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1. ELOSZO ES KOSZONETNYILVANITAS

Tudoményos palydm sordn szdmos biologiai probléma kutatisaval foglalkoztam, de
mindegyiket 0Osszekoti, hogy Drosophila modellrendszeren végzett fejlodésbioldgiai
vizsgalatok voltak. Kezdetekben az MTA SZBK Genetikai Intézetében Dr. Szabad Janos
laboratoriuméban domindns ndstény steril mutaciok jellemzésében vettem részt.
Szakdolgozoként a ma mar rég elfeledett genomialis séta moddszerével klonoztam a Ketel
gént, ami akkoriban még ismeretlen fehérjét kodolt, késObb viszont kideriilt, hogy a
Drosophila importin-f homologot azonositja. PhD hallgatéként a Genfi Egyetemen Dr.
Francois Karch laboratériumaban a Drosophila bithorax-komplex vizsgalataval foglalkoztam,
ami a fejlodésbiologiai modellrendszerek egyik klasszikus példajat szolgaltatja. Ez a
rendkiviil bonyolult felépitésii gén komplex évtizedeken keresztiil a gén regulacio és a
kromatinszintli szabalyozas vizsgalatanak vezetd modellrendszere volt. [d6kdzben ugyan mas
tudomanyos problémak is elkezdtek foglalkoztatni, de a ,,bithorax hatas” megmaradt és Dr.
Gyurkovics Henrik €s Dr. Sipos Laszlo kollégammal egyiittmiikddve a mai napig is végzek
bithorax-os kutatasokat. Posztdoktori éveim alatt Dr. Marek Mlodzik laboratoriuméaban
(EMBL, Fejlodésbiologiai Program) a szdveti polaritas tanulméanyozéisaval kezdtem el
foglalkozni. Arra kerestiik a valaszt milyen gének, milyen jelatviteli rendszerek irdnyitjak az
epidermalis képletek szigorian szabalyozott elrendezddését, vagy mi hatdrozza meg egy
sejtcsoport polarizalt mozgasat? Az EMBL-bOl hazatérve Dr. Gausz Janos csoportjdhoz
csatlakoztam az MTA SZBK Genetikai Intézetében, de félig mar ,,szabad emberként”, hiszen
folytathattam posztdoktori munkamat, a polaritasi gének jellemzését. Ez néhany évvel késObb
elvezetett benniinket egy formin tipusi aktin sejtvdz szabdlyoz6 fehérje részletes
jellemzéséhez, amit mar formalisan is 6nallé témavezetdként iranyitottam.

Az MTA doktori cim elnyerése céljabol irt értekezésemben két ontogenetikailag
egymashoz kapcsol6do tudomanyos téméban végzett vizsgalatainkat foglalom 6ssze az elmult
tiz-tizenkét évben végzett kutatasaink alapjan. Ez magaban foglalja kordbbrdl ismert é€s
ujonnan azonositott polaritdsi gének jellemzését €s egy érdekes szovetspecifikus funkciokkal
bir6 aktin sejtvaz szabalyozd fehérje részletes biofizikai, biokémiai és sejtbiologiai
jellemzését. Az aktualisan vizsgalt biologiai problémak ugyan széles spektrumot fednek le, de
kiindulé pontjuk minden esetben a szdveti polaritds vizsgalatahoz kothetd. Tovabbi szoros
0sszekotd kapocs kozottiik, hogy vizsgédlataink minden esetben a Drosophila genetikai és

sejtbiologiai eszkoztar sz€leskorii alkalmazasara €piilnek.
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A dolgozatban bemutatott tudomanyos eredmények megsziiletése szamos ember
hozzéjarulasanak koszonhetd. Mindenekeldtt csalddomnak szeretnék koszonetet mondani.
Feleségem Dr. Liker Erika és lednya tdmogatasa nélkiil nem élvezhettem volna a kutatas
oromeét. Halas vagyok megértd szeretetiikért €s hogy biztos tAmaszt nyudjtottak minden idében.
K6sz6ndm a sziileimnek az egész életen 4t tartd tamogatast, érdeklédést és batoritast. Ok
biztositottdk, hogy tanult, vilaglatott ember lettem, és Ok neveltek a munka és az emberi
tisztesség becsiiletére, ami minden emberi és tudomanyos kozosség alapja.

Tudoményos indittatdisom kitlind egyetemi taniraimnak koszonhetd. A genetika
tudomanyara Dr. Mardy Péter és Dr. Gausz Janos okitott, de az ¢ kivalé eldadasaikon kiviil
nagy hatéssal voltak ram Dr. Udvardy Andor, Dr. Duda Emd ¢és Dr. Venetianer Pal specialis
kollégiumai is. Gyakorlati téren elsé szarnyprobalgatasaim Udvardy Bandi laborjaban voltak,
aki megtanitott a molekularis biologia alapjaira, a preciz, pontos munkara ¢és tudomanyos
elhivatottsdgaval kovetendd emberi példat mutatott mindnyédjunknak szamara. Aztan mégsem
biokémikus, hanem muslica fejlddésbioldogus lett beldlem, ami foként Dr. Szabad Jdnosnak
koszonhetd. Janos lebilincseld eldadédsai hatasara dontottem el, hogy én is ezen a teriileten
szeretnék dolgozni. Laboratériumaban Dr. Torok Istvan, Baksa Katalin, Mathé Endre és
Erdélyi Miklos egyengettek a fejlddésemet. Egyben tagja lettem az SZBK Drozis
kozosségének, ahol pezsgd szellemi és inspirdld tudomanyos 1égkor uralkodott Gyurkovics
Henrik, Gausz Janos, Kiss Istvan, Sipos Laszlo, Hoffmann Gyula ¢és Torok Tibor
részvételével. Oszinte halaval tartozom mindannyijuknak, hogy befogadtak és baratsagukkal
azota is kitiintetnek.

A szakdolgozo évek utan a Genfi Egyetemen kezdtem el PhD tanulmdnyaimat Dr.
Francois Karch laboratériumédban. Szerencsésnek €rzem magam, hogy a bithorax kutatasok
egyik vezetd laboratériumaban ¢€és a Denis Duboule nevével fémjelzett nagyszeri
fejlédésbiologiai intézetben toltdttem az inas éveket. Francois bizalma é€s tamogatasa
elengedhetetlen volt abban, hogy nemzetkdzi szintli kitekintésem lett tudomanyteriiletemre.
Munkatarsaim ¢€s barataim, Stephane Barges, Rakesh Mishra, Kostas Kaloulis, Francesco
DeRubertis, Daniel Pauli, Guisy Pennetta, Takashi Kondo és Zakany Jozsef kornyezetében
kialakult a magas tudomanyos mindség iranti igényem ¢és a részletekre is kiterjedd
tudomanyos szemléletem, ami azota is meghatarozza tudomanyos gondolkodasomat. Nem
hallgathatom el, hogy a genfi évek alatt szakvezetom Francois Karch személyében is egy
nagyszer( baratra tettem szert, de mellette Gyurkovics Henrik is igazi mentorom volt, nélkiile

talan picivel kevésbé szép emlékeket Oriznék a Lac Leman partjarol.
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Posztdoktori éveimet az EMBL-ben toltottem Dr. Marek Mlodzik laboratériumaban.
Eurdpa egyik vezetd molekularis biologiai intézetében, egy kivalo fejlodésbioldgiai
intézetben, egy nagyszerli témavezetd mellett kezdtem Uj téma vizsgalatdba. Kozvetlen
munkatarsaim, Michael Boutros, Manolis Fanto, Ursula Weber, Jennifer Curtiss és Christina
Blaumueller sokat segitettek abban, hogy gyorsan beletanuljak a muslica ,,szemészeti”
kutatasokba. Az EMBL persze egy sokkal-sokkal nagyobb, de rendkiviil Osszetartdé és
tudomany kozpontd csaldd volt, ¢s mi ex-EMBL-esek mindenhova a heidelbergi intézet
szellemiségét szeretnénk elvinni. En haza akartam hozni beléle egy keveset, igy keriiltem
vissza az SZBK Genetikai Intézetébe, ahol Igazgatd Urunk, Dr. Rasko Istvan tovabba Erdélyi
Miklos és Gausz Janos tdamogatasaval hamarosan 6nalld témavezetd lettem.

Az ¢értekezésben bemutatott munka javarészt mar itthoni eredményeinket tiikrozi,
amelyek eléréséért elsésorban kozvetlen munkatarsaimat, tanitvanyaimat illeti kdszonet.
Erkezési sorrendben Matusek Tamas, Pataki Csilla, Gombos Rita, Gedai Anita, Molnar Imre,
Kalmar Tibor és Migh Ede segitettek, ill. segitik a munkdmat. Héalds vagyok nagyszeri
asszisztenseinknek, Csendesné Rehak Annanak, Berente Anikonak, Bozs6 Szilvidnak, Ordog
Edinanak és Velkey Ildikonak a biztos technikai hattér megteremtéséért. Szoros szakmai
kapcsolatok, egytittmiikodések fliznek az intézet szdmos csoportjdhoz, igy koszonet illeti
Rasko Istvan, Gyurkovics Henrik, Sipos Laszlo, Erdélyi Miklos, Andé Istvan, Adam Géza és
Udvardy Andor csoportjat. Kiilon 6rom szamomra, hogy gylimoles6z6 egyiittmikodést
alakitottunk ki a PTE Biofizika tanszékén Dr. Nyitrai Mikldssal, ami szélesitette latokoriinket
¢s 0sszekdt minket a nagy hagyomanyokkal rendelkezd hazai aktin kutatasokkal. Az értekezés
Eredmények részében az egyik fejezet a pécsi biofizikusokkal kézdsen elvégzett munkat
foglalja 6ssze. A hatarokon tul egyiittmiikodtink Marek Mlodzik (Mount Sinai School of
Medicine, New York), Francois Karch (Genfi Egyetem), Michael Boutros (DKFZ,
Heidelberg), Andreas Prokop (University of Manchester), Maria Dominguez (Alicantei
Egyetem, Spanyolorszag), Andreas Jenny (Albert Einstein College of Medicine, New York)
¢s John Sparrow (University of York) laboratoriumaval. Ezek a kapcsolatok Osszekdtnek
benniinket a nemzetkdzi tudomanyos véraramlatokkal és jelentdsen bdvitik szakmai és

palyazati lehetOségeinket.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. SZOVETI POLARIZALODAS

A polaritds az ¢lolényeket felépitd sejtek egyik legszembetiindbb tulajdonsaga.
Sejtjeink valtozatos polaritdsi mintdkat mutatnak, a legjobban ismert példék kozé sorolhatjuk
az epitélidlis sejtek apiko-bazalis polaritdsit €s az idegsejtek axonalis-dendritikus
polaritasanak kialakulasat. Nyilvanvald, hogy a sejtek polarizalodasa elengedhetetleniil
szilkséges a megfeleld szoveti funkcidk ellatdsdhoz, igy pl. az apiko-bazalis polarités
kialakulasa és fenntartasa elengedhetetleniil sziikséges a folyadék transzportjdhoz a vese
glomerulusok hémjdban vagy kiilonb6z6 anyagok (ionok, enzimek, hormonok)
kivéalasztdsahoz a mirigyhdmokban ¢€s egyéb szovetekben, mig az idegrendszer mitkodésének
alapja az axonalis és dendritikus nyulvanyok differencidlt aktivitdsa. A sejtek szintjén
megvalosuld polaritdson kiviil az is jellemzé azonban a tobbsejtli ¢élélényekre, hogy a
polaritds egy magasabb szervezddési szinten, a szovetek szintjén is megjelenik. A szoveti
polarizalodas, vagy planaris sejt polarizalodas (PCP az angol planar cell polarity kifejezés
utan), jellemzd tulajdonsdga pl. az epitélidlis szoveteknek amelyek gyakran polarizaciot
mutatnak az epitélium sikjaban, tehat egy az apiko-bazalis sikra merdleges sikban is.

A szoveti polaritas tanulményozasa rovar fejlédésbiologiai vizsgalatokkal kezdddott
tobb mint harom évtizeddel ezeldtt [1], majd néhany évvel késObb David Gubb és Antonio
Garcia-Bellido a kozonséges ecetmuslica (Drosophila melanogaster) kutikularis szdreinek
polaritdsi mintajat érintdé mutaciok genetikai analizisével teremtette meg a tudomanytertilet
alapjait és definidlta a szoveti polaritds fogalmat [2]. A Drosophila szarnyat, potrohat €s
notumat (a tor hatoldalat) borito kutikularis képletek, ill. az 6sszetett szem polaritdsi mintdjat
meghatarozo faktorok vizsgalata évtizedekig a teriilet vezetd modell organizmusava tették a
muslicat. A kezdeti kisérleteket hamarosan szisztematikus mutansizoldlasi kisérletek
kovették, majd molekuldris és funkcionalis vizsgdlatokkal azonositottdk és jellemezték a
szoveti polaritds kialakitasaban szerepet jatszo legfontosabb géneket [3,4,5]. Id6kdzben
magasabb rendli modell szervezeteken végzett vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a gerincesek
egyedfejlodésének szdmos aspektusa planaris polarizdlodasi folyamatnak tekinthetd.
P¢ldaként emlithetd a belsé fiil érzékhamja, ahol az epitélidlis szdrsejtek érzékeld
nyulvanyainak polarizalt elhelyezkedése biztositja a fiil maximalis hangérzékenységét; és a
gerincesek korai embriogenezisére jellemzd polarizdlt sejtmozgasok, amelyek a gasztrulacid

¢s a neurulacio elengedhetetlen lépései. Figyelemremélté modon ezeknek a folyamatoknak a
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szabalyozasdban ugyanazok a gének, ugyanazok a jelatviteli utak jatsszdk a legfontosabb
szerepet, mint a muslicak szoveti polaritasdnak kialakitasaban [6,7,8]. Legajabban pedig az is
nyilvanvalova valt, hogy a PCP faktorok mutécioi fontos szerepet jatszanak sulyos emberi
fejlodési rendellenességek ¢€s betegségek kialakulasdban [9], ezaltal a szoveti polaritéas
vizsgalata nem ,,csupan” egy €érdekes bioldgiai probléma megoldéasat célozza, hanem fontos

biomedikai jelentdséggel is bir.

2.1.1. Szoveti polarizalodas muslicaban

2.1.1.1. Drosophila PCP modellrendszerek

Az adult ecetmuslicak j6 néhany szdvete konnyen észlelhetd planaris polaritasi mintat
mutat. Kozilik is kiemelkedik az egyszerli szoveti felépitéssel bird szarny, amely a
legbehatobban tanulmanyozott ¢€s legmélyebben megértett PCP modell rendszernek
tekinthetd. A szarnylemezt egy dorzalis és egy ventralis epitélialis sejtréteg épiti fel. A pupalis
(bab) allapot soran a hatszogleti szarnysejtek mindegyikén kifejlédik egy aktin és
mikrotubulus sejtvdz elemekben gazdag kitiiremkedés ami a sejtek disztalis cstcsdban
inicialédik és disztalis iranyba ndvekszik. Ennek eredményeként az adult szarnysejtek
mindegyike hordoz egy sejtnytlvanyt, egy un. trichdmat ami disztalis irdnyba mutat a szarny
teljes feliiletén (1. abra). A PCP jelatviteli rendszer hibas mikodése esetén a trichomék a
disztalis csucsi régid helyett a sejtek kozepén inicidlodnak, emiatt orientacidjuk gyakran eltér
a disztalistol és az i1s eléfordul, hogy egy sejtben tobb mint egy (akar 4-5) abnormalis
pleuralis lemezeken szintén trichdmakat figyelhetiink meg, €s ezek orientacidja is kitiintetett
amennyiben minden trichdma a poszterior irdnyba néz. A PCP faktorok hibas mikodése
ebben az esetben is trichdma orientacios hibakat okoz [11].

A trichomék mellett a tergit és sternit lemezek nagyobb meéretli érzékszoroket is
hordoznak csakigy, mint az adult epidermisz egy¢b teriiletei, igy pl. a notum. Ezek a sz0rok
tulajdonképpen egy négy sejtbdl allo egyszerii érzékszerv részei, amely szintén a bab allapot
soran alakul ki egy un. érzékszerv prekurzor sejt (SOP) kétszeri aszimmetrikus sejtosztédasa
utan. Az érzékszordk a toron és a potrohon egységesen a poszterior irdnyba mutatnak (1.

abra). A PCP jelatviteli ut hibai nem befolyasoljak a SOP sejtek osztodasanak aszimmetrikus

crcr

crcr
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sikjanak az iranya hatarozza meg, és a PCP rendszer ebben az esetben a mitotikus ors6 és az

aszimmetrikusan felhalmoz6dé sejtsors determinansok elrendezddését koordinalja az A-P

tengelyhez képest [12,13,14].

1. abra: Szoveti polaritis a szarnyon és a
notumon. (A) Egy vad tipust Drosophila
trichomakkal boritott szarnyfelszinének egy
részlete. Lathatd, hogy a szarnyszorok egy
iranyba mutatnak, ami a disztalis irdnynak
felel meg. (B) Egy fz mutins szarny,
amelyen rosszul orientalédott trichdmak
figyelhetok meg. (C) Egy in mutans szarny,
ahol az orientaciés hibak mellett kettds-
harmas szérkindvéseket vehetiink észre. Az
A-C paneleken a bal oldali a proximalis, a
jobb oldali a disztalis irany. (D) Egy vad
tipusi notum poszterior iranyba mutatd
érzékszorokkel. (E) Egy fmi mutans
notumon az érzékszorok egy része hibas
orientaciot mutat.

Végezetiill a szoveti polarizaldédas egy masik, az elézoekhez képest kevésbé
nyilvanvald és egyben joval komplexebb példdja a muslicak (és egyéb Diptera fajok)
Osszetett szemének dorzo-ventralis (D-V) tiikorszimmetridja. A felndtt muslicak Osszetett
szemét kb. 800 egyszerli szem (ommatidium vagy facetta) alkotja. Minden ommatidium huisz
sejtbol épiil fel amelyek kozott megtalaljuk a fényérzékelésért felelds fotoreceptor sejteket, a
lencsetermeld sejteket és a pigmentsejteket. Ezek egylittesen egy aszimmetrikus és egyben
kiralis sejtcsoportot alkotnak (2. abra), ahol az aszimmetridt az R3-as és R4-es jeli
fotoreceptor sejtek elhelyezkedése okozza. Az ommatidiumok elrendezédése mind az A-P,
mind a D-V tengelyekhez képest szigortan szabalyozott. Erdekes médon a szem dorzalis
felében kizardlag az egyik, mig a szem ventralis felében kizarolag az ellenkezo kiralitast
mutaté ommatidiumok fordulnak el8. Igy a muslicak Gsszetett szemének dorzalis és ventrélis
felei egymas tiikorképének felelnek meg, ahol a tiikrozési tengely a D-V kozépvonallal
(egyenlitd v. equator) esik egybe (2. abra). A facettakon beliil mindig az R3 sejt helyezkedik
el az eliilsé-polaris oldalon, mig az R4 fotoreceptort a hatulsé-egyenlitdi oldalon talaljuk (2.
abra). Ez a facetta elrendez0dés mar a szem fejlodésének korai idoszakaban, az imago

korongokban (imaginalis diszkuszokban) kialakul (2. abra). A szem imaginalis korongjai a
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muslica egyedfejlodésének harmadik larvalis stadiumaig egyrétegli, differencialédas eldtt allo
epitélidlis sejtek halmazabol allnak, amelyek a feln6tt allatok dsszetett szemének prekurzor
sejtjel. A harmadik larvalis stadium végén, amikor az imagindlis differenciacié megkezdddik
a szemdiszkuszban, fotoreceptor sejtcsoportok differencialédnak. Ezek a még nem teljesen
differencialodott, és eredetileg szimmetrikus képzddmények a szomszédos R3/R4 sejtpar
csoporton beliili elmozdulasaval fokozatosan aszimmetrikussd valnak, és 90 fokos szdgben
elfordulnak eredeti tengelyiikh6z képest (2. abra). A fordulds iranya ellentétes a szem
dorzalis, ill. ventralis felében, igy kialakul a mar emlitett tiikorszimmetrikus elrendezddés
[15]. A PCP fehérjék kitlintetett szerepet jatszanak mind az R3/R4 sejtsors meghatarozasaban,
mind pedig az ommatidium roticid szabalyozasdban, hiszen hibas mikodésiik esetén
szimmetrikus (R3/R3 vagy R4/R4 tipusi) ommatidiumok johetnek Iétre, ill. az
ommatidiumok nem a megfeleld iranyba vagy nem a megfeleld mértékben fordulnak el (2.

4bra) [16,17].
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2. abra: Szoveti polaritas az 6sszetett szemben. (A) Egy vad tipust Drosophila dsszetett szemének
tangencialis metszete. Jol kirajzolodnak a pigmentsejtekkel hatarolt ommatidiumok, amelyeken beliil
sotéten festddnek a fényérzékeld sejtek fotopigmentekben gazdag rabdomerjei. Egy-egy
ommatidiumon beliil a rabdomerek kiralis, trapézoid alakot formalnak, amelyek egymas tiikdrképi
parjai a dorzalis, ill. a ventralis szemmez6ben. A vastag fekete vonalakkal jelzett tiikortengely
megfelel a dorzo-ventralis kozépvonalnak (egyenlitd). Balra az anterior, jobbra a poszterior, folfelé a
dorzalis, alulra a ventralis irany esik. (B) Az ommatidiumot felépitd sejtek kezdetben szimmetrikus
sejtcsoportot alkotnak, ami aszimmetrikussa valik az R3 (zolddel jelolve) és R4 (pirossal jelolve)
fotoreceptor sejtek differencialédasaval, majd azok egymashoz képesti elmozdulasaval. Egyidejlileg a
sejtcsoport egy 90 °-os rotacidos mozgason is atmegy, amelynek ellentétes az iranya az egyenlitd két
oldalan. (C) PCP mutinsokban a szem tiikOrszimmetrigja sériil, ami megnyilvanulhat rotacios
hibakban, szimmetrikus ommatidiumok keletkezésében és dorzo-ventralis inverziokban. Ezeket a
hibakat kinagyitva mutatja a D panel.
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Mindezek alapjan vildgossa valt, hogy a PCP rendszer sejtbiologiai szinten egymastol
gyOkeresen kiillonb6z6 folyamatok dsszehangolasara képes, hiszen a trichomak esetében a
sejtvaz aktivacid helyét, az érzékszOrok esetében az osztdodasi orsd irdnyat, mig az Osszetett
szemben a sejtsorsot €s egy sejtcsoport forgasat hatarozza meg. Hogyan mikodhet egy ilyen
rendkiviil altalanos hatasu szabdlyozasi mechanizmus? Az erre vonatkozd elképzelések
részletei ugyan sokat finomodtak az elmualt évek intenziv kutatidsai nyoman, de
tulajdonképpen hosszu ideje elfogadott az a nézet miszerint a szdveti polaritas kialakulasa
harom fontos Iépésre bonthato [18,19]. Els6ként egy az adott szovet altalanos polarizalodasi
iranyat kijelold polarizalod jel keletkezik, ami a szdvet teljes teriiletén, mintegy globalis
polaritasi informacioként szolgdl. A kovetkezd Iépésben a polarizald jel érzékelése és
tovabbitasa torténik szovetspecifikus effektorok felé, amelyek a harmadik 1épés soran
létrehozzdk a megfeleld sejtvalaszokat, tehat a polarizalédas megtorténik az egyedi sejtek

szintjén is.
2.1.1.2. Drosophila PCP gének

Melyek azok a faktorok amelyek sziikségesek a szovetek sikbeli polarizalodasdhoz?
Az elmult évtizedek soran muslicakban szamos olyan gént azonositottak amelyek mutacioi
elrontjdk az epitélidlis képletek szigortian szabalyozott ranyultsagl elrendezdédését [3,8,20].
Ezeket a géneket szdveti polaritasi vagy PCP géneknek nevezziik (1asd 6sszefoglalo tdblazat a
163. oldalon). Fenotipus analizis alapjan a tobb tucatnyi ismert PCP gént harom f6 csoportba
sorolhatjuk, amelyek megfelelnek a szoveti polarizdlodas harom {6 fazisanak. A PCP gének
elsO csoportjaba a fat (ft), dachsous (ds), four-jointed (fj) és atrophin (atro) gének tartoznak.
A Ft/Ds csoport tagjai koziil a f¢ és a ds nagyméretl atipikus cadherin molekulékat, a fj egy II
tipusu Golgi transzmembran fehérjét, mig az atro egy transzkripcionalis ko-represszort kddol
[21,22,23,24,25,26,27]. A Ft/Ds csoport tagjainak kozos jellemzdéje, hogy minden vizsgalt
szovetben sziikségesek a megfeleld polaritasi mintak kialakuldsahoz. Mutacidik jellegzetesen
polaritas inverziokat okoznak, ami jol megfigyelhetd mind a szarnyon, mind az Osszetett
szemben [21,28,29,30,31]. Ezen kiviil nem-sejtautondém hatasuk is van, ami azt jelenti, hogy
pl. egy ft mutans sejtklon a szomszédsagaban elhelyezkedd f¢* sejtek polaritasat is képes
megvaltoztatni. Ezek alapjan a Ft/Ds csoport tagjai a teljes szovetre kiterjedd, globalis
polaritdsi informéaci® meghatdrozasaban vesznek részt, ami sejt-sejt kommunikéacios

folyamatokat is magaban foglal.
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A polaritasi gének mésodik csoportjaba soroljuk a frizzled (fz), strabismus (stbm) vagy
mas néven Van Gogh (Vang), flamingo (fmi) vagy mas néven starry night (stan), dishevelled
(dsh), prickle (pk) és diego (dgo) géneket. Tekintve, hogy ezek a gének is minden vizsgalt
szovettipusban és testtdjon sziikségesek a vad tipusu polaritasi mintazat kialakulaséhoz
[5,32,33,34,35,36,37,38,39], és mert torténetileg a fz és dsh gének voltak az els6 részletesen is
tanulmanyozott PCP gének, ezt a csoportot Osszefoglaldoan elsddleges polaritasi géneknek
nevezzik (az angol szakirodalom a core polarity gene kifejezést haszndlja). A fz gén a
Wingless/Wnt tipust ligandok receptorat kodolja [40], és ismert, hogy a PCP jelatvitel soran
egy a kanonikus B-katenin-TCF/LEF fiiggd Wnt jelatviteli utt6l fliggetlen titon fejti ki hatasat
[41,42,43]. A Dsh harom funkcionalis domént (PDZ, DEP ¢s DIX) tartalmaz és a Fz-hez
hasonldan szintén esszencialis eleme mind a kanonikus Wnt jelatviteli ttnak, mind pedig a
PCP jelatviteli utnak [44,45]. A stbm egy membran fehérjét kodol [36,39], csakigy mint az
atipikus cadherint kodold fmi gén [38], a pk harom LIM domént és egy PET domént
tartalmaz6 fehérjét [34], mig a dgo egy Ankyrin motivumokat hordoz6 fehérjét kodol [33]. Az
elsddleges polaritasi gének koziil tehat a fz, a stbm és a fmi transzmembran fehérjét, mig a
masik harom gén citoplazmatikus, de membran asszociaciora képes fehérjét kodol. Mai
tudasunk alapjan az elsddleges PCP fehérjék részt vesznek a globalis polaritasi informaciéd
érzékelésében és aszimmetrikus szubcellularis felhalmozodasukkal hozzajarulnak egy sejten
beliili polarizaci6 kialakuldsahoz (az aszimmetrikus lokalizaci6 részleteit lasd a kdvetkezd
alfejezetben). Azt is tudjuk azonban, hogy ezeken a sejtautondm funkciokon kiviil a
transzmembran fehérjéket kodold polaritasi gének, tehat a fz, a stbm és a fmi, nem-
sejtautonom funkcioval is birnak és részt vesznek a szomszédos sejtek kozotti kommunikacios
folyamatok szabalyozasaban is [3,46,47]. Fontos megfigyelés, hogy a sejtautondm és nem-
sejtautonom fz és stbm funkcidk idében jol elvalaszthatok egymastdl amennyiben a nem-
sejtautonom funkciora a baballapot kezdetén, mig a sejtautondém funkciora csak orakkal
késObb, a trichoma inicidciot kozvetleniil megel6z6 iddszakban van sziikség [46]. Egylittesen
ezek az eredmények azt jelzik, hogy a fz, stbm és fmi gének két egymastol jol elkiiloniild
funkcioval birnak, egyrészt hozzajarulnak a globalis polaritds meghatarozasdhoz, masrészt
sziikségesek a globalis polaritasi informéacio sejten beliili polaritassa torténd atalakitasdhoz.

Végezetiil a PCP gének harmadik csoportjaba a gyakran szdvetspecifikus modon
miikddd PCP effektor elemeket (PEE), ill. az elsddleges PCP génekhez képest alsobb szinten
hato géneket soroljuk, amelyek ténylegesen részt vesznek a morfologiailag is detektalhato
polarizalt sejten beliili struktarak (pl. trichdémak) kialakitasaban. Ez egy viszonylag sok tagot

szdmlalo és funkciondlisan vegyes géncsoport, ezért az alabbiakban a teljesség igénye nélkiil
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csak a legbehatébban tanulmanyozott szarny szovet €s az Osszetett szem ismert effektor
elemeit foglalom Ossze. Az inturned (in), fuzzy (fy) és fritz (frtz) gének (egyiittesen az Un.
Inturned csoport) mutéacidi csak a szarnyon ¢€s notumon okoznak polaritdsi hibédkat
helyett két-harom azonos méretii, de rosszul orientdlodott szarnyszor figyelheté meg, mig a
notumon az érzé¢kszordk iranyultsaga valik abnormalissad. A multiple wing hairs (mwh) gén
mutaciol egy GBD és FH3 doméneket tartalmazo fehérjét érintenek [52,53], és kizardlag a
mutécioival, sejtenként akar ot-hat kiilonb6z0 méretli trichdéma is megfigyelheté az mwh
szarnyakon. Ezek a fenotipusok jol jelzik, hogy az Inturned csoport és a Mwh oly modon
jarulnak hozzd a szérnysejteken beliili polaritas kifejez6déséhez, hogy a sejtek disztélis
csucsan kiviili teriileteken megakadalyozzak az aktin felhalmozodast €s a szor inicidciot.
Rajtuk kiviil emlitést érdemelnek még a sejtvaz szabalyozdé RhoA ¢és Drok (Drosophila Rho
kinase) fehérjek, amelyek szintén a sejtenkénti trichdma szam szabalyozasahoz jarulnak hozza
[43,54], ¢és a miozin II (Zipper), ill. a miozin szabdlyoz6 MRLC/Sqgh fehérj¢k [54]. Az
Osszetett szem esetében genetikai interakcios kisérletek segitségével a RhoA és drok géneken
kiviil a Rac és Cdc42 kis molsulya GTP-azokat és az ¢lesztd STE20 homoléog Misshapen
(Msn) kinazt is Fz/Dsh also elemként azonositottak [55,56]. A Fz/Dsh PCP jelatviteli ut egy
tovabbi feltételezett eleme pedig a JNK (Jun N-termindlis Kinaz) kaszkad [45,57], ami a
transzkripcios faktorként miikodo Jun fehérje aktivalodasat eredményezi. Végezetiil a nemo
(nmo) gén altal kddolt kindz emlithetd, ami az ommatididlis rotacié szabalyozdsaban vesz
részt szem-specifikus végrehajtdo elemként [58]. Lathato tehat, hogy a szarny esetében az
effektor elemek a sejtvdz szabdalyozasan keresztiil fejtik ki hatdsukat, mig a bonyolultabb
felépitésti szem esetében a direkt sejtvaz modositds mellett fontos szereppel birhat a

transzkripcios szintli szabalyozas is.
2.1.1.3. Aszimmetrikus PCP fehérje lokalizacio

A PCP gének azonositasa majd klonozésa utan, a tudomanyteriilet legnagyobb hatast
felfedezése a polaritasi fehérjék sejten beliili aszimmetrikus felhalmozodasanak kimutatasa
volt. A kezdeti lokalizacios kisérletek az elsdédleges PCP fehérjék vizsgalatara iranyultak és
bebizonyitottdk, hogy ezek a fehérjék szubcellularisan polarizalt felhalmozddéast mutatnak a
szarnysejtekben, az SOP sejtekben és az ommatidiumok R3/R4 fotoreceptor sejtjeiben is

[33,38,59,60,61,62,63,64,65,66,67,68,69,70,71]. A PCP fehérjék eloszlasara vonatkozd
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részleteket itt most csak a szarny példajan fogom bemutatni, mert egyrészt ezt a modell
rendszert ismerjiik legjobban, masrészt az SOP ¢€s a fotoreceptor sejtekben a szarny esetének
szinte teljesen megfeleltethetd folyamatok jatszodnak le.

Szarnysejtek esetén a trichdmak a bebabozodas utan kb. 32-36 6raval kezdenek
kifejlddni aktin kotegekben gazdag szOrkezdeményként. Az els6dleges PCP fehérjék sejten
beliili elhelyezkedését érintd elsdé Iényeges felismerés az volt, hogy ezek a fehérjék a fej16do
béabszarny sejtjeiben (a trichdma képzddést megeldz6 iddszakban) az apiko-lateralis membran
mentén halmozddnak fel, nagyjabol az adherens junkcidk magassagadban. Késobb kimutattik,
hogy az apikdlis lokalizdci6 a normalis PCP jelatvitel sziikséges eldfeltétele mert a
mesterségesen a bazalis membran doménbe targetalt PCP fehérjék (igy pl. Fz) nem voltak
képesek menekiteni a megfeleld fehérje hianyat [72]. Ennél is érdekesebb megfigyelés volt
azonban, hogy az elsédleges PCP fehérj¢k a babképzddés utan 24 oraval ugyan meég
egyenletes eloszlast mutattak a sejtmembran mentén, de kdzvetlentil ezutan atrendezddtek és
a babképzddés utani 24-32 6rés periddusban markans proximo-disztalis (P-D) polarizaciot
mutattak (3. abra). Ez a polarizacio csak erre az iddszakra korldtozodik, mert a babképzddes
utan 36 oraval mar nem mutathato ki, bar a PCP fehérjék apikalis lokalizaci6ja fennmarad.
Tehat a kezdeti vizsgalatok alapjan a PCP fehérjék aszimmetrikus felhalmozodésa kizardlag a
trichdma iniciaciot koézvetleniil megel6z6 néhany 6ras periddusra korlatozodik, de ez az
elrendezddés feltétleniil sziikséges a megfeleld iniciacidhoz. Ebben az iddszakban a Fz, Dsh
és Dgo fehérjék a disztalis oldalon halmozodnak fel, a Stbm és Pk fehérje a proximalis
oldalon talalhatd, mig a Fmi mind a proximalis mind a disztalis oladalon kimutathat6, de a
tobbi fehérjéhez hasonldan erdsen csokkent szintet mutat az A-P membranok mentén.

A kiilonb6zé PCP mutansokon végzett fehérje lokalizacios kisérletek kimutattak, hogy
a hat elsddleges PCP fehérje lokalizacidja egymas jelenlététdl fiigg [59,60,61,62,67,68,73],
vad tipust elrendezddés csak akkor valosul meg, ha mind a hat fehérje rendelkezésre all (3.
abra). Ezek az eredmények azt sugalltdk, hogy az elsddleges polaritasi fehérjék egymassal
komplexeket alkotva mikodnek. Ezzel 06sszhangban, fehérje-fehérje kolcsonhatasok
vizsgalataval kimutattdk, hogy a Fz képes a Dsh fehérjét kotni €s eldsegiti annak membran
ugyanakkor a Dgo fehérje a Pk, a Stbm és a Dsh fehérjékkel is kdlcsonhatasba 1ép, mig a Dsh-
Pk ¢s Dsh-Stbm interakcidkat szintén kimutattdk [60,61,63]. Részletesebb fenotipus
analizissel azt is ki lehetett mutatni, hogy a kiilonb6z6 PCP fehérjék eltérd szerepet jatszanak
a sejten beliili lokalizacié szabalyozasaban. Igy példaul a Fz, Stbm vagy Fmi fehérjék hianya

megakadalyozza a tobbi fehérje apikalis lokalizacidjat (3. abra E), mig a citoplazmatikus
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fehérjéket kodold PCP gének mutédnsai csak a tobbi fehérje aszimmetrikus elrendezddését

akadalyozzak meg (3. abra D) [75]. Ezek a figyelések azt jelezték, hogy az elsddleges

Al
/24h APF N/ 32h APF

Proximal Distal Proximal
> <3
Apical

l\ Basal /,l l\\_ Basal

wt 24h APF wt32h APF dsh LOF fmilOF

3. abra: Az elsédleges PCP fehérjék lokalizacioja a szarnyban. (A) A hat elsddleges PCP fehérje
a bebabozddas utan 24 oraval (24h APF) még egyenletesen oszlik el az apiko-lateralis membran
mentén, késébb (32h APF) relokalizalodnak és bizonyos fehérjék a proximalis, mas fehérjék a
disztalis oldalon halmozddnak fel. (B) A Fz fehérje eloszlasa 24 o6ras babszarnyban még nem

polarizalt, de 32 orasban mar igen (C). (D) 32 6ras dsh mutins babszarnyban a Fz aszimmetrikus
felhalmozddasa sériil, mig (E) fimi mutansban az apiko-lateralis lokalizacié sem detektalhato.

polaritasi fehérjék sejten beliili eloszlasa két egymasra épiild 1€pcsdbdl all: a fehérjék eloszor
az adherens junkciok zondjdban dusulnak fel, majd késObb aszimmetrikus eloszlast
komplexekbe rendezddnek at. A transzmembran proteinek (Fz, Stbm és Fmi) eldsegitik a
citoplazmatikus Dsh, Dgo ¢és Pk fehérjék membran lokalizacidjat, amelyek viszont
sziikségesek a polarizalt komplexek képzddéséhez és/vagy fenntartdsahoz. Az mar a korabban
emlitett kisérletek alapjan is vilagos volt, hogy a sejtek disztalis oldalan egy Fz-Dsh komplex
stabilizdlodik, mig a proximadlis oldalon egy Stbm-Pk komplex alakul ki. Ezek egymdéshoz
képest antagonisztikus aktivitassal birnak €s kizarjdk a maésik komplex jelenlétét az adott
membrandoménben. Az jabb eredmények alapjan tigy gondoljuk, hogy a Stbm-Pk komplex a

Pk-Dsh kolecsonhatason keresztiil megakadéalyozza, hogy a proximalis oldalon stabil Fz-Dsh
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komplexek alakuljanak ki, mig a disztalis oldalon a Dgo fehérje a Dgo-Dsh kdlcsonhatason
keresztiil stabilizalja a Fz-Dsh membran komplexet, mert megakaddlyozza a Pk-Dsh
interakciot. Végeredményben tehat a disztalis oldalon a magas Fz-Dsh jelatviteli aktivitds a
korabban emlitett effektor elemeken keresztiil eldsegiti a szOr iniciaciot, mig ezzel egy idében
a proximalis oldalon a Stbm-Pk komplex gétolja a sejtvaz aktivaciot (4. abra) [52,76].

Az elsOdleges polaritasi fehérjék lokalizaciojaval kapcsolatos eredményeket rendkiviil
nagy tudomanyos izgalom Ovezte az ezredforduld idészakaban, am az azt kovetd évek is
tartogatottak néhany meglepetést ebben a vonatkozasban. Az egyik ilyen megfigyelés az volt,
hogy az elsddleges PCP fehérjék sejten beliili polarizacidja mar a kés6i harmadik stadiumos
larvék szarny diszkuszaiban és a néhany 6rds babszarnyakon is megfigyelhetd [77]. Késébb
ez a minta felborul, és ahogy azt korabban mar leirtdk, a 24-32 o6ras babokban lesz ujra
nyilvanvalo. Egy masik megfigyelés szerint a widerborst (wdb) gén Aaltal kodolt protein
foszfatdz 2A (PP2A) szabélyozo alegység is aszimmetrikus lokalizdcidt mutat a korai pupalis
szarnysejtekben mar a babozddas utan 8 oraval [78]. A Wdb fehérje lokalizdciojat nem
befolyasoljak az elsédleges PCP gének mutécioi, ellenben a wdb mutansokban sériil az
elsddleges PCP fehérjék aszimmetrikus felhalmozodasa. Osszegészében ezek az adatok arra
utalnak, hogy az els6dleges PCP fehérjék lokalizacioja is bonyolultabb szabalyozés alatt all,
mint korabban gondoltuk, masrészt az elsdédleges PCP fehérjéken kiviili folsé faktorok is
hozzajarulnak a szarnysejtek P-D polarizaciéjahoz. Ugy tiinik tehat, hogy az elsédleges PCP
fehérjék valdjaban csak egy morfologiailag jol lathatd polarizalt struktara, a trichoma
képzédés helyének kijelolésében elengedhetetlenek, de a sejtek toliikk fliggetleniil is
rendelkeznek P-D polarizacids informacioval.

Végezetiil érdekes 1) megfigyeléseket publikaltak a korabban kevesebb figyelmet kapd
szarnyspecifikus polaritasi effektor fehérjék sejten beliili eloszlasarol is. Ezekbdl a munkakbol
kideriilt, hogy az Inturned csoport fehérjéi és a Mwh is polarizalt felhalmoz6dast mutatnak a
szarnysejtek proximalis oldaldn [52,53,79]. Osszhangban a korabbi genetikai episztazis
kisérletekkel, az Mwh fehérje lokalizacidja fiigg az elsOdleges PCP gének és az Inturned
csoportba tartozd gének jelenlététél, mig az Inturned csoportba tartozd fehérjék megfeleld
lokalizaci6jahoz sziikség van az elsddleges PCP fehérjék jelenlétére €s a csoport tobbi tagjara,
viszont sem az mwh sem az in mutansok nem zavarjak meg az els6dleges PCP fehérjék sejten
beliili eloszlasat. Tovabbi fontos adat, hogy a membran asszocidlt Inturned komplex
stabilizdlja a sejtek proximalis felében gradiens eloszlast mutaté Mwh fehérjét [52], ami nagy

valosziniiséggel az aktin filamentumok képzddését eldsegitd formin fehérjék gatlasara képes.
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4. abra: A PCP effektor fehérjék

szerepe a szOr inicidcidban. Az

w DR Imoni V In/Fy/Frtz  fehérjék a  Stbm/Pk
) komplexen keresztiil a proximalis

L] / In/Fy/Frtz oldalon (P) halmozdédnak fel és
@ Mwh stabilizaljdk az Mwh proteint, ami
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gatolja az aktin polimerizaciot. A
B Stom/Pk disztalisan (D)  felhalmoz6dé
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Egyiittesen ezek az 1) eredmények egyértelmii bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozoan,
hogy amig a szarnysejtek disztalis csucsara korlatozodod Fz-Dsh jelatviteli aktivitds pozitive
elosegiti a lokalis aktin felhalmozddast €s ezaltal a szOr inicidciot, addig a proximalis oldalon
a Stbm-Pk komplex az Intumed és az Mwh fehérjéken keresztiil gatolja a sejtvaz aktivaciot
(4. abra). A Fz-Dsh ¢és a Stbm-Pk rendszer miikddése a szomszédos sejtek kozott is 6ssze van
hangolva, ¢és a vad tipusra jellemzd polaritdsi minta csak abban az esetben alakulhat ki, ha

mindkét rendszer hibatlanul mukodik.

2.1.1.4. A globalis polaritasi jel és a szoveti polarizalodas altalanos modellje

Az eddig targyalt eredmények alapjan lathatod, hogy a sejteken beliili polarizalodasi
folyamatokrol igen tekintélyes ismeretanyaggal rendelkeziink. A tudomadnyteriilet egyik
legfontosabb kérdése azonban az, vajon hogyan hatarozodik meg egy szovet globalis
polaritasi mintdja. Mi az a jel ami meghatarozza egy szovet altalanos polarizalodasi irdnyat,
hogyan olvasodik ez a teljes szdvetre kiterjedd polaritdsi informacid, hogyan alakul ki a
kezdeti aszimmetria? Fenotipus elemzések alapjan egyetértés van abban, hogy a Ft/Ds csoport
tagjai, ill. az els6dleges polaritasi gének kozil a nem-sejtautondém funkcidval is bird
fz/stbm/fmi csoport bizonyosan hozzdjarulnak a globalis minta 1étrehozasahoz. Molekularisan
a Ft egy sejtadhézios fehérje, ami transzmembran receptorként is szolgal és heterofilikus
interakcioba 1ép a szintén kadherin tipusu Ds fehérjével [80,81]. A Fj pedig egy Golgi
asszocialt kindz ami a Ft és a Ds extracellularis doménjeinek foszforilalasaval moduldlja azok
aktivitasat [82]. Figyelemreméltdé modon a ds és fj gének transzkriptjei a szarnyban a P-D
iranyban, mig az 0sszetett szemben a D-V tengely mentén mutatnak gradiens szerti eloszlast

[29,80,83], ami egy szintén gradiens szeri Ft-Ds aktivitdst eredményez ezekben a
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szovetekben. Tekintve, hogy az Osszetett szemben elvégzett episztazis kisérletek azt sugalltk,
hogy a Ft/Ds csoport a Fz csoport fols6 szabalyozd elemeként mikodik, a kezdeti
elképzelések szerint ez a Ft-Ds aktivitas gradiens sziikséges €s egyben elegendd ahhoz, hogy
valamilyen mdédon kis mértékben polarizdlja a Fz receptor eloszldsat vagy aktivitasat a
sejtekben (5. abra) [84,85,86]. A késObbiekben ez a kezdeti Fz aszimmetria a tobbi
elsddleges PCP fehérjétdl fliggd modon a szomszédos sejtek kozotti kommunikécios
folyamatok segitségével megerdsodik, ami végsd soron az elsddleges polaritdsi fehérjek
erésen aszimmetrikus eloszlasahoz vezet. Ez a modell kétségkiviil jol 6tvozi a Ft/Ds és a
Fz/Stbm jelatviteli modulokra vonatkoz6 ismeretek zomét, de tobb fontos kérdés nyitva
maradt. Az egyik, hogy nem tudjuk mi szabalyozza a ds ¢€s fj gének kifejezddését, tehat a
globalis szintli kezdeti aszimmetria eredete tovabbra is ismeretlen. A masik, hogy nem vildgos
hogyan forditodik le a Ft-Ds gradiens Fz eloszlasi és/vagy aktivitasi gradienssé. Mivel ismert,
hogy a Fz a Wnt/Wg csaladba tartozé ligandok receptora, elképzelhetd volt, hogy a Ft egy
Wnt tipusu diffazibilis ligand képzddését szabalyozza. Ez a hipotézis azonban valdszintileg
nem allja meg a helyét, mert Drosophila-ban az intenziv vizsgélatok ellenére egyetlen olyan
Wnt fehérjét sem talaltak, ami alkalmas jelolt lenne. Idokdzben kimutattdk viszont, hogy a Fz
receptor csalddnak a Wnt fehérjéktdl kiilonbozo ligandjai is léteznek [87]. Mivel azokat
muslicdban még nem vizsgaltak, elképzelhetd, hogy a Fz/PCP jelatviteli rendszert egy eddig

ismeretlen ligand aktivalja. Létezik azonban egy ettdl teljesen kiilonbozo elképzelés is, ami

5. abra: A szoveti polarizalédas

Gradiens modell kialakulisanak dltalinos modelljei. A
Polaritss; je; gradiens modell szer'int egy dif'ﬁ‘izibilis

Fzligand? anyag szolgal globalis polaritasi jelként.
el s Ez a jel a Ft/Ds aktivitison és/vagy a Fz
£ aktivitason keresztiil forditodik le sejten

beliili polaritassa. Az un. domind
modell szerint a globalis polaritasi
informécié  sejtrél-sejtre  addodik  at
lokalis sejtek kozotti kommunikacios

Domino modell W F2/Dsh/Dgo | mechanizmusokkal, amelyek szintén a

B stbin/Pk J S
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azt prediktalja, hogy a Ft-Ds rendszer a mikrotubulus kotd6 Wdb fehérjén keresztiil
szabalyozza a Fz fehérje sejten beliili eloszlasat [85]. Szarnysejtekben kimutattak, hogy a Fz
fehérje mikrotubulus asszocialt vezikulakon szallitodik a sejtek disztalis oldalara [88].
Mindezt 6sszevetve azzal, hogy az elsddleges PCP fehérjék lokalizacioja a wdb mutansokban
sériil, konnyen elképzelhetd, hogy a Wdb a mikrotubulusok mentén megvaldsuld vezikularis
transzport szabalyozasaban vesz részt. A Wdb és a Ft-Ds kapcsolat vonatkozasdban viszont
egyeldre nincsenek publikalt adatok, ezért csak tovabbi kisérletek segitségével kapunk majd
valaszt erre a fontos kérdésre.

