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ALTALANOS BEVEZETES

A sejtvaz (citoszkeleton)

A ¢l6 sejt vazat citoszkeletonnak nevezziik. A sejtvaz altalanosan jellemzd az é16
sejtekre, a prokariotaknak és eukaridtaknak egyardnt van sejtvdza. A ,citoszkeleton” sz6
eredete egészen 1931-ig nyulik vissza, ekkor vezette be Paul Wintrebert francia embriologus a
~Cytoskelette” fogalmat a sejtbioldgiaba. A citoszkeleton szdmos folyamatban fontos szerepet
tolt be. Lehetévé teszi a sejtmozgasokat, a sejtalak fenntartadsat, az intracelluléaris
transzportfolyamatokat, az organellaris transzportot, illetve a sejtosztddast. A sejtvaz
felépitését tekintve az eukariota sejtben harom f6 szerkezeti elemet kiilonithetiink el: a

mikrotubulusokat, az intermedier filametumokat és a mikrofilamentumokat.

A citoszkeletont alkotd szerkezeti elemek

1. Mikrotubulusok

A mikrotubulusok polimer molekulak, melyeket a-, és B-tubulin alegységekbdl allo
heterodimerek épitenek fel. A  heterodimerek a polimerizacid elsé 1épésében
protofilamentumokat hoznak létre, melyek azutdn egy cilindrikus csészerii struktiraba
rendez6dnek, igy hozva 1étre a mikrotubulust. Egy tipikus mikrotubulusban 13
protofilametum van. A mikrotubulusok kiilsé atmérdje 24 nm, bels6 atméréje 15 nm. Hosszuk
tdg hatarok kozott valtozhat 200 nm-t6l egészen 25 um-ig. A dimerek beépllése a
protofilamentumba fej-farok (head-to-tail) orientaci6ban torténik, a tubulin dimer o-alegysége

a kovetkez6 dimer P-alegységével kapcsolddik 6ssze. A protofilamentumok egymassal



parhuzamosan paralel médon rendezddnek el, igy a mikrotubulusok struktirdjukat tekintve
polarizdltak. A (+) végen a B-alegységeket, mig a (-) végen az a-alegységeket talaljuk a
felszinen.

A mikrotubulus (+) illetve (-) végén eltéré sebességgel épiilnek be (polimerizacio),
illetve szakadnak le (depolimerizécio) az o/B-tubulin heterodimerek. A (+) végen gyorsabb
polimerizacid/depolimerizacié  sebessége, mig a () végen  lassabb. A
polimerizacid/depolimerizaci6 dinamikdja erdsen fligg egyrészt a tubulin dimerek
koncentraciojatdl, masrészt a (+) végen a szabad B-tubulin GTP-vagy GDP kotétt allapotatol.
Kritikus tubulin koncentracio folott els6dlegesen beépiilés, mig alatta depolimerizacid
torténik. Amennyiben a (+) végen tdlnyomorészt GDP-kotott B-tubulin  alegysegek
talalhatéak, akkor az depolimerizacibhoz vezet, mig a GTP-kotott forma polimerizaciot
indukdl. Az €16 sejtben a mikrotubulusok stabilitasat kiilonb6z6 mikrotubulus asszocialt
fehérjék (MAP: microtubule associated protein) biztositjak. A stabilizalo fehérjék altalaban
rendelkeznek egy mikrotubulus-k6t6 doménnel, és egy savas projekcios doménnel, amely
intermedier filamentumokhoz vagy membranokhoz kapcsolédhat, ily modon stabilizéljak a
kotegekbe rendezddott mikrotubulusokat. Ilyen fehérje példaul a Tau, mely specifikusan a
neuronok axonjaiban segiti eld a mikrotubulus kotegek rogzitését egymastol megfeleld
tavolsagban. A destabilizald6 MAP-ok ezzel szemben vagy a tubulin alegysegek kdzotti direkt
hasitas révén, vagy a szabad heterodimerek kotése, és Kkititralasa réven depolimerizaciot
idéznek elo.

Az (0j mikrotubulusok 0©sszeszerelése, nukledlasa az eukariota sejtekben a
mikrotubulus organizal6 kozpontokbdl (MTOC) torténik. Az Gjonnan  kialakult

mikrotubulusban a (-) vég az MTOC felé, mig a (+) vég attél disztalis iranyba néz.



2. Intermedier filamentumok (1F)

Az intermedier filamentumok homo-, vagy heteropolimerek. A sejtben homogén,
apolaris lancokat alkotnak, melyek atmérdje 10 nm. A mikrotubulusokkal ellentétben stabil
struktarak, szereplk a sejtvaz szerkezeti stabilitdsdnak biztositasa. Rendkiviil sokféle
intermedier filamentum létezik, a human genomban 67 IF gén taldlhatdé. A kilonbozé TF
tipusok alegységeinek szerkezete a szekvenciabeli eltérések ellenére is nagyban hasonlit
egymashoz. Az N-, és a C-terminalisukon egy-egy globularis fehérjedomén talalhat6, melyek
egy koOzponti, a-helikalis szerkezeti magot fognak kozre. Szoveti eléfordulasuk és
szekvenciahomoldgidjuk alapjan az IF-okat 6 f6 csoportba sorolhatjuk.

Az 1., és Il. csoportba a savas, illetve bazikus keratinok tartoznak, melyek epitélialis
sejtekben fordulnak el6. A keratin savas és bazikus keratin monomerekbdl felépiild
heteropolimer Ianc.

A l11. csoportba négyféle fehérje tartozik. A vimentinek, melyek az dsszes IF fehérje
koziil a legszélesebb eloforduldsi  gyakorisaggal rendelkeznek. Megtaldlhatoak
fibroblasztokban, leukocitadkban, és a véredények endotél sejtjeiben is. A desmin alkotta IF-ok
az izmokra jellemzdek, a GFAP (glial fibrillar acidic protein) gliasejtekben €s asztrocitadkban
fordul el6, mig a peripherin a periférias idegrendszer neuronjaiban taldlhaté meg.

A IV. csoportot a neurofilamentumok (NF) alkotjak. Specifikusan a kdzponti
idegrendszer neuronjainak axonjaiban fordulnak eld, szerepiik az axonok radialis irdny
novekedésének, nyulvanyatmérdjének szabalyozasa. Heteropolimerek, melyeket a kifejlett
neuronokban haromféle polipeptid épithet fel (NF-L, NF-M, NF-H).

Az V. csoportot a laminok alkotjdk, melyek a tdbbi, citoszolban talalhaté IF-mal
szemben a sejtmagban talalhatoak, és ott a nuklearis membran belsé felszinén hoznak 1étre

egy fibrillaris halozatot.



A VI. csoportba nestinek tartoznak, melyek 230kDa méreti homopolimerek. Féleg

izomsejtekben, és embrionalis neuronokban fordulnak eld.

3. Mikrofilamentumok, az aktin citoszkeleton

A mikrofilamentumok 7-9 nm atmér6jii helikalis szerkezetii, polarizalt polimer
molekuldk, melyeket aktin monomerek épitenek fel. A mikrofilamentumok alkotta sejtvaz
flexibilis és plasztikus, elsddleges funkcidja a dinamikus sejtmozgasok kivitelezésében
(izomosszehtzodasok, sejtvandorlas, sejtnyulvanyok kialakulasa, axonalis névekedés) van.

Az aktin a leggyakrabban el6fordulo fehérje az eukarita sejtben. Az ,actin”
elnevezés Straub F. Brinotdl szarmazik, aki Szent-Gyorgyi Albert laboratoriumaban elészor
izolalta azt nagy tisztasagban izomszovetb6l 1941-ben (Szent-Gyorgyi, A. 1945). A névadas
eredete az, hogy a Szent-Gyodrgyi laboratériumban mar kordbban leirtdk a miozin egy joval
viszkdzusabb formdjat, melyet aktivalt miozinnak neveztek el, és Kkideriilt, hogy az
aktivalasért felelos faktort sikeriilt Straubnak kitisztitania. Innen kapta aztan az uj fehérje az
»actin” nevet.

A sejtben az aktin két formaja fordul el6. A monomer globularis forma a G-aktin, mig
a polimer forma az F-aktin, melyet G-aktin monomerek épitenek fel. A G-aktin monomer
molekulatomege ~42 kDa, a fehérje szekvenciaja evolicidosan er6sen konzervalt. Az 6sszes
ismert aktin fehérje az egysejtliektdl a gerincesekig legalabb 80%-ban megegyezik egymassal
aminosav szekvencia szinten. Az aktin aszimmetrikus fehérje, mely négy aldomént tartalmaz.
Az aszimmetria kdvetkezménye, hogy az aktin monomerekbdl 1étrejové filamentumok
struktarajukat tekintve polarizaltak. Az aktin fehérjedomeének elhelyezkedése olyan, hogy egy
hasadékot fognak kozre a fehérje kozepén, ahova ATP/ADP, illetve kétértékli kationok

(legtébbszér Mg®* ionok) kétédhetnek.



Magasabbrendiieckben 3-féle aktintipus taldlhatd. Az «-aktin izoforma az
izomsejtekben fordul elé nagy ardnyban, ahol az izomdsszehizédasokhoz sziikséges
strukturalis alapot biztositja. A B-, és a y-aktinok els6dlegesen nem-izom tipusu sejtekben
talalhatéak. A B-aktin a vandorld sejtekben a ,leading edge”-ben (az a kitlintetett tertlet a
sejtmembran mentén, ahol a szubsztratumon valé mozgashoz sziikséges kitiremkedések,
sejtnyulvanyok kialakulnak) dasul fel, de megtalalhaté a sejtmagban is. A y-aktin jelenléte
elengedhetetlen a belsé fiil sztereociliumaiban, a human ACTG1 y-aktin gén mutécidja

dominéns, hallasvesztéshez vezet (Zhu és mtsai. 2003).

Az aktinfilamentumok felépitése és szervezodése

Az F-aktin filamentumok bi-helikalis struktardk. Bennilk két G-aktinbdl allo lanc
tekeredik 166°-0s szdogben egymésra, a lanc csavarulata 37 nm-ként ismétlodik. A
filamentumok nemcsak strukturalis, hanem funkciondlis értelemben is polaritassal
rendelkeznek. Végeiken eltéré dinamikaval és sebességgel éplilnek be (polimerizacid) illetve
szakadnak le (depolimerizaci6) a G-aktin monomerek. In vitro az ATP-kotott G-aktin
oldataban a monomerek eldszor 3-4 monomerbdl all6 nukleacids magokat hoznak létre (lag
fazis), melyeken utana meredeken gyorsuld itemben megindul a tovabbi G-aktin monomerek
beépulése mindkét végen (elongéacios fazis). A beépllés sorén a filamentumban az ATP ADP-
re hidrolizal, csak a végeken marad meg az ATP kotott forma. Végezetil beall egy egyensulyi
allapot, amelyben a G-aktin monomerek folyamatos kicserélodése zajlik a filamentum két
végen, de a filamentumok mennyisége és hossza nem valtozik (steady state fazis). A steady
state fazisban mért G-aktin equilibrium koncentracidjat kritikus koncentracionak (C.)

nevezzik. A filamentumon a polimerizaciéhoz illetve depolimerizaciéhoz sziikséges kritikus



G-aktin koncentracio, illetve a végek ndvekedési dinamikdja alapjan megkilonbdztetlink

lassan, illetve gyorsan novekvé véget (1.ABRA) (Pollard 2007).

gyorsan novekvd vég lassan novekvd vég
_gsgé s > >

depolimerizacio

aktin nukleacio, és
polimerizacié

A\
= 9

ATP ADP

S kétegrendezd fehérigk szabad fimantumvég filamentum hasitd
fedd fehérjék fehérjék
o depolimerizald fehérjék o monomerkotd ATP/ADP kicserél6
fehérjék faktorok

1.ABRA Az aktinfilamentumok dinamikaja

A G-aktin monomerek tehat spontan mddon is képesek filametumokba rendezddni, de
ezek létrejotte energetikai okoknal fogva az é16 sejtben nem tamogatott, mivel a nukleacios
magok Onmagukban rendkiviil instabilak az €16 sejtben (Pollard és mtsai. 2000). Ennek
megfelelden a sejtnek sziiksége van olyan fehérjékre, melyek képesek koordinalni az aktin
nukleéciot, a polimerizaciét/depolimerizaciot, valamint az egyéb, aktin citoszkeletont érintd
véltozasokat (1.ABRA).

