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Bevezetés

Az extracellularis matrix felépitése

Az extracellularis matrix (ECM) a sejten kiviili tér makromolekulainak rendezett
sejtek kozott, szovetté szervezi azokat, és részt vesz kommunikaciojukban. Novekedési
faktorokat és citokineket kot, megszabja a sejtek polaritasat és sajatos niche-t képez az
6ssejtek szamara (Erickson és Couchman, 2000; Hynes, 2009; Wang és mtsai, 2008). Az
ECM els6dleges szerepet tolt be a bor, a csontok, az iziileti porcok, a vérerek és mindennem
kotoszovet szerkezetének kialakitasaban, igy a tobbsejti allati 1ét szinte elképzelhetetlen lenne
nélkiile (Boute és mtsai, 1996; Hynes, 2012; Jones és mtsai, 2007).

Az ECM egy specialis valtozata a bazdlis membran, ami egyfajta hatarolo funkciot lat
el. Megtalalhat6 a borben: ezen iilnek a bor epitélsejtjei; az erek falaban: ehhez kotédnek az
endotélsejtek; a vese glomerulusaiban, ahol a fenesztralt endotélt fesziti ki — utobbi
létfontossadgu a vese, el6bbi a vér-agy gat fiziologias mitkddése szempontjabol. Jelen van a
cochledban, a szaruhartydban és a szemlencsében is. A mezotéliumot (melliireg, hasiireg,
szivburok /perikardium/ membranja), a meningotéliumot, a szindviumot részben ez alkotja.
Boritja a vazizomrostokat, €s tapadasi feliiletet biztosit a simaizmok szdmara, megtalalhato a
Schwann- ¢és a zsirsejtek koriil is. Szintézisét altalaban az epitél-/endotélsejtek végzik,
muslicaban azonban elsésorban a hemocitak termelik (Bosman és Stamenkovic, 2003; Bunt
¢s mtsai, 2010). A hemocitak tobb mint 90%-a plazmatocita, melyek a makrofagokhoz
hasonld fagocitotikus szereplik mellett az extracelluldris matrix alkotoit is szintetizaljak
(Martinek €és mtsai, 2008). A maradék néhany szazal¢k egyik része, a kristalysejtek specialis
funkcidt latnak el: a patogének elleni melanizacios reakciot katalizaljak (Lebestky és mtsai,
2000), mig a korokozd hatasara differencialodd lamellocitak nagyméretli idegen testeket
képesek tokba zarni (Markus és mtsai, 2009).

A bazalis membran fajonként és szervenként rengeteg kiilonb6z6 molekulabol allhat,
felépitésében mégis oroszlanrészt vallalnak a kollagén szupercsalad tagjai. Ezeken kiviil
megtalalhatéak benne a lamininek, a proteoglikanok, a gliikozaminoglikanok, a fibronektin, a
perlekan és a nidogén (Martinek és mtsai, 2008; Sasaki és mtsai, 2004; Timpl és Brown,
1996; Timpl és mtsai, 1979).



A bazalis membran (vagy membrana basalis) két nagyobb egységre bonthat6: a bazalis
lamindra ¢és a retikuldris laminara. A bazalis lamina nem-fibrillaris kollagénb6l, nem kollagén
jellegli glikoproteinekbdl és proteoglikdnokbol all. A retikularis lamindt proteoglikan
matrixba agyazott fibrillaris kollagén alkotja (Sanes, 2003). A két réteget VIl-es tipusu

kollagén kapcsolja 6ssze (Keene és mtsai, 1987).

A kollagén szupercsalad osztalyozasa

»A kollagén egy nagyon érdekes fehérje” (Pauling és Corey, 1951). Kitiintetett
szerepét mutatja, hogy minden ECM-ben megtaldlhato legalabb egyféle kollagén. A kollagén
szupercsaladot kilenc, kiilonbozé molekularis szerkezetii és kiilonbozd funkcidkat ellato
kollagén csalad alkotja (I. tablazat, Kadler és mtsai, 2007; Myllyharju és Kivirikko, 2004
alapjan). Ezek mai ismereteink szerint emberben Gsszesen 28 fajta kollagént és tobb,
kollagénszerli doménnel rendelkezd proteint foglalnak magukba (Ricard-Blum és Ruggiero,
2005; Ricard-Blum, 2011). Ezek nagy részét egy-egy gén kodolja; kivételt képez azonban a
IV-es tipusu kollagén, melynek hat génjét irtak le emberben (COL4A1-A6) és Kkettot
Drosophila melanogasterben (col4al/Cg25C/Dcgl/CG4145 és col4a2/vkg/CG16858) (Natzle
¢s mtsai, 1982; Yasothornsrikul és mtsai, 1997). Az egyes gének szerkezetileg és
funkciondlisan nem azonosak, kiilonbségeikrdl a kovetkezo fejezetekben ejtiink szot.

Vizsgalodasunk targya az elsdként részletesen elemzett bazalis lamina alkotd, a IV-es
tipusu kollagén (Chung és mtsai, 1979). A 1V-es tipust kollagént a halozatalkoto kollagének
kozé soroljak: ez képezi az alapmembranok szerkezeti vazat, ehhez kapcsolddnak egyéb

jarulékos fehérjék, amiken keresztiil a matrixhoz horgonyzodnak a sejtek.

A Kkollagén IV gének Kkromoszomalis lokalizacioja és a kollagén IV molekularis

szerkezete

A Drosophila melanogaster IV-es tipusu kollagénjeit a coldal és a col4da2 gén
kodolja. A két gén kozvetleniil egymas mellett taldlhatdé a mdsodik kromoszéma 25C
savjaban, egymashoz ,,fej a fejhez” elrendezésben illeszkednek.

A kollagén molekulat az N-terminalis 7S domén, a kollagén alegység ¢€s a C-terminalis
NC1 domén alkotja. A két, relative rovid terminalis domén kozott talaljuk a kollagén
alegységet, ami muslicaban és emberben is hozzavetdleg 1400 As-bol épiil fel. Ez a szakasz
Gly-X-Y ismétlodésekbdl all, ahol X leggyakrabban prolint, Y pedig 4-hidroxiprolint jelent

7



(Ricard-Blum, 2011). Ezeken kiviil taldlunk még lizint és ennek poszttranszlacios
modositasaval keletkezd valtozatat, az 5-hidroxilizint. Jelentéségiik a kollagén molekulak

kozotti keresztkotések kialakitasaban van.

Kollagén csalad Kollagén gén
Fibrillaris 110 1LV, X XXV, XXV
FACIT = Fibrillum asszocialt, X, XII, XIV, XVI, XIX, XX,
megszakitott triplahélixet tartalmazo XXI, XXII, XXVI
kollagének
Halozatalkotd (hexagonalis) VI, X
Halozatalkoté (kollagén IV tipusi) v
Gyongyos filamentumok VI, XXVIII, (XXVI)
Horgonyzo6 fibrillumok \41
Transzmembran doménnel rendelkez6k XIHI, XVI, XX, XXV
Endosztatin-képz6k XV, XVII
Triplahelikalis kollagénszer(i domént Clq, adiponektin, fikolin,
tartalmazo fehérjék acetilkolin-észteraz,

ektodiszplazin

I. tablazat: A kollagén szupercsalad osztalyozasa

A kollagén hélix tulajdonsagai, kialakulasa

A kollagén trimer (1.F abra) Osszeszerelddése soran harom kollagén molekula, azaz
harom fehérjeszal alkot egy protomert. Az egyes fehérjék balmenetes poliprolin II tipust hélix
alakban tekerednek fel; ennek jellegzetessége, hogy az a-hélixnél nyitottabb, nagyobb az egy
fordulatra szamolhatd emelkedése. A harom molekulabol kollagén szuperhélix all 6ssze, ami
az egyes szalak konformdciojatol eltéréen jobbmenetes. Az igy kialakuld negyedleges
struktarat hidrogénhidak tartjak 0ssze: a Gly peptidkotésben 1évé N—H csoportja és a masik
kollagénszal prolinjanak C=0O funkcids csoportja, tovabba a Gly C=O csoportja egy
vizmolekuldn keresztiil egy masik szal X pozicioban 1évd aminosavanak N-H csoportjaval
alakit ki kotést (Kramer és mtsai, 1999; Ramachandran és Kha, 1954).

Részletes vizsgalatok kimutattdk, hogy a triplahelikélis kollagén molekula

Osszeszerelddését a C-termindlis NC1 domén iranyitja: itt taldlhatok azok a specialis
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felismerdhelyek, melyek a kollagén egységek kivalasztasaért feleldsek. Itt kezdddik el a
proteinek egymas koriili feltekeredése, a negyedleges szerkezet kialakulasa (Khoshnoodi és
mtsai, 2006). A felismerShelyeknél csak az Osszeilld fehérjék képesek kapcsolodni, ami
megmagyarazza, hogy az elvileg lehetséges nagyszamu variacioé koziil in vivo csak harom
fordul ¢lé6 (Boutaud és mtsai, 2000). A triplahélixek Osszetétele rendre (Al)2(A2),
(A3)(A4)(A5), illetve (A5),(A6).

Egy érdekes kiilonbség figyelhetd6 meg a kollagének kozott. A fibrillaris kollagének
gyakorlatilag tokéletes, megszakitasok nélkiili (folyamatos Gly-X-Y ismétlédések)
triplahelikalis As-lancat alapul véve a tobbi kollagén mind tobb hibahelyet tartalmaz, ami a
Gly-X-Y ismétlddésekben talalhatoktol eltéré aminosavak beépiilését jelenti. Ezeknek fontos
szerep jut molekulak kozotti interakciok, kotéhelyek és a térbeli szerkezet kialakitasaban

(Hwang és mtsai, 2010).

A 1V-es tipusu kollagénbol felépiilo halozatok

Az emlitett termindlis domének feladata a triplahelikélis protomerek dsszekapcsoldsa
is: az ezek kozt 1étrejovo kotések teszik lehetévé az alapmembranok kollagén IV haldzatanak
kialakulasat: négy protomer képes kapcsolddni N-termindlis 7S doménjeiken keresztiil. A C-
termindlis NC1 domének szintén alkalmasak redukalhaté intermolekularis keresztkotések
kialakitasara két protomer hat-hat meghatarozott metioninja és (hidroxi-)lizinje kozott
(Vanacore ¢és mtsai, 2009). Az igy kialakulo halézat mintazata a drotkeritésre emlékeztet,
ezért az angol nyelvli szakirodalomban a ,,chicken-wire” névvel illetik (Gordon és Hahn,
2010).

A IV-es tipusu kollagénekbdl Iétrejové haldézat protomer Osszetétele nem
véletlenszerli, hanem ugyanolyan specifikus, mint az egyes protomerek szalosszetétele. A
Homo sapiensben eléfordulé haromféle protomer ugyancsak harom, kiilonb6zé Osszetételii
halozatot alkot, noha a lehetséges kombinaciok szama hét.

Az ¢€lévilagban legelterjedtebb az (A1),(A2) - (Al),(A2) haldozat, ami a szivacsoktol
kezddd6en minden allattorzsben eléfordul, a legtobb alapmembrannak alkotorésze (Leys és
Riesgo, 2012). A masodik dsszetétele (A3)(A4)(A5) - (A3)(A4)(A5), ezekben szintén azonos
protomerek képezik a szerkezet alapjat. Ezzel a kombinacioval a vese glomerulusaiban, a
tiidoben, a herében, a cochledban illetve a szemben talalkozhatunk. Ett6l eltér a harmadik

tipus, ami a boérben, a simaizomban, a nyelécsében és a Bowman-tokban fordul eld, itt
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ugyanis (Al1)2(A2) - (A5),(A6) sszetételli halozatokat talalunk (Borza és mtsai, 2001). Az
ember embrionalis fejlddése soran a vesében is az (Al),(A2) - (Al),(A2) halozat jelenik meg
elészor. Ezt valtja az érgomolyagok alapmembranjaban a (A3)(A4)(A5) - (A3)(A4)(A5), a
Bowman-tokban pedig beépiil mellé a COL4AS és a COL4A6 gén terméke, amik igy egyiitt
hozzak 1étre a mar emlitett (Al)2(A2) - (A5)2(A6) haldzatot (Boutaud és mtsai, 2000; Hudson
¢és mtsai, 2003).

A 1V-es tipusu kollagén poszttranszlacios modositasai és azok létrejottét katalizalo

enzimek

A kordbban emlitett modositott As-ak létrehozdsdhoz hidroxildz aktivitdsu enzimek
szikkségesek, amiket prolin-, illetve lizin-hidroxilazként ismeriink. Mikodésiikhoz
molekularis oxigént és a-ketoglutarsavat igényelnek. A folyamat soran az a-ketoglutarsav
szukcinatta alakul, mig a Pro vagy Lys As oldalldnca a negyedik vagy az 6todik szénatomon
egy hidroxil csoporttal egésziil ki. A Hyl-ek gliikéz vagy galaktéz kapcsolodasaval
glikozilalodhatnak is. Ezen torténések az endoplazmatikus retikulumban jatszoédnak le.

A prolin- és lizin-hidroxilaz aktiv centrumaban Fe?* ion foglal helyet, ami miikodés
kézben Fe®* jonna oxidalodik. Az enzimek regeneraciojahoz, azaz a Fe* ion redukalasahoz
C-vitamin sziikséges. Ha ez nincs kell6 mennyiségben jelen, akkor az enzimek nem képesek
hidroxilalni az oldallancokat, nem alakul ki a fehérjék végleges szerkezete, igy a kotdszovet
meggyengiil. Ez az oka, hogy a skorbutos betegek fogai meglazulnak, kihullanak, foginyiik
vérzésre hajlamos. Mind a prolin-, mind a lizin-hidroxilaznak harom-harom izoenzime ismert
emberben (Myllyharju, 2003; Valtavaara és mtsai, 1998).

Fontos szerep jut a protein-diszulfid izomeraznak is: a lancon beliili és a lancok
kozotti diszulfid-hidak képzddését katalizalja, a prolin-hidroxilaz B-alegységeként részt vesz
annak miikodésében, illetve megakadalyozza a kész kollagén molekuldk id6 eldtti sszeallasat
(Myllyharju és mtsai, 2001, Kivirikko és mtsa,1998, Myllyharju, 2003).

A szintézis soran egy kollagén specifikus chaperonra is sziikség van, ez a HSP47
(Nagai és mtsai, 2000). Az N-, és C-terminalis prokollagén-peptidazok a fibrillaris kollagének
végleges szerkezetének kialakitdsdban jutnak fontos szerephez, ezekkel bdvebben nem
foglalkozunk.

A lizil-oxidaz a triplahelikalis egységek kozotti keresztkotések kialakitasat végzi. Ezek
a szerkezetstabilizalo Osszekottetések haromfélék lehetnek: az elsd tipusnal a lizil-oxidaz a

lizin oldallincdnak negyedik szénatomjat oxidalja aldehiddé, mikdzben az aminocsoport
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ammoniumion formdjaban tavozik. Az igy kialakuld lizin-aldehid egy masik fehérje lizin
oldallancaval reagal, aminek eredményeképp egy Schiff-bazis, majd ennek redukalt formaja
jon 1étre. A masodik kotési forma két lizin-aldehid aldol-k6téssé kondenzalodasa. Lehetdség
van harom molekula kapcsolodasara is: két Hyl és egy Lys létrehozhat egy gylris
szerkezetet, amit hidroxi-piridin keresztkotésnek neveznek. A lizil-oxidaznak 6t izoenzimét
irtak le emldsokben, kettét Drosophildban (Molnar és mtsai, 2005, 2003).

A kotészovetek ujjaépiilése soran sziikség lehet a felépitett strukturdk részleges
lebontdsara. Ez a feladat jut a matrix-metalloprotedzoknak (MMP) — példaul a
sztromelizinnek — illetve a szerin- és cisztein-proteazoknak. Az MMP-k Katalitikus
mitkodéséhez Zn** ion sziikséges. Kimutatasuk zselatindz aktivitisuk miatt konnyen
kivitelezheté (Myllyharju és Kivirikko, 2004; Page-McCaw, 2008).

A C-terminalisok k6zott kialakulo, az €éldvilagban eldszor a 1V-es tipust kollagénben
leirt kettdés kovalens szulfil-imin kotések 1étrejotte egy kiilonleges mechanizmus szerint
torténik. A peroxidazin enzim hidrogén-peroxiddal és Br ionnal kélcsonhatva hipobromossav
(HOBr) termelodését katalizalja. Ez reagalva a metionin kénjével, haloszulfonium ion
intermediert képez, amit a (hidroxi-)lizin nukleofil aminocsoportja tamad, igy 1étrejon a kettds
kotés a nitrogén ¢€s a kén kozott (Bhave és mtsai, 2012; McCall és mtsai, 2014; Vanacore és
mtsai, 2009).

A kollagénhez kotheto betegségek

A betegséget okozo mutaciokat hordozd emberi gének 75%-anak van Drosophila
megfeleldje, ami egy nyomoés indok a muslica mint modellszervezet alkalmazasa mellett
(Pandey és Nichols, 2011; Reiter, 2001). Az l-es tipust kollagén bizonyos mutacioi az
oszteogenezis imperfekta (Aszodi és mtsai, 1998), a X-es tipusu kollagén esetén Schmidt-féle
metafizealis kondrodiszplazia kialakulasat indukaljak (Boutaud és mtsai, 2000). Ezen

korképekben a triplahélix, és emiatt a matrix 9sszeallasa gatolt.

Az Alport-szindroma

Az Alport-szindroma klasszikus tiinetei a proteinuria ¢és a hematuria, ami
veseelégtelenségre utal. Kialakulhat siiketség a cochlea, és vaksag a retina és a szemlencse
diszfunkcionalitdsa miatt. A szemlencsét egy alapmembran veszi koriil, amit az epitélsejtek

szintetizalnak. Patologias koriilmények kozott ez lokalisan elvalik a lencsétdl és eldboltosul,
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ezt lentikonusznak nevezziik. Attol fiiggden, hogy ez a szemlencse eliils0 vagy hatulso
felszinén torténik, a neve lentikonusz anterior illetve lentikonusz poszterior. A klinikai
gyakorlatban retinoszkopias vizsgalattal mutathatd ki, megjeldlésére a ,,positive oil droplet
sign” kifejezést hasznaljak, mivel korai stddiumban megjelenése aprd olajcseppekre
emlékeztet. Amennyiben az elvaltozas a lencse teljes felszinét érinti, lentiglobuszrol
beszéliink (Jacobs és Meire, 2000). Kezelése uj szemlencse beiiltetésével lehetséges
(Mavrikakis és mtsai, 2002).

Az Alport-szindroma az esetek dont6 tobbségében az X-kromoszomahoz kototten
oroklédik (OMIM #301050), igy értelemszertien gyakoribb a férfiak korében. Noknél a
betegség enyhébb formaja jelentkezik, sejtszinten mozaikossag tapasztalhaté az egyik X-
kromoszéma inaktivacidja miatt. Ezért a tipusért a COL4A5 gén — ami a 22.3 régidoban
taldlhatd — mutdcioi felelések. A COL4AS ¢és a szomszédos gének delécidja tobb
tiinetegylittest is okozhat: amennyiben a delécio a COL4A5-hoz képest telomerikus FACL4
gént érinti ATS-MR (Alport-szindroma mentalis retardacioval, OMIM #300194) alakul Ki
(Meloni és mtsai, 2002). Megjegyzendd, hogy a tiinetek kozott szerepel mind a méhen beliili,
mind a sziiletés utani fejléddés elmaraddsa, a sziiletéskor elszenvedett agyvérzés vagy a
vérképzési problémak megléte. Ha a centromerikus irdnyba terjed ki a delécio,
leiomiomatézisrdl (OMIM #308940) beszéliink, ami a nyeldcsd, a tiidé horgdi €s/vagy a méh
miometriumanak joéindulati simaizom burjanzasa (Kido és mtsai, 2003). Utobbi gyakran
sziirkehalyoggal és siiketséggel parosul (Anker és mtsai, 2003; Cochat és mtsai, 1988). A
feltart esetek mintegy 15%-4aban autoszomalis recessziv oroklésmenetet sikeriilt bizonyitani
(OMIM #203780); itt a COL4A3 és a COL4A4 gén (2q36.3) hibas alléljei okoztak a beteg
fenotipust. Egészen ritkan talalkozhatunk autoszomas dominans orokléssel is (OMIM
#104200). A COL4A5 és COL4A6 gén kiilonleges, kozos promoterrégioval rendelkezik,
amely szOvetspecifikusan lehetdvé teszi a két gén egyiittes vagy kiilon-kiilon zajld
transzkripciojat (Segal és mtsai, 2001).

A betegség kialakulasanak hatterében gyakran az all, hogy a hibas fehérjelancok nem
tudnak Osszekapcsolodni, ami a beldliikk 1étrejové Osszetett struktira felépiilésének is
szilkséges feltétele. Az egyedi monomerek nagyobb valdsziniiséggel bomlanak le
proteolitikusan, akar hibasak, akar normalis az As szekvencidjuk. Ez azt eredményezi, hogy
nem ¢épil fel az érett, feln6tt egyedekre jellemz6 filtracios barrier és Bowman-tok, a
megmaradd (Al1),(A2) - (Al)2(A2) haldzat pedig nem képes ellatni ezek feladatat. Az
egyedfejlodés soran a vese alapmembranja egyre nagyobb stressznek van kitéve, ezért van

szlikség egy ellendllobb, stabilabb halézatra. Ha ez nem alakul ki, akkor a meglévd gyenge
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szovedék szerkezete lassan felbomlik, a membran megvastagodik, majd eclvalik az altala
Osszekotott két sejtréteg. A betegség lefolydsa lassithatdé vérnyomascsokkentd szerek
alkalmazasaval, a betegség eldrehaladtaval azonban sziikségessé valik a szervatiiltetés
(Hudson és mtsai, 2003; Kashtan, 2000).

A megjelend fenotipus nem egységes, heterogenitasat tobb tényezd okozza.
Egyértelmilen meghatarozza a mutacio helye a génen, ettdl fliggben eltérd sulyossagu
korképek alakulnak ki. Ha a terminalis doménekben torténik valtozas, akkor a mar emlitett
felismerdhely hibaja miatt nehezitett a protomer Osszeszerelodése. Ezt az NC1 domén 12
konzervalt ciszteinje koziil valamelyik cseréje okozhatja. Ha a kollagén régiot érinti a
mutacio, akkor azon a helyen a triplahélix szalai eltavolodhatnak egymastol, a lokalis
olvadaspont jelentdsen lecsokken (Rost és mtsai, 2014). Ennek mértéke fligg attdl, hogy az 0j
As melyik eredeti helyére épiil be. A leggyakoribb a Gly cseréje mas, nagyobb helyigényii

monomerre.

A Goodpasture-szindréma

A Goodpasture-szindroma (OMIM 233450) egy autoimmun betegség. A tiidében
bevérzések jelentkeznek, a vese gyulladt. A szervezet antitesteket termel elsGsorban a vese €s
a tiid6 IV-es tipusu kollagénjének A3 lanca, azon beliil is az NC1 domén ellen. Ezen alegység
vizsgalata két epitop létezését mutatta ki, amelyek a C-termindlis domének egymassal
érintkezd feliiletén taldlhatok. Ez a tény magyardzza, hogy immunreakcio csak akkor
tapasztalhatd, ha a protomert alkotd fehérjeszalak szétvalnak, amiért kornyezeti faktorok
okolhatok: a dohanyfiist és bizonyos szénhidrogének hatdsa bizonyitott. Az anti-GBM
antitestek megjelenése nem feltétleniil vezet nefritisz kialakulasahoz. Ha ez mégis
bekovetkezik, akkor idével az elhalt veseszovet helyét fokozatosan kotdszovet tolti ki. A
betegség kezdeti stadiumaban plazmaferezissel és immunszupresszioval, gyodgyszeresen
legtobbszor prednizonnal kezelhetd. Eldrehaladott allapotu betegeken is ezt az eljarast kell
alkalmazni, mert a vese allapotdnak tovabbi romldsat ugyan nem akadalyozza meg, a
tidovérzés azonban eredményesen kuralhato vele. A kivalasztdé milkodés fenntartasa
érdekében dializis, majd veseatiiltetés sziikséges. Az Alport-szindroéma ¢és a Goodpasture-
szindroma kizarjak egymast, mert az elobbi esetén a proteolizis vagy a delécio miatt nem,
vagy alig detektalhato tobbek kozott az COL4AA3 fehérje, ami az utdbbi betegség esetén az
antitestek célpontja (Hudson és mtsai, 2003).
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HANAC-szindroma

Sokaig nem sikeriilt a COL4A1 mutacidja miatt megjelend fenotipust azonositani, de
végiil 2007-re ez is megtortént: a gén két, egymashoz nagyon kozeli, a 24. és a 25. exonban
talalhato SNP-i okozzak a HANAC-tiinetegyiittest (OMIM #611773). Ez a rovidités magaban
foglalja egyrészt az erek falanak meggyengiilésével Osszefiiggd betegségeket, példaul a
jellegzetes, ,.tekervényes” retindlis artéridkat, agyi aneurizmakat, masrészt a vese szoveteinek
abnormalis fejlédésére visszavezethetd vérvizelést, a cisztak megjelenését ¢és az

izomgoresoket (Alamowitch és mtsai, 2009; Plaisier és mtsai, 2010, 2007).

Walker-Warburg-szindroéma (Muscle-eye-brain disease)

A Walker-Warburg-szindroma  (OMIM  #236670) egy  szemfejlodési
rendellenességekkel, izomdisztréfidval és idegsejt migraciés problémakkal jelentkezd
recessziv genetikai betegség. Altaldban a disztroglikdn poszttranszlaciés modositasainak hibéi
okozzak, azonban nemrég leirtak, hogy a Col4al gén bizonyos valtozatai is eléidézhetik

ezeket a tiineteket egérben (Labelle-Dumais és mtsai, 2011).

Porenkefalia

Az egér Coldal gén egy splice-akceptorhelyének mutacidja az agyi erek
alapmembranjanak patologids megjelenését vonja maga utdn. Az érfal vérnyomadssal
szembeni ellenallasa meggyengiil, ami a sziiletés koriili idészakban elszenvedett agyvérzésre
¢és porenkefaliara (OMIM #175780) hajlamosit. Ezen tiinetek kialakulasaban kornyezeti
faktorok is fontos szerepet jatszanak. A kozelmultban deriilt fény az emberi COL4A2 gén
mutans alléljeinek hasonld fenotipusos megjelenésére (Gould és mtsai, 2005; Yoneda és

mtsai, 2012).

X-hez kotott hallasvesztés

A halldsvesztést a mai napig toObb mint negyven génnel hoztdk kapcsolatba. A
kozelmultban irtak le egy magyar csalad férfitagjainal csecsemdkorban megjelend sulyos,
kétoldali hallasvesztéssel jaro betegséget (OMIM #300914), ahol a fejlddés soran a cochlea

részben elvalik a csiga belsd feliiletétél. A ndk életiikk harmadik vagy negyedik évtizedére
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enyhe vagy kozepesen sulyos halldskarosodasban szenvednek. A betegség X-kromoszomahoz
kotott; az exonszekvenalas soran a COL4A6 gén altal kodolt fehérjét érinté p.Gly591Ser
aminosavcserérdl bebizonyosodott, hogy a leirt tiinetek kivaltoja. Nemrég kimutattak a col4a6
gén expressziojat a zebrahal embrid halloholyagjaban is, ami tovabb erdsiti a homoldg human

gén hallasban betoltott szerepérél kialakitott elméletet (Rost és mtsai, 2014).

ASD (Anterior segment dysgenesis)

Munkdm soran lehetdségem nyilt Dr. Gould laboratériuméban megismerkedni a
Col4al mutaciok okozta elvaltozasok patogenezisével azok egérmodelljének segitségével. Az
ASD (anterior segment dysgenesis) egy tobb tiinetet magaban foglald megnevezés, aminek
megnyilvanulasai a szemfejlodési rendellenességek okozta z6ldhalyog és latasvesztés (Kuo és
mtsai, 2012). Az alapmembran COL4A1 fehérjéjét érintd emberi és egér mutaciok ASD-hez
vezethetnek, hasonléan a COL4A2-hoz (Bai és mtsai, 2009). A patogenezis kiinduldpontjanak
felderitése komoly akadalyokba iitkozik, mivel a COL4A1 fehérje a szem alapmembranjaiban
mindenhol eléfordul, tovabba az ASD kialakuldsaban az eliilsé szegmens tobb szdvete is
szerepet jatszik. Az elsddleges inzultus helyének felderitése érdekében a mutans COL4A1-et
helyspecifikusan fejeztették ki a szem kiilonb6zd struktiraiban. Ehhez az eliils6 szegmens
minden alkotojat érinté, silyos ASD-t eléidéz6 Coldal”** allélt kondicionalis formaban
allitottdk el6 a 41. exon hataraira beépitett LoxP helyekkel (Col4al"™“'). Ezutan a CRE
rekombinazt szovetspecifikusan fejeztették ki (szemlencse, duclécsejt eredetli periokularis
kotészovet, érendotél, pericita), pozitiv kontrollként pedig egy altaldnosan expresszalo
torzzsel keresztezték a kondiciondlis heterozigotakat. Réslampa vizsgalatokkal és hisztologiai
metszetekkel jellemezték az utddgeneracidt, ez utdbbi elkészitésében vettem részt. Az

eredmények egy hamarosan megjelend publikacioban lesznek elérhetok.

Az emésztoszervrendszer kapcsolata a bélbaktériumokkal

Az emésztdszervrendszer epitélrétege folyamatos kapcsolatban all a lumenben
talalhatd mikrobiommal, amely nexust jellemezheti kommenzalizmus, szimbi6zis vagy
patogenicitas (Hooper és Gordon, 2001). A Drosophila melanogaster is a gazda—mikroba
kolcsonhatasok tanulmanyozasara hasznalt egyik kisérletes allatmodell (Tzou és mtsai, 2000).

Az ecetmuslica kizdrolag velesziiletett immunitdssal rendelkezik, ami tobb védekezési
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mechanizmust is magaban foglal, példaul a fagocitozist, a reaktiv oxigéngyokok (ROS) és az
antimikrobialis peptidek (AMP) termelését (Ha és mtsai, 2005; Lemaitre és Hoffmann, 2007).
Az ecetmuslica bélflora-osszetétele nagyon egyszeri, 1-20 filotipus jelenléte mutathatd ki
(Broderick és Lemaitre, 2012; Broderick és mtsai, 2014; Jones és mtsai, 2013). Egy
kozelmultban megjelent tanulmanyban a vad tipusu allatok kommenzalistdi mellett egy
patogént is leirtak: a korabban ismert Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
Acetobacter pomorum ¢és az 0j faj, a Commensalibacter intestine-n kiviil megjelent a
Gluconobacter morbifer is (Roh és mtsai, 2008; Ryu és mtsai, 2008). A kisérletek soran
hasznalt hipomorf caudal (cad) RNAi mutansban megemelkedett az AMP-k
transzkripcidjanak szintje, mivel a CAD az AMP-ket kodold gének atirasat szupresszalta. A
megemelkedett AMP szint a kommenzalista baktériumpopulacio atstrukturalodasat okozta,
ami igy a Gluconobacter morbifer dominanssa valasaval a bél epitélsejtek, majd a
gazdaszervezet pusztulasahoz vezettek 18 nappal a cad mRNS gatlas kezdete utan (Ryu és
mtsai, 2008). Ezen megfigyelésekbdl arra kovetkeztettek, hogy a sejtpusztulas — ami alapvetd
szerepet jatszik a patogenezisben ¢és a legyek elhullasdban — az AMP talexpresszid
kovetkezménye.

A bél barrier funkcidja lehetdvé teszi a tdpanyagok felszivodasat, de megakadalyozza,
hogy a gazdaszervezet potencialisan veszélyes anyagokkal vagy mikroorganizmusokkal
keriiljon kozvetleniil érintkezésbe. A gatrendszer elégtelen miikddése altalaban 1dds
egyedekben figyelhetdé meg és az AMP-k fokozott expressziojaval jar egyiitt (Rera és mtsai,
2012, 2011). Ecetmuslica big bang (bbg) gén null mutansainal mutathato6 ki a barrier funkcio
csokkenése. A BBG fehérje a bélepitélsejtek rekeszes kapcsolddasaiban taladlhatdé meg,
funkcidja utobbiak integritidsanak fenntartdsa. Hidnydban a rekeszes kapcsolodasok
fellazulnak, ezért a mutansra jellemzé az élettartam csokkenése és az eliilsé kozépbél
epitélrétegének kronikus gyulladasa (Bonnay és mtsai, 2013).

