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|. BEVEZETES

Az egyszerl szdvetes €lolényektol az emberig a szigortian rendezett szoveti struktara
fenntartdsa létfontossagu a taléléshez. Ennek a strukturanak a kialakulasa egy komplex,
evoluciosan konzervalt jelatviteli halozatok altal szabalyozott folyamat, mely soran lezajlo
molekularis, illetve sejt-és szovetszintli valtozdsok megegyeznek, fiiggetleniil attol, hogy ez
éppen a kornyezet hatasaival szembeni ellenallast (pl. sebzarddas) vagy a fejlodéshez sziikséges
valtozasokat jelenti [1].

Az ember egyedfejlodése soran a sejtek csoportos vandorladsa majd 6sszekapcsolodasa
alapjaul szolgal olyan, a fejlédés szempontjabol kritikus folyamatoknak, mint az agy, a
gerincveld, a koponyaiiregek vagy az ivarszervek kialakuldsa. Az egyedfejlédés soran szdmos
esetben, példaul a szdjpadlas vagy az éallkapocs kialakuldsa alatt, a test két oldalan 1étrejott
szovetek a kdzépvonal felé mozognak, €s ott lathaté nyom nélkiil olvadnak 6ssze. Ezekben a
szigoruan szabalyozott folyamatokban bekovetkezett hibak olyan fejlddési rendellenességek-
hez vezethetnek, mint a nyitott gerinc vagy a farkastorok [2]. Az embrionalis fejlddés soran
torténd szovetdsszendvésekhez hasonld folyamatok mennek végbe a természetes modon vagy
sebzés hatasara létrejott hamhidnyossagok bezarasakor is [3, 4]. A hamzarddasi folyamatok
alapvetdé mechanizmusainak mélyebb megértése, a benne részt vevé molekuldk felderitése és
vizsgalata éppen ezért hosszu tavon felgyorsithatjak a sebgydgyulast eldsegitd ujszerti eljarasok
kifejlesztését. Kutatdsainkkal végsd soron azokat a stratégidkat szeretnénk megismerni és
megérteni, amiket az él6lények alkalmaznak a hamnyilasok bezarasahoz. Az ecetmuslica
(Drosophila melanogdser) embridjanak hati zarédasa alkalmas modellt kinal e jelenségek
genetikai €s sejtbiologiai vizsgalatdhoz, ugyanis az ecetmuslica egyedfejlodése soran az embrio
hatan egy nyilas alakul ki, amit a két oldalsé6 hamlemez a héti kdzépvonal mentén bezar. A hati
zarddast kisérd molekularis, illetve sejt-€és szovetszintli valtozasok evoluciosan konzervaltak,
megegyeznek és kozosek az egész allatvilagban.

A Drosophila genetika kiforrott eszkdztara, a nagyszamu mutans allél, a transzgének
elérhetésége és az in vivo videomikroszkopia egyszerii €s gyors kutatomunkat tesz lehetdvé a
bonyolultabb és koltségesebb gerinces modellallatokhoz képest. A hati zarddas genetikai
hatterének vizsgélata azonban tilmutat a hati zarodas alapjelenségének megismerésén, hiszen
ezen Osszetett folyamat vizsgdlata hozzasegithet olyan altalanos fejlddésbioldgiai jelenségek

pontosabb megértéséhez, mint pl. a sejtalak megvaltozasdhoz sziikséges sejtvaz atrendezddés.



Il. IRODALMI ATTEKINTES

1. A Drosophila embrio hati zarodasa

A Drosophilaembri6 hati zarédasa az embrionalis fejlédés 12-16. stadiuma kozott, a pete
lerakasatol szamitott 10-12. Ordban zajlik. A hati zar6dds az embriofejlddés utolsod
morfogenetikai mozgasa, melynek soran két egyrétegli hamlemez mozog egymas felé, majd
taldlkoznak és Osszeolvadnak, ezéltal bezarva egy nyilast a hati kézépvonal mentén. A hati
zarddas négy egymast részben atfedd folyamat sorozatabdl all (1. abra). A zarddas elsé fazisa
az iniciacid, ami az embrié megrovidiilésének (germ band retraction) befejezését megeldzden
kezdddik, amikor a csirasav visszahuzodik a fejléddé embrid poszterior részére, igy az embrid
hatan egy ellipszis alakt lyuk jon létre (1. dbra A). A hati nyilést egy dtmeneti, extraembrionalis
szovet, az amnioszerdza (AS) védi a két oldals6 egyrétegli hamlemez kozott. A masodik fazis
a ham kiterjedése (1. abra B). Az AS és a ham hataran elhelyezkedé hamsejtek (DME, dorsal
most epithelial) egy sorba rendez6dnek és kialakul egy vezetd él. A DME sejtek kiemelt
fontossaguak a hati zarddas szempontjabol. Az iniciacid sordn ezek a sejtek reagédlnak a
zarddast elindito jelmolekuldkra, majd hajtjak végre a zarodast és végiil kozottiik alakulnak ki
a hati nyilast bezar¢ sejtkapcsolatok. A DME sejtek aktint és miozint halmoznak fel az AS felé
esO oldalukon, ezaltal kialakul egy szupracellularis aktomiozin gylirli, ami a hati lyukat
koriilveszi. A zarodas masodik fazisaban a hamlemezek egymas felé kozelitenek. Ekkor a DME
sejtek, majd a DME sejtektd]l ventralis iranyban elhelyezkedd hamsejtek megnytlnak a
dorzoventralis tengely mentén. Amikor a hamsejtek a hati nyilas két végén Osszeérnek,
elkezdédik a harmadik fazis (,,cipzarozddas”), amely soran az ellenkezd irdnybol érkezd
hamlemezek 6sszekapcsolodnak (1. dbra C). Ekkor a DME sejtek dorzalis felszinén aktinalapa
sejtnyalvanyok— filopodiumok ¢és lamellipddiumok— jelennek meg, amelyek az qj
sejtkapcsolatok szegment specifikus kialakulasat biztositjak a szemben 1évé hamsejtek kozott.
Mikor a hamsejtek elég kozel vannak egymashoz, a sejtek tetdcserépszeriien atlapolddnak. Az
atlapolodasok a cipzarozodas végére megrovidiilnek és a hamsejtekre jellemzd sejt-sejt
interakcids feliiletekké alakulnak 4t. Az utolso, terminécios fazisban az Osszekapcsolodo
hamlemezek mozgasa megsziinik, az aktin alapt szerkezetek is szétszerelddnek a sejtek kozott

pedig stabil kapcsolatok alakulnak ki (1. abra D) [5-10].



1. dbra. A Drosophila embrié hdti zaréddsa. A-D) Konf okalis fluozésadass
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A hati zardodast kiséré morfogenetikai valtozasokat mechanikai erék vezérlik, melyek
Osszehangolt kolcsonhatdsa nélkiilozhetetlen a hati zarodas kiilonboz6 szakaszaiban (2. 4bra
A). Az AS sejtek pulzalo 6sszehuzodasa egymasfelé hlizza a ham keét szElét, ezaltal eldsegiti a
hamlemezek eléremozdulasat [12]. A zarodas végére ezek a sejtek a ham ala keriilnek és
apoptozissal elpusztulnak. Tovabbi huzoerd van jelen a vezetd él mentén, melyet a hati nyilas
koril kialakuld supracellularis aktomiozin gylri general [12, 13]. Az aktomiozin gylir(i
hataséara kiegyenesedik a hati zar6das mozgési frontja ¢s a hamlemezek cipzarként olvadnak
Ossze az embrid hati kozépvonala mentén. Tovabbi, ellentétes iranyu erdt biztositanak a lateralis
hamlemezekben jelentkez6 fesziiltség és az AS sejtek intracellulasris nyomasa, melyek
ellenallnak a zarodast segitd tobbi erdnek, hogy fenntartsdk az egyensulyt a sejtalakvaltozasok
és a szovetek mozgasa kozott (2. abra A) [14, 15].

Az egyes erOhatdsok hozzdjaruldsa a hati zardédashoz nem azonos. Hutson ¢és
munkatarsai attoré tanulmanyukban lézer indukalta sériilések sorozatat végezték el a hati
zarodas kiillonb6z6 stadiumaiban, hogy felmérjék ezen er6hatasok szerepét a folyamatban [13].
Ez lehetdvé tette egy olyan matematikai modell kifejlesztését, mely a hati zarddas
alakvaltozasat irja le és alkalmas a vad tipust, de a mechanikailag sériilt vagy genetikailag

mutans embridk hati zdr6dasanak szamszeriisitésére egyarant.
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Els6 Iépésként kiszamithato a zarodo ham hati kozépvonal iranyaba torténd
elmozdulasanak sebessége. A hati zarodast in vivo videomikroszkopiaval nyomonkovetve
belathatd, hogy a hati zarddas sebessége allando (12 + 1,5 nm/sec, N=5), tehat a hati zarodast
hajto erdk: az aktomiozin gytiriibol ered6 fesziiltség (T/R), az AS szovet 6sszehuzddasa (oas),
¢s a hamlemezek altal generalt fesziiltség (oLe) egyenstlyban vannak és az erék Osszege
allando (2. abra B”) [13].

A modell a vezet6 éleket két egymast metsz6 korivnek tekinti (2. abra B), és a hati zarodas
geometriai paramétereinek valtozasat 1dofliggd modon empirikus sebességi  egyenlet
alkalmazasaval irja le (2. abra B”). Az egyenletben a H a hati nyilas teljes hosszsaga, k; egy
sebességi allando, W a cipzarozodo végek tavolsaga, dW/dtpedig kizarolag a hati kozépvonal
és a vezetd ¢l kozott bezart szog fiiggvénye (0a és 0s). Minnél élesebb ez a szog, a dW/dtértéke
anndl nagyobb, gyorsabb a zarddas. Az egyenlet segitségével meghatarozhat6 a cipzarozdodasi
sebességi allando (k7). A modell szerint a hati nyilas alakvaltozasa a cipzarozodasbol szarmazo
(f;) és az aktomiozin gylirin hatdo eré (fc) egyiittes hozzajarulasanak koszonhetd. A
cipzarozodas hozzajarulasa a hati zarddas sebességéhez f ; = K /4V, mig a zardédas fennmarado
része a kontrakcioknak (fc) tulajdonithato (fc =1 — f;). Az empirikus sebességi egyenlet
alkalmazéasaval kiszdmithatd, hogy a zarddas sebessége milyen mértékben fiigg a

cipzarozodastol. Vad tipust zaroédasnal az f; értéke ~1/3 az f; értéke pedig ~2/3 [13].



2. A sejtvaz és szerepe a hati zarédasban
2.1. A sejtvaz altalanos jelelmzd6i

A sejtek jellegzetes szerkezeti eleme a sejtvaz (citoszkeleton), mely szamos
folyamatban fontos szerepet tolt be. A sejtvaz egy dinamikusan szervez0dott rendszer, amely
allanddan valtozik, lehetévé téve a morfogenezist, a sejtmozgasokat, a sejtalak fenntartasat, az
intracellularis transzportfolyamatokat és a sejtosztodast is. Dr 0 s 0 p haicitopdabmatikus
sejtvaz két 6 komponensbdl épiil fel: mikrotubulusokbodl (MT) és az aktin fimamentumokbol.

A MT-ok kb. 25 nm atmérdjii polimer molekuldk, melyeket globularis szerkezetii a- és
B-tubulin alegységekbdl allo heterodimerek épitenek fel. A heterodimerek fej-farok
orientdcidban 0Osszekapcsolodnak és fonalszerti strukturdkba, Un. protofilamentumokba
szervezddnek (3. dbra A). A MT-ok jellegzetes hengeres formajanak kialakulasahoz 13
protofilamentum laterdlisan, egymashoz képest 0,9 nm-rel elcstszva illeszkedik egymashoz (3.
abra B). A MT-ok meghatarozott polaritassal rendelkeznek. Megkiilonbdztethetiink gyorsan
novekvod (,,+7) és lassan novekvod (,,-) véget. A minusz vég altaldban a mikrotubulus-
organizal6 kozponthoz (MTOC) kapcsolddik. A MT-ok ,,-” végei az itt talalhato, y-tubulinbol
allo gytirikhoz kapcsolodnak. Egy-egy ilyen gytirli 13 alegységbdl all és polimerizacios
magként miikodik, melyre az a- és B - tubulinbdl all6 heterodimerek fokozatosan raépiilnek
[16].

A MT-ok ,+” végei dinamikus instabilitdst mutatnak, mely soran az egyedi
mikrotubulusok lasst novekedési fazisbodl hirtelen rovidiilésbe valtanak (,,katasztr6fa”), majd
ujra novedni kezdenek (,,menekiilés”). A mikrotubulusok a novekedési fazis utdn meg is
allhatnak (,,sziinet”), miutan ujra névekedésbe vagy rovidiilésbe kapcsolnak (3. abra C). In vitro
rendszerekben az instabilitas oka a tubulin polimerizacidhoz kapcsolt GTP-az aktivitas. A
tubulin monomerek GTP vagy GDP molekulat kotnek. A polimerizacié soran az a-tubulinhoz
kotott GTP GDP-re és foszfatra bomlik, mig a B-tubulinhoz koététt GTP valtozatlan marad. A
GTP tartalmu heterodimerek beépiilése a mikrotubulusba egyenes, mig a GDP tartalmu
dimerek beépiilése gorbiilt protofilamentumok kialakuldsat eredményezi. A MT-ok ndvekedése
akkor figyelheté meg, ha a GTP-tartalmu dimerek beépiilése gyorsabb, mint az ezt kovetd GTP-
hidrolizis. Ilyenkor a MT végeken GTP-tartalmu dimerekbdl &ll6 ,,sapka” alakul ki, ami
csOkkenése miatt és a ,,sapka” eltlinhet. A hidrolizis kovetkeztében GDP-tartalmi dimerek

jelennek meg, és ez a MT azonnali szétesését eredményezi, aminek kovetkeztében nd a szabad
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tubulin heterodimer koncentracio, amit GDP/GTP kicserélddés kovet €s Uijra polimerizacio

indulhat el [17].
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A dinamikus instabilitas kovetkeztében a MT-0k hossza tobb mikron tartomanyban
véltozhat, ami a MT-0k és végsd soron a sejtek mitkddése szempontjabol nagyon fontos MT
halozatok atszervezddését biztositja. Ha valamilyen vegyiilettel megakadalyozzuk a dinamikus
instabilitast, megakadalyozzuk a MT-hoz kapcsolt sejtfunkciok elvégzését is, ami a sejtek
elpusztulasahoz vezet. Az egyik legrégebben ismert ilyen molekula a kolcemid, mely a tubulin
heterodimerekhez szorosan kapcsolodva megakadalyozza azok polimerizacidjat és nagy
koncentracidban a MT-ok gyors lebomlasat okozza [18].

A mikrotubulusok viselkedését jelentdsen befolyasoljak a mikrotubulusokhoz asszocialt
fehérjék (microtubule associated protein, MAP). A MAP-ok szerepe sokrétii: elosegitik a MT-
ok novekedését, lebomlasat, stabilizaljak és kotegekbe rendezik a MT-okat. A MAP-ok egy
heterogén csoportjat alkotjak a ,,+” vég koto fehérjék (plus-end-tracking protein, +TIP), melyek
befolyasoljak a MT-ok dinamikus instabilitdsat. Ilyenek a vég kotd EB1 (end binding 1)
fehérjék, melyek evolicidsan konzervaltak és altaldban a MT-ok ndvekvd plusz végein
talalhatok meg [19]. Az EB1 fehérjék dimereket alkotnak. Szerkezetiiket tekintve tartalmaznak
egy N-terminalis kalponin homoldgia (CH) domént, ami sziikséges és egyben elégséges is a
MT noévekvo ,,+” vég felismeréséhez, valamint az EB1 MT-hoz valé kotédéséhez [20-22]. A
CH domént egy 0sszekdtd régio koveti. A C-termindlison pedig a dimerizéacioért felelds coiled
coil szerkezetli régid taldlhatdo, mely részleges atfedést mutat egy egyedi szekvencia
motivummal, melyet EBH (end binding homology) doménnek is neveziink, ami az EB1 fehérje
kotépartnereivel valo kolcsonhatasért felelds [16, 23]. Az EB1 fehérjék mas fehérjékkel kétféle
képpen Iéphetnek kolcsonhatasba. Egyrészt a fehérjéken megtaldlhatdé Ebl-ko6td SxIP
motivumon keresztiil, ami példaul az APC, MACF (MT-actin crosslinking factor), CLASPs
(CLIP associating proteins) fehérjékre jellemz6. A masik lehetdség, a fehérjékre jellemz6 Cap-
Gly (cytoskeleton-associated protein-glycine-rich) domén és az EB1 C-terminalisan talalhato
EEY motivumon keresztiil valosulhat meg, pl. a CLIP fehérjék vagy a dynactin komplex tagjai
kapcsolodnak igy [16]. Az EB1 fehérjék befolyasoljak a MT-ok ,,+” vég dinamikajat in vivoés
in vitro egyarant [24, 25].

A masik 6 sejtvaz komponenst Dr 0 s 0 p ez aktid flamemtumok alkotjak, melyek
7-9 nm atmérdji helikalis szerkezetii aktin polimerek. Az aktin polimereket globularis G-aktin
monomerek épitenek fel. Akarcsak a MT-oknak, az aktin polimereknek is hatarozott polaritasuk
van: egy gyorsan novekvo ,,+” véggel és egy lassan novekvo ,,-” véggel rendelkeznek. A MT-
okkal ellentétben azonban az aktin filamentumok nem mutatnak dramai dinamikus instabilitast,
hanem taposémalom mddjara viselkednek (treadmilling): folyamatosan 1épnek be monomerek

a plusz végen és Iépnek ki a minusz végen, és ekozben a filamentum hossza nem valtozik [26].
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A valtozatos szerkezetli aktinlancok specialis szabalyozé fehérjék segitségével alakulnak ki (4.
abra). llyenek a szabad filamentumvégeket lefedd fehérjék, melyek megakadalyozzak a tovabbi
polimerizaciét vagy éppen a depolimerizaciot. A depolimerizaciot vagy a filamentum
elhasitasat elosegitd fehérjék, illetve az 1 aktinldncok inicializaciojat eldsegitd

nukleald/polimerizaciods faktorok is ismertek.

o — i
névekvd vég 00 0 ) > ) nbévekvd vég

Polimerizacié / Depolimerizacié
< A
e

‘?‘ "

‘\W \L/
ATP ADP

Kétegrendazé fehérjék Szabad filamentumvég Filamentum hasité
{ fedd fehérjék fehérjék
o Depolimerizalé fehérjék OMonomerkota fehérjék ﬁADPIATP Kicseréld
faktorok
4. abra. Az aktinfilamentumok dinamikdja. Az a kt i n f i | a meendelkerneldd p
novekedési dinami kaja alapyéangmegkahdnbar
szerkezetid aktinlancok speci ali qg27lszabal yo.:

Az aktin filamentumok a jarulékos fehérjék segitségével nagyon valtozatos struktirakat
alakitanak ki, amelyek egyarant lehetnek stabil vagy instabil képzOddmények. Stabil
képzddmény példaul a sejtkéreg, ami plazmamembran kozelében koncentralodé aktin haldzat.
A dinamikus struktarakban azonban az aktin filamentumok perces-masodperces idGskalan is
képesek atépiilni. Ilyen dinamikus aktin alapu képzédmények a lamellipédiumok és a
filopodiumok, melyek folyamatosan alakulnak ki és huzddnak vissza a vezetd élen. A
lamellipédiumok nagy feliileti, lapos kitiiremkedések, melyekben az Osszekapcsolddod
aktinfilamentumok siiri hélézatot alkotnak. A filopddiumok ezzel szemben ujjszerii
sejtnyalvanyok, melyekben az aktinszalak nem &agaznak el, hanem hosszu, parhuzamos
kotegekbe rendezédnek [27].

