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Bevezetés és célkitizés

A komplex idegi mikoédés alapja a megfeleld idegsejtek kozotti
kapcsolatok kialakuldsa. Ennek feltétele, hogy az idegsejtek nyulvanyai
megfeleld minta szerint projektaljanak, megtalalva a célsejtjiiket. A novekvo
axonok a kornyezeti jelek alapjan valasztjdk ki novekedésiik irdnyat, amiben
dontd szerepet jatszanak az axonok végén differencialoddo novekedési kupok
(growth cone). A nyulvany novekedés soran a ndvekedési kup periférialis részén
talalhatdo ujjszerti (filopodiumok) ¢és lemezszerli membrankitiiremkedések
(lamellipodiumok), illetve az ezeken elhelyezkedd receptorok jatsszak a
foszerepet a jelmolekuldk érzékelésében. Attdl fliggden, hogy vonzd vagy
taszito jellegi faktorral érintkeznek, valtozik a novekedési kup aktualis alakja és
novekszik az axon egy meghatarozott iranyba. A novekvd axonvég jellegzetes
sejtvaz elemekkel rendelkezik, amelyek a sejtvaz két {6 alkotdéelemébdl,
mikrotubulusokbol és aktin filamentumokbdl allnak. A fonalas szerkezetli aktin
a filopodiumokban kotegekbe rendezddik, mig a lamellipodiumokban laza,
sugaras halozatot alkot. Mivel az axonalis ndvekedés folyamata dinamikus aktin
sejtvaz atrendezddéseken alapul, prediktalhatd volt, hogy az aktin nukledld és
polimerizald faktoroknak Kkitiintetett szerepliik van az idegsejt nyulvanyok
kialakitasaban.

Munkénk kezdetén még nem irtak le olyan aktin nukledld és polimerizald

aktivitassal rendelkez6 fehérjét, mely fontos szerepet jatszik a ndvekedési kup



nem eldgaz6  aktin  filamentumainak  kialakitdsaban, ¢és igy a
nyulvanyndvekedésben. Mivel eldzetes vizsgalatok alapjan gy talaltuk, hogy a
formin tipusu aktin 6sszeszereld faktort kodolo dDAAM génrdl atirdddo mRNS,
¢s dDAAM fehérje is feldusuldst mutat az embrionalis kozponti idegrendszer
teriiletén, érdekesnek talaltuk megvizsgalni vajon a dDAAM szerepet jatszik-e

az idegsejt nytlvanyok névekedésében.

Anvagok és modszerek

-szovetek preparalésa:
- embridk preparalasa:
- metanolos fixalas
- ,,Jassu” fixalas
- agyak preparalasa

- hasi idegkdteg-kultara készitése

- immunhisztokémia

- Western blot

Eredménvek és diszkusszio

A dDAAM idegrendszeri szerepének vizsgalatara iranyulo elsd kisérleteinket az

embrionalis kozponti idegrendszer teriiletén végeztik el. A dDAAMP®



zig6tikusan null mutans embriok csak gyenge kdzponti idegrendszeri eltéréseket
mutattak. Ez azonban magyarazhaté azzal, hogy az anyai hatas miatt ezek az
allatok tartalmaztak vad tipusi génterméket. Tovabbiakban az anyai hatés
gyengitése mellett transzheterozigota mutans embridkat (ADAAM™49) hoztunk
1étre. Ezek az allatok mar viszonylag magas szazalékban mutattak erdsebb
nyulvanyndvekedési hibdkat, melyek nem pérosultak idegsejt hidnyokkal. Ezek
az eredmények arra utaltak, hogy a dDAAM szerepe a nyulvanyok
novekedésében van. Azt, hogy ez a fenotipus valoban a dDAAM dozisanak
csokkenéséhez kothetd, a teljes hosszisagii fehérje tultermelésével elvégzett
menekitési kisérlet bizonyitotta.

A dDAAM nyulvany-novekedésben jatszott szerepét erdsitették meg az in
vitro nyulvany regeneracios tesztek is, amelyek soran a dDAAM Kkonstitutivan
aktiv formdjanak taltermelése elOsegitette a hasi idegkdtegbdl kilépd
motoneuronok regeneracidjat, és novekedést. Az in  vivo elvégzett
funkcionyeréses kisérletek sordn a konstitutivan aktiv . dDAAM elrontja az
embriondlis nyulvanykotegek szabdlyozott mintajat. A CDAAM ¢és a DAD-
DAAM aktivalt formék altal okozott fenotipusok 6sszehasonlitasa alapjan azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a dADAAM aktin 6sszeszereld aktivitasanak és
a sejten beliili lokalizacidjanak a szabalyozasaban fontos szerepe van a fehérje

crer

vonatkozo ismeretekkel.