A laboratériumunkban fenntartott Drosophila melanogaster torzsek — melyek
dominéns, homérséklet érzékeny (DTS), kondicionalis mutansok — egy allélsort alkotnak,
lévén, hogy mindegyikiik a col4al IV-es tipust kollagén gén egy hibas valtozatat hordozza.
Korabbi vizsgélataink demonstraltdk, hogy ezen egyedek harantcsikolt izomzata sulyos
miopatiat mutat, ami nagymértéki sejtpusztulassal jar (Kelemen-Valkony és mtsai, 2012),
hasonl6 degenerativ folyamatok figyelhet6k meg a bél epitél- és korkords simaizom rétegében
is (1.A-E abra; Kelemen-Valkony és mtsai, 2011). A mutansok élet- és szaporodoképesek
permissziv hdmérsékleten (20°C), de par héten beliil elpusztulnak restriktiv koriilmények

kozott (29°C).
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1. abra: A kozépbél epitél- és izomsejtjeinek kapcsolodasa az ECM-hez permissziv és
restriktiv hdmérsékleten L3-as stadiumu DTS-L3 larvaban; A, C: 20°C; B, D, E: 29°C; mv:
mikrovillusok, n: nucleus, vm: viszceralis izom, L: lipidcseppek, AV: autofagias vakudlumok,
nyil: bazalis lamina, nyilhegy: hemidezmoszoma; 1épték: 1 um (Kelemen-Valkony és mtsai,
2011); F: a kollagén molekula és a beldle felépiild harmas hélix térszerkezete (Lodish és

mtsai, 2010)
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Ceélkituzések

Korabbi vizsgalataink bebizonyitottak, hogy a Kifejlett, DTS-L3 all¢lt hordozo6 coldal
mutansban megemelt hémérsékleten jelentds sejtpusztulas tapasztalhatdo a kozépbélben.
Kivancsiak voltunk, hogy larvédkban is kimutathaté-e ez a jelenség, taldlunk-e TUNEL
festéssel jelolhetd kettés szalu toréseket a bélepitél sejtmagjainak DNS-ében.

Céljaink kozott szerepelt a Drosophila melanogaster EMS mutagenezissel eldallitott
coldal alléljaiban talalhatd mutacios helyek azonositasa. Ezek birtokaban annak bizonyitésa,
hogy a DTS-L3 mutans bélrendszerében megtalalhatdo alapmembran tulajdonsagai és a sejt-
matrix kapcsolatok az aminosavcserét szenvedett COL4Al fehérje beépiilését kovetden
megvaltoznak-e? Vizsgalni kivantuk, hogy az allatokban kronikus gyulladas 1ép-e fel, amit
okozhat a sejt-matrix kapcsolatok meggyengiilése vagy a rezidens mikrobak jelenléte.
Kivancsiak voltunk tovabba az immunrendszer aktivalodasara utald jelenségekre, kiilonds
tekintettel az antimikrobidlis peptidek €s a reaktiv oxigéngyokok termelddésére.

Ezzel Osszefliggésben kivantuk vizsgalni, hogy milyen hatdssal van a tulélésre az
antibiotikumok hasznalata és a rezidens bélflora tenyészetének alkalmazasa a vizsgalt
torzsekben kiilonbozé homérsékleteken. Tovabba arra is szerettiink volna valaszt kapni, hogy

a megvaltozott alapmembran milyen mértékben képes ellatni barrier funkciojat.
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Anyagok és modszerek

Drosophila térzsek

A vad tipust OregonR (OreR) és a col4al mutansok egyarant a széles korben hasznalt
¢leszt6t, kukoricalisztet és szacharozt tartalmazd, propionsavval és hidroxi-metil-benzoattal
kiegészitett normal taptalajon nevelkedtek 20°C vagy 29°C-on.

A laboratoriumunkban fenntartott torzsek a col4al gén dominans, hémérséklet
érzékeny (dominant temperature sensitive, DTS) alléljeit hordozzdk, amik rendre a
kovetkezok: a-30, b-9, b-17, DTS-L2, DTS-L3, DTS-L4, DTS-L5, DTS-L10, melyek
mindegyike melegérzékeny. A mutansokat etil-metan-szulfonat (EMS) mutagenezissel
allitottak el6 (Suzuki, 1970), ami G/C>A/T tranzicidokat okoz (Pastink és mtsai, 1991). A
torzsek eldallitasakor a homérséklet érzékenység meglétét vizsgaltdk, ezt kovette a
térképezés, majd késébb a Cg25C lokuszra esé mutaciok komplementacids analizise. A
torzsek fenntartasat CyRoi balanszer kromoszoma segiti: jellegzetes, konnyen felismerhetd
fenotipusa a porge szarny és a durva felszinii ommatidium. Ennek segitségével szelektalhatok
is az egyedek. A szarny porgesége nem mindig figyelheté meg a permissziv hdmérsékleten
tartott legyeken, de az Osszetett szem felszinének érdessége egyértelmil tampontot nyujt a
szelekciohoz.

A létrehozott 1(2)25Ca DTS/CyRoi egyedek heterozigotak, amik magas homérsékletre
érzékenyek, restriktiv  koriilmények kozott elpusztulnak. A hOmérséklet érzékeny
egyedfejlodési stadium az embriondlis fazis késoi szakasza. A DTS/DTS homozigotak —
akarcsak a balanszer kromoszoma két példanyat hordozok — embridletalisak, kizardlag
DTS/CyRoi heterozigotak alkotjak a Kifejlett kisérleti populaciot. Az allatok permissziv
homérsékleten normalisan fejlédnek, noha kikelésiik nagyjabol egy nappal késleltetett a vad
tipusu legyekhez képest 25°C-on. A heterozigotak restriktiv  hdmérsékleten tartva
egyedfejlodésiik soran folyamatosan hullanak el, nincs éles letalis fazis. A kikeld egyedek
fitnesze csokkent, beleragadnak a taptalajba és megfulladnak. A 29°C-on nevelkedett

ndstényeknél sterilitas figyelhetd meg, petét nem, vagy alig raknak.

TUNEL-jelolés
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A TUNEL-jelolés (Terminal deoxiribonucleotide transferase-mediated dUTP-
fluoresceine conjugate nick end labelling) a gyarto (In situ cell death detection kit, Roche)
el6irasai szerint tortént. Az L3-as stadiumu larvakat 1x PBS oldatban boncoltuk. A boncolast
kovetden 15 percig 4% formaldehidet tartalmazo 1x PBS oldatban fixaltuk a szovetet, majd
haromszor PBST-vel mostuk (0,1% Triton X-100 PBS-ben). Ezt 20 perc permebilizalas
kovette 0,1% Na-citratot tartalmazd6 PBST-ben, jégen, majd a folyadék nagy részét
eltavolitottuk. 90 percig 37°C-on sotétben inkubaltuk az enzim és a dUTP (label solution) 1:9
arany( keverékében, majd PBST-vel haromszor mostuk. A sejtmagokat 1 upg/ml
végkoncentracioji  DAPI oldattal (2-(4-amidinofenil)-1H-indol-6-karboxamidin) festettiik
harom percig, a mintakat fényt6l védve. PBS-sel kétszer mostuk, majd 8 ul ,,mounting

medium” (50 mM PBS, pH 7,4, 50% glicerin) hozzaadasa utan fedélemezzel fedtiik.

Mutacids helyek azonositasa

A primertervezéshez a Primerfox (http://www.primerfox.com) algoritmusat hivtuk

segitségiil. A polimeraz lancreakcioban hasznalt primerek (II. tdblazat) a kdvetkezok:

Név Szekvencia Név Szekvencia

Fla CACGGATAGTGTACATGAGC R1 CATAGCTCTCTTCGATTGGC
F2a GCCTTTAGCAAACTCTCTTG R2 CTCCCTTCTGTCCCATATCG
F3 TCCTCGTTTCCCGTCAAACC R3 CCTTGATACCCATGTCTCCC

F4 TTCAAGGGCAATGCTGGTGC R4 AAACCAATGGGTCCGGTTGG
F5 GGTCTCAATGGTCTGCAAGG R5 TCACCAGGATAGCCAACAGC
F6 TCCCGGAATGGATGGTTTGC R6 TCTCCCTTAGGTCCATTGCG

F7 GAAGGGTGAACCAGGAATGC R7 CGGCAGTGTGCTATTATAGG
F8 TCTGTTGGATACTGCGTAGC R8 GCATTGTTTCGCATTTAATCGG

I1. tablazat: A szekvenalas soran hasznalt primerek

A fragmentek amplifikdlasdhoz hdstabil KAPA Taq polimerazt, Fermentas (Thermo
Scientific) dNTP mixet hasznaltunk az alabbi touchdown pcr protokoll szerint: kezdeti
denaturacio: 94°C, 150 sec, denaturacio: 93°C, 15 sec, annealing: 65°C (-0,6°C/ciklus), 15
sec, elongacid: 72°C, 45 sec, 30 ciklus, végiil 72°C, 180 sec, majd 4°C tovabbi felhasznalasig.

Ezt kovetden a mintdkat 1%-os agardz gélen ellendriztilk, majd amennyiben a megfeleld
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méretli terméket kaptuk, oszlopon tisztitottuk a fel nem hasznalt DNS-t, majd tovabbkiildtiik
szekvenalasra. A fragmentek nukleotidsorrendjét mindkét iranybdl leolvastuk, az SNP-k
meglétét vagy hianyat tobb egyedi reakcidban ellendriztiik. A szekvencidk illesztése az NCBI

(National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Blast

algoritmusaval tortént.

A mikroRNS  kotéhelyeket a  MicroCosm  adatbazissal — azonositottuk

(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/vs/). A fehérjeszekvenciak
illesztés¢hez ¢és a  konzervaltsdg mértékének megallapitasihoz a  ClustalW2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) és a Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)  algoritmusokat hasznaltuk. A  kovetkezd

szekvenciakat hasonlitottuk egymashoz:

a) NP _723046.1 (D. melanogaster, collagen alpha-1(1V)), NP_477190 (D.
melanogaster, collagen alpha-2(1V));

b) COL4A1 ortologok a Drosophila melanogastertél a Homo sapiensig: NP_723046.1
(D. melanogaster, collagen alpha-1(1V)), NP_001116702.1 (Danio rerio, collagen alpha-
5(1V)), XP_420320.2 (Gallus gallus, similar to alpha-5 type IV collagen), XP_343779.2
(Rattus norvegicus, collagen alpha-5(1V)), NP_031762.2 (Mus musculus, collagen alpha
5(1V)), XP_001790185.1 (Bos taurus, collagen alpha-5(1V)), NP_001002979.1 (Canis lupus
familiaris, collagen alpha 5(1V)), NP_000486.1 (Homo sapiens, collagen alpha 5(IV)),
NP_001022662.1 (Caenorhabditis elegans, collagen alpha-1(1V)), XP_004916922.1
(Xenopus  tropicalis, collagen alpha-5(1V)), @ XP_015687838.1  (Protobothrops
mucrosquamatus, collagen alpha-5(1V));

c) Drosophilidae COL4A1 ortologok: NP_723044.1 (D. melanogaster),
XP_002037904.1 (D. sechellia), XP_001968755.1 (D. erecta), XP_002088685.1 (D.
yakuba), XP_001355957.1 (D. pseudoobscura), XP_001962982.1 (D. ananassae),
XP_002021501.1 (D. persimilis), XP_002051848.1 (D. virilis).

RNS kivonas és jelolés, microarray kisérlet, adatelemzés, gPCR

Az egynapos, vad tipusu és a velilk egykoru DTS-L3/CyRoi mutansokat az RNS-
kivonast megel6zden 3 napig 18 illetve 29°C-on inkubaltuk. Szén-dioxidos altatast kdvetden
24 legyet (12 him, 12 ndstény) hasznaltunk egy-egy minta elkészitéséhez, amiket 500 pl
TRIZOL® reagensben (Invitrogen) homogenizaltunk és izoladltuk a gyartoi eldirasoknak

megfeleléen. A DNS szennyezddés eltavolitdsara a mintdk 5 mikrogrammnyi mennyiségeit 1
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egység DNazzal (Ambion RNase-free DNase) 30 percig 37°C-on kezeltiik, amely reakciot az
inaktivacids reagens hozzaadasaval allitottuk le (2 perc, szobahdmérséklet). A microarray
kisérletekben megkovetelt kiindulasi RNS mindség elérése érdekében RNeasy (Qiagen)
oszlopokon tisztitottuk a mintdkat, igy sikeriilt megvaldsitani, hogy a Nanodrop
spektrofotométerrel mért extinkciok aranya (260nm/280nm ¢s 260nm/230nm) minden esetben
2 feletti értéket ért el. Az emlitett microarray kisérethez az Agilent 4x44k Drosophila
platformjat (Agilent ID: 018972) hasznaltuk. 5 ng total RNS-bdl indultunk ki, amit az Agilent

Two-color Quick Amp Kit segitségével jeloltiink. A négy minta kétféle jelolésével (dye-

swap) technikai duplikdtumot hoztunk Iétre, ami igy nyolc mintat (III. tablazat)
eredményezett:
Array 1 1 Array1_2 Array 1_3 Array 1 4
Ore 18°C/ Cy5 Ore 29°C/ Cy5 Ore 18°C/Cy3 Ore 29°C/Cy3

DTS-L3 18°C/ Cy3

DTS-L3 29°C / Cy3

DTS-L3 18°C / Cy5

DTS-L329°C / Cy5

I11. tablazat: A mintak elhelyezkedése az array-en

A jeloléssel ellatott mintdkat 65°C-on, 10-es percenkénti fordulatszdmon, 17 Oraig
hibridizaltattuk az array-re 2x GEx HI-RPM hibridizaciés pufferben. A targylemezeket GE
Wash Buffer 1-gyel majd GE Wash Buffer 2-vel mostuk és Agilent G2505B scannerrel
olvastuk le. A képfajl feldolgozasakor a Feature Extraction Software 8.5 (Agilent
Technologies) volt segitségiinkre. A nyers feldolgozott jeler6sségeket (raw processed signal
intensities) total intenzitdsra normalizaltuk a subarray-ek ko6zotti Osszehasonlithatosag
érdekében. Az igy kapott adathalmazt a kovetkezd négy jellemzd egylittes megléte alapjan

sziirtiik: "green is positive and significant”,

red is positive and significant”, "green is well
above background™ ¢és "red is well above background"”, mivel egy hatterétdl szignifikansan
eltérd foltot nincs értelme dsszehasonlitani egy olyannal, ami ennek a kdvetelménynek nem
felel meg, ugyanis novelnénk a fals pozitiv talalatok szamat. Ezen jellemzOk a szoftver
beépitett mindségellendrzo rendszerének részét képezik; meghatarozasuk soran egyrészt a folt
atlagos intenzitasértékének a hattértol valo eltérése mértékét (kétoldalas t-teszt), masrészt a
hattér- és a jelintenzitas egy eldre meghatarozott aranyat vizsgalja mindkét szin esetében. A

program szignifikans eltérés esetén 1-et, ennek hianya esetén 0 értéket rendel az adott folthoz.
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A normalizalt értékek sziikitett listajat kettes alapu logaritmussa transzformaltuk, két
mintds t-probanak vetettiik ala (egyenld variancidkat feltételezve), kiszirtik a p<0,01
értekeket ¢s atlagoltuk az azonos oligdkhoz tartozd parhuzamos mérésekbdl szarmazd
értékeket. Az adatfeldolgozas soran GeneSpring GX ¢és Microsoft Excel programokat
hasznaltuk.

A vad tipust és a mutans DTS-L3/CyRoi genotipusi egyedek hémérséklet hatasa
megvaltozo miikodést génjeit, illetve azok szervspecifikus kifejezédését kifejlett, vad tipusa
allatban Osszefoglalo VII. tadblazat a VI. tablazat génlistaja alapjan késziilt a FlyAtlas
adatbazisanak (http://flyatlas.org/) felhasznalasaval. Ennek az egyes oligobkhoz rendelt

expresszios értékekeit harom kategoriaba soroltuk: 100-nal kisebb érték alatt alacsony, 100 és
500 kozott kdzepes (+), S00 feletti értékek magas vagy nagyon magas (++) jelzést kaptak.
Ezek alapjan konnyedén megallapithatok a génkifejez6dési mintdzat megvaltozdsa 4ltal

érintett szervek.

A fiiggelék VI. tablazatdban szerepld génlista génontologiai elemzése a Panther
adatbazisaval (http://pantherdb.org/) készilt. Az alkalmazott moddszer a ,Panther
Overrepresentation Test” volt (Release 20160715), a ,,GO Ontology” adatbazis (2016. 08. 22-

1 verzio) ,,Drosophila melanogaster” referencia génlistajat felhaszndlva. Az elemzést a

fiiggelék VIII. és IX. tablazata 6sszegzi.

A microarray eredményeinek validalasa QRT-PCR-rel tortént az eredeti RNS
extraktumok felhasznaldsaval harom parhuzamos mérés atlagolasaval. A cDNS szintézishez
Fermentas RevertAid reverz transzkriptazt hasznaltunk Invitrogen random primerekkel, az
RNS lebomlasat pedig RNaseOut hozzaadasaval (Invitrogen) gatoltuk meg. A qPCR reakciot
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR rendszeren hajtottuk végre KAPA Sybr Fast
Universal qPCR master mix alkalmazasaval az el6irt protokollnak megfeleléen. A
reakcioelegy Osszetétele a kovetkezé volt: 5 ul 2x Master Mix (ROX-végkoncentracio: 10
nM), 1 ul primer (50-800 nM), 1 ul cDNS (100 ng), 3 pl ddH;O. A reakcid
végbemeneteléhez optimalizalt program Iépései ekként alakultak: UDG-eldkezelés: 50°C, 120
sec, kezdeti denaturacio: 95°C, 30 sec, denaturacid: 95°C, 3 sec, annealing €s elongacio:
60°C, 40 sec, az utols6 két Iépés 40 cikluson &t ismételve. Az alkalmazott
primerkoncentraciok beallitdsa soran olvadaspont elemzéssel és agaroz gél elektroforézissel
bizonyosodtunk meg réla, hogy masodlagos termék nem képzddik. Minden méréshez

kalibracios egyenest készitettiink, a génkifejez0dési szinteket a vad tipust allatok 18°C-0s
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értékeihez viszonyitottuk. A C; hatvanykitevit a szamolt reakcidhatékonysaggal és a cDNS
mennyiségével korrigaltuk. Az eredmények megbizhatosagat Student-féle t-teszttel igazoltuk.

A bélben torténd AMP fehérjeszintli termelddésének bizonyitasahoz elsé 1épésben
kereszteztilk az Att-GFP transzgént homozigota formaban, harmadik kromoszéman hordozé
torzset (Tzou és mtsai, 2000) az OreR és a DTS-L3/CyRoi torzsekhez. A legfeljebb 3 napos
kifejlett egyedeket a CyRoi balanszerkromoszoma vesztésre torténd szelekcioja utan harom
napig 20°C illetve 29°C fokon tartottuk. A beleket PBS-ben torténé boncolast kovetden

fluoreszcens mikroszkoppal (Olympus BX51) vizsgaltuk.

Reaktiv oxigéngyokok (ROS) mennyiségének meghatarozasa

Kondiciénként 6tven, legfeljebb harom napos kifejlett egyedet (25 ndstény, 25 him)
450 pl jéghideg PBS-ben homogenizaltunk, majd centrifugaltuk (17,0009, 15 perc, 4°C) és a
tiszta feliluszot hasznaltuk a HyO,, ONOO™ és a fehérje mennyiségi meghatarozashoz,
mintanként legalabb harom parhuzamos mérést végezve. A fehérjét Folin-Ciocalteu
reagenssel hataroztuk meg, BSA (bovine serum albumin) sztenderdet alkalmazva (Lowry és
mtsai, 1951). A spektrofotometridas méréseket Genesys 10S UV-Vis spektrofotométerrel
(Thermo Scientific) hajtottuk végre: a H,O, meghatdrozasa esetén 0,05 mg/ml-es torma-
peroxidaz és 0,1 mg/ml-es o-dianizidin foszfat pufferes (100 mM, pH 6,5) oldatot
hasznaltunk. A H,0, spektrofotometrids mérése 400 nm-en zajlott (Villegas €s mtsai, 1998).
A peroxi-nitrit meghatarozas elékészitésekor a mintakat 1M NaOH-dal (60:1) elegyitettiik,
majd 302 nanométernél abszorbanciat mértiink. A kontrollként szolgald6 mintakhoz 100 mM
kalium-foszfat puffert (pH 7,4, 60:1) adtunk. Az abszorbancianak a peroxi-nitrit bomlasaval
egylitt jar6 csokkenését semleges pH-n mértiik. (Huie, 1993)

Baktériumok izolalasa., 16S rRNS amplifikacio

Torzsenként és kondicionként (legfeljebb 24 oras felnétt allatok, harom nap inkubacid
20°C vagy 29°C-on, mikrohullammal el6z6 nap kezelt, legfeljebb harom napos fiolakban) 6t-
Ot szén-dioxiddal altatott, majd dekapitalt him egyed emésztotraktusat boncoltuk ki — teljes
hosszaban, de a gyomor nélkiil — majd 70%-0s etanolban fertdtlenitettiik a kiilsé felszinét
(Ryu és mtsai, 2008). 100 ul steril SB oldatban (Super Broth: 3,2% pepton, 2%
¢lesztokivonat, 0,5% NaCl) homogenizaltuk, majd 500-szoros higitas utan 80 pl-t

szélesztettiink mannitolos agar (0,3% pepton, 0,5% élesztékivonat, 2,5% mannitol, 2% agar),
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SB agar (Super Broth: 3,2% pepton, 2% élesztékivonat, 0,5% NaCl, 2% agar) vagy MRS
agarra (Scharlau: 10 g/l pepton, 8 g/l hiskivonat, 4 g/l élesztékivonat, 20 g/l D(+)-gliikkoz, 5
g/l natrium-acetat, 2 g/l triammonium-citrat, 0,2 g/l magnézium-szulfat, 0,05 g/l mangan-
szulfat, 2 g/l dikalium-foszfat, 1 g/l Poliszorbat 80, 14 g/l agar) és 25°C-on inkubaltuk. Az
MRS agar a Lactobacillusok tenyésztésére szolgal, ennek ellenére megjelenik rajta az
Acetobacter is kisebb telepmérettel, illetve ennek forditottja figyelhetdé meg mannitolos
agaron, ami elsdsorban Acetobacter fajok novesztésére alkalmas. Az egyértelmiien
elkiilonithetd telepeket felhasznalva kolonia PCR-rel azonositottuk a fajokat. A baktériumok
16S rRNS génjét a 8FE (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) ¢és  1492R
(GGMTACCTTGTTACGACTT) primerparral (Ryu ¢és mtsai, 2008) hasznalataval
amplifikaltuk, majd agar6z gélen tortént ellenérzés utan a Macrogen-hez (Szoul, Dél-Korea)
vagy az Eurofins MWG Operon-hoz (Ebersberg, Németorszag) kiildtiik szekvenalasra. A
kapott szekvenciadkat az NCBI (National Center for Biotechnology Information)
adatbazisahoz (Nucleotide collection) a Blast algoritmus alkalmazasaval hasonlitottuk. A
szekvenciak 98%-osnal nagyobb kiilonbsége esetén két kiilon haplotipusként azonositottuk a

telepeket.

Antibiotikumos kezelés, baktérium etetés, a bél hatarolo funkciojanak vizsgalata

Az antibiotikumos kezeléshez 15-15, legfeljebb 24 oraja kikelt ndstényt és himet
zartunk egy fiolaba. Harom-harom parhuzamos mérést végeztiink az OreR és a DTS-L3/CyRoi
mutanssal, mindkét torzs esetén permissziv és restriktiv hdmérsékleten. Ampicillin ¢és
tetraciklin 50%-os etil-alkoholban oldott keverékét hasznaltuk a baktériumok elleni kiizdelem
soran 500 pg/ml és 50 pg/ml végkoncentracioban. A fioldkat az alkalmazas eldtti napon
készitettiik eld és hatnaponta cseréltiik, szén-dioxidos altatas mellett.

A baktériumok csiraszama hatasanak vizsgalatdhoz az elébbihez hasonldéan 15-15,
legfeljebb 24 oraja kikelt nostényt és himet hasznaltunk. A korabban izolalt Lactobacillus és
Acetobacter torzsek 4 ml SB tapoldatban, 25°C-on ODggo=1 értékig ndvesztett tenyészeteit
hasznaltuk a sterilizalt taptalaj felszinének el6z6 napi beoltasahoz (100 ul/fiola). A beoltashoz
10%, 10" és 10° sejtet hasznaltunk. A masnapi felhasznalasig 4°C-on taroltuk a fiolakat,
melyeket minden nap cseréltiink, szén-dioxidos altatas mellett. Legalabb harom parhuzamos
mérést végeztink az OreR és a DTS-L3/CyRoi torzsekkel permissziv és restriktiv

hémérsékleten.
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A bél barrier funkciojanak monitorozasahoz és a SMURF fenotipus megjelenésének
kimutatasahoz a patentkék V (Patent Blue V; E131; CAS Number: 20262-76-4) nevii
¢telfesték alkoholos oldatat kevertiik a taptalajpba harmincszoros higitasban. A fenti
kisérletekhez hasonloan 15-15, legfeljebb 24 oraja kikelt ndstényt és himet hasznaltunk.
Minden esetben legalabb harom parhuzamos mérést végeztiink az OreR és a DTS-L3/CyRoi
torzsekkel permissziv és restriktiv hdmérsékleten. A megfestett tdptalajt tartalmazo fiolakat a
masnapi felhasznalasig 4°C-on taroltuk, azokat a legyek alatt haromnaponta cseréltiink, szén-
dioxidos altatas mellett. A festés taplalkozas utan lathatova teszi a béltraktust. Amennyiben
kizardlag a belek festddnek, egészségesnek, ha mas képlet is (példaul testiireg, fej) betegnek
(SMURF) tekintettiik az allatot.
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Eredmények

A homérséklet érzékeny col4al mutaciok konzervalt glicin aminosavakat érintenek

Feltételeztiik, hogy a korabban megfigyelt fenotipust a sejtek ECM-hez valé gyengébb
kotddése okozza, amit eldidézhet a sejtek integrin fehérjéi €s a matrix kozotti kapcsolatok
gyengiilése, esetleg a kapcsolodasok szamanak csokkenése. A G/C>A/T tranziciét okozo
EMS kezelés homérséklet érzékeny, misszenz 1ézidkat okozott, amik esetiinkben egy Kicsi,
apolaros As nagyobb térkitoltésli, polaros vagy toltott As-ra cserélodéséhez vezettek. A
mutaciot hordoz6 coldal allélek szekvenalasaval a legtobb esetben a kollagén doménben
talalhato — evoltcidsan er6sen konzervalt — glicin aminosavak cseréjét mutattuk ki (2, 15, 16,
17. abra).

A p.G233E (a fehérje 233. aminosava glicin helyett glutaminsavra cserélddik), a
p.G1025E ¢és a p.G1043S szubsztiticidok integrin-kotéhelyet (konszenzus szekvencia:
GXPGEK; Parkin és mtsai, 2011) vagy annak kozvetlen kornyezetét érintik (IV. tablazat). A
p-G552D aminosavcesere hatasa kozvetett: a GLPGEK ¢és az RGD integrin koté motivumok a
COL4A2 lancon taldlhatok. Ez a csere megvaltoztathatja a triplahélix negyedleges
szerkezetét, igy téve lehetetlenné az integrin kapcsolodasat. Lathatd, hogy két-két allél

16552D1 16552D2 161025E1,

esetében a mutaciok izoallélikusak (colda , colda , illetve colda

Co|4a1G1025E2

). A megfigyelés nem meglepd, mivel hasonléan erds szelekciés nyomassal
végzett mutagenezis C. elegans-ban a col4al(emb-9) izoallélikus (p.G408E) mutansainak
keletkezéséhez vezetett (Guo és mtsai, 1991). A p.G467E és a p.G1393E szubsztiticid
kornyezetében nem sikeriilt ismert motivumot azonositani.

Az eddig Osszegyiilt adatok alapjan az emberi kollagén IV mutaciok esetén
feltételezik, hogy az Gjonnan beépiild aminosav anyagi mindsége megszabja a betegség

fenotipikus megjelenését, amit a sulyos €és az enyhe tlineteket mutatd esetek szdmanak
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aranyaval jellemeznek: a G/E 4,9, a G/D 1,4, a G/S csere 0,7-es értéket ad (Parkin és mtsai,
2011). A p.G1393E mutaci6 kozvetlen kornyezetében a COL4A2 szalon a kollagén
doménben egy rovid szabalytalan szakasz talalhato, ahol a szekvenciaillesztés alapjan csak 6t
aminosav van a parhuzamos COL4A1 szalak hat aminosava helyett.

A glicint kodolo tripleteket érintd tranziciokon kiviil tobb pontmutaciot
azonositottunk. Ezek egy része minden torzsben megtaldlhatd volt, ezért nagy biztonsaggal
kijelenthetd, hogy azokat a balanszer kromoszoma hordozza. A G1882A pontmutacid, ami
p.K288T cseréhez vezet és a G3468A tranzicid, ami p.A1081T szubsztiticiot okoz, olyan
guanin bazisokra van hatassal, amik még a Drosophilidae-n beliil sem konzervaltak (lasd:
szekvencia illesztések a fliggelékben, 17. dbra). A G3602T transzverzio, ami p.K1125N cserét
eredményez, mar egy erdsen konzervalt aminosavat érint (fliggelék: 16, 17. ébra). Ennek
kozelében a COL4A2 szélon integrink6td RGD szekvencia talalhatd (2. abra, fiiggelék: 15.
abra). A csendes mutaciokrol a fliggelék V. tdblazata ad attekintést.

_K__E _‘5“_ P_ | P K_G/E _S _R__P_ GO _T_ R P_ G/ _T
CTTTTCTHCAGG CCAAAGGAATCC CGTCCCGECACT CGTCCCGGCACT
180 %5 130 H €00 €05 b & 5 il 0 5
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A, : . WANANIW,, | 3,
COI’4016233E{0 30) col4a 15467 (h-9) col4a1635201 (DTS-[ 2) col4a1635202 (DTS-[3)
Q _G[E _L_ Q_  _G[E _L E K__G6/S _N | _x D_ G K
GﬁCCr‘ﬂGﬂnTTG GHCCHHG“HTTG GAAAAGGGTAAC CTTGTCTHRCCTT
525 530 625 5?0 515 580 5a5 230 235

1 1 1 1 1 | 1 1

col4a 1510251 (DTS-| 4) Colda1610252 (DTS 15) | colalei04s (DTs110) C0l4a 1573 (h-17)
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2. abra A col4al gént érinté SNP-k kromatogramjai a vizsgalt térzsekben (régi és 1j

elnevezésekkel)
As csere Aminosavszekvencia-részletek illesztése
Allél (COL4Al) | Fehérje (Parkin, 2011 nyoman)
COL4Al | N-GFPGEKGERGDS-C
a-30 p.G233E
COL4A2 | N-GFDGDRGSKGDT-C
COL4A1l | N-GPKGSIGPIGHPGPP-C
b-9 p.G467E
COL4A2 | N-GFIGPPGPQGPPGEA-C
DTS-L2, COL4A1l | N-GRPGTPGQKGDMGIKGD-C
p.G552D
DTS-L3 COL4A2 | N-GYNGLRGLPGEKGLRGD-C
DTS-L4,
DTS.LE p.G1025E, | COL4Al | N-GDQGLAGAPGQQGLDGMPGEKGNQ-C
’ p.G1043S | COL4A2 | N-GDDGPDGYPGANGLPGRKGETGNP-C
DTS-L10

COL4A1 | N-GFEGQKGDKGDR-C
b-17 p.G1393E
COL4A2 | N-GYAIV.GRQGDI-C

IV. tablazat A vizsgalt col4al mutaciok okozta aminosavcserék €s helyzetiik a fehérjén beliil
Osszeillesztve a COL4A2 lanc megfeleld szekvencidjaval (az egyszeriiség kedvéért a
triplahélixet alkotd két COL4A1 fehérje koziil csak az egyik szekvencidja kertilt
feltiintetésre). Az aldhuzas a feltételezett integrin kotdhelyeket, a piros kiemelés az

aminosavszubsztituciokat jeloli
A 3” UTR régioban a miR-34 mikroRNS MicroCosm adatbazis altal eldjelzett harom

kotéhelyének egyikét érintette egy pontmutacio az 5036897-es pozicioban (G2 A tranzicid).

