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Jelentés

A sebzarddasban szerepet jatszo gének azonositasa Drosophila melanogaster embrioban

Ha egy ¢l0 szervezetet sériilés ér, a szovetek roncsolodédsa és a fert6zddés megakadalyozésa
érdekében a keletkezett sebet be kell zarni. Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster)
egyedfejlodése sordn szamos olyan folyamat zajlik le, példaul az embrid hati zarddasa vagy a tor
zarddasa a metamorfozis alatt, amelyek soran a sejtek a mesterségesen okozott seb zarodasakor
tapasztalt modon viselkednek. Az ecetmuslica igy kitlinden alkalmas modellt kinal a sebzar6dasi
folyamatok soran lezajlé molekularis, illetve sejt- ¢és szovetszintli valtozasok in vivo
vizsgalatdhoz.

A hamzarddas folyamatanak megértésében az elmult években tapasztalhato elérelépések

ellenére szdmos kérdés maradt megvélaszolatlanul. Nem ismert, hogy milyen jelek inditjak el a
zarddasi folyamatokat. Azt sem tudjuk, hogy a jelatviteli kaszkddok hogyan aktivaljak a
kiilonb6z6 sejtvazelemeket. A zarodasi folyamatokban szerepet jatszo sejtvazelemek, kiilonosen
a mikrutubulusvaz funkcidja alig ismert. Bar a hamsejtek mikrotubulusainak dinamikus
atrendezddését nagy részletességgel leirtuk, az atrendezddést szabalyozd molekuldk tovéabbra is
ismeretlenek. Bar szdmos nyilvanvaldé parhuzamos vonds van a fejlédési és a sebzés okozta
nyilasok zarodasa kozott, még nem végeztek teljes korii 6sszehasonlitod vizsgalatot.
A végrehajtott kisérletsorozat a kovetkezo specifikus kérdéseket kivanta megvalaszolni: Melyek
azok a gének, amelyek az embri6 hati zaroddséban szerepet jatszanak? Ezen gének koziil melyek
sziikségesek a tor zarodasadhoz is? A kozos elemek koziil melyek vesznek részt a sebzarddasban?
A javasolt munka sordn nagyléptékli funkciondlis genomikai megkdzelitést alkalmaztunk. A
genom nagy részére kiterjedd nagy ateresztoképességili funkciondlis genomikai sziiréssel olyan
géneket azonositottunk, amelyek az embrionalis hati zarédashoz sziikségesek. Az igy azonositott
gének szerepét megvizsgaljuk a tor zarddasa alatt is. Azokat a géneket, amelyek mindkét
folyamathoz sziikségesek sebzarddasi esszében vizsgaljuk tovabb.

I. A hati zarodas funkcionalis genomikai sziirésének beallitasa

A nagyléptékii szilirés elkezdése eldtt sikeresen teszteltiik a géncsendesités hatékonysagat
egy nyolc génbdl allo pozitiv kontroll kettdsszali RNS-gyiijteménnyel (dsRNS). Az irodalmi
adatok alapjan hati zarodashoz sziikséges géneket valasztottunk ki, melyekre specifikus dsRNS-
eket készitettink. A kontrol dsRNS-eket a Drosophila transzfromaciora kifejlesztett,
hagyomanyos mikrokapillarissal torténd injektdlassal juttattuk az embridkba. Szamos tényezd
befolyasolja hogy egy adott gén csendesithetd-e dsRNS injektalasdval. A csendesités
hatékonysaga fligghet az adott géntermék és az injektalt dSRNS mennyiségi viszonyaitol, a kodolt
fehérjek ¢letidejétdl, illetve a pleiotrop fenokopiak elfedhetik a hati zarodas fenokopiat. Az
elokisérletben a nyolcbdl négy gén esetében sikeriilt magas penetranciaval abnormalis hati
zéarodasra jellemzd fenokdpidkat eldidézni (1. dbra). A kontrolkisérletben megfigyelt csendesitési
arany elég magas volt ahhoz, hogy a gének nagyléptékii csendesitésével 0 hati zarddashoz
szlikséges géneket tudjunk azonositani.
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1.abra. A pozitiv kontroll gének csendesitésével eldidézett abnormalis hati zarodas-fenokdpiak penetranciaja

A tervezett kisérletsorozatnak a hati zar6das funkcionalis genomikai vizsgalata volt a
leginkabb munka- és iddigényes 1épése, ezért a csendesitendd géneket eldzetesen megszirtiik €s
csak azokat csendesitettiik, amelyek kifejezOdnek a fejlodd embrioban. Ehhez a GEO integralt
génkifejez0dési adatbazist elemztiik és 6800 olyan gént talaltunk és jeldltiink ki csendesitésre,
melynek transzkripuma jelen van a fejlédé embrioban.