A dDAAM nyulvanynovekedésben betoltott funkcidjanak pontosabb
megértése €rdekében primer idegsejt kulturakon végeztiink kisérleteket, mely
soran a vad tipusu, dDAAM™%9 &5 a konstitutivan aktiv format (DADm-
DAAM) taltermeld embriokbol szarmazo idegsejteket hasonlitottuk Ossze. A
kisérletek alapjan elmondhatjuk, hogy a dDAAM mutans idegsejtek axon
novekedése ugyan normalis volt, azonban a nodvekedési kupok teriiletén
megjelend filopodiumok szdma és hossza lecsokkent. Ezzel szemben a
konstitutivan aktiv format taltermelé sejtek nytlvanyai sokkal tobb
filopédiummal rendelkeztek. Ezek alapjan az eredmények alapjan Ggy tiinik,
hogy a dDAAM szerepe a nyulvanyok ndvekedése soran a ndvekedési kup
filopddiumainak kialakitasa.

Miutan bebizonyosodott, hogy a dDAAM-nak fontos szerepe van az
embriondlis idegsejtek nyulvanyainak ndvekedésében, kivancsiak voltunk arra,
hogy ez a nyulvanynovekedésben betoltott funkcid mennyire altalanos,
megfigyelhetd-e a fejlodés késObbi stddiumaiban a kdzponti idegrendszer mas
teriiletein. A larvalis, bab és felnott allapotokat tanulményozva megallapitottuk,
hogy a dDAAM ezekben a stadiumokban is pan-neuralisnak nevezhetd
kifejez6dési mintat mutat. Mivel a fehérje nagy mennyiségben jelen van a
fejlddé gombatest teriiletén, tovabbiakban ezt az agyi strukturat hasznaltuk
modell-rendszeriil. A vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy a dDAAM csokkent
mennyisége mellett a gombatest nyulvanyok ndvekedési és navigacios hibikat

mutattak, mely alapjan elmondhatjuk, hogy a ADAAM nem csak az embrionalis,



hanem a késébbi fejlédési stadiumokban is elengedhetetlen eleme az idegsejt
nyulvanyok ndvekedésének. Az embrionalis idegrendszerben és a gombatest
vizsgélataval kapott eredményeink egyiittesen azt jelzik, hogy ez a DAAM
alcsaladba tartoz6 formin a nytlvanynovekedés egyik altalanos faktora.

A dDAAM idegrendszeri szerepének kimutatdsa utan szerettik volna
tisztazni, hogy a dDAAM-e az egyetlen formin melynek fontos szerepe van a
nyulvanyok novekedésében. Ezt tigy probaltuk kideriteni, hogy idegrendszer-
specifikusan RNSi-val lecsokkentettiik a kiilonb6zé forminok szintjét. A
gombatesteket megvizsgalva azt taldltuk, hogy a hat Drosophila formin gén
koziil csak a dDAAM és a dia mutat idegrendszeri fenotipust. A Dia fehérjérol
kimutattuk, hogy a dDAAM-hoz hasonloan, feldisulast mutat a gombatest
aktualisan novekvé nyulvanyaiban. Ennek ellenére a ADAAM és a dia mutansok
fenotipusa 1ényegesen kiilonbozik egymastol. A dDAAM-mal ellentétben, a dia
esetében a nyulvanyok novekedésére gyakorolt pozitiv hatdst nem tudtunk
kimutatni, helyette azt tapasztaltuk, hogy hianydban a Kenyon sejtek
citokinézise seriil, €¢s tobbmagvu sejtek jelennek meg, igy az osztddasbol nem
szarmaznak funkciondlis neuronok, melyek nyulvanymintdzata vizsgéalhat6
lenne. Egyetlen a Dia nyulvanyndvekedésben betdltott szerepére iranyulo
megfigyelésiink az volt, hogy posztmitotikus sejtekben aktiv gombatest
specifikus driverrel lecsokkentve a Dia mennyiségét, a 3 lebenyek esetében nem
torténik meg a termindlodds, az axonok atnyultak az ellenkezd oldali