Az aktin sejtvaz miikddésében fontos szerepet jatszanak a miozin fehérjék, melyek az
egysejtll eukariotaktol a gerincesekig mindeniitt megtalalhaté molekularis motor fehérjék. A
nem-izom miozin Il (Miozin Il) az allati sejtek egyik legfontosabb alkotdja, az aktin

citoszkeleton atrendezddésében kulcsszerepet jatszd, a sejtek minden életszakaszaban
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meghatarozo6 jelentéséggel bird motorfehérje. Dr 0 s 0 p haizippem(zapn gén kodolja a

Miozin Il nehéz lancat, ami a hati zarodas alatt kialakul6 aktomiozin gytirii fontos komponense.

2.2. A sejtvaz miikodése a hati zarédas alatt

Felmeriil a kérdés, hogy a hati zarddasra hat6 erdk hogyan alakulnak ki és az egyes
sejtek hogyan szabalyozzdk azokat molekuléris szinten. Kiilonb6zé genetikai, biokémiai és
sejtbiologiai vizsgalatok segitségével fény deriilt azokra a szerkezeti és jelatviteli molekulakra,
melyek fontos szerepet jatszanak a hati zarodasban [14]. A hati zarodast akadalyozé mutaciok
tipikus Un. ,,nyitott hat” fenotipust eredményeznek. Az ilyen mutansokban a hati zarédas nem
torténik meg és az embrid nyitott hattal elpusztul. A hati zarddas alatt tobb jelatviteli Gitvonal
valik aktivvd, melyeknek a fent leirt morfogenetikus sejtmozgasok, valamint a
sejtalakvaltozasok szabalyozdsdban van szerepiik. A nyitott hat fenotipust okoz6 gének 3
csoportjat kiilonithetjiik el [28].

A hati zarodas szabalyozasaban a DJNK (DrosophilaJun N-terminalis Kinaz) szignal
utvonalnak van kozponti szerepe. JNK tutvonalat elindit6é szignidl még nem ismert, de tudjuk,
hogy a hati zardédas kezdeti fazisaban a DME sejtekben hat, ahol a sejtvazelemek
felhalmozodasat indukalja. A JNK tutvonal barmelyik komponensét (a misshapen(msr),
hemipteroughep, basket(bsk, Junrelated antiger{Jra), kayak(kay), anterior open(aop) és
puckered(puc) gének) érintd mutacio esetén ez a felhalmozodas sériil [6, 29-31]. A JNK
utvonal egy tobblépcsds foszforilacios kaszkad, ami a transzkripcids faktorként miik6dd Jun
fehérje aktivalodasat eredményezi, ami végiil dimert alkot a Kayak (Kay) fehérjével, 1étrehozva
igy az AP-1 transzkripcios faktort (5. abra). Az AP-1 transzkripcios faktor tovabbi célgének
expresszidjat aktivalja a sejtmagban. Az egyik ilyen célgén a decapentaplegiqdpp), a
transzformal6 novekedési faktor-p (TGF-P) szupercsalad citokinje [31-34].

A hati zarodas alatt a INK jelatvitel emelkedett Dpp szintet tart fenn a DME sejtekben,
ami Ujabb jelatviteli eseményeket aktival. A Dpp kozvetitett jelatviteli itvonal komponensei
koz¢é tartoznak a Thickveins (Tkv) és Punt (Put) receptorok, valamint a Mothers against dpp
(Mad) és a Schnurri (shn) transzkripcios fehérjék. A dpp utvonal komponenseinek vagy
targetjeinek mutéacioi a JNK mutansokhoz hasonl6 hati zar6das hibakat eredményeznek. A Dpp
a TGF-B utvonalat aktivalja és a JNK utvonal aktivitasan keresztiil tartés Dpp szintet tart fenn

a DME sejtekben. A Dpp ligandot a DME sejtek az amnioszer6zaba ¢és a lateralis hamba is
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szekretaljak, ahol sejtalakvaltozasokat indukal. A Dpp tovabba sziikséges a megfeleld aktin

sejtvaz atrendezddéshez a sejtnyulvanyok kialakulasa soran [35-37].

DM
sejt

Msn(JNKKKK)

Sipr (JNKKK)
7

Hep (JNKK)
7

Bsk (JNK)

+

Jra (DJun)

O © © 90

X Dpp,etc. -~ " Brk, Dad, Dpp, etc
Djun/Kay ¥ Mads : .

(AP-1) S

5. abra. A JNK és Dpp jelatvitel egyszeriisitett sematikus abragja. A J NK 0t vonal dktival.
transzkripcios faktor O6sszeszerel 6déséhez vezet,

kozal |l egf ontosabb a dpp. Mi utan a Dpp kot dédik
kompl ex |jonbdjéutrea s@aenetmagba és a Dad és Brk t
ki fejez6é6déssét aktivalja. A dpp sejtalakvaltozas

Slipper. Hep: Hemipterous. Bsk: Basket. Jra: -Jelated antigen. Kay: Kayak. Puc: Fkered Dpp:
Decapentaplegic, Tkv: Thickvein. Put: Punt. Mad: Mothers Against Dpp, Brk: Brinker, Dad: Daughters
against Dpp.

A Dpp tovabbi target fehérjéi a zarodas mechanikai effektorait (sejtvaz, sejtadhézios
komplexeket, strukturfehérjéket) kodold géneket szabalyoznak. Ezek a fehérjék lehetdvé teszik
a hati zarddas soran létrejovo sejtvaz-atrendezodéseket és sejtalak-valtozasokat. Ilyen példaul
a zipper(zip) gén. A zip gén kodolja a Miozin 1l nehéz lancat, ami a hati zarodas alatt kialakulo
aktomiozin gyiirii fontos komponense. Az aktomiozin gytir(i biztositja a hati zarodas alatt a
DME sejtek megnyulasat és az AS sejtek ritmikus kontrakciojat a vezetd €l sejtjeiben. Miozin
II null mutansok nyitott hat fenotipust mutatnak. A miozin II a hamban, de az AS-ban is fontos
szerepet kap, ugyanis mindkét szovetben miozin II transzgént kifejeztetve menekithetdé a
mutans fenotipus. A géneknek ebbe a csoportjaba tartoznak még a coracle (cora), a canoe(cno)
¢és a myospheroid (mys) gének is, melyek membranasszocialt szerkezeti fehérjéket kddolnak és

mutacioik szintén nyitott hat fenotipust okoznak [38].
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Bar a hati zarddast iranyito jelatviteli utvonalak szamos elemét azonositottak mar, a
pontos sejtbioldgiai események, melyekre ezek hatnak, kevésbé ismertek. Tudjuk, hogy a hati
zarddas soran a hamsejtekben a sejtvazelemek dinamikusan atrendezddnek, ami a hati zarodas
elején a hamsejtek polarizalodasaval kezdddik. Ez molekularis szinten a sejtvazelemek ¢€s a
jelatviteli molekulak egyenetlen eloszlasaban jelentkezik [39]. Az aktin sejtvazat érintd
eseményekért a Rho (Ras homologous) csaladba tartozé kis molekulasulytt GTP-azok feleldsek
[14].Dr o s o p haRhb f@hbrjacsalad mindharom tagja — Rho, Rac, Cdc42— részt vesz a hati
zarodasban, melyeknek a miikodése fokozott aktin polimerizacidhoz vezet.

A hati zarodas eldtt a hamsejtek aktinvaza a sejtkéreg minden pontjan egyenletes
eloszlasu. A zaro6das soran azonban a DME sejtek amnioszerdzaval hataros (dorzalis) felszinén
aktint és miozint halmoznak fel, ezaltal kialakul egy szupracellularis aktomiozin gytirii, ami a
hati nyilast koriilveszi. A gylirli kialakuldsa a RhoA kis GTP-4z miikodéséhez kothetd, ami a
hatasat tobb effektor fehérjéjén keresztiil fejtik ki. Ezek koziil a legfontosabb a Rho kinaz
(ROCK). A ROCK képes fokozni a Miozin Il konnyt lanc foszforilacids szintjét, ami a Miozin
Il fokozott aktivitasat eredményezi, igy kialakul az aktomiozin gylrii és a vezetd él
megmerevedik [40]. A RhoA hidnyaban, az embriok, akar funkcidvesztéses mutaciot
hordoznak, akar a RhoA dominans negativ formajat expresszaljak, ,,nyitott hat” fenotipust
mutatnak [41, 42]. Az aktomiozin gy(iri hatasara a hati zarddas frontja ,kiegyenesedik”, ami
eldsegiti a Cipzarozddast. Ezen kiviil a gylirli semlegesiti a hdmban kialakulo fesziiltséget, hogy
megel6zze a sebek, szakadasok keletkezését [43]. Ha az aktinfelhalmozddas vegyszeres kezelés
hataséara vagy az aktinregulatorok hibas miikodése miatt zavart szenved, akkor a hamlemezek
mozgasa lelassul és a vezetd €l sejtjeinek szerkezete is karosodik. Az aktomiozin gytri
hianydban a dorzoventralis sejtmegnyulds nem jon létre €s az anterior/poszterior tengely is
véletlenszeri lesz. Habar az aktomiozin gyiiri hidnya jelentésen befolyasolja a zarddas
sebességét, az embriok mégis képesek bezarni a hati nyilast, ugyanis az amnioszeroza altal
generalt huzoeré milkodése 6nmagaban elég ehez a folyamathoz [41].

A ,,cipzarozodas” fazisaban a DME sejtek dorzalis felszinén aktinalapu sejtnytlvanyok—
filopodiumok ¢és lamellipodiumok— jelennek meg, melyek tubulint, miozint és aktint
tartalmaznak [5, 7, 8].

A lamellipodiumok kialakulasaban a Rac 1 kis GTP-az jatszik szerepet, hatasara a sejtek
elkezdenek vékony lemezszert kitliremkedéseket, lamellipodiumokat képezni. Mindhdrom rac
génre (Racl, Racand Mtl) mutans embridokban az aktin nem halmozddik fel a vezetd élben,

tovabba filopédiumok és lamellipédiumok sem alakulnak ki [44]. A Racl dominans negativ
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formajanak expresszidja a vezetd €élre jellemzd sejtvazelrendezddés felbomldsahoz vezet, a
tipikus sejtmegnyulas a hamban eltiinik és a hati zarodas sem megy végbe [45].

A Cdc42 a filopodiumok képzésében jatszik szerepet. Cdc42 mutans embriok a Rac és
Rho mutéansoktol eltérd, un. “bunched” szegmens hati zarodas fenotipust mutatnak, ami a TGFf3
utvonal komponenseit érintd mutacidkra jellemz6. Az aktin felhalmozodas a vezetd élben nem
sériil, viszont a filopodiumok nem alakulnak ki. A filopédiumoknak a kérnyezetiiket érzékeld,
letapogatd szerepiik van. Amikor a hamsejtek elég kozel vannak egymashoz a filopodiumok
talalkozhatnak €és ha ezek megfeleld embriondlis szegmentbdl érkeznek, akkor egyesiilnek.
Filop6diumok hidnydban a szemben 1évé hamsejtek nem ismerik fel egymdést és nem a
megfeleld sejt-sejt kapcsolatok alakulnak ki [41].

Béar az aktinvaz szerepe a hati zarodasban részletesen ismert, a sejtvaz masik
komponensének, mikrotubulusvaznak az elrendezddésérdl és miikodésérdl keveset tudunk.
Ismert, hogy a zarddast megelézéen a hdmsejtekben a mikrotubulusok rendezetleniil,
helyezkednek el. A hati zarodas elején ez a rendezetlen mikrotubulusvaz felbomlik és a MT-0k
a sejt hossztengelyével parhuzamosan stabil kotegekbe rendezédnek el. A MT-ok
atrendezdédése elsdként a DME sejtekben indul meg (6. dbra A) és késébb a lateralisabban
elhelyezked6 hamsejtekre is kiterjed (6. abra B). A MT kotegek stabilak, de az dket felépitd
egyedi MT-ok dinamikusan lebomlanak és Wjra polimerizalodnak. A  dinamikus
mikrotubulusok a sejtek dorzalis felszinén belendnek a lamellipédiumokba és a filopodiumokba
(6. abra C, D, E), ami arra utal, hogy a sejtnek ezeken a részein a két sejtvazelem szorosan
egylttmiikodik. A zarddas befejeztével a rendezett MT kotegek lebomlanak és a hamsejtekben

ismét rendezetlen MT eloszlas alakul ki.

aktin-ECFP tubulin-GFP

6. dbra. A MT-vdz szerkezete a hdti zarédds alatt. ( A, B) é1 6 embri o0kr o6l készi
MT kot egek ki @GFRtk ukliafseate ztéuhbAaudlimbma ar 6 d &cdk @éd led sésnz, 6 ra
DME sejtekben rendezédnedokata. feB)hmhr adav alamhasd
kot egekbe r en dECF®td néesk . ( BEQEPtt udbkiufliennez 6 DME sej t ek
hati zar 6daaMirclgebdledrednegke a sejtnyul vanyokba (s
terdl eten)[7]. Mérteék 5 pum
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A MT-ok miikddése kiilonosen fontos a hamsejtekben €s kritikus a hati zarddas utolso,
cipzarozddasi 1épéséhez. A MT-ok eltavolitasa kolhicin kezelés hatasara abnormalis hati
zarddashoz vezet (7. abra A), ahol a DME sejtek sejtnyulvanyai csokevényesek (7. dbra B). A
MT vaz felépitésének €s szerepének megértésében elért elorelépések ellenére szamos kérdés
var még megvalaszolasra. Nem ismerjiik sem a mikrotubulusvaz atrendezddését szabalyozo
molekuldkat, sem azokat a mechanizmusokat, amikkel a mikrotubulusvaz a sejtnyilvanyok

kialakulasara hat.
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3. A Spektraplakin fehérjék

A sejtvaz dinamikus atrendezddése az el0 szervezetek olyan alapjelensége, amely
Hosszi idon keresztiil az az elképzelés uralkodott, hogy a sejtvaz kiilonbozd Osszetevoi
egymastol fliggetleniil, de mégis egylitt miikodve fejtik ki hatdsukat. Ma mar azt is tudjuk, hogy
a sejtvaz komponensei fizikailag szoros kolcsonhatasokat, keresztkotéseket is kialakithatnak
egymassal a sejt aktualis igényeitol, fejlodési allapotatol fliggéen. Ezeket a kdlcsonhatasokat
olyan fehérjék szabalyozzak, amelyek egyidejiileg akar tobbféle sejtvazelemhez képesek
kapcsolodni. Erre a feladatra specializalodott példaul a Spektraplakin fehérjék csaladja. A
Spektraplakinok oriasi, evoliciosan konzervalt, multidomén szerkezetli fehérjék. A
Spektraplakin fehérjék szamos feladatot latnak el kiilonb6z6 tipusu differencialt sejtekben, amit
a modularis fehérje domén-szerkezetiik tesz lehetévé. Tobbek kozott részt vesznek a sejt
polaritas kialakulasaban, morfogenetikus és jelatviteli események, valamint a differencialodas,
migracio folyamataban is. Az OMIM-adatbazis (Online Mendelian Inheritance in Man) alapjan
mutaciojuk szerepet jatszik az epidermolysis bullosa simplex 6rokl6dé betegség, valamint az
orokletes szenzoros €s autoném neuropatidk kialakuldsaban. A spectraplakin mutaciot hordozé
¢lélények szamos fenotipust mutatnak ¢és gyakran az egyedfejlodés korai szakaszédban

elpusztulnak [46-48].

3.1. A Spektraplakin fehérjék jelentésége

A Spektraplakin fehérjék kulcsfontossagiak minden olyan fejlédésbioldgiai
folyamatban, ahol a sejtvaz szabdlyozott atrendezddésére, stabilizaldsara vagy sejt polarizacio
kialakulasara van sziikség. A spektraplakin fehérjék kiilonboz6 tipust differencialt sejtekben
mas-mas szerepet toltenek be, amit a moduldris protein domén szerkezetiik tesz lehetéve. A
spektraplakinok valamennyi sejtvazelemmel képesek kdlcsonhatasba 1épni, keresztkotni azokat
vagy adhézidés komplexekhez is kapcsolodhatnak [47, 49, 50]. A spektraplakin fehérjéket
kodold génekrdl nagyszami, kiilonbozo, akar hét funkcionalis doménnel rendelkez6 fehérje is
képzddhet, melyek a plakin, spektrin és Gas2-szerii fehérjecsaladok tulajdonsagait 6tvozik [51,
52]. (1) A plakinok (pl. plectin, desmoplakin, envoplakin, periplakin, epiplakin) olyan
vazfehérjék, melyek a sejtvaz kiilonb6z6 komponenseit a Sejtmembranhoz kapcsoljak, valamint

fontosak a mechanikai stressznek kitett szoveteben, mint a bér vagy a sziv [53]. (2) A spektrin
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fehérjék (pl. a-/ B-spectrin, a-actinin, dystrophin és utrophin) evoltcidésan konzervalt aktin k6t
vazfehérjék, melyek els@sorban a sejtkéregben talalhatok meg, ahol citoplazmatikus fehérjéket
kapcsolnak a sejtmembranhoz [54, 55]. (3) A Gas2-szerii fehérjék (Gas2, Gas2-like 1-3)
kapcsolatot alakithatnak ki a MT, vég-koto fehérje és az F-aktin kozott is, hozzajarulva igy a
sejtvaz dinamikus mitkodéséhez, a sejtosztodashoz vagy az egyedfejlodéshez [56-58].

Emldésokben két spektraplakin gén talalhatd: a Bpagl/Dystonin (bullous pemphigoid
antigenel) és az MACF1 (microtubule-actin crosslinking factorl), melyet ACF7-nek (Actin
Crosslinking Family 7) is neveziink. Az ecetmuslica genomjaban egyetlen spektraplakin gén, a
short stop(shot) talalhatd, Caenorhabditis elegangenomjaban pedig a vabl0 gén kodol
Spektraplakin fehérjét [59].

