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Aadikakarbse valk Daughterless (Da) kuulub klass I aluseliste heeliks-ling-heeliks transkriptsioonifaktorite
hulka, koos inimese ortoloogiga Transkriptsioonifaktor 4 (TCF4). Mutatsioonid Uhes inimese TCF4
geenikoopias vahendavad funktsionaalse TCF4 valgu hulka rakus ning sellega pdhjustavad Pitt-Hopksinsi
sundroomi, mille patsiente iseloomustavad vaimne alaareng, hingamisraskused ja peenmotoorika haired.
TCF4 olulisust narvisiisteemi arengus ja toimimises réhutavad jarjest lisanduvad andmed selle aktiivsuse,
regulatsiooni ja funktsiooni kohta. Aadikakarbses on vdimalik PTHS mudeldada, kasutades selleks Da
valku, ning seega uued teadmised Da molekulaarsetest omadustest vivad anda ka olulist informatsiooni
inimese TCF4 valgu kohta. Ké&esoleva t60 esimene eesmirk oli luua transgeenne karbseliin, milles
ekspresseeritaks N-terminaalselt margistatud Da®>*AC valku. Kuna saadavalolevad Da-vastased antikehad
ei ole piisavalt spetsiifilised, annaks selline karbseliin vGimaluse kasutada Da tuvastamiseks parema
spetsiifika ja véhema taustsignaaliga FLAG-vastaseid antikehi. Esmalt kasutati CRISPR-Cas9
genoomimuutmise tehnoloogiat, et tekitada &adikakarbse da lookusesse kaheahelaline DNA katke. Selle
parandamisel homoloogilise rekombinatsiooni mehhanismi teel sisestati dadikakéarbse genoomi 3xFLAG
margise kodeeriv ala. Sellisel meetodil loodi viis identset da®*™-® karbseliini, kus kdrbsed on pealtniha
terved ning viljakad. Jargmisena varvisime me immuunohistokeemiliselt taiskasvanud da®"™¢ kirbeste
ajud, kuna varasemalt on Da uuritud pigem embriionaalse vdi vaglastaadiumi arengu kontekstis. Me
tuvastasime Da® 4G ekspresseerivaid rakke muuhulgas dadikakarbse seenkehades, kiilgmistes sarvedes ja
keskkompleksis - ajustruktuurides, mis vastutavad visuaalse ja olfaktoorse informatsiooni to6tlemise,
Oppimisprotsesside ja kaitumise reguleerimise eest. Viimasena anallusisime me, kas Da
transaktivatsioonilist aktiivsust on v@imalik reguleerida kahe konserveerunud seriinijaagi (positsioonides
535 ja 536) fosforuleerimise teel. Tuginedes HEK293 rakukultuuris labiviidud lutsiferaasi reportergeeni
katsete tulemustele, jareldasime me, et seriinijaagi 535 fosforiileerimine vahendab Da transkriptsioonilist
aktiivsust, kuid mdlema seriinijaégi samaaegne defosforiileerimine suurendab Da transaktivatsiooniv@imet.
Kuigi aktiivsuse reguleerimist posttranslatoorselt fosforuileerimise/defosforiileerimise tasemel on néidatud
ka inimese TCF4 ja &adikakarbse aluselise heeliks-ling-heeliks valgu Atonal puhul, jaab valja selgitamata,

kas kirjeldatud Da aktiivsuse reguleerimise mehhanism ka fusioloogilistes tingimustes kasutusel on.