Ez a valtozas azonban feltehetéen nem befolyasolja a miR-34 kotdédésének erdsségét, mivel
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nem valtoztatja meg a komplementer bazisparok kozott kialakuld hidrogénkotések szamat (3.

abra).

dme-miR-34
17.0506:150:109622

HHHNNNCGACGRACCARCH CTIECTTL

3. abra A miR-34 mikroRNS feltételezett kotéhelyét érinté G=> A nukleotidcsere (piros
nyillal jelolve) a 3° UTR régioban. Feliil, pirossal kiemelve a mikroRNS, alul, narancssargaval
a mRNS nukleotidszekvenciaja lathato

A cold4al gén DTS-L3 allélje sejtpusztulast okoz az L 3-as stadiumu larvak kézépbelében

A dominans homérséklet érzékeny DTS-L3 allélt hordozo col4al mutansok kifejlett
egyedeiben nagymértékii sejtpusztulas tapasztalhatd restriktiv homérsékleten, talélésiik a
legalacsonyabb a vad és tobbi mutans térzshéz viszonyitva egyarant. Ezen feliil a kozépbél
tobb helyen divertikulumokat képez (4.A-C abra), mig a vad tipusu larvak belének felszinén
(4.D-F abra) ilyen jelenség nem tapasztalhato. Feltettikk a kérdést, hogy vajon restriktiv
homérsékleten a mutans bélepitél- €s izomsejtek DNS molekulai tartalmaznak-e kettds szala
toréseket és hogy ezek jelolhetdk-e TUNEL-lel. A divertikulumok kornyezetében 1évo epitél-
¢és simaizom sejtek magvai TUNEL pozitivak voltak (4.A-C abra), ezért elképzelhetd, hogy
benniik apoptdzis jatszodik le. Ez a jelenség a permissziv hdmérsékleten nem tapasztalhatod
(4.D-F abra), TUNEL-lel nem, kizarolag DAPI-val festddnek a sejtmagok. Maguk a
divertikulumok is patologias megjelenésiiek: sejteket nem tartalmaznak, kizarolag az emlds
mukozanak megfeleltethetd peritr6f membran kitiiremkedései alkotjdk azokat. Ezen
megfigyelések megerdsitik korabbi megallapitdsainkat (sejtpusztulas a petevezetdben;
Kelemen-Valkony és mtsai, 2012), mely szerint a col4al mutansok szisztémas, tobb szervet

érintd fenotipust mutatnak.
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4, abra: TUNEL pozitiv sejtmagok az L3 stadiumu larva kézépbelében; A: L3 stadiumu,

29°C-on nevelt DTS-L3 larva kozépbele, TUNEL-jelolés; a nyilak a divertikulumokat és a
kitliremkedd peritr6f matrixot mutatjak; B: DAPI-festés; C: A és B illesztése; D, E, F: L3
stadiumu, 20°C-on nevelt DTS-L3 larva kozépbele; 1épték: S0 um

AMP (antimikrobiilis peptid) tdlexpresszié a coldal gén DTS-L3 alléljét hordozo

mutansban

Hipotézisiink szerint a vizsgalt col4al mutansok olyan szervei lehettek érintettek, ahol
a IV-es tipusu kollagén génje kifejezddik (sziv, zsirtest, spermatéka, bélrendszer, ovarium).
Feltételeztilk, hogy az dallatok bélrendszerének alapmembranja is kérosodott, ami
befolyasolhatja annak barrier funkcidjat és a bélflora Osszetételét. Annak érdekében, hogy
mélyebb betekintést nyerjiink a mutdnsokban lezajlo folyamatokba, 0Osszehasonlito
génexpresszios vizsgalatot végeztiink az Agilent Drosophila-specifikus microarray platformja

segitségével.
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A vizsgalatba vont DTS-L3/CyRoi mutansban restriktiv hdmérséklet hatasara bizonyos
gének kifejez6dése jelentésen megemelkedett, mig a vad tipusban ugyanezek csokkentek
(Fuggelék VI. tablazat). Tobbek kozott igy viselkedett a velesziiletett immunvalasz
végrehajtoi koziil az Attacin-A és C, a Diptericin, Diptericin-B és a Metchnikowin, amik
antimikrobialis peptideket kodolnak, szerepiik a baktériumok elleni védekezésben kiemelkedd
(Lemaitre és mtsai, 1997). Szintén ebben az iranyban valtozott a zsirtestben szintetizalodo, a
bakterialis sejtfal lebontasaban koézremiikodé N-acetilmuramoil L-alanin amidazt kodold
PGRP-SB1 (Mellroth és Steiner, 2006; Werner ¢és mtsai, 2000; Zaidman-Rémy és mtsai,
2011), vagy a kozép- és utdbélben termel6d6 Lysozyme X. Az antimikrobialis peptidekhez
hasonloan ezek is a baktériumok jelenlétének hatasara indukalédnak (Broderick és mtsai,
2014). Megfigyelhet6 tovabba a peritr6f membran komponenseinek modosult kifejezodési
mintazata: a CG10154 és a CG10725 az elébbiekhez hasonld irdnyban valtozott a kezelés
hatasara. Broderick és munkatarsai konvenciondlisan nevelt és steril koriilmények kozott
tartott legyek Osszehasonlitasaval megallapitottak, hogy a CG10154, CG10725 ¢és a vanin-like
termelddése csokkent az elébbi csoportban (Broderick és mtsai, 2014). A vanin-like egy
pantetein hidrolazt kddol, ami a pantoténsav (Bs-vitamin) bioszintézisében jatszik szerepet,
ami pedig a koenzim A elballitasahoz sziikséges; egyes vizsgalatok alapjan feltételezik, hogy
szerepe lehet a sebgyogyulasban (Heise és mtsai, 2012; Inlow és Restifo, 2004; Wiederholt és
mtsai, 2009). A CG17234 egy szerin tipusu endopeptidazt kodol, ami a spermatékaban
termelddik, szintézise megemelkedik parzas utan, illetve rovar6ld szereknek ellenalld
torzsekben (Kalajdzic és mtsai, 2012; Kelleher és Pennington, 2009; McGraw és mtsali,
2008). A CG31091 egy lipaz, ami a kozépbélben fejezddik ki: vad tipusban normal
koriilmények kozott a steril taptalajon nevelt legyekkel Osszehasonlitva alulexpresszalt
(Broderick ¢és mtsai, 2014). A CG6188 (Gnmt) egy S-adenozil-L-metionin:glicin N-
metiltranszferaz — ami szarkozint allit el6 glicinbdl —, atirasa €heztetés hatasara intenzivebbé
valik. A steril gyulladéds a Toll-utvonalat aktivalja, ami pedig a Gnmt szintjét noveli meg
(Obata és mtsai, 2014). A CG8303 egy szekvencia hasonlosag alapjan azonositott
peroxiszomalis zsirsav-koenzim A reduktdz, ami zsiralkoholokat képez (Faust és mitsali,
2012). A CG9825 egy kozépbéli transzmembran foszfat-natrium szimporter, ami
bélbaktériumok jelenléte esetén csokkent kifejezédést mutat (Broderick és mtsai, 2014).
Junion és munkatarsai megallapitottak, hogy a ladybird (Ib) a CG9825 kifejez6dését noveli
(Junion és mtsai, 2007).

Az elézdekben felsorolt génekkel szemben éppen ellentétesen valtozott a CG13043

gén expresszidja: a mutansban csokkent, a vad tipusban megnétt. A CG13043 egy feltételezett
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kutikularis fehérjét kodol, ami alaninban és valinban gazdag, Retinin C domént tartalmaz és a
larvalis tracheaban fejezédik ki (Cornman és Willis, 2009).

Vizsgalatunk soran olyan géneket is azonositottunk, amelyek — bar eltéré mértékben,
de — mindkét torzsben feliilexpresszaltak. Ezek a His3:CG33830, a CG5770 és a Hsp22
voltak. A His3:CG33830 terméke a nukleoszomak alkotdja; a CG5770 egy ismeretlen
funkcidju, aszparaginsavban gazdag, DIF altal indukalhato, Drosophilidae-specifikus protein
(Broderick és mtsai, 2014; Kim és mtsai, 2004). A Hsp22 egy leirt hosokk fehérje, ami
oxidativ stressz hatasara fejez6dik ki a mitokondriumban, szintje a kor el6rehaladtaval
fokozatosan emelkedik; valosziniileg chaperonként mikodik (King és Tower, 1999; Morrow
¢s mtsai, 2004).

A mindkét torzsben csokkent kifejezodésti gének nagyobb részének funkcidja ma még
ismeretlen. A BobA (Brother of Bearded A) a Notch-ttvonal egyik tagja, tovabba leirtak
szerepét a baktériumok elleni védekezésben is (Ayres és mtsai, 2008; Lai és mtsai, 2000). Az
Obst-B az embrionalis, majd a larvalis trachea kutikularétegének épitdje, a Kkitinkotd
peritrofinok homologja. Kimutathato a fejlodé kozép- és utdbélben is (Barry és mtsai, 1999;
Behr és Hoch, 2005). A CG10035 csak az embriogenezis soran expresszalodik, amit a Toll
utvonal befolyasol (Boutros és mtsai, 2002; Zuadiga és mtsai, 2009), mig a CG16884,
CG16885, CG4962 gének termékei a larva tracheaiban szintetizalédnak, funkcidéjuk CG16884
kivételével — mely a szarnydiszkusz fejlédéséhez sziikséges — ismeretlen (lbrahim és mtsai,
2013). A CG4962 gént a parzasi viselkedéssel és az agresszivitassal kapcsolatban emliti a
szakirodalom (Ellis és Carney, 2011; Zwarts és mtsai, 2011). A CG8664 a larvalis
kozépbélben detektalhatd, korabbi vizsgalatok feltételezik, hogy a DIF szabalyozoja lehet. A
Dup99B egy szexpeptidet kodol, himek termelik és a parzas soran juttatjak a néstény testébe,
ami azokban a kopuldcios hajlanddsag csokkenéséhez és a peterakas intenzifikalodasahoz
vezet (Kubli, 2003; Rexhepaj és mtsai, 2003).

A vad tipust és a mutans DTS-L3/CyRoi genotipust egyedek hémérséklet hatasa
megvaltozo mikodést génjeit, illetve azok szervspecifikus kifejezédését kifejlett, vad tipusa
allatban a fiiggelék VII. tablazata foglalja 6ssze. Ennek segitségével kivanjuk attekinthetden
bemutathatni, hogy a hésokkot kdvetd génatiras-valtozasok varhatdéan a fejet, a szemet, a
kozép- és az utdbelet, a szivet, a zsirtestet és a spermatékat €rinthetik elsésorban, mivel itt
jelentds a felsorolt gének expresszidja a FlyAtlas adatbazisa szerint.

A microarray kisérletben megvaltozott expressziot mutatd gének listajat felhasznalva
génontoldgiai elemzést végeztiink a Panther adatbazis segitségével. A VIIL. téblazat a

biologiai folyamatok, a IX. tablazat pedig a molekularis funkcid szerinti felosztast mutatja. Az
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elobbi listdban megtalaljuk a korokozora adott immunvalaszhoz kothetd génontologiai
kategoridkat, melyek a Bonferroni-korrekcid alkalmazasa utdn is megmaradtak, igy a vartnal
szignifikansan gyakoribbnak tekinthetok. A IX., molekularis funkcidkat felsorold tablazat
azonban ugyanezen korrekcio elvégzése utan egyetlen elemet sem tartalmazott, igy 0j
informacioval nem jarult hozza analizisiinkhoz.

A kapott eredmények alatdmasztottdk nullhipotézisiinket: a vad tipusu és a mutans
allatokban hdsokk hatasara ellentétesen valtozott az antimikrobidlis peptidek génjeinek
kifejez6dése. A vad tipusnal a hdmérséklet emelése hatasara lecsokkent, mig a DTS-L3/CyRoi
genotipust egyedekben megndtt ezen gének expresszioja.

Kisérleteink alapjan kijelenthetjiik, hogy a mutans allatok a kornyezeti hdmérséklet

emelésére az immunrendszer aktivitdsanak novelésével valaszoltak.

A microarray-kisérlet eredménvyeinek validalasa JPCR-rel és egy transzgenikus AMP

torzs segitségével

Technikai megfontolasokbol altalanos elvaras a microarray kisérlet szolgaltatta
eredmények megerésitése kvantitativ RT-PCR-rel (5.A abra). Ennek soran a Dpt, DptB, Mtk,
Eredményeink alatamasztjak a microarray kisérlet soran latott tendenciakat: a vad tipusban az
Rp49 kivételével a hdmérséklet emelésének hatdsara csokkent, a DTS-L3 mutansban megndtt
a Dpt, DptB, Mtk és az edin transzkripcioja, melyek immunrendszer effektorai (AMP-k) vagy
szabalyozoi (edin; Vanha-Aho és mtsai, 2016).
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5.A abra A gqPCR-kisérlet eredménye egybecseng a microarray adatokkal: restriktiv
hémérsékleten a kifejlett, DTS-L3 allélt hordozé col4al mutansok bizonyos AMP génjeinek
kifejezddése szignifikdnsan megemelkedik. A relativ expresszids szint (szdzalékban
kifejezve) megallapitasahoz minden esetben az adott gén OreR torzsben, 18°C-on mért jelet
vettiik 100%-nak; *: p<0,05; **: p<0,01

Annak érdekében, hogy fehérjeszinten is megbizonyosodhassunk az antimikrobidlis peptidek
emésztdszervi kifejezddésérdl, kereszteztilk az Att-GFP transzgént homozigéta formaban,
harmadik kromoszéman hordozo torzset az OreR és a DTS-L3/CyRoi toérzsekhez. A legfeljebb
3 napos egyedeket a CyRoi balanszerkromoszoéma vesztésre torténd szelekcidja utan harom
napig 20°C illetve 29°C fokon tartottuk. Az azonos expozicioval késziilt felvételek (5.B-E
abra) meger6sitették a microarray és a qPCR-kisérlet korabbi megallapitasait, mivel a vad
tipusban alacsony hémérsékleten nagy mennyiségben termelddik az Att-GFP, restriktiv
koriilmények kozott azonban erdsen lecsokken. A mutéaciot hordozo egyedekben ennek éppen
a forditottjat figyelhetjiik meg, nevezetesen, hogy permissziv hémérsékleten alacsony, 29°C-

on ellenben erdsen megnd a termel6d6 AMP fehérje szintje.
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5.B-E abra GFP-jelolt AMP (Att) kifejezédése a hatsd-kozépbéli szakaszon a
korabban tapasztalt mintazatot koveti €s ellentétesen valtozik a vad tipusban és a mutansban;
B: +/+;+/Att-GFP, 20°C; C: DTS-L3/+;+/Att-GFP, 20°C; D: +/+;+/Att-GFP, 29°C; E: DTS-
L3/+;+/Att-GFP, 29°C; 1épték: 100 um

A reaktiv oxigéngyokok (ROS) szintje emelkedett 2 mutansban

Az antimikrobidlis peptidek mellett a muslica korokozok elleni védekezésének egy
masik fegyvere a reaktiv oxigéngyokok (ROS) termelése. Szigortian szabalyozott folyamatok
soran képzddnek, mivel kronikus jelenlétiik és tulzott mennyiségiik hosszt tdvon a gazdaallat
egészségét 1s veszélyezteti. Munkank soran két, rendszeresen vizsgalt szabadgyok
mennyiségét hataroztuk meg fiziologias és patoldgias koriilmények kozott. Ezek egyike a
peroxi-nitrit (6. abra), mely a mutaciot hordozé DTS-L3 torzsben mar alacsony hémérsékleten
is szignifikans eltérést mutatott a vad tipustdl, szintje jelentésen emelkedett volt. 29°C-on
nevelt egyedekkel megismételve a kisérletet, hasonldan magas értékeket kaptunk a kontroll és

a mutans torzs esetén is.
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6. abra A peroxi-nitrit (ONOQO") szintje a vad tipusu és a mutaciot hordozoé allatokban
nmol/mg fehérjére vonatkoztatva. Mar permissziv hdémérsékleten is szignifikansan magasabb
a peroxi-nitrit szint a mutansban, ami restriktiv koriilmények kozott is megmarad. Restriktiv
hémérsékleten latszolag a vad tipusban is emelkedik a peroxi-nitrit koncentracio, bar ezen
adatok alapjan nem szignifikdnsan; *: p<0,05; ***: p<0,001 (K6z0s kisérlet Radics

Monikaval)

A masik, altalunk vizsgalt ROS a hidrogén-peroxid volt (7. abra). A peroxi-nitrittel
ellentétben ennek koncentracidja 20°C-on mindkét térzsben hasonloan alacsonynak adodott, a
kornyezeti homérséklet emelésének hatasara pedig egyforman nott.

Feltételezziik, hogy a peroxi-nitrit megnodvekedett koncentracidja a permissziv
koriilmények kozt nevelkedett mutdnsokban hozzajarulhat az egyedek bélflorajanak
csiraszamaban kimutatott csokkenéshez és magyarazatot adhat az AMP-k alacsonyabb

szintjére.
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7. abra A hidrogén-peroxid (H,0O,) szintje a vad tipust és a mutaciot hordozé
allatokban nmol/mg fehérjére vonatkoztatva. Mig a vad tipusban a hdmérsékletemelés
hatésara alig valtozik, addig a mutansban szignifikansan nagyobb a hidrogén-peroxid

koncentracioja restriktiv hdmérsékleten; *: p<0,05; **: p<0,005 (K6z0s kisérlet Radics

Monikaval)

A bélflora osszetétele megvaltozik a homérsékletemelés hatasara

Az antimikrobialis peptidek szintézisének drasztikus megvaltozasat latva feltételeztiik,
hogy a kisérleti allatokkal egyiitt €16, beleikben megtalalhatd baktériumok populacidira is
jelentds hatast gyakorol a megvaltozott mikrokdrnyezet. Ennek felderitése érdekében
tenyésztéssel, majd a tiszta telepekbdl nyert DNS szekvendldsdval meghataroztuk a bél
mikrobiomjanak Osszetételét, tovabba az egyes fajok csiraszamat.

A vad tipusi és a mutdns egyedek belflordjanak vizsgalata két rezidens tagot
azonositott: az Acetobacter cerevisiae-t és a Lactobacillus plantarumot. A legmagasabb
csiraszamot a permissziv homérsékleten nevelt vad tipusu egyedek mutattak, ami hdsokk
hatasara szignifikansan csokkent (8. abra; Lactobacillus plantarum, p=0,015). A vizsgalt
DTS-L3 (col4a1®°°?P?) mutans emésztdtraktusabol kitenyészthetd telepek szama mar 20°C-on
is alacsonyabb, mint a vad tipusban, azonban 29°C-on tovabb csokken, bar ez a kiilonbség a
nagy szorasok miatt nem éri el a p=0,05 szignifikancia szintet. A szoéras ilyen mértékét
hasonlo kisérletekben mas kutatocsoport is észlelte (Broderick és mtsai, 2014). A grafikonon
a csészénként kinétt telepek szamat abrazoltuk, az egy egyedben megtalalhatod teljes

csiraszamhoz ezt az értéket 125-tel kell szorozni.
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8. abra A vad tipus (OreR) és a DTS-L3 mutans bélflorajanak osszetétele permissziv

¢s restriktiv hdmérsékleten (higitas: 125x)

Az Acetobacter ¢és a Lactobacillus telepek szamait dsszehasonlitva megallapithatjuk,
hogy a vad tipusban a kett6 aranya alacsonyabb (9. abra). A hdmérséklet valtoztatasa eléidéz
ugyan kismértéki kiilonbséget, ez azonban statisztikailag altaldban nem tamaszthatd ald. A
vad tipus és a mutans permissziv hémérsékleten torténé Osszehasonlitasa esetén azonban

kimutathat6 a kiilonbség (p=0,047).
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9. abra Acetobacter/Lactobacillus arany a vad tipusu (OreR) és a DTS-L3 mutans legyek

béltraktusaban kiilonbozé homérsékleteken
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Az antibiotikumos kezelés elosegiti a hosszabb tulélést

Az antibiotikumos kezelés soran arra voltunk kivancsiak, hogy a bélbaktériumok
jelenléte, illetve hidnya hogyan befolyasolja az allatok tulélését (10.A és B abra). Az
alkalmazott széles spektrumti ampicillin és tetraciklin antibiotikumok hatasara 20°C-on mind
a vad tipust (maximalis élettartam: 140 nap, populacio féléletidé: 62 nap), mind a mutans
DTS-L3 torzsek (maximalis élettartam: 116 nap, féléletidé: 38 nap) hosszabb ideig éltek
normal taptalajon nevelt tarsaiknal (OreR: 105 nap, féléletidd: 59 nap; DTS-L3: 105 nap,
féléletid6: 70 nap), noha a populacio létszamanak felez6dési ideje rovidebb volt a kezelt DTS-
L3 torzsben. Restriktiv hémérsékleten hasonld tendenciat latunk: az antibiotikummal kezelt
OreR és a mutaciot hordozo torzs is legfeljebb 41 napig élt (OreR féléletidé: 29-30 nap; DTS-
L3 féléletid6: 24-25 nap), szemben az antibiotikumot nem tartalmazd taptalajon tartott
legyekkel (OreR: 32 nap, féléletidé: 27 nap; DTS-L3: 25 nap, féléletidé: 19-20 nap; Popovics
Nikolett mérése). Megallapithatd, hogy magasabb hémérsékleten jotékonyan hat az

antibiotikum téptalajba val6 adagoldsa a maximalisan elérhetd ¢élettartamra.
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10.A abra A vad tipusu (OreR) és a DTS-L3 muténs legyek tulélése kiilonbozo

hémérséekleteken (Popovics Nikolett mérése)
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10.B abra Az antibiotikumos kezelés hatasa a vad tipust (OreR) és a DTS-L3 mutans

legyek tulélésére

Egyfajta belsé kontrollként a korabbi protokoll szerint felboncoltunk tobb, az elézd
kisérletben hasznalt antibiotikumot tartalmazé taptalajon harom napig tartott egyedet, majd a
béltraktusukbol készitett homogenizatumot taptalajra szélesztettik. Az eredmény
meggy0zoen tamasztja ala a kezelés baktericid hatdsat, ugyanis egyetlen alkalommal sem nott

semmilyen baktériumtelep a Petri-csészéken.

A tul magas telepszam végzetes restriktiv homérsékleten

Megvizsgaltuk tovabba, hogy mi torténik, ha az el6z6 pontban ismertetetett kisérlettel
ellentétben nem csokkentjiik, hanem noveljiik a baktériumok csiraszamat. Ezt a hatast a
korabban izolalt baktériumokkal (Acetobacter cerevisiae, Lactobacillus plantarum) fert6zott
taplalék etetésével kivantuk demonstralni a vad tipusu (OreR) és a DTS-L3 mutansban,
permissziv és restriktiv hdmérsékleteken. Ennek érdekében a baktériumok eltérd csiraszdmu
tenyészetével (11.A és B ébra: 108, 12.A és B édbra: 10') inokulaltuk a taptalajt, majd
monitoroztuk a talélést. Kisérleteink alapjan megallapithatjuk, hogy az alkalmazott
baktérium- és légytorzstél fiiggetleniil, 10° csiraszam mellett, restriktiv hémérsékleten a

koldnia a tizedik napra teljesen kipusztult.
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11.A abra A vad tipus (OreR) és a DTS-L3 mutans talélése 10° szamt Acetobacter cerevisiae
etetése esetén
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11.B abra A vad tipus (OreR) és a DTS-L3 mutans talélése 10° szamu Lactobacillus
plantarum etetése esetén

7o

A kisérletet 10" szamu baktériumsejttel megismételve (12.A és B abra) eltérd
eredményeket kaptunk: 29°C fokon a vad tipusu torzs féléletideje az Acetobacter cerevisiae
baktériummal etetve 31 nap (maximalis €lettartam: 56 nap), amihez nagyon hasonl6 a DTS-L3
torzsé: 30, illetve 32 nap permissziv, illetve restriktiv (maximalis élettartam: 47 nap)

homérsékleti viszonyok kozott.
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A Lactobacillus plantarum tejsavbaktériummal végzett inokulalas eredményeképp a
maximalis élettartamok hasonloak voltak (DTS-L3, 29°C: 48 nap és OreR, 29°C: 55 nap),
mint az Acetobacter cerevisiae esetén. A féléletidok (DTS-L3, 29°C: 28 nap és OreR, 29°C:
35 nap) sem esnck tavol az Acetobacter cerevisiae-vel végzett kisérletek eredményeitdl,
kivéve a DTS-L3 torzs 20°C-os értékét (55 nap), ami majdnem duplaja az elébbinek.

A méréseket végrehajtottuk 10° szami baktériumsejtet hasznalva is, ami nagyon
hasonl6 talélési gorbéket eredményezett, mint a 10”-en szami sejttel végzett kisérletek. Ezen
adatok nem jarulnak hozza 10j informacidval a vizsgalt jelenség megértéséhez, ezért nem

képezik részét a dolgozatnak.
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12.A abra A vad tipus (OreR) és a DTS-L3 mutans talélése 107 szamb Acetobacter cerevisiae
etetése esetén
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12.B 4bra A vad tipus (OreR) és a DTS-L3 muténs talélése 107 szama Lactobacillus
plantarum etetése esetén

A coldal génben bekovetkez6 DTS-L.3 mutacié intesztinalis diszfunkciot okoz,
megjelenik a ..SMURF” fenotipus

Hipotézisiink szerint a matrixba beépiilé hibas COL4AL fehérj¢ék megvaltoztatjak
annak szerkezetét ¢és kihatnak tobbek kozott a matrix és az epitélréteg kapcsolodasanak
erOsségére is. Ez el6idézheti az epitélsejtek elvalasat a bazalis laminatol, amit a sejtek
pusztulasa kovethet. Ha ez a bélcsatornaban jatszodik le, akkor idével annak hatarold
funkcioja is meggyengiil, ami a béltartalomnak kozvetleniil a testiiregbe szivargasahoz
vezethet. Feltevésiink bizonyitasanak legegyszeriibb mddja, ha egy olyan festéket juttatunk a
bélbe, ami normal koriilmények kozott nem transzportalodik a bélfalon keresztiil és nem is
metabolizalodik. Erre a célra a patentkék V etanolos oldatat hasznaltuk: a taptalajba kevert
ételfesték taplalkozas utan jol lathatéan kirajzolta az allatok bélcsatornajat. Ha a szinezék a
bélen atjutva a testiiregbe keriilt, SMURF fenotipus megjelenésérol beszéliink.

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a permissziv homérsékleten tartott OreR
legyek kis részében jelent meg a festék okozta kék szin a bélen kiviil, akkor is csak életiik
utols6 harmaddban (13. abra). A DTS-L3 mutansban mar a hatvanadik napon megnd a

SMUREF fenotipust mutatd legyek aranya; az ¢€letiik vége felé kozeledve ez az érték eléri a
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100%-ot, azonban érdemes megjegyezni, hogy itt mar csak 1-2 egyed ¢lt, ez magyarazza a
rendkiviil magas értéket. Korabban bemutattuk, hogy a legyek élettartama 29°C-on sokkal
rovidebb, mintegy harmada, negyede a permissziv hémérsékleten tapasztalhatonak. Ezenfeliil
megallapithatjuk, hogy a SMURF legyek szamaranya jelentdsen magasabb a mutansokban,
ami raadasul megel6zi a nagyaranyu pusztulast, ellentétben a vad tipusu egyedekkel, ahol ez

az érték alacsony. A teljes populacid elhullasa a 29. (DTS-L3) és a 36. napon (OreR)
kovetkezik be (14. ébra).
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13. abra A SMUREF fenotipus megjelenése és a mortalitas 20°C-on a vad tipusban (OreR) és
a DTS-L3 mutansban
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14. abra A SMUREF fenotipus megjelenése és a mortalitas 29°C-on a vad tipusban (OreR) és
a DTS-L3 mutansban
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Diszkusszio

A kozelmultban leirtuk, hogy a coldal IV-es tipusi kollagén gén kondicionalis
elobbiek nagymértékii pusztulasat okozza a kozds petevezetd harantcsikolt-, valamint a bél
simaizomzataban ¢és annak epitélrétegében (Kelemen-Valkony és mtsai, 2012). Ebbél
kiindulva feltételeztiik, hogy a mutansban kronikus gyulladas alakul ki, az immunrendszer
ebbdl kifolydlag erdsen aktivalt allapotban van. A mutans larvak bélcsatornajanak vizsgalata
divertikulumok jelenlétét mutatta ki, amik kornyezetében a sejtmagok TUNEL-pozitivak

restriktiv hdmérsékleten; permissziv koriilmények kozott ez a jelenség nem detektalhato.

Egyetlen aminosav cseréje az ECM valamely alkotojaban nagyban befolyasolhatja a
matrix fiziko-kémiai tulajdonségait, a sejt-matrix kapcsolatokat, ezaltal a hozzé kapcsolodd
sejtek alakjat, miikodését (Jarveldinen és mtsai, 2009). Tovabba a kollagén triplahélix
szorosan illeszkedd lancainak barmelyikében bekovetkezd aminosavcsere hatassal van a
komplex negyedleges szerkezetére, nagy valosziniiséggel lokdlisan csokkenti az
olvadaspontot. Ezt a jelenséget az oszteogenezis imperfektaban és az Ehlers-Danlos-
szindromaban mint kollagénhez kothetd betegségekben korabban leirtak (Dalgleish, 1998).
Caenorhabditis elegansban kimutattak, hogy az erds fenotipust el6idéz6 mutaciok a COL4A2
fehérje termikusan kevésbé stabil régioira lokalizalodnak (Sibley és mtsai, 1994).

A fehérjeszekvencidk elemzése a mutdciés helyek ismeretében arra enged
kovetkeztetni, hogy a vizsgalat ald vont torzseink egy részének fenotipusos megjelenése
Osszefliggésbe hozhato a kollagén harmas hélixének helyi olvadaspont csokkenésével, illetve
a kozeli integrinkotd helyek térbeli szerkezetének megvaltozasaval. Kisérleteink elsdsorban a
p.G552D mutéacid okozta patoldgias elvaltozasok megértésére koncentraltak. Ezen mutacio
kozelében két cisztein is taldlhaté a COL4A1 és a COL4A2 lancban egyarant, amik a tobbi
fehérje illeszkedd szakaszainak ciszteinjeivel feltehetden diszulfid-hidakat képeznek a
triplahélixben. Az aminosavcsere kovetkeztében eléfordulhat, hogy a stabilitasért felelds
diszulfid-hidak nem, vagy csak a normalisnal lassabban alakulnak ki. Korabban megfigyelték,
hogy a glicinek kicserélése nagyobb térkitoltési oldallanccal rendelkezé csoportra okozhatja a
triplahélix feltekeredésének lelassuldsat, a protedzokkal szembeni érzékenység novekedését,
esetlegesen a protomer meghajlasat (Hwang és Brodsky, 2012; Srinivasan és mtsai, 2009). Ez

a fehérjék intracellularis tartozkodasi idejének novekedéséhez, kovetkezésképpen ER-
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stresszhez vezethet, hasonloan a Caenorhabditis elegansban latottakhoz (Gupta és mitsai,
1997). Ezek a szubsztitGciok tehat nagyobb térkitoltési és/vagy polaros aminosavak
beépiilését okozzak, amik a nativ harmadlagos és negyedleges szerkezet felbomlasahoz
vezethetnek. A jovOben érdemes lenne megvizsgalni az integrinkotés erdsségének
megvaltozasat a megfeleld mutansokban, példaul a bélben kifejez6dé Integrin fv (Itgfv)
miikodésén keresztiil, ami az apoptotikus sejtek €s a baktériumok fagocitézisaban jatszik

szerepet (Yee és Hynes, 1993).

