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1. ELFSZ& £S K¥SZ¥NETNYILVCNETCS

Tudom8nyos pSlySm sorSn sz8mos biol-giai probl®ma kutat§s8val foglalkoztam, de
mindegyiket ©sszek®ti, hogy Drosophila modellrendszeren v@gzett fejIRd@sbiol- giai
vizsg8latok voltak. Kezdetekben az MTA SZBK Genetikai Int®zetdben Dr. Szabad J8nos
laborat-rium8ban domin8ns nRsteny steril mut8ci-k jellemz®@s@®ben vettem r@szt.
Szakdolgoz-k@nt a ma m8r r@g elfeledett genomiSlis s@ta m-dszer@vel kl-noztam a Ketel
gént, ami akkoriban me@g ismeretlen feh@rj®t k-dolt, k®sRbb viszont kiderilt, hogy a
Drosophila importin-b homol-got azonos?tja. PhD hallgat-ként a Genfi Egyetemen Dr.
Francois Karch laborat- rium8ban a Drosophila bithorax-komplex vizsg§lat§val foglalkoztam,
ami a fejlRd®sbiol-giai modellrendszerek egyik klasszikus p®Id§jSt szolg8ltatja. Ez a
rendk2ve | bonyolult fel®p2t@sT gén komplex @vtizedeken keresztil a gén regulsci- s a
kromatinszintT szab§lyoz§s vizsg§lat§nak vezetR modellrendszere volt. 1dRk®zben ugyan m§s
tudom8nyos probl®msk is elkezdtek foglalkoztatni, de a Abithorax hat§so megmaradt @s Dr.
Gyurkovics Henrik ®s Dr. Sipos L8szl- kolleggmmal egy ttmTkodve a mai napig is v@gzek
bithorax-os kutat§sokat. Posztdoktori ®veim alatt Dr. Marek Mlodzik laborat-rium§ban
(EMBL, FejlRd@sbiol-giai Program) a sz®veti polarit§s tanulm8nyoz8s8val kezdtem el
foglalkozni. Arra kerest¢k a v8laszt milyen g®nek, milyen jel8tviteli rendszerek ir8ny?3tj8k az
epiderms8lis k@pletek szigoriian szab8lyozott elrendezRd®s®t, vagy mi hatS8rozza meg egy
sejtcsoport polariz8It mozg8s§t? Az EMBL-bRI hazat®rve Dr. Gausz J8nos csoportjS8hoz
csatlakoztam az MTA SZBK Genetikai Int@zet®ben, de f0lig m8r Aszabad emberk@ntd, hiszen
folytathattam posztdoktori munk8mat, a polaritS8si gének jellemz®@s@t. Ez n®h8ny @vvel k&sRbb
elvezetett benngnket egy formin t?pus’: aktin sejtv8z szab8lyoz- feh@rje r@szletes
jellemz®s®hez, amit m8r form8lisan is ©nsll- t®mavezetRk@nt ir§ny2tottam.

Az MTA doktori ¢2m elnyer@se c@lj8b-1 2rt @rtekez®semben k@t ontogenetikailag
egym8shoz kapcsol-d- tudom8nyos tém8ban v@gzett vizsg§latainkat foglalom ©ssze az elm¥%lt
t2z-tizenk®t ®vben v@gzett kutat8saink alapj8n. Ez mag8ban foglalja korSbbr-1 ismert ®s
Yjonnan azonos2ott polarit8si gének jellemz®s®t @s egy @rdekes szPvetspecifikus funkci- kkal
b2r- aktin sejtv8z szabSlyoz- feh@rje r@szletes biofizikai, biok®miai ®s sejtbiol-giai
jellemz®s®t. Az aktu§lisan vizsgglt biol- giai probl®msk ugyan sz®les spektrumot fednek le, de
kiindul- pontjuk minden esetben a sz®veti polarit8s vizsg§latg8hoz kOthetR. Tovsbbi szoros
Osszek®tR kapocs kOzOtt¢k, hogy vizsgSlataink minden esetben a Drosophila genetikai @s

sejtbiol - giai eszkOzt8r sz8leskOrT alkalmaz§s§ra @py, Inek.
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A dolgozatban bemutatott tudom8nyos eredm@nyek megsz¢let®se sz8mos ember
hozz8j8rul8s8nak k©sz®nhetR. MindenekelRtt csal§domnak szeretn®k k©OszCnetet mondani.
Felesegem Dr. Liker Erika ®s le8nya tSmogat8sa n@lks | nem @lvezhettem volna a kutat8s
°romet. HSI8s vagyok meg@rtR szeretet k@rt ®s hogy biztos t8maszt ny%jtottak minden idRben.
K®sz°n°m a sz¢leimnek az eg@sz @leten §t tart- t8mogat8st, ®rdekIRd@st ®s b8tor?t8st. Fk
biztos?tott8k, hogy tanult, vilggl§tott ember lettem, ®s Rk neveltek a munka ®s az emberi
tisztess®g becs let®re, ami minden emberi s tudom8nyos k°z°ss@g alapja.

Tudom§nyos ind2tat§som kitTnR egyetemi tan§raimnak k°szOnhetR. A genetika
tudoms8ny8ra Dr. Mar-y P®ter @ Dr. Gausz JSnos ok?ott, de az R kiv8l- elRad§saikon kavg I
nagy hat8ssal voltak rSm Dr. Udvardy Andor, Dr. Duda ErnR @s Dr. Venetianer P8l speci§lis
koll@giumai is. Gyakorlati t®ren elsR sz8rnypr-b8lgat§saim Udvardy Bandi laborjSbhan voltak,
aki megtan?tott a molekul8ris biol-gia alapjaira, a prec?z, pontos munk8ra ®s tudom8nyos
elhivatottsg§g8val k®vetendR emberi p@Id§t mutatott mindny§junknak sz8m8ra. Azt§n m®gsem
biok®mikus, hanem muslica fejlRd@sbiol-gus lett belRlem, ami fRk®nt Dr. Szabad J8nosnak
kOszCnhetR. J8nos lebilincselR elRad8sai hat§s8ra d°ntCttem el, hogy @n is ezen a ter¢ leten
szeretn®k dolgozni. Laborat-rium8ban Dr. TOr®k Istv8n, Baksa Katalin, M§th® Endre ®s
Erdelyi Mikl-s egyengett®ek a fejIRd®semet. Egyben tagja lettem az SZBK Drozis
k©z%ss@g@nek, ahol pezsgR szellemi @s inspir§l- tudom8nyos 18gk®r uralkodott Gyurkovics
Henrik, Gausz J8nos, Kiss Istv8n, Sipos L8szl-, Hoffmann Gyula ® T°r°k Tibor
reszvBtel@vel. Fszinte h§l§val tartozom mindannyijuknak, hogy befogadtak @s bar§ts§gukkal
az-ta is kit¢ ntetnek.

A szakdolgoz- ®vek ut8n a Genfi Egyetemen kezdtem el PhD tanulm8nyaimat Dr.
Francois Karch laborat-rium8ban. Szerencs@snek ®rzem magam, hogy a bithorax kutat§8sok
egyik vezetR laborat-rium§ban @s a Denis Duboule nevlvel f®mjelzett nagyszerT
fejlRd®sbiol- giai int@zetben tOlt°ttem az inas @veket. Francois bizalma ®s t8mogat8sa
elengedhetetlen volt abban, hogy nemzetk®zi szintT kitekint®sem lett tudom§nyter¢ letemre.
MunkatS8rsaim ®s bar8taim, Stephane Barges, Rakesh Mishra, Kostas Kaloulis, Francesco
DeRubertis, Daniel Pauli, Guisy Pennetta, Takashi Kondo ®s Z8k8ny J-zsef k®rnyezet®ben
kialakult a magas tudom8nyos minRs@g irgnti iglnyem @s a r@szletekre is KiterjedR
tudoms8nyos szeml®letem, ami az-ta is meghat8rozza tudom8nyos gondolkod§8somat. Nem
hallgathatom el, hogy a genfi @vek alatt szakvezetRm Francois Karch szem@ly®@ben is egy
nagyszerT bar§tra tettem szert, de mellette Gyurkovics Henrik is igazi mentorom volt, n@lk le

tal8n picivel kev@sh® sz®p emI®keket Rrizn®k a Lac Leman partjsr- .
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Posztdoktori @veimet az EMBL-ben t°lt°ttem Dr. Marek Mlodzik laborat- rium8ban.
Eur-pa egyik vezetR molekulSris biol-giai int@zet®ben, egy kivsl- fejlRd®sbiol-giai
intdzetben, egy nagyszerT t®mavezetR mellett kezdtem ¥j t®ma vizsg§lat§ba. KOzvetlen
munkat8rsaim, Michael Boutros, Manolis Fanto, Ursula Weber, Jennifer Curtiss @ Christina
Blaumueller sokat segtettek abban, hogy gyorsan beletanuljak a muslica Aszem@szetio
kutat§8sokba. Az EMBL persze egy sokkal-sokkal nagyobb, de rendk?v¢l ©sszetart- @s
tudom8ny kOzpont/: csal8d volt, ® mi ex-EMBL-esek mindenhov8 a heidelbergi int@zet
szellemis®g®t szeretn®nk elvinni. £n haza akartam hozni belRle egy keveset, 2gy ker¢ ltem
vissza az SZBK Genetikai Int®@zet®be, ahol Igazgat- Urunk, Dr. Rask- Istv8n tov8bbg Erdelyi
Mikl-s ®s Gausz J8nos tSmogat§sS§val hamarosan ©nsll- témavezetR lettem.

Az Qrtekez@sben bemutatott munka javar®szt m§r itthoni eredm@nyeinket t¢krozi,
amelyek el®r@s@®@rt elsRsorban k©zvetlen munkat8rsaimat, tan2tv8nyaimat illeti k©sz®net.
£rkez@si sorrendben Matusek Tam8s, Pataki Csilla, Gombos Rita, Gedai Anita, MolIn§r Imre,
Kalm§r Tibor @ Migh Ede segtett@k, ill. seg?tik a munk8mat. HSISs vagyok nagyszerT
asszisztenseinknek, Csendesn® Reh8k Anngnak, Berente Anik-nak, Bozs- Szilvi§nak, ¥rd®g
EdinSnak ®s Velkey Ildik-nak a biztos technikai h§tt®r megteremt@s@®rt. Szoros szakmai
kapcsolatok, egy¢ttmTkod@sek fiznek az int®zet sz8mos csoportj§hoz, 2gy kOszPnet illeti
Rask- Istv8n, Gyurkovics Henrik, Sipos L§szl-, Erd®lyi Mikl-s, And- Istvén, Cd§m GOza @s
Udvardy Andor csoportj§t. K¢ilen ©rom sz8momra, hogy gy¢mPlcs®zR egy ttmTkodest
alak?tottunk ki a PTE Biofizika tansz®k®n Dr. Nyitrai Mikl-ssal, ami sz@les?tette 18t- k°r¢nket
®s 9sszek®t minket a nagy hagyom8nyokkal rendelkezR hazai aktin kutat§sokkal. Az ®rtekez®s
Eredm@nyek r@sz@ben az egyik fejezet a p@csi biofizikusokkal k®z°sen elv@gzett munkst
foglalja ©ssze. A hat§rokon tl egy¢ttmTkedt;nk 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, Spanyolorsz8g), Andreas Jenny (Albert Einstein College of Medicine, New York)
®s John Sparrow (University of York) laborat-rium8val. Ezek a kapcsolatok ©sszek®tnek
benngnket a nemzetk®zi tudom8nyos v@rSramlatokkal ®s jelentRsen bRv2tik szakmai @s
p8ly8zati lehetRs®geinket.
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2. IRODALMI CTTEKINTES
2.1. SZ¥VETIPOLARIZCLEDCS

A polarit§s az ®IRIGnyeket feldpR sejtek egyik legszembetTnRbb tulajdons§ga.
Sejtjeink v8ltozatos polarit§si mintS8kat mutatnak, a legjobban ismert p@ld8k k°z® sorolhatjuk
az epitBliglis sejtek apiko-baz8lis polarit8s§t @ az idegsejtek axon§lis-dendritikus
polarit§s§nak kialakul8s8t. Nyilv8nval-, hogy a sejtek polariz§l-d8sa elengedhetetlen¢l
sz¢ks®ges a megfelelR szOveti funkci-k ell§t8s8hoz, 2gy pl. az apiko-bazSlis polarit8s
kialakulS8sa ®s fenntart8sa elengedhetetlen¢| sz¢ks®ges a folyad®k transzportjShoz a vese
glomerulusok h8mj8han vagy k¢l°nb®zR anyagok (ionok, enzimek, hormonok)
kiv§laszt§s§hoz a mirigyh§mokban s egy@b szPvetekben, m2g az idegrendszer mTkod@s®nek
alapja az axon8lis ®s dendritikus ny%lv8nyok differenci8lt aktivit§sa. A sejtek szintj®n
megval-sul- polaritSson kav¢l az is jellemzR azonban a t°bbsejtT @IRI@nyekre, hogy a
polarit§8s egy magasabb szervezRd®si szinten, a sz®vetek szintj®n is megjelenik. A sz®veti
polariz8l-dSs, vagy plang8ris sejt polariz§l-d8s (PCP az angol planar cell polarity kifejez®s
ut8n), jellemzR tulajdons8ga pl. az epit®liglis szCveteknek amelyek gyakran polariz8ci-t
mutatnak az epit®lium s2kj8ban, tehS§t egy az apiko-baz§lis s?kra merRleges s2kban is.

A sz°veti polarit8s tanulm8nyoz8sa rovar fejlRd@sbiol- giai vizsg8latokkal kezdRd®tt
t°bb mint h8rom @vtizeddel ezelRtt [1], majd n®h8ny ®vvel k@sRbb David Gubb @ Antonio
Garcia-Bellido a k®z°ns@ges ecetmuslica (Drosophila melanogaster) kutikul8ris szRreinek
polarit8si mint§j8t @rintR mut8ci- k genetikai analzis®vel teremtette meg a tudoms§nyterg let
alapjait ®s definiglta a sz®veti polarit§s fogalmst [2]. A Drosophila sz8rny§t, potrohs§t ®s
notum§st (a tor h8toldalSt) bor?- kutikulSris k@pletek, ill. az ©sszetett szem polarit§si mintgjst
meghat8roz- faktorok vizsg8lata @vtizedekig a ter¢let vezetR modell organizmus8vs tett®k a
muslic8t. A kezdeti k2s@rleteket hamarosan szisztematikus mut8nsizol§ISsi k2s@rletek
kovett®k, majd molekul8ris ®s funkcion§lis vizsg8latokkal azonosott8k @s jellemezt®k a
szOveti polarit§s kialak?t8s8ban szerepet j8tsz- legfontosabb g@neket [3,4,5]. IdRk®zben
magasabb rendT modell szervezeteken v@gzett vizsg§latok bebizony?tott8k, hogy a gerincesek
egyedfejlRd@s®nek sz8mos aspektusa planSris polariz8l-d8si folyamatnak tekinthetR.
Peldak@nt emlthetR a belsR f;l @rz®@kh8mja, ahol az epit@li§lis szRrsejtek @rz@kelR
ny¥lv8nyainak polariz§lt elhelyezked®se biztos’tja a f¢l maxim8lis hang@rz&kenys®get; @s a
gerincesek korai embriogenezis@re jellemzR polariz8lt sejtmozg8sok, amelyek a gasztrul§ci-
®s a neurulsci- elengedhetetlen I1®p@sei. Figyelemrem®It- m-don ezeknek a folyamatoknak a
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szab8lyoz8s8bhan ugyanazok a g®nek, ugyanazok a jelStviteli utak j8tssz8k a legfontosabb
szerepet, mint a muslic8k sz®veti polarit8s8nak kialakt§s8ban [6,7,8]. Leg¥jabban pedig az is
nyilv8nval-v§ v8lt, hogy a PCP faktorok mutSci-i fontos szerepet j8tszanak s%lyos emberi
fejlRd@si rendelleness@gek @s betegs®gek kialakul8sS8ban [9], ez§ltal a sz®veti polarit8s
vizsg§lata nem Acsup8no egy @rdekes biol- giai probl®ma megold§s§t c®lozza, hanem fontos
biomedikai jelentRs@ggel is br.

2.1.1. SzOveti polariz8l-d8s muslic8ban
2.1.1.1. Drosophila PCP modellrendszerek

Az adult ecetmuslic8k j- n®h8ny sz®vete k®nnyen @szlelhetR plan8ris polarit8si mintst
mutat. K°z¢lgk is kiemelkedik az egyszerT szOveti fel®p’t@ssel b2r- sz§my, amely a
legbehat-bban tanulm8nyozott ®s legm@lyebben meg@rtett PCP modell rendszernek
tekinthetR. A sz8rnylemezt egy dorz8lis ®@s egy ventr§lis epit®li§lis sejtr@teg @p2ti fel. A pupslis
(b8b) Sllapot sorn a hatszOgletT sz8mysejtek mindegyik®n kifejlRdik egy aktin @s
mikrotubulus sejtv8z elemekben gazdag kit;remked®s ami a sejtek diszt8lis cscs8bhan
inici8l-dik ®s diszt8lis ir§nyba n®vekszik. Ennek eredm@®nyek@nt az adult sz8rnysejtek
mindegyike hordoz egy sejtny%lvnyt, egy ¥n. trich - m8t ami diszt§lis ir§nyba mutat a sz8rny
teljes fel¢ letdn (1. §bra). A PCP jelStviteli rendszer hib§s mTkod®se esetén a trich-msk a
diszt8lis cs¥csi r@gi- helyett a sejtek k®zep@n inici§l- dnak, emiatt orientSci- juk gyakran elt®r
a diszt8list-1 ®s az is elRfordul, hogy egy sejtben t°bb mint egy (ak8r 4-5) abnormslis
orient8ci-j% trich-ma k®pzRdik (1. 8bra) [10]. A potroh kutikul8t alkot- tergit, sternit @s
pleur§lis lemezeken szint®n trich - m8kat figyelhet;nk meg, @s ezek orient8ci-ja is Kit¢ ntetett
amennyiben minden trich-ma a poszterior ir§nyba n®z. A PCP faktorok hib§s mTkod®se
ebben az esetben is trich - ma orientSci- s hib§kat okoz [11].

A trich-m8k mellett a tergit @s sternit lemezek nagyobb m@retT @rz®kszRroket is
hordoznak csak¥gy, mint az adult epidermisz egy®b ter¢ letei, 2gy pl. a notum. Ezek a szRr®k
tulajdonk®ppen egy ndgy sejtbRI §ll- egyszerT @rz®kszerv rlszei, amely szintén a bsb §llapot
sor8n alakul ki egy ¥n. @rz®kszerv prekurzor sejt (SOP) k®tszeri aszimmetrikus sejtoszt-d8sa
ut8n. Az ®rz®kszRrek a toron ®s a potrohon egys®gesen a poszterior ir§nyba mutatnak (1.
8bra). A PCP jelStviteli %t hib8i nem befoly8solj8k a SOP sejtek oszt-d8s8nak aszimmetrikus
jelleg®t, @s ez8ltal az ut-dsejtek sejtsorsst, ellenben megvsltoztatj8k a szRrsejtek orient8ci- jSt,
ami v@letlenszerTve v8lik az anterior-poszterior (A-P) testtengelyhez k@pest (1. §bra). M8ra
bebizonyosodott, hogy az ®rz®kszRrek orientSci- j8t elsRdlegesen a prekurzor sejtek oszt- dssi
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s?kj8nak az ir§nya hatSrozza meg, @ a PCP rendszer ebben az esetben a mitotikus ors- @s az
aszimmetrikusan felhalmoz-d- sejtsors determin8nsok elrendezRd®s@t koordin§lja az A-P
tengelyhez k@pest [12,13,14].

1. 8bra: SzOveti polarit8s a sz8rnyon @s a
notumon. (A) Egy vad tpust% Drosophila
trich - m8kkal borzott sz8rnyfelsz2n®nek egy
r@szlete. L§that-, hogy a sz8rnyszRrok egy
irSnyba mutatnak, ami a diszt8lis ir§nynak
felel meg. (B) Egy fz mut8ns sz8rny,
amelyen rosszul orient§l-dott trich-m§k
4 _ figyelhetRk meg. (C) Egy in mut8ns sz8rny,
s PR T- < " ahol az orient§ci-s hib§k mellett kettRs-
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Saem a e\ A WX TR . jobb oldali a diszt8lis ir§ny. (D) Egy vad
c R\ ) t2pusts notum poszterior irSnyba mutat-
.~ @rz®kszRrokkel. (E) Egy fmi mut8ns
notumon az @rz@kszRrek egy r@sze hib8s
orient8ci-t mutat.

V@gezet,l a szOveti polariz8l-d8s egy mSsik, az elRzRekhez k®pest kev@shb®
nyilvgnval- ®s egyben j-val komplexebb pe@ld§ja a muslick (s egy®b Diptera fajok)
Osszetett szem@nek dorzo-ventr§lis (D-V) tik®rszimmetri§ja. A felnRtt muslic8k ©sszetett
szem@t kb. 800 egyszerT szem (ommat2dium vagy facetta) alkotja. Minden ommat?dium h¥:sz
sejtbRI @p¢ | fel amelyek k°zOtt megtal§ljuk a f@ny@rz@kel@s@rt felelRs fotoreceptor sejteket, a
lencsetermelR sejteket @s a pigmentsejteket. Ezek egy¢ttesen egy aszimmetrikus ®@s egyben
kir§lis sejtcsoportot alkotnak (2. §bra), ahol az aszimmetri§t az R3-as @s R4-es jelT
fotoreceptor sejtek elhelyezked®se okozza. Az ommatdiumok elrendezRd®@se mind az A-P,
mind a D-V tengelyekhez k@pest szigortan szab8lyozott. £rdekes m-don a szem dorz8lis
feleben Kkiz8r-lag az egyik, m2g a szem ventr§lis fel@ben kiz8r-lag az ellenkezR kiralitSst
mutat- ommat2diumok fordulnak elR. ¢gy a muslic8k ©sszetett szem@nek dorz8lis ®@s ventr§lis
felei egymS§s t¢kOrk@p@nek felelnek meg, ahol a t¢kr°z@si tengely a D-V k°z@pvonallal
(egyenltR v. equator) esik egybe (2. 8bra). A facett§kon bel¢ | mindig az R3 sejt helyezkedik
el az el¢ IsR-pol8ris oldalon, m2g az R4 fotoreceptort a h8tuls - -egyenl2Ri oldalon tal§ljuk (2.
8bra). Ez a facetta elrendezRd® m8r a szem fejIRd@s@nek korai idRszakShan, az im§g-
korongokban (imagin8lis diszkuszokban) kialakul (2. 8bra). A szem imagin§lis korongjai a
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muslica egyedfejIRd®s@nek harmadik I§rv8lis st§dium§ig egyrétegT, differenci§l-dss elRtt §ll-
epit®liglis sejtek halmaz8b-1 §linak, amelyek a felnRtt §llatok ©sszetett szem®nek prekurzor
sejtjei. A harmadik I8rv8lis st8dium v@g@n, amikor az imagin§lis differenci8ci- megkezdRdik
a szemdiszkuszban, fotoreceptor sejtcsoportok differencigl-dnak. Ezek a m@g nem teljesen
differenci§l- dott, @ eredetileg szimmetrikus k®vzRdm@nyek a szomsz®dos R3/R4 sejtpSr
csoporton belgli elmozdul8s8val fokozatosan aszimmetrikuss§ v8lnak, @ 90 fokos sz®gben
elfordulnak eredeti tengely¢kh®z k@pest (2. 8bra). A fordul§s ir§nya ellent®tes a szem
dorz8lis, ill. ventr8lis feleben, 2gy kialakul a m8r emltett t;k®rszimmetrikus elrendezRd®s
[15]. A PCP feh@rj®k kit¢ ntetett szerepet j8tszanak mind az R3/R4 sejtsors meghat8roz8ssban,
mind pedig az ommat2dium rot§ci- szab§lyoz§s§ban, hiszen hib8s mTkod@s;k eset®n
szimmetrikus (R3/R3 vagy R4/R4 t’pus%) ommat?diumok jChetnek [Btre, ill. az
ommatdiumok nem a megfelelR irSnyba vagy nem a megfelelR m@rt®kben fordulnak el (2.
8bra) [16,17].

O @B 'Y ) 0 _0 ™ ®
@ © ) (&) e
0¥ ©°© €0 L0 L0%4 030
o OO o%c O O .0 ~5® OO S
Normal R3/R3 R4/R4 D-v Rotacios hiba  Kiralitas flip

inverzio

2. 8bra: Sz°veti polarit8s az ©sszetett szemben. (A) Egy vad t2pus¥: Drosophila ©sszetett szem®nek
tangenciglis metszete. J- 1 Kkirajzol- dnak a pigmentsejtekkel hat&rolt ommat2diumok, amelyeken bel; |
sOtdten festRdnek a f@ny@rz®kelR sejtek fotopigmentekben gazdag rabdomerjei. Egy-egy
ommat?diumon bel¢ | a rabdomerek Kir§lis, trap®zoid alakot form8lnak, amelyek egymss t;kerk@pi
p8rjai a dorz8lis, ill. a ventr8lis szemmezRben. A vastag fekete vonalakkal jelzett t;kCrtengely
megfelel a dorzo-ventr§lis k°z8pvonalnak (egyenl4R). Balra az anterior, jobbra a poszterior, fOlfel® a
dorz8lis, alulra a ventr8lis ir§ny esik. (B) Az ommatdiumot fel®p%R sejtek kezdetben szimmetrikus
sejtcsoportot alkotnak, ami aszimmetrikuss§ v8lik az R3 (z°lddel jel®lve) @s R4 (pirossal jel®lve)
fotoreceptor sejtek differenci§l-d§s§val, majd azok egym8shoz k®pesti elmozdul§s§val. EgyidejTleg a
sejtcsoport egy 90 A-os rot§ci-s mozg8son is §tmegy, amelynek ellentdtes az ir§nya az egyenl?tR k6t
oldal§n. (C) PCP mut8nsokban a szem t¢k®rszimmetri§ja s@r¢l, ami megnyilv8nulhat rotSci-s
hib8kban, szimmetrikus ommatdiumok keletkez@s®ben ®s dorzo-ventr§lis inverzi-kban. Ezeket a
hib§kat kinagy?tva mutatja a D panel.