A BPAGle/dystonin a bdrben talalhat6 meg. Fontos komponense a
hemideszmoszdémaknak a bazalis hamrétegben, ahol mutdcidja a ham integritdsanak sériilését
okozza, végs6 soron szakadasokat és holyagosodést okoz a bérben. Emberben ezek a tlinetek
az epidermolysis bullosa simplex 6roklédé betegséghez kothetéek [60]. A hosszabb izoforma
(BPAGI1Db) funkcionalis hianya emberben és egérben egyarant neuronalis degeneraciohoz
vezethet [61-63]. A BPAGI1b mutans egerek dystonia musculorumban szenvednek, hirtelen
rangat6z6 mozgasokat és rendellenes testtartast mutatnak [64, 65]. Megfigyelhetd tovabba a
MT haldzat felbomlasa az axonokban [66]. A BPAG1b mutacidja sejt szinten abban nyilvanul
meg, hogy a MT-ok nem a polarizalt aktin kdtegek mentén nének és nem reagalnak a polarizalt
sejtek kiils6 jelzéseire sem [67]. Az MACF1/ACF7 gén mutacidja jelenleg nem kothetd
semmilyen megbetegedéshez, de a mutaciot hordozd egerek az egyedfejlédés korai
szakaszaban, a gasztrulacio alatt elpusztulnak. Szamos korai fejlédésbiologiai folyamatban is
részt vesznek a spektraplakin fehérjék. Tobbek kozott a fibroblasztok vagy a bér Gssejtek
vandorlasaban, de a sziv és az agy fejlodésében is szerepiik van [68-70].

Dr o s o p hashotaéh mikodése kulcsfontossagn a ham épségének megdrzéséhez,
az insejtek megfeleld tapadasahoz az izomsejtekhez, de az axonok és dendritek novekedéséhez
is esszencialis [71]. Szubcellularis szinten a Spektraplakin fehérjéknek szerepiik van a
megfeleld sejt polarizacid kialakitdsaban, a MT-ok stabilizalasaban, az aktin polimerizacidban
¢s azok kotegekbe szervezddésében [47, 67, 72]. A shotmutaciot hordozoé muslica embriok
kiilonbozé fenotipusokat mutatnak. Megfigyelhetd a szarny holyagosoddsa, az insejtek
haldézat szervezddése sériil a petefészkekben, ezen kiviil axon novekedési hibakat, a dendritek
hosszanak csokkenését és a sejtadhézidos molekulak hibas lokalizaciojat is leirtak shotmutans

axonokban [49, 71, 73-75].
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3.2. A Spektraplakin fehérjék szerkezete

A legtobb Spektraplakin fehérje N-termindlis végén megtalalhatd egy konzervalt
szekvencia motivum, mely lehetové teszi szamukra, hogy kozvetleniil kapcsolddjanak az aktin
vazhoz (8. abra A). Az F-aktin-koté domén (ABD) két kalponin homolog, CH1 és CH2 régiobol
all. A CH1 régi6 dnmagaban is képes megkotni az F-aktint, viszont CH2 régi6 jelenlétében az
ABD F-aktin kot6 affinitasa megné [47, 49].

Valamennyi Spektraplakin izoforma tartalmaz egy plakin domént, mely fehérje-fehérje
kolcsonhatasokat biztosit, illetve a sejtvaz kiilonboz6 komponenseit a plazmamembranhoz
kapcsolja (8. abra A) [76]. A BPAGle esetén példaul a plakin domén juttatja a fehérjét a
hemideszmoszémakhoz, ahol az membran kapcsolt fehérjékhez (példaul a B4 integrinhez)
kotédik [77]. A plakin domén egy sorozat spectrin ismétlédést tartalmaz, mely k6z¢é egy SH3
domén is beé¢kelddhet [46, 78].
ismétlédésekbdl allo (spectrin/ dystrophin repeat rod) domén, mely biztositja a fehérjék
rugalmassagat a mechanikai er6kkel szemben és dimerizacio kialakitdsdban is részt vehet (8. abra
A), tovabba elvalasztja az N- és C-terminalison 1év6 funkcionalis doméneket. A spektrin
1smétlédések hossza az optimalis fehérje funkcio szempontjabol kritikus, mivel pl. a disztrofinbol
mar néhany ismétlédés torlése is az izomsorvadas enyhe formajat eredményezi [46, 52, 79].

A C-termindalison harom funkcionalis domén talalhat6 (8. dbra A), melyek koziil az els6 a
kalcium-fiiggd, két EF-hand motivumot tartalmazé domén [80]. Az EF-hand motivum a
leggyakoribb ismert Ca?* kotd elem, ennek ellenére viszonylag keveset tudunk az EF-hand
kothetd, ugyanis ezek a fehérjék Ca?* stimulus hatdsara megvéltoztatjak a sejten beliili
eloszlasukat [47].

Kozvetleniil az EF-hand domén utan talalhaté a mikrotubulus-ko6té Gas2 (growth arrest—
specific 2) /GAR domén, mely eszencialis a mikrotubulusok stabilizalasahoz. Transzfektalt
sejtekben a BPAG1, MACF, GAS2, GAR22 ¢s Shot fehérjékbdl szarmazé izolalt GAR domének
kolokalizalnak a mikrotubulusokkal [49, 50, 82]. Azok az izoformak, melyek nem tartalmazzak
a Gas2/GAR domént altalaban nem Ilépnek kolcsonhatasba MT-okkal [46]. Az MACF1
fehérjében jelen van egy masik MT-Koto és -stabilizald domén is, egy glicin-Szerin-arginin
gazdag (GSR) domén, amely a Gas2-vel kdzosen képes a MT-0k kotegekbe rendezddését
indukalni [50].
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A Spektraplakin fehérjék C-terminalisan talalhato a CTD (C-terminalis domén), mellyel a
mikrotubulusok novekvod, ,,+7 végeihez kapcsolodnak egy EB1-koté SxIP szekvencia-
motivumon keresztiil (8. abra A) [83].

A valtozatos protein domének alternativ splicing és szovet specifikus promoter hasznalat
soran szabadon kombinalodhatnak egymassal, igy valtozatos hosszusagl és funkcioja fehérjék
képzédhetnek. Dr 0 s 0 p ha feHér@lovaltnzékonysagat 43 kodold exon alternativ splicingja,
illetve négy alternativ transzkripcios starthely (P1-4) biztositja. Ezek a starthelyek négy
kiilonbozé N-terminalissal rendelkezd fehérjének a szovetspecifikus kifejezddését biztositjak,

melyeket gyakran Shot-LA,-LB,-LC,-LD-nek is neveziink (8. abra B) [84].
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8. dbra. A Shot fehérje homolégjai, funkciondlis doménjei és legjelentisebb izoformdi. (A) A plakin,
spektrinszées (iGdsehérjecsal adok t ikt kap!l dalaign aif eloé
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mely egy EBk 0 tS&IP szekvencimot i vumot t artal maz. FI yBase adat
kb nagyséagu ( ¢04,28618b42,116)g50@&3:1 123R 8k r omosz omal i s hel
Shot i zof-RP Ak 4gBdhlotR a transzkriptumokat, P a
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|l ehet 6vé (I-LADY. b&SptaciShgt kévetkeztében pedig to
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I1l. CELKITUZESEK

Els6dleges célunk a hati zarodasban résztvevd, MT-koté gének azonositasa in Vivo
video mikroszkdpidval kombinalt RNS interferencian (RNSi) alapula funkcidvesztéses szlirés
segitségével.

RNSi-an alapulé moédszer alkalmazasaval a muslica szamos, MT-okhoz kapcsolédo
fehérjéjét egyenként kiiktatjuk €s az igy kialakult fenotipusos valtozasokat harom hierarchikus
szervezOdési szinten vizsgaljuk: nagyfelbontasu in vivo konfokalis mikroszkopia segitségével
leirjuk az egyedi MT-ok novekedési és lebomlasi dinamikajaban bekovetkezett valtozasokat,
¢l6 embriok filmezésével megvizsgaljuk a MT-vaz atrendezddését és a MT-kotegek
elhelyezkedését, nagysebességli automatizalt mikroszkép alkalmazéasaval tanulmanyozzuk a
hati nyilas zarodasat.

Végso célunk, hogy egy igéretes jelolt gén részletes sejtbioldgiai vizsgalatan keresztiil
megmutassuk, hogy egy alapet6 fejlédési folyamathoz hogyan jarul hozza a sejtvazelemek

egylttmiikodése.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Drosophila melanogaster torzsek

A Kkisérletekben hasznalt Drosophila torzseket szabvanyos, kukorica-éleszté alapu
taptalajon tartottuk. A keresztezéseket 25 °C-on végeztiik el. Vad tipusként Oregon R torzset
hasznaltunk. A hati zar6das korvonalat az EGFP-t kifejezé ZASP524C423 protein-csapda vonal
segitségével tettiik lathatova [31, 85]. Pnr-GAL4 (bloomingtoni torzskézpont (BT) # 25758) és
enGAL4 (BT # 30564) driverek segitségével indukaltuk a kivalasztott transzgének
expresszidjat. Az aktint UAS-actin—~EGFP [86], vagy UAS-mCherry—Moesin [9] segitségével,
a MT végeket pedig az UASP-Eb1-EGFP [7] felhasznalasaval tettiik lathatova. A FRAP
kisérletekhez az Ubi-B-Tubulin—-EGFP [87] torzset hasznaltuk fel.

A menekitési kisérleteket a kovetkezd shottranszgenikus torzsekkel végeztiik el (9. abra):
teljes hosszusagu fehérje (UAS-Shot-L(A)-GFP), UAS-Shot-L(A)AEFhand—GFP (AEFhand—
GFP, hianyzik a Ca?* ionokat k6té EF-hand motivum), UAS-Shot-L(A)AGas2—-GFP (AGas2—
GFP, hianyzik a Gas2 MT-ko6t6 domén), UAS-Shot-L(C)-GFP (ACH1-GFP, hianyzik a CH1
aktin k6t6 domén). Ezek a konstrukciok a FlyBase adatbazis alapjan nyilvantartott ShotRE
MRNS izoformabol késziiltek [49]. Tovabbi Shot-L(A)-GFP-bdl levezetett transzgének: UAS-
Shot-L(C)AGas2-GFP (ACH1AGas2-GFP, hianyoznak a CH1 aktink6td és Gas2 MT-kotd
domének) [49], UAS-Shot-L(A)-ACtail-GFP (AC-tail-GFP, hianyzik az EB1 k6t6 motivum),
UAS-Shot-C-tail-GFP (C-tail-GFP csak a C-tail domént tartalmazza), Shot-L(A)-3MtLS*—
GFP (harom célzott mutaciot tartalmaz, mely a fehérje EB1-Shot interakcioért felelds
motivumait érinti) [88], UAS-Shot-EFhand-Gas2-Ctail-GFP (EGC-GFP, MT kolcsonhatasért
felelos — Ef-hand, Gas2 és C-tail — doméneket tartalmazza) [89].

A fenotipusok jellemzéséhez a shot™°null allélt (kyotoi torzskozpont # 101311), a
shot®PY(BT # 10522) és shof* E © ¥zoformaspecifikus mutans allélokat, valamint a shotgént
érintd Df(2RBSC383(BT # 24407) deléciot hasznaltuk fel. A shot®Plallél egy P-elem
inszerciot tartalmaz az elsd két alternativ transzkripcids strat hely utan, de a 3. és a 4. start
helyek el6tt, igy olyan fehérjék termelddnek, melyeknek hianyzik a CH1 aktin k6t6 doménjiik,
ezért nem képesek aktint kotni (9. abra). A shof ECCallélt ujjonan hoztuk létre a

laboratériumunkban (lasd 2. fejezet).
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Mutans allélok

Név Tipus Izoforma Sematikus abra Referencia
Shot*"" P-elem inszerci6 Shot-RC ICNNE T . 1
Shot"* CRISPR/Cas9 Shot-RE BN . B} 2

Transzgenikus konstrukciok

UAS konstrukt ;le:tzéﬂt régio] |1zoforma Sematikus abra Referencia
UAS-Shot-L(A)-GFP 5201 aa [n.a] shotRE (I HNHN NN 1o 3
UAS-Shot-ACH1-GFP 5160 aa [n.a.] shot-RC 3
UAS-Shot-L(A)-AEF-hand-GFP 5063 aa [4711-4849]  shot-RE 3
UAS-Shot-L(A)-AC-tail-GFP 4918 aa [4919-5201]  shot-RE 6
UAS-Shot-L(A)-AGas2-GFP 5155 aa [4859-4905]  shot-RE 3
UAS-Shot-ACH1-AGas2-GFP  4859-4905aa [n.a]  shot-RC 4
UAS-Shot-L(A)-3MtLS=GFP 212‘?11_ 433522;63&\7.:5] shot-RE 6
UAS-C-tail-GFP 4918-5201 aa[na]  shot-RE RO 6
UAS-EGC-GFP 4780-5201 aa [n.a]  shot-RE meo 7

Kalponin homolég " GFP
] AorEek Il EF hand motivum O
WHIHIN Plakin domén | Gas2 domén (GRD)

[NRNNRRRNRRANINN spektrin repeat-ek B c-tail (SxIP motivummal)

0. abra. A kisérletekhez felhaszndlt izoforma specifikus shot mutdans allélok és GFP-vel jelolt csonkolt
doménszerkezetii UAS transzgenikus konstrukcick. A s e mat k kas8abéahra nyoman |
csillag a mut ans sz e k[v4g B-¢9D] A3t [49], € [98,5i1[92], AR[8F],&-r enc i &k
[89].
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2. Shot?£9C mutans allél 1étrehozasa CRISPR/Cas9 modszerrel

Kiméra (chimeric, Chi) RNS-ek klénozadsa pU6-Bbsl-chiRNA vektorba

A shot gén EF-hand, Gas2, C-terminalis (CT) doménjeit kodolé genomi szakaszra
szekvencia-specifikus, 20 nukleotid hosszusagi oligonukleotidokat terveztink a Crispr
Optimal Target Finder programmal (10. dbra). A kivalasztott szakaszok specificitasat a BLAST
analizissel ellendriztiik.

Az oligonukleotidokatkat foszforilaltuk: 2 ul 10 uM-os oligd, 2 ul 10 mM-os ATP, 2 ul
10x T4 PNK pufferA, 1 ul 10 U/ul T4 polinukleotid kinaz, 13 ul UP (ultra pure) viztartalma
reakcioelegyet 1 oran at 37 °C-os vizflirdében tartottuk. Majd a kinadz enzimet héinaktivaltuk
ugy, hogy a reakciodelegyet 10 percig 75°C-os vizflirdobe raktuk.

Az oligonukleotidok szensz én antiszensz szalat hibridizaltuk: 10-10 pul 10 pM-o0s
oligonukleotidot 80 ul annealing pufferben (10 mM Tris pH 7.5, 0,1 mM NaCl, 1 mM EDTA)
hibridizaltuk ugy, hogy a reakcidelegyet 95 °C-ra melegitettiik, majd lassan 25 °C-ra hiitottiik
vissza.

A hibridizalt oligonukleotidokat pU6-Bbsl-chiRNA expresszids vektorba klonoztuk: A
pU6G-Bbsl-chiRNA plazmidot BbsI restrikcios enzimmel emésztettiik, majd Fast AP (alkalikus
foszfataz) enzimmel defoszforilaltuk. A hibridizalt oligonukleotidokat emésztett, defoszforilalt
pUG-Bbsl-chiRNA plazmidba ligaltuk. A ligalast 2 6ran keresztiil 18 °C-on végeztiik. A ligalasi
reakcioelegy 6 pl 0,1 uM-os oligét, 2 ul 10x-es T4 DNS ligaz puffert, 1 ul 20 ng/ul pU6-Bbsl
chiRNA plazmid DNS-t, 1 pl 5 U/ul T4-DNS-ligaz enzimet és 10-ul UP vizet tartalmazott. A
hibridizalt oligonukleotidokat tartalmaz6 pU6 plazmidokat 2T1 E. Coli kompetens sejtekbe
transzformaltuk. A transzformalashoz 20 pl ligatumot adtunk 200-ul sejthez. A sejteket 30
percig jégen inkubaltuk, majd 42 °C-os vizflirddben 1 perc 15 masodperces hdsokkot
alkalmaztunk. A hésokk utan a kompetens sejteket 2 percre jégre raktuk. A sejtekhez 800 pl
LB tapoldatot adtunk, majd 1 6ran at 37 °C-on inkubaltuk azokat. A sejteket 100 pg/ml

crc

novesztettik.
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ccéégatacttgtttaaatcccc CTTTAAGGGATCTCGTGACCAGGGACTCAATGCCCGC

AAGGGAAG——TCGTATCACGCCCACACGT GACACGCCCGACAGAGATCGCCTGCCGCACTATGGCC
CCCGATTCTCGCCAAG——TCACCTCGGGACCGGAACTGGAAT TCCGTTCGCCACGCGCGAAGCTTCT
GTGGACCAAGTGGCGCGATGTCTGGATGCTCTCATGGGAGCGCCAGCGGCTGCTTAACGATCATCTTC
TGTATCTGAAGGATGT GGAGCGTGCCCGCAACTTCAGCTGGGACGAT TGGCGCAAGCGET TTCCT
CAAGTACATGAACCACAAGAAGTCGCGCTTGACGGAT CTGTTCCGGAAAATGGATAAGGATAACAATG
GCATGAT TCCGCGCGATGTCTTCATCGATGGCATACTCAATACGA: AATTCGATACATCTGGCTT
GGAAATGAAGGCTGTAGCCGATTTGTTCGATCGCAAT GGCGAAGGCCTCATCGACT GGCAAGAGT TCA
TTGCTGCCCTTCGTCCCGATTGGCAAGAGCGTAAGCCAGCCAATGAT TCGGACAAAATACACGATGAG
GTCAAACGTCTGGTCATGCTGTGTACCTGCCGACAGAAGT TCCGTGTGT TCCAAGT TGGCGAGGGCAA
GTACAGA: TTTGGAGACTCCCAGAAACTGCGCCTCGT TCGTATCCT TCGCAGCACTGTTATGGTG
CGCGTGGGTGGCGETTGGGTTGCCCTGGATGAAT TCCTGCAGAAGAACGATCCTTGTCGCG——cccc
agatactgtgcaqggtttgc————CCAAAGGACGCACTAACATAGAGCTACGCGAGCAATTCATATTG
GCCGATGGCGTCTCGCAGAGCATGGCCGCAT TCACGCCCAGACGTTCCACGCCAAATGCGGCCGCCAC
TGCCTCCTCCTCACCCCATGCCCACAATGGCGGCAGCTCCAACTTGCCCCCATATATGAGTGGACAGG
GTCCCATCATCAAG——GTACGCGAGCGCTCCGTCCGCTCGATTCCCATGTCACGACCGTCGCGCTC
CTCACTTTCGGCCAGCACTCCCGACTCCCTGAGCGACAACGAGGGTAGCCATGGAGGACCTTCCGGCC
GGTACACACCACGCAAGGTCACCTACACGAGCACGCGCACGGGTCTCACGCCAGGAGGCTCTCGTGCC
GGCTCCAAGCCCAACTCGCGCCCGCTCAGCAGACAGGGAT CAAAGCCGCCATCGCGACATGGCTCCAC
GCTGTCGCTAGATAGCACGG——ACGATCACACGCCCTCACGCAT TCCGCAACGCAAGCCTTCAACG
GGCAGCACAGCCAGCGGTACCACTCCGCGTCCGGCGCGACTTTCGGTGACCACCACCACGACTCCCGG
CAGTCGTCTCAATGGCACCAGCACCATTACCCGCAAAACCGEGCCTCCGGATCGGCTAGTCCGGCGCCCA
CAAG—CAACGGAGGCATGAGTAGATCATCCAGTATACCAGCACTAACAGGCTTCGGCTTCAAACC
AATTAG——GCGAAACATCAGCGGTAGCTCAACGCCCTCCGGGATGCAAACGCCGCGAAAGAGCTCA
GCGGAGCCCACATTCAGCTCCACAATGAGACGCACT TCGCGGGGAACCACACCGACGGAGAAGCGTGA
GCCATTCCGGCTATAG

