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2. Bevezed

2.1. A sejtvaz

Az eukariota sejtek jellegzetes szerkezeti elersej@az, (citoszkeleton), mely harom
f6 komponenstl épul fel: mikrotubulusokbdl, az aktinfimamentunibdk €és az intermedier
filamentumokbdl. A sejtvaz egy szamos folyamatbantds szerepet betdlt dinamikusan
szerveddott rendszer, amely allanddéan valtozik, ahogy pelsealakjukat valtoztatjak,
mozognak, vagy éppen osztodnak. Jéleszerepe van a sejt alakjanak meghatarozasaban és
a citoplazma szerkezetének kialakitasaban. A siraks szerep mellett a sejt mozgasaert is
feleloss. Ez nem csak a sejt egészének mozgaséat jelartenh az egyes organellumok
intracellularis transzportjat, illetve a kromoszd&maozgasat, vagy a sejt kettévalasztasat a
sejtosztédas soran (1).

2.2. A mikrotubulusvaz

A mikrotubulusoknak meghataroz6 szerepik van atelsejszerkezetének
kialakitAsaban. Hosszu és viszonylag merévergiszert alkotnak, amely igen gyorsan képes
a szétszeréésre, illetve arra, hogy a sejt egy masik résjédl 6sszeszerétjon (1).

A mikrotubulusok (MT) kb. 25 nm atm@ti polimer molekuladk, melyeket globularis
szerkezdt a- €sB-tubulin alegységeldd all6 heterodimerek épitenek fel. A polimerizacio
soran a tubulin-heterodimerek szigortuan fej-fartlermleddésben 6sszekapcsoldédnak és
fonalszeti strukturakba, Un. protofilamentumokba szebtekrek. A MT-ok jellegzetes
hengeres formajanak kialakulasahoz 13 protofilammantateralisan illeszkedik egymashoz
oly médon, hogy egymashoz képest mintegy 0,9 nnelebannak csuszva (1. abra). A

mikrotubulusok polarizalt struktarak. A tubulin beddimerek MT-hoz tortén

------------

koncentraciéja szabja meg. Ez a kritikus koncerndra MT két végén nem azonos, igy
megkulonboztethetlink egy gyors (,+”) €s egy lassl véget (2). A minusz vég altalaban a
mikrotubulus-organizacios centrumhoz (MTOC) kapédid, amely az allati sejtekben

altaldban a centroszéma. A MT-ok ,-” végei az #lathatd, tubulinbdl all6é dirikhoz



kapcsolddnak. Egy-egy ilyen @i 13 alegységhl all és polimerizaciés magkéntikodik,

melyre azo- ésp - tubulinbdl allé heterodimerek fokozatosan raépil(3-5).

tubulin

25nm heterodimerek
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1. &bra.A mikrotubulusok felépitése (6).

A mikrotubulusok ,+” végei dinamikus instabilitAshutatnak. Ha egy &l sejtben
megfigyeljik 6ket, azt talaljuk, hogy ha egyszer a polimerizadiadult, akkor egy j6 ideig
nagy sebességgel folytatodik, majd a polimerizatiistelen depolimerizacié koveti, az
alegységek nagyon gyorsan disszocialddnak a szatéapbl. Dinamikus instabilitds
kovetkeztében a mikrotubulusok hossza tobb mikrantomanyban valtozhat, ez a
mikrotubulusok és végssoron a sejtek tikodése szempontjabdl nagyon fontos mikrotubulus
hal6zatok atszervédését biztositia (1). Ha valamilyen vegyilettel alepalyozzuk a
dinamikus instabilitdst, megakadalyozzuk a MT-hapdsolt sejtfunkciok elvégzését is, ami a
sejtek elpusztulasahoz vezet. Az egyik legrégelidraert ilyen molekula a kolhicin, mely a
tubulin heterodimerekhez szorosan kapcsolddva naelfdyozza azok polimerizacidjat és
nagy koncentracibban a MT-ok gyors lebomlasat okofz). A MT-ok igen sokrét
feladatanak ellatasat és azok 6sszehangolasatzajhkkapcsolodo fehérjek, mikrotubulus-
asszocialt fehérjék (MAP) teszik letieé. A MAP-ok megbvjak a MT-okat a
szétszergldéstl, stabilizaljak a kialakult struktirat. Ezek a é&gjék nem csak stabilizaljak a
MT-okat, hanem kapcsolédnak mas sejtalkotokhozmimit pl. egyéb sejtvazelemek vagy

transzportvezikulak (1).