Az eldbbiekben ismertetett modell alapvetése az volt, hogy a Ft/Ds és Fz/Stbm
jelatviteli modulok egy lineéris szabalyozési rendszert alkotnak, amit a szemben elvégzett
episztazis kisérletekre alapoztak [29]. Az abdomen kutikulan és a szarnyon végzett jabb
kisérletek alapjan azonban ez az elképzelés nem allja meg a helyét, sokkal inkdbb ugy tinik,
hogy ez a két fontos PCP modul egymastdl fiiggetleniil, parhuzamos utakon jarul hozza a
globalis polaritasi minta kialakitasahoz [89,90]. Ebben a pillanatban nem vilagos ezeknek az
egymasnak ellentmondd konklizioknak a magyarazata. Nem zarhatjuk ki azt az egyszeri
lehetdséget, hogy a kiilonb6z6 szovetekben kiilonbdz6 mechanizmusok miikddnek, és a két 6
PCP modul szerepe szovetrdl szovetre valtozik, de a szoveti polaritds egyéb vonatkozasokban
rendkiviil univerzalisnak latszo szabalyozasa miatt a tudomanyteriilet vezetd kutatoi egyeldre
elvetik ezt a lehetOséget €s pardzs vitat folytatnak az alternativ modellekrdl [84,86,90,91].
Ettd] fliggetleniil a Ft/Ds ¢és a Fz/Stbm modulok Kkitiintetett szerepe nem kétséges.
Véleményem szerint a legfontosabb kérdés pedig inkabb gy meriil fol, mi a globalis
polaritasi informacid valodi természete? Létezik-e valdban egy morfogén szerli polaritasi
jelmolekula vagy a polaritasi informaci6 sejtrol-sejtre adodik at €és a domino-elv szerint (5.
abra) terjed ki a teljes szovetre? Mikor determindlodik valdjaban a PCP? Lehetséges-e, hogy
a sejtek sziiletésiiktdl fogva ,,tudjak” ezt az informaciot és a vizsgalataink kozéppontjaban allo
fehérjek valojaban mind végrehajtdo elemek, amelyek kivitelezik a szdveti differencialodas
utolsd Iépéseit és morfologiai valtozasok utjan nyilvanvalova teszik az addig szamunkra
rejtett polaritasi informaciot? Ugy gondolom a Drosophila PCP modell rendszerek
alkalmasak ezeknek a kérdéseknek a vizsgalatara is, €s ha a muslica genetikusok meg akarjak
Orizni prioritdsukat a PCP teriileten, arra lesz sziikség, hogy a kulcs kérdések megoldasdban

lépjenek eldbbre.

2.1.2. Szoveti polarizalodas gerincesekben
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Ha rapillantunk a halak pikkelyeinek vagy a madarak tollainak szigorian szabalyozott
elrendezddésére, maris szembetalalkozhatunk a gerinces allatok szoveti polarizdlodasanak
nyilvanval6 példaival. Hasonloképpen, a belsd szovetek kozott is ismerlink evidens példékat,
hiszen a légzdrendszer vagy a ndi petevezeték csillos hamjanak felépitése egyértelmiien utal a
szoveti sikban megnyilvanuld polarizalédasra. A kiilonb6z6 genom szekvenalasi projektek
utan kideriilt, hogy az eredetileg Drosophila-ban azonositott PCP gének szinte mindegyike
evoliciosan konzervalt fehérjét kodol, és innen mar csak egy 1épés valasztott el a funkcionalis
konzervacid bizonyitasatél. Ennek egyik legnyilvanvalobb példajat az egér Fz6 mutansok
epidermiszén megfigyelhetd szOr fenotipusok szolgaltattdk, amelyek szembeszokd
hasonlosagot mutatnak a Drosophila fz mutansok szér €s trichoma orientacios hibaival (6.
abra) [92]. Torténetileg azonban a gerinces PCP tudomadnyteriilet az embriogenezis korai
szakaszara jellemzd, a szovetek sikjaban polarizalt sejtmozgéasok [93] és a belsd fiil
érzékhamjanak vizsgalataval kezdddott [94,95]. Manapsag is ezeket tekintjilk a meghatarozo
gerinces PCP modell rendszereknek, bar a gerinces PCP muténsok részletesebb fenotipus
analizise utan kideriilt, hogy az embriondlis szemhéjak zarodasaban, a vesében talalhato
nefronok kanyarulatos csatornainak megnyulasaban, és teljesen friss eredmények alapjan a

bal-jobb aszimmetria kialakulasaban is [7,96,97,98] részt vesz a PCP rendszer.

A0 OEoaerice

6. abra: Gerinces PCP modellrendszerek. (a) Az egér belso fiilét boritd érzékham egy részelete.
Minden sejt ék alakba rendezodott sztereociliumokat hordoz, amelyek orientacidja minden sejtben
azonos ¢és ily médon szabalyos sorokba rendezddnek. (b) Vangl2 egér mutansokban a sztereociliumok
véletlenszerii iranyultsagot mutatnak. (c¢) A vad tipust egerek epidermiszét boritd szorok a végtagokon
disztalis irdnyba néznek, mig egy Fz6 mutans egér (d) esctében forgdkat figyelhetink meg a
szérmintaban, ami igen hasonlatos a muslicak szarnyan megfigyelhet6 PCP fenotipusokhoz. (e) A
konvergens extenzidés sejtmozgisok sémaja. Lathatdo, hogy a folyamat lényege a sejtek medidlis
iranyba tortén6 elmozdulasa és interkalacioja. (f) Egy vad tipusi 24. stddiuma Xenopus embridban a
veléesd zarddasa majdnem teljesen befejezddott, ezzel ellentétben a Xenopus fy géntermék gatlasa
veléesd zarodasi defektusokat okoz (g). Az f és g paneleken Pax3 in situ hibridizacioval tették
lathatova a veldlemezeket. Az eredeti abra forrasa: Seifert and Mlodzik, 2007.
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2.1.2.1. Konvergens extenzio

A gerinces fajok korai embrionalis fejlddésének egyik jellegzetes kdzds vonasa, hogy
mezodermalis €s neuroektodermalis eredeti sejtek populacidi az embrid6 kdzépvonala felé
mozdulnak el, ami a sejtek interkalacidja utan az embrid megnyulasat eredményezi az A-P
tengely mentén, és egyben karcsusodasat az oldalsé iranyokban (6. abra). Ezeket a szoveti
sikban 6sszehangolt, polarizalt sejtmozgasokon alapuléd folyamatokat, amelyek végsé soron az
embriok megnyuldsaval jarnak, konvergens extenzionak nevezziik (CE az angol convergent
extension kifejezés utan). Ismert, hogy a CE soran a sejtek a mozgas irdnyaban megnyulnak,
¢s lamellipodiumokra emlékeztetd nyulvanyok ndvesztésével polarizdlodnak [93]. Foként
egér, zebrahal és Xenopus modell rendszerek vizsgalatabdl kideriilt, hogy az elsédleges PCP
gének gerinces homologjai kivétel nélkiil részt vesznek a CE szabdlyozasaban [7,9], de rajtuk
kiviil a Fat4, az in és fy homologok szerepe is bizonyitott legalabb az egyik modell
organizmus esetében [99,100] (6. abra). A PCP gének hibas miikodése a konvergens extenzio
soran veldcsd zarddasi problémakat okoz €s nyitott gerincli embriok fejlodését eredményezi,

ami egy rendkiviil sulyos, gyakran haldlos kdvetkezményekkel jaro fejlodési rendellenesség.
2.1.2.2. A belsd¢ fiil érzéekhamja

Az eml6sOk belsd fiilének érzékhamjaban a hang és egyensuly érzékéléshez nélkiilozhetetlen
szorsejteket talalunk. A hallas érzékszervében, a Corti-szervben az érzéksejtek mindegyike
hordoz egy csillot, egy Un. kinociliumot az apikdlis felszinén, amelyet €k alakban
sztereociliumok vesznek koriil (a sztereociliumok mikrovillus-szeri, aktin gazdag
sejtnyulvanyok). Az érzéksejtek, ill. az €k alakba rendez8dott apikalis nyulvanyok szabalyos

cre

megfigyelhetd. Az elmult néhany évben leirtak, hogy a muslica PCP gének egér homologjait
érintd mutaciok elrontjdk a sztereociliumok orientaciojat, ami siiketséget vagy
hallaskarosodast okoz. Ilyen fenotipust okoznak az egyik Stbm homologot kddold looptail
vagy vangl2 [95], az egyik Fmi homologot koédolo celsri [101], a Dsh homologokat érintd
dvll, dvi2 kettés knock-out [102,103], a szintén kettds knock-out Fz3, Fz6 [104] és a Fat4
mutansok [100]. Figyelemre méltd modon, a Drosophila modell rendszerhez teljesen
hasonldan, erds genetikai interakcid mutathatd ki a dvl és a vangl2 mutansok kozott [103].

Egyiittesen ezek az eredmények bizonyitottdk azt a mutansok analizisét joval megel6zo

sejtést, miszerint a belsd fiil érzé¢khdmja egy szdveti polarizalodasi paradigmat reprezental
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[105], mésrészt azt is megmutattdk, hogy a szdveti polarizalodas valdban a hangérzékelés

abszolute kritikus eléfeltétele.
2.1.2.3. Aszimmetrikus fehérje lokalizacio

A Drosophila PCP kutatasok egyik legfontosabb megallapitasa az volt, hogy a sejteken beliili
aszimmetrikus PCP fehérje felhalmozodas fontos szereppel bir a szovetek sikbeli
polarizaciojaban. A gerinces PCP modell rendszerek koziil eldszor a Corti-szerv sejtjeiben
sikeriilt olyan molekularis aszimmetridkat kimutatni a PCP fehérjék sejten beliili eloszlasaban,
amelyek hasonlosdgot mutatnak a muslicaban megfigyelt mintakkal. A részletekr6l ugyan
egyeldre joval kevesebbet tudunk, mint a Drosophila szarmy esetében, de a Celsrl, DvI2, Pk2,
Fz3, Fz6 és Vangl2 fehérjék esetében a polarizdcid egyértelmilen kimutathaté volt
[103,104,106,107,108], ¢és arra is vannak bizonyitékok, hogy a gerinces PCP fehérjek
lokalizéacidja is kolcsonosen fiigg egymas jelenlététdl [108]. Ezekkel a megfigyelésekkel egy
idoben a zebrahal Pk ¢és Stbm homoldgjairdl leirtdk, hogy azok is aszimmetrikusan
halmozodnak fel a konvergens extenzids mozgasokban részt vevd neuroektodermalis
sejtekben [109]. Ezek a kisérleti eredmények tehat azt sugalljadk, hogy a PCP rendszer
mikodése az aszimmetrikus sejten beliili felhalmozodéas szempontjabol is nagymértekben
konzervalt lehet. Ennek ellenére abban a vonatkozasban egyelore nincs elegendd kisérleti
bizonyiték, hogy a Fz-Dsh és Stbm-Pk komplexek miikddése, ill. eloszlasa minden esetben
hasonl6 polarizaltsdigot mutatna, mint a muslicdk esetében. A PCP fehérjek sejten beliili
eloszlasdnak részletes vizsgalata ezért tovabbra is folytatdodik, és néhany év mulva
valosziniileg tisztazddik milyen mértékli a hasonlésag a kiilonbozé PCP modell rendszerek

kozott a molekularis aszimmetriak vonatkozaséban.
2.1.2.4. Policisztas vesebetegség, csillo képzodés és bal-jobb aszimmetria

A gerinces PCP kutatasok egyik érdekes uj iranya a PCP ¢€s vesetubulusok fejlddése kozotti
kapcsolat vizsgalata. Az emldsok veséjének miikddési egységei a nefronok, amelyek egyéb
elemek mellett a kanyarulatos csatorndkat is tartalmazzak. A kanyarulatos csatorndk az
embriondlis fejlodés sordn sejtosztodasok utjan egy rendkiviil nagymértékii megnyulason
mennek keresztiil, anélkiil, hogy az atmérdjik szignifikins mértékben valtozna. Az un.
policisztas vesebetegségek (PKD) k6zos jellemzdje, hogy a vesetubulusok megnyulasa zavart

szenved, a csatornak atmérdje megnd €s azokon cisztas kitliremkedések jelennek meg [110].
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szigoru szabalyozasa biztositja [111]. Vad tipus esetében az osztddasok irdnya mindig
parhuzamos a csatorna hossztengelyével, mig egér és patkany PKD modell rendszerekben az
ilyetén modon vald meghatarozasat PCP jelenségnek tekinthetjiik, kiilonosen annak fényében,
hogy az iranyitott sejtosztddasok szerepe jol ismert a Drosophila érzékszOrdk polarizalodasa
[14] és a zebrahal konvergens extenzios sejtmozgasok soran [112]. Ezt a felfogast erdsiti az a
megfigyelés is, hogy a PCP gént érintd Far4 egér mutansok cisztds vesével fejlodnek (7.
abra), amelyben a sejtosztodasok iranyanak koordinalasa zavart szenved (7. abra), és a Fat4
mutansok ebben a vonatkozasban domindns genetikai interakcidot mutatnak a Vangl2 és Fjx (fj

homolég) mutansokkal [100].

Fat4*'+ Fat4~ Fat4+'+ Fat4™"~

500 um ‘ 500 um

7. abra: A Fat4 egér mutansok policisztas vesével fejlodnek. (a) Egy vad tipusi vese metszetén
Aquaporin2 (Aqp2) festéssel (piros szinnel jelolve) jol lathatova tehetdk a vese gylijtécsatornai. (b) Az
Aqp2 pozitiv csatornak sokkal rovidebbek és szélesebbek a Far4 mutans egér vesében, ami egy tipikus
PKD fenotipus. (¢,d) Fat4 mutansokban (d) sejtszintii felbontas mellett is kimutathat6 a vesecsatornak
kiszélesedése ¢€s megrovidiilése. A sejthatarokat E-cadherin (E-cad) jeloli piros szinnel. Az abra
eredeti forrasa: Saburi et al., 2008.

A gerinces PCP teriilet masik izgalmas 1) felfedezése a szdveti polarizalédas és a
csillo képzddés kozotti kapcsolat felismerése volt. A csillok hosszu 1d6 ota ismert
sejtszervecskék, de egészen a legutobbi évekig fOként csak a mozgasra képes csillok ¢€s
ostorok vizsgalatdra iranyultak a kutatdsok. Idokozben kideriilt azonban, hogy a gerinces
¢lolények szinte minden sejtje hordoz egy immobilis, Un. els6dleges csillot. Ezeknek a
csilloknak a funkciojat sokdig homadly fedte, de ma mar fontos érzékeld és jelatviteli
funkcidkat tulajdonitunk nekik, mert szerepiik van a fényérzékelésben, a mechanikai
stimulusok érzékelésében ¢€s a szaglasban, tovabba a Hedgehog (Hh) és a Wnt/PCP jelatviteli
folyamatokban [113,114]. A csilloképzddés és a PCP kozotti kapcsolatra elséként a Bardet-
Biedl szindromahoz kothetd Bbs gének vizsgalata mutatott ra. A Bbs fehérjék a csillok alapi
testéhez lokalizdlodo fehérjék, amelyek a csilloképzddés esszencialis elemei [115].

Megfigyelték, hogy a Bbsl, Bbs4 és Bbs6 géneket érintd egér mutansok belsé flilében a
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kinociliumok (amelyeket elsddleges csillonak tekintiink) és a sztereociliumok rendezetlen
modon allnak, tehat PCP hibdkat mutatnak [116]. Ezeket a polaritdsi hibadkat a Vangl?
mutansok dominans mddon erdsitik [116]. A kinociliumok axonémadjanak képzddését teljesen
megakadalyozo Ifi88 és Kif3a mutansok szintén sulyos szoveti polaritasi hibakat mutatnak
megerdsitve, hogy a csillok jelenléte instruktiv szereppel a bir a belsd fiil polaritasi

mintdjanak meghatarozasaban [117].

() () (o) (™) () ()
() () (b)) (@) () (R
(..-h..\ (..-t-..\ (’y ';.) (.m;_x;w)
(-'"'-> f-"‘-> (fff'é:) <1-""-4\ (4'_"5) (-"'"-\ &-"“'-> (}f",_) (f?’j%f)

vad tipus csillo mutans PCP mutans

8. abra: Csillo képzédés és szoveti polaritis a belsé fiil érzékhamjaban. A belsé fiil
érzékhamjaban minden sejt apikalis felszinén lathatd egy bazailis testhez (piros korok) kotodo
kinocilium (fekete vonal) és a kinocilium két oldalan a V-alakba rendez6dott sztereociliumok (zold
korok), amelyek orientacidja vad tipus esetében minden sejtben azonos (bal oldali panel). A csillo
képzddést megakadalyozd mutansokban a bazalis testek sejten beliili pozicidja randomizalodik, ami
sulyos defektusokat okoz a sztereociliumok elrendezddésében is (k6zEépsé panel). PCP mutansokban
szintén véletlenszerli a bazalis testek és a kinociliumok pozicidja, ami hibakat eredményez a
sztereociliumok elrendezodésében (jobb oldali panel). Ezek alapjan a PCP fehérjék mellett a
kinociliumok is fontos szereppel birnak a belsé szdveti polarizalodasaban. Az abra eredeti forrasa:
Jones et al., 2007.

A PCP ¢s a csilloképzddés kapcsolatara mas modell rendszerekben is van példa,
hiszen a Xenopus inturned ¢és fuzzy gének inaktivalasa abnormalis csillok képzddését
eredményezi és konvergens extenzios hibakat okoz [99]. A legfrissebb eredmények pedig azt
jelzik, hogy a PCP rendszer a csillok helyének meghatarozéasaval jarul hozza a gerincesek bal-
jobb aszimmetridjanak a kialakulasdhoz. Eddigi ismereteink alapjan a gerincesekben a bal-
jobb aszimmetridt az embrionalis noduszban torténd folyadékaramlas iranya (az dramutatod
jarasaval megegyez6 vagy ellentétes) hatarozza meg. Ezt az dramlast viszont a nddusz sejtek
apikalis felszinén poszterior pozicioban, aszimmetrikusan elhelyezkedd csillok 6sszehangolt
mozgasa hozza létre [118]. Az egér Dgo homoldgot kodolo inversin (inv), a Vangll, Vangl2
¢s a Dvl géneket érintd6 mutans kombinaciokban a csilld képzddés sejten beliili helye
randomizaldédik, ami turbulens folyadékaramlast és végsd soron bal-jobb aszimmetria

zavarokat okoz [96,97,98,119]. Ezek az eredmények jelzik, hogy a PCP jelatviteli rendszer a
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klasszikus szoveti polarizalodasi folyamatokon kiviil a gerinces embriok fejlédésének egy

masik fontos korai eseményét, a bilateralis aszimmetria kialakulasat is szabalyozza.

' Node
Vv
(PNC)

Vangl2¥'s; Vangl19t/gt

9. abra: A Vangl gének szerepe a bal-jobb aszimmetria Kkialakitasiban. (a) Egy 8 napos
sematikusan abrazolt egér embrion lathatjuk a nddusz (PNC) elhelyezkedését, amit kinagyitva mutat a
(b) panel. D, dorzalis; V, ventralis; A, anterior; P, poszterior; L, bal oldal; R, jobb oldal. (¢) A vad
tipusu nodusz sejtek poszterior oldalan egy csillot talalunk, amelyek mozgasa egy bal oldalra iranyulod
folyadékaramlast idéz elé a ndoduszon beliil, ami a bilateralis szimmetriat megtori és a bal-jobb
aszimmetria kialakulasanak elsé ismert jele. (d) Vangl2; Vangll kettés mutansokban a nddusz sejtek
csilloi nem a megfeleld sejten beliili pozicidban helyezkednek el, és ezaltal mozgasukkal turbulens
folyadékaramlast generalnak a ndéduszban, ami viszont bal-jobb aszimmetria hibak kialakulasat idézi
elé. Az abra eredeti forrasa: Song et al., 2010.

A vel6csd zarddasi problémak és a policisztas vesebetegség a leggyakoribb human
sziiletési rendellenességek kozé tartoznak, mig a szintén gyakori velesziiletett szivbetegségek
tobbsége bal-jobb aszimmetria zavar miatt alakul ki. Természetesen nem allithato, hogy ezek
a betegségek minden esetben a PCP gének hibas miikodésére vezethetdk vissza, de a PCP
rendszer €s az emlitett betegségek kozotti kapcsolat ma mar nyilvanvalo [111,120], igy a
szoveti polarizalodas vizsgdlata gerinces fajokban fontos orvosi vonatkozasokkal is bir, ami

minden bizonnyal hosszl tdvon is garantdIni fogja a teriilet rendkiviil dinamikus fejlodését.

2.1.2.5. A gerinces PCP effektor elemek a sejtvaz szabalyozasaban vesznek részt

A gerincesek PCP szabdalyozasi rendszerének mitkodését f0ként a Fz/Stbm és a Ft/Ds csoport
vizsgalataval tanulmanyoztak. A gerinces PCP effektor fehérjékrdl emiatt viszonylag keveset
tudunk. Az eddigi eredmények azt jelzik, hogy a sejtvaz szabédlyozasdhoz kothetd JNK, Rho
kindz és Rac fehérjék zebrahal és Xenopus esetében sziikségesek a konvergens extenzid
kivitelezéséhez [121,122]. Mindez Osszhangban van a muslicaban kapott adatokkal, de

gerincesek esetében az alsobb szinten hato elemeket egyelére nem ismerjiik. Ismert azonban
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egy aktin sejtvaz szabalyozo fehérje, a DAAMI (dishevelled associated activator of
morphogenesis), ami a Wnt/PCP jelatvitelhez kothetd és ami Xenopus adatok alapjan szintén
részt vesz a konvergens extenzios sejtmozgasok Osszehangoldsaban [123]. Ez a fehérje az
eredeti elképzelések alapjan eldsegiti a Dvl fiiggd Rho aktivaciot. Azonban a DAAMI egy
formin-homologia doméneket hordozd fehérje, és korabbi adatok alapjan a forminok
aktivacioja fligg a Rho GTPazok jelenlététdl [124]. Amikor ezek az eredmények napvilagot
lattak, még nagyon keveset tudtunk a muslica PCP jelatviteli Gt Dsh alatti elemeirdl, ezért
munkacsoportunk elhatarozta, hogy megvizsgéljuk a Drosophila DAAM ortolég (AIDAAM)
szerepét a szoveti polarizalodas soran. Eredeti kisérleti célunk késébb elvezetett a ADAAM,
PCP-hez mar nem kothetd, részletesebb genetikai és funkcionalis analiziséhez. Tekintve, hogy
a forminok az aktin sejtvaz fontos szabalyozo elemei, az értekezés kdvetkezd részében rovid

attekintést adok az aktin sejtvaz felépitésérdl és az aktin dinamikat szabalyozo6 fehérjékrol.
2.2. AZ AKTIN SEJTVAZ FELEPITESE ES MUKODESE
2.2.1. A sejtvaz altalanos jellemzoi és felépitése

A sejtvaz az ¢l6 sejtek dinamikus valtozasokra képes szerkezeti eleme. A
citoszkeleton rendkiviil sokféle funkciot lat el, igy pl. lehet6vé teszi a sejtmozgasokat, a
sejtalak fenntartasat, az intracellularis transzportfolyamatokat, az organellaris transzportot €s a
sejtosztodast. Az eukariota sejtekben a sejtvaz felépitését tekintve harom f6 szerkezeti
egységet kiilonithetiink el: a mikrotubulusokat, az intermedier filametumokat ¢és a
mikrofilamentumokat vagyis az aktin sejtvazat. A mikrotubulusok polimer molekulak,
melyeket a-, és B-tubulin alegységekbdl allo heterodimerek épitenek fel. A heterodimerek fej-
farok orientdcioban egy csOszerli struktirdba rendezddnek, igy hozzak létre a polarizalt
szerkezeti mikrotubulusokat. A mikrotubulusok a sejtek legmerevebb, legrobosztusabb
vazelemei, amelyek a stabilitas szempontjabdl viszont dinamikusan valtozd szerkezetek.
Novekedéstiket és lebomlasukat, ill. magasabbrendii struktirdkba vald szervezddésiiket a
mikrotubulus asszocidlt fehérjék szabalyozzak. Az 10j mikrotubulusok 06sszeszerelése,
nuklealasa az eukariota sejtekben a mikrotubulus organizald kozpontokbol (MTOC) torténik.
Az Gjonnan kialakult mikrotubulusokban a (-) vég az MTOC fel¢, mig a (+) vég attol disztalis
irdnyba néz.

Az intermedier filamentumok (IF) homo-, vagy heteropolimerek, amelyek apolaris

lancokat alkotnak. A mikrotubulusokhoz képest kevéssé dinamikusan valtozo struktarék,
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legfontosabb szerepiik a sejtek altalanos szerkezeti stabilitdsdnak biztositdsa. Rendkiviil
sokféle mtermedier  filamentum  1étezik, ezeket szOveti  elofordulasuk  és
szekvenciahomoldgiajuk alapjan hat csoportba soroljuk. Az I. és II. csoportba a savas, illetve
bazikus keratinok tartoznak, melyek epitélialis sejtekben fordulnak eld. A III. csoportba
soroljuk vimentineket, melyek az 0Osszes IF fehérje koziil a legszélesebb eléfordulasi
gyakorisaggal rendelkeznek. A szintén idetartozo dezmin az izmokra jellemz6, a GFAP (glial
fibrillar acidic protein) gliasejtekben és asztrocitdkban fordul eld, mig a peripherin a periférias
idegrendszer neuronjaiban talalhaté meg. A IV. csoportot a neurofilamentumok (NF) alkotjak.
Specifikusan a kdzponti idegrendszer neuronjainak axonjaiban fordulnak eld, szerepiik az
axonok radialis iranyu novekedésének, nyulvanyatmérdjének szabalyozasa. Az V. csoportot a
laminok alkotjak, amelyek a sejtmagban talalhat6ak, mig a VI. csoportba a nesztinek
tartoznak, melyek foként izomsejtekben és embrionalis neuronokban fordulnak eld.

A mikrofilamentumok 7-9 nm atmérdjii helikalis szerkezetli polimer molekulak,
melyeket aktin monomerek épitenek fel. Az aktin sejtvaz flexibilis és plasztikus, elsddleges
funkcidja a dinamikus sejtmozgasok kivitelezésében van. Az aktin az eukariota sejtek
legabundénsabb fehérjéje, a rendelkezésre 4116 aktin mennyiség kb. fele monomer, globularis
formaban (G-aktin) van jelen, mig a masik fele polarizalt szerkezetli filamentumokat alkot (F-
aktin) [125]. Az aktin fehérjék szekvencidja evolicidsan erdsen konzervalt, aminosav szinten
az egysejtiuektdl a gerincesekig legalabb 80%-os azonossdgot mutatnak egymassal.
Ugyanakkor a magasabbrendii fajok genomja tobbféle aktin izoformat is kodol, jellemzd

modon az izomsejtekben kiilonb6z6 izoformékat talalunk, mint a nem-izom tipusu sejtekben.
2.2.2. Az aktin filamentumok felépitése és szervezodése

Az aktin filamentumok kettds helikalis strukturdk, benniik két parallel lefutasu G-
aktinbol all6 lanc tekeredik egymasra, oly mddon, hogy a monomerek egymashoz képest fej-
farok orientacioban helyezkednek el (10. abra). A filamentumok nemcsak strukturalis, hanem
funkcionalis értelemben is polaritassal rendelkeznek. A polaritas alapja az, hogy a kétértekii
kationok (Mg>*, Ca®") jelenlétében ATP/ADP kotésre képes aktin monomerek maguk is

aszimmetrikusak. Rdadasul az aktin monomerek ATP-4z aktivitdssal is birnak, amely
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22 X0 B névekedés a Pig depolimerizécio a
4= széges végen hegyes végen
szbges (+) vég hegyes (-) vég C S "H I )
€ ADP ATP

10. abra: Az aktin filamentum szerkezete. (A) Az aktin monomer ¢és a filamentum szalag modellje.
Lathaté a monomer aszimmetrikus felépitése (a jobb oldalon a Mg”" koté zsebbel), és a filamentum
spiralis szerkezete, ill. a szoges (+) és a hegyes (-) vég. (B) A sematikus filamentum modell
szemlélteti, hogy in vivo a szoges végen ATP-aktin (piros kor) beépiilés torténhet, ami az aktin sajat
ATPaz aktivitdsa miatt gyorsan ADP-aktinna (z6ld kor) alakul. A hegyes vég a depolimerizdcio helye,
a levalo ADP-aktin monomerek pedig tijra ATP-aktinna alakulhatnak.

jelentésen megnovekszik, ha beépiilnek egy filamentumba. Az ATP hidrolizise utan képz6do
ADP-aktin viszont olyan konformdacidé valtozast idéz el6 a filamentumban, ami azt
instabilabba teszi, noveli a depolimerizaciora vald hajlamat [126]. Ezek a tulajdonsagok in
vitro korilmények kozott azt eredményezik, hogy ugyan a Mg-ATP aktin jelenlétében
képz6dod filamentumok mindkét végén torténhet monomer beépiilés és disszocidcio is, azok
sebessége a két végen jelentdsen eltérd. Az un. széges (+) végen, ahol elsdsorban ATP-aktint
talalunk kb. 10-szer gyorsabb a beépiilés sebessége, mint az Un. hegyes (-) végen amire az
ADP-aktin jelenléte a jellemzd [125]. Ez a kiilonbség in vivo koriilmények kozott az aktin
monomer kotd fehérjéknek koszonhetden nagysagrendekkel nagyobb lehet, ezért ndvekedés
gyakorlatilag csak a szoges végen torténhet, mig a hegyes vég a depolimerizacid helye (10.
abra).

Az aktin filamentumokra jellemzd, hogy gyakran tobb filamentumbol allo
magasabbrendii strukturdkat alkotnak. Ezeknek két f6 tipusat kiilonboztetjiik meg aszerint,
hogy parhuzamos lefutasu, nem-elagazo6 filamentumokbdl allo kotegekbe rendezddnek, vagy
szovevényes halozatokat alkotnak (11. abra). Az aktin halézatok is tobbfélék lehetnek:
kialakulhatnak un. gél-szerli halozatok, ahol egymastol fliggetlen eredetli fonalakat
keresztkotd fehérjék tartanak Ossze, €és olyan haldzatok is léteznek ahol a filamentumon
meghatarozott szogben oldalagak képzddnek és egy bonyolult, polaritassal rendelkezd
agrendszer alakul ki. /n vivo ezek a struktarak kombinalodhatnak is egymassal, de sok esetben
,tiszta” forméaban fordulnak elé. igy pl. a filopoédiumokra és mikrovillusokra jellemzd, hogy
kotegekbe rendezd6dott nem-elagazd aktin  filamentumok merevitik dket, mig a
lamellipodiumokban és sejtfodrozodasokban halozatos aktin szerkezetet talalunk (11. abra)

[127].
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nemelagazé kétegek elagazo kétegek

ilopodiumok

trichomak mikrovillusok sztereociliumok

lamellipédiumok

11. abra: Magasabbrendi aktin struktarak. Példak az elagazo és nem-elagazo filamentumokbol
allo aktin kotegekre. Az abra eredeti forrasa: Revenu et al., 2004.

2.2.3. Az aktin kotd fehérjék

Régota ismert, hogy az aktin monomerek spontan moédon is képesek filametumokba
rendezddni, de ez a folyamat az ¢€l6 sejtekben gyakorlatilag nem térténhet meg, aminek
legalabb két fontos oka van. Egyrészt a spontan filamentum képzOdés kinetikai okok miatt
nem tamogatott, masrészt a spontdn képz0dés belathatatlan kovetkezményekkel jarna, ezért in
vivo koriilmények kozott az aktin dinamika €s a magasabbrendii aktin szerkezetek kialakulasa
térben és idOben szigorh modon szabédlyozdodik. Ezekben a szabdlyozo folyamatokban
kitiintetett szereppel birnak az aktin koté fehérjék (12. abra). A rendkiviil nagyszamu ismert
aktin kotd fehérjét kapcsolodasuk ¢és funkciojuk szerint kiillonb6z6 csoportokba soroljuk.
Vannak monomer kotd fehérjék, és vannak filamentumokhoz kot6dd fehérjék, amelyek
kotédhetnek az egyik vagy masik véghez vagy kapcsolodhatnak az F-aktin oldalahoz (12.
abra). Aktivitasuk alapjan megkiilonboztetjiik a polimerizaciot gatldo, a polimerizaciot
eldsegitd, a depolimerizaciot eldsegitd, a fragmentaciot eldsegitd, a filamentumot stabilizalo,
a filamentumokat keresztkotd gél- és kotegformald fehérjéket, a motorfehérjéket és az uj

filamentumok képzddését eldsegitd faktorokat (12. abra).
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A dmamikus aktin sejtvaz atrendezOdések egyik eldfeltétele, hogy kelléen magas
legyen a mobilizdlhaté aktin monomerek koncentracidja. A szabad monomerek magas
koncentracidja azonban a spontan polimerizacio lehetdsége miatt rendkiviil veszélyes lenne,
ezért a sejtekben a G-aktin igen nagy mennyiségben, de kotdtt formaban van jelen [125]. A
monomer kotd fehérjék legfontosabb tipusat a profilin reprezentalja. Ez a fehérje oly moédon
kotédik az aktin monomerhez, hogy lehetetlenné teszi annak a filamentum hegyes végére
torténd beépiilését [128]. Ugyanakkor a profilin eldsegiti, hogy az ADP-aktin ATP-aktinna
alakuljon at, és igy biztositja, hogy nagy mennyiségii olyan monomer alljon rendelkezésre,
ami képes beépiilni a meglévd filamentumok szoges végre [129]. Amennyiben a profilin
limitalo mennyiségben van jelen a sejtekben, a f6los monomer mennyiséget szekvesztralo
fehérjék kotik meg. A szekvesztralo fehérjék, mint pl. a thymosin 4, a profilinnel ellentétben
ugy kotddnek a monomerekhez, hogy megakadalyozzak azok filamentumba vald beépiilését
[130,131]. Ez a monomer raktdr tehat azonnali polimerizaciéra alkalmatlan, csak ugy

mobilizalhatd, ha eldbb profilin-aktinna alakul, ami viszont szabad profilin jelenlétében
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12. abra: Az aktin koto fehérjék tipusai.
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konnyen megtorténhet, mert a profilin nagyobb affinitassal koti az aktint, mint a szekvesztrald
fehérjék [132].

A polimerizaciot gatlo fehérjek koziil a legfontosabbak az un. sapkafehérjék, amelyek
a szoges véghez kotddnek ¢s megakadalyozzak tovabbi monomerek beépiilését [133].
Kotédésiik stabilizalhatja azokat a filamentumokat, amelyeknek védett a hegyes vége, de
elosegitheti a lebomlasukat is, ha ez nem all fenn. A filamentumok hosszat tehat akkor lehet
stabilizalni, ha a szoges végiikon ,,sapkdzzuk” Oket és a hegyes végiiket is megvédjiik. Ilyen
hegyes vég kotd fehérje a tropomodulin [134], ami izom sejtekben fontos szereppel bir a
szarkomer hossz meghatarozéasaban ¢€s stabilizalasaban [135].

Az elobbiekben emlitett fehérjek a filamentum végéhez valo kétddés utan az adott
végen gatoljak a polimerizaciot és a depolimerizaciot. Ezzel szemkozt olyan fehérjék is
léteznek, amelyek a filamentum végéhez vald kotddésiik utan eldsegitik, gyorsitjak a
polimerizaciét — a korabban elmondottak alapjan, ez in vivo kizardlag a szdges végen
torténhet meg. Ezeket a fehérjéket elongacids faktoroknak is nevezziik, koziiliik legjobban az
Ena/VASP fehérjecsalad tagjait ismerjiik [136,137]. Az Ena/VASP fehérjékre az jellemzo,
hogy sapkazé fehérjék jelenlétében is képesek a szoges véghez kotddni, de profilin-aktint is
kotnek, ezaltal gyorsitjak a monomer beépiilés sebességét [138,139,140].

A dinamikus sejtvaz atrendezOdésekhez a filamentumok képzddése mellett sziikség
van az F-aktin irdnyitott szétszerelésére is. Ezt a folyamatot a depolimerizaciét és a
fragmentaciot eldsegitd fehérjék iranyitjak. A depolimerizald fehérjék a lassan novekvo végen
filamentumon beliil bontjdk meg a kapcsolatot az aktin monomerek kozott. Ilyen faktorok
példaul az ADF/kofilin fehérjecsalad tagjai [141], amelyek a depolimerizaciot és a
filamentumok hasitasat is eldsegitik [142], vagy a fragmentdld fehérjék kozé tartozd
gelsolinok [143].

A filamentumok oldalahoz k6t6d6 fehérjék koziil emlitést érdemel a tropomiozin, ami
jelentésen megnoveli a filamentumok stabilitdsat mind kémiai, mind pedig mechanikai
értelemben [144]. A filamentumokat keresztkotd fehérjék szintén oldalkotd fehérjék. A
gélformalod fehérjék koze tartozik pl. a filamin és a spektrin [145,146], mig a kotegformalo

fehérjék koziil legjobban az a-aktinin, a fimbrin, a fascin és a villin ismert [127,147,148,149].

2.2.4. Aktin nuklealo faktorok
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Az aktin sejtvaz szabalyozdsanak egy eddig nem részletezett kritikus Iépése az 1
filamentumok képzddése. Tudjuk, hogy megfelelden magas monomer koncentracidé mellett az
aktin filamentumok spontdn modon is Osszeszerelddhetnek. Az ¢él6 sejtekben azonban
amellett, hogy a szabad monomer koncentracid6 rendkiviil alacsony, a spontan
filamentumképzddés energetikai okoknal fogva sem tamogatott, mivel az aktin dimerek €s
linearis trimerek rendkiviil instabilak [125]. Ezzel szemben, ha valami médon kialakul egy
helikalis trimer vagy egy tetramer, a polimerizdcio energetikailag is favorizaltta valik (13.
abra). Vilagos tehat, hogy a filamentumképzddés kulcslépése a nukledciés magként szolgalo
aktin oligomerek (trimerek ¢és tetramerek) képzddésének eldsegitése ¢€s/vagy azok

stabilizalasa. Ezt a folyamatot az un. aktin nuklealo, aktin 6sszeszereld faktorok katalizaljak.
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13. abra: A spontan filamentumképzédés energetikai jellemzo6i. Lathatd, hogy az aktin dimerek
instabilak, de egy helikalis trimer mar nukleacios magként tud szolgalni, a tetramer allapot elérése
utan pedig a filamentum elongacidja energetikailag joval kedvezobb, mint a lebomlasa.

Elméletileg harom olyan molekularis mechanizmus is elképzelhetd ami alkalmas a
spontan nukleaciot gatlod kinetikai akadaly megkertilésére: (1) a polimerizacios intermedierek
szerkezeti utdnzasa, (2) a spontan formal6dd polimerizacids intermedierek stabilizdlasa, (3)
egy polimerizacids mag képzése aktin monomerek rekrutalasa Gtjan [150]. Az eddig Metazoa
sejtekben azonositott 6t kiilonbozd felépitésii Osszeszereld faktor, az Arp2/3 komplex
[151,152], a formin fehérjék [153,154], a Spire [155], a Cordon-bleu (Cobl) [156] ¢és a
Leiomodin (Lmod) [157], mindharom elméleti lehetdségre szolgaltatott példat. Az Arp2/3
komplex két aktin-szerti alegységet is tartalmaz ¢és az ebbdl fakadd strukturalis mimikri a
miikddésének alapja (14. abra). Fontos jellegzetessége, hogy lancelagazdodasok utjan segiti
elé az U filamentumok képzddését [158]. Ezzel szemben a masik négy Osszeszereld faktor a
nem-elagazo aktin lancok képzddéséhez jarul hozza. Koziiliik harom fehérje, a Spire, a Cobl
¢s a Lmod, aktin k6t6 doméneket tartalmaz, amelyek monomereket kotnek és igy egy
nukle4dciés mag képzddését segitik eld a filamentum hegyes végén (14. abra). Veliik
ellentétben a forminok a szoges véghez kapcsolodva aktin dimereket vagy trimereket képesek

stabilizalni (14. abra), és ugy kétddnek a szdges véghez, hogy processziv modon eldsegitik a
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filamentum polimerizaciojat is, tehat a nukledlo szerepen kiviil elongacios faktorként is

miikodnek [153,154].

A Arp 2/3 komplex

A
Arp2 and Arp3

Forminok

az FH2 dimer egyik fele |
flexibilis linker

‘0@ = p © = P -0

14. abra: A Kkiilonb6z6 aktin nuklealé faktorok miikodésének Osszehasonlitisa. Az
Arp2/3 komplex egy WASp-aktin aktivalo komplex segitségével egy aktin trimert mimikal és
ily modon alakit ki egy nukleacios magot egy meglévd filamentum oldalan. A maguk is
dimerként miikodé Forminok (z6ld félkordk) egy aktin dimer stabilizalasaval segitik el6 a
nukleacios mag keletkezését, majd a szoges véghez kotédve maradnak és az elongaciot is
katalizaljak. A Spire fehérjék négy aktin monomer két6 WH2 domént (lila téglalapok)
tartalmaznak. A monomerek kotédésével egy nukleacios mag alakul ki a filamentum hegyes
végén. A ndvekvo filamentumok szoges végét szaggatott vonall nyil jeldli az abran. Az abra
eredeti forrasa: Goode&Eck, 2007.

2.2.5. Az Arp2/3 komplex felépitése és miikodése

Az Arp2/3 komplexet 6sszesen hét polipeptid lanc alkotja (ARPCI-5, illetve Arp2 és Arp3)
(14. abra) [151]. Az Arp2 ¢és Arp3 alegységek fehérjeszekvenciai kozel 50%-os egyezést
mutatnak az aktinnal (Arp: actin-related protein), szerkezetiik pedig olyan, hogy egylittesen
egy, a hegyes végen talalhato aktin dimert mimik4lnak aminek szabad a szoges oldala [159],
ahovd aktin monomerek kapcsolédhatnak. Az Arp2/3 komplex azonban pusztian aktin
monomerek jelenlétében nem képes 0j lancok képzddését elinditani, mikodéséhez sziikség

van egy mar kész filamentumra, aminek az oldalahoz kapcsoldédik, majd az
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anyafilamentummal 70°-o0s szdget bezarva megindul az 0j aktinldnc kialakulasa (14. abra)
[158]. Az Arp2/3 aktivitasa ily modon halozatos, dendritfdra emlékeztetd aktin struktarak
kialakitasat teszi lehetdvé, ahol az Arp2/3 az oldalagat alkotd aktin filamentumok hegyes
végénél, az elagazdodasi pontokban helyezkedik el. Ezzel 6sszhangban immunhisztokémiai
vizsgalatok kimutattak, hogy az Arp2/3 komplex mind lamellipodiumokban [160,161], mind
membranfodrozdédasokban megtaldlhato [162].

Az Arp2/3 komplex egy masik fontos vonasa, hogy a komplex miikodéséhez az
anyafilamentumon ¢és az aktin monomereken kiviil aktivator fehérjékre is sziikség van. Ennek
elsdsorban sztérikus okai vannak, ugyanis az aktivator nélkiil a komplex térszerkezete nem
teszi lehetdve, hogy stabilan kotddjon a filamentumok oldaldhoz, és az Arp alegységek is
messze vannak egymastol, tehat nem alakul ki a nukle4dcios magként szolgalo aktin dimerre
emlékeztetd szerkezet. Az ismert aktivator fehérjék kozos jellemzdje, hogy tartalmaznak egy
CA domént, melynek egyik részén bazikus (kapcsold régio-Connector region), a masikon
pedig savas aminosavak talalhatoak (savas régio-Acidic region) [163,164]. Az aktivatorok a
CA région keresztiil kapcsolddnak az Arp2/3 komplexhez, ami olyan konformaciod
valtozasokat idéz eld a teljes komplexben, hogy az rendkiviil stabilan tud kotddni az
anyafilamentumhoz az ARPC alegységeken keresztiil, ugyanakkor a két Arp alegység is
képes lesz egymashoz kapcsolodni. A CA régié azonban dnmagaban nem elégséges az Arp2/3
komplex aktivaldsahoz in vitro, a sikeres aktivalashoz aktin monomerek jelenlétére is sziikség
van. Ezért az ismert aktivatorok egy vagy tobb monomer aktint kot domént is tartalmaznak,
ami a legtobb esetben az un. WH2 (WASP homology 2) domén [163,164]. Az aktivator tehat
nemcsak az Arp dimerek formalodasat segiti eld, hanem az 0j filamentum els6 monomerjét is
azok kozelébe ,,szallitja”, és az igy kialakuld trimer mar stabil nukledcidos magként szolgal
(14. abra). Az Arp2/3 komplex legjobban ismert aktivatorait a WASP, az N-VASP, a
Scar/WAVE ¢és a Cortactin fehérje csalddok tagjai alkotjak [163,164], amelyek fontos

szerepet jatszanak az Arp2/3 komplex mitkodésének térbeli és idObeli szabalyozasaban.
2.2.6. A Spire, a Cordon-bleu és a Leiomodin fehérjék szerkezete és miikodése

A Spire, Cobl és Lmod fehérjék aktin nukleald aktivitasat csak nemrégiben mutattak
ki, emiatt az altaluk katalizalt nukleal6 folyamatok részleteirdl egyeldre viszonylag keveset
tudunk. Ettdl fiiggetleniil az bizonyosnak latszik, hogy mindharom fehérje hasonlé modon
segiti eld a filamenumképzddést, nevezetesen 3-4 aktin monomert kotnek meg, amelyek egy

nuklacidés magot formalnak. A Spire-t eldszor Drosophila-ban azonositottadk, mint az oocita
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polaritasanak kialakitasaért felelos faktort [165]. Késébb kimutattak, hogy a Spire fehérje
tartalmaz egy N-termindlis KIND domént, négy G-aktin koté WH2 domént, és egy C-
terminalis FYVE domént [155]. In vitro koriilmények kozott a négy WH2 domén koziil
harom is elégséges az aktin nukledlashoz, bar a négy domén egyiitt nagyobb sebességet
biztosit [155]. A javasolt modell szerint in vivo a Spire négy WH2 doménje platformot
biztosit négy aktin monomer szamara, ¢s azok bekotddésével egy olyan nukledcidos mag jon
létre, ami mimikalja az aktin filamentum helikalis szerkezetét (14. abra).

A Cobl fehérje kizarolag a gerincesekben fordul eld, a kozponti idegrendszerben
fejezddik ki, és hidnya vel6csé zarddasi rendellenességeket eredményez [166]. A fehérje
nagyrészt ismeretlen doménekbdl all, kivéve a C-termindlison talalhatdé harom WH2 domént,
és néhany rovid prolin-gazdag régiot, amelyeknek profilin kotésben lehet szerepiik. A Cobl
mindharom WH2 doménje sziikséges a fehérje nukledlo aktivitdshoz in vitro, €és az is
bizonyitott, hogy a masodik és harmadik WH2 domén kozotti linker (6sszekotd) régio hossza
is kritikus szerepet jatszik a nuklealasban [156]. A Cobl miikddése a javasolt modell szerint
ugy torténik, hogy az elsé két WH2 doménen linearis orientdcioban G-aktin monomerek
kotddnek, majd a flexibilis linkerrel elvalasztott harmadik WH2 domén a kdvetkezd aktin
monomert laterdlis pozicioba helyezi el a masik kettd mellé. Ily modon egy aktin trimert
tartalmazo nukle4cidés mag alakul ki [156].