hemiszféraba. Ez a megfigyelés viszont arra utal, hogy amennyiben a Dia-nak



szerepe van a nyulvanyok ndvekedésében, az valamilyen mddon inkébb a
novekedésre gyakorolt negativ hatés lehet. Ezzel egybevag az a megfigyelésiink
1s, hogy a kisGTPazokkal elvégzett vizsgélataink alapjan a Dia aktivatora a
gombatest teriiletén a RhoA lehet, amelynek a domindns negativ forméaja
hasonl6 osztédasi fenotipus okozott, mint a dia hianya, és amelyrél korabban
leirtidk hogy az axon novekedés negativ regulatora. Osszegészében vizsgalataink
azt a konkluziot sugalljak, hogy a forminok koziil Drosophila-ban a dDAAM az
egyetlen kitiintetett szerepli aktin 0sszeszereld faktor az axon névekedés soran.

Mint a DRF forminok csalddjaba tartozé fehérje, a dDAAM is specialis
modon aktivalodik, meégpedig az aktin polimerizaciora képes aktiv konformacio
eléréséhez egy aktivalt Rho tipusu kisGTPaz bekotddése sziikséges. Mivel a
Drosophila genom t6bb ilyen tipusu fehérjét is kodol, ezért kivancsiak voltunk
arra, hogy melyik GTPaz lehet felelés a ADAAM aktivalodasaért a kozponti
idegrendszerben, kimutathaté-e egyaltalan specificitds ebben a vonatkozéasban.
Ot Rho tipust GTP4z sajat idegrendszeri fenotipusét vizsgalva, illetve genetikai
kolcsonhatason alapuld vizsgalatok utjan beldttuk, hogy mind az embrionélis,
mind a késdbbi stadiumokban az idegrendszer teriiletén a dDAAM aktivatorai a
Rac alcsalddba tartozo6 kisGTPazok.

Genetikai interakciokkal tovabbi interakcids partnereket is azonositottunk,
mint a Profilin, és az Ena, melyek mind az embriondlis, mind a késébbi
stddiumokban egyiittmiikodnek a dDAAM-mal a nyulvanyok ndvekedése soran.

Ezt a egylttmiikodést co-immunoprecipitdcios vizsgalatok is aldtdmasztottak,



illetve 6sszhangban van az immunhisztokémiai vizsgalatokkal, mely alapjan a
dDAAM fehérje részleges kolokalizaciot mutat ezzel a két fehérjével a
novekedési kup teriiletén, kiilonds tekintettel a filopodiumokra.

A gombatest nyulvanyok ndvekedése soran fontos szerepiikk van az
ugynevezett core PCP fehérjéknek. A genetikai interakcios vizsgalatok alapjan a
dDAAM ezekkel a fehérjékkel egyiittmiikddve szabdlyozza a nyulvanyok
novekedéset, és megfeleld projekciojat. Az altalunk felallitott modell szerint a
dDAAM a Wnt5 jelatviteli utvonalba illik bele, mégpedig a Wnt5 kotédése a Fz
receptorhoz a Stbm/Pk/Fmi fehérjékkel egylttmikdodve vezet a Dsh
aktivdlodasdhoz. A Dsh viszont a dDAAM aktivalasara képes a DAD
doménjéhez valo kotddése altal, ami az aktin polimerizald lokalis aktivalddasat
eredményezi. Az iranyitott aktin 6sszeszerelddés filopodiumok képzodését segiti
eld, ami végsd soron a jelmolekula irdnyiba torténd nyulvanyndvekedést
eredményez. Az egyelére nem vildgos, hogy a dDAAM aktivitasat kizardlag a
Wnt5 jel szabdlyozza-e vagy egyéb navigéacids faktorok is képesek erre, és ha
képesek akkor milyen jelatviteli komponenseken keresztiil teszik azt, ezeknek a
kérdéseknek a vizsgalata még folyamatban van.

Kisérleteinkkel egy olyan teljesnek nevezhetd, a navigacids jeltdl a
sejtvaz atrendezddésekig tartd jelatviteli rendszert tartunk fel, ami fontos 1j
informdacidkat szolgaltatott az axon ndvekedés folyamatarol €s a DAAM tipust

forminok mukodésérdl is.
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