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BEVEZETES

Az axonnovekedés és a novekedési kup altalanos jellemzése

A komplex idegi miikodés alapja a megfeleld idegsejtek kozotti kapcsolatok kialakulasa.
Ennek feltétele, hogy az idegsejtek nyulvanyai megfeleld minta szerint projektaljanak,
megtaladlva a célsejtjiiket. A novekvd axonok a kornyezeti jelek alapjan valasztjak ki
novekedésiik irdnyat, ami egy a novekvo axon és a kornyezete kozotti kolcsonhatast
feltételez. Ebben a folyamatban dont0 szerepet jatszanak az axonok végén differencialodo
novekedési kupok (growth cone), melyek a ndvekvd axonvég kitagult képletei (1. abra). A
ndvekedési kupok teriiletén lamellipodiumokat taldlunk, melyek kozott vékony filopddiumok
nyulnak ki (1. abra). A periférian talalhato filopodiumok mintegy ,,csapként” tapogatjak le a
kornyezetiiket, és a kiillonbozd vonzo és taszitd jelekre reagalva hatarozzak meg az axon
novekedési irdnyat. Ezt az teszi lehetové, hogy egyrészt minden sejt felszinén megtalalhatoak
a felismerésiiket szolgald adhézios molekulak, masrészt az idegsejt nyulvanyok célsejtjei a

novekedési kup altal érzékelhetd navigacios jeleket termelnek.

mikrotubulusok

filopédium
lamellipsdium /&7 \

pdrhuzameos aktin
filamentumok

1. abra A novekedési kiip sematikus abraja.



A navigaciés jelek altalaban egy koncentracido gradiens mentén oszlanak el, és ily mdédon
iranyitjak a novekvd axonokat. A vonzo és taszitd navigécios jelek ,tengerében” a ndvekedési
kupok képesek a szdmukra fontos jeleket érzékelni és dinamikus sejtalak, illetve sejtvaz
atrendezédésekkel aktiv mozgast végezni akar tobb centiméteres tavolsdgokra is, ami a

funkcionalis idegrendszer kialakuldsanak az alapja.

A novekedeési kup szerkezete és szerepe

A novekedési kup az axonok disztalis (a sejttesttdl tavol esd) végén talalhato, alakjat tekintve
igen dinamikusan valtozé legyezd-szerii képlet, melynek funkcioja a kdrnyezetbdl érkezo
jelek érzékelése, és ennek megfelelden a helyes idegi projekcid biztositasa. Az axon
novekedési kupja harom f6 régiora tagolhato, egyrészt a kdzponti citoplazmikus allomanyra,
mely organellumokban gazdag, egy atmeneti régiéra és a periférids részre, ahol
lamellipédiumok és filopddiumok talalhatdak (2. abra) (Luo,L.,2002). Az axonok ndvekedése
soran az ujjszerd (filopodiumok) és lemezszerii membrankitiiremkedések (lamellipodiumok),
illetve az ezeken elhelyezkedo receptorok jatsszak a {6 szerepet a jelmolekulak érzékelésében.
Attol fiiggden, hogy vonzo vagy taszitd jellegli faktorral érintkeznek, valtozik a novekedési
kap aktualis alakja és novekszik az axon egy meghatarozott iranyba. A ndvekedési kap masik
fontos része a kevésbé dinamikusan valtozé centralis régi6. Az dtmeneti zona az aktin-gazdag
periférids €s a mikrotubulus-gazdag centralis régidé kozott huzodo keskeny zona. Ezen a
tertileten zajlik az aktin depolimerizacidja, itt talalhatok meg legnagyobb mennyiségben az

aktin depolimerizald faktorok, mint példaul a Cofilin és a Gelsolin.



filopédiumok

2. abra A novekedési kuap régiéi. A novekedési kupon beliil megkiilonboztetiink egy aktin-gazdag
periférialis régiot (PD), egy mikrotubulus-gazdag centralis régiot (CD) és a kettd kozott huzodo

atmeneti zonat (TZ).

A nyulvany ndvekedése soran a ndvekedési kiip egy szabalyos érési folyamaton megy
keresztiil, amely tobbszordsen ismétlddik, egészen addig mig az axon teljesen ki nem alakul.
Ezt a folyamatot harom szakaszra lehet osztani, mégpedig a kidudorodas (protusion), a
feltoltédés (engorgement) és az allanddsulés (consolidation) szakaszaira (Dent és Gertler
2003; Goldberg és Burmeister,1986). A kidudorodds szakasza alatt a ndvekedési kup
membranja kitliremkedik, megjelennek 0j filopodiumok és lamellipodiumok, amiben fontos
szerepet jatszik a novekedési kip aktin sejtvdzanak atalakuldsa az aktin filamentumok
polimerizaciodja éltal (Letourneau, 1983; Okabe és Hirokawa, 1991). Ha a filopodium egy
olyan jelet érzékel, mely szamadra taszitd, akkor a ndvekedési kupban a jeltdl tavoli helyen
kezdédik az aktin polimerizacid, mig a taszitd jel oldalan a filopodiumok és
lamellipédiumpok leépiilnek (Bentley és O’Connor, 1994; Dent és Gertler, 2003; Lin és
mtsi,1993). A kovetkezd fazis a feltdltddés (engorgement), melynek folyaman a kidudorodott
részek a Brown-mozgads ¢és a mikrotubulus alapt transzport folyamatok kovetkeztében

feltoltddnek vezikulumokkal és sejtorganellumokkal. Végiil az utols6 fézis, az allandosulas



(consolidation) soran a nodvekedési kup proximalis része hengeres alakot vesz fel, az

organellum transzport kétiranyuva valik, és kialakul egy 0j disztélis rész az axonon (Dent és

Gertler, 2003) (3. abra). Ezeknek a Iépéseknek a ciklikus ismétlédése addig tart, mig a

nyulvany el nem ¢éri a célsejtet, ahol végiil szinapszist képez, és terminalodik.

az érdekes —— parhuzamos F-aktin
régié e

elagazo F-aktin

mikrotubulus
o vezikulum

3. abra Az axonnovekedés fazisai

Ez a folyamat harom ismétlodo
szakaszbol all, a kidudorodas, a
feltoltodés és az  allandosulas

szakaszaibol, ezt a harom fazist
szemlélteti az abra. A kidudorodas
soran a novekedési kiip membranja
kitiremkedik, 0j filopédiumok ¢és
lamellipddiumok  képzddnek. A
feltoltédés soran a kidudorodott
részek feltoltddnek vezikulumokkal
¢s sejtorganellumokkal. Végiil az
allandosulas soran a novekedési kup
proximalis része hengeres alakot vesz
fel, mikdzben kialakul egy uj disztalis
teriilet az axonon.

Eredeti abra: Dent és Gertler, 2003



A sejtvaz felépitése és dinamikdja a novekedeési kupon belliil

A novekvd axonvég jellegzetes sejtvaz elemekkel rendelkezik, amelyek a sejtvaz két {6
alkotdéelemébdl, mikrotubulusokbol ¢€s aktin filamentumokbdl allnak. A periférids részen a
membrannal szoros kapcsolatban egy aktin kéreg figyelheté meg, mig kozponti része
mikrotubulusokban gazdag. Az aktin €és a tubulin monomerek a sejttestben szintetizalédnak,
¢€s transzport Utjan jutnak az axon végzodésbe. A novekedési kiipban talalhato sejtvaz elemek
dinamikusan véaltoz6 polimerek, melyek polimerizacios ¢€s depolimerizacios sebessége
allanddan valtozik, alkalmazkodva a kornyezeti jelekhez. A fonalas szerkezetii aktin a
filopodiumokban kdtegekbe rendezddik, mig a lamellipodiumokban laza, sugaras hal6zatot
alkot. A kozponti allomany Iényegesen kevesebb aktint tartalmaz. Ezzel szemben, a
mikrotubulusok az axonokban parhuzamos kotegekbe rendezddnek, és a novekedési kup
tertiletén elsdsorban a kozponti dllomanyba koncentralédnak, bar a mikrotubulusok disztalis
végei belenyulhatnak a lamellipédiumokba és néha a filopodiumokba is.

A mikrotubulusok egyik altalanos szerepe a nyulvanyok stabilitdsanak biztositasa,
emellett mintegy ,,palya”-ként is funkcionalnak, melyek mentén a szallito fehérjék, a dinein és
kinezin altal a sejtalkotok szallitodnak a novekedési kup, majd késobb a szinapszis felé
(Hirokawa és Takemura, 2004). A mikrotubulusok polaritassal rendelkez6 makromolekuldk,
uj monomerek sztérikus okok miatt csak az egyik végilikon tudnak beépiilni a lancba, igy
polimerizaci6 kizarélag ezen a pozitiv végen folyik. Ezzel szemben depolimerizacié csak az
ellentétes, negativ végen kovetkezik be. Novekvd axonokban a mikrotubulusok pozitiv vége
mindig a disztalis iranyba esik. A tubulin monomerek beépiilését a mikrotubulusokba, ill.
onnan vald felszabadulasukat, szamos tényezd befolyasolja. Ilyen szabalyozo faktor pl. az
oldott Ca2+ ionok mennyisége és a mikrotubulusokhoz kotédé fehérjék (MAP-ok) aktivitasa.
Ezeknek a szabalyozd elemeknek a mikddése még csak részben ismert (Matus, 1991;

Cassimeris és Spittle, 2001; Bixby,J.L. és Spitzer,N.C.,1984; Kater, S.B., és mtsi.,1988;



Gu,X. ¢és Spitzer, N.C. 1995; Takei, K., és mtsi., 1998; Gomez,T.M., Spitzer, N.C.,1999;
Zheng, J.Q., 2000; Gomez,T.M. és mtsi., 2001), az azonban bizonyos, hogy a mikrotubulusok
az axonnovekedés elengedhetetlen elemei k6z¢ tartoznak, hiszen a tubulusok polimerizaciojat
gatlo szerek az axonndvekedést is meggatoljak (Yamada és mtsi., 1970; Yamada ¢és
mtsi., 1971).

A novekedési kap masik fontos sejtvaz alkotoi az aktin filamentumok (F-aktin),
melyek globuléris aktin monomerekbdl (G-aktin) felépiilé polimerek. A 6-7 nm atmérdji
filamentumok 6nmagukban nem rendelkeznek megfeleld szilardité funkcioval, am kotegekbe
rendezddve, illetve halozatot alkotva kelld tamaszto er6t biztositanak. Az aktin filamentumok
kettés helikalis struktardk, benniik két parallel lefutdsi G-aktinbdl all6 lanc tekeredik

egymasra oly modon, hogy a monomerek egymashoz képest fej-farok orientacidoban

helyezkednek el (4. abra).

széges végen hegyes végen
hegyes (-) vég “" .'wl .
€ opP ATP
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nbvekedés a P'D depolimerizacié a

4. abra: Az aktin filamentum szerkezete. (A) Az aktin monomer és a filamentum szalag modellje.
Lathato a monomer aszimmetrikus felépitése (a jobb oldalon a Mg*" kotd zsebbel), és a filamentum
spiralis szerkezete, ill. a szdges (+) és a hegyes (-) vég. (B) A sematikus filamentum modell
szemlélteti, hogy in vivo a szoges végen ATP-aktin (piros kor) beépiilés torténhet, ami az aktin sajat
ATPaz aktivitasa miatt gyorsan ADP-aktinna (z6ld kor) alakul. A hegyes vég a depolimerizocié helye,
a levalo ADP-aktin monomerek pedig Gjra ATP-aktinna alakulhatnak.

A filamentumok nemcsak strukturalis, hanem funkcionalis értelemben is polaritassal
rendelkeznek. A polaritas alapja az, hogy a kétértékii kationok (Mg®", Ca®") jelenlétében

ATP/ADP kotésre képes aktin monomerek maguk is aszimmetrikusak. Raadasul az aktin



monomereknek ATP-4z aktivitdst mutatnak, amely jelentdsen megndvekszik, ha beépiilnek
egy filamentumba. Az ATP hidrolizise utan képz6dé6 ADP-aktin viszont olyan konformacio
valtozast idéz el6 a filamentumban, ami azt instabilabba teszi, ndveli a depolimerizaciora vald
hajlamat (Carlier, 1990). Ezek a tulajdonsagok in vitro koriilmények kozott azt eredményezik,
hogy ugyan a Mg-ATP aktin jelenlétében képzddd filamentumok mindkét végén torténhet
monomer beépiilés és disszociacid is, azok sebessége a két végen jelentdsen eltérd. Az un.
szoges (+) végen, ahol els6sorban ATP-aktint taldlunk kb. 10-szer gyorsabb a beépiilés
sebessége, mint az un. hegyes (-) végen, amire az ADP-aktin jelenléte a jellemz6 (Pollard et
al., 2000). Ez a kiilonbség in vivo koriilmények kozott az aktin monomer kotd fehérjéknek
koszonhetden nagysagrendekkel nagyobb lehet, ezért ndvekedés gyakorlatilag csak a szdges
végen torténhet, mig a hegyes vég a depolimerizacié helye (4. dbra). A filopédiumokon beliil
az aktin filamentumok pozitiv, névekvé vége a filopddium csticsa felé néz.

Régota ismert, hogy az aktin monomerek spontan modon is képesek filametumokba
rendezddni, de ez a folyamat az ¢€l6 sejtekben gyakorlatilag nem torténhet meg, aminek
legalabb két fontos oka van. Egyrészt a spontan filamentum képzddés kinetikai okok miatt
nem tamogatott, masrészt a spontan képzddés belathatatlan kdvetkezményekkel jarna, ezért in
vivo koriilmények kozott az aktin dinamika és a magasabbrendii aktin szerkezetek kialakulasa
térben ¢és id6ben szigort moddon szabalyozodik. Ezekben a szabdlyozd folyamatokban
kitlintetett szerepliek az aktin kot fehérjék. A rendkiviil nagyszamu ismert aktin koto fehérjét
kapcsolodasuk és funkciojuk szerint kiillonb6z6 csoportokba soroljuk. Vannak monomer kotd
fehérjék, és vannak filamentumokhoz kot6do fehérjék, amelyek kotddhetnek az egyik vagy
masik véghez, vagy kapcsolodhatnak az F-aktin oldaldhoz. Aktivitasuk alapjan
megkiilonboztetjiik a polimerizacidt gatld, a polimerizaciot elésegitd, a depolimerizaciot
elésegito, a fragmentaciot eldsegitd, a filamentumot stabilizald, a filamentumokat keresztkotd

gél és kotegformalo fehérjéket, a motorfehérjéket és az uj filamentumok képzodését eldsegito,



un. aktin 6sszeszereld faktorokat. Tekintve, hogy az axonalis novekedés folyamata dinamikus
aktin sejtvaz atrendezdédéseken alapul, eldre lathatd volt, hogy az aktin kotd fehérjék fontos

szerepet jatszanak az idegsejt nytulvanyok kialakuladsaban.

Az axonalis novekedés molekularis mechanizmusa

Az utobbi években szamos, az axonalis novekedésben szerepet jatszo fehérjét
azonositottak (Goodman 1996; Tessier-Lavigne ¢és Goodman 1996). Ezeknek a
vizsgalatoknak a fokuszaban hosszu ideig a navigacids jelek alltak, igy szdmos vonzo ¢€s
taszito jelet, illetve hozzajuk kapcsolodo jelatviteli utat azonositottak, igy pl. az Ephrin, Slit,
Robo, Netrin, Sema receptorokhoz kothetdé navigacids rendszereket (Dickson, B., 2002).
Természetesen ezek a vizsgalatok oOridsi mértékben ndvelték az axonndvekedés
mechanizmusar6l szerzett ismereteinket, dolgozatom kdzponti témaja azonban egy aktin
sejtvaz szabalyozd fehérje jellemzése lesz, igy az aldbbiakban foként azokat az ismereteket
fogom Osszefoglalni, amelyek az axonndvekedésben szerepet jatszo aktin sejtvaz szabalyozo
fehérjék szerepével kapcsolatosak. Meglep6 modon, annak ellenére, hogy az aktin sejtvaz
axonnovekedésben jatszott esszencialis szerepe régdta ismert, viszonylag kevés olyan fehérjét
azonositottak, amelyek kozvetlen szerepet jatszanak a novekedési kup aktin dinamikajanak
szabalyozasaban. Koz¢jiik tartozik a G-aktin koté Profilin, az elongacios faktorként miikodo
Ena/VASP fehérje, a depolimerizald faktor Cofilin és a Rho csaladba tartozo kis molstlya
GTPazok.

Tekintve, hogy az €16 sejtekben a szabad G-aktin koncentracio rendkiviil alacsony, az
aktin sejtvdz dinamikus atrendezédésében rendkiviil fontos szerepet jatszanak az aktin
monomer kot fehérjék, mint példaul a Profilin, a Thymosin B-4 és a Twinfilin. Ezek a
fehérjék biztositjak ugyanis - direkt vagy indirekt modon - a polimerizacié kompetens, tehat a

novekvo aktin filamentumokba beépiilni képes aktin monomereket. Koziilik a Drosophila
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Profilint a chickadee (chic) gén koédolja, amit a neuron nyulvanyndvekedés pozitiv
regulatoraként irtak le. A chic gén funkciovesztéses mutansaibdl szarmazd embriondlis hasi
idegkoteg kulturak vizsgalata soran ugy talaltak, hogy sériil a motoros idegek regeneracioja,
illetve novekedése (Wills, Marr és mtsai, 1999).

Az Ena/Mena/VASP fehérjék tobbféle aktivitdssal rendelkeznek, egyrészt képesek
antagonizalni a filamentumok (+) végéhez kotddé - és ezaltal az aktin filamentum
novekedését gatlo - ,,sapkazo” (capping) fehérjék hatasat, emellett képesek az aktin lancok
kotegekbe rendezését és polimerizaciojat eldsegiteni (Bachmann ¢és mtsai, 1999).
Drosophilaban végzett vizsgalatok alapjan az Ena-nak szerepe van a ndvekedési kupok
filopédiumainak kialakitasaban (Gertler és mtsai., 1995). Hianyaban a hasi idegkdtegben
megjelend szakadasok és projekcios hibak figyelhetok meg (Wills et al., 1999). Ezen kiviil
egér sejteken is belattak, hogy szerepe van a filopédiumok kialakitdsdban in vitro kisérleti
rendszerben, ahol a mindharom emlés Ena génre (ENA/VASP/MENA) mutans neuronokban
nem képzddtek filopédiumok (Kwiatkowski és mtsai., 2007).

Erdekes megfigyelés volt, hogy az aktin polimerizaci6 fokozédasa mellett a
depolimerizacio is esszencialis folyamat a nytlvanyndvekedés szempontjabol, mert az aktin
filamentumok lebomlasdban fontos szerepet jatszo AC (ADF/Cofilin) fehérjék hidnyaban az
axonnovekedés gatlodik (Fass, J., és mtsi., 2004). Ez tehat azt jelenti, hogy az aktin sejtvaz
dinamikus valtozdsa kulcsfontossagu a nyulvanynovekedés és a célsejtek megtalalasa
szempontjabol. Ezt a dinamikat szabalyozzak a Rho csaladba tartozo6 kis molsulyua GTPazok
is, igy a RhoA, a Cdc42 ¢s a Rac alcsaladok tagjai. Ismert, hogy ezek a fehérjék sziikségesek
a novekedési kup kialakulasahoz, a nytlvanyndvekedéshez és a megfelelé navigalashoz is
(Ng és Luo, 2004). A Rac kisGTPazok ¢és a Cdc42 az axonndvekedés pozitiv regulatorai, mig
a RhoA-t a nytlvanyndvekedés negativ regulatoraként irtak le, illetve azt talaltak, hogy fontos

szerepet jatszik a neuroblasztok osztodasaban a Drosophila agy egyik legjobban
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tanulmanyozott struktirajaban, a gombatestben (Lee és mtsai, 2000). A Drosophila genom
harom Rac gént kodol, ezek a Racl, a Rac2 és az Mtl gének. A Rac gének szerepe az
embrionalis kozponti idegrendszerben redunddns a nyulvanyndvekedés szabalyozédsaban,
mivel ugy talaltdk, hogy a hasi idegkotegben megjelend nyulvanynovekedési hibak erdssége
fligg a hidnyzd Rac gének dozisatol. A Racl és Rac2 egyes mutansokban csak néhany
szazalékban figyelhetiink meg atkeresztezddési hibakat a hasi idegkoteg teriiletén, mig az
MtIA homozigdta allatok kdzponti idegrendszerének 30%-ara jellemz6 ez a projekcios hiba. A
Racl, Mtl kettés mutansokban ez az érték 75%-ra, mig a Rac2, Mtl mutansokban 42%-ra nott.
Ha mindharom Rac tipust kis GTPaz hidnyzott az embriobol, akkor az erds
nyulvanynovekedési defektusok kdvetkeztében a nytlvanymintazat nagymértékben sériilt
(Hakeda-Suzuki és mtsai., 2002). A Cdc42-vel kapcsolatban is kimutattdk, hogy szlikséges a
filopodiumok kialakitasdhoz egér fibroblaszt sejtekben (Nobes ¢s Hall, 1995). Ezzel szemben
azonban gy talaltdk, hogy a Drosophila embrionalis kozponti idegrendszerben nem
esszencidlis a nyulvanyok projekcidjahoz, hidnyaban csak elhanyagolhat6 szazalékban
jelennek meg szakadasok a hasi idegkoteg hosszanti lefutdsi nyulvanyaiban (Genova és
mtsai., 2000), ezért a Cdc42 szerepe az axonndvekedésben egyelére ellentmondasosnak

latszik.

Az aktin nukleacioban szerepet jatszo fehérjék

A novekedési kip elérehaladasara vonatkozo ismeretek alapjan nyilvanvalonak latszik, hogy
az axonnOvekedéshez 1 aktin filamentumok képzOodésére is sziikség van, ezért a
kovetkezOkben azokra az aktin Osszeszereld faktorokra vonatkozd ismereteket foglalom
0ssze, melyek kulcsfontossagu szerepet jatszanak az aktin filamentumok novekedésében.

Az aktin az eukariota sejtekben a legnagyobb mennyiségben jelen levd fehérje, amely

képes spontdn polimerizaldédni. In vivo korilmények kozott azonban a spontdn aktin
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polimerizacid gatolt, ami minden bizonnyal az anarchikus filamentum képzddés elkeriilése
miatt van igy. A spontan polimerizacid helyett az evolucio sordn olyan fehérjék alakultak ki,
amelyek eldsegitik (,,katalizaljak™) az 0j filamentumok képzddését és egyben biztositjak az
aktin Osszeszerel0dés térbeli és iddbeli szabalyozasat. Ezeket a fehérjéket aktin nuklealo
faktoroknak nevezziik, és szerepiik elengedhetetlen az 0j filamentumok kialakitdsahoz. Az
els6é nuklealo faktor, melyet sikeriilt kitisztitani, az Arp2/3 komplex volt (Machesky és mtsi,
1994). Ez a komplex az elagazo aktin filamentumok kialakitasat katalizalja, de a nem elagazo,
hosszanti lefutdsu filamentumok nukledldsaban nem jatszik szerepet (Welch és mitsai.
1997a,b). Az aktin nukledld faktorok kdvetkezd csoportjaba a formin fehérjék tartoznak,
amelyek nemcsak eldsegitik az aktin nukeldciot, hanem a filamentum szoéges (+) végéhez
kapcsolddva az aktin monomerek beépitésén keresztill az aktin filamentum ndvekedésében is
szerepet jatszanak (Goode és Eck, 2007; Higgs, 2005; Pollard, 2007; Pruyne és mtsai., 2002;
Zigmond ¢és mtsai., 2003). A legintenzivebben tanulmanyozott Arp2/3 komplex és a forminok
mellett az elmult években néhany egyéb nukleald faktort is azonositottak eukariotakban, ugy
mint a Spire (Quinlan és mtsai., 2005), a Cobl (Cordon-bleu) (Ahuja és mtsai., 2007) és a
Lmod (Leiomodin) (Chereau és mtsai., 2008). Ezeknek a nukledld faktoroknak kozos
jellemzdje, hogy a forminokhoz hasonldéan szintén a nem eldgazé aktin filamentumok
kialakitasaban vesznek részt, ¢s hogy WASP-Homoldgia 2 (WH2) doméneket tartalmaznak,
melyek képesek az aktin monomerek kotésére. Ezek a domének igen rovid, 17-27
aminosavbol allo, kevéssé homolog régiok, ami néha megneheziti az egyszeri szekvencia
analizissel vald azonositdsukat (Dominguez, 2007). A WH2 domének gyakran tandem
ismétlodésekként jelennek meg, ilyen aktin-koto szakaszokat tartalmaznak a Spire (Quinlan és
mtsai., 2005) és a Cordon-bleu (Ahuja és mtsai., 2007) fehérjék. A Leiomodin szintén tobb
aktin koté domént tartalmaz, ezek koziil azonban csak az egyik WH2 tipust domén (Chereau

¢s mtsai., 2008). A teljesség kedvéért hozza kell tenniink, hogy a WH2 domén jelenléte egy
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fehérjén beliil korantsem jelenti azt, hogy ez a fehérje képes az aktin nuklealasara, amint azt a

Drosophila Ciboulot fehérje esete is jol példazza (Hertzog és mtsai, 2004).