A ,legfiatalabb” nukleal6 faktor az Lmod, amit 2008-ban irtak le el6szor gy mint egy
izom specifikus 0sszeszereld faktor. Az Lmod fehérje N-terminalis fele hasonlésdgot mutat a
hegyes vég kotd tropomodulinnal, €s tartalmaz egy tropomiozin, ill. aktin kotd hélixet és egy
leucin-gazdag régiot, ami szintén képes aktin monomerek kotésére [157]. Az Lmod C-
terminalisa joval hosszabb, mint a tropomuduliné és két hosszabb helikalis domén mellett egy
WH2 domént is tartalmaz. Osszességében tehat a Cobl-héz hasonléan az Lmod is harom,
jollehet egymastol kiilonbozd aktin koté doménnel rendelkezik. Ezek mindegyike sziikséges a
nukledlashoz, amirél azt gondoljuk, hogy a harom G-aktin kot domén egy nukledcios

magként szolgalo trimer kialakulasat segiti eld [157].
2.2.7. A forminok szerkezete és miikodése

A formin fehérjecsalad névado tagjat, a Formin-1-et egérben azonositottak. A formin
elnevezés a gén mutacidja altal okozott ,limb deformity” fenotipusbdl szadrmazik. A
mutaciora homozigdta egerekben vese-, és végtagfejlédési rendellenességeket figyeltek meg,

melyek egylittesen homozigota letalitaishoz vezettek [167]. Késébbi vizsgédlatok ugyan
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kimutattak, hogy a mutans fenotipus valdjaban a formin-1 génnel szomszédos gremlin gén
funkcidjanak kiesésé¢hez kothetd [168], de az id6kdzben azonositott formin-I homoldogok
megOrizhették beszédes neviiket.

A forminok tobb erdsen konzervalt protein domént is tartalmaznak. Ezek koziil
definicio szerint minden forminban megtalalhatéak az un. formin homoldgia domének, a
kisméretli prolin-gazdag FH1 és a joval nagyobb (kb. 400 aminosavbol 41l6) FH2 domének. A
forminok rendkiviil sz€les korben elterjedt fehérjék, a novényektdl kezdve az élesztOkon at az
emldsokig szinte minden fajban megtalaljuk 6ket. A Metazoa forminok FH2 doménjének
0sszehasonlité filogenetikai analizise alapjan a forminokat hét nagy alcsaladba soroljuk [169]:
Diaphanous (DIA), formin-ralated proteins in leukocytes (FRL), Dishevelled-associated
activator of morphogenesis (DAAM), formin homology domain proteins (FHOD), formins
(FMN), delfilin és inverted formins (INF). Ezek koziil az FH2 doménen kiviil is jelentOs
hasonlésagot mutatd DIA, FRL és DAAM alcsaladok egyiittesen a DRF (diaphanous related
formins) csaladot alkotjdk. A nem-Metazoa organizmusokban taldlhaté forminok FH2
doménjei szekvencia szinten jobban divergdlnak, de miikodési mechanizmusukat ¢s domén
szerkezetiiket tekintve sok hasonlosdg mutatkozik az irodalomban legjobban jellemzett DRF
csalad tagjai €s bizonyos ¢€leszté forminok (pl. Bnil, Bnrl, SepA) kozott [170].

A forminok FH1 doménje egy forminrol-forminra valtozé méretii, de altalaban 40-50
aminosavbol allé prolin-gazdag régié az FH2 domén szomszédsdgaban. Az FH1 domén
legfontosabb ismert funkcidja, hogy képes megkotni a profilin-aktin  komplexet
[124,171,172,173]. A profilinen kiviil az FHI doménhez kotddhetnek tovabba WW vagy SH3
doméneket tartalmazd egyéb kolcsonhatd partnerek is, mint pl. az Src kindzok csaladjaba
tartozo fehérjék [174,175,176,177].

Az FH2 domén a forminok aktin nukleald6 doménje, amely in vitro koriilmények
kozott sziikséges és elégséges a nukledciohoz [153,154,178]. Az FH2 domén a tobbi nukledlo
faktorral ellentétben a filamentumok szdges végéhez kotddik €s ott eldsegiti a polimerizaciot,
a filamentum ndvekedését [179,180,181]. Az FH2 domének csak homodimer formaban
aktivak, amit bizonyit, hogy a dimerizaciot akadalyoz6 muticiok megsziintetik a nukledlo
aktivitast [180,181,182]. Kristalyszerkezeti vizsgalatok megmutattak, hogy az FH2 dimerek
egy gyuri-szerli szerkezetet alkotnak, amelyben a két monomert flexibilis hurkok tartjak
Ossze [181]. Késébb a Bnil FH2 doménjét aktinnal egyiitt is sikeriilt kristalyositani, ami
bizonyitotta, hogy az FH2 dimer két aktin monomer befogadéasara képes [179]. A szerkezet
analizissel kapott eredmények egyiittesen azt sugalltdk, hogy az FH2 domén miikodése két

konformacios allapot kozotti atmeneteken alapul. A modell szerint a zart allapotban mindkét
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FH2 monomer szorosan kotddik a szoges végen taldlhatd két terminalis aktin monomerhez,
ami lehetetlenné teszi tovabbi monomerek beépiilését. Ez a szerkezet azonban egy
konformacio valtozassal nyitott allapotba tud atmenni, oly mdédon, hogy a gylri egyik fele
kinyilik és ez helyet biztosit egy j monomer beépiilésére, aminek a megtorténte utan viszont
ujra zart allapotba keriil. A hemidimerek nyitott és zart dllapotok kdzotti valtasa soran az FH2
dimer mintegy végiglépked a beépiild G-aktin monomereken (,,stair stepping” modell), és
folyamatosan asszocialt marad a gyorsan novekvo véggel [179]. Ez egy altalanosan elfogadott
elképzelés, de a modell fontos részét képzd konformacid valtozas mechanizmusa egyeldre
nem ismert. A legvaldszinlibbnek az latszik, hogy az FH1 domén altal az FH2 domén
kornyezetébe keriilo profilin-aktin komplex jelenléte 6nmagaban is elegend6 a konformacios
valtozasok eldidézéséhez.

A legintenzivebben tanulméanyozott forminok, a DRF csalad tagjaira jellemzd, hogy az
elézéekben bemutatott formin homologia doméneken kiviil is tartalmaznak konzervalt
doméneket, amelyek fontos szerepet jatszanak az FH2 doménhez kothetd nukledlo aktivitas
szabalyozasdban. A DRF forminok két funkcionalisan kiilonbozd félbdl allnak. A C-
termindlis felilkben helyezkedik el a két formin homologia domén, és a DAD domén
(diaphanous autoregulatory domain) (15. abra) [183,184]. A DRF-ek N-terminalis fele a
szabalyoz6 rész, amelyik intramolekularis kolcsonhatéast 1étesit a DAD doménnel és ezaltal
gatolni képes a nukleald aktivitast. Az N-terminalis felet négy funkcionalis domén alkotja, a
GBD (GTPaz kotd domén), a DID (diaphonous inhibitory domain), a DD (dimerizacios
domén) és a CC (coiled-coil) domének (15. abra) [185,186]. A DD ¢és a CC domének az N-
terminalis fél dimerizaciojat segitik eld és valdszinlileg szerepiik van a sejten beliili
lokalizaci6 szabalyozéasaban is [185]. Ezzel szemkozt a GBD ¢s a DID domének a DAD
doménnel val6d kdlcsonhatast medialjak [186]. Ha azonban GTP kotott, aktivalt Rho GTPaz
kotddik a GBD doménhez, az intramolekularis kolcsonhatas és gatlas megsziinik (15. abra)
[170,186]. Ily modon mai ismereteink alapjan a Rho csaladba tartozé kis molsulyt GTPazok
képviselik a DRF csaladba tartozd forminok legfontosabb aktivatorait. Ugyanakkor, ha az
autoinhibicios kdlcsonhatasban részt vevé GBD, DID vagy DAD domének hidnyoznak vagy
sériilnek, az a forminok konstitutivan aktivva valasat eredményezi.

A tobbi formin alcsalad doménszerkezete, eltér a DRF csaladra jellemzd felépitéstol.
Az FMN és FHOD tipust forminok ugyan a DRF csalddhoz hasonléan C-termindlis az FH1
¢s FH2 doménekkel rendelkeznek, de az N-terminalis régidoban nem hordoznak egyértelmiien

azonosithaté homologia doméneket [163,187]. A delfilin alcsalad megkiilonboztetd

37



dc_21 10

GDP 15. ABRA A Diaphanous szerii
Rho
forminok doménszerkezete ¢és
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miikodése. Az abra két DRF formin,
GTP . , .
Rho _Activation Autoinhibition az mDial cs a Bnil
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_ I —— 1 1 Ee—— e . . ,
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mDial 73 130 377 452 570 736 11751200
Bnit 1350 1760 . .
" f ¢ DAD, diaphanous autoregulaciés
P domén, DD dimerizaciés domén,
Actin . SRNININT .
et Actin DID, diaphanous inhibiciés domén,
Actin FHI1 és FH2, formin homologia 1 €s

2 domének, GAP, G-protein aktivald
fehérje, GBD, GTP-az kot6 domén,
GEF, guanin-nukleotid kicseréld
faktor, P, Profilin. Az autoinhibici6 a
DAD ¢é a DID domének
kolcsonhatasaval jon létre. Egy GTP-Rho fehérje kotddése a GBD doménhez megsziinteti az autoinhibicios
kapcsolatot. Az FH2 domén uj aktin filamentumok kialakitasat segiti el6. Az FH1 domén kolcsonhatasa a

Profilin-aktinnal jelentdsen gyorsitja a filamentum ndvekedését. Az eredeti abra forrasa: Goode&Eck, 2007.

bélyege egy N-terminalis PDZ domén jelenléte, mig az INF alcsalddba tartoz6 INF1 esetében
az FH1-FH2 domének N-terminalis pozicidba keriilnek, de egyéb homologia domének nem

ismerhetok fel benne [163,187].

2.2.8. A DAAM alcsalad funkcionalis jellemzoi

Az aktin nukledlo faktorok, azokon beliil is a forminok szerkezetére iranyuld vizsgéalatokon
kiviil, rengeteg tanulmany foglalkozott a sejten beliili funkciok megismerésével is. A teljesség
igénye nélkiil emlithetd, hogy a forminok részt vesznek a sejtosztodas, a sejt vandorlas, a sejt
adhézio, a sejten beliili transzport folyamatok, a filopddium képzddés és a sejt polarizacio
szabalyozasaban [170]. Ezeken t0l az is kideriilt, hogy az aktin sejtvaz reguldciojan kiviil
bizonyos forminoknak fontos szerepe van a mikrotubulus rendszer szabalyozasaban, ill. az
aktin és a mikrotubulus sejtvaz mukodésének Gsszehangolasdban is [170,188]. Ebben az
értekezésben nem célom, hogy részletesen is bemutassam mi modon jarul hozza a nagyszamu
ismert formin a fent emlitett szintén nagyszdmu sejtbiologiai folyamat szabalyozéasahoz.
Ehelyett szemléltetésként csak az érdeklédésiink kozéppontjdban alldé DAAM alcsalad

vonatkozéasaban foglalom 6ssze a funkcionalis adatokat.
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A legfiatalabb formin alcsalad, a DAAM alcsalad névadd tagjat egy élesztd kettds
hibrid kisérlet soran azonositottdk Habas ¢és munkatarsai 2001-ben, amikor az egér
Dishevelled2 (mDvl2) PDZ  doménjével kdlcsonhaté  partnereket  kerestek.
Koimmunoprecipitacios kisérletekben a teljes hossziisagh human Daam1 (hDaaml), illetve
annak C-terminalis darabja (C-Daaml) is kolcsonhatott az mDvl2 PDZ, illetve DEP
doménjeivel, melyekre elsddlegesen a Wnt/PCP szignalizacidban van sziikség [123]. Ezzel
osszhangban, ha Xenopus embriokban az xDaaml (Xenopus Daaml) gént morpholino oligok
injektalasaval csendesitették, akkor a Wnt/PCP jelatviteli ut elégtelen mikodésére jellemzo
funkcidvesztéses fenotipusokat detektaltak [123]. Habas és munkatarsai azt is bemutattak,
hogy HeLa sejtekben a nem-kanonikus Wnt jelatviteli at hatdsara a RhoA Dvl és hDaaml
fliggd modon aktivalodik, tovabba a hDaam1 N-terminalis csonkolt formaja kotddik a RhoA-
hoz. Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a hDaam1 molekuldris kapocsként
miikddik a Wnt/PCP jelatviteli titban a Dvl és a RhoA kozott [123]. Ez az elképzelés azonban
ellentmond a DRF forminok konvenciondlis szabalyozasi modelljének, hiszen aszerint a
forminok aktivaciodja fligg a Rho GTP-azoktol, és nem forditva [170,188].

A fehérje tovabbi vizsgalata utan, Higashi és munkatdrsainak adatai azt sugalljak,
hogy aktivatorok hianyaban a hDaam1 a DRF forminokhoz hasonléan egy intramolekularis
autoinhibici6és mechanizmus révén inaktiv allapotban van jelen a sejtben [189]. Azt is
kimutattak, hogy nem-aktivalt vérlemezkékbdl az o-hDaaml ellenanyag csak kis
hatékonysaggal képes precipitdlni a RhoA fehérjét, ellenben aktivalt vérlemezkékbdl, ahol
magas a GTP-kotott RhoA szintje, nagy hatékonysaggal [189]. Ez arra utal, hogy a hDaam1
csak az aktivalt RhoA-hoz kotddik in vivo. COS-7 sejtekben a hDaam1 mind a RhoA, mind a
Cdc42 GTP-azokhoz képes volt kotddni, azonban hDaam1 fliggd kis-GTP-4z aktivaciot ebben
a rendszerben sem a RhoA, sem a Cdc42 esetében nem lehetett kimutatni [190]. Ezek az
eredmények tehat 6sszhangban vannak a DRF tipusu forminok miikodésérdl alkotott korabbi
elképzelésekkel, de ellentmondanak a Habas és munkatarsai 4ltal javasolt modellnek, ezért az
ellentmondés feloldasahoz tovabbi kisérletek lesznek sziikségesek.

A Rho GTPazokon kiviil arra is van adat az irodalomban, hogy a hDaam1 SH3
domént hordozo6 fehérjékhez kotddik, mint pl. az Src csaladba tartoz6 Src42 és Btk (Bruton's
tyrosine kinase) tirozin kindzokhoz, ill. az Abl (Abelson) nem-receptor tipusu tirozin kindzhoz
[190]. COS-7 sejtekbdl torténd koimmunprecipitacios kisérletek alapjan az Src és a hDaaml
in vivo is egy komplexben taldlhato. A hDaaml és az Y527FSrc (az Src aktivalt forméaja)
kolokalizalodik a podoszomak és a sejtkitiiremkedések teriiletén, illetve az Y527FSrc42 és a

hDaam1 egyiittes jelenléte megemeli a sejtnyulvanyok szamat €és azok hosszat a hDaam1 sajat
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hatdsahoz képest. Az Src kin4dzokra (Src, Yes, Fyn) deficiens SYF fibroblaszt sejtvonalban a
hDaam1 transzfekcidja nem indukal kitliremkedéseket, mig az Src-t stabilan kifejez6 SYF/Src
sejtvonalban nagyszamu kitiiremkedést figyeltek meg a hDaaml jelenlétében. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a hDaam1 képes egylittmiikddni az Src nem receptor tipusa
tirozin kinézzal az aktin citoszkeleton szabalyozasaban, €s az Src valosziniileg a hDaam1-hez
képest alsobb szinten helyezkedik el a gének hierarchidjaban [190].

Ezeken a vizsgalatokon tal ismert még a DAAM ortolégok expresszids mintazata
harom gerinces fajban. Az egyetlen Xenopus ortolog (xDaam), és a két-két csirke, illetve egér
ortolog kifejezddési mintazatdnak vizsgalata arra a figyelemre méltd kovetkeztetésre jutott,
hogy ezek a gének a fejlodé embriondlis kézponti idegrendszerben fejezOdnek ki
legerésebben [191,192]. Ezek a megfigyelések felvetették annak a lehetdségét, hogy a DAAM
alcsalad tagjai fontos szereppel birnak az idegsejtek differencidloddsaban. Azonban eddig sem
ezt a lehetdséget, sem mas egyéb potencidlis DAAM funkciét nem vizsgaltak klasszikus

mutans analizis segitségével egyetlen modell organizmusban sem.
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3. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

3.1. A Drosophila Frizzled receptorok jelatviteli specificitasanak vizsgalata

Boutros, M., Mihaly, J., Bouwmeester, T. and Mlodzik, M. Signaling specicity by Frizzled receptors in
Drosophila. Science 288, 1825-1828 (2000) alapjan

Hattér: Szamos megfigyelés bizonyitotta, hogy a Wnt-Frizzled jelatviteli ut rendkiviil
sokféle fejlodésbiologiai és homeosztatikus folyamat szabdlyozasdban vesz részt mind
gerinces, mind gerinctelen ¢l6lényekben [193,194]. Nem volt azonban vilagos, hogy
ugyanannak a jelatviteli modulnak a kiilonb6z6 iddben és helyen torténd aktivalodasa hogyan
valthat ki teljesen kiilonboz6 sejtvalaszokat, mi hatarozza meg a Wnt-Frizzled 1t jelatviteli
specificitdsat? Az egyik fontos megfigyelés, ami segitett ezt a kérdést megvalaszolni, annak
felismerése volt, hogy a Wnt/Wg tipusut molekulak tobb egymastol részben kiillonbozd
jelatviteli utat képesek aktivalni (16. abra) [195]. Koziiliik legjobban a kanonikus Dsh/B-
katenin/TCF fliggd utat ismerjiik [196], de a szintén Dsh ¢és polaritasi protein fiiggd PCP
[8,197], tovabba a G-protein/Ca’’/PKC fiiggd Gin. nem-kanonikus utak is ismertek (16. abra)
[198]. A Wnt/Wg tipust ligandumok receptoraiként a Frizzled fehérjék szolgalnak [40,199].

Drosophila-ban ismertté valt, hogy a Fz és Fz2 receptorok redundéns szerepet jatszanak

A Canonical B Planar polarity C Whnt/Ca2*
2(Wnt Wnt
Fz__ LRP P F
Extracellular Z—
Transmembrane
Intracellular P Fmi/Stan% @m
ﬂ <:>Vang/8tbm <y
Pk G-protein
D\s/h Dsh Dgo subunits 15+
] ﬂ Cytoplasmic
A
; Downstream
B-ca_tenln effectors PKC
\/
NEE

Nucleus—

16. abra: A fontosabb Wnt/Frizzled jelatviteli utak. (A) A kanonikus Wnt/Fz utvonal egyszeriisitett sémaja.
A Fz aktivacio a Dsh-en keresztiil a -katenin stabilizalédasahoz és sejtmagi transzlokacidjahoz vezet, ahol a
TCF csaladba tartozo faktorok kozremiikddésével transzkripcios valtozasok indukalodnak. (B) A Wnt/PCP
jelatviteli ut sémaja. Itt a Fz aktivacio a Dsh-en keresztiil mas effektorokat szabalyoz, mint a kanonikus ttvonal.
(C) A Wnt/Ca* modul G-proteineken keresztiil fejti ki hatasat, ami PKC aktivalodast eredményez. Az eredeti
abra forrasa: Strutt, 2003.
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a Dsh/B-katenin/TCF fliggd kanonikus Wnt jelatviteli ut aktivaldsaban [42], annak ellenére,
hogy a ligand koté affinitasukban jelentds kiilonbség van. Ugyanakkor a Fz fehérje nem-
redundans szerepet tolt be a PCP jelatviteli utban. Felvetddott tehat a kérdés, hogy mi moédon
képes két egymashoz nagymértékben hasonlitd receptor egy kozos jelatviteli elemen, a Dsh-
en keresztiil kiilonbo6zd effektor utakat aktivalni? Erre a kérdésre egy a Fz és Fz2 receptorok

szerkezet-funkcio analizisére €piilé vizsgalat sorozattal probaltunk valaszt adni.

Eredmények: A Fz (a konnyebb érthetdség kedvéért a tovabbiakban Fz1) és Fz2 receptorok
funkcionalis Osszehasonlitasa érdekében megvizsgaltuk, hogy a fehérjék tultermelése esetén
milyen hatékonysaggal aktivaljdk a Dsh/B-katenin ill. a PCP jelatviteli utakat. Ennek
érdekében elsoként fejlodd szarny €s szem-antenna imagod korongokban termeltettiik tal a
receptorok teljes hosszusagu vad tipusu formait. Azt tapasztaltuk, hogy a Fzl taltermelése
mindkét szovetben PCP hibdkat eredményezett, mig a Fz2 taltermelésnek nem volt
szignifikdns hatasa a szoveti polarizalodas folyamatara (17. abra). Ezzel szemkdzt, a Fz2
tultermelése szamfeletti €rz¢kszorok kialakuldsat eredményezte a szarnyél mentén, ami egy
tipikus wg funkcionyeréses (GOF) fenotipus, mig a Fzl nem befolyéasolta a sz0rok szamat.
Ezek az eredmények tehat jelezték, hogy a Fz receptorok eltérd jelatviteli aktivitassal birnak

az imagd korongokban, annak ellenére, hogy funkcidvesztéses (LOF) mutansaik vizsgalata

alapjan a kanonikus Wnt/B-katenin jelatviteli Gtban egymast teljesen helyettesiteni tudjak

[42].

17. abra: A Frizzled receptorok szem-
specifikus tultermelése. (A-B) Tangencialis
szemmetszetek Fzl-et (A) és Fz2-6t (B)
expresszaldo szemekbdl. A Fzl thltermelése
PCP defektusokat okoz ami nyilvanvalé a

s s lashal e
fRIGA i%é%%%?a

2
i
£y v
- ommatidiumok nagy szamaban. Ezzel szemben
“# a Fz2 thltermelés nagyon ritkén (< 1%-ban)
okoz PCP hibakat. Az alsé paneleken nyilak
jelzik az ommatidiumok orientacidjat, a Fz2

.".?’

szimmetrikus és a rosszul orientalodott

egyetlen ommatidium (z6ld nyil) kivételével
vad tipusu (fekete nyilak), mig a Fz1 esetében a
tobbség hibas (zold és piros nyilak).
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Annak érdekében, hogy a két Fz receptor Wnt/B-katenin jelatviteli aktivitdsat egy
kvantifikalhatd tesztben is Osszehasonlitsuk, egy heterolog rendszert, Xenopus embridkat
hasznaltunk. Amennyiben a Fz2 receptort kddolo mRNS-t injektaltuk az embriokba jelentos
emelkedést figyeltiink meg a Wnt/B-katenin célgén Xnr-3 és Siamois (Sia) kifejezédésében,
mig a Fzl csak sokkal moderaltabb mértékben emelte a célgének expresszios szintjét (18.
abra). Korabban az a lehetdség is felmertilt a jelatviteli specificitds magyardzatara, hogy a Fz
receptorok eltéré mértékben képesek a Dsh fehérjét a sejtmembranhoz vonzani [44], ezért a
Dsh membran lokalizaciojat is megvizsgaltuk a Fz mRNS-ekkel injektalt embriokban. Ezek a
kisérletek azt mutattdk, hogy ebben a vonatkozasban a Fz1 ¢és Fz2 nem mutat kiilonbséget (18.
abra B). Egyiittesen tehat eredményeink azt jelezték, hogy a Fz2 er0sebb aktivatora a Wnt/[3-

katenin jelatviteli itnak, mig a Fz1 potensebb aktivatora a Wnt/PCP jelatviteli utnak, de ez a

crer

18. abra: A Frizzled receptorok

A3
= ¢ viselkedése Xenopus embriokban.
o
£ [z Fz2 (A) RT-PCR analizis alapjan a Fz2
c o
- /I /I | receptor emelt kifejezOdése aktivalja a Sia
sia | R és Xnr-3 Wnt/B-katenin target gének
kifejez6dését, mig a Fz alig befolyasolja
| azt. Az EF-1a loading kontroll volt, o.-
Xnr-3 - -

myc festéssel pedig a Fz receptorok

szintjét detektaltuk. (B) A Fzl és Fz2

EF1a 3 receptorok egyarant eldsegitik a Dsh-GFP
Fevewveveor e membran lokalizaciojat.

a-myc
B e ——

A Fz receptorok az un. szerpentin transzmembran fehérjék kézé tartoznak, és harom
fontos funkcionalis régiot kiilonitiink el benniik: egy cisztein-gazdag régiot (CRD) tartalmazo
extracellularis domént, a hét transzmembran domént és a C-termindlis citoplazmatikus régiot.
Annak érdekében, hogy megvizsgdljuk melyik fehérje doméneknek van szerepe a Fz
receptorok jelatviteli tulajdonsdgainak meghatarozasaban, Fz1-Fz2 kiméra fehérjéket, ill.
csonkolt fehérjéket hoztunk létre (19. abra). A konstrukciok jelatviteli aktivitasat késobb

szisztematikusan analizaltuk az imago6 korongokban €s a Xenopus tesztrendszerben.
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Drosphila Xenopus
Wg/p-kat FZzPCP % Sia/Xnr Dsh memb.
GOF GOF menekités| kif. lok.
C-term
Fz1 = ++ + - ++
Fz2 =+ - - ++ ++
Fz1ACRD nd. nd. nd - ++
Fz2ACRD nd. nd. nd ++ ++
Fz2GPI DN nd. nd. b ++
Fz1-2 ++ - - ++ ++
Fz2-1 DN + - s ++
Fz1-1-2 ++ = - ++ ++
Fz2-2- 1 DN . - ] ++

DN, dominans negativ; n.d., nincs meghatarozva

19. abra: A Frizzled receptorok domén specificitasanak vizsgalata kimérakkal. A FzI-Fz2 kiméra
receptorok szerkezete. Lila a Fz1, zold a Fz2, piros a myc tag. Az extracellularis (CRD), a transzmembran (TM
1-7) és az intracellularis domének jelolve vannak. Funkcionalis Drosophila tesztként a Wg/B-katenin utvonal
aktivalodasat, a Fz/PCP aktivalodast és a fz fenotipus menekitését hasznaltuk. Xenopus tesztként a Sia és Xnr-3
gének kifejez0dését és a Dsh membran rekrutalodasat kovettiik nyomon.

A Fzl-2 és Fzl-1-2 kimérdk a Fz2-h6z hasonloan ektopikus Wnt/B-katenin
aktivalodast eredményeztek a szarny diszkuszban, amit az adult szdrnyon megjelend
szamfeletti marginalis szorok jeleztek (20. abra E, I-K). Ugyanakkor egyetlen vizsgalt
szovetben sem volt hatasuk a PCP folyamatokra (20. és 21. abra), ami azt sugallta, hogy a
Wnt/B-katenin aktivalodds Osszefliggésben van a Fz2 citoplazmatikus doménjének a
jelenlétével. Ezzel ellentétben, a Fz2-1 kimérak PCP GOF fenotipusokat eredményeztek (20.
abra F, H; 21. abra), amelyek nagymértékben hasonlitottak a Fzl taltermelés hatasara.
Emellett azonban azt is megfigyeltiik, hogy a Fz2-1 és a Fz2-2-1 kimérak enyhe dominans
negativ (DN) hatdssal voltak a Wnt/B-katenin jelatviteli utra, mert szarnyél hidnyokat
figyeltink meg (20. abra D, G), ill. a Wg/B-katenin target gén achaete (ac) [200]
kifejezddésének a csokkenését (20. abra A, B), amelyek egyértelmiien wg funkciovesztésre
utalnak. Ezek az eredmények azt sugalltak, hogy a Fz2 extracellularis ligand-kot6 doménjét
hordoz6 kimérak hatékonyan képesek kotni a Wg fehérjét, de a Fz2 intracellularis domén
hianydban nem képesek a megfeleld jelatviteli folyamatok elinditdsdra. Ezt a hipotézist
tesztelendd, megvizsgaltuk a Wg fehérje eloszlasat olyan szarny imaginalis diszkuszokban,
amelyekben tultermeltiik a kiméra fehérj¢éket. A Fz2 CRD domént hordoz6d kimérakban
valoban megfigyelhetd volt a Wg stabilizdlodés, ami egyaltalan nem volt jellemz6 a Fzl-re

vagy Fz1-2 kimérara (20. abra L-N), ¢s ily mddon ezek az eredmények alatamasztottak a
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wild type

Fz2GPI

20. abra: Kiméra Frizzled receptorok aktivitisa a sziarnyban. (A-C) A Wg/B-katenin target Ac
(z6lddel jelolve) kifejezédése vad tipust szarny diszkuszban (A), ap-Gald>Fz2-1 (B) és ap-Gal4>FzI1-2 (C)
diszkuszokban. A dorzo-ventralis (D/V) hatarvonal mentén kifejez6dé Ac pozitiv sejtek szama egy DN hatas
miatt csokken a Fz2-1 diszkuszokban, de emelkedik a Fz1-2 taltermelés esetén. (D-F) Vad tipust szarnyak. Az
E panelen jol latszik az eliils6 szarnyél az érzékszOrokkel, az F panelen pedig a disztalis iranyba mutato

trichomak. (G-H) A Fz2-1 fehérje taltermelése a szarnyél szOrok eltlinését eredményezi (G), ami egy wg LOF
fenotipus, egyben trichdma orientacios hibak is kimutathatok (H). (I-K) A Fz1-2 thltermelése esetén szamfeletti
érzékszorok (nyilak) jelennek meg a szarnyél mentén, ami egy wg GOF fenotipusnak felel meg. (L-N) Dpp-
Gal4-es Fz1-2 (L), F22-1 (M) és membrankotott FzZ2GPI (N) taltermelés szarny diszkuszokban. A Wg festés
(piros) alapjan lathatd, hogy Fz2 CRD domént hordozé konstrukciok stabilizaljak a Wg fehérjét a dpp
kifejez6dési doménjében (M-N), ami merdleges az endogén Wg doménre, mig a Fz1-2 nem befolyasolja a Wg
eloszlast (L).

DN hatas eredetére vonatkozé elképzelésiinket. A Drosophila modellrendszerben tapasztalt
citoplazmatikus régiok kozotti funkcionalis  kiillonbségeket Xenopus adataink is
megerdsitették, amennyiben a citoplazmatikus domének cseréje elegenddnek bizonyult a
jelatviteli specificitds megvaltoztatasdhoz (22. abra), mig a Dsh membran asszociacidjara
nem gyakoroltak érdemi hatast (19. abra).

Az a megfigyelés, hogy a Fz1-2 kiméra nem viselkedett DN modon a PCP jelatvitel
szempontjabol, azzal a ténnyel egyiitt, hogy muslicdban nem ismert a Fz receptor szoveti
polarizalodasi ligandja, felvette a kérdést vajon sziikséges-e a Fz CRD jelenléte a PCP
jelatvitel soran. Ezt az elgondolast oly modon teszteltiilk, hogy megvizsgaltuk képesek-e
menekiteni a Fz kimérak a fz funkciovesztéses PCP fenotipusat. Azt tapasztaltuk, hogy
kizarolag a Fzl1 teljes hosszisagh fehérje volt erre képes, de sem a Fz2 sem a Fz1-2 és Fz2-1

kimérak nem rendelkeztek ezzel a hatassal (19. abra). Ez azt jelenti tehat, hogy annak
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i 21. abra: Frizzled Kkimérak

% tultermelése a szemben. Lathato, hogy
a Fz2-1-es kiméra taltermelése sulyos PCP
hibakat eredményez, hiszen szimmetrikus
(z61d nyilakkal jeldlve a lenti séman) €s

i rotacios hibat mutatd (piros nyilak)
i ommatidiumok jelennek meg. Ezzel
ellentétben a Fz1-2 kiméra nem
befolyasolja a szem planaris
polarizalodasat.

ellenére, hogy a Fz2-1 thltermelése hasonldo kovetkezményekkel jar mint a Fzl-¢,
funkciovesztéses tesztekben a Fz2-1 kiméra nem tudja helyettesiteni a Fzl fehérjét. igy
eredményeink egylittesen arra utalnak, hogy a Fzl és Fz2-1 fehérjék f6l6s mennyiségben
képesek megzavarni a polaritasi jelatviteli utat, de a jelatviteli at megfeleld szinti aktivacidja

csak a Fz1 CRD doménjének (és valosziniileg ligandjanak) a jelenlétében torténhet meg.

22. abra: Kiméra Frizzled receptorok hatasa a Wnt/B-
katenin  target gének Kkifejezddésére  Xenopus

embridkban. RT-PCR vizsgalatok alapjan lathato, hogy a Fz2-
2-1-es kiméra kifejezodése nem aktivalja a Sia és Xnr-3 géneket,
mig a Fz1-1-2 kiméra jelentdsen emeli azok mRNS szintjét. Az

Fz2-2-1 Fzl-1-2

—1

Kontroll
neg. kontroll

I

Si
- EF-1o mRNS szint mérése loading kontrollként szolgalt, o.-myc
festéssel pedig a tultermelt kiméra Fz receptorok szintjét

detektaltuk Western blot analizissel.

=]
L —
Xnr-3 - —

EF-Ta  “——

a-myc -,

Kovetkeztetések: A Drosophila Fz és Fz2 receptorok imaginalis eredeti szovetekben és
Xenopus embridkban vald tultermelése alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a két
receptor jelentésen kiilonboz6é mértékben képes a Wnt/B-katenin, ill. a Wnt/PCP jelatviteli
utak aktivalasara. Nevezetesen a Fz2 joval er6sebben aktivalja Wnt/B-katenin utat, miga Fz a
Wnt/PCP 1t hatékony aktivatora. Kiméra receptorok vizsgalata alapjan azt talaltuk, hogy a

tultermeléses kisérletekben tapasztalt kiilonbség, ha nem is kizardlagosan, de els6sorban a
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receptorok citoplazmatikus doménjétdl fligg. Ez arra utal, hogy a Frizzled receptor csalad, ill.
rajtuk keresztiill a Wnt/Wg jelatviteli rendszer specificitdsat alapvetden befolyasoljak a
receptorok intracellularis doménjei kozti kiilonbségek, amelyek valosziniileg eltérd affinitast
mutatnak a kiilonb6z6 Wnt effektor iranyaba. Fontos azonban latnunk, hogy a GOF és LOF
adatok egybevetése alapjan a citoplazmatikus domén mindségén tul egyéb faktorok is
hozzajarulnak az in vivo specificitas meghatarozasahoz. fgy példaul a Wnt/PCP jelatviteli ut
vad tipusra jellemz0d aktivalodasa csak a Fz ligand-koté doménjének jelenlétében kovetkezik
be. Ez azt sugallja, hogy a jelatviteli specificitdas meghatdrozasdhoz hozzéjarul egy olyan
molekula is, ami a CRD doménen keresztiil hat, legegyszeriibb esetben ahhoz kotédik. Ez az
ismeretlen faktor lehet egy eddig nem azonositott Wnt vagy mas tipusu ligand, de lehet egy
stimuldlo vagy gatld mechanizmussal mikodé ko-receptor is. Ha mindehhez azt is
hozzavessziik, hogy ismert, hogy a Fz ¢és Fz2 receptorok jelentdsen eltérd affinitassal kotik a
Wg fehérjét [201,202], nyilvanvalova valik, hogy a jelatviteli specifictds meghatarozéasa tobb
fontos tényezotdl is fligg. Ezek koziil mi egyet azonositottunk, a citoplazmatikus doméntdl
fliggd jelatviteli hatékonysagot, de a ligand affinitasbeli kiilonbségek, a szoveti szinten eltérd
receptor és ligandum eloszlas, €s az esetleges ko-receptorok jelenléte vagy hidnya szintén
jelentdsen befolydsolhatja, hogy egy adott sejtben melyik Wnt/Fz jelatviteli modul
aktivalodik.

3.2. A Frizzled/PCP és az Egfr jelatviteli utak egyiittmiikodése a Drosophila 6sszetett

szemének szoveti polarizalodasa soran

Weber U, Pataki C, Mihaly J and Mlodzik M. Combinatorial signaling by the Frizzled/PCP and Egfr pathways
during planar cell polarity establishment in the Drosophila eye. Dev. Biol. 316:(1) 110-123 (2008) alapjan

Hattér: Az ecetmuslicak Osszetett szemében a szdveti polarizalodds eredményeképpen egy
tikkorszimmetrikus elrendezddés alakul ki, ahol a szem ventralis fele tiikorképi parja a dorzalis
félnek. Ennek az elrendezddésnek a kialakulasdban kitiintetett szerepe van az R3/R4
fotoreceptor sejtparnak, amelyik aszimmetrikus poziciot foglal el az egységnyi szemen, az
ommatidiumon beliil [203,204]. Korabbi kisérletek bizonyitottak, hogy az R3-R4 sejtsors
meghatarozas a polarizalodas kulcslépése, melynek soran a Fz/PCP jelatviteli Gt az R3, mig a
Notch jelatviteli it az R4 sejtsors determinalodasat segiti elé [205,206]. A jol ismert
elsddleges PCP faktorokon kiviil, ebben az esetben alsobb elemként azonositottak még a Rho

GTPazok bizonyos tipusait, az Msn kinazt és a JINK/p38 tipust kinazokat is [45,56,57]. Mivel
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a Jun kinazok transzkripcios szabdlyozo elemek, ezek az eredmények azt sugalltdk, hogy a
szemben a sejtvaz regulacion kiviil a transzkripcids szintli szabalyozasnak is szerepe lehet a
szoveti polarizdlédéasban, pl. a sejtsors meghatarozas folyamata sordn. Ezzel 6sszhangban
sikeriilt kimutatni, hogy az AP-1 transzkripcios faktor egyik komponensét alkotd Jun fehérje
részt vesz a PCP jelatvitelben [57]. A jun null mutansok azonban csak nagyon gyenge PCP
fenotipust mutatnak a szemben, ami felvetette annak a lehetdségét, hogy a Jun-on kiviil egyéb
transzkripcios faktorok is hozzédjarulnak az R3/R4 sejtsors meghatarozasdhoz.

Az AP-1 transzkripcids faktort a Jun és a Fos csaladba tartozo fehérjék homo- vagy
heterodimerjei épitik fel [207], ezért az egyik jelolt a Drosophila kayak (kay) gén altal kodolt
egyetlen muslica Fos homolédg volt [208,209]. Az is ismert volt ugyanakkor, hogy a receptor
tirozin kindzokt6l (RTK) alsobb szinten miikodo ETS transzkripcids faktorok gyakran
kolcsonhatasba lépnek az AP-1-gyel, ill. DNS kotd helyiik gyakran AP-1 kotohelyek
kozvetlen szomszédsagdban helyezkedik el [210,211]. Ezért elhatadroztuk, hogy
megvizsgaljuk a Drosophila kay, és az ETS faktorokat kodold yan és pointed (pnt) gének

szerepét a fejl6do szem szdveti polaritasi mintdjanak kialakitasaban.

Eredmények: A Fos transzkripcios faktor szerepének tanulmanyozasat a korabban izolalt
hipomorf kay’ allé] vizsgalataval kezdtilk, ez a mutans azonban nem mutatott PCP hibakat
egyetlen szovetben sem. Tekintve, hogy a jun null mutansok is csak enyhe PCP fenotipust
okoznak a szemben, kettds mutdns analizissel probaltuk a jun és a kay kozotti redundanciat
tesztelni. A jun, kay kettds mutansok azonban sejthaldlt eredményeztek, ami megerdsitette
ugyan a legaldbb részlegesen redundans mikodésmddra vonatkozd elképzeléseket, de
lehetetlenné tette a polaritasi fenotipusok elemzését. Mivel a kay null mutansok (kay’) viszont
sulyos sejtosztodasi hibdkat okoznak [212], vizsgdlataink elvégzése érdekében olyan kay
allélok eldallitdsara volt sziikség, amelyek nem akadalyozzédk meg a sejtek osztodasat és

talélését, de ersebbek a kay’ allélnal. Ennek érdekében létrehoztunk egy delécios kay allélt

P54 1644
)

(kay™P%1%) ¢s jellemeztiink két korabban ismeretlen inszercios allélt is (kay™* és kay

szovetekben az 1j allélok mindegyike csokkentette a Fos fehérje szintjét [213], emellett a
mutansok tipikus kay funkcidvesztéses fenotipusokat mutattak, igy mint embrionalis hati
zarddasi hibdkat (24. abra) ¢és a tor zarddasi hibajat az adult egyedek esetén. Ezeket a
fenotipus komponenseket Gsszehasonlitva egy allélerésségi sort tudtunk felallitani: kay'>
kay PP >fay*>kay!>kay?, és az is kideriilt, hogy az 1uj allélok alkalmasak a PCP

fenotipusok vizsgélatara.

48



dc_21 10

Exons of fos/kay kay-PD kay-PA kay-PB kay-PE )
transcription unit 5w L : 3
; | Ll 1
GenBank Scaffold 25592K 25602K 25612K 25622K
AE003771
P-element insertions P54 1644

Df(3R)ED6315

23. abra: A fos/kay 16kusz és az ij kay allélok elhelyezkedése.

24, abra: A kay mutinsok allélerésségi sorrendje. (A-E) Embriondlis kutikula preparatumok
oldalnézetbdl; balra az anterior, jobbra a poszterior oldal esik. (A) Vad tipust embrié a hatoldalon tokéletesen
zérodott kutikulaval. (B) A kay” P%" embriok kisebb hat oldali lyukat mutatnak, mint a kay!S*#EP%15 (C)
embridk, vagy a még er6sebb hati zarodasi hibakat mutato kay > #EP%1 (D) és kay” P51’ (E), amelyek hati oldala
teljesen nyitott.

Az 0] kay allélok PCP funkcidjanak vizsgalata érdekében homozigdta mutans
sejtklonokat indukaltunk a szemben ¢€s a szdrnyon. Ez az analizis azt mutatta, hogy a kay
mutaciok a szemben kiralitasi hibakat (inverziokat vagy a kiralitas elvesztését), ommatidium
rotacidés hibakat és bizonyos gyakorisaggal a fotoreceptor sejtek elvesztését eredményezik
(25. abra C, D), mig a szdrnyon nincs hatasuk a szoveti polarizdlodasra. A PCP fenotipus
pontosabb jellemzése érdekében megvizsgaltuk, hogy a kay muténsok hogyan befolyasoljak
az R3/R4 sejtsors kialakulasat. Ezt a kérdést a fejlddé szem-antenna imagd korongban
vizsgaltuk, mert egyrészt erre a korai fejlodési stadiumra még nem jellemzdé a kay mutans
sejtek elvesztése, masrészt az R3/R4 sejtpart jelolé psg>GFP marker segitségével azok
sejtsorsa konnyen nyomon kovethetd, mert az R3 sejtre joval magasabb GFP expresszio
jellemzd, mint az R4-re (25. abra B, B’). A psq>GFP kifejez6dési mintaja megmutatta, hogy
a kay mutans ommatidiumokban sériil az R3/R4 sejtsors determinécidja (26. abra). Olyan
mozaikos ommatidiumok vizsgalata pedig, amelyekben az R3/R4 sejtparnak csak az egyik
tagja volt mutans, arra vildgitott rd, hogy a Fos, a Fz-hez hasonléan az R3 sejtsors
kialakitasdhoz sziikséges. Ezek alapjan tehat a Fos egy szem-specifikus PCP effektor fehérje,

ami az R3/R4 sejtsors meghatarozasan keresztiil vesz részt a PCP minta kifejlédésében.
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25. abra: A kay gén sziikséges a szem szoveti polarizalodasahoz. (A) Az ommatidiumok rotacioja egy
sematikusan abrazolt vad tipusi szem diszkuszban. Az R3 (z6ld) és R4 (halvany sarga) fotoreceptor sejtek
aszimmetrikus poziciét foglalnak el a sejtcsoporton beliil. (B, B’) A rotacié folyamata egy vad tipusi szem
diszkuszban ahol a psq>GFP marker (z6ld a B panelen, monokrom a B’-6n) jeloli az R3/R4 sejtpart. Figyeljiik
meg, hogy az eliilsé oldalon elhelyezkedd R3 sejtben joval magasabb a GFP szint, mint az R4 sejtben. A B
panelen anti-Bar festés (piros szin) jeloli az R1/R6 sejtpart, mig az anti-Elav festés (kék szin) az Osszes
fotoreceptor sejtet megjeloli. (C) Egy vad tipust szem tangencialis metszete, az egyenlité (sarga vonal) két
oldalan elhelyezkedd ommatidiumok egymas tiikdrképi parjai. A dorzalis ommtidiumokat fekete, a ventralis
ommatidiumokat piros szin jeldli az alsé séman. (D) Egy kay””* homozigota mutans klonban (a muténs teriiletet
a narancssarga pigment hianya jeloli) rotacios é€s kiralitasi hibakat (sematizalva a jobb oldalon) vehetiink észre,
tovabba fotoreceptor sejt hianyokat is detektalhatunk (fekete pottyok a séman).

" J 26. abra: A kay részt vesz az
R3/R4 sejtsors meghatarozasaban.
(A-D’) Larvalis szem diszkusz festések.
Anti-Elav festés (kék) jeloli az Osszes
fotoreceptort, psq>GFP (z0ld, illetve
monokréom az A’,B’,C’,D’ paneleken)
az R3/R4 sejtpart, mig az ALZ (piros)
hianya a mutans klonokat jeloli a B,C,D
paneleken. (A) Vad tipust diszkuszban
a GFP jel mindig er6sebb az R3 sejtben,
mint az Rd4-ben. (B) fZ*? mutans
klonokban  szamos olyan fejl6dd
ommatidiumot latunk, ahol az R3/R4
sejtpar azonos szinten fejezi ki a
psq>GFP  markert (csillaggal ¢és
haromszoggel jelolve), ami PCP hibara

utal. Rotaciés defektusok szintén
detektalhatok. (C-D) A kay mutans klonokban szintén megfigyelhetjiik az R3/R4 sejtsors meghatarozasi hibakat
és a rotacios defektusokat.
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A Yan ¢és Pnt ETS transzkripcids faktorokrol korabbrél ismert volt, hogy egymassal
ellentétes modon miitkodnek a RTK jelatviteli folyamatok sordn €s szerepiik van tobbek kozott
a fotoreceptor sejtek kialakuldsaban [214,215]. Genetikai interakcios kisérletek soran azt
talaltuk, hogy a yan és pnt mutaciok dominans modon erdsitették a kay, ill. jun mutansok
kiralitasi hibait (27. abra A-C), ami arra utalt, hogy a Yan ¢és Pnt egyiittmiikodhet az AP-1
faktorokkal az R3/R4 specifikacid soran. Ezt a hipotézist megerdsitette a yan és pnt mutansok
sajat fenotipusanak vizsgdlata, ami feltarta, hogy hipomorf yan és pnt allél kombindciok szem
diszkuszai kiralitasi hibdkat mutatnak (27. abra D-E). A kay allélok elemzéséhez hasonloan,
a yan ¢s pnt mutansok esetében is elvégeztiik azokat a mozaik analiziseket amelyek lehetdvé
tették annak eldontését, hogy az ommatidiumokon beliil melyik sejtekben jatszanak szerepet
az ETS faktorok a szoveti polarizalddas soran. Eredményeink azt jelezték, hogy a Yan az R3
sejtekben sziikséges az R4 sejtsors gatlasahoz, mig a Pnt az R4 sejtsors kialakuldsahoz

sziikséges. Egyiittesen ezek a megfigyelések bizonyitottdk, hogy a Yan ¢és Pnt valoban

hozzajarulnak az R3/R4 sejtsors meghatarozasahoz.

E mé>GFP

Dunscorable
BER4

Ono R4

B R3R4equal
BR3

% of total ommatidia

27. abra: A yan és pointed mutaciok erdsitik az AP-1 mutansok fenotipusat és maguk is PCP
hibakat mutatnak. (A-B) A ka)’ mutansok szem fenotipusat (A) dominansan erdsiti a yan mutacié (B) eros
rotacids hibakat és szimmetrikus ommatidiumok megjelenését okozva. (C) A jun mutans klonok fenotipusat
dominansan er8siti a pnt mutacio. (D, D) A pnt'?’”"?" mutansok a psq>GFP (z5ld a D-én, ill. lasd a D’
panelen) kifejezédése alapjan R3/R4 sejtsors meghatarozasi hibakat mutatnak. (E) Az R4 sejtekben kifejez6do

1/E2d

md>GFP alapjan a yan mutansok is kiralitasi hibakat mutatnak.

