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Bevezetés és célkizések

Az egyedfejbdés folyaman az epitélidlis sejtek gyakran a sslvedikjaban is
polarizalédnak. Ezt a jelenséget sikbeli, vagy efiépolaritdsnak (SZP) nevezzik. A SZP
jelensége szamos gerinces allat szoveteiben is iggetifets. llyenek példaul a halak
pikkelyeinek, vagy a madarak tollainak elrentiiérse, az emibok sHrmintazata, a légés
illetve a petevezeték csilléi valamint a Heldul érzékhamjaban a Corti-féle szerv
sztereociliumainak elrendé&dése. Habar az utébbi dden kimutattdk, hogy a polaritas
kialakulasa egy, az egész Allatvilagban konzersatibalyozasi folyamat eredménye, e
jelenséget mindeziddig az ecetmuslicAbddrogophila melanogaster) tanulmanyoztak
legbehatobban. Az ecetmuslicAban a SZP a szarnylegfaltinébb, mivel minden egyes
szarnysejtbl egy aprd sér (Un. trichdéma) & ki és ezek mindegyike disztalis iranyba mutat,
de nyilvdnval6 az epidermiszen is, amelyet egys®gelatrafelé mutatd érzéksik
boritanak, illetve az dsszetett szemben, amelyid@rsdimmetrikusan elhelyezké&delemi

szemek alkotnak.

Az ecetmuslican végzett genetikai és molekular@opiai kisérletek elvezettek a
SZP-t meghataroz6 gének azonositasdhoz, ezekeitdmilgéneknek nevezték el. Ezen gének
egy részének mutacioja hibas szardysaintazatot eredményez anélkil, hogy befolyasalna
szoveti fejpdés egyéb aspektusait. A sejtes fenotipusuk alapimket a géneket négy
csoportba soroltak. Az élscsoport génjeinek mutacioi, fa(fat), ds (dachsous) ésfj (four-
jointed) avagy a Ft/Ds csoport, forditott polaritasu érezintazatot mutatnak, a
szorkezdemeények a sejtek szélén alakulnak ki (Adlentsai., 1998; Strutt és Strutt, 2002). A
masodik csoport tartalmazza fa (frizzed), dsh (dishevelled), fmi (flamingo), stbm
(strabismus), pk (prickle) és dgo (diego) (core csoport) géneket, amelyek mutacidja
megvaltoztatja a tlskék kindvési iranyat, sokszaréyes fenotipust eredményez, ritkan
kettos sdrkindvesek is élfordulnak és a tiskék a sejtek kozeflétbnek ki (Wong és Adler,
1993). A harmadik csoport (In csoport) tartalmaazan (inturned), fy (fuzzy) ésfrtz (fritz)
géneket. Ezek mutécidja tobbes,éstsrban ketis s®rkindveseket eredményez, amelyek
egyforma hosszusaguak, orientacios hibakat mutagésaiz iniciacidé nem a sejtek disztalis
csucsabol, hanem az apikalis sejtmembran mentétomarpoziciobdl torténik. Végul a
negyedik csoport tartalmazza aawh (multiple wing hairs) gént, amelynek mutansaira
jellemzs, hogy sejtenként négy vagy tobb egyforma tuskétes#tenek. Kels mutans
elemzések kimutattak, hogy ezek a fenotipus csobapisztatikusak egymashoz képest,

mégpedig az Mwh csoport episztatikus az 6sszes téleltt, az In csoport a Ft/Ds csoporthoz



€s a core csoporthoz, mig a core csoport a Ft/Dpocthoz képest. Ezek az adatok azt
sugalltdk, hogy ezek a gének egy linearis hieratshiszabalyozas elemei, ahol a Ft/Ds
csoport helyezkedik el legfelil és ezt kovetik aecdn és Mwh csoportok. Habar egy ilyen
linearis hierarchia létezése még vitatott (Casahtsi., 2006; Lawrence és mtsai., 2007), az
vildgos, hogy a SZP gének szabalyozzak a (1) sgénngrientaciojat, (2) a kindvés helyét és

(3) a sejtenkénti $zdk szamat.

