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BEVEZETES

Az izom differenciaciot érintd fontos kérdés, hogy a harantcsikolt izomsejt
hogyan képes egy szabalyosan ismétl6do, szigoruan rendezett szarkomerekbdl
allo szerkezetet létrehozni a miofibrillogenezis soran, mas szoval, hogyan
zajlik a szarkomer &sszeszerel6dés?

A miofibrillogenezis egy sok 1épésbdl allo, bonyolult folyamat, és ennek a
folyamatnak egy Kkitiintetett része a miozin ¢és aktin filamentumok
Osszeszerelddése. Annak ellenére, hogy a szarkomerikus komplexek szerkezeti
felépitését sikeriilt tisztdzni, az elobb emlitett filamentum rendszerek in vivo
Osszeszerel6désérdl keveset tudunk. Kiillondsen arra nem sikeriilt ez idaig még
fényt deriteni, hogy hogyan =zajlik a vékony filamentumok kezdeti
Osszeszerel6dése, milyen modon megy végbe az aktin dinamika szabalyozasa,
és hogyan szervezddnek a filamentumok a miofibrillogenezis illetve a
miofibrillumok fenntartasa soran.

Habar az aktin nukledciés faktorok mikodését a  kiilonbozo
modellrendszerekben mar régota tanulmanyozzak, az a fehérje, amely a fejlodo
izmokban lehetové tenné a nukleacidt, még nem ismeretes. A nukleacion kiviil
az aktin dinamika fontos Osszetevoi a filamentumok elongacidja és a
hosszusaguk szabalyozasa. Mivel a forminok a nem-eldgaz6, hosszii aktin
filamentumok 0Gsszeszerelodését katalizaljak, és a harantesikolt izomsejtek
egyik f6 alkotéeleme éppen az ilyen tipusi filamentum, mindenképpen
elképzelhetd volt, hogy egy formin csaladba tartozé fehérje kulcsszerepet
jatszik a vékony filamentumok 9sszeszerelddésében.

Tekintve, hogy a szarkomerikus aktin filamentumok kialakuldsanak mikéntje
munkank kezdetén jorészt ismeretlen volt, elézetes eredményeink alapjan Ggy
gondoltuk érdemes részletesen is megvizsgdlni milyen szerepet tolthet be a

Drosophila DAAM fehérje a miofibrillogenezis soran.
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CELKITUZESEK

A legfontosabb célkitlizésiink az volt, hogy fényt deritsiink a dDAAM mint
formin molekula szarkomeren beliil jatszott szerepére. Ennek érdekében a
kovetkezo kisérleteket terveztiik végrehajtani:

- elsé 1épésként a ADAAM fehérje lokalizacigjat kivantuk még alaposabban
vizsgalni a muslica indirekt repiiléizmainak szarkomereiben

- szandékunkban allt a lokalizacios kisérleteket, a vad tipuson kiviil,
kiterjeszteni a fehérje funkcidvesztéses mutansaira, valamint fehérje
taltermeléses mutansokra is

- funkcidvesztéses mutansok és RNS csendesitdé konstrukcidk segitségével
terveztiik vizsgalni, hogy van-e szerepe a dDAAM-nak az aktin filamentumok
kialakulasaban és a szarkomerek dsszeszerelédésében

- tovabbi terviink volt a dDAAM molekularis funkcidjanak vizsgalata, és a
dDAAM-mal egyiittmiikod6é izomfehérjék azonositasa, genetikai interakcios

kisérletek, illetve biokémiai-biofizikai kisérletek soran



ALKALMAZOTT MODSZEREK

- Drosophila genetika:
o transzgénikus vonalak 1étrehozasa
- Rekombinans DNS - technikak:
e PCR
e klonozas
- Drosophila embriok preparalasa:
e metanolos fixalas
e  lassu” fixalas
- Immunhisztokémia:
o Drosophila indirekt repiiléizom, larvalis testfal izom, szivcsd preparalas
o cgér izomszovetek preparalasa
- Western- blot
- Fluoreszcens és konfokalis mikroszkopia
- Atomer6-mikroszkopia
- Elektronmikroszkdpia

- F-aktin végilleszt6 aktivitasi vizsgalat



EREDMENYEK

- a dDAAM fehérje lokalizaciojat vizsgalva megallapitottuk, hogy a dDAAM
fehérje az indirekt repiiléizom (IFM) szarkomerein belil a vékony
filamentumok mindkét végén, a Z-korongok és az M-vonal kérnyékén is
lokalizalodik

- a kiilonboz6 dDAAM mutansok esetében, az IFM-ben levé dDAAM fehérje
szint csokkentésével aranyosan nott a ropképtelen legyek aranya. A
legmarkansabb fenotipust ugy értiik el, hogy a részlegesen dDAAM hianyos
dDAAM -es legyekben csendesitettiik a dDAAM gént (ADAAM™, UDT)