Az Arp2/3 komplex miikodése

Az Arp2/3 komplexet hét protein épiti fel, melyek koziil kettd (az Arp2 és az Arp3) aktin-
szer( fehérje. Neviik is ebbdl ered (Arp: actin-related protein). Ez a komplex 6nmagaban nem
képes aktin monomerekbdl egy 0j aktin filamentumot létrehozni, hanem egy mar meglévo
filamentum oldaldhoz kapcsolodik, és ezzel a filamentummal 70°-o0s szdget bezarva indul meg
az 0j aktinlanc kialakuldsa (Mullins és mtsai, 1998). Az Arp2/3 komplex miikkddése soran egy
elagazo szerkezetl aktin-halot hoz 1étre a sejtekben, mely a lamellipédiumok alapjat képezi.
Onmagaban ez a komplex igen alacsony nukleacids aktivitassal rendelkezik (Mullins és mtsai,
1998), igy mikddéséhez aktivator fehérjékre van sziikség. Az alacsony aktivitas a komplex
lehetetlenné teszi az aktin nuklealast. Az Arp2/3 komplex aktivatorai tartalmaznak egy CA
régiot, mely egy bazikus (kapcsold régi6 /Connector region/), és egy savas (savas régid
/Acidic region) aminosavakbol all6 teriiletre oszthato. Az aktivatorok ezen a région keresztiil
kotédnek a komplexhez (Hiifner és mtsai., 2001; Machesky és Insall, 1998). A kapcsolddas
hatasara a komplex térszerkezete megvaltozik, igy képes kotddni egy mar meglévd aktin
filamentumhoz, emellett a két Arp alegység is olyan viszonyba keriil, mely mar jol imitalja
komplex aktivalasara, emellett sziikség van arra, hogy egy G-aktin monomer az Arp2/3
kozelébe keriiljon. Ebbdl kifolydlag a komplex aktivatorai rendelkeznek egy vagy tobb aktin
kotésére képes doménnel, ami legtobb esetben egy WH2 domén. Ez a domén az Arp2 és Arp3
fehérjék kozelébe szallitja az aktin monomert, aminek a bekotddésével 1étrejon egy trimer. Ez

a trimer mar megfeleld nukledciés magként szolgal az 11j aktin filamentum létrejottéhez. Az
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Arp2/3 komplex ismert aktivatorai kézé taroznak a WASP (Wiscott-Aldrich Syndrome

Protein), az N-VASP, a Scar/WAVE ¢és a Cortactin fehérjék.

WH?2 domén tartalmu aktin nukleatorok

Ebbe csoportba tartozik a Spire, a Cordon-bleu ¢és a Leiomodin. Ezek koziil a legkorabban a
Spire-t azonositottak, mint a Drosophila petesejt polaritasanak kialakitasaért felelds faktort.
Ez a fehérje tartalmazza a legtobb, szam szerint négy WH2 domént , amelyek koziil mar
harom jelenléte is elégséges az aktin nukledldshoz, bar a négy domén egyiittesen nagyobb
sebességet biztosit a nuklealas soran. A feltételezések szerint a Spire tigy vesz részt az aktin
nukledlasdban, hogy a négy WH2 doménje aktin monomereket kot, melyek az aktin
filamentum helikalis szerkezetét utanzo nukleaciés magot képeznek. A fehérje tartalmaz egy
KIND domént is, mely képes a forminok (Cappuccino/Forminl) FH2 doménjéhez
kapcsolddni, és gatolni azok aktin nukledlod aktivitasat (Bosch és mtsai, 2007; Quinlan és
mtsai, 2007). Emellett a KIND domén szerepet jatszik az aktin és a mikrotubulus sejtvaz
Osszekapcsolasaban is (Rosales-Nieves és mtsai, 2006).

A kovetkezd aktin nukleald faktor, amely szintén tandem ismétlodésként tartalmaz
WH2 doméneket, a Cobl. Ez a fehérje kizarolag gerincesekben talalhatd meg, és ott a
kozponti idegrendszerben fejezddik ki. Hianyaban veldcsé zarodasi rendellenességek jelennek
meg (Carroll és mtsai, 2003). Az aktin monomerek kotésére képes WH2 domének a fehérje
C-terminalisan helyezkednek el. Ezen a teriileten talalhaté néhany prolin gazdag régio is,
melyek képesek lehetnek az aktin monomert szallito Profilin fehérje kotésére. A Cobl
mindharom WH2 doménjére sziikség van a fehérje nukledlo aktivitdsdhoz, ezen kivil a
masodik és harmadik WH2 domén kozotti linker megfeleld hosszisaga is elengedhetetlen. A
hipotetikus modell szerint a Cobl elsé két WH2 doménjéhez kapcsolodd aktin monomer

egymas mellé keriil, majd a flexibilis linkerrel elvélasztott harmadik WH2 domén olyan
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konforméacidt vesz fel, hogy az altala kotott aktin monomer a dimerrel egyiitt képes egy
nukleacidés magot 1étre hozni (Ahuja és mtsai, 2007).

Az el6z6 két aktin nukledlo faktortol legjobban kiilonb6z6 fehérje a Leiomodin,
melyet nemrégiben azonositottak, mint izom-specifikus aktin-0sszeszereld faktort. Ez a
fehérje is harom aktin koté régiot tartalmaz, azonban ezek koziil csak az egyik WH2 tipusu
domén. Miikodésérol azt feltételezik, hogy hasonléan a Cobl-hoz, a harom aktin monomer-

koté doménjén keresztiil hoz 1étre egy nukleaciés magot (Chereau és mtsai., 2008).

G-aktin &

35

»
. 4

haladé nukleator

M i e e e e

Arp2/3-WASP Formin Spire

5. abra Az aktin nuklealé faktorok miikédési mechanizmusai. Az Lmod az aktin-k6td doménjei
segitségével létrehoz egy 3 aktin monomerbdl alld nukleaciés magot, majd a kialakuld aktin
filamentum hegyes végéhez kotddve marad. Az Arp2 és Arp3 fehérjék 1étrehoznak egy aktin dimerre
emlékeztetd struktirat, majd az Arp2/3 komplexhez bekotodott aktivator (WASP) segitségével egy
aktin monomer beépiil az Arp2/3 dimerhez, és elkezdddik az aktin polimerizacié. A formin dimer
létrehoz egy nukleaciés magot, majd az aktin filamentum szdges végéhez kapcsolédva marad, és
eldsegiti a filament névekedését. A Spire fehérje a négy aktin koté doménje segitségével hozza létre a
négy aktin monomerbdl allé6 nukledciés magot, igy segitve eld az aktin filamentum kialakuldsat.

(Eredeti abra: Chereau és mtsai., 2008)
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Forminok

A formin fehérje csalad elséként azonositott tagja az egér Formin-1 gén volt. A Formin-1
mutans egerek végtag deformitasi fenotipust mutattak, innen eredt a gén elnevezése. Késobbi
vizsgalatok sordn azonban kimutattak, hogy a végtag fenotipust valojaban nem a Formin-1
gén mutacidja okozza, hanem a szomszédos gremlin nevii gén hibds milkddésének a
kovetkezménye. Ennek ellenére a formin elnevezés megmaradt, mivel ezek a fehérjék
esszencialis szerepet jatszanak a sejtek aktin-strukturdjanak megformazasaban.

A kiilonbozé fajok formin homoldgjainak vizsgalata soran 3 konzervalt régiot
kiilonitettek el, melyeknek a formin homoldgia (FH) domének nevet adtdk. Ezek a fehérjék
altalanosan fejezdédnek ki kiillonboz6 sejttipusokban ¢€s szdvetekben, ez alapjan tobb
kiilonbozé sejtkomponens 1étrehozasdban jatszanak szerepet. Az Arp2/3 komplex-szel
ellentétben a formin tipust fehérjék nem rendelkeznek aktin-szeri doménnel €s a nem elagazo
aktin filamentumok kialakulasat segitik eld. Ilyen filamentumok talalhatok példaul a
filopodiumokban, a stressz-szalakban, az aktin gazdag sejt-adhéziokban és az o0sztddd sejtek
citokinetikus aktin gytriiiben.

Bioinformatikai vizsgalatok alapjan az eukaridta sejtek tobb formin gént tartalmaznak.
A Saccharomyces cerevisiae-ben 2, a Schizosaccharomyces pombe-ban 3, a Drosophila
melanogaster-ben 6, a Dictyostelium discoideum-ban 10, mig az emlésokben 15 formin gén
talalhato. (Higgs és Peterson, 2005; Rivero és mtsai., 2005). Minden formin fehérje
legjellemzdbb doménje az FH2 (formin homolédgia 2) domén, mely kozvetleniil felelds az
aktin 0sszeszerelddéséért. Ez a domén funkcionalisan erdsen konzervalt, fehérje szekvenciaja
pedig alkalmasnak bizonyult a forminok 0Osszehasonlitdé filogenetikai analizisére. Ennek
alapjan elmondhatjuk, hogy az emldsok formin génjei 7 csoportba oszthatok. Ezek név szerint
a Diaphanous forminok (mDial, mDia2 ¢s mDia3), a leukocitaban azonositott formin-szert

fehérjék (formin-related proteins identified in leukocytes) (mFRL1, mFRL2, mFRL3), a
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DAAM (Disheveled-associated activators of morphogenesis) fehérjék (mDAAMI1 ¢és
mDAAM?2), a Delphilin fehérje (mDelphilin), a forditott (inverted) forminok (INF1 és INF2),
a formin homoldgia domént tartalmazd fehérjék (formin homology domain-containing
proteins, FHOD) és az FMN (formin) fehérjék (Higgs and Peterson 2005).

A legtobb formin az FH2 doménen kiviil mas homoldgia doméneket is hordoz, melyek
fontosak az aktin Osszeszerel6dés szabalyozasaban, és a kiilonb6z6 egylittmiikddo és aktivalo
fehérjék kotésében. A legjobban tanulmanyozott forminok a Diaphanous szerii forminok
(DRFs), amelyek a Rho tipusu GTPazok kozvetlen effektoraiként is funkcionalhatnak. Ebbe a
csoportba soroljuk a Dia, a DAAM ¢s az FRL forminokat. A DRF fehérjéknek funkcionalisan
egy-egy, az autoinhibicidban szerepet jatszé domént (diaphanous inhibiciés domén /DID/, ill.
diaphanous autoinhibiciéos domén /DAD/), melyek egymassal 0sszekapcsolodva kialakitjak a
DRF forminokra alapallapotban jellemzd inaktiv konformaciot. Ezt a fizikai kapcsolatot egy
aktivalt kisGTP-az bekotddése képes megsziintetni, igy a formin aktiv konformacioba
keriilhet (Alberts, 2001; Li és Higgs, 2005; Lammers €s mtsai, 2005; Rose és mtsai, 2005). A
DRF forminok C-termindlisan taldljuk az aktin Osszeszerelddésért felelés régiot. Ezen a
tertileten talalhatd a profilin-k6t6 FH1 domén, az aktin kétd FH2 domén, és a diaphanous
autoregulaciés domén (DAD). Az FH1 domén jelenléte minden forminra jellemzd, és
kozvetlenil az FH2 domén mellett talalhatd N-termindlis pozicidban. Az FH1 domén
tartalmaz egy prolin gazdag régiot, amely képes a Profilin fehérje kotésére (Chang és mitsi.,
1997; Evangelista és mtsi.,, 1997; Imamura és mtsi., 1997; Watanabe és mitsi., 1997), a
Profilin viszont az ATP-kotott aktin monomereket koti, amelyek polimerizaciora képes aktin
formak. Az altalanosan elfogadott elképzelések szerint az FH1 domén legfontosabb funkcidja,
hogy a Profilin-aktin kotésen keresztiil aktin monomereket biztosit a nukleald és polimerizalo

1épésekhez.
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6. abra A Diaphanous szerii forminok doménszerkezete, és szabalyozasa. Az autoinhibicié a C-
terminalis DAD ¢és az N-terminalis DID domének kolcsonhatasaval jon 1étre (A). Egy GTP-kotott Rho
fehérje (Rho-GTP) GBD doménhez torténd kapcsolodasaval az autoinhibicids kapcsolat megbomlik, a
formin aktiv allapotba keriil (B). Ezek utdn az FH2 domén uj aktin filamentumok kialakitasat
indithatja el uj nukleacios magokat létrehozva, majd a polimerizacid soran a gyorsan novekvo véggel
asszocialt marad. Az FH1 domén kolcsonhatasa a Profilin fehérjével jelentdsen gyorsithatja az
elongaciot. Roviditések: CC, coiled-coil domén; DAD, diaphanous autoregulacios domén; DD
dimerizacidés domén; DID, diaphanous inhibicids domén domén; FH1 és FH2, formin homologia 1 és

2 domének; GBD, GTP-az k6t6 domén.

A forminok aktin nukleacios €s elongacios aktivitasiban az FH2 domén jatszik
kozvetlen szerepet. A forminok a tobbi nuklealo faktorral ellentétben a nukledlo 1épés utan az
FH2 doménen keresztiil az aktin filamentumok szdges végéhez kapcsolédva maradnak és
ezaltal egyrészt megvédik a filamentum (+) végét a sapkazo fehérjék kotddésétol, masrészt
tovabbi aktin monomerek beépiilését segitik eld. Az FH2 doménrdl kimutattak, hogy in vivo
koriilmények kozott eldsegiti az aktin Osszeszerelddést (Copeland és Treisman., 2002;
Evangelista ¢s mtsi., 2002; Pruyne ¢és mtsi., 2002; Sagot és mtsi., 2002a; Sagot és mitsi.,
2002b), in vitro pedig 6nmagaban is képes az aktin nuklealdsat katalizalni (Pring és mitsi.,
2003; Pruyne és mtsi., 2002; Sagot és mtsi.,, 2002b). Az FH2 domének csak homodimer
formaban aktivak, mivel a dimerizacidt gatldo mutaciok megsziintetik az aktin 0sszeszereld

aktivitast (Moseley, 2004). A kristalyszerkezeti vizsgalatok alapjan az FH2 domének
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dimerizaciojaval egy gytri-szeri képlet jon 1étre. A miikddési modell szerint az FH2 dimer

kezdetben két aktin monomert kot, mely a késdbbiekben nukleacidés magként szolgal. Zart

allapotban ez a kotddés olyan szoros, hogy lehetetlenné teszi tovabbi monomerek beépiilését.

Az FH2 dimer azonban képes nyitott allapotba keriilni azaltal, hogy a gytri felnyilik az egyik

oldalon, igy képes egy 10 aktin monomer beépiilni. A monomer beépiilése utan azonban a

gylrii ismét zart konformaciot vesz fel. Ez a két allapot valtakozik az aktin polimerizacio

folyaman, mely soran a formin mintegy végig lépked a szoges végre beépiilo G-aktin

monomereken (7. abra) (Otomo, Tomchick ¢és mtsai, 2005). Ez a forminok aktin

polimerizacidjanak egy altaldnosan elfogadott modellje, azonban a konformdacié valtozas

mechanizmusa egyeldre nem vilagos.

\;Proﬁlin

\#Aktin

Aktin- |
filamentum |

7. abra A Diaphanous szeri forminok
miikodési mechanizmusa. Az FH2
dimer az aktin-filamentum szdges
végéhez kotédik, és a dimer két
funkcionalis fele valtakozva épiti be az
aktin monomereket a filamentum végére,
mintegy végig 1épkedve rajtuk. Az aktin
polimerizaciohoz szlikséges
monomereket a ,kotél-szerit” FHI1
domén biztositja a Profilin-G-aktin
megkotésével.

Eredeti abra: (Chesarone és mtsai., 2010)

A DRF forminok funkciondlisan masik fontos része az N-termindlis régio, amely

jelentds szabalyozo feladatokat lat el. Itt taldlhatdé a GTPaz koté domén (GTPase binding

domain - GBD), mely képes egy aktivalt Rho tipust kisGTPaz kotésére, és a diaphanous
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inhibiciés domén (DID), mely a C-terminalisan elhelyezkedé DAD doménnel kdlcsonhatva
létrehozza a fehérje inaktiv formajat (6. abra). Az N-termindlis régidban taldlhato még a
dimerizaciés domén (DD) és a coiled-coil (CC) régio is, amelyek a fehérje N-termindlis
felének a dimerizacidjaban jatszanak szerepet. Ennek a jelentdsége egyeldre nem ismert, mint
ahogy az sem teljesen vilagos, hogy pontosan melyik domének vesznek részt a forminok
sejten beliili lokalizacigjanak a szabalyozasaban, az azonban bizonyos, hogy a szubcellularis
elhelyezkedés is elsdsorban az N-termindlis région keresztiil szabalyozodik (Kato és mitsai.,

2001).

Aktin nukleacio a kozponti idegrendszerben

A kordbban ismertetett eredmények alapjan egyértelmiinek latszik, hogy az
axonndvekedés 1) aktin filamentumok képzddését is igényli, tehat minden bizonnyal aktin
nukleal6 faktorokra is sziikség van. Mindeziddig azonban ellentmondasos kép bontakozott ki
arrol, hogy mely nukledld faktorok jatszanak szerepet az axonndvekedés sordn. Drosophila-
ban pl. az Arp2/3 komplex szerepet jatszik az embrionalis nyulvanynovekedésben (Zallen ¢és
mtsai.,, 2002), és bizonyos gerinces idegsejtekben is kimutattdk a szerepét (Korobova ¢és
Svitkina, 2008; Mongiu ¢s mtsai., 2007), de mas adatok azt bizonyitjak, hogy ez sem
ecetmuslicaban, sem gerincesekben nem érvényes minden idegsejtre (Ng és Luo, 2004;
Strasser és mtsai., 2004). Ezen kiviil az Arp2/3 komplex az eldgazolancu filamentumok
képzodéséért felelds, ilyen strukturdkat azonban a ndvekedés szempontjabol esszencialis
filopodiumokban egyaltalan nem talalunk, s6t a legijabb eredmények alapjan vandorlo sejtek
lamellipdédiumaiban sem (Urban ¢és mtsai., 2010). A masik nukleal6 faktor csalad, a forminok
vonatkozasdban hasonloan ellentmonddsos volt a kép. Az mbDial-rél kimutattdk, hogy
szovetkulturaban nevelt granularis kisagyi sejtekben befolyasolja a nytlvanyképzodést

(Arakawa és mtsai., 2003), ugyanakkor ismert, hogy az mDial knock-out egér tokéletesen
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¢letképes és nem mutat idegrendszer fejlodési hibakat (Eisenmann €s mtsai., 2007; Peng és
mtsai., 2007; Sakata és mtsai., 2007). Az mDia2-r0l leirtdk, hogy képes menekiteni Ena/Vasp
deficiens idegrendszeri sejtvonalban a filopodium képzddés hibait, azonban ez a gén nem
fejezodik ki a fejlodd idegrendszerben a nyulvanyndvekedés iddszakaban (Dent és mitsai.,
2007). Ezek alapjan nem valdszinii tehat, hogy a kozponti idegrendszer nyulvanyainak
novekedését az mDial vagy az mDia2 in vivo befolyasolna. Ezzel szemben a gerinces DAAM
ortologokrol leirtak, hogy génjeik kifejezodnek a fejlédé kdzponti idegrendszerben (Kida és
mtsai., 2004; Nakaya és mtsai.,, 2004), de funkciondlis vizsgalatokat nem végeztek.
Kutatoécsoportunk néhany éve a Drosophila DAAM ortoldg funkcionalis jellemzésével kezdett
el foglalkozni, és azt talaltuk, hogy az egyetlen Drosophila DAAM ortolog is pan-neuronalis
kifejez6dési mintat mutat, ezért kivald jeloltnek tiint az axonnovekedés szabalyozasara.
Elhataroztuk tehat, hogy funkcidvesztéses mutansaink birtokaban feltérképezziik, milyen
szerepet jatszik a dDAAM gén a kdzponti idegrendszer fejlédésében. Eredményeink részletes
bemutatdsa el6tt azonban roviden Osszefoglalom a forminok DAAM alcsaladjara vonatkozo

ismereteket.

A DAAM és a nem kanonikus Wnt jelatviteli ut kapcsolata

A DAAM alcsalad elséként azonositott tagjat 2001-ben irtak le egy élesztd kéthibrid kisérlet
soran, mint a Dishevelled2 (Dvl2) fehérje PDZ doménjével kdlcsonhato partnert. Ezt a
kapcsolatat koimmunoprecipitacios vizsgalatokkal is alatdmasztottak, mely sordn az egér
Dvi2 PDZ és DEP doménje is kolesonhatott a teljes hosszisagti human Daaml-el és a C-
terminalis régidjaval (C-Daaml) is (Habas és mtsai 2001). A DvI2 PDZ és DEP doménjei
fontos szerepet jatszanak az un. nem kanonikus Wnt (vagy Wnt/PCP) jelatviteli itvonalban. A
Daam forminnak ebben a szignalizacidban betoltott szerepét tobb vizsgalat igazolta (Kim ¢és

Han, 2007; Liu ¢és mtsai, 2008; Sato ¢és mtsai, 2006; Kida és mtsai, 2007), azonban
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mikdédésmodjarol eltéré vélemények jelentek meg az irodalomban. Habas és munkatarsai a
Daam-ot egy olyan jelatviteli fehérjeként irtak le, mely a Rho kisGTPazt aktivalja, és ezaltal
vesz részt a Wnt szignalizacidban. Ez a hipotézis azonban ellentmond a DRF forminokra
jellemzd szabalyozasi modellnek, miszerint a DRF forminok aktivalédasa egy kisGTPaz
bekotddését igényli a fehérje N-terminalisan talalhato GTP-dz kotd doménhez. KésObbi
vizsgalatok kimutattdk, hogy a hDaam1 Cos-7 sejtekben képes kotddni mind a RhoA-hoz,
mind a Cdc42-ho6z, azonban itt nem tudtak kimutatni Daam-hoz kotheté kisGTPaz aktivaciot
(Aspenstrom ¢s mtsai, 2006). Mas vizsgalatok alapjan a hDaaml csak a RhoA aktivalt
formajat képes kotni (Higashi és mtsai, 2008), ami szintén arra utal, hogy a kis GTPaz
bekotodése sziikséges a DAAM aktivacidjahoz, nem pedig a DAAM aktivalja a RhoA-t. Ezek
az eredmények ellentmondtak a Daam - Habas és mtsai altal megfigyelt - kisGTPaz aktivalo
hatasanak, igy funkcidja nem tekinthetd tisztdzottnak. Ettdl fiiggetleniil az emlos DAAM
fehérjék Wnt/PCP jelatviteli utvonalban bet6ltott fontos szerepe nem kérddjelezddott meg,
erre vonatkozoan tobb fiiggetlen kisérletes bizonyiték is van (Kim és Han, 2007; Liu ¢és mtsai,
2008; Sato és mtsai, 2006; Kida és mtsai, 2007).

A funkcionalis vizsgalatok mellett a DAAM ortolégok expresszids mintdzata is
ismertté valt tobb gerinces fajban is. A Xenopus, csirke és egér modell rendszereken végzett
vizsgalatok kozos konkluzidja, hogy a gerinces DAAM gének legfontosabb kifejezddési
terilete a fejlodé kozponti idegrendszer (Nakaya ¢€s mtsai, 2004; Kida és mtsai, 2004).
Emellett egy nemrégiben megjelent cikk alapjan a csirke Daam2 fontos szerepet jatszik a
gerincveld fejlédése soran. Meglepd moddon ebben az esetben a Daam2 a kanonikus Wnt-
jelatviteli utvonalon keresztiil fejti ki hatdsat, azonban funkcidja itt is a Dishevelled (Dsh)
fehérjéhez kothetd (Lee és Deneen, 2012), ami a kanonikus €s nem kanonikus (Wnt/PCP)

jelatviteli utak k6zos komponense (Boutros €¢s Mlodzik, 1999).
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Csoportunk is a Dsh-hoz valod kotddési képessége, ¢s a nem kanonikus Wnt-
szignalizacioban leirt szerepe miatt kezdett érdeklédni a Drosophila DAAM ortolog iradnt,
mivel abban az id6ben a csoport {6 kutatasi iranya a PCP jelatvitel tanulmanyozésa volt. A
PCP rovidités az angol planar cell polarity kifejezésbdl szarmazik, amit réviden szdveti
polaritasnak is neveziink. Ez a kifejezés arra a tényre utal, hogy a fejlodé szovetek gyakran
polarizalodast mutatnak a szoveti sikban. Szemléletes példaként emlithetjlik erre a jelenségre
a muslicdk szarnyat, potrohat és notumat boritd szOrok polarizalt elhelyezkedését, vagy
példaul az emlésok belsd fiilének érzékhamjat, ahol az epitélidlis szorsejtek érzékeld
nyulvanyainak szigoruan rendezett, polarizalt elrendezddése biztositja a fiil maximalis
hangérzékenységét (8. abra) (Montcouquiol, 2007). Az elmult néhany évtized soran
bebizonyosodott, hogy ezeknek a polaritasi mintdknak a kialakitdsaban Kkitiintetett szereppel

bir a Wnt/PCP jelatviteli rendszer.
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8. abra A PCP gének hianyaban bekovetkezo polaritasi fenotipusok(B, D, F), a vad tipushoz
képest (A, C, E). Drosophila szarnyon (A és B) és notumon (C és D) megjelnd szdérorientacios hibak,

illetve az egér belsd fiilének érzékhamjat érinté PCP fenotipus.

A Wnt/PCP jelatviteli rendszer legfontosabb ismert elemei a Wnt tipust szekretalddod
fehérjék, az Gn. elsddleges (core) PCP fehérjék, amelyek kozé tartozik a Wnt receptorként

miikodo Frizzled (Fz), a Strabismus (Stbm), Flamingo (Fmi), Prickle (Pk), Diego (Dgo) ¢s
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Dsh fehérjék. A Dsh-t6l alsobb szinten ismert elem a DAAM ¢és a Rho GTPazok. A jelatviteli
rendszer mitkddésére vonatkozé elképzelések 1ényege, hogy az elsédleges PCP fehérjék egy
részleteiben ismeretlen mechanizmus utjan aszimmetrikusan dasulnak fel a sejteken beliil,
ami polarizalt Fz/Dsh jelatviteli aktivalodast eredményez. Ez az aktivalédds aztan a
molekuléris effektornak tekinthetd6 DAAM ¢és Rho GTPaz fehérjéken keresztiil sejten beliili
morfoldgiai polarizalédast (pl. sejtvaz atrendezodést) valt ki, ami a sejtek Osszehangolt
miikodése miatt a szoveti sikban megnyilvanuld polarizalédashoz vezet.

