vetettiik Ossze (Statistica
13.2-es szoftverrel).



4. Eredmények
A podocin oligomerizacid vizsgalatanak eredményei

A vad és R229Q podocin homooligomerekben mért FRET-
hatékonysag ~20% volt. A vad-R229Q heterooligomerben a FRET-
hatékonysag ennél is magasabb volt. Az R286fs*17 podocin,
melybdl a teljes CTT régié hianyzik, nem adott FRET-jelet sem a
vad, sem az R229Q podocinnal. Az R229Q, A317Lfs*31, F344Lfs*4
és F344* variansok jelentdsen befolyasoltdk a vad és az R229Q
podocinnal képzett heterooligomerekben mért FRET-hatékonyséagot.
A patogén R229Q-F344Lfs*4 tarsulasban mas tendenciaju valtozas
kovetkezett be az R229Q-F344* heterooligomerhez képest, mint a
vad-344Lfs*4 ¢és vad-F344* heterooligomerekben: vad podocin
esetén a harom terminalis aminOsav megléte novelte, R229Q
podocin esetén csdkkentette a FRET-hatékonysagot.

Az 1j diszkerin mutaci6 hatasanak vizsgalati eredményei

A Glu206Lys diszkerin-NOP10 valamint a diszkerin-Thrl6Met
NOPI0 kélesonhatasanak valtozdasai a vad varianssal valo
asszocidciohoz képest

Nyomasperturbacids fluoreszcencia spektroszkopiaval abrazoltuk a
fluoreszcens jelintenzitds novekedését a ndvekvd nyomas
figgvényében a kiilonbozé diszkerin és NOP10 tarsulasokban.
Mindkét mutacié (Glu206Lys diszkerin és Thrl6Met NOP10)
esetében azt tapasztaltuk, hogy a fluoreszcens jelintenzitas magasabb
nyomasoknal kezd el meredeken emelkedni, és a jelintenzitasok
csticsa mindkét mutacio esetében jelentésen alacsonyabb, mint a vad
tarsulasokban. A szamitott eredmények koziil a pKd érték, mely
aranyos a kotéserdsséggel, a Glu206Lys diszkerin esetében
szignifikdnsan magasabb, Thrl6Met NOP10 esetén szignifikansan
alacsonyabb volt a vad diszkerin-NOP10 parokéhoz képest. A
kotofelszinek mérete tendencidjaban valtozott csak, el6bbieknek



megfelelden (mutdns diszkerin esetében nétt, NOP10 esetében
csokkent). A dimerek strukturalis heterogenitdsa és szerkezeti
elemeinek szdma mindkét mutacié esetében szignifikdnsan megnott,
Thrl6Met NOP10 esetében Ilényegesen nagyobb mértékben. A
molekularis dinamikai vizsgalatok megmutattdk, hogy a Glu206
diszkerin a Thrl6 ¢és a Lys18 NOP10-hez hidrogénkétéssel
kapcsolodik. Mindkét mutacié hatasara megszakadnak ezen
hidrogénkotések. A pszeudouridilacidért felelds, katalitikus diszkerin
Asp125 mindkét mutdcio hatasara eltavolodik a szubsztrat uridint6l.

A vad és Glu206Lys diszkerin lokalizaciojanak vizsgalata

A Glu206Lys lokalizacidja a korabban ismert gyakori DC muténs, az
Ala353Val-hoz hasonléan immuncitologiai vizsgalat alapjan nem
valtozott meg (a mutans diszkerin tovabbra iS a sejtmagban
helyezkedik el).

A CRIPSR/Cas9 injektdlast kovetben kisziirt mutdans zebrahal torzsek

A human Glu206Lys és Ala353Val diszkerinnel ekvivalens
mutaciokat nem tudtuk zebrahalban létrehozni, helyette tobb
inzerciot, deléciot és kereteltolodassal jaro indelt sziirtiink ki mind a
7-es, mind a 11-es exonban. Végiil egy 7-es (#17/elul) és egy 11-es
(#7/elu8) exont érinté trunkans mutaciéo hatasaval foglalkoztunk
részletesebben. A homozigdta mutans larvak fenotipusa sok
tekintetben emlékeztetett a betegek fenotipusara. Makroszkoposan
kisebb, gorbiilt testet, kisebb, hiperpigmentalt szemet, szikanyag
eloszlasi zavart ¢és perikardialis odémat lattunk. Szovettani
vizsgalatok sordn abnormalis szem- ¢és tektumszerkezetet,
lencsehomalyt, emelkedett sejtciklus-marker (ccnD1, PH3) szinteket,
éretlen belsé fiil- és bélszerkezetet, alacsonyabb WT1-pozitiv
podocita-szamot,  koros  tobozmirigy  szerkezetet,  éretlen
csontveldszerkezetet (gatal, ragl) és hipoplazias allkapcsot lattunk.
Legkésobb az otodik fertilizaciot kovetd életnapon a nullmutdns
zebrahal larvak elpusztultak. A nullmutansokban a fertilizaciot
kovet6 harmadik életnapon a dkcl mRNS szintje jelentés mértékben
csokkent, negyedik életnapon diszkerin fehérjét sem tudtunk mar



kimutatni (a 2. életnapig még kitartott az anyai dkcl mRNS-ek
hatésa).