1. ccaagatacttgtttaaatcccc 2. cccagatactgtgcatcgtttgc
szensz: CTTCGGGGATTTAAACAAGTATCT szensz: CTTCGCAAACGATGCACAGTATCT
antiszensz: AAACAGATACTTGTTTAAATCCCC antiszensz: AAACAGATACTGTGCATCGTTTGC

10. dabra. A shot gén EF-hand (zold), Gas2 (kék), CT (barna) doménjeit kodolo genomi szakasz.
ChRNSek szekvenci ai a(mpibrems )b,e nnnze wsaam sz &PAAM
antiszensz szal, amiben a PAM szekvhenmnmcyiiad ar

a
hel yét mutatjak. A szekvewmwabhit melgbeaki tdol

Plazmid DNS tisztitas

crer

tapoldatba oltottuk és 37 °C-on inkubaltuk egy éjszakan keresztiil. A plazmid DNS-eket
QIAPrep Spin  Miniprep Kit (QIAGEN) felhasznalasaval tisztitottunk. A  sejteket
centrifugalassal {lepitettiik, majd felszuszpenzaltuk 250 pl P1 pufferben (reszuszpenzids
puffer) és 250 ul P2 pufferrel (lizis puffer) lizaltuk. A lizalt sejtekbdl a fehérjéket 350 ul N3
pufferrel (neutralizalo puffer) csaptuk ki, amit 10 perces centrifugélassal iilepitettiink. A
feliiluszot egy perces centrifugalassal DNS-kotd oszlopon folyattuk at. Az oszlopot PE

pufferrel (mosé puffer) mostuk at, majd a maradék mosopuffert egy perces centrifugalassal
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tavolitottuk el. A plazmid DNS-t az oszloprol 65 °C-o0s, 50-ul EB pufferel (eludlo puffer)
oldottuk le. A mintakbol 1-1 ul-t megfuttattunk 1%-os agardz gélen, majd a plazmid DNS-ek
szekvenciajat T7 primerek felhasznalasaval hataroztuk meg a Microsynth Austria GmbH
szekvenalo labor kozremiikodésével.

A transzgenikus muslicak eléallitdsahoz a megfeleld szekvenciaji DNS-t tartalmazo

cyey

crer

inkubaltuk egy éjszakan keresztil. A plazmid DNS-t QIAGEN Plasmid Mini Kit
felhasznalasaval tisztitottuk. A sejteket centrifugalassal iilepitettiik, majd felszuszpenzaltuk 400
ul P1 pufferben (reszuszpenziés puffer) majd 400 pl P2 pufferben (lizis puffer) 5 percig
lizaltuk. A lizalt sejtekbdl a fehérjéket 400 ul N3 pufferrel (neutralizalo puffer) csaptuk ki. A
kicsapddott fehérjéket 4 °C-on 15 perces centrifugalassal tlepitettilk. A QIAGEN oszlopot 1
ml QBT pufferrel ekvilibraltuk, majd a feliiliszot ramértiik az oszlopra. Az oszlopot 2 x 2 ml
QC oldattal mostuk at. A plazmid DNS-t 800ul QF oldattal elualtuk, majd 56 pl izopropanollal
kicsaptuk. A kicsapott DNS-t 4 °C-on 30 perces centrifugalassal tilepitettiik, majd 1 ml 70%-
os etanollal mostuk. A csapadékot 3 percig centrifugaltuk, majd 96%-0s etanollal mostuk. A
letilepitett csapadékot vakuumban szaritottuk, majd 10 pl injektalo pufferben (5 mM KCl, 0,1
mM foszfat puffer pH:6,8) oldottuk fel.

A chiRNS-eket hordoz6 pU6 plazmid injektaldsa

WA yvasaCas9 genotipusi Drosophila torzset 30 percig petéztettik, majd
Osszegylijtottiik a lerakott petéket €s 1 percig 50%-os hipdval dekorionizaltuk azokat. A petéket
ragasztoval (heptanban oldott kétoldal ragasztdszalag, 3M) bevont feddlemezen a hati oldallal
lefel¢ forditva egyenként sorba rendeztiink és Halocarbon7S (VWR) olajjal lefedtiik. Injektalo
pufferben (5 mM KCI, 0,1 mM NaszPOQOg4, pH: 6,8) oldott 250 pg/ul koncentracioju kiméra RNS-
eket tartalmazo oldatot Transjector 5246 (Eppendorf) injektort hasznélva iivegkapillarissal az

embri6 poszterior részébe injektaltuk. Egy-egy oldattal 4tlagosan 100 embriot injektaltunk.

A chiRNS-ek tesztelése egy embridés PCR-rel

Az injektalt embridkat heptannal lemostuk egy petricsészébe majd egyenként eppendorf
csébe raktuk at azokat. Az embriokat 20 ul proteinaz K-t tartalmazé oldatban szétnyomtuk (900
u/ul proteinaz K, 10 mM Tris pH 8,2; 1 mM EDTA, 25 mM NaCl) és 37 °C-os vizfiirdében 40
percig inkubaltuk. A proteinaz K hatasat 5 percig 95 °C-os vizflirddben inaktivaltuk. PCR
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reakciot 15 pl térfogatban végeztiik (+(NH4)2SO4 puffer, 2,5 mM MgClz, 1 mM dNTP mix, 28
ng/pul DNS, 0,01 U/ul Taq DNS polimeraz) a kdvetkezd programmal: 95 °C 2 p, 34 x (95 °C 30
mp, 58 °C 1 perc 30 mp, 72 °C 1 p), 72°C 4 percig. A keletkezett termékek méretét 1 %-0s
agaroz gélen ellendriztiik. A felhasznalt primerek szekvenciai: forward: aacgtcttgcacacctatctct,

reverz: gagtagatggtacaacccttgg.

Delécidét hordozo shotmutans torzs létrehozasa

A sikeres injektalas utan a delécid izolalasahoz a shot 16kuszt lefedd, nagyméretii

Df(2R)BC383deficiencia felhasznalasaval komplementacios analizist végeztiink el (10. abra).

G0 . vasCas9. + +  SM6b

Y '+%9 +' Sco

s

* ¥ s *_ . Df(2R)BSC383 x

G1 ¢ ~ysmer X ¥ 60
+ o+
G2 - Y ’ Cyo
11. dbra. Shot*£C mutdns allél izoldlisa. A k o mp| ement dci 6s anal iz
mut ageni zalt 2. kromoszoméat el ol
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3. Géncsendesités Drosophila embriokban

Géncsendesito kettds szalt RNS-ek eldallitasa

A csendesitésre kivalasztott génekre (1. tablazat) homolog kettds szalu (ds) RNS-eket
terveztliink. A gének szekvencidit a FlyBase adatbazisbol (http://flybase.org) toltottiik le. Az
esetleges off-target hatast a dsCheck online szoftverrel ellendriztik. A kivalasztott
szekvencidkhoz pontosan illeszkedd, komplementer primereket terveztiink a Primer3 program
segitségével. A primereket PCR reakcidoban hasznaltuk fel. A PCR sordn szigoruan tligyeltiink
a megfeleld paraméterek optimalizaldsara. 18-20 nukleotid hosszusaga primereket terveztiink,
melyek GC:AT ardnyat 50-60 % kozé allitottuk be. Olvadasi hdmérsékletnek optimalisan 58
°C-ot allitottunk be. Tovabba feltételként szabtuk meg, hogy egymas utdn maximum 3
egyforma nukleotid kovetkezzen. A termékek hossza 400-700 nukleotid k6z¢ esett. A primerek
5’ vége elé T7 promoter szekvenciat (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’) illesztettiink.

A PCR reakciot 100 pl térfogatban végeztiik (+(NH4)2SO4 puffer, 2,5 mM MgCly, 1
mM dNTP mix, 28 ng/ul DNS, 0,01 U/ul Taq DNS polimeraz) a kdvetkezé programmal: 94
°C-on 1 p, 24 x (55-60 °C-on 1 p, 72 °C 1 p). A PCR reakciok termékeit ,,QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN)” segitségével tisztitottuk meg, a fragmentek méretét
1%-o0s agar6z gélen ellendriztiik, koncentracidjukat Nanodrop miiszerrel mértiik.

Az in vitro transzkripcioval az amplifikalt DNS szakaszokrol RNS-t készitettiink
Promega T7 RiboMAX™ k¢szlet segitségével. 2 x puffert (RiboMAX Express T7), 1ug PCR
termékeket és T7 enzim mixet mértiink Ossze és 1 ordig 37 °C-on inkubaltuk. 1 6ra utén a
mintakhoz mértiink 1 pul DNaz oldatot és tovabb inkubaltuk 37 °C-on 30 percig.

Az RNS molekulak kinyeréséhez RNS kicsapast végeztiink. 0,1 tf 3M Na-acetat oldatot
és 1 tf izopropanolt adtunk a mintakhoz és 10 percig jégen hagytuk. 4 °C-on 13000 rpm-el 15
percig centrifugaltuk, a feliiliszot 6vatosan leszivtuk, majd -20 °C-0s 70%-0s etanolban
mostuk, majd tjra 4°C-on 13000 rpm-el 10 percig centrifugéltuk és a feliiluszot leszivtuk. A
termékeket vakuumban beszaritottuk (1 perc) és az RNS molekuldkat RNaz mentes vizben
oldottuk fel. Az RNS-ek méretét 1,5%-0S agardz gélen ellendriztiik, koncentracidjukat
Nanodrop miiszerrel mértiik. Az 1pg/pl koncentraciora higitott dsRNS oldatokat -20°C-on
taroltuk felhasznélésig.

Végiil az RNS-ket duplaszala RNS-ké (dsRNS) hibridizaltuk 6ssze tigy, hogy a PCR
késziilekben 60 °C-ra melegitettiik a mintakat és fokozatosan hiitéttiik le. 1 %-os agardz gélben
elvalasztva TAE puffer felhasznalasaval ellendriztiik a dsRNS-ek jelenlétét és lemértiik a

koncentraciojukat.
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. ds RNS
primerek 5'-3' iranyban
gének koncentraci6
ng/nl
forward reverz
1. Msps | ACGGAACGCGAAATAACC AACGGTTGTCGTGGTCAG 4,2
2. | clipl90 |GGGTGTTGTCCTTGACGA GGGTGTTGTCCTTGACGA 3,9
3. Ebl  |GATCGCCACGTGATTAAATAG |ACGAGTCTGTGAACCTTTCAA 2,9
4. ApC | TTTCGTCGTGGAGATTGG ATGCAGAAGCGGAAGTCA 2,9
5. ApC2 | AGAGACGATCCGCTCAGAC TCCCTTCTCGGAGATTGAG 4,1
6. shot | AACCCACAGCTCCCAGAT TGGCAACAAAGCTGATCC 5,42
7. Glued | TTGCCCAACATCTTCTGG GTGGACGTGTTGCCTGAT 4,03
8. | Dhc64C |CAAGTTGCGACACCTTCTG GTGGCTTGGATTACCGAAC 3,74
9. | KIplOA |GGAATCGACTGGCTTTCC GGGCAAGTGCATCACAGT 391
10. | Klp59C |GAATGCTGACCACATCCTG TGCGTGGTAAGGAACTGC 2,69
11. | CG13366 | ATCCAGCACTTCGCTCAG ACTTGCAAACCCAGCTGAC 3,49
12. | katanin60 | CTCGTTGGTGTTCGATGTG CAAGGCCATTCAGAGAACC 3,09
13. Lis-1 | TCTGGGCTCAAATGGCTA TCGTTATGCTGGCACGAT 2,60
14. | Patronin | ATTTCCGGGAGATTTGACAC | GATAGGTGAGATTGCCGCT 4,36
15. | Spastin | TCCTCTGTGCACAAACAGAAC | CATTCAACCGTTGGAGA 6,03
16. chb TCCACGCTAAGGACATGG CTGCGGCTGAGTGTGATAG 4,10
17. SSP2 | TGAACGGATGAACAACTCG TCCGCTGTAGTAGCACTCG 3,49
1. tdblizat A ki val asztott génszakaszokra specifikus

koncentraci 6j a.
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Drosophilaembridk injektalisa

A ZASP53CL9432 genotipusi Drosophila torzset szén és agar tartalma taptalajon
petéztettiik 30 percig. A 0-30 perces embridkat dsszegylijtottiikk és 1 percig 50%-os hipoval
(NaOCl) dekorionizaltuk azokat. Az embridkat a hati oldallal lefelé forditva egyenként sorba
rendeztiink ¢és ragasztoval (heptanban oldott kétoldalu ragasztoszalag, 3 M) bevont
targylemezre rogzitettiik, majd Halocarbon7S (VWR) olajjal lefedtiik. A dsSRNS-eket injektald
pufferben (5 mM KCI, 0,1 mM NasPOg, pH: 6,8) oldottuk fel. 1 ug/ul toménységii kettds szalu
RNS-oldatot a Transjector 5246 (Eppendorf) injektort hasznalva tivegkapillarissal a szincicialis
blasztoderma stadiumt embriok lateralis részébe injektaltuk. A kapillarisokat Flaming/Brown
P-97 (Sutter Instrument Co.) micropipetta-huzoval allitottuk eld. A kisérlet végrehajtasahoz
specialis targylemeztartot terveztiink és gyarttattunk le, mely alkalmas volt 14 targylemez

egyideju tarolasara.

4. Invivo mikroszképia

A dsRNS-sel injektalt embridkat 7 oraig 25 °C-on tartottuk, majd a hati zar6dasrol
automatizalt in vivo fluoreszcens video mikroszkopiaval 12 oras filmeket készitettiink egy
programozhaté Olympus CellR spinning disc kvazi-konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal. A
filmezéshez 10X objektivet és F-View II kamerat (Soft Imaging System, Miinster) hasznaltunk.
A mikroszkép ¢és a kamera bedllitdsait a nagyszdmu embrio egyidejli filmezéséhez
taroltuk és a felvételeket az Image J szoftver segitségével jelenitettiik meg. A dSRNS-sel kezelt
embriok publikacios mindségli képeit Leica TCS SP5 konfokalis vagy VisiScope spinning disc
konfokalis mikroszkoppal készitettiik el.

A mutans hati zarodas szamszeriisitéséhez az EGFP-t kifejezd ZASP522°19432 protein-
csapda vonalat hasznaltuk shot?9shot™® shot®PYDf(2R)BSC383, shot=°YDf(2R)BSC383
és shot@PYshofECC genotipusti embriokban.

A hati zar6das fenotipus menekitéséhez kiilonbozd Shot fehérje valtozatokat fejeztettiink
ki shot™% UAS-mCherry—Moesin/ Df(2R)BSC33; pnr-Gal4/+ mutans hattéren. A filmeket
Leica TCS SP5 konfokalis fluoreszcens mikroszkodppal rogzitettiik. A hati nyilds hosszusagat
és szélességét az Image J programmal. A statisztikai teszteket a GraphPad Prism szoftverrel

végeztik.
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A sejtnytlvanyok megjelenitéséhez enGald/ aktin-EGFP és enGal4, Df(2R)BSC383/
shot™® UAS-aktin-EGFP és enGal4, Df(2R)BSC383/ shot®P1UAS-aktin-EGFP valamint
enGal4, Df(2R)BSC383/ shof E ©UAS-aktin-EGFP genotipusti embriokat hasznaltunk. A
felvételeket VisiScope spinning disc konfokalis mikroszkdoppal készitettiik el.

A MT-ok novekedési iitemének és novekedés iranyanak mérésére enGal4/ EB1-
EGFP ¢és enGal4, Df(2R)BSC383/ shot® UAS-EB1-EGFP genotipusii embriokat
hasznaltunk fel ¢és a felvételeket Olympus CellR mikroszkoppal készitettiik el. A kvantitativ
paramétercket az Imagel] Szoftver segitségével mértiik, az adatokat a GraphPad Prism

programmal &brazoltuk.

5. Immunhisztokémia

Az embridkat 50%-os hipoval dekorionizaltuk, majd 4%-os formaldehidet tartalmazé
PBS (137 mM NaCl; 2,68 mM KCI; 10,14 mM Na2HPO4; 1,76 mM KH2POs) heptan 1:1 aranyu
elegyében 30 percig fixaltuk. Ezutan az embridkat egy sotét szinii selyem anyagra pipettaztuk
ki és 2 oldalu ragasztora szedtiik fel, aminek a masik oldalat egy petricsészébe ragasztottuk,
majd az embriokat PBS-sel fedtiik le. Egy tii segitségével mikroszkop alatt megsértettiik az
embriot boritd vitellin membrant. Az eljaras soran a kézzel devitellinizalt embriok kitsztak a
PBS-be. Az embridkat az Osszegytjtést kovetden 3-szor 20 percig mostuk PBT-vel (PBS, 0,1%
Triton-X), majd minimum 1 6ran at PBT-N-nel (2% BSA-t, 5% FCS-t tartalmaz6 PBT oldat)
blokkoltuk, majd 4°C-on egy éjszakan at elsddleges ellenanyaggal inkubaltuk. A nem kotédott
elsédleges ellenanyagot PBT-ben torténé haromszori mosassal tavolitottuk el (3 x 20 perc). A
megfeleld, fluoreszcensen jeldlt masodlagos ellenanyagokkal (Invitrogene, 1: 600, PBT-N-ben)
¢és egyéb festékekkel egy oran at inkubaluk a mintakat. Az embriokat ismét PBT-ben mostuk

haromszor, végiil Fluoromount-G mounting mediumban fedtiik le.
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6. Hamzarodasi esszék

Torzarddasi esszé

A shotgénre specifikus dsSRNS-t (UAS-RNSI) a hati k6zépvonalra specifikus pnr-

GAL4 meghajté elem felhasznalasaval fejeztettiik ki vad és shof™° null mutans torban.