Tekintve, hogy a szoveti polarizalodas megértése egy rendkiviil érdekes sejtbiologiai
probléma, a PCP gének fejlodésbioldgiai szerepét hosszl ideig csak ebbdl a szempontbol
vizsgaltak. Az elmult évek soran azonban egyre tobb olyan publikacio jelent meg, ami azt
jelezte, hogy Wnt/PCP jelatviteli rendszer nem kizardlag a szoveti polarizalodas
szabalyozasaban vesz részt, hanem hozzajarul az idegrendszer fejlédéséhez is. Szerepe van a
neurondlis sejtosztddasokban (Gho és Schweisguth, 1998; Lake és Sokol, 2009), az axonok
megnyuldsa és visszahtizodasa soran (Kishida és mtsai., 2004; Okuda és mtsai., 2007; Shima
és mtsai., 2007; Fujimura és mtsai., 2009), az axonok navigacidja soran (Wang és mtsai.,
2002, 2006; Lyuksyutova és mtsai., 2003; Tissir és mtsai., 2005; Zhou és mtsai., 2008), a
célsejt felismerése soran (Lee €s mtsai., 2003; Senti és mtsai., 2003; Chen és Clandinin, 2008)
¢s a dendritikus novekedés soran (Shima és mtsai., 2004, 2007). Ezekkel az eredményekkel
Osszhangban Drosophila-ban is kimutattdk, hogy a Fmi szerepet jatszik a
nyulvanynovekedésben €s navigacioban (Gao és mtsai, 2000; Lee ¢és mtsai, 2003; Senti ¢€s
mtsai, 2003; Steinel ¢s Whitington, 2009). Két egészen friss publikacid alapjan pedig
bebizonyosodott, hogy a Dgo kivételével az Osszes core PCP fehérje szerepet jatszik a
Drosophila agy gombatestét felépit6 interneuronok projekcidjaban (Shimizo és mtsai, 2011;
Ng, 2012). Ezek alapjan a Wnt5 a meghatarozo szignal a gombatest axonok projekcioja soran,

amely az agy bizonyos teriiletein felhalmozodva segiti a nyilvanyok navigalodasat. A Wnt5
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képes a Fz receptorhoz kapcsolddni, ami a PCP jelatvitel aktivalédasa Gtjan citoszkeletalis
atrendezédéseket eredményezhet. Ennek a pontos mechanizmusa azonban egyelére nem
vildgos, mivel az idegrendszer teriiletén a PCP fehérjék miikodésérdl nagyon keveset tudunk,
igy példaul arra a rendkiviil izgalmas kérdésre sem ismerjiik a valaszt, hogy képesek-e

aszimmetrikus fehérje eloszlas utjan polarizalt szubcellularis komplexet formalni.
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CELKITUZESEK

PhD munkédm kezdete elott csoportunk egyik érdeklddési teriilete a szdveti polarizacio
vizsgalata volt. Munkatarsaim ezzel kapcsolatosan kezdték el a Drosophila DAAM ortolog
tanulmanyozasat, mert az emlds DAAM fehérjéket a PCP jelatviteli ut elemeiként irtak le,
ezért kivancsiak voltak arra, hogy evolucidésan konzervalt-e ez a funkcio, és ha igen, milyen
sejtes mechanizmusok kothetdk a dDAAM mukodéséhez muslicdkban. A funkcidvesztéses
dDAAM mutansok tanulmanyozésa azonban azt mutatta, hogy a DAAM fehérje
Drosophilaban nem vesz rész a szoveti polarizacid kialakitasdban, vagy szerepe teljes
mértékben redundans a vizsgalt rendszerben. A tovabbiakban azonban ennek ellenére is
érdekesnek tlint a fehérje szerepének megismerése, két f6 okbol. Egyrészt mert tobbsejtii
organizmusokban a DAAM ortologok in vivo szerepét klasszikus genetikai analizissel még
nem vizsgaltdk, masrészt pedig észrevettiik, hogy a dDAAM erbésen kifejezédik a fejlodo
kozponti idegrendszerben, ahol vizsgalataink megkezdése eldtt még ismeretlen volt, hogy
melyik aktin Osszeszereld faktor segiti eld az axonok novekedését, ami az idegrendszer
differencialodasanak az egyik legfontosabb 1épése. Ezért elsddleges célkitlizésiink az volt,
hogy a Drosophila DAAM neuronalis funkcidjat in vivo rendszerben genetikai mddszerek
segitségével probaljuk meghatarozni. Ez azért is érdekesnek igérkezett, mivel a gerinces
homolégok expresszidja szintén megfigyelhetd az idegi teriileteken (Nakaya és mtsai.2004;
Kida és mtsai. 2004), igy ott a DAAM alcsalad funkcigja feltehetéen konzervalt lehet. Mivel
kezdetben csak az embriondlis kifejezddési mintat ismertiik, eleinte az embrionalis kdzponti
idegrendszer vizsgalatira koncentraltunk. Miutan bebizonyitottuk, hogy embridkban a
dDAAM az axonndvekedés kulcsfaktora, tobb parhuzamos kisérleti megkozelitést is
elinditottunk a fehérje miikodésének jobb megértése érdekében. Ezek kozé tartozott annak

vizsgélata, hogy mennyire altaldnos a dDAAM szerepe az egyedfejlodés sordn, van-e
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funkcioja a larvalis €és az adult idegrendszerben is. Azt is meg akartuk tovabba tudni, milyen
fehérjékkel miikodik egyiitt a ADAAM az idegsejt nyulvanyok névekedése soran. Végezetiil,
mivel néhany nemrégiben megjelent ) eredmény alapjan a korabban csak a PCP
szabalyozasahoz kotott génekrdl kidertilt, hogy szerepet jatszanak az axonok navigalasaban is,
kivancsiak lettliink arra, hogy részt vesznek-e a PCP gének a dDAAM szabalyozasdban az

idegrendszer fejlodése soran.
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EREDMENYEK

A Drosophila embrionalis kozponti idegrendszer szerkezete és fejlédése

A muslicdk embriondlis idegrendszere a neuroektodermdbdl alakul ki, olyan ektodermalis
sejtekbdl, melyeknek megvan a képességiik arra, hogy idegsejteket és epidermiszt alakitsanak
ki. A ventrdlis neurogén régid hozza létre a hasi idegkdteg neuroblasztjait, mely a kdzponti
idegrendszer részeként a szegmentalt csirasavhoz tartozik. Az agyi struktira kialakitdsaért a
procephalikus vagy feji neurogén régio a felelds. Az ektoderma neurogén régidja nemecsak
neuroblasztokat, hanem epidermadlis prekurzorokat is tartalmaz, melyek a késdbbiekben a
ventralis epidermiszt, és a fej epidermiszét alakitjak ki. A hasi neurogén régié tekintetében a
delaminaciéban hemiszegmentenként 30 sejt vesz részt (neuroblasztok), a tobbi sejt a hasi
epidermiszt alakitja ki. A neuroblasztok 0Os sejtként osztdodva kb. 6t osztddasi cikluson
mennek keresztiil, 1étrehozva a gaglion anyasejteket. Minden ganglion anyasejt keresztiilmegy
egy ekvalis osztodason, melynek eredményeképpen 2 neuron jon létre, kialakitva ezzel a

hemiszegmentenkénti kb. 200 embrionalis neuront (10. dbra).

10. abra  Neurogenezis a Drosophila embrioban. A neuroektoderma sejtek (NE, sarga)
delaminaciojaval létrejonnek a neuroblasztok (NB, zold). Minden NB 6s sejt modjara osztodva
ganglion anyasejteket (GMC/ganglion mother cells/, narancssarga) hoz létre, melyek osztodasaval

jonnek 1étre az idegsejtek (n, piros).
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Az idegsejtek terminalis differencidloddsa az embriogenezis 13. staddiumaban kezdddik.
Neuronok egy csoportjaban kialakulnak az els6 nytvanyok a kdzponti idegrendszer felszinén.
Késbébb ezen pionir palydk mentén fognak futni a késébb differencialodd neuronok axonjai.
Ezek a nyulvanyok rendkiviil jellegzetes, 1étra alaka kotegekbe rendezddnek, melyek a
szegmenteket 0sszekotd hosszanti kotegekbdl, ill. az embrionalis idegrendszer két oldalan
kialakul6 hosszanti kdtegeket 0sszekotd keresztkotegekbdl (komisszurakbol) allnak (11.abra).
A keresztkotegek szama szegmentenként kettd, és mind a keresztkotegek, mind a hosszanti
kotegek tartalmazzak interneuronok €s motoneuronok nyuvanyait is. A kdzponti idegrendszer
teriiletérdl kilépd motoneuron axonok minden szegmenten beliil egy eliilsé (interszegmentalis
ideg) és egy hatulsé palya (szegmentalis ideg) mentén hagyjak el a hasi idegkotegeket. A
perifériarol a kozpontba tartd érzéidegek szintén az imént emlitett palyak mentén haladnak.
Az embriogenezis utolsd stddiumai sordn a hasi idegkdtegek megrovidiilnek és
kondenzaloédnak, igy az embrionalis fejlodés végén a kdzponti idegrendszer egy agyi és egy
az embri6 teljes hosszat végig nem ér0 hasi idegkotegre kiiloniil (11. abra) (0sszefoglalva:

Campos-Ortega J.A. és Hartenstein, 1997; Goodman,C.S. és Doe,C.Q., 1993).
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11. abra 17.stadiumiu Drosophila embri6 kozponti idegrendszerének sematikus képe
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Az embrionalis idegrendszeri vizsgalatok kisérletes elozményei

Az elmult években csoportunk érdeklddése egy 1) formin alcsalad, a DAAM (Dishevelled
assiciated activator of morphogenesis) Drosophila ortoldgjara iranyult. Szekvencia analizis
alapjan megallapitottak, hogy a Drosophila genom egyetlen DAAM ortologot kodol, amely

megfelel a CG14622 jelti annotalt génnek.

A
EP(1)1336 5 EP(1)1542
SN ¥C‘G14622 chazsu
[ } } } ‘1:
REG7944
5 31 (5415bp)
— ) DAAM B2
—_— } DAANM B
B 10045
o 1153As
5 UTR GBD DD DD CC FHI FH2 pAD FUTR
pAAM p——T] [ W —
DAAM Ext { — A 12as
DAAME=6S { = A dlas
DAAM Ex282 { — A 125as
DAAM E=3¢ { — A 18sas
DAAM Ex5t { = Ass2ss

12. abra A dDAAM gén és a delécids allélok

A dDAAM gén funkciondlis analizise érdekében funkciovesztéses mutdnsokat hoztak létre, két
transzpozon inszerciot felhasznalva - EP(1)1336 és EP(1)1542 — melyek a dDAAM lokusz
kozvetlen kozelében taldlhatok (12. é&bra). Ezen inszercidk remobilizaciojaval sikeriilt
3’ régiot érintette. Mind az 5°, mind a 3’ delécidok homo-, ill. hemizigdta forméaban letalisak,
kivéve a dDAAM™ mely életképes és fertilis (bar a vad tipushoz viszonyitott életképessége

csupan 17%-0s). A letalis 5° és 3° deléciok nem komplementaljak egymast és az e régiot
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érintd deléciokat [Df(1)ADI11, Df(1)AC7, és Df(1)sta], komplementalhatok azonban két
transzpozicios duplikacioval [Dp(l;3)sta és Dp(1;Y)Sz280], melyek hordozzak az 1F2-3
citologiai régiot, ahova a dDAAM gén lokalizalodik.

Minden letalis allél életképes a dDAAM™ felett, kivéve a két leghosszabb delécids
allélt (dDAAM® és dDAAM®™%). Annak bizonyitasara, hogy a letalitas a dDAAM hianyanak
koszonhetd, 1étrehoztak olyan transzgenikus legyeket, melyek hordozzak az UAS-FL-DAAM
konstrukciot — ez tartalmazza a teljes hossziusagih RE67944 cDNS klont — és menekitési
kisérletben tesztelték Oket. Az UAS-FL-DAAM-ot altalanosan - Act-Gal4 vagy tub-Gal4
szabalyozas alatt - kifejezve mutans hattéren a letalitas menekithetd volt még a dDAAM™
esetében is. Osszegezve, ezek az eredmények bizonyitottak, hogy minden letalis allél dDAAM
allél, és ezek a mutaciok nem érintenek mas genetikai elemet.

RNS in situ hibridizacios vizsgéalatban a dDAAM egy dinamikusan valtozo,
szovetspecifikus kifejez6dési mintdt mutatott az embriogenezis soran. A legfontosabb
expresszios domének koz¢ tartozik a trachea, ill. a kozponti idegrendszer teriilete. Csoportunk
a trachean végzett vizsgalatok soran kimutatta, hogy a trachea-halézat megfeleld
kialakitasahoz - azon beliil is a trachealis kutikula kialakitasahoz - sziikség van a dDAAM
fehérje jelenlétére (Matusek €s mtsi.,2000).

A trachean kiviil a dDAAM fehérje igen magas szinten expresszalodik az embrionalis
idegsejtekben ¢és ott foként a nyulvanyokban halmozodik fel (13. abra). Ez a lokalizacios
minta Onmagaban is azt sugallja, hogy a DAAM idegrendszeri funkcidja a nytalvanyok

kialakulasaval és/vagy miikodésével kapcsolatos.
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13. abra A dDAAM fehérje lokalizacidja az embrionalis kdzponti idegrendszer teriiletén. A
dDAAM a hasi idegkoteg nyulvanyaiban mutat feldusulast, melyet az altalanos nytlvany-specifikus

marker (BP102) mintazataval valo teljes atfedés igazol.

A Drosophila DAAM sziikséges az idegsejt nytlvanyok megfelelé projekciojahoz az

embrionalis kozponti idegrendszerben

A dDAAM idegrendszeri szerepének vizsgalata soran eldszor az embrionalis kdzponti
idegrendszerre koncentraltunk, mivel a fehérje jelen van az embrionalis kozponti
idegrendszert felépitd nyulvanyokban. Kisérleteink soran két ellenanyagot (BP102 és Fasll)
hasznaltunk markerként a hasi idegkoteget alkotd nytlvanyok nyomon kovetésére. A BP102
jelt ellenanyag az embrionalis kozponti idegrendszer 0sszes nyulvanyat kijeloli, mely altal
kirajzolja a hasi idegkdtegre jellemzd 1étra-szerli nyulvanymintazatot. A Fasll ellenanyag
hemiszféranként 3 hosszanti lefutdsu idegkotegre specifikus, illetve a kozponti

idegrendszerbdl kilépd f6 motorneuronokat is kijeloli.
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Els6 kisérleti megkozelitésben a zigotikus null mutansokat vizsgaltuk. Ezekhez a
vizsgalatokhoz a dDAAM™%-as alléljét hasznaltuk, amelyet null mutansnak tekintiink, mert a
benne talalhatdé delécid eltavolitja az aktin polimerizacidban fontos szerepet jatszo FH2
domén nagy részét, és mind genetikai értelemben, mind pedig immunfestések alapjan null
allélként viselkedik (Matusek et al., 2006). Ez az allél homo- ill. hemizigo6ta forméban letélis,
ezért torzsben valo fenntartasa balanszer kromoszomaval, illetve a dDAAM gént duplikéacio
formajaban hordoz6 Y kromoszomaval [Dp(1,Y)Sz280] oldhaté meg. Zigdtikus null allatokat
a balanszeres torzs felhasznalasaval generaltunk, melyek koziil a hemizigéta null allatok
kivalogatasa nem jelentett gondot, mivel a balanszer kromoszéma hordozott egy Ftz-lacZ
transzgént. B-gal ellenanyagos festéssel kivalogattuk a balanszer kromoszéméat nem hordozo,
tehat hemizigota dDAAM™® allatokat, majd a tovébbiakban a két marker ellenanyaggal
(BP102, és Fasll) vizsgaltuk a hasi idegkdtegben haladé nyulvanyok mintdzatat. A
dDAAM™ zigétikus null mutansok BP102-es marker mellet nem mutattak jelentds eltérést a
vad tipusu idegrendszerhez képest. Ezekben a kozponti idegrendszerekben csak 1-2 %-ban
tapasztaltunk szakadasokat a nyulvanykotegekben, azonban a 1étra szerti nyulvanyminta ill. az
egész hasi idegkoteg kiszélesedett (14. abra A és B). Ezzel szemben a Fasll mintazatot
vizsgalva latvanyosabb volt a kiilonbség a vad tipusu allatokhoz képest. A zigdtikus null
allatok mindegyikében megfigyelhetd volt a kiilsd nytlvanykoteget érintd szakadozottsag,

mely az embri6 idegrendszerének teljes hosszaban jelen volt (14. abra C, D, E és F).
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14. abra A dDAAM zigétikus null mutans embriok kozponti idegrendszeri mintazata (B, D és F)
a vad tipusi embriokhoz (A, C és E) képest. BP102-es ellenanyagos festés mellett a dDAAM™®
hemizigdta allatok hasi idegkdtege kiszélesedik (B), azonban a vad tipushoz képest (A) jelentosebb
eltérés nem tapasztalhatd. Ezzel szemben Fasll festés mellett a kiilsd kotegek szakadozottsaga

figyelhetd meg a mutans allatok kdzponti idegrendszerében (D, F).

Ez utobbi eredmény igazolni latszott a feltevésilinket, miszerint a dDAAM-nak szerepe lehet
az embrionalis idegsejt nytlvanyok kialakitdsaban. A gyenge fenotipusok alapjan azonban
feltételeztiik, hogy a dDAAM estében jelen lehet egy anyai hatds, mely sordn az anyatol
szarmazo géntermék képes menekiteni a zigdtikus dDAAM hiadnyét, igy nem, vagy igen kis
szazalékban figyelhetiink meg nytlvanyndvekedési fenotipusokat. Az anyai hatés igazolasara,

ill. a dDAAM idegrendszeri szerepének tovabbi vizsgalatdhoz csiravonal klonok
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indukalasaval maternalisan és zigotikusan is null mutans utoédokat hoztunk 1étre a dDAAM™
allél segitségével. Ezek az embriok azonban mar nagyon korai (blasztoderma) stadiumban
fejlodési rendellenességeket mutattak és elpusztultak, igy nem tudtuk elvégezni a mutansok
idegrendszeri vizsgalatat. A tovabbiakban egy gyengitett anyai hatds mellett probaltuk
vizsgélni a mutans embriok kozponti idegrendszerét. Ehhez a kisérlethez transzheterozigota
ADAAM™ /dADAAM™  embriokat hoztunk létre, melyeket homozigbta dDAAM™-es
néstények &s dDAAMT /Y’ himek segitségével generaltunk. Az igy létrehozott
dDAAM™ "¢ embrickon BP102 festést végeztink. A dDAAM™™¢ embrick 35%-a
axonnovekedési hibakat mutatott, tovabbi 34%-ukban pedig a nyulvanynovekedési hibak
mellett egyéb fejlodési rendellenességek is megjelentek. A nytlvanyndvekedési hibak
kiilonb6z6 erésséggel jelentek meg, ez alapjan 3 csoportba soroltuk dket. Az egyes csoportba
soroltuk azokat az egyedeket, amelyek hasi idegkotegében csak egy vagy két szegmentben
volt megfigyelhetd szakadas (I. csoport: 25%), a kettes csoportba tartozd allatok
szegmentjeinek maximum felében volt megfigyelhetd szakadas vagy nyulvany-hiany (I
csoport: 9%), és végiil a harmas csoportba tartozé embridk szegmentjeinek tobb mint felét
érintette a szakadasos fenotipus (III. csoport: 1%) (15. dbra). Annak bizonyitasara, hogy ezek
a fenotipusok valdban az anyai géntermék hianyanak kovetkezményei, menekitési kisérleteket
végeztiink, melyek sordn a teljes hosszusagh dDAAM fehérjét altalanos (Act-Gald), ill.
idegrendszer specifikus (elav-Gal4) driverrel termeltettiik tal dDAAM™ ¢ embriokban. Az
idegrendszer specifikus tultermelés 100%-ban menekitette a fenotipust, mig az altalanos
driverrel val6 tultermelés a nyulvanynovekedési hibak aranyat 4,5%-ra csokkentette (16.4bra).
Ezek a kisérletek egylittesen tehat azt bizonyitjak, hogy egyrészt a dDAAM-nak kitiintetett
szerepe van az embriondlis kdzponti idegrendszerben a neuron nyulvanyok kialakitasaban,

masrészt vilagosan utalnak az anyai hatas jelenlétére a dDAAM gén esetén.
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15. abra A dDAAM™"“% embriok (B,C és D) kozponti idegrendszerének nyilvanymitizata a
vad tipisu embriékhoz (A) képest. Az axonndvekedési rendelleneségeket erdsségiik szerint harom
csoportba sorolhatjuk. Az I. csoport a leggyengébb (B), a II. csoport a kozepesen erds (C), és a III.
csoport a leger6sebb nyulvanynovekedési hibakat mutaté hasi idegkotegeket tartalmazza (részletes
leiras a szOvegben). Az abran az altalanos nytlvany-specifikus ellenanyag, a BP102 hasznalataval

tettiik lathatova a nytlvanymintazatot.
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16. abra A dDAAM maternalisan és zigétikusan mutans allatok kozponti idegrendszerében
tapasztalhaté nyulvinyndévekedési hibak gyakorisaga. A mutins embriok hasi idegkotegében
megfigyelhetd axonndvekedési hibak a teljes hosszuisagh dDAAM idegrendszer specifikus (elav-Gal4)
driverrel valo taltermelésével 100%-osan, mig altalanos driverrel (act-Gal4) részlegesen

menekithetbek voltak.

Annak kizarasa érdekében, hogy a nyulvanymintazatban fellépd hibak nem az idegsejtek

hidnyanak tudhatok be, a neuronok szaménak vizsgalatat terveztiik. Elsoként anti-Elav festést
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végeztink dDAAM™ "¢ embridkon, amellyel minden idegsejtet kijeloltiink. A festés alapjan
ugy tiint, hogy a mutans embriok a vad tipustiakhoz hasonl6 szamu idegsejtet tartalmaznak.
Az anti-Elav pozitiv sejtek nagy szdma miatt azonban ezzel a markerrel nem tudtuk
megallapitani, hogy a sejtek szama pontosan azonos-e, ezért a késObbiekben a
szegmentenként csupan néhany tucat sejtre specifikus anti-Eve és anti-En ellenanyagokkal is
elvégeztik a vizsgalatokat. A festések alapjan elmondhatjuk, hogy a mutans allatok és a vad
tipusu allatok kozponti idegrendszerében kozel azonos szamu sejt van, a dDAAM fehérje
hianya tehat nem okoz sejt-letalitast €s a mutansokban megfigyelt nytlvanyndvekedési hibak

els6dleges oka nem a neuronok hidnyara vezethetd vissza.

A dDAAM Kkonstitutivan aktiv formaja is hatassal van a nyalvanyok novekedésére

Funkcidvesztéses kisérleteink elvégzése utan kivancsiak voltunk arra, hogy a dDAAM
konstitutivan aktiv (CA) formajanak taltermelése hatdssal van-e az embrionalis
nyulvanymintazatra. Ennek vizsgalatdhoz idegrendszer specifikus driverrel termeltettiik tal a
CDAAM fehérjét. Ez a fehérje a dDAAM egy olyan forméja, amely nem képes inaktiv
konformacidt felvenni, mivel hianyzik az N-termindlis régidja, ahol az autoregulacidban
kritikus szerepet jatszo6 DID domén taldlhaté. Tartalmazza azonban az aktin
Osszeszerel6désben szerepet jatszo FH1 és FH2 doméneket, igy aktin polimerizaciora képes
(17. ébra). Ennek a formanak az idegrendszer specifikus taltermelése keresztkoteg
(komisszira) megvastagodasokat és lateralis iranyba kilépo extra nyulvanyok képzodését
eredményezte, emellett az embriok tobbségében (kb. 70%-aban) egy, a vad tipusénal joval
kompaktabb nyulvanyminta alakult ki (18. dbra B és D). Tekintve, hogy a CDAAM izoforma
nem tartalmazza a sejten beliili lokalizacidban fontos szerepet jatszo fehérje doméneket,

megfigyeléseink legvaldszinlibb magyarazata az lehet, hogy a megnovekedett nyulvanyszam
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és/vagy a rossz iranyba projektdldo axonok megjelenése egy szabalyozatlan aktin

polimerizacio kovetkezményeként alakul ki.

GBD DID DD CC FHI1 FH2 DAD
11 i N [I] dpAAm
CC FHI FH2 DAD
! [] CDAAM
GBD DID DD CC FH1 FH2
[T1 i . [] bADm-DAAM

17. abra A dDAAM fehérje, és konstitutivan aktiv formainak doménszerkezete.