A funkciondlis genomikai sziirés esetén alapvetd kdvetelmény volt a gordiilékeny, automatizalt
munkamenet, ami a nagyléptékliség elofeltétele. Az altalunk javasolt kisérlet 1épései a
kovetkezdek voltak:

1. Az embriok elokészitése és a dSRNS bejuttatdsa az embridba
2. A fenotipus detektalasa, felvételkészités programozott mikroszkdppal
3. A létrehozott digitalis adatok tarolasa, az adatok kiértékelése

Ezeket a 1épéseket egyenként optimalizaltuk, majd egy kiilon 1épésben hangoltuk 6ssze dket.
1. Az embridk eldkészitése és a dsSRNS bejuttatdsa az embridba

A palyadzat munkatervében a dsRNS-eknek a muslica embridba torténd bejuttatasara
hasznalni kivant mddszer a Biorad Helios génpuskajaval torténd beloves volt. Elsé 1épésben
kisérletet tettiink ennek a modszernek optimalizalasara. Ennek soran a dsRNS-t szubcellularis
méretll aranyszemcsékhez kotottiik, és ezeket gyorsitottuk fel annyira, hogy az embrié kemény
burkén attorve a dsRNS-t a sejtekbe juttassuk. Elsdként a dsRNS aranyszemcsékre kotését
optimalizaltuk. A szemcséket eldszor hdkezeltiik, majd spermidin segitségével a dsRNS-eket
kicsaptuk a szemcsék felszinére. Az optimalizalt modszeriink felhasznaldsaval a bevitt RNS
kozel 50%-a csapodik rd a szemcsékre. Az aranyszemcsék méretének €s a kilovésiikhoz hasznalt
nyomasnak a megfeleld beallitasaval elértiilk, hogy az embriok mintegy kétharmada taléli a
szemcsék bejutasat. Az optimalis paramétereket hasznalva az embridkba 20-25 szemcse jutott be.
Ezek utan teszteltiik a géncsendesitést is egy hati zarddashoz sziikséges génen. A panier (pnr)
génre specifikus dsRNS-t juttattunk be az embridkba, amelyek a géncsendesités kovetkeztében
képtelenek voltak a hati nyilas zarasdra. Az embridk egy részének kutikuldjdn a pnr gén



irodalomban leirt fenotipusdval megegyezd fenokopidkat észleltiink. A génpuskat a dsRNS-ek
bejuttatasara azonban a nagyléptéki kisérletben eldre nem lathatdo nehézségek miatt nem tudtuk
hasznalni. A génpuskds dsRNS-belovéssel elérhetd penetrancia lényegesen alacsonyabb volt a
mikroinjektaldssal tapasztaltnal. A legnagyobb probléma azonban a génpuska hasznalataval a
moddszer megbizhatatlansdga volt. Az optimalizalt, és mindig azonos modszerrel kezelt
aranyszemcséket a génpuska nem mindig I6tte ki, igy az eljaras nem minden esetben volt
reprodukalhat6. A génpuskds dsRNS-bevitel hosszadalmas, sikertelen optimalizalasa utdn
kénytelenek voltunk eltérni az eredeti elképzeléstdl és a dsRNS-eket az embridk, a
kontrolkisérletben is hasznalt, egyenkénti mikroinjektalasaval bejuttatni. Az embridkat
feddlemezen a hati oldallal lefelé forditva egyenként sorbarendeztiink és sajat készitési
iivegkapillarissal a szincicidlis embri6 lateralis részébe injektaltuk a dsRNS-oldatot. A kapilléris
méretének, az injektalas modjanak beallitdsdval megbizhatoan 80%-os talélést tudtunk elérni.