Habar még nem ismert az a molekularis mechanizamsly meghatarozza az aktin
tuske kindvési helyét, kimutattak, hogy a core fgheaszimmetrikus sejten belili mintazatot
mutatnak az aktin tliske kialakulasakor. Ez a laéaiid kritikusnak tnik a s#rkindvés
helyének meghatarozasdban (Mihaly és mtsai., 28@Hert és Mlodzik, 2007). A core
fehérjék ebbb kihorgonyzédnak a sejtek apikélis felszinén magdarizalt komplexekben
halmozodnak fel a $ziniciacié ebtt. A a Fz, Dsh és Dgo fehérjék jellegzetesen atdlis
oldalon halmozo6dnak fel (Axelrod, 2001; Strutt, 200as és mtsai., 2004), a Pk és a Stbm a
proximalis oldalon dusul fel (Tree és mtsai., 20B2stock és mtsai., 2003), mig a Fmi a
proximalis és a disztalis oldalon is egyarant kimtlté (Usui és mtsai., 1999; Shimada és
mtsai., 2001). Ké&shbi munkékbal kidertlt, hogy az In fehérje is aszietrikus mintat mutat
ebben a fefldési staddiumban, és a proximalis oldalon halmozéelikAdler és mtsai., 2004).
Medfigyelték, hogy barmely core fehérje hianya hefeolja a tobbi core elem és az In
fehérje aszimmetrikus lokalizacigjat, és az epmgtanalizisnek megfelédn a core fehérjék
aszimmetrikus lokalizaciéja nem flgg iszZfunkciojatél (Adler és mtsai., 2004). A legfriséeb
adatok alapjan a Fy és Frtz fehérjeék ugyancsakimpidisan halmozodnak fel és az In-del
egyutt aktivaljdk az ugyancsak proximalisan felddddwh-t (Yan és mtsai., 2008; Strutt és
Warrington, 2008).

Ismert, hogy a bebabozédéas utani (BU) 24 ordighadelitett fehérjék szimmetrikus
komplexeket alkotnak, majd relokalizalédnak és raszétrikusan halmozédnak fel a
membran megfelél oldalan, amig a $rkindves elkezddik (30-32 6ra BU). Késbb, a

bebabozddéas utan 35 6raval, Gjra felbomlik ez arrasetrikus mintazat.

Mindmaig nem tisztazott, hogy a fenti elemek poatoshogyan befolyasoljak a
megfeleb szdveti polaritds kialakulasat. Egy modell vagynkahipotézis, ami megfelel a
kisérleti megfigyelések nagy részének, a koveétk&xbb egy, a Fj, Ds és Ft fehérjék altal
meghatarozott iranyado jel kijeldli a polarizaaiényat. Ez valamilyen médon elinditja a core
fehérjék aszimmetrikus relokalizacigjat, amit egydzéttik éw visszacsatolasos

mechanizmus ésit. Ez egy magasabb Fz aktivitast eredményezeksdipztalis oldalan, ami



aktivalja a disztalis oldalon Iéwégrehajto fehérjéket (amelyek még ismeretlenslgzéltal
elinditia a sérkinévést ezen az oldalon. Elterjedt tovabba azéaehis, miszerint az In
komplex szerepe, hogy megakadalyozza G@ak#zovest a sejtek proximalis oldalan. Annak
ellenére, hogy ez a modell szdmos medfigyelést raggaraz szamos kérdés tisztazatlan
maradt. Nem ismeretesek azok a mechanizmusok, aknaly fehérjék lokalizaciéjaért
felelosek, és ismeretlen a Fz jelatvitel és a fehérjéimametrikus felhalmozddasa kozti
kapcsolat is. Nem tudjuk tovdbba azt sem, hogylsé felemek hogyan befolyasoljak a core
fehérjék aszimmetrikus felhalmozodasat, valamimh nemeretes az 6sszes szévetspecifikus

végrehajté elem és azok hatdsmechanizmusa sem.

Ezen munka célkizése az volt, hogy olyan (], a SZP kialakitdsaBantvev
elemeket azonositsunk és tanulmanyozzunk, amelygéikeeszt adhatnank a fenti kérdések

egy részere.

Anyagok és modszerek
- Drosophila genetika
- mutagenezis kisérlet (EMS, ENU)
- P-elem ugrasztas
- letalfazis analizis
- fenotipus jellemzések: szarny, notum, szem, aledomab
- transzgénikus vonalak létrehozasa
- DNS- technikak:
- PCR
- RT-PCR
- klbnozas
- Biokémia:
- Rab23 ellenanyag el6allitas
- Western- blot
- immunoprecipitacio
- Mikroszkopia:
- Nomarski felvételek: Zeiss Axiocam MOT2
- konfokdlis felvételek: Olympus FV1000 LSM
- Immunhisztokémia:

- boncolasok



- immunfestések

-Statisztikai analizis

Eredmények és megvitatas

Céljaink megvaldsitasanak érdekében egy nagyléptélutagenezis kisérletet
hajtottunk végre, amelyben az FRT/FIp mozaik readskasznaltuk arra, hogy az Ubx-Flp
segitségével nagymétietnutans klonokat hozzunk létre a muslicak szarnggmotuman.
Kémiai mutagenezisnek vetettliik ala a masodik kradma jobb és bal karjat, valamint a
harmadik kromoszoma jobb karjat. lly médon 33 UpPSHutanst azonositottunk. Ezek kodzul
3 a masodik kromoszoma bal karjara, 3 a jobbra7és Rarmadik kromoszéma jobb karjara
térképeddott. A kapott jeldltek komplementacios analizisegénetikai térképezése kimutatta,
hogy 6t kozuluk, amelyek SZP fenotipussal rendéétea notumon, szarnyon és szemben,
egy komplementacios csoportot alkotnak ésubl (Kuzbanian-like) gén pontmutansai. Ezek
az allélek a Kul fehérje metalloproteaz doménjébemiozzak az amindsav cserét, négyben a
C481-es, egyben a V603-as amindsav érintett. Eliélelabehatobb jellemzése, csoportunk

jovébeni tervei kozé tartozik.

Egy masik 0j, a harmadik kromoszoma jobb karjar&égeddé mutans genetikai
jellemzése azt mutatta, hogy ez az allél egy poté#andt hordoz eDrosophila Rab23 gén
GTP&z doménjének élskapcsold régidjaban. A 69-es pozicidban taldlhmatdacio, a kis
GTPazok csaladjaban nagymértékben konzervalt Threamindsavat érintetteRab23™%).

Ez a pontmutans (amely@®ab23™-nak neveztiink el) szemiletdlis és kozepes eréisség
tobbes sérkindvéses fenotipust, illetve gyengérsarientaciés hibakat mutat.

Mivel ezen a pontmutanson kivil nem allt rendelkép&re masRab23 allél, a
tovabbi vizsgalatokhoz P-elem ugrasztas segitséf@ygetlen alléleket hoztunk létre. Az ily
médon létrehozott egyik delécids mutansRab23>' homozigota életképes éséertobbes
szrkindvéses fenotipust mutat. Rab23™% és Rab23°* mutansok mefyzik fenotipusukat a
gént kitakardé delécio folott is, funkcidvesztéseagy funkcionalisan null mutansként
viselkednek. A teljes hosszusagu vad tipRali23 gén egy példanyat tartalmaz6 konstrukcio
segitségével sikerllt telies mértékben menekiteraimikutans fenotipust. Rab23 funkcio
csendesitése RNS interferenciaval kiulogbézovetspecifikus és altalanos Gal4 driverek
felhasznalasaval moderalt tobbesirkndvéses fenotipust okozott a szarnyon, de mas
szovetet és az életképességet nem érintetteRal3 mutansok a szarnyfenotipuson

tulmeren az abdomen kutikulat és a labat érititbbes trichomakindvéseket is mutatnak



anélkil, hogy az érzék&mk polaritasat befolyasolnak. Osszefoglalva, eaeleredmények
azt sugalljak, hogy &ab23 egy olyan egyedi SZP gén, melynek szerepe vaitlomak
sejtenkénti szamanak és orientacidjanak a meghasaban anélkil, hogy befolyasolna a
tobbsejti képddmeények, példaul az érzéksiak és az elemi szemek polaritasat.

Korabbi kisérletekben kimutattak, hogyrab23 egér ortoldég a Shh (Sonic hedgehog)
jelatviteli Ut negativ szabalyozoja az embriondlidegrendszer fejldése soran
(Eggenschwiller és mtsai., 2001). Ezért mi is megyaltuk a Shh jelatviteli at aktivitasat
homozigéta mutansRab23>* embridkban és feliit szovetekben. Munkank soran nem
taldltunk arra bizonyitékot, hogy ecetmuslicAbaRah23 ezen Utvonalon keresztil hat. A
Rab23 fehérje nincs jelen Brosophila embrionalis idegrendszerben és nem észleltiink
idegrendszeri hibdkat a mutans embriékban sem.tediészirileg a Rab23 nem jatszik
szerepet ®rosophila embrionalis idegrendszerének éefesében, utalva arra, hogyrab23
gén szerepe az Shh jelatvitelben a gerincesekiatémddik. Ezzel 6sszhangbanRab23
mutansok abdomen fenotipusa sem hordozza jelétkamogy a Rab23 szerepelne a Hh

jelatviteli itban, muslicaban.