A rendelkezésiinkre all6 masik CA forma, a DADm-DAAM (17. é&bra), allandéan
aktivalt allapotat annak koszonheti, hogy hianyzik beléle a C-terminalisan taldlhato DAD-
domén, mely szintén fontos szerepet jatszik az autoinhibiciéban. Ez a forma azonban
rendelkezik a lokalizacioért felelds N-terminalis doménekkel, igy valdsziniisithetben a
megfeleld helyen fejti ki hatasat. Meglepé moddon ennek a formanak az idegrendszer-
specifikus tultermelése a funkcidvesztéses kisérletekhez hasonld fenotipust okoz, tehat
szakadasok jelennek meg a létra-szerli nyulvanymintdzatban. Ha azonban az embrionalis
kozponti idegrendszert a sajat szoveti kornyezetbdl kiemelve, egy in vitro
nyulvanyregeneracids tesztben vizsgaltuk, az el6zdektdl eltérd eredményt kaptunk, hiszen
ilyen koriilmények kozott a DADm-DAAM format taltermeld hasi idegkotegekben a
nyulvanyregeneracié és nytlvanynovekedés hatdsfoka jelentésen megndtt (18. abra G). Ebben
a kisérleti elrendezésben jol lathato kiilonbség van a CDAAM ¢és a DADm-DAAM izoformak
hatasa kozott, mert a CDAAM is képes ugyan ndvelni a nyulvanyregeneracié mértékét a vad
tipusu allatokhoz képest, de joval kisebb mértékben, mint a DADm-DAAM (18.4bra F). Ez a
kiilonbség feltételezhetden kapcsolatban all a sejten beliili lokalizacids képességiikkel, mert a
DADm-DAAM, cellentétben a CDAAM-mal, valdszinlileg képes a megfelelé helyen

lokalizalodni, €s ott aktivalt allapota miatt jelentdsen megnovelni az aktin filamentumok, ill. a
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nytlvanyok szamat és hosszat (18. abra G). Osszegészében az aktivalt formakkal végzett
funkcionyeréses kisérletek ravilagitottak arra, hogy a dDAAM fehérje instruktiv szerepet
jatszik a sejtes nyulvanyok képzodésében, és egyben megerdsitették azt a hipotézisiinket is,

hogy a dADAAM az axonnovekedés egyik fontos faktora.

18. abra Konstitutivan aktiv dDAAM formak hatisa az embriondlis nyulvinymintazatra, és a
hasi idegkotegb6l kilépé nyudlvanyok regeneracidjara. A CDAAM idegrendszer-specifikus
taltermelésének hatasara a kozponti idegrendszerre jellemzd 1étra-szerti nyulvanymintazat (A) sériil,
kompaktalodik, keresztkoteg megvastagodasok, ill. a periféria felé kilépd extra nytlvanyok lathatéak
(B). A Fasll ellenanyaggal kirajzolt 3 hosszanti lefutasu koéteg (C) mintdzata is megvaltozik a
CDAAM tultermelésével. A kotegek lefutasa sériil, atkeresztezodéseket, €s periférialis iranyba kilép6
nyulvanyokat lehet megfigyelni (D). A szdveti komyezetb6l kiemelt hasi idegkdteg periférialis
iranyba futé nyulvanyai képesek regeneralodni. (E) A konstitutvan aktiv CDAAM idegrendszer-
specifikus taltermelésének hatasara ez a regeneracios képesség megnd (F), mig a masik konstitutivan

aktiv forma a DADm-DAAM a periféria felé futé nyulvanyok szamat drasztikusan megnoveli (G) .
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A dDAAM fehérje elosegiti a filopodiumok képzodését az axon novekedési kupjaban

Az embrionalis szoveteken végzett kisérletek mellett kivancsiak voltunk arra, hogy a dDAAM
szubcellularis szinten hol helyezkedik el, ill. jelen van-e a nyulvanyndvekedésben kitiintetett
szerepet jatszo képlet a novekedési kup teriiletén. Ennek vizsgélatahoz embrionalis kdzponti
idegrendszerbdl szarmazo elsddleges idegsejt kulturakat hasznaltunk. Ezeken a sejteken
elvégezve az ellenanyagos festést, azt talaltuk, hogy a dDAAM az egész novekedési kap
tertiletén megtalalhato, ezen beliil felhalmozodik a novekedési kup periférialis részén talalhatod
filop6diumokban (19. abra A-C), beleértve azok cstcsi részét is, ahol nagymértékii aktin-
polimerizacié folyik. Tekintve, hogy a filopédiumok nem eldgazd aktin filamentumokban
gazdag strukturdk, nyilvanvaloan adodott a kérdés, hogy a dDAAM fehérje mint formin
tipust aktin dsszeszereld faktor szerepet jatszik-e a filopddiumok képzdédésében vagy azok

dinamikajanak szabalyozasaban.

dDAAM™MaY2i9 ‘IDADM-DAAM-EGFP

19. abra A dDAAM szerepének vizsgalata a novekedési kiupok filopodiumainak kialakulasaban.
Primer idegsejt kulturaban a dDaam és az Ena szubcellularis lokalizacioja részleges atfedést mutat (A-
C), és mindkét fehérje megtalalhaté a filopédiumok csticsain, ahol az aktin polimerizacid torténik
(nyilak). A zigoétikus és maternalisan mutans allatokbdl szarmazé idegsejtek nyulvanyain talalhato
filopédiumok szama kevesebb (E), mint a vad tipusu sejteké (D), mig a DADm-DAAM konstitutivan
aktiv format tultermeld sejtek axonjain joval tobb filopédium taldlhaté (F). HRP: torma-peroxidaz

elleni ellenanyag, altalanos idegsejt-specifikus ellenanyag.
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Ennek a kérdésnek a vizsgalatira dDAAM™Y“¢ mutins embriok kozponti
idegrendszerébdl szarmazo primer idegsejt kultarakat hasznaltunk. A kisérlet soran a
filopodiumok szadmat, hosszat, ill. az idegsejt nytlvany hosszat vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk,
hogy a dDAAM hidnyos embridk filopédiumainak szdma a vad tipushoz képes 62%-kal
lecsokkent, hosszuk 26%-kal rovidiilt. (19. dbra B ¢és 20. &bra). Ezek a funkcidvesztéses
kisérletek alatamasztjak azt a hipotézisiinket, hogy a dDAAM-nak a ndvekedési kup
filopédiumainak kialakitasaban van szerepe. Ezt az elméletet megerdsiti a DADm-DAAM
konstitutivan aktiv forma taltermelése is, mivel jelenlétében a filopédiumok szama 73%-kal
megn6tt (19. abra C és 20.4abra). Ezen kisérletek alapjan elmondhat6, hogy a dDAAM fontos
szerepet jatszik a novekedési kupon talalhato filopoddiumok kialakitasdban. Tekintve, hogy a
filopodiumok a nyulvanynovekedés esszencialis elemei, primer sejtkulturas eredményeink
nem csupan a dADAAM fehérje szubcellularis funkcidjat tartak fel, de jol magyarazzak a teljes

idegrendszer szintjén megfigyelhetd fenotipusokat is.
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20. abra A dDAAM filopédiumokra gyakorolt hatasanak vizsgalata primer
idegsejtkultarakban. A zigétikusan ¢€s maternalisan mutans Aallatokbol szarmazoé idegsejtek
nyulvanyain talalhat6 filopodiumok szama kevesebb és rovidebb, mint a vad tipust sejteké, mig a

DADm-DAAM konstitutivan aktiv format tiltermel6 sejtek axonjain joval tobb filopodium talalhato.
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A dDAAM aktivatorai a Rac tipusu kisGTPazok

A funkciondlis vizsgalatok utdn felmeriilt a kérdés, hogy a dDAAM milyen fehérjékkel
mikddik egyiitt az axonndvekedés soran. Az altalanosan elfogadott elképzelések szerint a
DRF forminok alap allapotban inaktiv formaban vannak jelen a sejtben, mely konformacié a
fehérje N- és C-terminalisanak 0Osszekapcsolédasaval jon létre (Alberts, 2001). Ezt az
autoinhibicios kapcsolatot képes bontani, és igy a fomint aktiv allapotba hozni egy aktivalt
kisGTPaz bekotddése. Kivancsiak voltunk arra, hogy az idegrendszer teriiletén melyik
kisGTPaz(ok) felelds(ek) a ADAAM aktivalodasaért. Ennek eldontésére dominans genetikai
interakcios vizsgalatokat végeztiink a Rho kisGTPaz csalad ismert Drosophila tagjait érintd
mutansokkal. Eloszor a RhoA null alléljat teszteltiik, amelyrdl kordbban bebizonyosodott,
hogy a trachea fejlddése soran a dDAAM aktivatora (Matusek et al., 2006). Ez az allél csak
kis mértékben erdsitette a zigotikus null mutins dDAAM™ embriondlis axonndvekedési
fenotipusat, ami arra utalt, hogy az idegsejtekben valdszintileg nem a RhoA felelés a ADAAM
aktivalasaért. Igy a kovetkezOkben a Rac tipust kisGTPazok alléljeivel végeztik el az
interakcios vizsgalatokat, amelyekrdl egyébként mar korabban ismertté valt, hogy szerepet
jatszanak az axonnovekedésben (Ng és Luo, 2004). A Drosophila genom harom Rac tipusu
GTPazt kodol (Racl, Rac2, Mtl), amelyek az idegrendszerben nagymértékli funkcionalis
redundanciat mutatnak (Hakeda-Suzuki ¢és mtsai, 2002). A Rac GTPazokat érintd
mutansokkal elvégezve a vizsgalatokat, erds, gén-dozis fiiggd genetikai kolcsonhatast
figyeltink meg. Mig a Racl, Rac2 gén mutans alléljai mellett a hemizigdta dDAAM™*-as
allatokban megjelend nyulvanyndvekedési hibak aranya 8%-rol csak 31%-ra, addig a Racl,
Rac2, Mtl harmas mutans hatasara 70%-ra nott (21. abra). A funkciovesztéses allélok kozott
megfigyelheté6 domindns kdlcsonhatassal ellentétben, a konstitutivan aktiv CDAAM izoforma
altal okozott funkcidnyeréses fenotipust nem szupresszalta a Rac gének dozisanak

csokkenése, ami azt jelzi, hogy a Rac kisGTPazok a nyulvanynovekedést szabalyozo
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folyamatban vagy a dDAAM f616tti szinten helyezkednek el, vagy egy parhuzamos utban
vesznek részt. Egyiittesen, a funkcionyeréses €és a funkcidvesztéses interakcios vizsgalatok
eredményei jO Osszhangban vannak azzal az elképzeléssel, hogy a dDAAM legfontosabb

kisGTPaz tipusu aktivatorai az axonndvekedés soran a Rac csalad tagjai koziil kertilnek ki.

aoame Ract Raczr+ (L

dDAAMEX8-RhoA /4 E . csoport
O 1l. csoport
mlll. csoport

dDAAMEXSB F:I

0% 10% 20% 30% 40% S50% 60% 70% 80%

B
90,00% - O1. csoport
80,00% - — |@Il. csoport
70,00% - mIll. csoport
60,00% - —
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% A
10,00% - H
0,00% = T T T T ‘ T T L T
& &
& X '??&y qf’ly N §
AN x© \Q_ 'y 2
& 3 @3 &y
d@?\x é_,’\ é"\ Q_’D' Q4
< & S o
F N SR
S & & &

21. abra A dDAAM™® dominans interakciés vizsgalata a Rho tipusi kisGTPazok alléljeivel. A

dDAAM™% erés dominans interakciot mutat a Rac kisGTPéazok alléljeivel.
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A dDAAM az embrionalis nyulvanymintazat kialakitasa soran egyiittmiikodik az Ena és

a Profilin fehérjékkel

A dDAAM idegrendszeri szerepének vizsgalata sordn mas interakcids partnereket is
teszteltiink, melyekrol feltételeztiik, hogy egyiittmiikddnek ezzel a forminnal. Ezek koziil az
egyik a Profilin (a chickadee /chic/ gén terméke), egy G-aktin kot fehérje, amely képes a
forminok prolin-gazdag FH1 doménjéhez kotddni, és ily modon aktin monomereket
biztositani az aktin polimerizaci6 folyaman (Chang és mtsi., 1997; Evangelista és mtsi., 1997;
Imamura és mtsi., 1997; Watanabe és mtsi., 1997). Egy masik érdekesnek talalt fehérje az
Enabled (Ena), melyr6l mar kordbban kimutattak, hogy jelen van a filopédiumokban, és azok
csucsi részén halmozodik fel (Lanier és mtsai., 1999). Idegrendszerben végzett vizsgalatokban
kimutattdk, hogy ena hidnyaban a Drosophila embri6 hasi idegkétegében megfigyelhetd
szakadasok és projekcios hibak jelennek meg (Wills és mtsai, 1999). Mivel mindkét fehérje
sejten beliili lokalizacioja részleges atfedést mutat a dDAAM mintdzattal, és funkcionalisan
feltételezhetd kozottik egyiittmiikodés a nyualvanyndvekedés soran, genetikai interakcios
vizsgalatban teszteltilk e fehérjék génjeinek alléljeit. Az eredmények alapjan elmondhato,

02029 a11é1 domin4ns interakcidt mutatott a dDAAM null

hogy mind a chic’”', mind az ena
alléllel (22. abra). Ezzel 6sszhangban, ko-immunoprecipitacio segitségével kozvetlen fizikai
kapcsolatot is ki tudtunk mutatni a dDAAM ¢és a Profilin, ill. az Ena kézott (Matusek Tamas

személyes kozlése). Ezek alapjan elmondhatdo, hogy a dDAAM az embrionalis

nyulvanymintazat kialakitasa soran egyiittmiikddik az Ena és a Profilin fehérjékkel.
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22. abra Dominans genetikai interakcios vizsgalat a chic, mind az ena gén alléljével. Mind az

ena, mind a chic gén alléljének esetében dominans interakci6 volt megfigyel heté a dDAAM™ alléllel
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A dDAAM fehérje lokalizacidoja az adult agyban

Az embrionalis kisérletek utan érdeklodésiink a késébbi idegi fejlédésre iranyult. Kivancsiak
voltunk arra, hogy a dDAAM csak az embriondlis idegrendszer differencialédasa sordn jatszik
szerepet, vagy a késoObbi stadiumokban is hozzdjarul az idegrendszer fejloddéséhez, ill.
muikodéséhez. Elsd kérdésiink az volt, hogy vajon a Drosophila agyban/kézponti
idegrendszerben jelen van-e a dDAAM fehérje a larvélis, a bab és az adult fejlodési
stadiumokban, és ha igen, mely teriiletekre jellemzo a kifejezddése. Az idegsejtek magjara
specifikus ellenanyag, az a-elav hasznalata mellett vizsgaltuk a dDAAM lokalizaciojat és
megallapitottuk, hogy a fehérje minden fejlédési stddiumban kimutathaté a kozponti
idegrendszerben, ahol jellemzdéen a nyulvany-gazdag neuropil régidkban mutat erds

felhalmozodast (23. abra A-C, ill. nem bemutatott eredmény).

23. abra A dDAAM lokalizaciéja az adult agyban. Az adult agy teriiletén a dDAAM a neuropil
(nyulvany-gazdag régidkban) dusul fel, mig a foleg sejttesteket tartalmazéd kérgi teriileteken (elav
festés) nem jellemzo6 a kifejezddése (A-C). A neuropil région belill a dDAAM feldisulast mutat a
gombatest teriiletén, azokban a nyulvanyokban, melyekben nyulvanyndvekedésre utalé aktin

felhalmozodas figyelheté meg (D-F).
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A gombatest szerkezete és kialakuldsa

A tovabbiakban funkcionalis vizsgalatainkat fOként az adult agyra, azon beliil is a gombatest
nevl agyi teriiletre fokuszaltuk, mert aktin festés mellett vizsgalva a dDAAM lokalizaciojat
jol kivehetd, hogy az agy belsejében taldlhatd interneuronokbol allé képlet, a gombatest
teriiletén a dADAAM erds feldusulast mutat a nytlvanyokban (23. dbra D-F).

A gombatest (mushroom body /MB/) egyike a Drosophila agy egyik legjobban
elkiilonithetd teriileteinek, €s sztereotip nyulvanymintdja miatt az axonndvekedési vizsgalatok
kedvelt modell rendszere. Tobb kutatds bebizonyitotta, hogy fontos szerepet jatszik a szaglasi
tanulasban  (Heisenberg 2003; Davis, 2004). A gombatest szerkezetében bekdvetkezett
elvaltozasok hatasara sériil az allat hosszu- és rovidtava memoridja (Heisenberg és mitsai.,
1985; Pascual és Preat, 2001). A szaglési tanulas mellett azonban a gombatestnek még szamos
mas funkciot is tulajdonitanak, mint példaul a mozgasi aktivitas szabalyozasa, az alvas, a
vizualis memoria dsszetett formaja, a helypreferencia, stb. (Martin €s mtsai., 1998; Mizunami
¢és mtsai., 1998; Liu és mtsai., 1999; Tang és Guo, 2001; Brembs és Wiener, 2006; Joiner €s
mtsai., 2006; Pitman és mtsai., 2006).

A Drosophila gombateste harom {0 részbdl all, a kehelybdl, a nyélbdl és a
lebenyekbdl. Alapfelépitését az o6t alkotd Kenyon sejtek adjak, melyekbdl gombatestenként
kb. 2500 darab van (Technau, 1984; Balling ¢s mtsai., 1987). Ezen sejtek nytlvanyai anterior
iranyba projektalva dendritikus agakat képeznek, melyek Osszessége alkotja a kelyhet. Az
axonok még elorébb projektalnak, igy hozzdk l1étre a nyelet. A nyél eliilsé végénél az axonok
elagazddnak, majd dorzélisan és medialisan tovabb novekedve kialakitjak a vertikalis és
medialis lebenyeket. A vertikalis lebenyek az a’ és a lebenyekbdl, mig a medidlis lebenyek a
v, a B° és a B lebenyekbdl allnak. A Kenyon sejteknek harom tipusat kiilonboztetjiik meg,
melyek nemcsak abban térnek el egymastol, hogy mely lebenyek kialakitasdban vesznek

részt, de génexpreszids mintazatuk is eltérd (Crittenden és mtsai., 1998). A y neuronok csak a
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v lebenyt idegzik be, mely a leganterioralisabb része a medialis lebenynek. Az o’/B’ neuronok
elagaznak a ny¢l anterioralis végénél és az o’ €s a B’ lebenyebe projektalnak. Az o/ neuronok

1s ezt a mintazatot kovetik, és eldgazodva az a és a § lebenyekben végzodnek (24.abra).

" Denditek ;
(kehely) G

1
Axonok
(nyél)

24. abra A gombatest felépitése

A harom Kenyon sejt tipus €s az altaluk Iétrehozott lebenyek a fejlodés soran egymas
utan keletkeznek. El6szor a y neuronok jonnek Iétre €s egészen az L.3-as stadiumig csak ezek
alkotjak a fejlédd gombatestet. Masodikként az a’/B’ neuronok jelennek meg a késdéi larva
stadiumban, végezetiil az o/ neuronok jonnek létre a neuroblasztok osztdédasabol, melyek
szama egészen a késdi bab stadiumig egyre nd. A fejlédés sordn legeldszor megjelend
Kenyon-sejtek (a y neuronok) nyulvanyai larvalis projekcidjuk soran kettéagaznak, létrehozva
a vertikalis és a medidlis lebenyeket, de ezek az axonok csak ideiglenesek, mivel egyik
funkciojuk, hogy a késobb projektald o’/f’ neuronok nyulvanyai szadmara szolgéljanak
segitségiil a novekedés soran, kijeldlve az Gtvonalat. Az L3 larva stadium végén kezdenek el
projektalni az o’/f’ neuronok nyulvanyai a y lebenyek kozepén, majd az agy eliilsé részébe

érve — kovetve a y axonok mintdzatat — 1étrehozzak az o’ és a B’ lebenyeket. A babozodas
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kezdetén, miutdn o’/B’ nyalvanyok létrehoztak az o’ és a B’ lebenyeket, a y neuronok

nyulvanyai visszametszddnek a gliasejtek fagocitozisanak koszonhetden (Awasaki és Ito,

2004; Awasaki €s mtsai., 2006). A visszametszddott axon a tovabbiakban csak medialisan nd

vissza, létrehozva a felnétt allatra jellemzd y lebenyt. Végezetiil a bab stadium folyaman,

miutdn az a’/B’ neuronok kialakultak, és létrehoztak a rajuk jellemzO lebenyeket, a

neuroblasztok osztoddsa soran létrejonnek az o/f neuronok, melyek nyulvanyai a kordbban

kialakitott minta mentén projektalnak és hozzak 1étre az a és [ lebenyeket (25. dbra). Az

ujonnan létrejott nytlvanyok, ndvekedésiik soran mindig a nyulvany-koteg belsejében futnak,

igy biztositva a megfeleld projekciot (Verkhusha és mtsai., 2001).

vertikalis
lebeny
L1
stadium 379
medialis
lebeny

késobi L3
stadium

babozoédas
kezdete

24h PPF

48h PPF

felnott

® y neuron
® o’/ neuron

® o/ff neuron

25. abra A gombatest lebenyeinek Kkialakulisa a
kiilonbo6zo fejlédési stadiumok alatt.

A fejlodés soran a gombatestet felépitd lebenyek egymas utan
jonnek létre. A larvalis fejlodés soran legelészor a y neuronok
jonnek létre és alakitjak kia larvalis korra jellemzd vertikalis
és medialis lebenyeket. Az L3 larva stadium végén jelennek
meg az o’/B’ neuronok, melyek nyulvanyai alkotjak az o’ és a
B> lebenyeket. A babozodas kezdetén, a y neuronok
nyulvanyai visszametszOdnek, majd tovabbiakban csak
medialisan ndnek vissza, kialakitva a felnott allatra jellemzo
v lebenyt. Legutoljara az o/p neuronok jonnek létre, melyek

nyulvanyai hozzak 1étre az o és B lebenyeket.
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A dDAAM Fkifejezédésének vizsgalata a gombatestben

A fenticknek megfeleléen ugy taldltuk, hogy a dDAAM jelen van a gombatest-
nyulvanyokban, de ezt a kifejez6dési mintat részletesen is tanulméanyozni akartuk.
Kisérleteinkhez FaslI ellenanyagos festést hasznaltunk, mely az a, a  és a y lebenyeket jeloli
ki. A DAAM fehérje elleni ellenanyaggal, és a Fasll ellenanyaggal végzett kettds festéssel
végig kovethetjik a dDAAM expressziojat a kiilonbozo fejlodési stadiumok soran a
gombatest lebenyeiben. Mint mar emlitettem, a larvalis fejlédés soran el0szor a y neuronok
jelennek meg, és kezdenek nyulvanyokat ndveszteni a meghatarozott célteriilet felé. Ezen
nyulvanyok novekedése a korai larvalis stddiumokban megy végbe. L1-es stadiumu larvan
végzett immunfestés alapjan jol latszik, hogy a dDAAM fehérje a nyulvany-koteg kdzepén
mutat felhalmozodast (26.4bra A-C), amihez hasonld kifejezddési mintazatot figyeltiink meg
a késobbi larvalis stddiumokban is. A kés6i L3 stadiumban az o’/B’ neuronok jonnek létre,
majd olyan nyulvanyokat képeznek, amelyek a nyél kdzepén futnak, pont azon a tertileten,
ahol a dDAAM er6s feldasulast mutat (26. abra D-I). Azt, hogy ezek valdban az o’/p’
neuronokhoz tartozé nyulvanyok, a Fasll ellenanyaggal végzett festés tdmasztja ald, mert az
ebben a stadiumban csak a y lebenyeket jeldli, a y lebenyek kozepén futdé o’/B’ axonokat nem.
A 26. dbra G, H és I panelén jol latszik, hogy a dDAAM feldisulds arra a teriiletre
lokalizalodik, ahol nincs FaslI jelolés. A pupalis stadiumokban elvégzett immunhisztokémiai
festések is hasonld eredményekkel zarultak. A nyél, ill. a lebenyek kozepén megfigyelhetd
dDAAM feldusulas (26. abra J-O) azt sugallta, hogy a dDAAM fehérje legnagyobb
mértékben az aktudlisan novekvd nyulvanyokban van jelen, hiszen kordbban ismertté valt,
hogy az aktudlisan ndvekvd gombatest axonok a lebenyek kozepén futnak (Verkhusha és

mtsai, 2001).
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dDAAM dDAAM

26. abra A dDAAM fehérje lokalizaciéja a gombatestben az agy kiilonbo6zé feljodési
szakaszaiban. A dDAAM felhalmozodast mutat az Gjonnan 1étrejové nyalvanyokban a gombatestben
az L1 (A-C), L3 (D-I) és a bab stadiumokban (J-O). A fejlodé gombatestet FaslI festéssel jeloltiik ki,
mely specifikus a gombatest o,  €s y neuronok nyulvanyaira. Megfigyelhetd, hogy az Osszes lebeny
kialakulasa soran a dDAAM fehérje a lebenyek koézepén dusul fel, ahol az aktudlisan novekvd

nyulvanyok futnak.

Az, hogy ez a felhalmozodas valoban csak a legfiatalabb nyulvanyokra jellemz6, az o és B

crer

Ezzel a driverrel termeltettiink til egy membran fehérjéhez fuzionalt GFP-t (mCDS8-GFP),
mely igy kijelolte a fejlodés sordn legkésdbb 1étrejovd centralis nyulvanyokat. Az ilyen

jeloléssel készitett keresztmetszeti képeken jol kivehetd, hogy a dDAAM feldusulas az
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mCD8-GFP-vel kijelolt tertilet kozepén van (27. 4bra), tehat az altalunk vizsgalt formin

valoban az Gijonnan létrej6vo nyulvanyokra specifikus kifejezddést mutat.
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27. abra A dDAAM fehérje lokalizacidja a gombatest keresztmetszeti képén. Az adult gombatest
kiilonb6z6 régioirdl (o lebeny/A-C/, B lebeny /D-E/ és nyél /G-1/) készitett keresztmetszeti képeken a
dDAAM jol lathatdéan az Gjonnan létrejott nytlvanyokban mutat feldisulast. A gombatest legutoljara
1étrejovo nyllvanyait az NP6024-Gal4 driverrel tultermelt mCDS8-GFP segitségével jeloltiik ki.