Miutan az eddig bemutatott eredmények alapjdn levonhattuk a konklizidt, hogy az
AP-1, a Yan ¢és a Pnt transzkripcios faktorok is szerepet jatszanak az ommatididlis polaritas
kialakitasdban, meg akartuk hatdrozni mely jelatviteli utakhoz kapcsolédnak ezek az

o

effektorok. Mivel el6zé publikdciok alapjan ismert volt, hogy a Jun a Fz/Dsh/JINK utvonal
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alsobb eleme, megvizsgaltuk kimutathatd-e genetikai kapcsolat a Fos, Pnt és Yan, illetve a

Fz/Dsh utvonal kozott. A Dsh fehérje tultermelése az R3/R4 prekurzor sejtekben olyan adult

ommatidiumokat eredményez, amelyek 42%-a akiralis, vagyis elvesziti az aszimmetriajat (28.

abra A). Ezt a fenotipust a jun és kay allélok erdsen, a yan allélok pedig részlegesen

szupresszaljak (28. abra), mig a pnt allélok nem moddositjak szignifikans mértékben (28. abra

D). Ezek a megfigyelések a sejtsors specifikaciora vonatkozd adatokkal egyiitt azt sugalljak,

hogy a Jun és a Fos valosziniileg a Fz/Dsh tutvonal alsobb elemeként jarul hozza az R3

sejtsors kialakitdsahoz, mig a Pnt egy masik utvonal effektor eleme. A Yan vonatkozasaban

pedig az a kovetkeztetés adddik, hogy azt a Fz/Dsh modul és mas utvonalak egyarant

szabalyozhatjak.
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28. abra: Sev-Dsh interakciok.
(A-C) Tangencialis szem metszetek.
(A) A Dsh fehérjét szem specifikusan
taltermeld  sev-Dsh  torzsben az
ommatidiumok nagy része vagy
szimmetrikussa valik, vagy kiralitasi
hibat mutat. (B) A sev-Dsh/+; kay'/+
kombinacioban a PCP hibak jelentdsen
mérséklddnek, mig a yan mutacio csak
részlegesen szupresszalja a sev-Dsh
fenotipust (C). (D) A sev-Dsh
genetikai interakciok szamszersitése.
Bordé oszlopok jeldlik a szimmetrikus
ommatidiumok aranyat, zold a kiralis

ommatidiumok aranyat, szirke a
fotoreceptor sejtek szamanak
csokkenéseét. A pnt allélok

onmagukban jelentésen novelték a
sejthalalt, ami megakadalyozta az
analizist, de az apoptdzis inhibitor p35
fehérje tultermelése gatolta ezt a hatast
¢s ilyen koriilmények kdzott a pnt nem
befolyasolta a PCP fenotipust.
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A Pnt és Yan fehérjékrdl korabban kimutattak, hogy az embrionélis- €s a szemfejlodés
soran tobb esetben is részt vesznek az Egfr jelatviteli folyamatokban [216]. Ezért kivancsiak
voltunk arra, vajon részt vesz-e az Egfr a PCP szabdlyozéisaban. Tekintve, hogy az Egfr
modul tobb szinten is hozzjarul a szemfejlddéshez [216], az erds Egfr allélok fenotipusanak
vizsgalata nem volt lehetséges. {gy els6ként genetikai interakcios vizsgalatokat végeztiink a
Fz és az Egfr utakat érintd mutdnsok kozott. Erdekes modon az Egfr mutansok erdsen
szupresszaltak a 27!/ LOF allél kombinacié PCP fenotipusat (29. abra B), ugyanakkor a
gyenge hipomorf Egfi’“®/Egfi*P! allél kombinacié gyenge PCP fenotipusat dominansan
szupresszaltak a fz null allelok (29. abra A). Ezek az eredmények azt jelezték, hogy az Egfr
jelatviteli rendszer részt vesz a szoveti polarizdlodés szabalyozaséban is, €s ott a Fz modulhoz

képest ellentétes funkcioval bir.

29. abra: Az Egfr az R4
sejtsors  meghatarozasaban
vesz részt. (A-B) Az Egfr és a fz
mutansok kolcsdndsen
szupresszaljak ~ egymas  PCP
fenotipusat a szemben. (A) A fz
mutansok  emelik az  Egfr
mutansban  megfigyelhet6 vad
tipust ommatidiumok szamat, mig
fzreinzz ngr‘“""“l+; %% | a7 Egfr LOF allélok csokkentik a
Q' © A mutansokra jellemzo

Egfrovaceirt Egirowceit — Egfropacati ey g1 szimmetrikus facettak szamat (B).
-, (C) Egy sep-Gald, UAS-Egfi®"/+;
mo>lacZ/+ szem diszkusz
konfokalis képe. Anti-Elav (piros)
festés jeloli az 0sszes
fotoreceptort, anti-Sens  (kék)
> festés az R8-as sejtet, lacZ (zo6ld)
W® az R4-es sejtet. A nyilakkal jelolt

B symmetric omm

Wwt omm

sejtcsoportokban az R4-es festés
nem detektalhaté. (D-F) Az Egfi”™
(z61ld) és az R4 marker moé>lacZ
(kék) mozaikos taltermelése a
szem diszkuszban. A D’,E’F’
panelek a lacZ csatornat mutatjak.

G| egrr™ in R3 in R4 in R2 in R5 in R8 |

wild-type Sarga nyilhegyek jelolik az R3,

(md in R4) 18 9 8 10 20 - ; ] i

mutant fehérek az R4 sejteket. Lathatd,

(symmetrical) 1 3 P o1,

(inverted) - hogy az Egfi”" kifejez6dése az R4

n 19 18 8 10 20 : 4 :

effect R3 and R4 fate | loss of R4 or R3 and R4 fate | R3 and R4 fate | R3 and R4 fate prekurzor Se-]tben gatolja a laCZ
unaffected ;n;lerled R3/R4 | unaffected unaffected unaffected klfe_] ezOdést (D’ E)’ mi g az R3-as

ate

taltermelés nem befolyasolja az

md>lacZ expressziot (F). (G) A mozaik analizis szamszertiisitése. Lathatd, hogy csak az R4 sejtsors érzékeny az
Egfi™ kifejez6désére.
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Annak érdekében, hogy sejtes szinten is bepillantast nyerjink az Egfr PCP
funkcidjaba, egy domindns negativ hatdssal rendelkezd Egfr izoforma segitségével
inaktivaltuk az Egfr jelatviteli utat az R3/R4 prekurzor sejtekben, ill. egyedi sejt szinten is.
Ezek a vizsgdlatok megmutattak, hogy az Egfr jelatviteli rendszer hibas miikodése kiralitasi
hibakat okoz, ¢s az Egfr ép funkcidjara az R4-es fotoreceptor sejtben van sziikség, mig az R3-
as sejt differencidlodasat az Egfr ut nem befolyasolja (29. abra D-G). Mindezt elébbi
irodalmi adatokkal és a fent bemutatott kisérletekkel dsszevetve azt mondhatjuk, hogy az R4-
es sejtsors meghatarozasaban a korabban leirt Notch utvonalon kiviil [205,206] az Egfr modul
is szerepet jatszik, feltételezhetfen a szintén R4 determinans Pnt transzkripcids faktoron

keresztil.

Kovetkeztetések: Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a muslicak dsszetett szemében a
Fos, Yan ¢és Pnt transzkripcios faktorok, valamint az Egfr jelatviteli rendszer is részt vesznek
a szoveti polarizalédas szempontjabol kulcsfontossagii R3/R4 fotoreceptor sejtpar sorsanak
meghatarozasaban. LOF és GOF kisérleteink jelezték, hogy ezek a transzkripcids faktorok
integraljak a Fz/PCP ¢és az Egfr jelatviteli utak feldl érkezd jeleket, ami a Notch receptortol a
Su(H) transzkripcios reguldtoron keresztiil érkezd jelekkel egyiittesen hatdrozzak meg az R3
¢s R4 sejtsorsokat. Eredményeink alapjan azt a modellt allitottuk fel miszerint az AP-1
komplex a Fz/PCP uttol alsobb szinten miikodve az R3 sejtsors determinaciojat segiti eld, mig
ezzel egy idOben a Yan aktivitdsa gatolja az R4 specifikus gének bekapcsoldédasat az R3
sejtben (30. abra). Ezzel szemkozt az Egfr, valdszinlileg a Yan gatladsa és a Pnt aktivalasa
utjan, az R4 specifikaciot segiti eld, csakigy mint a Notch/Su(H) atvonal (30. abra). A
jelatviteli utak kozotti kapcsolatokat ugyan még csak részben sikeriilt megérteni [205,206], de

eddigi ismereteink jelzik, hogy a szem polarizalodasanak kritikus lépése tobb jelatviteli

30. 4abra: Az R3/R4 sejtsors
/ Fz \/ N— Egfr N\ determinacié kombinatérikus modellje.

Dsh Elképzelésiink szerint az AP-1 (Fos/Jun) faktor
€s a Yan az R3 sejtsors kialakulasat segitik eld,
Pnt mig a Notch és az Egfr a Su(H)-en és a Pnt-on
keresztiil az R4 sorsot.

Fos/Jun Yan Su(H) Pnt Yan

Egfr J7 ngl ‘; [/ Egfr
A
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rendszer Osszehangolt miikodésén alapul. Egy ilyen finoman ¢&s precizen hangolhato
szabalyozasi rendszer valosziniileg eldfeltétele annak, hogy az imagd korongok rendkiviil

dinamikusan fejlodd sejtcsoportjai hibatlanul végre tudjak hajtani a fejlédési programjukat.

3.3. A Drosophila TAK homolog funkcionalis vizsgalata

Mihaly, J., Kockel, L., Gaengel, K., Weber, U., Bohmann, D. and Mlodzik, M. The role of the Drosophila TAK
homologue dTAK during development. Mechanisms of Development 102, 67-79 (2001) alapjan

Hattér: Az el6z0 alfejezetben bemutatott, ill. mas korabbi eredmények alapjan azt gondoljuk,
hogy a Drosophila basket (bsk) gén altal kddolt INK szerepet jatszik az Osszetett szem PCP
mintdjanak kialakitdsaban [45,56]. A JNK azonban maga is egy kinaz kaszkad als6 elemeként
funkcional és aktivalodasahoz sziikség van egy JNK kinazra (JNKK), amit viszont egy JNKK
kindz (JNKKK) aktival. Munkank kezdetén mar ismert volt egy Drosophila JINKK molekula,
amit a hemipterous (hep) gén kodol [217], de abban az idében JNKKK tipust kinazt
ecetmuslicdban még nem irtak le és nem jellemeztek funkcionalisan. Ellenben gerinces
modell rendszereken elvégzett kisérletek alapjan ismertté valt egy olyan emlés MAPKKK
tipust kinaz, amelyet el6szor ugyan mint TGF-f3 altal aktivalodo kinazt (TAK) irtak le [218],
de késdbb bebizonyosodott, hogy a p38, a JNK és az NLK (Nemo-szeri kindz) Gtvonalak
aktivalodasaban is szerepet jatszik [219,220,221,222]. Az emlds sejtekben leirt JNK kapcsolat
alapjan felmertilt, hogy érdemes lenne megvizsgalni részt vesz-e a Drosophila TAK homolog

a JNK utvonal és specifikusan a PCP szabélyozasaban.

Eredmények: Szekvencia 6sszehasonlitd elemzések alapjan a Drosophila genom egyetlen
TAK homolégot kddol, amit d74AK-nak neveztiink el. A dTAK gén funkcionalis analizisének
elsd 1épéseként UAS-dTAK konstrukcidkat hordozo transzgénikus muslicakat allitottunk el
¢s megvizsgaltuk befolydsolja-e a vad tipusit dTAK fehérje thltermelése az ismert JNK
célgének kifejezddését. Modell rendszeriil a Drosophila embriondlis hati zarodasi folyamatat
valasztottuk. Ez az embriogenezis egyik fontos I€pése, melynek soran a kezdetekben még
nyitott, ill. a hati oldalon csak amnioszeroza sejtekkel boritott embrid lateralis epidermisz
sejtjel mindkét oldalon a hati kozépvonal felé mozdulnak el, ahol talalkoznak €s ily mdédon
bezarjadk a hati epidermiszt [223]. A JNK jelatviteli ut, azon belil a Jun és a Fos
transzkripcios faktorok is szerepet jatszanak a hati zarodasban, igy a homozigota mutans jun

¢s kay/Fos embriok hatul nyitottak maradnak és elpusztulnak [208,209,224,225]. Korabbi
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vizsgalatok azt is megdallapitottak, hogy a JNK jelatviteli Ut mutdnsaiban a lateralis
epidermiszben erdsen lecsokken a decapentaplegic (dpp) és puckered (puc) gének
expresszioja [209,226,227,228], igy azokat JNK target génnek tekintjiik. Ezzel 6sszhangban,
az aktivalt Jun fehérje tiltermelése az epidermisz sejtekben jelentdsen emeli a dpp €s puc
gének kifejezddés szintjét [226]. Ezek alapjan megvizsgaltuk hogyan befolyasolja a dTAK
tultermelés a JNK target gének kifejez6dését. Azt talaltuk, hogy a dTAK taltermelés mindkét
ismert célgén kifejez0dési szintjét nagymértékben megemeli (31. és 32. abra). Tekintve, hogy
ez a hatds teljesen O0sszevethetd erdsségli a INKK vagy a Jun tultermelés hatdsaval, kezdeti
eredményeink azt jelezték, hogy a dTAK a JNK modulon keresztiil fejti ki hatasat a hati

zarodas soran.

stage 11 stage 12 stage 14

wild type

enGAL4>dTAK

pnrGAL4
>AdTAK

31. abra: A dTAK tiltermelés indukalja a JNK target gén dpp Kkifejez6dését a muslica
embrioban. (A-F) Vad tipusi, 11., 12. és 14. stadiumi embriok dpp kifejez6dési mintaja. A dpp kifejez6dik a
lateralis epidermisz Un. leading edge sejtjeiben. A D-F panelek az A-C panelek nagyobb nagyitast, lateralis
epidermiszre fokuszalt részletei. (G-L) en-Gal4, UAS-dTAK embridk, amelyekben az engrailed (en) expresszios
doménben mindenhol megjelenik a dpp mRNS. A J-L panelek a G-I panelek nagyobb nagyitasu részletei. (M-O)
A leading edge mentén széles savban kifejez6d6 pnr-Gal4 UAS-dTAK jelenlétében szintén aktivalja a dpp
kifejez6dését.
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stage 11

A

32. abra: A dTAK tiltermelés hatasa a
JNK target gén puc kifejezédésére. A puc
gén kifejez0dését egy puc-lacZ enhancer csapdazo

wt

vonallal kdvetjiik 11. és 14. stadiumu embridkban.
(A, B) Vad tipusban a puc a leading edge mentén
fejez6dik  ki. (C-D) en-Gal4, UAS-dTAK
embriokban a puc expresszio megjelenik az en
savokban is (kinagyitva az E és F paneleken).

enGAL4>dTAK

Kovetkezd lépésként a tultermelésen alapulo, tehat GOF tipusu adatainkat LOF
adatokkal is meg akartuk erdsiteni. Ennek érdekében dTAK funkcidvesztéses allélokat
akartunk azonositani, ilyet azonban a Drosophila mutansgylijteményekben nem talaltunk. Ily
modon két alternativ modszerrel probaltuk potolni a klasszikus dTAK mutans hidnyat,
egyrészt domindns negativ formaékat allitottunk eld, masrészt az RNS interferencia mdodszerét
alkalmaztuk. A DN dTAK formak embriondlis kifejez0dése azonban nem befolyésolta
lényegesen az embriok fejléddését. Ezzel szemben, a kettds-szali csendesité RNS-k korai
embridkba torténd injektaldsa utan az embriok kb. 20%-a kutikula zar6dasi hibakat mutatott,
bar csak 3%-ukra volt jellemzd a hati zarddasi fenotipus, a tobbi esetben az eliilsé, feji
teriiletre es@ kutikula betlirddése volt hibas (33. abra). Kontroll kisérletként a jun gén
csendesitését is elvégeztiik, ebben az esetben az embridk kb. 90%-a hati zar6dasi defektusokat
mutatott, ami azt jelezte, hogy az RNS interferencia hatékony modszer a hati zarddas

folyamatanak vizsgalatara. Osszességiikben az embrionalis LOF kisérleteink azt sugalltak,

frontal view lateral view

33. abra: A dTAK csendesitése
RNS interferencidval. Embrionélis
kutikula preparatumok ventralis (A,C,E)
és lateralis nézetbodl (B,D,F). (A, B) Vad
tipusi embrid6 a ventralis horog
sorokkal. (C, D) Egy dTAK RNSi
embrio fejbetlir6dési hibaval és enyhe
hati zarodasi hibaval. (E, F) Egy dJun
RNAIi embri6 erds hati zarodasi hibaval.

dJun RNAi

57



dc_21 10

hogy a dTAK gén, a JNK modullal ellentétben, nem jatszik jelentds szerepet az embrionalis
hati epidermisz zarodasaban. Tekintve azonban, hogy a GOF kisérletek alapjan a JNK target
gének igen jelentés mértékben emelkedett kifejez6dést mutattak, azt a lehetdséget sem
zarhattuk ki teljesen, hogy a dTAK a hati zar6das soran redundans modon miikodik mas
JNKKK tipusu kindzokkal, amelyek szinte teljes mértékben helyettesiteni tudjak.

Az embrionalis hati zar6das folyamatan kiviil a Drosophila JNK modul egyéb
fejlodési folyamatok szabalyozasaban is részt vesz. Ezek egyike az embrionalis
epidermiszben végbemend zarddasi folyamathoz részben hasonld un. torzarddas, amikor is a
baballapot soran a két szarny diszkuszbol szarmazé sejtek mozognak egymas felé és hozzak
létre az egységes tor kutikulat. A hep és kay mutansok megakadalyozzak a szarny diszkuszok
a kozépvonal mentén [229]. A dTAK domindns negativ formajanak tor specifikus
kifejezodése a hipomorf hep €és kay mutansok fenotipusahoz hasonlatos gyenge torzarodasi
hibékat okozott (34. abra). Ez tehat egy alacsony expresszivitdsu, de magas (91%-0s)
penetranciaju fenotipus, ami a JNK LOF fenotipusokon kiviil nagyon hasonlit a JNK negativ
regulator Puc fehérje taltermelése altal kivaltott hatashoz (34. abra). Ezek alapjan a dTAK
génnek a JNK jelatvitelen keresztiil nem redundéans szerepe lehet a torfejlodést kisérd

morfogenetikus sejtmozgasok szabalyozasaban.

34. abra: A dTAK befolyasolja a tor zarodast. (A) Egy vad tipusu, tokéletesen zarodott tor dorzalis
nézetben. (B) A dTAK dominans negativ formajanak taltermelése enyhe tor zarodasi hibat mutat (nyil) a tor
kozépvonala mentén. Ez hasonlatos a hep’ mutansokban (C) és a Puc fehérjét tultermelé (D) egyedekben
megfigyelhetd fenotipushoz (nyilak).

Végezetiil azt akartuk megvizsgalni befolyasolja-e a dTAK gén az Osszetett szem
fejlodését, azon beliil is a INK-fliggd szdveti polarizalédas folyamatat. Ennek érdekében is
tultermeléses kisérleteket végeztiink, amelyek soran a differencialédo fotoreceptor sejtekben
sev-Gald segitségével fejeztettiik ki a vad tipusi dTAK fehérjét. Amennyiben 25 °C-on, tehat
magas expresszids szint mellett hajtottuk végre a kisérletet, azt tapasztaltuk, hogy a dTAK

58



dc_21 10

hatasara jelentdsen csokken az allatok szemének mérete (35. abra A-D), szemmetszeteken
pedig kimutathatd volt a fotoreceptor sejtek hidnya. Mivel ez a fenotipus egyértelmiien
sejthalal eldidézésével magyardzhato, ¢s mert a JNK utat az apoptozissal is kapcsolatba
hoztak [230], megvizsgaltuk a sejthalal mértékét a dTAK-ot kifejezd szem diszkuszokban. Az
apoptotikus sejteket jelold Acridine Orange festéseink alapjan, a dTAK massziv sejthalalt
indukal a diszkuszt két részre osztd morfogenetikus arok (MF) mogott, ami megfelel a sev-
Gal4 kifejezddési teriiletének, de nincs hatdsa az MF el6tti teriiletre (35. abra E-H). Amikor
az apoptotikus kaszpaz inhibitor p35 fehérjével egylitt fejeztiik a dTAK-ot, a sejthalal mértéke
jelentésen csokkent, jelezve, hogy a dTAK valoszinlileg a kaszpaz-fiiggd apoptotikus

utvonalon keresztiil idézte el6 a sejthalalt.

| 35. abra: A dTAK
£ tiltermelés sejthalilt okoz a

szem imagoé korongban. (A-D)
SEM felvételek adult szemekrdl. A
vad tipust (A) szemekhez képest a
| sev-Gal4, UAS-dTAK  (B-D)
@l legyek szeme jelentGsen kisebb.
(E-H) Larvalis szem diszkuszok
Acridine Orange festése. A
festékkel detektalhaté apoptotikus
sejtek szama jelentésen magasabb
a sev-Gal4, UAS-dTAK (F, G)
diszkuszokban, mint a vad
tipusban (E). A p35 fehérje
taltermelése részlegesen menekiti

a dTAK altal indukalt sejthalalt
sev>dTAK, P35 (H)

A magas szintli dTAK taltermelés altal okozott sejthaldl tehat nem tette lehetdvé a
PCP fenotipusok vizsgalatat, ezért a tultermeléses kisérleteket az alacsonyabb kifejez0dési
szintet eredményezd 18 °C-on is elvégeztiik. Ilyen koriilmények kozott az ommatidiumok
tobbsége normalis sejtszamot mutatott, az apoptozis mértéke a 25 °C-os kisérletekhez képest
jelentdsen csokkent. Ellenben az alacsony szinti dTAK tultermelés tipikus PCP hibakat
eredményezett, hiszen kiralitasi €s rotacios hibakat is megfigyeltiink az 6sszetett szemben (36.
abra A), melyek 0sszegészében egybevethetoek a Fz vagy Dsh tultermelés hatasaval. Mivel a
dTAK altal okozott PCP defektusok mar a larvalis imadgd korongokban is kimutathatoak
voltak, eredményeink azt sugalltdk, hogy ezek elsOdlegesen PCP hibak ¢és nem késoi
differencialédasi/degeneralodasi problémak.

A dTAK GOF fenotipus lehetdséget teremtett arra, hogy genetikai interakcios

vizsgalatokat végezziink a dTAK-kal egyiittm{ikodd jelatviteli utak azonositasa érdekében.
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Ennek soran kimutattuk, hogy a hep, bsk €s jun mutansok erdsen szupresszaljak a - TAK GOF
fenotipusat (36. abra), ami 0sszhangban van azzal az elképzeléssel, hogy a dTAK a JNK
utvonal f0lsO szabalyozo6 eleme. Egyéb potencidlisan kolcsonhato jelatviteli utak vizsgalatat
elvégezve azt talaltuk, hogy amig a Dpp/TGF-B jelatviteli ut mutansai nem modositjak a
dTAK GOF hatasat, a nemo és a p38 kindzok génjeit kitakar6 delécidk hasonldéan erds
dominans visszaszoritd hatdssal rendelkeznek mint a JNK mutansok (36. abra E és 1.

Tablazat).

sev>dTAK; sev>dTAK; sev>dTAK; sev>dTAK;
hep-r75/+ Df(2R)bsk-/+ jun-2/+ nmo-j147/+

36. abra: A dTAK tiltermelés hatasa az dsszetett szemben. Tangencialis szem metszetek (A) sev-
Gal4, UAS-dTAK, (B) sev-Gal4, UAS-dTAK; hep/+, (C) sev-Gald, UAS-dTAK; bsk/+, (D) sev-Gal4, UAS-
dTAK; jun/+ és (E) sev-Gal4, UAS-dTAK; nmo/+ 18 °C-on nevelt legyekbdl. A dTAK tultermelés altal okozott
PCP defektusokat (féként rotacios hibak és szimmetrikus ommatidiumok megjelenése) a JNK jelatviteli ut
mutansai (hep/JINKK, bsk/INK és jun), valamint a nmo mutacid is erésen szupresszalja (lasd als6 sémak, ahol
fekete nyilak jelzik a vad tipusu facettakat).

Kovetkeztetések: A Drosophila TAK homoldg funkcidjanak tobb szdvetben torténd
vizsgalata azt jelzi, hogy a dTAK a JNK jelatviteli ut potens aktivatora, amit mind az
embrionalis epidermiszben, mind pedig az szemben megfigyelhettink. A DN dTAK
kifejezodése torzarodasi hibakat eredményezett, ami egy ismert JNK LOF fenotipus, és ezért
szintén tdmogatja azt az elképzelést, hogy a dTAK a JNK jelatviteli ut egyik komponense
lehet. Azt is bizonyitottuk, hogy a dTAK magas szintl kifejezodése apoptdzist indukal.
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1. Tablazat. A sevGAL4>UAS-dTAK interakciok szamszerdsitése.

Minden genotipus esetében 187-548 ommatidiumot vizsgaltunk meg 3-6 egyedbdl.

A szignifikans interakcidkat csillaggal jeloltiik (student t teszt alapjan p > 0.001).

Genotipus

Vad tipust

ommatidium (% +SD)

Rotéacios

hiba (% +S)

sev-GAL4, UAS-dTAK;

+/+ 4948 (+3.2) 277 (+5.04)
bsk1708 8035 ( 3.07)* 1446 (+ 1.53)
UAS-bskDN 89.17 ( 6.16)* 6.91 (+ 6.46)
hepR7s 683 (+ 8.12) 168 (£ 4.1)
juns 7755 (& 2.43)* 17.68 (& 2.80)
msn172 544 (£42) 3038 (+2.7)
nmoit47 81.17 (£ 0.79)* 138 (+ 146)
Df(3R)crb87-4(p38) 84.84 (+3.2)* 10.02 (+ 2.1)
DF(2L)b87¢25 (p38) 7876 ( 4.06)* 14.26 (+ 0.28)
dppPL2 4476 (+ 6.04) 354 (+3.6)
tpa12 4358 (+4.2) 347 (£4.1)
Mad?2 4703 (+ 8.9) 3474 (2.97)

Figyelemremélto mdodon, emlds sejteken végzett kisérletek alapjan a JNK modul is részt vesz
a stressz-indukalt apoptozisban [231,232], az aktivalt Drosophila Hep €s Jun fehérjék szem-
specifikus tultermelése pedig hasonléan erdsen csokkenti a szem méretét [56,57] mint a
dTAK. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a dTAK ¢és a JNK modul az apoptdzis
szabalyozasa soran is egylittmiikodik. Ugyanakkor a dTAK gén csendesitése nem befolydsolta
jelentdsen az embriondlis hati zardédas folyamatat. Ez a dTAK-JNK kapcsolatnak részben
ellentmond6 megfigyelés arra utal, hogy az embriondlis epidermisz sejtekben a dTAK csak
elhanyagolhatd mértékben jarul hozzd a JNK aktivdlodashoz, vagy hianyat egyéb kindzok
teljesen kompenzalni tudjak, tehat ebben a szovetben majdnem teljesen redundéans funkcioval
bir.

A dTAK szem-specifikus tultermelése hasonld polaritdsi hibakat eredményezett, mint
a Fz vagy a Hep, Bsk ¢és Jun tiltermelése [45,56,57]. Mivel ez a fenotipus erdsen
szupresszalhatdé a JNK utvonal mutansaival, ez az adatsor timogatta a dTAK-JNK kapcsolat
PCP szabalyozasban betoltott funkcionalis jelentdségét. Ezeken tal a szemben elvégzett
genetikai interakcios kisérleteink arra utaltak, hogy a dTAK nem kizarolag a JNK ttvonal
aktivalasara képes, hanem a Nemo ¢és p38 tipusu kindzokat is aktivalhatja. A nemo maga is
egy PCP gén [58], ¢s eredményeinkkel egybevagd mddon egyéb modell rendszerekben is

kimutattak, hogy a TAK csalddba tartoz6 kinazok aktivaljak a Nemo-szerli kindzokat
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[219,220]. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a TAK-Nemo kapcsolat evolicidosan erdsen
konzervalt, a szoveti polarizdlodds vonatkozdsaban pedig mindenképpen érdekes lehet a
TAK-Nemo-JNK kapcsolatok részletesebb analizise.

Annak ellenére, hogy a TAK kindzokat gerinces modell rendszerekben a TGF-f
jelatviteli thoz kototték [218], kisérleteink alapjan ecetmuslicdkban ezt a kapcsolatot nem
tudtuk megerdsiteni. Ugy tiinik tehat, hogy a TGF-B/TAK kapcsolat evoliicidsan késSbb
alakult ki, mint a TAK/JNK vagy TAK/Nemo kapcsolatok. Fontos azonban latnunk, hogy ezt
a hipotézist ¢és egyéb kovetkeztetéseink egy részét csak klasszikus dTAK LOF mutansok

vizsgalataval lehet majd igazolni.

3.4. Uj szoveti polaritasi mutiansok azonositasa és genetikai térképezése

Pataki Csilla és Matusek Tamas nem k6zolt eredményei alapjan.

Hattér: Az eddig bemutatott eredményekbdl kideriilt, hogy kezdetekben olyan gének PCP
funkcidjat vizsgaltuk, amelyeket mar ismert polaritasi génekként kezdtiink el részletesen is
analizdlni (mint pl. a fz és a kay/Fos). Annak ellenére azonban, hogy az ezredforduld
idészakaban mar tobb tucat PCP gént ismertilink, vildgos volt, hogy a PCP szabalyozasadban
sokkal tobb gén vesz részt. Ezért elhataroztuk, hogy az ismertek jellemzése mellett uj PCP
géneket is megprobalunk azonositani. igy keriilt sor elméleti alapon kivélasztott jelolt gének
(pl. a yan, pnt és dTAK) feltételezett PCP szerepének vizsgalatira, de ezzel parhuzamosan
nagyléptékli mutagenezis kisérleteket is terveztiink az 0j polaritdsi gének azonositasa
érdekében. Egy olyan, els6sorban funkcidvesztéses mutansok eléallitasara iranyuld kisérleti
rendszert dolgoztunk ki, amely genetikai mozaikossdgon alapult és ezért homozigota
fenotipusok vizsgalatat tette lehetévé egy adott mutacidora nézve egyébként heterozigota
mutans egyedekben, masrészt a limitalt spektrumu transzpozon inszerciok helyett a sokkal
altalinosabb hatastt kémiai mutagének hasznélatdra épiilt. Ehhez hasonlé megkozelitést

elottiink nem alkalmaztak PCP mutansok el6allitasara.

Eredmények: Muslicaban homozigdta mutans sejtklonokat legnagyobb haté¢konysaggal az
FRT/Flp (eredetileg élesztoben leirt) helyspecifikus rekombinécidos rendszer segitségével
indukalhatunk [233]. Tekintve, hogy a PCP fenotipusok rutinszerien csak a felnétt allatok
szarnyan ¢€s notuman vizsgalhatoak, kisérleteink soran egy olyan Flp rekombinéz forrast

(Ubx-Flp) hasznalunk, amely legerdsebben a szarny imago korongban fejezédik ki [234], €s
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igy a beldle kifejlodé szarny-, ill. notumsejtekben képes rekombinéciot eléidézni. A PCP
fenotipusok felismeréséhez az is elengedhetetleniil fontos, hogy kellden nagyszdmu sejtbol
alljon a mutans folt. Ezt Gigy biztositottuk, hogy az un. ikerfolt sejteket a sejt-letalis technika
[235] segitségével kikiiszoboltiik. A mutagenezis kisérlet érzékenységét €s megbizhatosagat
novelendd, egy F2 sémat alkalmaztunk (37. abra), ami ugyan munkaigényes, de eldnye, hogy
az alacsony penetranciaju €s/vagy expresszivitdsu fenotipusok vizsgalatat is lehetdve teszi,
tovabba kikiiszoboli az F1 kisérletek sordn gyakran jelentkezd fertilitdsi problémakat. A
masodik kromoszoma jobb (2R) és bal (2L) karjanak mutagenizésére EMS-t (etil-metan-
szulfonatot) hasznaltunk, mig a harmadik kromoszoma jobb karjat (3R) ENU-val (etil-
nitrozoureaval) mutagenizaltuk. Osszesen kb. 23.000 F2 keresztezés analizise utin 58

polaritasi mutanst izolaltunk, koziiliikk 23 a 2R, 8 a 2L, 27 pedig a 3R kromoszoma karra esett.

EMS (30mM) vagy ENU (1.6 mM)

P Ubx-Flp : FRT42 X w : CyO
/ FRT42 w If
*
F w  FRT42 Ubx-Flp  FRT42,w', cl(2)
1 > s
— CyO Ubx-Flp CyO
FRT42 FRT42
Fz Ubx-Flp ; és Ubx-Flp :
FRT42, w', cl(2) — CyO
szarny és notum klénok torzsalapitas

37. abra: Az ij PCP mutansok eléallitisanak keresztezési sémaja. A masodik kromoszéma jobb
karjanak (2R) példajan lathato a keresztezési séma. Piros csillag jel6li az indukalt mutaciot, c/(2)-vel a recessziv
sejtletalis mutaciot jeloltem. Az F; keresztezésekben egyedi himeket kereszteztiink. A 2L és a 3R esetében
hasonld sémat kovettiink a megfeleld FRT és balanszer kromoszomak alkalmazasaval.

Kovetkezd célunk a mutansok térképezése volt, ennek érdekében eldszor komplementacids
analizissel meghataroztuk, hogy az 0 mutansok koziil melyik azonosit mar kordbbrol ismert
PCP gént és melyik addig ismeretlent. Ezek alapjan a 2R és 2L karokon 3-3, a 3R
kromoszoéma karon pedig 27 4j PCP mutanst izolaltunk, amelyek mindegyike homozigdta

letalis mutacionak bizonyult. A letalitds alapjan egymas kozotti komplementacios analizist is
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végezetiink, ami feltarta, hogy a méasodik kromoszomalis mutaciok egyedi komplementacios
csoportokat alkotnak, mig a 27 3R-en 1év0 mutans 22 komplementacios csoportba sorolhato,
egy Ottagu, egy kéttagu €s husz egyedi csoportba. Mivel ez Gsszesen 28, tehat viszonylag
nagyszamu 0j gént jelentett, a szemre ¢és a szarnyra Kkiterjedd részletesebb fenotipus
vizsgalatok utan elkezdtiik a legérdekesebbnek itélt néhany mutans génszintli térképezését.
Ennek eredményeként delécios €s rekombindacios, ill. DNS szekvenalason és RNSi vonalak
hasznélatan alapuld térképezési modszerekkel két komplementacids csoportot sikeriilt gén
szinten térképezni, amelyek egyike a Kuzbanian-like (Kul) gén volt, a mésik pedig a
Drosophila Rab23 ortolég. Az aldbbiakban roviden oOsszefoglalom a Ku/ mutansok
jellemzését, a Rab23 részletes boncolasat pedig dolgozatom kovetkezd {0 fejezetében fogom
bemutatni.

Uj PCP mutansaink koziil a 3R kromoszoma karra térképezédé —ottagh
komplementécids csoport tagjai érintették a Kul gént, amit végsd soron a teljes Kul gént
hordoz6 genomikus menekité konstrukcidok segitségével bizonyitottunk. A Kul mutansok
minden altalunk vizsgalt szovetben PCP hibakat okoztak, igy a szemben rotacios hibédkat és
szimmetrikus ommatidiumokat lattunk, a szarnyon enyhe sz6r orientacios hibdkat €és tobbes
szarnyszOrok megjelenését vehettiik észre, mig a notumon az érzékszordk egy részének
rovidiilése mellett, orientacios hibakat is detektalni tudtunk (38. abra).

A Drosophila Kul gén egy ADAM tipust, transzmembran metalloproteazt kodol,
amelyben a proteaz ¢s a membrant athidaldé doméneken kiviil azonosithaté egy N-terminalis
szignal peptid, egy Un. Pro-domén és egy Desintegrin homoldgia domén (39. abra) [236].
Szekvencia analizissel meghataroztuk, hogy 1j Ku/ mutansaink mindegyike a metalloproteaz
domént érinti, azon beliil is négy mutansunk cisztein/arginin aminosav cserét okozott a 481-es
véve, hogy a C481-es és V603-as amonisavak erds konzervaltsdgot mutatnak a kiilonbozo
metalloprotedzok kozott, mutansaink nagy valoszintiséggel csokkent protedz aktivitast €s
ezzel erds funkcidvesztést eredményeznek.

Korabban kozolt eredmények alapjan a Drosophila Kul a Notch receptor ligandjat, a
Delta fehérjét képes hasitani a szarnysejtekben [236], ami eldsegiti a Notch utvonal
aktivalodasat. A Kul mutdnsok a szarnyon tobbes szér kindovéseket eredményeztek, és a
szarnyvéndk részleges hidnyat is meg lehetett figyelni. Ez utobbi fenotipus komponens
kotheté a Notch/Delta jelatviteli folyamatokhoz, de az intenziv vizsgalatok ellenére

semmilyen korabbi adat nem tdmasztja ala, hogy a Notch részt venne a sejtenkénti szérszam
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38. abra: A Kul mutansok PCP fenotipusai. (A) Vad tipusi szarnylemez disztalis irAnyba mutatd
trichomakkal. (A’) Kul mutans sejtklonokat hordozo szarnylemez, tobbes szorkindvésekkel és enyhe trichoma
orientacios hibakkal. (B) Vad tipusu notum poszterior iranyba mutatd szorokkel. (B”) Kul mutans sejtklonokat
hordoz6 notum szOr orientacios hibakkal. (C) Vad tipusu Osszetett szem tangencialis metszete. (C*) A Kul
mutans szem klonokban szimmetrikus ommatidiumok (sarga nyilak) €s rotacios hibak (piros nyil) figyelhetdk
meg.

SP Pro- domén Metalloproteaz Desintegrin Cysrich TM Intracell

I B — B | 3% dbra A Kul protein

81 en szerkezete. Az abra fols6 részén a

‘//' \\ Kul protein domén szerkezete

¢ R e SN lathato. Az abra alsé része mutatja,

hogy az altalunk izolalt ot Kul
:jj;: mutans minfiegyike a metalloproteaz

domént érinti. Kozilik négy a
Bk C481-es aminosavat, mig az 6tddik
s mutacié a V603-ast.

meghatarozasaban. Ezzel ellentétben az Osszetett szem esetében ismert, hogy a Notch/Delta

modul szerepet jatszik az ommatididlis polaritas kialakulasdban [205,206]. A Notch és Kul
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mutansok szem fenotipusa azonban eltér egymastdl, mert amig a Notch mutansokban foként
kiralitdsi hibdkat és szimmetrikus ommatidiumokat figyelhetiink meg, a Ku/ mutansok a
kiralitasi hibak mellett erds rotacios hibakat is okoznak. Ezek a megfigyelések egyiittesen azt
sugalljak, hogy a Kul a Notch/Delta rendszertdl fiiggetlen mddon jarul hozza a PCP
szabalyozasahoz, tehat egy 0j kapcsolatot fedeztiink fel az ADAM metalloproteazok és a
szoveti polarizdlodas kozott. A Kul proteaz PCP szubsztratjanak azonositasara azonban
egyelore nem kertiilt sor, igy a Kul PCP funkci6janak molekularis szinten valdo megértésé¢hez

tovabbi kisérletekre lesz sziikség.

Kovetkeztetések: Tekintve, hogy a szoveti polarizalédas folyamatdnak a kiilonb6zo
szovetekben szdmos olyan aspektusa van, amit a kordbban azonositott PCP gének
vizsgalataval nem lehetett megérteni, ) PCP gének azonositasara is sziikség volt. Ebben az
alfejezetben bemutattuk, hogy egy nagyléptékii mutagenezis kisérlet soran sikerrel izolaltunk
tobb tucat 1 polaritasi mutanst. Késébb bebizonyitottuk, hogy az Gj mutansok kb. fele mar
ismert PCP géneket azonosit, mig a tobbi mutacid6 uj PCP géneket érint jelezvén, hogy
mutansizolalasi stratégiank hatékony eszkOznek bizonyult a kisérleti célkitlizés elérése
érdekében. A nagyszdmu 1) mutans részletes jellemzése még nem zarult le, de az eddig
génszinten térképezett mutansok példdja alapjan mutans gyljteménylink vizsgalata értékes 1]

eredményekkel jarulhat hozz4 a PCP megeértéséhez.

3.5. A Drosophila Rab23 sziveti polaritasi funkciojanak jellemzése

Pataki C, Matusek T, Kurucz E, Andé I, Jenny A. and Mihaly J. Drosophila Rab23 is Involved in the Regulation
of the Number and Planar Polarization of the Adult Cuticular Hairs. Genetics 184: 1051-1065 (2010) alapjan

Hattér: A nagyléptékii mutagenezis kisérletiink soran azonositott egyik 1) polaritasi gén a
Drosophila Rab23 volt. A Rab csaladba tartozd fehérjék a kis molsalya GTPazok
szupercsaladdjaba tartoznak, és kozponti szerepet jatszanak a vezikularis transzport folyamatok
szabalyozasaban [237]. Az egér Rab23 ortologot kodold open brain (opb) mutdnsok
vizsgalata azt mutatta, hogy a Rab23 esszencialis szerepet jatszik az embrionalis kozponti
idegrendszer fejlédésében, melynek sordn a dorzalis sejtsors kialakulasat segiti elé a
veldcsdben [238]. Az is bebizonyosodott, hogy a Rab23 a ventralis determindciot eldsegitd
Sonic hedgehog (Shh) jelatviteli ut gatlasan keresztiil fejti ki hatasat [238], bar ennek a

gatlasnak a molekuldris mechanizmusat egyelére nem ismerjik. A BHK-21, sziriai
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aranyhorcsogbdl szdrmazo, vese fibroblaszt sejteken végzett kisérletek azt sugalltak, hogy a
Rab23 fehérje a korai endoszomas vezikuldkon halmozodik fel [239]. Ezzel ellentétben HelLa
sejtekben azt talaltdk, hogy a Rab23 fehérje eldsegiti a fagoszoéma-lizoszoma faziot [240], igy
a Rab23 membrantranszport folyamatokban betoltott pontos szerepe is kérdésesnek
tekinthetd. Sajat vizsgélataink kezdetén a Drosophila Rab23 ortoldgrél pedig még egyaltalan

nem jelent meg funkciondlis adat a szakirodalomban.

Eredmények: A nagyléptékli mutagenezis kisérletiink sordn azonositott Drosophila Rab23
mutansunk homozigéta muténs szarnyklonokban tobbes szOrkindvéseket ¢€s enyhe
szOrorientacios hibakat mutatott, amelyeket tipikus szarny PCP fenotipusnak tekintiink. Az
allél szekvenaldsa azt jelezte, hogy egy treonin-alanin aminosav cserét okoz6 pontmutacid
kovetkezett be a 69-es pozicioban, ezért allélunk a Rab237%! nevet kapta (40. abra). A 69-es
pozicioban elhelyezkedd treonin aminosav teljes mértékben konzervalt az osszes ismert kis
kritikus szerepet jatszik a GDP-GTP cserében ¢€s ezzel a fehérje aktivalodasadban [241]. Az
eredetileg izolalt Rab23 allél homozigdta formaban letdlis volt, de kés6bb a rekombinacion
alapul6 genetikai térképezés soran olyan valtozatokat is izolaltunk, amelyek mar homozigota
formédban is ¢letképesek voltak jelezvén, hogy eredeti allélunk egy masodlagos letdlis
mutaciot is hordozott. A Rab23™* homozigota formaban is hasonldé szarmny PCP
fenotipusokat mutatott (41. abra A-F), mint mutans klonokban, de mivel fiiggetlen Rab23
alléel nem allt rendelkezéslinkre, a genetikai elemzések megkonnyitése ¢€s egyben
megbizhatobba tétele érdekében Uj Rab23 allélt is izolaltunk P-elem remobilizacio
¢letképes €s a masik Rab23 alléllal megegyezd PCP hibakat mutat a szdrnyon (41. abra). A
homozigéta mutansok és a Rab23"%?/Rab23’! transzheterozigbtak fenotipusanak eréssége
megegyezik a hemizigotak (delécid folotti mutansok) fenotipusaval (41. abra), igy Rab23
mutansaink genetikai értelemben null mutansnak tekinthetdk. Ezzel 6sszhangban, a T69-es
pozicionak megfeleld egyéb GTPaz mutansok is erds funkcidvesztést mutatnak [242], a
Rab23°! klonozasa pedig jelezte, hogy a mutinsban képz6dd hibrid transzkriptumrdl nem

képzddhet funkcionalisan €p fehérje (40. abra).
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A Rab23 mutansok szarnyfenotipusa tokéletesen menekithetd a gén egyetlen

40. abra: A Rab GTPazok

konzervalt szerkezete és a
Drosophila Rab23 gén
szerkezete. (A) Kis molsalya

GTPazok illesztése, sziirke vonal
jelzi a GTPaz domén hatarait. A
Rab23™4  muticio egy teljes
mértékben  konzervalt  treonin
aminosavat érint. (B) A Drosophila
Rab23 gén genomialis régidja és az
RH23273 jelit EST klon szerkezete
lathato a panel folsé részén. A
Rab23’" allél elddllitasara  a
P(RS5)5-8z-3123 inszercios
vonalat hasznaltuk. A Rab23°! allél
a prediktalt transzlacios starthelyet
is  érintd deléciét  hordoz,
ugyanakkor kb. 1.7 kilobazisnyi P-
elem eredeti idegen DNS is
talalhato benne. A Rab23”" allélrol
képz6d6 lehetséges transzkript
szerkezetét mutatja a panel legalso
része. Lathatdé, hogy errél az
mRNS-r6]1  funkcionalis Rab23
fehérje korai terminacié miatt nem
képzddhet.

transzgénikus kopiajaval, ill. az YFP::Rab23 fuzios fehérje kifejeztetésével is (41. abra K,L).

Ily modon a mutans analizis €s a menekitési kisérletek egylittesen jelzik, hogy a Drosophila

Rab23 gén ugyan nem esszencidlis az ¢letképesség szempontjabol, de szerepet jatszik a

szarny sejtek szoveti polarizdlodasaban. Ezt a Rab23 génre specifikus RNS interferencidn

alapul6 kisérletek is megerdsitik, amennyiben egy minden szdvetre kiterjedd csendesités sem

befolyasolja az életképességet, de PCP hibakat okoz (41. abra J).
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41. abra: A Rab23 mutansok PCP fenotipusa a szirnyon. (A) Egy sematikus szarnyabrazolds ami
mutatja a szarnyvénak altal hatarolt szarnyszektorokat (A-E), ill. négyzettel kiemelve a fotdzott szarny
teriileteket. Minden abran f6liil van az eliilsd irany, és jobbra esik a disztalis irany. A vad tipust szarnysejtek
egyetlen disztalis iranyba mutaté trichdmét hordoznak (B, D), mig Rab23™ (C, D, F) és Rab23’' (G)
homozigdta mutans szarnyakon tobbes szérkindvéseket és trichdoma orientacidos hibakat figyelhetiink meg
minden szarnyszektorban. A B-C panelek az A régiot mutatjak, a D panel a C régiorol, az E-L panelek pedig a D
régidrol késziilt képet mutatnak. A Rab23™*/Df(3R)BSC47 (H), a Rab23°'/Df(3R)BSC47 (I) és a Rab23 RNSi
(J) legyek szarnyai szintén tobbes szorkindvéseket és trichdma orientacios hibakat mutatnak. (K, L) A Rab23
mutansok PCP fenotipusa teljes mértékben menekithetd a Rab23 gén egyetlen genomialis kopiajaval (Rab23-
GR) (K) és az UAS-YFP::Rab23 transzgénnel is (L).