10
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Mindezek alapj8n vilg8goss§ v8lt, hogy a PCP rendszer sejtbiol- giai szinten egymsst- |
gy©keresen k¢lI°nb°zR folyamatok ©sszehangolSsSra k®pes, hiszen a trich-m8k eset®ben a
sejtv8z aktivSci- hely®t, az ®rz®kszRrok eset®ben az oszt-dSsi ors- irSnySt, m2g az °sszetett
szemben a sejtsorsot @s egy sejtcsoport forg8sst hat§rozza meg. Hogyan mTkOdhet egy ilyen
rendk?v¢ | §ltal8nos hat8s% szab8lyoz§si mechanizmus? Az erre vonatkoz- elk®pzel®sek
részletei ugyan sokat finomodtak az elm%lt ®vek intenz?v kutat§sai nyoms§n, de
tulajdonk®ppen hosszY: ideje elfogadott az a n®zet miszerint a szCveti polarit8§s kialakul8sa
h8rom fontos I@p@®sre bonthat- [18,19]. EIsRk@nt egy az adott sz®vet §ltal8nos polariz8l-dSsi
irgny8§t kijel°IR polariz§l- jel keletkezik, ami a sz®vet teljes ter¢let®n, mintegy glob8lis
polarit§8si inform8ci-ként szolg8l. A kPvetkezR I@p®sben a polariz8l- jel @rz@kel@se @s
tov8bb2t§sa tOrt®nik szOvetspecifikus effektorok fel®, amelyek a harmadik I8@p@s sor§n
I8trenozz8k a megfelelR sejtv8laszokat, tehSt a polariz§l-d8s megt®rt®nik az egyedi sejtek

szintj@n is.
2.1.1.2. Drosophila PCP g®nek

Melyek azok a faktorok amelyek sz¢ks@gesek a szOvetek s2kbeli polariz§l-d§s§8hoz?
Az elm¥lt @vtizedek sorSn muslic8kban sz8mos olyan g@nt azonos#ottak amelyek mut8ci- i
elrontj8k az epit@liglis k®pletek szigortan szabglyozott ir§nyults§g¥: elrendezRd®set [3,8,20].
Ezeket a g®neket sz®veti polarit8si vagy PCP g@neknek nevezz;k (I18sd ©sszefoglal- t8bl§zat a
163. oldalon). Fenot?pus anal?zis alapj8n a t°bb tucatnyi ismert PCP g@nt h§rom fR csoportba
sorolhatjuk, amelyek megfelelnek a sz®veti polariz§l-d§s hgrom fR fS§zis§nak. A PCP g@nek
elsR csoportjSha a fat (ft), dachsous (ds), four-jointed (fj) ®@s atrophin (atro) gének tartoznak.
A Ft/Ds csoport tagjai k®z¢ | a ft @s a ds nagym@retT atipikus cadherin molekul§kat, a fj egy 11
t?pust: Golgi transzmembrgn feh®rj®t, m2g az atro egy transzkripcions§lis ko-represszort k- dol
[21,22,23,24,25,26,27]. A Ft/Ds csoport tagjainak k°z°s jellemzRje, hogy minden vizsg§lt
szOvetben sz¢ ks®gesek a megfelelR polarit§si mint8k kialakul8s8hoz. MutSci- ik jellegzetesen
polarit8s inverzi-kat okoznak, ami j-1 megfigyelhetR mind a sz8rnyon, mind az ©sszetett
szemben [21,28,29,30,31]. Ezen k?v¢ | nem-sejtauton-m hat8suk is van, ami azt jelenti, hogy
pl. egy ft mut8ns sejtkl-n a szomsz®ds§gsban elhelyezkedR ft* sejtek polarit§sst is k@pes
megvsltoztatni. Ezek alapj8n a Ft/Ds csoport tagjai a teljes szCvetre kiterjedR, globslis
polarit8si inform8ci- meghat8roz8s8ban vesznek r@szt, ami sejt-sejt kommunik8ci-s

folyamatokat is mag8ban foglal.
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A polarit8si g®nek m8sodik csoportj8ba soroljuk a frizzled (fz), strabismus (stbm) vagy
m8s nBven Van Gogh (Vang), flamingo (fmi) vagy m§s n@ven starry night (stan), dishevelled
(dsh), prickle (pk) @s diego (dgo) g@neket. Tekintve, hogy ezek a g@nek is minden vizsg§lt
szOvett?pusban ®s testt§jon sz¢ks®gesek a vad t2pus¥% polarit8si mint8zat Kialakul8s§hoz
[5,32,33,34,35,36,37,38,39], @ mert t°rt@netileg a fz @s dsh g®nek voltak az elsR r@szletesen is
tanulm8nyozott PCP g@nek, ezt a csoportot ©sszefoglal-an elsRdleges polarit§si g@neknek
nevezz¢k (az angol szakirodalom a core polarity gene kifejez@st haszn8lja). A fz gén a
Wingless/Wnt tpus¥: ligandok receptorst k-dolja [40], ®s ismert, hogy a PCP jelStvitel sorgn
egy a kanonikus b-katenin-TCF/LEF f¢ggR Whnt jelStviteli Ytt- | f¢ggetlen Yton fejti Ki hat§8sSt
[41,42,43]. A Dsh h8rom funkcion§lis dom@nt (PDZ, DEP @s DIX) tartalmaz ®s a Fz-hez
hasonl-an szint®n esszenciglis eleme mind a kanonikus Wnt jel8tviteli %tnak, mind pedig a
PCP jel8tviteli %tnak [44,45]. A stbm egy membrg&n feh®rjét k- dol [36,39], csak.gy mint az
atipikus cadherint k-dol- fmi g®n [38], a pk h§rom LIM dom@nt ® egy PET dom@nt
tartalmaz- feh@rj®t [34], m2g a dgo egy Ankyrin mot2vumokat hordoz- feh@rjet k- dol [33]. Az
elsRdleges polarit8si glnek k°z¢ | tehs§t a fz, a stbm @s a fmi transzmembr8n feh®rjét, m2g a
m8sik h8rom g@n citoplazmatikus, de membr8n asszoci8ci-ra k@pes feh®rjét k-dol. Mai
tud8sunk alapj8n az elsRdleges PCP feh@rj®k r@szt vesznek a globslis polarit8si inform§ci-
®rz@kel®s®ben @s aszimmetrikus szubcellul8ris felhalmoz - dSsukkal hozz8j8rulnak egy sejten
bel¢li polariz8ci- kialakul§8s8hoz (az aszimmetrikus lokaliz8ci- r@szleteit 18sd a kCvetkezR
alfejezetben). Azt is tudjuk azonban, hogy ezeken a sejtauton-m funkci-kon kav¢l a
transzmembr8n feh@rj®ket k-dol- polarit§8si gének, teh§t a fz, a stom @ a fmi, nem-
sejtauton -m funkci- val is b2rnak @s r@szt vesznek a szomsz®dos sejtek k°z°tti kommuniksci- s
folyamatok szab8§lyoz8sSbhan is [3,46,47]. Fontos megfigyel®s, hogy a sejtauton-m @s nem-
sejtauton-m fz ®s stbm funkci-k idRben j-1 elv8laszthat-k egym8st-1 amennyiben a nem-
sejtauton-m funkci-ra a b8b8llapot kezdet®n, m?g a sejtauton-m funkci-ra csak -r8kkal
k®sRbb, a trich-ma iniciSci-t k°zvetlen¢ | megelRzR idRszakban van sz¢ ks@g [46]. Egy ¢ ttesen
ezek az eredm@nyek azt jelzik, hogy a fz, stbm ®s fmi g®nek k@&t egymsst-1 j-1 elk¢1°n¢ IR
funkci-val b2rnak, egyr@szt hozz§j8rulnak a glob§lis polarit8s meghatS8roz8s§hoz, m8sr@szt
sz¢ ks®gesek a globslis polarit8si inform§ci- sejten belg li polarit8ss§ t°rt@nR Stalak?t8sshoz.

Vegezet;l a PCP gének harmadik csoportj8ba a gyakran sz®vetspecifikus m-don
mTkedR PCP effektor elemeket (PEE), ill. az elsRdleges PCP g@nekhez k®pest als-bb szinten
hat- g®neket soroljuk, amelyek t@nylegesen r@szt vesznek a morfol-giailag is detekt8lhat-
polariz8lt sejten bel¢ li strukt¥r8k (pl. trich- m8k) kialak?t8s8ban. Ez egy viszonylag sok tagot

sz8ml8l- @s funkcion§lisan vegyes g@ncsoport, ez®rt az algbbiakban a teljess@g igdnye n@lk¢ |
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csak a legbehat-bban tanulm8nyozott sz8rny szOvet ®s az ©sszetett szem ismert effektor
elemeit foglalom ©ssze. Az inturned (in), fuzzy (fy) @s fritz (frtz) g®nek (egy¢ttesen az ¥n.
Inturned csoport) mut8ci-i csak a sz8mnyon @s notumon okoznak polarit§si hib8kat
[10,48,49,50,51]. Nevezetesen a sz8rnysejteken egyetlen diszt§lis orientSci-j% trich-ma
helyett k®t-h§rom azonos m@retT, de rosszul orient§l-dott sz§myszRr figyelhetR meg, m?g a
notumon az @rz@®kszRrek ir§nyults§ga v§lik abnormsliss§. A multiple wing hairs (mwh) g@n
mut8ci-i egy GBD ®s FH3 dom®@neket tartalmaz- feh®rj@t @rintenek [52,53], @s kiz8r-lag a
sz8rnyszRrek sz8mSt ®s orient8ci-j8t v8ltoztatjS8k meg, de ellent®tben az Inturned csoport
mut8ci-ival, sejtenk@nt ak8r ©t-hat k¢ 1°nb®zR me@retT trich-ma is megfigyelnetR az mwh
sz8rnyakon. Ezek a fenot?pusok j-I jelzik, hogy az Inturned csoport 8 a Mwh oly m-don
j8rulnak hozz8§ a sz8rnysejteken belili polarit8s kifejezRd®s®hez, hogy a sejtek disztSlis
cstics8n kv li terg leteken megakad8lyozz8k az aktin felhalmoz-d8st @ a szRr inici8ci-t.
Rajtuk k2v¢l emPPt@st @rdemelnek m@g a sejtvSz szab8lyoz- RhoA @s Drok (Drosophila Rho
kinase) feh®rj®k, amelyek szint®n a sejtenk®nti trich - ma sz8m szab8lyoz8s§hoz j8rulnak hozz§
[43,54], @ a miozin Il (Zipper), ill. a miozin szab8lyoz- MRLC/Sgh feh@rj®k [54]. Az
Osszetett szem eset@ben genetikai interakci-s k2s@rletek seg?ts®@g@vel a RhoA @s drok g®neken
k2v¢l a Rac ®s Cdc42 kis m-IsvilyYs GTP-8zokat ®s az ®lesztR STE20 homol-g Misshapen
(Msn) kin8zt is Fz/Dsh als- elemk@nt azonos?ott8k [55,56]. A Fz/Dsh PCP jelstviteli %t egy
tovsbbi felt®telezett eleme pedig a JNK (Jun N-termin8lis Kin8z) kaszk8d [45,57], ami a
transzkripci-s faktork@nt mTkedR Jun feh@rje aktivgl-d§s§t eredm@nyezi. V@gezet | a nemo
(nmo) g@n 8ltal k-dolt kin§z emlthetR, ami az ommat?di8lis rot8ci- szab§lyoz§s§bhan vesz
reszt szem-specifikus v@grehajt- elemk®nt [58]. LS§that- teh8t, hogy a sz8rny eset®ben az
effektor elemek a sejtv8z szab8lyoz8s8n kereszt¢ | fejtik ki hat8sukat, m2g a bonyolultabb
felep2t®sT szem eset®ben a direkt sejtv§z m-dos?t§s mellett fontos szereppel b2rhat a

transzkripci- s szintT szab§lyoz8s is.
2.1.1.3. Aszimmetrikus PCP feh@rje lokaliz8ci -

A PCP g@nek azonos8sa majd kl-noz8sa ut8n, a tudom8nyter¢ let legnagyobb hat8s
felfedez®@se a polarit§si feh@rj@k sejten bel¢li aszimmetrikus felhalmoz-d§sS§nak kimutat8sa
volt. A kezdeti lokaliz8ci-s k2s@rletek az elsRdleges PCP feh@rj@k vizsg§lat8ra ir§nyultak ®s
bebizony?ott8k, hogy ezek a feh®rj@k szubcellulSrisan polariz§lt felhalmoz- d8st mutatnak a
sz8rnysejtekben, az SOP sejtekben ®s az ommat2diumok R3/R4 fotoreceptor sejtjeiben is
[33,38,59,60,61,62,63,64,65,66,67,68,69,70,71]. A PCP feh@rjdk eloszI§s§ra vonatkoz-
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részleteket itt most csak a sz8rny p@ld8§jSn fogom bemutatni, mert egyr®szt ezt a modell
rendszert ismerj¢ k legjobban, m8sr@szt az SOP ®s a fotoreceptor sejtekben a sz8rny eset@®nek
szinte teljesen megfeleltethetR folyamatok jStsz - dnak le.

Sz8rnysejtek eset®n a trich-m8k a beb8boz-d8s utSn kb. 32-36 -rSval kezdenek
kifejIRdni aktin k®tegekben gazdag szRrkezdem@®nyk®nt. Az elsRdleges PCP feh@rjek sejten
bel¢ li elhelyezked®s@t @rintR elsR 1@nyeges felismer®s az volt, hogy ezek a feh@rj@k a fejIRdR
b8bsz8rny sejtjeiben (a trich - ma k®pzRd®st megelRzR idRszakban) az apiko-later§lis membrgn
ment®n halmoz-dnak fel, nagyj8b- 1 az adherens junkci-k magass§g8ban. K@sRbb kimutattgk,
hogy az apik§lis lokaliz§ci- a norm8lis PCP jelStvitel szi;ks®ges elRfelt@tele mert a
mesters®gesen a baz8lis membr§n dom@nbe target§lt PCP feh@rj@k (2gy pl. Fz) nem voltak
k®pesek menek2teni a megfelelR feh@rje hignyst [72]. Enn@l is @rdekesebb megfigyel®s volt
azonban, hogy az elsRdleges PCP feh@rjek a b8bk®pzRd@s ut8n 24 -r8val ugyan me@g
egyenletes eloszI§st mutattak a sejtmembr§n ment@n, de k®zvetlen¢ | ezut8n StrendezRdtek ®s
a b8bk®pzRd®s ut8ni 24-32 -r8s peri-dusban mark8ns proximo-diszt§lis (P-D) polariz8ci-t
mutattak (3. 8bra). Ez a polariz8ci- csak erre az idRszakra korlStoz - dik, mert a b8bk®pzRd®s
ut8n 36 -r8val m8r nem mutathat- ki, b8 a PCP feh@rj@k apik8lis lokaliz8ci-ja fennmarad.
TehS§t a kezdeti vizsg§latok alapjSn a PCP feh@®rj@k aszimmetrikus felhalmoz - d8sa kiz8r- lag a
trich-ma inici8ci-t k®zvetlen¢l megelRzR n®h8ny -r§s peri-dusra korlStoz-dik, de ez az
elrendezRd®s felt®tlen¢ | sz¢ ks®ges a megfelelR inicici-hoz. Ebben az idRszakban a Fz, Dsh
®s Dgo feh@rj®k a diszt8lis oldalon halmoz-dnak fel, a Stbm @s Pk feh@rje a proximslis
oldalon tal§lhat-, m2g a Fmi mind a proxim8lis mind a diszt§lis oladalon kimutathat-, de a
t°bbi feh@rj@hez hasonl-an erRsen csCkkent szintet mutat az A-P membr8nok mentén.

A k¢ 1°nb©zR PCP mut8nsokon v@gzett feh@rje lokaliz8ci- s k2s@rletek kimutattSk, hogy
a hat elsRdleges PCP feh@rje lokaliz8ci-ja egyms8s jelenl®t@tRI f¢gg [59,60,61,62,67,68,73],
vad t?pus% elrendezRd®s csak akkor val-sul meg, ha mind a hat feh@rje rendelkez®sre 8lI (3.
8bra). Ezek az eredm@nyek azt sugallt8k, hogy az elsRdleges polarit8si feh®rjek egymsssal
komplexeket alkotva mTkodnek. Ezzel ©sszhangban, feh@rje-feh®rje kPlcsCnhat§sok
vizsg8lat§val kimutatt8k, hogy a Fz k@pes a Dsh feh@rj®t k°tni @s elRseg?i annak membrsn
asszocisci-j8t [44,74]. A Stbm @s Pk feh@rj®k k©zOtti k®lcs®nhat8s is kimutathat- volt,
ugyanakkor a Dgo feh@rje a Pk, a Stbm @s a Dsh feh@rj@kkel is k®lcs®nhat8sba 1®p, m2g a Dsh-
Pk ®s Dsh-Stbm interakci-kat szint®n kimutatt8k [60,61,63]. R®szletesebb fenot?pus
anal’zissel azt is ki lehetett mutatni, hogy a k¢ I°nb©zR PCP feh@rj@k elt®rR szerepet j§tszanak
a sejten bel¢ li lokaliz8ci- szab8lyoz8s8ban. gy p®ldSul a Fz, Stbm vagy Fmi feh@rjek hiSnya
megakad8lyozza a t°bbi feh@rje apikslis lokaliz8ci-j8t (3. 8bra E), m2g a citoplazmatikus
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feh®rj®ket k-dol- PCP g@nek mutSnsai csak a t°bbi feh@rje aszimmetrikus elrendezRd®s®t
akads8lyozz8k meg (3. 8bra D) [75]. Ezek a figyel®sek azt jelezt®k, hogy az elsRdleges

/ 32h APF

Proximal Proximal

<3 <3
| L
l\ Basal .\\_ Basal

wt24h APF wt32h APF sh LOF | fmilLOF

3. 8bra: Az elsRdleges PCP feh®rjek lokaliz&ci-ja a sz8rnyban. (A) A hat elsRdleges PCP feh@rje
a beb8boz-d§s ut8n 24 -r8val (24h APF) m@g egyenletesen oszlik el az apiko-later8lis membr§n
ment®n, k®sRbb (32h APF) relokaliz8l-dnak ®s bizonyos feh@rjek a proxims§lis, m8s feh@rj®k a
diszt8lis oldalon halmoz-dnak fel. (B) A Fz feh@rje eloszI8sa 24 -r8s b8bsz8rnyban m@g nem

polarizglt, de 32 -r&shan m§r igen (C). (D) 32 -r8s dsh mut8ns b8hsz8rnyban a Fz aszimmetrikus
felhalmoz- d8sa s@r¢ I, m?g (E) fmi mut8nshan az apiko-later8lis lokaliz8ci- sem detekt§lhat- .

polarit8si feh@rj@k sejten belg li eloszl§sa k&t egym8sra @p¢ IR 18pcsRbRI §lI: a feh@rj@k elRszOr
az adherens junkci-k z-n§jSban d%sulnak fel, majd k&Rbb aszimmetrikus eloszI8s¥
komplexekbe rendezRdnek 8t. A transzmembrgn proteinek (Fz, Stom ®s Fmi) elRseg?tik a
citoplazmatikus Dsh, Dgo @s Pk feh®rjek membr8n lokaliz8ci-j8t, amelyek viszont
sz¢ ks®gesek a polariz§lt komplexek k®pzRd®s®hez @s/vagy fenntart§s§hoz. Az m8r a korg8bban
emtett k2s@rletek alapj8n is vil8gos volt, hogy a sejtek diszt8lis oldalSn egy Fz-Dsh komplex
stabiliz81-dik, m2g a proxims8lis oldalon egy Stbm-Pk komplex alakul ki. Ezek egym§shoz
k®pest antagonisztikus aktivit§ssal b2rnak ®s kiz8rj8k a m8sik komplex jelenl®t®t az adott
membr8ndom®nben. Az Yjabb eredm@nyek alapjsn %gy gondoljuk, hogy a Stom-Pk komplex a
Pk-Dsh kelcs®nhat8son kereszts | megakadSlyozza, hogy a proxim8lis oldalon stabil Fz-Dsh
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komplexek alakuljanak ki, m?g a diszt8lis oldalon a Dgo feh@rje a Dgo-Dsh k®lcs®nhat§son
kereszti | stabiliz8lja a Fz-Dsh membr8n komplexet, mert megakad8lyozza a Pk-Dsh
interakci-t. V®geredm@nyben teh§t a diszt8lis oldalon a magas Fz-Dsh jelStviteli aktivit§s a
kor§bban eml’tett effektor elemeken kereszt; | elRseg?ti a szRr inici§ci-t, m2g ezzel egy idRben
a proximg8lis oldalon a Stom-Pk komplex g8tolja a sejtv8z aktiv8ci-t (4. 8bra) [52,76].

Az elsRdleges polarit8si feh®rj®k lokaliz8ci- jSval kapcsolatos eredm@nyeket rendkavg |
nagy tudoms8nyos izgalom ©vezte az ezredfordul- idRszak8ban, 8m az azt kOvetR @vek is
tartogatottak n®hgny meglepet@st ebben a vonatkoz8shan. Az egyik ilyen megfigyel@s az volt,
hogy az elsRdleges PCP feh®rj®k sejten bel¢ li polariz8ci-ja m8r a k®sRi harmadik st§diumos
I8rv8k sz8rny diszkuszaiban ®s a n®h8ny -r8s bSbsz8rnyakon is megfigyelhetR [77]. K&sRbb
ez a minta felborul, @ ahogy azt kor8bban mS8r lert8k, a 24-32 -r8s bShokban lesz Yjra
nyilv8nval-. Egy mS§sik megfigyel@s szerint a widerborst (wdb) g®n S§ltal k-dolt protein
foszfat§z 2A (PP2A) szab8lyoz- alegys®g is aszimmetrikus lokaliz8ci-t mutat a korai pup§lis
sz8rnysejtekben m8r a b8boz-d8s utSn 8 -r8val [78]. A Wdb feh@rje lokaliz8ci-j8t nem
befoly8solj8k az elsRdleges PCP g@nek mut8ci-i, ellenben a wdb mut8nsokban s@r¢l az
elsRdleges PCP feh@®rj®k aszimmetrikus felhalmoz-dS§sa. ¥sszeg®sz@ben ezek az adatok arra
utalnak, hogy az elsRdleges PCP feh®@rj@k lokaliz8ci-ja is bonyolultabb szab8lyoz8s alatt §llI,
mint kor8bban gondoltuk, m8sr@szt az elsRdleges PCP feh@rj®ken k2v¢li fPIsR faktorok is
hozz§j8rulnak a sz§rnysejtek P-D polariz&ci-j§hoz. Bgy tTnik teh§t, hogy az elsRdleges PCP
feh®rj@k val-j8ban csak egy morfol-giailag j-1 I8that- polariz8It struktira, a trich-ma
k®pzRd®s hely®nek kijel°l®s®ben elengedhetetlenek, de a sejtek tRIck f¢ggetlengl is
rendelkeznek P-D polariz§ci-s inform§ci- val.

Ve@gezet; | @rdekes %j megfigyel@seket publik8§ltak a korSbban kevesebb figyelmet kap -
sz8rnyspecifikus polaritSsi effektor feh®rj@k sejten bel¢ li eloszI8s8r- I is. EzekbRIl a munk8kb - |
kider¢ It, hogy az Inturned csoport feh@rj®i @ a Mwh is polariz§lt felhalmoz-d§st mutatnak a
sz8rnysejtek proxims§lis oldalSn [52,53,79]. ¥sszhangban a kor8bbi genetikai episzt§zis
k2s@rletekkel, az Mwh feh@rje lokaliz8ci-ja f;gg az elsRdleges PCP g@nek @s az Inturned
csoportba tartoz- g®nek jelenl®t®tRl, m2g az Inturned csoportba tartoz- feh@rj@k megfelelR
lokaliz8ci-j8hoz sz¢ ks®g van az elsRdleges PCP feh@rjek jelenl@t@re ®@s a csoport tObbi tagjsra,
viszont sem az mwh sem az in mut8nsok nem zavarj8k meg az elsRdleges PCP feh@rj®k sejten
bel¢li eloszI8s8t. Tov8bbi fontos adat, hogy a membrs§n asszoci§lt Inturned komplex
stabiliz8lja a sejtek proximslis fel®ben gr8diens eloszI§st mutat- Mwh feh@rj®t [52], ami nagy
val-sz2nTs@ggel az aktin filamentumok k8pzRd®sét elRseg?tR formin feh®rj®k g§tl§ssra kBpes.
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4. 8bra: A PCP effektor feh@rjek

— szerepe a SzRr inici§ci-ban. Az
w pRsR e ; r In/Fy/Friz  feh@rjdk a Stbm/Pk
bi5?) komplexen kereszt;l a proxims§lis

ﬁ [ N N
®®ee / in/Fy/Frz | oldalon (P) halmoz-dnak fel @s
: : o @ Mwh stabiliz81j8k az Mwh proteint, ami
® F[‘)':g‘: W Eniise gr&diens szerT eloszI§st mutat @s
Zipper g8tolja az aktin polimeriz&ci-t. A
B stom/Pk diszt§lisan (D)  felhalmoz-d-
e Fz/Dsh komplex viszont mS§s

_/ { e y L effektorokon keresztil elRseg?ti a
lokslis sejtv8z aktiv8ci-t.

Egy¢ttesen ezek az %j eredm®nyek egy@rtelmT bizony2t®kot szolg§ltattak arra vonatkoz-an,
hogy am?g a sz8rnysejtek diszt8lis cs¥ics8ra korl§toz-d- Fz-Dsh jel8tviteli aktivit8s pozitzve
elRseg?ti a lok8lis aktin felnalmoz- d8st @s ez§ltal a szRr inici8ci-t, addig a proxim§lis oldalon
a Stbm-Pk komplex az Inturned @ az Mwh feh@rj®ken kereszt¢ | gStolja a sejtv8z aktivsci-t
(4. 8bra). A Fz-Dsh @s a Stbm-Pk rendszer mTk®d@se a szomsz®@dos sejtek k°z°tt is ©ssze van
hangolva, @ a vad t?pusra jellemzR polarit8si minta csak abban az esetben alakulhat ki, ha
mindke@t rendszer hib§tlanul mTkedik.