A tobbsejtli eukaridtdkat folyamatos kihivasok elé allitja sajat rezidens mikrobidlis
flordjuk. A lehetséges fertdzések lekiizdésére a védekezési mechanizmusok gyorsan
evolvalodo, széles skalajat fejlesztették ki az ¢élolények. Az ecetmuslica kizardlag
velesziiletett immunitassal rendelkezik. A patogének elleni harcban a gazdaszervezet egyik
fizikai védelmi vonalat a kiilsé €s belsd testfelszinek epitélsejt rétege jelenti, ami megtalalhato
tobbek kozott a trachea- és a bélrendszerben is. Ezen sejtréteg immunogén hatasra
antimikrobialis peptidek és reaktiv oxigéngyokok szintézisével valaszol, ami a behatas
id6tartaméval ardnyosan karositja magat az epitéliumot is.

Mivel a muslicaban a gyulladasos allapot az AMP-k szintézisének megemelkedésével
jar, feltettiik a kérdést, hogy vajon a IV-es tipusu kollagén mutansokban tapasztalhatd-e
hasonlo jelenség restriktiv hOmérsékleten. Microarray €s qPCR kisérleteink i1gazoltak
bizonyos AMP gének (Metchnikowin, Diptericin, Diptericin B, Attacin C, Attacin A, edin)
tulexpressziojat a p.G552D mutéciot hordozd torzsben. A vad tipusu kontrollban éppen
ellentétes hatast tapasztaltunk: az emlitett gének kifejez6dése csokkent a hdsokkot kdvetden.
Az immunrendszer aktivitasanak fokozodasat timasztja ala a microarray adatait alapul vevé
génontologiai elemzés is, mely az immunvalasszal kapcsolatos biologiai folyamatokat gytijté
kategoriak  el6fordulasanak megndvekedését jelzi. Ezen valtozasok fehérjeszintl
megnyilvanuldsat demonstraltuk az Att-GFP fuzios fehérjét szintetizal6 mutansok
emésztoszervrendszerének mikroszkopos dsszehasonlitod vizsgalataval.

Az antimikrobialis peptidek a muslica velesziiletett immunrendszerének alappillérei,
hatasmechanizmusuk alapjan tobb csoportba oszthatjuk azokat. Tamadhatjak a sejtmembrant
a) porust képezve, b) detergensként szerkezetileg és funkcionalisan tonkretéve azt, vagy C) a
mikrobialis sejtfal alkotoinak keresztkotéseit kialakitd enzimek muikodését gatolva. A sejtbe
jutva akadalyozhatjak d) a DNS-, e) az RNS- vagy f) a fehérjeszintézist, g) a chaperonok

miitkodését, vagy h) a mitokondriumban a sejtlégzés megzavarasaval ROS termelést
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indukalnak, esetleg i) ezen organellum membranjat karositjak (Peters és mtsai, 2010).
Modelliink alkalmas lehet ezen kérdések tovabbi, behatd vizsgalatéra.

Annak érdekében, hogy egy tujabb nézdpontbdl vehessiik szemiigyre a mutacid
hatasara bekoOvetkez6 fiziologias elvaltozasokat, méréseket végeztink a muslica
immunrendszerének egy masik agat képviselé reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzddésével
mértik meg. Mig a peroxi-nitrit szintje mar permissziv hémérsékleten is szignifikansan
magasabb volt a mutansban — ami restriktiv koriilmények kozott is emelkedett maradt — addig
a vad tipusban latszolag csak restriktiv hdmérsékleten né a peroxi-nitrit koncentracio, bar
ezen adatok alapjan nem szignifikdnsan. A H,O, mennyisége a vad tipusban a homérséklet
emelés hatasara alig nd, addig a mutansban szignifikdnsan nagyobb a hidrogén-peroxid
koncentracidja restriktiv hdmérsékleten. Feltételezhetd, hogy a peroxi-nitrit megndvekedett
koncentracidja a mutansban hozzajarulhat a 20°C-on nevelkedett egyedek bélflorajanak
csiraszdmaban kimutatott csokkenéshez. Fontos kiemelni ezt a megfigyelést, mivel egy
lehetséges magyarazatot ad az antimikrobidlis peptidek mutdnsban tapasztalhatdé csokkent

termelddésére alacsony hdmérsékleten.

A bélflora Osszetételének vizsgalata az Acetobacter cerevisiae és a Lactobacillus
plantarum jelenlétét igazolta, melyek CFU értékei restriktiv koriilmények kozott csokkentek a
vad tipusban és a mutansban egyarant (Crotti és mtsai, 2010).

Az antibiotikumok keverékét tartalmazé taptalajon nevelt egyedek élettartama torzstol
fiiggetlentil hosszabb maximalis élettartammal jellemezhetd, bar a mutaciot hordoz6é DTS-
L3/CyRoi torzs féléletideje rovidebb volt alacsony hdmérsékleten, mig 29°C-on egyértelmiien
javult az allatok tulélése.

A muténs élettartama erésen lecsokkent 29°C-on. Az izolalt bélbaktériumok 10°
¢s a mutans allatok egyarant érzékenyek, jelentésen csokkent az élethosszuk. Alacsonyabb
csiraszam mellett jelentésen javult a kisérleti populaciok talélése, ami az elébbi
megfigyelésekkel 6sszevetve mutatja, hogy 1étezik olyan mikroba terhelés, ami rovidtavon a
legyek elhullasahoz vezet.

A hdsokk a tapcsatorna barrier funkcidjéra is hatassal volt, amit egy fel nem szivddo
¢s nem metabolizalodo kék ételfesték etetésével demonstraltunk: ha ép a gatrendszer, akkor
kizarolag a belek festddnek, ellenkezd esetben a testiiregben keringd hemolimfa is kékre

szinez6dik, megjelenik a SMURF fenotipus.
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A mutans COL4Al jelenléte a — normal esetben Oregedés soran megfigyelhetd —
SMUREF fenotipus korai megjelenéséhez ¢s intesztinalis diszfunkcidhoz vezetett restriktiv

homérsékleten, fiatalabb egyedekben, ami jelentésen csokkentette élettartamukat.

A dolgozat lényegét egyetlen mondatban siiritve kijelenthetjiik, hogy a col4al
mutansokban a megnodvelt hdmérséklet hatdsara az AMP-k kifejezddése és a reaktiv oxigén
gyokok szintje igen nagymértékben megemelkedett, tovabba jelentds sejtpusztulas volt
megfigyelhetd, kapcsolatot teremtve ezaltal a 1V-es tipusu kollagén génjeit érinté mutaciok,
valamint az intesztinalis diszfunkcio és az AMP tulexpresszido kozott, jelezve a COL4AL
fehérje immunfolyamatokra kifejtett kozvetett hatasat ami végiil az allatok korai

pusztulasahoz vezetett.

Ugy tiinik, a matrix—integrin—intracellularis struktrfehérje vonal barmely eleme, vagy
azok fiziologias miikodésében szerepet jatszo protein hibas milkodése a mutansainkban
megfigyelhetohdz hasonld tiinetek megjelenéséhez vezethet. Az integrin egyik aktivatora, a
Zasp ebben a folyamatban jatszik szerepet, mutdns véaltozata emberben kardiomiopatiat,
illetve miofibrillaris miopatiat okoz (Bouaouina és mtsai, 2012). Annak eldontése azonban,
hogy a kisérleteinkben megfigyelt valtozasok apoptdzis, nekrozis vagy nekroptozis (Dagenais
¢s mtsai, 2014) eredményeként jonnek 1étre, meghaladja laboratériumunk mind fizikai, mind

anyagi lehetdségeit.
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Ko6szoném Dr. Csiszar Katalinnak a megbeszélések soran felvetett szakmai javaslatait
¢s a kéziratokra forditott alapos és lelkiismeretes munkajat.

K6sz6ndm tovabba Balogné Dosztig Monikanak, Csukonyi Evanak, Deak Agotanak,
Hajduné Toth Melindanak, Kiss Andrasnak, Radics Monikdnak, Popovics Nikolettanak, Dr.
Sinka Ritanak, Valkonyné Kelemen Ildikonak és a Genetikai Tanszék dolgozodinak, hogy
barmikor fordulhattam hozzajuk bizalommal és hogy munkédm soran tamogattak.

Ko6szonom Dr. Takacs Sandornak az elébbieken feliil a kézos tanitas élményét €s
persze az egyiitt leguritott sdroket.

Ko6szondm sziileimnek, hogy immaron jo 33 éve zigotat képeztek és a kialakuld
holyag- majd szedercsirat, végiill emberi lényt fizikailag és szellemileg erejiikon feliil
taplaltak. Koszonom a testvéreimnek is, akik taldn nem is gondoltdk, hogy Ok is részesei

ennek a tOrténetnek.
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Es végiil koszonom a barataimnak, akik nélkiil ez az ,,ut” még rogdsebb és nagyon

egyhangu lett volna...

... €s k0szonom a Nemzeti Kivalosag Programnak, az OTKA-nak és a Richter Gedeon NyRt-

nek, hogy 6sztondijaik segitségével befejezhettem munkémat.

A kutatas a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 azonosité szamu Nemzeti Kivalosag Program
— Hazai hallgat6i, illetve kutatdi személyi tamogatast biztositd rendszer kidolgozasa és
miikddtetése konvergencia program cimii kiemelt projekt altal nytjtott személyi tamogatéssal
valésult meg. A projekt az Europai Unid tamogatisaval, az Eurdpai Szocidlis Alap

tarsfinanszirozasaval valdsul meg.

A kutatas eszkozbeszerzése az OTKA NN108283 altal biztositott forrasbol valosult meg.
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Magyar nyelvii 6sszefoglalo

Az extracellularis matrix (ECM) a sejten kiviili tér makromolekulainak rendezett
sejtek kozott, szovetté szervezi azokat, €s részt vesz a kommunikacidban. A tobbsejtii allati 1ét
szinte elképzelhetetlen lenne nélkiile. Az ECM fajonként és szervenként rengeteg kiilonb6zo
molekulabol allhat, felépitésében mégis oroszlanrészt vallalnak a kollagén szupercsalad tagjai.
Ezeken kiviil megtalalhatoak benne a lamininek, a proteoglikédnok, a gliikozaminoglikanok, a
fibronektin, a perlekan, a SPARC, a nidogén és gerincesekben az elasztin is.

Az ECM egy specialis valtozata a bazalis membran, ami egyfajta hatarol6 funkciot 14t
el. Szintézise altaldban az altala elvalasztott két térrész sejtjei (pl. epitél, kotdszovet) egylittes
eréfeszitésének eredménye, muslicdban azonban elsdsorban a hemocitak termelik. A bazalis
membran két nagyobb egységre bonthatd: a bazalis laminara, és a retikuldris laminara. A két
réteget VII-es tipusu kollagén kapcsolja dssze.

A kollagén egy nagyon érdekes fehérje (Pauling és mtsai, 1951). A kollagén
szupercsaladot kilenc, kiilonbozé molekuléaris szerkezetii és kiilonbozd funkcidkat ellato
kollagén csalad alkotja. A kollagén molekula az N-terminalis 7S doménbdl, a kollagén
alegységbdl és a C-termindlis NC1 doménbdl épiil fel. A kollagén trimer Osszeszerelddése
soran harom kollagén molekula, azaz harom fehérjeszal alkot egy protomert. Részletes
vizsgalatok kimutattdk, hogy a triplahélix Osszeszerelddését a C-terminalis NC1 domén
iranyitja. Az emlitett terminalis domének feladata az egyes triplahelikalis protomerek
Osszekapcsolasa. Az igy kialakuldo halézat mintazata a drotkeritésre emlékeztet. Az

¢lovilagban legelterjedtebb az (A1)2(A2) - (Al)2(A2) haldzat.

A Drosophila melanogaster IV-es tipusu kollagénjeit a col4al és a colda2 gén
kodolja. A vizsgalt torzsek a col4al gén dominans, meleg- vagy hidegérzékeny (dominant
temperature sensitive, DTS) alléljeit hordozzak. A mutansokat etil-metan-szulfonat (EMS)
mutagenezissel allitottak elé. A 1étrehozott 1(2)25Ca DTS/CyRoi (meleg-) és az 1(2)25Ca
DCS/CyRoi (hidegérzékeny) heterozigotak, amik magas, illetve alacsony hdémérsékletre
érzékenyek, restriktiv koriilmények kozott elpusztulnak. A DTS/DTS homozigotak még

permissziv koriilmények kozott sem életképesek, embrioletalisak.
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A kollagének poszt-transzlacios modositdsaban a lizin-hidroxilazok, a prolin-
hidroxilazok, a lizil-oxiddzok, a matrix-metalloproteazok és a peroxidazin jut fontos
szerephez.

A 1V-es tipusu kollagén betegsége az Alport-szindroéma, ami hematuridval jar, tliinetei tovabba
a vaksag ¢és a siiketség. A Goodpasture-szindroma a vese ¢és a tiid0 COL4A3 lancénak
autoimmun betegsége. A HANAC-szindroma ,tekervényes” retindlis artéridk, agyi
aneurizmak, a vese szoveteinek abnormalis fejlodésére visszavezethetd vérvizelés, cisztak és
izomgoresok ,.képében” jelentkezik. A Walker-Warburg-szindroma egy szemfejlodési
rendellenességekkel, izomdisztrofidval ¢€s idegsejt migraciés problémdakkal jelentkezd
recessziv genetikai betegség. Amennyiben az érfal vérnyoméssal szembeni ellenéllasa
meggyengiil, az a sziiletés koriili idészakban elszenvedett agyvérzésre és porenkefaliara
hajlamosit. X-hez kotott siiketséget okozhat a COL4A6 gén némelyik mutacidja. Az ASD
(anterior segment dysgenesis) egy tobb betegséget magaban foglalo megnevezés, aminek

tiinetei a szemfejlodési rendellenességek okozta zoldhalyog és latasvesztés.

A kozelmultban leirtuk, hogy a coldal IV-es tipusi kollagén gén kondicionalis
mutaciojat hordozo Drosophila melanogaster torzsben a sejtek alapmembrantol valo elvalasa
azok nagymértékli pusztuldsat okozza a kozos petevezetd hardntcsikolt-, valamint a bél
simaizomzataban és annak epitélrétegében (Kelemen-Valkony és mtsai, 2012). Ebbdl
kiindulva feltételeztiik, hogy a mutansban kronikus gyulladas alakul ki, az immunrendszer
ebbdl kifolydlag erdsen aktivalt allapotban van. A mutans larvak bélcsatorndjanak vizsgélata
divertikulumokat mutatott ki, amik koérnyezetében a sejtmagok TUNEL-pozitivak restriktiv

hoémérsékleten; permissziv koriilmények kozott ez a jelenség nem detektalhato.

A tobbsejtli eukariotdkat folyamatos kihivasok elé allitja sajat rezidens mikroflorajuk.
A lehetséges fertdzések lekiizdésére a védekezeési mechanizmusok széles skaldjat fejlesztették
ki az ¢ldlények. Az ecetmuslica kizardlag velesziiletett immunitdssal rendelkezik. A
patogének elleni harcban a gazdaszervezet elsd, fizikai védelmi vonalat a kiilsé és belsd
testfelszinek epitélsejt rétege jelenti, ami megtalalhatdo tobbek kozott a trachea- és a
bélrendszerben is. Ezen sejtréteg immunogén hatdsra antimikrobidlis peptidek és reaktiv
oxigéngyokok szintézisével valaszol, ami a behatds iddtartamaval aranyosan kérositja az
epitéliumot.

Mivel a muslicaban a gyulladasos allapot az AMP-k szintézisének megemelkedésével

jar, feltettiik a kérdést, hogy vajon a IV-es tipust kollagén mutdnsokban tapasztalhato-e
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hasonld jelenség restriktiv homérsékleten. Microarray ¢és qPCR kisérleteink igazoltak
bizonyos AMP gének (Metchnikowin, Diptericin, Diptericin B, Attacin C, Attacin A, edin)
tulexpressziojat. A vad tipusu kontrollban éppen ellenkezd hatast tapasztaltunk, az emlitett
gének kifejezodése csokkent a hosokkot kovetden, amit tovabb erdsitett az Att-GFP fuzios
fehérjét kifejezéd egyedekkel végzett vizsgalat. Az clvégzett génontologiai elemzés és a
megvaltozott kifejezddésii gének szervspecifikus termelddését sszefoglald tablazatok tovabbi
betekintést nytjtanak a targyalt immunfolyamatok részleteibe.

meg. Mig a peroxi-nitrit szintje mar permissziv hémérsékleten is szignifikansan magasabb
volt a mutansban — ami restriktiv koriilmények kozott is emelkedett maradt — addig a vad
tipusban latszolag csak restriktiv homérsékleten né a peroxi-nitrit koncentracid, bar ezen
adatok alapjan nem szignifikdnsan. A H,O, mennyisége a vad tipusban a hdmérséklet emelés
hatasara alig n6, addig a mutansban szignifikansan nagyobb a hidrogén-peroxid
koncentracioja restriktiv hémérsékleten. Feltételezhetd, hogy a peroxi-nitrit megndvekedett
koncentracidja a mutansban hozzdjarulhat a 20°C-on nevelkedett egyedek bélflorajanak

csiraszamaban kimutatott csOkkenéshez.

A Dbélflora Osszetételének vizsgalata az Acetobacter cerevisiae és a Lactobacillus
plantarum jelenlétét igazolta, melyek CFU értékei restriktiv koriilmények kozott csokkentek a
vad tipusban és a mutansban egyarant.

Az ampicillin és tetraciklin antibiotikumok keverékét tartalmazo taptalajon nevelt
egyedek élettartama torzstdl fliggetleniil hosszabb maximalis élettartammal jellemezhetd, bar
a mutaciot hordoz6 DTS-L3/CyRoi torzs féléletideje rovidebb volt alacsony homérsékleten,
mig 29°C-on egyértelmiien javult az allatok talélése.

A mutins élettartama erdsen lecsokkent 29°C-on. Az izolalt bélbaktériumok
mutans allatok egyarant érzékenyek, jelentésen csokkent az élethosszuk. Alacsonyabb
csiraszam mellett jelentsen javult a kisérleti populaciok maximalis tulélése, ami egy felsd
tlirdképességi kiiszobérték meglétére utalhat.

A mutans COL4ALl jelenléte a — normal esetben Oregedés soran megfigyelheté —
SMURF fenotipus megjelenéséhez ¢és intesztinalis diszfunkcidhoz vezetett restriktiv

hémérséekleten, fiatal egyedekben, ami jelentdsen csokkentette élettartamukat.
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A col4al mutansokban a megnovelt hdmérséklet hatasara az AMP-k kifejez6dése és a
reaktiv oxigén gyokok szintje igen nagymértékben megemelkedett, tovabba jelentds
sejtpusztulds volt megfigyelhetd, kapcsolatot teremtve ezaltal a IV-es tipust kollagén génjeit
érintdé mutaciok, valamint az intesztinalis diszfunkcio és az AMP talexpresszid kozott, jelezve

a COL4A1 fehérje immunfolyamatokra kifejtett kozvetett hatasat.
A matrix—integrin—intracellularis strukturfehérje vonal barmely eleme, vagy azok

fiziologias miikodésében szerepet jatszd protein hibas milkddése a mutansainkban

megfigyelhetéhdz hasonl6 tiinetek megjelenéséhez vezethet.
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A kéziratot nyelvileg ellenérizte: Hoffmann Eva.

Summary

The structure and function of the mucosal epithelia is determined and supported by the
underlying basement membrane (BM). The BM functions in separation, epithelial cell
polarization, absorption, sensation and secretion in various tissues and body compartments.
The BM is a specialized form of the extracellular matrix, composed of humerous components
with a predominance of type IV collagens COL4Al1 and COL4A2. Mammals, including
humans, harbor three pairs of type IV collagen genes (COL4A1-6). The inherited disorder of
renal, ocular and cochlear basement membranes associates with mutations of the X-linked
COL4A5 gene in the majority of patients with Alport syndrome, whereas lesions in the
autosomal COL4A3 and COL4A4 genes are responsible for the symptoms of Alport syndrome
in about 20% of patients. The majority of the mammalian BM is composed of building units
of type IV collagen trimers with (COL4A1),COL4A2 composition. Clinical manifestations
associated with COL4A1 mutations include perinatal cerebral hemorrhage and porencephaly,
hereditary angiopathy, nephropathy, aneurysms, and muscle cramps (HANAC), ocular
dysgenesis, myopathy and Walker-Warburg syndrome. The latest reports demonstrate
systemic tissue degeneration and pleiotropy associated with COL4A1 mutations and confirm
the experimental observations that the phenotypes of COL4A2 mutations are phenocopies of
COL4A1 gene mutations.

The mucosal epithelia of the gastrointestinal tract are constantly challenged by the
microbiome resulting in various types of interactions including commensalism, symbiosis and
pathogenicity. Host-microbe interactions in the gut are studied only in a few animal models
including Drosophila melanogaster. Antimicrobial defense in Drosophila is facilitated by
phagocytosis of pathogenic microorganisms, by the synthesis of antimicrobial peptides
(AMPs) and by the generation of reactive oxygen species. Gut-associated bacterial
community in Drosophila is scarce, harboring 1-20 bacterial phylotypes. Recent studies
identified five dominating commensal species in the gut of wild-type flies: Lactobacillus

plantarum, Lactobacillus brevis, Acetobacter pomorum, Gluconobacter morbifer and
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Commensalibacter intestini. Overexpression of AMPs, demonstrated in caudal hypomorphic
RNAI mutants, resulted in restructuring of the commensal bacterial population with the
dominance of the pathogenic Gluconobacter morbifer accompanied by degradation of gut
epithelial cells and high mortality of the host. These observations suggested a potential role
for high levels of AMPs in epithelial cell degeneration, gut pathogenesis, and increased
mortality. In aging flies, dysfunction of the intestinal barrier that normally permits the
absorption of nutrients and solutes and hampers host contact with harmful entities including
microorganisms has been, accordingly, tightly linked to overexpression of AMPs.
Compromised intestinal barrier function was also noted in big bang (bbg) null Drosophila
mutants. The BBG protein is localized in the gut epithelial septate junctions that, in the
absence of BBG, are compromised and result in reduced lifespan and chronic inflammation of
the anterior midgut epithelium in mutant animals.

We have recently reported an allelic series of conditional, dominant, temperature-
sensitive (DTS) mutations in the type IV collagen gene col4al in Drosophila. The
col4almutant heterozygotes are viable and fertile at permissive temperature (20°C), but perish
at restrictive temperature (29°C). The phenotype associated with mutations of col4al include
severe myopathy resulting from massive degradation of striated muscle fibers and
degeneration of both the circular smooth muscle cells and epithelial cells of the gut that
occurs following detachment from the BM. While there are signs of some repair, the capacity
of the scavenger system, and/or the kinetics of cell renewal and regeneration fail to keep up
with the ongoing cell degeneration in these mutants. Based on these observations, we
hypothesized that col4al mutants may suffer from extensive cell damage-induced chronic
inflammation and demonstrate a robust immune response. In Drosophila, during
inflammation the immune response involves the immediate synthesis of AMPs. Therefore, we
have carried out a series of tests in order to determine whether AMP induction is associated
with mutation-induced aberrant col4al functions in DTS-L3 mutants selected for analysis
based on the presence of confirmed cell degeneration and its lowest survival rate among the

col4al mutant lines at 29°C.

After identifying the mutation sites in the col4al gene in each of our alleles we
focused on the DTS-L3 mutant. We have noticed a TUNEL positive reaction in the intestinal
tract of these animals at restrictive temperatures.

Our results demonstrated overexpression of the AMP genes Metchnikowin, Diptericin,
Diptericin B, Attacin A, Attacin C and edin, compared to their down-regulation in control
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animals. These experiments were fortified by the in vivo expression of GFP-tagged ATT
proteins in the intestines in accordance with the expression pattern demonstrated at the mRNA
level. Phylogenetic analysis of the gut bacteria identified in both mutant and control animals,
Lactobacillus plantarum and Acetobacter cerevisiae as cultivable members of the intestinal
microbial community with decreased CFU values under restrictive conditions. Antibiotic
treatment resulted in lengthened maximal life spans, but similar half-lives.

High dose diet of either Lactobacillus plantarum or Acetobacter cerevisiae was
detrimental at high temperatures, but can be tolerated at 20°C. The same bacilli were less
harmful when applied at lower CFUs.

Data from this study support the conclusion that in col4al mutant Drosophila
compromised BM function, gut epithelial cell detachment cause enlarged mid-gut with
multiple diverticula, extensive cell degeneration, overexpression of AMP genes, collectively

leading to intestinal dysfunction and shortened life span.
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Fiiggelék

Abszolat pozicio] Leiras | DTS-L.2 | DTS-L3| DTS-L4| DTS-L5|DTS-L1(] a-30 b-9 b-17
5030847 C-Aintron3 - - - - - he - -
5031058 T-C A91 - he he he HO HO HO HO
5031148 G-AK121 - - - - - he - -
5031271 C-T 1162 - - - - - he - -
5031277 T-C G164 - - - - - he - -
5032770 A-T A595 he he - - - - - -
5033778 T-C D931 he he he he he he he he
5034560 T-C G1171 he he he he HO HO HO HO
5034719 C-T 11224 he he he he HO HO HO HO
5035104 G-A K1325 he he he he HO he HO HO
5035107 T-C P1326 he he he he HO he HO HO
5036242 A-G intron8 he he he he he he he he
5036897 G-A3'UTR he he he he he he he he

V. tablazat Csendes mutaciok a vizsgalt torzsek col4al génjében; a mutaciok nem okoznak
aminosav cserét, a leirds oszlopban az As-ak szdma csak a konnyebb visszakereshetdség
érdekében szerepel; -: konszenzus szekvenciaval egyezd nukleotid, he: heterozigota, HO:

homozigota az adott SNP-re nézve
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GAKGSIGFSGRRGLLGNAGLQGLPGSPGIPGLPGMIGEIGERGEIGYNGROGDIGPRGPN

GAPGLMGIKGDQGLAGAPGQOGLDGMPGEKGNQGFPGLDGPPGLPGDAS EKGOKGEPGPS
G G G+GDG GPG GL G GE GN GFPG PG G A+ GHKG+ G S

GEFGPKGLSGDDGPDGYPGANGLPGREKGETGNPGFPGR - - - PGAKGVARYSGIKGDDGES
GLRGDTGPAGTPGWPGEKGLPG------ LAVHGRAGPPGEKGDQGRSGIDGRDGINGEKG
GL TGP G PG PG KG G Ay G AG GE G G +G+ GR G+ G++G

GL---TGPIGYPGAPGAKGORGPVGDSQPALDGVAGRKGEVGSPGPNGLPGRHGLKGQRG
EQGLOGVIWGOPGEKGSVGAPGIPGAPGMDGLPGAAGAPGAVGYPGDRGDKGEPGLSGLPG

++0L G G+PGE G+ G G PG G++GL GAG PG G G +G+ G GL G G
DRGLPGOOGRPGEPGAKGLGGYPGRNGINGLKGATGFPGPQGPKGPOGESGVYVGELDGRNG
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LKGETGPVGLOGFTGAPGPKGERGIRGOPGLPATVPDIRGDKGSQGERGY TGEKGEQGER
G+ GP GL G G G +G+ G G PG + D +46  G++G6 GE+GEQG+
QIGDQGPRGLIGEQGEQGEQGDEGEVGIPGRLENLRDRSFYRGFTGDOGLOGERGEQGDM

---GLTGPAGVAGAKGDRGLOGPPGASGLNGIPGAKGDIGPRGEIGYPGVTIKGEKGLPG
G GPG G+#D G G G G G+ G +GD GPRG PG+T+ EKG G
GPIGFIGPPGAKGERGDIGYAGOLGFDGAEGLKGFQGDQGPRGP - - -PGITLPAEKGDEG

RPGRNGROGLIGAPGLIGERGLPGLAGEPGLVGLPGPIGP - - AGSKGERGLAGSPGOPGQ
G +GR GPG GG PG GEG G G GP G G +G6 G PG PG
VAGLDGR - - - AGRPGHFGQKGAPGPPGENGPNGATGHRGPQIQGPPGPQGDVGFPGAPGH

DGFPGAPGLEGDTGPOGFKGERGLNGFE - - GOKGDKGDRGLOQGPSGLPGLVGOKGDTGYP
+6 G G KG+ G G +GERG +G+  G#++GD GD G QG PG G KG+ GYP
MGRHGLIGPKGELGDMGROGERGESGYAIVGROGDIGDIGFQGE - - - PGWDGAKGEQGYP

GLHNGNDGPYGAPGERGFTGPKGRDGRDGTPGLPGOKGEPGM- - - - - LPPPGPKGEPGQPG
GL G +G VGAPG RG TG G G DG GL G KG+PG+ + PG +GEPG G
GLPGKNGRVGAPGPRGPTGDAGWGGIDGMDGLYGPKGOPGVTYSYSMARPGDRGEPGLDG

RNGPKGEPGRPGERGLIGIQGERGEKGERGLIGETGNVGRPGPKGDRGEPGERGYEGALG
G +6+ G P GLIGQG+RG GRG GEG G GP+G RG+ G G GA G
FOGEEGDGGAP - - -GLIGFOGORGAVEYRGDQGEVGEY TGADGPQGORGDKGYMGLTGAPG

LIGQKGEPGAPAPAALDYLT -GILITRHSQSETVPACSAGHTELWTGYSLLYVDGNDYAH
LG G G PAPA + G+ RH5Q05 VP C A LW GYSL A
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YISRCVWCEAPANVIAVHSQTIEVPDCPNGWEGLWIGYSFLMHTAVGNGGGGOALQSPGES
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YISRCWCETTTRITIALHSQSMSIPDCPGGWEEMWTGYSYFMSTLDNVGGVGONLYSPGS
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15. abra A Drosophila melanogaster COL4A1 (NP_723046.1, felsé sor) és VKG (COL4A2,

NP_477190, also sor) fehérjeszekvencidinak illesztése
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MLEPFWHRLLYAAVIAGAL--VGADAQFWKTAGTAGS I QDSVKHYNENEFKFFI DDSYDIV
————————————————————— MSRLSLLELTARVVLLSSFCQDRI-—-—-—————=—=mm
—————————————————————— MN---LKSLEAVLLLVLTLSAGY-——————m—mmm =

DSAGVARGDLEPENCTAGY AECVEKC I AEKGNRGLPGPLEEPT GLEFEMGFPEGMEGESGDE
——————— HVDARARCKGCA--FECVCPETKGERGN PGFGEEPGHPGAPGRDGFEGAPGAF
------- EKSESLACHECATRSKC DS SVKGVKGDRGLEGLEGQEGVEGFEGPECEMGER
——————— ONAESLACQGECT SVSKC D SGVKGEKGERGLEGLEGHLGLEGFEGPEGEEGER
——————— G-VVDEACHGCSKST TCDCSGHEGEKGDRGFPGLEGQPGLEGFEGPEGEAGSE
________________ KVKLARSKDLIVFETGEGERGFFGLEG)PGLEGFEGFEGEEGER
————————— AELRACHECSSESKCDCSEIKEEKGERGFPELEGHPGLEGFFGFEGEEGER
————————— GEARRACHECISESKCDCSEIKEEKGERGFPELEGHPGLEGFFGFEGEEGER
————————— AEAN R CYGCSPESKCDCSGIKGEKGERGFFELEGHPELPGFPGFEGEPGER
--------- AR CYGCS PGSO DS I KEEKGERGFPELEGHEGLEGFEGEEGEEGER
————————— AR CYGCS PGSO DL SV GEKGERGFPELEGHEGLEGFEGEEGEEGER