2.3. Az aktinvaz

A mikrofilamentumok, 7-9 nm atméi helikdlis szerkezét aktin polimerek,
melyeket globularis G-aktin monomerek épitenek Adtarcsak a mikrotubulusoknak, az
aktin polimernek is hatarozott polaritdsa van: &rofilamentumok egy gyorsan néveky+”
véggel és egy lassan novéky-" véggel rendelkeznek (2.4bra). A MT-okkal eltétben
azonban az aktinflamentumok nem mutatnak dramaiardikus instabilitast, hanem
taposomalom (treadmilling) moédijara viselkedik: fmtyatosan Iépnek be monomerek a plusz

végen és lépnek ki a minusz végen, és ekdzbeanadiitum hossza nem valtozik (8).
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2. dbra.Az aktinfilamentum felépitése (6).

Azt, hogy egy bizonyos helyen éSimen milyen tipusa aktinlanc és magasabbitend
filamentumszerkezet jon létre, kilonBozzabalyozo6 funkcidkkal biré fehérjék szabjak meg.
llyenek egyrészt a szabad filamentumvégeket tefe@apping) fehérjék, melyek
megakadalyozzak, hogy az adott filamentum a szidssey tovabb névekedjen vagy éppen
id6 elétt depolimerizalddjon. Masrészt ilyenek a depolim@eiot vagy a filamentum
elhasitasat (severing)oskgit fehérjék, illetve harmadrészt az (] aktinlancokializaciojat
elésegit nukleald/polimerizacios faktorok. Szikség van tib&olyan fehérjékre is, melyek
képesek az aktinflamentumokat haldézatos szerkezetyy kotegekbe rendezni (bundling).

A mikrofilamentumok jarulékos fehérjek révén nagyedltozatos strukturakat
alakitanak ki, amelyek egyarant lehetnek stabil yvagstabil kép#dmények. Stabil
képzsidmeény példaul a sejtkortex, ami plazmamembran Kkiesl koncentrdlodo
mikrofilamentumok haromdimenziés hal6zata. Az aktddak a sejt belsejében talalhatd
stresszfilamentumokban is akar érakig stabilaktiedie A dinamikus struktarakban azonban
az aktinfilamentumok perces-masodpercesskdlan is képesek atépulni. llyen dinamikus
aktin alapu képimeények a lamellipédiumok és a filopddiumok, melyikyamatosan
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alakulnak ki és huzodnak vissza a sejt mozgasamdkydba e végén (9). A
lamellipodiumok nagy felulét lapos kitiremkedések, melyekben az 6Osszekapdasolod
aktinflamentumok @rii haldézatot alkotnak. A filopddiumok ezzel szembejjszefi
sejtnyulvanyok, melyekben az aktinszalak nem adazza hanem hosszl, parhuzamos
kotegekbe rendéznek.

2.4. Spektraplakin keresztkoté fehérjek

A sejtek és a szOvetek integritasanak énegse érdekében a sejtvaz kilonboz
Osszeteti kolcsonhatasba Iépnek egymassal (10). Ezeket@dthatasokat olyan fehérjék
szabalyozzak, amelyek egyitigjg tobbféle sejtvazelemekhez képesek kapcsolddni.
kulonféle sejtvazelemek kozotti kolcsonhatasokattdsitd fehérjek egyik legfontosabb
csoportja az evoluciosan konzervalt spektraplakirgatadja. A spektraplakinok oriasi méret
citoszkeletalis fehérjék, melyeknek szamos funk&lien doménnel rendelkeznek. A
spektraplakinok neviket a spektrin és a plakin dyeiésl kaptak, de rendelkeznek még N-
termindlis aktinkéi és C-terminalis MT-ké EF-hand és GAS doménekkel is (11).
Valtozatos doménszerkezetiknek kdszotdreta spektraplakinok minden sejtvazelemmel és

a sejtadhéziés komplexekkel is kblcsdnhatasba tépkets azokat keresztkothetik.

Mesenchymal or motile cell Epidermal cell (tendon cell)

e ) Integrin heterodimer
e&——e Shotspocirapiakin 020 Unidentified bdg.
AT Apical achesion recaptor et

-— Cortical actin Septate junctions

=== Actinstressfbres

Extracellular matrix

Cuticle

3. dbra. Spektraplakin fehérjék funkcidinak vazlata ecetroébhn. 1. Sejtvaz elemek kdzotti keresztkbtéseket
alakitanak ki. 2. citoszkeletont a sejtmembranréheez kotik, 3. kortikalis citoszkeleton és amembran
kapcsolddasat biztositjak, 4. vaz fehérjék, medgainalizacios fehérjéket toboroznak a citoszkkdetktivitas
helyére (10).

