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BEVEZETES

Az izeltlabuak rendkiviil széleskorti foldrajzi elterjedtsége miatt a rovarok és rakok Osszetett
szeme minden bizonnyal a leggyakoribb fejlett latoszerv a Foldon. Az Osszetett szemek
esetében a preciz képalkotas eldfeltétele, hogy megvaldsuljon a szemet alkotd egységnyi
szemek optikai elszigetelése egymastdl. Ily médon az egységnyi szemek (mas szoval facettak
vagy ommatidiumok) fliggetlen optikai egységeket alkotnak, és a beldliik szdrmazo informacio
kozponti idegrendszeri integralasa képezi a latas alapjat. Az ommatidiumok megfeleld optikai
elkiilonitését a pigmentsejtek rétege biztositja. A figyelemre méltd hliséggel ismétlodo sejtes
mintazatuk miatt az dsszetett szemek mar tobb évtizede a fejlddésbiologiai kutatasok egyik
legnépszeribb modellrendszerei lettek. Ez kiilonosen igaz a kozonséges ecetmuslica
(Drosophila melanogaster) osszetett szemére, ahol a sejtbiologiai vizsgalatokat hatékony
genetikai eszkdzokkel lehet kombinalni. Ezeknek a kisérleteknek koszonhetden hatalmas tudas
halmozddott fel az dsszetett szemet alkoto sejtek differencialodasardl, a sejtsors meghatarozas
¢s a sejt-sejt kommunikacid jelatviteli elemeirdl, valamint a sejtadhézid szabalyozasarol.
Mindemellett meglepden keveset sikeriilt megtudni az optikai elkiiloniilést biztositd
pigmentsejtek fejlddésérdl. Munkdm soran egy olyan mutdnskombindciéra bukkantunk, ami
egy korabban soha nem latott, egyedi pigmentsejt fenotipust mutatott. Ph.D. dolgozatomban

ennek a kiilonleges mutansnak az analizisét foglaltam Gssze.

CELKITUZESEK

A Drosophila DAAM ¢s FRL formin fehérjék adult agyban torténd vizsgalata soran
megfigyeltiik, hogy azok az axon navigélési és novekedési folyamatokban redundéans szerepet
jatszanak. Az idegrendszer vizsgalataval kapcsolatos kisérleteink soran észrevettiink még egy
érdekességet, nevezetesen, hogy a kettds mutans adult allatok szemei rogos fenotipust
mutatnak. Tekintve, hogy a csak az egyik formint érinté egyes mutansok teljes mértékben vad
tipust szemfenotipust mutattak, ez a megfigyelés azt jelezte, hogy a két formin fehérje az
Osszetett szem fejlédése soran is redundéans szereppel birhat. Munkam soran ezt a szerepet, és
az altala létrehozott funkcio(ka)t szerettem volna felderiteni.

A DAAM és az FRL részletes vizsgalata érdekében szerettlink volna létrehozni egy olyan

genetikai €s sejtbioldgiai eszkodztarat mutansok, transzgénikus torzsek és ellenanyagok



formajaban, amely segitségével a sejt szintjén is megérthetjiik, hogy ezek a fehérjék milyen
folyamatok szabalyozasdhoz jarulnak hozza, és a szemfejlédés melyik stddiuméban van
sziikség a funkciojukra. Az Osszetett szemre jellemz6 ismétlodd mintdzat miatt a viszonylag
kismértéki, finom valtozasok is konnyen és megbizhatéan vizsgéalhatok. Ez lehetové teszi
tobbek kozott, hogy részletesen tanulmanyozhassuk a sejt-sejt kapcsolatokat ¢és a
sejtmozgasokat, amik a szoveti mintdzatok kialakulasaért felelések. Ennek megfeleléen tobb
fejlodési stadiumban és optikai sikban terveztiik elvégezni a kiillonbozdé tipust sejtek
szisztematikus vizsgalatat, hogy részletesen is megérthessiik, milyen sejteket, sejtkapcsolatokat
érint pontosan az altalunk eredetileg makroszképos szinten megfigyelt fenotipus. Az
eredmények alatdmasztasa érdekében a két formin expresszids mintazatara is kivancsiak
voltunk a fejlédé szemben. Ezen kiviil, a forminok molekularis funkcidjara vonatkozo el6zetes
ismeretek alapjan feltételeztiik, hogy az aktin sejtvaz vizsgalatara is sziikség lesz, és azt
reméltiik, hogy a genetikai kdlcsonhatd partnerek azonositdsdval kozelebb keriilhetiink a

molekularis mechanizmusok megértéséhez.

ANYAGOK ES MODSZEREK
1. Felhasznalt Drosophila torzsek és genetika

Bloomingtoni Drosophila Toérzskézpontbol szarmazé mutans torzsek a katalogus szamok
feltiintetésével: W8 (BL#3605), 54C-Gal4 (BL#27328), UAS-LifeAct::GFP (BL#58718),
UAS-a-Catenin::GFP (BL#58787), RhoA’?F (BL#7326), Rac1’'!, Rac24, MtlA (BL#6678),
Cdc42? (BL#9105), zip? (BL#8739), UAS-mCD8::GFP (BL#5134), FRL RNAI (BL#32447),
Cdc42 RNAI (BL#37477), zip RNAI (BL#36727, zip RNAI (BL#65947, DAAM RNAI (#39058),
sgh-ChFP::Cdc42 (BL#42236).

Korabbi kdzleményekben hasznalt mutans térzsek a forras vagy a hivatkozas feltiintetésével:

DAAM-PD RNAI (Chougule és mtsai, 2020, GMR-Gal4 and Iz-Gal4,mCD8::GFP (Jessica E.
Treisman, DAAM®4 ; UAS-DAAM-PB (Matusek és mtsai, 2006), DAAM®4 and UAS-FLDAAM
1732A (Gombos és mtsai, 2015), frI>° (Dehapiot és mtsai, 2020)

Az alabbi torzseket hoztuk létre:

A DAAMB* GMR-Gal4 és a DAAM RNAI,frl%° vonalak standard genetikai rekombinacids
technikakkal késziiltek. A UAS-FRL konstruktot alapveté molekularis klonozasi modszerekkel



hoztuk létre, melyet templatként hasznaltunk fel az UAS-FRL 1773A elkészités¢hez PCR
mutagenezissel.