Tekintve, hogy a szOvetek sikbeli polarizaloddsa nemcsak a szarnyra jellemzo,
megvizsgaltuk a Rab23 mutansok egyéb szoveteit is és azt tapasztaltuk, hogy amig az
Osszetett szem ¢és a kutikulat boritd valodi érzékszérok PCP mintaja vad tipusu volt, addig a
labat és az abdoment boritd kutikula trichdmai erés polaritasi hibakat mutattak. Nevezetesen,
trichobma orientacidos hibakat figyeltink meg és a trichomak szdmanak nagymértéki
emelkedése, tObbszorozodése is kimutathato volt a 1ab és a potroh kutikula hati és hasi oldalan

is (42. abra). A PCP fenotipusok Osszessége alapjan a Rab23 egy egyedi hatasi PCP gén,
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amely minden vizsgalt szovetben sziikséges a trichomak polarizdlodasdhoz, de nem vesz részt

a tobbsejtl strukturak, igy a szem ¢€s az érzékszor-szerv sikbeli orientacidjaban.

é‘ 42. abra: Rab23 mutinsok PCP
{ fenotipusa a 1Ilab és a potroh

kutikulan. (A) Egy vad tipusi 1ab
kutikulajat disztalis iranyba (az A-B
paneleken jobbra) mutaté trichomak és
érzékszérok  boritjak.  (B)  Rab23’!
mutansokban az érzékszorok orientacidja
nem valtozik a labon, de a trichomak szama
jelentésen megnd és azok iranyultsaga is
randomizalodik. Hasonld fenotipikus hatast
figyelhetiink meg a potroh kutikulan is. Itt a
sternit és tergit lemezeket a vad tipus
g esetében  poszterior irdnyba  mutato
! \ \ \ , : , ‘ trichomak és érzékszorok boritjak (C, E),
wt female 3rd sternite 7% " 4 4 Rab23"' female 3rd sternite ; ¥l mig a Rab23°! mutansokban D, F) a
/ b8 trichomdak szama jelentésen megnd és azok
> orientacioja is gyakran eltér a poszterior
§ iranytol.

A tovabbiakban a Rab23 sejten beliili funkcidjanak megértése érdekében a szarnyat
hasznaltuk modell rendszeriil, ami sokkal alkalmasabb sejtszintii vizsgalatokra, mint a fejlédo
abdomen kutikula. Els6ként a trichdma iniciacié folyamatat vizsgéaltuk 30-32 o6ras Rab23
mutans babszarnyakban. Megallapitottuk, hogy a mutdnsokban az iniciaci6 elsé jelének
tekinthetd aktin felhalmozddéas nem korlatozodik a sejtek disztalis-apikalis részébe, hanem
nagymeértékli diffaz aktin polimerizalodas jeleit lattuk a teljes apikalis régioban (43. abra).
Minden bizonnyal ennek kovetkeztében sok mutans sejtben a trichoma iniciacido egynél tobb
helyen is megindulhatott, ami végsé soron tobbes szOérkindvéseket eredményezett az adult
szarnyon. Ezen feliil azt is megfigyeltiik, hogy a Rab23 mutans sejtklonokban kb. egy oraval

késik a trichoma inicidcid a szomszédos nem mutans sejtekhez képest (43. abra). Végezetiil a
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mutans sejtklonok vizsgalata azt is megmutatta, hogy a trcihoma iniciaciés hibak minden
esetben a mutans teriiletre esnek (43. abra). Ezek alapjan a Rab23 sejt-autondém modon
miikddik €s ily mdédon nem valdszinii, hogy szerepe lenne a PCP szabalyozasi rendszer sejt-

sejt kommunikacios folyamatokra €piild 1épéseiben.

43. abra: Rab23 mutinsok
% hatasa a trichdéma
iniciaciéra. (A-A”) Trichoma
iniciaci6 31 o6ras vad tipusu
babszarnyban. Lathatd, hogy az
aktin (pirossal jeldlve az A-D
% paneleken) felhalmozodas a

d scjtek disztalis (jobbra esd)
¢ csucsaban indul meg. (B-B”)
B Rab23’’ mutansokban sokkal
# nagyobb mértékii és diffuzabb
aktin felhalmozodas figyelhetd
§ meg az apikalis zonaban. (C-
C”)  Rab23™ mutans
sejtklonokban az aktin
felhalmozodas késébb  indul
meg, mint a szomszédos
Bl heterozigbta  sejtekben. A
homozigéta mutans teriiletet a
B-gal (kék) festés hianya jeloli
a C és D paneleken. (D-D”)
Rab23™1 mutans sejtklonok
indukalasa esetén tobbes szor
iniciaci6 csak a homozigdta
mutans teriileten  figyelhetd
meg. A sejthatarokat Fmi (z51d)
festéssel jeloltik az Osszes
panelen. A skala mérete 10 um.

1991
’j'/?}nf

=% Fmi

Rab23™" clones 32h.

/

Nemrégiben leirtak, hogy a fejlodé szarnysejtek a larvalis stddium és a korai
baballapot sordn még valtozatos, tobb-szogletli alakot mutatnak és csak a trichdma inicidciot
kozvetleniil megel6z6 iddszakban jelenik meg jellegzetes hatszog alakjuk [77]. Figyelemre
meéltdo mdédon a PCP gének is részt vesznek ennek az érdekes sejtcsomagolddasi folyamatnak a
szabalyozasaban, mert az elsédleges PCP gének mutdnsai csomagolddasi hibdkat okoznak
[77]. A Rab23 mutéans babszarnyak vizsgéalata soran €szrevettiik, hogy a Rab23 is részt vesz a
szarnysejtek alakjanak a meghatarozésaban és az elsédleges PCP génekhez hasonlo erdsségii
csomagolodési hibakat okoz (44. abra). Ezek fényében kivancsiak voltunk arra, hogy a
Rab23 mutansokra jellemzé tobbes szorkindvési fenotipus 0sszefiiggésbe hozhato-e a sejtalak
valtozasokkal. 32 6ras babszarny sejtek vizsgalata alapjan azonban nem taldltunk korrelaciot a

sejtalak és a szOrszam kozott, mert a hexagonalis és nem-hexagonalis sejtek nagyon hasonld
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aranyban mutattak tobbes szOr iniciaciot (44. abra). Ezzel 6sszhangban a Rab23-hoz képest
valamelyest gyengébb csomagolodasi hibakat mutatd, de erds tobbes szOr fenotipusu in és frtz
mutansokban sem talaltunk osszefiiggést (44. abra). Eredményeink tehat arra utalnak, hogy a
szarnysejtek trichoma inicidciojat kozvetleniil megel6z6 alakvaltozasi folyamatnak nincs

direkt hatdsa az inicidcios helyek szamanak meghatarozasara.

44. abra: A Rab23 befolyasolja
a szarnysejtek csomagolodasat.
(A-B) DE-kadherin festés 30 oOras
vad tipusti (A) és Rab23™' mutans
(B) babszarnyakban. Vad tipusban a
szarnysejtek tobbsége hexagonalis
alaka, mig a Rab23 mutansban joval
tobb nem-hexagonalis alaku sejtet
(fehér pottyel jelolve az A és B
paneleken) latunk. (C) A nem-
hexagonalis alaku sejtek szamanak
aranya Rab23 és egyéb PCP
mutansokban. (D) A  tobbes
szOrkindvést mutatd sejtek aranya

35 P<0,001 n=1266
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hexagonalis (lires oszlopok) és nem-
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A szdveti polarizalodas egyik elsd ismert jele a szarnysejtekben a PCP fehérjék
aszimmetrikus sejten beliili felhalmozodasa. Mivel a Rab23 mutansok nyilvanvald polaritasi
hibakat mutatnak, megvizsgaltuk a PCP fehérjék lokalizacidjat. Ez az elemzés megallapitotta,
hogy az elsddleges PCP fehérjék apikalis felhalmozodasa ugyan nem sériil a Rab23
mutansokban, de 24-30 o6ras babszarnyakban a sejten beliili polarizdlédasuk eltér a vad
tipustol. Sok esetben a PCP fehérjék nem tavolitodnak el tokéletesen az A-P membranokroél,
vagy ha a sejten beliili aszimmetria ki is alakul, a polarizalodas tengelye sem a sejtek kozott
sem a D-V tengellyel nem koordinalodik tokéletesen (45. abra). Ennek kovetkeztében a vad
tipusu sejtekre jellemzo ,,zig-zag” eloszlasi minta részlegesen sériil a mutans sejtklonokban
(45. abra). Az elsddleges polaritasi fehérjéken kiviil az In lokalizaciojat is megvizsgaltuk,

ami azokkal a korabbi adatokkal 6sszhangban, miszerint az In eloszlasa fiigg az elsddleges

72



dc_21 10

PCP fehérjék lokalizacidjatol [79], hasonld valtozasokat mutatott, mint a ,,core” fehérjek (45.
abra). Eredményeink tehat jelezték, hogy a Rab23 fehérje bizonyos mértékben hozzajarul a
PCP fehérjék aszimmetrikus felhalmozddéasahoz, ami a fontos szereppel bir a szor iniciacid

helyének kijelolésében.

45. abra: PCP fehérjék
eloszlasa Rab23 mutans
szarnysejtekben. (A-D?)
Rab23™4 mutans szarnyklonok a p-
gal (kék) festés hianyaval jelolve 30
oras babszarnyakban. A Pk (zold az
A, A’ paneleken), Stbm/Vang (z6ld
a B, B’ paneleken), Fmi/Stan (z6ld a
C, C’ paneleken) és In (zold a D, D’
paneleken)  fehérjék  proximo-
disztalis polarizacidja sériil a mutans
klonokban. A fehérjék gyakran nem
tavolitodnak el tokéletesen az A-P
membranokrél és a vad tipusra
E jellemzd ,,zig-zag” minta nem alakul
ki (kiilondsen jol lathato a B és C
panelek mutans teriiletein). A skala

Réb?éngA 'c/ones 30h ‘

mérete 10 pum.

Rab23™* clones 30h
D 2 F .

Ezek utan arra voltunk kivancsiak milyen sejten beliili eloszlast mutat a Rab23 fehérje.
Mivel mind az altalunk készitett Drosophila, mind pedig a kereskedelemben kaphatdé human
Rab23 ellenanyag esetében is magas hattérfestddést tapasztaltunk immunfestési kisérletekben,
kérdésiink megvalaszolasa érdekében az YFP-vel jelolt Rab23 fehérje lokalizaciojat

vizsgaltuk meg fejlodd pupdlis szarnyakban. Az YFP::Rab23 fuzios fehérje képes volt
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menekiteni a Rab23 gén hianyat (41. abra L), tehat funkciondlisan (legalabb részben) ép
fehérjeként viselkedett, ami alkalmas a lokalizacios kisérletekre. Az YFP::Rab23 fehérjét
babszarny sejtekben tultermelve a babozddas utan 24-32 oraval a fehérje egységes
plazmamembran asszociacidt mutatott az apikdlis és a bazolateralis zonaban is (46. abra),
ezen kiviil pedig a szubapikalis régioban olyan citoplazmatikus rogdkben is felhalmozodott a
fehérje, amelyek méretiik alapjan membranvezikuldk is lehetnek. Osszegészében hasonld
sejten beliili eloszlast tapasztaltunk 24 6randl fiatalabb és 36 6ras babszarnyakban is, és Un.
flip-out klénokban is, amelyek egyedi sejtszintli felbontast tesznek lehetové (46. abra). Ezek
alapjan a Rab23 fehérje nem mutat polarizalt sejten beliili felhalmozodast sem a trichdma

iniciaci6 iddszakdban sem azt megeldzden vagy kozvetleniil utana.

* 46. abra: Az YFP::Rab23
fehérje sejten beliili
lokalizicidoja. (A-A”) Az
adherens juncidok zoénajaban az
YFP::Rab23  fuzios  fehérje
8 feldusul a plazmamembranban,
emellett citoplazmatikus
rogokben is kimutathato. (B-B”)
A Dbazolateralis zdénaban is
kimutathaté az erés membran

felhalmozodas, mig a
citoplazmatikus festodés
Sal-Gal4 /+; UAS-YFP:Rab23/+ YFP i » MBX cyengébb mint az  apikalis
régioban. (C-D”) Az
YFP::Rab23-at flip-out

klonokban kifejezve hasonld
minta detektalhatd, mint az
i altalanos tultermelés esetében:
proximo-disztalis sejten beliili

'YFP::Rab23 flip out clones

polarizaciéo nem mutathaté ki, de az adhézios zonaban egyértelmii az atfedés a DE-kadherinnel (pirossal jelolve)
¢és a citoplazmatikus kifejez6dés is lathatd. A D-D” panelek a C-C” paneleken bemutatott szarny Z metszeteit
mutatjak a vékony sziirke vonal mentén. A skala mérete 5 um az A-B paneleken, 20 um a C-én.

o

Az elozéekben bemutatott kisérletek alapjan a Rab23 fehérje ugyan nem mutat
aszimmetrikus sejten beliili eloszlast, de befolyasolja a polarizalt lokalizacioju elsddleges PCP
fehérjék felhalmozodasat. Ezért megvizsgaltuk van-e olyan polaritasi fehérje, aminek a
lokalizacidjat kozvetleniil szabalyozza a Rab23. Els6ként kolokalizacios vizsgalatokat
terveztiink, minthogy azonban babszarny sejtekben a Rab23 egységes membran
felhalmozodast mutat, a kezdeti lokalizacids tesztek nem adtak informativ eredményt.

Ennélfogva a kolokalizacids kisérletekre olyan Drosophila S2 sejtkultirat hasznaltunk,
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amelyikben normélisan nem vagy csak nagyon alacsony szinten fejezddik ki a Rab23 ¢és az
egyéb polaritasi fehérjék [40]. Az S2 sejteket Rab23 hianyédban ¢és azzal egyiitt is
transzfektaltuk a Fz, Dsh, Pk, Dgo vagy Stbm/Vang fehérjéket kifejezd konstrukciokkal, majd
Osszehasonlitottuk a sejten beliili eloszlasi mintdjukat. Mivel bizonyos PCP fehérjék
mintdjat is megvizsgaltuk Rab23 jelenlétében €és hidanyaban. Megfigyeléseink szerint a Rab23
fehérje jelenléte ilyen koriilmények kozott nem befolydsolja az elsédleges polaritasi fehérjek
sejten beliili eloszlasat. Feltlind volt azonban, hogy mig a Fz, Dsh és Dgo fehérjék nem
mutattak kolokalizaciot a Rab23-mal, a Pk és Stbm fehérjék részlegesen atfedd eloszlasi
mintat adnak (47. abra) (a Fz esetében 0% volt a kolokalizaci6t mutato sejtek ardnya, n=29; a
Pk esetében viszont 96% mutatott részleges atfedést, n=54). Tekintve, hogy a Pk és Stbm
fehérjék ebben a rendszerben nem rekrutalodtak a plazmamembranba (még egyiittesen sem),
nem volt eldonthetd van-e a Rab23-t6] fiiggd vezikulatranszport folyamatoknak kozvetlen
hatasa a Pk és Stbm fehérjék sejten beliili eloszlasara. Mindettd] fiiggetleniil eredményeink azt
jelezték, hogy a Rab23 a Pk ¢és Stbm fehérj¢k eloszlasdnak szabalyozasan keresztiil
befolyéasolhatja az elsddleges polaritasi fehérjék lokalizaciojat. Ezt a hipotézist megrositette az
a tény is, hogy a Rab23 aktivalt forméja erds kolokalizaciot mutatott a Pk fehérjével, mig a
T69A mutéans valtozat gyakorlatilag nem mutatott kolokalizaciot (47. abra).

Az S2 sejtekben tapasztalt Pk/Rab23 ¢és Stbm/Rab23 kapcsolatok tovabbi
alatdmasztasa érdekében koimmunoprecipitacios kisérleteket végeztiink. Western blot analizis
alapjan Rab23 ellenanyagunk, a preimmun szérummal ellentétben, S2 sejtek fehérje
kivonatdban felismerte a HA::Rab23 fehérjét (47. abra G), igy alkalmasnak latszott
biokémiai kisérletekre. Ennek megfeleléen az anti-Rab23 ellenanyag vad tipusu 28-30 oras
pupalis fehérje kivonatokbol koprecipitalta a Pk fehérjét, mig ez Rab23’’ homozigta
mutansok esetében nem kovetkezett be (47. abra H). Ezzel parhuzamosan a Stbm és Fmi
fehérjéket nem lehetett kimutatni a Rab23 komplexben (47. abra H). Ily moddon
eredményeink azt jelzik, hogy a Rab23 in vivo is egyiittmiikddik a Pk fehérjével, ami
magyardzatot ad a Rab23 mutansokban megfigyelhetd Pk lokalizacios hibdkra, ¢és kozvetett
modon a tobbi PCP fehérje eloszlasi hibaira is.

Amennyiben a Rab23 egyetlen PCP-hez kothetd funkcidja a Pk é€s rajta keresztiil
egyéb PCP fehérjék lokalizacidjanak szabalyozasa lenne, azt varnank, hogy a Rab23
mutansok hasonld fenotipust mutatnak mint a pk és egyéb elsddleges PCP mutansok. A
Rab23 mutansok azonban gyengébb trichdma orientacids hibakat okoznak, mint az elsddleges

PCP mutansok, ellenben azoknal joval erdsebb tobbes szrkindvéses fenotipusuk van. Ezek
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alapjan ugy tlinik tehat, hogy a Rab23 kettds funkcioval bir, mert egyrészt hozzajarul a PCP
fehérjék polarizacidjahoz, masrészt részt vesz a szOr inicidcids helyek szadmanak

meghatarozasaban, ill. korlatozasaban. Ezt az elképzelést tamogatjak genetikai interakcios
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47. abra: A Rab23 és a Pk fehérje egyiittmiikodése. (A-F”) Drosophila S2 sejtek ko-transzfektalasi
kisérlete: (A-A”) Rab23 és Fz, (B-B”) Rab23 ¢s Dsh, (C-C”) Rab23 és Stbm/Vang, (D-D”) Rab23 és Pk, (E-
E”) Rab23Q96A (aktivalt Rab23) és Pk, (F-F”) Rab23T69A és Pk egyiittes kifejezodése. A Fz és Dsh fehérjék
nem mutatnak szignifikans mértéki kolokalizaciot a Rab23 fehérjével (A-B”), mig a Stbm/Vang és Pk fehérjék
részleges kolokalizaciot mutatnak (C-D”). A kolokalizacido még erdsebb az aktivalt Rab23 és a Pk kozott (E-E”),
de szinte kimutathatatlan a Rab23T69A mutans és a Pk vonatkozasaban (F-F”). (G) Western blot analizis
normal S2 sejtekkel és HA-Rab23-mal transzfektalt S2 sejtekkel. A HA-Rab23 fehérjét specifikusan felismeri a
Rab23 ellenanyag és az anti-HA ellenanyag is, mig a preimmun szérum nem mutatja ki. A vad tipusii Rab23
fehérje prediktalt relativ mol sulya 30 kDa, a HA-Rab23 fehérjéé 40 kDa. (H) Immunoprecipitacids kisérletek 30
6ras vad tipusil és Rab’’ homozigdta mutans babokkal. Az anti-Rab23 ellenanyaggal valo precipitalas utén o.-
Rab23, a-Pk, a-Vang és a-Stan ellenanyagokkal végeztilk a Western analizist. Lathat6, hogy vad tipusban a
Rab23 ellenanyag koprecipitalta a Pk fehérjét, mig a Vang/Stbm és Stan/Fmi fehérjéket nem lehetett kimutatni a
Rab23 komplexben. Rab23’" homozigota mutansok esetében a Rab23-Pk koprecipitacié nem kovetkezett be. A
skala mérete 5 um.
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kisérleteink is, amelyek megmutattak, hogy a Rab23 mutansok dominans moddon erdsitik az
els6dleges PCP mutansok gyenge tobbes szOr fenotipusat (48. abra A-E’), mig a Rab23
mutansok fenotipusat erdsitik az In csoportba tartozé mutaciok és a mwh (48. abra F-I).
Veliik ellentétben, a sejtvaz regulatorokat érinté RhoA és drok mutansok nem mutatnak
dominans interakciot a Rab23-mal (49. abra C). Kovetkeztetésképpen eredményeink azt
jelzik, hogy a Rab23 fehérje az els6dleges polaritasi fehérjékkel, az In komplex-szel és az

Mwh-val egyiittmiikodve szabalyozza a sejtenkénti trichomak szamat.

S

4/,

48. abra: Genetikai interakciés vizsgalatok a Rab23 és mas PCP gének kozott. (A) Vad tipusi
szarmylemez disztalis iranyG egyedi trichoméakkal. (B) A Rab23’’ mutinsban moderalt szamu tobbes
szérkindvések figyelhetdk meg. A fz°! (C), stbm® (D) és pk”** (E) mutansokban elvétve latunk tobbes széroket,
viszont erés trichdma orientécios hibak detektalhatok. A Rab23°! muticio dominansan erdsiti a tobbes szOr
fenotipust a fz°//fz*!, Rab23°! (C*), a stbm®; Rab23°'/+ (D) és a pk™3’; Rab23°'/+ (E’) muténs kombinaciokban.
(F) A Rab23°'/Rab23™*" allél kombinaci6 teljesen hasonl6 PCP hibakat mutat, mint a Rab23°’ homozigota
mutansok (B). Ez a moderalt tobbes sz6rkindvéses fenotipus jelentésen erésodik az in'/+; Rab23’! (G), a fitz'/+;
Rab23°" (H) és az mwh', Rab23"'/Rab23’" (I) mutans kombinaciokban. Az abran bemutatott dsszes kép a D
szarnyszektorrol késziilt, minden abran balra esik a proximalis, jobbra a disztalis irany. A fenotipusok szamszeri
Osszehasonlitasa megtalalhato a 49. abran.
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49, abra: A Rab23 és mas PCP gének kozotti genetikai interakcios Kkisérletek szamszerii
analizise. (A) Egy szarnylemez sémdja, a tObbes szOrkindvések szamat a négyszoggel hatrolt régidban
vizsgaltuk genotipusonként 10-22 szarnylemez dorzalis oldalan. A tobbes szorkindvések atlagos szama Rab23 és
els6dleges PCP mutans kombinaciokban (B), Rab23 és polaritasi effektor mutans kombinaciokban (C) és kettos
homozigdta mutans kombinaciokban (D). Statisztikai tesztként a t-tesztet hasznaltuk, P a valdszintiséget jeloli.

Annak érdekében, hogy a Rab23 gént pontosabban is elhelyezziik a PCP gének ismert
genetikai hierarchigjaban, kettds mutans analizisre épiilo episztazis kisérleteket végeztiink az
elsddleges PCP génekkel, az In csoport tagjaival és az mwh-val. A Rab23 és fz, stbm, ill. pk
kettds mutansok hasonld trichdma orientadcios hibakat mutattak, mint a megfeleld elsédleges
PCP muténsok 6nmagukban (50. abra), azonban a trichdma szam tekintetében szinergisztikus
kolcsonhatast talaltunk, mert a kettds muténsra jellemzd tobbes szorkinovések szama
jelentdsen meghaladta az egyes mutansokra jellemzd szdmok Osszegét (50. abra,
kvantifikdlva a 49. abran). Erdekes modon ebben a tesztben a pk mutatta a legerdsebb hatast,
a pk; Rab23 kettds mutansok szarnyén szinte minden sejt tobb mint egy trichdmat ndvesztett.

Az in, frtz és mwh mutansok esetében a kettds mutansok fenotipusa megkiilonbdztethetetlen
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volt az egyes in, frtz €s mwh mutansokétdl (51. abra). Ily mddon a sejtenkénti trichoma szam
korlatozasa szempontjabol az In csoport és az mwh episztatikus a Rab23-hoz képest, ami azt
jelzi, hogy azok funkcidjara kés6bb van sziikség, ill. alsobb szabalyozasi szinten hatnak, mint
a Rab23. Az elsédleges PCP gének vonatkozasaban a szinergisztikus interakcidé arra utal,
hogy a Rab23 egy azoktol fiiggetlen vagy (részben) redundans jelatviteli utban vesz részt.
Annak fényében azonban, hogy a Rab23 egy komplexben talalhaté a Pk-lel, tovabba a ,,core”
mutansok dominans genetikai interakciét mutatnak a Rab23-mal, és a Rab23 befolyasolja az

els6dleges fehérjék aszimmetrikus felhalmozodasat, az egymastol teljesen filiggetlen

miikddésmod nagyon valoszintitlennek latszik.

/

=7 %
A,

P

N

50. abra: Kettds mutans analizis a Rab23 és 51. abra: Kettés mutans analizis a Rab23
az elsédleges PCP gének kozott. (A) és a PCP effektor gének kozott. (A)
Rab23™ és (B) Rab23’! muténs szarnyak tobbes Rab23™ és (B) Rab23*! mutans szarnyak tobbes
szérkinoveésekkel. (C) /271, (D) pk**’ és stbm® (E) szérkinoveésekkel. Az in' (C), fitz! (D) és mwh'
mutansok szarnyak erds trichdma orientacios (E) mutans szarnyak nagyszami  tobbes
hibakkal. A fz°/, Rab23°" (C*), a pk™*’; Rab23" szérkindvést hordoznak. Az in’, Rab23™" (C’), a
(D) és a stbm®; Rab23°! (E’) kettés mutansokban frtz!'; Rab23’" (D) és az mwh!, Rab23’! (E’)
az er0s orientacios hibak mellett joval nagyobb kettés mutansok gyakorlatilag azonos PCP
szamu tobbes szorkindvést latunk, mint a Rab23 fenotipust mutatnak, mint a megfeleld in’, frtz'
egyes mutansokban. A képek a D szarnyszektorrol vagy mwh' mutansok (C,D,E). A képek a D
késziiltek, a disztdlis irany jobbra esik. szarnyszektorrol késziiltek, a disztalis irany jobbra
Kvantifikacio a 49. abran. esik. Kvantifikacio a 49. abran.
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Tekintve, hogy az egér Rab23 ortolog a Shh jelatviteli Ut egyik esszencidlis negativ
szabalyoz6 eleme [238,243], megvizsgaltuk kothetd-e a Drosophila Rab23 a Hedgehog (Hh)
szignalizacios folyamatokhoz. Homozigota Rab23 mutdns embriondlis és adult szovetek
tanulmanyozasa utén, azt a kovetkeztetést tudtuk levonni, hogy ezekben a mutdnsokban sem
az embrionalis kutikuldn, sem az embriondlis kozponti idegrendszerben, sem az adult
szarnyon nem mutathatok ki olyan defektusok, amelyek a jol jellemzett 242 mutansokra
hasonlitananak [244]. Annak ellenére tehat, hogy a Rab23 fehérje evoliciésan erdsen

konzervalt, a Rab23-Hh jelatviteli kapcsolat valoszintileg csak a gerinces fajokra jellemzd.

Kovetkeztetések: Vizsgalataink szerint a Drosophila Rab23 gén egyik legfontosabb
funkcidja, hogy részt vesz az adult epidermiszt borité trichomak szdveti sikban torténd
polarizaloddsaban. A Rab23 a labon, a szdrnyon ¢€s az abdomenen is sziikséges a trichdmak
orientdlodasdhoz, de nem befolyasolja sem az érzékszorok, sem az Gsszetett szem plandris
polarizaciojat. Ezek alapjan a Rab23 egy egyedi viselkedésti PCP gén, mert ellentétben a
tobbi PCP génnel, amelyek altalaban szovet specifikusan miikddnek, strukturalis specificitast
mutat: kizarolag a trichdmaék fejlédését szabalyozza.

A trichoma fejlédés folyamatan beliil a Rab23 két fontos Iépéshez is kiothetd, egyrészt
hozzajarul a trichdmék helyes orientdlodasdhoz, masrészt szabalyozza a sejtenkénti trichoma
szdmot. A szarny esetében azt taldltuk, hogy a szarnyszOrok irdnyultsaga viszonylag kis
mértékben tér el a normalistol a Rab23 mutansokban. Ezen kiviil azt is megfigyeltiik, hogy a
Rab23 mutansok szintén viszonylag kis mértékben, de egyértelmlien megzavarjak a PCP
fehérjék aszimmetrikus sejten beliili felhalmozddéasat. Ugyanakkor szdmos kordbbi
megfigyelés azt jelzi, hogy a PCP fehérjék kortikdlis polarizacidja dontd szerepet jatszik a
trichdma orientacid kijelolésében [8]. Mindezt egybevetve, a szadrnyszOrok iranyultsagaban
megnyilvanuld gyenge fenotipus jol magyarazhatdé a PCP fehérje eloszlasra gyakorolt
hasonldéan gyenge hatassal. Mivel a Pk fehérje egy komplexben taldlhat6 a Rab23-mal, az a
kovetkeztetés adodik, hogy a Rab23 valosziniileg befolyasolja a Pk protein proximalis
felhalmozodasat. Miutan a Rab fehérjék csalddja a vezikula transzport szabalyozasdban vesz
részt, eredményeink megerdsitik azt a korabbi hipotézist, miszerint a polarizdlt membran
transzport fontos szerepet jatszik a PCP fehérjék aszimmetrikus felhalmozodasaban [88]. A
szarny €s a potroh kutikula példajat 6sszevetve érdekes latni, hogy az abdomenen a szarnnyal
ellentétben erds trichdma orientacios hibakat figyelhetiink meg. Az abdomen esetében a sejten
beliili PCP fehérje eloszlasrdl nincsenek publikalt adatok, de genetikai bizonyitékok utalnak

arra, hogy az aszimmetrikus felhalmozodas az abdomindlis hisztoblaszt sejtekben is
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megtorténik. Ily modon elképzelhetd, hogy a Rab23 ebben a vonatkozasban szdvet
specifikusan miikodik és a szarnyban ugyan csak mérsékelt szerepe van, de az abdominalis
kutikulan kritikus szereppel bir.

A szérnysejtek polarizalodasaval kapcsolatban altalanosan elfogadott az a modell
miszerint a disztalis csticsban a trichdma iniciaciot egy Fz-fliggd mechanizmus segiti el6, mig
ezzel parhuzamosan, egy a proximalis Stbm fehérjétdl fiiggd mechanizmus gatolja azt a sejt
tobbi részében [52]. A gatldss mechanizmusarél azt gondoljuk, hogy a proximalis
membrandoménben felhalmoz6dd Stbm és Pk fehérjék rekrutaljadk a In komplexet, ami
viszont szabalyozza az Mwh fehérje sejten beliili eloszlasat és aktivitasat. Az Mwh fehérjérdl
pedig tudjuk, hogy gradiens-szeri felhalmozodast mutat a sejtekben (a gradiens csucsa a
proximalis oldalon van), és valoszinlileg direkt modon képes megakadalyozni az aktin
filamentumok kotegbe rendezddését, ily modon a szOr iniciaciot [52]. Mi azt talaltuk, hogy a
Rab23 fehérje is részt vesz a trichdma iniciacid gatlasdban. Mi lehet ennek a mechanizmusa,
hogyan illeszkedik a Rab23 a fenti hierarchidba? Kettds mutans analizisiink azt sugallja, hogy
a Rab23 az elsédleges PCP fehérjékkel egy szinten, mig az In csoporthoz és az Mwh-hoz
képest folsobb szinten hat. Feltind volt, hogy a pk; Rab23 kettds mutansok fenotipusa
gyakorlatilag megegyezik az in mutansok fenotipusaval, ami azt jelzi, hogy a Rab23 és a Pk
egylittesen sziikségesek és elégségesek az In komplex teljes aktivalodasdhoz. Ezek alapjan
javaslatunk az, hogy a Rab23 az In komplex aktivalasdban jatszik szerepet €s igy jarul hozza a
szOr iniciacid gatlasahoz. Az In komplex teljes aktivdloddsahoz azonban a Pk fehérjére is
sziikség van, ami sziikséges az In komplex megfeleld lokalizacidjdhoz és valdszinlileg egy
attol fliggetlen mechanizmus Utjan is hozzajarul az aktivacidhoz. Az In komplex molekularis
mikodésmodja azonban egyeldre ismeretlen, kovetkezésképpen a Rab23-t6l fiiggd In
aktivacio és a Rab23/Pk kolcsonhatés természete az In aktivacid sordn szintén felderitésre var.

Az egér Rab23 ortologgal ellentétben, a Drosophila Rab23 nem sziikséges az
¢letképességhez €és nem vesz részt a Hedgehog jelatviteli folyamatok szabélyozasaban.
Miutan kimutattdk az egér Rab23 fehérje endoszomalis vezikuldkhoz torténd lokalizacidjat,
logikus elképzelésnek tlint, hogy a Rab23 GTPaz valamelyik membran-asszocialt Hedgehog
jelatviteli komponens sejten beliili szallitdisaban vesz részt. A késébbi vizsgéalatok azonban
kudarcot vallottak ennek a kapcsolatnak a megerdsitésében, és ma sem vilagos mi mddon
jarul hozza a Rab23 a Hedgehog utvonal gatlasahoz [239,245]. Drosophila kisérleteink
alapjan azt talaltuk, hogy a Rab23 asszocial a Pk fehérjével, ami viszont azt sugallja, hogy a
Rab23 részt vesz a Pk protein széllitasdban. Ily modon a Pk fehérje lenne a Rab23 els6 ismert

direkt targetje. Ezzel Osszefiiggésben figyelemreméltd, hogy gerinces fajokban nagyfoku
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atfedés mutathato ki a pk és a Rab23 gének embriondlis kifejez0dési mintdjaban
[238,246,247,248,249,250], és mindkét gén mutaciol eldidézhetik a spina bifida fenotipust
[238,246,248,250]. Ezek az adatok egylittesen felvetik annak a lehetdségét, hogy a Rab23-Hh
kapcsolattal ellentétben, a Rab23-Pk kapcsolat evolucidsan a rovaroktdl a gerincesekig

konzervalt.

3.6. Drosophila DAAM mutansok eldallitasa és a PCP funkcio vizsgalata

Matusek, T., Djiane, A., Jankovics, F., Brunner, D., Mlodzik, M. and Mihaly, J. The Drosophila formin DAAM
regulates the tracheal cuticle pattern through organizing the actin cytoskeleton. Development 133: 957-966
(2006), ill. Matusek Tamas nem k6z6lt adatai alapjan

Hattér: Az el6zo fejezetekbdl kivilaglott, hogy egyik fontos térekvésiink azt volt, hogy uj
PCP gének azonositdsaval majd részletesebb jellemzésével jaruljunk hozza a szdveti
polarizalodas jobb megértéséhez. A nagyléptékli mutansizolalasi kisérletiinkon kiviil elméleti
alapon kivalasztott jelolt géneket is vizsgaltunk, igy keriilt latokoriinkbe a formin tipust
fehérjét kodold Drosophila DAAM (dDAAM) gén is, amelynek human homoloégjat Dsh-hez
kotddo fehérjeként azonositottdk és biokémiai kisérletek alapjan kapcsolatba hoztak a PCP
jelatviteli uttal [123]. Mivel a muslica PCP jelatviteli rendszer Dsh alatti tagjair6l abban az
idében keveset tudtunk, és mert a Drosophila genom csak egyetlen DAAM ortoldégot kddol,
elhataroztuk, hogy klasszikus mutans analizis segitségével vizsgaljuk meg a dDAAM gén

szerepét a PCP vagy mas fejlodésbiologiai folyamatok soran.

Eredmények: A dDAAM gén az X kromoszoémén, az 1F2-3 citologiai pozicidoban
helyezkedik el, és egy 1153 aminosavbdl allé fehérjét kodol. A prediktalt fehérjén beliil
szekvenciahomologia alapjan jol felismerhetok a forminokra altaldnosan jellemzé FH1 és
FH2 domének, illetve a DRF forminokra jellemzé GBD, DID, DD, CC és DAD domének is
(52. abra B). A dDAAM gén genetikai analiziséhez sziikséges dDAAM mutans allélokat a
l6kusz kozvetlen kozelébe térképezddd P-elem inszercios allélok, az EP(1)1336 ¢és az
EP(1)1542 segitségével allitottuk elo (52. abra A). Mivel ezek az inszerciok 6nmagukban
nem mutattak fenotipust, az inszercidkat Ujramobilizaltuk annak érdekében, hogy a dDAAM
gén funkciovesztéses alléljait allithassuk el6. A P-elem kiugrasztasok eredményeként
izolaltunk egy delécid sorozatot, mely a gén 5' €s 3' végét eltavolitdo delécidkat egyarant
tartalmazott (52. abra). Az 5' deléciok nagy kiterjedéstiek, és az 5' nemtranszlalodé exonokat,

valamint intronikus szekvencidkat érintenek, mig a 3' deléciok kisebb méretiiek (965-2538
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bp), de mindannyian érintik a dDAAM nyitott leolvasasi keretét. Legnagyobb 3' delécionk, a
dDAAM™% ssszesen 457 aminosavat tavolit el a prediktalt fehérjébél (52. abra).

A
EP(1)1336 - EP(1)1542
fS()N 1 CG14622 TCG32812
I ] + } t 4-I:
RE67944
5 3+ (5415bp)
— A } dDAAM™”
—( : dDAAME\/M
B
— 1153as
1088-1107
5-UTR GBD DID DD CC FH1 FH2 DAD 3-UTR
dpAAM F——— [
150 114 362 435 552 638 1054 1153
dDAAM"™ { }— Al2as
dDAAMIij : }—A4las
dDAAMEn’ﬂ? : )—AIZSHS
dDAAM/JxJ(; { }— Al85as
dDAAM™ { J— Ad57as

52. abra: A dDAAM lokusz szerkezete és az uj dDAAM allélok pozicidja. (A) Az 1F2-3 citologiai
pozicioban talalhatdé a Drosophila DAAM ortoldég (dDAAM), amely a CG14622 Flybase annotacios szamot
kapta. A funkciovesztéses allélok eldallitasara hasznalt két P elem, az EP(1)1336 €s az EP(1)1542 pozicioit
sziirke haromszogek jelzik. A teljes hossziisagh RE67944 cDNS klon 12 exont tartalmaz, a transzlacios start a
negyedik exonban talalhatd. Alul a nagyméretii 5 delécidk pozicioja lathato. (B) A teljes hossziisagh DAAM
c¢DNS-¢e egy 1165 bp-os 5 UTR régiot és egy 731 bp hosszusaghh 3’ UTR régiot tartalmaz, és egy 1153
aminosavat tartalmazo fehérjét kodol. A fehérjében megtalalhatdbak a DRF forminokra jellemzé homoldgia
domének (GBD, DID, DD, CC, FH1 és FH2, illetve DAD domének). A cDNS sém4ja alatt a 3 deléciok
pozicidja lathato.

Az 5' és 3' deléciok homozigota formaban (a legkisebb méreti 3’ delécio, a
dDAAM® kivételével) letalisak voltak, és sem egymast, sem a dDAAM lokuszt kitakard
Df(1)ADI11, Df(1)AC7 és Df(1)sta delécidkat nem komplementaltdk. Delécioink homozigota
letalis fenotipusa 100%-ban menekithetd volt olyan genotipust allatokban, melyek a dDAAM
16kuszt transzpozicids duplikacid (Dp(1;3)sta vagy Dp(1,Y)Sz280) form4ajaban hordoztak. A
dDAAM™! mutacié szemiletalisnak bizonyult, belle homozigota életképes torzset lehetett
alapitani, melynek ¢letképessége a vad tipushoz viszonyitva 17% volt a kikeld felnétt legyek
tekintetében. Vad tipust kromoszdéma folott, tehat heterozigota formaban a dDAAM deléciok
egyike sem mutatott mutans fenotipust. Kisérleteink alapjan a dDAAM gén esszencialis
szereppel bir az egyedfejlodés soran, a dDAAM delécidi pedig recessziv hatasii mutaciokat

okoznak.
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Annak bizonyitasara, hogy a delécios alléljainkhoz kothetd letalitas valoban a dDAAM
gén funkcidvesztéséhez kothetd, menekitési kisérleteket végeztiink. A Gal4/UAS rendszer
felhasznalasaval altalanos tub-Gal4, act-Gal4 és arm-Gal4 driverekkel taltermeltettiik a teljes
hosszlisdgdt dDAAM fehérjét (UAS-FL-DAAM) dDAAM mutans hattereken. A letalitas
minden esetben szignifikansan menekitheté volt. A dDAAM®®® esetében a menekiilé allatok
25,8%-a érte el a felndttkort, a masodik legkisebb deléciot hordozo dDAAMP™® esetében ez az
arany 93,6%-nak adodott. Kisérleteink alapjan a menekitésekben, és a dDAAM™-gyel
elvégzett komplementacids tesztekben tapasztalt talélési aranyok alapjan egy allélerdsségi
sort lehetett feldllitani. Eszerint minél nagyobb a dDAAM-ot érintd 3' delécid mérete,
genetikai értelemben annal erdsebb az adott dDAAM allél. Kisérleteink azt is igazoltak
tovabba, hogy a dDAAM l6kuszban izolalt deléciok valoban a dDAAM 1j alléljai, €és nem
érintenek mas esszencialis genetikai elemet.

A dDAAM gén funkcionalis jellemzése érdekében eldallitottunk egy dDAAM
specifikus ellenanyagot, amelyet felhasznaltunk a dDAAM allélok jellemzésére is. Western
blot alapjan az ellenanyag vad tipusu 15. stddiumban 1évé embriokbdl, illetve L2 stadiumban
levd larvakbol késziilt fehérjekivonatban felismert egy 130 kDa-os savot (53. abra), ami
megfelelt a dDAAM fehérje prediktalt molstalyanak. Ez a sav dDAAM™% homozigdta mutans
L2 larvakbol késziilt fehérjekivonatban nem volt kimutathatd, valamint nem kaptunk csonkolt

fehérje termékre utald savot sem (53. abra). Ezek alapjan a dDAAM™% null mutans allélnak

tekinthetd.
wt  dDAAM™" dDAAM™ 5

170kDa = 53. abra: Az a-dDAAM ellenagyag. Vad tipus L2
larvakbol (wt) az anti-dDAAM szérummal kimutathat6 egy

130kDaws T 130 kDa-os sav, ami megfelel a fehérje prediktalt
molsulyanak. dDAAM mutansokbol csonkolt fehérje
Western-blotton nem kimutathaté L2 larvakbol késziil

100kDa == e e s ... fehérje kivonatbol. A fehérjemennyiség kontrollja a
Western-blotton az o-DAAM ellenanyag altal jeldlt

T2KDawm ~100kDa méretii aspecifikus sav.

A dDAAM mutansok részletesebb analizise elott kivancsiak voltunk a gén kifejez0dési
mintdjara is, hiszen az informativ lehet a funkcionalis vizsgélatok szempontjabol. A dDAAM
kifejez0dési mintdjdnak meghatarozasdra RNS in sifu hibridizaciot végeztiink kiilonbozd
stadiumokban fixalt vad tipust embridkon. Kisérleti eredményeink azt jelezték, hogy a
dDAAM mRNS kifejez0dik a fejlédé embrionélis kdzponti idegrendszerben (KIR) a 9.

embrionalis stadiumtdl kezdodden, az embrionalis trachearendszerben a 13. stadiumtol
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kezdve, valamint a fejlodo szivesd kardioblaszt sejtjeiben is a 12. stadiumtol (54. abra). A
dDAAM mRNS korai 5. stddiumban 1évé embridkban is kimutathaté (54. abra), ami anyai

hatasu transzkriptek jelenlétére utalt.

stS st7

kardioblasztok trachea

trachea

54. abra: A dDAAM gén stadium és szovetspecifikus embrionalis kifejez6dési mintazata. A
dDAAM gén embrionalis kifejez6dési mintdja mRNS in situ hibridizacids kisérletek alapjan. A legfontosabb
specifikus expresszios doméneket zdld nyilak jelzik. A ,,sense” iranya kontroll RNS proba csak aspecifikusnak
latszo nyalmirigy festddést mutatott (az abran egy 15. stadiumu embri6 lathato).

A dDAAM 4altalanos genetikai és molekularis jellemzése utan megvizsgaltuk okoz-e
PCP defektusokat a gén hianya. Ennek érdekében az Osszetett szemben és a szarnyakon az
FRT/Flp rendszer [233], illetve a dDAAM™% null allél felhasznalasaval mitotikus
rekombinacié utjan homozigbéta mutans klonokat hoztunk Iétre. Azonban sem az Osszetett
szem, sem a szarny esetében nem kaptunk a PCP jelatviteli rendszer hibajara utalod fenotipust.
Ezzel Osszhangban sem a homozigdta mutins dDAAM™ -es 4llatok, sem a
ADAAM™! [dDAAM® ¥ transzheterozigbta felnétt életképes egyedek szdvetein nem
tapasztaltunk polaritasi fenotipusokat. Ezek utin megvizsgaltuk azt is, hogy a dDAAM™ egy
képidjanak jelenléte modositja-e a Fz és Dsh fehérjék taltermelésével eldidézhet6 PCP
fenotipusokat [45,56], de azt talaltuk, hogy a dDAAM™®® nem befolyasolja sem a sev-fz, sem
sev-dsh okozta tultermeléses fenotipusokat az Gsszetett szemben. Megfigyeléseink egyiittesen
arra engednek kovetkeztetni, hogy a dDAAM gén vagy egyaltalan nem eleme a PCP jelatviteli

utnak Drosophila-ban, vagy a funkciotja teljesen redundans ebben a rendszerben.
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Kovetkeztetések: A Drosophila DAAM ortolog késébbi funkciondlis analizise érdekében
sikeresen izolaltunk funkcidvesztéses allélokat. Ezek segitségével megallapitottuk, hogy a
gerinces DAAM ortologokkal ellentétben, a dDAAM nem jatszik 1ényeges szerepet a Fz/PCP
jelatviteli atban. A dDAAM embrionalis kifejez6dési mintdjanak vizsgalata azonban
ravilagitott, hogy ez a formin tipust fehérje érdekes szovet specifikus funkciokkal birhat az

egyedfejlédés soran.

3.7. A dDAAM formin homoldégia doménjeinek biokémiai jellemzése

Barko S, Bugyi B, Carlier MF, Gombos R, Matusek T, Mihaly J. and Nyitrai M. Characterization of the
biochemical properties and biological function of the formin homology domains of Drosophila DAAM. J. Biol.
Chem. 285: 13154-13169 (2010) alapjan

Hattér: A Drosophila DAAM tehat tigy tlint nem jatszik lényeges szerepet a planaris
polaritas kialakitasaban, ugyanakkor a formin tipusu sejtvaz regulatorok in vivo funkcidirdl
komplex, tobbsejti modellrendszerekben csak keveset tudtunk. Ezért elhataroztuk, hogy
részletesen is megvizsgaljuk milyen fejlédésbiologiai funkcidkkal bir a dDAAM. Ezzel
parhuzamosan a fehérje alapvetd biokémiai jellemzését is el akartuk végezni, mert rovar
forminok esetében ilyen vizsgalatokat még nem végeztek és azt is be akartuk latni, hogy a
dDAAM valdban rendelkezik a forminokra jellemzd aktin sejtvaz szabalyozo funkciokkal.
Mivel az aktin Osszeszerelddésben kozvetleniil az FH1 és FH2 domének vesznek részt,

kisérleteinket ennek a két doménnek a biofizikai és biokémiai vizsgalatara fokuszaltuk.