Az ecetmuslica genomjaban egyetlen spektraplakm gé&hort stop(sho) talalhaté

(10). A spektraplakin fehérjek hossza akar 8843 nasav is lehet, ami a harmadik
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legnagyobb fehérje az ecetmuslicabafh. magasabbrerid allatokéhoz hasonl6éan az
ecetmuslicashot génje is szamos protein domeént tartalmaz melyekrativ splicing és
promoterhasznélat soran szabadon kombinalédhatpakéssal, igy valtozatos hosszusagu
és funkcioju fehérjék képanek (4. abra). Ashotgén kivételes hosszlsaga és az izoformak
valtozékonysaga miatt szamos feladatot lat el &ridz tipusu differencialt sejtekben: a
neuronok novekedeési kupjaban a mikrotubulusok dikajdt szabalyozza, a hamban a
sejtadhéziok integritasat biztositja, a tracheabanuj sejt-sejt kapcsolatok kialakulasat

irAnyitja, az embrionalis tendon sejtekben a baztinvazat kapcsolja a MT-okhoz.
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4. bra.A shot gén szerkezete splicing és fehérje izofoanékmuslicaban(11). A nyilak a vonal felett a
transzkripci6 alternativ starthelyeit mutatjak (F21, P3, Pe). A kulonbéanéreti és szifi téglalapok az
exonokat szemléltetik. A kiilénbédternativ transzkriptumok lejebb lathatéak. Balabbra haladva:
kulénb6z N-terminalis (2,1,3, e), C-termindlison calponionholdgia domén, kdzds plakin domén (p), a plectin-
repeat domén (P), a spektrin-repeat domain,EF-hémd GAS2 domain. Bal oldalt az egyes izofornedkin
lathatoak (11).



3. A hati zardédas

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) teljesakigassal (holometamorphosis)
fejlodik, vagyis egyedfefidése soran pete-larva-bab-imago stadiumokon megpskigil. Az
embrionalis fejpdés a megtermékenyitésta peteburokbdl valé kibujasig tart,dtdrtama
szobalbmeérsékleten hozzavdegesen 24 o6ra. Az éllatok korat a peterakastoint mi
kezdponttdl szamitott orakban mérjuk (AEL, after eggrig) (13).

Az ecetmuslicalrosophila melanogastgembriogenezise soran az embrio hatan egy
nyilas alakul ki, amelyet a két oldalsé hamlemekad kdzépvonal mentén bezar. A hati
zarodas soradn a két egyrétegldals6 hamlemez egymas felé kozelit, majd talalké és
0sszeolvadnak, kialakitva ezzel egy folytonos hé@westet. A hati nyilas kialakulasakor az

embridt az amnioszerdza fedi a két oldalsé hamlekiestt, ami a zarodas végére a ham ala

kerlil és apoptozissal elpusztul (14).

5. abra.Scanning elektronmikroszképos felvételek Drosaphitbiok hati zarédasanak folyamatarél. A hati
zarodas 4 fazisat szemlélteti: (A)lniciacio, (Bket oldals6 hAm egyméshoz kozelit, (C) cipzarazéddD)
terminacioés fazis (12).

A hamzéarddas negy egymast részben étfieliyamat sorozatabdl all. Az iniciacio
soran (8 ora AEL, 1A abra csirasav visszahuzodik a éeib embrio poszterior részére, igy
az embriét a hati oldalon egyedil az amnioszeréjteéteg vedi. A hAm és az amnioszeréza
morfolégiailag jol megkulonbodztethetl(6. abra). A két szovet hatéran, a hand alsjtsora
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(DME sejtek) kiemelt fontossagu a hati zarodas gmemjabol. Az inicidcidé soran ezek a
sejtek reagalnak a zarddast elindito jelmolekulakrajd hajtjak végre a zarodast és vegul
kozottuk alakulnak ki a hati nyilast bezaro sejtisagatok.

A masodik fazisban (9,5 éra AEL, 1B abra) az egwabszemben lévhamlemezek
intenziven egymas felé kozelitenek. A DME sejteky exprba rendeéxnek, alakjuk
megvaltozik, hat-hasi iranyban megnyulnak. Ebbefdzsban a hamsejtek polarizalédasa

figyelhe® meg, ami molekularis szinten a sejtvazelemek jéatviteli molekulak egyenetlen

eloszlasaban jelentkezik.

h el LD

6. abra.alfa-Catenin-GFP-t expresszalé embrio: Lila amni&rgza (nagyobb sejtek) és a piros kisebb,
megnyult, lateralis hAmsejtek. Az amnioszer6zdségezehlzddnak, mikdzben a hamsejtek a mozgéas
iranyaba megnyulnak (12).