Sebzarodasi esszé

SGMCA-t (Moesin aktinkoté fehérjével fuzionalt GFP) kifejezé vad és shot™° null
mutans torzseket szén és agar tartalmu téptalajon petéztettilk 30 percig, majd hagytuk az
embriokat, hogy a 16. stddiumig fejlédjenek. Az embridkat 6sszegyljtottiik és hati oldallal
felfelé forditva egyenként sorba rendeztiink és ragasztoval (heptanban oldott kétoldalu
ragasztoszalag, 3M) bevont targylemezre rogzitettiik azokat, majd Halocarbon7S (VWR)
olajjal lefedtiik. A sebzés koriilményeit az intézetiinkben elérhetd XY clone Laser rendszerrel
allitottuk be. A rendszer 300 mW teljesitményti, 1480 nm-es infravords 1ézerfényt bocsat ki,
amivel az embriokon 30 pm sugara sebeket ejtettiink. A sebzarodast in  vivo

videomikroszkopiaval kovettiik nyomon.
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7. FRAP (Fluorescent recovery after photobleaching)

A FRAP kisérleteket FRAP programmal ellatott Leica SP5 konfokalis mikroszkoppal
hajtottuk végre. EGFP-jelolt B-tubulint fejeztettiink ki vad és shotmutans hamban. A DME
sejtek vezetd ¢€léhez kozel, 2 um széles teriiletet jeldltiink ki. Annak érdekében, hogy
meghatarozzuk a kezdeti fluoreszcens intenzitast a hamsejtekben 2 masodpercenként 3 felvételt
készitettlink. Ezt kdvetden nagy intenzitasti 488nm-es 1ézersugarral vilagitottuk meg a kijelolt
teriiletet 10 masodpercig. Ezutan sorozatfelvételt készitettiink 2 masodpercenként 5 percen
keresztiil. Meghataroztuk a vizsgalt teriilet atlagintenzitdsanak valtozasat, majd az adatokat
normalizaltuk a fotokioltds el6tti kezdeti intenzitasra, illetve a sorozatfelvétel kozben
bekovetkezd enyhe mértékii fakulasra. Az igy nyert adatokra easyFRAP program segitségével
exponencialis egyenletet illesztettiink, és meghataroztuk a fluoreszcencia visszatérés kinetikai

paramétereit. A grafikonokat GraphPad Prism program segitségével abrazoltuk.
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V. EREDMENYEK

1. RNS interferencian alapulo funkciovesztéses sziirés

Tizenhét gént valasztottunk ki, melyek irodalmi adatok alapjan a sejtvazelemek
mikodését befolyasoljak (Anyagok és modszerek, 1. tablazat). A géneket RNS interferencian
alapul6 funkcidvesztéses vizsgalatnak vetettiik ala. A kivalasztott génekre specifikus dsRNS-
eket szintetizaltunk in vitro transzkripcioval, majd a dSRNS-seket a szincicialis blasztoderma
stadiumban 1évé embriokba mikroinjektaltuk. A géneket egyedileg, szekvencia-specifikusan
csendesitettiink és in vivo fluoreszcens vided mikroszkopiaval kovettiik a hati zarodas
folyamatat. A géncsnendesités hatasanak vizsgdlatdhoz a zar6dé ham elsd sejtsoraban/ a DME
sejtekben EGFP-t kifejezé ZASP524C10432 protein-csapda vonalat hasznaltuk. A GFP-vel jelolt
Zasp5?2 fehérje a DME sejtek AS felé eso felszinén halmozddik fel, igy a hati nyilas korvonala
kirajzolodik és alakjanak iddbeli valtozasa konnyen nyomon kovethetd. Vad tipusu
embridkban, mikdzben a hamlemezek még egymas felé¢ kozelednek, a nyilds mindkét végén
mar zajlik a hamlemezek dsszekapcsolddasa, a ,,cipzarozodas”. A zarddas alatt a hati nyilas igy
mindvégig megtartja jellegzetes lencse alakjat (12. abra A). A tizenhét vizsgalt gén koziil
csupan egynek, a Drosophila Spektraplakint kodold short stop(sho)-nak a csendesitése
okozott abnormadlis hati zar6dast. A csendesitett embridkban a hati nyilas bezarodott, azonban
a zarddas menete abnormalis volt: a hati nyilas alakja a vad tipusra jellemzd lencse alak helyett
rendellenesen keskeny lett (12. dbra B). A shof°null embridkban a shotgén csendesitésével

megegyez0 abnormalis hati zarodast tapasztaltunk (12. dbra C).

12. abra. A hati zarodds folyamata (A) vad, (B) shot csendesitett és (C) shot'™ mutdns Drosophila
embrickban. Ah 4t i nyil as korvona+t aki &e D BE'EwaEejncapd
vonal segitségével tettiuk | athatova. Mért
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A hati nyilas alakjanak kvantitativ leirasahoz a hati nyilas szélesség (W)/ hosszasag (H)
aranyat hasznaltuk fel. Mivel a mutans fenotipus a zarodas félidejénél volt a legszembetiindbb,
a vizsgalathoz a nyilas 30 pm-es hosszusagnak megfeleld zarodasi allapotot valasztottuk ki. A

20 mutans

zarodasnak ebben a szakaszaban a W/H arany a shotdsRNS-sel kezelt és a sho
embriokban is jelentésen megnétt, ami arra utal, hogy a shotgén funkcidja sziikséges a hati
nyilds normalis dinamikaju bezardsdhoz (13. abra A). Az abnormadlis dinamikdju zarddas
kvantitativ elemzésére a hati zarodas matematikai modelljét hasznaltuk fel (bévebben Irodalmi
attekintés)[13]. Meghataroztuk a hati nyilas szélességének (W) és hossziisaganak (H) valtozasat
a hati zarddas folyaman, majd kiszamoltuk a zar6d6 ham hati kdzépvonal irdnyéaba torténd
elmozdulasanak sebességét (v). Az igy nyert adatok alapjan az empirikus modellt felhasznalva

meghataroztuk, hogy a zarddas sebessége milyen mértékben fiigg a cipzarozodastol (fz).
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At kag opasbat *** p<0.001.
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A shotgén mutacidja nem befolyasolja a zaroédas sebességét, ugyanis a shotcsendesitett
¢s mutans embridkban a szemben 1év0 hamlemezek a vad tipusii embriokéhoz hasonld
sebességgel kozeledtek a hati kdzépvonal felé (13. dbra B, D). Vad tipusu embridkban
v=11,63+1,7 nm/sec sebességgel kozeledtek a hamlemezek egymas felé, mig a shot mutansban
12,61 nm/sec-os sebességet hataroztunk meg (13. dbra D). A cipzarozas hozzajarulasa a
zarodashoz a vad tipusban az irodalmi adatoknak megfeleld (f;=25,85+8.,2 %) értékeknek
adodott. Shotmutansokban a cipzarozodas viszont lelassult (f,=9,06+4,92 %), ami arra utal,
hogy a shotgén a hAmlemezek 6sszekapcsolodasaban jatszik szerepet (13. abra E).

Menekitési kisérlettel igazoltuk, hogy ez a fenotipus valoban a shotgén mitkodésének
hianyahoz kothetd. Teljes hosszusaga fehérjét (Shot-L(A)-GFP) fejeztettiink ki shotS™°null
mutans hattéren a hamspecifikus pnr-Gal4 driver segitségével. Ez a fehérjevaltozat képes volt
menekiteni a cipzarozodasi hibat (13. abra F).

Kovetkez6 1épésként a shotgén funkcionalis konzervaltsagat vizsgaltuk meg kiillonboz6
hamzarédasi folyamatok kozott. Ehhez a vizsgalathoz az embrionalis hati zarodassal analog, a
normalis egyedfejlodés részeként eléforduld zarodasi folyamatban, a felnétt tor zarodéasa soran
csendesitettiik a shotgént. A shotgénre specifikus dsRNS-t a hati k6zépvonalra specifikus pnr-
GAL4 meghajto elem felhasznalasaval fejeztettiik ki [93]. A torzarddas a bab metamorfézisa
alatt zajlik, melynek soran a két imagindlis szarnydiszkusz egymas felé mozog €s a hat
kozépvonalan Osszendve hozza Ilétre a tor egységes kutikuldjat [94]. A shot gén
allatok toran egy jellegzetes bemélyedés kialakulasat eredményezte a kozépvonal mentén (14.
abra A). A shotgén szerepét a mesterségesen 1étrejott hamhianyok gyogyulasakor sebzarodasi
esszében vizsgaltuk tovabb. Ehhez sikeresen optimalizaltuk a sebzés koriilményeit az
intézetlinkben elérhetd XYclone Laser rendszerrel vad tipusi embridokon. A kisérlet soran
Moesin aktinkoté fehérjével fuzionalt GFP-t (SGMCA) fejeztettiink ki vad és shott"2° null
mutans embriokban és 30 um sugar sebeket ejtettink a hamon, majd in vivo

f;f20

videomikroszkopiaval kovettikk nyomon a sebzarodast. A shot'=” mutans embriokban a seb

bezarddott, azonban jelentdsen lasabban a vad tipushoz képest (14. dbra B).
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A vad tipus shot RNSi
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14. dbra. A shot gén funkciondlis konzerviltsaga kiilonbozé hamzdaroddsi folyamatok kozott. (A) A
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2. Shot4£¢C mutans allél 1étrehozasa CRISPR/Cas9 médszerrel

Mivel a shof™° null mutansok hati zaroédasanak hibai a MT-depolimerizald droggal
kezelt embriok abnormalis zarddasara emlékeztetnek, ezért azt valdszintsitettiik, hogy a Shot
fehérje a MT-vaz szabalyozasan keresztiil hat ebben a folyamatban. Ennek vizsgalatara olyan
funkciovesztéses shot mutans allél eléallitasat terveztikk CRISPR/Cas9 (clustered regularly
interspaced short palindromic repeate) genomszerkesztési modszer segitségével, amelybol
deletaljuk a shotgén MT-kotésért felelés doménjeit.

A CRISPR-Cas9 rendszer f6 komponense a Cas9 endonukledz, amely komplexet képez
az un. egyszalu iranyitd (single guide, sg) vagy kiméra (chimeric, chi) RNS-molekulaval. A
kiméra RNS két elembdl tevodik dssze: egy kb. 20 nukleotid nagysagi, a cél DNS-szakasszal
komplementer crRNS-molekulabol (CRISPR-RNS), illetve az azzal kolcsonhaté vaz
transzaktivalé crRNS-molekulabdl (tracrRNS), ami eldsegiti a Cas9 fehérje célba juttatasat és
a DNS szalak hasitasat [95]. A célszekvencia felismerése ¢és hasitdsa szekvencia
komplementaritast igényel a crRNS és a DNS kozott, és egy PAM (protospacer-adjacent motif)
motivumot a célszekvencia 3’ végén [96].

Szamos CRISPR/Cas9 alapu genomszerkesztési modszer koziil mi azt valasztottuk,
amelyben a Cas9 ivarvonalspecifikus kifejez6dését egy genomba inszertalt transzgénen a vasa
gén promotere hajtja meg [97]. A rendszer masik elemét, a chiRNS-eket pedig a shotgénnel
komplementer specifikusan terveztilk meg. A shotgén Gas2 és EF-hand doménjeit koriilvevo
genomi régiora két szekvenciaspecifikus, 20 nukleotid hosszusagu oligonukleotidot terveztiink
(lasd Anyagok és modszerek). A megszintetizalt oligonukleotidokat expresszids vektorba
klonoztuk, amit baktériumbol tisztitottk, és szekvenalassal ellendriztiik a chiRNS-t kodold
oligonukleotidok sikeres beépiilését a vektorba.

A delécid eldallitasahoz két kiilonbozd chiRNS-t kifejezd plazmidot injektaltunk vasa
Cas9 embridkba. Mivel ilyen esetben a Cas9 két helyen hoz 1étre a DNS-en kettds szalu torést,
a két hasitasi hely kozotti nagyobb DNS szakasz deletalodik (15. abra). A kikelt himeket (GO)
w*; SM6b/Sco ndstényekkel kereszteztikk, majd a himekben egylegyes PCR-rel vizsgaltuk a
deléciod 1étrejottét. Hét tesztelt GO him koziil hdrom esetben sikertiilt kimutatni, hogy hordozzak
a vart méretii delécios allélt. Ezek a GO himek azonban mozaikosak, testiiknek csak azok a
sejtjei hordozzdk a mutans allélt, amelyek elddeiben a delécio kialakult. Tovabborokithetd
delécids allél izolalasahoz arra van sziikség, hogy a delécid az ivarvonal sejtjeiben jojjon 1étre.

A héarom pozitiv him utoédaival ezért komplemntacids analizist hajtottunk végre a sha 1okuszt
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lefed6, nagyméretti Df(2R)BC383deficiencia felhasznalasaval. Ez a 184 kbp-0s deficiencia
teljesen eltavolitja a shotgént, igy nem komplementalja a shotnull mutans allélek okozta letalis
fenotipust. Feltételeztik, hogy a Df(2R)BC383 deficiencia felett a shot gén MT-kotod
aktivitasanak elvesztése szintén letalis. A harom GO him 230 utédjat komplementacios tesztben
legyeket felhasznalva torzseket alapitottunk, és az ujonnan izolalt shot allélt shofESC-nek
neveztilk el. Az Ujonnan létrehozott, stabilan balanszirozott shot mutans torzsekben nem
jelentek meg homozigdta mutans allatok, ami azt bizonyitja, hogy a shotMT-ko6t6 aktivitasa
esszencialis a muslica életképessége szempontjabol. A kapott delécié mérete az elvart 1895
bazispar volt, amit szekvenalassal is igazoltunk. A delécido magéaba foglalta a Gas2 és az EF-
hand doméneket kddolo genomi szakaszt (15. abra). A delécio 6 exont (758 nukleotid) tavolitott
el és a kovetkezO négy aminosav utdn egy frame-shift mutaciét okozott a shot gén

transzkriptumaban.

A shot gén és kdornyezete
2R:13,843,609..13,950,338

PO
50 kbp | |
} t 1 } } 1 1 t t 1
K 13950k 13940k 13930k 13920k 13910k 13900k 13890k 13880k 13870k 13860k
AGOL shot CG16935
= ————— ——————— — g~
113 mRpL53 DJ-1alpha CG13344
<] 4 =
CG33155 Uba3
<J <d
A Shot-RE transzkriptum
—iit H OO

‘ - -
Ef-hand Gas2

A ShotAEGC

e e o

1895 bp delécio

15. dbra. A shot*=°C allél létrehozdsdanak vizlatos dbrdja. A t el j es hosszUs a
kot és ér t -hdndk GASRdéosmé B k e t kédol 6 exonok kin
fiuggb6él eges vonall al az oligonukl eohaddkké:
kékkel a Gals®t kkadtdo!| 6 r ész
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PEGC

A csonkolt fehérje kifejez6dését immunfestéssel igazoltuk a sho mutans

embridkban a spectrin repeat-ek ellen termelt poliklonalis ellenanyaggal (16. dbra D).

Shot (spectrin repeat) Fasciclin 111

16. dbra. Az endogén Shot fehérje expresszidja kiilonbozé mutins DME sejtekben. (A-D) DME sejtek
i mmunf |l uor e svadc),rsBSt?’(By bhoft"é(s@) ¢é5§°f<Dhotmut ans embri 6|

spectrinrepeae k el Il en termelt Shot ellenanyadf®Resl i smer
shot*™ mut ans hamban (z6ld). A SHEBnulflehrdut &Asn etma nmb
Fasciclinlll festés kijeloldi a hamsejtek koérvona
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3. A Shot fehérje aktin-MT keresztkoto aktivitasa révén szabalyozza a

cipzarozodast

A Shot fehérje MT-koto aktivitasanak szerepét a hati zarddasban a laborunkban
létrehozott shof B ©“mutans allél, valamint egy sor csonkolt doménszerkezetli transzgén
segitségével tartuk fel. A shof E ©Embridkban a shotnull mutans embridkhoz hasonléan a
Cipzarozddas lasst volt, ami arra utal, hogy a shot MT-kot6 aktivitasa sziikséges a normalis
dinamikaju cipzarozddashoz (17. abra A, B). A Shot fehérje MT-ko6té aktivitasat harom
funkcionalis doménje, az EF-hand, a Gas2 és a CTD biztositja. Ezen funkcionalis domének
szerepének pontosabb megértéséhez olyan transzgéneket fejeztettiink ki shotmutans hamban,
melyekbdl 1-1 funkcionalis domén hianyzott. A ShotAEF-hand—GFP és a ShotAC-tail-GFP
transzgenikus konstrukciok kifejeztetése menekiti a cipzarozddasi hibat, a ShotAGas2—GFP
transzgén kifejeztetése viszont nem menekitette a mutans fenotipust (17. abra C). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a Gas2 MT-kot6é domén sziikséges a normalis dinamikaju hati
zarddashoz

A shot®PImutans allél és a ShotACHI-GFP transzgén felhasznalasaval vizsgaltuk

meg, hogy sziikség van-e a Shot fehérje aktin-koto aktivitasara a hati zarodas alatt. A shot@P!

takPlmutans embridkban a null

allélrol aktin kotésre képtelen fehérjék képzddnek és a sho
mutans embriokhoz hasonldan a cipzarozodas lassu volt (17. abra A, B). Ezzel 6sszhangban, az
aktink6td domént nem tartalmazé ShotACH1-GFP transzgén nem volt képes menekiteni a
cipzarozodasi hibat (17. abra C). Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a shotaktink6td
képessége is nélkiilozhetetlen a cipzarozodashoz.

A mutansanalizis és a menekitési kisérletek egyiittesen azt jelzik, hogy a Drosophila
Shot fehérje kolcsonhatasa a Gas2 doménen keresztiil a MT-vazzal, valamint kotédése az aktin
halézathoz egyarant esszencialis a cipzarozodashoz. Ezzel az eredménnyel 6szhangban van a
ShotACH1AGas2—-GFP fehérjével végrehajtott menekitési kisérelet. Ez a csonkolt
fehérjevaltozat sem aktinkotd, sem MT-kotd képességel nem rendelkezik €s nem volt képes
menekiteni a shotgén hianyat.

A vad dinamikaju cipzarozodashoz a CH1 és a Gas2 domének kdlcsonhatasa az aktinnal
és MT-okkal torténhet egymastol fiiggetleniil. Elképzelheté azonban, hogy a Shot molekula
aktin- és MT-koté doménjeivel egyidejilileg kapcsolodik mindkét sejtvazelemhez, €s keresztkoti
oket. Ezért megvizsgaltuk a shof E /Shot® P! heteroallélikus kombinaciét hordozé embriok

hati zar6édasat. Ezekben az embriokban a Shot fehérje vagy a CH1 aktink6té domént vagy a C-
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terminalis régiot tartalmazza, de sohasem képzédik olyan fehérje, amelynek egyidejtileg lenne
aktinkotd és MT-kotd aktivitasa is. A shof E /8hot®P! genotipusi embriok a null mutanssal
megegyez0 cipzarozodasi hibat mutatnak, ami azt jelzi, hogy a Shot aktinkoté CHI, és a MT-
koté Gas2 doménjére egy fehérjemolekulan beliil van sziikség a normalis dinamikaju hati
zéarodashoz (17. abra A, B).

Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy a Shot fehérje az aktin- és a MT-vaz

keresztkotésével irdnyitja a hati zarédas cipzarozddasi fazisat.
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17. dbra. A Shot MT-koté ds aktinkoté aktivitisa egyiittesen sziikséges a cipzdrozoddshoz. (A)

Ci pzar oz 6 d awi* sHott“r shofit Péuss S Hsmat*™ mut ans e MWOr iggnk b an
szélességnek megfeMélr 6 ékabod fsni. WY HBd) ragho yhda d ka U | ndyni bl 6
shot mut ansokbaMHar(&Cnyablb@alé6i t nghbagénekkel végze

soran A csonkol t doménszahotRreulet hhutShrog -Ghlethtééd ij e
driver segitségAvk hg +fsekOwrateszt, t*H kp<0.001.( A felveétele
me gt e k i hitg://mevte.biddagists.com/video/10.1242/jcs.193003/vibeo
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4. A Shot fehérje a hamsejtek MT-vazanak elrendezodését szabalyozza

A shotmutans zarodasi fenotipusa megegyezik a MT-ok teljes hianyakor jelentkezd
fenotipussal, ami arra utal, hogy a shot gén funkcidja sziikséges a hamsejtek MT-ainak
milkodéséhez. A shot mutins hamsejtek MT-vazanak elrendez6dését immunfestéssel
vizsgaltuk meg. A hati zar6das alatt a mutans embriok MT-ai a hamsejtekben a vad tipushoz
hasonloan parhuzamos kotegekbe rendezdédnek, a DME sejtek sejtnyulvanyaiba bendvo
dinamikus MT-ok azonban abnormalisak voltak. A vad tipusra jellemz6 rovid, egyenes MT-0k
helyett a mutans hamsejtek sejtnytlvanyaiban rendkiviil hosszt, meghajlott MT-ok jelentek
meg (18. abra A, B).

Tubulin Aktin
° C
3 w 25+ Lii]
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3 2 209
> S 154
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18. dbra. Rendellenes MT-ok a shot*™ mutins DME sejtekben. ( A, B) V asbof®niupt udsnis € s
embri 6k i mmunfluoreszcens | el 0l éackatmaatjd(giros),azz ar 6 d a

aktint phalloidinnel tettahdeéehtbaesdsed hassdli. éd
okat jelolikvéa id&zEe@)s A lthlednnykVvaniMTat iv ¥l emzése
mut ans -HGFBtu l kinf ej ez 6 AOMEa gstdgpat berikédose, n* ** p<0. 001.

A részletesebb elemzés érdekében, Tubulin—-EGFP-t kifejez6 hamsejteket filmeztiink le,
igy kozvetleniil nyomon tudtuk kovetni a MT-vaz felépitését. A DME sejtek sejttestjében a
MT-ok parhuzamos kotegekben helyezkedtek el, azonban a shotmutansban a kdtegek gyakran
hirtelen meghajlottak. (19. abra B, B’). A shotmutans DME sejtek vezetd élében talaltunk
sejtnyulvanyokba belépd rendellenes, meghajlott MT-okat, tovabba a vad tipustdl eltéréen, a
shotmutans DME sejtek lateralis felszinérdél kinylo abnormalis MT-okat is megfigyeltiink.
(19. abra C, C°). A tulnyulé MT fenotipus kvantitativ elemzése kimutatta, hogy a mutans DME
sejtek nyllvanyaiban a MT-ok hoszabbra nének (6.8+3.5 pm, n=109), mint a vad tipust
sejtekben (3.8+1.1 um, n=108) (19. abra C). Ezek a megfigyelések dsszefoglalva arra utalnak,

hogy a Shot fehérje a MT-vaz szabalyozasan keresztiil hat a hati zarodasra.
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19. dbra. Abnormalis MT-0k shot™ mutdns DME sejtekben. (A, B, Q TubulinkEGFPt ki f ej ez & DN
sejtek vawtmupansd ésnbri 6kban. A fehér n-gkatl ak a
mut atj dak. A bekeretezett régi 6k-oksadr cqqa)s elitn agy ibte
a hédmsejtek | ater dloikatfMdCStBd.lp@A 6 f e lmiedyty azlked kn M e t 6
http://movie.biologists.com/video/10.1242/jcs.193003/vig)eo
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5. A Shot fehérje a MT-okat stabilizalja

A mutans hamsejtekben megfigyelhetd MT-tilndvéses fenotipus hatterében a MT-ok
megvaltozott dinamikaja allhat. Gyorsabb polimerizasiés sebesség vagy az alacsonyabb
katasztrofa frekvencia is olyan MT-okhoz vezethet, melyek miutan elérték a sejtkérget tovabb
nének ¢és tulnyalnak a sejtkérgen vagy visszahajlanak. A MT stabilitdsat az a-tubulin C-
terminalis acetilacidjat megjelenitve tanulmanyoztuk, mely foleg a hosszu €letideji, stabil MT-
on talalhatdé meg. A korabbi megfigyelésekkel Gsszhangban az acetilalt tubulin a stabil,
parhuzamos kotegekbe rendez6dott MT-okon jelenik meg a vad DME sejtek sejttestjeiben ¢€s
ugyanezt a mintazatot figyeltik meg s hsd fifutansban is (20. dbra). A rendellenes MT-okat
viszont nem tudtuk kimutatni anti-acetil-tubulin ellenanyaggal, vagyis a Shot fehérje a

dinamikus MT-okat szabalyozza.

Acetil-tubulin Aktin

20. dbra. Vad tipusii és Shot™™ mutdins
embriok immun-fluoreszcens jelolése
a hadti zarodds alatt. Az acetittubulin
el l enanyaggal -oha
jel ol tok me g (
phall oidinnel t &
shot®mu t & nas beadellenes M
okat nem tudtuk kimutatni anti ace
tubulin ellenanyaggalyvagyis a Shu
fehérje a d ioka
szabadlyozzpm. Mér

Vad tipus

sh 0ts!20

A MT-ok dinamikus tulajdonsagait FRAP analizissel vizsgaltuk tovabb. Tubulin—-EGFP-
t fejeztettiink ki vad és S h onitans hamban, majd a vezetd élhez kozel, 2 um széles teriiletet
nagy intenzitast 488 nm-es l1ézersugarral vilagitottunk meg, igy kifakitottuk a tertileten beliil
talalhatd EGFP-B-tubulin molekuldk fluoreszcenciajat. Ezt kdvetden sorozatfelvételt
készitettiink a kifakitott teriiletr6l (21. édbra A). A fakitott EGFP-B-Tubulin molekulakat
tartalmazé MT-ok lebomlanak, mig a nem fakitott EGFP-B-Tubulin molekulak 1) MT-okba
épiilnek be, amik bendnek a fakitott teriiletre, igy a vizsgalt terlileten ismét floureszcensen jelolt
MT-ok figyelheték meg. A mérés informaciot ad a fluoreszcens jel visszatérésének sebességérol
(t12), melyet a kiviilrdl érkezé nem fakitott tubulin molekuldk beépiilése eredményez a MT-

okba, ezeknek a molekuldknak a hanyadarél (mobilis frakcid) (21. dbra B-D), valamint a
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kijelolt teriileten stabilan megtalalhaté molekuldkrol (immobilis frakcid). A vad €s a mutans
sejtekben a fluoreszcens jel visszatérése nem volt teljes mértékii, nem érte el a kezdeti
fluoreszcencia jel intenzitdsat, ami a fakitott teriileten beliil stabilan megtaldlhaté immobilis
molekuldk okoztak. A vad és S h mitans hamban viszont hasonldé mobilis frakciot mértiink
(21. dbra C). Ez alatamasztja eddigi eredményeinket, miszerint a Shot fehérje nem befolyasolja
a mar stabilizalt MT-okat, ellenben a dinamikus MT-okra van hatassal. A mutans sejtekben a
fluoreszcens jel visszatérésének félideje (ti2) 17,643,4 masodpercre csokkent dsszehasonlitva
a vad sejtekkel, ahol 40,5£12,1 masodpercet hataroztunk meg. Eredményeink megerdsitik a
feltételezésiinket, miszerint a mutans sejtekben az EGFP-tubulin gyorsabban cserélddik ki a
MT-0ok és a citoszol kozott (21. abra D). A s h amlutans sejtekben a MT-ok tehat
dinamikusabbak, ami arra utal, hogy a Shot fehérje a MT-ok dinamikus tulajdonsagainak

szabalyozasan keresztiil hat a DME sejtek MT- vdzanak elrendezddésére.
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21. dbra. A Shot fehérje a dinamikus MT-okat szabdlyozza a DME sejtekben. ( A) Sor ozatfel v
tubulirEGFPt ki fejez6 hamsejtek fluoreszcenci &4j anak Kk
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A Tubulin~-EGFP FRAP kisérletben tapasztalt gyorsabb kicserél6dését okozhatja a
mikrotubulusok megvaltozott “+” vég dinamikdja, példaul a polimerizacid sebessége vagy
annak idOtartama. Megvizsgaltuk a Shot fehérje funkcidjat a MT-ok ndvekedésének
szabalyozasaban gy, hogy fluoreszcensen megjelolt EB1-GFP markerfehérjét kovettiink
nyomon in vivo filmezéssel. Az EBI1 fehérje a MT-ok novekvo “+” végéhez kotddik és igy

lehetdvé valik a MT-ok ndovekedésének kozvetlen mérése.
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22. dbra. A Shot fehérje a dinamikus MT-okat szabdlyozza a DME sejtekben. (A, B)Grafikonoka MT
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A mutans hamsejtekben a MT-ok novekedési sebessége jelentdsen megnott (24,8+4,6
um/min) a vad sejtekhez képest (17,9£3,5 pm/min). Ez az eredmény szintén azt tamasztja ala,
hogy a Shot fehérje a MT-ok dinamikajat szabalyozza és azon keresztiil hat a hati zar6dasra
(22. abra A). A MT-ok novekedésének idGtartama a mutans és a vad sejtekben nem mutatott
jelentds kiilonbséget, ami viszont arra utal, hogy a MT-ok katasztréfa frekvencidjara mar nincs
hatassal a Shot fehérje (22. abra B). Korabbi tanulmanyok mar kimutattak, hogy az ACF7 képes
a MT-ok novekvd ,,+” végeit az aktin kotegek mentén vezetni és ezaltal meghatarozni az egyedi
MT-ok novekedési iranyat [67]. Az EB1-GFP markerfehérjét in vivo filmezéssel nyomon
kovetve a MT-ok novekedési iranya is jol jellemezhetd. A vad és shot mutans sejtek
sejttestjeiben a legtobb MT parhuzamos kotegekbe rendezodott (22. abra C), és a MT-ok
novekedési iranyaban sem talaltunk szignifikans kiilonbséget (22. abra D). Ezek az eredmények
azt jelzik, hogy a Shot fehérje nem sziikséges a MT-ok novekedési iranyanak szabalyozasahoz
az aktin kotegek mentén a hati zarddas alatt. Megfigyelések 0sszefoglalva arra utalnak, hogy a
Shot fehérje a DME sejtekben 1év6 dinamikus MT-ok stabilizalasan keresztiil hat a MT vaz

kialakuldsara a hati zardédas soran.
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6. A Shot fehérje aktin-MT keresztkoto aktivitasa sziikséges a MT-ok

stabilizalasahoz

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a Shot fehérje miként stabilizalja a MT-okat
a hati zarodas alatt, részletes szerkezet-funkcid analizist végeztiink el. Immunfestéssel
vizsgaltuk meg a MT vaz elrendez6dését izoforma-specifikus shotmutans hamsejtekben, az
eredményeket pedig a teljes hosszusagl, illetve csonkolt doménszerkezetli GFP jelolt
fehérjékkel elvégzett menekitési kisérletekkel egészitettiik ki. A menekitési kisérleteket minden
esetben shof™°null mutans hattéren en-Gald driver segitségével végeztiik el. Mivel az enGal4
a hamban négy sejt szélessségli savokban fejezte ki a Shot fehérje kiilonb6z6 valtozatait, ez a
kisérleti elrendezés lehetdvé tette, hogy a mutins és a menekitett fenotipusu sejteket

ugyanabban az embridban hasonlitsuk dssze (23. abra).

23. dbra. GFP-jelolt Shot fehérjeviltozatokat  kifejezé  shot™  mutins  embriok

immunhisztokémiai jelolése.( A) Menekit 6, (B) ne&mfmeqgreekid
szél ességl saenGaband(izveéd) sagi t s é g-ékatanutatj
(piros), az aktint phal |[Foeahdérnnrey i Itak t-giak

mut at | ak.
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A Shot fkethtélitjieviMTas a

MT-kété funkcié hidnyaban, azaz a shof E © mutansokban, nem meglepd médon,
tulnyul6 MT-fenotipust figyeltiik meg (24. dbra B). A DME sejtek sejtnytlvanyaiba bendvo
dinamikus MT-ok abnormalisak voltak. A vad tipusra jellemz6 rovid, egyenes MT-0k helyett
a shof' E © fhutans hamsejtek sejtnyalvanyaiban hosszii, meghajlott MT-ok jelentek meg. Ez a
megfigyelésiink arra utal, hogy a Shot MT ko&td aktivitdsa sziikséges a normalis MT vaz
kialakulasdhoz a DME sejtekben. Megvizsgaltuk, hogy a MT-kotésben szerepet jatszo
domének koziil pontosan melyik doménjén keresztiil fejti ki a Shot fehérje ezt a hatésat.
Kiilonb6z6 csonkolt izoformakkal végeztiink menekitési kisérleteket ¢és azoknak a

szubcellularis lokalizacidjat is részletesen jellemeztiik.

Tubulin Aktin

--

24. dbra. Rendellenes MT-ok a vezetd élben vad és shot mutins embriéban. (A) vad (B)shof F €
mut ans embri ék i mmunhisztokémiai jel ol ése
phall oidin pedig az aktint (zoé6ld) |jel ol-oka
mut atj ak a mut &és tBME 19qumt. ek ben.

vad tipus

AEGC

shot

A teljes hosszusagli Shot izoforma (Shot-L(A)-GFP) foként az aktinnal mutat
kolokalizaciot: a sejtkéregben és a sejtnyulvanyokban, valamint a vezetd élben halmozodik fel.
Helyenként a sejttestben a MT-okhoz is kotddik (25. abra A). EB1-mCherry fehérjével
elvégzett koexpresszids kisérletbdl kidertilt, hogy a teljes hosszusdgii Shot izoforma nem
halmozddik fel a MT-ok novekvd ,,+7 végeinél (25. abra A’). A teljes hosszusagu fehérje
tultermeltetése a vartnak megfeleléen menekiti a shotmutans MT-fenotipusat (26. abra B, 1).
Az a fehérje valtozat, melybdl hianyzik a MT ,,+” vég kotésért felelés domén (ShotAC-tail-
GFP) diffuzan taldlhat6 meg a DME sejtekben. Kisebb mértékben a kortikalis aktinon és a
sejtnyalvanyokban is el6fordul (25. abra B). A ShotAC-tail-GFP izoforma menekiti a mutans

MT fenotipust, ami arra utal, hogy a Shot fehérje kdlcsonhatdsa az EB1 fehérjével, valamint
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felhalmozodasa a MT-ok ,,+” novekvo végeinél nem nélkiilozhetetlen a MT-ok stabilizalasaban
(26.abra C, ). Ezt a kovetkeztetést a Shot-L(A)-3MtLS*—~GFP transzgénnel elvégzett
menekitési kisérlet is alatdmasztotta. Ez a transzgén harom célzott mutaciot hordoz, ami a Shot—
EBI interakcioért felelés mindharom SXIP motivumot érinti. A Shot-L(A)-3MtLS*-GFP
menekiti a shotmutans MT fenotipust és a teljes hosszusagh fehérjéhez hasonléd lokalizaciot
mutat (25. abra C, 26. abra D, 1). Ezekkel az eredményekkel 6sszhangban, a Shot-C-tail-GFP,
mely egyediil a fehérje MT ,,+” végkoté doménjét tartalmazza a MT ,,+” végekhez lokalizalodik
(25. abra D), de ez 6nmagaban nem ¢lég a vad tipust MT-vaz helyreallitasahoz (26. abra E, 1).
Ez azt jelzi, hogy a Shot fehérje MT ,,+” vég szabalyozasan kiviil tovabbi funkcidjara is szlikség
van a normalis MT-vaz kialakuldsdhoz a hati zarodas alatt.

Tovabb vizsgalva a Shot fehérje MT-kotésért felelds funkcionalis doménjeit, a Gas2
domén nélkiili (ShotAGas2—GFP) fehérjét fejeztettiink ki shotmutans hamsejtekben. A Gas?2
domén eltavolitidsa dramai kdvetkezményeket okozott a fehérje szubcellularis lokalizacidjaban,
ugyanis az elvesztette a képességét, hogy a MT-ok mentén kotddjon, ehelyett a MT-ok “+”
végeinél és a sejtkéregben lokalizalodik (25. abra E). Ezt az eredményt figyelembe véve
feltételezhetjiik, hogy a Gas2 MT kotd domén gatolja a Shot fehérje MT-végekhez torténd
kotddését a C-tail doménen keresztiil. A ShotAGas2—GFP-vel végzett menekitési kisérletben
azt tapasztaltuk, hogy a ShotAGas2 fehérje menekiti a shot mutans MT fenotipust. Ez az
eredmény arra utal, hogy a Gas2 domén sem nélkiilozhetetlen a MT-ok stabilizalasahoz (26.
abra F, I).

Az a Shot fehérjevaltozat, melyb6l az EF-hand domén hianyzik (ShotAEF-hand-GFP),
hasonl6 lokalizaciot mutat a teljes hosszusagt fehérjével (25. dbra F) és szintén menekiti az
abnormalis MT fenotipust (26. abra G, I). Az EF-hand, Gas2 és C-tail doménekbdl alléo Shot
fehérje valtozat (EGC-GFP) a MT-ok mentén lokalizalodik (25. abra G), de a mutans MT
fenotipust nem képes menekiteni (26. abra H, 1).

Mindezeket a menekitési kisérleteket figyelembe véve ugy tiinik, hogy egyik C-
termindlis domén sem elég dnmagaban a MT-ok stabilizalasahoz, ami latszolag ellentmond a
shof' E ®fhutdns embridkban leirt megfigyeléseknek. Elképzelhetd viszont, hogy a DME sejtek
vezetd élében a Gas2 és C-tail domének redundans funkcioval birnak és képesek kdlesondsen
helyettesiteni egymast. Osszességében arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a Shot fehérje MT

koto aktivitasa sziikséges, de nem elégséges a MT-ok stabilizalaséhoz.
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25. dbra. Kiilonboz6 Shot izoformdk szubcelluldlis lokalizicidja a DME sejtekben 1. E |
embri 6kr 61 készitett felvétel ek. A hdmék
fehérjét Mbesm@QherrAy nyi l ak a Shot fehérje
ShotL(Ay-GFP-t , Sh&LA)I-GFPt ¢é smEh&rt koexpr es s BaShad &
tail-GFP-t, (C) ShotL(A)-3MtLS*GFP-t, (D) ShotC-tail-GFP-t, (E) ShotA G a-&RP-t, (F) Shot
A EHhandGFP-t, (G) ShotEGGGFP-t mCGherry-Moesintk o e x pr e s s z &M ébr t hé
um.A felveét el elitp/Mmewetbieldgistadom/adeadll.1242/jcs.193003/vibleb,

-7,-8,-9,-10,-11,-12.)
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26. dbra. MT fenotipus menekitése. A-H)EnnGal 4 négy sejt szf€keéeéds
h

fehérjeval t chottmak @tnh sk iefmdjré D& i mmuAn hHiusbatl d
MT hal 6zatotwzjakdliint( phadspjdin jeloli (I
(zo6l d). A sé&drga szaggatoenGavdnalégy welhadl
Mé r 5 pnk A menekitést a Shot fehérjékat mkg
MT-ok hi danya |jell)ZAzenGhehésangkbak) me §foikg ysel:
DME sejtek Adllvaggntasgizéddrtaéas. * ** p<0. 00 1.

