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Bevezetés

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, €s ott dsszeolvadva kialakitjadk a megfeleld szerveket. Ezekben a szigortian
szabalyozott folyamatokban bekovetkezett hibdk olyan fejlodési rendellenességekhez
vezethetnek, mint a nyitott gerinc vagy a farkastorok. Kutatasainkkal azokat a stratégiakat
szeretnénk megismerni ¢és megérteni, amiket az ¢élolények alkalmaznak a hdmnyilasok
bezarasahoz. Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) fejlédé embridja alkalmas modellt
kinal a kozépvonali 6sszenovések €s a sebzarodasi folyamatok soran lezajlo molekularis, illetve
sejt- és szovetszintli valtozasok in vivo vizsgalatahoz. Az ecetmuslica egyedfejlodése soran
ugyanis az embri6 hatan egy nyilas alakul ki, amelyet a két oldalso egyrétegli hAmlemez a hati
kozépvonal mentén bezar. Hasonlé mechanizmussal megy végbe a sebzarodas is.

A sebzarodasban és a hati zarédasban egyarant fontos szerepet kap a sejtvaz— az aktin
¢s a mikrotubulus (MT) hal6zat dinamikus atrendezddése. A hati zarddas soran a ham
legdorzalisabb sejtjei (DME) egy sorba rendez6dnek és kialakul egy vezet6 ¢l. A DME sejtek
aktint és miozint halmoznak fel, ezaltal kialakul egy szupracellularis aktomiozin gytliri, ami a
hati lyukat koriilveszi. Késobb a DME sejtek dorzalis felszinén aktinalapu sejtnyulvanyok—
filopodiumok és lamellipédiumok— jelennek meg. Ezek a sejtnytalvanyok az 0j sejtkapcsolatok
szegment specifikus kialakulasat biztositjak a szemben 1év6 hamsejtek kozott.

A hati zarodast végrehajto sejtvazelemek koziil eddig féként az aktinvazat vizsgaltak, a
MT-vaz szerepérdl azonban nagyon keveset tudunk. Ismert, hogy a zar6déast megelézden a
hamsejtekben a MT-ok rendezetleniil helyezkednek el. A hati zarddas elején ez a rendezetlen
MT-vaz felbomlik és a MT-ok a sejt hossztengelyével parhuzamosan stabil kotegekbe
rendezédnek el. A MT-ok atrendezddése elsdként a DME sejtekben indul meg és késébb a
lateralisabban elhelyezkedd hamsejtekre is kiterjed. A MT kdotegek stabilak, de az ket felépitd
egyedi MT-ok dinamikusan lebomlanak és Wjra polimerizalodnak. A  dinamikus
mikrotubulusok a sejtek dorzalis felszinén belendnek a lamellipodiumokba ¢és a
filopddiumokba, ami arra utal, hogy a sejtnek ezeken a részein a két sejtvazelem szorosan
egylttmikodik. A zarddas befejeztével a rendezett MT kotegek lebomlanak és a hamsejtekben

ismét rendezetlen MT eloszlas alakul ki.



Ceélkituzeések

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 mikroszkdpia 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 mikroszkop alkalmazasaval 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.



Alkalmazott modszerek

e RNS interferencian alapulé in vivo video mikroszkopiaval kombinalt funkciovesztéses
szlrés
— A kivalasztott génekre specifikus, kettds szali RNS-eket terveztiink és szintetizaltunk
in vitro transzkripcié modszerével.
— A géneket a kettds szalit RNS-ek korai Drosophila embriokba torténé injektalasaval
csendesitettiik.

— A csendesités hatasat in vivo fluoreszcens vide6é mikroszkopiaval kdvettiik nyomon.

e Uj funkcidvesztéses shot mutans allél (shot?Z9C) létrehozasa CRISPR/Cas9 (clustered
regularly interspaced short palindromic repeate) genomszerkesztési modszer segitségével
— A shot génre specifikus chiRNS-eket terveztiink és expresszios vektorba klonoztuk.
— A delécio eldallitasahoz két kiilonb6zo chiRNS-t kifejez6 plazmidot injektaltunk korai
Drosophila embriokba.
— A deléci6 izolalasahoz a shot 16kuszt lefedd, nagyméretii deficiencia felhasznalasaval
komplementacios analizist végeztiink el.

— A delécid jelenlétét DNS-szekvencia meghatarozassal igazoltuk.

e Immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk meg a vad tipusu és kiillonboz6 shot mutans

hamsejtek MT-vazanak felépitését.

e FRAP (fluorescent recovery after photobleaching) analizissel tanulmanyoztuk a MT-ok

dinamikus tulajdonsagait.

e A MT-ok “+” vég dinamikajat, valamint a Shot fehérje aktinvdz miikodésében jatszott

szerepét in vivo videomikroszkopiaval kovettiik nyomon.

e A shot gén részletes szerkezet-funkcio analizisét szovetspecifikus menekitési kisérletek
végrehajtasaval végeztiik el.