A 3. szakasz (kb. 116ra AEL, 1C abra) soran, amelgipzarozas” szakasznak is
neveznek, a hamsejtek a hati nyilas két végéen ésse és a hamlemezek cipzarkent
0sszeolvadnak az embrio hati kézépvonala mentésejfek talalkozasa az amnioszerdza
sejtek kontrakcija altal |étrehozott huzéesegitségével valésul meg, ami az oldalsé
hamlemezeket hluzza a hati kozépvonal felé. A DMEels&kdzoOtti Uf sejt-sejt kapcsolatok
kialakulasa a filopédiumok segitségével torténikeleaz aktinkepimmeények fontos szerepet
jatszanak abban, hogy a megfélembrionalis szelvények egymasra talaljanak ésué ly
bezaruljon.

Az utolsd, terminacios fazisban (12 6ra AEL, 1D a&braz 6sszekapcsolédd
hamlemezek mozgasa meisik, a sejtek kozott megfetiekejt-sejt kapcsolatok alakulnak ki
(15).



4. A sejtvaz szerepe a hati zarédasban

A hati zarodas soran a hamsejtekben a sejtvazeldmakiikusan atrendédnek, ami
nélkilézhetetlen a normalis hamzarodashoz. A hétbdas €itt a hamsejtek aktinvaza a
sejtkortex minden pontjan egyenletes eloszlasu.&fddas soran azonban a DME sejtek
amnioszerézaval hataros (dorzalis) felszinén akimentumok halmozédnak fel és vastag
aktinkdtegeket alkotnak. A sejtek dorzalis felsminévabba dinamikus filopddiumok és
lamellipodiumok jelennek meg. Nagyszamu olyan géneirt, ami a hamsejtek aktinvazanak
atalakulasahoz sziikséges folyamatokat szabdlydtazaaz aktinfelhalmozédas vegyszeres
kezelés hatasara vagy az aktinregulatorok hib&kodése miatt zavart szenved, akkor a
hamlemezek nem mozognak, a zarédas nem torténikesag embrid nyitott hattal elpusztul.
Abban az esetben azonban, ha csupan a sejtnydkamij@dése hibas, akkor a két oldalso
hamlemez kozel kerll egyméshoz, de a hamlemezetekemscsoldodasa, a ,cipzarozodas”
nem torténik meg.

Bar az aktinvdz szerepe a hati zarédasban résatetesnert, a sejtvaz masik
komponensének, mikrotubulusvaznak az elrebdézéél és mikodésésl keveset tudunk. A
zar6dast megékéen a hamsejtekben a mikrotubulusok rendezetlenéletlenszeien
helyezkednek el. A zar6das soran azonban a MT-s&jtahossztengelyével parhuzamosan
stabil kdtegekbe rendédnek el. A MT-ok atrendémlése elsként a DME sejtekben indul
meg és ké&bb a laterdlisabban elhelyezkedamsejtekre is kiterjed. A MT-ok nem
centroszémabdl erednek, hanem az apikalis sejitmetrekapcsolodnak (16). A MT kétegek
stabilak, de adket felépit egyedi MT-ok dinamikusan lebomlanak és Ujra potirdddnak.

A dinamikus mikrotubulusok a sejtek dorzalis fetgzi belefinek a lamellipodiumokba és a
filopédiumokba, ami arra utal, hogy a sejtnek epekerészein a két sejtvazelem szorosan
egyuttmikoddik. A zarddas befejeztével a MT kotegek leborakags a hamsejtekben ismét
rendezetlen MT elrendédés alakul ki. Mikrotubulusok teljes hianyaban anmleémezek
mozgasa normalis, de a DME sejtek sejtnyulvanyékesényesek, igy a ,cipzaroz6das”