. & & * & * * kk &

GOKGDPGFYGQRGDKGERGS PGLEGRAGVEGVQGFAGNFGAPGINGKDGCDGRDEI FGLE
GMFGREGDFEDMESKGARGIRGLEESPGHEGLYGLDGLFGLEGEEGI PGCHGI DEF FGHE
GEKGDDGPRESIGPEKGIRGFFGLEGE SGIFGIFGLPGQDGAFGFRGI PGCHGTKGERGEF
GPEGDSGELSGSPGPEGIRGPFGEPEGE PGNEFGQFGLFGHDGEFGFAGI PGCHGTKGDRGEF
GEKGDGEFPGATGPEKGIRGFFGLEGF PGIFGLEGLFGQDGFFGLOGI FGCHGIHKGERGEF
GAKGDDGLEGFIGPKGIRGFFGLEGFPGIFGLEGLFGQDGFFGEFRGI FGCHGIKGERGEF
GOKGDDEI PGERGPKGIRGPEGLEGF PGT FGLFGMEGHDGAFGPQGI PFGCHGTKGERGEE
GOKGEDDEI FGFPGPKGIRGPEGLEGF PGT PGLFGMPGHDGAPGPQGI PGCHGTKGERGEFE
GQKGDDGI FGFFGPKGIRGPPGLEGF PGT PGLEGMPGHDGAPGEQGI PGCHGTKGERGEF
GQKGDDGI FGFPGPEGIRGFPGLEGF PGT PGLEGMPGHDGAPGPQGI PGCHGTHKGERGEFF
GOKGDDGIRGFPGPEGIRGEFPGLEGF PGT PGLEGMPGHDGAPGPQGI PGCHGTKGERGEFF
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GLSGMPGFRGYAGQLGSKGEKGEFPAKE - -NGDY AKGEKGE PGWRGTAGLAGFQGFPEEK:
GLAGPPERSGUNGNEGRFGLSGFFEEGGEVH SQERKGVEGESGRSGVEGLEGHNSGY PELER
GHEFGRSGLDGREPGFFGLIGQKAKFGEV--I DINRI SENGLFGFNGFIGRRGDFGEFFELRE
GEPGFSGTPGIPGPPGLEGVEGDFGES--F-FLAPGRKGDPGLEGLFGLEGRIGFIGVRE
GHNSGFPGLPGPPGPAGLLGMEGEKGDI - - I TSFLEGREGDPGF PGPFGIQGSAGFPEVEG
GSPGFPGLRGPPGPPGLPGMKGEAGEL - - ITSLLEGREGDRGFPGLFGIPGFFGSIGIFG
GSPGFPGLRGPPGFPGIFGMKGEFES I - - IMSFLEGPEGNQGY PGFFGIQGFFGFEEISE
GSPGFPGELRGFFGFPGIFGMEGEFES I - - IMSSLEGPKGNQEY FGFFGIQGFFGFEEVIE
GSPGFPGLOGPPGPPGI PGMEGEFESI - - IMSSLEGPKGNPGY PGPFGIQGFAGFPEIFG
GSPGFPGLRGPPGPPGI PGMKGEFGSI - - IMS5LEGPEGNPGY PGPFGIQGLFGFIGIFG

GSPGFPGLEGPPGFPGIFGMEGEFGS I - - IMSSLEGPEGNPGY FGFFGIQGFAGEFIGLEG
ok ok k% ok % T T I ]

ERGDSGPYGAKGPRGEHGLEGEKGASCY GPMEPGAPGIKGEKGEFASSFP—————————-

AKGDPGPYGLPG---FPGVSGLEGR-———- MGVETSGVKGEKGLEGFFGEPGPGSYEWR
PIGPPGPKGFEGRFGPPGPEGPHGH-———- MGLNFQGPKGEKGDRGLEGPPGFEGRVEEY
PVGRPGPAGLPGSPEVEGEREPHEH-———- MELNFQGSKEEKGERGT QGLEGEEGOLED-
PFGPPGPRGLTGPPGPPGLEGPHGH-———- MEVNFQGYRGEKGEQGLOGPPGREGRTGED
PVGEPGPPGLIGPPGPPGLEGPHGH-——— MGLNFQGPKGEKGEQELOGEPGEECRIGEQ
PSGEPGPPGLMGPEFGPPGPEGPHGH-———- MGLNFQGPKGEKGEQGLOGEFPGEPGRISEQ
PSGEPGPPGLMGPPGPPGPEGPHGH-———- MGLNFQGPKEEKGEQGLQGEFPGEPGRISER
PIGPEGPPGLMGEPGPPGLEGPHGH-———- MELNFQGPKGEKGEQGLOGPRGEEGRTSEQ
PIGPPGPPGLMGPPGPPGLEGPHGH-——— MGLNFQGPKGEKGEQGLOGPPGREGRTSEQ
PIGPPGPPGLMGPPGPPGLEGPHGH-——— MGLNFQGPKGEKGEQELOGEPGPEGERISEQ
* k& * * * OEE * * O EEEEE

VKP--—-- THTVMGERGIMGOKGE P GLVEREGEPGPEGDT GLD - GUKGEKGLPGEEEIRG
SKPTEMEVLQGPVGEAGVRGEKGRDGEVEE BEMLELDEERGY P- GLKGQKEILGDAGORG
SGSPDTVIQQEEHGDRGIE-———————— GDTGFPGPPGEPEPQGEKGEKCEPGERGKRG
VEPPQITIQKGEKGI PGDQ-—-—----- GFPGERGPMGPPGEPGEAKGEKGEPGEPGKIG
TGNNDIVFQKEDRGVAGDE--——————— GEPGPPGPSGLEGESGEGKGEKGEQGEPGKRG
KRENDIEFQKEDGT PEDE-———————— GPPGLPGPQGEPELEGETKGEKGEQGEPGKRG
KRPIDIEFQKEDQEVEEDR - ———————— GPPGPPGI PGEPGPPGEVRGEKGEPGEAGKRG
KRPIDLDFQKEDQGVEEDR - ———————— GPPGPPGIPGEPGEPGEVKGEKCEPGEPGKRG
KRPIDVEFQKGDQGLEGDR--—————-— GEPGPEGIRGPPGEPGEVKGEKGEQGEPGKRG
KRPIDVEFQKGDRGLEGDR-——————-— GEPGPEGIRGPPGEPGEEKGEKGEQGEPGKRG
KRETDVEFQKEDQGLEGDR - - ——————— GPPGPPGIRGEPGPPGEMKGEKGEQGERPGKRG

- * & * & & * * & **:** * !rl &

76

[ R & )

Ba Bd R Ra RS La R R RS LA

[ WL Ly FUNN FURN FUNY LR - Rt )

178
135
133
136
150
1lls
134
134
134
134
134

236
1495
191
1483
208

174

L B B L I B e I )

(=R EEE = 1)

[T T T N R S L LR N L L)
=¥Vl s RN R R e s e R

[ R sy )



[Drosophila melancgaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danic reric]
[Xenopua_tropicalis]
[Protobothropa mucrosquamatus]
[Gallus gallus]
[Mus_muaculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]
[Homo_sapiens]

[Cania lupus familiaris]

[Drosophila melanocgaster]
[Caenorhaebditis_elegans]
[Danio rerio]
[¥enopua_tropicalis]
[Protobothropa_mucrosguamatus]
[Gallus gallus]

[Mus muaculus]
[Rattus_ncrvegicus]
[Boa_taurus]

[Homo_ sapiens]
[Canis_lupus_ familiaris]

[Drosophila melanocgaster]
[Caencrhabditis_elegans]
[Danio rerio]
[¥enopus_tropicalis]
[Frotobothrops_mucrosguamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]

[Homo sapiens]

[Canis lupus familiaris]

[Drosophila melancgaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danic reric]
[X¥enopus_tropicalis]
[Frotobothrops_mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]

[Homo sapiens]
[Canis lupus familiaris]

[Droscphila melancgaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danic_reriao]
[Xenopua_tropicalis]
[Frotobothrops_mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_mnorvegicus]
[Bos_taurus]
[Homo_sapiens]
[Canis_lupus familiaris]

[Drosophila melancgaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danic reric]
[¥enopua_tropicalis]
[Protobothrops mucrosquamatus]
[Gallus gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]
[Homo_sapiens]
[Canis_lupus familiaris]

ROGNFEEPGSTGREGIRGEPGLNGLPGNFGOKGEFGRAGATGKPGLLGFPGFFGEERETE
KR GHEDEV PG Y GERGESQGEQELEEI FGYFGIEGGAGEFGY FGRFGFEGDCGFEGFLGEGT

KPGHEDGEPGLLGY FEGDKGDQGF PGLFGRDGFRGEKGDGFFGFFSYRGDQEFT - ————- GV
KPGKDGEKIGLFGEEGFRGDFGLPGEFGRDGDEGOKGENGLEGFFGEVISREFG-————- I
KPGKDEDPGLTIGLEGSFGDPGMHGI PGRDGEKGOKGET GLTGFPGOVI FRFD-——— -~ =
KPGEDGEFGQFGRDGLEGGPGVNGVEGRDGEKGEKGDVGFPGFFGSVITREG————- ID
KPGEDGETGQFGI FGLEGDEGY PGEPGRDGEKGOKGDI GFFGFPGLVIFAPG-—————- IG
KPGHEDEETGQFGI PGLPGDEGY PGEFGRHGEKGUKGDIGFFGFFGEVIFIPG-————- IE
KFFQDGENGQFGI PFGLEGDFGY FGEFGRDGEKGOKGDIGLEGFFGLVIFRFG-————- Ie
KPGEDGENGQFGI FGLEGDFGY FGEFGRDGEKGUKGDIGFFGFFGLVIFRFG-——--—- I

KPGKDGENGQFGI PFGLEGDFGY FGEFGRDGEKGQKGDI GSTGFFGLVIFRFG-————- Ie
sk k% k% ok k k% % ok ok kK K

GPPGPEGPRGYVGAPGPOGLNGVDGLEGFQGYNGOEGGAGLPGRFGNEGF FGEEGEKGTA
FERGFHGEAQGFDEVREEEGELPGHDGLFGFVEFRGFVEAFGAPGQFGI DEMPGYTE-KEDR
GEIGPEGDRG--——--—————————— DEGFSGEIHKGDRGLEGIQGFFGFQEFFGIGE-F-——
——————————————— PPGITGPEGDRGFPGLOGFFGFFGIFGISS-V———
G- FAGYPGSKGDRGYPGSPGPPGLEGTPGVAR-V-—-
—-—-—-LPGLFGAKGERGFSGRPFGPPGLEGSFGITT-V-——
———-LPGLFGEKGERGFPGIQGFFGFPGPPGTAV-V———
————QPGLEPGEKGERGFPGIQGFFGFPGPPGTAV-M———
——————————————— LPGLEGDEGDRGFPGIQGFFGLEGFFGFAV-I-——
——————————————— LPGLEGEKGERGFPFGIQGFFGLEGFFGAAV-M———

——————————————— LEGLPGEKGERGFFGIQGPPGLPGEEGIAV-M-—-
LT ko ok k% k% k% k k%

GLNGPKGSIGPIGHPGEEGPECQKEDAGLEGYGIQESKEDAGT P-——GY PELEGSKGERS
GEDGY¥PGFAGEPGLEGERGDCEY PSEDGLEGYDIQEPPELDGSERDGFPGI PGDIGDES
--------- GPPGSQGLPGERGEKGDEGQEGI SLEGEPGRPGETGEQGIQGEEGERPGEE -
--------- GPSGNEGLPGERGQHGDDGPEGISIPGLPGSEGLAGEPGEPGLEGREGTSA
--------- GPPGEPGLSGERGQKGDRGLEGIAI PGQPGI DGQPGRPGPEGERGEPGSTI
--------- GPPGPPGLPGERGQHGDEGLEGVSIPGQPGLDGPQEPPGPPGEPGEPRPSY
--------- GPPGEPGYPGERGQHGDEGPESICI PGSPGLDGQPGAPGLEGEEGEEGECL
--------- GPPGEEGYPGERGQHGDEGPEGICI PGSPGLDGNEGAPGFPGEEGEEGRLL
--------- GPPGEEGFPGERGQKGDEGPEGI SIPGSPGLDGQPGAPGEPGEEGERPGEHI
--------- GPPGEEGFPGERGQKGDEGFEGI SIFGEPGLDGQPGAPGLEGPEGEAGEHI

————————— GFEGFEGFFGERGOKGDEGFPGI ST FGFFGLDGRPGAFGLEGFFGEFFGFHI
* ok ok %k k1 ok k. ok %k * k%

FEGNAGAFGDSKLGRPGT PGARGE PEOKGDAGR PGT FGOKGIMG I KGIVGEKCSSCR-——
Y SGEKGFEGT-GVHNKVGEPEMT GLFGEPGMPGR I GVDGEY PGP FGNNGERGEDCGYCE-DG

——————— HSD-VECHRGLEFGFPGE---------LOQGERGFIGDSGREGQKGETCVINCESNG
—————— VEEA-MVCQPGLEGIQG---------LEGDPGFLGERGREGDEGDICYNCIGHNG
—————— PPAG-LICERGLEGFEG---------TRGDQGFPGERGREGDEGDICFNCIGSG
—————— PPGE-GLCERGFEGEPG--------- I PERRGFAGERGQEGDRGDICEFNCIGIG
—————— PSRD-EICEAGFEGEFG PPGIKGLQGERGVEGDEGDICFNCIGIG
—————— PPSD-EICEKAGFEGEPG---------SPEDRGLOGEQGVEGDKGDICEFNCIGIG
—————— PPSD-KICEAGFPGEPG---------SPGIRGLOGEQGMEGDKGDICFNCIGIG
—————— PPSD-EICEPGFPGFPG---------SPGIKGLOGEQGVEGDKGDICFNCIGIG
—————— SPSD-EICETGFPGFPG---------SPGIRGLOGEQGVEGDKGDICFNCIGIG
TR T % k% sk % Kk %

-AGPKGDKGT SGLEGI PGKDGARGFFGERGY FGERGHDGINGT GFFGEKGEDGRTGLEG
VEGHNAGDPGFPGMNGY PGP PGENGDHGDCGHMPGAPGKFRSAGIDELIGSEGLEGIFGYEG
NEV-PGPQGFPGPPGSPGAPGASGIKGIRGYPGGEG—————— LMGPFGIEGPQGSEGLEG
ILGFEGDFGLEGFPGSPGSPGAPGREGAMGI PGING-——-——— LEGFFGFFGNFGISGREG
IPGFPGRHGEFPGLPGDPGSPELEGSKGDEGVIEVIG-————— FIGEFRGFPEFRGSLEREG
ISGFPGERGFPGEFPESPGSPEFPGPEGEKGLEPGLIG-—-——— LWVGFFGFFGFFGAFGREG
ISGFPGRPGLEGLPGFPGSLGI FGEKGDKGRAGITG-—-——— PEGLFGIFGFFGAFGEEG
ISGFPGRPGLEGLPGFPGSLGI FGEKGEKGRAGTIG-—-——— PEGLFGIFGFFGAFGEEG
VSGPPGRPGLEGLPGFPGSLGE PGREGEKGHAGATG———-——- PEGLSGIPGAFGAPEFEG
ISGFPGRPGLEGLPGFPGSLGE PGREGEKGRAGATG-—-——— PEGLFGIFGAFGAFGEFFEG
V5GPRGRPGLEGLPGFPGSLGE PGREGEKGHAGLIG-——-——- PEGLIGIFGAFGFPGEEG

* * * L 2 * * * * * * * * * * L 24

ATGEPGKFAL----- COLSLIEFLEGDEGY PGRAPGAKGVOEFEGREGLPGIFGFEGEFGE
MEGEAGETVGFMENFPAGT PGLEGDHGLFGLFGREGSDELEGY FGGFGUNGFPGLOGEFGL
EKGDPGDILS———----- VLGVEGDEGDTGFPGSPGLEGLEGRFGRDGVPGPFGLEGEFE-G
PEGEPGEVIG--—----—- EIKGEKGDPGFPGPAGSPGLDGVEGRDGT PGIFGFEGERGG
REGDPGDMIG------- FPGMEGEKGNSGF PGP PGLEGLDGSPGEDGIRGYPGSEGEFRGS
PEGDPGDVLA------- SPRMKGDEGDPEFPGPPELEGIDET FGRDELPGLEGFEGERES
SKGDEPGDVLI------- LEGMEGDKGELGFPGAPGLEGLPGIFGKDGLFGLEGEFKGERGS
SKGDEPGDVLI------- LEGMKGEKGELGSPGAPGLEGLPGIFGKDGLFGLEGEFKGERGS
FEGEPGDILT------- FPGMEGDKGDLGSFGAPGLEGLEGT FGODGLFGLEGEKGERGS
SKGEPGDILI------- FPGMEGDEGELGSFGAPGLFGLEGI FGRDELFGLEGFEGERFGE

SHGEPGDVLI------- FPGMEGDEGELGY FGAPGLFGLPGI FGRDELFGLEGFEGERGG
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[Gallus_gallus]
[Mus_muasculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]

[Homo sapiens]
[Canis_lupus_familiaris]

[Drosophila_melanogaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danic rerio]
[Xenopus_tropicalis]
[Frotobothrops microsquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Bos_taurus]

[Homo sapiens]

[Canis_ lupus familiaris]

[Droscphila melancgaster]
[Caencrhabditis elegans]
[Danic_rerio]
[Eenopus_tropicalis]
[Frotobothrops mucrosquamatus]
[Gallua_gallus]
[Mua_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]

[Homo sapiens]
[Canis_lupus_femiliaris]

[Droscphila_melancgaster]
[Caenorhabditis elegans]
[Danic reric]
[Eenopus_tropicalis]
[Frotobothrops mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mua_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Bos_taurus]

[Homo sapiens]
[Cania_lupus_familiaris]

[Droscphila melancgaster]
[Caencrhabditis elegans]
[Danic_rerio]
[Eenopus_tropicalis]
[Protcbothrops_mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]

[Mua muaculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]

[Homo sapiens]
[Canis_lupus_femiliaris]

HKGEEGLSGAFPGNDGI FGRAGEDGYFGI FGQS IKGEFGFHGRDGAKGDEESFGRSGEKGER
AGIDGKRGRQGSLGIFGLRGFFGD-—-SFPERFGI FGYKGERGADGLEPGLEGAQGFRGIF
LGLEGTQGFNGEPGLFGFFGDRGLEGSPGFGPRGE SGEKGIQGVSGRPGAFGLEGQKGER
FALEGDRGFPGDIGFPGHPGDRGLMGFPGFGF SGPPGERKGIQGVSGRPGAPGIPGPKGSE
IAFEGDRGFIGDSGLEGLSGERGFFGFFGFEFREFFEDEGLOGVEFGRPGSFGAPGFKGER
VAFKGEMGI FGDFGAFGLEFGDEGLEGFFGFGFQGSFGEKGIQEVIGRFGFFGVEGFKGDE
ITFEGERGFPGSFGLPGLFGNMGFTGFVGFGFFGEIGEKGI QGVAGNPGRFGLEGFKGDE
ITFEGERGEFPGNEGLPGLEGHMGFIGFVGFGFFGFVEERKGIQGVAGNPGOPGLEGFKGDE
MAFEGERGFFGNFGLFGLEGHNRGFMGEFVEEEF FeFVEEKGVGEAGNPEQFGIFGFKGDE
ITFEGERGFFGNFGLEGLEGNI GFMGFFGFEF FGFVEERGIQGVAGNPEQFGIFGFKGDE
IAFEGERGFPGNFGLPGLFGNRGPMGFVGFGFFGFVEGERGI QGVAGNPGRPFGIPGEPKGDE

L & ok ek * * & * =k * * * & * zk ok

GSCALDEIEMPAKGNEGEFGRTG-—-MPGFFGEDGSPGERGY IGLEGNIGFQGPFGVEGE
APFLEIVNQVAGQFGVDGMEGLEGDRGADGLFGLEGFVEFDEY P PFERGMDELFGFPGL

E--———- MIVPEVGERGFFGQDGDEESRGRFGDSGFFERPGF PFGLEGSKGEFGLEFGI-GL
G-————- RTVMEKGDFGFPGLEPGI FEDAGT FGEPGLEGQPGI FGVEGSKGEPGI FGI-GL
B-—mme RSIPEEGPPGFPGFPGRNGEDGF FGDSGRPGSPGLEGI FGUEGEPGFPGI-GL
G---——- RIITEFGVEFGFPGFPGRNEDFGLEGDFGQFGEURGLIGI FGAKGEFGIFGI-GL
G--———- QI ITQFGKFGLEFGSFGRDEEVGLFGDFGLEGQFGLEGIFGSKGEFGIFGI-GF
G-————- QT ISQPGKPGLEPGNFGRDEEVGLEGDPGLEGQPGLEGI FGSKGEPGIFGI-GF
G-————- QI ITQFGKPGLEPGHPGRDGEVGLEGEPGLEGQPGLPGI FGSKGEPGIFGI-GL
G---——- RIITQFGKFGLEGNFGRDEIVGLEGDFGLEGQPGLEGI FGSKGEFGIFGI-GL
G--———- QI ITQFGKFGLEFGNFGRHGEVGLFGDFGLEGFFGLEGI FGNEGEFGIFGI-GL
. k% k% * k% ok ok k k k% Kk kR K

RELNGFRGEKGHQGAVEVEGNEGKDGLRGI FGENEOPGFRGEFGI SRPGFMGPFGLNGLY
HEEPGMRGQQGEVGFNGI DGDCGEFGLDGY FGAPGAPGAPGETGF G PEOVEY FGFNGDA
PGFPGAKGFPGIAGSPEEFGIPGRPGLDGLFGRPELPGSKGDPGYGLPGFFGPTGSFGIK
PGSAGAKGFPGNIGFPGAFGLAGRFGSDGSFGRPGLPGFEGDPGFGLPGLEGSPGPAGLE
PGFPGPEGFPGVSGEPGLFGNSGRFGADGT FELFGAKGRKGERGFGVPEFIGFFGFFGEK
PGFPGFEGFFGIFGEFPGAFGTFGRFGLDGFFGF PG FEREGDRGEFGVEPGFFGFFGFFGIK
PGFPGPEGFPGI FGFPGAFGAPGEMGFDGEFFGFFGF PGPKGEPGFGLPGFFGPEGFFGFK
PGFPGPEGFPGI FGFPGFFGAPGEMGFEGFFGLEGF PGPEGEFGFGLPGFFGPEGFFGFE
PGFPGFEGFFGIFGEFPGAFGSPGRIGLEGE SGFPGF PGFEGEFGFGLEPGFFGFFGLFGEK
PGFPGFEGFFGIFGEFFPGAFGTFGRIGLEGFFGFPGF FGFEGEFGFALPGFFGFFGLEFGEK
FGFPGPEGFPGIQGFPGAFGTPGRIGLEGE SGFFEF PGPEGEPGLGLPGFFGPEGLEFGFK

& k mk * * * * *® 0* * * & & kw ok kd & * *

GEKGDRGFTGFIGFPGADGS-—-VGYP—————— GDRGDAGLEGVSGRFGIVGEEGIVGET
GAAGLPGF---DEYPGRDGLEGI PGY FGEAGMNGDDGAFGQPGSRGESGLVGIDG-K—-K
GGFGPEGD---SGFPGSPERPGRFGLDGAPGFKGDAGFFGGFGFRGFFGAFAFGL-QGEF
G3QGPEGE---5GF PGS PELEGRAGF DGFVEFKEDSGONGLEGT FGEFEVEGRGE-QGEF
GRAQGREGY---FGFSGNFGESEGREGE DGAVEAKGDT GFRGUFGLVGFPG I FGAGE-QGER
GVRGFEGD---PGFPGNPGLEGRAGFDGT PGFKEDFGPSGFPGLEGEFEIPGIGG-QGEF
GIFGPEGD---RGFPGFSGPPGRIGLDGLPGFEGDVEENGQPGFVGFPGLPGI GL-QGEFF
GIFGFEGD---RGLEFGFPEFPGHIGLDGLPGFKGDAGENGQPGFIGFPELPGIGL-QGEF
GILGFEGD---RGFFGFQEFPFGRAGLDGLPGFKGDIGENGQFGF IGFFGLEGIGEF-QGEF
GALGPEGD---RGFPGFPGPPGRT GLDGLPGFKGDVEENGQPGFMGEFGLEGIGV-QGEF
GILGPEGD---RGFPGFPGLEGRIGLDGLPGFEGDVEPKGQPGFMGEPGLPGIGV-QGEF

* * * * * * * L * oW * *

GPAGVAGFPGVEGI DGVEGRDGAKGEFGSPGLVGMFGNEGDRGAFGHNDGFEGFAGVIGAF
GRDGIFGIRGRDG---GPGY SGEAGAFGUNG---MDEYFGAPGDRGY PESPGRDEY FGES
GFPGRAPGSIGSFG-—-VPGANGEKGDRGFFGL-STFGFQGDRGISGLEGFFGFVEEFEGVE
GQPFGLEGFAGFPGFTGNT GIQGEKGDFGAPGF -DMFGPFGDRGSFGFFGERGFIGFFGEF
GFPGLEGFAGFFG-—-VQEI PGMEGDFGFFEF -DVEGFFGDRGHFGF SE5PGLEGGEFGSE
GFFGFPGEVGFFG-—-LOGVEGEKGDFGFFGE -DVEGFFGDOGTI FGY FGFFGLEGEFQGSE
GEFGTPGPIGQPG---LHGI FGEKGDFGFPGF -DVEGLFGERGSFELEGAPGLIGFEFGSFE
GFPGIPGFIGRPG-—-LHGIPGEKGDFGFPGL-DVFGLFGERGSFGLFGAPGLIGEFEFGSE
GFPGIPGFIGRFG——-LHGLEGEKGDFGFFGF-DVSEFFGERGSFGI FGAPGFMGEFEFGSE
GFFGIFGFIGRFG-—-LHGI FGEKGDFGFFGL-DVFGFFGERGSFGI FGAFGFIGFFGSE

GFPGIFGFVGEPG-—-LHGI FGEKGDFGFPGF -DVLGPFGERGSFGI FGAPGFMGFFGTF
* % ok k% * % %k R T T

GERGEAGI PGVSGAKGDEGATG-—-LTGNDGFVGGERGPFGAPGLMGIKGDRGLAGAFGRD
GIPFGEDGLVGFPGLRGEHGDNGLEGLEGECGEEGSRGLDGVEGY FGEHETIDEGLPGLEGAD

GRPGQDELPGLEPGSKGEMGSMGPPGSKGH PG - ——-——- PGAPGFEPGPEGDDGVEEQSGHE
GAQGRDGELEGF SGAKGEMEVMGPPGSVGRAGH - ————- PGNPGLEGSKGNDGNPEQEGLS
GSPGRDGIPGI PGSKGEMGVMGAPGPQGTSG5 ———-——- PGRNGFPGSEGNDGLSGQFGRE
GFPGRDGIPGFPGAKGEMEVMGAFGFFGFPEI —————- PGRSGLEGLEGNNGLFZFFGEF
GVEGEAGVEGF FGVEGEMEMMGFFGFFGELGI - ————- PGRIGAPGLEGDDGHMQEQFGLE
GIFGRAGVEGF PGVEGEMGMMGPPGPPGELGT —————— PGRIGAPGLEGDDGMQGQFGLE
GLPGEAGASGFPGAKGEI GMMGFFGFFGFLGI ———-—-—- PGRSGVEGLEGDDGLQEQFGLE
GLEGEAGASGFPGTKGEMGMMGPPGPPGELGI —————— PGRIGVEGLEGDDGLQGQFGLE
GLPGEAGASGFPGAKGEMGMMGPPGPPGELGI —————— PGRSGVEGLEGINGLQEQFGEE
% R k% ks % % * % T T I
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[Drosophila_melancgaster]
[Caenorhabditis elegans]
[Danic_reric]
[¥enopus_tropicalis]
[Protobothrops _mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]

[Homo sapiens]

[Cania lupus familiaris]

[Droscphila_melancgaster]
[Caenorhabditis elegans]
[Danic_rerio]
[Xenopus_tropicalis]
[Protobothrops _mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_maaculus]
[Rattus_norvegicus]
[Bos_taurus]

[Homo sapiens]

[Canis lupus familiaris]

[Droscphila melancgaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danic_reriac]
[Eenopua_tropicalis]
[Frotobothrops mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_muasculus]
[Rattus_norvegicus]
[Bos_taurus]

[Homo sapiens]
[Canis_lupus_ familiaris]

[Droscphila_melancgaster]
[Caenorhabditis elegans]
[Danic_rerioc]

[¥enopus_ tropicalis]
[Protobothrops mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_muasculus]
[Rattus_norvegicus]
[Bos_taurus]

[Homo sapiens]

[Canis lupus familiaris]

[Drosophila_melancgaster]
[Caenorhabditis elegans]
[Danic_rerio]
[Xenopus_tropicalis]
[Frotobothrops mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_muasculus]
[Rattus_norvegicus]
[Bos_taurus]

[Homo sapiens]
[Canis_lupus_familiaris]

[Drogophila melancgaster]
[Caenocrhabditis elegans]
[Danioc_rerio]
[Xencpus_tropicalis]
[Frotobothrops mucrosquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_muasculus]
[Rattus_norvegicus]
[Bos_taurus]

[Homo sapiens]
[Canis_lupus_familiaris]

GLDGMPGEKGNQGFPGLDGPPGLPGDAS ———————————- EKGOEGEPGPSGLRGDIGFA
GREGEVGELGEPG---TFGYRGRPEEFGNLAYFGRPEIVEYFGFDGFFELFGRDELEGLE
GFPGLEGDKGETG---IQGPPGIT-TST-5V-————————- LEGQKGESGVEGFSGPFGEE
GLPGREGEKGERG---LFGFEPGEV-DSANLD-————---- FEGVEGEPGLFGSSELIGAK
GLAGQKGSKGEPG---LPGVEGKF -DVHLLG-—————-——- SKGEKGEPGEKGNLGLIGRE
GPLGREGVEGEAG---LPGFPGIV-DFEQLG-—————-—--- RHGEKGEFEVEEI PGLSGRK
GPAGEKGGKGEPG---LPGPPGFM-HFDFLG-——————-- SKGEKGEPGLPGIPELIGPK
GFVGEKGGKGEFG---LPGFPGFM-RFDFLG-—————-—-—- SHEGEKGDPGLFGIPGLSGFK
GPAGEKGSKGEPG---LPGLPGFM-DFILLG-——————-- SKGEKGDPGLEGIPGVAGPK
GPIGEKGSKGEPG---LPGPPGFM-DFNLLG-—————--—- SEGEKGEPGLPGIPGVSGPK
GPEGEKGGKGEPG---LPGPPGFV-DFILLG-——————-- SKGEKGDPGLEGIPEVIGPK
%k k% * ok * %k k k%

GIPGWPG--EKGLPGLA-VHGRAGFPGEKGDQGRSGI DGR DG INGEKGEQELRGVWGQFG
GERGDNGDSYFPGHNEPGLSGRPGDAGYDELDGVEGFFGY PRI TGMPGLEGESGLEGL-—-FG
GITGISG--DPGLPGDGRPGLFGFFGFEGDAGLPGI PGSPGATGLEGAM ——————————
GARGLFG--NSGSPEQIGIFGSFGLEGLEGDSGLEGRPEI SGPPGLEGSM-—————————
GYLGLPG--DPGEAGSVGQPGALGLFGPKGDTGILGFPGPAGPPGLEGAN - —————————
GYQGLFG--DFGPPGLSGFFGAFGLEGVEGIMGLFGRPGFTIGPFGLEGAM -~
GYQGLPG--DPGRPGLSGRPGSPGLEGPKGNPGLPGFPGLIGPPGFKGNI - —————————
GYQGLEG--DPGRPELSGRPGSPGLEGFKGIPGLFGFPGLIGFFGFKGNI - —————————
GYQGLPG--DPGRPELSGQPGLPGLAGPKGNPGLPGMPGLT GPPGLEGHM -~
GYQGLEG--DPGRPELSGRPGLPGFFGFEGNFGLFGRPELIGPPGLEGI I -—————————
GYQGLPG--DFGERPELSGRPGLPGFSGPKGNPGLPGKPELIGPPGLEGS I - —————————

* * & & & * * *  _k & * * * LI 2

EEGSVGAPGI FGAPGMDGLFGALGAFGAVEY FGDRGDEGEFGLS——GLEGLEGETGFVEL
RQGNDGIPGQPGLEGECGEDGFPGSFGLPGYPGORGREGEKGY ———— PGIFGENGLEGL
--GEMGLEGVEGVEGNSGRFGOFGREGSPGEPGE FGFEGEAGV PG GLEGHNFGFEGEFGT
--GEMGLPGFPGSEGSPGRPGRPGSAGSPGF SGLEGEKGEFGI SGAGI FGFFGUEGERG]
--GEMGLFGFIGSEESQGI FGRFGRAGSPGSPGLEGDRGDFGISGIGI FGFPEFEGESGL
--GEMGLPGFPGSEGSQGI AGRFGRFGEAGF PGLEGEKGDFGLSSIGI FGLEGFEGDLGL
--GDMGFPGFRGEVDEFPGFPGEFPGREPGSPELPGUKGSKEEPGVSEI GLEGLEGFEGEFGL
--GIMGFPGPQGEVDEPPGFPGEPGRPES PCLEGQKGSKEEFGVSGI GLEPGLEGFEGERPGL
--GDMGFPGFRGFEGSFGFPGVEGREESPELPGUKGEKGDFGISGIGLEPGLEGAEGEFGL
--GIMGFPGFRGEVEGFPGEFSGVEGRPESPGLEGOKGDKEDFGISSIGLPGLEGFEGERPGL
--GDMGFPGPRGVEGSPGFPGVEGRPGS PGLPGQKGEKGDPGVSGI GLEGLPGFEGEAGL