Eredmények: A tervezett kisérletek elvégzése érdekében bakteridlis rendszerben
eléallitottuk a dDAAM FH2 ¢és FH1-FH2 doménjeit tisztitott fehérje formdjadban, majd
eloszor pyrene-aktin in vitro aktin polimerizdcids tesztben hasonlitottuk Ossze az
aktivitasukat. Mindkét fragmentum jelentdsen novelte a polimerizalt aktin mennyiségét, és
ilyen koriilmények kozott nem volt jelentds kiilonbség a hatékonysagukban (55. abra A).
Ismert, hogy a forminok két fontos aktivitdssal rendelkeznek, egyrészt aktin nukleald
faktorok, masrészt a filamentumok ndvekedését is eldsegitik [170]. A pyrene-aktin teszt
azonban nem alkalmas ennek a két aktivitdsnak a megkiilonboztetésére, mert csak a nettd F-
aktin képzddést méri. Ezért kovetkezd I€pésként az egyedi aktin filamentumok kovetésére
alkalmas TIRFM (teljes bels6 visszaverddéses fluoreszcencia mikroszkopia) vizsgalatokat
vegeztiik. Megallapitottuk, hogy az FH2 és az FH1-FH2 fragmentumok jelenlétében sokkal

tobb aktin filamentum nukledlodik, mint spontan modon (55. abra B), mig a filametumok
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elongacios sebessége csokkent a ADAAM fragmentumok jelenlétében. Ez azt jelezte, hogy az
FH2 ¢és FH1-FH2 domének 6nmagukban a magas nukledlo aktivitasuk miatt képesek ndvelni

az F-aktin szintet a pyrene-aktin polimerizaciods tesztben.
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55. abra: A dDAAM-FH2 és dADAAM-FH1-FH2 hatasa az aktin polimerizacidéra. (A) Pyrenil aktin
polimerizéciés teszt (3.5 uM aktin, 5% pyrenil jelolt). A dDAAM-FH2 és dDAAM-FHI-FH2 1 uM-os
koncentracioban eléri a maximalis hatasat a polimerizacid sebességére. A belsé abran az aktin beépiilési rata
iddbeli valtozasa lathato emelkedd dDAAM-FH2 koncentracio mellett. Az FH2 domén nyilvanvaldan gyorsitja a
polimerizécié sebességét. (B) TIRFM mikroszkdpia mutatja, hogy a jelzett aktin és dDAAM-FH2, ill. FH1-FH2
koncentracio mellett a dDAAM fragmentumok jelenlétében jelentdsen tobb, de joval rovidebb aktin filamentum
képzodik, mint spontdan médon. A dDAAM ilyen koriilmények kozott tehat a nukleacios aktivitdsan keresztiil
noveli az F-aktin mennyiséget. A skala mérete: 10 um.

In vivo koriilmények kozott a forminok hatékonyan képesek beépiteni a profilin-
aktinként tarolt aktin monomereket a novekvd filamentumokba [170]. Ezt a folyamatot

nagymeértékben eldsegiti a profilin kétésre képes FH1 domén. Emiatt megvizsgaltuk hogyan
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befolyéasolja a profilin fehérje jelenléte az FH2, ill. FHI-FH2 fragmentumok polimerizacios
tulajdonsagait. Azt talaltuk, hogy in vitro rendszeriinkben a profilin jelenléte gatolta az FH2
domén aktivitasat, viszont jelentdsen novelte az FH1-FH2 aktivitasat (56. abra A). Ezzel
0sszhangban TIRFM mikroszkopiaval megmutattuk, hogy profilin hatdsara a filamentum
szoges végén jelentdsen csokken az FH2 doménnel mérhetd novekedési sebesség, mig az
FH1-FH2 esetében szamottevOen novekszik az elongécios rata (56. abra B). Ezek a kisérletek

tehat megerdsitették, hogy az FH1 domén medialja a profilin és a formin kozotti
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56. abra: A profilin hatasa a dDAAM aktin polimerizacios tulajdonsagaira. (A) Pyrenil aktin (3.5
puM aktin, 5% pyrenil jeldlt) polimerizacios teszt profilin jelenlétében (5 uM) vagy hianyaban. A profilin
jelentdsen emeli a ADAAM-FH1-FH2 polimerizacids sebességét, de erdésen gatoljaa dDAAM-FH2-ét. (B) Valos
idejii TIRFM mikroszkopiaval egyedi aktin filamentumok ndvekedési sebességét kovettiik allando aktin és
profilin koncentracié mellett. Az FH-FH2 fragmentum elGsegitette a novekedést, mig az FH2 domén jelentés
mértékben gatolta azt. A sebességeket (v) a jobb oldali panelek mutatjak. A skala mérete: 10 um.
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kolcsonhatast, tovabba azt is, hogy a dDAAM FHI-FH2 fragmentum elésegiti a
filamentumok profilin-aktinbol torténd polimerizalodasat.

A forminok mikodésmodjara jellemzd, hogy az aktin filamentumok szoges végéhez
folyamatosan kétddve maradnak a polimerizacid sordn ¢és ily mdodon processziv elongacids
faktorként miikddnek [251,252,253]. Ezt az aktivitast in vitro rekonstrualt biomimetikus
mozgas tesztekben [253] egyértelmiien ki tudtuk mutatni profilin-aktin és az FHI1-FH2
fragmentum jelenlétében, mig profilin hidnydban mozgést nem detektaltunk [254]. Az FH2
domén sem profilin jelenlétében sem annak hianyaban nem mutatott processziv elongacids
aktivitast. Ezek alapjan a dDAAM FH1-FH2 fragment képes kotddni az aktin filamentumok
szoges végéhez, ko-szedimentacios kisérletekkel azt is megvizsgaltuk azonban, hogy
kizarolag oda tud-e kotddni vagy a filamentum mas részeihez is. Vizsgalataink alapjan mind
az FH2, mind pedig az FH1-FH2 fragmentumok egytitt iilepedtek az aktin filamentumokkal,
de a pelletben mért magas koncentracidjuk jelezte, hogy nem csak a filamentumok végéhez
képesek kotddni, hanem a filamentumok oldaldhoz is [254]. Ezzel 06sszhangban
fluoreszcensen jelolt aktin filamentumok és dADAAM FH2, ill. FH1-FH2 fehérjék jelenlétében
azt is meg tudtuk mutatni, hogy a dDAAM fragmentumok eldsegitik a filamentumok
keresztkotését (57. abra).

actin DAAM FH2 DAAM FH1-FH2 . .
A 57. abra: A dDAAM formin

homoloégia domének  aktin
keresztkoto hatasa. (A)
Rhodamine phalloidinnel jeldlt aktin

filamentumok amelyek 1 uM aktin és
500 nM dDAAM-FH2 vagy
dDAAM-FHI1-FH2 jelenlétében

B ol —TTT polimerizalodtak. (B) dDAAM-FH2
< % — (. vagy dDAAM-FH1-FH2
~ ol jelenlétében  polimerizalt egyedi
§ aktin filamentumok vastagsaganak
gsm eloszlasa. Lathaté, hogy az FH
g 20} domének vastagabb filamentumok

10} képzodését segitik elé, mint a
g il hh _ spontan képz6dé filamentumok.

1 2
thickness (x W_a.u.)

W_:= width of a single actin filament

Az eddig bemutatott in vitro adatok alapjan a dDAAM FH1-FH2 fragmentumaval
rekonstrudlni lehetett a DRF csalad mas tagjaira is jellemzd tulajdonsagokat, tobbek kozott

bizonyitani tudtuk, hogy a profilin-ko6td domén, ill. a profilin-aktin kotédés fontos szerepet

&9



dc_21 10

jatszik a fehérje aktivitdsiban. Ezt a fontos megallapitast in vivo kisérletekkel is igazolni
akartuk. Ennek érdekében az FH2 és FH1-FH2 doméneket YFP-vel jeloltiik és Drosophila S2
sejtek transzfektdlasara alkalmas konstrukciokba épitettiik. A dDAAM fehérjét kimutathato
mértékben nem expresszald S2 sejtek transzfekcioja utan azt tapasztaltuk, hogy az YFP::FH2
¢s az YFP:FHI-FH2 fehérjék is nagy mennyiségben kimutathatok a transzfektalt sejtek
citoplazméjaban és sejtmembranjaban (58. abra). Mig azonban az FH2 domén nem okoz
valtozadsokat sem az aktin filamentumok szintjén, sem a sejtalakban, az FHI1-FH2
fragmentumot kifejez6 sejtek gyakran erdsen megnovekedett F-aktin szintet mutattak, és kb.
25 %-uk kiteriilt és lamellipddidlis €s/vagy filopdodialis sejtnytlvanyokat ndvesztett (58.

abra).

58. abra: A dDAAM-FH2 és FH1-
FH2 taltermelése Drosophila S2
sejtekben. (A-C) YFP::FH2-vel
transzfektalt S2 sejtek. Lathatd, hogy a
fuzios fehérjét kifejezd sejtek (A panel,
ill. z6lddel jelolve a C panelen) alakja és
aktin mintdja (B) azonos a nem
_ - actn transzfektalt sejtekkel (nyilak a B és C
paneleken). (D-F) YFP:FHI1-FH2-vel
transzfektalt S2 sejtek. Az FH1-FH2-6t
kifejez6 sejtek (D panel, ill. zdlddel
jelolve az F  panelen) gyakran
: ; filopoédium-szerii nyulvanyokat
YFP::FH1-FH2 YFP::FH1-FH2 YFP::FH1-FH2 novesztenek, tovabba aktin szintjik
jelentdsen magasabb (E) és méretiik

a
o
1

n=2021 n=2550

n=978 n=1001 n=1386

w
o

joval nagyobb, mint a nem transzfektalt
sejteké (nyilak az E és F paneleken). A
skala mérete: 5 um. (G) Az FH2 és FH1-
FH2 fragmentumok altal eldidézett

N
(9]
s
o
L

N
o
w
o
1

sejtalak valtozasok el6fordulasi
gyakorisaga. (H) Az FHI1-FH2 Altal
eléidézett sejtalak valtozasok
eléfordulasi gyakorisaga profilin (chic)
specifikus  dsRNS jelenlétében ill.
hianyaban.

=y
o
N
o
1

(S}
e
o

L

% of transfectants with filopodial protrusions I

% of transfectants with filopodial protrusions
L
(4]

— I 1

YFP YFP:FH2  YFP:FHI-FH2 YFP:FH1-FH2 YFP:FH1-FH2+
RNAi (chic)

Megfigyeléseink tehat jelezték, hogy az FH1 domén jelenléte dramaian megvaltoztatja az
FH2 domén in vivo aktivitasat, €s egylittesen olyan aktivalt forminként viselkednek, ami aktin
sejtvaz alapt motilis sejtnyulvanyok képzddését segiti eld. Az FH2 ¢és FHI-FH2 domének
eltér6 in vivo viselkedése molekularis szinten tobbféle modellel magyarazhatd, a

legkézenfekvobb elképzelés azonban az, hogy az FHI domén a profilin-aktin kotésen
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keresztiil biztositja az FH2 domén aktin Osszeszereld aktivitdsdhoz sziikséges aktin
monomereket. Ezt a hipotézist oly modon teszteltiik, hogy megvizsgaltuk a dDAAM FHI1-
FH2 fragmentuma altal indukalt sejtalak valtozasok profilin fliggését. Az egyetlen Drosophila
profilin gént RNS interferenciaval csendesitettiik. Az erds csendesités sejthalalt
eredményezett, ami jelzi, hogy a profilin esszencidlis fehérje. Moderaltabb szintii csendesités
mellett viszont a sejtek tobbsége ¢letben maradt és kimutattuk, hogy az FHI1-FH2 ebben az
esetben csak csokkent mértékben volt képes sejtalak valtozasokat eldidézni (58. abra H). /n
vivo adataink tehat megerdsitették az in vitro kisérletek alapjan levont kovetkeztetésiinket

miszerint a dDAAM FH1-FH2 fehérje profilin-fiiggd modon mitkddik.

Kovetkeztetések: A Drosophila DAAM fehérje formin homologia doménjeinek biokémiai
vizsgalata soran bebizonyitottuk, hogy az FH2 domén magéaban, ill. az FH1 doménnel
kiegésziilve is bona fide forminként viselkedik, tehat mutatja az egyéb forminokra is jellemzd
legfontosabb tulajdonsdgokat. Az FH2 és FHI1-FH2 fragmentumok profilin hianyaban
egymashoz nagyon hasonl6 mdédon viselkedtek szinte minden in vitro tesztiinkben, de profilin
jelenlétében markdns funkciondlis kiilonbségeket tudtunk kimutatni koézottiik. Ezek kozil
kiemelendd, hogy az FHI-FH2 fragmentum profilin jelenlétében jelentdsen fokozta az aktin
polimerizacio sebességét, mig az FH2 domén erésen gatolta azt. Biomimetikus motilitasi
tesztekben szintén egyértelmli volt, hogy az FHI1-FH2 domén profilin jelenlétében erds
processziv elongacids aktivitast mutat, de ezt profilin hianyédban nem tapasztaltuk, az FH2
domén pedig semmilyen koriilmények kozott nem mutatta ezt a hatast. Mindezeket a sejtes
kisérletekkel egybevetve legfontosabb kovetkeztetésiink az, hogy az FH1 domén lehetdveé
teszi a profilin-aktinként raktarozott aktin monomerek beépitését a novekvd aktin
filamentumba, ¢s az FH2 domén processziv elongacids aktivitdisdhoz mind az FH1 doménre,
mind pedig profilinre sziikség van.

A formin homolégia domének aktin polimerizacidban betoltott szerepén tul, adataink
arra is ravilagitottak, hogy a dDAAM fehérje in vitro koriilmények kdzott nem csak az aktin
filamentumok szdges végéhez képes kotddni, hanem a filamentumok oldaldhoz is és a
filamentumok keresztkotésére, kotegekbe rendezésére is képes. Hasonld viselkedést ugyan
mas forminok esetében is leirtak mar [255,256], de ezek a megtigyelések is jol jelzik, hogy a
forminok az aktin nukleacion tal egyéb modon is hozzdjarulhatnak az aktin sejtvaz

szabalyozaséhoz.
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3.8. A dDAAM szerepe a Drosophila trachearendszerben

Matusek, T., Djiane, A., Jankovics, F., Brunner, D., Mlodzik, M. and Mihaly, J. The Drosophila formin DAAM
regulates the tracheal cuticle pattern through organizing the actin cytoskeleton. Development 133: 957-966
(2006) alapjan

Hattér: A dDAAM altalanos jellemzése soran megéllapitottuk, hogy a gén magas szinten
fejezddik ki a fejlodé embrionalis l€gesOrendszerben, ami azt jelezte, hogy ebben a szdvetben
szerepe lehet az aktin sejtvaz szabalyozasaban. A Drosophila trachearendszere az embrionalis
ektodermabol lefliz0dd, Osszesen husz primordialis sejtcsoportbdl alakul ki, A lefizddott
sejtekben aktiv a bt/ (breathless) és a dof (downstream-of-Fgfr) gének expresszidja, amely
egyértelmiien megkiilonbozteti ket a kdrnyezd nem-trachea tipust sejtektél. A trachea
primordialis sejtek a lefizédés utan intenziv vandorlason (migracid) és megnyulason mennek
keresztiil, amelyek kovetkeztében a 13. embrionalis stadium végére kialakulnak az elsddleges
¢s a masodlagos trachea elagazodasok a metamerikus egységekben [257,258,259]. Késébb
megtorténik a metamerikus egységekben kialakult dgrendszer 6sszekapcsolasa a szegment

hatarokon (59. abra), és differencidlodnak a termindlis elagazodasok is. Ennek kdvetkeztében

kialakul az embrionalis légcsdrendszer végsd dgrendszere, amelyet sejtes felépitése alapjan

DTp

SB

LTp
DT =F6 tracheadg (anterior és poszterior) @ Regularis trachea sejtek
DB =Dorzalis elagazas
VB = Viszceralis elagazas
SB = Spirakularis elagazas ® Fuzios sejt/fuzios elagazas
LT = Lateralis elagazas (anterior és poszterior)
GB = Ganglionikus elagazas
©  Terminalis sejt/termindlis elagazas

TRENDS in Cell Biology

59. abra: A Kkifejlett embriondlis trachearendszer. (A) Lumenalis antigénnel (2A12) a teljes
elagazasrendszer lathatova tehetd. Az embrionalis fejlodés végén Gsszesen 20, egymastdl fliggetleniil fejlodott
trachea metamer alakul ki, melyeket a szegmenthatarokon a fizios sejtek kapcsolnak 6ssze. Egy tipikus metamer
szerkezetét jeloli ki a sarga szin, €s mutatja részleteiben a B panel. (B) Minden metamer hasonld elagazasmintat
mutat. A primer elagazasok multicellularis felépitéstick, melyeket reguléris tracheasejtek épitenek fel (sziirke).
Roluk unicellularis II. tipusu elagazasok, majd azokbdl terminalis végzodések agaznak le (kék). A metamerikus
egységeket specialis fizios sejtek (piros) kapcsoljak dssze a szegment hatarokon igy biztositva a 1égcsérendszer
folyamatossagat. Az eredeti abra forrasa: Uv et al., 2003.
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harom Aagtipusra oszthatunk. Az els6é tipusba a két hatoldali f6 légvezeték tartozik,
amelyekben a lument 2-5 ellaposodott, egyméshoz szorosan kapcsolodo sejt hatarolja (60.
abra). A masodik agtipusba a dorzalis, viszceralis és ganglionikus elagazasok tartoznak,
amelyek szintén multicellularisak, de benniik a sejtek egymas utdn sorban helyezkednek el
fejtol-farokig (,,head-to-tail”) formacidban, és igy a masodlagos elagazddasok liregét egy-egy
autocellularis adherens junkciokat tartalmazo sejt hatarolja (60. abra). A harmadik agtipusba
a terminalis végzddések sorolhatéak. Ezek egyetlen sejten beliil alakulnak ki és
tulajdonképpen sejten beliili kapillaris-szerii elagazédasok (60. abra), amelyek felszinén
megtorténik a gazcsere. Végezetiill emlitést érdemel még, hogy az egységes trachea
agrendszer kialakuldsaban fontos szereppel birnak az un. kapcsoldsejtek vagy fuzios sejtek.
Morfologiajukat tekintve ezek lapos, lyukas korongra emlékeztetd sejtek, melyek a szegment
hatarokon parosan kapcsolodva szoros sejt-sejt kolcsonhatdsok révén biztositjdk a

légcsOrendszer folyamatossagat (60. abra) [260].

. Ek alaki sejtek Il. Csé alaku sejtek lll. Gyiirii alaki sejtek IV. Elagazo sejtek
(f6 légvezetékek) (autocellularis junkciok) (metamerikus egységek fuzidja) (terminalis végzSdések)

| | { “
//* / / / 4 _/ |Apical
Apical < \ Apical o > Apica\lk 4 membrane Nucleus
membrane Nucleus | membrane Nucleus | embrane Nucleus

60. abra: A légcsorendszert felépitod sejtek tipusai. A 1égcs6rendszer felépitésben négy sejttipus jatszik
szerepet, ezek elektronmikroszkopos képe lathaté a f6ls6, mig sematikus abrazolasuk az alsé paneleken. A f6
Iégesovek lumenét 2-5 egymashoz szorosan kapcsoldodo sejt hatarolja. A masodlagos elagazasok teriiletén csé
alak(, autocellularis junkcidoval zarodo sejteket taldlunk. A szegment hatarokon a f6 ¢s mellékagak
folytonossagat parosaval kapcsolodd gylirti alaku fuzids sejtek biztositjak. A terminalis végzddéseket sejten
beliili nyalvanyokat ndvesztd sejtek alkotjak. AJ: adherens junkcio, SJ: rés kapcsolat. Az eredeti abra forrasa: Uv
etal., 2003.

A légcesdrendszer differencidlodasanak utols6 fontos 1épései a kutikula szekrécio és az
iireg kialakulasa, ill. levegdvel val6 feltoltddése. A kutikula szekrécid az embrionalis fejlodés
15. stadiumat kovetéen indul meg a tracheasejtek lumenalis, apikalis felszinén. Erdekes
modon a tracheakutikula felépitése eltér az ecetmuslica tObbi testtajat boritd szOrokkel

boritott, de egyébként sima felszinli kutikula szerkezetétdl, mert a 1égvezetékekben a kutikula
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bordazott felszinii (61. abra A-C). A légcsovek hosszmetszetére merdleges lefutast
kutikulaborddk (taenidial folds) strlin egymés mellett allnak, és ez a porszivocsore
emlékeztetd mintazat azt sugallta, hogy a kutikulabordak hozzajarulnak ahhoz, hogy hosszanti
irdnyban kell6en flexibilisek, mig merdleges iranyban kellden merevek legyenek a légcsovek.
Tekintve, hogy a tubularis felépitésii szovetek szerkezetének ¢s morfogenezisének megértése
a biologiai kutatasok egyik fontos teriilete, és a Drosophila 1égcsérendszere pedig a teriilet
egyik legfontosabb modellrendszerét reprezentalja [257,258,259], elhataroztuk, hogy
részletesebben is megvizsgaljuk milyen szerepet jatszhat egy formin tipust aktin sejtvaz

regulator a trachearendszer fejlodése soran.

Eredmények:  Annak érdekében, hogy felderitsiik szerepet jatszik-e a dDAAM a
tracheafejlédésben, dDAAM™ zigotikus null mutins embriok és larvak 1égesoveit vizsgaltuk
meg. A dDAAM mutans embriok légcsdrendszere az elagazdsok alapjan szerkezetileg vad
tipusu volt, megfigyeltilk azonban, hogy a larvalis légcsovek kutikula mintaja jelentésen eltér
a vad tipustdl (61. abra). A mutansokban a kutikulabordédk lefutdsa nem merbleges a
tracheacsovek hossztengelyére és egymadssal sem parhuzamos, hanem véletlenszert, de kisebb
tertileteken lokdlisan rendezett mintat mutatnak a trachearendszer teljes teriiletén (61. abra).
Ezen kiviil a f6 tracheadgakon benyomodasokat, idésebb larvakban pedig akar szakadasokat
is latni lehet (61. abra D). A normal tracheasejtekre jellemzd hibakkal ellentétben, a
kapcsoldsejtek kutikula mintdjat nem befolyasolta a dDAAM gén hianya, ami j6 6sszhangban
van azzal a megfigyelésiinkkel, hogy a dDAAM fehérje immunfestések alapjan nem
mutathato ki a fzios sejtekben, kizardlag a tobbi tracheasejtben fejezddik ki (62. abra). A
dDAAM mutansra jellemzd trachea fenotipus részlegesen menekithetd a dDAAM cDNS-t
hordoz6 konstrukci6 (UAS-FL-DAAM) altalanos (act-Gal4-es), illetve trachea specifikus
(btl-Gal4-es) taltermelésével (61. abra), mig a dDAAM 16kuszt is hordozod Dp(1,Y)S5z280
transzpozicids duplikacidval tokéletesen menekithetd. Kisérleti eredményeink tehat arra
utaltak, hogy a dDAAM gén funkcidja a légcsérendszerben a megfeleld kutikula mintdzat
kialakitasahoz, a kutikulabordak rendezéséhez kotodik.

Mivel a forminok egyik f0 funkcidja az aktin citoszkeleton nem-elagazé kotegeinek
kialakitasa, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy dDAAM mutans allatokban kialakulo

abnormalis kutikula minta 6sszefliggésbe hozhaté-e az aktin sejtvazat érintd valtozasokkal.
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61. abra: Vad tipusu és dDAAM mutans tracheak kutikula szerkezete. Az (A) panel egy sematikus
tracheat abrazol, ahol a tracheasejtek belsd, lumen felé esd apikalis felszinén egy specialis szerkezetli kutikula
alakul ki. A trachea kutikulaban a légcsé hossztengelyére merdleges lefutasi bordak talalhatoak, melyek L3
stadiumban (B) a kiboncolt f6 légvezetéken is megfigyelhetéek. A vad tipussal (C) 6sszehasonlitva a dDAAM™
homozigdta mutans larvak (D) 1égcsovein benyomoddasok és szakadasok figyelhetdek meg (piros nyilak). (E) A
dDAAM™® homozigdta mutans allatokban sériilt a kutikulabordak szerkezete. (F) A btl-Gal4 forras segitségével
meghajtott UAS-FL-DAAM transzgén részlegesen menekiti a kutikula defektusokat dDAAM™% hattéren. A skala

mérete: 50 um.

Ehhez sziikség volt arra, hogy sejtszinten is megvizsgaljuk a tracheasejtek aktinvazanak
szerkezetét, illetve a ADAAM fehérje lokalizaciojat a 1égesOrendszer sejtjeiben. Ennek soran
megfigyeltiik, hogy az embrionalis élet folyaméan a trachea hossztengelyére merdlegesen, a
tracheasejtek apikalis felszinén vastag aktinkotegek alakulnak ki, melyek lefutdsa hasonld a
kutikulabordédkéhoz (62. abra). Fluoreszcensen jelolt aktint (UAS-Actin::GFP) trachea
specifikusan tultermelve, €16 embridkban azt talaltuk, hogy ezek az aktinkotegek még a
trachea kutikula szekrécidja elott (a késoi 15. embrionalis stddiumot megeldzden) jonnek Iétre
(62. abra N). Az apikalis aktinkotegeket a larvalis 1égcsérendszer sejtjeiben szintén ki lehetett
mutatni, ahol a kotegek lefutasa és szama egyértelmiien megfeleltethetd volt a kutikulabordak
szamanak ¢és lefutdsi mintdjanak (62. abra A-D). Vad tipusu embriokon -elvégzett
immunfestéseink pedig feltartdk, hogy a dDAAM fehérje erds kolokalizaciot mutat az

o

aktingytirikkel a trachearendszer sejtjeinek apikalis felszinén (62. abra E-J).
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dDAAM™® btl-GAL4<UAS-Aktin::GFP

62. abra: A dDAAM parhuzameos lefutasu aktinkabeleket alakit ki a trachea sejtjeiben. (A) Vad
tipust larvalis tracheasejtekben az aktin parhuzamosan futoé kotegekbe rendezédik, melyek lefutasa merdleges a
1éges6 hossztengelyére. (B) A kabelek szama és lefutasi mintaja tokéletesen megfeleltethetd a kutikulabordak
szamanak és mintazatanak. (C,D) A sejtekben a kabelek az adherens junkciok (AJ) régidjaban futnak. (C)
Konfokalis mikroszkoppal késziilt Z-tengely iranya projekcid, ahol az aktin piros szinnel jelolt, a DE-kadherin
AJ marker fehérje pedig a zold csatornaban lathato. (D) XZ optikai metszet a sziirke vonallal jellt részen a C
panelrél. (E-G) Az embrionalis tracheaban a dDAAM ¢és az aktin szoros kolokalizaciot mutat. A Z-iranyt
projekcid 16. stadiumban 1évé vad tipusu embrid 6 1égvezetékébol késziilt. A tracheasejtek citoplazmaja GFP-
vel jeldlt (zold csatorna), az aktin piros, a dADAAM fehérje pedig kék szinben latszik. Az F panelen a nyil egy
fazios sejtpart jelol a szegment hataron, ahol az endogén dDAAM fehérje nincs jelen. (H-J) Az E-G panelek 3D
projekcioi, ahol az optikai metszeteket XZ iranyban 90 fokkal elforgattuk. (J) A légcsdvek apikalis membranjan
a dDAAM szorosan kolokalizalodik az aktinnal. dDAAME*% muténs trachedkban mind a kutikulaminta (K),
mind az aktinkdtegek lefutasa sulyosan karosodik a larvalis (L) és az embrionalis 1égcsovekben is (M). A
kialakulo aktin filamentumok vékonyabbak és rovidebbek, mint a vad tipusban, ¢s nem rendez6dnek parhuzamos
lefutasu kotegekbe. (N) Az aktinkotegek eldszor a korai 15. embrionalis stadiumban vehetéek észre €16
embrioban GFP-vel jelolt aktint (aktin::GFP) hasznalva. A skalak mérete: 20 um az A panelen, 50 um a C és az
L paneleken; 10 um az E-G, M paneleken.
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Ezek utan kivancsiak voltunk arra, hogy milyen szerkezeti az aktin sejtvaz
dDAAM®% homozigbta mutans embriokban és larvakban. A dDAAM™® mutans allatokban
vékonyabbak az aktingylirlik, emellett az aktin filamentumok mennyisége is szamottevien
lecsokken, parhuzamos lefutdst aktinkotegek helyett pedig egy randomizéalodott, haldzatos
mintat figyeltiink meg mind az embrionalis, mind a larvalis tracheasejtekben (62. abra L,M).
Az aktinkdtegek lefutasa dDAAM™% homozigota mutansokban a vad tipushoz hasonléan
egybeesett a kutikulabordak mintazataval (62. abra K,L). Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
dDAAM gén funkcidja a tracheaban azoknak az aktinkdtegeknek a létrehozésa €s a rendezése,
melyek direkt vagy indirekt modon kijeldlik a késdbbi kutikulaborddk helyét.

A funkcidvesztéses mutansok vizsgalata utan tultermeléses kisérleteket végeztiink.
ElsOként a teljes hosszsagu fehérjét teszteltiik és megallapitottuk, hogy az UAS-FL-DAAM
konstrukci6 tracheaspecifikus taltermelésének nincs hatasa a kutikulamintara sem a regularis
tracheasejtekben, sem pedig a kapcsolosejtekben (ahol a dDAAM fehérje endogén modon
nem is fejezédik ki). Kovetkezd kérdésilink az volt, hogy a dDAAM aktivalt forméi milyen
modon befolyasoljak a tracheasejtek fejlodeését. Két aktivalt format is vizsgaltunk, egyrészt az
FH1-FH2 doméneket hordozd konstrukciot, ami S2 sejtekben egyértelmiien aktivalt
forminként viselkedett (58. abra) [254], masrészt az un. C-DAAM konstrukciot, ami a fehérje
teljes C-terminalis felét tartalmazta. Kontrollként felhasznéltuk a legjobban jellemzett
Drosophila DRF formin, a Diaphanous (Dia) konstitutivan aktiv formajat is (dia“) [261]. Az
FH1-FH2 és C-DAAM tlltermelése esetében a regularis tracheasejtekben a funkcidovesztéses
fenotipushoz nagyban hasonlito randomizalt borda lefutdsi mintat lattunk. A sejtekben az
aktingylriitk lefutdsa is kovette ezt az abnormdlis kutikulamintat (63. abra A,B). A
kapcsoldsejtekben azonban szintén erds fenotipikus hatdsokat figyeltiink meg. Vad tipus
esetében a kapcsolosejtek kutikuldja és aktin sejtvaza eltér a regularis tracheasejtekre jellemzé
mintatol. A fuzids sejtek ugyanis kicsik, korong alakuak, kutikuldjuk potty6zott, szemben az
elnyult regularis tracheasejtek borddzatos mintajaval (63. abra C,D). Ezzel szemkozt a C-
DAAM-ot kifejezd kapcsolosejtek morfologiajukban a normalis tracheasejtekhez kezdtek
hasonlitani. Kutikuldjukbdl és aktin sejtvazukbdl részben eltlint a potty6zott minta, helyette
egy inkabb hosszanti lefutdst, a normalis tracheasejtekre jellemz6 kutikula minta jelent meg.
Az ilyen f0zi0s sejtekben képzddd aktinkdtegek nem rendezettek, lefutasuk véletlenszer(i volt
(63. abra E,F), emellett vad tipust kapcsold sejtekkel dsszehasonlitva a mutans kapcsolod
sejtekben nagyban megnovekedett az F-aktin mennyisége. Ezek a megfigyelések arra utaltak,
hogy a C-DAAM aktivalt fehérjeként miikddve katalizalja az 0 aktinlancok képzddését, de a

kész filamentumok rendezésére képtelen.
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btl-GAL4/+:UAS ;C—DAA M/+

! \ A\
bH~GAL4/+,'UAS—C-DAAI.J/+ ¢ m2A12 bti-GAL4/+;UAS-dia®/+ m2A12

63. abra: A dDAAM és a Dia aktivalt formainak tultermelése a trachea sejtjeiben. (A) A C-
DAAM tracheaspecifikus tultermelése befolyasolja a kialakulo kutikulamintat és az aktin sejtvaz szerkezetét a
trachea sejtjeiben (B). (C) A vad tipust fazids sejtek kutikulamintaja kompakt, pottydzott, a sejtek korong
alaktiak, kdnnyen megkiilonboztethetdek a regularis tracheasejtektol. (D) Az aktin ezekben a sejtekben szintén
pottydzott mintat mutat. Amikor a C-DAAM ektopikusan kifejezddik a fizios sejtekben, a pottyozott kutikula-,
és aktinminta részben eltiinik (E,F), bizonyos teriileteken hosszanti lefutasu bordak jelennek meg rajta, ami
emlékeztet a taenidia mintara (E). Ezen feliil a C-DAAM-ot kifejezéd fizids sejtekben erds aktin feldusulas
figyelhetd meg, és gyakran lathatéoak benniik egyedi, hosszanti lefutasu aktin filamentumok (F). A fluoreszcens
festéseket tartalmazo paneleken (B,D,F) a sejthatarokat DE-kadherin festéssel jeloltiik (z61d), a kapcsoldsejteket
a D és F paneleken fehér nyilak mutatjak. (G) A C-DAAM tialtermelés nem befolyasolja a 1égcsérendszer
altaldnos szerkezetét, mig a (H) Dia®® (aktivalt Diaphanous) forma tultermelése gyakran fuzids hibakat
eredményez a fo légvezetékben (fekete nyil), elvékonyodasokat a fuzios sejteknél (z6ld nyilhegy),
megvastagodasokat (fekete nyilhegy), illetve a terminalis végzddéseken differencialédasi hibakat (zold nyil)
okoz. A G és H paneleken a trachearendszert a 2A12 lumenalis ellenanyag segitségével tettiik lathatova. A
skalak mérete: 50 um a B;10 um a D, F, G és H paneleken.

Tekintve, hogy a DRF csaladba tartozd forminok nagyfoka hasonl6sagot mutatnak az

FH2 doménben, megvizsgaltuk, hogy az aktivalt dDAAM formékhoz kothetd fenotipusok

specifikusak-e erre a forminra vagy egy altalanos formin funkciot tiikroznek. Azt tapasztaltuk,
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hogy az UAS-C-DAAM tialtermelése nem befolydsolja az &grendszer kialakuldsat az
embrionalis tracheaban, ellenben a Dia“* taltermelés szakadasokat, fuzidés hibakat
eredményezett (63. abra G,H). Ez arra utalt, hogy a Dia® taltermelés, a C-DAAM-mal
ellentétben, mar a trachea differencialodas korai I€péseit is megzavarja, egyuttal jelzi, hogy a
dDAAM specifikus trachea funkcidval bir az apikalis aktinkdbelek Osszeszerelésén és
elrendezésén keresztiil.

A regularis tracheasejtek esetében a C-DAAM taltermelés hatdsa a dDAAM
funkciovesztéses fenotipusara emlékeztetett. Mi lehet ennek a magyaradzata? Az irodalombol
ismert, hogy a DRF forminok dimerként miikodnek [179,181], elképzelhetd tehat az a modell,
miszerint az aktivalt DAAM fragmentumok az endogén dDAAM-mal Osszekapcsolodva
heterodimer formaban kimerittk a vad dDAAM mennyiséget, ami antimorf hatdsként
funkcidvesztéses fenotipusok kialakulasdhoz vezet. Ugyanakkor az aktinkdbelek lefutdsabol
az is nyilvanvald, hogy az N-termindlisan csonkolt aktivalt DAAM fehérjék dnmagukban
képtelenek biztositani az aktinkabelek normalis elrendezddését a megfeleld helyen. Ez arra
utal, hogy a dDAAM fehérje N-terminalis része, a fehérje inaktiv allapotanak fenntartdsan
kiviil, fontos lehet a fehérje megfeleld sejten beliili lokalizaciojadban is. A kapcsolosejtek vad
tipusban az endogén dDAAM fehérjét nem fejezik ki, tehat itt az ektopikus expresszid a
kapcsoldsejtek fenotipusa alapjan egy neomorf hatast eredményezett.

Amennyiben a C-DAAM valoban képes kozvetleniil kapcsoldédni az endogén dDAAM
fehérjéhez €és gatolni annak aktivitasat, azt varnank, hogy a C-DAAM ¢és a teljes hosszsagu
dDAAM fehérje egyiittes tultermelése gyengébb kutikula fenotipust eredményez, mint a C-
DAAM ttltermelés 6nmagaban. Ebben az elrendezésben ugyanis visszapétoljuk a rendszerbe
a teljes hosszisdgh dDAAM fehérjét, ami noveli az FL-DAAM tipust dimerek
keletkezésének esélyét. Elvégezve az egylittes tultermelést valoban azt tapasztaltuk, hogy az
FL-DAAM jelenléte gyengitette a C-DAAM tultermeléses mutans fenotipusat a normal
tracheasejtekben, ugyanakkor a kapcsolosejtek fenotipusara nem volt semmilyen hatassal (65.
abra E). Ez az eredmény tehat alatamasztja azt a hipotézist, hogy az aktivalt DAAM fehérje
antimorf hatasu és képes akadalyozni a vad tipusa fehérje mitkodését.

Kisérleteink tovabbi iranya az volt, hogy meghatirozzuk melyek azok a faktorok
amelyek egyiittmikodnek a dDAAM fehérjével a trachearendszer teriiletén. Ennek érdekében
ismert aktin citoszkeleton regulatorok mutdnsait vizsgiltuk domindns genetikai
interakciokban a trachearendszerben dDAAM™ mutans hattéren. A dDAAM™! hipomorf
mutéci6 tracheakutikula fenotipusa moderalt mértekii (64. abra A,E), ami alkalmassa teszi

potencidlis kolcsonhatod partnerek tesztelésére a trachearendszerben. Munkank soran harom
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erds kolcsonhatod partnert azonositottunk, amelyek a RhoA-t és az Src-csalad két tagjat, az
Src42A-t és a Drosophila Btk homolog Tec29-et érintik. dDAAM™ -es hattéren egy kopia
RhoAd”", Src424%, illetve Tec29°%"° mutacié jelenléte szignifikdnsan erdsitette a dDAAM™ -
es mutans kutikula fenotipusat (64. abra B-D). Ezek utan kivancsiak voltunk arra, hogy a
kolcsonhatd jeloltek koziil melyiknek van sajat kutikula fenotipusa a trachedban. A RhoA
esetében ez a vizsgalat nem volt lehetséges, mert a Rhod’?" homozigbta mutansok a RhoA
pleiotrép volta miatt még joval a kutikulaszekrécié eldtt elpusztulnak. Az Src424% és a
Tec29°%1 allélok esetében a legkésGbbi letalfazis az L1-es larvastadiumra esik, igy ezekben a
ritkdn megjelend homozigéta mutans larvakban mar vizsgalni tudtuk a tracheakutikula
szerkezetét. Az Ll-es stadiumig taléls homozigota Sred2A4" és Tec29°%’ muténs larvak
tracheakutikula mintaja erésen emlékeztetett a dDAAM™ -es mutansok fenotipusara (64. abra

G,H), ami jelezte, hogy valodi in vivo kolcsonhat6 partnerek lehetnek.

64. abra: A dDAAM
kolcsonhato partnerei a
trachearendszerben. (A) A
DAAM™! hipomorf mutans larvélis
§ trachedin csak moderalt kutikula
fenotipus lathatd, melyet egy kopia
RhoA (B), Tec29 (C) és Src42 (D)
§ hianya nagymértékben felerdsit.
(E,F) A dDAAM mutansok trachea
fenotipusai mar Ll-es larvalis
stadiumban is jol megfigyelhetdek.
(G,H) A Tec29°%" ¢és az Src42"!
homozigdéta mutans L1 larvak

dDAAM" LA

légesovein egy kozepesen erds, a
el ' dDAAM"*'-hez  hasonlé  kutikula
[~ 7 fenotipus lathato. Ezzel
k. 0sszhangban ezekben a

mutansokban az apikalis aktinkabel

struktura is részlegesen sériilt (LJ).
| A skalak mérete: 50 um az A-H; 10
um az LJ paneleken.

SRC42" |1

SRC42"

Végezetiil arra voltunk kivancsiak, milyen szabalyozasi kapcsolatban allhatnak a
potencialis egyiittmiikodé partnerek a dDAAM-mal, hol helyezkedik el a RhoA, az Src42 és a
Tec29 a dDAAM-hoz képest. Ezért episztazis analizist végeztiink, ahol jelolt génjeink egy-egy
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mutans kopiaja volt jelen btl-Gal4/+;UAS-C-DAAM/+ hattéren. Azt vizsgaltuk, hogy a
mutaciok jelenléte befolyasolja-e a C-DAAM tultermelés okozta trachea fenotipust. A
RhoA”" mutécié nem volt hatassal a C-DAAM taltermelés trachea fenotipusara (65. abra B),
mig az Src42A4" és a Tec29°%"" mutaciok jelenlétében a C-DAAM fenotipus jelentdsen
meggyengiilt (65. abra C,D). Ezek az eredmények aldtdmasztottdk az irodalomban is
elfogadott modellt, miszerint a Rho GTP-azok csaladjaba tartozé fehérjék a DRF forminok
aktivatorai [170,188], a szabalyozasi hierarchiaban tehat magasabb szinten hatnak, mig az Src

csalad tagjai a forminoktol alsébb szinten hatd elemek [176,262].

btl-GAL4<UAS-FL-DAAM”*/+:UAS-C-DAAM/+

65. abra: Episztazis kisérletek C-DAAM-mal. (A) A C-DAAM taltermelés okozta kutikula fenotipus a
trachea sejtjeiben, (B) melyre egy kopia RhoA hianya nincs hatassal, de egy kopia Src42 (C) vagy Tec29 (D)
hidnya és a teljes hosszisagii dDAAM forma (FL-DAAM'*¥) egyiittes tultermelése (E) erésen szupresszalja azt.
A skalak mérete: 50 um.

Kovetkeztetések: A rovarok légcsOrendszerének szerkezete egy minden rovarfajban
meglévo, konzervalt felépitésii tubuldris halézat. A rovarok légesérendszerének oly mddon
kellett fejlc’idnie, hogy a gézcsere biztositdsa mellett megakadélyozza az allatok
kello rigiditas és szilardsag kell, de egyben flexibilitas is sziikséges, hiszen a rovarokban a
gazok szallitasa passzivan, az allat mozgasaval torténik. Régota feltételezhetd volt, hogy

ezeknek a feladatoknak ¢és igényeknek a biztositdsdban fontos szereppel bir a specialis
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szerkezettel rendelkezd tracheakutikula. A kutikula porszivo- vagy gégecsOre emlékeztetd
felépitése biztosithatja, hogy a légcsovek ellendlljanak a kiilsé-belsé nyomasvaltozasoknak, és
ugyanakkor kellden flexibilisek legyenek pl. a larvak mozgasa soran. Munkank nyoman a
dDAAM mutansok vizsgalataval el0szor sikeriilt kisérletesen is bizonyitani a fenti hipotézist,
hiszen a kutikula minta Osszeomlasa sulyos elvaltozasokat okozott a trachearendszer
struktarajaban és miikodésében.

Kisérleteink alapjan a vad tipust kutikula mintazat kialakitdsahoz még a kitin alap
szerkezeti elemek szekrécioja elott sziikség van egy apikalisan elhelyezkedd, rendezett
aktinkabelekbdl allo vazra, ami direkt vagy indirekt mdédon kijeldli a késébbi kutikulabordak
helyét. Ily modon az altalunk elséként leirt és vizsgalt apikalis aktinkdbel struktira lefutasi
mintdja tokéletesen megfeleltethetd volt a kutikulabordak lefutasi mintazatanak. A vad tipust
embriondlis légcsOrendszerben a dDAAM szoros kolokalizdcidot mutatott az apikalis
aktinkotegekkel, amely arra engedett kovetkeztetni, hogy kozvetleniil befolyasolhatja azok
szerkezetét. Ezzel 6sszhangban a trachedban megfigyelt apikalis aktinkotegek szama, lefutésa,
¢s szerkezete dDAAM hianyaban abnormalissa valik, ami a kutikula szintjén is sulyos
defektusokat okoz. A dDAAM mutéansokban rendezetlenek az apikalis aktin filamentumok ¢és
alacsonyabb az F-aktin szint, mint a vad tipusban, ami arra utal, hogy a dDAAM az apikalis
aktinkabelek kialakitasdban és rendezésében is részt vesz. Mig az aktin 6sszeszereld aktivitas
nem meglepd egy formin esetében, az aktinkdteg rendezés egy 1ij formin funkcid, amit a
jovOben érdemes lehet behatobban is tanulméanyozni.

Genetikai interakcids kisérleteink alapjan a dDAAM protein aktivitisat a trachedban
valosziniileg a RhoA GTP-4z szabdlyozza. Megfigyeléseink szerint a dADAAM egyértelmiien
az autoinhibicioval szabalyoz6dd forminok kozé tartozik, és aktivitdsa a DRF forminokhoz
hasonl6 modon szabalyozodik, azaz a dDAAM-ot a Rho GTP-4z csalad tagjai aktivaljak, nem
pedig forditva. Ily modon eredményeink cafolni latszanak a Habas és munkatarsai altal
bemutatott modellt, amelyben a DAAM a Rho GTP-azokt6l magasabb szabalyozasi szinten
helyezkedik el [123]. Ebben a pillanatban nem vilagos ennek az ellentmondasnak a feloldasa,
de elképzelhetd, hogy ellentétben a Drosophila DAAM-mal, ami nem vesz részt a PCP
jelatvitelben, a gerinces DAAM ortologok eltéré mddon szabalyozodhatnak, ha egyszer mar
beépiiltek egy Dsh/PCP fehérje komplexbe.

A RhoA génen kiviil két masik potencialis egyiittmikodd partnert is azonositottunk, és
megmutattuk, hogy az Src424 ¢és Tec29 gének is hozzajarulnak a trachea kutikula minta
kialakulasahoz. Szakirodalmi adatok alapjan a forminok képesek kozvetlen fizikai

kolcsonhatasba 1épni az SH3 domén tartalmt fehérjékkel [174,175,176,263]. Aspenstrom ¢&s
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munkatarsai kimutattak, hogy a hDaam1 GST pull-down kisérletekben képes az Src €és a Btk
(Tec29 human homolog) tirozin kinazok SH3 doménjének kotésére [190]. Leirtdk ezen feliil
azt 1s, hogy a hDaam1 koimmunoprecipitacids kisérletekben fizikailag is kdlcsonhat az Src
fehérjével, ill. kolokalizalédik vele a sejtkitiiremkedésekben [190]. A dDAAM ¢s az Src, ill.
Btk29 kozotti direkt kolcsonhatdst mi ugyan nem bizonyitottuk, de figyelemremélto, hogy
mDia2 az Src aktivalasan keresztiil idéz eld sejtvaz atrendezddéseket [176]. Ezen tulmenden
arra is fény deriilt, hogy a human DIA2C is Src aktivacion keresztiil szabdlyozza az
endoszoémalis vezikuldk dinamikdjat [262]. Ezekre az adatokra tdmaszkodva, logikus
kovetkeztetésnek latszik, hogy Drosophila tracheasejtekben a RhoA/DAAM/Src modul nem
pusztan az aktin filamentumok elrendezddését szabalyozza, hanem kapcsolatot teremthet a

vezikularis transzport, a szekréci6 iranyéba is.

3.9. A dDAAM fehérje szerepe az embrionalis axon novekedés szabalyozasaban

Matusek, T., Gombos, R., Szécsényi, A., Sanchez-Soriano, N., Czibula, A., Pataki, C., Gedai, A., Prokop, A.,
Raskd, 1. and Mihaly, J. Formin proteins of the DAAM subfamily play a role during axon growth. J. Neurosci.
28:13310-13319 (2008) alapjan

Hattér: A kozponti idegrendszer (KIR) fejlddése soran a ndvekedési kup esszencialis
szerepet jatszik az axonok megfeleld projekcidjdban. A kdrnyezet jelmolekulaira reagilva egy
iranyitott ndvekedési kiip-mozgas jon Iétre, melyben a periférialis aktinnak és a kozponti
mikrotubulus hél6zatnak kiemelkedd szerep jut. A periféridlis F-aktin parhuzamos lefutasu
filamentumokbol 4all6 kotegekbe rendezddik a filopodiumokban, mig a lamellipodidlis
tertileten egy diffuz filamentum halozat figyelhetd meg (66. abra). Korabbi vizsgalatok soran
mar szdmos olyan jelatviteli utat azonositottak melyek részt vesznek az axon ndvekedés
szabalyozasaban, ¢és tobb olyan fehérjét is leirtak, melyek kozvetlen szerepet jatszanak a
novekedési kup aktin dinamikajanak szabalyozasadban [264]. Kozéjiik tartozik a profilin, az
elongéacios faktorként miikodé Ena/VASP fehérje és a filamentumok lebomlasat katalizalo
kofilin.