lelassul.
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5. Célkitiizések

Kilonbdz genetikai, biokémiai és sejtbiologiai vizsgalat@gisségével fény derdlt
azokra szerkezeti és jelatviteli molekuldkra, mkly®ntos szerepet jatszanak a hati
zarddasban. Szamos tanulmany ramutatott mar az allejpu struktarak -- a filopodiumok és
lamellipodiumok -- atrendérésének fontossagara a hati zarddasban, de a uflilkios
hal6zat funkcija kevésbé ismert. Tobb fehérjétrtdki mar, melyek a polarizalt
mikrotubulusok plusz (+) végéhez kdhek és igy fokozzak vagy gatoljak annak dinamikaja
(EB1, Clip190, CHB, D-TACC, Msps, KIp10A) (17). Azlmult évtizedben végzett nagy
léptéki funkcionalis genomikai szések a mikrotubulusok U0 interakciés partnereinek
azonositdsdhoz vezettek. Ezen tilléeem sok dlrelépés tortént a mikrotubulusok
dinamikajanak és a mikrotubulusok mentén tditéranszport folyamatok molekularis
mechanizmusainak megértése felé. Az azonban médignitem ismert, hogy az egyedi
mikrotubulusok hogyan hoznak létre komplex mintékat €s ezeknek mi a funkcionalis
jelentbsége. Az sem vilagos még, hogy mi a mikrotubulusoktos szerepe a sejtkortexen
képzdé aktin alapu képmmeények- a filopodiumok és lamellipodiumok kialeksdban a
héti zarodas alatt. A muslica embrié hati zarédésadellként hasznalva jobban megérthetjik
a MT-vaz atrenddrlésének folyamatat, funkcidjat és az ezt szabalfetzérjéket. Elsdleges
célunk a MT halozat szervédése és ifikbdése szempontjabdl fontos, a hati zarodasban
résztvew gének azonositasa volt. Osszességében arra akavlaszt kapni, hogy a
mikrotubulusok miként jarulnak hozza az 6sszehangdtozasok sorozatdhoz, melyek ahhoz

vezetnek, hogy az embridk hatan keletkezett ndiidto jel nélkilinik el.
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6. Anyagok és modszerek

6.1. Drosophila melanogaster torzsek és tartasuk

A torzseket az altaldnosan hasznalt kukorica-tledapu taptalajon tartottuk 18 vagy
25°C-on, fiolakban és lvegben. Kisérleteink soraa vipusu, ZCL432, shot[sf20] és
Df(2R)BSC383 genotipusu térzsekkel dolgoztunk.

6.2. Duplaszali RNS (dsRNS) molekulak éllitasa

A génekre szekvencia-specifikus dsRNS molekuladmtetztiink. Az off-target hatas
elkertlése érdekében a kivalasztott szakaszokatHLAegitségével 6sszehasonlitottuk a
genom mas régiodival. A kivalasztott szekvenciakipmntosan illeszkesl komplementer
primereket terveztiink Primer3 programmal. A prirketd®CR reakcioban hasznaltuk fel.

A PCR soran szigoruan ugyeltink a megtelphraméterek optimalizalasara. 18-20
nukleotid hosszusagu primereket terveztink mely€kAG aranyat 50-60 % kozé allitottuk
be. Olvadasi tmérsékletnek optimalisan 58 °C-ot allitottunk bevdbba feltételként szabtuk
meg, hogy egymas utan maximum 3 ugyanolyan nuklddgivetkezzen. A termékek hossza
400-700 nukleotid koze esett. A primerek 5’ végeEI promoter szekvenciat illesztettink.

A PCR reakciot 50 pl végtérfogatu jégen tartottrd)2es polipropilén csévekbe meértik 6ssze
és DNA Engine® Peltier Thermal Cycler készllékbatettuk.

A PCR reakcié Osszetéiw 50 pl végtérfogatban mértiik 6ssze és a reakE6tA
Engine Peltier Thermal Cycler” készllékben futtatid reakcidelegy dsszetétele a kbvekez
volt: 1X Taq puffer, 2,5 pug/ul Mggloldat (25 mM), 0.4 pg/pl dNTP keverék (1 mM dATP,
1 mM dGTP, 1 mM dCTP, 1 mM dTTP), Drosophildbéttitott genomi DNS és végil, 0,02
Ulul Taq polimerdz, 0.4*1® pg/pl forward primer, 0.4*1® pg/pl reverz primer. A
kovetked PCR-programot allitottuk be: 1. Denaturacio: 940iC1 percig, 2. Primertapadas:
55-60 °C-on 1percig, 3. Lanchosszabbitas: 72 Y&riig. 25 x ismételtik a ciklust.

A PCR reakciok termékeit ,QIAquick PCR Purificatiéit (QIAGEN)” segitségével

tisztitottuk meg.
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In vitro transzkripcidéval az amplifikalt DNS szaka&rol RNS-t készitettiink T7 RiboMAX
készlet segitségével. 2 x puffert (RiboMAX Exprég3, PCR termékeket és T7 enzim mixet
mertink dssze és 1 o6raig 37°C-on inkubaltuk. 1uién a mintakhoz meértiink 1 pu DNaz
oldatot és tovabb inkubaltuk 37 °C-on 30 percig.