Az eukaridta sejtekben alapvetden kétféle magasabbrendli aktinszerkezetet

figyelhetiink meg. Léteznek nemelagazo, és elagazo aktinkotegek (2.ABRA). Elagazo,
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hal6zatos szerkezet jon létre példaul a lamellipédiumokban és sejtfodrozdédasokban, mig

példaul a filopédiumokra a nemelagazé lancu aktinkotegek jellemzdek (2.ABRA).

nemelagazo kotegek elagazo kétegek

filopodiumok

sztereociliumok
e :

trichomak mikrovillusok

N st -

lamellipédiumok

2. ABRA Az aktinkotegek tipusai

Azt, hogy egy bizonyos helyen és id6ben milyen tipusu aktinldnc és magasabbrendii
filamentumszerkezet jon létre, kiilonbdzd szabalyozo funkcioval bird fehérjecsaladok tagjai
szabjak meg. Ilyenek egyrészt a szabad filamentumvégeket lefedd (capping) fehérjék, melyek
megakadalyozzak, hogy az adott filamentum a szilkségesnél tovabb névekedjen vagy éppen
id6 el6tt depolimerizalodjon. Masrészt ilyenek a depolimerizaciot vagy a filamentum
elhasitasat (severing) eldsegitd fehérjék, illetve harmadrészt az uj aktinlancok inicidcidjat
eldsegitd nukleald/polimerizacios faktorok. Szlikség van tovabba olyan fehérjékre is, melyek
képesek az aktinfilamentumokat halézatos szerkezetbe, vagy kotegekbe rendezni (bundling)

(1.ABRA).
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Capping fehérjék

A capping fehérjék szerepe a gyorsan illetve a lassan novekvd vég lefedése az aktin
filamentumon. Kot6désiik stabilizalja azokat a filamentumokat, amelyek ndvekedésére a
tovabbiakban nincs szlikség, és ennélfogva el6segitik az aktinpolimerizacié pontos térbeli és
id6beli szabalyozasat, az aktinhalézat ujraszervezddését. Ilyen fehérjék a Gelsolin
szupercsalad tagjai. A Gelsolinok mikromélos koncentracioban jelenlévé Ca®* ionok hatésara
aktivalodnak, és képesek az aktinfilametumokat elhasitani, majd a szabadda valt gyorsan
novekvé vége(ke)t lefedni. Foszfo-inozitoidok hatdsara felszabadulhatnak a védett
filamentumokrodl, amelyeken ezt kovetden Gjra kezdGdhet a polimerizacio (Yin és mtsai.
1980).

A lassan novekvo véget a Tropomodulin fehérje képes lefedni. Funkciojara a
haréntcsikolt izmokban van sziikség, ahol Tropomyozinhoz kapcsolédva még hatékonyabban
képes védeni a lassan novekvd filamentumvégeket a szarkolemmaban (Fowler 1990). A
tropomodulin Drosophila homoldgja a sanpodo gén, melyrél kimutattak, hogy az embrionalis
idegrendszer neuralis progenitor sejtjeiben a Notch jelatvitel mediélta sejtsors

meghatarozasban jatszik fontos szerepet (Skeath és Doe 1998).

Depolimerizald, és filametum hasitd (severing) fehérjék

A sejtek motilitasahoz és az aktin citoszkeleton dinamikus atrendez6déséhez sziikség
van az F-aktin iranyitott szétszerelésére is. A depolimerizald fehérjék tébbnyire a lassan
novekvlé végen hatnak, ahol el6segitik a G-aktin monomerek disszociacidjat. A vagoéd
(severing) fehérjék ezzel szemben az aktin filamentumon beliil bontjak meg a kapcsolatot a

G-aktin monomerek kozott, és igy hoznak Iétre minél tobb potencidlis depolimerizacios
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helyet. llyen faktorok példaul az ADF/Cofilin fehérjecsalad tagjai (Nishida és mtsai. 1984). A
Cofilin fehérje egyrészt elésegiti a lassan novekvd végen az aktinfilamentumok
depolimerizacidjat, masrészt képes hasitani is a filamentumokat. Aktivitasahoz
defoszforilacié szilkséges, a 3-as pozicioban 1év6 szerin aminosavon foszforilalt Cofilin

aktivitasa gatolt (Agnew és mtsai. 1995).

Aktin kéteg rendezo fehérjék (bundling)

Neviikbdl adodoan a kotegrendezd fehérjék funkcidja az aktinfilametumok egymas
mellé rendezése, kotegelése. Legismertebbek kozlliik a Fascin és a Villin fehérjék. A Fascin
nevet a latin fasciculus sz6 utan kapta, miutan el6észor megfigyelték, hogy az F-aktin
kotegekkel szoros kolokalizaciot mutat és vellk stabil kdtegeket képez (DeRosier és Edds
1980). Drosophila-ban 6t aktinkoteg rendez6 aktivitassal rendelkez6 fehérjét ismeriink. Ezek
a Fascin homoldg Singed, a Cheerio/Filamin, a Quail (Villin homol6g), a Forked, és az a-
Actinin. Mutéacidik minden esetben aktin citoszkeleton defektusokat okoznak az érintett
szovetekben. Példaul erés singed mutansokban az oogenezis soran a dajkasejtek magjai nem
rogzilnek megfeleléen a citoplazmaban, hanem eltomik az oocita taplalasaban fontos
gyliriicsatornakat, ami nésténysterilitashoz vezet (Cant és mtsai. 1994). A quail mutansokban
szintén  nOsténysterilitast  figyeltek meg, ennek oka szintén a  dajkasejtek

aktincitoszkeletonjanak alulrendezettsége (Mahajan-Miklos és Cooley 1994).

Aktin nuklealo faktorok

Metazoa sejtekben napjainkig négy fo Osszeszereld faktort azonositottak, melyek

képesek aktinmonomerekbdl 1j aktinlancok képzédését elinditani (nukledlni), illetve a
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magasabbrendii aktinstruktarak kialakitasat is szabalyozzak. Ezek az Arp2/3 komplex (Welch
és mtsai. 1998; Welch és mtsai. 1997; Mullins és mtsai. 1998), a formin fehérjék (Sagot és
mtsai. 2002; Pruyne és mtsai. 2002), a Spire (Quinlan és mtsai. 2005), illetve a Cordon-bleu
(Ahuja és mtsai. 2007) aktin nukledlé faktorok. Az Arp2/3 komplex az elagaz6 lancu koétegek
kialakitasaért felelos és a halozat elagazasi pontjaiban az aktinfilamentumok lassan novekvo
végéhez kotédik (Mullins és mtsai. 1998). A Spire illetve a formin fehérjecsalad tagjai ezzel
szemben a nemelagaz6 lancok kialakitasaért felelnek, de mig a Spire a lassan ndvekvo véghez
(Quinlan és mtsai. 2005), addig a forminok a gyorsan novekvé véghez kapcsolodnak (Sagot
és mtsai. 2002; Pruyne és mtsai. 2002). A Cordon-bleu fehérje szintén a nemelagaz6
aktinfilamentumok kialakitasaért felel, és a gyorsan novekvé véghez kapcsolodik (Ahuja és

mtsai. 2007).

Az Arp2/3 komplex

Az Arp2/3 komplexet 6sszesen hét polipeptid lanc alkotja (ARPCL1-5, illetve Arp2 és
Arp3) (Mullins és mtsai. 1997). Az Arp2 és Arp3 alegysegek fehérjeszekvenciai kdzel 50%-
0s egyezést mutatnak az aktinnal (Arp: actin-related protein), szerkezetiik pedig olyan, hogy
egylittesen egy, a lassan novekvé végen talalhaté aktin dimert mimikalnak (Welch és mtsai.
1997), ily modon teszik lehetdvé tovabbi aktinmonomerek kapcsolodasat a gyorsan ndvekvo
végen. Az Arp2/3 komplex dnmagaban nem képes aktinmonomerekb6l 0j lancok képzodését
elinditani, hanem egy mar kész filamentum oldaldhoz kapcsolddik, majd (sztérikus okoknal
fogva) az anyafilamentummal 70°-0s szOget bezarva megindul az (j aktinlanc kialakuldsa
(Mullins eés mtsai. 1998). Az Arp2/3 aktivitasa ilyen mddon halozatos, dendritfara
emlékeztetd aktinstruktura kialakitdsat teszi lehetové, ahol az Arp2/3 az elagazodasi

pontokban helyezkedik el. Ezzel ¢sszhangban immunhisztokémiai vizsgalatok kimutattak,
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hogy az Arp2/3 komplex mind lamellipédiumokban (Machesky és Insall 1998; Iwasa és
Mullins 2007), mind membranfodrozodasokban megtalalhatd (Insall és mtsai. 2001).
Drosophila-ban az alegységeket érinté funkciovesztéses mutaciok homozigota letalitashoz
vezetnek (Hudson és Cooley 2002).

Az Arp2/3 komplex ismert aktivatorai a WASP (Wiscott-Aldrich Syndrome Protein),
az N-VASP, a Scar (suppressor of cAMP receptor)/WAVE, illetve a Cortactin fehérjék.
Mindegyikiikre jellemz6, hogy tartalmaznak egy CA régionak nevezett fehérjerészletet,
melynek egyik részén bazikus (kapcsold régié-Connector region), a masikon savas
aminosavak taldlhatoak (savas régid-Acidic region). Az aktivatorok a CA région keresztil
kapcsolddnak az Arp2/3 komplexhez. Az izolalt CA régio taltermelése blokkolja az Arp2/3
komplex aktivitdsat (a lamellipodiumok képzddését) oly modon, hogy az endogén
aktivatorokkal versengve megakadalyozza azok kapcsolodasat a komplexhez (Hufner és
mtsai. 2001; Machesky és Insall 1998). A CA régi6 azonban énmagédban nem elégséges az
Arp2/3 komplex aktivaldsdhoz in vitro, a sikeres aktivalashoz szlkség van a G-aktin
monomerek (l. tipusu aktivatorok esetében) vagy az F-aktin filamentum (11. tipust aktivatorok
esetében) jelenlétére is. Az I. csoportba tartozd aktivatorok egy, vagy tébb monomer aktint
koté WH2 (WASP homology 2) domént tartalmaznak a CA régiotol N-terminalis irdnyban. A
jelenlegi modell szerint valoszinlileg ugy miikodnek, hogy a CA régié kotédése az Arp2/3
komplexen egy konforméacids valtozast okoz, €s a G-aktin egyidejt jelenléte a WH2 doménen
inditja el a nukledciot. A Il. tipusba tartoz6 aktivatorok F-aktin koté doméneket tartalmaznak
(FAB: F-actin binding), melynek jelenlétében a CA régioval 6sszekapcsolddott Arp2/3
komplex szintén konformacios valtozast szenved, és képes kotédni az anyafilamentumon. A
FAB domén szerepe valosziniileg a lednyfilamentum, és ily modon az elagazas stabilizalasa

(Pollard 2007).
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A Spire fehérje

A Spire-t el6szor Drosophila-ban azonositottdk, mint az oocita polaritasanak
kialakitasaért felelds faktort. Funkcidvesztéses mutacidja ndsténysterilitdst okoz, a spir
homozig6ta mutans ndstények oocitaiban nem alakul ki a polaris plazma, és nem fliz6dnek le
az Gsivarsejtek sem. Az anyai spir géntermék hianya az oocita anterior-poszterior és dorzalis-
ventralis polaritisanak megsziinéséhez vezet, a spir' anyaktél szarmazé spir' homozigéta
muténs embriok pedig abdominalis szegmetécids hibakat mutatnak (Manseau és Schiipbach
1989). In vitro vizsgalatok kimutattadk, hogy a Spire fehérje valdszinilleg az
aktinfilamentumok lassan ndvekvé végéhez kapcsolodik, de az Arp2/3 komplextdl eltérden a
Spire aktivitasa nemelagazé aktinlancok képz6déséhez vezet (Quinlan és mtsai. 2005).
Szerkezetét tekintve tartalmaz négy WH2 fehérjedomént, melyek képesek kdzvetlenil
kapcsolodni az aktinnal, menekiteni a spir funkcidvesztéses fenotipuséat, és dnmagukban
elégségesek az aktin nukledldsahoz in vitro. A javasolt modell szerint a Spire a négy WH2
doménen platformot biztosit 4 aktin monomer szamara, és azok bekotddésével egy nukleacios
magot hoz létre, amely mimikélja az aktinfilamentum helikalis szerkezetét. Kés6bbi
vizsgalatok azonban kimutattak, hogy ez sztérikus okok miatt nem lehetséges. Emiatt a Spire
a vartnal joval lassabb dinamikaval képes csak 0j aktinlancok képz6dését nuklealni in vitro
(Renault és mtsai. 2008). A fehérje tartalmaz még egy KIND (kinase non-catalityc C-lobe
domain) domént is, mely a forminok FH2 doménjével kozvetlen fizikai kdlcsonhatésba lepve
meggétolja a Drosophila cappuccino, és a forminl (eml6s cappuccino homoldg) kdzvetitette
aktin nukleaciot (Bosch és mtsai. 2007; Quinlan és mtsai. 2007). Emellett a Spire képes
0sszekapcsolni a mikrotubulusok alkotta citoszkeletont az aktin citoszkeletonnal (Rosales-

Nieves és mtsai. 2006).
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Cordon-bleu

A Cordon-bleu fehérje kizarolag a gerincesekben fordul el6. A cobl a kdzponti
idegrendszerben fejezddik ki, funkcidvesztéses mutacioja veldcsé zarodasi rendellenességeket
eredményez (Carroll és mtsai. 2003). C-terminalisin harom WH2 domén talalhato.
Onmagaban mindegyik WH2 domén képes kiilonbozé affinitassal G-aktinhoz kotédni, de
mindharom szikséges a fehérje nukledld aktivitashoz in vitro. A Cobl miikodése a javasolt
modell szerint Ggy torténik, hogy az elsé két WH2 doménen linearis orientacioban G-aktin
monomerek kdtddnek, majd a harmadik WH2 domén (mely egy 30 aminosavas linkerrel el
van valasztva a masik két WH2 doméntdl) ,helyezi el” a kovetkezé G-aktin monomert
lateralisan a masik kett6 mellé. Ily modon egy aktin trimert tartalmazé nukleéciés mag alakul

ki (Ahuja és mtsai. 2007).