- Western blot analizis segitségével igazoltuk, hogy a ropképtelen fenotipus
erdssége megegyezett a dDAAM fehérje szintjének az IFM-ben tapasztalt
csokkenésével mind a dDAAM™'-es mind pedig az dDAAM™ UDT
genotipusu allatok esetében

- a teljes hosszusagu fehérje tultermelésével elvégzett menekitési kisérlettel
bizonyitottuk, hogy ezek a fenotipusok valéban a dDAAM szintjének
csokkenéséhez kothetdek

- a legnagyobb dDAAM hiannyal rendelkez dDAAM™ | UDT legyek esetében
a legsulyosabb IFM fenotipust figyelhettiik meg. Ez a izomrostok egy részének
az elsorvadasat jelentette, a megmaradé miofibrillumok pedig vékonyabbak
voltak a vad tipusnal és a szervezettségiiket is elvesztették. A szarkomer hossz
rovidiilés ezekben a miofibrillumokban elérte a 38%-ot

- a baballapot kialakulasaté] szamitott 48 oras dDAAM™, UDT mutansok IFM-
jében mar megfigyelhetéek ugyanazok a fenotipusos elvaltozasok, amelyeket a
fiatal feln6tt allatok esetében tapasztaltunk

- a dDAAM™', UDT mutansok elektronmikroszkopias analizisével igazoltuk és

kiegészitettiik a konfokalis mikroszkopia altal nyert eredményeket



- atomerd mikroszkopids elemzéseket is végeztiink, amelyek soran sikeriilt
kimutatnunk, hogy mind a dDAAM™' mind a dDAAM™, UDT muténsok
miofibrillumainak harant irdnyl rugalmassadga szignifikansan alacsonyabb a
vad tipusénal
- a DAAM fehérje lokalizacios megfigyeléseket kiterjesztettilk mas izmokra is.
A fehérjét sikeriilt detektalni a fejloddé és az adult szivesdben, és a larvalis
testfal izmokban is
- embriondlis és adult korti egér izommetszetek immunfestése utan azt
tapasztaltuk, hogy az mDaam! a Drosophila izmokban tapasztalt lokalizacios
mintdzathoz hasonlé képet ad egér izmokban is, ami evolucids konzervaltsagra
utal
- az egér sejtkultarakban végzett kisérleteink azt mutattak, hogy az mDaaml1 a
szarkomer kezdeményekben ugyanolyan koran jelenik meg, mint az aktin
keresztk6t6 a-aktinin, ami azt jelenti, hogy ennek a forminnak korai szerepe
van a miofibrillogenezis soran
-a legnagyobb dDAAM™® deficiencia allélt hordozé 100 o6ras mutans
larvakban a VL3-as izom hossza a mutans larvakban 53%-al, a szélessége
pedig 38%-al csokkent a vad tipushoz képest
-a 100 6ras dDAAM®® mutans larvak csokkent testméretével 6sszhangban a
szivesoviik atmérdje ~ 40%-al kisebb a vad tipushoz képest

- a dDAAM és az TFM specifikus Act8SF™ ¢s Tm2’ allélok kozott erés genetikai
kolcsonhatast talaltunk, nem-izom sejt tipus izoformakkal pedig nem volt
interakci6 ami azt bizonyitotta, hogy a dDAAM fehérje funkcidja az
izomfejlddés soran a szarkomerikus aktin filamentumok kialakitasahoz kotédik

- genetikai interakcids kisérleteket végeztiink két bizonyitottan (-) vég szabalyozo

fehérje mutans alléljaival, a SALS-al és a Tmod-al. A sals”’** / + a dDAAM™'

—es mutans hattéren nem okozott fenotipusbeli valtozast. Ezzel szemben a



tmod”™ mutaci6 teljes mértékben szupresszalta a dDAAM™' mutans gyenge
ropképtelen fenotipusat, visszaallitva a vad tipushoz kozeli értéket
- kimutattuk, hogy az alacsonyabb dDAAM fehérje szint szupresszalja a vékony

™S muslicak

filamentumok ,tulndvekedési” fenotipusat, amelyet a tmo
indirekt repiiléizmaban lattunk

- egy in vitro F-aktin végilleszté aktivitasi vizsgalatot is végeztiink, melyben a
dDAAM (+) vég koté FH1-FH2 doménjeit hasznaltuk. Azt talaltuk, hogy az
FH1-FH2 domén 100nM-os koncentracioban nem gatolta az aktin
filamentumok végeinek az Osszeolvadasat. A tropomiozin (TM) viszont
elésegitette az aktin filamentumok vég-a-véghez illesztését, a TM és dDAAM
egyiittes hatasa pedig kissé még er6sebb is volt, mint a TM-¢ egyediil

-az mhc és a dDAAM kozott az életképességet €s az izomszerkezetet érintd

dominéns genetikai kdlcsonhatas talaltunk, ami arra utal, hogy a dDAAM az

MHC fehérjével 6sszehangoltan miikddik az izomfejlédés soran
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