Az RNS molekuldk kinyeréséhez RNS kicsapast végéztd,1 tf 3M Na-acetat
oldatot és 1 tf izopropanolt adtunk a mintakhozZl@sercig jégen hagytuk. 4 °C-on 13000
rom-el 10 percig centrifugaltuk, a feliliszot oo leszivtuk, majd -20 °C-os 70%-0s
etanolban mostuk, majd Ujra 4°C-on 13000 rpm-ep&frig centrifugaltuk és a fellluszot
leszivtuk. A termékeket vakuumban beszaritottukpétc) és az RNS molekuldkat RNaz
mentes vizben oldottuk fel. Végil az egyszali RMSdsRNS-ké olvasztottuk 6ssze. A PCR
készulékben 60 °C-ra melegitettik a mintakat é®Zatosan ttottik le. 1 %-os agaroz
gélben elvalasztva TAE puffer felhasznalasaval nétigtik a dsRNS-ek jelenlétét és

lemértiik a koncentracidjukat.

6.3. dsRNS injektalasain vivo mikroszkopia

A 0-30 perc AEL embriokat dsszdgipttik és 1 percig 50%-0s hipoval mostuk igy
eltavolitottuk az embriok kudskorion burkat. Fedlemezen a hati oldallal lefelé forditva
egyenként sorba rendeztink és Halocarbon7S (VWRYjabl lefedtik. Az fg/ul
koncentraciéju dsRNS oldatot Transjector 5246 (Bdpef) injektort hasznalva
Uvegkapillarissal az embrio lateralis részébe tdjilik. A kapillarisokat Flaming/Brown P-
97 (Sutter Instrument Co.) micropipetta-htzoévait@tiuk eb. Az embridkat a 7 éraig 25°C-
on tartottuk, majd a hati zarédasukat programozh@igmpus CellR fluoreszcens
mikroszkoppal filmeztik. A filmezéshez 10X objektives F-View Il kamerat (Soft Imaging

System, Munster) hasznaltunk.

6.4. Immunhisztokémia

Az embridkat 50%-0s hipdval dekorionizaltuk, majeptéan, 4%-os PBS-ben oldott
formaldehid 1:1 aranyu elegyében 20 percig razatakitdn 3x20 percig PBT (PBS, 0.1%
Triton X-100) oldatban mostuk. Az embridkat PBTNAb@BT, 5%FCS, 0,1% BSA) 3 6ran
keresztlul blokkoltuk. Az embridkat egy éjszakan 48C-on anti-tubulin (1:10, DSHB)
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elssdleges ellenanyaggal inkubaltuk. Az embridkat 3x@20ces PBT-s mosas utan 1 oran
keresztil PBTN-ben oldott Alexa-488-al jeldlt masgus ellenanyaggal inkubaltuk (1:600),
majd az aktint egy oraig rhodaminnal jeldlt phalionel festettik (1:20). Az embridkat
ezutan 3x20 percig PBT-ben mostuk, targylemezrauka&s Leica konfokalis mikroszkoppal

vizsgaltuk.
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7. Eredmények

7.1. Funkcidvesztéses ém@s

Tizenhét gént valasztottunk ki, melyek irodalmi a#laalapjan a mikrotubulusok
A gének&NS
funkcidvesztéses vizsgalatnak vetettik &havitro transzkripcidéval a kivalasztott génekre
specifikus dsRNS-eket szintetizaltunk, majd a génhadgyedileg, szekvencia-specifikusan

csendesitettiink és megvizsgaltuk a hati zarédasetttott szerepikeh vivo fluoreszcens

dinamikajat befolydsoljak (1. tablazat). interferencian  alapuld

vided mikroszkdpiaval.