Forminok

A formin fehérjecsalad névado tagjat, a Formin-1-et egérben azonositottak. A formin
elnevezés a gén muticidja altal okozott ,limb deformity” fenotipusb6l szadrmazik. A
mutécidra homozigota egerekben vese-, és végtagfejlodési rendellenességeket figyeltek meg,
melyek egylttesen homozigéOta letalitdshoz vezettek (Maas és mtsai. 1990). Késébbi
vizsgélatok kimutattdk, hogy a mutans fenotipus val6jaban a formin-1 génnel szomszédos
gremlin gén funkcidjanak kieséséhez kothetd, de a ,,formin” elnevezés megmaradt (Zuniga és
mtsai. 2004).

A forminok multidomén fehérjék, szamos konzervalt fehérjedomént tartalmaznak. A
forminok kozott és az egyes formin alcsaladokon belll is a legjobban konzervalt az FH2

(formin homology 2) domén. Ezen felil jellemzé a forminokra még az FHI1 (formin
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homology 1) domén jelenléte, melynek szerepe a G-aktin kotott Profilin fehérje dokkolasa az
FH2 katalitikus doménhez megfeleld kozelségben. A Profilinen kiviil az FH1 doménhez
kotddhetnek tovabba WW és SH3 doméneket tartalmazd kdlcsdnhat6 partnerek, gy mint az
Src nem receptor tirozin kindzok csaladjaba tartozo fehérjék (Uetz és mtsai. 1996; Chan és
mtsai. 1996; Tominaga és mtsai. 2000; Kamei és mtsai. 1998).

Egy 26 metazoa faj 101 formin génjének FH2 doménjeit 6sszehasonlit6 filogenetikai
analizis alapjan a forminokon bellil hét nagy alcsaladot kuldnithetlink el (Higgs és Peterson
2005). Az alcsaladok a kovetkezék: DIA, FMN, FHOD, delfilin, INF, FRL, és a DAAM-ok.
A forminok nem-metazoa organizmusokban, gombéakban és névényekben is megtalalhatoak,
de ezek besorolasa az FH2 domének nagyfoku kiilonbozésége miatt nem lehetséges a fenti
kategoridkba. Ugyanakkor mitkddési mechanizmusukat és doménszerkezetiiket tekintve sok
hasonlésdg van az irodalomban legjobban jellemzett DRF (diaphanous related formins)
csoportba tartozé formin fehérjék (DIA, az FRL, és DAAM alcsaladok) és bizonyos gomba
forminok kdz6tt (Bnil, Bnrl, SepA) (Goode és Eck 2007).

A DRF forminokban a C-terminalis részen talalhato a katalitikus aktivitasért felelds
FH2 domén és a Profilin-aktin kotd FH1 domén. A DRF forminok dimerként mikodnek, a
sejtben kis GTP-azok segitségével aktivalédhatnak (Watanabe és mtsai. 1999; Nakano és
mtsai. 2002). Az aktivacio a DRF formin C-, és N-termindlisan talalhat6 domének kozotti
autoinhibiciés kodlcsonhatas feloldasaval valosul meg. Alapallapotban egy intramolekuléris
autoinhibiciés mechanizmus meggatolja, hogy az FH2 domén hozzaférhetd legyen az aktin
monomerek szamara. Ezt a fehérje N-terminalisin 1év6 GBD (GTPase-binding domain),
illetve az extrém C-termindlison talalhat6 DAD (diaphanous autoregulatory domain) domének
kdzvetlen fizikai kapcsolata biztositja. Aktivalt (GTP-kotott) kis GTP-azok bekotodésével az
autoinhibiciés domének kozotti fizikai kapcsolat megsziinik, a formin aktiv allapotba kertl (3.

ABRA) (Alberts 2001; Li és Higgs 2005; Lammers és mtsai. 2005; Rose és mtsai. 2005). A
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GBD, illetve DAD domén deficiens DRF forminok konstitutivan aktiv formaként viselkednek
szamos tesztrendszerben (Block és mtsai. 2008; Tominaga és mtsai. 2000). Biokémiai és
rontgenkrisztallografiai vizsgalatok alapjan az N-termindlison taldlhaté GBD domén tovabbi
aldoménekre bonthat6 (DID, CC, DD) (3.ABRA) (T. Otomo, C. Otomo és mtsai. 2005). A
DID (diaphanous inhibitory domain) domén az autoinhibiciés mechanizmus masik
résztvevbje, képes kozvetleniil kapcsolodni az extrém C-terminélison talalhaté DAD

doménnel (Nezami és mtsai. 2006).

GDP
Rho
GAP GEF
GTP
Rho _Aktivacio Autoinhibicid
GBD DID DD cc FH1 FH2 DAD
_ e ——— A | |
— —— L —
mDial 73 130 377 452 570 736 11751200
Bnit f 1350 ¢ 1760 \
P . Bud6
Aktin
; Aktin
il Aktin
Aktin

3.ABRA A Diaphanous szerii forminok doménszerkezete és miikodése

Az abra két DRF formin doménszerkezetét mutatja a doménhatarokat jel6l6 aminosavakat szammal is jelolve. A
fels6 szamsorozat az mDial-hez tartozik, az also pedig a Bnil-hez. Roviditések: Bud6, egy aktinkotd interaktor
fehérje, CC, coiled-coil domén, DAD, diaphanous autoregulaciés domén, DD dimerizaciés domén, DID,
diaphanous inhibiciés domén domén, FH1 és FH2, formin homoldgia 1 és 2 domének, GAP, G-protein aktivald
fehérje, GBD, GTP-4z k6t6 domén, GEF, guanin-nukleotid kicserél faktor, P, Profilin fehérje. Az autoinhibicid
a C-terminalis DAD (sarga) és az N-termindlis DID (kék) domének kolcsonhatasaval jon létre. Egy GTP-kotott
Rho fehérje (GTP Rho) GBD doménen (piros) torténd kapcsolodasaval az autoinhibicios kapcsolat meggyengdil,
a formin aktiv allapotba keriilhet. Ezek utan az FH2 domén (s6tétzold) Gj aktin filamentumok kialakitasat
indithatja el 1j nukleacids magokat létrehozva, majd a polimerizacié soran a gyorsan ndvekvo véggel asszocialt
marad. Az FH1 domén (sziirke) kolcsonhatasa a Profilin fehérjével (P) jelentdsen gyorsithatja az elongaciot. A
formin aktivitasat C-termindlis faktorok is szabalyozhatjak, példaul a Bud6 fehérje DAD doménnel val6
interakcidja elésegiti a G-aktin monomerek beépiilését a filamentumba (Moseley és Goode 2005). Az eredeti
abra forrasa: (Goode és Eck 2007)
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A CC domén szerepe irodalmi adatok alapjan a formin fehérje sejten belili lokalizaci6janak
szabalyozdsa (Copeland és mtsai. 2007), mig a DD doménrél kimutattak, hogy
dimerizalodasra kepes és fokozza a DID domén kdzvetitette autoinhibicio hatékonysagat (Li
és Higgs 2005; Schulte és mtsai. 2007; Schulte és mtsai. 2008).

A DRF forminok miikddési mechanizmusat leginkdbb az élesztd forminok analizise
segitett felderiteni. A tovabbiakban foként azokat a vizsgalatokat mutatom be, melyek ezen
forminok genetikai és molekuléris bioldgiai boncolasaval a legnagyobb mértékben jarultak
hozza a DRF forminok miikodési mechanizmusanak megértéséhez. A S. cerevisiae genomja 2
formin gént tartalmaz: Bnil (bud neck involved) és Bnrl (Bni-related). BnilA delécios
muténsokban rendellenességeket tapasztaltak a mitotikus orsé pozicionaldsaban, a sarjsejt
polarizalt novekedésében (Lee és mtsai. 1999; Ozaki-Kuroda és mtsai. 2001), Bnrl hidnyaban
pedig a sarjadzas tengelye randomizalddik (Imamura és mtsai. 1997), a BnilA,BnrlA kett6s
muténs letalis fenotipust mutat (Buttery és mtsai. 2007; Ozaki-Kuroda és mtsai. 2001). A
Bnil fehérjérol éleszt6 kettds hibrid kisérletekben kimutattak, hogy kdlcsénhat a G-aktin kot
Profilin fehérjével, az aktinnal, a Bud6 (Aipl) fehérjével és a Rho csaladba tartozé Cdc42p és
Rholp kis GTP-azok aktivalt formajaval (Imamura és mtsai. 1997; Kohno és mtsai. 1996;
Evangelista és mtsai. 1997). Ezek a vizsgalatok voltak az els6k, amelyek azt feltételezték,
hogy a forminok aktivatorai a Rho kis-GTP-azok csaladjaba tartozd fehérjék lehetnek, és
hogy a Bnil fehérje kdzvetlentl szabalyozza az aktin sejtvdz szerkezetét a Profilinnal
egylttmikodve. A modellt azutdin magasabbrendiiekben, a pl40mDia (mDial) forminra
emlOs fibroblaszt sejtkulturaban is igazoltdk. A pl40mDia a membranfodrozédasokban
kolokaliz&lédik a profilinnel és a RhoA-val is, és ezen feliil képes k6tédni mind a Profilinhez,
mind a RhoA GTP-kotott (aktivalt) formajdhoz. A harom fehérje fibronektinnel bevont
gyongyok altal induklt fagocitikus kompartmentumokhoz is egytt lokalizalodik, azonban ha

a RhoA-t botulin C3 exoenzim toxinnal inaktivaljak, akkor ez a viselkedés megsziinik. Ez a
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kisérlet is arra utalt, hogy a DRF forminok aktivaci6jahoz Rho GTP-4zok szliksegesek
(Watanabe és mtsai. 1999). Mind a Bnil, az p140mDia, és a S. pombe Cdcl2p formin
esetében ismert azt is, hogy a Profilinnal valé kdlcsonhatds az FH1 domén prolin gazdag
részén keresztil valosul meg (Imamura és mtsai. 1997; Krebs és mtsai. 2001; Chang és mtsai.
1997).

Késobb bizonyitast nyert, hogy a Bnil FH2 doménje viszont 6nmagaban sziikséges és
elégséges az aktinnukleaciohoz és polimerizaciohoz in vitro. A kisérletek soran a fehérje
FH1-FH2 doméneket tartalmazd darabjat tisztitottdk (Bni-mini, illetve BnilpFH1FH2), és
pyrene-G-aktin oldataval inkubalva tesztelték a nukleacios és polimerizécids képességét és,
illetve in vivo aktivitasat is. Vad tipust hattéren mindkét transzgén ektopikus kifejez6dése 0j
aktinkéabelek kialakulasat indukalta, a BnilpFH1FH2 fragment taltermelése emellett osztodasi
hibékat okozott, és letalitashoz vezetett. Az aktin spontan Osszeszerelédéshez képest mindkét
eléobb emlitett FH1-FH2 fragment gyorsitotta az aktin nukleaciét és a polimerizaciot is in
vitro. Amennyiben a fehérjéb6él az FH2 domént kiejtették (Bnil-mini-AFH2), vagy
pontmutaciokkal inaktivaltak (Bnil-mini-FH2#1), akkor az nem volt képes 0j aktinlancokat
nuklealni a reakcioban. Ez kdzvetleniil utalt arra, hogy az aktin nukleéacios aktivitasért az FH2
domén a felelds.