Az 5’-CGTCGCAAGCTGGGTATGCCC-3° és a 5’-
GGACGCTGCAATGTTTCTTAACCTCGTGTGC-3" primereket hasznaltuk fel, hogy
pontmutaciot generaljunk a 773-as pozicidban 1év6 Izoleucinnal (Ile > Ala) a UAS-FRL 1773A
konstruktban.

Az fr1%° mutans torzset CRISPR/Cas9 technika segitségével készitettiik el (Gratz és mtsai,
2013). Két, 21-nukleotid hosszasagi guide RNS-t (GAGCAACTTTGCTTTATCCGG és
GTCGTTTATCGCGCACCCTGG ) terveztiink az frl masodik és utols6 kodold exonjaba, majd
pCFD4 vektorba klonoztuk. A Cas9 és a gRNS-ek egyidejii, csiravonalspecifikus expresszidjat
kovetden a masodik utodnemzedékbdl gyijtottiink frl mutans jeldlteket, melyeket PCR-rel és
szekvenalassal validaltunk. A szekvenalasi adatok alapjan a vart, ~8 640-bp-os deléciot tudtuk
azonositani a mutans vonalak genomikus DNS-ébdl. Az immunfestés és a Western-blot alapjan
az fr1® mutans protein null allélnek tekinthetd (Dehapiot és mtsai, 2020).

2. Western-blot

A kisérletek sordn genotipusonként 8 bab agyat lizaltunk 10 pl protedz inhibitor tartalmt
lizis pufferben (0,1 % SDS; 0,2 % NaDoc; 0,05 % NP40; 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI),
majd 5x SDS mintapuffer és merkaptoetanol hozzaadasa utan 10 percig forraltuk éket. A
forralas utan a mintakat 5 percig 14.000 rpm-en centrifugéltuk le, majd denaturald 6 %-0s SDS
gélen futtattuk meg. Az elvalasztott fehérjéket Millipore PVDF membranra blottoltuk. A
blottolasi 1épést kovetden a membranokat 5 % sovany tejport tartalmazé TBST-ben blokkoltuk
1 oran keresztiil szobahdmérsekleten, majd egy €jszakdn at inkubdltuk Oket a blokkoldban
higitott elsédleges ellenanyagokkal. Ezt kdvetéen a membranokat TBST-ben 3x20 percig
mostuk, majd a megfelelé masodlagos ellenanyagokkal kiegészitett 5 % sovany tejpor TBST-s
oldataban 1 6ran at szobahdmérsékleten inkubéltuk. Ezek utdn a membranokat 3x20 percig
TBST-ben mostuk, majd Millipore Immobilon kemilumineszcens detekcios reagenssel
elohivtuk.

Elsédleges ellenanyagként egér anti-a tubulin (1:1000, DM1A, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) és patkany anti-Frl (1:50.000; Toth és mtsai, 2022), masodlagosként pedig egér €s
patkany HRP konjugalt anti-1gG (1:5.000; Jackson Immunoresearch) ellenanyagot hasznaltunk.

3. Szemek preparalasa

A babokat 0 h APF-ként gytijtottiik le, és 25 °C-os inkubatorban taroltuk dket boncolasig.
A 48 oras babok szemeit hideg PBS-ben boncoltuk, majd szobahdmérsékleten 20 percig
fixaltuk 4 %-0s PBS-ben higitott paraformaldehiddel (PFA). A fixalds utdn a preparatumokat
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3x10 percig 0.1 % TritonX-100-at tartalmazé PBS-ben (PBST) mostuk, majd Eppendorf cs6be
helyeztiik, és 0.2 % BSA tartalmi PBST-ben (PBS-BT) 2 o6rat szobahémérsékleten blokkoltuk.
4. Immunhisztokémia

A kiboncolt, blokkolt és fixalt szemeket éjszakan at (kb.18 h) inkubaltuk 4 °C-on PBS-
BT-vel megfeleld koncentraciora kihigitott elsddleges ellenanyaggal, majd 6tszor 20 percig
mostuk 6ket PBST-vel. Ezutan PBS-BT-vel megfelelé koncentraciora kihigitott fluoreszcens
masodlagos ellenanyagot helyeztiink rajuk, és 2-3 6ran at inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezt
kovetden ismét Otszor 30 percig mostuk oOket. A fluoreszcens festés utolsd Iépéseként
glicerin:PBS (1:1, majd 1:4) keveréket vagy ProLong Gold reagenst (#P36930, Thermo Fisher
Scientific) mértiink a mintakra. Igy a preparatumok mar targylemezre tehetdk, és fedélemezzel
lefedve mikroszkop alatt vizsgalhatok.

A kisérletek soran a kovetkez6 elsddleges ellenanyagokat hasznaltuk: patkany anti-FRL
(1:1000, Toth et al., 2022), nyul anti-dDAAM (R4) (1:500, Gombos et al., 2015), nyul anti-Zip
(1:200, Chougule et al., 2016), csirke anti-GFP (1:1000, #ab13970, Abcam), egér anti-Dlg
(1:100, 4F3, DSHB), egér anti-chaoptin (1:50, 24B10, DSHB), egér anti-Armadillo (1:500,
N27A1, DSHB), egér anti-a-catenin (1:100, DCAT-1, DSHB), egér anti-Cut (1:500, 2B10,
DSHB), patkany anti-DE-cadherin (1:100, DCad2, DSHB), patkany anti-N-cadherin (1:10,
DN-Ex#8, DSHB), egér anti-Talin (1:10, E16B, DSHB) és egér anti-Mys (1:100, CF.6G11,
DSHB).

Az elsédleges ellenanyag hasznalatat kovetden a megfeleld Alexa-488, Alexa-546 ¢s
Alexa-647 (1:600; anti-mouse Alexa 488, A-11001; anti-mouse Alexa 647, A-21235; anti-
chicken Alexa 488, A-11039; anti-rabbit Alexa 647, A-21245; anti-rat Alexa 488, A-11006;
anti-rat Alexa 647, A-21247; Thermo Fisher Scientific) fluoreszcens festékkel konjugalt
masodlagos ellenanyagokat hasznaltuk. Az aktin lathatova tételéhez Phalloidin-Alexa-488 vagy
Alexa-546 (1:50; Phalloidin-Alexa 488, A12379; Phalloidin-Alexa 546, A22283;
ThermoScientific Scientific) festéket hasznaltunk.