. iz ds RNS
gének primerek 5'-3' irdnyban kongi%ntré

forward reverz pg/l
1 Msps ACGGAACGCGAAATAACC AACGGTTGTCGTGGTCAG 4,2
2 clip190 GGGTGTTGTCCTTGACGA GGGTGTTGTCCTTGACGA 3,9
3 Ebl GATCGCCACGTGATTAAATAG| ACGAGTCTGTGAACCTTTCAA 29
4 Apc TTTCGTCGTGGAGATTGG ATGCAGAAGCGGAAGTCA 2,9
5 Apc2 AGAGACGATCCGCTCAGAC TCCCTTCTCGGAGATTGAG 4,1
6 shot AACCCACAGCTCCCAGAT TGGCAACAAAGCTGATCC 5,42
7 Glued TTGCCCAACATCTTCTGG GTGGACGTGTTGCCTGAT 4,03
8 Dhc64C CAAGTTGCGACACCTTCTG GTGGCTTGGATTACCGAAC| 3,74
9 Klp10A GGAATCGACTGGCTTTCC GGGCAAGTGCATCACAGT 3,91
10 Klp59C GAATGCTGACCACATCCTG TGCGTGGTAAGGAACTGC 2,69
11 | CG13366 ATCCAGCACTTCGCTCAG ACTTGCAAACCCAGCTGAC 3,49
12 | katanin60] CTCGTTGGTGTTCGATGTG CAAGGCCATTCAGAGAACC| 3,09
13 Lis-1 TCTGGGCTCAAATGGCTA TCGTTATGCTGGCACGAT 2,60
14 | Patronin| ATTTCCGGGAGATTTGACAC GATAGGTGAGATTGCCGCT| 4,36
15 Spastin | TCCTCTGTGCACAAACAGAAQ CATTCAACCGTTGGAGA 6,03
16 chb TCCACGCTAAGGACATGG CTGCGGCTGAGTGTGATAG| 4,10
17 ssp2 TGAACGGATGAACAACTCG TCCGCTGTAGTAGCACTCG| 3,49

1. tAblazatA kivélasztott génszakaszokra specifikus primszekvenciai és a dsRNS oldatok koncentracidja
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7. dbra.Géldokumentacié agar6z gélben megfuttatott dsRM&&kmdl. A szamok az 1. tablazatban
megfeleltethétgénekhez tartoznak.

A szincicidlis blasztoderma stadiumbandé@mbriokat mikroinjektaltunk azivitro
szintetizalt dsRNS-sekkel. Az injektalt embridk atihzarédas soran a zarédd haméels
sejtsordban EGFP-t fejeztek ki. Az EGFP fluoresei@ga kivilagitja a hati zarddas frontjat
alkot6 egyetlen hamsejtsort, igy a hati nyilas kéala kirajzolédik és alakjanak Gldeli
valtozasa konnyen nyomon koévetheVikbzben a hdmlemezek még egymas felé kézelednek,
a hati nyilas mindkeét végén mar zajlik a hamlememszekapcsolodasa, a ,cipzarozédas”. A
vad tipusu embriékban a zarddas alatt a hati nigh\asnindvégig megtartja jellegzetes lencse
alakjat.

A tizenhét vizsgélt gén kozil csupan egynek, a 8pbda spektraplakint kodolshort
stopnak Gho) a csendesitése okozott abnormalis hati zarédésthot génre specifikus
dsRNS-ekkel injektalt embribkban a szembensl&éamlemezek a vad tipust embriokéhoz
hasonl6 sebességgel kdzeledtek a hati kozépvdialdie a hamlemezek 6sszekapcsolodasa a
kézépvonalon lassu volt. A héti nyilds alakja igyaal tipusra jellenmiz lencse alak helyett
rendellenesen keskeny lett.shotdsRNS-sel kezelt embriékban a ,cipzarozédas” nkintea
teljesen, amikor a hamlemezek a kdzépvonal telpsszéban kdzel voltak egymashoz, a hati
nyilas a vad tipusnal sokkal gyorsabban zardodnidddz majd teljesen bezarddott.
Megvizsgaltuk ashotgén funkcidvesztéses alléljainak a fenotipusahagy a dsRNS altal
okozott esetleges off-target hatést kizarjuksh®t° homozigéta és shot?IDf(2R)BSC383
hemizigéta embriokban ahot gén csendesitésével megegyebnormalis hati zarodast
tapasztaltunk, ami azt jelzi, hogy shot gén funkciéja sziikséges a hati nyilas normalis

bezaradsahoz.
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8. 4bra.A: vad, B: shot RNSi, C: sh¥t', D:shof/Df(2R)BSC383 embritk hati zarédasa.
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9. dbra Rendellenes héti zardédas dinamikjanak kvantitigémzése. A és B grafikonon lathat6 a hati zarédas
kinetikaja vad (piros), homozigéta shot mutansdgdRNSi-val csendesitett shot (kék) embriok. Amgram az
egymas felé elmozduld hamrétegek tavolsagat a@atiaa hati nyilas szélességét szemlélteti &z id
fuggvényében.
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7.2. A shot gén szerepe a sejtvazikodésében