., 0k k% ok Kk kK % % Kk kK %k ki % k% Ok k%

REFIGAPGPEGERGIRGOPGLEATVEDIRGDEGSQGERGY IGEKGEQGERGLIGFAGVAG
RGEQDEQPGLEGENGLDGRFGY PGS ——--AGQLEI PFGDVEY FGRPGE-————- HGDHGHQG
PGFPGEAGLEGQFGFPGPQGLIGS——--FGFPEGDPGLEGFQGAPGNFGPKGLDGAFGEAG
NGFPGSPGSKGHFGNFGLEGLEGI -——-SGFEGDPGLEGF FGSPESFGLEGVDGFIGNSE
BGEYSGE5PGREGSFGNPGLEGSTGR———-PERAKGEPGF PGS FGT PEVAGPKGFDGSAGSFE
PGYPGSPGSEGIAGNPGLEGLEGS————-FGAKGEPGLEGFFGT PGI FGPEGIEGFFGHEG
PGYPGNPGIKGSVGEI GLEGLEGH ———-PGAEGQPGLPGF FGI PGLEGPEKGMNGFFGHEG
PEYPGNPGIKGSMGEAGLEGLEGS———-FGRAEGQPGLEGF FGI PGLEGPEKGMNGFFEHNEG
PEYPGNPGIEGSMGEI GLEGLEGT ———-FGREGQPGLEGF FGI PGLEGPEKGISGFFGHNEG
PEYPGNPGIKGSVEDPGLEGLEGT ———-FGRAKGQPGLEGFFGI PGFFGPKGISGFFGIFEG
BEYPGNPGIKGSMGEDT GLEGLEGT ——--FRAKGLPGLEGF FGT PELFGPKGINGFFGNEE

T T T T I T * % %
AKGDRGLOGFPGASGLNGI FGAKG———--- DIGFRGEIGYFGVIIKGEEKGLEFGR———-—--
RIDGQEGLEGESGQPGRPGLEGEDGRFGFVGFPGDDEY FGAFGRDIYGPPGRAGODGY FEL
LNGAPGRFGDFGRSGLEGI FGDKGLAGRDGI FGFAGREGEFGLE - ——————- G-—————-

LPG5SPELRGESGRPGPQET PEEKGPGDEI PEPSELEGEPGLPGFGSPGLEG-——————
DEGPEGLEGEFGRPGSPGLLGGKGRPGRDGI PGEAGQHGEPGQPGFELEGEEG-—————
LPGPPGEVGDTGRPGPPGPEGEKGPGRDGI PGEAGKGEPGLEGFGREGEPG-—————-
FEGEPGEVGAGGRPGP PGP PGEKGKPGRDG PGEAGOHGEPGRPGFGI PEEEG-——————
LPGEPGEVGEGGRPGE PGP EGEKGKEGRDGI PGEAGOKGEPGREGFGI PFGEPG-—————-
LPGEPGEVGEEERPGP PGP PGEKGKPE)DEI PEPAGKEEPGLPGFGI PGERG-——————
LPGEPGEVGEEGHPG)PEPPGEKGKPG)DEI PEPAGHEEPGLPGFGNEGEPG-——————
LPGEPGEVGEEGRPGP PGP PGEKGNPGDGI PEPAGOKEEPGQPGFGI PGEPG-—————

I I T ok R ww &
---PGENGRQGLIGAFGLIGERGLFGLAGEFGLVELFGFIGFAGS ——————————— KGER
DELEGAPGLNGEPGSPERYGMPGLPGGPGESGLPGYPGERGLPGL - - ————~ DGEERGHD

--QPGLEGAKGDEGFPGPAGSAGFPFGFEGDAGF FGLFGRIGSVGFFGFPGLELOGFEGIN
--LPGSQGQKGDAGLSGSPGNPGLFGFEGDRGEF FGSFGPQGFIGRPGLPGFRTEGFEGDE
--LOGLAGQKGDSGFSEP PGP PGP FGLEGEMGRAE Y FGHQGLEGFFEVPGRASEGFEGHE
--LPGLSGREGELGLFGFFGPPGLFGLEGEFGFQEFFGLOGFFGFPGLFGFFLEGFKGSE
--LPGLSGREGDGESPELEGNFGLFGSKGEFGFQGFFGMFGFFGF PGS PGRALEGFEGHE
--LPGLSGQHGDGEAPGLEGNPGLEGSKGEFGFQGFFGMPGFPGEFFESPGPSLEGFEGHE
--LEGLSGQKGDEGLPGI FGNEGLFGFKGEFGFHGFFGLYGFFGFFGSPGFALEGFKGSE
--LPGLSGQEGDGGLPGI FGNEPGLFGFEGEFGFHGFFGVQGFPGFFGSPGPALEGFEGHE
--LPGLSGQEGDGELPGI FGNEGLFGFKGEFGFQEFFGVQGFPGFFESPGFALEGFEGHE

* * ok * * * L 2 L L 2 * * i
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[Drosophila melanogaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danic_rerio]
[¥enopus_tropicalis]
[Frotobothrops_mucrosguamatus]
[Gallua_gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]
[Homo_sapiens]
[Canis_lupua familiaris]

[Droscphila melancgaster]
[Caencrhabditis_elegans]
[Danio_rerio]

[¥enopus tropicalis]
[Frotocbothropa mucrosquamatus]
[Gallua_gallus]
[Mus_musculus]

[Rattua norvegicus]
[Boa_taurus]
[Homo_sapiens]
[Canis_lupus familiaris]

[Droscphila melancgaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danio_rerio]
[¥enopus_tropicalis]
[Frotcbothrops_mucrosguamatus]
[Gallus_gallus]

[Mus musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]
[Homo_sapiens]

[Cania_ lupua familiaris]

[Drosophila melancgaster]
[Caencrhabditis elegans]
[Danic_reric]
[Zenopus_tropicalis]
[Protcbothrops mucrosquamatus]
[Gallua_gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicui]
[Boa_taurus]

[Homo sapiens]
[Canis_lupus_familiaris]

[Droscphila melanogaster]
[Caenorhabditis elegans]
[Danic_rerio]
[¥enopus_tropicalis]
[Frotobothropa mucrosgquamatus]
[Gallus_gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]

[Homo_ sapiens]
[Canis_lupus_femiliaris]

[Droscphila melancgaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danic_rerioc]
[Xenopus_tropicalis]
[Protcbothrops mucrosquamatus]
[Gallua_gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicui]
[Boa_taurus]

[Homo sapiens]
[Canis_lupus_familiaris]

GLAGSPEQPGRDEE PGAPGLEGDT ---GPQGFKGER GLNGFEFQKGDEGIRGLQEESGLE
---GLEGAFGVEGVEG-——-———-—--- -VEGLEGDCGEDGYFGAPGAFGSNGYFGERGLEGVE
GPPGPPGE. AGSGEVEGEKGLEGVEGT FGEAGOKGDYGSFGFE
GEVGPPGRFPGFQGY PGFPGSEGFRGPFGDGGFHGEKGNFGF PEQFGLTGSKGEHGASGFP
E5PGIPGRPGFPGLSG——-FEGFPGPFGIGEVEGEKGN SGRPERFGLEGLEGDREIFGES
GPPGVEGREGESGEFYGSFGFEGFRGFFGSGELEGEKGNFGRPEEFFGLTIGOKGDREEFGRY
GPQGPPGRPGEPGFQGPPGTEGFRGPFGNGEIKGERGNFGFPEQFGLEGLEGDREFFGLE
GEQGPPGREGEPGEFQGFFGIEGFRGFFGHGEIKGERGNFGFPERFGLEGLEGDQEEFGLE
GPRGFFGREGFIGFQGFFGFEGFRGLEGSGA I KGERGNFGRPERFGLEGLEGDREEFGLY

GPQGPPGRF——--—- GLFGPEGPPGLPGHGGIKGEKGNPGRPGLEGLPGLEGDDSFEFGLY
GPQGPPGRPGFIGFQGLPGFEGFRGLEGHGEIKGERGNFGRPERFGLEGLEGDQGEEGIQ
* k% . kE ok % % % % k% %

GLVGREGDT GY FGLNGNDG- FVGAPGERGF T GFEGE DGRDGT FELEGKGEFGML —————
GORGRSGINGYP-————— G-APGQPGIKGFRGDDGF FGRDGLDGLPGRFGREGLPGEMAM
G5PGSPGFNGLEGDPGEQG-VEGEF PGSEGVSGFPGI SGLFGARGDEGDEGFFEFFGYARE
GDPGRPGLNGMEGDRGVEG-VEGE PFeMEGFGEF FELAGLEGESGLEGAIGLFELFGFKGE
VSEEWEGFEALDVYFVLICVGFGF SGMEGFT GFLGPAGFEGDFGFFGSFGFPGI FGFAGK
GDPGRPGLNGMEGDPGVEG-VPGEF PGMEGFIGFAGPAGLIGSQELEGPFGFPELEGTIIGE
GHPGRPGLNGHMEGDPGLEG-VEGEF PGMEGF IGVEESIGFDGEFGLIGFFGFFELEGESER
GHPGRFGLNGMEGDPGLEFG- VPG PGMEGF IGVEGSIGFDGEFGLIGFFGFFELEFGESER
GHPGRPGLNGMEGDPGLEG-VPGF PFGMEGESGVEGSTGFEGDFGLIGPFGFPELEGESGE]
GHPGRPGLNGMEGDPGLPG-VPGE PEMEGFSGVPGSAGFEGEFGLIGPFGFPELEGESEQ
GHPGRPGLNGHMEGDPGLEG-VEPGE PGMEGFSGVEESAGFEGDFELVEFFGFFELEGESER

* 0k a2k Kk k% 0k k% % K
————— PPPGPEGEFGRPGENGFEGEFGRPGER —————-—--——--——————-GLIGIQGERG
A--VENFPGQPGENGYFGE---KGYFGLEGDNGLSGPPGEAGY FGAPGIDGYFGFEELSG
FIVLEGERGFFGFEGNFGG---RGRAG-————————————————— FIGLQGLFGSFES5G
YREIKGAPGLFGFPGRFGV---NGPPG—————————————————— BPGSPGLFGSLGLEG
TIVIKGDQGFPGLEGQPGHM - --KGLSG—————————————————- LEGFPGLFGSIGLEG
SIVVEGDFGFPGFPGLFGS---KGPEG-————————————————— LAGFQGLEGEVEVEG
SIVIKGDFGFFEIPGQFGL---KGLEG-————————————————— LEGFQGLFGFIGEFG
SIVIKGDPGFFGIPGQPGL---KGLEG—————————————————- LEGPQGLFGFIGEEG
SIVIKGDAGFPGIPGQPGL---KGLQG-—————————————————- LEGPQGLEGFIGEFG
SIIIEGDAGFPGIPGQFGL---KGLEG--———————————————- PQGFQGLEGFIGEEG
SIIIEGDVGFFEIPGQFGL---KGLEG-————————————————— LEGFQGLFGFIGEFG

* ok % kW ) * % k%

EXGERGLIGEIGNVGRFGFEGIRGEFGERGYEGAIGLIGOKGEPGAFAPARLDYLTGILI
MPGHGGDOGFRGAAGRTGNPGLPGTF-—————————————— GYPGSP--GGWAESRGETF
DEGFMGPPGFNGPPGREGDI GFAGQPGORGY PGPPGPDGAPGEFPGIT--GILSGRHGEFLI
DIGEDGLEGFEGQLGREGDRGLEGRFGSRGINGFFGFDGLOGFPGFF--GLESVAHGELL
DFEHDGLEGFDGFVGRKGERGLPGOPGLRGSHEPFGPDGLOGFPERE--GTGSVAHGFLI
DPGRDGLEGFDGPAGREGERGLPGRPGSRGIQGFPGPDGLGFPGFF--GTASVAHGFLI
DEGFNGLEGFDGAGGREGDFGLPGQPGARGLDGFFGFDGLOGFPEFF--GTTSVAHGELI
DEGENGLEGFDGAGGREGDFGLEGRFGSRGLDGFFGFDGLOGFPGFF--GTITSVAHGEFLI
DEGENGLEGFDGAGGREGDFGLEGPGTRGLDGFFGPDGLGFPGFF--GTS5IAHGEFLI
DEGFNGLEGFDGAGGREGDFGLPGQPGIRGLDGFFGFDGLOGFPEFF--GTISSVAHGELI
DEGENGLEGFDGAGGREGDFELPGPGIRGLDGFFGFDGMOGFFGFF--GISSIAHGEL.

I T * k% . * 1

TRHSQSETVFACSAGHIELWIGY SLLYVDGND Y AHNQDLGSFGSCVEREFSTLEVLSCGRN
AKHSQITAVEQUPPGASQLWEGY SLLYVQGNGRASGQDLGRPESCLSKFNTME FMECHMI
TRHSQTIEVESCPDGT SFIYEGY SLLYVQGNERAHGRDLGTAGSCLERFSTMFFMFCHIN
TRHSQSTDAPGCFFGI IR IYDEY SLLYVQGNERAHGRDLGTAGSCLERFSTMFFMECHIN
TRHSQITIDSFFCFPGISEIYDGFSLLYVQGNERAHGRDLGTAGSCLRRFSTMFFMECHIN
TRHSQTROTPLCEQGT SRIYDGFSLLYVQGNERAHGRDLGTAGSCLERFSTMFFMFCNIN
TRHSQITEAPQCPRGIVHIYEGF SLLYVQGNEFAHGRDLGTAGSCLERF STMFFMECHIN
TRHSQITDAFQCEOGTVHIYDGF SLLYVQGNERAHGRDLGTAGSCLRRFSTMFFMECHIN
TRHSQTTDAPQCEQGT IQVYEGF SLLYVQGNERAHGRDLGTAGSCLERFSTMFFMFCNIN
TRHSQTTIDAPQCEOGTLOVYEGF SLLYVQGNERAHGRDLGTAGSCLERFSTMFFMFCHIN
TRHSQIIDAFQCEFHGTVOIYEGE SLLYVQGNEFANGRDLGTAGSCLERFSTMFFMECHIN

rakEE ® W * HrhrEkk e kE * *H K Hkke 2k Kek - % *

VN YASENDE T FWLT TNART FM--MEVENIEIRQYISRCVVCERFANVIAVHSQIIEVE
SVCHVSSENDYSFWLSTDEPMI PMMNFVIGIAIRFY ISRCAVCEVEIQI IAVEHSQDISVE
HVCHEASENDY SYWLSTPQPMFMIMAFI TGENIKFYISRCSVCERPAMVIAVESQTIIQLE
NVCNEASENDY SYWLSTFEFMFMSHME FLRGRDIQFFISRCAVCEAPAMVIAVHSQTIQIE
WVCNFASENDY SYWLSTPEPMPMSMEFLTGKNIQFPFISRCTVCEAPAMVIAVHSQTIQIE
WVCNFASENDY SYWLSTPEFMFMSMEFLIGQNIQFFISRCVVCERPAMVIAVHSQTIQIFE
WVCHEASENDY SYWLSTFEFMFMNME FLEGRS IQFFISRCAVCERFAVVIAVHSQIIQIE
WVCNEASENDY SYWLSTFEFMFMNME FLEGRS IQFFISRCAVCERAPAVVIAVHSQTIIQIE
WVCNFASENDY SYWLSTPEPMFMSMEFLEGQSIQFFISRCAVCEAPAVVIAVHSQTIQIE
WVCNEASENDY SYWLSTFEFMFMSMQFLEGRSIQFFISRCAVCERFAVVIAVHSQIIQIFE
NVCNEASENDY SYWLSTPEFMFMSHME FLEGRS IQFFISRCAVCERAPAVVIAVHSQTIQIE
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1314
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1461
1440
1341
1373
1387
1355
1373
1373
1373
1367
1373

1498
14395
1380
1412
1428
1394
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1412
1412
1406
1412

1558
1538
1438
1470
1484
1452
1470
1470
1470
1464
1470
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[Droaophila melancgaster]
[Caencrhabditis_elegans]
[Danio_rerio]
[¥enopus_tropicalis]
[Frotobothrops_mucrosguamatus]
[Gallua gallus]
[Mus_musculus]
[Rattus_norvegicus]
[Boa_taurus]
[Homo_sapiens]
[Canis_lupus familiaris]

[Droaophila melancgaster]
[Caenorhabditis_elegans]
[Danio_rerio]
[¥enopus_tropicalis]
[Frotcbothrops_mucrosguamatus]
[Gallua gallus]

[Mus_musculus]

[Rattua norvegicus]
[Boa_taurus]

[Homo_sapiens]

DCPNGWEGLWIGY SFLMHTAVENGEEEQAL)SPESCLEDFRATFFIECNGAKGTCHFYET
RCPOGWSGMWIGY SEVMH T ARGREGTGQSLOSPGSCLEEFRAVEFIECHG-REGICHYYAT
ACPENWDILWIGY SEMMHT SAGREGSGQALASPGSCLEEFRSAFFIECHG-REICHYYGN
RCPOGWSSLWIGYSFMMHT SAGREGSGOATLASFGSCLEEFRSAFFIECHG-RGTCHYYAN
SCPQGWNSLWIGY SFMMHT SAGREGSGOALASPESCLEEFRSAFFIECHG-REICHYYAN
SCPPGWDSLWIGY SFMMHT SAGREGSGQALASPGSCLEEFRSAFFIECHG-RGICHYYAN
HCPQGWDSLWIGY SFMMHT SAGREGSGOATLASFGSCLEEFRSAFFIECHG-RGTCHYYAN
HCPQGWDSLWIGY SEMMET SAGREGSGOALASPESCLEEFRSAFFIECHG-REICHYYAN
RCPQGWDSLWIGYSFMMHT SAGREGSGOALASPESCLEEFRSAFFIECHG-RETCHYYAN
HCPQGWDSLWIGY SFMMET SAGREGSGOALASPGSCLEEFRSAPFIECHG-REGICHYYAN
HCPHGWDSLWIGY SEMMHT SAGREGSGOALASPGSCLEEFRSAFFIECHG-REICHYYAN

& & vk kkkkekukae K k kEaek KEkkkkkeokke Kukkkk ¥ ockkw ok

MISFWMYNLESSQFFERFQOQOT IKAGERQSHVSECQVCMENSS 1779
NHGFWLSIVDRDEQFRKFMSQTLEAGGLEDEVSRCJVCLENE - 1
SYSEWLATVIOVHNEMFRKPQSETLEAGNLETEVSRCVVCMERT -
SYSFWLATVEMSEMFSKPQSETLEAGDLETEVSRCOJVCMERT -

SYSEWLATVEISEMFNEPQSETLEAGDLEARI SECOVCMERTI- 1705
SYSEWLATVEVSEMFSKPQSETLEAGDLRTRISECQVCMEKT- 1673
SYSEWLATVDMSDMFNKPQSEILEAGDLETRI SRCJVCMERT -

SYSEWLATVDMSDMF SKPQSETLEAGDLETRI SRCOVCMERT -
SYSFWLATVDVSDMFSKPQSETLEAGDLETRI SROJVCMERT -
SYSEWLATVDVSDMFSKPQSETLEAGDLETRISRCOVCMERT -

[Canis_lupus familiaris] SYSFWLATVIDVSDMFSKPQSETLEAGDLETRI SRCOVCMERT - 16581

L * wk ko kdkk Pakkk kkoak

16. abra A COL4A1 ortolog fehérjeszekvenciak illesztése a Drosophila melanogastertdl a
Homo sapiensig;

NP_723046.1 (D. melanogaster, collagen alpha-1(1V)),
NP_001116702.1 (Danio rerio, collagen alpha-5(1V)),
XP_420320.2 (Gallus gallus, similar to alpha-5 type IV collagen),
XP_343779.2 (Rattus norvegicus, collagen alpha-5(1V)),
NP_031762.2 (Mus musculus, collagen alpha-5(1V)),
XP_001790185.1 (Bos taurus, collagen alpha-5(1V)),
NP_001002979.1 (Canis lupus familiaris, collagen alpha-5(1V)),
NP_000486.1 (Homo sapiens, collagen alpha-5(1V)),
NP_001022662.1 (Caenorhabditis elegans, collagen alpha-1(1V)),
XP_004916922.1 (Xenopus tropicalis, collagen alpha-5(1V)),
XP_015687838.1 (Protobothrops mucrosquamatus, collagen alpha-5(1V))
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Dpse XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec_XP_(002037904.
Dere XP_001962755.
Dyak_XP_(002088685.
Dana_XF_001962982.
Dvir XP_(002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NF_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP_001355957.
Dper_XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP _723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001963755.
Dyak XP_002088685.
Dana XP 001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NF_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001963755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

[mel NP 723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001963755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.
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MLEFWERLLYARVI AGATVEANLOFWETAGT SGSIQDSVREEQSEEDPEDSFEIDDSYDTV
MLEFWERLLY ALV AGA LVEANAQFWETAGT S IQDSVEHQSEEDFRDSFEFIDDSYDIV
MLEFWERLLYALVI AGATVEA DL FWKTAGTAGSIQDSVEHYNENEPE--FEIDDSYDIV
MLEFWERLLYALVIAGALFGADAQLWEMSGT S IQDSVEHANENEFK--FSIDDSYDIV
MLEFWERLLYA RV AGATVEADAFWET ST SG5IQDSVERY -ENEPE--IPTDDSYDIV
MLEPFWERLLY ALV AGALVEADAQFWET ST S IQDSVEHYNENEFR—-TIFIDDSYDIV
MLEFWERLLYARVIAGATVEADAQFWRQSG- 566 IQFPFYQFENQDDOR——-FEFIDESYDIV
MLAHWERLLF ALV T AV LV THAQFWENPGAT S IQESVEHHSEDEFRESFTIDESYDIV

hk | ckkkkkackkhkkkdw ok esakkadke ok ek kR . L v Rk e kdd ke

DSASIQRGEQPPFENCTAGYAGCVEPECI AEKGNRGLPGFLGFT GPEGVSGF FFQDGFLGDE
DSASIQRGEOPPENCTAGYAGCVPECI AEKGNRGLPGFLGFT GPEGVSGF FERDGFLGDE
DSAGVARGDLEPENCTAGYAGCVEKCI AEKGNRGLFGFLGFT GLEGEMGF FGMEGESGDE
55A---—-GNLPPENCTAGYAGCVPECI AEKGDRGLPGFLGFT GLEGEMGF FGMEGESGDE
D5A---—-GNLPPENCTAGYAGCVPECLAEKGNRGE FGHLGET GHEGEMGF FGMEGESGDE
D5A---—-GNLPPENCTAGYAGCVPECI AEKGNRGE SGFLGHT GLEGEMGF FGMEGESGDE
DSAGVORGDFLEENCTAGYAGCVPECI AEKGNRGLPGESGPSGPEGAQGF FESEGPAGDE
D5ASIQRGEQPPENCT SEFAGCHPECT AEKGNRGLPFGFEGQT GPEGIKGY SZFEGFPGDE

JEE %, kEkkkakakkkokhkokkAkakk ok k sk kR kx K skk k¥

FRKGDPGEYGLRGDEGERGSQGI PGLEGVEEVRESSGHPGLEGINGKDZCDGSDELEGLY
FRKGDPGEYGLEGDEGERGSQGI PGLEGVEEVRES SGHPGLEGINGKDZCDGSDELEGLY
FRKGDEGEY GURGDEGERGS PGLAGQAGVEGVOEFAGN PGAPGINGKDZCDGRDEI FGLE
FRKGDEGEYGURGDEGERGS PGLHGRAGVEGVOEFAGN PGAPGINGKDZCDGDVELSGLE
FREGDEGEY GURGDEGERGS PGLHGQAGVEGAQGFAGN PGAPGINGKDZCDGEDGI AGLE
GOKGDEGPYGORGDEGERGS PGLAGQAGV PGV PAGN PGLEGINGKDECDEDEI PELE
FRKGDEGEY GURGAKGERGLOGMAGLEGT AGT PESAGNPGAPGLNGKDZCDGSPELEGLY
FRKGDPGPFGARGYKGERGIRGI PGLEGVSGVREPAGN PGLEGINGKDZCDESECLEGLY

kkkkhhkk kKR kkkhk  k: k  kx k  k skkkk kkakkkkkhkk ks k¥

GLIGMAGPRGE BG5S PGEHGEKGEPAKENGH Y AKGEKGEPGF T GRS Y AGPQGH PGDEGER
GLSGMAGPRGE PGS PGEHGEKGEPAKENGH Y AKGEKGEPGFTGRSGYAGPQGH PG DEGER
GLIGMPGPRGYAGQLGSKGEKGEPAKENGD Y AKGEKGE PGWRGTAGLAGFQGF FGEKGER
GLIGHPGPRGYAGQLESKGEKGEPAKENGD Y AKGEKGE PGWRGTAGLAGPQGLPGEKGER
GLIGMPGPRGYAGQLGSKGEKGEPAKENGD Y AKGEKGE PGWRGTAGLAGFQGLEGEKGER
GLIGMQGPRGEAGQLGIKGEKGEPAKENGD Y AKGEKGE PGWI GTAGLAGFQGLEGEKGER
GLIGMQGPRGY PG AGAKGEKGEPAKENGH Y AKGEKGEPGF SGRIGYAGPQGAPGER IR
GLIGMAGFRGY PGP LEGEKGEPAKENGD Y AKGEKGEPGFAGRSEY PEFEGQRGEKGER

hkkkh ke K % RERKKEIIEERK kR RRRRIRIN: K 2k kkak  Kokkrk

GDIGFYSKGLEGDRGIKGEKGDSCFEF LM PGEQGEKGEKGDEAVET EVT ZSERVIGEFRG
GDIGEYESEGLEGDRGIKGEKGDSCFEFLMPGEQGEKGEKGDPAVEI FVIGSERVIGERG
GDSGFY GAKGPRGEHGLEGEKGASCY G FMEPGAPGIKGEKGEFASSFEVEFTHIVHGERG
GD3GFYRAKGPRGEHGLEGEKGASCY G FMKPGAPGHEGEKGEFASSLESKFTHTVHMGERG
GDSGFY GAKGPRGEHGLEGEKGASCY G FMKPGAPGIKGEKGEFASSLESKFTHIVHGERG
GDSGFY GAKGPRGEHGLEGEKGASCY G FME PGS PGIKGEKGEPASSLESKFTHTVHGERG
GETGFYGAKGPRGDY GLEGEKGDSCFEFLEPGDEGDEGEKGEFAVELESTGVSIELGFRG
GDIGFYGFPGPRGIRGIKGEKGAACFAT AMPGEKGDEGEKGDFAPELFVHESDTVHGORG

Gaoakkuhk R KE: RokREEE ake KE K RREERIEE ok T

DEGOHGEVGEY GEKGELGPGGE PR DEOHFEKGLPGESGDRGRQGNF GEFFESGUHGIRG
DEGRKGEVGEY GEKGELGEGGE PERDEOKEEKGLPGESGDRGRQGNF GFPEESGUEGDRG
IMEOKGE FGLVGREGEPGPEGDT GLDEQKFEKGLPGGPGDRGEQGNF GEFESTGREGIRG
[MEOKGE PGLVGREGEFGPEGDT GLNGOKGEKGLPGGPGDRGRQGNF GFPESTGREGDRG
DT ERKGEQGRDGREGEFGLEGET GADGOKGEKGLPGGPGDRGRQGNF GFPESTGREGDRG
DLGOKGE FGLVGREGEFGPEGDT GV DEQKGEEKGLPGGPGDRGRQGNF GFPESTGREGDRG
EEGQKGEPGLEGREGEAGIVEDT GLDEOKGEKGLPGGPGDRGRQGNF GQPEESGUKGDRG
IVEQKGE I GEMGEKGGLEPVGE P HDEOKEEKGL PGGAGERGRQGNF GEPEEFAGQKGIRG

I T I I L L L T T T T T T T

ETGLNGLEGSFGREGEFGR PGRSERRELVEEPGPPGEERGPGAPGPEGERGYIGI PGED
ETGLNGLEGSFGREGEPGER PGRSERRELVGE PGP PGEERGPGAPGPEGERGY IGI FGED
EPGLNGLEGNPGREGEFGRAGAT GEFELLGFPGPPGGERGT PGP PGPEGERGYVGAPGED
EPGLNGLEGKPGURGEFGRAGAT GRPELLGFPGPPGEERGT FGPPGPEGERGYVEI PGED
EPGLNGLEGSTGREGEFGLAGAT GOPELLGFPGPPGGERGT PGP PGPEGERGY SGEKPGED
EPGLNGLEGNPGREGEAGR FGET GROGLI GFPGPPGGERGNFGPPGE I GERGYVEI PGED
ETGLNGLEGNPGUHGEPGE PGS TERRELVEEPGPPGEERET PGPSGPEGPRGYAGERPGED
ETGLNGLEGQPGLEGEFGR FGN SGERGLVEEF PGP PGEERGPGAPGPEGERGYTGQPGED
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120
120
1118
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117
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130
130
178
174
173
174
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1a0

240
240
238
234
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234
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240

300
300
298
294
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294
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358
354
353
354
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420
420
413
414
413
414
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Dpse XP_001355957.
Dper XF_002021501.

Dmel NP 723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper_XP_002021501.