2.1.1.4. Aglobslis polarit8si jel @s a sz®veti polariz8l- d8s 8ltalgnos modellje

Az eddig t8rgyalt eredm@nyek alapj8n I8that-, hogy a sejteken bel¢li polariz§l- d8si
folyamatokr-1 igen tekint@®lyes ismeretanyaggal rendelkez¢nk. A tudomS8nyter¢let egyik
legfontosabb k@rd@se azonban az, vajon hogyan hat8roz-dik meg egy szPvet globslis
polarit8si mint§ja. Mi az a jel ami meghat8rozza egy sz°vet §ltalSnos polariz8l- d8si ir§nyst,
hogyan olvas-dik ez a teljes sz®vetre kiterjedR polarit8si informSci-, hogyan alakul ki a
kezdeti aszimmetria? Fenot?pus elemz®sek alapj8n egyet®rt@s van abban, hogy a Ft/Ds csoport
tagjai, ill. az elsRdleges polarit8si g@nek k°z;l a nem-sejtauton-m funkci-val is b?r-
fz/stbm/fmi csoport bizonyosan hozz§jSrulnak a glob8lis minta I8trehoz8s8hoz. MolekulSrisan
a Ft egy sejtadh@zi-s feh@rje, ami transzmembr8n receptork®nt is szolg8l ®s heterofilikus
interakci-ba 18p a szint®n kadherin t?pus¥% Ds feh@rj@vel [80,81]. A Fj pedig egy Golgi
asszociSlt kin§z ami a Ft ®s a Ds extracellul8ris dom@njeinek foszforil§I8s§val modulslja azok
aktivit8sst [82]. Figyelemrem®It- m-don a ds @s fj g®nek transzkriptjei a sz8ryban a P-D
irSnyban, m2g az ©sszetett szemben a D-V tengely ment®n mutatnak gr§diens szerT eloszI8st
[29,80,83], ami egy szint®n gr8diens szerT Ft-Ds aktivit§st eredm@nyez ezekben a
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szOvetekben. Tekintve, hogy az ©sszetett szemben elv@gzett episzt§zis k2s@rletek azt sugalltSk,
hogy a Ft/Ds csoport a Fz csoport fOIsR szab§lyoz- elemek®nt mTkodik, a kezdeti
elk®pzel®sek szerint ez a Ft-Ds aktivit8s gr8diens sz¢ ks@ges ®s egyben elegendR ahhoz, hogy
valamilyen m-don kis m@rt®kben polariz8lja a Fz receptor eloszI8s§t vagy aktivit§sst a
sejtekben (5. 8bra) [84,85,86]. A k@sRbbiekben ez a kezdeti Fz aszimmetria a t®bbi
elsRdleges PCP feh@rj@tRI f;ggR m-don a szomsz@dos sejtek kOzOtti kommunikSci-s
folyamatok seg?ts@g@vel megerRsedik, ami v@gsR soron az elsRdleges polaritSsi feh®rj@k
erRsen aszimmetrikus eloszI8s§8hoz vezet. Ez a modell k®ts®gkav¢l j-1 ©tvezi a Ft/Ds @s a
Fz/Stbm jel8tviteli modulokra vonatkoz- ismeretek z°m@t, de t°bb fontos k@rd@s nyitva
maradt. Az egyik, hogy nem tudjuk mi szab8lyozza a ds @s fj g@nek kifejezRd®@s@t, tehSt a
glob§lis szintT kezdeti aszimmetria eredete tovbbra is ismeretlen. A m8sik, hogy nem vil§gos
hogyan ford- dik le a Ft-Ds gr8diens Fz eloszI8si ®s/vagy aktivit§si gr8dienss®. Mivel ismert,
hogy a Fz a Wnt/Wg csalS8dba tartoz- ligandok receptora, elk®pzelhetR volt, hogy a Ft egy
Whnt t2pust: diffizibilis ligand k®pzRd®s®t szab§lyozza. Ez a hipot6zis azonban val-sz2nTleg
nem 8llja meg a hely®t, mert Drosophila-ban az intenz?v vizsg§latok ellen@re egyetlen olyan
Wnt feh®rj@t sem talSltak, ami alkalmas jel®lt lenne. IdRk®zben kimutatt8k viszont, hogy a Fz
receptor csal8dnak a Wnt feh@rj@ktRl k¢ 1°nb°zR ligandjai is I8teznek [87]. Mivel azokat
muslic8ban m®g nem vizsg8lt8k, elk@®pzelhetR, hogy a Fz/PCP jelstviteli rendszert egy eddig
ismeretlen ligand aktiv8lja. L8tezik azonban egy ettRI teljesen k¢ 1°nb©zR elk®pzel®s is, ami

5. 8bra: A szPveti polariz8l-d§s

Gradiens modell kialakul§s8nak §ltal§nos modelljei. A
Polaritss; gr&diens modell szerint egy diffzibilis

Fz ligand? o anyag szolgg8l glob§lis polaritssi jelk@nt.
el s Ez a jel a Ft/Ds aktivit§son @s/vagy a Fz
"4 aktivit§son kereszt; | ford%- dik le sejten

bel li  polarit§ss§. Az %n. domin-
modell szerint a glob§lis polarit8si
inform8ci-  sejtrRI-sejtre  ad-dik 8t
lok8lis sejtek k©z°tti kommunik§ci-s

Domino modell W F2/Dsh/Dgo | mechanizmusokkal, amelyek szint®n a
W stbm/Pk Ft/Ds ® Fz csoportok aktivit§sst-|
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azt predikt§8lja, hogy a Ft-Ds rendszer a mikrotubulus k®tR Wdb feh®rj@n kereszts |
szab8lyozza a Fz feh@rje sejten belg li eloszI8sSt [85]. Sz8rnysejtekben kimutatt8k, hogy a Fz
feh®rje mikrotubulus asszociSlt vezikul8kon sz8IPt-dik a sejtek diszt§8lis oldalSra [88].
Mindezt ©sszevetve azzal, hogy az elsRdleges PCP feh@rj®k lokaliz8ci-ja a wdb mut8nsokban
s@r¢ I, k®nnyen elk®pzelhetR, hogy a Wdb a mikrotubulusok ment®n megval-sul- vezikulSris
transzport szab8lyoz8s8ban vesz r@szt. A Wdb @s a Ft-Ds kapcsolat vonatkoz8s§ban viszont
egyelRre nincsenek publik8lt adatok, ez®@rt csak tovsbbi k2s@rletek seg’ts®g®vel kapunk majd
v8laszt erre a fontos k@rd®@sre.

Az elRbbiekben ismertetett modell alapvet®se az volt, hogy a Ft/Ds ®s Fz/Stbm
jel8tviteli modulok egy line8ris szab8lyozSsi rendszert alkotnak, amit a szemben elv@gzett
episzt8zis k2s@rletekre alapoztak [29]. Az abdomen kutikulSn @s a sz8rnyon v@gzett Yjabb
k2s@rletek alapj§n azonban ez az elk®pzel®s nem §llja meg a hely@t, sokkal ink§bb %gy tTnik,
hogy ez a k8t fontos PCP modul egym§st-I f;ggetlen¢l, pSrhuzamos utakon jSrul hozz§ a
globglis polarit8si minta kialak?t8s8hoz [89,90]. Ebben a pillanatban nem vil§gos ezeknek az
egym8snak ellentmond- konkl¥zi-knak a magyar§zata. Nem z8rhatjuk ki azt az egyszerT
lehetRs®get, hogy a k¢ 1°nb®zR sz@vetekben k¢ 1°nb®zR mechanizmusok mTkOdnek, @s a két fR
PCP modul szerepe sz®vetrRI sz®vetre v8ltozik, de a sz®veti polarit8s egy®b vonatkoz8sokban
rendk?v¢ | univerz§lisnak I18tsz- szab8lyoz§sa miatt a tudom8nyterg let vezetR kutat-i egyelRre
elvetik ezt a lehetRs®get @s par§zs vitst folytatnak az alternat?v modellekrRI [84,86,90,91].
EttRl f;ggetlengl a Ft/Ds ®s a Fz/Stbm modulok Kit¢ntetett szerepe nem k®ts@ges.
Velem@nyem szerint a legfontosabb k@rd@s pedig ink8bb Y.gy mer¢sl I, mi a globslis
polarit§si inform8ci- val-di term@szete? L@tezik-e val-ban egy morfog®n szerT polarit§si
jelmolekula vagy a polarit8si inform8ci- sejtrRI-sejtre ad-dik 8t @ a domin--elv szerint (5.
8bra) terjed ki a teljes sz®vetre? Mikor determin§l- dik val-j8ban a PCP? Lehets®ges-e, hogy
a sejtek sz¢ let®s¢ kiRl fogva Atudj8ko ezt az inform§ci-t @s a vizsg§lataink k®z®ppontjsban §l1-
feh®rj®k val-j8ban mind v@grehajt- elemek, amelyek kivitelezik a sz®veti differenci8l-dSs
utols- I8p@seit ®s morfol-giai v8Itoz8sok Ytj8n nyilvgnval-v§ teszik az addig sz8munkra
rejtett polarit§8si inform8ci-t? gy gondolom a Drosophila PCP modell rendszerek
alkalmasak ezeknek a k@rd®seknek a vizsg§lat8ra is, @ ha a muslica genetikusok meg akarj8k
Rrizni priorit§sukat a PCP ter¢leten, arra lesz sz¢ ks®g, hogy a kulcs k@rd@sek megold8sgban
I8pjenek elRbbre.

2.1.2. SzOveti polariz8l-d8s gerincesekben
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Ha r8pillantunk a halak pikkelyeinek vagy a madarak tollainak szigortan szab§lyozott
elrendezRd®s@re, m8ris szembetal§lkozhatunk a gerinces 8llatok sz®veti polariz§l-d8§s§nak
nyilv8nval- p@ld8ival. Hasonl-k®ppen, a belsR sz@vetek k°zOtt is ismer¢ nk evidens peldskat,
hiszen a I8gzRrendszer vagy a nRi petevezet®k csill-s h§mj§nak feldpt@se egy®rtelmTen utal a
szOveti s’kban megnyilv8nul- polariz8l-d8sra. A k¢ 1°nb®zR genom szekvens§ISsi projektek
ut8n kider¢It, hogy az eredetileg Drosophila-ban azonos?tott PCP g@nek szinte mindegyike
evol/ici-san konzerv8lt feh@rj®t k- dol, ®s innen m8r csak egy 1®p®s v§lasztott el a funkcions§lis
konzervSci- bizony28sSt-1. Ennek egyik legnyilv8nval-bb p®ld§jSt az eg®r Fz6 mut8nsok
epidermisz®n megfigyelhetR szRr fenot?pusok szolgSltatt8k, amelyek szembesz®kR
hasonl-s8got mutatnak a Drosophila fz mut8nsok szRr ®s trich-ma orientSci-s hibSival (6.
8bra) [92]. T°rt@netileg azonban a gerinces PCP tudoms8nyter¢ let az embriogenezis korai
szakasz8ra jellemzR, a szCPvetek sZkj8ban polariz§lt sejtmozg8sok [93] ®s a belsR f¢l
®rz@kh8mj8nak vizsg8lat§val kezdRd®tt [94,95]. Manaps8g is ezeket tekintj¢k a meghat8roz-
gerinces PCP modell rendszereknek, b8r a gerinces PCP mut8nsok r@szletesebb fenot?pus
anal’zise ut8n kider¢lt, hogy az embrion8lis szemh®jak z8r-d8s8ban, a ves®ben tal§lhat-
nefronok kanyarulatos csatorn8inak megny%l8s8ban, @s teljesen friss eredm@nyek alapj8n a
bal-jobb aszimmetria kialakul8s8ban is [7,96,97,98] r®szt vesz a PCP rendszer.

Extornn

A0 OEoaerice

6. 8bra: Gerinces PCP modellrendszerek. (a) Az eg@r belsR f¢ I8t bort- ®rz@kh8m egy r@szelete.
Minden sejt @k alakba rendezRd®tt sztereoc?liumokat hordoz, amelyek orient8ci-ja minden sejtben
azonos ®s ily m-don szab8lyos sorokba rendezRdnek. (b) Vangl2 eg®r mut8nsokban a sztereoc2liumok
vBletlenszerT ir§nyults§got mutatnak. (c) A vad t2pusy: egerek epidermisz8t borz- szRrek a v@gtagokon
diszt8lis ir§nyba n®znek, m?g egy Fz6 mut8ns eg@r (d) eset®ben forg-kat figyelhet;nk meg a
szRrmint8ban, ami igen hasonlatos a muslic8k sz8rny8n megfigyelhetR PCP fenot?pusokhoz. (e) A
konvergens extenzi-s sejtmozg8sok s®@m§ja. LSthat-, hogy a folyamat I8nyege a sejtek mediglis
ir8nyba tort®nR elmozdul8sa @s interkal§ci-ja. (f) Egy vad tpuss 24. st&diumt Xenopus embri-ban a
velRcsR z8r-d§sa majdnem teljesen befejezRd®tt, ezzel ellent®tben a Xenopus fy g®nterm®k g8tlSsa
velRcsR z8r-dSsi defektusokat okoz (g). Az f ® g paneleken Pax3 in situ hibridiz8ci-val tett®k
I8that- v§ a velRlemezeket. Az eredeti 8bra forr8sa: Seifert and Mlodzik, 2007.
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2.1.2.1. Konvergens extenzi-

A gerinces fajok korai embrionglis fejIRd®s®nek egyik jellegzetes k©z°s von8sa, hogy
mezoderm§lis @s neuroektoderm§lis eredetT sejtek popul§ci-i az embri- k°z@pvonala fel®
mozdulnak el, ami a sejtek interkal8ci-ja ut§8n az embri- megny%I8s§t eredm@nyezi az A-P
tengely ment®n, ®s egyben karcs¥sod8s§t az oldals- ir§nyokban (6. §bra). Ezeket a szOveti
s?kban ©sszehangolt, polariz8It sejtmozg8sokon alapul- folyamatokat, amelyek v@gsR soron az
embri-k megny¥I8s8val jSrnak, konvergens extenzi-nak nevezzik (CE az angol convergent
extension kifejez®s ut8n). Ismert, hogy a CE sor8n a sejtek a mozgs8s irgny8ban megny¥lnak,
®s lamellip-diumokra eml®keztetR ny%lv8nyok n©veszt®s@vel polariz§l-dnak [93]. FRk@nt
eg@r, zebrahal ®s Xenopus modell rendszerek vizsg§lat8b- | kider¢ It, hogy az elsRdleges PCP
g®nek gerinces homol- gjai kivetel n@lk¢ I r@szt vesznek a CE szab§lyoz§s§han [7,9], de rajtuk
kv¢l a Fat4, az in ®s fy homol-gok szerepe is bizony%ott legal8bb az egyik modell
organizmus eset@ben [99,100] (6. §bra). A PCP g®nek hib§s mTked@se a konvergens extenzi-
sorgn velRcsR z8r-dSsi probldmskat okoz @s nyitott gerincT embri-k fejIRd@s®t eredm@nyezi,
ami egy rendk?v¢ | s¥ilyos, gyakran hal§los k®vetkezm®nyekkel j8r- fejIRd®si rendelleness@g.

2.1.2.2. A belsR ¢l @rzkh8mja

Az emIRs®k belsR f¢ 1@nek @rz®@kh8mj8ban a hang @s egyenstily @rz@k®@I@shez nelk¢ I°zhetetlen
szRrsejteket tal8lunk. A hall8s @rz@kszerv@ben, a Corti-szervben az ®rz®ksejtek mindegyike
hordoz egy csill-t, egy %n. kinoclliumot az apik8lis felsz2n@n, amelyet ®k alakban
sztereoc2liumok vesznek kOrgl (a sztereoc?liumok mikrovillus-szerT, aktin gazdag
sejtny%lvenyok). Az @rz®ksejtek, ill. az ®k alakba rendezRd®tt apik§lis ny%lvgnyok szabglyos
orient§ci-j% sorokat alkotnak [94] (6. §bra), ahol a plangris polariz§l-d§s egy®@rtelmTen
megfigyelhetR. Az elm¥%lt n@h8ny @vben lert8k, hogy a muslica PCP g@nek eg®r homol- gjait
@rintR  mut8ci-k elrontj8k a sztereoclliumok orient8ci-jS8t, ami s¢kets@get vagy
hall§sk8rosod8st okoz. Ilyen fenot?pust okoznak az egyik Stbm homol-got k-dol- looptail
vagy vangl2 [95], az egyik Fmi homol-got k-dol- celsrl [101], a Dsh homol-gokat @rintR
dvll, dvi2 kettRs knock-out [102,103], a szint@n kettRs knock-out Fz3, Fz6 [104] @s a Fat4
mut8nsok [100]. Figyelemre me@lt- m-don, a Drosophila modell rendszerhez teljesen
hasonl-an, erRs genetikai interakci- mutathat- ki a dvl @ a vangl2 mut8nsok k°z°tt [103].
Egy¢ttesen ezek az eredm@nyek bizony?tott8k azt a mut8nsok analzis@t j-val megelRzR
sejt@st, miszerint a belsR f;l ®rz@kh8mja egy szPveti polariz§l- d8si paradigms§t reprezents|
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[105], m8sr@szt azt is megmutattS8k, hogy a sz®veti polariz§l-d8s val-ban a hang®rz®kel®s
abszolvte kritikus elRfelt@tele.

2.1.2.3. Aszimmetrikus feh@rje lokaliz§ci-

A Drosophila PCP kutat§sok egyik legfontosabb meg8llap2t8sa az volt, hogy a sejteken bel¢li
aszimmetrikus PCP feh@rje felhalmoz-d8s fontos szereppel b2r a szOvetek s%kbeli
polariz8ci-j8ban. A gerinces PCP modell rendszerek k°z¢| elRsz®r a Corti-szerv sejtjeiben
siker¢ It olyan molekul8ris aszimmetrigkat kimutatni a PCP feh@rj®k sejten bel¢ li eloszI8s8ban,
amelyek hasonl-s§got mutatnak a muslic8ban megfigyelt mintSkkal. A r@szletekrRl ugyan
egyelRre j-val kevesebbet tudunk, mint a Drosophila sz8rny eset@ben, de a Celsrl, DvI2, Pk2,
Fz3, Fz6 @s Vangl2 feh@rj@k esetBben a polarizSci- egy@rtelmTen kimutathat- volt
[103,104,106,107,108], ®s arra is vannak bizony4®kok, hogy a gerinces PCP feh@rjek
lokaliz8ci-ja is k®lcs®n®sen f;gg egymss jelenl®t®tRI [108]. Ezekkel a megfigyel@sekkel egy
idRben a zebrahal Pk ® Stbm homol-gjair-1 le2rt8k, hogy azok is aszimmetrikusan
halmoz-dnak fel a konvergens extenzi-s mozg8sokban r@szt vevR neuroektodermslis
sejtekben [109]. Ezek a k2s@rleti eredm@nyek teh8t azt sugalljS8k, hogy a PCP rendszer
mTked@se az aszimmetrikus sejten bel¢li felhalmoz-d8s szempontjsh-1 is nagym@rtékben
konzerv§lt lehet. Ennek ellen@re abban a vonatkoz8sban egyelRre nincs elegendR k2s@rleti
bizony2t®k, hogy a Fz-Dsh @s Stom-Pk komplexek mTkOd@se, ill. eloszI§sa minden esetben
hasonl- polariz§lts§got mutatna, mint a muslic8k eset®ben. A PCP feh@rj@k sejten bel¢li
eloszI§s8nak r@szletes vizsg8lata ez®rt tov8bbra is folytat-dik, ® n®h8ny @v milva
val-sznTleg tiszt§z-dik milyen m@rt®kT a hasonl-s8g a k¢ l°nb®zR PCP modell rendszerek
k©z°tt a molekul8ris aszimmetrigk vonatkoz8s§ban.

2.1.2.4. Policiszt8s vesebetegs®g, csill- k®pzRd®s ®s bal-jobb aszimmetria

A gerinces PCP kutat8sok egyik @rdekes ¥j irgnya a PCP @s vesetubulusok fejIRd®se kOzOtti
kapcsolat vizsg§lata. Az emIRs®k ves®j®nek mTked®si egys@gei a nefronok, amelyek egy@b
elemek mellett a kanyarulatos csatorn8kat is tartalmazz8k. A kanyarulatos csatorn8k az
embrion§lis fejIRd®s sor§n sejtoszt-d§sok Ytjsn egy rendkav¢l nagyme@rt®kT megny¥l§son
mennek kereszt¢l, an@lk¢l, hogy az 8tme@rRj¢k szignifik§ns me@rt®kben v§ltozna. Az ¥n.
policiszt8s vesebetegs®gek (PKD) k°z°s jellemzRje, hogy a vesetubulusok megnyl8sa zavart
szenved, a csatorn8k §tm@rRje megnR ®s azokon ciszt8s Kit¢remked@sek jelennek meg [110].
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Fischer ®s koll®g8i kimutatt8k, hogy a csatornSk elongs8ci-jSt a sejtoszt-d8sok ir§nygnak
szigor¥ szab8lyoz8sa biztos#ja [111]. Vad t?pus eset®ben az oszt-d8sok irSnya mindig
p8rhuzamos a csatorna hossztengely@vel, m2g eg®r ®s patk§ny PKD modell rendszerekben az
oszt-d8sok irSnya nagym@rt®kben elt@r ettRl [111]. A sejtek oszt-d§sSnak ®s pozci-j8nak
ilyet®n m-don val- meghat8roz8s§t PCP jelens@gnek tekinthetj¢ k, k¢ 1°n®sen annak f@ny@ben,
hogy az irSny?tott sejtoszt-d8sok szerepe j-I ismert a Drosophila ®rz8kszRrek polariz§l- d8sa
[14] ®s a zebrahal konvergens extenzi-s sejtmozg8sok sor§n [112]. Ezt a felfogSst erRsti az a
megfigyel®s is, hogy a PCP g@nt @rintR Fat4 eg®r mut8nsok ciszt8s ves@vel fejlRdnek (7.
8bra), amelyben a sejtoszt- d§sok irSny8nak koordin§I8sa zavart szenved (7. §bra), ®s a Fat4
mut8nsok ebben a vonatkoz8sban domin§ns genetikai interakci-t mutatnak a Vangl2 @s Fjx (fj
homol- g) mut§nsokkal [100].

Fat4*'+ Fat4~ Fat4+'+ Fat4™"~

500 um ‘ 500 um

7. 8bra: A Fat4 eg®r mut8nsok policiszt8s ves®vel fejlRdnek. (a) Egy vad t?pus¥: vese metszet@n
Aquaporin2 (Agp2) fest@ssel (piros sz2nnel jel®lve) j- 1 I§that- v§ tehetRk a vese gyTijtRcsatorn§i. (b) Az
Agp2 pozittv csatorn8k sokkal revidebbek ®s szBlesebbek a Fat4 mut8ns eg@r ves@ben, ami egy tipikus
PKD fenotpus. (c,d) Fat4 mut§nsokban (d) sejtszintT felbont§s mellett is kimutathat- a vesecsatorngk
kiszBlesed®se ®s megrevid¢I®se. A sejthatSrokat E-cadherin (E-cad) jel®li piros sz2nnel. Az Sbra
eredeti forr8sa: Saburi et al., 2008.

A gerinces PCP ter¢let mSsik izgalmas %j felfedez®se a sz®veti polariz8l-d8s @s a
csill-  k®pzRd®s kOzOtti kapcsolat felismer®se volt. A csill-k hossz% idR -ta ismert
sejtszervecsk®k, de eg®szen a legut-bbi ®vekig fRk®nt csak a mozg8sra k@pes csill-k ®s
ostorok vizsgSlat8ra irSnyultak a kutat8sok. IdRk®zben kider¢ It azonban, hogy a gerinces
®IRI@nyek szinte minden sejtje hordoz egy immobilis, %n. elsRdleges csill-t. Ezeknek a
csill-knak a funkci-jSt sok8ig homsly fedte, de ma m8r fontos @rz@kelR ®s jelstviteli
funkci-kat tulajdonztunk nekik, mert szerep¢k van a f@ny@rz®kel®sben, a mechanikai
stimulusok ®rz@kel@s@ben @s a szagl8sban, tov8bb§ a Hedgehog (Hh) ®s a Wnt/PCP jelstviteli
folyamatokban [113,114]. A csill-k8pzRd@s @s a PCP k°z°tti kapcsolatra elsRk@nt a Bardet-
Biedl szindr-m8§hoz kOthetR Bbs g®nek vizsg8§lata mutatott r§. A Bbs feh@rj®k a csill-k alapi
test®hez lokaliz8l-d- feh@rj@k, amelyek a csill-k8pzRd®@s esszenci§lis elemei [115].
Megfigyelt®k, hogy a Bbsl, Bbs4 ®s Bbs6 g@neket @rintR eg®r mutSnsok belsR f;I®ben a

23



dc_21 10

kinoc?liumok (amelyeket elsRdleges csill-nak tekint;nk) ®s a sztereoc?liumok rendezetlen
m-don 8llnak, teh§t PCP hib8kat mutatnak [116]. Ezeket a polarit8si hibSkat a Vangl2
mut8nsok domin8ns m-don erRs2tik [116]. A kinocZliumok axon®m§j8nak k®pzRd@s@t teljesen
megakad8lyoz- 11t88 @s Kif3a mut8nsok szint®n s%lyos szPveti polarit§si hibSkat mutatnak
megerRs2tve, hogy a csill-k jelenl®te instrukt?v szereppel a b?r a belsR f¢l polarit8si
mint§j8nak meghat8roz8§s8ban [117].

(i) (st () () (@)
SED PO SD®
(st ) () @& (& (=) F
() () () () () () () (P ) ()

8. 8bra: Csill- k8pzRd®s ®s sz@veti polarit8s a belsR f¢l @rz@kh8mjSban. A belsR f¢l
®rz®kh8mj8ban minden sejt apik8lis felszZ2n®n I8that- egy bazSlis testhez (piros k°rok) kOtRdR
kinoclium (fekete vonal) @s a kinoc?lium k@t oldal§n a V-alakba rendezRd®tt sztereocliumok (z°ld
kerek), amelyek orient§ci-ja vad tpus eset®ben minden sejtben azonos (bal oldali panel). A csill-
k@pzRd@st megakad§lyoz- mut8nsokban a bazslis testek sejten bel¢li pozici-ja randomiz8l- dik, ami
sulyos defektusokat okoz a sztereoc?liumok elrendezRd®s@ben is (k°z8psR panel). PCP mut8nsokban
szintdn voletlenszerT a baz§lis testek @ a k2nocliumok pozici-ja, ami hib§kat eredm@nyez a
sztereocZliumok elrendezRd@s@ben (jobb oldali panel). Ezek alapjsn a PCP feh@rjek mellett a
kinocliumok is fontos szereppel b2rnak a belsR szOveti polariz§l-d8s8ban. Az Sbra eredeti forr§sa:
Jones et al., 2007.

A PCP @s a csill-k®pzRd®@s kapcsolat§ra m§s modell rendszerekben is van p@lda,
hiszen a Xenopus inturned ®s fuzzy g®nek inaktiv§lSsa abnormslis csill-k k®pzRd®s@t
eredm@nyezi ®s konvergens extenzi-s hib8kat okoz [99]. A legfrissebb eredm®@nyek pedig azt
jelzik, hogy a PCP rendszer a csill- k hely®nek meghat8roz8s8val j8rul hozz§ a gerincesek bal-
jobb aszimmetri§jSnak a kialakul8s8hoz. Eddigi ismereteink alapjSn a gerincesekben a bal-
jobb aszimmetri§t az embrion8lis n-duszban t°rt®nR folyad®k8ramlSs ir§nya (az -ramutat-
j8r8s8val megegyezR vagy ellent@tes) hat8rozza meg. Ezt az §ramlSst viszont a n-dusz sejtek
apik§lis felsz2n®n poszterior pozci-ban, aszimmetrikusan elhelyezkedR csill-k ©sszehangolt
mozg8§sa hozza I8tre [118]. Az eg®r Dgo homol-got k-dol- inversin (inv), a Vangll, Vangl2
®s a Dvl g@neket @rintR mut8ns kombinS§ci-kban a csill- k®pzRd®s sejten belili helye
randomiz8l-dik, ami turbulens folyad®kSramlI8st @ v@®gsR soron bal-jobb aszimmetria

zavarokat okoz [96,97,98,119]. Ezek az eredm®@nyek jelzik, hogy a PCP jelStviteli rendszer a
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klasszikus sz®veti polariz8l-dSsi folyamatokon k2vil a gerinces embri-k fejIRd®@s@nek egy
m8sik fontos korai esem®ny®t, a bilater§lis aszimmetria kialakul§s§t is szab8lyozza.