Az aktin nukleacié sorén a Bnil-mini nem interferalt az Arp2/3 komplex kozvetitette
aktin nukledcioval, cytochalasinD jelenlétében (mely az aktinfilametumok gyorsan novekvo
végéhez kotédve blokkolja a polimerizaciot) pedig (illetve cythocalasinB és BnilpFH1FH2
egylttes inkubacidja soran is) nem volt képes gyorsitani az aktin polimerizacidjat amib6l arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a fehérje a gyorsan novekvd véghez kapcsolodik. A
tovabbiakban elektronmikroszkopos megfigyelésekkel bizonyitottdk, hogy az FH1-FH2
domén Aaltal létrehozott aktinfilamentumok valéban nemelagaz6 lancuak és az FH1-FH2

domén a filamentumok gyorsan ndvekvo végével asszocialt. Amennyiben a G-aktin oldataban
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elézetesen nukledcids magokat hoztak létre, és azutan adtak hozza a BnilpFH1FH2 fehérjét,
akkor az aktinpolimerizacio sebessége a formin fehérje koncentraciojatol fiiggéen 50%-kal
lelassult. Ezen feliil a BnilpFHIFH2 jelenléte a gyorsan novekvd végen gatolta a szabad
filamentumvég fedd (capping) Gelsolin fehérje altal kivaltott polimerizacié inhibicidt. Ebbdl
arra kovetkeztettek, hogy a Bnil amellett, hogy képes eldsegiteni 01j aktinlancok kialakulasat,
a gyorsan novekvd véghez vald asszocialtsiga védd és szabalyozd funkcidt is jelent
(processive capping) (Evangelista és mtsai. 2002; Sagot és mtsai. 2002).

A késobbiekben szamos egyéb faj forminjairdl is belattdk, hogy képesek 1j
aktinlancok képz6dését elinditani (S. pombe Cdcl12p, Drosophila Cappuccino és Diaphanous,
Dyctiostelium dDia2, egér FRL, mDial, mDia2, és mDia3) in vitro.

A tovabbi kutatdsok arra irdnyultak, hogy biokémiai és biofizikai mddszerekkel
feltérképezzék a DRF forminok aktivacios mechanizmusait, ¢és mikodését az
aktinfilametumok gyorsan novekvd végén. A Bnil FH2 doménr6l in vitro kimutattak, hogy
oldatban dimerizalodik (kellden hossza idé utan tetramerek is létrejonnek) (Evangelista és
mtsai. 2003). Analitikai ultracentrifugélassal elvégzett szedimentacios kisérletek szintén arra
utaltak, hogy a Bnil FH2 domeén dimerizalodasra képes. Emellett, ha in vitro a dimerizacioért
felelos aldoménben a konzervalt triptofan aminosavakat elmutaltak, a mutdns FH2 fehérjék
ezek utan nem voltak képesek Uj aktinlancokat nuklealni és polimerizalni, és elveszett a
»processive capping” képességuk is (Moseley és mtsai. 2004). Egy méasik munka megmutatta,
hogy az mDial formin N-termindlisanak jelenléte dominans negativ modon befolyésolja a C-
termindlis aktint nukledlé képességét pyrene-aktin oldataban. Ebb6l a korabbi
megfigyelésekkel Gsszhangban arra kovetkeztettek, hogy az mDial normalisan egy
intramolekularis autoinhibiciés mechanizmus révén inaktiv allapotban lehet jelen a sejtekben,
melyet az aktivalt RhoA kotédése oldhat fel. Erdekes médon azonban a RhoA aktivalt és

nem-aktivalt formainak jelenléte sem képes teljesen feloldani a dominans negativ gatlast és
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visszaéllitani az FH2 domén polimerizacios képességét. Ez arra engedett kdvetkeztetni, hogy
az mDial esetében az autoinhibicid feloldasahoz az €16 sejtben tobb faktor is sziikséges az
aktivalt kis GTP-azokon kivul (Li és Higgs 2003).

Késobb az egér mDial kiilonb6z6 méretli N-, és C-terminalis fragmentjeinek
tisztitdsa, ultracentrifugélassal vald egyutt Ulepitése (koszedimentacid) és kromatografias
vizsgalata megmutatta, hogy a C-termindlis (FH2 domént tartalmaz6 részek) és az N-
terminalis fragmentumok is énmagukban stabil dimereket alkotnak. Az N-termindlis részen
biokémiai Uton részleges proteolitikus emésztésekkel azonositottdk az autoinhibicids
mechanizmus masik résztvevojét, a DID domént, illetve térképeztek egy dimerizaciora képes
fehérjedomént a DID és FH1 domének kozott (DD) (Li és Higgs 2005). A DRF forminok
doménszerkezetének rontgenkrisztallografiai analizise még kozelebb vezetett miikodési
mechanizmusuk megértéséhez. A Bnil FH2 doménjének strukturalis analizise megmutatta,
hogy az FH2 domének valdban kotott dimereket alkotnak, és azonositottak a dimerizcioért és
aktinkotésért felelds konzervalt aminosavakat a fehérjében (Xu és mtsai. 2004). Az FH2
dimer csak akkor volt képes nukledlni és polimerizalni az aktint, ha az FH2 domének
homodimereket hoztak létre, a monomerek Onmagukban miikodésképtelenek voltak, és
gatoltak a polimerizaciot. A dimerizacidért felelds triptofan aminosavak a ,,lassz6” aldoménre
estek (melyet kordbban mar genetikai Uton is térképeztek és bizonyitottdk, hogy az FH2
domén dimerizacidja valoban sziikséges az aktin nukledlasdhoz in vitro (Moseley és mtsai.
2004).

A késobbiekben a Bnil FH2 doménjét aktinnal egyiitt is sikeriilt kristalyositani, és
vizsgalni a szerkezetét. Ebben a munkaban is leirtak a f6 aktinkotd és dimerizacioért felelds
aminoavakat, és az alabbi miikodési modellt allitottak fel. A modell szerint az FH2 dimer
kezdetben két aktin molekulat két. Ez a komplex szolgal a tovabbiakban nukleédciés magként

a tovabbi G-aktin monomerek beépiiléséhez, lekizdve ezzel a spontdn modon kialakuld
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nukledciés magok elé szabott energetikai gatat. A polimerizacié soran azutan a novekvo
filamentumban az FH2 dimer folyamatosan harom aktinmonomerrel van kapcsolatban. Az
egyes hemidimerek egyenként két aktinmolekuldt kdtnek. A filamentum lassan novekvo vége
felé es6 FH2 hemidimer mindig zart allapotban van, mig a gyorsan novekvd vég felé
elhelyezked6 hemidimer egyik aktinkoto régidja mindig nyitott. A hemidimerek nyitott és zart
allapotok kozotti valtasa soran az FH2 dimer mintegy végiglépked a beépiilo G-aktin
monomereken (,,stair stepping” modell), és folyamatosan asszocialt marad a gyorsan novekvé

véggel (processive capping) (Otomo, Tomchick és mtsai. 2005).

A DAAM formin alcsalad

A kdzelmaltban Habas és munkatarsai jellemeztek egy Uj formin altipust, amely a
DAAM (dishevelled associated activator of morphogenesis) nevet kapta. A fehérjét egy
¢lesztd kettds hibrid kisérletsorozatban taldltdk meg, mikor az egér Dishevelled2 (mDvl2)
PDZ doménjével kolcsonhatd partnereket kerestek. A hDaaml tartalmaz FH1 és FH2
doméneket, illetve jellemz6 ra a GBD, azon beliil is a DD, CC, DID domének jelenléte. Ez a
fajta doménelrendez6dés elorevetitette azt a lehetdséget, hogy a DAAM a mar vizsgalt DRF
forminokhoz hasonlé6 molekularis mechanizmusokon keresztll, Rho Kkis GTP-azok
segitségével kerulhet aktiv &llapotba. Koimmunoprecipitacios Kkisérletekben a teljes
hossz(sdgl huméan Daaml (hDaaml), illetve annak C-termindlis darabja (C-Daaml) is
kélcsonhatott az mDvI2 PDZ, illetve DEP doménjeivel, melyekre elsédlegesen a nem-
kanonikus Wnt szignalizacioban van sziikség. Dorzalis szoveti struktirakat (mezoderma, bér,
idegrendszer) tartalmazd Xenopus animalis polus explantdtumokon, ha az xDaam1 (Xenopus
Daaml) gént az xDaam1-re specifikus morpholino oligo injektalésaval csendesitették, akkor

karakterisztikus, a nem-kanonikus Wnt jelatviteli ut elégtelen mikodésére jellemzo
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funkcidvesztéses fenotipusokat kaptak. Az xDaaml morfolino okozta gasztrulacios
defektusokat hDaaml RNS-sel (mely nem érzékeny az xDaaml morfolino oligdra)
egylttesen injektalva menekiteni tudtak. Ebbol azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a Daaml
hianyaban tapasztalt fenotipusok valoban ehhez a génhez kothetdek, illetve, hogy a Daaml
valéban szerepet tolthet be a nem-kanonikus Wnt jelatviteli Gtban. GST-pulldown
kisérletekben a teljes hosszisdgu hDaaml forma, illetve az N-Daam1 N-termindlis csonkolt
forma is k6t6dott a Rho mindkét formajahoz (elsédlegesen az aktivalt, GTP-kotott formahoz),
mig a C-Daam1 nem. Ugyanakkor azt is kimutattak, hogy a Cdc4z2 illetve Rac kis GTP-azok
formaihoz ebben a kisérleti elrendezésben a hDaaml nem ko6tddik. Habas és munkatarsai
bemutatték azt is, hogy HeLa sejtekben a nem-kanonikus Whnt jelatviteli Ut hatdsara a RhoA
Dvl fiiggd modon aktivalodik, és a RhoA aktivaciojahoz hDaaml-re (minimélisan a C-
termindlisra, azaz az aktivalt forminra) van sziikség. Ezek alapjan azt a kdvetkeztetést vontak
le, hogy a hDaam1 molekularis kapocsként mitkodik a nem-kanonikus Wnt jelatviteli utban a
Dvl és a RhoA kozott (Habas és mtsai. 2001). Ez az elképzelés azonban ellentmond a DRF
forminok konvenciondlis szabalyozasi modelljének, hiszen ez a kis-GTP-az aktivacidjat teszi
fliggbvé a formintol. A fehérje tovabbi vizsgalata sordn az irodalomban ellentmondasos kép
alakult ki arrdl, hogy hogyan aktivalédhat a hDaam1. Higashi és munkatarsainak eredményei
azt sugalljak, hogy aktivatorok hianydban a hDaaml a DRF forminokhoz hasonléan egy
intramolekularis autoinhibiciés mechanizmus révén inaktiv allapotban van jelen a sejtben.
Vérlemezke citoszolban a Daam1CT C-terminalis csonkolt -konstitutivan aktiv- hDaaml
forma jelenléte F-aktin feldusulast idéz el6, mig a ,,lassz6” aldoménben mutéans, dimerizaciora
képtelen hDaam1CT-t tartalmazd gydngyok felszinén nem alakulnak ki Gj aktinlancok. A
hDaaml a DRF forminokhoz hasonléan valosziniileg az aktinfilamentumok gyorsan ndovekvo
végével asszocialt, mert vérlemezke citoszolba cytochalasinD drogot adva a Daam1CT-vel

bevont gyongyok felszinén nincs F-aktin felhalmozodas. Konstitutivan aktivalt Rho formak

