)

Diszkerin mutaciok in vivo és in vitro jellemzése
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Gukde Home sapiens
o T Mus musculus .
(= Danio rerio - PR, N . &
:':;:A Daniorerio ¢ 567_S68insGTG A nuIImutans'Iarvak klsgbb’ feJ'e szamos
g i Danio rerio ¢.566. S67insTCATGGT rendellenességet mutat: példaul, mint azt
= a mellékelt Alcian Kék festés is mutatja, a
r L . e e i 5 i 5 diszkerin hianyaban nem jon létre a
CRISPR/Cas9 alapu genomeditélas segitségével, a zebradanio dkc1 gén 6. exonjaban két PRI Y em jon
ML 11}
: /“*‘““J:”“‘ﬁ,”""‘ . mutaciot hoztunk Iétre. Az egyik (c.566_567insTCATGGT) eredményeként egy frameshift larvalis llkapesokat kialakit porc.
m\ + meboons . MUtacio korai STOP kodon megjelenését eredményezi, a masik (c.567_568insGTG) pedig
Imsmvww,nw"""ﬁ\-\ egy Val inszerciét eredményez a fehérje egy kiilondsen konzervalt doménjében.
Genomic Targot B ake1"? - 5 dpf dket - 5dpf

Sequence
Alcian Kek festés
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" Kulénésen meglepd eredmény, hogy a dkc1elu/elut
AC566_567insTCATGGT mutécié révén Iétrejove [ o  J Q halakban a retina és tectum opticum (TO) teriiletén a
nonszensz allélra homozigéta egyedek (dkcTelmeluT) az ake1*” » seg{t_?fk keptglle’r:jgktkllepnl a sejtciklusbdl és elkezdeni
egyedfejlédés dtodik napjan szamos jellegzetes fejlodési . a differencialodast.
rendellenességet mutatnak: (1) kisebb és gorbiiltebb 7 olutfoll
test, (2) kisebb szem,(3) sziv-6déma, (4) deformalt o dkel cenDf  dkel cenbi
belséfiill,(5) lassabban fogy6 szikanyag. [ 3 \/‘F
Q\ dke ,9!:1!19#\!!
N R Szdvettani vizsgalatok azt mutatjak, hogy —
\x‘ .3.\" mind a retina, mind a TO tertiletén 7~
&é’ 6"9 megnylt, epithelialis jelleg(, { ]
differencidlatlan progenitor sejtekre
diszherin Western-blottal igazoltuk, hogy a dkc el /elut emlékeztetd sejtek taldlhatok.
egyedekben nem jon létre funkcionalis diszkerin enzim. ~
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Neutral Red festés

Varga Maté

/
zebradanié mutaciok / / . "
el . J A diszkerin enzim az RNS leggyakoribb \ gﬁﬁ?ﬁ;g;&”"°’u’°°"°"
as musculis BOGRCRRC Aol = [ poszttranszkripcios médosulasat, \ \ 7000 atm-ig ellenél specidlis
) nia rerio e a pszeudouridilaciét katalizalja, amellett, hogy \ | mintatart6 és ehhez kapcsol6do
R s gongoinie o 3 . | kritikus résztvevéje a telomeraz komplexnek. spekirométer
: - A diszkerin pszeudouridilaciot katalizald SE Biofizikai Int.
| | régiéjanak mutacidit in vivo és in vitro,
human sejtvonalon expresszalt fehérjéken | |
tervezziik vizsgalni, majd a szerkezet /
\ \ szempontjabél értelmezni.
i
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Nyomas perturbacio
A mutécio potencialis hatasai a szerkezet alapjan: 7

a) Befolyasolja a diszkerin-Gar1 kélcsonhatast
Az inzerci6 melletti aminosav (L153) érintkezik Gar1-gyel
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b) Befolyasolja a szubsztrat kotédését R
Az inzercié melletti aminosav (R154) séhidat képez a
szubsztrat & itand6 U10-éhez 6d6 G9 foszfat csoportjaval
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c) Befolyasolja a katalizist
Az inzercié a szekvencidban az aktivéciés hurokhoz kézeli
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8C,
K : disszociéciés allando.
Reakcio r nus vizsgalata QM/MM kkal
J Afluoreszcencia mérések adataira a fenti 6sszefliggés illesztésével
kozvetleniil a disszociacios allando, és AV, az aktivacios térfogat
. . L 380 meghatarozhaté.
Javasolt mechanizmusok (a, b és c) 1. Iépése
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Az addicié modell molekulaknal

nem jatszodik le.
Fehérje-RNS hatasa?

Sy2 reakceio a szerkezettel nem
egyeztethetd 6ssze

Magas energiagat modell molekulaknal
Fehérje-RNS hatasa?

A vizsgélt mutacié hatdsara a fehérje komplex miga
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