' Node
o (PNC)

Vangl2¥'s; Vangl19t/gt

9. 8bra: A Vangl g@nek szerepe a bal-jobb aszimmetria kialak?t§s§8ban. (a) Egy 8 napos
sematikusan 8br§zolt eg@r embri-n I8thatjuk a n-dusz (PNC) elhelyezked®s@t, amit kinagy?tva mutat a
(b) panel. D, dorz8lis; V, ventrglis; A, anterior; P, poszterior; L, bal oldal; R, jobb oldal. (c) A vad
t?pusts n-dusz sejtek poszterior oldal8n egy csill-t tal§lunk, amelyek mozg8sa egy bal oldalra ir§nyul -
folyad@kS8ramlSst id®z elR a n-duszon bel¢l, ami a bilater8lis szimmetri§t megt®ri @ a bal-jobb
aszimmetria kialakul8s§nak elsR ismert jele. (d) Vangl2; Vangll kettRs mutSnsokban a n-dusz sejtek
csill-i nem a megfelelR sejten bel¢li pozZci-ban helyezkednek el, @s ez8ltal mozg8sukkal turbulens
folyad®k8&raml§st generglnak a n-duszban, ami viszont bal-jobb aszimmetria hib8k kialakul8sst id®zi
elR. Az 8bra eredeti forr8sa: Song et al., 2010.

A velRcsR z8r-dS8si probl®m8k @s a policiszt8s vesebetegs®g a leggyakoribb humsn
sz¢ let@si rendelleness®gek k°z® tartoznak, m2g a szint®n gyakori velesz; letett sz2vbetegs®gek
t°bbs®ge bal-jobb aszimmetria zavar miatt alakul ki. Term@szetesen nem 8llthat-, hogy ezek
a betegs@gek minden esetben a PCP gének hib§s mTked®s@re vezethetRk vissza, de a PCP
rendszer ®s az emPtett betegs®gek k©zOtti kapcsolat ma m8r nyilv8nval- [111,120], 2gy a
szOveti polariz8l- d8s vizsg§lata gerinces fajokban fontos orvosi vonatkoz8sokkal is b2r, ami
minden bizonnyal hossz¥ t8von is garant§Ini fogja a ter¢ let rendk2v¢ | dinamikus fejIRd@set.

2.1.2.5. A gerinces PCP effektor elemek a sejtv8z szab8lyoz8§s8ban vesznek r®szt

A gerincesek PCP szab§lyoz8si rendszer@nek mTkod®s®t fRknt a Fz/Stbm ®s a Ft/Ds csoport
vizsg8lat§val tanulm8nyozt8k. A gerinces PCP effektor feh®rj@krRl emiatt viszonylag keveset
tudunk. Az eddigi eredm@nyek azt jelzik, hogy a sejtv8z szab8lyoz8s8hoz k°thetR JNK, Rho
kin8z ®s Rac feh@rj®k zebrahal ®s Xenopus eset®ben sz;ks@gesek a konvergens extenzi-
kivitelez®s®hez [121,122]. Mindez ©sszhangban van a muslic8ban kapott adatokkal, de
gerincesek eset®ben az als-bb szinten hat- elemeket egyelRre nem ismerj¢k. Ismert azonban
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egy aktin sejtv§z szabSlyoz- feh@rje, a DAAML (dishevelled associated activator of
morphogenesis), ami a Wnt/PCP jelStvitelhez k®thetR ®s ami Xenopus adatok alapjgn szint®n
reszt vesz a konvergens extenzi-s sejtmozg8sok ©sszehangol8s8ban [123]. Ez a feh@rje az
eredeti elk®pzel@sek alapjSn elRseg?ti a Dvl f,ggR Rho aktiv8ci-t. Azonban a DAAM1 egy
formin-homol-gia dom@neket hordoz- feh®rje, ®s kor8bbi adatok alapjsn a forminok
aktivsci-ja f;gg a Rho GTP8zok jelenl@t®tRI [124]. Amikor ezek az eredm@nyek napvil§got
I8ttak, m®g nagyon keveset tudtunk a muslica PCP jelStviteli %t Dsh alatti elemeirRI, ez@rt
munkacsoportunk elhat8rozta, hogy megvizsg8ljuk a Drosophila DAAM ortol-g (IDAAM)
szerep®t a szCveti polariz§l-d8s sor8n. Eredeti k2s@rleti c®lunk k&sRbb elvezetett a dDAAM,
PCP-hez m8r nem k®thetR, r@szletesebb genetikai ®s funkcions§lis anal?zis®hez. Tekintve, hogy
a forminok az aktin sejtv8z fontos szab8lyoz- elemei, az @rtekez®s kPvetkezR r@sz®ben revid
Sttekint®st adok az aktin sejtv8z fel@p2t@s@rRI @s az aktin dinamik§t szab8lyoz - feh®rj®krRI.

2.2. AZ AKTIN SEJTVCZ FELEPLTESE £5 MtK¥D£SE
2.2.1. Asejtv8z §ltal8nos jellemzRi @s fel@pt@se

A sejtv8z az @R sejtek dinamikus v8ltoz8sokra k@pes szerkezeti eleme. A
citoszkeleton rendkav¢l sokf@le funkci-t ISt el, 2gy pl. lehetRv® teszi a sejtmozg8sokat, a
sejtalak fenntart8s8t, az intracellul8ris transzportfolyamatokat, az organellSris transzportot ®s a
sejtoszt-d8st. Az eukari-ta sejtekben a sejtv8z fel®@pt@s®t tekintve h8rom fR szerkezeti
egys®get k¢lon%thet¢;nk el: a mikrotubulusokat, az intermedier filametumokat @s a
mikrofilamentumokat vagyis az aktin sejtv§8zat. A mikrotubulusok polimer molekulgk,
melyeket a-, s b-tubulin alegys®gekbRI §l1- heterodimerek ®@p2tenek fel. A heterodimerek fej-
farok orient§ci-ban egy csRszerT strukttr§ba rendezRdnek, 2gy hozz8k I6tre a polariz§lt
szerkezetT mikrotubulusokat. A mikrotubulusok a sejtek legmerevebb, legrobosztusabb
v8zelemei, amelyek a stabilit8s szempontjSb-1 viszont dinamikusan v8ltoz- szerkezetek.
Noveked®s¢ ket ®s lebomlgsukat, ill. magasabbrendT struktir§kba val- szervezRd®s¢ket a
mikrotubulus asszoci8lt feh@rj@k szab8lyozz8k. Az Yj mikrotubulusok ©sszeszerel®se,
nukle§I8sa az eukari-ta sejtekben a mikrotubulus organiz§l- k®zpontokb-1 (MTOC) tert®nik.
Az Yjonnan kialakult mikrotubulusokban a (-) v@g az MTOC fel®, m2g a (+) v@g att - I diszt§lis
irSnyba n®z.

Az intermedier filamentumok (IF) homo-, vagy heteropolimerek, amelyek apol8ris

I8ncokat alkotnak. A mikrotubulusokhoz k@pest kev®ss® dinamikusan v8ltoz- struktlrsk,
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legfontosabb szerep¢k a sejtek 8ltal8nos szerkezeti stabilit§s8nak biztost8sa. Rendkav |
sokf®le  intermedier  filamentum  I®tezik, ezeket sz®veti  elRfordul§suk  @s
szekvenciahomol- gi§juk alapj8n hat csoportba soroljuk. Az I. ®s Il. csoportba a savas, illetve
b8zikus keratinok tartoznak, melyek epit@liglis sejtekben fordulnak elR. A 11l. csoportba
soroljuk vimentineket, melyek az ©sszes IF feh@rje k©z¢l a legsz®lesebb elRfordulssi
gyakoris8ggal rendelkeznek. A szint®n idetartoz- dezmin az izmokra jellemzR, a GFAP (glial
fibrillar acidic protein) gliasejtekben ®s asztrocitS8kban fordul elR, m2g a peripherin a perif@rigs
idegrendszer neuronjaiban tal§lhat- meg. A 1V. csoportot a neurofilamentumok (NF) alkotj8k.
Specifikusan a k©zponti idegrendszer neuronjainak axonjaiban fordulnak elR, szerep¢k az
axonok radi§lis ir§ny¥% n®veked@s@nek, ny%lv8ny§tm@rRj@nek szab8lyoz8sa. Az V. csoportot a
laminok alkotjSk, amelyek a sejtmagban tal§lhat-ak, m2g a VI. csoportba a nesztinek
tartoznak, melyek fRk@nt izomsejtekben ®s embrion§lis neuronokban fordulnak elR.

A mikrofilamentumok 7-9 nm §tme@rRjT helik8lis szerkezetT polimer molekul8k,
melyeket aktin monomerek @p2tenek fel. Az aktin sejtv8z flexibilis ®@s plasztikus, elsRdleges
funkci-ja a dinamikus sejtmozg8sok kivitelez®s®ben van. Az aktin az eukari-ta sejtek
legabund8nsabb feh@rj®je, a rendelkez®@sre §ll- aktin mennyis®@g kb. fele monomer, globulsris
form8ban (G-aktin) van jelen, m2g a m8sik fele polariz§lt szerkezetT filamentumokat alkot (F-
aktin) [125]. Az aktin feh®rj®k szekvenci§ja evolY.ci-san erRsen konzerv§lt, aminosav szinten
az egysejtTektRl a gerincesekig legalS8bb 80%-0s azonoss§got mutatnak egyms§ssal.
Ugyanakkor a magasabbrendT fajok genomja t®bbfele aktin izoform§t is k-dol, jellemzR

m-don az izomsejtekben k¢ 1°nb©zR izoform8kat tal§lunk, mint a nem-izom t?pust sejtekben.
2.2.2. Az aktin filamentumok fel®p2t®se @s szervezRd®se

Az aktin filamentumok kettRs helik§lis strukt/r8k, benn¢k k@t parallel lefut§s¥: G-
aktinb -1 8ll- I8nc tekeredik egym8sra, oly m-don, hogy a monomerek egym8shoz k®pest fej-
farok orient8ci- ban helyezkednek el (10. 8bra). A filamentumok nemcsak strukturglis, hanem
funkcion8lis @rtelemben is polarit§ssal rendelkeznek. A polarit§s alapja az, hogy a ket@rtokT
kationok (Mg®*, Ca?*) jelenlétében ATP/ADP ket®sre k®pes aktin monomerek maguk is
aszimmetrikusak. R8ad8sul az aktin monomerek ATP-8z aktivit§ssal is b?rnak, amely
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10. 8bra: Az aktin filamentum szerkezete. (A) Az aktin monomer ®s a filamentum szalag modellje.
L§that- a monomer aszimmetrikus fel®p2t@se (a jobb oldalon a Mg?* k°tR zsebbel), @s a filamentum
spir§lis szerkezete, ill. a sz°ges (+) @ a hegyes (-) vBg. (B) A sematikus filamentum modell
szeml®@lteti, hogy in vivo a sz°ges v@gen ATP-aktin (piros k°r) be®p¢ I@s tCrt®nhet, ami az aktin sajst
ATP8z aktivit§sa miatt gyorsan ADP-aktinng (z°ld k°r) alakul. A hegyes v&g a depolimeriz-ci- helye,
a lev8l- ADP-aktin monomerek pedig %jra ATP-aktinn§ alakulhatnak.

jelentRsen megn©vekszik, ha be®p¢ Inek egy filamentumba. Az ATP hidrolPzise ut8n k@pzRdR
ADP-aktin viszont olyan konform8ci- v§ltoz8st id®z elR a filamentumban, ami azt
instabilabb§ teszi, n®veli a depolimeriz8ci-ra val- hajlam8t [126]. Ezek a tulajdons8gok in
vitro Kk°r¢Im@nyek k°zOtt azt eredm@nyezik, hogy ugyan a Mg-ATP aktin jelenl®t®ben
k®pzRdR filamentumok mindk®t v@gén t°rt@nhet monomer be®p¢ I8s @s disszociSci- is, azok
sebess®ge a k@t v@gen jelentRsen elt®rR. Az ¥%n. sz°ges (+) v@gen, ahol elsRsorban ATP-aktint
talSlunk kb. 10-szer gyorsabb a be®p¢ I8s sebess®ge, mint az ¥%n. hegyes (-) v®gen amire az
ADP-aktin jelenl@te a jellemzR [125]. Ez a k¢ I°nbs®g in vivo kOr¢Im@nyek kOzOtt az aktin
monomer k°tR feh@rj@knek k®sz®nhetRen nagys8grendekkel nagyobb lehet, ez®rt n°veked®s
gyakorlatilag csak a sz°ges v@gen t°rt®nhet, m2g a hegyes v@g a depolimeriz8ci- helye (10.
8bra).

Az aktin filamentumokra jellemzR, hogy gyakran t°bb filamentumb-1 §ll-
magasabbrendT struktvr§kat alkotnak. Ezeknek k8t fR t2pus§t k¢lonb®ztetjck meg aszerint,
hogy p8rhuzamos lefut8sy, nem-el8gaz- filamentumokb-1 8ll- k®tegekbe rendezRdnek, vagy
szOvevelnyes h§l-zatokat alkotnak (11. §bra). Az aktin h8l-zatok is t°bbf®Iek lehetnek:
kialakulhatnak ¥%n. g@l-szerT h§l-zatok, ahol egymS§st-1 f;ggetlen eredetT fonalakat
keresztk®tR feh@rj®k tartanak ©ssze, ®s olyan h§l-zatok is I8teznek ahol a filamentumon
meghat8rozott sz°gben oldal8gak k®&pzRdnek ®s egy bonyolult, polarit§8ssal rendelkezR
8grendszer alakul Ki. In vivo ezek a strukt?rg8k kombingl- dhatnak is egym8ssal, de sok esetben
Atisztad form8ban fordulnak elR. égy pl. a filop- diumokra @s mikrovillusokra jellemzR, hogy
kOtegekbe rendezRd®tt nem-elSgaz- aktin filamentumok merevitik Rket, m?g a
lamellip - diumokban @s sejtfodroz- d8sokban hs§l-zatos aktin szerkezetet tal§lunk (11. §bra)
[127].
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nemelagazé kétegek elagazo kétegek

trichomak mikrovillusok sztereociliumok

filopodiumok

lamellipédiumok

11. 8bra: MagasabbrendT aktin strukt¥r§k. Peld§k az el§gaz- ®s nem-el§gaz- filamentumokb- |
8ll- aktin kOtegekre. Az 8bra eredeti forr§sa: Revenu et al., 2004.

2.2.3. Az aktin k°tR feh@rj®k

R@g-ta ismert, hogy az aktin monomerek spont§n m-don is k@pesek filametumokba
rendezRdni, de ez a folyamat az @IR sejtekben gyakorlatilag nem t°rt@nhet meg, aminek
legal8bb k@t fontos oka van. Egyr®szt a spont8n filamentum k®pzRd@s kinetikai okok miatt
nem t8mogatott, m8sr@szt a spont§n k@pzRd®s belSthatatlan k°vetkezm@nyekkel j8rna, ez@rt in
vivo kor¢ Im@nyek kOz°tt az aktin dinamika @s a magasabbrendT aktin szerkezetek kialakul§sa
terben ®s idRben szigors m-don szab8lyoz-dik. Ezekben a szabSlyoz- folyamatokban
kit¢ ntetett szereppel b2rnak az aktin k°tR feh@rj®k (12. §bra). A rendk2v¢ | nagysz8mY: ismert
aktin kOtR feh@rj®t kapcsol-d8suk ®s funkci-juk szerint k¢ 1°nb®zR csoportokba soroljuk.
Vannak monomer kOtR feh@rj@k, @ vannak filamentumokhoz k°tRdR feh@rjek, amelyek
kOtRdhetnek az egyik vagy m8sik v@ghez vagy kapcsol-dhatnak az F-aktin oldal8hoz (12.
8bra). Aktivit§suk alapj8n megke 1°nb®ztetjok a polimeriz8ci-t gStl-, a polimeriz8ci-t
elRsegR, a depolimerizSci-t elRseg4R, a fragment8ci-t elRseg4R, a filamentumot stabiliz§I-,
a filamentumokat keresztk®tR ¢g@l- ®s k©tegformal- feh@rj@ket, a motorfeh@rj®ket @s az Y%j
filamentumok k®pzRd@s@t elRsegR faktorokat (12. 8bra).
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A dinamikus aktin sejtv§z StrendezRd@sek egyik elRfelt®tele, hogy kellRen magas
legyen a mobiliz8Ihat- aktin monomerek koncentr§ci-ja. A szabad monomerek magas
koncentr8ci-ja azonban a spont8n polimerizSci- lehetRs®@ge miatt rendk?v¢ | vesz@lyes lenne,
ez@rt a sejtekben a G-aktin igen nagy mennyis@gben, de k°t°tt form8ban van jelen [125]. A
monomer k°tR feh@rj@k legfontosabb t?puss8t a profilin reprezent8lja. Ez a feh@rje oly m-don
kOtRdik az aktin monomerhez, hogy lehetetlenn® teszi annak a filamentum hegyes v@g@re
tort@nR be®p¢ 18s@t [128]. Ugyanakkor a profilin elRseg?ti, hogy az ADP-aktin ATP-aktinn§
alakuljon §t, ®s 2gy biztostja, hogy nagy mennyis®gT olyan monomer §lljon rendelkez@sre,
ami k@pes be®p¢Ini a megl@vR filamentumok sz€ges vegre [129]. Amennyiben a profilin
limit8l- mennyis®gben van jelen a sejtekben, a f°1°s monomer mennyis@get szekvesztrgl-
feh®rj®k kOtik meg. A szekvesztrg§l- feh@rj@k, mint pl. a thymosin b4, a profilinnel ellent®tben
gy kCtRdnek a monomerekhez, hogy megakad8lyozz8k azok filamentumba val- be®p¢ I®s®t
[130,131]. Ez a monomer rakt8r teh8t azonnali polimeriz8ci-ra alkalmatlan, csak Y.gy
mobiliz8lhat-, ha elRbb profilin-aktinn§ alakul, ami viszont szabad profilin jelenl@t®ben

G-aktin
° ¢ : L
et c:-b — Jii-
e . ® i ® * : - : -
NUKLEACIOS FAKTOROK MONOMER-KOTO
Formin profilin
N-WASP/WAVE/Scar - Arp2/3 komplex thymosin 4

WH2 domén — fehérjék (Spire, Cordon Bleu, Le1omod1n)

=~ —%—m

FRAGMENTALO FEHERJEK KOTEGFORMALO FEHERJEK

gelsolin a-aktinin, fimbrin, fascin, villin

MOTORFEHERJEK
h \\\ miozin
GELFORMALO FEHERJEK ‘\,\\ \\\
filamin, spektrin, ... | \\
OLDALKOTO FEHERJEK

tropomiozin, ADF/cofilin, kortaktin, talin, ...

. VEGKOTG FEHERJEK

sapkafehérje, gelsolin, vinculin
©1993 GARLAND PUBLISHING

12. 8bra: Az aktin k°tR feh@rjek t?pusai.
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k®nnyen megt®rt@nhet, mert a profilin nagyobb affinitgssal k®ti az aktint, mint a szekvesztrsl -
feh@rjek [132].

A polimeriz8ci-t g8tl- feh@rj®k k°z¢ 1 a legfontosabbak az ¥in. sapkafeh@rjek, amelyek
a sz°ges veghez k°tRdnek ®s megakad8lyozz8k tov8bbi monomerek be®p¢l@s@t [133].
K°tRd@s¢ k stabiliz§lhatja azokat a filamentumokat, amelyeknek v@dett a hegyes v@ge, de
elRseg?theti a leboml8sukat is, ha ez nem §ll fenn. A filamentumok hossz8t teh8t akkor lehet
stabiliz§Ini, ha a sz°ges vBg kon Asapk§zzuko Rket ®s a hegyes vegc ket is megvedije k. llyen
hegyes vB@g k°tR feh®rje a tropomodulin [134], ami izom sejtekben fontos szereppel b a
szarkomer hossz meghat8roz8s8bhan @s stabiliz8I8s§ban [135].

Az elRbbiekben eml’tett feh@rjek a filamentum v@g®hez val- k°tRd®s ut§n az adott
v@gen g8tolj8k a polimeriz8ci-t ®s a depolimeriz8ci-t. Ezzel szemk®zt olyan feh@rj@k is
I8teznek, amelyek a filamentum v@g®hez val- kOtRd®s¢k utSn elRseg?tik, gyorsitjg8k a
polimeriz8ci-t T a korSbban elmondottak alapjSn, ez in vivo kiz8r-lag a sz°ges v@gen
t°rt®nhet meg. Ezeket a feh@rj®ket elongSci-s faktoroknak is nevezz¢ k, k°z¢ l¢ k legjobban az
Ena/VASP feh@rjecsal8d tagjait ismerj¢k [136,137]. Az Ena/VASP feh@rjekre az jellemzR,
hogy sapk§z- feh@rj@k jelenl@t®ben is k@®pesek a sz°ges v@ghez k°tRdni, de profilin-aktint is
kOtnek, ez8ltal gyors?tjSk a monomer be®p¢, 18s sebess®g®t [138,139,140].

A dinamikus sejtv8z 8trendezRd@sekhez a filamentumok k@pzRd@se mellett sz¢ ks®g
van az F-aktin ir8ny%ott sz@tszerel®s®re is. Ezt a folyamatot a depolimeriz8ci-t @ a
fragmentSci-t elRseg?R feh@rj@k ir8ny?tj8k. A depolimeriz§l- feh@rj@k a lassan n°vekvR v@gen
hatnak, ahol elRseg?tik az ADP-aktin disszoci8ci-j8t, a fragment8l- feh@rj@k pedig az aktin
filamentumon bel¢ | bontjSk meg a kapcsolatot az aktin monomerek k°z°tt. Ilyen faktorok
p@ldSul az ADF/kofilin feh@rjecsal8d tagjai [141], amelyek a depolimeriz8ci-t ®s a
filamentumok has?t8s8t is elRseg?tik [142], vagy a fragment§l- feh®rjek k©z® tartoz-
gelsolinok [143].

A filamentumok oldal§8hoz k°tRdR feh®rj®k k°z¢ 1 em[?t®st @rdemel a tropomiozin, ami
jelentRsen megn©veli a filamentumok stabilit8s§t mind k®miai, mind pedig mechanikai
®rtelemben [144]. A filamentumokat keresztk®tR feh@rj@k szint®n oldalk®tR feh®rjek. A
g®lforms§l- feh@rj@k k°z® tartozik pl. a filamin ®s a spektrin [145,146], m2g a k°tegform§l-
feh@rj@k kOz¢ | legjobban az a-aktinin, a fimbrin, a fascin @s a villin ismert [127,147,148,149].

2.2.4. Aktin nukle§l- faktorok
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Az aktin sejtv8z szabSlyoz8s8nak egy eddig nem r@szletezett kritikus [®p@se az Yj
filamentumok k®pzRd@se. Tudjuk, hogy megfelelRen magas monomer koncentr§ci- mellett az
aktin filamentumok spont§n m-don is ©sszeszerelRdhetnek. Az BIR sejtekben azonban
amellett, hogy a szabad monomer koncentr8ci- rendk?vil alacsony, a spont8n
filamentumk®pzRd®s energetikai okokn8l fogva sem t8mogatott, mivel az aktin dimerek @s
line8ris trimerek rendk?vg | instabilak [125]. Ezzel szemben, ha valami m-don kialakul egy
helik§lis trimer vagy egy tetramer, a polimeriz8ci- energetikailag is favoriz§ltt§ v8lik (13.
8bra). Vil8gos teh8t, hogy a filamentumk®pzRd@s kulcsI®p@se a nukle§ci-s magk®nt szolgsl-
aktin oligomerek (trimerek ®s tetramerek) k®pzRd®s®nek elRseg®se @s/vagy azok

stabiliz§I8sa. Ezt a folyamatot az %n. aktin nukle8l-, aktin ©sszeszerelR faktorok kataliz8lj8k.

SPONTAN FILAMENTUMKEPZODES
‘ ~10 ~10 -~ 10
O — OO — S —_— —_—
4 R W\ R ] ( /1\‘/‘3 <« { <«
~ 106 ~ 102 - 1 &
G G+G—G2 G2+G—G3 G3+GoF
monomer dimer trimer / nukleusz filamentum

13. 8bra: A spont8n filamentumk®pzRd@s energetikai jellemzRi. LSthat-, hogy az aktin dimerek
instabilak, de egy helik§lis trimer m8r nuklegci-s magk@nt tud szolg8ini, a tetramer 8llapot el@r®se
ut8n pedig a filamentum elong§ci- ja energetikailag j- val kedvezRbb, mint a lebomlI8sa.

Elm®@letileg h§rom olyan molekul8ris mechanizmus is elk®pzelhetR ami alkalmas a
spont8n nukle8ci-t g§tl- kinetikai akad8ly megker¢ I8s@re: (1) a polimeriz8ci-s intermedierek
szerkezeti ut8nz8sa, (2) a spont§n form8l-d- polimeriz8ci-s intermedierek stabiliz§ISsa, (3)
egy polimeriz8ci-s mag k®pz®se aktin monomerek rekrutgl8sa %tjSn [150]. Az eddig Metazoa
sejtekben azonostott ©t k¢ I°nb©zR fel®p@sT ©OsszeszerelR faktor, az Arp2/3 komplex
[151,152], a formin feh®rj@k [153,154], a Spire [155], a Cordon-bleu (Cobl) [156] @s a
Leiomodin (Lmod) [157], mindh§rom elm@leti lehetRs@gre szolg8ltatott p@ldSt. Az Arp2/3
komplex k@t aktin-szerT alegys®@get is tartalmaz @s az ebbRI fakad- struktur§lis mimikri a
mTkede@senek alapja (14. §bra). Fontos jellegzetess®ge, hogy I8ncel§gaz-d§sok YitjSn segzti
elR az %j filamentumok k8pzRd®s®t [158]. Ezzel szemben a m8sik n@gy °sszeszerelR faktor a
nem-el8gaz- aktin I8ncok k®pzRd®s®hez j8rul hozz8. K°z¢ l¢k h8rom feh@rje, a Spire, a Cobl
®s a Lmod, aktin k°tR dom®@neket tartalmaz, amelyek monomereket k°tnek @s 2gy egy
nukle8ci-s mag k@8pzRd@s@t seg?tik elR a filamentum hegyes v@g®n (14. 8bra). Velik
ellent®tben a forminok a sz°ges v@ghez kapcsol-dva aktin dimereket vagy trimereket k®pesek
stabiliz8Ini (14. 8bra), @s %gy k°tRdnek a sz°ges vR@ghez, hogy processz?v m-don elRseg?tik a
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filamentum polimeriz8ci-j8t is, teh8t a nukle§l- szerepen k2v¢l elong8ci-s faktork@nt is
mTkednek [153,154].