Azért, hogy betekintést nyerjunkRab23 sejtszinten jatszott szerepébe, megfigyeltiik
a sdr iniciaciot Rab23>* homozigéta mutans, illetvRab23™ mutans klénokat hordozé
szarnyakon. Azt lattuk, hogyrab23 hidnyaban az apikalis aktin felhalmoz6das nem
korlatozodik a sejtek disztalis csucsara, hanemmkalis régioban mindenhol kimutathatd
egy diffaz aktin halézat, és k#lsb nagy szamban jelennek meg tobbe&ddz a sejtek
periférigjan. Ezen tul, a &kindveés idpontja késett a vad tipushoz képest, de a tdbbes
szrkinbvések mindig a mutans szoOvetre korlatozodtaki arra utal, hogy aRab23

sejtautondm maodon hat.

Korabbi megfigyelések szerint a szarnysejtek reetliez alaktak a larva staddiumban
€s a babfefldés elején, de tobbséguk @rsziciacid ebtt hatszogvé valik (Classem és mtsai,
2005). Medgfigyeltik, hogy 30-32 éraval BURab23 mutans sejtek egy része nem veszi fel a
hatszog alakot. Ezt a hatast szamdgstettiik és kidertilt, hogy Bab23™ pontmutansban
szignifikhnsan nagyobb a nem megfééel csomagolddott sejtek szama a vad tipushoz
képest. Osszehasonlitasképpen megvizsgaltuk aysejek csomagolédasatbm’® és dsh*
mutansokban is. Mivel Bab23 mutéacié okozta csomagolddasi hibak dsszehasotdlékaa
core mutaciok hatasaval, ezen eredmények azt glgaliogy aRab23-nak meghatarozé

szerepe van a féliés soran a szarnyszovet csomagolodasaban.

Kivancsiak voltunk arra, hogy van-e 6sszefliggésjtels alakja és &ab23 mutans



orientacios hibakat és tobbesikindvéseket mutatd fenotipusa kozott. Azt talgltaegy a
Rab23 fliggetlenll befolyasolja a sejtek csomagoldédakdtye a tébbes gzkinbvést és sir
orientaciot. Azért, hogy kiszélesitsiik megfigyeidket, megvizsgaltuk a sejtalakot mas,
tobbes sérkindvést mutatd mutansokbam,(frtz, mwh) és habar ezek valamivel gyengébb
csomagolddasi fenotipust mutattak, itt sem talé@ltiisszefliggést a sejtenkéntbiszam és a
sejtek alakja koz6tt. Ezen eredmények azt mutatjdgy a szarnyszévet csomagolédasanak
nincs kdzvetlen hatdsa adsniciacios helyek szamanak meghatarozasara aysziivetben.

A szor orientacio és sejtalak kozti dsszefliggést Géat megfigyeléseink alatdmasztjak
Classen és mtsai., (2005) core génekre vonatkozdnmemyeit, és ellentmondanakfat

mutans klénokban tapasztalt megfigyeléseknek (Matéai, 2008).

Nemrég kimutattak, hogy a szarnysejtek &rsmiciaciét megelzéleg valnak
hatszogveé és ez a folyamat befolyasolja a core SZP fekhé@gzimmetrikus elrendédését.
Mivel a mi mutansainkban a hexagonalis csomagoldildés volt, kivancsiak voltunk arra,
hogy aRab23-nak van-e valamilyen szerepe a core SZP fehégkhlizacidjara a fefidés
kilbnb6® szakaszaiban, de a Fmi fehérje eloszlasa a béddsjlkezdetén (6 6raval BU) a
Rab23 mutans szarnyakban normalis volt. A kovetddrn megvizsgaltuk a fehérjék
lokalizacidjat késbbi fejlodési stadiumokban (24-32 éraval BBab23* homozigota és
Rab23™ klénos szarnyakon. Azt talaltuk, hogy ebben asf&§si szakaszban a core és In
fehérjék lokalizacios hibat mutatnak Rab23 mutans szdvetben, habar az apiko-lateralis
z6néban tortéhfeldasulasuk nem sérul. Ezen kisérletdkdbvonhatjuk azt a kovetkeztetést,

hogy aRab23 csak a k& SZP fehérje lokalizacidéban jatszik szerepet.

Azért, hogy megértsiik azt a mechanizmust mely S&ggtvel a Rab23 hozzajarul a
core fehérjék lokalizacidjdhoz, megvizsgéaltuk az SPAFP::Rab23 transzgént hordozé
legyek szarnyat. Azt lattuk, hogy 24-30 oradval BU Rab23 az apiko-lateralis
membrandoménben dusul fel, de a membran mindetet@&nimegtalalhaté. Ez a mintazat
megfigyelhed volt a korabbi és kébbi fejlodési stadiumokban is tehat a Rab23 nem mutat
polarizalt felhalmozédast a babfgjes folyaman. Ezen eredményeket alatdmasztottdk a
YFP::Rab23 flip-out klénokon végzett kisérleteketite a Rab23* (konstitutivan aktiv

forma) mintazata.