25



teljes mértékben menekitik a Daam1NT okozta aktin polimerizacio gatlast Daam1CT-vel (C-
termindlis csonkolt forma) bevont gyongyokon, mig a GDP-kotott formadk nem. Ez azt
sugallja, hogy a hDaaml formin aktiv allapotdhoz, az autoinhibiciés mechanizmus
feloldasahoz az elézetesen aktivalt Rho GTP-azokra van sziikség és nem pedig forditva,
ahogyan azt Habas és munkatérsai leirtdk. Ezt tamasztja ald az is, hogy nemaktivalt
vérlemezkékbdl az a-hDaaml ellenanyag csak kis hatékonysaggal kepes precipitalni a RhoA
fehérjét, ellenben aktivalt vérlemezkékbdl -ahol magas az aktivalt, GTP-kotott RhoA szintje-
nagy hatékonysaggal. Ez arra utal, hogy a hDaam1 csak az aktivalt RhoA-hoz kotédik in vivo
is (Higashi és mtsai. 2008). Tovabbi, fiiggetlen GST-pulldown kisérletekben a hDaam1 mind
a RhoA, mind a Cdc42 kis-GTP-4zokhoz képes volt kot6édni, a Racl-hez pedig nem. Egyik
kozleményben sem tudtak azonban kimutatni hDaaml fliggé kis-GTP-az aktivacioét sem a
RhoA, sem a Cdc42 esetében, amely szintén ellentmond a Habas és munkatérsai altal leirt
eredményeknek. Késébb rontgenkrisztallografiai és biofizikai vizsgalatok sorén Kider(lt, hogy
a hDaam1 FH2 domén in vitro dimerizalddik és gyorsitja a polimerizacioé sebessegét pyrene-
aktin oldatdban. A hDaaml képes kotodni tovabba SH3 tartalmu fehérjék SH3 doménjeihez
GST-pulldown kisérletekben. Kotédik egyrészt a nem-receptor tipusu tirozin kinazok kozil az
Src csaladba tartozd Src42 és Btk (Bruton's tyrosine kinase) fehérjék SH3 doménjeihez, és
ezen felul az Abl (Abelson) nem-receptor tipusu tirozin kindz SH3 doménjéhez is. a-Src
ellenanyaggal valé immunprecipitaciot kovetden a hDaaml kimutathatdé Western-blotton a
precipitdtumban, azaz a két fehérje in vivo is egy komplexben talalhat6. A hDaaml és az
Y527FSrc aktivalt Src forma kolokalizalodik a podoszomék és a sejtkitliremkedések teriletén,
illetve az Y527FSrc42 jelenéte a hDaaml mellett megemeli a hDaaml transzfekcioban
megfigyelt ektopikus nyulvanyok szamat és azok hosszat. Src kinazokra (Src, Yes, Fyn)
deficiens SYF sejtvonalban a hDaam1 transzfekcidja nem indukal kitliremkedéseket, mig az

Src-t stabilan kifejez6 SYF/Src sejtvonalban nagyszamu kitiiremkedést figyeltek meg a
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hDaaml jelenlétében. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a hDaaml képes
egylttmiikddni az Src nem receptor tipusi tirozin kindzzal az aktin citoszkeleton
szabalyozasaban, és az Src valdsziniileg a hDaam1-hez képest alsobb szinten helyezkedik el a
gének hierarchidjaban (Aspenstrom és mtsai. 2006).

Ezeken a vizsgalatokon tul ismert még a DAAM ortol6gok expressziés mintazata
harom gerinces fajban. Az egyetlen Xenopus ortoldg (xDaam), és a két-két csirke, illetve egér
ortolog kifejezodési mintazatanak vizsgalata arra a figyelemre méltd kovetkeztetésre jutott,
hogy ezek a gének a fejlédé embriondlis kozponti idegrendszerben fejezddnek ki
leger6sebben (Nakaya és mtsai. 2004; Kida és mtsai. 2004). Ezek a megfigyelések felvetették
annak a lehetdségét, hogy a DAAM alcsalad tagjai fontos szereppel birnak az idegsejtek
differenciadlédasaban. Azonban eddig sem ezt a lehetéséget, sem mas egyéb potencialis
DAAM funkciét nem vizsgaltak klasszikus muténs analizis segitségével egyetlen modell

organizmusban sem.
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CELKITUZESEK

A formin feheérje csalad tagjai fontos szereppel birnak az aktin sejtvaz kialakitasaban
és szabalyozasaban. Funkcidjukat azonban korabban elsésorban in vitro rendszerekben és
biokémiai modszerekkel vizsgaltdk, és a viszonylag nagy szamu ismert formin gén kozil
tobbsejtli organizmusokban alig néhanynak vizsgaltdk az in vivo funkcidjat genetikai
modszerek segitsegével is. Tekintve, hogy a nemrégiben leirt DAAM formin alcsaladot
kapcsolatba hoztak a laboratériumunk egyik érdeklodési korébe tartozd PCP (planar cell
polarity, a nem-kanonikus Wnt jelatviteli ut Drosophila megfeleldje) jelatviteli rendszerrel,
elhataroztuk, hogy elvégezzilk a Drosophila DAAM (dDAAM) ortolég funkciondlis
analizisét. Ellentétben a magasabbrendli fajokkal, a Drosophila melanogaster genomja
minddssze egyetlen DAAM ortolégot kodol, igy modellorganizmusunk kiilondsen
alkalmasnak latszott a genetikai megkozelités hasznalatara. Elsdleges célként azt tiiztiik ki,
hogy a funkciovesztéses dDAAM mutansokat allitunk el6 és segitségiikkel megvizsgaljuk a
dDAAM gén PCP jelatviteli utban betdltott szerepét. A gerinces ortologok kifejezddési
mintajat ismerve, a ADAAM idegrendszeri funkcidjat is vizsgalni kivantuk, és azokat az egyéb
szovetspecifikus funkciokat is amelyekre a muténsok fenotipus analizise hivhatja fel a
figyelmlinket. A dDAAM allélok fenotipusét genetikai, molekuléris biologiai és sejtbiol6giai
mddszerekkel terveztiik jellemezni. Fehérje lokalizacios kisérletek céljaira és potencialis
egyuttmikodo partnerek azonositasa érdekében pedig a dDAAM-ra specifikus ellenanyag
elkészitését is célul tiiztiik ki. Ezeknek az eszk6zdknek a birtok&ban azt reméltiik, hogy fontos
informacidkat tudunk gytlijteni a dDAAM miikddésmodjarol €s jellemezni tudjuk az aktin

sejtvaz szabélyozasaban bet6ltott szerepét akar tobb szovet esetében is.
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EREDMENYEK

A dDAAM gén szerkezete

A dDAAM fehérjét kodolé gén az X kromoszoman, az 1F2-3 citoldgiai pozicioban
talalhatd (4.ABRA A). A génhez a CG14622 annotaciés szam tartozik, munkank kezdetén
dDAAM mutansok nem alltak rendelkezésre. A predikciok alapjan a génrdl tobbféle
transzkriptum is képzddhet, kisérleteinkben a CG14622-RB izoformanak megfelel6 RE67944
jelti EST klont hasznaltuk (4.ABRA A). A CG14622-RB izoforma 8 exont tartalmaz, 5> UTR
régoéja 1168bp, 3’ UTR régidja pedig 739 bp hosszu. Az RE67944 klon szekvenalasa alapjan
a dDAAM 1153 aminosavat tartalmaz, a fehérje prediktalt molekulatomege 130 kDa
(4.ABRA). A dDAAM prediktalt fehérjén beliil homoldgia keresések alapjan azonositottuk a
DRF forminokra is jellemz6 FH1 és FH2 doméneket, illetve a GBD és a DAD doméneket
(4.ABRA B,C). A forminok DAAM alcsaladja nagyfokud evoldcios konzervéltsagot mutat. A
Drosophila dDAAM és a human hDAAML1 ortolog kdzott teljes fehérje szinten 37,9%-0s az
egyezés. A konzervalt N-, és C-terminalis regiok tekintetében a hasonlosag az 6sszes DAAM
fehérje kozott minimum 53%-0s, az FH2 domének esetében pedig tébb, mint 90% (Higgs és

Peterson 2005).
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4.ABRA A dDAAM lokusz szerkezete, az 1j dDAAM allélek pozicidja, és a transzgenikus

konstrukcidk felépitése

(A) Az 1F2-3 citologiai pozicidban taldlhaté az egyediilli Drosophila DAAM ortolég, mely a CG14622
annotécidés szamot kapta, és melyet dDAAM-nak neveztiink el. A funkciovesztéses allélek eldallitsara hasznalt
két P elem, az EP(1)1336 és az EP(1)1542 pozicidit sziirke hdromszogek jelzik. A teljes hosszisagu RE67944
¢DNS klén 12 exont tartalmaz, a transzlacios start a negyedik exonban taldlhatd. A nagyméretti 5’ deléciok
pozicidja a régioban. (B) A teljes hosszisagi DAAM cDNS-e egy 1165 bp-os 5’ UTR régidt és egy 731 bp
hosszlsagi 3° UTR régi6t tartalmaz, és egy 1153 aminosavat tartalmazé fehérjét kdédol. A fehérjében
megtalalhatoak a DRF forminokra jellemzé homoldgia domének (1. ABRA) (GBD, DID, DD, CC, FH1 és FH2,
illetve DAD domének). A kisebb 3’ deléciok pozicioja a prediktalt fehérjében (C) A dDAAM aktivalt formai: az
FH2, a C-DAAM az FH1-FH2, a DADmM-DAAM, illetve az N-terminalist tartalmazé potencialisan dominans
negativ hatasu konstrukcié (N-DAAM) szerkezete.
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A dDAAM kifejezddése a Drosophila embridban

A gerinces DAAM homologok f6 expresszios doménjei a végtagok, illetve a fejlodo
kdzponti idegrendszer. Kivancsiak voltunk, hogy a Drosophila dDAAM ortoldg is
kifejezédik-e a fejlédé embrionalis kozponti idegrendszerben (KIR), illetve ezen felil
vannak-e mas, szovetspecifikus expresszios doménjei. A dDAAM Kkifejez6dési mintajanak
meghatarozasara RNS in situ hibridizaciot végeztiink kiillonb6z6 stadiumokban fixalt vad

tipust embriokon (5.ABRA).

st5 st7

kardioblasztok trachea

st16-17 : kontroll

trachea

5.ABRA A dDAAM gén stadium és szovetspecifikus kifejezodési mintazata (mRNS in
situ hibridizacio)

A kiilonboz6 specifikus expresszidos doméneket zold nyilak jelzik, a ,,sense” iranyu kontroll RNS proba esetében
(mely az abran a 15. embrionalis stadiumot reprezentalja) csak aspecifikus nyalmirigy festédést kaptunk.

Az RNS in situ hibridizacios kisérleti eredmenyek kiértékelése sordn azt lattuk, hogy a
dDAAM mMRNS-¢ valoban jelen van a fejlédé embrionalis KIR-ben a 9. embriondlis

stadiumtol kezdddden (5.ABRA). dDAAM génexpressziot mutattunk ki tovabba az
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embrionalis tranchearendszer teriiletén a 13. embrionalis stadiumtol kezdve (5.ABRA),
valamint a fejl6dé szivesd kuboidalis sejtjeiben (kardioblasztok) is a 12. embriondlis
stadiumban (5.ABRA). Korai 5. stadiumban 1évé -zigotikus génexpressziot még nem mutato,
transzkripciondlisan inaktiv embriokban megfigyeltiik, hogy a dDAAM gén mRNS-e ezekben

is nagy mennyiségben felddsul (5.ABRA). Ez a megfigyelés anyai hatas meglétére utalt.

dDAAM allélok létrehozésa

A dDAAM gén genetikai analiziséhez szikség volt dDAAM mutans allélek
eloallitasara. A dDAAM l6kusz kozvetlen kozelében mind az 5, mind a 3' oldalon
rendelkezésre allt egy-egy P-elem inszercid, az EP(1)1336, illetve az EP(1)1542 (4.ABRA
A). Ezeket az inszerciokat ujramobilizaltuk annak érdekében, hogy a dDAAM gén
funkciovesztéses alléljait allithassuk el6. A P-elem kiugrasztasok eredményként izolaltunk
egy deléciésorozatot, mely a gén 5' és 3' végét is eltdvolitd deléciokat tartalmazott. A
deléciokat Southern-blot és PCR technikak felhasznaldsaval molekulérisan is térképeztik. Az
5' deléciok nagy kiterjedéstiek, és az 5' nemtranszlalodd exonokat, valamint intronikus
szekvencidkat érintenek. A 3' deléciok kisebbek (965-2538bp méretiick), de mindannyian
érintik a dDAAM nyitott leolvasasi keretét. Legnagyobb 3' deléciénk, a dDAAM™®® gsszesen
457 aminosavat tavolit el a prediktalt fehérjébol (4. ABRA A B).