A Arp 2/3 komplex

E A # — )
Forminok
—
O h 8 # @ # . O
az FH2 dimer egyik feleﬂe|xibilis —
Spire
o © CD"’%Qégb O ->»é§§§EEEE?< ...... ®

14. Sbra: A k¢lPnb°ozR aktin nukle§l- faktorok mTked@sének ©sszehasonkt§sa. Az
Arp2/3 komplex egy WASp-aktin aktivgl- komplex seg?s@g@vel egy aktin trimert mimik§l @s
ily m-don alak? ki egy nukle§ci-s magot egy megl®vR filamentum oldalSn. A maguk is
dimerk@nt mTkedR Forminok (z°1d félkerok) egy aktin dimer stabiliz§I§s§val segtik elR a
nukle§ci-s mag keletkez@s®t, majd a sz°ges v@ghez k°tRdve maradnak @s az elong8ci-t is
kataliz8lj8k. A Spire feh@rj®k n@gy aktin monomer k°tR WH2 domént (lila t®glalapok)
tartalmaznak. A monomerek k®tRd®s@vel egy nuklesci-s mag alakul ki a filamentum hegyes
v@g@n. A n®vekvR filamentumok sz°ges v@get szaggatott vonal’: ny?l jel®li az 8br§n. Az 8bra
eredeti forr8sa: Goode&Eck, 2007.

2.2.5. Az Arp2/3 komplex fel@p2t@se ®s mTked@se

Az Arp2/3 komplexet ©sszesen h@t polipeptid I8nc alkotja (ARPC1-5, illetve Arp2 ®s Arp3)
(14. 8Sbra) [151]. Az Arp2 @s Arp3 alegys®gek feh@rjeszekvenci8i k°zel 50%-0s egyez®st
mutatnak az aktinnal (Arp: actin-related protein), szerkezet;k pedig olyan, hogy egyttesen
egy, a hegyes v@gen tal§lhat- aktin dimert mimik§Inak aminek szabad a sz°ges oldala [159],
ahov8 aktin monomerek kapcsol-dhatnak. Az Arp2/3 komplex azonban puszt8n aktin
monomerek jelenl®t®ben nem k@pes %j I8ncok k®pzRd®s@t elind2tani, mTked®@s@hez sz¢ksegy
van egy m8r k@8sz filamentumra, aminek az oldal8hoz kapcsol-dik, majd az
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anyafilamentummal 700-0s sz°get bez§rva megindul az %j aktinl§nc kialakul§sa (14. §bra)
[158]. Az Arp2/3 aktivit8sa ily m-don h8l-zatos, dendritf§ra eml®keztetR aktin struktyrg§k
kialak?t8s8t teszi lehetRv®, ahol az Arp2/3 az oldal§gat alkot- aktin filamentumok hegyes
vBg®ne@l, az el8gaz-dSsi pontokban helyezkedik el. Ezzel ©sszhangban immunhisztok®miai
vizsg§latok kimutattSk, hogy az Arp2/3 komplex mind lamellip - diumokban [160,161], mind
membr8nfodroz- d§sokban megtal§lhat- [162].

Az Arp2/3 komplex egy m8sik fontos von§sa, hogy a komplex mTked@s®hez az
anyafilamentumon @s az aktin monomereken k2v¢ | aktiv8tor feh@rjekre is sz¢ ks@g van. Ennek
elsRsorban szt@rikus okai vannak, ugyanis az aktiv8tor n@lkel a komplex t®rszerkezete nem
teszi lehetRv®, hogy stabilan k®tRdj°n a filamentumok oldal8hoz, ®@s az Arp alegys®gek is
messze vannak egyms§st- I, teh8t nem alakul ki a nukle8ci-s magk®nt szolg8l- aktin dimerre
eml®keztetR szerkezet. Az ismert aktiv8tor feh®rj®@k k°z°s jellemzRje, hogy tartalmaznak egy
CA dom@nt, melynek egyik r@sz@&n b8zikus (kapcsol- r@gi--Connector region), a m8sikon
pedig savas aminosavak tal§lhat-ak (savas r@gi--Acidic region) [163,164]. Az aktivStorok a
CA r@gi-n kereszt;l kapcsol-dnak az Arp2/3 komplexhez, ami olyan konformSci-
v8ltoz8sokat id®z elR a teljes komplexben, hogy az rendk?vil stabilan tud k°tRdni az
anyafilamentumhoz az ARPC alegys@geken kereszt¢l, ugyanakkor a k8t Arp alegys@g is
k®pes lesz egym8shoz kapcsol-dni. A CA r@gi- azonban °nmag8ban nem el@gs®ges az Arp2/3
komplex aktivg§I8s8hoz in vitro, a sikeres aktiv§I8shoz aktin monomerek jelenl@t@re is sz¢ ks®g
van. Ez@rt az ismert aktiv8torok egy vagy t°bb monomer aktint k°tR dome@nt is tartalmaznak,
ami a legt®bb esetben az %n. WH2 (WASP homology 2) dom®n [163,164]. Az aktivStor teh§t
nemcsak az Arp dimerek form§l-dS§sSt seg?ti elR, hanem az ¥%j filamentum elsR monomerj@t is
azok kozeldbe Asz§8lltjao, @s az 2gy kialakul- trimer m§r stabil nukle§ci-s magk®nt szolgsl
(14. 8bra). Az Arp2/3 komplex legjobban ismert aktiv8torait a WASP, az N-VASP, a
Scar/WAVE @s a Cortactin feh@rje csal8dok tagjai alkotjSk [163,164], amelyek fontos
szerepet jStszanak az Arp2/3 komplex mTkPd®s®nek t@rbeli @s idRbeli szab§lyoz§s§ban.

2.2.6. A Spire, a Cordon-bleu ®s a Leiomodin feh®rjék szerkezete 8s mTkod@se

A Spire, Cobl @ Lmod feh@rjek aktin nukle§l- aktivit§s§t csak nemr@giben mutatt§k
ki, emiatt az §ltaluk kataliz§It nukle§l- folyamatok r@szleteirRl egyelRre viszonylag keveset
tudunk. EttRI f;ggetlensl az bizonyosnak I8tszik, hogy mindh8rom feh@rje hasonl- m-don
segti elR a filamenumk®pzRd®st, nevezetesen 3-4 aktin monomert k°tnek meg, amelyek egy
nukl§ci-s magot form§inak. A Spire-t elRsz°r Drosophila-ban azonos?tott8k, mint az oocita
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polarit§s§nak Kialak?t8s8@rt felelRs faktort [165]. K®sRbb kimutatt§8k, hogy a Spire feh@rje
tartalmaz egy N-termin§lis KIND dom@nt, n@gy G-aktin k°tR WH2 dome@nt, @s egy C-
terminglis FYVE dom@nt [155]. In vitro k®r¢lm@nyek k°z°tt a n@gy WH2 dom@n k°z:l
h8rom is el®gs®ges az aktin nukle§l§8shoz, b8&r a nBgy dom@n egy¢tt nagyobb sebess®get
biztos?t [155]. A javasolt modell szerint in vivo a Spire negy WH2 dom@nje platformot
biztos?t n®gy aktin monomer sz8m§ra, @s azok bek®tRd®s®vel egy olyan nukle8ci-s mag j°n
I8tre, ami mimik8lja az aktin filamentum helik§lis szerkezet@t (14. 8bra).

A Cobl feh@rje kiz8r-lag a gerincesekben fordul elR, a k®zponti idegrendszerben
fejezRdik ki, ®s hiSnya velRcsR z8r-dSsi rendelleness@geket eredm@nyez [166]. A feh®@rje
nagyr@szt ismeretlen dom@nekbRlI §ll, kivlve a C-termin§lison tal§lhat- h§rom WH2 dom@nt,
®s n®h8ny revid prolin-gazdag r@gi-t, amelyeknek profilin k°t@sben lehet szerepi k. A Cobl
mindh§rom WH2 dom@nje sz¢ks@ges a feh@rje nukle§l- aktivit§shoz in vitro, @s az is
bizony?tott, hogy a m8sodik ®s harmadik WH2 dom®n k°z°tti linker (°sszek®tR) régi- hossza
is kritikus szerepet j§tszik a nukle§l§sban [156]. A Cobl mTked®se a javasolt modell szerint
gy tortenik, hogy az elsR k&t WH2 dome@nen line8ris orient8ci-ban G-aktin monomerek
kOtRdnek, majd a flexibilis linkerrel elv§lasztott harmadik WH2 dom®@®n a k®vetkezR aktin
monomert later§lis pozZci-ba helyezi el a m8sik kettR mell®. Ily m-don egy aktin trimert
tartalmaz - nukle8ci-s mag alakul ki [156].

A Alegfiatalabbd nukle§l- faktor az Lmod, amit 2008-ban 2rtak le elRsz®r Y%gy mint egy
izom specifikus ©sszeszerelR faktor. Az Lmod feh@rje N-termins§lis fele hasonl-s8got mutat a
hegyes v@g k°tR tropomodulinnal, @s tartalmaz egy tropomiozin, ill. aktin k°tR h@lixet ®s egy
leucin-gazdag r@gi-t, ami szint®n k®pes aktin monomerek k°t@s@re [157]. Az Lmod C-
terminglisa j-val hosszabb, mint a tropomudulin® ®s k&t hosszabb helik§lis domén mellett egy
WH2 dom@nt is tartalmaz. ¥sszess@g®ben teh8t a Cobl-h©z hasonl-an az Lmod is h8§rom,
J-llehet egym8st- | k¢ I°nb©zR aktin k°tR dom@nnel rendelkezik. Ezek mindegyike sz¢ ks@ges a
nukle§I8shoz, amirRl azt gondoljuk, hogy a h8rom G-aktin k°tR dom®@n egy nukleSci-s
magk®nt szolg8l- trimer kialakul8s§t seg?ti elR [157].

2.2.7. Aforminok szerkezete ® mTk°d®se

A formin feh@rjecsal8d n®vad- tagjSt, a Formin-1-et eg@rben azonos?ott§k. A formin
elnevez®s a g®n mutSci-ja §ltal okozott Alimb deformityo fenot?pusb-1 sz8rmazik. A
mut8ci-ra homozig-ta egerekben vese-, @ v@gtagfejIRd®si rendelleness®geket figyeltek meg,
melyek egy¢ttesen homozig-ta letalit8shoz vezettek [167]. K@sRbbi vizsg§latok ugyan
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kimutatt8k, hogy a mut8ns fenot?pus val-jS8ban a formin-1 g®nnel szomsz®@dos gremlin gén
funkci- jSnak kies@s@hez k©thetR [168], de az idRk®zben azonos?ott formin-1 homol-gok
megRrizhett®k besz@des nev ket.

A forminok t°bb erRsen konzervSlt protein dom@nt is tartalmaznak. Ezek k°zl
definzci- szerint minden forminban megtal§lhat-ak az %n. formin homol-gia dom@nek, a
kism@retT prolin-gazdag FH1 @s a j-val nagyobb (kb. 400 aminosavb -1 §11-) FH2 dom@nek. A
forminok rendkav¢ | sz@les kCrben elterjedt feh@rj®k, a n®venyektRl kezdve az @lesztRk®n §t az
emlRs®kig szinte minden fajban megtal§ljuk Rket. A Metazoa forminok FH2 dom®@nj@nek
Osszehasonlt - filogenetikai anal?zise alapj8n a forminokat h@t nagy alcsal8dba soroljuk [169]:
Diaphanous (DIA), formin-ralated proteins in leukocytes (FRL), Dishevelled-associated
activator of morphogenesis (DAAM), formin homology domain proteins (FHOD), formins
(FMN), delfilin ®s inverted formins (INF). Ezek k®z¢l az FH2 dom@nen k2v¢l is jelentRs
hasonl-s8got mutat- DIA, FRL @ DAAM alcsal8dok egyttesen a DRF (diaphanous related
formins) csalSdot alkotjSk. A nem-Metazoa organizmusokban tal§8lhat- forminok FH2
dom@njei szekvencia szinten jobban diverg§inak, de mTked@si mechanizmusukat @ domén
szerkezet¢ ket tekintve sok hasonl-s§g mutatkozik az irodalomban legjobban jellemzett DRF
csalgd tagjai ®s bizonyos @lesztR forminok (pl. Bnil, Bnrl, SepA) k°z°tt [170].

A forminok FH1 dome@nje egy forminr-I-forminra v8ltoz- m@retT, de §ltal§ban 40-50
aminosavb-1 8llI- prolin-gazdag r@gi- az FH2 dom@n szomsz®ds§gSban. Az FH1 dome@n
legfontosabb ismert funkci-ja, hogy k&pes megk®tni a profilin-aktin komplexet
[124,171,172,173]. A profilinen k?v¢l az FH1 dom@nhez k°tRdhetnek tov§bb§ WW vagy SH3
dom@neket tartalmaz- egy®b k€lcs®nhat- partnerek is, mint pl. az Src kin8zok csalS8dj8ba
tartoz- feh@rjek [174,175,176,177].

Az FH2 dom@n a forminok aktin nukle§l- dom@nje, amely in vitro k°r¢Im@nyek
kOzOtt sz¢ ks®ges @s el®gs®ges a nukleSci-hoz [153,154,178]. Az FH2 dom@n a t®bbi nukle§l-
faktorral ellent®tben a filamentumok sz®ges v@g®hez k°tRdik ®s ott elRseg?i a polimerizSci-t,
a filamentum n©veked®s®t [179,180,181]. Az FH2 dom@nek csak homodimer form8ban
akt2vak, amit bizony?t, hogy a dimeriz8ci-t akad8lyoz- mut8ci-k megsz¢ntetik a nukle§l-
aktivit8st [180,181,182]. Krist8lyszerkezeti vizsg8latok megmutatt8k, hogy az FH2 dimerek
egy gyTrT-szerT szerkezetet alkotnak, amelyben a k8t monomert flexibilis hurkok tartjgk
Ossze [181]. K®sRbb a Bnil FH2 dom@nj@t aktinnal egy¢tt is siker¢lt krist§lyos2tani, ami
bizony?totta, hogy az FH2 dimer k&t aktin monomer befogad8s8ra k@pes [179]. A szerkezet
analzissel kapott eredm@nyek egy¢ttesen azt sugallt§k, hogy az FH2 dom®n mTked®se kot
konform§ci-s 8llapot k®z°tti §tmeneteken alapul. A modell szerint a z8rt §llapotban mindk®t
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FH2 monomer szorosan k°tRdik a sz®ges v@gen tal8lhat- k&t termin§lis aktin monomerhez,
ami lehetetlenn® teszi tov8bbi monomerek be®p¢l@s@t. Ez a szerkezet azonban egy
konform8ci- v§ltoz§ssal nyitott §llapotba tud §tmenni, oly m-don, hogy a gyTrT egyik fele
kiny2lik ®@s ez helyet biztos?t egy ¥%j monomer be@p¢ I®s®re, aminek a megtCrt@nte utSn viszont
Yijra z8rt Sllapotba ker¢ l. A hemidimerek nyitott @s z8rt Sllapotok k®z°tti v8It8sa sor§n az FH2
dimer mintegy v@gigl®pked a be@p¢ IR G-aktin monomereken (Astair steppingd modell), ®s
folyamatosan asszociglt marad a gyorsan n®vekvR v@ggel [179]. Ez egy §ltal8nosan elfogadott
elk®pzel®s, de a modell fontos r@sz®t k®pzR konform§ci- v8ltoz8s mechanizmusa egyelRre
nem ismert. A legval-sz2nTbbnek az I§tszik, hogy az FH1 domé@n §ltal az FH2 dome@n
kOrnyezet®be ker¢ IR profilin-aktin komplex jelenl®e ©nmagSban is elegendR a konform8ci-s
v8ltoz8sok elRid®z®@s@hez.

A legintenz2vebben tanulm8nyozott forminok, a DRF csal&d tagjaira jellemzR, hogy az
elRzRekben bemutatott formin homol-gia dom@neken k2v¢l is tartalmaznak konzervslt
dom@neket, amelyek fontos szerepet jStszanak az FH2 dom®@nhez k®thetR nukle§l- aktivit8s
szab8lyoz8s§han. A DRF forminok k@t funkcion8lisan k¢l1°nb°zR f@IbRI §llnak. A C-
terminglis fel kben helyezkedik el a k&t formin homol-gia dom@n, ®& a DAD dom@n
(diaphanous autoregulatory domain) (15. 8bra) [183,184]. A DRF-ek N-terminglis fele a
szab8lyoz- r®sz, amelyik intramolekul8ris k®lcs®nhat8st I8tes’t a DAD dome@nnel @s ez8ltal
g8tolni k®pes a nuklesl- aktivit8st. Az N-termin8lis felet n@gy funkcion§lis dom@n alkotja, a
GBD (GTP8z k°tR dom@n), a DID (diaphonous inhibitory domain), a DD (dimeriz8ci-s
dom@n) ®s a CC (coiled-coil) dom@nek (15. 8bra) [185,186]. A DD ®s a CC dom@nek az N-
termin§lis 01 dimeriz8ci-j§t seg?tik elR @s val-sz2nTleg szerep¢k van a sejten belgli
lokaliz8ci- szab8lyoz8s8ban is [185]. Ezzel szemk®zt a GBD @s a DID dom@nek a DAD
dom@nnel val- k®lcs®nhat8st medi§ljgk [186]. Ha azonban GTP ketett, aktiv§lt Rho GTP8z
kotRdik a GBD doménhez, az intramolekulSris k®lcs®nhat§s ®s g§tl§s megszTnik (15. §bra)
[170,186]. Ily m-don mai ismereteink alapj8n a Rho csal8dba tartoz- kis m-Is¥%ly% GTPSzok
k®pviselik a DRF csalS8dba tartoz- forminok legfontosabb aktiv§torait. Ugyanakkor, ha az
autoinhib?ci-s k®lcs®nhat§shan r@szt vevR GBD, DID vagy DAD dom@nek hignyoznak vagy
s@r¢ Inek, az a forminok konstitut?van akt?vv§ v§1§s§t eredm®@nyezi.

A t°bbi formin alcsal8d dom@nszerkezete, elt®r a DRF csal8dra jellemzR fel®p2t@stRl.
Az FMN ®s FHOD t?pus¥% forminok ugyan a DRF csal8dhoz hasonl-an C-termin8lis az FH1
®s FH2 dom@nekkel rendelkeznek, de az N-termin§lis r@gi-ban nem hordoznak egy®rtelmTen
azonos?that- homol- gia dom®@neket [163,187]. A delfilin alcsal8d megkg, 1°nbCztetR
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kPlcsCnhat§s§val jon létre. Egy GTP-Rho feh@rje k°tRd@se a GBD dom@nhez megsz¢nteti az autoinhibci-s
kapcsolatot. Az FH2 dom@n ¥%j aktin filamentumok kialak?t8s§t seg’ti elR. Az FH1 dom®n k°lcs®nhat8sa a
Profilin-aktinnal jelentRsen gyors?tja a filamentum n®veked®s®t. Az eredeti 8bra forr§sa: Goode&Eck, 2007.

belyege egy N-termin§lis PDZ dom@n jelenl®te, m2g az INF alcsal8dba tartoz- INF1 eset®ben
az FH1-FH2 dom@nek N-terminglis pozZci-ba ker¢lnek, de egy® homol-gia dom@nek nem
ismerhetRk fel benne [163,187].

2.2.8. ADAAM alcsal&d funkcion§lis jellemzRi

Az aktin nukle§l- faktorok, azokon bel¢l is a forminok szerkezet®re ir§nyul- vizsgglatokon
k2v¢ I, rengeteg tanulm8ny foglalkozott a sejten belg li funkci- k megismer@s@vel is. A teljess@g
ig®nye nBlk¢ | emlthetR, hogy a forminok r@szt vesznek a sejtoszt-ds§s, a sejt vgndorlSs, a sejt
adh@zi-, a sejten bel¢li transzport folyamatok, a filop-dium k&pzRd®s @s a sejt polarizSci-
szab8lyoz8s§han [170]. Ezeken t%l az is kider¢lt, hogy az aktin sejtv8z regul8ci-j8n kavgl
bizonyos forminoknak fontos szerepe van a mikrotubulus rendszer szab8lyoz8s8ban, ill. az
aktin ® a mikrotubulus sejtv§z mTkPd®s®nek ©sszehangol§s§ban is [170,188]. Ebben az
®rtekez®sben nem c®lom, hogy r@szletesen is bemutassam mi m-don jSrul hozz§ a nagyszSm¥
ismert formin a fent eml’tett szint®n nagysz8m?Y: sejtbiol-giai folyamat szab§lyoz§s§hoz.
Ehelyett szeml®ltet®sk®nt csak az @rdekIRd®s¢nk k°z®ppontj8ban 8lI- DAAM alcsalsd
vonatkoz8s8han foglalom ©ssze a funkcion8lis adatokat.
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A legfiatalabb formin alcsal8d, a DAAM alcsal8d n@vad- tagjst egy @lesztR kettRs
hibrid k2s@rlet sor8n azonos?ott§8k Habas ® munkat8rsai 2001-ben, amikor az eg@r
Dishevelled2 (mDvl2) PDZ  dom@njevel  kCIcs®nhat-  partnereket  kerestek.
Koimmunoprecipit8ci-s k2s@rletekben a teljes hosszs8g¥%s hum8n Daaml (hDaaml), illetve
annak C-termin8lis darabja (C-Daaml) is kClcs®nhatott az mDvI2 PDZ, illetve DEP
dom@njeivel, melyekre elsRdlegesen a Wnt/PCP szignaliz§ci-ban van sz¢ks®g [123]. Ezzel
Osszhangban, ha Xenopus embri- kban az xDaam1 (Xenopus Daam1) g®nt morpholino olig- k
injekt§I8s§val csendestett@k, akkor a Wnt/PCP jelStviteli %t elégtelen mTkd@s®re jellemzR
funkci-veszt®ses fenot?pusokat detekt8ltak [123]. Habas ® munkatSrsai azt is bemutattsk,
hogy HelLa sejtekben a nem-kanonikus Wnt jelStviteli %t hat§8s§ra a RhoA Dvl ® hDaam1l
f¢ggR m-don aktivsl-dik, tov8bb§ a hDaam1 N-termin8lis csonkolt form§ja k°tRdik a RhoA-
hoz. Ezek alapj8n azt a k®vetkeztet®st vont8k le, hogy a hDaam1 molekul8ris kapocsk@nt
mTkedik a Wnt/PCP jel§tviteli %tban a Dvl ®s a RhoA k°z°tt [123]. Ez az elk®pzel®s azonban
ellentmond a DRF forminok konvenciong8lis szab8lyoz8si modellj®nek, hiszen aszerint a
forminok aktivSci-ja f;gg a Rho GTP-8zokt- I, ® nem ford2tva [170,188].

A feh@rje tov8bbi vizsg8lata utSn, Higashi ® munkat8rsainak adatai azt sugalljgk,
hogy aktiv8torok hi§nyS8ban a hDaam1 a DRF forminokhoz hasonl-an egy intramolekul8ris
autoinhib?ci-s mechanizmus r@v@n inakt?v 8llapotban van jelen a sejtben [189]. Azt is
kimutatt8k, hogy nem-aktiv8lt verlemezk®kbRl az a-hDaaml ellenanyag csak Kis
hat®konys8ggal k@pes precipit§ini a RhoA feh@rj@t, ellenben aktiv§lt vlrlemezk®kbRlI, ahol
magas a GTP-k®t°tt RhoA szintje, nagy hat®konys8ggal [189]. Ez arra utal, hogy a hDaam1
csak az aktiv§lt RhoA-hoz kOtRdik in vivo. COS-7 sejtekben a hDaam1 mind a RhoA, mind a
Cdc42 GTP-8zokhoz k®pes volt k°tRdni, azonban hDaam1 f;ggR kis-GTP-8z aktivSci-t ebben
a rendszerben sem a RhoA, sem a Cdc42 eset®ben nem lehetett kimutatni [190]. Ezek az
eredm@nyek teh§t ©sszhangban vannak a DRF t2pus¥: forminok mTked@s®rRI alkotott korg§bbi
elk®pzel®sekkel, de ellentmondanak a Habas ®s munkat8rsai §ltal javasolt modelinek, ez@rt az
ellentmondss felold§s8hoz tov8bbi k2s@rletek lesznek sz¢ ks@gesek.

A Rho GTP8zokon k2v¢l arra is van adat az irodalomban, hogy a hDaaml SH3
dom@nt hordoz- feh®rj®khez k°tRdik, mint pl. az Src csal8dba tartoz- Src42 ®s Btk (Bruton's
tyrosine kinase) tirozin kin§zokhoz, ill. az Abl (Abelson) nem-receptor t2pus¥: tirozin kin§zhoz
[190]. COS-7 sejtekbRI tort®nR koimmunprecipit§ci-s k2s@rletek alapj8n az Src ®s a hDaam1
in vivo is egy komplexben tal§lhat-. A hDaaml @s az Y527FSrc (az Src aktiv8lt form§ja)
kolokaliz§l- dik a podosz-m8k @s a sejtkit; remked@sek ter¢ let®n, illetve az Y527FSrc42 @s a

hDaam1 egy ttes jelenl®te megemeli a sejtny%lv8nyok sz8m§t @s azok hossz8t a hDaam1 saj8t
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hat8s8hoz k®pest. Az Src kin§zokra (Src, Yes, Fyn) deficiens SYF fibroblaszt sejtvonalban a
hDaam1 transzfekci- ja nem induk8l kit; remked@seket, m2g az Src-t stabilan kifejezR SYF/Src
sejtvonalban nagysz8m¥ kit;remked@st figyeltek meg a hDaaml jelenl@t®ben. Ezek az
eredm@nyek azt mutatj§k, hogy a hDaam1 k@pes egy;ttmTkedni az Src nem receptor t2pusv;
tirozin kin§zzal az aktin citoszkeleton szab§lyoz8s§ban, @s az Src val-sz2nTleg a hDaam1-hez
k®pest als- bb szinten helyezkedik el a g®nek hierarchi§jsban [190].