55



A Shot fehérje aktinkétdbé aktivitasa

A kovetkezd 1épésben a Shot aktinkotd képességét teszteltiik, hogy meghatarozzuk,
részt vesz-e a MT-ok stabilizalasaban. Az aktin kotésre képtelen shot®P! mutans DME
sejtekben a shof™0 és shof E © mutdnsokhoz hasonloan abnormalisan hossza és meggorbiilt
MT-okat talaltunk a DME sejtekben, ami arra utal, hogy a Shot aktink6td képessége csakugyan
szilkséges a MT-ok stabilizalasahoz (27. abra B). Ezt az eredményt a ShotACHI-GFP
transzgénnel elvégzett menekitési kisérlettel tamasztottuk ald. Ebbdl a fehérje valtozatbol
hianyzik a CH1 aktink6té domén, ezaltal az aktinkotd képességét is elvesztette. Ezért ez a
fehérjevaltozat nem kot a sejtkéreghez, ellenben nagyon erds lokalizaciot mutat a MT-ok
mentén a sejttestben (28. abra B). Ez a CH1 domén gatlo hatdsaval magyarazhat6, amit a Shot
fehérje MT-koté képességére gyakorol. Ezek a MT-ok rendellenesen Osszecsavarodtak és
meghajlottak voltak. Erdekes modon viszont a ShotACH1-GFP képes volt menekiteni a muténs
talnyald6 MT fenotipust (29. abra C, E), ami latszolag ellentmond a korabbi

takPL mutansban abnormalis MT-okat irtunk le. Ez az

megfigyeléseinknek, miszerint a sho
eredmény felveti a ShotACHI1-GFP fehérjevaltozat tultermelésének dominans negativ hatasat.
A Shot fehérjének ezt a hatasdt mar korabban is leirtak, pl. a Shot fehérje tultermeltetése
neuronokban vagy C-terminalis csonkolasa a MT halozat szervez6désének hibait eredményezi
[98, 99]. Feltételezésiink szerint a ShotACHI-GFP thltermelése a DME sejtekben
megakadalyozza a MT-ok tilnytlasat, de nem allitja helyre a vad MT eloszlast.

Osszefoglalva, a shot®P mutans fenotipusa alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a Shot aktink6t6 képessége, csakugy, mint a MT-kot6 képessége sziikséges a MT-ok
stabilizalasdhoz. Tovabbi bizonyitékot ad erre a ShotACH1AGas2-GFP fehérje valtozat
tultermeltetése, amelybdl mindkét funkcionalis domén (MT-k6t6 s aktin-kotd) egyidejlileg
hianyzik. A ShotACH1AGas2—GFP fehérje a MT-ok mentén lokalizalodik (28. abra C), ennek
ellenére nem volt képes menekiteni a Shotgén hianyat és az abnormalis MT-ok megjelentek a
DME sejtekben (29. abra D, E).

Az is kideriilt, hogy a Shot fehérje MT-kot6 és az aktinkotd aktivitdsara egy fehérje
molekulan beliil van sziikség a normalis MT vaz kialakitasahoz, ugyanis a shof* E &/Shot@<"?
heteroallélikus kombinaciot hordozo embridkban is rendellenes MT-okat talaltunk (27. abra C).
Ezekben az embriokban sohasem képzodik olyan fehérje, amelynek egyidejiileg lenne
aktinkoto és MT-kotd aktivitdsa. Eredményeink arra utalnak, hogy a Shot fehérje az aktin/MT

keresztkotésével biztositja a helyes MT-vaz miikodést a hati zarodas cipzarozodasi fazisaban.
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27. abra. Rendellenes MT-ok a vezetd élben vad és kiilonbozé shot mutins embriokban. (A) vad (B
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29. dabra. A Shot fehérje MT-kotd és az aktinkito aktivitasa egyidejiileg sziikséges a normalis MT
vdz kialakitisihoz a DME sejtekben. (A-D)EnGal 4 négy sejt szgkéd:
fehérjeval t smEmokanskiembjeoké mmamihnpebal é 5
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7. A Shot fehérje elosegiti a filopodium képzodést a vezeto élben

Az eddigi eredmények alapjan elmondhato, hogy a Shot fehérje aktin és MT szabalyozo
funkciojara egyidejilileg van sziikség a DME sejtekben a helyes MT vaz kialakulasahoz ¢és igy
a normalis hati zarédashoz. A menekitési kisérletekbdl viszont kideriilt, hogy a MT-vaz
helyredllitdsa nem elegendd a normalis dinamikdj hati zdrédashoz, tehat a Shot fehérje tovabbi
funkciodira is sziikség van. Ilyen funkcio lehet a Shot fehérje aktinvaz miitkodésében jatszott
szerepe. Megvizsgaltuk az aktin felhalmozodast és a filopodiumok kialakuldsat a vezetd €lben.
En-Gal4 driver segitségével aktin—EGFP-t fejeztettiink ki vad és kiilonb6z6 shot mutéans
hamokban, igy in vivo videomikroszkopiaval konnyen nyomon tudtuk kdvetni az Gsszes aktin
alapt struktarat (30. abra A). A vad és a kiilonb6z6 shot mutans hamokban az aktin
felhalmozodas a DME sejtek vezetd ¢éljében nem sériilt és a dinamikus aktin alapl
sejtnyalvanyok, a filopodiumok is megjelentek (30. abra B). Kozelebbrél megvizsgalva a
vezet6 élt viszont azt talaltuk, hogy a shot>?° mutansban, annak ellenére, hogy a filopédiumok
a vad tipushoz hasonlitottak, néha rendkiviil hosszi (10 pm) nytlvanyok alakultak ki, melyek
nagyon halvanyan jelolédtek aktin—-EGFP-vel. Elképzelhetd, hogy ezekbe a nyulvanyokba
nének bele az abnormalis MT-ok. A shof° null mutans embriok DME sejtjeiben a
filopodiumok szama jelentdsen lecsokkent a vad tipushoz képest, ami arra utal, hogy a Shot
fehérje részt vesz a filopodiumok kialakuldsdban (30. abra C). A filopdédiumok szamanak
csokkenése a Shot fehérje aktin-MT keresztkotési aktivitas elvesztésének eredménye, ugyanis
shotk@PL ¢s a shot® E © fhutdns embriokban is jelentds filopodiumszam-csokkenést tudtunk
megfigyelni (30. abra C). A Shot fehérje keresztkotd aktivitasanak sziikségességét bizonyitja
az a megfigyelésiink is, hogy a MT- és aktink6td doméneknek egy molekulan beliil kell lenniiik,
amit a filopodiumok csokkent szama jelez a shof* E G/Shot® P transzheterozigota embridkban
(30. abra C). Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a Shot fehérje részt vesz a filopodiumok

kialakulasdnak szabalyozasaban €s ezen keresztiil hat a hati zarédasra.
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30. dabra. (A) Aktin~-EGFP-¢ kifejez6 hamsejtek sejtnyulvanyainak dinamikdja vad és shot mutdns
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VI. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Kisérleteink célja a hamzarodasi folyamatok soran lejatszodo sejtvazatrendezodések
alapmechanizmusainak megismerése volt a hati zar6das vizsgalatan keresztiil. A hati zarédasban
szerepet jatszo6 Uj gének azonositasahoz egy funkcidvesztéses genetikai szlirést végeztiink RNSi
felhasznalasaval. A funkciovesztéses fenotipust in vivo vided-mikroszkopiaval nyomon
kovetve olyan géneket is lehet azonositani, melyek a hati zarodas dinamikajat szabalyozzak. A
MT-okkal egyiittmiik6d6 fehérjéket kodold gének tipikusan ilyenek lehetnek, hiszen a MT-ok
teljes hidnya is csupan a cipzarozodasi hibakat eredményez, ami csak €16 embri6 filmezésével
vizsgalhato. 17 MT-vazhoz kapcsolodo fehérjét kodold gént csendesitve azonositottuk a
spektraplakint kodold shotgént, melynek hianya abnormalis dinamikaja hati zarédast okozott.
Bebizonyitottuk, hogy a fenotipus valéban a shotgén hianyabol adodik. Az embrionalis hati
zarodas folyamatan kiviil a Drosophila Shot fehérje egyéb fejlédési folyamatok
szabalyozasaban is részt vesz (torzarddas, sebzarddas), ami a hamzarddasi folyamatokban
betdltott altalanos szerepére utal.

A Shot fehérje a sejtvaz egyik kulcsfontossagu szerkezeti eleme. A sejtalak
megvaltozasahoz sziikséges sejtvaz-atrendez6déseket iranyitd folyamatokban vesz részt. Mivel
a génrél nagyszamu, kiilonboz6 doménekkel rendelkezdé fehérje képzddhet, a shot gén
szerepének magyarazatara a hati zarodasban szamos, egymast ki nem zar6 lehetdség kinalkozik.
Minket elsésorban az érdekelt, hogy a shotgén milyen modon jarul hozza a mikrotubulusvaz
szerkezeti atalakuldsdhoz és a mikrotubulusvaz altal kivaltott, a hamzardédashoz sziikséges
sejtszintll valtozasokhoz. Kisérleteink soran két kiilonbozo fenotipusos elvaltozast kovettiink
nyomon: a hati nyilds zarédasadnak dinamikdjat és a sejtvazelemek szerkezeti és milkodési

hibait.
A Shot fehérje a MT-vaz helyes kialakulasat szabalyozza a hati zarodas alatt

A hamban megfigyelhet6 MT-okat eltérd eloszlasuk és stabilitdsuk alapjan hirom
kiilonbozd csoportba sorolhatjuk. Az els6 csoportba azok a MT-ok tartoznak, melyek az o-
tubulin specidlis poszttranszlaciés modositasat, acetilaciojat hordozzak, melyek elsésorban a
hosszt életidejii, stabil MT-on taldlhatok meg [100-105]. Ezek a MT-ok a FRAP kisérletben
kimutatott immobilis tubulin frakciot képviselik a DME sejtekben. Az alacsony immobilis
frakci6 alapjan a stabilizalt MT-ok igen kis hanyadat alkotjak a MT-oknak (20 %). Az acetilalt

MT-ok tulnyomorészt a sejtek apikalis felszinén figyelheték meg ahol parhuzamos kotegekbe
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rendezddnek. Ez a MT elrendezddés specifikus a hati zarddasra €s ugy tlinik, hogy fiiggetlen a
spektraplakin aktivitastol, amit alatamaszt a S h omitansban megfigyelheté normalis acetilalt
MT eloszlés is.

A masodik csoportot a sejttestben megtalalhaté dinamikus MT-ok alkotjak, melyek
ellentétes lefutast stabil kotegekbe rendezddnek ¢és a DME sejtek dorzélis vagy ventralis
felszine felé ndnek. A Shot fehérje szerepe lehet a MT-ok novekedésének iranyitasa a mar
kialakult aktin filamentumok mentén. | n  kigérleti eeedmények alapjan a Shot fehérje képes
az aktin kotegek mentén iranyitani a MT-ok novekedését, ami a MT-ok parhuzamos kotegekbe
torténd OsszerendezOdését eredményezi [106]. Ehhez az aktivitdshoz a Shot fehérje a MT-ok
“+” végével 1ép kolcsonhatasba a C-tail doménen keresztiil [88, 106]. Eredményeink szerint a
C-tail domén mitkddése nem sziikséges a helyes MT vaz kialakulasahoz a hati zar6das alatt.
EB1-GFP markerfehérjével az egyedi MT-okat nyomon kdvetve kimutattuk, hogy a Shot nem
jatszik szerepet a MT-ok ndvekedés irdnyanak meghatarozasdban a hati zarodas alatt. Mindezek
alapjan azt feltételezziik, hogy a dinamikus MT-ok parhuzamos kotegekbe rendezddéséért nem
a Shot altal kozvetitett MT- aktin kdlcsonhatdson alapuldé MT-vezetés a felelds. A DME sejtek
MT-ainak elrendezésében valoszinilileg eddig ismeretlen, motorfehérjék altal hajtott irdnyitd
mechanizmusok vehetnek részt [107-110]. A Shot fehérje gatolja a MT-ok polimerizacidjat,
amit a mutans DME sejtekben megfigyelt magasabb MT novekedési sebesség és a FRAP
kisérlettel kimutatott gyorsabb tubulin kicserélddés jelez. A Shot fehérje hasonlo6 szerepét a MT
novekedés sebességének szabalyozasaban mar korabban is leirtak D r 0 S 0 redron ds lauman
U20S sejtkulturdkban is [88, 111]. A gyorsan ndvekvé MT-ok miutan elérték a sejtkérget
tovabb nének ¢€s talnytlnak azon vagy visszahajlanak, ami a rendezetlen MT vaz kialakulasat
eredményezi a mutans sejtekben. fly médon, a MT-ok + vég dinamikéjanak Shot fiiggd
szabalyozasa hozzajarul a teljes MT halozat szervezddéséhez a sejttestben.

A DME sejtek MT-ainak harmadik csoportjadba azok a dinamikus MT-ok tartoznak,
amelyek elérik a vezetd €It a ndvekvo “+” végeikkel és belendnek a sejtnyulvanyokba. Ezeket
a MT-okat erésen befolyasoljak a sh ontutaciok: a MT-ok abnormalisan hosszuak és hajlottak
lesznek. Hasonldo MT-okat figyeltek meg S h vagy ACF7 hianyaban szamos mas sejttipusnal
is, mint példaul az emlds keratinocitak, endotél sejtek, Dr 0 s 0 P2hsdjtdk aagy neuronok
esetén [67, 112-114].

A Shot fehérjének a MT-okkal ¢és aktin filamentumokkal egyidejiileg kell
kolcsonhatasba 1épnie ahhoz, hogy befolyasolni tudja a MT-ok mikodését. Ez a megfigyelés
Osszhangban van azzal a hipotézissel, miszerint az abnormalis MT-ok akkor alakulnak ki a

sejtek periféridjan, ha nem kapcsoldodnak hozzé a kortikalis aktin halézathoz [112, 115, 116].
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Eredményeinkkel sikeriilt bizonyitani, hogy a Shot az N-terminalis aktink6té doménje
¢és a C-termindlis MT-kot6 doménjei segitségével a sejtnytlvanyokban az aktinfilamentumok
¢s a MT-ok keresztkotését végzi és a dinamikus MT-ok stabilizaldsan keresztiil hat a MT vaz

kialakulasara a hati zarodas soran.
A Shot fehérje a filopédiumok kialakulasan keresztiil segiti elo a cipzarozodast

A spektraplakin fehérjék a sejtvaz kiilonbozd dsszetevdinek dsszehangolt mitkodését
szabalyozzak. A kiilonb6zd izoformdk doménszerkezetiiktdl fliggden a MT-okat és az aktin
filamentumokat egymastol fliggetleniil irdnyitjak, vagy ezek kozott keresztkotéseket kialakitva
latjak el funkcidjukat. Mivel a hati zaroddsban mindkét sejtvazelem aktivan részt vesz, ezért a
Shot fehérje is tobb ponton szabalyozhatja a folyamatot. A hati zar6das kezdeti fazisaban a
hamlemezek mozgasat a S h mdtacidja nem befolyasolja és a Shot fehérje nem sziikséges az
aktin alapt folyamatok szabélyozéasdhoz, ellenben a hati zarodas utolsé 1épéséhez, a normalis
dinamikéju cipzarozddashoz nélkiilozhetetlen. A cipzarozddast két sejtszintli mechanizmus
segiti eld. Egyrészt a filopodiumok miikddése az 1 sejtkapcsolatok szegment specifikus
kialakuldsat biztositja, masrészt pedig a szemben 1év0 hamlemezek lamelldinak atfedése is a
cipzarozodast segiti [10]. Eredményeink azt sugaljak, hogy a Shot a sejtnytlvanyok
kialakuldsan keresztiil és nem a lamelldk atlapolodasanak felolddsan keresztiil hat a
cipzarozodasra. A lamellak atlapolodésa €s feloldasa egy MT-fliggd folyamat [10]. Habar nem
tudjuk kizarni a Shot MT-szabalyozé funkciojanak kozvetlen szerepét ebben a folyamatban,
menekitési kisérleteink egyértelmiien igazoljak, hogy a Shot MT-szabalyoz6 funkcidja mellett
aktin-kotd aktivitasa is sziikséges a cipzarozddashoz. Nyilvanvaloan a MT-ok stabilizalasa
onmagaban nem elegendd a normalis dinamikéju hati zardédashoz.

A DME sejtekben a sejtnyalvanyok helyes miikddéséhez a Shot fehérje aktin ¢s MT-
kotd aktivitdsanak Osszehangolt miikddése sziikséges. Az is biztos, hogy a Shot aktin és MT
koté doménjének egy molekulan beliil kell lennitik, ami arra utal, hogy a Shot fehérje MT/aktin
keresztkotd funkcioja érvényesiil ebben a folyamatban.

A DME sejtekben a MT-ok ¢és aktin filamentumok kolokalizaciojat kizardlag a
filopddiumokban tudtuk kimutatni, vagyis a Shot fehérje a keresztkotd aktivitasat a
sejtnytalvanyokban fejti ki. Ezt a kovetkeztetést tamasztja ald a filopodiumok csokkent szdma a
S h arnutansban. Feltételezziik, hogy a s h arutansban a Shot aktin/MT keresztkotd
aktivitasanak hianya okozza a sejtnyalvanyok csokkent szamat, ami végsOsoron ahhoz vezet,

hogy a cipzarozodas lelassul.
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A Shot fehérjék modularis doménszerkezetiiknek kdszonhetden sejttipus-fiiggli modon
szabalyozzdk a sejtnytlvanyok dinamikdjat. Az idegsejtek novekedési kipjaban a Shot fehérje
az EF-hand Ca?" kotd doménjén keresztiil kolcsonhatasba 1ép a Kra (mas néven elF5C)
fehérjével és ez esszencialis a filopodiumok kialakuldsahoz [113]. A DME sejtekben azonban
az EF-hand domén nem sziikséges a hati zar6dashoz, ellenben az aktink6té és a MT koto
funkcid esszencidlis a filopodiumok helyes miikddéséhez és ezen keresztiil a cipzarozddashoz.
Emlés sejtkultirdkban az ACF7 kolcsonhatasa az ELMO komplexel (méas néven DOCK180)
segiti eld a filopddiumok kialakulasat a MT-ok stabilizalasan és a Rac GTP-azok aktivitasan
keresztiil [117]. Lehetséges, hogy egy hasonlé mechanizmus mitkddik a DME sejtekben is. A
Shot fehérje kolcsonhatasa az ELMO komplexel (D0 s 0 p h iMbcé shal@ilizalja a MT-okat
azaltal, hogy keresztkoti azokat az aktin filamentumokkal és Rac-aktivaciot indukadl a vezetd
¢lben. Ezt a feltételezést tAmasztja ald az is, hogy a Rac aktivaci6 sziikséges a sejtnyulvanyok
kialakuldsdhoz és a hatékony cipzarozddashoz [44, 118].