Ez a felhalmozodas a frissen kikeld feln6tt allatokban jol lathatd, és még néhany napig
megfigyelhetd, az iddsebb allatokban azonban teljesen eltlinik. Ez a megfigyelés azt a
hipotézist tamasztja ala, hogy a dDAAM a gombatestben elsdésorban a nyllvanyok
képzddéséhez sziikséges, a folyamat végeztével azonban jelenléte feleslegessé valik és eltlinik
a nyulvanyokbol. A gombatestre jellemz0 kifejez0dési minta mellett a ADAAM fehérje elleni
ellenanyaggal egy altalanos festddés figyelhetd meg az agy neuropil, azaz nyulvany-gazdag
teriiletein. Ez a festddés a tobb napos felndtt agyban is jol kivehetd, ami arra utalhat, hogy az
agy gombatesten kiviili teriiletein a dDAAM, az axonndvekedés mellett, a normalis agyi

miuikddések fenntartasdhoz is hozzéjarulhat.
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A dDAAM hipomorf mutansok gombatestében axonniévekedési és navigalasi hibak

figyelhetok meg

A dDAAM fehérje kifejezddésének vizsgélata utan meg szerettiilk volna tudni, hogy milyen
szerepe van a fejlodd agyban a nyulvanyok ndvekedése sordn, modell rendszeriil a
gombatestet valasztva. A kezdeti funkcidvesztéses vizsgélatok soran a dDAAM gén egyik,
mar korabban, az embrionalis kisérletek soran is alkalmazott excizios alléljat, a dDAAM™ -et
hasznaltuk. Ez a gén 3’ régiojat érintd delécid eltavolitja a dDAAM mRNS 3° UTR-jét és 36
bazispart a kodold részbol. Az UTR hidnya ellenére, szemi-kvantitativ RT-PCR-rel nem
talaltunk csokkenést a dDAAM mRNS mennyiségében a vad tipushoz képest. Ezzel
ellentétben, az adult agybodl szdrmazo mintakat Western blot-tal vizsgalva jelentds csokkenés
detektalhat6 a mutdns fehérje szintjében (28. abra), ami arra utal, hogy a mutans fehérje joval
instabilabb a vad tipushoz képest. Genetikailag a dDAAM™-es allél hipomorf, szemiletalis
allélként viselkedik, azonban homo- ill. hemizigotaként is életképes, igy mind himekben,

mind néstényekben vizsgalni tudjuk a muténs allél hatasat a gombatest szerkezetére.
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28. abra A dDAAM®™! hipomorf mutins &llatok agyaban jelenlevé dDAAM fehérje
mennyiségének vizsgilata Western blot segitségével. A homo- és hemizigota dDAAM™ allatok
agyaban jelents csokkenés mutathato ki a dADAAM fehérje szintjében (130 kDa magassagban lathato
fehérje-sav) a vad tipusu allatokhoz (WT) képest. Belsé kontrolként a glikogén-foszforildz
ellenanyagot hasznaltuk (100 kDa).
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A korabban emlitett FasIl markert hasznalva azt talaltuk, hogy a dDAAM™' mutans
gombatestek kb. felében kiilonbozd tipust axonndvekedési és projekcios/navigalasi hibak
figyelhetok meg. A nyualvanymintdzatot érintd elvaltozasok kozott megfigyelhetd volt
nyulvany vastagodas, vékonyodas, rovidiilés, hiany €s rossz helyre valo projekcio is mind az
a, mind a B lebenyek esetében (29. abra). Vizsgalataink sordn ezt az 6t fenotipus kategoriat
dokumentéltuk, de a konnyebb érthetdség kedvéért ezeket két f6 csoportba soroltuk
(novekedési hiba és navigalasi hiba), és az alabbiakban eszerint targyalom Oket. A novekedési
hibak koz¢ soroltuk a rovidiilés, a vékonyodas és a hiany kategoridkat, ez utobbi kettdt akkor,
ha nem péarosult a masik lebenyt érint6 vastagodassal. A navigalasi hibak koz¢é szamoltuk a
vastagodast, a rossz helyre vald projekciot, valamint a vékonyodast és hianyt, ha a

gombatesthez tartozo masik lebenyben vastagodas volt megfigyelheto.
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29. abra A dDAAM™? illatok gombatestében megjelend nyilvanynovekedési és navigalasi
hibak. A gombatest fejlodése soran a dDAAM mutans allatokban mind az a, mind a 3 lebenyekben
megfigyelhetiink vastagodasokat, vékonyodasok, révidiilések, hianyokat és rossz projekciot. Az o és

lebenyeket Fasll festéssel tettiik lathatova.

Az eredményeinket részletesebben analizalva elmondhatjuk, hogy mig a ndstények esetén 30-

40%-ban kaptunk nyulvanyndvekedési €s navigacids hibdkat, addig a himek esetében a
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mutéans lebenyek aranya 40-50% volt (30. abra). Erdekességképpen elmondhaté, hogy mind a
ndstények, mind a himek esetében a B lebenyekben magasabb szazalékban jelentek meg
nyulvanynovekedési €és navigalasi hibdk (30. abra). A himekben megfigyelhetd erdsebb
fenotipus valosziniileg egy doziskompenzacios hibara utal, ami a dDAAM-hoz hasonléan X
kromoszomalisan elhelyezkedé mutansok esetében gyakran tapasztalhato. Ezzel 6sszhangban
kimutattuk, hogy a dDAAM fehérjébdl kevesebb van a dDAAM™'-es himekben, mint a
néstényekben (28. abra), ami egyben magyarazattal szolgal arra, hogy miért tobb a

nyulvanyndvekedési hiba a himek gombatestjeiben.
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30. abra A hipomorf dDAAM mutinsokban elé6fordulo fenotipusok penetrancidjanak szamszeri
abrazolasa. A dDAAM™' homo- és hemizigdta allatok gombatestjeiben nyulvanynovekedési és
navigalasi hibakat taldlunk, mind az o, mind a B lebeny esetében. Ezek a nytlvanymintazatot érintd
fenotipusok a hemizigotakban nagyobb szazalékban fordulnak eld, mint a homozigotakban, illetve

18°C-on tartva az allatokat mind a himekben, mind a néstényekben megnd a mutans lebenyek aranya.

Erdekes modon a dDAAM mutansokat 18°C-on tartva, a nyalvanynovekedési hibak aranya
magasabbnak adodott a 25°C-on, standard labor homérsékleten mért értékekhez képest
(30.4bra). Ez arra utalhat, hogy a dDAAM™-es allélrol képzédd fehérje hidegérzékeny
fehérjeként viselkedik a kozponti idegrendszerben, vagy esetleg az is elképzelhetd, hogy

18°C-on a dDAAM fehérje hidnya jobban toleralhatd az egyéb szdvetekben, — ahol a
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dDAAM-nak szintén fontos szerepe van a fejlodés folyaman - ezért javul az allatok
¢letképessége, emellett azonban az idegi fenotipus valamelyest romlik.

Az utdbb részletezett aprobb fenotipus eltérésekkel szemben Iényeges megfigyelésnek
tekinthetjiikk, hogy a dDAAM®' mutansokra jellemzd axonndvekedési és navigalasi hibak
gyakorlatilag teljes mértékben menekithetok a teljes hosszusagt dDAAM fehérje altalanos
(Act-Gal4), ill. idegrendszer-specifikus (Elav-Gal4) taltermelésével (31.4bra). Ez egyrészt azt
bizonyitja, hogy a gombatestet érinté novekedési és projekcids hibak kizardlag a dDAAM gén
hianyanak kovetkezményei, masrészt az idegrendszer-specifikus menekités a dDAAM

sejtautonom mitkodésmodjara utal.
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31. abra Az FLDAAM tiiltermelés hatasa a ADAAM™" muténs allatok gombatestében megjelend
novekedési és navigalasi hibak aramyara. Mind a ndstények, mind a himek esetében a teljes
hosszusagi dDAAM éltaldnos (Act-Gal4) vagy idegrendszer (Elav-Gal4) specifikus tiltermelése
képes volt menekiteni mindkét lebeny esetében a dDAAM mutansokban megjelend fenotipus

kategoriakat.

A dDAAM fenotipus még teljesebb leirasa érdekében arra kerestiik a valaszt, hogy a
dDAAM mutansokban megfigyelhetd novekedési hibak csak az a és B lebenyeket érintik-e,
vagy detektalhatoak-e kordbbi, mas lebenyeket érintd nyulvanyndvekedési defektusok. Ezeket

a vizsgalatokat L3-as stddiuma mutans larvakon végeztiik, ebben a stddiumban ugyanis még
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tobbségében csak a y neuronok axonjai vannak jelen, amelyek a medialis €s a vertikalis
lebenyekbe tomoriilnek. A larvalis mutans agyakban is taldltunk axonndvekedési hibakat,
ezek penetrancidja azonban a vertikélis lebenyben csak 12%, mig a medidlis lebenyben
csupan 2% volt (32. abra). Ezek alapjan Ggy gondoljuk, hogy a felnétt allatok agyaban
megfigyelhetd nyualvanynovekedési és navigacidés hibak addiciondlis hatasra jonnek létre,
mégpedig amiatt, hogy az ujonnan 1étrejové nylalvanyok a korabban projektalt nyalvanyok
mentén haladnak. Ha a kordbban 1étrejott nyulvany novekedése nem megfeleld, akkor az uj
nyulvany sem a vad tipusu minta szerint halad. Larvalis korban a nyalvanyndvekedési hibak
aranya még viszonylag alacsony, de ha hozzavessziik az esetleges kés6bbi hibas projekcidkat

is, akkor a feln6tt korban tapasztalt kb. 30-40%-o0s fenotipus arany realisnak latszik.

100% n=136

32. abra A dDAAM™ mutansokban megjelené,
90%

a larvalis y lebenyt érinté ndvekedési hibak
80%

aranya.
70%

Az L3-as allatok agyaban még jorészt a y neuronok
60%

e nyalvanyai alkotjdk a wvertikalis ¢és medialis

209, I névekedésihiba  lebenyeket. Ebben a stadiumban azonban csak

i W vad néhany széazalékban jelennek meg
(]

20% nyulvanynovekedési hibak.

10%

0%

dDAAMT L3 | dDAAMP L3
vertikélis medialis

lebeny (alfa) | lebeny (béta)

Osszegzésképpen elmondhatjuk, hogy a dDAAM fehérje nemcsak hogy jelen van a
fejlodé adult agyban, de a gombatesten végzett kisérleteink alapjan az ujonnan
1étrejovo/1étrejott nytlvanyokban mutat erds, specifikus felhalmozodast. A dDAAM hianya
axonnovekedési és navigacidos hibakat eredményez mar a fejlodo larvalis és az adult
idegsejtekben is, amelyek menekithetéek a teljes hosszusagu fehérje tultermelésével. Ezek

alapjan egyrészt bizonyitottnak tekinthetjiilk, hogy a dDAAM minden fejlédési stddiumban
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szerepet jatszik a Kenyon sejt axonok megfeleld projekcidjaban, mésrészt eredményeink azt is
jelzik, hogy a dDAAM nem csak az embrionalis idegrendszer fejlddéséhez nélkiilozhetetlen,

hanem az idegi differencialodas altalanos faktoranak tekintheté a muslicaban.

A dDAAM RNSi mutansok fenotipusa

A dDAAM®' hipomorf mutinsok analizise mellett kivancsiak voltunk arra, hogy egy
figgetlen modszerrel, RNS interferencia segitségével is lehetséges-e dDAAM fenokopiakat
indukélni az idegrendszerben. A kisérlethez az idegrendszer-specifikus Elav-Gal4 ¢és a
gombatest-specifikus OK107-GAl4 drivereket hasznaltuk, mely utébbi a gombatest egész
fejlodése soran aktiv expressziot biztosit a ndvekedd nytlvanyokban. A kisérletek soran a
Dicer2-t is taltermeltettiik, mivel hidnydban a hosszii dsRNS-eken alapuld csendesités
hatékonysaga minimalizalédik (esetiinkben egyaltalan nem is miikodott). 25°C-on elvégezve a
kisérletet, mindkét  driver esetében  12-15%-0s  gyakorisdggal  tapasztaltunk
nyulvanynovekedési és/vagy navigacids hibakat (33. abra). A fenotipikus hatds viszonylag
alacsony penetranciaja valdszintlileg azzal magyarazhatd, hogy az RNS interferencia 25°C-on
sok esetben nem hatékony. 30°C-on elvégezve a kisérletet, az agyak mindegyikében
megfigyelhetd volt a nytlvanymintazatot érinté elvaltozas, azonban az allatok életképessége
erésen romlott, igy csak néhany 4llatot tudtunk megvizsgalni. Mindazonaltal az RNS
interferencids kisérletek megerdsitették a delécios alléllal kapott funkciovesztéses adatokat, és

crer

nyulvanyok kialakitdsaban.

59



alfa lebenyek béta lebenyek

16% +—n=102 ___n=128 ___n=118 _ 189% —n=102____n=128___ _n=118 __
14% ] 16% —
12% hianyzik 14%
10% L vastagabb 12% ||
8% I vékonyabb 105
. 8%
6% M rovidebb
6%
4% 4ﬂb
2% 29, .
0% - T 0%
g & R
S D & S D <
<Q A Q <Q RS Q
& o) 2 & i K
%
F o F N SR
& S & & S &
< > o =
g o X N
§ Ny § § & §
& N & &«
& Q.;’" C.’)\\"L
S &
& & § &

33. abra A dDAAM RNSi mutinsok gombatest fenotipusainak eléfordulasi aranya. Mind az
idegrendszer specifikus (Elav-Gal4), mind a gombatest specifikus (OK107-Gal4) driverrel taltermelve
a dDAAM-ra specifikus RNS interferencia konstruktot, a gombatest lebenyeit érintd

nyulvanyndvekedési és navigalasi hibakat tapasztalunk.

A Drosophila Diaphanous és a dDAAM Kkifejezodési mintajanak osszehasonlitasa az

adult agyban

Tekintve, hogy a dDAAM™ mutansok idegrendszeri fenotipusanak nem 100%-os a
penetranciaja, felmeriilt a kérdés, hogy ez pusztan az allél hipomorf természetének
koszonhetd-e, vagy esetleg mas formin tipusia fehérje 1is szerepet jatszhat a
nyulvanynovekedésben a gombatest teriiletén. Kezdetben a kifejezddési mintak alapjan
probaltuk ezt a kérdést megkozeliteni, azonban a Drosophila genom altal kodolt 6t masik
formin koziil egyediil a Dia-ra tudtunk ellenanyagot beszerezni. Mivel ezzel a forminnal
kapcsolatban korabban semmilyen, a gombatestet érintd lokalizacios vizsgalat nem jelent meg
a szakirodalomban, kivancsiak voltunk rd, hogy egyaltalan jelen van-e a gombatest

nyulvanyokban. Ezért elsd megkozelitésben immunfestés végeztiink a rendelkezésiinkre allo
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Dia elleni ellenanyaggal, Fasll ellenanyagos festés mellett. A festés alapjan elmondhatjuk,
hogy a Dia a DAAM-hoz képest komplementer expresszidét mutat a felnétt agyban, egyetlen
kivétellel, mégpedig a gombatest lebenyek kozépsod részen futd nyulvanyokban, ahol is ennek
a két forminnak atfed6 a mintazata (34. dbra). A képek alapjan a Dia fehérje a glia sejtekben
van jelen nagy mennyiségben, ezt alatamasztja a glia-specifikus repo-Gal4 driverrel tultermelt
mCDS8-GFP mintazat is, amivel a Dia teljes atfedést mutat. Emellett azonban a gombatest o/
lebenyeinek kozepén projektald nyulvanyokban is viszonylag erds expresszio figyelhetdé meg,
melyek biztosan nem glia sejtek, mivel a markerként hasznalt glia-specifikus GFP minta errdl
a teriiletr6l hidnyzik (34. abra K, K’,K”). Ez a kozponti lokalizdci6 nagyon hasonld a
dDAAM fehérjéhez, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a dDAAM fehérje mellett a Dia is

jelen van a gombatest nyulvanyainak novekedése soran az éppen projektald nyulvanyokban.
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34. abra A Dia és a dDAAM
lokalizacidjanak dsszehasonlitasa
Drosophila agyban. A Dia az
adult agyban féleg glia specifikus
lokalizacioét mutat (A, C, E, G, 1)
ellentétben a dDAAM-mal mely a
neuropil régidkban mutat erds
felhalmozodast, tehat expresszidja
nyulvany-specifikus (B, D, F, H,
J). Mind a két fehérje megtalalhato
azonban a  gombatest o/
lebenyeinek kodzponti részén futd
ujonnan létrejott nyulvanyokban.
Ez a kdzponti felhalmozodas a Dia
esetében sem gliasejt specifikus,
mert a repo-Gal4 glia-specifikus
driverrel talexpresszalt mCD8-
GFP jelolés nem jelenik meg az

crer

(K, K, K”).



Ezzel 6sszhangban, a Dia kifejezddése az tijonnan 1étrejott nytlvanyokban az dsszes fejlodési
stadiumban hasonl6 a dADAAM-¢hoz (35. abra).

A Dia ellenanyaggal elvégzett immunhisztokémiai vizsgélatok alapjan tehat elmondhatjuk,
hogy a Drosophila agyban a Dia a dDAAM-mal ellentétben nem mutat altalanos nyalvéany-
specifikus lokalizaciot. Egyetlen kivételt a gombatest teriilete jelent, ahol az aktudlisan
projektald, wjonnan 1étrejové nyalvanyokban a Dia a dDAAM-hoz hasonlatos erds
felhalmozodast mutat. Ez a tény felvetette azt a lehetdséget, hogy nem csak a dDAAM-nak,

de a Dia-nak is szerepe lehet a Kenyon sejtek nyulvanyainak novekedésében.

35. abra A Dia lokalizaciéja a kiilonbozo fejlodési stadiumokban a gombatest teriiletén. A
dDAAM-hoz hasonloéan a Dia is feldusulast mutat a névekvd nyulvanyokban a fejlodé gombatest

teriiletén, mind a larvalis, mind a bab stadiumokban.
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A Dia szerepe a Kenyon-sejtekben

Miutan azt talaltuk, hogy a Dia fehérje a gombatestben jelen van a ndévekvo idegsejt-
nyulvanyokban, meg akartuk vizsgalni mi lehet a Dia szerepe a Kenyon-sejtekben, valoban
kotheté-e példaul az axonok novekedéséhez. A funkciondlis vizsgalatokat kezdetben
nehezitette, hogy nem 4allt rendelkezésiinkre homozigota formaban életképes hipomorf allél,
mig a funkcidvesztéses allélok heterozigota formaban nem okoztak nyulvanymintazatot érintd
elvaltozast. Ezt a problémat kikiiszobolendd, RNS interferencia konstrukciok segitségével
probaltuk a dia szerepét megérteni. A dia gén idegrendszer-specifikus csendesitésének
hatasara 19%-ban megjelend nyulvany-vékonyodas, illetve nytlvanyhiany volt megfigyelhetd
(38. ébra), azonban nem tapasztaltunk sem egyértelmii navigalasi (vastagodas, rossz
projekcid), sem egyértelmi nyulvanynovekedési (rovidiilés) hibakat. Ezek az eredmények
egybevagnak azokkal a koradbbi, mutans klonok analizisén alapulé megfigyelésekkel
miszerint, a dia a Kenyon-sejtek osztodasdhoz sziikséges, de a nyulvanyok ndovekedéséhez
nem (Ng és Luo, 2004). Az altalunk megfigyelt lebeny vékonyodasok, illetve hianyok is jol
magyarazhatok a Dia sejtosztédasban betoltott funkcidjaval, hiszen ha a Dia hidnyaban a
sejtosztodas megall, kevesebb Kenyon-sejt, és igy kevesebb axon lesz jelen a gombatestben.
Ennek az elképzelésnek az igazolasara mCD8-GFP jelolés mellett termeltettiik tul gombatest-
specifikusan (OK107-Gal4) a dia géntermékre specifikus dsRNS-t. A kisérletet 25°C-on és
30°C-on is elvégezve, mindkét hémérsékleten nyulvany-vesztéseket (lebeny-vékonyodas és -
hiany) talaltunk, 25°C-on egy enyhébb, csak nagyrészt az a és B lebenyeket érintd nytlvany
hiany volt tapasztalhato (36. abra), mig 30°C-on csak a y neuronok nyulvanyainak egy
csoportja fejlodott ki, azokban azonban sem rovidiilés, sem projekcidos hiba nem volt

megfigyelhetd (37. abra).
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UAS- RNSi Dia/ UAS-mCD8-GFP:
UAS-mCD8-GFP; . : . 3 ,
UAS-Der2/+; OK107-Gald/+ CRIBOa 36. abra A dia RNSi mutinsok fenotipusa a

gombatestben. A dia gén gombatest-specifikus

csendesitése  25°C-on, az o ¢és [ lebenyek
vékonyodasahoz vezet (A, B). A Kenyon sejtek
vizsgalata soran megfigyelhetd, hogy a sejttestek joval
nagyobbak (C, E), mint a vad tipusi gombatestben (D,
F), ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a sejtekben nem
tortént meg a citokinézis. (Nagyobb nagyitds mellett
latszik, hogy a sejtek tobb sejtmaggal rendelkeznek.) A
Kenyon sejtek membranjait a membran kotétt mCDS-
GFP fehérje taltermelésével jeloltik ki, az o és [
lebenyek vizsgalatahoz FaslI festést hasznaltunk.

A skéla mérete 20 pum.

A Kenyon sejteket DAPI festés mellett vizsgalva jol kivehetd volt, hogy a sejtek osztddasi
fazisaban nem tortént meg a citokinézis €s igy tobbmagvu sejtek jelentek meg (36. abra). Ez a
fenotipus a 30°C-on torténd taltermelés esetén volt a legerdsebb, ahol tobbmagvu oriassejtek

jottek létre, ezek nytlvanyai azonban normalis lefutast mutattak (37. abra).

37. abra A dia gén 30°C-on torténd
csendesitésének hatasa a gombatest
szerkezetére. Gombatest-specifikus
driverrel 30°C-on lecsokkentve a dia
géntermék  szintjét erds  sejtosztodasi
hibakat figyelhetink meg, oOrids tobb-
magva sejtek jonnek létre (D,E). Ezzel
egyiitt a y lebenyek kivételével, az Osszes
gombatest-lebeny hianyzik az agybol, tehat
az ezekhez tartozd idegsejtek valdszintlleg

mar nem is jottek létre (A-C).
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Ez az eredmény teljes mértékben 6sszhangban all azzal a hipotézissel, hogy a Dia-nak csak a
sejtosztodasban van szerepe, azonban még igy is felmeriil a kérdés, hogy a Dia valéban nem
vesz részt az axonndvekedés szabalyozasaban, vagy csak a sejtosztodas folyamata
érzékenyebb a Dia hianyara, igy mar nem is keletkeznek olyan sejtek, amelyekben vizsgalni
lehetne a (késdbbi) nyulvanyndvekedési funkciot. A kérdés tisztazasa érdekében a 201Y-Gal4
drivert hasznaltunk, és ezzel termeltettiik tul az RNS interferencia konstrukciot. Ez a driver az
OK107-hez hasonléan gombatest specifikus, ezen beliil azonban csak az a/f és vy sejtekben
aktiv. Fontos jellemzéje emellett, hogy Un. posztmitotikus driver, igy segitségével a
sejtosztodasok befejezddése utan vizsgalhato a Dia hidnyanak hatdsa. Ezekben az agyakban
sem talaltunk azonban nyulvanynovekedési hibakat, az egyetlen megfigyelhetd, 10%-ban
eléforduld elvaltozas az volt, hogy a f nytlvanyok nem termindlodtak az agy kozépvonalanal,
hanem éatnyultak azon. Ez a megfigyelés arra utal, hogy ha van is szerepe a Dia-nak a
nyulvanyok ndvekedésében, akkor az a nytlvanyndvekedés leallitdsaban lehet, tehat ebben a
vonatkozasban ellentétes szerepet jatszik mint a dDAAM. Ennek a jelentésége és pontos

mechanizmusa azonban egyelére még nem vilagos.

A formin tipusu fehérjék koziil a ADAAM az egyetlen, amely a gombatest nytdlvanyok

novekedésének pozitiv szabalyozodja.

Az imént Osszefoglalt eredmények alapjan a Dia kifejez6dik ugyan a gombatestben, de
szerepe elhanyagolhatoénak latszik az axonndvekedés szempontjabol. Kivancsiak voltunk
azonban arra, hogy mas formin fehérjéknek van-e szerepe a gombatest nyulvanyok
novekedésében. Ennek vizsgalatara beszereztilk azokat az RNS interferencia vonalakat,
amelyek a dia-n és a dDAAM-on kiviili masik négy Drosophila formin gén (capu, form3,
Fhos, CG6807) csendesitésére alkalmasak. Ezek az un. masodik generacios VDRC vonalak,

amelyek egymassal jol Osszehasonlithatoak, hiszen gy hoztdk Oket létre, hogy az RNS
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interferencia konstrukciokat a phiC31 integraz rendszer segitségével mindig ugyanarra a

kromoszomalis helyre épitették be. Ez az integralédasi hely a masodik kromoszoma bal

crer

expressziot biztosit az idegrendszeri vizsgalatokhoz (Keleman és mtsai., 2009).
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38. abra A Drosophila formin gének RNSi mutinsai altal okozott gombatest fenotipusok
penetranciaja. A Drosophila forminok idegrendszer-specifikus csendesitése soran csak a dDAAM és
a Dia esetében talaltunk eltéréseket a gombatest nyulvanymintazataban. Ezek az eltérések a mar
korabban megfigyelt elvaltozasok voltak (a dDAAM esetében novekedési és navigacios hibak, mig a

dia esetében sejtosztodasra utald vékonyodasok és hianyok).

Ezekkel az RNS interferencia konstruktokkal idegrendszer specifikusan (Elav-Gal4)
lecsokkentve a megfeleld formin géntermékeket, azt talaltuk, hogy a dia-n, és a dDAAM-on
kiviil egyetlen masik forminnak sincs szerepe a gombatest nyulvanyok kialakitasaban (38.
abra). A dDAAM esetében 13-15%-0s nyilvanymintazatot érintd elvaltozast detektaltunk, mig
a dia esetében 19% koriil volt az elvaltozasok aranya (38. abra). Kordbbi adatainkkal
egyezden, ezek a dDAAM esetében novekedési €s navigacidos hibdk, mig a dia esetében

sejtosztodasi defektekre utald hibak voltak, amelyek mellet sem nytlvanynovekedési, sem

67



navigaciés problémara utald fenotipusokkal nem taldlkoztunk. Ily mdédon a forminokkal
elvégzett RNS interferencias vizsgalatok arra utalnak, hogy a dDAAM az egyetlen olyan
formin tipusu aktin 0sszeszereld faktor, amely a gombatest axonok novekedésének pozitiv

regulatora.