Ezeken a vizsg8latokon t%l ismert m@g a DAAM ortol-gok expresszi-s mint8zata
h8rom gerinces fajban. Az egyetlen Xenopus ortol- g (xDaam), ®@s a k@t-ket csirke, illetve eg@r
ortol- g kifejezRd®si mint§zatSnak vizsg8lata arra a figyelemre m@lt- kOvetkeztet@sre jutott,
hogy ezek a g¢gBnek a fejIRdR embrion8lis k®zponti idegrendszerben fejezRdnek Ki
legerRsebben [191,192]. Ezek a megfigyel@sek felvetett®k annak a lehetRs@g@t, hogy a DAAM
alcsalgd tagjai fontos szereppel b2rnak az idegsejtek differenci§l- d§s8ban. Azonban eddig sem
ezt a lehetRs®get, sem m8s egy@b potenci§lis DAAM funkci-t nem vizsg§ltak Kklasszikus

mut8ns anal’zis seg?ts@g@vel egyetlen modell organizmusban sem.
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3. EREDMENYEK £S5 MEGVITATCSUK

3.1. A Drosophila Frizzled receptorok jel§tviteli specificit§s8nak vizsg§lata

Boutros, M., Mihaly, J., Bouwmeester, T. and Mlodzik, M. Signaling specicity by Frizzled receptors in
Drosophila. Science 288, 1825-1828 (2000) alapj8n

HStter: Sz8mos megfigyel®s bizony2otta, hogy a Wnt-Frizzled jelStviteli %t rendkvgl
sokf®le fejlRd@sbiol-giai ® homeosztatikus folyamat szab8lyoz8s8ban vesz r@szt mind
gerinces, mind gerinctelen @IRI®nyekben [193,194]. Nem volt azonban vil8gos, hogy
ugyanannak a jelStviteli modulnak a k¢, I°nb©zR idRben @s helyen t°rt@nR aktivsl- d§sa hogyan
v8lthat ki teljesen k¢ I°nb®zR sejtv§laszokat, mi hat8rozza meg a Wnt-Frizzled Yt jelStviteli
specificit§s8t? Az egyik fontos megfigyel@s, ami seg?ett ezt a k@rd@st megv8laszolni, annak
felismer@se volt, hogy a Wnt/Wg t?pus’s molekul8k t®bb egymS§st-| r@szben k¢l°nb°zR
jel8tviteli utat k®pesek aktiv8Ini (16. 8bra) [195]. K°z¢lik legjobban a kanonikus Dsh/b-
katenin/TCF f¢ggR utat ismerj¢ok [196], de a szint®n Dsh @s polarit§si protein f;ggR PCP
[8,197], tov8bb§ a G-protein/Ca®*/PKC f;ggR %n. nem-kanonikus utak is ismertek (16. §bra)
[198]. A Wnt/Wqg t?pus¥ ligandumok receptoraik@nt a Frizzled feh@rj@k szolg§lnak [40,199].
Drosophila-ban ismertt® v8It, hogy a Fz @ Fz2 receptorok redundgns szerepet jStszanak

A Canonical B Planar polarity C Whnt/Ca2*
Fz
N
Extracellular P
‘ AL LA, Transmembrane wAWAN
Intracellular P Fmi/Stan @m
Vang/Stbm <y
Y Pk G-protein/
Dsh Dsh Dgo subunits [Ca2*]
] ﬂ Cytoplasmic
A4
; Downstream
B-ca_tenln effectors PKC
\/
iCE

Nucleus—

16. Sbra: A fontosabb Wnt/Frizzled jel§tviteli utak. (A) A kanonikus Wnt/Fz %tvonal egyszerTs?tett sém§ja.
A Fz aktiv8ci- a Dsh-en kereszt; | a b-katenin stabiliz8l- d8s§hoz ®s sejtmagi transzlok8ci-j8hoz vezet, ahol a
TCF csal§dba tartoz- faktorok kPzremTkod@s®vel transzkripci-s v8ltoz8sok induk§l-dnak. (B) A Wnt/PCP
jelStviteli %t s®mS§ja. Itt a Fz aktiv8ci- a Dsh-en kereszts | m8s effektorokat szab§lyoz, mint a kanonikus Ytvonal.
(C) A Wnt/Ca** modul G-proteineken kereszt; | fejti ki hat§s§t, ami PKC aktivgl-d§st eredm@nyez. Az eredeti
8bra forr8sa: Strutt, 2003.
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a Dsh/b-katenin/TCF f;ggR kanonikus Wnt jelStviteli %t aktiv§I8sS§8ban [42], annak ellen@re,
hogy a ligand k°tR affinit§8sukban jelentRs k¢ I1°nbs®g van. Ugyanakkor a Fz feh@rje nem-
redundgns szerepet t°lt be a PCP jel8tviteli %tban. FelvetRd®tt teh§t a k@rd®s, hogy mi m-don
k®pes k&t egym8shoz nagym@rt@kben hasonl?t- receptor egy k°z°s jelStviteli elemen, a Dsh-
en kereszt; | k¢, I°nb©zR effektor utakat aktiv8Ini? Erre a k@rd®sre egy a Fz ®s Fz2 receptorok
szerkezet-funkci- anal’zis@re @p¢ IR vizsg§lat sorozattal pr-bS§ltunk v§laszt adni.

Eredm@nyek: A Fz (a k°nnyebb @rthetRs@g kedv@@rt a tovsbbiakban Fz1) @s Fz2 receptorok
funkcion8lis ©sszehasonl’t8sa @rdek@ben megvizsgsltuk, hogy a feh@rjek tiltermel@se eset@n
milyen hat®konys8ggal aktiv§ljSk a Dsh/b-katenin ill. a PCP jelStviteli utakat. Ennek
®rdek®ben elsRk@nt fejIRAR sz8rny @s szem-antenna im8g- korongokban termeltettok thil a
receptorok teljes hosszs8g¥: vad t?pus% form8it. Azt tapasztaltuk, hogy a Fzl t/ltermel®se
mindk®t sz®vetben PCP hib8kat eredm@nyezett, m2g a Fz2 tultermel®snek nem volt
szignifik8ns hat8sa a sz®veti polariz§l-dSs folyamatSra (17. §bra). Ezzel szemk®zt, a Fz2
tzltermel®se sz8mfeletti ®rz®kszRrok kialakul§s§t eredm@nyezte a sz8rny®l ment@n, ami egy
tipikus wg funkci-nyer@ses (GOF) fenot?pus, m?g a Fz1 nem befoly8solta a szRr°k sz8m§t.
Ezek az eredm@nyek tehSt jelezt®k, hogy a Fz receptorok elt®rR jelStviteli aktivit§ssal b2rnak
az im8g- korongokban, annak ellen@re, hogy funkci-veszt®ses (LOF) mutSnsaik vizsg8lata
alapj&n a kanonikus Wnt/b-katenin jel8tviteli Y%tban egym§st teljesen helyettes’teni tudj8k
[42].

17. 8bra: A Frizzled receptorok szem-
specifikus t¥ltermel@se. (A-B) Tangenci§lis
szemmetszetek Fzl-et (A) @s Fz2Rt (B)
expressz§l- szemekbRl. A Fzl thltermel@se
PCP defektusokat okoz ami nyilvSnval- a
szimmetrikus ® a rosszul orient8l-dott
ommat2diumok nagy sz8mg8han. Ezzel szemben
a Fz2 thltermel@s nagyon ritk8n (< 1%-ban)
okoz PCP hib§kat. Az als- paneleken nyilak
jelzik az ommat2diumok orient8ci-j8t, a Fz2
egyetlen ommatzdium (z°ld ny?l) kivetel®vel
vad t?pust (fekete nyilak), m2g a Fz1 eset@ben a
t®bbs@g hib8s (z°Id 8s piros nyilak).
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Annak @rdek®ben, hogy a k@t Fz receptor Wnt/b-katenin jel8tviteli aktivit§sSt egy
kvantifik§lhat- tesztben is ©sszehasonltsuk, egy heterol-g rendszert, Xenopus embri-kat
haszn8ltunk. Amennyiben a Fz2 receptort k-dol- mRNS-t injekt8ltuk az embri-kba jelentRs
emelked®st figyelt;nk meg a Wnt/b-katenin c®lg@n Xnr-3 @s Siamois (Sia) kifejezRd®s@ben,
m2g a Fz1 csak sokkal moderg§ltabb me@rt@kben emelte a c®lg®nek expresszi-s szintj®t (18.
8bra). KorSbban az a lehetRs®g is felmer¢ It a jelStviteli specificit8s magyar8zat8ra, hogy a Fz
receptorok elt®rR m@rt®kben k@pesek a Dsh feh@rjet a sejtmembr8nhoz vonzani [44], ez@rt a
Dsh membr8n lokaliz8ci-j8t is megvizsg§ltuk a Fz mRNS-ekkel injekt8It embri- kban. Ezek a
k2s@rletek azt mutattSk, hogy ebben a vonatkoz§sban a Fz1 @ Fz2 nem mutat k¢ I°nbs@get (18.
8bra B). Egy,ttesen tehSt eredm@nyeink azt jelezt®k, hogy a Fz2 erRsebb aktivStora a Wnt/b-
katenin jelStviteli %stnak, m2g a Fz1 potensebb aktivS§tora a Wnt/PCP jel8tviteli Ytnak, de ez a

k¢ 1°nbs®g nagy val-sz2nTs@ggel nem a Dsh membr8n rekrutci- j§val van ©sszef; ggéshen.

18. 8bra: A Frizzled receptorok

A E
- E viselked®se Xenopus embri-kban.
£= Fz Fz2 (A) RT-PCR analzis alapjsn a Fz2
c o
- /I/I f receptor emelt kifejezRdese aktivlja a Sia
; @ Xnr-3 Wnt/b-katenin target g®nek
Sia s
i / kifejezRd®s®t, m2g a Fz alig befoly8solja
| azt. Az EF-1a loading kontroll volt, a-
Xnr-3 - - myc fest@ssel pedig a Fz receptorok

szintj®t deteki§ltuk. (B) A Fzl @s Fz2
receptorok egyar§nt elRsegtik a Dsh-GFP

FF-1a F7ag
TeSwewwvvevew e membr§n lokalizSci - jt.

a-myc

A Fz receptorok az ¥n. szerpentin transzmembrgn feh@®rj@k k°z® tartoznak, ® h8rom
fontos funkcion8lis r@gi-t k¢ 1°n2t¢nk el benn¢k: egy cisztein-gazdag régi-t (CRD) tartalmaz -
extracellul8ris dom@nt, a h@t transzmembrS§n dome@nt @s a C-termin§lis citoplazmatikus r@gi-t.
Annak @rdek®ben, hogy megvizsg8ljuk melyik feh@rje dom@neknek van szerepe a Fz
receptorok jel8tviteli tulajdons8gainak meghat8roz8s8ban, Fz1-Fz2 kim@ra feh@rj®ket, ill.
csonkolt feh®rj@ket hoztunk I@tre (19. 8bra). A konstrukci-k jelStviteli aktivit8s§t k@sRbb
szisztematikusan analiz8ltuk az im8g- korongokban ®s a Xenopus tesztrendszerben.
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Drosphila Xenopus
Wg/B-kat FZPCP J% Sia/Xnr Dsh memb.
GOF GOF menekités| kif. lok.
C-term
Fz1 z ++ + - ++
Fz2 =+ - - ++ ++
Fz1ACRD nd. nd. nd - ++
Fz2ACRD nd. nd. nd ++ ++
Fz2GPI DN nd. nd. g ++
Fz1-2 ++ - - ++ ++
Fz2-1 DN + - s ++
Fz1-1-2 +H+ - - ++ ++
F22-2-1 DN . - ] ++

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

19. 8bra: A Frizzled receptorok dom@n specificit8sgnak vizsg§lata kim@r§kkal. A Fz1-Fz2 kim@ra
receptorok szerkezete. Lila a Fz1, z°ld a Fz2, piros a myc tag. Az extracellul8ris (CRD), a transzmembr§n (TM
1-7) @s az intracellul§ris dom@nek jel®lve vannak. Funkcion8lis Drosophila tesztk®nt a Wg/b-katenin ¥tvonal
aktiv8l - d§s8t, a Fz/PCP aktiv8l - d8st @s a fz fenotzpus menek?t@s®t haszngltuk. Xenopus tesztk®nt a Sia @ Xnr-3
gének kifejezRd@set @s a Dsh membrgn rekrut§l - d8s§t kPvett; k nyomon.

A Fz1-2 ®s Fz1-1-2 kim@r8k a Fz2-h©z hasonl-an ektopikus Wnt/b-katenin
aktivgl-dSst eredm@nyeztek a sz8rny diszkuszban, amit az adult sz§ryon megjelenR
sz8mfeletti margin8lis szRrok jeleztek (20. S8bra E, I-K). Ugyanakkor egyetlen vizsgglt
szOvetben sem volt hat§suk a PCP folyamatokra (20. @ 21. 8bra), ami azt sugallta, hogy a
Wnt/b-katenin aktivgl-d8s ©sszef;gg@sben van a Fz2 citoplazmatikus dome@nj®nek a
jelenl@t®vel. Ezzel ellent®tben, a Fz2-1 kim@r§k PCP GOF fenot?pusokat eredm®nyeztek (20.
8bra F, H; 21. 8bra), amelyek nagym@rt®kben hasonltottak a Fzl t/ltermel®s hat8s8ra.
Emellett azonban azt is megfigyelt¢k, hogy a Fz2-1 ®s a Fz2-2-1 kim@r§8k enyhe domingns
negat?v (DN) hat8ssal voltak a Wnt/b-katenin jelStviteli Ytra, mert sz8rny@l hi§nyokat
figyeltenk meg (20. 8bra D, G), ill. a Wg/b-katenin target g@n achaete (ac) [200]
kifejezRd@s@nek a csCkken®s®t (20. Sbra A, B), amelyek egy@rtelmTen wg funkci- veszt®sre
utalnak. Ezek az eredm@nyek azt sugallt8k, hogy a Fz2 extracellulSris ligand-k°tR dom®n;j®t
hordoz- kim@r8k hat®konyan k®pesek k°tni a Wg feh@rjét, de a Fz2 intracellul8ris domeén
hiSnySban nem k@pesek a megfelelR jel8tviteli folyamatok elind?t8s8ra. Ezt a hipot®zist
tesztelendR, megvizsgsltuk a Wg feh@rje eloszI8s§t olyan sz8rny imagins8lis diszkuszokban,
amelyekben tiltermelt¢k a kim@ra feh@rj@ket. A Fz2 CRD dom@nt hordoz- kim@r8kban
val-ban megfigyelhetR volt a Wg stabiliz81-d§s, ami egy§ltalsn nem volt jellemzR a Fzl-re
vagy Fz1-2 kim@r8ra (20. 8bra L-N), @s ily m-don ezek az eredm®nyek al§t§masztott8k a
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E> N K Fz2GPI

20. 8bra: Kim@ra Frizzled receptorok aktivit§sa a sz§rnyban. (A-C) A Wg/b-katenin target Ac
(z°lddel jel®lve) kifejezRd@se vad t2pusts sz8rny diszkuszban (A), ap-Gal4d>Fz2-1 (B) @s ap-Gal4>Fz1-2 (C)
diszkuszokban. A dorzo-ventr8lis (D/V) hat8rvonal ment®n kifejezRdR Ac pozit2v sejtek sz8ma egy DN hat8s
miatt cs®kken a Fz2-1 diszkuszokban, de emelkedik a Fz1-2 t/ltermel@s eset®n. (D-F) Vad t?pus¥: sz8rnyak. Az
E panelen j-1 I8tszik az el¢IsR sz8ry@l az @rz®kszRrokkel, az F panelen pedig a diszt8lis ir§nyba mutat-
trich-m8k. (G-H) A Fz2-1 feh@rje tiltermel@se a sz8rny@l szRrok eltTn@sét eredm@nyezi (G), ami egy wg LOF
fenot2pus, egyben trich-ma orientSci- s hib8k is kimutathat- k (H). (I-K) A Fz1-2 t/ltermel@se eset®n sz&8mfeletti
®rz®kszRrok (nyilak) jelennek meg a sz8rny@l ment®n, ami egy wg GOF fenot?pusnak felel meg. (L-N) Dpp-
Gal4-es Fz1-2 (L), Fz2-1 (M) @ membr8nk°tett Fz2GPI (N) tltermel®s sz8rny diszkuszokban. A Wg fest@s
(piros) alapjSn I8that-, hogy Fz2 CRD dom@nt hordoz- konstrukci-k stabiliz8ljSk a Wg feh@rjét a dpp
kifejezRd®@si dom@nj@ben (M-N), ami merRleges az endogén Wg dom@nre, m?g a Fz1-2 nem befoly8solja a Wg
eloszISst (L).

DN hat8s eredet@re vonatkoz- elk®pzel@s¢nket. A Drosophila modellrendszerben tapasztalt
citoplazmatikus r@gi-k k°z°tti funkcion8lis k¢l°nbs®geket Xenopus adataink is
megerRs?tett®k, amennyiben a citoplazmatikus dom®nek cser®je elegendRnek bizonyult a
jel8tviteli specificit8s megv§ltoztat§s§hoz (22. 8bra), m2g a Dsh membr&n asszociSci-jSra
nem gyakoroltak @rdemi hat8st (19. 8bra).

Az a megfigyel®s, hogy a Fz1-2 kim@ra nem viselkedett DN m-don a PCP jelStvitel
szempontj8b-1, azzal a t®nnyel egy¢tt, hogy muslic8ban nem ismert a Fz receptor szOveti
polariz8l-dSsi ligandja, felvette a k@rd@st vajon sziks@ges-e a Fz CRD jelenl®te a PCP
jel8tvitel sorSn. Ezt az elgondol8st oly m-don tesztelt;k, hogy megvizsg8ltuk k®pesek-e
menek2teni a Fz kim@r8k a fz funkci-veszt®ses PCP fenot?pusSt. Azt tapasztaltuk, hogy
kiz8r-lag a Fz1 teljes hossz¥s§g¥ feh@rje volt erre k@pes, de sem a Fz2 sem a Fz1-2 @s Fz2-1
kim@r§8k nem rendelkeztek ezzel a hat8ssal (19. 8bra). Ez azt jelenti tehSt, hogy annak
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84 tultermelese a szemben. LS§that-, hogy
5. aFz2-1-es kimora tVltermel@se slyos PCP

e hib8kat eredm@nyez, hiszen szimmetrikus
- S# (z°ld nyilakkal jel®lve a lenti s@m8n) @s
& rotSci-s hib§t mutat-  (piros nyilak)
e ommat?diumok  jelennek  meg. Ezzel
== ellentetben a Fz1-2 kim@ra nem
befoly§solja a szem plangris
polariz§l - d8s§t.
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ST Ly
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ellen@re, hogy a Fz2-1 tWltermel@se hasonl- kOvetkezm@nyekkel j8r mint a Fz1-8,
funkci-veszt®ses tesztekben a Fz2-1 kim@ra nem tudja helyettes?teni a Fz1 feh@rj6t. ¢gy
eredm@nyeink egygttesen arra utalnak, hogy a Fz1l @s Fz2-1 feh@rjek f°I°s mennyis@gben
k®pesek megzavarni a polarit§si jelstviteli utat, de a jel§tviteli %t megfelelR szintT aktiv&ci- ja
csak a Fz1 CRD dom®njének (@s val-sz2nTleg ligandj§nak) a jelenl®t®ben t°rt®nhet meg.

22. 8bra: Kim@ra Frizzled receptorok hat§8sa a Wnt/b-

=)
£ katenin  target g®nek KifejezRd®@s®re  Xenopus
3 § Fz2-2-1 Fzl-1-2 , , .
g :J e embrl-_kban. _I?T-PCR V|zsg§latolf ale_1p1§n !§that-, hogy a Fz2-
S 2 2-1-es kim@ra kifejezRd@se nem aktivslja a Sia @ Xnr-3 g@neket,
& m2g a Fz1-1-2 kim@ra jelentRsen emeli azok mRNS szintjét. Az
" - . EF-1a mRNS szint m@r@se loading kontrollk®nt szolg§lt, a-myc
fest@ssel pedig a twltermelt kim@ra Fz receptorok szintjét
Xnr-3 - — detekt8ltuk Western blot anal?zissel.
EF-1a “
a-myc . -

Kovetkeztet®sek: A Drosophila Fz 8s Fz2 receptorok imagin§lis eredetT sz@vetekben @s
Xenopus embri-kban val- tWltermel@se alapj8n azt a k®vetkeztet®st vonhatjuk le, hogy a k@t
receptor jelentRsen k¢ 1°nb®zR me@rt@kben k@pes a Wnt/b-katenin, ill. a Wnt/PCP jelStviteli
utak aktivglI§s8ra. Nevezetesen a Fz2 j-val erRsebben aktiv§lja Wnt/b-katenin utat, m?g a Fz a
Wnt/PCP Yt hat®kony aktiv8tora. Kim@ra receptorok vizsg8lata alapj8n azt tal§ltuk, hogy a
tzltermel®ses k2s@rletekben tapasztalt k¢ I°nbs@g, ha nem is kiz8r-lagosan, de elsRsorban a
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receptorok citoplazmatikus dom@nj@tRl f¢,gg. Ez arra utal, hogy a Frizzled receptor csal&d, ill.
rajtuk kereszt;l a Wnt/Wg jelStviteli rendszer specificit8sSt alapvetRen befoly8soljsk a
receptorok intracellul§ris dome@njei kozti k¢ 1°nbs®gek, amelyek val-sz2nTleg elt®rR affinit§st
mutatnak a k¢ I°nb©zR Wt effektor ir§ny8ba. Fontos azonban I8tnunk, hogy a GOF ®@s LOF
adatok egybevet®se alapjSn a citoplazmatikus dom@n minRs@gén t%l egy®b faktorok is
hozz§j8rulnak az in vivo specificit§s meghat8roz8sg8hoz. tgy p®ld8ul a Wnt/PCP jelstviteli %t
vad t?pusra jellemzR aktiv§l-d8sa csak a Fz ligand-k®tR dom@nj@nek jelenl®t®@ben kOvetkezik
be. Ez azt sugallja, hogy a jelStviteli specificitS8s meghat8roz8s8hoz hozz§jSrul egy olyan
molekula is, ami a CRD dom@nen kereszt; | hat, legegyszerTbb esetben ahhoz ketRdik. Ez az
ismeretlen faktor lehet egy eddig nem azonos?tott Wnt vagy mSs t?pust: ligand, de lehet egy
stimul§l- vagy g§tl- mechanizmussal mTk®dR ko-receptor is. Ha mindehhez azt is
hozz8vessz¢ k, hogy ismert, hogy a Fz @s Fz2 receptorok jelentRsen elt®@rR affinit8ssal kOtik a
Wg feh@rj®t [201,202], nyilvgnval-v§ v8lik, hogy a jel8tviteli specifict§s meghat§roz8sa t®bb
fontos t@nyezRtRI is f;,gg. Ezek kOz¢l mi egyet azonos?ottunk, a citoplazmatikus dome@ntRl
f¢ goR jelStviteli hat®konys8got, de a ligand affinit8sbeli k¢ I°nbs@gek, a sz®veti szinten elt®rR
receptor ®s ligandum eloszI8s, ®s az esetleges ko-receptorok jelenl®te vagy hignya szint@n
jelentRsen befolySsolhatja, hogy egy adott sejtben melyik Wnt/Fz jelStviteli modul
aktivsl- dik.

3.2. A Frizzled/PCP @s az Egfr jelStviteli utak egy¢ttmTkPd@se a Drosophila ©sszetett

szem®nek szCveti polariz§l-d8sasorgn

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) alapj8n

HStter: Az ecetmuslic8k ©sszetett szem®ben a szCveti polariz8l-d8s eredm@nyek®ppen egy
t¢ kOrszimmetrikus elrendezRd@s alakul ki, ahol a szem ventr§lis fele t; k°rk@pi pSrja a dorz§lis
felnek. Ennek az elrendezRd@snek a kialakul8s8ban Kitintetett szerepe van az R3/R4
fotoreceptor sejtpSrnak, amelyik aszimmetrikus pozci-t foglal el az egys@gnyi szemen, az
ommatzdiumon bel¢ | [203,204]. Kor8bbi k2s@rletek bizony?tott§8k, hogy az R3-R4 sejtsors
meghat8roz8s a polariz§l-dS8s kulcsl®p@se, melynek sor8n a Fz/PCP jelStviteli %t az R3, m2g a
Notch jelStviteli %t az R4 sejtsors determin8l-d8s8t segi elR [205,206]. A j-1 ismert
elsRdleges PCP faktorokon k2v¢ |, ebben az esetben als-bb elemk®nt azonos?tott8k meég a Rho
GTP8zok bizonyos t?pusait, az Msn kin8zt @s a INK/p38 t?pus¥ kin8zokat is [45,56,57]. Mivel
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a Jun kin8zok transzkripci-s szab8lyoz- elemek, ezek az eredm@nyek azt sugallt8k, hogy a
szemben a sejtvz regul§ci-n kav¢l a transzkripci-s szintT szab§lyoz8snak is szerepe lehet a
szOveti polariz8l-d8sban, pl. a sejtsors meghat8roz8s folyamata sor§n. Ezzel ©sszhangban
siker¢ It kimutatni, hogy az AP-1 transzkripci-s faktor egyik komponens@t alkot- Jun feh@rje
reészt vesz a PCP jel8tvitelben [57]. A jun null mut8nsok azonban csak nagyon gyenge PCP
fenot?pust mutatnak a szemben, ami felvetette annak a lehetRs®g®t, hogy a Jun-on k2v¢ | egy@b
transzkripci- s faktorok is hozz§j8rulnak az R3/R4 sejtsors meghat8roz§sshoz.

Az AP-1 transzkripci-s faktort a Jun @s a Fos csal8dba tartoz- feh@rj®@k homo- vagy
heterodimerjei @p2tik fel [207], ez@rt az egyik jel®lt a Drosophila kayak (kay) g®n 8ltal k-dolt
egyetlen muslica Fos homol-g volt [208,209]. Az is ismert volt ugyanakkor, hogy a receptor
tirozin kin§zokt-1 (RTK) als-bb szinten mTk®dR ETS transzkripci-s faktorok gyakran
kClcs®nhat8sba I8pnek az AP-1-gyel, ill. DNS k°tR hely¢k gyakran AP-1 k°tRhelyek
kOzvetlen szomsz®ds§gSban helyezkedik el [210,211]. Ez@rt elhatSroztuk, hogy
megvizsg8ljuk a Drosophila kay, ®s az ETS faktorokat k-dol- yan ®s pointed (pnt) g@nek
szerep®t a fejIRAR szem sz®veti polarit8si mint§jSnak kialak?t§s8ban.

Eredm@nyek: A Fos transzkripci-s faktor szerep@nek tanulm8nyoz8s§t a kor8bban izolslt
hipomorf kay? all®l vizsg§lat§val kezdt;k, ez a mut§ns azonban nem mutatott PCP hib§kat
egyetlen szOvetben sem. Tekintve, hogy a jun null mut8nsok is csak enyhe PCP fenot?pust
okoznak a szemben, kettRs mut8ns anal?zissel pr-b8ltuk a jun ®s a kay k®z°tti redundancist
tesztelni. A jun; kay kettRs mut8nsok azonban sejthalSlt eredm@nyeztek, ami megerRs?tette
ugyan a legal§bb r@szlegesen redundSns mTkod®sm-dra vonatkoz- elk®pzel®seket, de
lehetetlenn® tette a polarit§si fenotzpusok elemz®sét. Mivel a kay null mut§nsok (kay) viszont
s¥ilyos sejtoszt-d8si hib8kat okoznak [212], vizsg8lataink elv@gz®se @rdek®ben olyan kay
allelok elR8IIt8s8ra volt sz¢ks®g, amelyek nem akad8lyozz8k meg a sejtek oszt-d8s8t @s
t/1810s6t, de erRsebbek a kay? alleIn§l. Ennek ®rdek@ben I8trehoztunk egy deléci-s kay all®lt
(kayEDGSlS) ®s
(Flybase), amelyek mindegyike a |-kusz 50 r@gi-jSt @rinti (23. 8bra). Homozig-ta mut8ns

jellemeztink k@t kor§bban ismeretlen inszerci-s all®lt is (kay™ @s kay™®*)

szOvetekben az Yj allelok mindegyike cs®kkentette a Fos feh@rje szintj®t [213], emellett a
mut8nsok tipikus kay funkci-veszt@ses fenot?pusokat mutatt8k, %gy mint embrion§lis h8ti
z8r-d8si hib8kat (24. 8bra) ®s a tor z8r-d8si hib§jSt az adult egyedek eset®n. Ezeket a
fenot?pus komponenseket ©sszehasonltva egy allélerRss@gi sort tudtunk fel§lltani: kay'>
kayEP®3>kay™>*>kay**“>kay?, ®s az is kider¢lt, hogy az %j alldlok alkalmasak a PCP
fenot?pusok vizsgglatSra.
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Exons of fos/kay kay-PD kay-PA kay-PB kay-PE
transcription unit 5
L) L] Ll 1
GenBank Scaffold 25592K 25602K 25612K 25622K
AE003771
P-element insertions P54 1644

Df(3R)ED6315

23. 8bra: A fos/kay I-kusz @s az %j kay allelok elhelyezked@se.
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24. 8bra: A kay mut8nsok all®lerRss@gi sorrendje. (A-E) Embrionglis kutikula prepar§tumok
oldaln@zetbRI; balra az anterior, jobbra a poszterior oldal esik. (A) Vad t?pust embri- a h8toldalon t°k@letesen
z8r-dott kutikul§val. (B) A kay?EP®!® embri-k kisebb h§t oldali lyukat mutatnak, mint a kay'$*4EP®3!° (C)
embri - k, vagy a m@g erRsebb hsti z&r - d§si hib§kat mutat- kay”>*EP%15 (D) @s kayEP%® (E), amelyek hti oldala
teljesen nyitott.