A shotmutans zarédasi fenotipusa megegyezik a MT-okgdljanyakor jelentkéz
fenotipussal, ami arra utal, hogysaot gén funkciéja szilkséges a hamsejtek MT-ainak
atrende#déséhez vagy tkodéséhez. Mivel az aktinalapu sejtnyulvanyok réades
mikodése is a ,cipzarozddas” hibait eredményezi,pdkthed az is, hogy ahota hamsejtek
aktinvazat szabdalyozva jarul hozz4 a hati zarodashts) 1épésként ezért immunfestéssel
megvizsgaltuk ashot mutans hamsejtek aktin- és MT-vazanak elrebdézét. A vad és a
mutans sejtek aktinvaza kozo6tt nem talaltunk edtér@z aktinvaz a sejtkortexen helyezkedik
el és a hamsejtek dorzalis részén aktinfelhalmazdiggelheé meg. A hati zarédas alatt a
mutans embridk MT-ai a hamsejtekben a vad tipudtesonl6éan parhuzamos kotegekbe
rendeddnek. A sejtnydlvanyokba bendwinamikus MT-ok azonban abnormalisak voltak a
shotmutansokban: a vad tipusra jellémdvid, egyenes MT-ok helyett a mutans hamsejtek
nyulvanyaiban rendkivil hosszu, meghajlott MT-olepgek meg. Ezek a megfigyelések
Osszefoglalva arra utalnak, hogyshot a sejtnyulvanyokba benévMT-ok szabalyozasan
keresztil hat a hati zarédasra.

A. B.

10. abra.Vad tipust (A) és sHEUDf(2R)BSC383mutans embrié konfokalis mikroszkbigszitett felvétele.
MT-ok z6ld, aktin piros.
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8. Osszefoglalas

Kisérleteink célja a MT-vaz embrionalis hamzarodashatszott szerepének a
vizsgalata volt, amihez egy funkciévesztéses gkaietisZirést végeztink RNSI
felnasznalasaval. A funkciovesztéses fenotipastvivo vided-mikroszkopiaval nyomon
kovetve olyan géneket is lehet azonositani, melyéléti zarédas dinamikajat szabalyozzak.
A MT-okkal egyuttniikods fehérjeket kddolo gének tipikusan ilyenek lehetriegzen a MT-
ok teljes hianya is csupan a ,cipzarozédas-i” h#dtakredmeényez, ami csakééémbrio
filmezésével vizsgalhaté. Szamos MT-vazhoz kapckblfehérjét kddold gént csendesitve
egy olyat talaltunk, amelyik funkciéjanak hianyanabmalis dinamikdju hati zarédast
okozott. Mivel a nyilvanos adatbazisok adatai aapa MT-asszocialt fehérjék szama kb.
250-re tehdt, az altalunk is hasznalt géncsendesitéssel kapnsalo vided-mikroszkopiat
alkalmazva tovabbi gének azonositasa is lehetséges.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az altalunk réeghkst vizsgalshotgén nikodése
elengedhetetlen a hati nyilas cipzarozédasahoshdt gén a spektraplakinok csaladjaba
tartozik. Mivel a gén#l nagyszamu, kulonbézdoménekkel rendelkéziehérje képédhet, a
shotgén szerepének magyarazatara a hati zarodasbanszégymast ki nem zaro lebstg
kinalkozik. Elképzelhét hogy ashotaz N-termindlis aktinkét doménje és a C-terminalis
MT-k6t6 doménjei segitségével a sejtnyudlvanyokban az fdtmentumok és a MT-ok
keresztkotését vegzi. A kereszikdunkcio kiesésével a MT-ok nem az aktinfilamentimo
mentén Bnek, ami szabdlytalan lefutdsi MT-okat eredményeshetséges, hogy shot
fehérje a plakin doménjeivel a taldlkozé6 hamsejtkézotti  sejt-sejt  kapcsolatok
kialakulasahoz jarul hozza, melynek hianyaban alérdwezek nem tudnak dsszekapcsolodni.
A shotmutansokban megfigyelt rendellenesen hosszu, megdT-ok mégis inkabb egy
harmadik hipotézist valds4initenek. Eszerint ahot fehérje az EF-hand doménjeivel
kozvetlenll befolydsolja a MT-ok dinamikajat a sgjtlvanyokban. Tovabbi vizsgalatok, pl.
kulonbo® izoformakkal tortéé menekitési kisérletek sziikségeseahatgén hati zarodasban

jatszott szerepének pontosabb megismeréséehez.
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