Az 5' és 3' deléciok homozigéta formaban -a legkisebb méretii (ADAAMT, mely
minddsszesen 12 aminosavat tavolit el a fehérjébdl) kivételével- letalisnak bizonyultak,
egymast semmilyen kombinéaciéban nem komplementaltdk. Hasonlé6 médon a dDAAM l6kuszt
kitakar6 Df(1)AD11, Df(1)AC7 és Df(l)sta deléciok folott sem tapasztaltunk

komplementéciot. Vad tipusi kromoszoma folétt pedig heterozigéta formaban a dDAAM
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deléciok egyike sem mutatott mutans fenotipust. Kisérleteink alapjan a dDAAM delécioi
recessziv hatasuak, a dDAAM gén esszencialis szereppel bir az egyedfejlédés soran.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy milyen fejlodési stadiumra tehet6 a dDAAM
homozig6ta mutansok letalitasa. A letalfazis analizis szerint a nagyobb deléci6kat hordozo
muténsok legkésébbi letalfazisa korai L3-nak adédott. A dDAAM™! mutécié szemiletalis,
bel6le homozigota életképes torzset lehetett alapitani, melynek életképessége a vad tipushoz
viszonyitva 17% volt a kikelé felnétt legyek tekintetében. A dDAAM™! mutans kromoszéma
f616tt minden 4j delécidval -a legnagyobb 3’ deléciok (IDAAM™3® és dDAAM™®) esetében
rendkivil ritkdn -, de minden esetben kaptunk felnétt életképes egyedeket. A kapott adult
életképes transzheterozigéta egyedek szama korrelalt a dDAAMP 516t hordozott nagyobb
régiokat kitakard 3' delécié méretével. Minél nagyobb volt a vizsgalt 3' delécié mérete, annal
kevesebb transzheterozigota felnétt életképes egyedet kaptunk.

Delécioink homozigota letdlis fenotipusa 100%-ban menekithetd volt olyan
genotipusu allatokban, melyek -amellett hogy a vizsgélt deléciéra nézve homozigdték- a
dDAAM lbékuszt transzpoziciés duplikacio (Dp(1;3)sta vagy Dp(1;Y)Sz280) formajaban
hordozzak. Ezek a Kkisérletek arra utaltak, hogy az &ltalunk izolalt deléciok a dDAAM
I6kuszban valoban a dDAAM gén Uj alléljei lehetnek. Annak elddntésére, hogy ez valoban igy
van-e, fliggetlen menekitési kisérleteket vegeztiink. A CG14622-RB izoformanak megfeleld
RE67944 jelii EST klont hasznaltuk, mely a teljes hosszisagt dDAAM fehérjét kodolja. A
Gal4/UAS rendszer felhasznaldséval altalanos tub-Gal4, act-Gal4 és arm-Gal4 driverekkel
taltermeltettik a teljes hosszisagit dDAAM fehérjét (UAS-FL-DAAM) dDAAM mutans
hattereken. A letalitdis minden esetben szignifikdnsan menekithetd volt. A dDAAM®®®
esetében a menekiilo allatok 25,8%-a érte el a felndttkort, a masodik legkisebb delécidt
hordozé dDAAM™® esetében ez az arany 93,6%-nak adddott. Kisérleteink alapjan a

menekitésekben, és a dDAAM™!-gyel elvégzett komplementaciés tesztekben tapasztalt

33



tulélési aranyok alapjan egy allélerésségi sort Iehetett felallitani a kiilonboz6 dDAAM
muténsok kozott. Eszerint minél nagyobb a dDAAM-ot érinté 3' deléci6 mérete, genetikai
értelemben annal erésebb az adott ADAAM allél. Kisérleteink tovabba azt is igazoljak, hogy a
dDAAM l6kuszban izolalt deléciék valdban a dDAAM Uj alléljei, és nem érintenek mas

esszencialis genetikai elemet.

A dDAAM funkcidjanak vizsgalatdhoz sziikséges ellenanyag létrehozésa

A dDAAM fehérje jellemzéséhez szikség volt egy, a dDAAM-ra specifikus
ellenanyag eldallitasara. Ennek érdekében a dDAAM fehérje C-terminalis régidjat (mely az
FH1, FH2, illetve a DAD doméneket tartalmazta) bakterialis rendszerben tultermeltettik,
tisztitottuk, majd a tisztitott fehérjével nyulakat immunizaltunk. Az immunizalast kdvetden a
szerumok specificitasat Western-blotton, illetve immunhisztokémiai festésekben teszteltiik. A
kisérletek soran dDAAM®®® homozig6ta mutans embridkat és L2 larvakat hasznaltunk vad
tipusu kontroll mellett.

Az ellenanyag viselkedése megfelelt minden elvarasunknak. Vad tipusd 15.
stidumban 1év6 embridkbol, illetve L2 stadiumban 1évo larvakbol  késziilt
fehérjeextraktumban felismert egy 130 kDa-os savot Western-blotton, amely megfelelt a
dDAAM fehérje prediktalt tomegének. Ez a sdv dDAAM™®® homozigota mutans L2 larvakbol
készult fehérjeextraktumban nem volt kimutathatd, valamint nem kaptunk a csonkolt fehérjére
jellemzé savot sem (6.ABRA E). Ez arra utalt, hogy a dDAAM™®® valédi fehérje null allél, a
mutansban vagy nem képz6dik csonkolt dDAAM fehérjetermek, vagy pedig az altalunk
hasznalt kisérleti kortilmények kdzott rendkivil instabil. Az a-DAAM ellenanyag vad tipusi
embriokban mér a 10. stadiumban megjeldlte a trachea prekurzor sejteket, illetve a késébbi

16. stadiumban a teljes embrionalis tracheat, valamit a teljes embrionalis kdzponti
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idegrendszert (6.ABRA A,B). dDAAM®®® homozig6ta embriokban azonban ez a festési minta
megsziint (6.ABRA C,D), amely szintén a dDAAM™®® fehérje null voltéat bizonyitja, illetve,
hogy végeredményben eldallitottunk egy olyan ellenanyagot, mely specifikusan megjeldli az
endogén dDAAM fehérjét, alkalmas sejbioldgiai és biokémiai analizisére, illetve a dDAAM

allélek jellemzésére (6.ABRA).

A

dDAAM™*

E

170kDa ==

wt  dDAAME22 gD AAMEXS

130kDa=e %

100kDa ==
T2kDamm

6. ABRA A dDAAM fehérje kifejezodése a Drosophila embridban, az a-dDAAM
ellenagyag specificitasa

Az A-D abrak 15. fejlédési stadiumban 1évé embridkat mutatnak a-dDAAM ellenanyaggal festve (piros). (A) A
dDAAM egyik f6 expressziés doménje az embriondlis trachearendszer, a (B) masik pedig az embriondlis
kozponti idegrendszer. (C,D) dDAAM™® mutdns embrionalis tracheakban az a-dDAAM festés jelentésen
meggyenglil, a C panelen aktin festés (kék) jel6li a trachea egy részletét. (E) A dDAAM mutansokbdl csonkolt
fehérje Western-blotton nem kimutathatd L2 larvakbdl késziil fehérjeextraktumon. A fehérjemennyiség
kontrollja a Western-blotton az a-DAAM ellenanyag altal jelolt ~100kDa méretii aspecifikus sav.
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A Drosophila dDAAM génnek nincs esszencidlis szerepe a szOveti polaritast (PCP)

szabalyozé nem-kanonikus Wnt jelatviteli Gtban

Gerincesekben a hDaaml és xDaaml szerepet jatszanak a nem-kanonikus Wnt
jelatviteli atban (Habas és mtsai. 2001), ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a Drosophila
dDAAM ortolog funkcidvesztéses alléljeinél tetten érhet6-e valamilyen, a PCP (planar cell
polarity) jelatviteli Ut hibdjara utald fenotipus. A sikbeli sejtpolaritds a Drosophila Gsszetett
szemében az egységnyi szemek, ommatidiumok tiikdrszimmetrikus elrendez6désében
nyilvanul meg. A szem dorzalis és ventralis részén elhelyezkedd egységnyi szemekben a
fotoreceptor sejtek rhabdomerjei tiikkorszimmetrikus elrendezddést mutatnak. A dorzalis és
ventralis oldalon elhelyezked6 tiikorképi parok egymassal fedésbe nem hozhatédak, Kirédlisak.
A szimmetria tengely az Osszetett szem DV kozépvonala (ekvator). A szarnyon a PCP a
szarnyszOrok (trichomak) disztalis iranyultsagaban figyelheté meg. Vad tipusban minden
szarnysejtben egy, a szarnysejt disztalis oldalan elhelyezkedé trichoma van, mely disztalis
iranyba mutat. A PCP jelatviteli ut elemeinek funkciovesztéses mutansaiban az dsszetett
szemben felborul az ommatidiumok tikorszimmetrikus elrendezddése, és emellett
szimmetrikus, akirdlis ommatidiumok jelennek meg, a szarnyban pedig a trichoméak egységes
disztalis orientacidja helyett 6rvények és/vagy hullamok alakulnak ki (Simons és Mlodzik
2008).

Azért, hogy kiderithessik, hogy a dDAAM része-e a PCP jelatviteli utnak Drosophila-
ban, az 0sszetett szemben és a szarnyakon az FRT/FIp rendszer (Golic és Lindquist 1989),
illetve a dDAAM®® null allél felhasznalasaval mitotikus funkciévesztéses homozigéta
muténs klénokat hoztunk Iétre. Sem az 0sszetett szem, sem a szarny esetében nem kaptunk a

PCP jelatviteli rendszer hibajara utaldé fenotipust. Ezzel dsszhangban sem a homozig6ta
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mutans dDAAM™-es 4llatok, sem a dDAAM™Y/dDAAM®?? transzheterozigota felntt
életképes legyek szovetein nem tapasztaltunk a PCP-t érint6 mutans fenotipusokat.

A tovébbiakban alléljainkat episztazis analizisben teszteltiik. Habas és munkatarsai azt
irtdk le, hogy a PCP jelatviteli ut aktivacidja hDaaml fliggd, és az mDvI2 hDaaml
kélcsdnhatés sziikséges hozza (Habas és mtsai. 2001). Megvizsgaltuk, hogy a dDAAM®®® egy
fehérjék tultermelésével eloidézheté PCP fenotipusokat. A kisérletben hasznalt sev-fz, és sev-
dsh transzgének jelenlétében a Drosophila @sszetett szemében az ommatidiumok
tiilkorszimmetrikus elrendezddése felborul, rossz iranyba fordult, illetve szimmetrikus (kiralis)
ommatidiumok alakulnak ki (Boutros és mtsai. 1998; Tomlinson és mtsai. 1997). Munkéank
soran azt talaltuk, hogy a dDAAM®®®
sem sev-dsh okozta tultermeléses fenotipusokat az 6sszetett szemben.

A fenti kisérleti eredmények egylttesen arra utalnak, hogy a dDAAM gén vagy

egyéaltalan nem eleme a PCP jelatviteli utnak Drosophila-ban, vagy legalabbis a funkcidja

teljesen redundéns ebben a rendszerben.
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A dDAAM SZEREPE A DROSOPHILA TRACHEARENDSZERBEN

BEVEZETES

Dolgozatom ezen nagyobb fejezetében keril targyalasra a dDAAM gén tracheaban
betdltott szerepének analizise. A teljes megeértés érdekében sziikség van azonban arra, hogy a

Drosophila trachea fejlodésérol és felépitésérdl egy rovid attekintést adjak.

A trachea primordium sejtek specifikdcidja, lefiizodése, az dgrendszer kialakuldsa

A Drosophila trachearendszere ektodermalis eredetli szovet. Az ektodermaban a
megtermékenyités utan 4 draval (a 9. embriondlis stddium soran) hemiszegmentenként egy-
egy (6sszesen 20), egyenkent kb. 20 sejtet tartalmazo sejtcsoport kilonil el. Ezek a sejtek
kétszer osztodnak, igy metamerenként mindkét oldalon ¢sszesen 80-80 trachea primordialis
sejt jon létre. Ezekutdn a trachea primordialis sejtek leflizddnek az embrio belsejébe, és
létrehozzak a trachea primordiumokat. Az egyedfejlodés soran a trachea primordiumok sejtjei
mar nem osztédnak tovabb. A lefiiz6dott sejtekben aktiv a btl (breathless) és a dof
(downstream-of-Fgfr) gének expresszidja, amely egyértelmilen megkiilonbozteti 6ket a
kornyez6 nem-trachea tipusu sejtektél. A btl I6kusz az Fgf (fibroblast growth factor)
receptort, mig a dof egy Fgf-specifikus jelatviteli kapcsol6 fehérjét kddol. A trachea
primordiumot hatéarolé sejtekben ezzel egy id6ben a bnl (branchless) fejez6dik ki, melyrél az
Fofr ligand irddik at. A hatarold, nem-trachea iranyba determindlt sejtek &ltal szekretalt Fgf
kemoattraktansként iranyitja a trachea primordium sejtek mozgasat az embrioban.