JOl ismert ugyanakkor az is, hogy az axon novekedés uj aktin filamentumok
képzddését is igényli, tehat minden bizonnyal aktin nukledlo faktorokra is sziikség van.
Mindezidaig azonban ellentmondésos kép bontakozott ki arrdl, hogy mely nukledlo faktorok

jatszanak szerepet az axon novekedés soran. Drosophila-ban pl. az Arp2/3 komplex szerepet
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jatszik az embriondlis nyulvanyndvekedésben [265], és bizonyos gerinces idegsejtekben is

kimutattak a szerepét [266,267], de mas adatok azt bizonyitjak, hogy ez sem ecetmuslicdban

66. abra: A novekedési kip sematikus
szerkezete. A novekedési kup sematikus rajzan
g F-aktin , . o .y .
Filopodium szbges vég lathatjuk, hogy a centralis régié mikrotubulusokban
i (MT) gazdag, mig a filopédiumokat ¢és

Lamellipédialis
F-aktin

halézat lamellipédiumokat tartalmazé periférias régio foként

F-aktin aktin sejtvaz elemeket tartalmaz. A filopodiumok

Bt o
e parhuzamos lefutast F-aktin kotegeket tartalmaznak,

mig a lamellipodidlis részekre a halozatos aktin

dinamikus
MT-ok

MT stabilizacio jellemz6. A  mikrotubulusok egy populacidja
dinamikus, amelyek a megfeleld iranyba ndvekvd
filopodium mentén stabilizalodhatnak, ami a kuap
elérehaladasanak elengedhetetlen feltétele.

Az eredeti abra forrasa: Dickson 2002
stabil MT
kotegek

sem gerincesekben nem érvényes minden idegsejtre [268,269]. Ezen kiviil az Arp2/3 komplex
az elagazo-lancu filamentumok képzddéséért felelds, ilyen struktardkat azonban a ndvekedés
szempontjabol esszencidlis filopodiumokban egydltalan nem taldlunk, s6t a leg(jabb
eredmények alapjan, migrald sejtek lamellipédiumaiban sem [270]. A masik nukledlo faktor
csalad, a forminok vonatkozasaban hasonloan ellentmondasos volt a kép. Az mDial-rdl
kimutattak, hogy szovetkultardban nevelt granularis kisagyi sejtekben befolydsolja a
nyulvanyképzddést [271], ugyanakkor ismert, hogy az mDial knock-out egér tokéletesen
¢letképes és nem mutat idegrendszer fejlodési hibakat [272,273,274]. Az mDia2-r6l leirtak,
hogy képes menekiteni Ena/Vasp deficiens idegrendszeri sejtvonalban a filopodium képzddés
defektusait, azonban ez a gén nem expresszalodik a fejlédé idegrendszerben a
nyulvanyndvekedés iddszakaban [275]. Ezek alapjan nem valoszinii tehat, hogy a kozponti
idegrendszer nyulvanyainak ndvekedését az mDial vagy az mDia2 in vivo befolyédsolna.
Ezzel szemben a gerinces DAAM ortologokrol leirtdk, hogy génjeik kifejez6dnek a fejlodo
kézponti idegrendszerben [191,192], de funkcionalis vizsgalatokat nem végeztek. Tekintve,
hogy a dDAAM embrionalis kifejez0dési mintajanak tanulméanyozasa soran azt taldltuk, hogy
az egyetlen Drosophila DAAM ortoldg is pan-neurondlis kifejez0dési mintat mutat, ¢és a
dDAAM FHI1-FH2 fragmentuma S2 sejtekben filopodialis nyulvanyok képzddést indukalta

[254], kivald jeloltnek tiint az axon ndvekedés szabalyozdsara. Elhataroztuk tehat, hogy
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funkciovesztéses mutansaink birtokaban feltérképezziik milyen szerepet jatszik a dDAAM gén

a kozponti idegrendszer fejlddésében.

Eredmények: A transzkriptum szinten kapott kifejezddési minta igazoldsa érdekében protein
szinten is megvizsgaltuk a dDAAM idegrendszeri kifejezodését. Immunfestéses kisérleteink
bizonyitottak, hogy a ADAAM fehérje magas szinten expresszalodik a teljes embrionalis KIR-
ben ¢és azon beliil is felhalmozddik az idegsejtek nyulvanyaiban, ahol kolokalizalodik az
aktinnal (67. abra). A fehérje az embriogenezis 12. stddiumatol kezdédéen kimutathatd az
idegrendszerben, ami egybeesik azzal az iddszakkal, amikor elkezdddik az embrionalis
axonok ndvekedése [276]. A dDAAM fehérje sejten beliili eloszldsat 11. stadiumu
embriokbdl szarmaz6 primer idegsejt kultirakban tanulmanyoztuk [277]. Megéllapitottuk,
hogy a dDAAM ezekben a sejtekben is kifejezddik, felhalmozodik a nyulvanyokban,
kiilonosen a névekedési kup teriiletén, ahol foként a filopédiumokban mutathaté ki (67. abra
E-G). A filopddidlis festés apro rogokre, pottyokre emlékeztet €és kiemelendd, hogy a
dDAAM fehérje gyakran kimutathato a filopddiumok csticsaban ahol az aktin filamentumok

szoges vége talalhato.

A

overlay
Wegw: bacullk e

overlay

67. abra: A dDAAM Kkifejezodése az embrionalis KIR-ben. (A) RNS in sifu hibridizacio alapjan a
dDAAM erésen expresszalodik a fejlédé neuroektodermaban. (B-D) A dDAAM fehérje (piros a B,D paneleken)
felhalmozodik a hasi idegkdtegben a f6 idegpalyak mentén, ahol erds kolokalizaciot mutat az aktinnal (z6ld a
C,D paneleken). (E-G) Primer idegsejt kultiirabol szarmaz6 neuronban a dDAAM fehérje (piros) kimutathato a
novekedési kipban, ahol foként a filopddiumokban talalhaté. Zold az aktint jeldli, kék pedig a mikrotubulusokat.
A skalak mérete: 50 pum.
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Miutan a fehérje lokalizacios kisérletek nagymértékben tamogattak azt az elképzelést,
hogy a dDAAM egy olyan aktin nukleald faktor lehet, amelyik részt vesz a neuronalis
nyulvanyok novekedésében, kovetkezé célunk a dDAAM mutansok idegrendszerének
vizsgalata volt. Kisérleteinkben az a-BP102 ¢és a-Fasll ellenanyagokat, mint idegrendszeri
markereket hasznaltuk. Az «a-BP102 ellenanyag minden idegsejt nyulvanyt megjelol a
kozponti idegrendszerben, mig az a-FaslI ellenanyag a jobb és bal oldali hosszanti kdtegeken
beliil 3-3 idegkdteget jelol ki (68. abra). A mutins analizis elsé fazisaban dDAAM™%
homozigota mutans embridk idegrendszerét vizsgaltuk meg, azonban ezek a zigotikus null
mutans embriok nem mutattak jelentds eltérést a vad tipusi kozponti idegrendszerekhez

képest (68. abra A,B). Csupan az embridk 1,5%-anal figyeltiink meg szakadéasokat és
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68. abra: Axon novekedési rendellenességek a dDAAM mutans embriékban. (A) Vad tipusban a
hasi idegkdtegben az a-BP102 ellenanyag a teljes neuropilt festi, mely egy létraszerii strukturat alkot. A
hosszanti lefutasu kotegek mellett a mintaban szegmentenként két komissziralis koteg talalhat6. (C,D) Az a-
FaslI ellenanyag a hosszanti kotegek csak egy karakterisztikus csoportjat jeloli meg. (B) dDAAM® ™ zigotikus
null embriokban csak gyenge KIR defektusok tapasztalhatoak, a hosszanti kotegekben a-BP102 festésen
elvékonyodasok, ritkan szakadasok latszanak (nyilak). (E) Az o-Fasll festésen a leglateralisabb hosszanti
kotegekben hianyok figyelhetdek meg. (F—H) A dDAAM™"?¢ embriokban megfigyelt fenotipus osztalyok: I
tipus, gyenge; II. tipus, kdzepes; IIL. tipus, erds fenotipus osztaly. (I) A kapott KIR fenotipuok penetranciajanak
szamszer(i abrazolasa, valamit az UAS-FL-DAAM transzgén menekitd hatdsa a dDAAM™?¢ fenotipusara. A
skalak mérete 50 um.
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elvékonyodasokat a hosszanti idegkotegekben, ill. az embridk kozel 40%-aban a lateralis
Fasll-pozitiv kotegekben hianyokat tapasztaltunk (68. abra C-E). Mivel a dDAAM gén
korabbi kisérleteink alapjan materndlisan 1s kifejezddik, feltételeztilk, hogy a gyenge
fenotipusok oka a materndlis géntermék menekité hatasa lehet. Ennek kikiiszobdlése
érdekében csiravonal klon kisérletekben maternalisan és zigotikusan is null mutans embriokat
hoztunk 1étre. Ezek az embridk azonban korai cellularizacios hibakat mutattak, és elpusztultak
a KIR nyulvanyainak kialakulasa eldtt, ezért alkalmatlanok voltak a tovabbi vizsgalatokra.
Tovabbi kisérleteinkben ezért dDAAM™' anyaktol szdarmazé maternalisan és zigotikusan is
gyengitett dDAAM™ |dDAAME® transzheterozigota embriokat hoztunk létre (a tovabbiakban
ADAAM™ 8. A dDAAM®™" anyék és dDAAM™ %/ yPr1: V3280 anak keresztezésébdl szarmazd
teljes embriopopulacio 34%-aban szakadasokat lattunk a hasi idegkdteg interszegmentdlis
kotegeiben, ill. a keresztkotegekben (komisszardkban), extrém esetekben a teljes
interszegmentalis koteg, valamint a komisszirdk is hianyoztak, emellett rossz iranyba
projektalé axonokat is ki lehetett mutatni (68. abra F-H). A dDAAM™"?¢ mutans embriokban
megfigyelhetd nyualvanyndvekedési defektusokat a minden sejtet érintd act-Gald<UAS-FL-
DAAM tualtermelés 100%-ban, mig a KIR specifikus elav-Gal4<UAS-FL-DAAM taltermelés
95,8%-ban menekitette (68. abra I). Ezek a kisérletek tehat igazoltdk, hogy a dDAAM
valoban anyai hatdsu gén, ¢és funkcidja elengedhetetlen az embrionalis idegkdtegek
kialakulasahoz.

Annak érdekében, hogy kizarjuk azt a lehetéséget, hogy a dDAAM™"?# mutinsokban
megfigyelhetdé KIR fenotipusok nem sejthaldlra vagy egyéb degeneracidés folyamatokra
vezethetdk vissza, sziikség volt néhany egyéb kontroll kisérletre is. Ezek soran az altalanos
idegrendszeri marker, a-Elav ellenanyaggal ¢és a szegmentenként csak egy jol
koriilhatarolhatd szdmu idegsejtet jelold a-Eve és a-En [278,279] ellenanyagok segitségével
osszehasonlitottuk a dDAAM™"? mutans és vad tipusi embriok idegrendszerét. Az
idegsejtek szamat tekintve egyik ellenanyaggal sem tapasztaltunk kiilonbséget a vad tipusu és
a dDAAM mutéans idegrendszerek kozott (69. abra), tehat nem valoszini, hogy a dDAAM
fenotipusok elsddleges oka az idegsejtek pusztuldsaval fligg Ossze. A degeneracids
folyamatok kizarasa érdekében korai 12. stidiumban 1évd embridkon elvégzett a-Fasll festés
segitségével, ami jol kirajzolja az ebben az allapotban dinamikus novekedésen atesd fo
idegkotegeket, megmutattuk, hogy a fejlédé axonok mar ekkor ndvekedési defektusokat
szenvednek dDAAM™"?¢ embriokban (70. abra). Ezek az eredmények egyiittesen azt

tanusitjadk, hogy a dDAAM nem a sejtsors meghatarozdsaban vesz részt, ¢s a dDAAM
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mutaciok okozta idegrendszeri fenotipusok nem sejthaldl, vagy utdlagos degeneracios

folyamatok kovetkeztében alakulnak ki.
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69. abra: A dDAAM mutansokban normalis a neuronok szama. (A,B) Vad tipusban a 16. embrionalis
stadiumban az a-En ellenanyag (z61d csatorna) 36-40 idegsejtet jelol meg szegmentenként. (C,D) dDAAM™>¢
embriokban ez a szam nem valtozik. (G-J) Az a-Eve ellenanyag (z6ld csatorna) altal festett minta szintén
identikus a vad tipusban és a dDAAM mutansban. Az A,C paneleken aktin festés (piros) jeldli a f6 idegkdtegeket,
mig a G,I paneleken a-FaslI festés (piros) segit tajékozodni. A skalak mérete 50 um.

70. abra: Axon novekedési defektusok 12.
és 13. stadiumban 1&vé dDAAM™"®
embriokban. A korai 12. (A,B) illetve 13.
stadiumokban (C,D) elvégzett o-Fasll festés
B megmutatta, hogy a dDAAM™?¢ embridkban
(B,D) mar az axonok képzddésének Kkorai
szakaszaban novekedési defektusok fedezhetdek
fel (fehér nyilak) a vad tipussal (A,C)
0sszehasonlitva.

A dDAAM sejten beliili funkciéjanak meghatarozasa érdekében dDAAM™"?8 mutans
embriokbol készitett primer idegsejt kulturakban vizsgaltuk az axonok és a ndvekedési kupok
szerkezetét vad tipusa kontroll mellett. Azt tapasztaltuk, hogy a mutans idegsejtekben hasonld
hosszisdg axonok képzddtek, mint a vad tipusban, de benniik 62%-kal csokkent a képz6do

filopodiumok szama a vad tipushoz képest, a filopédiumok hossza pedig 26%-kal lett
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rovidebb (71. abra). A LOF kisérletek tehat arra utalnak, hogy a dDAAM fehérje sejtes

szinten a filopodium képzddés szabalyozasaban vesz részt az axonok novekedési kipjaban.

71. Aabra: A dDAAM szerepe a
filopodiumok kialakulasaban a
novekedési kapokban. (A-I) Primer
idegsejt kultardk vad tipusa (A, D-F),
dADAAM™ % (B) ¢és Sca-Gald;UAS-DADm-
DAAM::EGFP (C, G-I) embriokbol. Festések:
aktin (A-C, I fehér; G, kék csatornak), a-Ena
(D, kék; F, fehér csatornak), a-dDAAM (D,
z0ld; E, fehér csatornak), o-HRP (D, kék
csatorna), illetve a-GFP (G, zold; H, fehér
csatornak). A vad tipushoz (A) képest a
dDAAM™"?¢  mutans  neuronokban  (B)
kevesebb és rovidebb filopodium képzddik, mig
a  Sca-Gal4; UAS-DADm-DAAM: :EGFP
neuronokban (C) tobb filopédium alakul ki.
(D-F) Az endogén dDAAM az axon
nyalvanyban és a filopodiumok mentén is
megfigyelhetd, ahol a filopodiumok cstcsan az
Ena fehérjével részleges kolokalizaciot mutat.
(G-) A DADm-Daam::EGFP  hasonld
lokalizacios mintat mutat, mint a vad tipusu
fehérje. (J-O) S2 sejtekben a DADm-
DAAM::EGFP (J és M, kék; K és N, fehér
csatorndk) hosszi, axon-szerli nyalvanyok

képzodését indukalja. A fehérje gyakran dasul
fel a kitiiremkedések csucsan (J és K, nyilak),

wt Jmat/zyg 5 . .
- DdDAAM =] ahol az Ena fehérjével (M, piros; O, fehér
180% - [_] oaomoaau:-ecre [ aoaswe= @ nap) csatornak) részleges kolokalizaciot mutat (M-O,
4 0=0.55 nyilak). (P) A vad tipus, a Sca-Gal4;UAS-
M .. mat/zy. r
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60% - skalak mérete 5 um.
55 [o| &) 29
- ~ N | cO
<t | H © +
20% F‘;‘ C B S | Sh=
™| |~ J N~ ~— B
filopddiumok filopodiumok  filopddiumok  filopédiumok  neurithossz
szama szama hossza hossza

Korabbi kisérleteinkbdl kideriilt, hogy az N-terminélis szabalyoz6 doméneket nem
tartalmaz6 C-DAAM izoforma a trachedban a dDAAM konstitutivan aktiv forméjaként
viselkedik [280]. Kivancsiak voltunk okoz-e a C-DAAM taltermelés fenotipikus valtozasokat

az idegrendszer teriiletén is. Kisérleteinkben kontrollként ismét a Diaphanous konstitutivan
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aktiv formajat, a dia“’-t hasznaltuk. A C-DAAM idegrendszeri tiltermelése az embriok 78%-
aban nyulvanyndvekedési hibakat eredményezett a hasi idegkotegekben (72. abra B,C,F). A
C-DAAM fenotipus fobb komponensei a megvastagodott keresztkotegek, a hasi idegkdtegbol
lateralis iranyba kilép0 extra nyulvanyok, és a laterdlis irdnyban erdsen kompaktalodott
szerkezet. A megndvekedett nyulvanyszam tehat éppen ellentétes a LOF mutansok altal
okozott fenotipussal, és igy egy klasszikus funkcionyeréses hatdsnak tekinthetd. Ez a hatés
dDAAM specifikusnak bizonyult, mert az UAS-dia™ idegrendszer specifikus tultermelése
szakadasokat és axonhianyokat eredményezett mind a hosszanti, mind a komisszlralis
idegkdtegekben (72. abra G), tehat a megnovekedett nyulvanyszam nem a formin aktivaciod

altalanos hatasahoz kothet6.
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72. abra: A C-DAAM idegrendszeri tiltermelése axon novekedési defektusokat okoz. A vad
tipussal (A,E) Osszehasonlitva a C-DAAM thltermelése hibas axon morfogenezishez vezet. Az elav-
Gal4/+;UAS-C-DAAM/+ genotipusit embriok (B,F) hasi idegkotegeiben az axonok kotegei sokkal
kompaktabbak, megvastagodott keresztkotegeket (B,F nyilak), és ektopikus helyeken kilépd nyalvanyokat
lathatunk (B,F nyilhegyek). (D) A hosszanti lefutasi kdtegekben a-Fasll festésen a vad tipussal (C) ellentétben
fuziok lathatoak, az axonok rendellenes modon atlépnek a hasi idegkoteg kdzépvonalan, és lateralis iranyban
ektopikus helyeken hagyjak el a hasi idegkoteget. (G) A Dia“? tultermelése ett6] jelentésen eltérd fenotipusokat
okoz, a longitudinalis kotegekben és a keresztkotegekben is szakadasok jelennek meg (nyilak). A (H) panelen a
kisérleteink soran aktivalt formaként hasznalt C-DAAM és DADm-DAAM konstrukcidk szerkezete lathatd a
teljes hossziisagu cDNS-hez képest. A skala mérete az A, B és G esetében 50 um; az E, F paneleken 25 um.
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Az aktivalt dDAAM formak tovabbi analizise ¢rdekében sejtes rendszerekben
vizsgaltuk egy DAD domént nem tartalmazé dDAAM izoforma, az tin. DADm-DAAM GFP-
vel jelolt valtozatanak az aktivitdsat. Embrionalis idegsejt kultirdkban az UAS-DADm-
DAAM-ot kifejezd idegsejtekben 73%-kal tobb filopodium képzddott a novekedési kapok
teriiletén, valtozatlan kdzponti nytlvanyhossz mellett, mint a vad tipusban (71. abra C,P).
Emellett a DADm-DAAM::GFP fuzioés fehérje a vad tipust dDAAM fehérjéhez hasonlo
lokalizaci6t mutatott az axonokban, beleértve a periféridlis filopédiumokat €s azok cstcsi
részét is (71. abra G-1). Drosophila S2 sejtekben a DADmM-DAAM::GFP-vel transzfektalt
sejtek 75%-aban hosszu, tobb sejtatmérdjii, aktinban ¢és mikrotubulusokban gazdag
nyulvanyok jelentek meg (71. abra J-O). A transzfektalt sejtekben a fuzios fehérje a
sejtmembran mentén €s a nyulvanyokban halmozodott fel, beleértve azok disztalis cstuicsat is
(71. abra). A GOF kisérletek egyiittesen tehat azt jelezték, hogy a dDAAM eldsegiti a
neurondlis nytlvanyok képzddését és igen hatdasos modon jarul hozzé filopodiumok, ill. axon-
szer(i sejtnytlvanyok képzddésehez.

Kovetkezd kérdésiink az volt, melyek lehetnek azok a fehérjék/gének amelyekkel a
dDAAM egyiittmiikodik a novekedési kupok teriiletén. Mivel kordbbi munkék sordn tobb
olyan faktort is azonositottak, amelyek egyiittmikodnek més forminokkal, és koziiliik
néhanyat az idegi differencialédéssal is kapcsolatba hoztak, vizsgéalatainkat jelolt gének egy
csoportjara koncentraltuk. Koziilik elsddleges sziirdként genetikai interakcios tesztekben
valasztottuk ki a potencidlis egylittmiikodd partnereket. ElsOként a DRF forminok ismert
aktivatorait, a Rho GTPazokat vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy a tracheaval ellentétben, a RhoA
mutacié csak kis mértékben sulyosbitja a dDAAM™ zigotikus null mutans embriok KIR
fenotipusat (73. abra A), ami azt sugallta, hogy a KIR-ben a dDAAM aktivitasat nem a RhoA
vagy nem csak a RhoA szabdlyozza. Ugyanakkor a harom Drosophila Rac GTPéazrol (Racl,
Rac2 és Mtl) ismert volt, hogy egymassal majdnem teljesen kicserélhetd modon, de
esszencialis elemei az axon novekedésnek [281,282]. A Rac gének dozisanak csokkentése
egyértelmiien erdsitette a dDAAM™® mutansok fenotipusat, és vice versa a dDAAME®
mutéans is domindnsan erdsitette a Rac mutdnsok axon novekedési defektusat (73. abra A,B).
Tekintve hogy az elav-Gal4/+;UAS-C-DAAM/+ funkcidonyeréses fenotipus Rac mutansok
jelenlétében nem modosult (73. abra C), eredményeink Osszhangban dallnak azzal a
hipotézissel, hogy az embrionalis KIR-ben a Rac GPTazok a dDAAM {06ls6 szabalyozo

faktorai.
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73. abra: A dDAAM genetikai és biokémiai kolcsonhatasai. (A) Az axon novekedési defektusok
szamszeriisitése dDAAM™® homozigéta mutans hattéren heterozigdta RhoA, Rac, ena és chic mutaciok
jelenlétében. (B) Az axon novekedési defektusok szamszeriisitése olyan embriokban, amelyek homozigotak az A
panelen bemutatott RhoA, Rac, ena vagy chic mutacidkra és heterozigotak a dDAAM™*® mutéciora. (C) A C-
DAAM taltermelésre jellemzé axon ndvekedési defektusok (keresztkdteg megvastagodasok) szamszeriisitése
elav-Gald; UAS-DAAM/+ embriokban, amelyek heterozigotak az A panelen bemutatott RhoA, Rac, ena vagy
chic mutaciokra. Az A-C paneleken ,,n” jeloli a vizsgalt embridk szamat. (D) Immunoprecipitaciok (IP) DADm-
DAAM::EGFP-vel transzfektalt S2 sejtekbdl o-chic és a-ena ellenanyagok felhasznalasaval. A o-chic
ellenanyag koprecipitalja az aktivalt dDAAM-ot (bal oldali panel, a-DAAM Western-blot). Az a-ena IP-ban
mind az aktivalt dDAAM, mind a Profilin kimutathatd Western-blot (WB) analizissel (jobb oldali panelek, a-
chic és a-dDAAM Western-blot-ok).

A Rac géneken kiviil a profilint koédold chickadee (chic) mutansok és az egyetlen
Drosophila Ena/VASP homologot kodolo enabled (ena) mutadnsok is dominans genetikai
kélcsonhatast mutattak a dDAAM™® muténssal (73. abra A,B). Mindkét fehérjérdl ismert
volt, hogy a novekedési kiipok csucsi részén lokalizdlodnak, és mutansaik befolydsoljdk a
novekedési kupok szerkezetét [268,283,284]. A C-DAAM GOF fenotipuséan alapulod
episztazis kisérleteink alapjan, az ena valoszinlileg a dDAAM-t6] alsobb szinten hat, mert
erésen szupresszalja a GOF hatast, mig a profilin szint csokkenése nem befolydsolja a C-
DAAM hatasat (73. abra C). Vad tipust embrionalis idegsejt kultiraban a dDAAM ¢és Ena
fehérjék részlegesen atfedd festddési mintat adtak a névekedési kiipok periféridlis részén (71.

abra D-F). Ugyancsak részleges atfedést figyeltiink meg a DADm-DAAM-mal transzfektalt
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S2 sejtek hossza nyulvanyaiban az Ena ¢és profilin fehérjék és a DADm-DAAM::GFP fuzios
fehérje kozott a nytlvanyok csucsi részén (71. abra M-0), ami megerdsitette a genetikai
egymas fizikai kozelségében vannak, koimmunoprecipitacios kisérleteket végeztiink DADm-
DAAM-mal transzfektalt S2 sejtekbdl szarmazd lizatumokon. Amikor o-Chic vagy a-Ena
ellenanyaggal immunoprecipitdcidt végeztiink, a precipitdtumban mindkét esetben
kimutathaté volt az aktivalt dDAAM fehérje (73. abra D), és az a-Ena koprecipitalta a
profilint is (73. abra D). Ezek az eredmények egyértelmiien megerdsitik azt az elképzelést,

hogy in vivo a dADAAM az Ena és profilin fehérjékkel szoros kdlcsonhatasban miikodik.

Kovetkeztetések: Annak ellenére, hogy régota ismert, hogy az aktin dinamika szabalyozasa
kritikus szerepet jatszik az axonok megfeleld irdnyba torténd ndvekedésében, mindezidaig
viszonylag kevés olyan fehérjét azonositottak, amelyek kozvetleniil befolyasoljak az aktin
sejtvaz dinamikus valtozasait a novekedési kupban. Ennek megfeleléen arr6l is hianyos és
ellentmondasos irodalmi adatok jelentek meg, hogy az aktin nuklealoé faktorok koziil melyek
vehetnek részt az idegsejt nyulvanyok névekedésében [266,269,285]. Munkank soran LOF ¢és
GOF analizis segitségével els6ként bizonyitottuk, hogy az egyetlen pan-neuralis kifejezddési
mintat mutatd Drosophila formin, a dDAAM meghatarozo szerepet jatszik az embriondlis
kézponti idegrendszeri axonok ndvekedésében. Ezen kiviill azt is megmutattuk, hogy
filopodiumokban halmozddik fel és a dDAAM mutans idegsejtek kevesebb és rovidebb
filopodiumot ndvesztenek, mint vad tipust tarsaik. A filopodiumok krucialis szerepet
jatszanak az axon novekedésben. Felszinlik a navigacios jelekre érzékeny receptorokban
gazdag, amelyek segitségével a kiilonb6zo iranyokba kibocsajtott filopodiumok letapogatjak a
kornyezetiiket, majd koziiliik a megfeleld jelet érzékeld filopddium stabilizalodik és
meghatarozza a novekedés iranyat [286]. Ezek alapjan a dDAAM mutansokban megfigyelhetd
filopodialis defektusok jol magyardzzdk a teljes idegrendszer szintjén megjelend
nyulvanyndvekedési hibdkat.

Az aktin Osszeszereld faktorként mikodé dDAAM tehat egy fontos molekularis
effektornak latszik, feltételezhetd ugyanakkor, hogy a dDAAM aktivitasat szamos ndvekedési
és navigacios jel befolyasolja. Ezekrdl a jelekrdl egyelore keveset tudunk, de kisérleteink
fényt deritettek arra, hogy a KIR-ben a dDAAM kozvetlen aktivatorai a Rac GTP-dzok
lehetnek. Ez a dominans genetikai kdlcsonhatasokra alapozott hipotézis j6 6sszhangban van a

Rac GTPéazok ismert axon nodvekedési szerepével Drosophila-ban [281,282] ¢és mas
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organizmusokban is [287], tovabba azzal a ténnyel, hogy néhany gerinces DAAM ortologrol
kimutattak, hogy Rac GTPazokhoz képesek kotddni [190,288]. A dDAAM szabalyozasa a
Rac fehérjén keresztiil kapcsolatban allhat a Trio RhoGEF fehérjével és azon keresztiil a
navigacid szabalyozasaban résztvevd Frazzled receptorral [289,290], de ezek a kapcsolatok
pillanatnyilag kisérletes bizonyitasra varnak.

Genetikai kisérleteink soran tovabbi kdlcsonhatd partnereket is azonositottunk, és
ezeket az interakciokat biokémiai kisérletekkel is igazoltuk az Ena és a profilin esetében,
tovabba megmutattuk, hogy a dDAAM fehérje részleges kolokalizaciot mutat ezzel a két
fehérjével a novekedési kup teriiletén, kiilonds tekintettel a filopédiumokra. Ezek a
megfigyelések egylittesen azt sugalljak, hogy az Ena/Profilin/dDAAM modul a filopodialis
aktin sejtvaz atrendezddések kritikus szabalyoz6 eleme. Az Ena/Profilin/dDAAM komplex
pontos molekularis miikodésmaodjat egyeldre nem tisztaztuk, de kordbbi eredmények, tovabba
episztazis vizsgalataink €s a fehérjék biokémiai tulajdonsagai alapjan ugy gondoljuk, hogy a
profilin szerepe itt is az aktin monomerek biztositdisa a dDAAM aktin polimerizalo
aktivitdsdhoz, mig a novekvd filamentumokat az Ena kotegekbe rendezi, ami elengedhetetlen
a filopodiumok inicialdédasdhoz. Természetesen egyéb lehetdségek is elképzelhetdek, hiszen
az Ena/VASP fehérje csalad tagjai az elongaciot is segitik [138,139], mig sajat eredményeink
alapjan a dDAAM is rendelkezhet kotegformald aktivitassal [254]. Ett6l fliggetleniil
figyelemreméltd, hogy Schirenbeck és mtsai szerint Dyctiostelium-ban is egy hasonlo,

formin/VASP-fliggd mechanizmus szabalyozza a filopédium képzdédést [291].

3.10. A dDAAM szerepe az adult kozponti idegrendszerben

Gombos Rita nem k6z61t eredményei alapjan

Hattér: A teljes atalakulassal fejlédé rovarok kozé tartozod ecetmuslicak egyedfejlodésére
jellemzd, hogy a felndtt allatok szoveteinek tobbsége de novo alakul ki a larvalis iméagod
korongokbdl, mig néhdny mas szdvet, mint pl. a kdézponti idegrendszer, alapvetden
embriondlis eredetli, de a baballapot soran ezek a szdvetek is atalakulasokon mennek
keresztlil. Ez azt jelenti, hogy az adult allatok agyaban taldlhaté sejtek egy része mar az
embrioban neuronnd differencidlodott, mig mas adult idegsejtek a larvalis és bab staddiumok
soran keletkeznek ¢és illeszkednek be a neurondlis halozatokba [292]. Az el6zd fejezetben
bemutatott eredményeink alapjan azt talaltuk, hogy a dDAAM szerepet jatszik az embrionalis
idegkotegek kialakulasdban. Kovetkezd 1épésben meg akartuk vizsgalni, hogy mennyire
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altalanos jelentdségli ez a dDAAM funkcio, sziikkség van-e a dDAAM génre az adult

idegrendszerben tjonnan képz6dd neuronok fejlddése sordn is?

Eredmények: Az adult idegrendszert érintd vizsgalataink kezdetén elsoként arra voltunk
kivancsiak milyen a dDAAM kifejez0dési mintaja az adult agyban. Immunfestéseink alapjan
a dDAAM fehérje az embrionalis KIR-hez hasonléan magas szinten fejezédik ki az adult
idegrendszerben is (74. abra). Az agyban a dDAAM )61 kimutathato a teljes neuripil régidban
(74. abra), melyet az idegsejtek nyulvanyai ¢és a gliasejtek alkotnak, ami szintén jol
megfeleltethetd az embriondlis KIR-ben detektalhatd mintanak. Az is szembetlind volt az elsé
festéseken, hogy a ADAAM festés jol kijeloli a gombatestek (MB) axonjait (74. abra B,C). A
gombatest fontos szerepet jatszik az adult allatok szaglassal Osszefiiggd tanulasi €s memoria
folyamataiban [293,294,295]. A Drosophila adult agyban ez az egyik legjobban jellemzett
agytertilet, és ismert, hogy a gombatestben talalhato idegsejtek és nyulvanyaik tobbsége nem
az embridban jon létre, hanem a larvalis, ill. pupalis €let soran keletkezik [296]. Ezen eldnyos

tulajdonsagok miatt részletesebb vizsgalatainkra a gombatestet valasztottuk.

74. abra: dDAAM kifejez6dés az adult
agyban. (A) dDAAM (piros) és Elav (zold)
festés adult agyban, konfokalis metszet. Az
idegsejt specifikus Elav a sejtmagokban
halmozddik fel, mig a dDAAM a neuropile
régioban talalhato. (B) Egy masik sikban
késziilt konfokalis metszeten jol 1athato, hogy
a dDAAM (piros) felhalmozdodik a gombatest
(z6ld pottyokkel hatarolt teriilet, kinagyitva a
C panelen) axon kotegeiben.

A gombatestet felépitdé un. Kenyon sejtek axonjai jol definidlt palyak mentén

haladnak, melyek a felndtt agyban 6t jol elkiiloniild lebenyt alkotnak, ezek az o/a’, B/B’ és y
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wpa— 4 Dt 75. Abra: A gombatest felépitése.
(A) Az adult gombatest egyik fele a-
A g Ineray ; FaslI ellenanyaggal (piros) festve. Jol
' latszanak az erfsen fest6dd o és B
Prdminuot pusten % | lebenyek, tovabba a gyengén festddo y
i lebeny. (B) A teljes gombatest mCDS-
o8 GFP-vel (z61d) és a-Fasll-vel (piros)
b festve. Az mCD8-GFP a gombatest
minden sejtjében  kifejezodik  és
kijeloli az a,a', B, P és vy
lebenyekben futd Osszes axont ill. a
dendriteket is. A sejttestek teriilete (a
szaggatott vonallal hatarolt teriilet
felsé része) nem festddik. A Fasll
hasonl6 mintat mutat, mint az A
panelen. (C) A gombatest lebenyeinek
kialakulasi sémaja korai 3. stadiumu
larvatol az adultig.

24 hrs PPF

) )
48 hrs PPF s

72 hrs PPF

lebenyek (75. abra) [296,297]. A lebenyeket alkotd axonok egy az L1-es larva stadiumtol a
baballapot végéig tartd jol jellemzett fejlodési folyamat sordn alakulnak ki és érik el végso
target tertliletiiket (75. abra) [297]. Kimutattuk, hogy a dDAAM protein az L1-es stadiumtol
kezd6dden a bab staddiumokon keresztiil a fiatal adultakig kimutathatdé az MB-ben (76. abra),

késObb az adult MB-ben mennyisége fokozatosan csokken. Azt is detektalni tudtuk, hogy a

7o

fejlodo lebenyeken beliil a centralis elhelyezkedési, frissen képz0dd axonokban sokkal

GZEUR 76. Abra: dDAAM expresszi6 a
Y gombatestben Ll-es larva stadiumtol
adultig. (A-A”) A dDAAM expresszio (z61d)
mar az Ll-es stddium soran 1étrejove vy
lebenyekben megfigyelhetd. A lebenyek beld
részén futéd nyulvanyokban erbsebb
felhalmozodas latszik. (B-B”) Az L3-as larva
stadiumban a vy lebenyek centralis részén
projektalo o’ /P nyulvanyokban is
megfigyelhetd6 dDAAM felhalmozddas. (C-C”)
Ez a kozponti felhalmozddas az o/f lebenyek
keletkezése soran is végig megfigyelhetd a bab
stadiumokban. (D-F) Frissen kikelt egyedekben
a felhalmozdodas még néhany napig erés, majd
id6vel eltiinik. (D) Néhany oras, (E) egy napos
(F) két napos allat agyanak dDAAM festése. A
Fasll festés a y lebenyt és az o/ lebenyeket
jeldli ki (piros csatorna az A’-C” paneleken).
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jobban felhalmozodik a fehérje, mint a mar kordbban keletkezett periféridlis helyzetii
axonokban (77. abra) [298], ami azt sugallta, hogy az intenziv axon ndvekedés helye korrelal

a dDAAM protein lokalizaciojaval.

77. abra: dDAAM felhalmozodas az
djonnan létrejovo, centralis
nyulvanyokban. A gombatest lebenyeir6l
késziilt keresztmetszeti képeken jol latszik, hogy
a dDAAM kifejez6dés (z61d) mind az a (A-A’),
DAAM mind a f (B-B”) lebenyekben a kdzponti részen
futé nyalvanyokban a legerésebb. (C-C’) A nyél
esetében az Ujonnan létrejové nyalvanyok két
elkiilonitett kdtegben futnak, melyben szintén jol
kovethetd a kdzponti felhalmozodas. A a és a f
nyulvanyokat FaslI festés (piros) jeloli. (D) Az
A-C paneleken bemutatott abrak metszési sikjat
kiilonb6z6 szinli szaggatott vonalak jelolik a
gombatest eldlnézeti képén.

alfa

Tekintve, hogy a dDAAM null mutidnsok legkésébb a 3. larvalis stadiumban
elpusztulnak, adult életképes dDAAM™' hipomorf mutdnsok vizsgalataval probaltunk
megallapitani, hogy befolyasolja-e a dDAAM a gombatestek fejlddését. Immunhisztokémiai €s
Western-blot kisérleteink alapjan ezekben a mutansokban erdsen lecsokken a ADAAM fehérje
szintje (78. abra), ami jelezte, hogy alkalmasak lehetnek kisérleti céljainkra. Az o és B
axonok lefutdsat nagyszamu dDAAM™' mutins allatban részletesen analizdlva arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a dDAAM sziikséges a gombatest axonok novekedéséhez,

mert valtozatos nyulvanyndvekedési defektusokat tudtunk kimutatni a mutansok kb. 30-60%-

8 8 o 8 78. abra: A dDAAM mennyisége ExI
e g = g mutans allatokban. A dDAAM fehérje
g o rE M~ er6sen redukalt mennyiségben van jelen a
g = E ;" felnétt dDAAM®" (ExI) muténs allatok agyaban
= i a vad tipushoz (WT) képest. Ez jol kimutathatd

- - =130kDa mind immunhisztokémiai festéssel (jobb oldal),

mind Western-blot-tal (bal oldal). A Western-
blot-on a dDAAM fehérjét a 130 kDa—nal 1évo
sav jeloli. Belsé kontrolként a 100 kDa-nal futo
glikogén-foszforilaz-t (p94) hasznaltuk.

-, e=n . = —=100kDa
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aban (az allatok nemétdl, a hdmérséklettdl és a lebeny tipusatol fiiggden) (79. és 80. abra).

Ezt a fenotipust majdnem tokéletes hatékonysaggal menekiteni lehetett az UAS-FL-DAAM

transzgénnel (80. abra), ezért eredményeink arra utaltak, hogy a dDAAM nem csupan az

embrionalis axonok novekedését segiti eld, hanem az egyedfejlédés soran késébb kialakulo

nyulvanyok képzddésében is szerepet jatszik.

hiany rossz helyre vekonyodas rovidiilés
projektal

L= 4

hiany rossz helyre rovidiilés
projektal

80. dbra: A dDAAM™' mutinsok

79.  4dbra:  dDAAM™
mutansok gombatestén
megfigyelhetd fenotipus
kategériak. A dDAAM™
mutansok gombatestének o és P
lebenyein megfigyelhetd
kilonboz6  tipusi  nyulvany-
novekedési és projekcids hibak
bemutatasa Fasll festés alapjan. A
folsé panel a vad tipust mutatja,
mig az alsé panelek az o és P
lebenyekben detektalhato
fenotipus kategoriakat
reprezentaljak.

gombatestén megfigyelheté axon

80%
novekedesi hibak szamszerisitése. A >
dDAAM®  mutinsok  gombatestének =%

. - , , 40%
lebenyein ~ megfigyelhetd  nyalvany- s

. r oz . . P4 r 20%
ndvekedési és projekcids hibak aranya az o |,

(folsé grafikon) és a B (also grafikon) ™
lebenyek esetében. A mutans fenotipust az &
UAS-FL-DAAM transzgén tokéletesen, £
mig az UAS-mDaaml  konstrukcio
részlegesen képes menekiteni. A vizsgalt
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A dDAAM™" mutansokban megfigyelhetd MB fenotipus kdzepesen erés jellege ebben
az esetben is lehetdséget adott genetikai interakcids partnerek azonositdsara. Mindezidaig
elsdsorban azokat a jelolt géneket vizsgaltuk amelyek az embrionalis KIR-ben is kdlcsonhatod
partnernek bizonyultak. Megallapitottuk, hogy amig a RhoA mutinsok részlegesen
szupresszaljak, a Rac mutansok jelentdsen erSsitik a dDAAM™! fenotipikus hatasat (81.
abra), ami erdsiti azt az elképzelést, hogy a kozponti idegrendszerben a Rac GTPazok a
dDAAM {6 aktivalo faktorai. Az altalunk tesztelt ena és chic (profilin) mutansok koziil csak a
chic mutatott dominans genetikai kdlcsonhatast ebben a szovetben (81. abra), de mindkét
fehérje erdsen atfedd kifejez0dési mintat mutat a dDAAM-mal a gombatest teriiletén (82.
abra). A profilin tehat itt 1s egylittmiikodd partner lehet, mig az interakcid hianya az ena-val
arra utalhat, hogy ebben a szovetben az Ena fehérje mennyisége nem limitalt olyan
mértékben, hogy a géndozis maximum felére torténd csokkentése érzékelhetd fenotipikus
hatéssal jarna. Elképzelhetd ugyanakkor az is, hogy a gombatestben a ADAAM mas fehérjék
kozremiikddését igényli, mint az embrionalis KIR-ben, ezért tovabbi kisérleteket terveziink a

kérdés tisztazasa érdekében.

100% - e
90% H - a 81. 4bra: A dDAAM™
80% + — B = H - genetikai  kolcsonhatdsai  a
70% 1 wim e e BEE mrosszheyreprojekisl  gombatestben. A dDAAM™
60% +_— mim'slin B = mh mhianyzik mutansok ombatestének B
50% — —{ D"a,'itagaﬁ lebenyeiben r%legﬁgyelhetc'i axon
40% 1 e e E i ::“;:);: novekedési hibak aranya chic/+ és
30% 11— — vt Rac mutans hattereken novekszik,
20% 1+ — ' — mig az ena mutansok nem
10% 1 —1 { — — befolyasoljak azt. A szamszersités
0% T — : alapjaul szolgalo fenotipus

REEO & & & X&‘i\;\\@ kategoriakat a jobb oldalon lathatjuk.

82. abra: A dDAAM Kkolokalizacioja
a profilin és az Ena fehérjével. (A-
A”) A dDAAM (piros) kolokalizaciot
mutat a profilin fehérjével (z6ld) néhany B
oras adultak gombatestében a centralis
részen futd Ujonnan képz6dott
nyalvanyokban. (B-B”) Hasonlo g profilin
kolokalizaciot  lehet  megfigyelni a
dDAAM és az Ena viszonylataban is.

profilin
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Kovetkeztetések: A dDAAM adult idegrendszeri funkcidjanak vizsgalata tisztazta, hogy az
embriondlis KIR-en kiviil a dDAAM a felndtt agyban taldlhato idesejtek fejlodését is
befolyasolja. Szintén csak az embrioban tapasztaltakhoz hasonléan, a dDAAM mutansok
fenotipusa arra utal, hogy a fehérje legfontosabb funkcidja az axon ndvekedés eldsegitése.
Ezek alapjan tehat a neuron nyulvanyok kialakitdsaban betoltott szerep egy altalanos dDAAM
funkcionak tekinthetd, a dDAAM valoszintileg az egyedfejléodés minden stadiumaban részt
vesz az axonok ndvekedésében és ezzel az idegkotegek kialakuldsaban. Ezen tulmenden az
adult idegrendszert érintd vizsgalataink megerdsitettek, hogy a ADAAM fehérje legfontosabb
aktivatorai a kozponti idegrendszerben a Rac csaladba tartozo GTPazok, amelyek mutansai az
adult agyban erds, dozis fliggd genetikai kdlcsonhatist mutatnak a dDAAM™! hipomorf

mutanssal.

3.11. A forminok DAAM alcsaladja evoliciésan konzervalt szerepet jatszik az axon

novekedés soran

Matusek, T., Gombos, R., Szécsényi, A., Sanchez-Soriano, N., Czibula, A., Pataki, C., Gedai, A., Prokop, A.,
Raskd, 1. and Mihaly, J. Formin proteins of the DAAM subfamily play a role during axon growth. J. Neurosci.
28:13310-13319 (2008) alapjan

Hattér: A gerinces DAAM gének expresszids mintdzatanak vizsgalata soran leirtak, hogy a
Xenopus, a csirke és az egér DAAM gének egyik fo kifejez0dési helye a fejlodd kozponti
idegrendszer [191,192]. Ez arra utalt, hogy a munkank soran taldlt dDAAM axon novekedési
funkci6 a DAAM formin alcsalad evolicidosan konzervalt funkcidja lehet. A potencidlis
evolicios konzervaltsdg igazolasa érdekében két modellrendszert hasznaltunk. El6szor arra
voltunk kivancsiak, hogy a Drosophila dADAAM fehérje jelenléte P19 egér teratokarcindma
sejtvonalban hatassal van-e a P19 sejtek idegi irdnyt differenciacidos képességére.
Masodsorban megvizsgaltuk, hogy az egér mDaaml gén képes-e helyettesiteni a Drosophila

dDAAM funkciojat az embrionalis KIR-ben.

Eredmények: A P19 egy pluripotens sejtvonal, ami reténsav (RA) hatasara képes neuronalis
iranyba differencialodni [299]. Kisérleteinkben a teljes hossziusagt dDAAM-ot (FL-DAAM)
kifejezd stabil P19 sejtvonalat készitettlink, €s megvizsgdltuk annak idegi irdnyt
differenciacios képességeét. A stabil dDAAM transzfektans sejtekben zajlo differenciacios
valtozasokat ismert idegrendszeri differencidcids markerek mRNS szintjének mérésével, ill.

immunhisztokémiai festésekkel kovettiilk nyomon. Kisérleteink soran neuronalis markerként a
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B-tubulinlll-at és az intermedier filamentum NF-M fehérjét hasznaltuk [300,301], mig az a-
SSEA1 ellenanyaggal a differencidlatlan sejteket tudtuk detektdlni [302]. A dDAAM-ot
stabilan kifejezd P19 sejtek 21%-aban RA indukcid nélkiil is neuritszerli kitliremkedéseket
figyeltiink meg (83. abra D-G). Ezekrdl a sejtekrdl hianyzott az SSEA1 antigén, mig mind a
B-tubulinlll, mind az NF-M megtalalhato volt a nyulvanyaikban (83. abra). Az RT-PCR
analizis megmutatta, hogy benniik az RA indukci6 soran is megemelkedett szintet mutatd NF-
M mRNS szintje kdzel 6tszorose, mig a B-tubulinlll mRNS szinje kozel haromszorosa a

kontroll P19 sejtekben mért szintnek. A dDAAM-ot kifejez6 P19 sejteket 10'M RA

B-tublll

-I_ B-tubulinlil

40 [_INF-M
I mDaam1

relativ mRNS szint
N
3]

ol =r—m —_—
P19 P19107 RA  FL-DAAM ~_ FL-DAAM __ pEGFP
107 RA

83. abra: A dDAAM Kkifejeztetése egér P19 sejtekben. (A—C) A nem differencialt P19 sejtek kifejezik
az SSEA-1 antigént (A, zold csatorna), de az NF-M és B-tublll idegrendszeri differencialodasi markereket nem
(B,C z06ld csatorna). (D-G) A Drosophila FL-DAAM transzgént tartalmazo P19 sejtekben szinte teljesen elt{inik
az SSEA-1 expresszidja (D, z6ld csatorna), mig a sejtek egy alpopulacidja kifejezi mind az NF-M, mind a f3-
tublll markereket (E és F, zold és piros csatorndk). Az NF-M és B-tublll pozitiv sejteken hosszl, axonszerl
kitiiremkedések jelennek meg. A sejtmagokat az A-D paneleken DAPI festés (kék csatorna) jeloli. (H) Az NF-
M, B-tublll és mDaaml relativ mRNS szintjének dsszehasonlitasa kontroll P19, RA-val kezelt, FL-DAAM-ot
kifejez6, FL-D AAM-ot kifejez6 RA-val kezelt és EGFP-ét kifejez6 sejtekben. A skala mérete 50 um.
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hozzdadasaval idegi irdnyba differencidltatva azt talaltuk, hogy az NF-M mRNS szintje még
inkabb megemelkedik a kontrollként differencialtatott nem transzfektalt P19-hez képest (83.
abra H), mig a B-tubulinlll mRNS szintjében nem volt jelentds kiilonbség. Végezetiil
vizsgaltuk az endogén mDaam1 RNS szintjének valtozasat az RA-val indukalt idegi irdnyt
differenciacié soran, ¢€s azt tapasztaltuk, hogy az mDaaml mRNS szintje jelentdsen
megemelkedik a differencidlatlan P19 kontrollhoz képest (83. abra H), ami jelzi, hogy az
mDaam1 valdban részt vehet az idegi differencialodas folyamatéban.