Az Y%j kay allelok PCP funkci-j8nak vizsg§lata @rdek®ben homozig-ta mut§ns
sejtkl-nokat induk§ltunk a szemben ®s a sz8ryon. Ez az anal’zis azt mutatta, hogy a kay
mut8ci-k a szemben kiralit8si hib8kat (inverzi-kat vagy a kiralit§8s elveszt@s@t), ommatdium
rot8ci-s hib8kat ®s bizonyos gyakoris8ggal a fotoreceptor sejtek elveszt®s@t eredm®@nyezik
(25. 8bra C, D), m?g a sz8rnyon nincs hat8suk a sz®veti polariz8l-d8sra. A PCP fenot?pus
pontosabb jellemz@se @rdek®ben megvizsg§ltuk, hogy a kay mut8nsok hogyan befolyS§soljgk
az R3/R4 sejtsors kialakul8s8t. Ezt a k@rd@st a fejIRdR szem-antenna im8g- korongban
vizsg8ltuk, mert egyr@szt erre a korai fejIRd@si st8diumra m®@g nem jellemzR a kay mutSns
sejtek elveszt®se, m8sr@szt az R3/R4 sejtpsSrt jel°lR psq>GFP marker seg?ts@g@vel azok
sejtsorsa k°nnyen nyomon kOvethetR, mert az R3 sejtre j-val magasabb GFP expresszi-
jellemzR, mint az R4-re (25. 8bra B, B0). A psq>GFP kifejezRd@si mint§ja megmutatta, hogy
a kay mut8ns ommat2diumokban s@r¢ | az R3/R4 sejtsors determin8ci-ja (26. §bra). Olyan
mozaikos ommat?diumok vizsg8lata pedig, amelyekben az R3/R4 sejtpSrnak csak az egyik
tagja volt mut8ns, arra vil8g4ott r§, hogy a Fos, a Fz-hez hasonl-an az R3 sejtsors
kialak?t8s8hoz sz¢ ks®ges. Ezek alapj8n teh8t a Fos egy szem-specifikus PCP effektor feh@rje,
ami az R3/R4 sejtsors meghat8roz§s§n kereszt; | vesz r@szt a PCP minta kifejIRd®s®ben.
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25. 8bra: A kay g@n sz¢ ks®ges a szem szCveti polariz§l- d§s§8hoz. (A) Az ommat2diumok rotSci- ja egy
sematikusan 8br8zolt vad t?pus¥ szem diszkuszban. Az R3 (z°Id) @ R4 (halv8ny s8rga) fotoreceptor sejtek
aszimmetrikus pozici-t foglalnak el a sejtcsoporton bel¢l. (B, Bd) A rotSci- folyamata egy vad t2pus: szem
diszkuszban ahol a psq>GFP marker (z°ld a B panelen, monokr-m a B6-Rn) jel®li az R3/R4 sejtp8rt. Figyelj¢k
meg, hogy az el¢IsR oldalon elhelyezkedR R3 sejtben j-val magasabb a GFP szint, mint az R4 sejtben. A B
panelen anti-Bar fest®s (piros szzn) jel®li az R1/R6 sejtp8rt, m?g az anti-Elav fest@s (k®k szn) az ©sszes
fotoreceptor sejtet megjel®li. (C) Egy vad t?puss szem tangenci8lis metszete, az egyenl®R (s8rga vonal) k@t
oldal8n elhelyezkedR ommatzdiumok egyms§s t;kOrk®pi p8rjai. A dorz8lis ommt2diumokat fekete, a ventr§lis
ommatzdiumokat piros sz2n jel®li az als- s8m8n. (D) Egy kay™* homozig-ta mut§ns kI - nban (a mut8ns ter¢ letet
a narancss8rga pigment hi§nya jel®li) rot8ci-s ®s kiralit8si hib8kat (sematiz§lva a jobb oldalon) vehet¢ nk @szre,
tov8bb§ fotoreceptor sejt hiSnyokat is detekt§lhatunk (fekete p°tty°k a sémsn).

"3 26. S8bra: A kay r@szt vesz az
R3/R4 sejtsors meghat8§roz8§s§ban.
(A-D0) L8rv8lis szem diszkusz fest®sek.
Anti-Elav fest®s (k®k) jel®li az ©sszes
fotoreceptort, psq>GFP (z°Id, illetve
monokr-m az Aj,B§,C6,Db paneleken)
az R3/R4 sejtpSrt, m2g az ALZ (piros)
hi§nya a mutgns Kkl - nokat jel®li a B,C,D
paneleken. (A) Vad t?pus¥ diszkuszban
a GFP jel mindig erRsebb az R3 sejtben,
mint az R4-ben. (B) fZ£°* mutgns
kl-nokban sz8mos olyan fejIRdR
ommat2diumot I8tunk, ahol az R3/R4
sejtpgr azonos szinten fejezi ki a
psq>GFP  markert (csillaggal @s
h§romsz®ggel jel®lve), ami PCP hibSra
utal. Rot8ci-s defektusok szint@n
detekt8lhat- k. (C-D) A kay mut§ns kl-nokban szint®n megfigyelhetj; k az R3/R4 sejtsors meghat8roz8si hibgkat
®s a rot8ci - s defektusokat.

50



dc_21 10

A Yan ®s Pnt ETS transzkripci-s faktorokr-1 kor8bbr-1 ismert volt, hogy egym§ssal
ellent®tes m-don mTkPdnek a RTK jel§tviteli folyamatok sor§n @s szerep¢ k van t°bbek kezott
a fotoreceptor sejtek kialakul8s8ban [214,215]. Genetikai interakci-s k2s@rletek sor8n azt
talSltuk, hogy a yan ®s pnt mut8ci-k domin8ns m-don erRs?tett®k a kay, ill. jun mutSnsok
kiralit§si hib8it (27. §bra A-C), ami arra utalt, hogy a Yan @s Pnt egy¢ttmTkedhet az AP-1
faktorokkal az R3/R4 specifik§ci- sor8n. Ezt a hipot®zist megerRs?tette a yan ®s pnt mutSnsok
saj8t fenot?pus8nak vizsg8lata, ami felt§rta, hogy hipomorf yan ®s pnt all®l kombinSci- k szem
diszkuszai kiralit§8si hib8kat mutatnak (27. Sbra D-E). A kay all@lok elemz®s®hez hasonl-an,
a yan ®s pnt mut8nsok eset®ben is elv@gezt; k azokat a mozaik analziseket amelyek lehetRv®
tett®k annak eld°nt®s@t, hogy az ommat?diumokon bels | melyik sejtekben jStszanak szerepet
az ETS faktorok a sz®veti polariz8I- d8s sor§n. Eredm@nyeink azt jelezt®k, hogy a Yan az R3
sejtekben sz¢ks®ges az R4 sejtsors g8tl8sShoz, m2g a Pnt az R4 sejtsors kialakul§s8hoz
sz¢ks@ges. Egy¢ttesen ezek a megfigyel®sek bizony2tott8k, hogy a Yan ®s Pnt val-ban
hozz§j8rulnak az R3/R4 sejtsors meghat8roz8s§hoz.

E mé>GFP

corable

Duns
BER4
Ono R4

B R3R4equal
BR3

% of total ommatidia

y r L L t L 1" "Bs P ‘ T w e

27. 8bra: A yan ®s pointed mut8ci-k erRsztik az AP-1 mut8nsok fenot?pus§t & maguk is PCP
hib8kat mutatnak. (A-B) A kay? mutgnsok szem fenot?pusst (A) domin§nsan erRs2ti a yan mut§ci- (B) erRs
rot§ci-s hib8kat ®s szimmetrikus ommat2diumok megjelen@s®t okozva. (C) A jun mut8ns kl-nok fenotzpus§t
domin§nsan erRsti a pnt mutci-. (D, D6) A pnt*?""120 mutsnsok a psq>GFP (z°ld a D-@n, ill. 1§sd a Db
panelen) kifejezRd®se alapj8n R3/R4 sejtsors meghat8roz8si hib8kat mutatnak. (E) Az R4 sejtekben kifejezRdR
md>GFP alapj§n a yanY¥ mut§nsok is kiralit§si hib§kat mutatnak.

Miut8n az eddig bemutatott eredm@nyek alapjSn levonhattuk a konkl%zi-t, hogy az
AP-1, a Yan ®s a Pnt transzkripci-s faktorok is szerepet jStszanak az ommat?di§lis polarit8s
kialak?t8s8ban, meg akartuk hat8rozni mely jelStviteli utakhoz kapcsol-dnak ezek az
effektorok. Mivel elRzR publik8ci-k alapj8n ismert volt, hogy a Jun a Fz/Dsh/JNK %tvonal
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als-bb eleme, megvizsg8ltuk kimutathat--e genetikai kapcsolat a Fos, Pnt @ Yan, illetve a
Fz/Dsh Yitvonal k°z°tt. A Dsh feh@rje tvltermel@se az R3/R4 prekurzor sejtekben olyan adult

ommat2diumokat eredm@nyez, amelyek 42%-a akir§lis, vagyis elvesz?ti az aszimmetri§j8t (28.

8bra A). Ezt a fenot?pust a jun ®s kay all®lok erRsen, a yan allelok pedig r@szlegesen
szupressz8lj8k (28. 8bra), m?g a pnt all®lok nem m - dos?j8k szignifik§ns m@rt®kben (28. §bra

D). Ezek a megfigyel®@sek a sejtsors specifik8ci-ra vonatkoz- adatokkal egytt azt sugalljgk,

hogy a Jun @ a Fos val-sz2nTleg a Fz/Dsh Ytvonal als-bb elemekeént j§rul hozz§ az R3

sejtsors kialak?t8s8hoz, m2g a Pnt egy m8sik %tvonal effektor eleme. A Yan vonatkoz8s8bhan

pedig az a kCvetkeztet®s ad-dik, hogy azt a Fz/Dsh modul @ mS§s Ytvonalak egyar§nt

szab8lyozhatj§k.

3 T
irar e

I
<
{
rr
<o
v’
L
rt t
sev-Dsh (w'''8) sev-Dsh; kay'/+ sev-Dsh; yant/+
80 Eloss
M chir
o 70
g 60
§ 501
%40
F
&30
20
10
0
&
? H
& oX
) 0@

52

28. 8bra: Sev-Dsh interakci-k.
(A-C) Tangencilis szem metszetek.
(A) A Dsh feh@rjét szem specifikusan
tltermelR  sev-Dsh  t®rzsben az
ommatdiumok nagy r@sze vagy

9 szimmetrikuss§ v8lik, vagy Kiralit§si

hib§t mutat. (B) A sev-Dsh/+; kay*/+
kombingci- ban a PCP hib8k jelentRsen
m@rs@kIRdnek, m2g a yan mut8ci- csak
részlegesen szupressz8lja a sev-Dsh
fenotzpust (C). (D) A sev-Dsh
genetikai interakci-k sz§mszerTst@se.
Bord- oszlopok jel®lik a szimmetrikus
ommatzdiumok ar8nyst, z°ld a kir§lis
ommat2diumok arSny8t, szirke a
fotoreceptor sejtek sz8msnak
€sCkken@set. A pnt allelok
©°nmagukban jelentRsen n°velt®k a
sejthal8lt, ami megakad8lyozta az
anal?zist, de az apopt- zis inhibitor p35
feh@rje tYiltermel@se gStolta ezt a hat8st
®s ilyen k°r¢ Im@nyek kOzOtt a pnt nem
befoly8solta a PCP fenot?pust.
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A Pnt @s Yan feh®rj@krRI kor8bban kimutatt8k, hogy az embrionSlis- @s a szemfejIRd®s
sor8n t°bb esetben is r@szt vesznek az Egfr jelStviteli folyamatokban [216]. Ez®rt k?v8ncsiak
voltunk arra, vajon r@szt vesz-e az Egfr a PCP szab8lyoz8sSban. Tekintve, hogy az Egfr
modul t°bb szinten is hozz§j8rul a szemfejlRd®shez [216], az erRs Egfr all®lok fenot?pus§nak
vizsg8lata nem volt lehets@ges. gy elsRk®nt genetikai interakci-s vizsg§latokat vl@gezt;nk a
Fz ®s az Egfr utakat @rintR mut8nsok k°z°tt. £rdekes m-don az Egfr mut8nsok erRsen
szupressz§lt§k a fz741/f2% LOF allél kombin§ci- PCP fenot2pus§t (29. §bra B), ugyanakkor a
gyenge hipomorf Egfr*“®/Egfr® allel kombinSci- gyenge PCP fenot?pus§t domin§nsan
szupressz§lt8k a fz null all®lok (29. 8bra A). Ezek az eredm@nyek azt jelezt®k, hogy az Egfr
jel8tviteli rendszer r@szt vesz a sz®veti polariz8l- d§s szab8lyoz8s8ban is, @s ott a Fz modulhoz
k®pest ellent@tes funkci- val br.

29. 8bra: Az Egfr az R4
sejtsors  meghat8roz8s8bhan
vesz r@szt. (A-B) Az Egfr @s a fz
mut8nsok k®lcsen®sen
szupressz8lj8k  egym8s  PCP
fenot?pus8t a szemben. (A) A fz
mut8nsok  emelik az  Egfr
mut8nsban  megfigyelhetR  vad
t2pust ommatzdiumok sz8mst, m2g
P ngr“”"‘h.’ %% | a7 Egfr LOF all@lok cs®kkentik a

Q- % - mut8nsokra jellemzR
Eglrewscsn Egiyewcour  Egpecont RO el szimmetrikus facettsk sz§mst (B).
P (C) Egy sep-Gald, UAS-Egfro/+;
mad=>lacZ/+ szem diszkusz
konfokslis k®pe. Anti-Elav (piros)
fest®s jeleli az Osszes
fotoreceptort, anti-Sens  (k@k)
fest®s az R8-as sejtet, lacZ (z°ld)
b az R4-es sejtet. A nyilakkal jel®lt
A sejtcsoportokban az R4-es fest@s
% nem detektSlhat-. (D-F) Az Egfr®
(z°ld) @s az R4 marker mad>lacz
(k8k) mozaikos thltermel@se a
szem diszkuszban. A D§,E0,F6

B symmetric omm

Wwt omm

G [ egi™ nR3 — "Rz = — EE | panelek a lacZ csatorn8§t mutatjSk.
wild-type S8rga ny?lhegyek jel®lik az R3,
(md in R4) 18 9 8 10 20 § g y gye J
mutant feh@rek az R4 sejteket. LS8that-,

trical 1 3 g -
el 8 hogy az Egfr°N kifejezRdése az R4
n 19 18 8 10 20 H H
effect R3 and R4 fate | loss of R4 or R3 and R4 fate | R3 and R4 fate | R3 and R4 fate prekurzor SE]tben g§t0|la a IaCZ
unaffected ;n;lerled R3/R4 | unaffected unaffected unaffected kifejesz@st (D, E), ng az R3-as
ale

thltermel®s nem befoly§solja az
ma>lacZ expresszi-t (F). (G) A mozaik anal?zis sz8§mszerTs?t@se. L§that-, hogy csak az R4 sejtsors @rzekeny az
EgfrPN kifejezRd®sere.
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Annak @rdek®ben, hogy sejtes szinten is bepillant8st nyerjonk az Egfr PCP
funkci-j8ba, egy domin8ns negat?v hat8ssal rendelkezR Egfr izoforma segts@g@vel
inaktiv§ltuk az Egfr jelStviteli utat az R3/R4 prekurzor sejtekben, ill. egyedi sejt szinten is.
Ezek a vizsg§latok megmutatt8k, hogy az Egfr jel§tviteli rendszer hib§ mTked®se kiralit§si
hibSkat okoz, ®s az Egfr ®p funkci- j8ra az R4-es fotoreceptor sejtben van sz¢ ks®g, m2g az R3-
as sejt differenci8l-d8sSt az Egfr %t nem befoly8solja (29. 8bra D-G). Mindezt elRbbi
irodalmi adatokkal @s a fent bemutatott k?s@rletekkel ©sszevetve azt mondhatjuk, hogy az R4-
es sejtsors meghat8roz8s8han a kor§bban le2rt Notch Y%tvonalon kav¢ | [205,206] az Egfr modul
is szerepet jStszik, felt@telezhetRen a szint®n R4 determin8ns Pnt transzkripci-s faktoron

kereszt¢ .

KOvetkeztet®sek: Vizsgslataink sor§n megs8llap?tottuk, hogy a muslic8k ©sszetett szem®ben a
Fos, Yan @s Pnt transzkripci-s faktorok, valamint az Egfr jelStviteli rendszer is r@szt vesznek
a szOveti polariz8l-d8s szempontjsb -1 kulcsfontoss§g¥s R3/R4 fotoreceptor sejtp8r sorsSnak
meghat8roz8s8ban. LOF ®s GOF k2s@rleteink jelezt®k, hogy ezek a transzkripci-s faktorok
integr§ljSk a Fz/PCP @s az Egfr jel8tviteli utak felRl ®rkezR jeleket, ami a Notch receptort- 1l a
Su(H) transzkripci-s regul8toron kereszt¢ | @rkezR jelekkel egy¢ ttesen hat8rozz8k meg az R3
®s R4 sejtsorsokat. Eredm@nyeink alapj8n azt a modellt §lPtottuk fel miszerint az AP-1
komplex a Fz/PCP ¥tt-| als-bb szinten mTk®dve az R3 sejtsors determingci- j§t seg?ti eIR, m2g
ezzel egy idRben a Yan aktivit8sa g8tolja az R4 specifikus g®nek bekapcsol-d8sst az R3
sejtben (30. §bra). Ezzel szemk®zt az Egfr, val-sz2nTleg a Yan g§tl§sa @s a Pnt aktivgI§sa
Yitj8n, az R4 specifikSci-t seg?ti elR, csakigy mint a Notch/Su(H) Ytvonal (30. §8bra). A
jel8tviteli utak k®z°tti kapcsolatokat ugyan m@g csak r@szben sikerg, It meg@rteni [205,206], de
eddigi ismereteink jelzik, hogy a szem polariz§l- d§s8nak kritikus 1@p®se t°bb jelStviteli

30. 8bra: Az R3/R4 sejtsors
/ Fz \/ N— Egfr N\, | determin8ci- kombinat-rikus modellje.

Dsh Elk®pzel@s¢ nk szerint az AP-1 (Fos/Jun) faktor
®s a Yan az R3 sejtsors kialakul8s§t seg?tik elR,
Pnt m2g a Notch @s az Egfr a Su(H)-en @s a Pnt-on
kereszt¢ | az R4 sorsot.

Fos/Jun Yan Su(H) Pnt Yan

Egfr $ ézr ‘g [/ Egfr
\_ R3 A RE
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rendszer ©sszehangolt mTked@sén alapul. Egy ilyen finoman @s prec?zen hangolhat-
szab8lyoz8si rendszer val-sz2nTleg elRfeltétele annak, hogy az im8g- korongok rendkav |
dinamikusan fejIRdR sejtcsoportjai hibStlanul v@gre tudjSk hajtani a fejIRd@si programjukat.

3.3. A Drosophila TAK homol-g funkcionglis vizsg8lata

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) alapjgn

HStter: Az elRzR alfejezetben bemutatott, ill. m8s kor8bbi eredm@nyek alapjSn azt gondoljuk,
hogy a Drosophila basket (bsk) g®n §ltal k- dolt JNK szerepet jStszik az ©sszetett szem PCP
mint8§j8nak kialak?t8s8ban [45,56]. A JNK azonban maga is egy kin8z kaszk&d als- elemek®@nt
funkcion8l @s aktiv8l- d§s§hoz sz¢ ks®g van egy JNK kin§zra (JNKK), amit viszont egy JINKK
kin8z (JNKKK) aktivgl. Munk8nk kezdet®n m8r ismert volt egy Drosophila INKK molekula,
amit a hemipterous (hep) gén k-dol [217], de abban az idRben JNKKK t#pus? kin§zt
ecetmuslic8ban m®g nem 2rtak le @ nem jellemeztek funkcion8lisan. Ellenben gerinces
modell rendszereken elv@gzett k?s@rletek alapjSn ismertt® vSlt egy olyan emIRs MAPKKK
t?pusy: kingz, amelyet elRsz®r ugyan mint TGF-b 8ltal aktiv§l-d- kingzt (TAK) 2rtak le [218],
de k@sRbb bebizonyosodott, hogy a p38, a JINK @s az NLK (Nemo-szerT kin§z) Ytvonalak
aktiv8l-d§sShan is szerepet jStszik [219,220,221,222]. Az emIRs sejtekben le2rt INK kapcsolat
alapj8n felmer¢ It, hogy ®@rdemes lenne megvizsggini részt vesz-e a Drosophila TAK homol-g
a JNK Ytvonal @s specifikusan a PCP szab8§lyoz8s8ban.

Eredm@nyek: Szekvencia °©sszehasonl’t- elemz®sek alapj8n a Drosophila genom egyetlen
TAK homol-got k-dol, amit dTAK-nak neveztink el. A dTAK gén funkcion8lis anal?zis®nek
elsk 18p®sek®nt UAS-dTAK konstrukci-kat hordoz- transzg®nikus muslic8kat 8IPPtottunk elR
®s megvizsgsltuk befoly8solja-e a vad t?pus% dTAK feh@rje tiltermel®se az ismert INK
c®lg@nek kifejezRd@s@t. Modell rendszer¢ | a Drosophila embrion§lis h8ti z8r- d8si folyamatst
v8lasztottuk. Ez az embriogenezis egyik fontos I®p®@se, melynek sor8n a kezdetekben m@g
nyitott, ill. a h8ti oldalon csak amnioszer-za sejtekkel bor?ott embri- later§lis epidermisz
sejtjei mindk®t oldalon a h8ti k°z@pvonal fel® mozdulnak el, ahol tal8lkoznak ®s ily m-don
bez8rj8k a h§ti epidermiszt [223]. A JNK jelstviteli %t, azon belsl a Jun @ a Fos
transzkripci-s faktorok is szerepet j8tszanak a h8ti z8r-d8sban, 2gy a homozig-ta mutgns jun
®s kay/Fos embri-k h8tul nyitottak maradnak ®s elpusztulnak [208,209,224,225]. Kor8bbi

55



dc_21 10

vizsg§latok azt is meg§llap?tott8k, hogy a JNK jelStviteli %t mut8nsaiban a later§lis
epidermiszben erRsen lecs®kken a decapentaplegic (dpp) @®s puckered (puc) g®nek
expresszi-ja [209,226,227,228], 2gy azokat JNK target génnek tekintj¢ k. Ezzel ©sszhangban,
az aktivslt Jun feh@rje tiiltermel®se az epidermisz sejtekben jelentRsen emeli a dpp @s puc
gének kifejezRd®s szintj@t [226]. Ezek alapj8n megvizsg8ltuk hogyan befolySsolja a dTAK
tzltermel®s a JINK target g@nek kifejezRd®s@t. Azt tal§ltuk, hogy a dTAK t¥ltermel®@s mindk®t
ismert c®lg®n kifejezRd®si szintj®t nagym@rt®kben megemeli (31. @s 32. §bra). Tekintve, hogy
ez a hat8s teljesen ©sszevethetR erRss®gT a INKK vagy a Jun tltermel®s hat§s§val, kezdeti
eredm@nyeink azt jelezt®k, hogy a dTAK a JNK modulon kereszt¢ | fejti ki hat8s8t a hsti

z8r-d8s sorsn.

stage 11 stage 12 stage 14

wild type

enGAL4>dTAK

pnrGAL4
>ATAK

31. 8bra: A dTAK t%ltermel®s induk8lja a JNK target g®n dpp KkifejezRd@s®t a muslica
embri-ban. (A-F) Vad t?pus¥, 11., 12. ®s 14. st&diumt embri-k dpp kifejezRd®si mint§ja. A dpp kifejezRdik a
laterSlis epidermisz ¥%n. leading edge sejtjeiben. A D-F panelek az A-C panelek nagyobb nagy?t8st, laterSlis
epidermiszre f-kusz8lt r@szletei. (G-L) en-Gal4, UAS-dTAK embri -k, amelyekben az engrailed (en) expresszi-s
dom®nben mindenhol megjelenik a dpp mRNS. A J-L panelek a G-I panelek nagyobb nagy8s részletei. (M-O)
A leading edge ment@n sz@les s§vban kifejezRdR pnr-Gal4 UAS-dTAK jelenl®t@®ben szint®n aktiv8lja a dpp
kifejezRd@set.
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32. 8bra: A dTAK tWltermel@s hat§8sa a
JNK target gén puc KkifejezRd@s@re. A puc
g®n kifejezRd@s®t egy puc-lacZ enhancer csapds§z-
vonallal kOvetj¢ k 11. @s 14. st§dium¥; embri - kban.
(A, B) Vad t?pusban a puc a leading edge ment®n
fejezRdik  ki. (C-D) en-Gal4, UAS-dTAK
embri-kban a puc expresszi- megjelenik az en
s8vokban is (kinagy?tva az E ®s F paneleken).

wt

enGAL4>dTAK

KOvetkezR [®p@sk@nt a twltermel®sen alapul-, teh§t GOF t?pus’ adatainkat LOF
adatokkal is meg akartuk erRs#eni. Ennek @rdek®ben dTAK funkci-veszt®ses all@lokat
akartunk azonosztani, ilyet azonban a Drosophila mut§nsgyTjtem®nyekben nem tal§ltunk. Ily
m-don k@8t alternat?v m-dszerrel pr-b8ltuk p-tolni a klasszikus dTAK mut8ns hignyst,
egyr@szt domin8ns negat?v form8kat §ll2tottunk elR, m8sr@szt az RNS interferencia m - dszer®t
alkalmaztuk. A DN dTAK form8k embrion8lis kifejezRd®se azonban nem befolySsolta
I®nyegesen az embri-k fejIRd@s@t. Ezzel szemben, a kettRs-sz8I% csendes?tR RNS-k korai
embri-kba t°rt®nR injekt§I8sa utSn az embri-k kb. 20%-a kutikula z8r- d8si hib8kat mutatott,
b8r csak 3%-ukra volt jellemzR a h§ti z8r-d8si fenot?pus, a t°bbi esetben az el¢lsR, feji
ter¢letre esR kutikula betTrRd®@se volt hib§s (33. §bra). Kontroll ks@rletk@nt a jun gén
csendes?t@s@t is elv@gezte k, ebben az esetben az embri- k kb. 90%-a h§ti z8r- dSsi defektusokat
mutatott, ami azt jelezte, hogy az RNS interferencia hat®@kony m-dszer a h8ti z8r-d8s

folyamat8nak vizsg§latSra. ¥sszess@g¢ kben az embrion8lis LOF k2s@rleteink azt sugallt8k,

frontal view lateral view

33. 8bra: A dTAK csendes?t@se
RNS interferencig8val. Embrionglis
kutikula prepar§tumok ventrglis (A,C,E)
@s later8lis n@zetbRI (B,D,F). (A, B) Vad
tpus’s embri- a ventr8lis horog
sorokkal. (C, D) Egy dTAK RNSi
embri- fejbetTrRdési hib§val @s enyhe
h8ti z8r-d8si hibval. (E, F) Egy dJun
RNAIi embri- erRs h8ti z8r - d8si hib§val.

dJun RNAi
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hogy a dTAK g@n, a JINK modullal ellent@tben, nem j§tszik jelentRs szerepet az embrion§lis
h&ti epidermisz z8r- d§s8ban. Tekintve azonban, hogy a GOF k2s@rletek alapj§n a JNK target
gének igen jelentRs me@rt@kben emelkedett KifejezRd@st mutattak, azt a lehetRs@get sem
z8rhattuk ki teljesen, hogy a dTAK a h§ti z8r-d§s sor§n redund§ns m-don mTkedik ms§s
JNKKK t?pusis king8zokkal, amelyek szinte teljes m@rt®@kben helyettes?teni tudjsk.