2. A fenotipus detektéldsa, felvételkészités programozott mikroszkoppal

A kezelt embriokrol automatizalt in vivo fluoreszcens video mikroszkopiaval 12 6rés
filmeket készitettiink egy programozhaté Olympus CellR spinning disc kvazi-konfokalis
fluoreszcens mikroszkoppal. A nagyléptékli kisérlet végrehajtdsdhoz specidlis targylemeztartot
terveztiink és gyarttattunk le. A mikroszkép és a kamera bedllitdsait a nagyszamu embrid
egyidejii filmezéséhez optimalizaltuk, igy sikeriilt a fenotipizalashoz elegendd térbeli és id6beli
felbontast elérni. A megfeleld felbontés eléréséhez elengedhetetlen az erds fluoreszcens jel, ezért
szamos genotipusi embridt megvizsgaltunk. A vizsgéalt embriok kiillonbozd floureszcens
fehérjéket fejeztek ki a hati zarodas stadiuméban a hamsejtekben. A Gal4/UAS bindris
génaktivacios rendszert hasznalva a moesin aktinkotd fehérjével fuzionalt EGFP és cherry
fluoreszcens fehérjéket fejeztettiink ki a hamban az engrailed génnek megfeleld kifejezddési
mintdzatban (enGal4>UAS-moe:cherry és enGal4>UAS-moe:EGFP). Kiprobaltuk tovabba a
konstitutivan, az egész embrioban kifejez0d6 moesin aktinkotd fehérjével fuzionalt GFP-t is
(SGMCA). Végiil teszteltiik a hati zarodas stddiumaban a zarodd ham elsé sejtsordban EGFP-t
kifejez6 ZCLO0432 protein-csapda vonalat is. A kiilonb6zd genotipusi embriokrol, kiillonbozo
mikroszkopi bedllitasokkal készitett filmeket osszehasonlitva a ZCL0432 protein-csapda vonal
bizonyult legalkalmasabbnak a nagyléptékli kisérletre. Ezt a vonalat hasznidlva a GFP
fluoreszcenciaja szépen kivilagitja a hati zarodas frontjat alkot6 egyetlen hamsejtsort.

A funkcionalis genomikai sziirés soran egyenkénti mikroinjektalassal a kisérlet felfutasa
utan naponta atlagosan 1300 embriot kezeltiink dsRNS-sel, és napota atlagosan 800 filmet
készitettink el. A  kisérletsorozat végrehajtdsdhoz  Osszességében 100000  embridt
mikroinjektaltunk.

3. A létrehozott digitalis adatok taroldsa, az adatok kiértékelése

A hati zarodas funkcionalis genomikai szliréséhez 80000 filmet készitettiink el, ami 1
Terabyte tarhelyet foglal el. A mikroszkép altal generdlt nagy mennyiségli digitalis adat
megfeleld biztonsagh taroldsdhoz és az eltarolt adatokhoz torténd megfeleld gyorsasagu
hozzaférés biztositdsdhoz sajat szervert allitottunk be. Minden egyes elkésziilt filmet személyesen
megnéztiink valamint kifejlesztettiik az automatizalt, szdmitdgépes fenotipizalast is. A filmek
ember altali kiértékeléséhez az Image) szoftverhez altalunk kifejlesztett plugint hasznaltuk, ami
lehetévé tette a nagyszamu film atnézését. Az egyes embriokrol késziilt filmek részletes,
automatizalt vizsgalatahoz kidolgoztunk egy szamitogépes szegmentalasi algoritmust is mellyel a



hati nyilds fizikai paramétereit a szamitogép automatikusan detektalja és a zar6das dinamikajat
szamszerulsiti. (2. abra)

a

2. abra. a. A zar6d6 ham els6 sejtsoraban EGFP-t kifejez6 ZCL0432 genotipusu embrio. b. A hati nyilas
automatikus, szamitégépes szegmentalassal megallapitott korvonala. c. A szamitogép altal kijelolt hati nyilas.