A shotteljes hianya nem akadalyozza meg a hati zarodast, csupan egy enyhe fenotipust,
Cipzarozodasi hibat okoz a hati zarodas alatt. A shot null mutansokra jellemzd enyhe zarodasi
fenotipus két, egymast nem kizard hipotézissel magyardzhatd. Eléfordulhat, hogy tovabbi
keresztkotd fehérjék vagy keresztkotd mechanizmusok hathatnak parhuzamosan a Shot
fehérjével. Egy ilyen potencialis redundans szereppel bird keresztk6td fehérje lehet a Pigs,
amelyrdl kimutattak hogy CH1, Gas2 ¢s C-tail doméneket is tartalmaz, melyekkel valamennyi
sejtvazelemhez kotédni tud [119]. A masik magyarazat szerint elképzelhetd, hogy a Shot
szerepe a DME sejtekben csupan a sejtnyllvanyok kialakuldsara korlatozodik. A
sejtnytalvanyok szamanak csokkenése a shot mutansban igy nem teszi lehetetlenné a

cipzarozodast, de jelentdsen lecsokkenti a hatékonysagat [7, 10].
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VIl. TARTALMI OSSZEFOGLALO

Az ember embrionalis fejlodése soran szamos olyan 1€pés torténik, példaul a szajpadlés
vagy az allkapocs kialakulésa soran, amikor a test két oldalan 1étrejott szovetek a kozépvonal
felé mozognak, és ott Gsszeolvadva kialakitjak a megfelel6 szerveket. Ezekben a szigoruan
szabalyozott folyamatokban bekovetkezett hibdk olyan fejlodési rendellenességekhez
vezethetnek, mint a nyitott gerinc vagy a farkastorok. Az embrionalis fejlédés soran torténd
szovetosszenovésekhez hasonld folyamatok mennek végbe a természetes médon vagy sebzés
hatasara létrejott hamhidnyossagok bezarasakor is. A hamzarodasi folyamatok alapvetd
mechanizmusainak mélyebb megértése, a benne részt vevé molekuldk felderitése és vizsgalata
éppen ezért, hosszi tavon felgyorsithatjdk a sebgydgyulast eldsegitd ujszerli eljarasok
kifejlesztését. Kutatasainkkal azokat a stratégidkat szeretnénk megismerni €s megérteni, amiket
az ¢l6lények alkalmaznak a hamnyilasok bezarasahoz. Az ecetmuslica (Drosophila
melanogastgrfejlédé embridja kitlinéen alkalmas modellt kinal a kozépvonali 6sszendvések
¢s a sebzarodasi folyamatok sordn lezajlé molekularis, illetve sejt- és szovetszintli valtozasok
in Vvivo vizsgalatahoz. Az ecetmuslica koézismerten hatékony kisérleti rendszer a kiilonb6z6
fejlédési folyamatok genetikai boncoldsdhoz. Tobb évtizedes kutatds eredményeként a
genetikai eszk6zO0k olyan tarhdza all rendelkezésre, mely a muslicat egyediilallova teszi a
modellorganizmusok k6zott. A muslica egyedfejlddése sordn szamos olyan folyamat zajlik le,
mint példaul az embrid hati zarodasa, amelyek soran a sejtek a mesterségesen okozott seb
zarddasakor tapasztalt modon viselkednek. A hati zar6dds az embriogenezis utolsod
morfogenetikai mozgéasa, melynek soran két egyrétegli hdmlemez mozog egymas felé, majd
talalkoznak és Osszeolvadnak, ezaltal bezarva egy nyildst a hati kdzépvonal mentén. A
sebzarddasban és a hati zarodasban egyarant fontos szerepet kap a sejtvaz— az aktin és a
mikrotubulus (MT) halézat dinamikus atrendezédése. A hati zarédds sordn a ham
legdorzalisabb sejtjei (DME) egy sorba rendezddnek és kialakul egy vezet6 ¢l. A DME sejtek
aktint és miozint halmoznak fel, ezaltal kialakul egy szupracellularis aktomiozin gytirii, ami a
hati lyukat koriilveszi. Késdbb a DME sejtek dorzalis felszinén aktinalapt sejtnytlvanyok—
filopédiumok és lamellipodiumok— jelennek meg. Ezek a sejtnyulvanyok az 11j sejtkapcsolatok
szegment specifikus kialakuldsat biztositjak a szemben 1évd hamsejtek kozott.

A hati zarddast végrehajto sejtvazelemek koziil eddig foként az aktinvazat vizsgaltak, a
mikrotubulusvaz szerepérdél azonban nagyon keveset tudunk. Ismert, hogy a zarodast

megeldzden a hamsejtekben a mikrotubulusok rendezetleniil, helyezkednek el. A hati zar6das
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elején ez a rendezetlen mikrotubulusvaz felbomlik és a MT-ok a sejt hossztengelyével
parhuzamosan stabil kotegekbe rendezddnek el. A MT-ok atrendezddése elsoként a DME
sejtekben indul meg és késobb a lateralisabban elhelyezkedé hamsejtekre is kiterjed. A MT
kotegek stabilak, de az oket felépitd egyedi MT-ok dinamikusan lebomlanak ¢és ujra
polimerizalodnak. A dinamikus mikrotubulusok a sejtek dorzélis felszinén belenének a
lamellipodiumokba és a filopédiumokba, ami arra utal, hogy a sejtnek ezeken a részein a két
sejtvazelem szorosan egyiittmiikodik. A zarddas befejeztével a rendezett MT kotegek
lebomlanak ¢és a hamsejtekben ismét rendezetlen MT eloszlas alakul ki.

Elsddleges célunk a MT hélozat szervezddése és mitkddése szempontjabol fontos, a hati
zarodasban résztvevé gének azonositisa és jellemzése volt. Osszességében arra akartunk
valaszt kapni, hogy a mikrotubulusok miként jarulnak hozza az Gsszehangolt valtozasok
sorozatahoz, melyek ahhoz vezetnek, hogy az embridk hatan keletkezett nyilas lathat6 jel nélkiil
tlnik el. Végsé célunk a hamzardédas soran a MT-vaz miikodését is iranyitd shot gén
funkcionalis jellemzése volt és ezen keresztiil megmutatni, hogy egy alapvetd fejlodési
folyamathoz hogyan jarul hozz4 a sejtvazelemek egyiittmiikddése.

Eldzetesen, a hati zarddasban résztvevd, MT-kotd gének azonositasara iranyuld, RNS
interferencian (RNSi) alapuld in vivo video mikroszkopiaval kombinalt funkciovesztéses
szlirésbol azonositottuk a Drosophilaspektraplakint kodolé short stop(sho) gént. A shot gén
csendesitése hibas dinamikdju zarodast eredményezett. A csendesitett embriokban a hati nyilés
bezarddott, azonban a zarddas menete abnormalis volt: a hati nyilds alakja a vad tipusra
jellemz6 lencse alak helyett rendellenesen keskeny lett. A shot mutans fenotipusanak
kvantitativ elemzésével kimutattuk, hogy a shotgén, a MT-okhoz hasonlé mdodon, a hati ham
cipzarozodasahoz sziikséges. A teljes hosszasagh fehérje shot*°null mutans hattéren elvégzett
menekitési kisérlet bizonyitotta, hogy a fenotipus valéban a shotgén funkcidjanak hianyahoz
kothetd. Az embrionalis hati zarodas folyamatan kiviil a Drosophila Shot fehérje egyéb
fejlédési folyamatok szabalyozasaban is részt vesz (torzarodas, sebzarodas), ami a hamzarodasi
folyamatokban betoltott altalanos szerepére utal.

A magasabbrendi allatokéhoz hasonldéan az ecetmuslica shotgénje is szamos protein
domént tartalmaz, melyek alternativ splicinggal és szovet specifikus promoéter hasznélattal
szabadon kombinalodhatnak egyméssal, igy valtozatos hosszisagi és funkcioju fehérjék
képzddnek. A kiilonb6z6 fehérjedomének szerepének pontosabb megértéséhez, izoforma-
specifikus mutans allélok fenotipusat vizsgaltuk meg az eredményeket pedig transzgenikus

menekitési kisérletekkel tamasztottuk ala. A mutansanalizis és a menekitési kisérletek
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egylittesen azt jelzik, hogy a Shot fehérje az aktin- és a MT-vaz keresztkotésével irdnyitja a hati
zarddas utolso fazisat, a cipzarozodast.

A shotmutans zarodasi fenotipusa megegyezik a MT-ok teljes hidnyakor jelentkezd
fenotipussal, ami arra utal, hogy a shot gén funkcidja sziikséges a hamsejtek MT-ainak
milkodéséhez. A shot mutins hamsejtek MT-vazanak elrendez6dését immunfestéssel
vizsgaltuk meg. A részletesebb elemzés érdekében, Tubulin—-EGFP-t kifejezé hamsejteket
filmeztiink le, igy kozvetleniil nyomon tudtuk kdvetni a MT-vaz felépitését. A DME sejtek
sejttestjében a MT-ok parhuzamos kotegekben helyezkedtek el, azonban a shot mutansban a
kotegek gyakran hirtelen meghajlottak. A shot mutans DME sejtek vezetd ¢élében
sejtnyulvanyokba belépd rendellenes, meghajlott MT-okat figyeltiink meg. A vad tipustol
eltéréen, a shot mutans DME sejtek lateralis felszinérél kinyalé abnormalis MT-okat is
megfigyeltiink. A talnyuléo MT fenotipus kvantitativ elemzése kimutatta, hogy a mutans DME
sejtek nytlvanyaiban a MT-ok hoszabbra nének, mint a vad tipusu sejtekben. A mutans
hamsejtekben megfigyelhetd MT-talndvéses fenotipus hatterében a MT-ok megvaltozott
dinamikaja all. A MT-ok dinamikus tulajdonsagait FRAP analizissel vizsgaltuk meg, amibdl
kidertil, hogy a shot mutans sejtekben a MT-ok dinamikusabbak voltak, ami arra utal, hogy a
shot a DME sejtekben 1év6 dinamikus MT-ok stabilizalasan keresztiil hat a MT vaz
kialakulasara a hati zarodas soran. Tovabb vizsgaltuk a Shot fehérje funkciojat a MT-ok
novekedésének szabalyozasaban gy, hogy fluoreszcensen megjeldlt EB1-GFP markerfehérjét
kovettiink nyomon in vivo filmezéssel. Az EBI1 fehérje a MT-ok novekvo “+” végéhez kotddik
¢s igy lehetové valt a MT-ok novekedésének kozvetlen mérése. A mutans hamsejtekben a MT-
ok novekedési sebessége jelentdsen megndtt a vad sejtekhez képest. A vad €s shot muténs sejtek
sejttestjeiben a legtobb MT parhuzamos kotegekbe rendez6dott, ami azt jelzi, hogy a Shot
fehérje nem sziikséges a MT-ok novekedési iranyanak szabalyozasdhoz az aktin kotegek
mentén a hati zarodas alatt.

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a Shot fehérje miként stabilizalja a MT-okat
a hati zarodas alatt, részletes szerkezet-funkcid analizist végeztiink el. Immunfestéssel
vizsgaltuk meg a MT vaz elrendezédését izoforma-specifikus shotmutans hamsejtekben, az
eredményeket pedig a teljes hosszlisagu, illetve csonkolt doménszerkezetli GFP jelolt
fehérjékkel elvégzett menekitési kisérletekkel egészitettiik ki. A menekitési kisérleteket minden
esetben shot*°null mutans hattéren en-Gal4 driver segitségével hajtottuk végre. Mivel az en-
Gal4 a hamban négy sejt szélessségii savokban fejezte ki a Shot fehérje kiilonb6z6 valtozatait,
ez a kisérleti elrendezés lehetdvé tette, hogy a mutans és a menekitett fenotipusu sejteket

ugyanabban az embrioban hasonlitsuk dssze. Osszességében arra a kovetkeztetésre jutottunk,
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hogy a Shot fehérje aktin és MT szabalyoz6 funkciojara egyidejiileg van sziikség a DME
sejtekben a helyes MT vaz kialakuldsdhoz. Kimutattuk, hogy a Shot fehérje részt vesz a
filopodiumok kialakulasanak szabalyozaséban is és ezen keresztiil hat a hati zarédasra. A DME
sejtek vezetd élében a Shot fehérje aktin- MT keresztkotd aktivitasa révén jarul hozzad a
filopodiumok kialakitasahoz

A Shot fehérje a sejtvazelemek egyiittmiikodését, keresztkotését koordinalja, melyen

keresztiil biztositja a hamzarddashoz sziikséges sejtszintli valtozasokat.
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ViIl. SUMMARY

Several naturally occurring morphogenetic events involve tissue movements similar to
those required for wound healing. In these developmental processes, two tissues move towards
each other until they meet and fuse. These closure events happen mostly during embryogenesis
at the midline of the developing body. Defects of these closure events result in dramatic
consequences, such as cleft lip or palate or neural tube defects. Our goal is to understand the
strategies animals apply to epithelial openings. In the long term, our results may be of wider
societal benefit as they may accelerate the development of novel therapies for the enhancement
of wound healing. Drosophila melanogastéras in the past provided a powerful experimental
system for the genetic dissection of developmental processes. It is particularly amenable to in
vivo analysis of mechanisms that allow a multi-cellular organism to close epithelial openings
caused by wounding or arising as part of the developmental program.

Several developmental processes, such as dorsal closure of the embryo, involve a
coordinated series of cellular activities that are very similar to those required for wound healing.
Dorsal closure represents the last major morphogenetic movement during embryogenesis, when
two opposed epithelial sheets converge toward the midline where they meet, sealing a hole at
the dorsal surface of the embryo. Efficient dorsal closure requires the dynamic rearrangement
of the cytoskeleton in epithelial cells. DME cells form a leading edge facing towards the dorsal
opening, where they accumulate an actomyosin cable. In addition, DME cells extend actin-rich
cellular protrusions, such as filopodia and lamellipodia, mediating initial contacting of the
opposing DME cells.

At the onset of closure, DME cells display an irregularly distributed network of MTs.
During closure, MTs reorganize to form acentrosomal bundles that are aligned along the dorsal-
ventral cell axis. Although the bundles are stable, individual MTs remain highly dynamic, and
at the leading edge they grow into cell protrusions.

Genetic screening, biochemical and cell biological approaches have uncovered a large
number of structural and signalling molecules required for these closure events. Several studies
have highlighted the importance of reorganization of actin-based structures, such as filopodia
and lamellipodia, but the function of the microtubule (MT) network is very poorly understood.
Our primary goal was the identification of genes required for MT network structure and
function during dorsal closure and the in vivoanalysis of these genes by determining their exact
role in epithelial closure.
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To uncover novel components required for microtubule reorganization and function, we
have applied an RNAi-based screening method combined with automated in vivo video
microscopy and we identified the short stop (shotfpo be essential for the zippering of the dorsal
hole. The silencing of shotresults in abnormal dorsal closure. In embryos with reduced shot
function, the opening is closed completely, but the dynamics of the closure is abnormal. In the
shotRNAI embryos, the dorsal opening was abnormally narrow, not the typical wild-type
teardrop-shaped dorsal hole. Quantification of closure dynamics revealed that shotfunction is
essential for efficient zippering. Targeted expression of the Shot protein rescued the zippering
defect indicating that the phenotype loss of the function of the shotgene. Shot belongs to the
conserved family of the spectraplakins, gigantic structural proteins with functional domains
binding to actin filaments, microtubules and cell adhesion complexes. These proteins exhibit a
characteristic multidomain protein structure, and their transcripts are alternatively spliced to
generate a wide diversity of isoforms. In order to understand the role of the individual protein
domains of Shot in dorsal closure, we investigated the mutant phenotypes of various shot
mutant alleles abolishing distinct Shot activities. In addition, we carried out a detailed structure-
function analysis of Shot using a series of shottransgenes in rescue experiments. Using isoform-
specific mutant alleles and genetic rescue experiments with truncated Shot variants, we
demonstrate that Shot functions as an actin-microtubule cross-linker in mediating zippering.
To study the involvement of shotin MT network organization, we examined MT distribution
in shot mutant epithelial cells via immunohistochemical labelling, and performed live imaging
of DME cells expressing Tubulin~EGFP. In the cell body of shot™° null mutants, the overall
morphology of the MT network appeared slightly disorganized. Very often, sudden bending of
MTs was detected. Moreover, MTs frequently protruded at the lateral surface of the epithelial
cells. At the leading edge of the mutant DME cells, long and bent MTs protruded from the cell
body over the amnioserosa cells, indicating that shot regulates the proper organization of MTs
in the cell body and at the leading edge. Time-lapse analysis revealed that the maximum length
of the protruding MTs increased, indicating a role played by Shot in regulating MT stability.
FRAP assays were applied to analyze the turnover of tubulin, which reflects the dynamic
properties of the MTs. MTs in shot mutants are more dynamic, suggesting that Shot affects the
MT organization of DME cells by regulating the dynamic properties of MTs. To test Shot’s
function in MT growth regulation, EB1-EGFP was expressed in shot2° null mutant epithelial
cells. EB1 binds to polymerizing MT plus ends, which enables direct measurement of the
dynamic instability parameters by in vivo imaging. In mutant cells, the growth rate of MTs
reflected by the speed of EB1 comets increased significantly, supporting the finding that Shot
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regulates MT dynamics. In both wild-type and shot™° null mutant embryos, most of the MTs
polymerized parallel to the long axis of DME cells, indicating that Shot is not required for the
regulation of MT growth direction along the actin filaments.

In order to better understand the role of Shot in MT regulation, we investigated the MT network
of epithelial cells in isoform-specific shot mutants, in addition we expressed various truncated
versions of Shot in shof° null mutant embryos using the en-Gal4 driver which drives the
expression of the transgenes in only four-cell-wide stripes of the dorsally migrating epithelial
sheets. This experimental design enabled us to compare shot-deficient cells with rescued cells
in the same embryo. In summary, we conclude that the MT- binding activity of Shot is required
but is not sufficient for MT stabilization and the actin-binding activity of Shot is also required
for MT stabilization.

In the leading edge of epithelial cells, Shot regulates protrusion dynamics by promoting
filopodia formation. Shot mediated interactions between microtubules and actin filaments
facilitate formation of filopodia which promote zippering by initiating contacting of opposing
epithelial cells during zipping.

Our work provides insights how mechanisms integrating individual cytoskeletal
elements into complex, highly shaped functional patterns contribute to a developmental process

at the organism level.
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