Az embrion8lis h8ti z8r-d8s folyamat8n k2v¢l a Drosophila JNK modul egy@b
fejIRd@si folyamatok szab8lyoz8s8ban is r®szt vesz. Ezek egyike az embrion§lis
epidermiszben v@gbemenR z8r- d8si folyamathoz r@szben hasonl- ¥n. torz8r-d8s, amikor is a
b8b8llapot sor§n a k@t sz8rny diszkuszb -1 sz8rmaz- sejtek mozognak egymss fel® ®s hozz8k
I8tre az egys@ges tor kutikul§t. A hep @s kay mut§nsok megakad8lyozz8k a sz8rny diszkuszok
fvizi- j&t, ami a felnRtt §llatok tor8n egy jellegzetes bem@lyed®s, 8rok kialakul§sgt eredm@nyezi
a kozBpvonal ment®n [229]. A dTAK domin8ns negat2v form§j8nak tor specifikus
kifejezRd®se a hipomorf hep ®s kay mut8nsok fenot?pus8hoz hasonlatos gyenge torz8r-dSsi
hib8kat okozott (34. 8bra). Ez teh§t egy alacsony expresszivit8s¥, de magas (91%-0s)
penetrancigj% fenot?pus, ami a JINK LOF fenot?pusokon k2v¢ | nagyon hasonl’t a JNK negat?v
regulStor Puc feh@rje tiltermel®se Sltal kiv§ltott hat§shoz (34. 8bra). Ezek alapj8n a dTAK
g®nnek a JNK jelStvitelen kereszt;l nem redund8ns szerepe lehet a torfejIRd®st k2s@rR
morfogenetikus sejtmozg8sok szab8lyoz8§sghan.

34. 8bra: A dTAK befoly8solja a tor z8r-d8st. (A) Egy vad t2pus¥:, tok@letesen z8r-dott tor dorz8lis
nBzetben. (B) A dTAK domin8ns negat?v form§jSnak tiltermel®se enyhe tor z8r-d8si hib§t mutat (ny?l) a tor
koz@pvonala mentén. Ez hasonlatos a hep! mut§nsokban (C) @ a Puc feh@rjét tiltermelR (D) egyedekben
megfigyelhetR fenot?pushoz (nyilak).

V@gezet; | azt akartuk megvizsg8ini befolySsolja-e a dTAK g@n az ©sszetett szem
fejIRd@s@t, azon bel¢ 1 is a INK-f;ggR szOveti polariz§l-d8s folyamat§t. Ennek @rdek®ben is
tultermel@ses k2s@rleteket v@gezte,nk, amelyek sor8n a differencigl-d- fotoreceptor sejtekben
sev-Gal4 seg?ts@g@vel fejeztette k ki a vad t2pus: dTAK feh®@rj®t. Amennyiben 25 (C-on, teh§t
magas expresszi-s szint mellett hajtottuk v@gre a k2s@rletet, azt tapasztaltuk, hogy a dTAK
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hat8s8ra jelentRsen cs®kken az §llatok szem®nek m@rete (35. 8bra A-D), szemmetszeteken
pedig kimutathat- volt a fotoreceptor sejtek hi§nya. Mivel ez a fenot?pus egy®rtelmTen
sejthal8l elRid®z®s@vel magyar§zhat-, @ mert a JNK utat az apopt-zissal is kapcsolatba
hozt8k [230], megvizsg8ltuk a sejthal8l mert@k@t a dTAK-ot kifejezR szem diszkuszokban. Az
apoptotikus sejteket jel°IR Acridine Orange fest®seink alapj8n, a dTAK massz?v sejthal§lt
induk8l a diszkuszt k8t r@szre oszt- morfogenetikus Srok (MF) m®gett, ami megfelel a sev-
Gal4 kifejezRd®si ter¢ let®nek, de nincs hat§sa az MF elRtti ter¢ letre (35. 8bra E-H). Amikor
az apoptotikus kaszp8z inhibitor p35 feh®rj@vel egy tt fejezt; k a dTAK-ot, a sejthal§l m@rtdke
jelentRsen csCkkent, jelezve, hogy a dTAK val-sz2nTleg a kaszp§z-f,ggR apoptotikus

Yitvonalon keresztg | id@zte elR a sejthalslt.

¥4 35. S8bra: A dTAK
tYiltermel@s sejthal§it okoz a
szem im8g- korongban. (A-D)
A SEM felv@telek adult szemekrRI. A
| vad t?pusts (A) szemekhez k®pest a
| sev-Gal4, UAS-dTAK  (B-D)
g legyek szeme jelentRsen Kkisebb.
(E-H) LSrv8lis szem diszkuszok
Acridine  Orange fest®se. A
fest®kkel detekt§lhat- apoptotikus
sejtek sz8ma jelentRsen magasabb
a sev-Gal4, UAS-dTAK (F, G)
diszkuszokban, mint a vad
tpusban (E). A p35 feh@rje
tultermel®se r@szlegesen menek?ti

a dTAK 8ltal indukSlt sejthal8lt
sev>dTAK, P35 (H)

A magas szintT dTAK t¥ltermel®s §ltal okozott sejthal§l ten§t nem tette lehetRve a
PCP fenot?pusok vizsgS§latst, ez®@rt a t%ltermel@ses k2s@rleteket az alacsonyabb kifejezRd@si
szintet eredm@nyezR 18 UC-on is elvBgeztek. llyen korilm@nyek k°zOtt az ommatidiumok
tobbs@ge norm§lis sejtsz§mot mutatott, az apopt-zis m@rtdke a 25 IC-os k2s®rletekhez k@pest
jelentRsen csCkkent. Ellenben az alacsony szintT dTAK t¥ltermel®s tipikus PCP hib8kat
eredm®nyezett, hiszen kiralit8si ®@s rotSci-s hib8kat is megfigyelt;nk az ©sszetett szemben (36.
8bra A), melyek ©sszeg®sz®ben egybevethetRek a Fz vagy Dsh tViltermel@s hat8sgval. Mivel a
dTAK 8ltal okozott PCP defektusok m8r a I8rv§lis im8g- korongokban is kimutathat-ak
voltak, eredm@nyeink azt sugalltS8k, hogy ezek elsRdlegesen PCP hib8k ® nem k®&sRi
differenci§l- d§si/degener8l- d8si probl@msk.

A dTAK GOF fenotpus lehetRs®get teremtett arra, hogy genetikai interakci-s
vizsg§latokat vBgezz¢nk a dTAK-kal egy:ttmTkedR jelStviteli utak azonos?t8sa ®rdek@ben.
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Ennek sor8n kimutattuk, hogy a hep, bsk ®s jun mut8nsok erRsen szupressz8ljSk a dTAK GOF
fenot?pus8t (36. 8bra), ami ©sszhangban van azzal az elk®pzel@ssel, hogy a dTAK a JNK
Yitvonal fOIsR szab8lyoz- eleme. Egy®@b potenci8lisan k®IcsCnhat- jelStviteli utak vizsg§latst
elvl@gezve azt tal§ltuk, hogy am?g a Dpp/TGF-b jelStviteli %t mut8nsai nem m-dos?tj8k a
dTAK GOF hat8s§t, a nemo ®s a p38 kin§zok g@njeit kitakar- del@ci-k hasonl-an erRs
domin8ns visszaszort- hat§ssal rendelkeznek mint a JNK mut8nsok (36. 8bra E @s 1.
T8bl8zat).

\; L,

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

36. 8bra: A dTAK tlultermel®s hat§8sa az ©sszetett szemben. Tangenci8lis szem metszetek (A) sev-
Gal4, UAS-dTAK, (B) sev-Gal4, UAS-dTAK; hep/+, (C) sev-Gal4, UAS-dTAK; bsk/+, (D) sev-Gal4, UAS-
dTAK; jun’/+ 8s (E) sev-Gal4, UAS-dTAK; nmo’/+ 18 UC-on nevelt legyekbRIl. A dTAK t¥ltermel@s §ltal okozott
PCP defektusokat (fRk@nt rotSci-s hib8k ®s szimmetrikus ommat2diumok megjelen@se) a JNK jelStviteli Yt
mut8nsai (hep/INKK, bsk/IJNK @s jun), valamint a nmo mut8ci- is erRsen szupressz8lja (18sd als- s@m8k, ahol
fekete nyilak jelzik a vad t?pusY: facettSkat).

Kovetkeztet®sek: A Drosophila TAK homol-g funkci-j8nak t°bb sz®vetben terténR
vizsg8lata azt jelzi, hogy a dTAK a JNK jelStviteli %t potens aktiv8tora, amit mind az
embrion8lis epidermiszben, mind pedig az szemben megfigyelhett;nk. A DN dTAK
kifejezRd®se torz8r- d8si hib8kat eredm@nyezett, ami egy ismert INK LOF fenot?pus, ®@s ez@rt
szint®n t8mogatja azt az elk®pzel@st, hogy a dTAK a JNK jelstviteli %t egyik komponense
lehet. Azt is bizony2tottuk, hogy a dTAK magas szintT kifejezRd@se apopt- zist induk§l.

60



dc_21 10

1. T8bl§zat. A sevGAL4A>UAS-dTAK interakci-k sz8mszerUs2t@se.

Minden genot2pus eset@ben 187-548 ommat2diumot vizsg§ltunk meg 3-6 egyedbSl.
A szignifik§ns interakci-kat csillaggal jel®lt¢ k (student t teszt alapj§n p > 0.001).

Genot?pus

Vad t?pusts

ommatidium (% NSD)

Rot8ci-s

hiba (% NS)

sev-GAL4, UAS-dTAK;

+/+ 49.48 (N3.2) 27.7 (N 5.04)
bsk708 80.35 (N 3.07)* 14.46 (N 1.53)
UAS-bskPN 89.17 (N 6.16)* 6.91 (N 6.46)
hepR7s 68.3 (N 8.12)* 16.8 (N 4.1)
jun3 7755 (N 2.43)* 17.68 (N 2.80)
msn172 544 (N 4.2) 30.38 (N 2.7)
nmoit47 81.17 (N 0.79)* 13.8 (N 1.46)
Df(3R)crb87-4(p38a’) 84.84 (N 3.2)* 10.02 (N 2.1)
Df(2L)b87e25(p38b-) 78.76 (N 4.06)* 14.26 (N 0.28)
dppP12 44.76 (N 6.04) 354 (N 3.6)
tkvat2 4358 (N 4.2) 34.7 (N 4.1)
Mad?2 47.03 (N 8.9) 34.74 (N 2.97)

Figyelemrem@It- m-don, emIRs sejteken v@gzett k?s@rletek alapjSn a INK modul is r@szt vesz
a stressz-indukslt apopt- zisban [231,232], az aktiv§It Drosophila Hep ®s Jun feh@rjek szem-
specifikus tvltermel®se pedig hasonl-an erRsen cs®kkenti a szem m@ret®t [56,57] mint a
dTAK. Ez felveti annak a lehetRs®g®t, hogy a dTAK ® a JNK modul az apopt-zis
szab§lyoz§sa sorgn is egy¢ ttmTkedik. Ugyanakkor a dTAK gén csendes?@se nem befoly§solta
jelentRsen az embrion8lis h§ti z8r-d8s folyamat§t. Ez a dTAK-JNK kapcsolatnak r@szben
ellentmond- megfigyel®s arra utal, hogy az embrion8lis epidermisz sejtekben a dTAK csak
elhanyagolhat- m@rt®kben j8rul hozz§ a JNK aktiv8l-d§shoz, vagy hiSnySt egy®b kin§zok
teljesen kompenz8Ini tudj8k, tehSt ebben a sz®vetben majdnem teljesen redund8ns funkci- val
ber,

A dTAK szem-specifikus t/ltermel®se hasonl- polarit8si hib8kat eredm®@nyezett, mint
a Fz vagy a Hep, Bsk ®s Jun tiltermel@se [45,56,57]. Mivel ez a fenot?pus erRsen
szupressz8lhat- a JNK Ytvonal mut8nsaival, ez az adatsor t8mogatta a dTAK-JNK kapcsolat
PCP szab8lyoz8sban betClt®tt funkcion§lis jelentRs@g®t. Ezeken t/l a szemben elv@gzett
genetikai interakci-s k2s@rleteink arra utaltak, hogy a dTAK nem kiz8r-lag a JNK Y%tvonal
aktivgI8s8ra k@pes, hanem a Nemo @s p38 t?pust: kin§zokat is aktiv§lhatja. A nemo maga is
egy PCP g@n [58], @ eredm@nyeinkkel egybev8g- m-don egy®b modell rendszerekben is
kimutatt8k, hogy a TAK csal§dba tartoz- kin§zok aktiv8lj§k a Nemo-szerT kin§zokat
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[219,220]. Ezek alapj8n elk@pzelhetR, hogy a TAK-Nemo kapcsolat evolyci-san erRsen
konzerv§lt, a sz®veti polariz§8l-d8s vonatkoz8s8ban pedig mindenk®ppen @rdekes lehet a
TAK-Nemo-JNK kapcsolatok részletesebb analzise.

Annak ellen@re, hogy a TAK kin§zokat gerinces modell rendszerekben a TGF-b
jel8tviteli Yithoz kotott®k [218], k2s@rleteink alapj8n ecetmuslic8kban ezt a kapcsolatot nem
tudtuk megerRs?teni. Bgy tTnik teh§t, hogy a TGF-b/TAK kapcsolat evoltci-san k8sRbb
alakult ki, mint a TAK/JNK vagy TAK/Nemo kapcsolatok. Fontos azonban IStnunk, hogy ezt
a hipot®zist @s egy®b kOvetkeztet®seink egy r@sz®t csak klasszikus dTAK LOF mut8nsok
vizsg§lat§val lehet majd igazolni.

3.4. Bj sz®veti polarit8si mut§nsok azonos?t§sa @s genetikai t@rk@pez®se
Pataki Csilla @ Matusek Tam§s nem k°z°It eredm@nyei alapjsn.

HStter: Az eddig bemutatott eredm@nyekbRI kider¢ It, hogy kezdetekben olyan gének PCP
funkci- jSt vizsg8ltuk, amelyeket m8r ismert polarit§si g@nekk®nt kezdtink el r@szletesen is
analiz8Ini (mint pl. a fz ® a kay/Fos). Annak ellen®re azonban, hogy az ezredfordul-
idRszak8ban m8r t°bb tucat PCP gént ismert¢ nk, vil§gos volt, hogy a PCP szab8lyoz8s8ban
sokkal t°bb g®n vesz r®szt. Ez@rt elhat8roztuk, hogy az ismertek jellemz®@se mellett %j PCP
g@neket is megpr-b8lunk azonos?tani. tgy ker¢ It sor elm@leti alapon kiv§lasztott jel®lt g®nek
(pl. a yan, pnt @ dTAK) felt@telezett PCP szerep@nek vizsg8latSra, de ezzel p8rhuzamosan
nagyleptekT mutagenezis k2s@rleteket is tervezt;nk az %j polarit§si g®nek azonos2t§sa
®rdek®@ben. Egy olyan, elsRsorban funkci- veszt®ses mut§nsok elRSIPt8s8ra ir§nyul- k2s@rleti
rendszert dolgoztunk ki, amely genetikai mozaikoss§gon alapult ®s ez®rt homozig-ta
fenot?pusok vizsgSlat8t tette lehetRv® egy adott mutSci-ra n®zve egy®bk®nt heterozig-ta
mut8ns egyedekben, m8sr®szt a limit§lt spektrum¥ transzpozon inszerci-k helyett a sokkal
8ltal8nosabb hat8s¥s k@miai mutag®nek haszn8latSra ®p¢lt. Ehhez hasonl- megk®zel’t@st
elRtty nk nem alkalmaztak PCP mut8nsok elR8lI?tSsSra.

Eredm®nyek: Muslic8ban homozig-ta mut8ns sejtkl-nokat legnagyobb hat®konys8ggal az
FRT/Flp (eredetileg ®lesztRben lexrt) helyspecifikus rekombin8ci-s rendszer seg?ts@g@vel
induk8lhatunk [233]. Tekintve, hogy a PCP fenot®pusok rutinszerTen csak a felnRtt §llatok
sz8rny8n ®s notums8n vizsg8lhat-ak, k2s@rleteink sorSn egy olyan Flp rekombin8z forrgst
(Ubx-Flp) haszn8lunk, amely legerRsebben a sz8rny im8g- korongban fejezRdik ki [234], ®s
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2gy a belRle kifejIRdR sz8rny-, ill. notumsejtekben k®pes rekombingci-t elRid®zni. A PCP
fenot?pusok felismer@s@hez az is elengedhetetlen¢ | fontos, hogy kellRen nagysz8m?Y: sejtbRlI
8lljon a mut8ns folt. Ezt Y%gy biztos?tottuk, hogy az ¥n. ikerfolt sejteket a sejt-let8lis technika
[235] segits®g®vel kik¢szPhllt; k. A mutagenezis k2s@rlet @rz®kenys®g®t ®s megh?zhat - s§gSt
n°velendR, egy F2 s@m§t alkalmaztunk (37. 8bra), ami ugyan munkaig@nyes, de elRnye, hogy
az alacsony penetranci§j¥ @s/vagy expresszivit8s¥ fenot?pusok vizsgglatst is lehetRv@ teszi,
tov8bb§ kik¢sz@h®li az F1 k2s@rletek sorSn gyakran jelentkezR fertilit8si probl®@ms§kat. A
m8sodik kromosz-ma jobb (2R) @s bal (2L) karj8nak mutageniz®s®re EMS-t (etil-met8n-
szulfon§tot) haszn8ltunk, m2g a harmadik kromosz-ma jobb karj8t (3R) ENU-val (etil-
nitrozoure§val) mutageniz8ltuk. ¥sszesen kb. 23.000 F2 keresztez®s anal’zise ut§n 58
polarit§8si mut8nst izol8ltunk, k°z¢l¢k 23 a 2R, 8a 2L, 27 pedig a 3R kromosz - ma karra esett.

EMS (30mM) vagy ENU (1.6 mM)

P Ubx-Flp ; FRT42 X w : CyoO
7 FRT42 w If
F. W . FRT&2 _ UbcFlp . FRT42,W.d()
l ' )
— Cyo Ubx-Flp Cyo
FRT42 FRT42
Fo  ubxFip gs  Ubx-Flp .
FRT42, W', cI(2) — Cyo
sz8rny @s notum kl- nok torzsalap28s

37. 8bra: Az %j PCP mut8nsok elR§IPt§s8nak keresztez®si sém8§ja. A m§sodik kromosz-ma jobb
karj8nak (2R) p@ld§j&n ISthat- a keresztez®si s®ma. Piros csillag jel®li az induk§It mut8ci-t, cl(2)-vel a recesszzv
sejtlet8lis mut8ci-t jel®ltem. Az F; keresztez®sekben egyedi h?meket kereszteztink. A 2L ®s a 3R eset®ben
hasonl- s®@m8t k®vett;nk a megfelelR FRT @s balanszer kromosz- m§k alkalmazgs§val.

KOvetkezR c®lunk a mut8nsok terk®pez®se volt, ennek @rdek®ben elRsz®r komplementsci-s
anal’zissel meghat8roztuk, hogy az %j mut8nsok k®z¢ | melyik azonos?t m8r kor§bbr- I ismert
PCP g@nt ® melyik addig ismeretlent. Ezek alapj8n a 2R ®s 2L karokon 3-3, a 3R
kromosz-ma karon pedig 27 %j PCP mut8nst izol8ltunk, amelyek mindegyike homozig-ta
let§lis mut8ci-nak bizonyult. A letalit8s alapj8n egym§s k°z°tti komplement8ci-s analzist is
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v@gezetsnk, ami felt8rta, hogy a m8sodik kromosz-m8lis mut8ci- k egyedi komplementSci-s
csoportokat alkotnak, m2g a 27 3R-en I®vR mut8ns 22 komplementS§ci-s csoportba sorolhat-,
egy ©ttagl, egy k@ttag¥s ®s h¥%sz egyedi csoportba. Mivel ez ©sszesen 28, teh§t viszonylag
nagysz8m¥: %j g@nt jelentett, a szemre ®s a sz8rnyra KiterjedR r@szletesebb fenot?pus
vizsg§latok ut§n elkezdt¢k a leg@rdekesebbnek 2t8lt n®h§ny mutsns génszintT t®rk®pez@set.
Ennek eredm@nyek@nt del@ci-s ®s rekombingci-s, ill. DNS szekven8l§son @ RNSi vonalak
haszn§lat8n alapul- t@rk®pez®si m-dszerekkel k®t komplementSci-s csoportot siker¢ It gén
szinten t@rk@pezni, amelyek egyike a Kuzbanian-like (Kul) g@n volt, a m8sik pedig a
Drosophila Rab23 ortol-g. Az alS8bbiakban rPviden ©sszefoglalom a Kul mutSnsok
jellemz@s@t, a Rab23 r@szletes boncol§ss§t pedig dolgozatom k®vetkezR R fejezet®ben fogom
bemutatni.

bj PCP mutS8nsaink k°z¢;l a 3R kromosz-ma Kkarra t@rk@pezRdR ©ttag¥:
komplementSci-s csoport tagjai @rintettek a Kul g@nt, amit v@gsR soron a teljes Kul gént
hordoz- genomikus menek?R konstrukci-k seg?ts@g@vel bizonyzottunk. A Kul mut8nsok
minden 8ltalunk vizsg8lt szvetben PCP hib8kat okoztak, 2gy a szemben rotSci-s hib8kat ®s
szimmetrikus ommat2diumokat I8ttunk, a sz8rnyon enyhe szRr orient§ci-s hib8kat ®s t®bbes
sz8rnyszRr°k megjelen@s@t vehettok @szre, m2g a notumon az @rz@kszRrek egy r@sz@®nek
rovide I8se mellett, orient8ci- s hib8kat is detekt§Ini tudtunk (38. 8bra).

A Drosophila Kul g®n egy ADAM t?pus¥, transzmembr§n metalloprote8zt k-dol,
amelyben a prote8z @ a membrS§nt 8thidal- dom@neken k2v¢ | azonos?that- egy N-terminglis
szign§l peptid, egy %n. Pro-dom@n @s egy Desintegrin homol-gia dom@n (39. 8bra) [236].
Szekvencia analzissel meghat8roztuk, hogy %j Kul mut8nsaink mindegyike a metalloprote§z
dome@nt @rinti, azon bel¢ I is nBgy mut8nsunk cisztein/arginin aminosav cser@t okozott a 481-es
pozZci-ban, m2g ©tedik allelunk a 603-as pozZci-j% valint v8ltoztatta alaninra. Figyelembe
vBve, hogy a C481-es @s V603-as amonisavak erRs konzerv§lts§got mutatnak a k¢ 1°nb°zR
metalloprote§zok k°z°tt, mut§nsaink nagy val-sz2nTs@ggel csCkkent prote§z aktivit§st @s
ezzel erRs funkci- veszt®st eredm@nyeznek.

Kor8bban k°z°It eredm@nyek alapjgn a Drosophila Kul a Notch receptor ligandjst, a
Delta feh®rj@t k®pes has’tani a sz8rnysejtekben [236], ami elRsegii a Notch Ytvonal
aktiv8l-d§s§t. A Kul mut8nsok a sz8rnyon t®bbes szRr kin®v@seket eredm@nyeztek, @s a
sz8ryvensk r@szleges hiSnyS§t is meg lehetett figyelni. Ez ut-bbi fenot?pus komponens
kOthetR a Notch/Delta jel8tviteli folyamatokhoz, de az intenz?v vizsg§latok ellen@re

semmilyen kor8bbi adat nem tSmasztja al§, hogy a Notch r®@szt venne a sejtenk®nti szRrsz8m
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38. 8bra: A Kul mut8nsok PCP fenot?pusai. (A) Vad t2pus¥ sz8rmylemez diszt8lis ir§nyba mutat-
trich- m8kkal. (A0) Kul mut8ns sejtkl-nokat hordoz- sz8rnylemez, t®bbes szRrkin®v@sekkel @s enyhe trich-ma
orientSci-s hibSkkal. (B) Vad t?pus¥ notum poszterior ir§nyba mutat- szRrekkel. (B6) Kul mut8ns sejtkl - nokat
hordoz- notum szRr orient§ci-s hib8kkal. (C) Vad t2pus¥ ©sszetett szem tangenci8lis metszete. (C0) A Kul
mut8ns szem Kl-nokban szimmetrikus ommat2diumok (s8rga nyilak) @s rotSci-s hib8k (piros ny2l) figyelhetRk

meg.

SP Pro- domén Metalloproteaz Desintegrin

T[]

481

e

C R

82.1.T4
82.1.T.2
82.3.4.5

82.6.7.1

TM Intracell

39. 8bra: A Kul protein
szerkezete. Az 8bra fOIsR r@szeén a
Kul protein dom®n szerkezete
ISthat-. Az Sbra als- r@sze mutatja,
hogy az S§ltalunk izol§lt ©t Kul
mut8ns mindegyike a metalloprote8z
dome@nt @rinti. K°zglgk nBgy a
C481-es aminosavat, m2g az °t°dik
mut§ci- a V603-ast.

meghat8roz§s§ban. Ezzel ellent®tben az ©sszetett szem eset®ben ismert, hogy a Notch/Delta
modul szerepet jStszik az ommat?diSlis polarit§s kialakul§sg§ban [205,206]. A Notch @ Kul