Megfelel6 Frl ellenanyag hianyaban sajat ellenanyagot készitettiink. Ehhez patkanyokat
immunizaltunk az Frl 687-1183. poziciéban levé aminosavait tartalmazo, tisztitott rekombinans
fehérjével. Szérumot gyiijtottiink a standard modszerek alapjan, és Western-blot segitségével
igazoltuk az ellenanyag specifitasat (Toth és mtsai, 2022).

5. Retina sejtszam szamolas

Ahhoz, hogy a vad tipusu és a formin kettds mutans mintdkban szdmszeriisiteni tudjuk a

kiilonb6z6 ommatididlis sejteket, eltérd ellenanyagokat alkalmaztunk. A lencsetermeld sejtek,

elsédleges, masodlagos és harmadlagos pigmentsejtek, valamint a szOrsejtek azonositasara DE-
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Cadherin-t hasznaltunk, mig a fotoreceptor sejteket chaoptin festéssel azonositottuk a szamolas
soran. Minden egyes genotipusnal legaldbb 7-10 retinat, 6sszesen/retinanként? legalabb 100
ommatidiummal szamoltunk le. ImagelJ/Fiji (Schindelin és mtsai, 2012) és Microsoft Excel
2016 szoftvereket alkalmaztunk a sejttipusok kvantifikalasahoz.

6. Live imaging, képanalizis és kvantifikacio

Az €16 mikroszkodpias felvételeket a Larson és mtsai (2008) altal leirt modon készitettiik
el. Minden felvétel 25 °C-on késziilt. 50 sikbol alloé Z-sorozatot vettiink fel 0,6 pm tavolsagra
egymastol. A képeket Huygens Professional (Scientific Volume Imaging B.V., Hilversum, The
Netherlands) ¢és Imagel/Fiji szoftverekkel dolgoztuk fel, a kiilonb6zé paraméterek
vizsgalatahoz pedig az ImagelJ/Fiji és Microsoft Excel 2016 szoftvereket alkalmaztuk.

Az interommatidialis sejteknek a teljes apico-bazalis sikban torténd nyomonkdvetése
érdekében mCD8::GFP-t expresszaltattunk 54C-Gal4 driver segitségével, lathatova téve igy a
masodlagos és harmadlagos pigmentsejteket. Dlg festést hasznaltunk a szeptalis junkciok (SJ),
anti-Cut ellenanyagot a lencsetermeld sejtek sejtmagjanak és a szorsejt komplexeknek a
jelolésére, valamint phalloidint az F-aktin lathatova tételére. Ez esetben a konfokalis Z-sorozat
0,14 um szelettavolsdgban késziilt, 90-100 optikai szeletet eredményezve minden mintanal. Az
interommatidialis sejtek alakjdnak korvonalazdsa és szinkddoldsa manudlisan tortént minden
egyes optikai szeletben, ami lehetdvé tette a sejtek alakjanak kovetését a retina apikalis rétegétol
egészen a bazalisig.

A DAAM ¢és FRL fehérjék kozotti kolokalizacid szintjének megallapitasa érdekében
meghataroztuk a Pearson-féle korrelacios koefficienst. A vizsgalatok soran a képeket a Nyquist
aranynak megfeleléen rogzitettiik, a detektorok teljes dinamikus tartomanyat hasznalva. A
kvantifikaciot megeldzden a képeket a Huygens Professional szoftver (Scientific Volume
Imaging) segitségével feljavitottuk. A Pearson’s korrelacios koefficienst a Fiji’s Coloc2 plugin
szoftver segitségével hataroztuk meg. Ahhoz, hogy a méréseket az IOC-kre korlatozzuk,
manualisan korvonalazott maszkoldsokat hasznaltunk.

A vad tipust és formin kettés mutans szemeknél az aktinintenzitds 0sszehasonlitisa és
kvantifikacioja érdekében a Phalloidin-Alexa-488 festést ugyanabban az Eppendorf csdben
végeztiik el minden genotipus esetén, hogy biztositsuk az azonos kisérleti koriilményeket. A
vad tipust és mutans szemeket fenotipus alapjan kiilonitettiik el. Az aktinintenzitas mérését a
szeleten 3 €s 6 um-rel az apikalis felszin alatt, egyenként) ImagelJ/Fiji szoftver segitségével egy
manualisan huzott vonal mentén, kovetve a sejt kortexet. Mintanként 5-10 szemet vizsgaltunk

meg, ¢s 60-70 sejtet mértiink meg minden egyes képen az apikalis vagy lateralis réteg
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aktinintenzitasanak Osszehasonlitdsahoz. A kapott értékeket ezutdn a hattérintenzitasok
atlagahoz normalizaltuk.

Az ommatidiumfuzios fenotipus szamszeriisitése érdekében a 48 oras mintakat anti-
chaoptin (24B10, DSHB) ellenanyaggal festettilk meg. Az elkésziilt konfokalis mikroszkopos
felvételeken pedig manualisan szdmoltuk meg a vad tipust és mutans ommatidiumokat az
Imagel/Fiji szoftver segitségével. Atlagosan 10-16 szemet vizsgaltunk meg genotipusonként
(legalabb 2 fiiggetlen festésbdl). Minden felvétel Zeiss LSM800 konfokalis mikroszkoppal
késziilt, 63x/NA 1,4 oil vagy 40x/NA 1,3 objektiv hasznalataval.

7. Statisztika és abrak

A statisztikai analizist Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
segitségével végeztik el. A D’Agostino—Pearson omnibus tesztet hasznaltuk az adatok
normalitasdnak megallapitasara. A szignifikancia szinteket Mann-Whitney teszttel (**** p <
0.0001) mértiik ki. Az dbrakat és a képeket Illustrator CS6 (Adobe) szoftverben készitettiik el.
A grafikus 3D rekonstrukciot Blender 3.5. (Stichting Blender Foundation, Amsterdam) szoftver

segitségével hoztuk létre.

AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Az izeltlabuak Osszetett szeme minden bizonnyal az ¢€l6vilag leggyakrabban hasznalt
fényérzékeld szerve. A preciz latds egy ilyen eszkdzzel az egyedi fényérzékeld egységek
tokéletes optikai elszigetelésén alapul, amit a pigmentsejtek valositanak meg. A Drosophila
szemben a pigmentet termeld haromfajta sejt egy kozel tokéletes méhsejt mintazatra
emlékeztetd racsszerkezetet hoz 1étre a lencsetermeld sejtek €s a fotoreceptor sejtek csoportjai
kozott. Ebben az elrendezddésben a pigmentsejtek elvalasztd rétegeket, vékony falakat
formalnak az ommatidiumok kdzponti sejtcsoportjai kozott, amelyek a fényérzékeld apparatust
tartalmazzak. A pigmentsejtekbdl formalodo vékony falak kialakulasaban és fennmaradasaban
kitlintetett szerepet jatszanak az IOC-k kozotti sejt-sejt kapcesolatok, amelyek képesek ezeket a
vékony falakat stabilan Osszetartani. Az elmult néhany évtized kutatasai sikeresen fényt
deritettek a sejtadhézid szabalyozéasanak lényeges mechanizmusaira az Gsszetett szemben is
nagy fontossagl, apikalis sejtkapcsolatok esetében, azonban a latero-bazalis kapcsolatok
kialakulasarol és szerepérdl joval kevesebb ismeretiink van. A PhD kutatdsi témamhoz
kapcsolddo kisérleteink soran egy olyan 1j, korabban még nem ismert szemfenotipust

megmutattuk, hogy az 10C-k lateralis rogzitésében kitlintetett szerepet jatszik két formin
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tipusu, aktin sejtvazat szabdlyozd fehérje, amelyek kulcsfontossagtiak a retina bazalis
rétegeiben megfigyelhetd sejtalak és sejt-sejt kapcesolatok kialakitdsaban egyarant.

A legtobb sejtben az aktin sejtvaz szabalyozasat tobb tucatnyi fehérje befolyasolja,
amelyek egy része hasonld molekularis funkcioval rendelkezik. Példaul a legtobb eukaridta
sejtben tobbféle formin tipusu aktin-Osszeszereld faktor fejezodik ki, amelyek a nem elagazé
aktin kotegek kialakulasahoz sziikségesek. A hasonlé molekularis aktivitas ellenére, a domén
Osszetétel és az aminosav szekvencidk alapos Osszehasonlitdsa utan a formin fehérjecsalad
tagjait elobb 7, késObb 9 alcsaladba soroltak (Higgs és Peterson, 2005; Pruyne, 2016). Bar
redundans formin funkciokra is vannak szakirodalmi példak, a szerkezeti kiilonbségekkel
Osszhangban szamos formin mutans esetében leirtak specifikus fenotipikus hatasokat is, még
azokban az esetekben is, amikor mas forminok is expresszalodnak az érintett sejtekben. Ezzel
ellentétben eredményeink azt jelzik, hogy a forminok két kiilonbozd alosztalyat képviseld
DAAM ¢és FRL fehérjék teljes mértékben képesek egymast helyettesiteni a Drosophila szem
fejlédése soran, ami egy szokatlanul egyértelmii esete a funkcionalis redundancidnak. A latero-

bazalis szemfejlodésben betoltott azonos funkcidjuknak megfeleléen, nagymértékben atfedd

crer

crer

mintazatukban. Sem a DAAM és frl egyes mutansok, sem a kettds mutansok nem befolyasoljak
az apikalis szemfejlddést, ezért valoszinii, hogy ezek a forminok nem sziikségesek a szem ezen
teriiletén. Mindemellett azt a lehetdséget sem tudjuk teljes mértékben kizarni, hogy az apikalis
sikokban a DAAM és/vagy az FRL egy vagy tobb masik forminnal t6lt be redundéans funkciot.
Tekintve, hogy az apikalis sejtteriileten szamos aktin struktara jelenlétét mutattak ki (Del
Signore és mtsai, 2018; Johnson és mtsai, 2008), tovabbi forminok jelenléte és sziikségessége
sem lenne meglepd felfedezés ezen a teriileten. Arra szamitunk, hogy az elkdvetkezd kutatasok
segitenek majd tisztazni ezt a kérdést a kozeljovoben.

A DRF formin szupercsaladba tartoz6 DAAM ¢és FRL fehérjék autoinhibicios
mechanizmus révén szabalyozodnak, ami Rho-tipusi GTPazok kotddésének hatasara
megbomlik, és ezaltal a forminok aktiv allapotba keriilnek. Ezzel a mechanizmussal
Osszhangban, a genetikai interakcios vizsgalataink egyértelmiien azt jelezték, hogy a Cdc42
hianya nagyon hasonlé6 ommatidiumfuzios fenotipust eredményezett, mint amit a DAAM,; frl
funkcidvesztés esetében tapasztaltunk, ami egyértelmiien a latero-bazalis szemmintazat

kialakitasahoz kapcsolja a Cdc42-t. Ezt az elképzelést timogatjdk azok a korabbi megfigyelések
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is, amelyek in vitro kélcsonhatast mutattak ki a Cdc42 és az FRL kozott, valamint genetikai
kolcsonhatast igazoltak az frl és a cdc42 kozott az ommatidiumrotacioval és az axonok
navigalasaval osszefliggésben (Dollar és mtsai, 2016). A Rho-tipusu kis GTPazok a sejtvaz-
atrendez0dések  kulcsfontossdgii  szabalyozo6i, beleértve azokat is, amelyek a
sejtalakvaltozasokkal és a sejtadhézidval kapcsolatosak (Etienne-Manneville és Hall, 2002;
Fukata és Kaibuchi, 2001), és a forminok tudvalevdleg a legfontosabb Rho effektor fehérjék
kozé tartoznak (Kithn, 2014). Példaul a Dial-r6l egy human mellrak epitél sejtvonalban
(Carramusa és mtsai, 2007) és Drosophilaban (Homem és Peifer, 2008) megmutattak, hogy
részt vesz az adhézids kapcsolatok Rho-fliggd szabdlyozasdban, az FMNL2-r61 human
MCF10A sejtekben pedig azt talaltak, hogy a Rac1-t61 downstream hatva elésegiti az adhézios
kapcsolatok kialakulasat (Grikscheit és mtsai, 2015). A Cdc42 és az FMNL3 egyiittmiikodik
endotélialis sejtekben (Richards és mtsai, 2015) és a sebgydgyulds folyamataban (Rao és
Zaidel-Bar, 2016), valamint a Cdc42-r61 és a DAAM-1dl ismert, hogy egyiittmiikodnek a
(Vogler ¢és mtsai, 2014). Mig ezek a tanulmanyok az apikalisan lokalizalodé adhézios
kapcsolatokra fokuszaltak, a DAAMI1-rdl kimutattak, hogy RhoA-fliggd mddon vesz részt a
lateralis sejtkapcsolatok stabilizalasaban egér EpH4 sejtvonalban (Nishimura és mtsai, 2016).
Mindezek alapjan logikusnak latszik, hogy a babszemben a Cdc42/DAAM/FRL modul egyik
morfogenezisében valo részvétel nem csak a forminok, hanem a Cdc42 vonatkozasaban is egy
uj funkcionak tekinthet6 a Drosophila babszem fejlédésében. Ez a szerep ugy tiinik, hogy eltérd
szabalyozodja a DE-Cadherin endocitozisanak elésegitése révén (Warner és Longmore, 2009a),
mig az IOC-k latero-bazalis membranjaiban a Cdc42 egyértelmiien a sejtkapcsolatok
kialakitasat és/vagy fenntartasat segiti eld.