A funkcionyeréses vizsgalatok is alatamasztjak, hogy a dDAAM a Kenyon sejt

nyulvanyok novekedésének pozitiv regulatora

A funkcioveszéses vizsgalatok utan kivancsiak voltunk arra, hogy a dDAAM konstitutivan
aktiv formainak taltermelése hatassal van-e a gombatest nytlvanymintazatara. Az embrionalis
idegrendszeri vizsgalatokhoz hasznalt CA formakat hasznaltuk ebben az esetben is, ¢és
gombatest specifikusan termeltettiik tul a CDAAM-ot és a DADm-DAAM-ot. Mindkét forma
tultermelése hatassal volt a nyulvanymintazatra, de eltér6 médon. Mig a CDAAM esetében a
tultermelés hatdsara a Kenyon sejtek kornyezetében egy amorf nyulvanymintazat jelent meg
(39. abra B ), addig a DADmM-DAAM jelenléte az a lebenyek teljes, vagy részleges hianyat,
esetében az okozott fenotipust valosziniileg most is visszavezethetjiilk a CDAAM lokalizacios
hianyossagara, igy egy iranyitatlan aktin polimerizacié kdvetkeztében a nyulvanyok a sejttest
kozelében rossz irdnyban, teljesen strukturalatlanul kezdenek el projektalni. Ezzel szemben a
DADm-DAAM thltermelése egy kevésbé drasztikus elvéltozast eredményez a
nyulvanymintazatban, amely arra utalhat, hogy ennek a csonkolt formanak a szabalyozasa
kozelebb lehet ugyan a vad tipushoz (pl. a sejten beliili lokalizacid szempontjabol), mint a
CDAAM-hoz, de ez a regulaci6é sem tokéletes az aktin polimerizacié szempontjabodl, igy a
nyulvanymintazat sériil. Jellemzé mddon, a nyulvanyok névekedése a  lebeny estében nem
fejezédik be az agy kozépvonala el6tt, hanem azon tulhaladnak. A konstitutivan aktiv formak

vizsgalata tehat a gombatest esetében is hasonld konklizidval zarult, mint az embriok
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esetében, és megerdsitette, hogy a ADAAM-nak egyértelmiien fontos és instruktiv szerepe van

a gombatestet alkoto idegsejt nytlvanyok ndvekedésében.

UAS-CDAAM/+;
OK107-Gal4

UAS-DADmM-DAAM-EGFP/+; UAS-DADmM-DAAM-EGFP/+;
OK107-Gal4 OK107-Gal4

39. abra A konstitutivan aktiv dDAAM formak gombatest-specifikus tultermelésének hatasa a
gombatest nyulvanymintazatira. A CDAAM konstitutivan aktiv forma hatasadra a Kenyon sejtek
kornyezetében egy amorf nytlvanymintazat jelenik meg (B). A DADm-DAAM forma taltermelésével
a B lebenyek fazidja (C és D), és az a lebenyek teljes (D), vagy részleges hianya figyelheté meg (C).

(wt : vad tipusti gombatest)
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A Rho tipusu kisGTPazok szerpének vizsgilata a gombatestben dominans negativ

formaik szovetspecifikus tultermelésével

Mind a Diaphanous, mind a dDAAM a DRF (Diaphanous-Related Formins) forminok
csaladjaba tartoznak. Ennek a csaladnak az egyik kozos jellemzdje, hogy Rho tipusu
kisGTPazok kotddése sziikséges a forminok aktivalodasahoz, ezek alapjan érdekesnek
talaltuk megnézni, hogy a két formint vajon melyik kisGTPaz aktivalja a gombatest teriiletén.
A kisGTPazok vizsgalatanak egyik elterjedt eszkdze a domindns negativ (DN) formak
hasznalata, ezek gombatest-specifikus tultermelésével a kisGTPazok hatdsa specifikusan
gatolhat6. A kisGTPazok dominans negativ formai hordoznak egy pontmutaciot, mely miatt
nem képesek a GDP-t GTP-re cserélni, igy inaktiv formaban maradnak, ellenben képesek
megkotni az aktivatoraikat, melyek aztan igy kititralodnak a sejtbdl, €s nem képesek aktivalni
az endogén kisGTPazokat. Mivel a kisGTPazokat érinté mutaciok homozigdta formaban
altalaban letalisak, a dominans negativ formak hasznalata bizonyos esetekben célszertibb lehet
a klasszikus allélokkal szemben, hiszen lehetdséget adnak arra, hogy szovetspecifikusan
tudjuk vizsgalni a kisGTPaz funkciovesztéses hatasait.

Vizsgalatainkhoz minden Drosophila Rho kisGTPéazra beszereztiink UAS szekvencia
mogé iltetett - tehat szovetspecifikus taltermelésre alakalmas - dominans negativ format
hordoz6 vonalakat. Gombatest specifikus OK107-Gal4 drivert hasznalva minden esetben
keltek ki a mutans kisGTPazt tultermeld allatok, igy a kiilonbozé kisGTPazok hatdsa
vizsgalhato volt. A dominans negativ formak tultermelésével valtozatos gombatestet érintd
fenotipusokat kaptunk. A Racl esetében erds nyulvanyndvekedési hibak voltak
megfigyelhetéek (41. abra D-F), mig a Cdc42 esetében szintén tapasztaltunk novekedési és
navigacios hibakat (41. abra G-I), am korantsem olyan magas szdzalékban, mint a Racl

esetében, ahol kozel 100%-o0s volt a penetrancia (40. abra).
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40. abra A Cdc42 és a Racl DN formai altal okozott gombatest fenotipusok penetranciaja. A
Racl dominans negativ formajanak hatasara majdnem 100%-os el6fordulassal nytlvanyndvekedési
hibak jelennek meg, mig Cdc42 dominans negativ forméja csak kb. 20%-ban okoz ndvekedési €s

navigalasi hibakat.

A RhoA-DN forma tultermelésének hatasara csak igen kevés utdd élt til, azonban azok
mindegyike erds sejtosztddasi hibat mutatott, nagyon hasonlé6 médon a dia 30°C-on torténd
csendesitéséhez. Ezekben a gombatestekben i1s csak néhany nytlvany volt megfigyelhetd, az
osztodasi hibak miatt pedig a sejtszam is erdsen lecsokkent (41. abra A-C). A tapasztalt
sejtosztodast érintd fenotipus arra utal, hogy a Dia-at a Kenyon-sejtekben feltételezhetden a
RhoA aktivalja, mig az axonndvekedési/navigalasi hibak alapjan a dDAAM potencidlis

aktivatoraként foként a Rac tipusi GTPazok ¢és kisebb mértékben a Cdc42 johetnek szdba.
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41. abra A Rho tipusu kis GTPazok dominins negativ fromdinak gombatest specifikus
tiultermelése soran jelentkezo fenotipusok. A RhoA dominans negativ forméja sejtosztodasi hibakat
okoz a Kenyon sejtek osztddasa soran, mely igy a sejtek és a nyulvanyok szamanak erds
csokkenéséhez vezet (A-C). A Rac kisGTP4z dominans negativ formdjanak hatisara jelentds
nyulvanynévekedési hibak jelennek meg (D-F). A dominans negativ Cdc42 taltermelése gyenge

nyulvanynoévekedési és navigacios hibakkal parosul (G-I).

72



A Rac kisGTPazok dominans genetikai interakciot mutatnak a DAAM® alléllal

Annak érdekében, hogy megtudjuk, mely kisGTPaz felelés a DAAM aktivacigjaért a
gombatest kialakuldsa soran, genetikai interakcios vizsgalatokat végeztiink a Rho tipusu
GTPazokkal. A RhoA, Racl, Rac2, Mtl és Cdc42 gének alléljait teszteltiik. Az idegrendszert
érintd korabbi vizsgalatok alapjan ismert volt, hogy mind a Rac GTPazoknak, mind a Cdc42-
nek szerepe van a megfeleld idegi mintazat kialakitdsaban (Ng és Luo, 2004.). Ezzel szemben,
mutans klonok analizise alapjan, hasonloan az altalunk dominans negativ formakkal elvégzett
kisérletekhez, azt talaltdk, hogy a RhoA GTPaz muslicdban nem sziikséges az axonok
novekedéséhez, ellenben szerepet jatszik a neuroblasztok osztdédasaban és szabalyozza a
dendritek novekedését (Lee és mtsai, 2000).

A kisGTP4az mutansokkal DAAM™' mutans hattéren elvégzett dominans genetikai
interakcios vizsgalatok alapjan jol latszik, hogy mig a RhoA allélje szupresszalni latszik a
nyulvanynovekedési hibakat (42. abra), addig a Rac kisGTPazokkal egy erds dozis-fliggd
megnovelte a nyalvanyndvekedési hibak szamat a gombatest teriiletén, azonban mindhdrom
Rac kisGTP gén-dozisanak csokkenése mellett a mutans lebenyek szama 100%-ra nétt (42.
abra). Ezzel szemben a Cdc42 allél nem mutatott kolcsOnhatast (42. abra). Ezek az
eredmények ismételten megerdsitik korabbi kovetkeztetésiinket, miszerint az embridkhoz
hasonloan a felndtt agy Kenyon sejtjeiben is foként a Rac tipusu kisGTPazok aktivaljak a

dDAAM fehérijét.
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42. abra Genetikai interakcios vizsgalatok eredményei a Rho tipusi kisGTPazok alléljaival.
A dDAAM™ allél dominans interakcidt mutat a Rac kisGTPdzok alléljeivel, mig Cdc42 alléljével
nincs kolcsonhatas. Ezzel szemben a Rhod funkcidvesztéses allélje szupresszalja a dDAAM

hianyaban fellépd nyulvanynovekedési és navigacios hibakat.
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A dDAAM a Profilinnel és az Ena-val egyiittmiikodve szabalyozza a nyulvanyok

novekedését a gombatestben

Mar az embrionalis vizsgalatok soran felmeriilt, hogy a dDAAM vajon egyiittmiikddik-e a
Profilin és az Ena fehérjékkel a nytlvanyndvekedés soran. Az adult agyon elvégzett
ellenanyagos festések is arra utalnak, hogy ezek a fehérjék a gombatest axonok ndvekedése
soran is egyiittmiikodnek. Mindharom fehérje a lebenyek kozepén mutat erds feldusulast, és a

dDAAM mintaval mindkét (Ena és Profilin) fehérje lokalizacioja atfedo (43. abra).

. profilin
.

43. abra A Profilin és az Ena lokalizacioja az adult agy teriiletén. Mind a Profilin , mind az Ena

~ profilin

fehérje a nyulvany-gazdag (neuropil) régiokban mutat feldiisulast, emellett a dDAAM erds

kolokalizaciot mutat mindkét fehérjével a gombatest teriiletén az jonnan létrejott nyulvanyokban.

Ezek utan elvégeztiikk az interakcios vizsgalatokat, mely mindkét gén alléljanak esetében
interakciét mutatott, bar ez az interakcid inkdbb mindségi, mint mennyiségi hatas volt. A
Profilin esetében a [ lebenyekben jobban ndtt a mutdns lebenyek aranya és a
nyulvanynovekedési hibdk szdma megharomszorozddott (44. 4bra), mig az Ena esetében
inkabb az o lebenyek voltak érintettebbek, melyekben a hidnyok szdma tobbszordsére nott

(44. abra). Osszegészében mindkét gén esetén tapasztaltunk fenotipus erdsddést, ami arra utal,
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hogy ezek a fehérjék a gombatest teriiletén is egyiittmiikodnek a nyulvanyok novekedése

soran.
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44. abra Genetikai interakcios vizsgalatok eredményei a chic és az ena alléljaival. Mindkét gén
allélje interakciot mutatott a dDAAM™' alléllel. Az interakci6 soran inkabb a fenotipusok er6sodése

volt megfigyelhetd, mint az érintet lebenyek szambeli novekedése.

A dDAAM és a szoveti polaritasi gének kolcsonhatasa az axonnovekedés soran

Csoportunk korabbi eredményei alapjan azt allapitottuk meg, hogy a Drosophila DAAM
ortolog, ellentétben az emlds DAAM fehérjékkel, nem vesz részt a szoveti polaritds
kialakitasaban, és nem kapcsolddik a klasszikus PCP jelatviteli rendszerhez (Matusek és
mtsai., 2006). Erdekes médon azonban, a PCP-ben szerepet jatszé fehérjék egy részérdl, igy
pl. @ Fmi-rol, korabban leirtak, hogy mind emlds rendszerekben, mind pedig a Drosophila
Osszetett szemében is szlikséges az axonok megfelelé novekedéséhez (Gao és mtsai, 2000;
Lee és mtsai, 2003; Senti és mtsai, 2003; Steinel és Whitington, 2009; Mrkusich és mtsai,
2011). Két nemrégiben megjelent kozlemény alapjan pedig a PCP gének egy csoportja (fz,

fmi, dsh, stbm és pk) részt vesz a gombatest axonok navigacidjaban (Shimizo és mtsai, 2011;
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Ng, 2012). Figyelemre mélt6 moédon a stbm ¢és fz mutdnsok vonatkozasdban lebeny
preferencia is megfigyelhetd volt, nevezetesen a stbm mutansok féleg a  lebenyeket, mig a fz
foleg az a lebenyeket érintd fenotipusokat mutat. Tekintve, hogy a DAAM csaladba tartozo
forminokat eredetileg Dsh kotd fehérjeként azonositottdk, ugyanakkor mindeziddig nem
ismertiik, hogy milyen navigéacids jelek lehetnek felelések a dADAAM szabdlyozasaért az
axonnovekedés soran, logikusnak taladltuk megvizsgalni, hogy a dDAAM egylittmiikodik-e
navigalasi faktorként mikod6é PCP fehérjékkel. Ez abbol a szempontbdl is érdekesnek tiint,
hogy a dDAAM mutansokban a novekedési hibdk mellett egyértelmien megjelennek a
navigécios hibak is. A vizsgalatot eldszor a Dsh fehérjét kodold gén PCP specifikus alléljaval
(dsh") végeztik el. Ez az allél hemizigota formaban életképes, igy az adult himek agya
konnyen vizsgalhato. Mivel mind a dDAAM, mind a dsh az X kromoszoéman van, az
interakcios kisérletekhez elészor egy kromoszomara rekombinaltuk a dsh’ és a dDAAM™!
allélokat. Szerencsére a dDAAM™ | dsh’ kettés mutansok is életképesek hemizigotaban, igy
az allélok kozotti interakcid viszonylag konnyen vizsgalhaté volt. A kettés mutansok
vizsgalata azt mutatta, hogy az egyes mutansokhoz képest ugyan nagyobb aranyban fordulnak
el6 nyulvany defektusok, azonban ez a hatas additivnak latszott (nagyjabol megfelelt az egyes
mutdnsokra jellemz6 értékek Osszegének), tehat ebben a vonatkozasban ugy tlint, hogy nincs
dominans interakcid (45. dbra A). Meg kell viszont jegyezniink, hogy ellentétben az egyes
mutansokkal, az 0Osszes kettds mutansban minden agy mindkét hemiszférajaban
nyulvanynovekedési €s/vagy navigaciés hibak voltak megfigyelhetdek. Ez a latszolagos
szempontbol félrevezetd. Nevezetesen, abban az esetben, ha az egyik lebenyben elvékonyodas
(novekedési hiba) tapasztalhato, de ezzel egyiitt navigacids hiba is fellép, akkor eléfordul,

hogy példaul egy nagyon elvékonyodott o lebenyt, és egy normalis vastagsdgunak tind 3
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lebenyt latunk. Ebben az esetben normalisan a vad tipusu kategoriaba tessziik ezt a B lebenyt,

bar nagyon valdszinii, hogy nem a megfelel6 axonok alkotjak, és val6jaban nem vad tipusu.
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100% =111 100% =24 =80 =1
90% +— — 0% {1 | =
80% T —1 | — 80% 1 —
70% 1 —  70% 1 .
e rossz helyre projektal
B0 1= —| 0% 1 | hianyzik
50% +— [ — 50% ~] — vastagabb
40% +— [ — 40% 1T - vékonyabb
=] - B rovidebb
30% 1— —  30% 1— [ ==
20% 1— —  20% 41— =
10% 4— L 10% 1 l
0% . ‘ . ’ !
(&C"
§

Korai terminalodas

B bal oldal jobb oldal n=g4 h=100 n=192

(o/p lebenyek)

az agy anterior resze

C bal oldal Jobb oldal

korai
terminalodas

-~

v @
N
w w
“w @
=
—
o @
L
S
w =
o QO
O w
- C
o) [e)
© =
N @
©

45. abra A dDAAM™? és a dsh' genetikai interakciéjanak vizsgilata. A dsh’' a nyulvany-
fenotipusok alapjan nem mutat dominans interakciét (A), azonban a kettés hemizigota
(dDAAM™'<dsh'/Y) allatok agyaban magas penetrancidval (43,75%) megjelenik egy extrém erds

fenotipus, mégpedig a nyulvanyok korai terminacioja (B-D).
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Ezen talmenden, a kettés mutans allatokban a kordbban megfigyelt nyulvany- fenotipusok
mellett egy uj, extrém erds fenotipus kategoéria is megjelent, ami a nyulvanyok korai
terminaciojat jelenti (45. abra B és C). Ezt a fenotipust az egyes mutansokban csak igen ritkan
lehet megfigyelni (2,32% a dDAAM™ esetében, 3% a dsh’ esetében), ezért kordbban nem
tekintettilk kiilon fenotipus osztdlynak. A kettés mutdns allatokban azonban magas
szazalékban megjelenik ez az elvaltozas, ami abbol addédik, hogy a nyulvanyok egyaltalan
nem projektalnak az agy eliilsé régoja felé, hanem a sejttestek kozelében egy labda szer
nyulvanykoteget hoznak Iétre (45.4bra D). A kettds mutansokban 43,75%-ban volt
megfigyelhetd ez a korai termindcio, ami egy igen erds interakciot jelent, és mutatja azt, hogy
a megfigyelhetd nagy szamu Ilebenyvékonyodas és hidny a nyulvanyok korai
terminalodasabol, vagyis rossz navigaciojabol adodik. Ez az erds domindns kdlcsonhatés
egyben azt is jelzi, hogy a Dsh és a ADAAM fehérje valosziniileg egyiittmiikodve szabalyozza
a gombatest axonok navigalasat.

A tovabbiakban a dsh-en kiviil teszteltiik a tobbi elsédleges PCP gént is a diego
kivételével, amelyrdl azt talaltak, hogy nem vesz rész a gombatest nyulvanyok novekedésében
(Shimizo és mtsai, 2011). A fz, stbm, pk és fmi génekrdl azonban elképzelhetd volt, hogy
egylttmitkddnek a dDAAM-mal az idegrendszerben, hiszen a szoveti polarizalodas soran ezek
dsh kolcsonhato partnerek (Adler, 2002; Strutt, 2003), a dsh viszont fenti eredményeink
alapjan dDAAM egylittmiikddé partnere a neuronokban. A dominéns interakcios vizsgalatokat
mind a négy PCP génnel elvégezve azt talaltuk, hogy a legerdsebb interakcio a stbm esetében
volt megfigyelhetd, bar kiilonbség mutatkozott az o és B lebenyek kozott. A lebeny
specificitasra vonatkozo irodalmi adatokkal 6sszhangban (Shimizo és mtsai, 2011; Ng, 2012),
a mi kisérleti elrendezésiinkben is a B lebenyeket érintette jobban a fenotipus erdsddés, amely

34%-161 84%-ra nbtt (46. abra). A pk esetében egy enyhébb, mindkét lebenyt érinté fenotipus
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erdsodés volt lathato (46. abra), mig a fmi esetében az a lebenyekben volt dominans interakcio

megfigyelhetd, ahol is a mutans lebenyek ardnya 37%-r6l 70%-ra nétt (46. abra).

M navigélasi hiba

alfa lebenyek névekedesi hiba béta lebenyek
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46. abra A dDAAM™ és a core PCP gének kozotti genetikai interakciék eredményei a
gombatestben. A z** allé] kivételével az 6sszes PCP gén interakciot mutatott a dDAAM™ alléllel.

A vizsgalt allélok koziil egyediil a fz-el nem kaptunk egyértelmii dominans interakciot
(46. abra), azonban erre a génre nézve rendelkezésiinkre allt egy hipomorf allél, amely
homozigota formdban életképes, bar a gombatest a lebenyeinek 17%-a, mig a  lebenyek 5%-
a nytlvany-defektusokat mutat (47. dbra). Amikor megvizsgaltuk a dDAAM™; " kettés
mutansok fenotipusat, azt talaltuk, hogy mindkét lebeny esetén egy szinergisztikus hatas
érvényesiil, aminek kovetkeztében a kettds mutansokban megfigyelhetd projekcios hibak

mindkét lebeny esetében 70% folé emelkednek (47. abra).
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47. abra A dDAAM™? és f2V*! allélek kozotti interakcié. A dDAAM™ mutans allatok gombatest

fenotipusat szinergisztikus modon erdsitette a £z allél homozigéta jelenléte.

A core PCP fehérjékkel elvégzett vizsgalatok egyiittesen arra utalnak, hogy a dDAAM
a nyulvanyok novekedése soran valosziniileg ezekkel a fehérjékkel egyiittmiikddve segiti eld
a nyulvanyok megfelel6 projekciojat. Ezzel az elképzeléssel dsszhangban, a funkciovesztéses
allélok vizsgalata mellett azt is megfigyeltiik, hogy a Stbm fehérje gombatest-specifikus
taltermelése a  DADm-DAAM  tultermeléshez  hasonld  elvaltozast okoz a
nyulvanymintazatban (Ng, 2012). Tehat a Stbm esetében nem csak a funkcidvesztéses (LOF),
de a funkcionyeréses (GOF) adatok is erdsitik az egylittes mitkkddésre vonatkozo modellt. A
dDAAM ¢és a PCP fehérjék kozotti egylittmiikodés pontos mechanizmusa egyelére még
tisztazasra var, azonban a dDAAM az eddigi adatok alapjan is konnyen elhelyezhetd egy
olyan jelatviteli rendszerben, amely a PCP fehérjéktdl az aktin sejtvazig egy teljes
szabalyozasi rendszert alkothat az axonok iranyitott ndvekedése, vagyis navigacidja soran.
Ennek a jelatviteli rendszernek a tetején a Wnt5 navigacios jel helyezkedik el, ami a Fz
receptor aktivatora. A Fz aktivalédasa a Stbm/Pk/Fmi fehérjékkel egyiittmiikodve a Dsh

aktivalodasahoz vezet. A Dsh fehérjér6l viszont ismert, hogy képes a dDAAM DAD
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doménjéhez kapcsolodni, és ily mdédon a megfeleld helyen aktivalni ezt a formint (Liu és
mtsai, 2008), igy segitve elé a nyulvanynovekedéshez sziikséges aktin-polimerizaciot és

filopodium képzddést a kornyezeti (navigacios) jel iranyaba.