Eredmények

hati zarodasban résztvevd, MT-koté gének azonositasara iranyuld, RNS interferencian
(RNSi) alapuld in vivo video mikroszkopiaval kombinalt funkcidovesztéses sziirésbol
azonositottuk a short stop (shot) shot gént. A shot gén csendesitése abnormalis dinamikaja
hati zarodast okozott. A shot mutans fenotipusanak kvantitativ elemzésével kimutattuk,

hogy a shot gén funkcioja esszencialis a hati ham cipzarozodasahoz.

Az embrionalis hati zaroédas folyamatan kiviil a Drosophila Shot fehérje egyéb fejlodési
folyamatok, mint az embrionalis sebzarodas vagy a feln6tt tor zarodasa a metamorfozis alatt
szabalyozasaban is részt vesz, ami a hamzarodasi folyamatokban betoltott altalanos szerepét

bizonyitja.

CRISPR/Cas9 genomszerkesztési modszer segitségével elballitottunk egy Uj
izoformaspecifikus shot mutans allélt, amelybdl deletaltuk a shot gén MT-kotésért felelés
doménjeit. Az ujonnan izolalt shot allélt shot?ESC-nek neveztiik el. A Shot*ESC fehérjébdl

hianyoznak a MT-kotésért felelds: EF-hand, Gas2 és CTD funkcionalis domének.

A shot gén szerepének magyarazatara a hati zarédasban izoforma-specifikus mutans allélok
fenotipusat vizsgaltuk meg. Az eredményeket pedig transzgenikus menekitési kisérletekkel
tamasztottuk ala. A mutansanalizis és a menekitési kisérletek egylittesen azt jelzik, hogy a
Shot aktink6té CH1, és a MT-koté Gas2 doménjére egy fehérjemolekulan beliil van sziikség
a normalis dinamikaju hati zarddashoz és a Shot fehérje az aktin- és a MT-vaz

keresztkotésével iranyitja a hati zarddas cipzarozddasi fazisat.

A MT-ok dinamikus tulajdonsagait FRAP analizissel vizsgaltuk meg, amibdl kideriil, hogy
a Shot fehérje a dinamikus MT-okra van hatassal, hianyaban fokozoédik a MT-ok
novekedésének sebessége, de a novekedés iranya nem valtozik. A Shot fehérje a DME
sejtekben 1év6 dinamikus MT-ok stabilizalasan keresztiil hat a MT vaz kialakulasara a hati

zarodas soran.

Immunfestéssel vizsgaltuk meg a MT vaz elrendez6dését izoforma-specifikus shot mutans
hamsejtekben, az eredményeket pedig a teljes hosszusagna, illetve csonkolt

doménszerkezetli GFP jelolt fehérjékkel elvégzett menekitési kisérletekkel egészitettiik ki.



Eredményeink szerint a Shot fehérje M T koto aktivitasa sziikséges, de nem elégséges a MT-
ok stabilizalasahoz és a Shot aktin koto képességére is sziikség van ebben a folyamatban. A
Shot fehérje MT-koto €s az aktinkotd aktivitasara egy fehérje molekulan beliil van sziikség
a normalis MT vaz kialakitasahoz. Eredményeink arra utalnak, hogy a Shot fehérje az
aktin/MT keresztkotésével biztositja a helyes MT-vaz miikodést a hati zarodas

cipzarozodasi fazisdban.

A MT-vaz helyredllitdsa nem elegendd a normalis dinamikaji hati zarédashoz, tehat a Shot
fehérje tovabbi funkcidira is sziikség van. llyen funkcié lehet a Shot fehérje aktinvaz
mikodésében jatszott szerepe, ezért megvizsgaltuk az aktin felhalmozddast és a
filopodiumok kialakulasat a vezetd élben. Eredményeink azt igazoljak, hogy a Shot fehérje
részt vesz a filopodiumok kialakuldsdnak szabalyozasdban €s ezen keresztiil hat a hati

zarodasra.



Osszefoglalas

Kisérleteink célja a hamzarddasi folyamatok soran lejatszodo sejtvazatrendezddések
alapmechanizmusainak megismerése volt az evoliciésan konzervalt Spektraplakin fehérjék
csaladjaba tartozo shot gén funkcionalis jellemzésén keresztiil. A Shot fehérje a sejtvaz egyik
kulcsfontossagii szerkezeti eleme. A sejtalak megvaltozdsdhoz sziikséges sejtvaz-
atrendezddéseket iranyitd folyamatokban vesz részt. Eredményeinkkel sikeriilt bizonyitani,
hogy a Shot az N-terminalis aktinkotd doménje és a C-terminalis MT-koté6 doménjei
segitségével a sejtnylilvanyokban az aktinfilamentumok és a MT-ok keresztkotését végzi és a

dinamikus MT-ok stabilizalasan keresztiil hat a MT vaz kialakulasara a hati zar6das soran.
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