A menekitési €s az RNS1 kisérleteink megmutattdk, hogy a DAAM és az FRL funkcidjara
specifikusan az 10C-kben van sziikség a szemben, mig mas sejttipusokban nincs vagy nem
esszencialis a szerepilk. Ami a pigmentsejteken beliili szerepet illeti, ott egy kettds funkciot
figyeltiink meg, ami részben a laterélis sejtkapcsolatokhoz kothetd, részben pedig a sejtalak
kialakitdsahoz ¢és fenntartdsahoz a retina lateralis és bazalis rétegeiben. Egy egyedi
jellegzetessége a formin funkcidvesztéses fenotipusnak, hogy mind az apikalis AJ kapcsolatok,
mind az 10C-k bazalis laminahoz val6 kapcsolata megmarad, mig az AJ-k és a bazalis lamina
kozotti teriileten az SPC-k gyakran nem képesek stabilan kapcsolodni a saroksejtekhez (TPC-k
¢és BC-k). Ezzel ellentétben a retina legbazalisabb részén az 10C-k kiteriil6 ,,talpai” képesek
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kapcsolodni egymashoz, és biztositjak a kdzel tokéletes bazalis lezarast, attol fliggetleniil, hogy
gyakran szabdlytalan sejtalakot vesznek fel, és olyan szokatlan kapcsolatokat hoznak 1étre,
amik a vad tipusban nem figyelhetdk meg. Amennyiben tehat ezt a fenotipust a retina teljes
apiko-bazalis tengelye mentén értelmezziik, lathatjuk, hogy az apikalis sejtkapcsolatok
nagyrészt épnek tlinnek, de a laterdlis kontaktusok a SPC-k és a saroksejtek kozott
elromolhatnak, csaknem rogton az adhézids kapcsolatok teriilete alatt, egészen az 10C-k
bazalisan kiteriil6 régiojaig, ahol Gjra sikeresen kapcsolodnak egymassal €s a bazalis laminaval.
Annak ellenére, hogy képes bazalis sejtkapcsolatokat kialakitani, a retina bazalis része sulyosan
érintett a forminok hidnyaban, a kiszélesedo részek alakja és elrendezése jelentdsen eltér a vad
tipustol. Mivel a megfeleld lateralis kapcsolatok nélkiil az 10C-k bazalis részei képesek
kapcsolodni a bazalis lamindhoz, és bizonyos mértékben egymashoz is, ezért felmeriil a kérdés,
hogy vajon a lateralis és bazalis mintazatot érinté defektusok fiiggetlenek egymastol, vagy a
bazalis defektusok a lateralis defektusok kozvetett kovetkezményei, esetleg ugyanez forditva.
Miutan a vad tipus esetében a retina bazalis részén az IOC ,talpak” egy meglehetdsen bonyolult
mintat alkotnak, valésziniinek tartjuk, hogy a DAAM ¢és az FRL ezen a teriileten specifikus
aktin halozatok kialakulasat segiti eld, amelyek a retina bazalis részének a fejloddéséhez
sziikkségesek, mig az apikalisabb szubcellularis régidkban a lateralis sejtkapcsolatok
stabilizalasahoz sziikséges aktinkdtegeket hoznak 1étre. Ily modon kiillonboz6 aktin haldézatok
jarulndnak hozza a bazalis és a lateralis funkciok ellatdsahoz, ami az indirekt hatést teszi
kevésbé valosziniivé.

Az aktin szabéalyozéasban jol ismert formin funkcidknak megfeleléen, a szem latero-
bazalis terliletein csokkent kortikalis aktinszintet figyeltink meg. Mivel a formin-fliiggd
ommatidiumfizios fenotipus érzékeny a miozin Il fehérje szintjére, és a Zip hianya énmagaban
is ommatidiumfuziot eredményez, a DAAM és az FRL altal szabalyozott kortikalis aktin
alpopuléacio valdsziniileg kontraktilis lehet, ahogy ezt mas, sejtadhézidhoz kothetd aktin
halozatokrol is leirtak mar korabban (Harris és Tepass, 2010; Mege ¢€s Ishiyama, 2017). Ezek
alapjan ugy gondoljuk, hogy a DAAM ¢és az FRL elsddleges feladata a megfeleld
sejtkapcsolatok 1étrehozésa és fenntartasa az IOC-k kozott, a sejtalakra gyakorolt hatas pedig a
cellularis  kapcsolatok  elvesztésének kozvetett kovetkezményeként —magyardzhato.
Mindazonaltal az I0C-k egy kiilonleges sejtalakot mutatnak, ami sziikséges ahhoz, hogy
nagyon vékony falakat alakitsanak ki az ommatidialis klaszterek kdzponti sejtjei kdzott és alatt.
Azt gondoljuk, hogy az ilyen egyedi és kiilonleges sejtalakok képzddéséhez és fenntartasdhoz
mindenképpen sziikség van kiillonb6zé sejtvaz  alkotorészekre, elsdsorban aktin