Az invaginacioval az embri6 belsejébe jutott sejtek egy zsakszeri strukturaban

kapcsolatban maradnak mind egymassal, mind a szomszédos, nem-trachea tipusu sejtekkel
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(7.ABRA A). A trachea primordialis sejtek a lefliz6dés utan az embrionalis fejlédés 12.
stddiuméatol kezdédéen intenziv vandorlason (migracid) és ezzel egyiddben megnyllason
mennek keresztiil (7.ABRA B,C). Ezeknek a sejtmozgasoknak a kovetkeztében a 13. stadium
végére kialakulnak az elsOdleges és a masodlagos trachea elagazodasok a metamerikus
egységekben (8.ABRA). Késébb megtorténik a metamerikus egységekben kialakult
agrendszer 0sszekapcsolasa a szegment hatarokon, és differencialodnak a termindlis
elagazasok is (7.ABRA D). Ennek kovetkeztében kialakul az embrionalis trachearendszer

végsé agrendszere, amelyet sejtes felépitése alapjan hdrom agtipusra oszthatunk.

7.ABRA A trachearendszer embrionalis fejlodése Drosophila-ban

(A) A 11. embrionalis stadiumban a trachea primordialis sejtek (nyilhegyek) invaginacioval az embrid belsejébe
jutnak és ott egy zsékszerii strukturaban egyiitt maradnak. (B) A 12. embriondlis stddiumba meghatarozott
iranyokban (csillagok) megindul az elsddleges elagazasok kialakulasa. (C) A 14. stadiumra az elagazéasok
megnyulnak, majd (D) a 15. stddiumot elérve flzionalnak és a metamerikus egységek a szegmenthatarokon
osszekapcsolodnak (nyilhegyek). Roviditések: DBs, dorzalis elagazasok; DT, f6 1égvezeték; TCs, transzverzalis
kapcsolatok. Az &brén az anterior irany balra a dorzélis irany felfelé talalhat6. A skéla mérete: 100 um. Az
eredeti abra forrdsa: (Affolter és Caussinus 2008).

Az elsé tipusba a két hatoldali f6 légvezeték tartozik. Atmérdjiik az embridban 4-5
um, multicellularis felépitésiick, ahol a lument 2-5 ellaposodott sejt hatarolja. A sejtek
intercellularis apical junction-okon (AJ) keresztill, szoros sejt-sejt kdlcsdnhatasok

segitségével kapcsolodnak egymashoz és alkotjak a f6 1égvezetéket (8.ABRA). A masodik

agtipusba a dorzalis, viszceralis és ganglionikus elagazasok tartoznak. Atmérdiik 0,5-5 pum
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kozott valtozik. Ezek az eldgazasok szintén multicellularisak, de a tracheasejtek
elrendezddése eltér a f6 1égvezetékétdl mert a sejtek egymas utan sorban helyezkednek el
fejt61-farokig (,,head-to-tail”) formacioban, €s igy a légesd tiregét egy-egy autocelluléris AJ-
okat tartalmazo sejt hatérolja (8.ABRA). A harmadik agtipusba a terminalis végzédések
sorolhatéak. Ezek egyetlen sejten beliil alakulnak ki és tulajdonképpen sejten belili kapillaris-
szerli elagazddasok, amelyek felszinén megtorténik a gazcsere. A terminalis eldgazasok
atméréje kicsi (0,1-0,5 um), hosszuk azonban dinamikusan valtozo, elérheti a 60 um-t is

(8.ABRA).

DTp

SB

LTp
DT =F¢ tracheadag (anterior és poszterior) © Regularis trachea sejtek
DB =Dorzalis elagazas
VB = Viszceralis elagazas
SB = Spirakularis elagazas ® Fuziés sejt/fuzids elagazas
LT = Lateralis elagazas (anterior és poszterior)
GB = Ganglionikus elagazas
©  Terminalis sejt/terminalis elagazas

TRENDS in Cell Biology

8.ABRA A kifejlett embriondlis trachearendszer

(A) Lumendlis antigénekkel (m2A12) a teljes eldgazésrendszer lathatova tehet. Az embrionalis fejlédés végén
Osszesen 20, egymastol fliggetleniil fejlédott trachea metamer alakul ki, melyeket a szegmenthatarokon a fuzios
sejtek kapcsolnak dssze. Egy tipikus metamer szerkezetét jel6li ki a sarga szin, és mutatja részleteiben a B panel.
(B) Minden egyes metamer egy altalanos sztereotipikus elagazasmintat mutat. Egy metamer 80 sejtbdl all,
melyek pozicidja szigoriian rogzitett a metameren beliil. A primer elagazasok multicellularis felépitéstiek (I. és
Il. tipusd eldgazasok), melyeket reguléaris tracheasejtek épitenek fel (barna). Roluk unicelluldris 1V. tipusi
elagazasok, terminalis végzodések agaznak le (kék). A metamerikus egységeket specialis fuzios sejtek (I11. tipus,
piros) kapcsoljak dssze a szegmenthatarokon igy biztositva a légcsérendszer folyamatossagat. Az eredeti abra
forrésa: (Uv és mtsai. 2003).

Végezetil az agrendszer szerkezetével kapcsolatban emlitést érdemel még, hogy az
egységes trachea agrendszer kialakulasaban fontos szereppel birnak az Gn. kapcsolésejtek is.

Morfoldgidjukat tekintve ezek lapos, korong alaku sejtek, melyek a szegment hatarokon
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szoros sejt-sejt kolesonhatasok révén biztositjak a légesérendszer folyamatossagat a fo agak

és az Un. lateralis 4gak osszekapcsolasa révén. (8.ABRA B).

A légesd iiregének (lumen) kialakuldsa és a tracheakutikula szerkezete

A légeso iiregének kialakulasa aktiv transzportfolyamatokat igényel. Elsé 1épésben a
tracheasejtek apikalis felszinén intenziv szekrécid torténik, amely egy atmeneti fibrillaris,
kitin-alapy extracellularis méatrixot (ECM) eredményez a lumenalis térben. Az ECM egyrészt
vazat biztosithat a kés6bbi kutikulaszekréciohoz, masrészt nem-sejtautoném -a tracheasejtek
alakjat befolyasold- jelek tovabbitasanak is teret ad. A matrix jelenléte sziikséges a minden
helyen megfelel6 atmér6ji 1égesbiireg-rendszer Kialakulasahoz, illetve a kutikulaszekrécid
helyeinek kijel61éséhez.

A kutikula szekrécié az embrionalis fejlédés 15. stadiumat kovetéen indul meg az
embridoban. A tracheakutikula felépitése azonban jelentdsen eltér az ecetmuslica tobbi testtajat
felépitd kutikula elemt6l. Ez nem meglepd, hiszen a tracheanak szamos kihivasnak kell meg
felelnie a larvalis élet sorén, tekintetbe véve azt a tényt is, hogy a levegd szallitasa a
rovarokban passziv modon torténik. Ezért a 1égcsoveknek kelld flexibilitast kell mutatniuk,
ugyanakkor ellen kell allniuk a folyamatosan aramld levegd nyomasanak is. Masrészt a
levegének minden egyes testi sejthez el kell jutnia, ami olyan nagyon vékony, de stabil
struktarak Kialakitasat igényli amelyek &tjarhatéak a gazok szémara, de védenek a
dehidratacio és a mikroorganizmusok ellen. A vad tipusu tracheakutikula szerkezete
leginkabb egy porszivocsére emlékeztet. A légvezetékekben a trachea hosszmetszetére
merdleges lefutast kutikulabordakat (taenidial folds) lathatunk, keresztmetszeti képen ezek a

bordak megfigyelhetéek a trachea lumenében is (9.ABRA A,B). Ez a jellegzetes mintazat azt
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sugallta, hogy a kutikulaborddk hozzajarulnak ahhoz, hogy hosszanti iranyban kell6en
flexibilisek, mig merdleges iranyban kellden stabilak legyenek a 1égcsovek.
Az elméleti attekintés a kovetkezd Osszefoglald kozlemények alapjan késziilt:

(Affolter es Caussinus 2008; Shilo és mtsai. 1997; Uv és mtsai. 2003).

EREDMENYEK

A dDAAME*®® funkcidvesztéses null mutansban sériil a tracheakutikula szerkezete

Korabbi kisérleteinkbdl tudtuk, hogy mind a dDAAM mRNS, mind a dDAAM fehérje
jelen vannak az embrionalis trachearendszer sejtjeiben (kivéve a kapcsold sejteket), és az
embrionalis fejlodés sordn folyamatosan kimutathatdak. Ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a
dDAAM hianya okoz-e fenotipust a trachearendszerben, és ha igen, akkor annak mi lehet a
magyarazata. Ennek érdekében elsé 1épésben megvizsgaltuk a dDAAM muténsok larvalis
légcsoveit.

Azt taldltuk, hogy a dDAAM mutansok légcsérendszere rendben kialakul, az
elagazasok szama és szerkezete vad tipust (9.ABRA D). A légesé kutikuldjan azonban a vad
tipust6l eltéré mintdzatot figyeltlink meg, amely sokszor parosult a f6 tracheadgakon
megfigyelheté benyomddasokkal, szakadasokkal (9.ABRA D,E). A dDAAM®®® homozigéta
mutédns allatokban sérilt a taenidiumok szerkezete: a kutikulabordék lefutdsa minden
tracheasejtben (nemcsak a fo tracheadgban, hanem még a harmadlagos elagazasokban is)
abnormalis, cseppszerti, koncentrikus korokre emlékeztet (9.ABRA E). L3 larvalis
stidiumban a f6 légvezeték anterior oldala sokszor teljesen elvékonyodott, nemritkan
hianyzott, ami arra utalt, hogy a dDAAM®® muténsokban a trachea megnyulasra képtelen,

hiszen a tracheasejtek az embrionalis életet kdvetden mar nem osztodnak, hanem megnyulnak
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és ellaposodnak a larva novekedésének megfeleléen. A dDAAM lokuszt transzpozicios
duplikacié (Dp(1;3)sta vagy Dp(1;Y)Sz280) formajaban hordozé dDAAMF®® homozigéta
muténs allatok tracheakutikula fenotipusa vad. Emellett, ha dDAAM™®-as hattéren a dDAAM
fehérjét kodold6 cDNS-t (FL-DAAM) az UAS/Gal4 rendszer segitségével altalanosan act-
Gal4, illetve tracheaspecifikusan btl-Gal4 felhasznaldsaval tultermeltettik, akkor részlegesen
visszakaptuk a vad tipusra jellemzé kutikulamintazatot (9.ABRA F). Ez azt jelenti, hogy a
dDAAM génben Iétrehozott Uj deléciok okozta muténs tracheakutikula fenotipus valdban a

dDAAM gén funkcidjanak hianyahoz kothetd.

A bazélis lamina

apkalis membran

9. ABRA A vad tipusu és dDAAM mutans tracheak kutikulaszerkezete

Az (A) panel egy sematikus tracheat abrazol, ahol a tracheasejtek belsd, lumen felé es6 apikalis felszinén egy
specialis szerkezetli kutikula alakul ki. A tracheakutikuldban a 1égcs6 hossztengelyére merdleges lefutasu bordak
talalhatéak, melyek L3 stadiumban (B) a kiboncolt fé 1égvezetéken is megfigyelhetéek. A vad tipussal (C)
osszehasonlitva a dDAAM™®® homozig6ta mutans larvak (D) légcsévein benyomédasok és szakadésok
figyelhetéek meg (piros nyilak). (E) A dDAAM®®® homozigéta mutans allatokban sériilt a taenidiumok
szerkezete. (F) A btl-Gal4 forras segitségével meghajtott UAS-FL-DAAM™*° transzgén részlegesen menekiti a
kutikula defektusokat dDAAM™® hattéren. A skala mérete: 50 pm.
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Ezzel 0Osszhangban, ha a dDAAM gént RNS interferencia felhasznaldsaval
tracheaspecifikusan csendesitettlik, akkor a dDAAM funkciovesztéses muténsokra jellemzd
fenotipus jelent meg. Ez a kisérleti eredmeny szintén arra utalt, hogy a dDAAM gén funkcidja

a légcsOrendszerben a megfeleld kutikulamintazat kialakitasaban rejlik.