Dmel NP 723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP _002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP 723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP 001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP 723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP _723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP _723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak_XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Cmel NP_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.
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GLHGADGQPGPQGYVERHGEE5EHPGRPGGEGPFGOKGEEGI GGEVEFQGFVGFIGHT GEE
GLHGADGQPGPQGYVERHGEE5EHPGRPGGEGPFGOKGEEGI GGEVEFQGFVGFIGHT GEE
GLHGVDGLEGPQGYNGOHGEAGLPGRPGHEGPFGEKGEEGT AGLNGFKGSIGFIGHEGEE
GL3GADGLEGSQGYNGOHGEAGLPGRPGHEGPFGEKGDEGT AGLDGFEGSIGFIGHEGEFE
GLHGNDGLEGEQGY T GQHGEAGLEGONGHESFFGEKGEEGT AGLNGFKGSIGFIGHAGEE
GLHGADGQPGPQGY TGQHGEVELEPGRPGHEGFFGEKGEKGT AGLDGFEGSIGFIGHQGEE
GLHGADGQPELOGY PGQHGET GMPGRPGGECLPGRHGEKGI GGRDEFRGFVGFVGHEGEE
GLHGMDGPIGEQGY I GPEGEFEVEGHPGHEGPAGOKGEEGNAGELESQGFVGFIGHNGEE

ke ok kR % kR k Rwk kekk: k kR kokkakk ok k sk ckkakk kkw

GFPEGQEGDAGT PGYGIEGPEGDDEN PGY PGREGEHGERGFEGN SGVFEDSKLGEPGT FEH
GPEGQEGDAGT PGYGIEGPEGDDENPGY PEQEGEKGERGFEGN SEVFGDSELGEFGT FGT
GFPEGQEGDAGLPGYGIQG5KGDAGI PGY PGLEGSKGERGFEGNAGA FEDSKLGEPGT FEA
GFPEGQEGDAGLPGYGIQG5SKGDAGI PGYAGLEGSKGERGFEGNAGAPGDSELGEEFGTFGT
GPEGQEGEAGHMPGYGI QG PEGDAGKPGY PGLEGSKGERGFEGNAGA FEDSKLGRSGF PEL
FPEGQHGDAGLEGYGIQEFEGDAGVEGY PELEGSKGERGFEGHNAGAPGDSKLGEPETEGT
GFPEGQEGDSGRPGYGT QG PEGN DY PGRPGLPGAKGERGFEGVAGVFGDSELGREFGET G
GFPEGQEGEPGT FGYGI QG PEGDDEINGY PGREGSKGERGYEGNAGVREDSKLGEPGT BP0

Rkkkkkk e ok kRhR sk kka k kK kkkkkakk ck kkkhkhkR % %

AGAPGQEGDAGR FGT PGAKGIMEI KGDI GGHCS5CF FELEGDEGTRGLDGI FGNEGVRGE
AGAPGOEGDAGE PGT PGAKGIMEI KGDI GGECS5CEPELEGDEGTRGLDGI FGNEGVEGE
AGAPGQEGDAGE PGT PGOEGIMEI KGDVEGHC S 5CRAGFEGDEGT SGLEPGI PGEDGARGE
AGAPGQEGDAGR PGT PGOEGIMEI KGDVEGHC S SCRAGFEGDEGT SGLAGVEGEDGARGE
AGAPGOEGDPGR PGIHGOKGDMEI KGDVEGHCSSCRAGFEGERGT SGLEGI PGEDGVEGE
AGAPGQEGDAGR PGT PGOEGIMEI KGDVEGECS5CR PRAKGDEGT SGLVGVAGEDGARGE
AGAPGQEGDAGE PGT PGOKGEMEI KGDVEGHC SLCPQEOKGDE G TRGLDGI PG VGARGE
AGIPGPQGDAGRDGI PGDEGDMEPKGDAGGHCSSCEPELEGDEGERGLNGI PGNEGARGE

Rk Rk rkk kk kR akk kkk RRRRE k  k kkakk  kk kx kx ok kkw

FGEPGHQGERGHDGINGOT GAPGEKGEDGLT GAPGATGAPGEGAT INY SQIKTEKGEERZD
FGEPGHQGERGHDGINGOT GAPGEKGEDGLT GAPGATGAPGEGAT INY SQIKTEKGEERZD
PGERGYPGERGHDGINGQTGPPGEKGEDGRT GLEGATGEPGKFALCDLSLIEFLEGDEGRY
PGERGYPGERGHDGINGQTGPPGEKGEDGRT GLEATGEPGKPALCDLSLIEFVEGEERFY
FGERGYPGERGHDGINGQTGEFGEKGEDGE SEVEGATGEPGRPAMVDLNSVAAEKGDEGS
FGEEGVEGERGHDGINGE PG PPGEKGEDGR SV AT GEPGRFAMVILN LVEAERGEKZY
PGERGYPGERGSDGINGQT GPPGLRGEDGVEGY PG FVGEAGONAT ONLSLVI PHEGEEGN
PGERGY?GERGDDGIIGQHGPPGEFGDDGYPGAPGAIGFPGQSAFUDWSQI?PEFGPFGE

HEK K dedee e dedkde ke ok ok ekekek e e ok ke ke vk ke

FEEPGHQGERGHDGINGOTGAPGEKGEDGLT GAPGATGAPGEGAT INY SQIKTEEGEEGR
BEEPGHQGERGHDEINGRTGAPGEKGEDGLT GAPGAT GAPGHGAT INYSQIKTEKGEEGR
FGERGYPGERGHDGINGQTGFPGEKGEDGRT GLEGATGEFGEFALCDLSLIEFLEGDEGY
FEERGYPGERGHDGINGQTGFPGEKGEDGRT GLEGATGEFGEFALCDLSLIEFVEGEESY
BGERGYPGERGHDEINGQTGFPGEKGEDGR SGVEGATGEPGRFAMVDLN SVAREKGDEGS
FGEEGVEGERGHDGINGR PGFPGEKGEDGR SEVEGATGEFGR PAMVDLNLVERERGEEGY
FEERGYPGERGSDEINGRTGFPGLEGEDGVEGVEGEFVGEAGONAT ONLSLVI PHEGEEGN

PGERGYVGERGDDGI IGOMGPPGEKGDDGY PGAPGAT G PG SAFVDWSQIVPEKGPEGE
HEE % REEE REE Ka ok k% skakd R kR % ks k2 o+ » T

PGLPGALGVEGDRGE SV PG LAGVEGEMGFEGDKGY IGQAGT DG PGAPGRDGYDGAPGL
PGLPGALGVEGDRGE SV PG LAGVEGEMGFEGDKGY TGQAGT DGT PRAPGRDGY DGAPGL
PRAPGAKGVOGFEGAEGLPGI PGPEGEF GFEGEKGLIGAPGNDGT PGRAGRDGYPGIBGR
PGAPGAKGVEGFRGSDERSGSPGPHGEF GFEGDKGLSGAPGNDGT PGRAGRDGYPGIPGR
PRAPGAKGVEGFSGADGF PGHDGPEGEF GFEGEKGLIGAPGNDGI PGRAGRDGYPGIFGR
PGLPGAKGVOGFRGADGLPGHNPGPEGEF GFEGDEGSGVEGNDGI PGRAGRDGY PGS EGR
BEYPEALGVHGERGRDEI PERPGIKGEF GIKGDKGLIGFPGADCAPGAPGRDEYNGAPSL
BEYPGRALGVEGERGDSEI PGAPGLEGEMGVEGDEGYMGRAGT DG5S PESFGRDGVDGEFEGR

ki kkk kkak %k k k% kkkak kkekk Kk k k% kk  kkkk Kk k¥

SIKGESGSRGMDGLEGDEGT AGYVGPHGEPGT CEASELET PAKGHEGDRGAT GMPGVDGE
SIKGESGSRGMDGLEGDEGT AGYVGPHGEPGT CEASELET PAKGHEGDRGAT GMPGVDGE
SIKGEPGFHGRDGAKGDEGSFERSGEKGEPGSCALDETEMEL KGNEGEPGRTGMPGEPEGE
SIKGEPGFHGRDGAKGDEGSLGESGERGEFGSCALDET EMPAKGHEGEPGRT GMEGEFFGE
ATKEGEPGFNGEDGEKGDKGSFERSGEKGEPGSCEI AELKA T EKGNEGEFGRTGMPGSEGER
SIKGEPGFHGRDGAKGDEGSFERSGEKGEPGSCALDETEM A KGNEGEPGRTGMPGEEGE
ITKGEPGT PGYDGLEGDEGT S6YVEQHGEFGT CEI DDLEMPAKGSEGERGET GMFGFEGE
SIKGEPGEPGFDGYKGDHGT ST VEORGEPGI CAASELKVELEGNKGERGATGMPGENGE

shkkE kR Kk kkkkk: k% skkkkow hk kkr ok kkkkk %
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540
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660
660
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G6a0
aal
6548
454
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720
720
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714
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714
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720

780
780
778
774
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777
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Dpse_XP_001355957.
Dper_XP_002021501.

Dmel NP 723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP 001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak_XP_002088685.
Dana_XF_001962982.
Dvir_XP_002051843.

Dpse XP 001355357.
Dper_XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Cmel NE_723044.1

Dsec XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse_XP_001355357.
Dper XP_002021501.
Dmel NP 723044.1

Dsec_XP_002037304.
Dere XP_001968755.
Dyak XP 002088685.
Dana_XP_001962932.
Dvir XP_002051844.

Dpse_XP_001355357.
Dper XP_002021501.
Dmel NP 723044.1

Dsec_XP_002037304.
Dere XP_001968755.
Dyak XP 002088685.
Dana_XP_001962932.
Dvir XP_002051844.

Dpse_XP_001355357.
Dper XP_002021501.
Dmel NP 723044.1

Dsec_XP_002037304.
Dere XP_001968755.
Dyak XP 002088685.
Dana_XP_001962932.
Dvir XP_002051844.
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IGQKGEIGYRGEKGSTGPQGFVEFVGFRGMT GFRGEKGN I GP I GARGHN PFGEDGTRGLEGE
IGHGEIGYRGEKGSTGPQEFVEEFVEPRGHT GPRGERGN I GPIGA LGN PGEDGTRELEGE
DESPGERGYTGLEGHT GPQGE PGVEGFRGLNGFRGEKGHQGAVEVEGHN FGEDGLEGI PGE
YESPGERGYTGLEGHT GPQGE PGVEGFRGLNGFRGEKGHQGAVEVEGH FGEDGLEGI PGE.
DESPGERGLEGHMEGHT GPQGE PG I EGFRGLNGFRGEKGNQGAVEVEGH FGEDGLEGINGE
DELEPGDRGFIGLEGSTGRQEE PGVECPRGLNGIRGEKGNQGAVEVAGN FGKDGLRGI PGR
KGEKGNFGLEGEKGAT GPQGFVEFVEFRGLT GFRGEKGHSGP I GAPGHAGENGLEGLEGE
MEOKGDIGLOGEKGSTGEQGF PGLVGPRGI TGFRGEKGN PGP GAPGHNDGEDGLEGE PGE

* LT k kHE kEkEEkk & hkkdke ok kkdkkke ok k  kk kkek kK & %

HEDRGOKGEEGI FMPGEFGFQGREGLYGLEGTRGLEGFQGLEGQEGNAGY FGDEGDAGVE
HEDRGOKGEEGI FMPGEFGFQGREGLYGLEGTRGLEGFQGLEGQEGNAGY FGDEGDAGVE
NEQPEFRGEFGISEPGEMGEPGLNGLYGEKGDRGFIGFIGEF FGADGSVEY PGDRGDAGLE
HEQPEFRGEPEISEPGEMEEPGLNGLYGEKGDRGEPTIGPIGLPGADGSVEY PGDRGDAGLE
HERPGFRGEFGISRPGEFMGEPGLNGLYGEKGERGFT GAI GLPGADGAVEYFGERGDAGLE
HERPGFRGEFGIARPGEFMGEFPGLNGLOGEKGERGFT GAAGLPGADGSLGYFGDRGDAGLE
DEARGOKGEQEI TVAGE PEROGLDGLYGEKGDRGYPGFGLEGIEGSI GYPGDEGDAGAE
FEERGOKGEQEFTVAGEPGEPPGRDGLT GEKGDRGPVGALGMI GPDGNPGYPGDEGDSEFE

%k sk kax  kk k k akk ko kk kk  k k: % 1k Kkkwrakkek %

GIPGREVEAVGEKGDLGEFLGEIGQPGEPGI PGI DGVQGRDGSHGEPGHN PG LV GMPGNEGDE
GIPGEVEAVGEKGDLGFLGEIGRPGEPGI FGI DGVOGEDGSKGE PGNP LVGM PGNEGDE
FVSGRPGIVGEEGDVGE I GRAGVAGEPGVEGI DGVRGRDGAKGEPGSPELVGMPGNEGDE
FVSGRPGIVGEEGIVGE I GRAGVAGEPGVEGI DGVRGLDGAKGEPGSPELVGMPGNEGDE
GIAGRPGNVGOHGIMGEVGEPGVSGPPGVEPGI EGLEGLNGVEGEPGSPELVEMPGNEGDR
FVAGRPGIVGEEGDMGE I GRAGVEGEFPGI FGI DGVRGERDGAKGEPGSPELVGMPGNEGDE
FAAGRPRALGEEGIVGELGEPGVEGEPGVEGI DGVRGERDGAKGE PGNP LVGMPGNEGER
FRPESTGIVGEEKGEFGEFVEFEGRFGEFPGT FGI DGVOGEDGAKGEVGSPELVEGM PGNEGER

LI * oakakd s kkakd ok kddk dkkaoda ok ok ko kkd ki kdd o

FAPGHDEPFEGFNGI TGS PGERGPAGI PGI SGMEGDEGARGLT GNDGEMGGRGE PG FPGLL
GAPGHDGPEGFNGI TGS FGERGPAGI PGI SGMEGDEGARGLT GNDGFMGGRGE PG FPGLL
FAPGNDEPEGFAGVI GAPGERGPAGI PGV SGAKGDEGATGLT GNDGFVEERGPPGAPELY
GFAPGHDGREGFAGVI GAPGERGPAGI PGV IGAKGDEGAT GLT GNDGFVEGRGE FGAFGLM
FAPGHDEREGFAGVI GAPGERGPAGLT GASGAKGEKGAAGLNGNDGFMGGRGAPGAPGLM
FRAPGNDEPEGFAGI TGAPGERGAPGIAGV SGAKGDEGAAGLT GHNDGFVEERGAPGFPGEM
FAPGNDEPEGFNGIAGHPGERGSPGI PGVEGAKGEKGT PGLT GI SGAVEERGAPGPPELY
FAPGHDGREGEF IGFVGAPGERGELGALGT FGMEGDEGARGLT GNDGLEGARGEFTGFFGIM

kkkkkkhhhhh Kk Kk khkkk |k k Kk kkakk: kk ko k  k k% ok k-

GVEGEPGLLGAPGRRGLDGINGEKGNQGLEGY DEFQGLPGDASEKGQEGEPGLSGLEGDE
GVHGEPGLLGAPGRRGLDGLNGEKGNQELEEY DEFQGLPGDASENGQHGEFGLIGLEGDE
GIEGDQGLAGAPGRRGLDGMPGEEGH QG FELDGE FGLPGDASEKGQKGERGFSGLEGDT
GIKGDQELAGA PGEQGLDGMPGERESQEF SELDGAPGLPGDASEKGQRGEPGPSELEGDT
FIEGDQELAGAPGRPGLDGLEGEKGNQGF PELDGA PGLPGDASEKGQKGEFGLIGLEGDT
GEEGDQGLAGA PGRRGLDGLEGEKGSQGF FELDGAPGLPGDA SEKGQKGEPGLIGLEGDT
GVEGDQEPIGAPGE PGLDGLNGEKGNQELEGHDGAPCLPGDASEKGOEGEPGISGLEGIQ
GVHGDIGFRGLEPGRDGLAGLAGEKGNQELEGF DEGFQGE PGDASEKGQHGEFGVIGLEGRD

* dke ok ® ckkr ok kw o kkEk kke ok kR ok KRkERkAAkEhkER kkkkw

GV5SGEPGLPGEKGLPGMAVY GRPGPQGEKGDT GRSGADGINGLNGEKGDI GLPGLIGENG
FV5SGEPGLEPGEKGLPGMAVY GRPGPQGEKGDT GRSGADGINGLNGEKGDIGLPGEF SGEHG
GEAGT PGWPGEEGLPGLAVHGRAGEPGEKGDRGRSGI DGREDG INGEEGEQGLQGVWGRE:
GPAGQPCWPGEKGHPGLAVHER PG EQGEKGDRGR SGI DGR DEINGDEGEQCLOEVRGQEG
GFPAGQPGWEPGEKGHPGLAVHGRAGFQGEKGDRGER 35T DGR DELNGEKGDRELOEVRGRTG
GFIGPPGWPGEEGSPGVAVHGE PGPQGEKGDRGRSGI DGR DGLNGEEGEQGLOGVRGREG
GLIGEPGLPGEKGLEPGVEVHERPGEQGEKGDT GRSGF DEVDEANGEKGDRES PGARGER:
GLEGAPGQPGEKGLEPGIAVHGRPGFQGEKGDT GRDGI Y G DEMFGEKGEPGF PGAPGEEG

k0 k Rk kkkdkh kke kedkk kk dkkdkw kw % * ek Kukke ® * * *

EKGSVGLEPGLEGAPGI DGR PGLOGAPGEVEY PGAQGYHGRAGLPGLSGIKGDTGEIGEQG
EKGSVGELPGLEPGAPGI DEQPELOGAPGEVEY PRAQGYHGRAGLPGLIGIKGDIGEIGEQG
EEGSVGEAPGI PGAPGHDGLEGARGAPGAVGY PGDRGDEGEPGLSGLEGLEGET GFVELOG
EKGSVGAPGI PGTPGMDELEGAAGCT PGAVEY PGHRGDEGEFGLSGLPGLEGET GEFVELOG
EKGIVGAPGI FGSPGMDELEGDAGAPGAVEY FGDRGDEGERGLT GLEGLEGETGFIGLIG
EEGSVGEAPGI PGS PEMDGLEGAVGAPGAVEY PGDRGDEGEPGLSGLEGLEGET GFVEVRG
DEGSVGELEGNEGAPGI DEQPEVOGAPGAPCY PCAQGYKGDAGLAGLNGVEGET GEVEEQG
DEGHSGREGNEGT FGLDELEGEQGNPGE I GY PGPEGIKGDRGPAGANGLEGAMGLAGRQG

rkE K kR KRk ekEakE KE * ok kkdkk xk ke kW ook * L.
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240
840
838
234
833
234
837
240

900
900
898
294
893
294
897
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460
4960
958
954
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957
960

10240
1020
1018
1014
1013
1014
1017
10240

10&0
10&0
1078
1074
1073
1074
1077
1080

11440
1140
1138
1134
1133
1134
1137
11440

1200
1200
1138
1194
11593
1154
1187
1200



Dpse XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP _723044.1

Dsec_XF_002037304.
Dere_XF_001968755.
Dyak_XF_002088685.
Dana_XF_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dasec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP 001355357,
Dper_XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak _XP_002088685.
Dana XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec_XF_002037304.
Dere_XF_001968755.
Dyak_XF_002088685.
Dana_XF_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP 723044.1

Dasec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP 001355357.
Dper XF 002021501.

Dmel NP_723044.1

Daec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana XP_001962982.
Dvir XP_002051848.
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¥IGHAGIKGERGFRGYPGLEATVNVDMLEGEKGSVGERGLT GEKGDREERGEQELAGY PG
YIGHAGIKGERGEFRGQPGLEATVHVIMLEGEKGSVGERGLT GEKGDRGERGEQGLAGY PG
FIGAPGPEGERGIRGQPGLEATVE--DIRGDEGSQGERGYTGEKGEQGERGLT GPAGVAG
FIGAPGFEGERGIRGQPGLEAT I FV-DFRGDEGSQGERGY TGEKGDRGERGLSGFVEDAG
FAGAPGFEGERGIRGQPGEFTI INVEDLEGEKGSQGERGYTGEKGDREKRGET QPG YHG
YPGATGAKGERGIRGQPGLEAT IAVDELRGEKGSQGERGY TGEKGDRGERGETGLT GYHG
YPGAIGIKGERGFRGQPGLEAT I DT FEKLEGDEGDRGERGLT GREGERGEQGAQGATIGYTG
YQGAIGLFEDFEEFELRGPAAQUDHLALRGEFELPGFHGLPELQGLFENFEDQGFIGYFG

* * ckkwoek vk * rkkw ko koek ok ak eckeoak * * *

VEGDQGLEGPRGLNGLNGAPGLEGDAGLVGERGY PG FVVKGEKGLFGRAG-KYGREGLEG
VEGDQGLEGPRGLNGLNGAPGLEGDAGLVGEFGY PG FVVEGEKGLFGRAGITDVEV ILEG
AEGDRGLOGEPGASGLNGT PRAKGDI GPRGEI GY PGV IKGEKGLFGRPG-FNGRQGLIG
AKGDRGLOGEPGASGLNGT PFEAKGDT GPRGEI GY PGAT TKGEKGLFGRPG-FNGRQGFIG
AKGDPGLHGPPGASGLNGI PFEDEGDT GRSGEPFGY PGV IKGEKGLFGRT G-FNGRQGLVE
AEGDRGFQGEPGASGLNGT PFEAKGDI GPRGEDGY PGV IKGEKGLFGRPG-FNGRQGLIG
AKGDRGLOGPRGLNGLNGAPGLEGDI GEFQGEQEY PRI IKGEKGLFGRIG-KHGREGLIG
EKGDRGLNGPAGI PGLEGT PGPKGDMGLAGE Y FGFVVEGEKGLFGRAG-KNGREGA PG

Rk ko kk ok Kk ok k% Rk Kk kk Rk skkkkkhkkR ¥ ., %

APGIKGERGLEFGLAGT FGLVELEFGFI GRAGDEGERGLAGT FGRFELDGLIGAPGLEGDRG
APGIKGERGLEFGLAGT FGLVELEFGFI GRAGDEGERGLAGT FGRFELDGLIGAPGLEGDRG
APGLIGERGLEFGLAGEFGLVELEGFIGRAGSKEERGLAGSPGRFZODGF FRAPGLEGDT G
APGTIGERGLEFGLEGEFGLVELEGLIGRAGSKEERGLAGSPGRFEODGF PEEFGLEGDT G
APGLIGERGLEFGLEGERGLVELEGFIGRAGSKEERGLAGSPGHFZQDGF PRAAGLEGDT G
APGQIGERGLPGLEGEPGLVELEGPI GPAGHEGERGLAGGPGLECODEF PEAPGLEGDT
PEGIKGDTGLEGLEGEFGLVGELEGEVEEPAGRKGERGI TS FGRFGRDGFNGAAGLEGEIG
LPGMEGERGLAGLPGNAGLVELEPGP I GPMEPEEERCLIGAPGIDESAGLNGARGIKGESE

Rk ks kk kk k _ kkkkkhk skk %k khkkkks ok kR % ks ok keokk: %

YPGPEGDRGLAGFEGOKGDEGDRGHAGLPGLAGLAGAKEDT GY FELDGFEGFRGSFEEK:
YPEPEGDRGLAGFEGOKGDEFDRGHAGLPGLAGLAGAKEDT GY FELDGFEGFRGIPEEK:
POGFEGERGLNGFEGOKGDEGDRGLYGESELPELVEOKEDT GY FELNGH DEFVEAPGERG
PRGFEGERGLNGFEGQKGDEGDRGLYGE SGLFFLNGOKEDT GY FELVGHEGFVEAPGERG
POGFEGERGLNGFEGOKGDEGDRGLYGEPEL PG LVGOKED I GY TG LGN DEFVEA PGERG
PRGFEGERGLNGFEGQKGDEGDRGLYGE SGLPGLVEOKEDT GF FELDGHEGFVEAPGERG
YOGTKGDRGEFGEI GOKGAKGDOGH PEAPGLAGAT GFKGDT GY FELDGSDEFFGEFAGERG
YPGPEGDRGVEGFEGQKGERGDRG L AGEPELIGLPGLEGD I GAFGMDGH FEFVGAFGEK:

¥ okkakd ok kkkk kkkek  k _kk k ko kkR Kk ks Kk kR R kkak

FIGPEGRDGRDGI PELOGOEGEFGHVE PFPGFEGEFGKFGREGQKGEFGRPRARGLIGING
FIGPEGRDGRDGI PGLOGRE R -—-----—-—-————————————— HQASPGARGLTIGIQG
FIGPEGRDGREDGT PGLEGOEGEFGHLF PPGFEGEFGQPGRNGEFEGEFGR FEERGLIGING
FIGPEGHDGRDGT PERPGOEGEFGHLF PPGFEGEFGQPGRNGEFEGEFGR FEERGLIGING
LIGPEGRDGEDET FGLEGREGEFGHMLFPPGFKGEFGRFGRNGFKEEFGR PEERGLIGING
FIGPEGRDGRDET PG GE PG L PFFGFEGEFGQPGRHIGFEGEFGR FEERGLIGING
FEGPEGLNGEDEL QPO GEFGVEFFPGAKGEFGQPERDGRKEEFGLEFQRGLIGING
FIEPFGRDGRDGLPGLRGQFEEPGLUPFFGPFGEPGHPGRDEQFGEFGFQGERGLIGIQG

v Edk akdekdk kR ke ® kkE AkEkE

QRGEKGDRGLIGESGAIGRPGPHGDRGEQGIVEREGAVEAMGLEGDAGLACSGAQDYLIG
QRGEKGDRGLIGESGAIGRPGEKGDRGEQGFVEREGAVEAMGLEGDAGLACSGAQDYLTG
ERGEKGERGLIGETGHNVGERPEPHGDRGEPGERGYECAIGLIGQKEEPGAPAPRALDYLTG
ERGEKGERGLIGET GHVERQEPKGDRGEQGERGYEGAIGLIGQKGEFGAFARRAT.DYLTG
ERGEKGERGLIGETGHNVERIGEKGERGEQGERGYEGAIGLVEOKEEPGASAGRAFDYLTG
ERGEKGERGLIGET GHVGRPGEKGDRGEQGERGYEGAI GLIGQKEEFGASAGFAFDYLIG
ERGEKGERGLIGDSGLVGERPGPKGDRGEQGLVELEGAVELOGLEGEFGAPCTARL.DYLTG
ERGEKGERGLIGLTGPFGRPGLEGERGEQGLI GLEGAVEEFIGYKGEFGLFCSGAQDYLIG

skkkkk e kkkkk sk kk k kkakkk k  k kkkak ok kko ¥ % kkkkw

ILVTRHSONDOVEQCARGHSQLWTI GY SLLYVDENDY ARNQDLESPGISCVQRFSTLEVLIC
ILVTRHSONDOVEQCARGHSQLWTI GY SLLYVDENDY ARNQDLESPGISCVQRFSTLEVLIC
ILITRHSQSETVEACSAGHTELWTI GY SLLYVDENDY ARNQDLESPGSCVERFSTLEVLIC
ILITRHSQSETVEACSAGHTELWI GY SLLFVDENDY ARNQDLESPGICVRRFSTLEVMSC
ILITRHSQSESVETCLEGRTELWI GY SLLFVDENDY ARNQDLESPGSCVERFSTLEVLIC
ILFTEHSQTSSVETCSAGQTELWSGY SLLYVDENDY ARNQDLESPGSCVERFSTLEVLIC
ILVTRHSQSEQI FTCSPGHT FLWI GY SLLY T DENDFGHENQDLESPGSCVERFSTLEMLIC
ILLTRHSONDOVEQCAPGHVELWI GY SLLYVDENDY ARNQDLGSPGSCVERFSTLEVMSC
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1280
1260
1256
1253
1253
1254
1257
1260

1314
1320
1315
1312
1312
1313
131s
1313

13749
1380
1375
1372
1372
1373
1376
13749

143%
1440
1435
1432
1432
1433
1434
1435

14935
1477
1485
1452
1482
1493
1494
14935

155%
1537
1555
1552
1552
1553
15546
15548

1lal%
1597
1815
lal2
lal2
16813
lalse
1lal%



Dpse XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NE_723044.1

Dasec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak _XP_002088685.
Dana XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP_001355957.
Dper XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec_XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

Dpse XP 001355357,
Dper_XP_002021501.

Dmel NP_723044.1

Dsec XP_002037904.
Dere XP_001968755.
Dyak XP_002088685.
Dana_XP_001962982.
Dvir XP_002051848.

el el

e

[ I Sl S

e

[l =l S ==

GONNICNYASENDETIFWLST SAPI FMMEVENYEI SKY I SRCVVCELPANVIAMHSQSLET
GONNICNYASRNDETFWLST SAFT FMMEVENYEI SKY I SRCVVCEAPANVIAMHSQSLET
GONIVCN Y ASENDET FWLI THAAT FMMEVENTEIRQY I SRCVVCEAFANVIAVHSQTIEV
RN SVCNYASENDET FWLITHAAT FMMEVANNEIRQY I SRCVVCEAFANVIAVHSQTIAV
GRNNICNYASENDET FWLITHAAT FMMEVEKNEIRQFI SRCVVCEVEANVIAVHSQTIEV
SNV CHNYASRNDET FWLIT SAAT FMMEVENDEIRNFI SRCVVCEAPANVIALHSQTLET
GONNICNYASRNDET FWLST SAFLFMMEVENYEINKY I SRCVVCEAFANVIAVHSQSLET
RNV CN Y ASRNDESFWLST SAFT FMMEVINNNE I SKY I SRCVVCEAPANVIAVHSQSTAT

T T P B BT T T T L T T P T T T T T P T
PECPSGWEGLWIGY SFIMHT AVENGEEERALOSFESCLEDFRATFFIECHGAKGICHEFYE

FDCENGREGLWIGY SFIMATAVGNGEEERALOSPGSCLEDFRATPFIECHGAKGICHEYE
FDCENGRESLWIGY SFLMHT AVENGEGERAT.0SPESCLEDFRATFFIECHGAKGTCHEYE
PECENGRESLWIGY SFIMATAVGNGEEERALOSTGSCLEDFRATPFIECHGAKGICHEYD
ESCENGREGLWIGY SFLMHSAVENGEGEATL.OSPESCLEDFRT SFFIECHGAKGTCHEYE
FHCENGREGLWIGY SFIMATAVGNGEEEALOSPGSCLEDFRATPFIECHGAKGICHEFE
ENCENGREGLWIGY SFLMHT AVENGEGEQATL.OSPESCLEDFRATPFIECHGAKGHCHEYE

T

THMT SEFWMVILESHDQFEKFQOOT IKSGNLLSEVSRCOVCHMENSS 1783
THMT SEFWMYNLESSQFFERFQOOT TEAGERQSHVSRCOVCHMENSS 1779
TLTSFWMYNLDSSEFFDMEQOOT IKSGEQRSTVSRCOVCHENSS 1776
TMT SFWMFNLDSAPFFERFQOOTMERGDROEINVSRCOVCHMENSS 1776
TMT SEWLYNLDTTQFFAKFQOT TLERGNQLIGVSRCOVCHENSS 1777
THMT SEWMVIQENGDQFQEFEQQT TKAGNLLTEVISRCOVCHENSS 178

18749
16857
1875
16872
16872
16873
1a76
168749

1735
1470
1735
1732
1732
1733
1736
1738

17. abra A COL4AI1 ortolog fehérjeszekvencidk illesztése a Drosophilidae csaladon beliil:
NP_723044.1 (D. melanogaster), XP_002037904.1 (D. sechellia),
XP_001968755.1 (D. erecta), XP_002088685.1 (D. yakuba),
XP_001355957.1 (D. pseudoobscura), XP_001962982.1 (D. ananassae),
XP_002021501.1 (D. persimilis), XP_002051848.1 (D. virilis)
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A mutansban feliil, a vad tipusban alulexpresszalt

log2

029/

log2

D29/

SZiSZtigatik”S Szimbélum Gén (029/| 018 |(D29/| D18 GO ID GO (génontologiai) kifejezés nBi,Zt‘,’i( Hivatkozss, megjegyzés
018) | p-érték | D18) | p-érték yite

FBgn0012042 AttA Attacin-A -2,29 | 0,00485 | 3,19 | 0,00318 | GO:0005615 extracellular space IDA PMID:16510152
FBgn0012042 AttA Attacin-A | -2,29 | 0,00485 | 3,19 | 0,00318 | GO:0005615 extracellular space IDA PMID:16291998
FBgn0012042 AttA Attacin-A -2,29 | 0,00485 | 3,19 | 0,00318 | GO:0006959 humoral immune response IEP PMID:16510152
FBgn0012042 AttA Attacin-A -2,29 | 0,00485 | 3,19 | 0,00318 | GO:0019731 | antibacterial humoral response IEP PMID:9405661
FBgn0012042 AttA Attacin-A -2,29 | 0,00485 | 3,19 | 0,00318 | GO:0019731 | antibacterial humoral response NAS FB:FBrf0124035
FBgn0012042 AttA Attacin-A | -2,29 | 0,00485 | 3,19 | 0,00318 | GO:0050829 d“ﬁ?:gﬁ';?jg%gﬁ;ﬁﬁ;am' IEP PMID:9405661
FBgn0012042 AttA Attacin-A | -2,29 | 0,00485 | 3,19 | 0,00318 | GO:0050829 defeg‘:saf\slgzgsc‘i;ﬁfn:am NAS PMID:10767526
FBgn0012042 AttA Attacin-A -2,29 | 0,00485 | 3,19 | 0,00318 | GO:0042742 | defense response to bacterium TAS PMID:10793472
FBgn0012042 AttA Attacin-A | -2,29 | 0,00485 | 3,19 | 0,00318 | GO:0050830 de‘cegggi{f\fgzngeﬁuﬁam' IEP PMID:18654628
FBgn0041579 AttC Attacin-C -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0005615 extracellular space IDA PMID:16510152
FBgn0041579 AC Attacin-C | -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0005615 extracellular space IDA PMID:16291998
FBgn0041579 AttC Attacin-C -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0006959 humoral immune response IEP PMID:16510152
FBgn0041579 AttC Attacin-C -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0019731 | antibacterial humoral response IDA PMID:9736738
FBgn0041579 AttC Attacin-C -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0019731 | antibacterial humoral response NAS FB:FBrf0126316
FBgn0041579 AttC Attacin-C -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0019731 | antibacterial humoral response ISS "__:S Egég%ﬁé%ig
FBgn0041579 AttC Attacin-C -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0042742 | defense response to bacterium NAS FB:FBrf0126316
FBgn0041579 AHC Attacin-C | -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0003674 molecular_function ND FB:FBrf0159398
FBgn0041579 AHC Attacin-C | -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0005576 extracellular region IDA PMID:9736738
FBgn0041579 AC Attacin-C | -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0050830 defeggzi?\fg%’;ﬁ‘:‘eﬁﬁam' IEP PMID:18654628
FBgn0041579 AttC Attacin-C -2,22 | 0,00743 | 3,42 | 0,00145 | GO:0006952 defense response IDA PMID:9736738
FBgn0036361 | CG10154 CG10154 | -3,07 | 0,00115 | 1,80 | 0,00168 | GO:0006030 chitin metabolic process IEA Inﬁg;‘ifrgéégl;s?
FBgn0036361 | CG10154 CG10154 | -3,07 | 0,00115 | 1,80 | 0,00168 | GO:0008061 chitin binding IEA Inﬁg;ﬁffg%@éﬁ;
FBgn0036361 | CG10154 CG10154 | -3,07 | 0,00115 | 1,80 | 0,00168 | GO:0016490 structural constituent of ISS FB:FBrf0105495

peritrophic membrane

EMBL:AF000606
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FB:FBrf0174215

FBgn0036361 CG10154 CG10154 -3,07 | 0,00115 | 1,80 | 0,00168 | GO:0005576 extracellular region IEA InterPro: IPR0O02557
. i, . FB:FBrf0174215

FBgn0036362 CG10725 CG10725 -1,45 | 0,00206 | 1,15 | 0,00359 | GO:0006030 chitin metabolic process IEA InterPro: IPRO02557
. s FB:FBrf0174215

FBgn0036362 CG10725 CG10725 -1,45 | 0,00206 | 1,15 | 0,00359 | GO:0008061 chitin binding IEA InterPro: IPRO02557
. structural constituent of FB:FBrf0105495

FBgn0036362 CG10725 CG10725 -1,45 | 0,00206 | 1,15 | 0,00359 | G0O:0016490 peritrophic membrane ISS EMBL:AF026492
FBgn0036362 | CG10725 CG10725 | -1,45 | 0,00206 | 1,15 | 0,00359 | GO:0005576 extracellular region IEA FB.FBrf0174215

' ' ' ' ) InterPro:1IPR002557
FBgn0042187 CG17234 CG17234 -1,09 | 0,00767 | 2,68 | 0,00003 | GO:0006508 proteolysis NAS PMID:12568721
FB:FBrf0174215

. . InterPro:IPR001254

FBgn0042187 CG17234 CG17234 -1,09 | 0,00767 | 2,68 | 0,00003 | GO:0006508 proteolysis IEA InterPro-IPRO01314

InterPro:1IPR018114
FBgn0042187 CG17234 CG17234 -1,09 | 0,00767 | 2,68 | 0,00003 | GO:0006508 proteolysis ISM PMID:19546158
FBgn0042187 | CG17234 CG17234 | -1,09 | 0,00767 | 2,68 | 0,00003 | GO:0004252 ser'”e'tyf’ctei:‘/ﬂ‘;/pep“dase NAS PMID:12568721
FB:FBrf0174215

i . serine-type endopeptidase InterPro:IPR001254

FBgn0042187 CG17234 CG17234 1,09 | 0,00767 | 2,68 | 0,00003 | GO:0004252 activity IEA InterPro- IPRO01314

InterPro:1IPR018114
FBgn0042187 | CG17234 CG17234 | -1,09 | 0,00767 | 2,68 | 0,00003 | GO:0004252 Ser'”e'tygigi‘/i‘)’/per’t'dase ISM PMID:19546158
] . . - FB:FBrf0148886

FBgn0051091 CG31091 CG31091 -1,59 | 0,00302 | 2,44 | 0,00235 | GO:0004806 triglyceride lipase activity ISS UniProtkB:Q29458
. L . FB:FBrf0174215

FBgn0051091 CG31091 CG31091 -1,59 | 0,00302 | 2,44 | 0,00235 | GO:0006629 lipid metabolic process IEA InterPro: IPRO06693
) . glycine N-methyltransferase FB:FBrf0105495

FBgn0038074 CG6188 CG6188 1,11 | 0,00224 | 1,16 | 0,00631 | GO:0017174 activity ISS UniProtkB:Q29513

. fatty-acyl-CoA reductase PMID:2275891
FBgn0034143 CG8303 CG8303 -0,95 | 0,00654 | 1,13 | 0,00914 | GO:0080019 (alcohol-forming) activity ISS [HGNC:26222
high affinity inorganic .