filamentumokra. Ennek megfelelden, az apikalis junkcionalis teriileteken mar tobb kortikalis €s
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citoplazmatikus aktin populacio szerepét leirtak az I0OC-k fejlédésében (DeAngelis és mtsali,
2020; Del Signore ¢és mtsai, 2018). Sajat vizsgélataink a latero-bazalis régidoban a kortikalis
aktin filamentumok fontossdgara utalnak, azonban mas, citoplazmatikusnak mutatkozo6 aktin
halozatot nem sikeriilt azonositanunk. Elképzelhetonek tartjuk, hogy a megfeleléen
szervez6dott kortikalis aktin struktirak taldn elegenddek lehetnek a lateralis sejtadhézios
kapcsolatok, és igy az SPC-k altal formalt vékony falak kialakitasdhoz a szem lateralis
joval nehezebbnek tiinik 6sszhangba hozni kizardlag kortikalis aktinfliggd mechanizmusokkal.
Kovetkezésképpen, valoszinlibbnek latszik, hogy technikai okok akadalyozzdk azoknak a
citoplazmatikus aktin populacidknak a detektalasat, amelyek sziikségesek a megfeleld sejtalak
kialakulasahoz a retina bazalis részén. Az alternativ lehet6ség az lehet, hogy a citoplazmatikus
nyomas szabalyozasa a kulcsfaktor az IOC-k bazalis részében, és a kortikalis aktin
ellenallasanak szabalyozasa az SPC-kben, de nem a TPC-kben és BC-kben, elegend6 az IOC-
k bazalis alakjanak a meghatarozdsdhoz. Habar nyilvanvaldan tovabbi kisérletek sziikségesek
ezeknek a kérdéseknek a tisztazasahoz, bizunk benne, hogy az altalunk leirt, Gj, forminfiiggd
szemfenotipus Vizsgalatanak eredményei nagyon hasznos kiindulépontnak bizonyulnak a

babkori szemfejlédés haromdimenzios vonatkozasainak jobb megértéséhez.

OSSZEFOGLALAS

A Drosophila osszetett szeme évtizedek oOta a fejlodésgenetikai vizsgalatok egyik
kedvenc modellrendszere. Ennek a szemnek a fejlédése kivalo példa arra, hogy hogyan alakul
at egy kétdimenzids epitélium egy komplex haromdimenzids struktirava, egy fényérzékelésre
képes funkcionalis szovetté. A folyamat soran az epitélidlis monolayert alkotd szemdiszkusz
sejtek elobb kiilonbozo sejttipusokka differencidlodnak, majd azok sejtcsoportokba rendezddve
alakvaltozdsokon mennek keresztiil, és néhany nap alatt kialakul a kb. 7-800 egységnyi szembdl
(ommatidiumbol) all6 Gsszetett szem. Az Osszetett szemek esetében a preciz latas egyik fontos
clofeltétele az egységnyi szemek optikai elszigetelése egymastol, amit a pigmentsejtek
biztositanak. Ezek a sejtek egy hatszdgletli, méhviaszszerii racsszerkezetet alakitanak ki a
Drosophila szemben, vékony falakat formalva a facettak kdzott, ami miatt interommatidialis
sejteknek (IOC) is nevezziik Oket. Az apikalisan és latero-bazalisan lokalizalodo sejtadhézios

komplexeknek nélkiilozhetetlen szerepe van abban, hogy a pigmentsejtek stabilan és
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hézagmentesen kapcsolddjanak egymashoz €és a bazalis laminahoz, ami a tokéletes optikai
szigetelés alapfeltétele.

PhD munkam soran a formin tipust aktin sejtvazat szabalyozé fehérjék funkcionalis
vizsgalataba kapcsolédtam be. Mig a human genomban 15 formin gént ismeriink, az
ecetmuslicaban 6 formin gén talalhat6, amelyek nagyfoku evolucios konzervaltsdgot mutatnak
DNS-, illetve fehérjeszekvencia és fehérjeszerkezeti szinten is. Csoportunk és masok korabbi
eredményei alapjan tudhato, hogy a forminok hozzajarulnak a trachea, az embrionalis, a larvalis
¢s az adult idegrendszer, az izmok ¢és az ovarium fejlodéséhez, és sziikségesek a korai embriok
cellularizaciojahoz is. Mindezeken tuil, a forminok neuronalis funkcioinak vizsgélata soran azt
talaltuk, hogy a DAAM; frl formin kett6s mutans allatoknak rogds szeme van, ami szemfejlédési
hibara utalhat. Tekintve, hogy a sejtvaz szabalyozasnak fontos szerepe van a szemfejlédésben,
de a forminok hozzajarulésat ehhez a folyamathoz korabban nem irtak le, elhataroztuk, hogy
részletesebben is megvizsgaljuk ennek a két forminnak a szemfejlédésben betoltott szerepét.

Kisérleteim soran a DAAM esetében az Ex4 alléllal dolgoztam, ami egy homozigota
¢letképes, PB izoformara specifikus, protein null mutans. Az FRL esetében a CRISPR/Cas9
rendszer segitségével allitottam el egy null mutanst (frl*°). Ezeken kiviil RNSi vonalakat is
hasznéltam az eredmények megerdsitése érdekében, illetve a szemsejtspecifikus kisérletek
soran. Annak érdekében, hogy megértsiik milyen sejtes mechanizmusok allnak a formin kettds
mutansokban megfigyelhetd szemfenotipusok hatterében, elvégeztilk a mutansok fejlodési
feltarta, hogy a formin mutdnsok esetében mar a 24 6ras babszemekben is eltérések vannak az
ommatidiumok alakjaban ¢€s a sejtek elrendez6dési mint4jaban. Legfontosabb megfigyelésiink,
elrendezddése és a sejtek alakja még kozel vad tipusunak mutatkozik, de a lateralis régioban a
pigmentsejtek gyakran elvalnak egymastol és a szabalyos racsszerkezetiik megbomlik.
Ezenkiviil a bazalis régio sejtes szervezddése is teljesen abnormalisnak mutatkozik, mert a
pigmentsejtek bazalis mintazata szabalytalanna valik a vad tipustol eltérd sejtalak és sej-sejt
kapcsolatok, tovabba az axonkilépési pontok szabalytalan elrendezddése miatt. Mivel a DAAM
és frl egyes mutansok szeme teljesen vad tipust, mig a kettés mutansok szemfenotipusa jol
menekithetd barmelyik formin szemspecifikus kifejezésével, egyértelmiien levonhatjuk a
kovetkeztetést, hogy a DAAM ¢és FRL forminok egymadssal redunddns médon jarulnak hozzé a
pigmentsejtek alakjanak és sejtkapcsolatainak a meghatarozasahoz a szem lateralis €s bazalis

mindkét fehérje erdsen felhalmozodik az IOC-k bazalis membranjaban és részleges
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kolokalizaciot mutatnak a pigmentsejtek lateralis membranjaban is. A fenotipusanalizis és a
fehérjelokalizacios adatok egylittesen azt jelezték, hogy a DAAM ¢és az FRL redundéans
funkciojara csak a pigmentsejtekben van sziikség a normalis szemfejlodés soran, és ezzel
Osszhangban az frl pigmentsejt-specifikus csendesitése DAAM mutans hattéren nagyon hasonld
latero-bazalis IOC defektusokat okoz, mint amelyek a kettés formin mutansokra jellemzoek.