A nagy 1éptékii géncsendesités az altalunk kialakitott eljarassal sikeres volt, szamos olyan gént
talaltunk, melyekre specifikus dsRNS mikroinjektalasa abnormalis hati zarddast okozott. A hati
zarddasi hibdkat fenotipus kategoridkba soroltuk be. Azonositottunk olyan géneket, melyek
hianya Osszehangolatlan zarddast, azaz a hamlemezek félrecsiiszasat illetve a zarddas teljes
hianyat okozza. (2. bra).



3. abra. Géncsendesitéssel eldidézett abnormalis hati zarodas fenokopidk. a. Vad tipusu embrid. b. A patched gén
csendesitése abnormalis dinamikaju hati zarodast eredményez. c. A canoe gén csendesitése a zarddas teljes hianyat
okozza.

A szlirésre kivalasztott 6800 génnek megkozelitdleg 40%-at, tobb mint 2500 gént,
csendesitettiik dsRNS-ek mikroinjektalasaval. Mind a 2500 gén esetében meghataroztuk a
dsRNS-sel eldidézett géncsendesitéses hati zarddas- fenokopia penetrancidjat (4. abra). A
nagyléptékli funkcionalis genomikai kisérletekben megszokott folyamatos eloszlast kaptuk.
Azokat a géneket tekintettilk potencialis ,,hati zar6das’-géneknek, aminek a csendesitése az
Osszes csendesités atlaganak négyszeresénél (30%-nal) magasabb penetrancidt okozott. A 2500
csendesitett gén koziil 160 felelt meg ennek az altalunk felallitott kritériumnak. Ezeknek a
géneknek a csendesitését megismételjilk. Az ismétlés jelenleg folyamatban van, eddig 65
ismételten csendesitett génbdl 13-nak sikeriilt megerdsiteni a hati zarodasban jatszott szerepét. A
mar ismert hati zarodast szdbalyoz6 gének (canoe, Notch, DE-cadherin) mellett eddig sikeriilt a
szamos Uj génrdl bizonytani, hogy részt vesz a hati zarédasban (4ktl, RhoGAP19D, CG39835,
CG4042, CG4374, patched). Az Gjonnan azonositott gének egy része olyan folyamatokban vesz
részt, amelyek hozzdjarulasat a hati zarddashoz kevessé¢ ismert. Az Aktl kindz szdmos
szignaltranszdukcids ut kozpont eleme. A RhoGAPI9D gén a Rho GTP-4z aktivitasanak
szabalyozva hathat a =zarddast végz0 hamsejtek sejtvazéra. A  CG3985 génnek a
vezikulaforgalomban, a CG4042 és a CG4374 géneknek a transzkripcid szabalyozasaban
josolnak szerepet. Az eddig elvégzett munka alapjan a teljes kisérletben kb. 30 10j hati zar6dasban
szerepet jatszo gént fogunk azonositani, ami a funkciondlis genomikai megkozelitésiink
hatékonysagat jelzi.
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3. abra A nagyléptékii funkcionalis genomikai szlirés soran megfigyelt abnormalis hati zarédas- fenokopidk

penetrancidja. A piros vonal a 30%-0s penetrancia-hatart jelzi.
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II. Az azonositott gének torzarodasban betoltott szerepének vizsgalatara alkalmas torzsek
eléallitasa