Drosophila tesztjeink elvégzése ¢érdekében elkészitettik az egér mDaaml
tultermelésére alkalmas UAS-mDaaml::GFP konstrukciot, majd a transzgént vad tipust és
dDAAM™"?¢ mutans genetikai hattereken idegrendszer specifikusan termeltettiik tul. Az
mDaam1::GFP transzgenikus fehérjét a-GFP ellenanyaggal detektalva azt lattuk, hogy az az
endogén dDAAM-mal megegyez0 lokalizdcids mintat mutat a kozponti idegrendszer
nyulvanyaiban (84. abra). A tultermelés vad tipust hattéren nem okozott lathaté fenotipusos
elvaltozasokat a KIR-ben. dDAAM™'™¢ hattéren az elav-Gald<UAS-mDaaml::GFP
tultermelés 70%-ban vad tipust idegrendszereket eredményezett, azaz szignifikansan

menekitette a dDAAM mutansra jellemzd axonalis defektusokat (84. abra D).
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84. abra: Az egér mDaaml Kkifejeztetése a Drosophila embrionalis idegrendszerében. (A-C) Az
UAS-EGFP::mDaaml transzgén kifejez6dési mintazata a Drosophila embrionalis KIR-ben. A transzgenikus

fehérje (B,C zold csatorna) szoros kolokalizaciot mutat a hasi idegkdteg nyalvanyaiban az a-BP102 axonalis
markerrel (A,C piros csatorna). (D) Az UAS-mDaaml::GFP transzgén menekité hatasa a dDAAM™"?¢
fenotipusra. A fenotipus erésség hasonldo modon lett osztalyozva, mint a 68. abran.
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Kovetkeztetések: Osszességében kisérleteink feltartdk, hogy a dDAAM és az mDaaml
evoluciosan erdsen konzervalt idegrendszeri funkciokkal rendelkeznek, ami megmutatkozik a
fehérjék sejten beliili lokalizacidjaban és abban a képességiikben, hogy egymast
nagymeértékben helyettesiteni tudjak. Legfontosabb kovetkeztetésiink tehat az, hogy a DAAM
formin alcsaldd Drosophila és egér tagjait vizsgélva azonositottuk az axon novekedés egyik
fontos faktorat, és funkcionalis bizonyitékokat gyljtottiink arra nézve, hogy ez a DAAM

alcsalad evoluciosan erdsen konzervalt funkcioja lehet.
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4. OSSZEFOGLALAS

Munkénk kezdetén célunk az volt, hogy hozzajaruljunk a szoveti polarizalodas folyamatanak
jobb megértéséhez. Akkoriban ez mar egy intenziven tanulmanyozott kutatasi teriilet volt, de
szamos fontos kérdés megoldasra vart. Igy példaul nem volt ismert a globalis polaritasi
informacid természete, keveset tudtunk az elsédleges polaritasi fehérjék kozotti
kapcsolatokrol és a polaritasi effektor fehérjék miikodésérdl is. Ugy gondoltuk a lényeges
kérdések egy részének megoldasahoz fontos lehet a mar ismert PCP gének mikddésmodjanak
részletesebb jellemzése is, de a PCP jelatviteli rendszer addig még ismeretlen 1) elemeinek
azonositasa is sziikségesnek latszott. Ezért a kezdetekben néhdny ismert PCP gén (mint pl. a
fz és a kay/Fos) részletesebb vizsgalatara fokuszaltunk, majd elhataroztuk, hogy uj; PCP
géneket is megprobalunk azonositani. Ennek soran jelolt gének (pl. a yan, pnt, dTAK és
dDAAM) feltételezett PCP szerepét vizsgaltuk, majd egy nagyléptékii, genetikai
mozaikossdgon alapuld mutagenezis kisérlet soran harom autoszémalis kromoszéma karon
izolaltunk nagyszamu 1j polaritdsi mutanst. A PCP gének vizsgélata soran fobb eredményeink

a kovetkez6k voltak:

(1) A Frizzled receptor csalad tobb jelatviteli folyamat (pl. a PCP és a Wnt/B-katenin
utvonal) szabalyozdsaban is kitlintetett szereppel bir, azonban a jelatviteli specificitas
molekuldris alapjai ismeretlenek voltak. A Drosophila Fz és Fz2 receptorok Osszehasonlito
vizsgalata alapjan azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a két receptor jelentdsen kiilonb6zo
mértékben képes a Wnt/B-katenin, ill. a Wnt/PCP jelatviteli utak aktivalasara: a Fz2 joval
erdsebben aktivalja Wnt/B-katenin utat, mig a Fz a Wnt/PCP ut hatékony aktivatora. Kiméra
receptorok vizsgalata alapjan azt talaltuk, hogy a jelatviteli specificitast elsddlegesen a
receptorok citoplazmatikus doménje hatdrozza meg, mig kisebb mértékben az extracellularis
domén is hozzajarul. Ez arra utal, hogy a Fz receptorok intracellularis doménje eltérd
affinitdst mutat a kiilonbozé6 Wnt effektorok iranyéaba, ami alapvetéen meghatarozza a
kiilonboz6 iranyok jelatviteli hatékonysagat, vagyis effektiv PCP jelatvitel csak a Fz sejten

beliili doménjének jelenlétében valosulhat meg.

(2) Megallapitottuk, hogy a Frizzled/PCP ¢és az Egfr jelatviteli utak egytittmiikodve
szabalyozzak a Drosophila dsszetett szemének szoveti polarizalodasat. Ezek a jelatviteli utak
az AP-1 (Jun/Fos), a Yan és a Pnt transzkripcios faktorokon keresztiil részt vesznek a szoveti

polarizalodds szempontjabdl kulcsfontossagt R3/R4  fotoreceptor sejtpar sorsanak
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meghatarozasaban. Kisérleteink jelezték, hogy ezek a transzkripcids faktorok integraljak a
Fz/PCP ¢s az Egfr jelatviteli utak feldl érkezd jeleket, ami a Notch receptortol a Su(H)
transzkripcios regulatoron keresztiil érkezd jelekkel egyiittesen hatdrozza meg az R3 ¢és R4

sejtsorsot.

3) Kidolgoztunk egy olyan uj, genetikai mozaikossdgon alapuldé mutans izolalasi
stratégiat, amelynek segitségével sikeresen allitottunk elé tobb tucat 0j polaritasi mutéanst.
Késobb bebizonyitottuk, hogy az ij mutansok fele mar ismert PCP géneket azonosit, mig a
tobbi mutacio uj PCP géneket érint jelezvén, hogy stratégiank igen hatékonyan mikodott. Az
1) mutansok koziil kettdt molekularis szinten is térképeztiink, ami lehetévé teszi a részletes

jellemzésiiket.

4) Az egyik 0j PCP gén a Drosophila Rab23 ortolog volt. Mutans analizis segitségével
megallapitottuk, hogy a Rab23 sziikséges az adult epidermiszt boritdo trichomak szoveti
polarizaloddsahoz, de nem befolyasolja sem az érzékszOrok, sem az Osszetett szem planaris
polarizacidjat. Ezek alapjan a Rab23 egy egyedi PCP gén, amely kizardlag a trichomak
fejlodését szabalyozza, de nem befolyasolja a tobbsejtii struktirak polaritdsat. A trichoma
fejlodés folyamatan beliill a Rab23 két fontos lépéshez kothetd, egyrészt hozzdjarul a
trichdmak helyes orientaldédasahoz, masrészt szabalyozza a sejtenkénti trichdma szédmot.
Genetikai interakcids, biokémiai és sejtbiologiai vizsgalataink alapjan azt talaltuk, hogy
szarnysejtekben a Rab23 fehérje a Pk fehérjével €s az In komplex fehérjéivel egylittmiikodve
szabalyozza a sejtenkénti trichoma szdmot. Eredményeink arra utalnak, hogy a Rab23-t61
fliggd vezikula transzport folyamatok és a Pk egylittesen jarulnak hozzd a PCP eftektorok

aktivalodasahoz.

Az egyik PCP jelolt génilink, a Drosophila DAAM ortoloég, analizise soran
funkciovesztéses allélokat izolaltunk, és megallapitottuk, hogy a gerinces DAAM
ortologokkal ellentétben, a dDAAM nem jatszik lényeges szerepet a Fz/PCP jelatviteli
folyamatokban. A dDAAM gén az aktin sejtvaz szabalyozasdban fontos szerepet jatszd formin
fehérje csalad egyik tagjat kddolja. Tekintve, hogy ennek a rendkiviil fontos és érdekes
fehérje csaladnak a tagjait tobbsejtli allatokban genetikai moddszerekkel korabban csak
kevéssé jellemezték, elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk milyen fejléddésbiologiai funkcidokkal

bir a dDAAM. A dDAAM embriondlis kifejez6dési mintdjanak vizsgalata bebizonyitotta, hogy
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a fejlodd embrionalis kozponti idegrendszerben, az embrionalis tranchearendszerben,
valamint a kardioblaszt sejtekben is magas szinten expresszalodik a fehérje, ami egyértelmiien
felvetette azt a lehetdséget, hogy a dDAAM érdekes szovet specifikus funkcidkkal bir az
egyedfejlodés soran. A dDAAM funkciondlis analizise soran legfontosabb eredményeink a

kovetkezok voltak:

(1) A Drosophila DAAM fehérje formin homologia doménjeinek biokémiai vizsgalata
soran bebizonyitottuk, hogy az FH2 domén 6nmagaban, ill. az FH1 doménnel kiegésziilve is
bona fide forminként viselkedik, tehat mutatja az egyéb forminokra is jellemzd legfontosabb
tulajdonsagokat. Ezek koziil kiemelendd, hogy az FHI1-FH2 fragmentum aktin nukledlo
aktivitassal bir €s profilin jelenlétében erds processziv elongacids aktivitdst mutat, ily modon
in vitro koriilmények kozott jelentdsen fokozza az aktin polimerizacio sebességet. Az FH2, ill.
az FH1-FH2 fehérjéket S2 sejtekben kifejezve azt tapasztaltuk, hogy az FH2 domén in vivo
nem okoz fenotipikus valtozasokat, mig az FH1-FH2 fragmentumot kifejezd sejtek erdsen
megnovekedett F-aktin szintet mutattak és gyakran lamellipodialis vagy filopdodialis
sejtnyulvanyokat novesztettek. Megfigyeléseink tehat jelezték, hogy az FH1 domén jelenléte
dramaian megvaltoztatja az FH2 domén in vivo aktivitasat, €s egyiittesen olyan aktivalt

forminként viselkednek, ami aktin sejtvaz alapt motilis sejtnyulvanyok képzddését segiti eld.

(2) dDAAM mutansok vizsgalataval feltartuk, hogy a gén hianya sulyos defektusokat okoz
a légcsérendszer belsd felszinét boritd kutikula fejlédésében. A trachea kutikula kialakul
ugyan, de a vad tipusra jellemzd bordaminta 6sszeomlik, ami stulyos elvaltozasokat okoz a
trachearendszer strukturajaban és miikodésében. Kisérleteink alapjan a vad tipusu kutikula
mintazat kialakitasdhoz sziikség van egy apikalisan elhelyezkedd aktin vazra, ami direkt vagy
indirekt modon kijeloli a strukturalis szempontbdl fontos kutikulabordak helyét. A dDAAM
mutansokban kimutathat6 rendezetlen aktin filamentumok és az alacsonyabb az F-aktin szint
arra utaltak, hogy a dDAAM részt vesz az apikalis aktinkabelek kialakitasdban, €s egy 0j in
vivo formin funkciora is fényt deritettek, ami egy filamentum rendezd aktivitast jelent.
Genetikai interakcios kisérleteink alapjan a dDAAM protein a trachedban valdsziniileg
a RhoA GTP-azzal és az Src42A, ill. a Tec29 kindzokkal egyiittmiikodve szabalyozza a
kutikula fejlédést. Adataink egylittesen azt jelzik, hogy a RhoA/DAAM/Src modul

szabalyozza az aktin filamentumok elrendezddeését, és eldsegiti a kutikula szekréciot.
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3) Munkank sordan LOF és GOF analizis segitségével bizonyitottuk, hogy az egyetlen
pan-neuralis kifejezédési mintat mutatd Drosophila formin, a dDAAM meghatarozé szerepet
jatszik az embriondlis kdzponti idegrendszeri axonok novekedésében. Azt is megmutattuk,
filopodiumok képzddését segiti eld, és tekintve, hogy a filopddiumok esszencialis szerepet
jatszanak a novekedési kup elorehaladasaban, ez jol magyardzza a teljes idegrendszer szintjén
megfigyelhetd axon ndvekedési defektusokat. Biokémiai, genetikai interakcios ¢€s fehérje
lokalizacios kisérleteink azt sugalljak, hogy az Ena/Profilin/dDAAM szabéalyoz6é modul

kritikus szerepet jatszik a filopddialis aktin sejtvaz atrendezddések iranyitasaban.

4) A dDAAM adult idegrendszeri funkciojanak vizsgalata tisztazta, hogy az embrionalis
idegrendszeren kiviil a dDAAM a felndtt agyban talalhatd idegsejtek axonjainak novekedését
is eldsegiti. Ezek alapjan tehat a neuron nyulvanyok kialakitdsaban betdltott szerep egy
altalanos dDAAM funkcionak tekinthetd, a dDAAM valdszinilileg az egyedfejlddés minden
stadiumaban részt vesz az axonok novekedésében €s ezzel az idegkotegek kialakulasaban. Az
adult idegrendszert érint6é vizsgalataink azt is megerdsitették, hogy a dDAAM fehérje
legfontosabb aktivatorai a kozponti idegrendszerben a Rac csaladba tartoz6 GTPazok.
Végezetiil az egér mDaaml gén vizsgélata ecetmuslicaban, ill. a dADAAM vizsgalata
egér P19 sejtekben feltarta, hogy ezek a forminok evolacidosan erdsen konzervalt
idegrendszeri funkciokkal rendelkeznek, ami megmutatkozik a fehérjék sejten beliili
lokalizacidjaban ¢s abban a képességiikben, hogy egymast nagymértékben helyettesiteni
tudjak. Legfontosabb kovetkeztetésiink tehat az, hogy a DAAM formin alcsalad Drosophila
€s egér tagjait vizsgdlva azonositottuk az axon novekedés egyik fontos faktorat, és
funkcionalis bizonyitékokat gylijtottiink arra nézve, hogy ez a DAAM alcsalad evolucidsan

erdsen konzervalt funkcidja lehet.

Eredményeink kapcsan gyakran tjabb megvalaszolandé kérdések mertiltek fel. Ezek
egy részén jelenleg is dolgozunk. Ezen témak koziil kiemelkedik a dDAAM izomrost
kialakulasban jatszott szerepének vizsgalata. Mar korai megfigyeléseink jelezték, hogy a
dDAAM kifejezédik az embriondlis kardioblasztokban, késObb bebizonyitottuk, hogy a
larvalis testfal izmokban ¢€s a repiiléizomban is jelen van mint szarkomerikus fehérje. Ezzel
0sszhangban par napos egér embriok immunhisztokémiai vizsgalataval kimutattuk, hogy az
mDaam]l erdsen felhalmozodik a szivizomban és a harantcsikolt izmokban, ahol hasonlo

szarkomerikus festddést mutat, mint a dADAAM Drosophila izmokban. Még folyamatban 1évo
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kisérleteink alapjan a dDAAM alapveté szerepet tolt be a szarkomerek vékony
filamentumainak a kialakitasaban, és azt reméljik, hogy a dDAAM mutansok, ill. a
kolcsonhatd partnerek vizsgalata fontos Uj informacidkat szolgaltat majd az izomfejlédés ezen

dontd jelentdségli, de ma még részleteiben alig ismert 1épésérdl.
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7. FUGGELEKEK
7.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

Terjedelmi okok miatt a vizsgdlataink sordn felhasznalt anyagok és modszerek koziil
elsdsorban azok bemutatasara torekedtem, amelyek Drosophila specifikusak vagy azon beliil
is egy adott szovet vizsgalata szempontjabol egyedi moddszerek. A széleskoriien alkalmazott
molekuldris biologiai metodikdk részletes leirasatol itt eltekintek, azokat az 4&ltalanos

szabalyok ¢€s leirdsok szerint alkalmaztuk.

Drosophila tenyészet és torzsek

A Drosophila torzsek fenntartasahoz standard muslica-taptalajt hasznaltunk, amelyben
kukoricaliszt, szaritott élesztd, agar €s cukor a fobb komponensek. Kisérleteinket altalaban
25°C-on en masse végeztiik, az ettdl valo eltérést az adott kisérlet leirasanal kiilon jeleztem. A
felhasznalt igen nagyszdmi muslica torzs leirasa megtalalhatd az integralt Drosophila

adatbazisban (Flybase, http://flybase.org), ill. az értekezés alapjaul szolgald kdzleményekben.

Sejtkultura
A Drosophila S2 sejteket Schneider taptalajban (Lonza) tartottuk fenn. A
transzfekcidk sordn az Effectene transzfekcios kitet hasznaltuk (Qiagen), immunfestések elott

a sejteket a transzfekciot kovetden 24 6ra mulva fixaltuk.

EMS és ENU mutagenezis

Az ) PCP muténsok eldallitasa érdekében elvégzett mutagenezis kisérletek soran
Ubx-Flp; FRT40 vagy Ubx-Flp, FRT42 homozigéta himeket 6 6ra ¢heztetés utan 0,030 M
etil-metan-szulfonatot (EMS) tartalmazd 1%-os cukoroldattal etettiink 6t 6ran at. Az Ubx-Flp;
FRT82 himeket hasonlo koriilmények kozott 1,6 mM-os N-etil-N-nitrozourea (ENU) oldattal
kezeltiik. A kezelés utan a himeket 100-as csoportokban megfeleld genotipusu 80 sziiz
ndstényhez kereszteztilk. Az utddgeneraciobol egyedi himeket kereszteztiink tovabb a

megfeleld genotipusu néstényekhez (a keresztezési séma megtaldlhato a 37. abran).

Embrionadlis kutikula prepardtum készitése
A petéztetés kezdete utan 22 oraval az embridokat nedves ecsettel eltavolitottuk a

taptalaj felszinérdl, egy kisméretli szitaban gytijtottiik 6ssze és csapvizzel tisztdra mostuk,

153



dc_21 10

majd 0,5%-0s Chlorox oldattal (10-szeres higitas) fél percig dekorionizdltuk, hosszan foly6
csapvizzel oblitettiik. A felesleges vizet leitattuk az embriokrol, majd alig nedves ecsettel kb.
50-es csoportokban, targylemezre csoppentett tejsavas Hoyers-médiumba (1: 1 tejsav:Hoyers)
helyeztiik at. A preparatumot lefedtiik és 65°C-os termosztalt lapon feltisztulasig inkubaltuk,

majd 200-szoros nagyitasnal, faziskontraszt mikroszkoppal vizsgaltuk.

Adult szarnyprepardatumok készitése

A preparatumok készitése elott az adult allatokat legalabb egy napig glicerin és etanol
3:1 aranylt elegyében taroltuk. A szarnyakat ebben az oldatban boncolocsipesszel
levalasztottuk, desztillalt vizben mostuk, majd targylemezen Hoyer’s oldatba helyeztik és
lefedtiik, végiil kb. 12 6ran at 60 °C-on inkubaltuk. Statisztikai 6sszehasonlitasra a legtobb
esetben az A szarnyszektor dorzalis oldalat hasznaltuk. A szarnyakat Zeiss Axiocam MOT2

mikroszkoppal fotoztuk.

Adult kutikula preparatumok készitése

A preparalasra szant allatokat glicerin és 96%-os etil-alkohol 3:1 aranyu keverékében
taroltuk. A preparalds megkezdése eldtt a potrohrdl eltavolitottuk a fejet és a tort, majd
legalabb 5 percre 96%-0s alkoholba helyeztik. A kutikula megkeményedése utan az
abdoment egy ¢éles hagyoményos borotvapengével a hati oldalon Ovatosan kettévagtuk
an¢lkiil, hogy a sterniteket atvagtuk volna, majd a kettévagott abdomeneket legalabb 10
percre glicerinbe helyeztilk. Az ily mddon megpuhitott, kettévagott kitines kiiltakarorol
eltavolitottuk a beleket és tracheakat, majd Ovatosan szétteritettik a kutikulat és a
preparatumot egy targylemezen 10%-os KOH-ba helyeztilk 4t. Gondos kiigazitas utan az
abdominalis kiiltakarot lefedtiik, €s fél orara 51°C-os termosztalt lapra helyeztiik. Ezutdn a
feltisztult preparatumot desztillalt vizzel 6vatosan ledztattuk egy kisméretli Petri csészébe. A
leusztatott, kisimult kiiltakar6t az eredetileg kiils6 oldallal felfelé egy csepp Hoyers-
médiumba helyeztiik at, lenyomtuk a csepp aljara, buborékmentesen lefedtiik, majd 12 6rara
60 °C-os termosztatba helyeztik. A kész preparditumokat Zeiss Axiocam MOT2
mikroszkoppal vizsgaltuk és fotoztuk.

Adult szemek fixdldasa, bedagyazdasa és szemmetszetek készitése
A vizsgalni kivant adult egyedek fejét altatasban szikével levagtuk majd az egyik
szemen is metszést ejtettiink, ami biztositja a fixalo szer behatolasat a feji szovetekbe. Az igy

elokészitett fejek fixalasat 2%-os glutaraldehid PBS-es oldatdban végeztiik 15 percig jégbe
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helyezett Eppendorf csovekben. Utdna a szemeket centrifugdlassal Osszegyljtottiik a cso
aljan, majd a fixal6 oldatot OsO4 ¢€s glutaraldehid 1:1 ardnyt elegyére cseréltiik 1-6 orara.
Ezek utan a dehidralas kovetkezett 30, 50, 70, 90 és 96%-os etanolban torténd 10 perces
inkubalasokkal. A dehidralds végén az etanolt 10 percre propilén-oxidra cseréltiik, majd a
fejeket propilén-oxid €s miigyanta (Durcupan, Fluka) 1:1 aranyu keverékében egy €jszakan at
inkubaltuk. A kdvetkezé napon a fejeket 4 6rara miigyantaba helyeztiik, majd egyesével friss
miigyantat tartalmaz6 dntdmintaba helyeztiik at 6ket, ahol pozicionélds utan egy ¢éjszakéan at
70 °C-on inkubaltuk dket. Metszés elott a felesleges mligyantat pengével eltavolitottuk, majd
mikrotommal félvékony metszeteket készitettiink. A metszeteket egy csepp vizben
targylemezre helyeztik majd 65 °C-on 2 percig szaritottuk Oket. Lefedés eldtt, a klon
analizisek kivételével, 1% borsav ¢és 1% toluidin-kék oldatdban 1-5 percig festettiik a

metszeteket.

Drosophila embriok fixalasa

A sziil61 torzset vagy keresztezést szén €s agar tartalmu téptalajon petéztettiik 4 6ran
at. Az embridkat ezutan a megfeleld kor eléréséig szobahOmeérsékleten tartottuk. Keétféle
fixalasi eljarast alkalmaztunk annak fliggvényében, hogy a vizsgélat sordn az embrido mely

struktaréjara voltunk kivancsiak.
Metanolos fixalas

Az embridkat 50%-os Chlorox-ban dekorionizaltuk, majd n-heptan:PBS+ 4%
formaldehid 1:1 aranyu keverékében szobahdn 30 percig fixaltuk. Ezt kovetden a vizes fazis
eltavolitdsa utdn a fixalt embriokat n-heptan:metanol 1:1 aranyu keverékében razassal
devitellinizaltuk, majd az embridokat 1 ml PBS : metanol (1:1) keverékében rehidrataltuk, €s
PBS-T-vel (PBS, 0,1% Triton-X) 3-szor 10 percig mostuk. Az immunfestést megeldzden az
embriokat PBS-BT-ben (PBS, 0,1% Triton-X, 0,2% BSA) blokkoltuk minimum 1 6ran at

szobahon.
,Lassu” fixalas

Az aktin sejtvaz vizsgalatara, csak az ezzel a moddszerrel fixalt embridk voltak
hasznalhatoak, mert a metanol az aktin sejtvdzat a phalloidin-nel torténd festésre

alkalmatlanni teszi. A dekorionizacios 1épés megegyezett a metanolos fixdlas soran leirtakkal.
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Ezutan az embridkat egy eldre (1-7 nappal hamarabb) elkészitett fixald reagensbe (37%-0s
formaldehiddel telitett n-heptan) tettiik. A fixalasi lépés 40 percig tartott, majd az embridkat
milanyag Petri-csészére helyeztiik ki, és hagytuk, hogy a heptan elparologjon. Ezutin az
embriokat PBS-sel fedtiik le, és rovartli segitségével, mikroszkop alatt megsértettiik az
embriot boritod vitellin membrant. Az eljaras soran a kézzel devitellinizalt embriok kiasztak a
PBS-be. Az embriokat az 6sszegytijtést kdvetden 3-szor 10 percig mossuk PBS-T-vel, majd

minimum 1 6ran 4t PBS-BT-vel blokkoltuk.

Imago korongok fixdaldsa

A szem-antenna, ill. a szarny diszkuszokat jéghideg PBS-ben kiboncoltuk a larvakbol,
oly modon, hogy a szem-antenna diszkusz a kitines szajszervhez, mig a szarny diszkusz a
larva eliils6 felének kiforditasa €s kitisztitasa utan a larvalis epidermiszhez kotédve maradjon.
A fixalast 2% paraformaldehid frissen készitett PBS-es oldatdban végeztiik 30-45 percig
szobahdn (Wg festés eldtt 4%-os oldatot hasznaltunk). A festés és masodlagos ellenanyaggal

val6 inkubdlds utan 1%-os paraformaldehiddel poszt-fixalast is végeztiink.

Larvalis trachea fixalas

A larvékat szilikonlemezen rovartlik segitségével rogzitettiik, majd egy csepp PBS-
ben szemsebészeti olloval a ventralis oldalon felnyitottuk. A trachea kivételével minden belsd
szervet, illetve a zsirtestet is eltavolitottuk, majd a preparalt trachedkat 2% paraformaldehid
PBS-es oldataban fixaltuk 20 percig szobahdn. A fixalas utdn a preparatumot 3x10 percig
PBS-T-vel mostuk, majd Eppendorf cs6be helyeztiik, és PBS-BT-ben szobahdn blokkoltuk.

Adult agy fixdlasa

Az adult allatokat CO,-dal altattuk, majd fejiiket szikével levagtuk, jéghideg PBS-ben
Osszegyljtottik ¢és az agyakat csipesszel kiboncoltuk. A kiboncolt agyakat 4%-os
paraformaldehid PBS-es oldataban 20 percig fixaltuk szobahdn, majd a preparatumokat 3x
mostuk PBST-vel, végiil Eppendorf csdbe helyeztiikk, és PBS-BT-ben 1 6ran keresztiil
szobahdémérsékleten blokkoltuk.

Babszarny boncolas és fixdlas
A babszarny boncolasok elott a fehér bab allapotban legyjtottiik a babokat, majd

azokat a szilikséges homérsékleten (altalaban 25 °C-on) neveltiikk a boncolas kezdetéig. A
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boncolés soran a babokat kibontottuk a babborbdl, majd mindkét végiikon vagast ejtettiink és
azokon keresztiil kitisztitottunk bel6liik minden nem epidermalis szovetet. Ezek utan a
fixalast 4%-os formaldehid PBS-es oldatdban végeztiik 30 percig szobahdn. Az In festések
elott a fixalas 4% paraformaldehid PBS-es oldataban tortént 30 percig 4 °C-on. Fixalas utan a
szarnyakat kibontottuk az dket koriilvevd epidermalis tasakbol és a fixalo szer kimosasat, ill. a

blokkolast hasonld6 modon végeztiik, mint az egyéb szovetek esetében.

82 és P19 sejtek fixalasa

A feddélemezeken novesztett sejtekrdl eltavolitottuk a tapoldatot, majd PBS-sel mostuk
oket. Ezt kovetden a feddlemezeket 4% formaldehid PBS-es oldatdban 30 percig fixaltuk
szobahdn, majd a fixalast kovetden 3x10 percig PBS-sel mostuk dket. A mosas utan a sejteket
PBS-T-vel 3 percig permeabilizaltuk, majd ismét mostuk PBS-sel 3x10 percig. Az utolso
mosasi lépés utdn a permeabilizalt sejteket PBS+5% FBS oldataban 1h-ig blokkoltuk

szobahon az immunfestés elott.

Elsodleges ellenanyag készités

Az o-dDAAM ellenanyag készitéséhez az FH1-FH2 fragmentumot kodold6 cDNS
darabot pGEX-2T vektorba klonoztuk. A GST::dDAAM faziés fehérjét E. coli-ban
termeltettilk, majd GSH oszlopon (Amersham Biosciences) affinitaskromatografiaval
tisztitottuk. Thrombinos hasitds utan gélfiltracidos kromatografiaval tisztitottuk tovabb. A
tisztitott fehérjét (100 pug) négy honapos nyulakba szubkutan injektaltuk. Harom immunizalés
utan a szérumot immunfestések és Western-blot analizis segitségével teszteltiik.

Az a-Rab23 ellenanyag készitéséhez a teljes hosszusagii Rab23 cDNS-t klonoztuk
pDEST17 vektorba. A His-tagelt fehérjét BD-Talon gyongydkon tisztitottuk. A tisztitott
fehérjét szubkutan injektaltuk harom honapos Balb/c egerekbe. A szérumot 4 immunizalas

utan teszteltik és hasznaltuk.

Immunhisztokémia

A fixalt embridkat, larvalis szoveteket és babszarnyakat egy ¢jszakan keresztiil
festettiik 4°C-on. Az elsddleges ellenanyagokat PBS-BT-ben higitottuk ki a megfeleld
koncentraciora. Az inkubalast kovetden a mintdkat legalabb 5-szor 20 percig PBS-T-vel
mostuk, majd PBS-BT-vel kihigitott fluoreszcens, vagy biotinilalt masodlagos ellenanyaggal
inkubaltuk 2-3 h-t szobahdémérsékleten. Ezt kovetéen 5-szor 30 percig mostuk Oket, majd
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glicerin:PBS (1:1) keveréket mértiink az rajuk. Ezt miutan a mintdk az Eppendorf csé aljara
siillyedtek, gicerin :PBS (4:1)-re cseréltiikk. Az ily modon eldkészitett embriokat és larvalis
trachedkat targylemezekre helyeztiik, és lefedtiik.

A csapadék-képzddéses festéseknél a masodlagos ellenanyagos inkubalast kovetd
utols6 30 perccel a mosas lejarta eldtt elokészitettiik a Vectastain ABC reagenst, majd az
embridkat 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk ABC reagensben. Az inkubaciot
kovetden az embridkat 5x10 percig PBS-T-vel mostuk, majd egy elore 6sszemért DAB-H,0,
reagenst mértiink rajuk. A csapadékképzddést mikroszkop alatt ellendriztiik, majd a megfeleld
csapadékdenzitas elérése utan PBS-sel ledllitottuk a folyamatot. Az embridkat PBS-T-vel
mostuk, majd a fluoreszcens festési eljarasnal leirtak szerint kezeltiik. Az embrionalis KIR-
eket glycerin:PBS 4:1 oldataban rovartiik segitségével boncoltuk ki mikroszkop alatt.

Az S2 ¢és P19 sejtek immunhiszokémiai festése abban tért el a fent leirtaktol, hogy a
sejteket az elsddleges és masodlagos ellenanyagokkal PBS+5% FBS-ben inkubaltuk 4 6ran
keresztlil szobahdn, illetve, hogy az egyes inkubacios Iépések kozott a mosasokhoz PBS-t

hasznaltunk.
Felhasznalt elsodleges ellenanyagok, és higitisaik

o-DAAM: 1:4000 (immunfestésen), 1:500 (Western-blotton)
o-BP102: 1:5 (DSHB)

o-Fasll: 1:50 (DSHB)

anti-B-galaktozidaz: 1:1000 (Promega)
egér-anti-B-tubulinlll:1:1000 (Millipore)
nyul-anti-B-tubulinlll:1:1000 (SIGMA)

o-NF-M:1:10 (DSHB)

o-SSEAT1:1:1 (DSHB)

a~ena:1:500 (DSHB)

o~chic:1:10 (immunfestésen), 1:1 (Western-blotton) (DSHB)
o-En:1:10 (DSHB)

o-Eve:1:1000 (M. Frasch jovoltabol)

a-DCAD2: 1:10 (DSHB)

o-m2A12: 1:5 (M. Krasnow jovoltabol)

o-EGFP: 1:1000 (Invitrogen)
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o~-myc: 1:400 (Roche)

o-Fz: 1:10 (DSHB)

o-Wg: 1:10 (S. Cohen jovoltabol)
o~Ac: 1:200 (S. Carroll jovoltabol)
o-Elav: 1:300 (DSHB)

o-Fos: 1:500 (D. Bohmann jovoltabol)
o-Sens: 1:1000 (H. Bellen jovoltabol)
o~Bar: 1:100 (K. Saigo jovoltabol)
o-Rab23: 1:100 (sajat ellenanyag)
o-Dgo: 1:200 (S. Eaton jovoltabol)
o-Stbm: 1:500 (T. Wolft jovoltabol)
o-In: 1:1000 (P. Adler jovoltabol)
a-Pk: 1:2000 (D. Gubb jévoltabol)
o-HA: 1:400 (Roche)

o-Fmi: 1:10 (T. Uemura jovoltabol)

Felhasznalt masodlagos ellenanyagok, és egyéb reagensek
Rhodamin-Phalloidin: 1:100 (Invitrogen)
Al488-Phalloidin: 1:100 (Invitrogen)

Al647-Phalloidin: 1:100 (Invitrogen)
DAPI (100pg/ml): 1:500

Egérben termelt ellenanvagra specifikus:

o~egér-biotinilalt: 1:500 (Vector Laboratories)
o~egér-biotinilalt IgM: 1:300 (Vector Laboratories)
o-egér-Al-488: 1:600 (Invitrogen)

o~egér-FITC IgM: 1:100 (SIGMA)

o-egér-Al-546: 1:600 (Invitrogen)

o-egér-Al-633: 1:600 (Invitrogen)
a~egér-HRP-konjugilt: 1:5000 (DAKO)
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Nyulban termelt ellenanyagra specifikus

o-nyul-biotinilalt: 1:500 (Vector Laboratories)
o-nyul-Al-488: 1:600 (Invitrogen)
o-nyul-Al-546: 1:600 (Invitrogen)
o-nyul-Al-633: 1:600 (Invitrogen)
o-nyul-HRP-konjugalt (SIGMA): 1:600

Patkanyban termelt ellenanvagra specifikus

o-patkany-Al-488, felhasznalt higitas: 1:600

RNS in situ hibridizdacio

Az RE67944 EST klont tartalmazd pFLC-I plazmidot in vitro transzkripcidhoz EcoRI
(Fermentas) restrikcids enzimmel emésztettiik, QIAGEN Gel Extraction kittel tisztitottuk,
majd ROCHE DNA Labelling Kit felhasznalasaval a dDAAM mRNS-re specifikus probat
készitettlink. A hibridizdcibhoz az embriokat 2 6rds idOablakokban fixaltuk (metanolos
fixalas), metanol:PBS higitasi sorozatban (metanol: PBS 9:1, 7:3, 5:5, 3:7 l1épéseken
keresztiil) rehidrataltuk, 7,5% formaldehid PBS-es oldatdban 20 percig szobahdn
posztfixaltuk, majd 3x2 percig PBS-T-vel mostuk. Az embridkat ezt kovetéen PBS-
T+50ug/ml ProteinazK-val 4 percig permeabilizaltuk, majd az emésztést 2mg/ml glycin
oldataval ledllitottuk. A permeabilizalt embridkat 5x20 percig PBS-T-ben, majd PBS-
T:hibridizacios puffer (S5ml formamid, 2,5ml 20x SSC, 0,1 ml carrier DNS, 100 pl 10mg/ml
tRNS, 5ul heparin, 10ul Tween-20, 2,3ml H,0O) 1:1 ardnyt keverékével mostuk. Ezek utan
hibridizacios pufferben egy éjszakan at 48 °C-on prehibridizaltuk, majd a hibridizacios puffert
az elkészitett probaval kiegészitve tovabbi 24h-n at hibridizaltunk. A hibridizacids Iépést
kovetéen az embriokat 5x15 percig PBS-T-vel mostuk, majd 1:10000 o-DIG (ROCHE)
ellenagyaggal festettiik.

Western-blot

A Western-blot kisérleteket alapvetden standard koriilmények kozott végeztik, a
megfeleld modon feltart mintdkhoz Laemmli puffert adtunk, majd 10 percig forraltuk dket. A
forralas utdn a mintékat 5 percig 14000rpm-en centrifugaltuk, majd azok 1/5 részét denaturalo
SDS gélen megfuttattuk. Az elvalasztott fehérjéket Millipore nejlon membranra blottoltuk. A
blottolasi Iépést kovetden a membranokat 5% sovany tejport tartalmazd TBST-ben blokkoltuk
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1 o6rdig szobahdn, majd egy ¢&jszakan at inkubdltuk &ket a megfeleld elsddleges
ellenanyagokkal. Ezt kovetden a membranokat TBST-ben 3x20 percig mostuk, majd a
megfeleld masodlagos ellenanyagokkal kiegészitett 5% sovany tejpor TBST-s oldataban 1
orat szobahon inkubaltuk. Ezek utan a membréanokat 3x20 percig TBST-ben mostuk, majd

Millipore Immobilon kemilumineszcens detekcios reagenssel elohivtuk.

Immunprecipitacio

A dDAAM analiziséhez kothetd koimmunoprecipitacios kisérletek soran 6x10°
pAWM-DADm-DAAM::EGFP-vel tranziensen transzfektalt S2 sejtet tartunk fel, 1 oraig
inkubalva a sejteket 4°C-on lizis pufferben (0,1% SDS, 0,2% NaDoc, 0,5% NP-40, 150mM
NaCl, 50mM TrisHCI, pH=8.0). A lizdtumokat azutdn az aspecifikus kotédések
csOkkentésének érdekében 100-100pnl IgG mentes ProteinA-Sepharose gyongyokkel
inkubaltuk (CL4B, Pharmacia) 1 6ran keresztiil 4°C-on. A kimeritést kdvetéen az IgG mentes
gyongyoket lizis pufferrel mostuk és félretettiik, a tovabbiakban gydngy kontrollként, mig a
lizatum 1/10 részét Western-blot kontrollként hasznaltuk (a gélekre a Western-blot kontrollok
¢s a gyongy kontrollok 1/10 részét vittiik fel). A kimeritései 1épés alatt 50-50ul ProteinA
Sepharose gyongyot a precipitdciokhoz hasznalni kivant elsddleges ellenanyagokkal lizis
pufferben telitettiink (az a-ena esetében 250ul ellenanyag, mig az a-chic esetében 500l
ellenanyag keriilt felhasznalasra 1ml végtérfogatban). Az ily modon elkészitett
prekomplexeket rovid ideig (3x5Spercig) lizis pufferrel mostuk, majd az ellenanyagokkal
telitett gyongyok felét félretettiik, ez a tovabbiakban IgG kontrollként szolgalt. A kimeritett
lizatumokat a maradék (25-25ul) prekomplexekkel egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk, majd a
feliillusz6 eltavolitdsa utan a gyongyodket 3x20 percig lizis pufferrel mostuk. A kotddott
fehérjéket Laemmli pufferben elualtuk 56°C-on 1h-ig, majd forralassal 10 percig. Rovid
centrifugalast kovetéen a precipitatumot Pasteur pipettabol késziilt kapillarissal dvatosan
leszivtuk, a tovabbiakban ezt hasznaltuk a Western-blot analizisek sordn (a gélekre a
precipitatumok 2/5 részét vittiik fel).

A Rab23 analiziséhez kothetd koimmunoprecipitacids kisérletek soran 100 darab (28-
30 oras) babot homogenizaltunk lizis pufferben (lasd font) 1 6ran at 4°C-on. A nem szolubilis
anyagot centrifugalassal (15000 rpm, 15 perc 4°C-on) tavolitottuk el és a tovabbi kisérletekre
a tiszta feliiluszot hasznaltuk. A lizatum 1/10 részét Western-blot kontrollként hasznaltuk. A
lizatumokat az aspecifikus kotddések csokkentésének érdekében 100ul IgG mentes ProteinA-

Sepharose gyongyokkel inkubaltuk (CL4B, Pharmacia) 1 oran keresztiil 4°C-on. Az
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immunoprecipitdcidé soran a preinkubalt gyongyokbdl 60ul-t inkubaltunk 30ul o-Rab23
ellenanyaggal 2 oran keresztiil 1 ml lizis bufferben. Az ily mddon elkészitett prekomplexeket
rovid ideig (3x5Spercig) lizis pufferrel mostuk, majd az ellenanyagokkal telitett gyongyok egy
részét félretettiik, ez a tovabbiakban IgG kontrollként szolgalt. A prekomplex maradékaval az
immunoprecipitaciot 4°C-on egy éjszakan at folytattuk, majd a feliiliszé eltavolitasa utan a
gyongyoket 3x20 percig lizis pufferrel mostuk. A kotddott fehérjéket 2xLaemmli pufferben

elualtuk és Western-blot kisérletekkel analizaltuk.

162



dc_21 10

7.2. Osszefoglalé tablazat a dolgozatban bemutatott PCP génekrél

Drosophila Gerinces Molekularis adatok Erintett szovet/folyamat
gén gén musliciban  gerinces allatban

Elsédleges PCP gének

dishevelled (dsh) Dvi2 (egér) Citoplazmatikus fehérje DIX, minden belsé fiil,
XDsh (X. laevis) PDZ ¢és DEP doménekkel. In szovet CE
vitro koti a Pk, Fz, Stbm és Dgo
fehérjéket.

strabismus (stbm)/  Vang-like 1 4-TM protein, koti a Pk, Dsh és minden belsé fil,

Van Gogh (Vang) (Vangll); Dgo fehérjéket. Rekrutalja a Pk szovet CE,
Vang-like 2 fehérjét. vese,
(Vangl2); bilateralis
trilobite (tri; szimmetria
zebrahal)

diego (dgo) Diversin Citoplazmatikus fehérje minden CE,
(ankrd6);, ismétlddo ankyrin doménekkel. szovet bilateralis
inversin (invs) In vitro koti a Dsh, Stbm és Pk szimmetria
fehérjéket, a Pk-lel kompetal a
Dsh kotésért.

inturned (in) X. leavis Citoplazmatikus fehérje PDZ szarny, CE
inturned (X/nt)  homologia doménnel. notum
Szarnyban a proximalis oldalon
halmozodik fel a Stbm és Pk
fehérjékkel egyiitt.

fritz (firtz) ? Coiled-coil  WDA40  fehérje. szarny,
Szekvenciaja konzervalt notum
gerincesekben is.
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widerborst (wdb) ? PP2A szabalyozo alegység szarny, ?

notum

XRacl (X. Kis GTPaz, a Dsh-t61 alsobb szarny,
leavis) szinten hat. szem

Rho kinase (rok) rho kinase 2 Rho effektor, szerin/treonin szarny,
(rok; zebrahal) kinaz szem

Fat/Ds csoport

dachsous (ds) A kadherin szupercsalad tagja, minden
Dchs?2 heterofilikus interakciot mutat a szovet
Ft-tel.

Atrophin (Atro) / Transzkripcionalis szarny,
Grunge (Gug) represszor. szem

CE: konvergens extenzio;
?: nincs meghatarozva
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7.3. ROVIDITESEK JEGYZEKE

act-Gal4
ADAM
ADF
ADP
AP-1
APF
arm-Gal4
ATP

bp

Bnil
Bnrl
DEP
DIX
DN
Egfr
Elav

En
Ena/VASP
ETS
Eve
F-aktin
FaslIl
FH3
FRT/Flp
FYVE
G-aktin
Gal4
GBD
GDP
GEF
GFP
GOF

actin5C-Gal4

A Disintegrin And Metalloprotease

Actin Depolymerizing Factor

Adenozin Difoszfat

Activator Protein 1

After Puparium Formation
armadillo-Gal4

Adenozin Trifoszfat

bazispar

Bud Neck Involved 1

Bnil Related

Dishevelled, EGL-10, Pleckstrin homologia domén
Dishevelled, Axin homoldgia domén
Dominans Negativ

Epidermal Growth Factor Receptor
Embryonic lethal abnormal vision
Engrailed

Enabled/Vasodilator-stimulated Phosphoprotein
E-twenty-six transzkripcios faktorok
Even-skipped

Filamentous-actin

Fasciclin-11

Formin homologia domén 3

FLP Recognition Target/Flippase

Fab 1, YOTB, Vac 1, EEA1 homologia domén
Globular-actin

UAS elemhez k6t6do transzkripcios faktor
GTPase binding domain

Guanozin Difoszfat

Guanine nucleotide exchange factor

Green Fluorescent Protein

Gain of function
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GPI Glycosylphosphatidylinositol

GTP Guanozin Trifoszfat

HA Hemagglutinin

kDa kiloDalton

KIND Kinase non-catalytic C-lobe domén
LIM Linl11, Isl-1, Mec-3 homoldgia domén
LOF Loss of function

MRLC Myosin Regulatory Light Chain
mRNS hirvivd Ribonukleinsav

Mtl Mig-2-like

NF-M Neurofilament-M

PCP Planar Cell Polarity

PDZ PSDO95, DIgA, Zo-1 homoldgia domén
PEE PCP eftector element

PET Prickle, Espinas, Testin homoldgia domén
PKC Protein Kinase C

pnr pannier

psq pipsqueak

RNSi RNS interferencia

RTK Receptor tyrosine kinase

sca-Gald scabrous-Gal4

Scar Suppressor of cAMP receptor

sev sevenless

SH3 Src Homologia domén 3

SOP Sensory Organ Precursor

Sqgh Spagetti squash

Src Sarcoma protein, RTK a Rous sarcoma virusb6l
Su(H) Suppressor of Hairless

TCF/LEF T-cell factor/lymphoid enhancer factor
TIRFM Total Internal Reflection Fluorescent Microscopy
tub-Gal4 tubulin-Gal4

UAS Upstream Activating Sequence

Ubx Ultrabithorax

UTR nem transzlalédo régio
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WASP Wiscott-Aldrich Syndrome Protein

WAVE WASP family Verprolin-homologous protein
WH2 WASP homology 2 domén

Wnt Wingless-int]l homolog fehérje

Xnr-3 Xenopus nodal-related-3 gene

YFP Yellow Fluorescent Protein
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