A dDAAM nyulvanynovekedésben ¢és navigacioban betoltott szerepe az aktin

polimerizaciés képességéhez kapcsolhato

A dDAAM PCP fehérjékhez kapcsolhatd funkcioja felveti azt a kérdést, hogy vajon ez a
formin a jelatvitelt kdzvetleniil kapcsolja a sejtvaz atalakulasahoz, vagy a dDAAM nem egy
végso effektor a nytlvanyndvekedésben, hanem csak egy jelatviteli elemként mitkddik. Ennek
a kérdésnek az eldontésére 1étrehoztunk egy olyan FLDAAM konstrukciét (UAS-FLDAAM-
1732A), amelyben elrontottunk egy olyan aminosavat az FH2 doménben, ami sziikséges az
aktin polimerizacidhoz. Ha ezzel a transzgénnel menekitési kisérletet végziink, azt varjuk,
hogy ha a dDAAM csak egy jelatviteli elem az axonndvekedés soran, akkor ez a konstrukcio
is menekiti a mutans fenotipust, ha azonban a dDAAM aktin Osszeszereld aktivitasa kritikus a
nyulvanyndvekedés szempontjabol, akkor ez a forma nem fog menekiteni. A kisérletet
dDAAM™! -es hattéren végeztiik el és gombatest specifikusan (OK 107-Gal4) termeltettiik tal a
teljes hosszusagn vad tipusat dDAAM fehérjét (FLDAAM 13.59), ill. a pontmutaciot hordozéd
format (FLDAAM 1732A). A kisérlet soran a vad tipusi dDAAM képes volt csokkenteni a
nyulvanynovekedési és/vagy navigacios hibakat (48.4bra), azonban az FLDAAM-I732A
forma nem hogy csokkentette volna, inkabb ndvelte a mutans lebenyek szamat (48.4bra), tehat
az aktin polimerizacidra képtelen dDAAM dominans negativként viselkedett. Ezek alapjan
arra kovetkeztetiink, hogy a dDAAM aktin polimerizald képességére sziikkség van a
nyulvanyok novekedéséhez, ami nagymértékben erdsiti azt az elképzelést, hogy a Wnt5/PCP
jelatviteli ut a dDAAM-on keresztiil képes szabalyozni az aktin sejtvaz atrendezddéseket a

novekedési kup periférialis részén.
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alfa lebenyek béta lebenyek

100% 100%
90% 90%
80% - 80%
70% 1 1 rossz helyre projektal 70%
60% W hianyzik 60%
vastagabb
50% 4 [ vékonyabb 50%
W rovidebb
40% 8 40%
30% 30% -
20% - 20%
10% A 10%
0% A . . 0% v v
dDAAMEXYY;  dDAAMEXY;  dDAAMEXY; dDAAMEXYY;  dDAAMEXY;  dDAAMEXYY;
OK107-Gald UAS-FLDAAM UAS-FLDAAM OK107-Gald UAS-FLDAAM UAS-FLDAAM
13.59 ; 1732A; 13.59 ; 1732A;
OK107-Gal4 OK107-Gald OK107-Gald  OK107-Gald

48. abra Menekitési kisérlet a teljes hossziisaigi dADAAM és az FH2 doménjében pontmutans,
aktin polimerizacidra képtelen dDAAM fehérje tultermelésével. Az aktin polimerizaciora képtelen
dDAAM forma (FLDAAM 1732A) a vad tipusu, teljes hosszisagi dDAAM fehérjével ellentétben
nem képes menekiteni a dDAAM™ allél altal okozott nyulvanyndvekedési és navigacids hibakat, ezzel

szemben inkdbb dominans negativ formaként viselkedve megndveli azok penetranciajat.
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AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Mar régota ismert tény, hogy az axonok ndvekedésének elengedhetetlen feltétele az aktin
sejtvaz iranyitott atrendezddése, illetve az aktin polimerizacio. Ennek megfelelden, napjainkig
tobb olyan fehérjét azonositottak mar, amelyek kozvetleniil befolyasoljak az aktin sejtvaz
dinamikus valtozasait a ndvekedési kupban. Meglepé méddon azonban, arrél hianyos és
ellentmondasos irodalmi adatok jelentek meg, hogy az aktin sejtvaz szabalyozéasaban kritikus
szerepet betoltd nukledld faktorok koziil melyek vehetnek részt az idegsejt nyulvanyok
novekedésében. Igy példaul az Arp2/3 komplex alegységeirél kimutattik, hogy szerepet
jatszanak a nytlvanyndvekedésben (Zallen és mtsai, 2002; Mongiu és mtsai, 2007; Korobova
¢és Svitkina, 2008), mas adatok szerint azonban ez nem minden idegsejtben van igy (Ng és
Luo 2004; Strasser és mtsai, 2004). Emellett az Arp2/3 az eldgazo filamentumok létrej6ttében
jatszik szerepet, ami azt valosziniisiti, hogy nagyobb szerepe lehet a ndvekedési kup
lamellipodiumainak a kialakitdsdban, mint a filopodiumok képzddésében. Olyan kisérletes
bizonyiték azonban, mely egy, a nem eldgazd aktin filamentumok kialakitdsaért felelds
nukledlé faktorral kapcsolatban igazolta volna, hogy szerepe van a nytlvanyok
novekedésében, és in vivo kimutathatd a nyulvanyok teriiletén a ndvekedés iddszakéaban,
munkank kezdetén még nem 4allt rendelkezésre. Csoportunk és masok eldzetes eredményei
alapjan viszont erre a szerepre kivald jeloltnek latszottak a forminok DAAM alcsaladjaba
tartozo fehérjék.

Munkénk soran LOF ¢és GOF analizis segitségével elsdként bizonyitottuk, hogy az
egyetlen pan-neuralis kifejezddési mintdt mutatd Drosophila formin, a dDAAM meghatirozo
szerepet jatszik az embrionalis kozponti idegrendszeri axonok ndvekedésében.
Funkciovesztéses vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a dDAAM csokkent mennyisége mellett a

nyulvanyok projekcidja sériil, nyulvanynovekedési és navigalasi hibdkat tapasztalunk. Azt,
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hogy ez a fenotipus valoban a dDAAM dozisanak csokkenéséhez kothetd, a teljes hossziisagu
fehérje  tultermelésével elvégzett menekitési kisérlet bizonyitotta. A  dDAAM
nyulvanyndvekedésben jatszott szerepét erdsitették meg az in vitro nyulvany-regeneracios
tesztek is, amelyek sordn a dDAAM konstitutivan aktiv formajanak taltermelése eldsegitette a
funkcionyeréses kisérletek soran a konstitutivan aktiv dDAAM elrontja az embrionalis
nyulvanykotegek szabalyozott mintajat. A CDAAM és a DAD-DAAM aktivalt formak altal
okozott fenotipusok Osszehasonlitdsa alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
dDAAM aktin 0Osszeszereld aktivitdsanak ¢és a sejten beliilli lokalizaciojanak a
az egyéb DRF tipust forminokra vonatkozé ismeretekkel.

Miutan bebizonyitottuk, hogy a dDAAM az embrionalis axonndvekedés egyik
kulcsfontossagu faktora, arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy mennyire altalanos szerepet
tolt be az idegi differencialodas soran, sziikséges eleme-e példaul a nyulvany képzodésnek a
késobbi fejlodési stddiumok soran is. A larvalis, bab és adult allapotokat tanulméanyozva
megallapitottuk, hogy a dDAAM ezekben a stddiumokban is péan-neuralisnak nevezhetd
kifejez6dési mintat mutat. A funkcionalis vizsgéalatokra modell rendszeriil az agy gombatest
nevl teriiletét hasznalva pedig egyértelmiien azt talaltuk, hogy a dDAAM nem csak az
embrionalis, hanem a késobbi fejlodési stadiumokban is elengedhetetlen eleme a neuron
nyalvanyok novekedésének. Igy tehat az embrionalis idegrendszerben és a gombatest
vizsgalataval kapott eredményeink egyiittesen azt jelzik, hogy ez a DAAM alcsaladba tartozé
formin a neuronalis differencidlodas egyik altalanosan, valoszinileg minden idegsejtben
miikodo esszencialis faktora.

A dDAAM sejten beliili funkcidjaval kapcesolatban megmutattuk, hogy szubcellularis

cyey
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halmozdédik fel és a dDAAM mutans idegsejtek kevesebb ¢és rdvidebb filopddiumot
novesztenek, mint vad tipust tarsaik. Jol ismert, hogy a filopédiumok krucialis szerepet
jatszanak az axonndvekedésben. Felszinlik a navigacids jelekre érzékeny receptorokban
gazdag, amelyek segitségével a kiilonbozo irdnyokba kibocsajtott filopddiumok letapogatjak a
kornyezetiiket, majd koziilik a megfeleld jelet érzékeld filopédium stabilizalodik és
meghatarozza a novekedés iranyat (Dickson, 2002). Ezek alapjan a dDAAM mutansokban
megfigyelheté filopodialis defektusok jol magyardzzak a teljes idegrendszer szintjén
megjelend nyulvanyndvekedési hibakat.

A dDAAM axonnovekedésben jatszott szerepének bizonyitdsa utdn azt is tisztazni
szerettiik volna, hogy a dDAAM-on kiviil vannak-e mas hasonl6 funkcioval biré forminok,
vagy a dDAAM az egyetlen esszencialis aktin nukleator a fejlédd idegrendszerben. Ezt a
kérdést a gombatestben vizsgaltuk RNSi mutansokkal, és azt talaltuk, 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, feldisuldst mutat a ndvekvd nytlvanyokban a
gombatest teriiletén. Ennek ellenére a dia és a dDAAM mutansok fenotipusa 1ényegesen
kiilonbozott egymastol. A dDAAM-mal ellentétben, a dia esetében a nylulvanyok
novekedésére gyakorolt pozitiv hatast nem tudtunk kimutatni, helyette azt tapasztaltuk, hogy
hianyaban a Kenyon sejtek citokinézise sériil, és tobbmagvu sejtek jelennek meg, igy az
0sztddasbol nem szarmaznak funkcionalis neuronok, melyek nytlvanymintazata vizsgalhatod
lenne. Egyetlen, a Dia nytlvanyndvekedésben betoltott szerepére iranyuld megfigyelésiink az
volt, hogy posztmitotikus sejtekben aktiv gombatest specifikus driverrel lecsokkentve a Dia
mennyiségét a B lebenyek esetében nem torténik meg a terminalodas, 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 modon inkdbb a ndvekedésre

gyakorolt negativ hatas lehet. Ezzel egybevag az a megfigyelésiink is, hogy a kisGTPazokkal
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elvégzett vizsgalataink alapjan a Dia aktivatora a gombatest teriiletén a RhoA lehet, amelynek
a dominans negativ formdja hasonld osztédasi fenotipus okozott, mint a dia hidnya, és
amelyrdl korabban leirtdk, hogy az axonndvekedés negativ reguldtora (Lee és mtsai, 2000).
Osszegészében pedig vizsgalataink azt a kovetkeztetést sugalljak, hogy a forminok koziil
Drosophila-ban a dDAAM az egyetlen kitlintetett szerepli aktin Osszeszereld faktor az
axonndvekedés soran.

A DRF forminok csaladdjaba tartozo fehérjék, és igy a dDAAM is specialis modon
aktivalodnak, mégpedig az aktin polimerizacidra képes nyitott konformacio eléréséhez egy
aktivalt Rho tipust kisGTPaz bekotddése sziikséges. A Drosophila genom tobb ilyen tipusu
fehérjét is kodol, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy melyik GTP4z lehet felelés a dDAAM
aktivalodasaért a kozponti idegrendszerben, kimutathaté-e egyaltalan specificitds ebben a
vonatkozasban. Ot Rho tipusi GTPaz sajat idegrendszeri fenotipusat vizsgéilva, illetve
genetikai kolcsOnhatason alapuld vizsgalatok utjan kimutattuk, hogy mind az embrionalis,
mind a késébbi stadiumokban az idegrendszer teriiletén a dDAAM aktivatorai a Rac
alcsaladba tartozd kisGTPazok. Ez j6 Osszhangban van a Rac GTPéazok ismert
axonnovekedési szerepével Drosophila-ban (Hakeda-Suzuki ¢s mtsai., 2002; Ng és mtsai.,
2002) és mas organizmusokban is (Govek és mtsai., 2005), tovabba azzal a ténnyel, hogy
né¢hany gerinces DAAM ortolégrol kimutattdk, hogy Rac GTPazokhoz képesek kotddni
(Aspenstrom €s mtsai., 2006; Liu és mtsai., 2008).

Genetikai kisérleteink sordn tovabbi kolcsonhatd partnereket is azonositottunk, és
ezeket az interakciokat biokémiai kisérletekkel is igazoltuk az Ena és a Profilin esetében,
tovabba megmutattuk, hogy a dDAAM fehérje részleges kolokalizaciot mutat ezzel a két
fehérjével a novekedési kup teriiletén, kiilonds tekintettel a filopodiumokra. Ezek a
megfigyelések egyiittesen azt sugalljak, hogy az Ena/Profilin/dDAAM modul a filopddialis

aktin sejtvaz atrendezddések kritikus szabalyozé eleme. Az Ena/Profilin/dDAAM komplex
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pontos molekularis miikodésmodjat egyeldre nem tisztaztuk, de korabbi eredmények, tovabba
episztazis vizsgalataink és a fehérjék biokémiai tulajdonsagai alapjan ugy gondoljuk, hogy a
profilin szerepe itt is az aktin monomerek biztositasa a dDAAM aktin polimerizalo
aktivitdsahoz, mig a novekvd filamentumokat az Ena kotegekbe rendezi, ami elengedhetetlen
a filopddiumok inicidlodasdhoz. Természetesen egyéb lehetdségek is elképzelhetdek, hiszen
az Ena/VASP fehérje csalad tagjai az elongaciot is segitik (Barzik és mtsai., 2005; Bear és
mtsai.,, 2002), mig sajat eredményeink alapjan a dDAAM is rendelkezhet kotegformald
aktivitassal (Barko és mtsai., 2010). Ettdl fiiggetleniil figyelemremélto, hogy Schirenbeck és
mtsai szerint Dyctiostelium-ban is egy hasonlo, formin/VASP-fiiggd mechanizmus
szabalyozza a filopodium képz6dést (Schirenbeck és mtsai., 2006).

A mindezidaig targyalt Rac, dDAAM, Profilin és Ena fehérjék egyiittesen egy olyan
szabalyozasi modult alkotnak, ami kozvetleniil hat az aktin sejtvazra a ndvekedési kapban,
tehat az axonndvekedés molekuldris effektor komplexének tekinthetd. Ezzel 6sszhangban
bebizonyitottuk, hogy a dDAAM aktin polimerizacios képessége elengedhetetlentil fontos az
axonnovekedéshez, mert az egyetlen pontmutacidot hordozo, de polimerizaciora képtelen
formaval nem lehet menekiteni a dDAAM hianyat a gombatestben. Fontos azonban latnunk,
hogy az in vivo axonndvekedés mindig irdnyitott ndvekedés, amit a navigacids jelek
szabalyoznak. Emiatt rendkivill fontos kérdésnek tekintjilk annak megértését, hogy milyen
navigacios jelek iranyitjak a dDAAM-ot tartalmazo végrehajtdo komplex miikodését €s azok
milyen koztes jelatviteli elemeken at csatlakoznak a Rac/dDAAM modulhoz. A navigacios
jelek azonositasa érdekében laboratoriumunkban folyamatban van egy nagy 1éptékii genetikai
kisérlet, amelynek soran elvileg barmely kolcsonhato jel azonosithatd. Ugyanakkor néhany
frissen publikélt eredmény rendkiviil érdekesnek tiint ebben a vonatkozéasban, ezek alapjan
ugyanis a PCP gének szerepet jatszanak a gombatest axonok navigacidjaban. Ha mindezt

egybevetjiik azzal a ténnyel, hogy a DAAM fehérje csalad els6 ismert tagjat Dsh asszocialt
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fehérjeként irtak le, és emlds rendszerekben a PCP jelatviteli Gt elemeként viselkedik, a PCP
fehérjék nagyon igéretes jeldltnek tlintek navigédcios faktorként is. A dDAAM és a PCP
fehérjek kozotti egyilittmitkodést genetikai eszkozokkel megvizsgalva elmondhatjuk, hogy a
dDAAM egyiittmiikodik a Dsh-del, a Stbm-szal, a Fz-del, a Fmi-val és a Pk-del is a
gombatest nyulvanyainak novekedése soran. Ezek alapjan azt gondoljuk, hogy a dDAAM
aktivatora az axonnovekedés soran a Wnt/Fz receptor komplex. Mivel korabbi eredmények
alapjan, a gombatestben legaldbbis, a Wnt5 fehérjét tekintik a Fz receptor ligandjanak és egy
6 navigacios jelnek, hipotézisiink szerint ebben a jelatviteli folyamatban a Wnt5 kotddik a Fz
receptorhoz, ami a Stbm/Pk/Fmi fehérjékkel egylittmiikodve a Dsh aktivaldédasat idézi eld,
ami viszont elésegiti a dADAAM aktivalodasat. Molekularis vizsgalatok alapjan a Dsh képes
kotédni a DAAM DAD doménjéhez (Liu és mtsai, 2007), ami dnmagaban is a fehérje
aktivalodasahoz vezethet, de az is elképzelhezd, hogy ez a kdlcsonhatas képes stabilizalni a
Rac kisGTPaz altal 1étrehozott aktiv konformaciét. Végsésoron a Dsh-DAAM kolcsonhatas
elosegiti a novekedési kupon beliil a megfelelé helyen vald aktin polimerizaciot, igy
szabalyozva a novekedés iranyat. Az egyelére nem vilagos, hogy a dDAAM aktivitasat
kizardlag a Wnt5 jel szabalyozza-e vagy egyéb navigacios faktorok is képesek erre, és ha
képesek, akkor milyen jelatviteli komponenseken keresztiil teszik azt. Ezeknek a kérdéseknek
a vizsgalata még folyamatban van. Mindezekt6l fiiggetleniil végezetiil kiemelném, hogy
kisérleteinkkel egy olyan teljesnek nevezhetd, a navigacios jeltdl a sejtvaz atrendezddésekig
tarto jelatviteli rendszert tartunk fel (49. abra), ami fontos Uj informacidkat szolgaltatott az

axonndvekedés folyamatarol és a DAAM tipust forminok miikodésérdl is.
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49. abra A PCP/dDAAM jelatviteli 1t
modellje a nytdlvanynévekedés soran.

A Wnt5 kotédik a Fz receptorhoz, ami a
Stbm/Pk/Fmi fehérjékkel egyiittmiikddve
a Dsh aktivalodasat idézi elé. A Dsh a
dDAAM DAD doménjéhez vald kotodési
képessége altal aktiv allapotban (melyet
korabban, vagy ezzel parhuzamosan az
aktivalt Rac GTPaz is eldsegit) tarthatja a
formint. fgy az aktin nukleacid és
polimerizacidé a nyulvanyndvekedési

szignal iranyaba torténik.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt Drosophila torzsek

1118
w

Ore-R

ADAAM™ |dDAAM™
dADAAM™/YDp(1;Y)Sz280/C(1)DX

ADAAM™% arm-lacZ/YDp(1,Y)Sz280/C(1)DX
DAAME=S/ FM7¢, Fiz-lacZ;

chic®'I1CyO, fiz-lacZ

ena”"”’ITM3, fiz-lacZ

ena”> | TM3 fiz-lacZ

RhoA”*!ICyO fiz-lacZ

Racl”"'/TM3

Racl’', Rac2A/TM3

Racl”"’, Rac2A, MtIN/TM3

DAAME=SS) FM7c¢, Fiz-lacZ ; chic’*'/CyO,fiz-lacZ
DAAME=SS) FM7c¢, Fiz-lacZ ; ena”"’|TM3 fiz-lacZ
DAAMExS8) FM7¢, Ftz-lacZ ; RhoA7?F/ Cyo, Ftz-lacZ
DAAME=S8) FM7c¢, Fiz-lacZ ; Racl’", Rac2A/TM3
ADAAM™ <Cdc42 /w,FM6

ADAAM™% <Cdc42’ /[FM7c¢, Fiz-lacZ

DAAMExS8) FM7¢, Ftz-lacZ ; RhoA7?F/ Cyo, Ftz-lacZ

UAS-FLDAAM 13.59/CyO
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UAS-FLDAAM 17324/TM3
UAS-C-DAAM/TM3,Kr-GFP
UAS-C-DAAM/TMS3, fiz-lacZ
UAS-DADm-DAAM:EGFP UAS-mCD8-GFP
UAS-mCDS8-GFP/SM6b; OK107-Gal4
UAS-Racl-N17/TM3

UAS-Cdc42-N17/CyO

UAS-RhoA-N19/TM3

UAS-DAAM-RNSi (VDRC-KK103921)
UAS-Dia-RNSi (VDRC-KK103914)

UAS-FRL (CG6807)-RNSi (VDRC-KK110438)
UAS-Cappuccino-RNSi (VDRC-KK110404)
UAS-FHOS-RNSi (VDRC-KK108347)
UAS-Formin3-RNSi (VDRC-KK107473)
elav-Gal4 (C-155)

elav-Gal4/CyO
elav-Gal4,UAS-C-DAAM/TM3, fiz-lacZ
act-Gal4<UAS-FLDAAM 13.59/CyO0, fiz-lacZ
elav-Gal4<UAS-FLDAAM 13.59/CyO0 fiz-lacZ
DAAME=1) DAAMEX! ; act-Gal4-UAS-FLDAAM/CyO, Ftz-lacZ;
DAAME*1) DAAME~! ; elav-Gal4-UAS-FLDAAM/CyO, Ftz-lacZ;
OK107-Gal4

dDAAM® - OK107-Gal4
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Embriok preparalasa

A legyeket, melyek utddait kivantuk vizsgalni, szén és agar tartalmu taptalajon petéztettiik 4
oran at. Az embriokat ezutan a megfeleld kor eléréséig szobahdmérsékleten tartottuk (13-

14h).

Kétféle fixalasi eljarast alkalmaztam annak fiiggvényében, hogy a vizsgalat soran az embrid

mely struktarajara voltam kivancsi.

Metanolos fixalas

Az embridkat a taptalajrol desztillalt vizzel lemosva nylon-on fogtuk fel, majd kovetkezd
1épésben 2 percig hipoba (Clorox) aztatva dket, eltavolitottuk az embrid kiilsd, korion-burkat.
A dekorionizalt embridkat desztillalt vizzel mostuk, majd a felesleges vizet leitatva roluk, 3
ml N-heptant tartalmazo szcintillacids tivegbe helyeztiik at 6ket és 3 ml PBS-sel higitott 4%-
os formaldehidet mértiink ra. A két fazis jol lathatéan elkiiloniilt egymastol és a fazisok kozott
helyezkedtek el az embriok. Amig a heptan telitddott a fixaldszerrel, az embridk vitellin
membranjan is keresztiil penetralt a formaldehid, igy fixalva éket. A fixalas 20 percig tartott,
ezutan eltavolitottuk a formaldehides (als6) fazist. Kovetkezd 1épésként 1,5 tf -20°C-os
metanolt mértiink az embridkra, és a két elkiiloniilo fazist 45 mp-ig folyamatosan, és erdsen
Osszeraztuk. E 1épés soran az embriok kb. 80%-nal felszakadt az éket boritd vitellin membran,
¢s a devitellinizalt embridk az alsé (metanol) fazisba siillyedtek. Azok az embridk, melyek
vitellin membranja nem szakadt fel, ill. az iires vitellin burkok a heptdn és a metanol fazis
hataran maradtak, igy a kovetkezO Iépésben a heptdn fazis leszivasaval konnyen
eltavolithatok. A devitellinizalt embridokat Eppendorf csobe tettiink at - a konnyebb
kezelhetéség érdekében — és 3-szor mostuk metanollal. Ezutan az embriokra 1 ml PBS :

metanol (1:1) keveréket mértiink. 10 perc mulva a PBS : metanol-os oldatot eltavolitottuk, és
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PBS-T-vel (PBS, 0,1% Triton-X) 3-szor 10 percig mostuk az embridkat, majd PBS-BT-vel
(PBS, 0,1% Triton-X, 0,2% BSA) minimum 1 h-t blokkoltuk. E 1épés soran a BSA teliti a
fehérje-kotd helyeket, igy az immunhisztokémiai eljaras alatt az antitest specifikusabban

kotddik.

Lassu fixalas

Az aktin vaz vizsgélatara csak az ezzel a modszerrel fixalt embriok hasznalhatok, mert a
metanol az aktin vazat a specifikusan az F-aktinhoz kot6d6 phalloidin-nel torténd festésre
alkalmatlanna teszi.

A dekorionizacidos 1épés a metanolos fixalds soran leirtakkal megegyezett. Ezutan a
megmosott ¢s leitatott embridkat egy elore (legalabb egy nappal hamarabb) elkészitett, fixald
reagensbe (slow-fix) tettiik bele, mely ugy késziilt, hogy 25ml heptant, 25ml 37%-o0s
formaldehidre mériink, majd a két elkiiloniilo fazist j6 alaposan 0sszerdztuk, hogy a heptan
fazis telitédjon formaldehiddel, ezutan felhasznalasig sotétben tartottuk. Kis id6 elteltével a
két fazis ujra elkiiloniilt. A fixalashoz a felsd, formaldehiddel telitett heptan fazist hasznaltuk.
A fixalas 40 percig tartott, majd az embriokat petricsészére helyeztik ki. A heptan
elparolgasaval az embriok vitellin membranja a petricsészéhez tapadt, ezutan PBS-t ontottiink
rajuk és ti segitségével, mikroszkop alatt az embridt boritd vitellin membrant felszakitottuk,
igy az embriok kiusztak a folyadékba. Innen 0sszegytijtottiik és Eppendorf csébe helyeztiik
Oket. Ezutan az embriokat 3-szor 10 percig mostuk PBS-T-vel, majd minimum lh-n at PBS-

BT-vel blokkoltuk.
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Agvak preparalasa

Az agyakat PBSben boncoltam, majd szobahdmérsékleten 20 percig fixaltam 4%-os PBS-ben
higitott paraformaldehiddel. A fixalas utan a preparatumot 3x10 percig PBS-T-vel mostam,

majd Eppendorf cs6be helyeztem, és PBS-BT-ben 1h-t szobahdn blokkoltam.

Hasi idegkoteg-kultiira készitése (axon-regeneracio vizsgalatahoz)

13. stadiumu embridkat gytjtiink, majd kétoldalu ragasztoszalagra fektettiik Oket, melyet
korabban egy poli-L-lizinnel bevont targylemezre ragasztottunk egy szilikon peremmel
hatarolt négyzet teriiletén. Ezutan dvatosan leszedtiik csipesszel az embridk korion burkat,
majd PBS-t mértiink rajuk, utanna tiivel kiszedtiik az allatok hasi idegkotegeit. Ezeket a poli-
L-lizines feliiletre fektettiik, majd a PBS-t FBS-tartalmi Schneider taptalajra cseréltiik, és
ezzel tobbszor mostuk, végil ebben a médiumban ndvesztettik 9 oran at 25°C-on. A
novesztés utan fixaltuk 4%-os, PBS-ben higitott formaldehiddel, és blokkoljuk 1 6érat szoba

hémérsékleten. Tovabbiakban Fasll ellenanyaggal festettiik a hasi idegkotegeket.

Immunhisztokémia

A szovetek vizsgalatdhoz csapadék-képzodésen alapuld (torma peroxidazos /HRP-s/) ill.

fluoreszcens jelolést hasznéltam, az alabbi protokoll alapjan:

A blokkolt, devitellinizalt embriokat, vagy a kiboncolt és lefixalt agyakat over night (kb.18h)
festettem 4°C-on PBS-BT-vel megfeleld koncentraciora kihigitott elsddleges antitesttel, majd
5-szor 20 percig mostam Oket. Ezutan megfelelé koncentraciéra PBS-BT-vel kihigitott

fluoreszcens vagy biotinilalt masodlagos ellenanyagot tettem rajuk, és 2-3 h-t inkubaltam
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benne szobahdmérsékleten.(a fluoreszcens festésnél az inkubacio sotétben zajlik.) Ezutan 5-
szor 30 percig mostam Oket.