Az aramlasi citometriaval meghatdrozott telomerhossz meérések
eredményei

Az otodik fertilizacidt kovetd életnapon a vad ¢és nullmutins
zebrahalak telomerhossza 1ényegében nem kiilonb6z6tt egymastol.

A dkcl-/- zebrahalak p53 szintje

Az 6todik fertilizaciot kovetd életnapon a nullmutans zebrahal
larvakban a p53 szintjének megemelkedését észleltiik. Kettés mutans
(dkcl -/- és pb3 -/-) zebrahalakban a letalis fenotipus nem volt
mentesithetd.

Az X-kromoszoma inaktivacios mérések eredményei

A Glu206Lys mutans allélt expresszald X-kromoszoémak aranya a
stlyosan érintett leany periférias sejtjeiben 7 éves koraban 40%, 13
éves kordban csupan 26%, a 36 éves édesanyaban pedig mar
gyakorlatilag nem volt kimutathatd, az életkor elérehaladtaval tehat a
mutédns allélt expresszald X-kromoszoémat hordozéd sejtek aranya a
vérben csokkent. A lassabban 0szt6do sejteket tartalmazo hasborbol
és a fibroblasztokbol kivont RNS mintakban lényegesen nagyobb
aranyban, 96 és 99 %-ban expresszalodott a mutans allél, utalva arra,
hogy a ledny sulyos érintettsége egy egyenldtlen X-kromoszéma
inaktivacié kovetkezménye.

A dkcl-/- mutdns zebrahalak riboszomdlis RNS-pszeudouridildcidja

Az immuno-northern blot technikaval a riboszoméak kis (18S)
alegységét sikeriilt érdemben megfesteni (a 28S egységek kevésbé
festddtek meg). Nullmutans larvakban a 18S riboszémalis RNS
alegység pszeudouridilacidja szignifikans mértékben csokkent.



A dkcl-/- zebrahalakbdl kivont RNS-en végzett integritdsi mérések
eredményei

A 28S/18S arany a trunkdns mutins zebrahal larvakban
megemelkedett az egészséges tarsaikhoz képest. A 28S/18S arany
megemelkedésének hatterében a 18S alegység mennyiségének
csokkenése allt.



5. Kovetkeztetések

1. A podocin  kizarélag a  C-termindlis  régidoban
oligomerizalodik.
2. A podocin C-terminalis régidjanak mindharom helikalis

régidja befolyasolja az oligomerizaciot.

3. Az F344Lfs*4 dominans negativ hatdsdt magyarazhatja a
frameshift szekvencia altal kodolt harom aminosav oligomerizaciot
befolyasold hatasa.

4. A diszkerint kodolé DKC1 gén Glu206Lys mutacidja egy
nephrosis  szindromaval, hallascsokkenéssel, cataractaval és
enterocolitisszel jar6 j szindromat okoz, mely fitkban
kisgyermekkorban  letdlis, ndkben  cataractaval,  retinitis
pigmentosaval és hallascsokkenéssel jar.

5. A diszkerin Glu206Lys mutacidja a NOP10 fehérjével valo
kapcsolatot jelentésen torzitja.

6. A diszkerin Glu206Lys mutacidja a fehérje lokalizaciojat
nem befolyasolja.
7. Egy fiakhoz hasonlé mértékben ¢érintett lany stlyos

fenotipusat egyenlétlen X-kromoszoéma inaktivacidé okozta. A
fehérvérsejtekben a diszkerin Glu206Lys mutacié jelentés negativ
szelekciohoz vezetett az életkor el6rehaladtaval.

8. A homozigéta dkcl nullmutans zebrahalban a human
fenotipus fenokdpidja akkor alakul ki, amikor a telomerhossza még
normalis, de a 18S rRNS pszeudouridilacidja csokken és a 28S/18S
rRNS hanyadosa mar megné a 18S alegység mennyiségének
csokkenése miatt.

9. Az 10j szindroma nem a telomerhossz csokkenésébdl, hanem
legalabb részben a riboszomalis RNS pszeudouridilacidjanak
csokkenésébdl fakad.
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