Mivel a Rab23 babszarny mintazata atfedést mutatoare fehérjék lokalizaciojaval,
nem lett volna informativ a fehérjék lokalizaciGgkratfedését ebben a rendszerben vizsgalni.
Ezért ahhoz, hogy megnézzik, mely SZP fehérjékeab&yozhatia a Rab23,
0sszehasonlitottuk a kulonkbzore fehérjek (Fz, Dsh, Dgo, Stbm, Pk) lokalizgdids2



sejtekben Rab23 jelenlétében és hianyaban. Amkldtbgy a Pk és a Stbm részleges atfedést
mutatott a Rab23-al. Mivel a Pk vagy a Stbm nemanmatit membran lokalizaciot, nem volt
lehetséges annak tesztelése, hogy a Rab23 beflpyésm Pk vagy Stbm endocitdzisat. Ezek
az eredmények azt mutattak, hogy a Rab23 a Pk gds/ea Stbm fehérjén keresztil
befolyasolhatja a core fehérjék eloszlasat. Ezelgevésinket az is alatamasztotta, hogy
azokban a sejtekben, amelyek a Rab23T69A fehénjéteiték, sokkal alacsonyabb volt az
atfedés a mutans Rab23 és a Pk kozétt. Sajnos lbaktsérletek elvégzése nem volt
lehetséges a szarnyon a gyenge 6sdgi Rab23 ellenanyag miatt, de a Rab23 és a Pk
fehérjék koimmunoprecipitalhatok voltak babszarm@kkészitett fehérje kivonatokbdl, mig
Rab23> mutans babokbol késziilt lizatumbél nem, ami artal, uhogy egy fehérje

komplexben talalhatok.

Ha aRab23 egyetlen szerepe az volna, hogy szabalyozza allkidaciot és ezaltal
mas core fehérjékét, azt varnank, hogyRab23 mutadnsok fenotipusa pk mutansok
fenotipusahoz vagy a core gének mutans fenotipadddmonlitson. De Rab23 erds tobbes
szorkinbvéses fenotipusa eltér a core mutaciok okoadtntacios hibaktol. Tehat feltelden
a Rab23-nak két kulonbdd, de nem feltétlendl fliggetlen szerepe van az $ZIRKitasaban, a
szarnyban. Az etsa fehérjék polarizalt elosztasa, a masodik andkthalmozddas és ezaltal
a sdrkinbvés helyének meghatarozasa. A masodiknak etinizerepével egybecseng az a
megfigyelésiink, hogy Rab23 dominansan ésiti a core gének gyenge tdbbeérkintvéses
fenotipusat, de nincs @& hatdsa a 8ok orientaciéjara, mig &ab23 homozigdta mutans
fenotipusa érzékeny az In csoport génjeire, amedgekepet jatszanak a sejtenkéndrszam

meghatarozasaban.

A kovetkedkben ketts mutans analizist végeztiink, hogy meghatarozztab23
helyét a polaritasi jelatviteli Utban. Ennek érdede elvégeztik d&ab23 ketids mutans
elemzését &2, dsh, pk*®, stbn®, in', frtz* ésmwh’ allélekkel. Eredményeink azt mutatték,
hogy a sérorientacié szabalyozasa szempontjabdRab23-nak kevés szerepe van ebben a
folyamatban, ami megfelel Rab23 egyes mutans fenotipusanak. Araziciacio helyének
meghatarozasa szempontjabol az In csoport ésvez downstream/ vagy kébb hat a
Rab23-hoz képest. Ezzel ellentétben, a core fdhé&pea Rab23 parhuzamos utvonalban

hatnak a srkindvés helyének meghatarozéasakor.

Osszegezve, @Rab23 mutans tobbes &kindvéses fenotipusat a SZP fehérjék
lokalizaciojara kifejtett hatasat, a dominans gaéinterakciok és a kéts mutans analizis

eredményeit, azt mondhatjuk, hogy a szarnysejtelddigab23 6sszekdti a fehérjék kortikalis



lokalizaciojat az ektopikus &kindvések megakadalyozasaval. Egy nagyon egysitett
modellben a Rab23 szerepet jatszhat a Pk proxiriedtialmozodasdban és 6sszekotheti az In

aktivaciot a proximalis sejt doménnel.
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