A fluoreszcens festés utosd lépéseiként eldszor glicerin:PBS (1:1) keveréket mértiink az
embridkra, majd miutdn az embridk az Eppendorf-csé aljara siillyedtek, ezt gicerin :PBS
(4:1)-re cseréltik. Ebben az embridk targylemezre tehetdk, ¢és feddlemezzel lefedve

mikroszkop alatt vizsgalhatok.

A csapadék-képzddéses festésnél 30 perccel a mosas lejarta elott 6sszemértitkk a Vectastatin
ABC reagens - mely Avidin DH-t és Biotinilalt kozonséges tormaperoxidaz H-t tartalmaz — és
szobahdmérsékleten hagytuk 30 percig. Az ez id6 alatt kialakulé avidin-tormaperoxiaz
komplex képes a biotinilalt masodlagos ellenanyaghoz koétddni. A 30 perc letelte utan az
embriokra mértik az ABC reagenst, majd ugyancsak 30 percig szobahdémérsékleten
inkubaltuk 6ket. Ezutan az embriokat 5-szor 10 percig mostuk PBS-T-vel, majd egy elére

Osszemért DAB-H,0, reagenst mértiink rd. A reakci6 folyaméan a tormaperoxiddz barna

csapadékka alakitja a DAB-ot, mely specifikusan az ellenanyaggal megjel6lt helyen jelenik
meg, kirajzolva ezzel a szamunkra érdekes struktirakat. A csapadékképzodést mikroszkop
alatt ellendriztiik a talhivas elkeriilése érdekében, majd kb. 15-20 perc elteltével leszivtuk a
DAB reagenst és PBS-sel leallitottuk a folyamatot. Az embridkat mostuk PBS-T-ben, és a
fluoreszcens festési eljarasnal leirtak szerint atvezettiik oket glicerin:PBS (4:1) —be, majd
ebben boncoltuk ki mikroszkop alatt az embriondlis idegrendszert, melyet ezutan

targylemezre téve nagyobb nagyitasu mikroszkop alatt fotdzhattunk.
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Western-blot

A kisérletek soran genotipusonként 1 vagy 2 adult agyat lizdltunk 10 pl protedz inhibitor
tartalmu lizis pufferben (0,1% SDS; 0,2% NaDoc; 0,05% NP40; 150mM NaCl; 50mM Tris-
HCI), majd 10 percig forraltuk oket. A forralds utdn a mintdkat 5 percig 14000rpm-en
lecentrifugaltuk, majd denaturdld6 SDS gélen megfuttattuk. Az elvalasztott fehérjéket
Millipore PVDF membranra blottoltuk. A blottolasi 1épést kovetden a membranokat 5%
sovany tejport tartalmazé TBST-ben blokkoltuk 1h-ig szobahdn, majd egy ¢jszakan at
inkubaltuk 6ket a blokkoldban higitott megfeleld elsddleges ellenanyagokkal. Ezt kdvetden a
membranokat TBST-ben 3x20 percig mostuk, majd a megfelel6 masodlagos ellenanyagokkal
kiegészitett 5% sovany tejpor TBST-s oldataban 1 h-t szobahdn inkubaltuk. Ezek utdn a
membranokat 3x20 percig TBST-ben mostuk, majd Millipore Immobilon kemilumineszcens

detekcios reagenssel eléhivtuk.
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Felhasznalt elsodleges ellenanyagok:

BP102 — egérben termelt, felhasznalt higitas: 1:5 (DSHB)

a-chic— egérben termelt, felhasznalt higitas: 1:10 (DSHB)

a-DAAM — nyulban termelt, felhasznalt higitas: 1:4000 (immunfestésen)

a-DAAM (R4) - nyulban termelt, felhasznalt higitas:1:1000
(immunfestésen és western blot-on)

a-Dia — nyulban termelt, felhasznalt higitas: 1:1000

a-EGFP — nyulban termelt, felhasznalt higitas: 1:1000 (Invitrogen)

a-elav — patkanyban termelt, felhasznalt higitas: 1:100 (DSHB)

a-ena — egérben termelt, felhasznalt higitas: 1:500 (DSHB)

a-Fasll — egérben termelt, felhasznalt higitas: 1:50 (DSHB)

anti-p-galaktozidaz — egérben termelt, felhasznalt higitas: 1:1000 (Promega)

anti-B-galaktozidaz — nyulban termelt, felhasznalt higitas: 1:300 (Invitrogen)

a-glikogén-foszforilaz — nyulban termelt, felhasznalt higitas: 1:20000

Felhasznalt masodlagos ellenanyagok:

Egérben termelt ellenanvyagra specifikus:

a-egér-biotinilalt: 1:500 (Vector Laboratories)
a-egér-Al-488: 1:600 (Invitrogen)

a-egér-Al-546: 1:600 (Invitrogen)

Nyulban termelt ellenanyagra specifikus:

a-nyul-biotinilalt: 1:500 (Vector Laboratories)
a-nyul-Al-488: 1:600 (Invitrogen)

a-nyul-Al-546: 1:600 (Invitrogen)
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a-nyul-HRP-konjugalt: 1:10000

Patkdnyban termelt ellenanyagra specifikus:

Rat — Alexa-488, felhasznalt higitas: 1:600

Felhasznalt egyéb reagensek:

Rhodamin-Phalloidin, felhasznalt higitas: 1:50 (Invitrogen)
Al488-Phalloidin, felhasznalt higitas: 1:100 (Invitrogen)
Al647-Phalloidin, felhasznalt higitas: 1:100 (Invitrogen)

DAPI (100pg/ml) , felhasznalt higitas: 1:500
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FONTOSABB ROVIDITESEK

AC - ADF/Cofilin

Arp - actin-related protein

CA — konstitutivan aktiv

CC - coiled-coil domén

chic - chickadee gén (profilin)

Cobl - Cordon-bleu

DAAM - dishevelled associated activator of morphogenesis
DAD - diaphanous autoregulatory domain

DD - dimerizacids domén

dDAAM — Drosophila DAAM

Dia - Diaphanous

DID - diaphanous inhibitory domain

DN — dominans negativ

DRF - diaphanous related formin

Ena - Enabled

F-aktin — aktin filamentum

FH1 - formin homology 1

FH2 - formin homology 2

FRL - formin-related proteins identified in leukocytes
G-aktin — aktin monomer

GBD - GTPase-binding domain

GFP - z6ld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

GOF - gain of function (funkcidényerés)
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Lmod - Leiomodin

LOF — loss of function (funkcidvesztés)
PBS - phosphate buffered saline

PCP — szoveti polaritas (planar cell polarity)
Scar - suppressor of cAMP receptor

WASP - Wiscott-Aldrich Syndrome Protein

WH2 - WASP homology 2
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OSSZEFOGLALAS

A komplex idegi miikodés alapja a megfeleld idegsejtek kozotti kapcsolatok kialakulésa.
Ennek feltétele, hogy az idegsejtek nyulvanyai megfeleld minta szerint projektdljanak,
megtaldlva a célsejtjiiket. A novekvd axonok a kornyezeti jelek alapjan valasztjdk ki
novekedésiik irdnyat, amiben dontd szerepet jatszanak az axonok végén differencialodod
novekedési kupok (growth cone). A nyllvany novekedés soran a ndvekedési kup periférialis
részén taldlhaté ujjszeri  (filopodiumok) és lemezszerli —membrankitiiremkedések
(lamellipodiumok), illetve az ezeken elhelyezkedd receptorok jatsszak a fOszerepet a
jelmolekulak érzékelésében. Attol fliggben, hogy vonzd vagy taszitdo jellegli faktorral
¢érintkeznek, valtozik a ndvekedési kup aktudlis alakja és novekszik az axon egy
meghatarozott iranyba. A novekvd axonvég jellegzetes sejtvaz elemekkel rendelkezik,
amelyek a sejtvaz két fo alkotdelemébdl, mikrotubulusokbdl 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, megjosolhatd volt, hogy az aktin nuklealo
¢és polimerizalo faktoroknak kitlintetett szerepiik van az idegsejt nytlvanyok kialakitasaban.
Munkank kezdetén még nem irtak le olyan aktin nukledld és polimerizald aktivitassal
rendelkezd fehérjét, mely fontos szerepet jatszik a ndvekedési kup nem elagazod aktin
filamentumainak kialakitasaban, €s igy a nyulvanynovekedésben. Mivel eldzetes vizsgalatok
alapjan ugy talaltuk, hogy a formin tipustu aktin 6sszeszereld faktort kodolo dDAAM génrdl
atirodo mRNS, ¢s dDAAM fehérje is feldasulast mutat az embrionalis kdozponti idegrendszer
teriiletén, érdekesnek talaltuk megvizsgalni vajon a dDAAM szerepet jatszik-e az idegsejt
nyulvanyok novekedésében.

Kisérleteinket elsé korben az embrionalis kézponti idegrendszer teriiletén végeztiik el. A

dDAAM™% zigbtikusan null mutans embriok csak gyenge kdzponti idegrendszeri eltéréseket
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mutattak. Ez azonban magyarazhaté azzal, hogy az anyai hatds miatt ezek az allatok
tartalmaztak vad tipusu génterméket. Tovabbiakban az anyai hatds gyengitése mellett
transzheterozigta mutans embriokat (dDAAM™“¢) hoztunk létre. Ezek az éallatok mar
viszonylag magas szazalé¢kban mutattak erdsebb nyulvanyndvekedési hibdkat, melyek nem
parosultak idegsejt hianyokkal. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a dDAAM szerepe a
nyulvanyok novekedésében van. Azt, hogy ez a fenotipus valéban a dDAAM doézisanak
csOkkenéséhez kothetd, a teljes hosszusagu fehérje tultermelésével elvégzett menekitési
kisérlet bizonyitotta.

A dDAAM nyulvany-novekedésben jatszott szerepét erdsitették meg az in vitro nyulvany
regeneracios tesztek is, amelyek sordn a dDAAM konstitutivan aktiv formajanak tultermelése
vivo elvégzett funkcionyeréses kisérletek soran a konstitutivan aktiv dDAAM elrontja az
embrionalis nyulvanykdtegek szabdlyozott mintdjat. A CDAAM és a DAD-DAAM aktivalt
formak altal okozott fenotipusok 0sszehasonlitasa alapjan azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le,
hogy a dDAAM aktin Osszeszereld aktivitasanak €s a sejten beliili lokalizacidojanak a
az egyéb DRF tipust forminokra vonatkozé ismeretekkel.

A dDAAM nyulvanynovekedésben betoltott funkcidjanak pontosabb megértése érdekében
primer idegsejt kultirakon végeztiink kisérleteket, mely soran a vad tipusti, dDAAM™ " és a
konstitutivan aktiv format (DADm-DAAM) tultermeld embridokbol szarmazoé idegsejteket
hasonlitottuk 6ssze. A kisérletek alapjan elmondhatjuk, hogy a dDAAM mutans idegsejtek
axon ndvekedése ugyan normalis volt, azonban a ndvekedési kupok teriiletén megjelend
filopoédiumok szama és hossza lecsokkent. Ezzel szemben a konstitutivan aktiv format

tultermeld sejtek nyulvanyai sokkal tobb filopédiummal rendelkeztek. Ezek alapjan az
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eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a dDAAM szerepe a nyulvanyok novekedése soran a
novekedési kap filopodiumainak kialakitasa.

Miutan bebizonyosodott, hogy a dDAAM-nak fontos szerepe van az embriondlis idegsejtek
nyulvanyainak novekedésében, kivancsiak voltunk arra, hogy ez a nyulvanyndvekedésben
betoltott funkcid mennyire altalanos, megfigyelhetd-e a fejlodés késébbi stadiumaiban a
kozponti idegrendszer mas teriiletein. A larvalis, bab és feln6tt allapotokat tanulmanyozva
megallapitottuk, hogy a dDAAM ezekben a stddiumokban is pan-neurdlisnak nevezhetd
kifejez6dési mintat mutat. Mivel a fehérje nagy mennyiségben jelen van a fejlodé gombatest
terliletén, tovabbiakban ezt az agyi struktirat hasznaltuk modell-rendszeriil. A vizsgalatok
soran azt talaltuk, hogy a dDAAM csokkent mennyisége mellett a gombatest nyulvanyok
novekedési €s navigacios hibakat mutattak, mely alapjan elmondhatjuk, hogy a dDAAM nem
csak az embriondlis, hanem a késébbi fejlodési stadiumokban is elengedhetetlen eleme az
idegsejt nyulvanyok ndvekedésének. Az embriondlis idegrendszerben és a gombatest
vizsgalataval kapott eredményeink egyiittesen azt jelzik, hogy ez a DAAM alcsaladba tartozé
formin a nytulvanyndvekedés egyik altalanos faktora.

A dDAAM idegrendszeri szerepének kimutatdsa utan szerettiik volna tisztazni, hogy a
dDAAM-e az egyetlen formin melynek fontos szerepe van a nyulvanyok ndvekedésében. Ezt
ugy probaltuk kideriteni, hogy idegrendszer-specifikusan RNSi-val lecsokkentettik a
kiilonb6zé forminok szintjét. A gombatesteket megvizsgalva azt talaltuk, hogy a hat
Drosophila formin gén koziil csak a dDAAM és a dia mutat idegrendszeri fenotipust. A Dia
fehérjérdl kimutattuk, hogy a dDAAM-hoz hasonléan, feldusulast mutat a gombatest
aktualisan ndvekvd nyulvanyaiban. Ennek ellenére a dDAAM ¢és a dia mutansok fenotipusa
lényegesen kiilonbozik egymastol. A dDAAM-mal ellentétben, a dia esetében a nyulvanyok
novekedésére gyakorolt pozitiv hatast nem tudtunk kimutatni, helyette azt tapasztaltuk, hogy

hianyaban a Kenyon sejtek citokinézise sériil, és tobbmagvu sejtek jelennek meg, igy az
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osztodasbol nem szarmaznak funkcionalis neuronok, melyek nyulvanymintazata vizsgalhato
lenne. Egyetlen a Dia nyulvanyndvekedésben betoltott szerepére iranyuld megfigyelésiink az
volt, hogy posztmitotikus sejtekben aktiv gombatest specifikus driverrel lecsokkentve a Dia
mennyiségét, a B lebenyek esetében nem torténik meg a termindlddas, az axonok atnyultak az
ellenkez6 oldali hemiszféraba. Ez a megtigyelés viszont arra utal, hogy amennyiben a Dia-
nak szerepe van a nyulvanyok ndvekedésében, az valamilyen modon inkdbb a ndvekedésre
gyakorolt negativ hatas lehet. Ezzel egybevag az a megfigyelésiink is, hogy a kisGTPazokkal
elvégzett vizsgalataink alapjan a Dia aktivatora a gombatest teriiletén a RhoA lehet, amelynek
a domindns negativ formdja hasonld osztodasi fenotipus okozott, mint a dia hidnya, és
amelyrél kordbban leirtdk hogy az axon ndvekedés negativ regulatora. Osszegészében
vizsgalataink azt a konkluziét sugalljak, hogy a forminok koziil Drosophila-ban a dADAAM az
egyetlen kitiintetett szerepl aktin Osszeszereld faktor az axon novekedés soran.

Mint a DRF forminok csaladdjaba tartozo fehérje, a dDAAM is specialis modon aktivalodik,
mégpedig az aktin polimerizacidra képes aktiv konformacio eléréséhez egy aktivalt Rho
tipust kisGTPaz bekotddése sziikséges. Mivel a Drosophila genom tobb ilyen tipusu fehérjét
is kodol, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy melyik GTPaz lehet felelés a dDAAM
aktivalodasaért a kozponti idegrendszerben, kimutathaté-e egyaltalan specificitds ebben a
vonatkozasban. Ot Rho tipusi GTPaz sajat idegrendszeri fenotipusat vizsgéilva, illetve
genetikai kdlesonhatason alapulo vizsgalatok utjan belattuk, hogy mind az embrionalis, mind
a késobbi stadiumokban az idegrendszer teriiletén a dDAAM aktivatorai a Rac alcsaladba
tartoz6 kisGTPazok.

Genetikai interakciokkal tovabbi interakcios partnereket is azonositottunk, mint a Profilin, és
az Ena, melyek mind az embrionalis, mind a késébbi stadiumokban egyiittmiikodnek a
dDAAM-mal a nyulvanyok névekedése soran. Ezt a egylittmiikodést co-immunoprecipitacios

vizsgalatok is alatdmasztottak, illetve 6sszhangban van az immunhisztokémiai vizsgalatokkal,
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mely alapjan a dDAAM fehérje részleges kolokalizaciot mutat ezzel a két fehérjével a
novekedési kuap teriiletén, kiilonos tekintettel a filopodiumokra.

A gombatest nyulvanyok ndvekedése soran fontos szerepiik van az ugynevezett core PCP
fehérjéknek. A genetikai interakcios vizsgalatok alapjan a dDAAM ezekkel a fehérjékkel
egyiittmiikddve szabdlyozza a nyulvanyok novekedését, és megfeleld projekciojat. Az
altalunk felallitott modell szerint a dDAAM a Wnt5 jelétviteli Gtvonalba illik bele, mégpedig
a Wnt5 kotédése a Fz receptorhoz a Stbm/Pk/Fmi fehérjékkel egyiittmiikodve vezet a Dsh
aktivalédasahoz. A Dsh viszont a dDAAM aktivalasara képes a DAD doménjéhez vald
kotodése altal, ami az aktin polimerizald lokalis aktivalodasat eredményezi. Az irdnyitott
aktin Osszeszerelddés filopodiumok képzddését segiti eld, ami végsd soron a jelmolekula
iranyaba torténd nytlvanyndvekedést eredményez. Az egyelére nem vilagos, hogy a ADAAM
aktivitasat kizarélag a Wnt5 jel szabalyozza-e vagy egyéb navigécios 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 navigacios jeltdl a sejtvaz atrendezddésekig
tartd jelatviteli rendszert tartunk fel, ami fontos 1j informéciokat szolgaltatott az axon

novekedés folyamatarol és a DAAM tipusu forminok miikodésérdl is.
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SUMMARY

The connections between neurons are necessary for the formation of a functional nervous
system. A major prerequisite of this process is the outgrowth and precise navigation of axons
toward their target cells. The growing axons choose their specific path by sensing the
environmental cues. In this process, the key structure is the growth cone, formed at the tip of
the growing axon. During axonal growth, the finger-like filopodia and the veil-like
lamellipodia located at peripheral region of the growth cone play crucial roles because their
plasmamembrane is rich in receptors of the guidance cues. Depending on the nature of these
signals (attractant and repellent), the growth cone changes its shape, and the axon grows
toward a specific location. Growth cone dynamics is ensured by microtubules and actin
filaments, the two main components of the cytoskeleton. The growth cone actin filaments
organize into bundled structures in the filopodia, whereas in the lamellipodia they form a
loosely interwoven network of filaments. Because axonal growth relies on the dynamic actin
cytoskeletal rearrangements, it was expected that actin nucleator and polymerization factors
play essential roles in the forming of neurites. Despite of that, at the beginning of our research
no protein was clearly identified yet that would act as an assembly factor for the unbranched
actin filaments of the growth cone. However, our preliminary studies revealed that the mRNA
and the protein of a formin type of actin assembly factor, encoded by the Drosophila DAAM
gene (dDAAM), is highly enriched in the embryonic central nervous system (CNS), therefore
dDAAM was a very good candidate for being the long sought-over axonal actin nucleation
factor and we decided to investigate dDAAM function during neural differentiation.

The first set of experiments we carried out was focused on the analysis of the
embryonic CNS. To begin the functional analysis, we examined embryos homozygous for the
null mutant dDAAM™ allele, however, these zygotic null mutant embryos showed very

subtle phenotypic differences as compared to wild type. Because we knew that the maternal
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dDAAM mRNA is heavily loaded into the embryo, we thought that the lack of phenotypic
effect is most easily explained by maternal effect. Therefore, next we generated maternal and
zygotic mutant embryos to weaken the maternal effect. The CNS of most of these embryos
clearly showed axonal growth defects without significantly altering neuron numbers. To
prove that the phenotypic defects observed are indeed due to the impairment of dDAAM
function, rescue experiments were carried out by overexpressing the full-length protein which
was able to fully rescue the axonal phenotypes. Together, these results indicated that this
formin type of actin assembly factor plays an important role during neuronal differentiation
and axonal growth regulation.

To collect further evidences for our conclusion, we used an in vitro axonal
regeneration test. During this experiment the constitutively active form of dDAAM enhanced
the regeneration and growth of the axons exiting the ventral nerve cord, thus these results
further confirmed that dDAAM has an important role in neurite formation. When the activated
form of dDAAM was expressed in vivo within the CNS, we found that the constitutively
active dDAAM has the ability to disrupt the normally highly stereotyped pattern of the
embryonic axonal tracts. Comparing the phenotypes caused by two different activated forms,
CDAAM and DAD-DAAM, our results suggested that the N-terminal region of the protein
plays an important role in the regulation of the actin assembly activity provided by the C-
terminal FH2 domain, and also plays a role in the subcellular localization of the dDAAM
protein, which is in good agreement with the findings for other DRF (Diaphanous related)
formins.

To address the subcellular function of dDAAM, we generated primary neuronal
cultures from dDAAM™"*¢ mutant embryos and from embryos that overexpress the
constitutively active form of dDAAM (DADm-DAAM). The results we collected indicated

that in dDAAM mutants the axons grow to their normal length, however the number and the
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length of the filopodia is strongly decreased in the area of the growth cone. In contrast to this
LOF data, cells that express the constitutively active form exhibited far more filopodia than
their wild type counterparts. These results strongly suggested that the major subcellular
function of dDAAM is to regulate filopodia formation in neuronal growth cones.

Once we have established that dADAAM has an essential role in embryonal neurite
growth, we wanted to know whether this function is restricted to the embryonic stages or
dDAAM is a more general regulator of axonal growth playing a role during the later stages of
CNS development as well. By studying the larval, pupal and adult stages we revealed that
dDAAM expression remains pan-neural during the whole course of CNS development.
Because we noted that the dDAAM protein is heavily enriched in the developing mushroom
body axons, we focused most of our subsequent studies on this particularly well known model
system. Our results demonstrated that the decreased amount of dDAAM causes growth and
guidance defects in the mushroom body, suggesting that dDAAM is crucial for neurite
outgrowth during the later stages of the neuronal development. Taking the embryonic, larval
and adult phenotypic analysis together, ADAAM clearly appears to be a general regulator of
neuronal differentiation.

After having clearly demonstrated that the formin dDAAM is a critical element of
axon growth, we wanted to know whether dDAAM is the only formin which involved in the
regulation of this process. To address this question we reduced the level of other formin
proteins by using RNAI tools in a neuronal specific manner. By analyzing the mushroom
bodies we discovered that out of the six formin genes, only the dDAAM and dia mutants
exhibit a neuronal phenotype. With respect of the Dia protein we revealed that it is enriched in
the newly borned axons of the mushroom body, which is very similar to our findings about
dDAAM. Despite of that similarity in the expression pattern, the two mutants are

characterized by different phenotypic effects. Contrasting to dDAAM, in the case of dia we
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didn’t find any positive effect to the neurite outgrowth, instead we noticed that cytokinesis is
disrupted in the Kenyon cells of the mushroom body. As a consequence, most of the cells
became multi-nuclear that prevents the formation of functional neurons. The only observation
that hinted towards dia having an effect in the axonal growth regulation, was that the 3-axons
of the mushroom body failed to terminate at the midline of the brain and overextended into
the opposite hemisphere. This observation implied that if dia has a role in the axonal grow, it
works as a negative regulator. This is in good agreement with another set of data we obtained
by studying RhoA. The dominant negative form of the small GTPase RhoA, that has
previously been shown to be a negative regulator of neurite growth, caused very similar cell
division phenotypes as the lack of dia, therefore RhoA is the likely activator of Dia in the
mushroom body both acting as an inhibitor of axonal growth. Together our data suggest that
dDAAM is the only formin type of actin assembly factor which plays an essential role in
neurite formation.

As typical for the members of DRF family, it is thought that dDAAM activation
requires the binding of an activated Rho GTPase to the GBD domain (GTPases binding
domain) of the protein. Given that the Drosophila genome contains several small GTPases of
the Rho family, we were curious to know which one is responsible for the activation of
dDAAM in the CNS. With the examination of the phenotypes of five Rho GTPases,
combined with genetic interaction tests, we demonstrated that the major activators of _dDAAM
during neuronal development are the Rac GTPases.

By using genetic interaction assays, we identified further interaction partners, these
include Profilin and Enabled that we think to cooperate with dDAAM during all stages of
neuronal growth. This interaction was further supported by co-immunoprecipitation

experiments, and it is also consistent with the immunostaining experiments showing that
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dDAAM at least partially colocalizes with these protein in the region of the growth cone, in
particular within the filopodia.

According to recent findings, the PCP genes play a crucial role during the growth of
the mushroom body neurites. Our genetic interaction experiments suggested that the dDAAM
protein works together with the PCP proteins during the regulation of axonal growth and
guidance in the mushroom body. Based on these data, we propose that dADAAM acts in the
Wnt5 signaling pathway. In this pathway the binding of the Wnt5 guidance cue leads to the
activation of the Fz receptor that in turn leads to the activation of Dsh while cooperating with
the Stbm/Pk/Fmi proteins. Subsequently, the Dsh protein activates dDAAM by binding to its
DAD domain that promotes local actin assembly. The directed actin elongation leads to the
formation of new filopodia, which drives axon growth towards the direction of the guidance
cue. At present, it is not clear whether Wnt5 is the only guidance cue that regulates the
activity of dDAAM or other navigation factors also play a role, the investigation of this
question awaits future experiments.

Taken all our data together, we uncovered a whole novel signaling system from an
axon guidance cue to the direct regulator of the actin cytoskeleton that plays an essential role
during directed axonal growth regulation. These studies not only deepened our knowledge
about neuronal growth but we also learnt a lot about the in vivo functions of the DAAM

formin subfamily.
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