Korabbi vizsgalatok alapjan a forminok az aktin sejtvdzat szabdlyozd fehérjék kozé
tartoznak, ezért megvizsgaltuk, hogy az aktinnal val6 kolcsonhatasra és aktin polimerizaciora
képtelen formin mutdnsok is képesek-e menekiteni a kettés mutansokra jellemzo
szemfenotipust. Eredményeink alapjan a forminok aktin polimerizald képessége egyértelmiien
sziikséges a pigmentsejtek megfeleld fejlodéséhez. A vad tipust és a mutans szemek aktin
eloszlasi mintazatat Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy az IOC-k kortikalis teriiletén
Iényegesen alacsonyabb az aktin felhalmoz6das mértéke a forminok hidnyaban a szem apikalis,
lateralis és bazalis sikjaiban is. A csokkent aktinszinten tul jellemzd, hogy a mutans szemekben
sokkal kevésbé folytonos az aktin kortikalis eloszlasa, mint a kontrolban.

A DAAM ¢és az FRL mindketten a forminok tn. DRF (diaphanous related formin)
alcsaladja tartoznak, amelyekrdl ismert, hogy Rho tipusi GTPazok szabalyozzdk az
aktivitasukat. Genetikai kolcsonhatdsok vizsgalataval megallapitottuk, hogy az Osszetett
szemben a Cdc42 lehet a DAAM és az FRL legfontosabb aktivatora, amit az is megerdsitett,
hogy a Cdc42 csendesitése és egy hipomorf allélja 6nmagaban is a formin kettés mutansokhoz
hasonl6 ommatidiumfuiziés fenotipust mutatott. Predikcionknak megfeleléen, a Cdc42 fehérje
erds felmalmozdodast mutat a pigmentsejtek kortikalis membranjai mentén. Ezek az eredmények
egylittesen azt jelezték, hogy a Cdc42 altal szabalyozott forminok olyan aktin filamentumok
képzddeését segitik eld a pigmentsejtek lateralis €s bazalis membran doménjeiben, amelyek a
megfeleld sejtadhézios kapcsolatok kialakuldsdhoz és/vagy fenntartasdhoz sziikségesek. Mivel
a sejtadhézids kapcsolatok dinamikus 4trendezddése legtobbszor kontraktilis aktinstruktirdkon
alapul, megvizsgaltuk a nem-izom Miozin II szerepét is a fejlddd babszemben. Azt taléltuk,
hogy a Miozin l1-t érinté mutacié dominans genetikai interakciot mutat a formin mutansokkal,
¢és a Miozin Il IOC-specifikus csendesitése hasonlo latero-bazalis pigmentsejt alak és adhézios
fenotipusokat eredményez, mint a forminok hidnya. Mindezek alapjan azt gondoljuk, hogy a
DAAM ¢és az FRL altal szabéalyozott kortikalis aktin alpopulaciok Osszehtizodéasra képes
sejtvazelemeken keresztiil jarulnak hozza a lateralis sejtadhézios kapcsolatok €és a bazilis
sejtalak meghatarozasahoz.

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy a PhD kutatasi témamhoz kapcsolodo kisérleteink

soran egy olyan 1j, korabban még nem ismert szemfenotipust figyeltiink meg, ahol sériil az IOC
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sejtek lateralis adhézidja €s bazalis elrendezddési mintaja is. Muténs analizissel megmutattuk,
hogy a DAAM ¢és FRL sejtvazszabalyozd fehérjék redundans szerepet jatszanak a retina
lateralis és bazalis rétegeiben a sejtalak és a sejt-sejt kapcsolatok kialakitdsdban. Azt is
bizonyitottuk, hogy ez a két formin a Cdc42 kis GTPazzal egyiittmikodve szabalyozza a
hogy a DAAM ¢s az FRL els6dleges funkcidja a megfeleld sejtkapcsolatok létrehozasa és
fenntartasa az [OC-k kozott, ami dontd hatassal van a sejtalak meghatarozésara is. Nyilvanvalo,
hogy az 10C-k kiilonleges sejtalakot mutatnak, ami sziikséges ahhoz, hogy nagyon vékony
falakat alakitsanak ki az ommatidialis klaszterek kézponti sejtjei kozott és alatt. Azt gondoljuk,
hogy az ilyen egyedi ¢és kiilonleges sejtalakok képzddéséhez és fenntartdsdhoz valoszintileg
tobb, kiilonbozo tipust sejtvazelemre is sziikség van. Annak ellenére, hogy eddigi vizsgalataink
a latero-bazalis régioban a kortikalis aktin filamentumok fontossagara utalnak, feltételezhetd,
hogy a kortikdlis vazelemeken kiviil citoplazmatikus aktin haldzatok is sziikségesek a
pigmentsejtek egyedi alakjanak a kialakitdshoz. Bar ennek a kérdésnek a tisztdzasa tovabbi
kisérleteket igényel, bizunk benne, hogy az altalunk leirt 0j, formin-fiiggé szemfenotipus
vizsgalata nagyon hasznos kiindulépontnak bizonyul a bab szemfejlédés 3 dimenzids

aspektusainak jobb megértéséhez.

SUMMARY

The Drosophila compound eye has been one of the favorite model systems for
developmental genetic studies for decades. The development of this eye is an excellent example
to demonstrate how a 2-dimensional epithelium can transform into a complex 3-dimensional
structure, a functional tissue capable of sensing light. During the process, the eye disc cells that
make up the epithelial monolayer, first differentiate into different cell types, than they are
organized into cell groups and undergo cell shape change. Within a few days the compound eye
consisting of approximately 7-800 units (called ommatidiums) is formed. In case of the
compound eyes one of the most important requirement for precise vision is the optical isolation
of the unit eyes from each other, which is provided by the pigment cells. These cells form
hexagonal, honeycomb-like lattice structure in the Drosophila eye, forming thin walls between
facets, which is why they are also called interommatidial cells (I0Cs). The apically and latero-

basally localized cell adhesion complexes play essential role in the stable and gap-free
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connection of pigment cells to each other and to the basal lamina, which is the basic condition
for perfect optical insulation.