FBgn0034783 CG9825 CG9825 -1,75 | 0,00191 | 1,25 | 0,00576 | GO:0005316 phosphate:sodium symporter ISS FB.FBrf9105495
activity NCBI_gi:4885441
. . FB:FBrf0174215

FBgn0034783 CG9825 CG9825 -1,75 | 0,00191 | 1,25 | 0,00576 | GO:0016021 integral to membrane IEA InterPro:IPRO11701
. FB:FBrf0174215

FBgn0034783 CG9825 CG9825 -1,75 | 0,00191 | 1,25 | 0,00576 | GO:0055085 transmembrane transport IEA InterPro:IPRO11701
FBgn0004240 Dpt Diptericin -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0045087 innate immune response NAS PMID:15797611
FBgn0004240 Dpt Diptericin -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0009617 response to bacterium IDA PMID:19046341
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FBgn0004240 Dpt Diptericin -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0019731 | antibacterial humoral response IEP PMID:2125051
FBgn0004240 Dpt Diptericin -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0019731 | antibacterial humoral response IEP PMID:9405661
FBgn0004240 Dpt Diptericin -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0019731 | antibacterial humoral response NAS FB:FBrf0123830
FBgn0004240 Dpt Diptericin | -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0050829 defe::‘geaﬁ\s/g%gi‘igﬁuﬂam' IEP PMID:9405661
FBgn0004240 Dpt Diptericin | -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0050829 defe::gﬁ;?jg%gﬁ;ﬁﬂam' IMP PMID:19520011
FBgn0004240 Dpt Diptericin | -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0045089 p°si“i"rﬁr;‘zgn”e'ig;’:oﬁ‘;;””ate IMP PMID:19520911
FBgn0004240 Dpt Diptericin -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0042742 | defense response to bacterium ISS PMID:2125051
FBgn0004240 Dpt Diptericin -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0042742 | defense response to bacterium TAS PMID:10793472
FBgn0004240 Dpt Diptericin -5,44 | 0,00152 | 4,43 | 0,00175 | GO:0042742 | defense response to bacterium NAS PMID:11283698
FBgn0004240 Dpt Diptericin | -5,44 | 0,00152 | 4.43 | 0,00175 | GO:0005576 extracellular region IEA In'itaBr:li":rE:rlfgg{gé%éSZl
FBgn0034407 DptB Diptericin B | -3,40 | 0,00107 | 3,67 | 0,00247 | GO:0005615 extracellular space IDA PMID:16510152
FBgn0034407 DptB Diptericin B | -3,40 | 0,00107 | 3,67 | 0,00247 | GO:0005615 extracellular space IDA PMID:16291998
FBgn0034407 DptB Diptericin B | -3,40 | 0,00107 | 3,67 | 0,00247 | GO:0006959 humoral immune response IEP PMID:16510152
FBgn0034407 DptB Diptericin B | -3,40 | 0,00107 | 3,67 | 0,00247 | GO:0019731 | antibacterial humoral response ISS FB:FBrf0132637
FBgn0034407 DptB Diptericin B | -3,40 | 0,00107 | 3,67 | 0,00247 | GO:0050830 defegzzi{f\fg’%gz‘:eﬁuﬁam' IEP PMID: 18654628
FBgn0004431 LysX Lysozyme X | -1,93 | 0,00092 | 1,31 | 0,00145 | GO:0003796 lysozyme activity ISS PMID:8159165
FBgn0004431 LysX Lysozyme X | -1,93 | 0,00092 | 1,31 | 0,00145 | GO:0003796 lysozyme activity ISS U;E}E?gg?fﬂgfw
FBgn0004431 LysX Lysozyme X | -1,93 | 0,00092 | 1,31 | 0,00145 | GO:0003796 lysozyme activity NAS FB:FBrf0133282
FBgn0004431 LysX Lysozyme X | -1,93 | 0,00092 | 1,31 | 0,00145 | GO:0003796 lysozyme activity NAS FB:FBrf0156715
FBgn0004431 LysX Lysozyme X | -1,93 | 0,00092 | 1,31 | 0,00145 | GO:0019730 | antimicrobial humoral response NAS FB:FBrf0133282
FBgn0004431 LysX Lysozyme X | -1,93 | 0,00092 | 1,31 | 0,00145 | GO:0016998 Ce”g’;f;:)gl‘ﬁfﬁgl‘;'fsc”'e IEA Inﬁggﬁf{gé&%ﬁ '
FBgn0004431 LysX Lysozyme X | -1,93 | 0,00092 | 1,31 | 0,00145 | GO:0006952 defense response ISS UEI%:;,[BPEE%J? &94537
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | G0O:0019732 antifungal humoral response IEP PMID:9405661
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0019732 antifungal humoral response NAS FB:FBrf0124307
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | G0O:0019732 antifungal humoral response TAS PMID:15032585
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0009617 response to bacterium IDA PMID:19237508
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FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0019731 | antibacterial humoral response IEP PMID:7588819
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0019731 | antibacterial humoral response IEP PMID:9405661
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0019731 | antibacterial humoral response NAS FB:FBrf0124307
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00008 | 5,02 | 0,00237 | GO:0050829 | Uefense response to Gram- IMP PMID:18550807
negative bacterium
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0005576 extracellular region IDA PMID:9736738
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0050830 | Uefense response to Gram- IDA PMID:7588819
positive bacterium
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 502 | 0,00237 | GO:0050830 | d€fense response to Gram- NAS FB:FBrf0124307
positive bacterium
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0050830 |  d€fense response to Gram- TAS PMID:10793472
positive bacterium
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0050832 defense response to fungus IDA PMID:7588819
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0050832 defense response to fungus TAS PMID:10793472
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0050832 defense response to fungus TAS PMID:11283698
FBgn0014865 Mtk Metchnikowin | -3,35 | 0,00098 | 5,02 | 0,00237 | GO:0006952 defense response IDA PMID:9736738
] - . PMID:12496260
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 | -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0009253 | peptidoglycan catabolic process ISS FB:FBgn0033327
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0005887 integral to plasma membrane NAS FB:FBrf0133282
. . - PMID:11106397
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 | -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0042834 peptidoglycan binding ISS UniProtkB:076537
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0042834 peptidoglycan binding NAS FB:FBrf0133282
] . - PMID:12496260
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 | -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0042834 peptidoglycan binding ISS FB:FBgn0033327
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 | -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0005875 | microtubule associated complex IDA PMID:18433294
) ) ) . N-acetylmuramoyl-L-alanine PMID:12496260
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0008745 amidase activity ISS FB:FBgn0033327
FBgn0043578 | PGRP-SB1 | PGRP-SB1 |-1,22 | 0,00929 | 141 | 0,00145 | GO:0008745 | 'N-acetylmuramoyl-L-alanine IDA PMID:21364998
amidase activity
. L -~ FB:FBrf0174215
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0008270 zinc ion binding IEA InterPro: IPRO06619
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 | -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0005576 extracellular region ISS PMID:11106397
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0005576 extracellular region ISS PMID:15199956
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0006952 defense response NAS FB:FBrf0133282
FBgn0043578 PGRP-SB1 PGRP-SB1 -1,22 | 0,00929 | 1,41 | 0,00145 | GO:0006955 immune response ISS PMID:11106397

UniProtkB:076537
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FBgn0040069 vanin-like vanin-like -1,13 | 0,00066 | 1,26 | 0,00093 | GO:0019898 extrinsic to membrane NAS FB:FBrf0136641
- - _ . iy FB:FBrf0148886
FBgn0040069 vanin-like vanin-like -1,13 | 0,00066 | 1,26 | 0,00093 | GO:0017159 | pantetheine hydrolase activity ISS UniProtkB:Q9Z0KS
FBgn0040069 | vanin-like vanin-like | -1,13 | 0,00066 | 1,26 | 0,00093 | GO:0006807 | Mtrogen compound metabolic | e p FB.FBrf0174215
process InterPro:1IPR003010
A mutansban alul, a vad tipusban feliilexpresszalt
Szisztematikus log2 029/ log2 D29/ Bizo-
né Szimbélum Gén (029/| 018 |(D29/| D18 GOID GO (génontologiai) kifejezés aviték Hivatkozas, megjegyzés
M 018) | p-érték | D18) | p-érték Y
Retinin C domain (expressed only in
larval trachea; predicted cuticle
FBgn0036600 | CG13043 CG13043 | 1,42 |0,002024 | -2,97 | 0,00078 | unknown unknown oroteins: PMC3701952); rich in
alanine and valine
A mutansban és a vad tipusban is feliilexpresszalt
. . log2 029/ log2 D29/ N
SZISZtﬁgatlkus Szimbélum Gén (029/| 018 (D29/ D18 GOID GO (génontologiai) kifejezés nBIiZt(e')k Hivatkozas, megjegyzés
018) | p-érték | D18) | p-érték y
. - _ - FB:FBrf0182792
FBgn0053830 | His3:CG33830 | His3:CG33830 | 2,49 | 0,001652 | 1,00 |0,001626 | GO:0003677 DNA binding 1SS UniProtkB:P02299
. . . chromatin assembly or FB:FBrf0182792
FBgn0053830 | His3:CG33830 | His3:CG33830 | 2,49 | 0,001652 | 1,00 | 0,001626 | GO:0006333 disassembly 1SS UniProtkB:P02299
FBgn0053830 | His3:CG33830 | His3:CG33830 | 2,49 | 0,001652 | 1,00 | 0,001626 | GO:0006334 nucleosome assembl IEA FB.FBrf0174215
g : : : ' : ' : Y InterPro:IPR000164
FBgn0053830 | His3:CG33830 | His3:CG33830 | 2,49 |0,001652 | 1,00 | 0,001626 | GO:00469g2 |  Protein heterodimerization IEA FB:FBrf0174215
activity InterPro:1IPR009072
. - _ FB:FBrf0182792
FBgn0053830 | His3:CG33830 | His3:CG33830 | 2,49 | 0,001652 | 1,00 |0,001626 | GO:0000786 nucleosome 1SS UnibrotkB:P02299
FBgn0034291 CG5770 CG5770 | 2,44 [0,002912 | 1,43 | 0,00021 | unknown unknown expressed only in midgut; rich in
aspartic acid; Drosophilidae specific
Heat shock . FB:FBrf0105495
FBgn0001223 Hsp22 orotein 22| 107 | 000247 | 213 | 000183 | GO:0009408 response to heat 1SS EMBLL96099
FBgn0001223 Hsp22 Efgtteslgozczk 1,07 | 0,00247 | 2,13 | 0,00183 | GO:0009408 response to heat NAS FB:FBrf0123333
FBgn0001223 Hsp22 ';fgttesizozczk 1,07 | 0,00247 | 2,13 | 0,00183 | GO:0009408 response to heat IMP PMID:14734639
FBgn0001223 Hsp22 Efgtteslgozczk 1,07 | 0,00247 | 2,13 | 0,00183 | GO:0006979 |  response to oxidative stress IMP PMID:14734639
FBgn0001223 Hsp22 Efgtteslgozczk 1,07 | 0,00247 | 2,13 | 0,00183 | GO:0008340 | determination of adult lifespan | IMP PMID:14734639
FBgn0001223 Hsp22 Efgttesi:ozc:; 1,07 | 0,00247 | 2,13 | 0,00183 | GO:0008340 | determination of adult lifespan |  IMP PMID:15331597

91




FBgn0001223 Hsp22 ?fgttesi:ozczk 1,07 | 0,00247 | 2,13 | 0,00183 | GO:0042026 protein refolding NAS FB:FBrf0123333
A mutansban és a vad tipusban is alulexpresszalt
Szisztematikus log2 029/ log2 D29/ Bizo-
né Szimbélum Gén (029/| 018 |(D29/| D18 GOID GO (génontologiai) kifejezés aviték Hivatkozas, megjegyzés
M 018) | p-érték | D18) | p-érték Y
FBgn0040487 BobA g;gmzao;\ -0,72 | 0,001513 | -2,01 | 0,007206 | GO:0042742 | defense response to bacterium |  IMP PMID:18245331
FBgn0040487 BobA Brother of | ) 75 | 0,001513 | -2,01 | 0,007206 | GO:0016360 | SENSOTY 0rgan precursor cell fate | /o PMID:10603347
Bearded A determination
FBgn0040487 BobA ggg:zgg‘g -0,72 | 0,001513 | -2,01 | 0,007206 | GO:0001708 cell fate specification IMP PMID:10603347
FBgn0040487 BobA SQZ:EELOA{ -0,72 | 0,001513 | -2,01 | 0,007206 | GO:0007423 |  sensory organ development IMP PMID:10603347
FBgn0040487 BobA SQZ:EELOA{ -0,72 [ 0,001513 | -2,01 | 0,007206 | GO:0007219 |  Notch signaling pathway IMP PMID:10603347
FB:FBrf0159398; expressed only
. during embryogenesis
FBgn0038028 | CG10035 CG10035 | -2,31 |0,001968 | -4,36 | 0,009682 | GO:0005575 cellular_component ND [FBrf0200115], Toll pathway
mediated [FBrf0151904]
FBgn0038028 | CG10035 CG10035 | -2,31 |0,001968 | -4,36 | 0,009682 | GO:0003674 molecular_function ND FB:FBrf0159398
FBgn0038028 | CG10035 CG10035 | -2,31 |0,001968 | -4,36 | 0,009682 | GO:0008150 biological_process ND FB:FBrf0159398
FBgn0028544 | CG16884 CG16884 | -0,95 | 0,004761 | -3,43 | 0,002816 | GO:0035220 wing disc development IMP FBrf0222340; larval trachea,
hindgut; wing disc dev.
FBgn0032538 | CG16885 CG16885 | -1,44 |0,004528 | -3,62 | 0,000774 | unknown unknown larval trachea
FBgn0036597 CG4962 CG4962 -1,49 | 0,006028 | -3,65 | 0,000237 unknown unknown larval trachea
) ) larval midgut; possible Dif co-
FBgn0030836 CG8664 CG8664 1,30 | 0,000612 | -2,46 | 0,001262 | unknown unknown requlator [FBr0194397]
_ » . FB:FBrf0174215
FBgn0027600 obst-B obstructor-B | -1,92 | 0,007308 | -2,95 | 0,000149 | GO:0006030 chitin metabolic process IEA InterPro:IPRO02557
_ o FB:FBIf0174215
FBgn0027600 obst-B obstructor-B | -1,92 | 0,007308 | -2,95 | 0,000149 | GO:0008061 chitin binding IEA InterPro: IPROO25E7
FBgn0027600 obst-B obstructor-B | -1,92 | 0,007308 | -2,95 | 0,000149 | GO:0008061 chitin binding RCA PMID:16325182
_ . FB:FBrf0174215
FBgn0027600 obst-B obstructor-B | -1,92 | 0,007308 | -2,95 | 0,000149 | GO:0005576 extracellular region IEA InterPro: IPRO02557
. structural constituent of FB:FBrf0105495
FBgn0027600 obst-B obstructor-B | -1,92 | 0,007308 | -2,95 | 0,000149 | GO:0016490 eritrophic membrane 1SS EMBLAF03043L
Ductus
FBgn0250832 Dup99B ejaculatorius | -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | GO:0005615 extracellular space IDA PMID:18666829
peptide 99B
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Ductus

FB:FBrf0174215

FBgn0250832 Dup99B ?:;E:ja;cggés -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | G0O:0005179 hormone activity IEA InterPro: IPRO12608
Ductus
FBgn0250832 Dup99B ejaculatorius | -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | GO:0046662 regulation of oviposition TAS PMID:14504657
peptide 99B
Ductus G-protein coupled receptor PMID:20308537
FBgn0250832 Dup99B ejaculatorius | -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | GO:0001664 P bi dp P IPI FB'FB. 0029768
peptide 99B inding -~oan
Ductus negative regulation of female
FBgn0250832 Dup99B ejaculatorius | -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | GO:0007621 o TAS PMID:14504657
peptide 99B receptivity
Ductus negative regulation of female
FBgn0250832 Dup99B ejaculatorius | -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | GO:0045434 g reg ; IMP PMID:11846801
peptide 99B receptivity, post-mating
Ductus
FBgn0250832 Dup99B ejaculatorius | -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | GO:0005576 extracellular region NAS FB:FBrf0124139
peptide 99B
Ductus G-protein coupled receptor
FBgn0250832 Dup99B ejaculatorius | -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | GO:0007186 . : IDA PMID:20308537
peptide 998 signaling pathway
. Ductus. multicellular organism
FBgn0250832 Dup99B ejaculatorius | -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | GO:0032504 ducti IEP PMID:18666829
peptide 99B reproduction
Ductus
FBgn0250832 Dup99B ejaculatorius | -2,71 | 0,00062 | -1,52 | 0,00244 | G0O:0018991 oviposition IMP PMID:11846801
peptide 99B

VI. tablazat A hémérséklet hatasa a vad tipusu és a mutans DTS-L3/CyRoi egyedek génexpressziojanak valtozasara. A 10g,(029/018) a

microarray kisérlet soran az OreR (vad tipus) 29 és 18°C-os mintdk normalizalt jelerdsség értékek aranyainak kettes alapti logaritmusa, mig a
log2(D29/D18) a DTS-L3/CyRoi mutansok expressziovaltozasat jelzi hasonldo modon.
Kisérleti bizonyitékok: IDA: Inferred from Direct Assay, IPI: Inferred from Physical Interaction, IMP: Inferred from Mutant Phenotype, IGI:

Inferred from Genetic Interaction, IEP: Inferred from Expression Pattern
Szamitogépes elemzés: ISS: Inferred from Sequence or Structural Similarity, IGC: Inferred from Genomic Context, RCA: inferred from

Reviewed Computational Analysis
Publikacidkban megjelend allitasok: TAS: Traceable Author Statement, NAS: Non-traceable Author Statement

Kurator altal feltart 6sszefiiggés: IC: Inferred by Curator, ND: No biological Data available

Automatikusan hozzarendelt: IEA: Inferred from Electronic Annotation
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TA- jar. sziiz
Szimbélum Oligo ID agy fej szem | gangl. | nyalm. | gyomor | kézépbél | Malpighi | utébél | sziv | zsirtest | ovdrium | here mir. spt. spt.
AttA 1625124 at + ++ n
AttA 1627551 _s_at ++ ++ + + ++ +
AttC 1641419 at ++ ++ + + ++ ++ ++ ++
CG10154 1623226 _at T
CG10725 1638716_a_at ++
CG17234 1623211 at I+ +
CG31091 1626201 _at ++
CG8303 1636759 _at + + + o+
CG9825 1629164 _at + +
Dpt 1640022_at
DptB 1638235_at ++ ++ + ++ ++ ++
Gnmt 1634551 _at + + + ++ ++ ++ ++
LysX 1632720 at ++ ++
Mtk 1627613 at + ++ ++ + + + ++ ++ ++ ++
PGRP-SB1 1636490 at ++ ++ + + ++ ++ ++ ++
vanin-like 1636507_at ++ + ++
CG13043 1641729 _at
CG5770 1632531 _at ++
His3:CG33830 | 1626867 _at + n T
His3:CG33842 | 1638308_s_at + + + + + n T
Hsp22 1629061_s_at + + ++ + +
Hsp22 1630487_s_at + ++
BobA 1628084 _at
BobA 1637569 _s_at
CG10035 1636782_at
CG16884 1635483_at
CG16885 1631302_at +
CG16885 1638475 _a_at
CG4962 1623517 _at + +
CG8664 1636618_at
Dup99B 1639365_at ++
obst-B 1641109_at

VII. tablazat A hémérséklet hatasa a vad tipust és a mutans DTS-L3/CyRoi genotipust egyedek megvaltozo expresszidji génjei, illetve azok szervspecifikus
kifejez6dése kifejlett, vad tipust allatban (forras: FlyAtlas expression data). TA-gangl.: thoraco-abdominalis ganglion; nyalm.: nyalmirigy; jar. mir.: jarulékos
mirigyek; spt.: spermatéka; kdzepes expr.: + ; magas és nagyon magas expr.: ++
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Génontolégia kategoria (biol. folyamat) T:I ' E?l; tal‘;farttok 3322 f/ P-érték Plféorrtgk
antibacterial humoral response 30 5 0,11 47,39 | + | 8,19E-08 | 2,26E-04
antimicrobial humoral response 75 6 0,26 22,75 | + | 2,81E-07 | 7,74E-04
humoral immune response 96 6 0,34 17,77 | + | 1,17E-06 | 3,22E-03
immune response 200 7 0,70 995| + | 6,41E-06| 1,77E-02
defense response to Gram-positive bacterium 42 4 0,15 27,08 | + | 1,57E-05| 4,34E-02
defense response 341 8 1,20 6,67 | + | 2,39E-05 -
cellular metabolic process 3240 1 11,39 <0,2| - | 3,81E-05 -
single-organism process 5774 7 20,31 0,34| - | 4,35E-05 -
defense response to bacterium 185 6 0,65 9,22 | + | 4,72E-05 -
immune system process 297 7 1,04 6,70 + | 7,89E-05 -
response to external biotic stimulus 311 7 1,09 6,40 | + | 1,05E-04 -
response to other organism 311 7 1,09 6,40 | + | 1,05E-04 -
response to bacterium 215 6 0,76 7,94 | + | 1,07E-04 -
response to biotic stimulus 313 7 1,10 6,36 | + | 1,09E-04 -
defense response to other organism 229 6 0,81 745| + | 151E-04 -
primary metabolic process 3594 3 12,64 0,24| - | 4,31E-04 -
regulation of cellular process 3084 2 10,85 <02| - | 533E-04 -
regulation of biological process 3326 3 11,70 026 | - | 1,12E-03 -
cellular developmental process 2336 1 8,22 <02| - | 1,37E-03 -
biological regulation 3669 4 12,90 0,31| - | 1,44E-03 -
cell differentiation 2256 1 7,93 <0,2| - | 1,85E-03 -
aminoglycan metabolic process 153 4 0,54 743| + | 2,08E-03 -
sarcosine biosynthetic process 1 1 0,00 >100| + | 3,51E-03 -
sulfur compound catabolic process 1 1 0,00 >100| + | 3,51E-03 -
S-adenosylmethionine catabolic process 1 1 0,00 >100| + | 3,51E-03 -
developmental process 3341 4 11,75 0,34| - | 4,19E-03 -
response to stress 1091 10 3,84 2,61 + | 4,21E-03 -
single-organism developmental process 3316 4 11,66 0,34| - | 4,54E-03 -
defense response to Gram-negative bacterium 95 3 0,33 8,98| + | 4,63E-03 -
localization 1980 1 6,96 <0,2| - | 5,03E-03 -
protein metabolic process 1938 1 6,82 <02| - | 584E-03 -
anatomical structure development 3217 4 11,31 035| - | 6,17E-03 -
coenzyme catabolic process 2 1 0,01 >100| + | 7,01E-03 -
system development 2288 2 8,05 0,25| - | 8,62E-03 -
chitin metabolic process 124 3 0,44 6,88| + | 9,58E-03 -
wax biosynthetic process 3 1 0,01 94,78 | + | 1,05E-02 -
S-adenosylmethionine cycle 3 1 0,01 94,78 | + | 1,05E-02 -
sarcosine metabolic process 3 1 0,01 94,78 | + | 1,05E-02 -
S-adenosylhomocysteine metabolic process 3 1 0,01 94,78 | + | 1,05E-02 -
cofactor catabolic process 3 1 0,01 94,78 | + | 1,05E-02 -
wax metabolic process 3 1 0,01 94,78 | + | 1,05E-02 -
875 8 3,08 2,60 + | 1,08E-02 -

response to external stimulus
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glucosamine-containing compound metabolic 131 3 0,46 651| + | 1L11E-02 i
process

amino sugar metabolic process 132 3 0,46 6,46 | T | 1,13E-02 -
anatomical structure morphogenesis 1734 1 6,10|<0,2 - | 1,19E-02 -
S-adenosylmethionine metabolic process 4 1 0,01 71,08| * | 1,40E-02 -
establishment of localization 1636 1 5,75|<0,2 - | 1,66E-02 -
sulfur amino acid metabolic process 5 1 0,02 56,87 | * | 1,74E-02 -
organic substance metabolic process 3942 7 13,86 0,50 - 1,75E-02 -
multicellular organism development 2858 4 10,05 0,40| - | 1,78E-02 -
cellular nitrogen compound metabolic process 1605 1 564|<0,2 - 1,84E-02 -
multicellular organismal process 4229 8 14,87 0,54| - | 2,00E-02 -
transport 1573 1 553(<0,2 - 2,05E-02 -
single-multicellular organism process 3168 5 11,14 0,45| - | 2,09E-02 -
metabolic process 4381 9 15,41 0,58| - | 3,08E-02 -
antifungal humoral response 10 1 0,04 28,43| * | 3,46E-02 3
organic cyclic compound metabolic process 1396 1 4,91 0,20| - | 3,67E-02 -
macromolecule metabolic process 2949 5 10,37 0,48| - | 3,70E-02 -
carbohydrate derivative metabolic process 528 5 1,86 269 | * | 3,75E-02 -
chaperone-mediated protein folding 11 1 0,04 25,85| * | 3,80E-02 -
reproduction 1384 1 4,87 0,21| - | 3,82E-02 3
cellular aromatic compound metabolic process 1351 1 4,75 0,21| - | 4,24E-02 -
protein refolding 13 1 0,05 21,87| * | 4,47E-02 -
oviposition 13 1 0,05 21,87 | * | 4,47E-02 -
serine family amino acid metabolic process 14 1 0,05 20,31| * | 4,81E-02 -
heterocycle metabolic process 1304 1 4,59 0,22 | - 4,93E-02 -

VI1IIl. Tablazat A génontoldgiai elemzés sordn kapott alul- és feliilreprezentalt biologiai
folyamatok kategoriai a VI. tablazat génlistajanak felhasznalasaval; Ref. tal.: Az adott
génontologiai kategoriaba tartoz6 Drosophila melanogaster gének szama a PANTHER

adatbazisaban; Taldlatok: talalatok szdma a V1. tdblazat génlistajabol; Gyak. eltérés:
Gyakorisag eltérés a vart és a kapott gyakorisagértékek kozott; +/-: az eltérés iranya, eldjele;
P-érték: A Bonferroni-korrekcid el6tti P-érték; Korr. P-érték: A Bonferroni-korrekcid utan
kapott P-érték; A sziirkével kiemelt els6 6t kategoria allta ki a post-hoc korrekcio probajat.

Ezen kategoridk kivétel nélkiil az immunrendszer miikodésének intenzifikdlodasara utalnak.

96



Ref. Tala- Virt Gyak. +- P-értek
Génontologia kategoria (molek. funkcio) | tal. latok | talalatok | eltérés erte

structural constituent of peritrophic membrane 23 3 0,08 37,09| + 7,84E-05
binding 4959 30 17,44 1,72 + 2,52E-04
glycine N-methyltransferase activity 1 1 0,00 >100| + 3,51E-03
pantetheine hydrolase activity 1 1 0,00 >100| + 3,51E-03
chitin binding 113 3 0,40 7,55 + 7,45E-03
long-chain-fatty-acyl-CoA reductase activity 4 1 0,01 71,08| + 1,40E-02
catalytic activity 3992 7 14,04 050| - 1,53E-02
hydr_olase activity, acting on carbon-nitrogen (but not 61 9 0.21 032| + 1.97E-02
peptide) bonds, in linear amides

ion binding 1378 1 4,85 0,21| - 3,89E-02
cation binding 1337 1 4,70 021 - 4,44E-02
metal ion binding 1327 1 4,67 0,21 - 4,58E-02
hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not 97 9 0,34 586| + 4,60E-02
peptide) bonds

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase activity 14 1 0,05 2031 + 4,81E-02

I1X. Tablazat A génontologiai elemzés soran kapott alul- és feliilreprezentalt molekularis
funkciok kategoriai a VI. tablazat génlistajanak felhasznalasaval Bonferroni-korrekcio nélkiil,
Ref. tal.: Az adott génontologiai kategoriaba tartozo Drosophila melanogaster gének szama a

PANTHER adatbazisaban; Taldlatok: talalatok szama a V1. tablazat génlistajabol; Gyak.
eltérés: Gyakorisag eltérés a vart és a kapott gyakorisagértékek kozott; +/-: az eltérés iranya,
eljele; P-értek: A Bonferroni-korrekcio el6tti P-érték; A Bonferroni post-hoc teszt elvégzése

utan egyetlen kategoria sem maradt a listaban.
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