A kisérletsorozat masodik 1épéseként meg kivanjuk vizsgalni, hogy az azonositott gének
konzervaltak-e a hamzarodasi folyamatok kozott. Ehhez egy madsik zarodasi folyamatban, a
torzarddas alatt fogjuk ezeket a géneket csendesiteni. A dsRNS-t transzgénrdl szovetspecifikusan
a Gal4/UAS binaris expresszios rendszer segitségével fogjuk kifejezni. A kivalasztott gének
dsRNS-eit a hati kozépvonalra specifikus pnr-GAL4 vonal felhasznalasaval fogjuk kifejeztetni.
Mivel a transzgénrdl a Gal4/UAS expresszids rendszerel torténd géncsendesités hatékonysagat a
dicer-2 gén jelenléte fokozza, létrehoztuk a pnr-GAL4; UAS-dicer-2 rekombinans torzset. Ennek
a torzsnek a haszndlataval a felndtt allatokban egyszer(i keresztezések utdn nagyon gyorsan €s
konnyen meg tudjuk vizsgalni az azonositott gének szerepét a tor zarddasaban. Eldallitottuk
tovabba a pnr-GAL4; UAS-dicer-2, UAS-moe:cherry transzgenikus torzset is, ami a hati
koézépvonal sejtjeiben az aktink6tdé moesin markerfehérjéhez kapcsolt fluoreszcens cherry fehérjét
¢s a dicer-2-t fejezi ki. Ez a torzs a csendesitett gének részletes sejtbioldgiai vizsgalatdban
hasznalhat6. Az indukélhaté dsRNS konstruktokat hord6z6 transzgenikus allatok hozzaférhetdek
a bécsi torzskozpontban, ahol a palyazat irdsa 6ta elkésziilt az indukéalhato dsRNS konstruktok
masodik, javitott generacioja. Ezekben az allatokban a dsRNS-ek a genomnak azonos pontjarol
irodik at, kikiiszobolve ezaltal a transzgének véletlenszeri genomba épiilésébdl adodod
kifejezddési kiilonbségeket. A géncsendesitést mar ezekkel a javitott dsSRNS vonalakkal fogjuk
elvégezni. A kisérletnek ebben a részében kb. 30 gén vizsgalatat tervezziik, ami megkozelitdleg
egy honapot fog még igénybe venni.

ITI. A sebzarodasi esszé optimalizalasa

Azokkat a géneket, amelyek az embriondlis hati zarddashoz és a torzarddashoz is
sziikségesek, sebzarodasi esszében vizsgaljuk tovabb. Ehhez sikeresen optimalizaltuk a sebzés



koriilményeit az intézetiinkben elérheté XYclone Laser rendszerrel vad tipusi embridkon. A
rendszer diddaval 300mW teljesitményti, 1480 nm-es infravords lézerfényt bocsat ki, ami az
embri6 koriilhatarolt, kis részén a sejteket pillanatszertien elpusztitja. Az optimalizalt eljarassal

rutinszertien tudunk 14. stddiumt embridkon 30um sugarti reprodukalhatd sebeket ejteni. A

kisérlet soran kb. 10 gén dsRNS-ét fogjuk bejuttatni az embridkba, és figyelni a sebzardodasra
gyakorolt hatasukat. A kisérlet varhato ideje egy honap.

IV Osszegzés

A palyazat eredményeként kifejlesztettiink és sikeresen miikddtettiink egy nagyléptékii in vivo
vide6-mikroszkdpidval kombindlt funkciondlis genomikai sziirési eljarast. Az alkalmazott
modszerrel szamos eddig ismeretlen gén szerepét bizonyitottuk az embrionalis hati zarédasban. A
projekt leginkabb munka- és iddigényes részét sikeriilt igy eredményesen lezarni. Beallitottuk és
elokészitettiik ezen t0l az azonositott gének tovabbi funkciondlis vizsgalatdhoz sziikséges
eszkozoket. A kisérleti terv eddig el nem végzett részeinek befejezése még két honapig tart,
amihez a sziikséges anyagi forrast a Genetikai Intézettd] megkapom. Igy a kisérleti terv
maradéktalanul meg fog valosulni.

A végrehajtott projekt egy hosszutavu kutatdssorozatot alapozott meg, az eredményeként
azonositott gének sebzarddasban jatszott szerepének funkciondlis in vivo elemzése egy Uj
kutatocsoportnak évekre elére elegendd feladatot jelent majd. A palyazat sikeresen elinditott a
laborszervezés utjdn. Kialakitottunk egy muslica fejlédési folyamatainak genomszintii
vizsgalatara alakalmas facilitast, s - ami talan ennél is fontosabb - 1étrejott egy lelkes fiatalokbol
allo csoport, akik hatékonyan képesek lizemeltetni azt. Az eldttiink allo feladat a jovoben a
mutans hamsejtek nagy felbontasu sejtbiologiai elemzésével az azonositott gének pontos
hatasmechanizmusanak megismerése lesz.

A projekt soran kidolgozott funkcionalis genomikai modszerrdl és a hati zarodasban szerepet
Jatszo, ujonnan azonositott génekrdl egy dsszefoglald cikk elkészitése folyamatban van. Ezutan a
gének egyenkénti aprolékos sejtbiologiai elemzésével tovabbi, részletezd jellegli cikkeket fogunk
megjelentetni.