During my PhD work, I was involved in the functional investigation of formin-type actin
cytoskeleton regulatory proteins. While 15 formin genes are known in the human genom, there
are only 6 formin genes in the fruit fly, which show a high degree of evolutionary conservation
at the DNA and protein sequence and structural levels. Based on our results and those of other
groups, formins contribute to the development of the trachea, embryonic, larval and adult
nervous systems, muscles and ovary, and they are required to the cellularization of early
embryos. Above all, during examination of the neuronal function of formins, we found that
DAAM,; frl double-mutant flies have rough eye which indicates a defect in eye development.
Considering that the cytoskeleton has a fundamental role in eye development, but the
contribution of formins to this process has not been previously described, we decided to
investigate the role of these two formins in eye development in more detail.

During my experiments, in the case of DAAM, | worked with the Ex4 allele, which is a
homozygous viable protein null mutant specific for the PB isoform. In the case of FRL, | created
a null mutant (fr1%°) by using the CRISPR/Cas9 system. In addition to these, | also used RNAI
lines in order to confirm the results. In order to understand the cellular mechanisms underlying
the eye phenotypes observed in formin double mutants, we performed a developmental analysis
of the mutants with markers indicating the general morphology of the eye and cell types. This
series of experiments revealed that in the case of formin mutants, there are already detectable
differences in the shape of the ommatidium and in the arrangement pattern of the cells even in
the 24-hour pupal eyes. Our most important observation is that, moving along the apico-basal
axis in the apical region of the eye, the arrangement of the ommatidia and the shape of the cells
are still almost wild-type, but in the lateral region the pigment cells often separate from each
other and their regular grid structure is broken. In addition, the cellular organization of the basal
region is also completely abnormal, as the basal pattern of the pigment cells becomes irregular
due to the cell shape and cell-cell connections different from the wild type, as well as the
irregular arrangement of the axon exit points. Since the eyes of some DAAM and frl mutants
are completely wild-type, while the eye phenotype of the double mutants can be easily rescued
by the eye-specific expression of either formin, we can clearly conclude that DAAM and FRL
formins contribute redundantly to the determination of the shape and cellular connections of
pigment cells in the lateral and basal regions of the eye. This conclusion is also supported by
the expression pattern of the two formin proteins, because both proteins strongly accumulate in

the basal membrane of 10Cs and show partial colocalization in the lateral membrane of pigment
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cells as well. Together, phenotypic analysis and protein localization data indicated that the
redundant function of DAAM and FRL is required only in pigment cells during normal eye
development. Consistent with this, pigment cell-specific silencing of frl in a DAAM mutant
background results in latero-basal 10C defectsvery similar to those characteristic of double
formin mutants.

Based on previous studies, formins belong to the regulatory proteins of the actin
cytoskeleton, so we investigated whether formin mutants incapable of actin interaction and
polymerization are also able to produce the eye phenotype characteristic of double mutants.
Based on our results, the actin polymerization ability of DAAM and FRL is clearly necessary
for the proper development of pigment cells. By comparing the actin distribution pattern of
wild-type and mutant eyes, we found that the degree of actin accumulation in the cortical area
of the 10Cs is significantly lower in the absence of formins also in the apical, lateral and basal
sections of the eye. In addition to the reduced actin levels, the cortical distribution of actin in
the mutant eyes is much less continuous than in the control.

DAAM and FRL both belong to the formin DRF (diaphanous related formin) subfamily,
members of which are known to be regulated by Rho-type GTPases. By examining genetic
interactions, we determined that Cdc42 may be the most important activator of DAAM and
FRL in the compound eye, which was confirmed by the fact that Cdc42 silencing and a
hypomorphic allele alone showed an ommatidium fusion phenotype similar to formin double
mutants. In accordance with our prediction, the Cdc42 protein shows a strong accumulation
along the cortical membranes of pigment cells. Together, these results indicated that Cdc42-
regulated formins promote the formation of actin filaments in the lateral and basal membrane
domains of pigment cells, which are necessary for the formation and/or maintenance of
appropriate cell adhesion contacts. Since the dynamic reorganization of cell adhesion
connections is mostly based on contractile actin structures, we also investigated the role of non-
muscle Myosin Il in the developing pupal eye. We found that a mutation affecting Myosin 11
shows a dominant genetic interaction with formin mutants, and 10C-specific silencing of
Myosin |1 results in a latero-basal pigment cell shape and adhesion phenotypes similar to that
seen in the absence of formins. Based on all of this, we think that the cortical actin
subpopulations regulated together by DAAM and FRL contribute to the determination of lateral
cell adhesion connections and basal cell shape through contractile cytoskeletal elements.

In summary, it can be said that during our experiments we observed a new, previously
unknown eye phenotype, where the lateral adhesion and basal arrangement pattern of the IOC

cells are damaged. Through mutant analysis, we showed that the cytoskeleton regulatory
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proteins DAAM and FRL play a redundant role in the formation of cell shape and cell-cell
connections in the lateral and basal layers of the retina. We also demonstrated that these two
formins cooperate with the small GTPase Cdc42 to regulate the adhesion of pigment cells
through the cortical actin cytoskeleton. Our results suggest that the primary function of DAAM
and FRL is to create and maintain proper cell connections between 10Cs, which also has a
decisive effect on the determination of cell shape. It is clear that IOCs show a special cell shape,
which is necessary to develop very thin walls between and below the central cells of the
ommatidial clusters. We believe that the formation and maintenance of such unique and special
cell shapes probably require several different types of cytoskeletal elements. Despite the fact
that our studies so far indicate the importance of cortical actin filaments in the latero-basal
region, it can be assumed that in addition to cortical skeletal elements, cytoplasmic actin
networks are also necessary for the formation of the unique shape of pigment cells. Although
the clarification of this question requires further experiments, we are confident that the analysis
of the new formin-dependent eye phenotype we described will prove to be a very useful starting
point for a better understanding of the 3-dimensional aspects of pupal eye development.
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