A dDAAM fehérje kolokalizalédik az apikélis aktinkdtegekkel az embriondlis trachea

sejtjeiben

Mivel a forminok egyik f0 funkcidja az aktin citoszkeleton nemeldgazd kotegeinek
Kialakitasa, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy dDAAM muténs allatokban Kkialakuld
abnormalis kutikulaminta Osszefliggésbe hozhat6-e az aktin citoszkeletont érint6
valtozésokkal. Ehhez sziikség volt arra, hogy sejtszinten is megvizsgéljuk a tracheasejtek
aktinvazanak szerkezetét, illetve a dADAAM fehérje lokalizaciojat a 1égcsOrendszer sejtjeiben.

Ennek érdekében immunfestést végeztiink Rhodamin-Phalloidin felhasznalaséaval,
mely specifikusan megjeldli az aktin filamentumokat. Megfigyeltiik, hogy az embrionalis élet
folyaman a trachea hossztengelyére merdlegesen, a tracheasejtek apikalis felszinén vastag
aktinkotegek alakulnak ki, melyek lefutasa hasonl6 a kutikulabordakéhoz (10.ABRA E). Z6ld
fluoreszcens fehérjével (GFP) jel6lt aktint (UAS-actin::GFP) btl-Gal4 forrés felhasznalasaval
tracheaspecifikusan taltermelve, ¢él6 embriokban megfigyeltik azt is, hogy ezek az
aktinkdtegek még a trachea kutikula szekrécidja eldtt (a kés6i 15. embrionalis stadiumot
megelézoéen) 1étrejonnek (10.ABRA N).

Kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk az L3 stddumban 1évé vad tipust larvak
tracheasejtjeinek aktin citoszkeletonjat. Az apikalis aktinkotegeket a larvalis légesérendszer
sejtjeiben is megfigyeltiik, ahol a kotegek lefutdsa és szdma szintén megfeleltethetd volt a

kutikulabordak szamanak és lefutasi mintajanak (10.ABRA A,B,C,D).
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dDAAM=* bil-GAL4<UAS-Aktin::GFP

10.ABRA A dDAAM funkcidja a parhuzamos lefutast aktinkabelek kialakitasa a

trachea sejtjeiben

(A) A vad tipusl tracheasejtekben az aktin parhuzamosan fut6 kétegekbe rendezédik, melyek lefutasa merbleges
a léges6 hossztengelyére. (B) A kabelek szama és lefutasi mintaja tokéletesen megfeleltethetd a kutikulabordak
szamanak, és lefutasi mintazatanak. (C,D) A sejtekben a kébelek az adherens juncion-ok (AJ) régidjaban futnak.
(C) Konfokalis mikroszképpal késziilt Z-tengely irdnyd projekcio, ahol az aktin piros szinnel jeldlt, a DE-
cadherin AJ marker fehérje pedig a z6ld csatornaban lathaté. (D) XZ optikai metszet a szlirke vonallal jel6lt
részen a C panelrél. (E-G) Az embrionalis tracheaban a dDAAM és az aktin szoros kolokalizaciét mutat. A Z-
iranyu projekcié 16. stadiumban 1évo vad tipusu embrid f6 1égvezetékébdl késziilt. A trachesejtek citoplazmaja
GFP-vel jeldlt (zold csatorna), az aktin piros, a dDAAM fehérje fest6dési mintaja pedig kék szinben latszik. Az
F panelen a nyil egy fuzids sejtpart jelol a szegmenthataron, ahol az endogén dDAAM fehérje nincs jelen. (H-J)
Az E-G panelek 3D projekcioi, ahol az optikai metszeteket XZ iranyban 90 fokkal elforgattuk. (J) A légcsdvek
apikalis membranjan a dDAAM szorosan kolokalizalédik az aktinnal. dDAAM®*® mutans trachedkban mind a
kutikulaminta (K), mind az aktink6tegek lefutdsa sulyosan kérosodik a larvalis (L) és az embrionalis
légcsovekben is (M). A kialakul6 aktinfilamntumok vékonyabbak és révidebbek, mint a vad tipusban, és nem
rendez6dnek parhuzamos lefutasu kotegekbe. (N) Az aktinkotegek elGszor a korai 15. embrionalis stadiumban
vehetGek észre €16 embridban GFP-vel jeldlt aktin transzgént (aktin::GFP) hasznélva. A skéalak mérete: 20 pm
az A panelen, 50 um a C panelen; 50 um az L panelen; 10 um az E-G paneleken és 10 um az M panelen.

Amennyiben a dDAAM a trachedban az aktin sejtvdzon keresztil fejti ki hatasat,

akkor elvarhatd, hogy szoros térbeli kozelségben legyen az aktingytriikkel. 15. stadiumban

1évo vad tipusu embridokon egyiittesen elvégezve az immunfestést aktinra és dDAAM-ra azt
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lattuk, hogy a dDAAM fehérje erds kolokalizaciot mutat az aktingytirtikkel a trachearendszer
sejtjeinek apikalis felszinén (10.ABRA F-J).

Ezek utdn kivancsiak voltunk arra, hogy milyen szerkezetli az aktin sejtvaz
dDAAM®®._ra  homozigéta mutans embri6kban és larvakban. A dDAAM®™®® mutans
allatokban vékonyabbak az aktingyiirik, emellett az aktin filamentumok mennyisége Is
szamottevOen lecsokken, parhuzamos lefutdsu aktinkdtegek helyett pedig egy
randomizalédott, haldzatos mintat figyeltink meg mind az embriondlis, mind a larvalis
tracheasejtekben (10.ABRA L,M). Az aktinkétegek lefutdisa dDAAM™®® homozigéta
mutansokban a vad tipushoz hasonldan egybeesett a kutikulabordak mintazataval (10.ABRA
K,L). Ez a megfigyelés arra utal, hogy a dDAAM gén funkcidja a tracheaban azoknak az
aktinkodtegeknek a letrehozéasa és a rendezése, melyek direkt vagy indirekt médon kijel6lik a

késobbi kutikulabordak helyét.

A dDAAM funkcionyeréses muténs fenotipusa

Megvizsgaltuk, hogy a teljes hosszUsagu fehérje tultermelése 6nmagaban okoz-e
fenotipust a larvalis trachea sejtjeiben. A teljes hosszusagu fehérjét (UAS-FL-DAAM) ezért
btl-Gal4 segitségével tracheaspecifikusan tultermeltettik, és megfigyeltik, hogy a dDAAM
teljes hosszlsagu fehérje tracheaspecifikus taltermelésének nincs hatdsa a kutikulamintéra,
sem a regularis tracheasejtekben, sem pedig a kapcsoldsejtekben (ahol a dDAAM fehérje
endogén modon nem is fejezddik ki). Kovetkez6 kérdésiink az volt, hogy ha eltavolitjuk az
autoinhibicioért felelos DID domént tartalmazo teljes N-termindlis régiot, akkor val6ban a
dDAAM konstitutivan aktiv formajat kapjuk-e meg. Ennek érdekében létrehoztunk egy olyan
dDAAM muténs forméat (UAS-C-DAAM), mely csupan a mitkodéshez elengedhetetlen FHI1 és

FH2 domeneket, illetve a DAD régiot tartalmazta, a dDAAM fehérje N-terminalis részét nem
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(4.ABRA C). Kontrollként — annak megmutatasara, hogy a vart fenotipusok valoban az
aktivalt dDAAM-ra jellemzéek-, és nem egy altalanos forminfunkcidhoz kothet6ek-
kisérleteinkben felhasznaltuk a legjobban jellemzett Drosophila DRF formin, a Diaphanous
konstitutivan aktiv formajat is (dia*) (Somogyi és Rarth 2004).

Az UAS-C-DAAM tracheaspecifikus taltermelése nem befolyasolta az elagazasok
kialakulasat az embrionélis trachedban, mig a Dia“" tultermeléshen szakadasokat, flzids
hibakat figyeltiink meg (11.ABRA G,H). Ez arra utalt, hogy a C-DAAM tlltermelés okozta
tracheafenotipusok csak erre a forminra jellemzoek és az aktivalt dDAAM-ra specifikus
funkciot vizsgalhatjuk vellk.

A C-DAAM-ot tultermelé normalis tracheasejtekben a funkcidovesztéses fenotipushoz
nagyban hasonlité randomizalt borda lefutasi mintat lattunk. A sejtekben az aktingytrik
lefutasa is kovette az abnormalis kutikulamintat (11.ABRA AB). Ez az megfigyelés
sszhangban van a vad tipus és a funkciévesztéses dDAAM™®-as allél vizsgalataban kapott
eredményekkel.

A kapcsoldsejtekben szintén jelentés valtozasok torténtek mind a kutikulaminta, mind
az aktin citoszkeleton szintjén. A kapcsolosejtek kutikuldja és aktin sejtvaza eltér a reguléris
tracheasejtekben tapasztalt mintatél. Ezek a sejtek kicsik, korong alakiak, kutikuldjuk
pottyozott, szemben az elnyult regularis tracheasejtek bordazatos mintajaval. Az aktin sejtvaz
is koveti az elébb emlitett mintat (11.ABRA C,D). A C-DAAM-ot kifejezd kapcsolosejtek
morfolégidjukban a normalis tracheasejtekhez kezdtek hasonlitani. Kutikulajukbol és aktin
sejtvazukbol is eltliint a pottydzott minta, helyette egy inkabb hosszanti lefutdsu, a normalis
tracheasejtekre jellemz6 kutikulaminta jelent meg. Ugyanakkor a kialakult aktinkotegek nem
rendezettek, lefutasuk véletlenszerii volt (11.ABRA E,F). Emellett, a vad tipusu kapcsold

sejtekkel dsszehasonlitva a mutans kapcsoldsejtekben nagyban megnévekedett a filament6zus
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aktin mennyisége. Eredményeink arra utalnak, hogy a C-DAAM el6segiti az uj aktinlancok

képz6dését, de a kész filamentumok rendezésére képtelen.

Lt

BT GAL4/+ UAS-C-DAAM/+

: .
’ . b e
bti-GAL4/+;UASIC-DAAM/+

! \

| ) ¢ \
btl-GAL4/+;UAS-C-DAAM/+ ! m2A12  btl-GAL4/+;UAS-dia®/+ m2A12

11.ABRA A dDAAM és a Dia aktivalt forméainak tultermelése a trachea sejtjeiben

(A) A C-DAAM tracheaspecifikus tultermelése befolyasolja a kialakulé kutikulamintat és az aktin citoszkeleton
szerkezetét a trachea sejtjeiben (B). (C) A vad tipust fuzios sejtek kutikulamintaja kompakt, pottyozott, a sejtek
korong alaktiak, kénnyen megkiilonboztethetéek a regularis tracheasejtektél. (D) Az aktin ezekben a sejtekben
szintén pottydzott mintdt mutat. Amikor a C-DAAM ektopikusan kifejez6dik a fuzids sejtekben, akkor a
pottyozott kutikula-, és aktinminta elttinik (E,F), a kapcsolésejtek kutikulamintaja részlegesen transzformalodik
és a taenidial fold mintazatra emlékeztet (E). Ezen felil a C-DAAM-ot kifejez6 fuzids sejtekben ers
aktinfeldasulas figyelheté meg, és gyakran lathatéak benniik egyedi, hosszanti lefutasu aktin filamentumok (F).
A fluoreszcens festéseket tartalmazé paneleken (B,D,F) a sejthatarokat DE-cadherin festéssel jel6ltik (z6ld), a
kapcsol6sejteket a D és F paneleken fehér nyilak mutatjak. (G) A C-DAAM tultermelés nem befolyasolja a
légesGrendszer szerkezetét, mig a (H) Dia® aktivalt Diaphanous forma tlltermelése gyakran fzi6s hibakat
eredményez a fo légvezetékben (fekete nyil), elvékonyodasokat a fuzids sejteknél (zold nyilhegy),
megvastagodasokat (fekete nyilhegy), illetve a termindlis végzdédéseken differencialodasi hibakat (zold nyil)
okoz. A G és H paneleken a trachearendszert a m2A12 lumendlis ellenanyag segitségével tettiik lathatova. A
skalak mérete: 50 um a B panelen;10 um a D panelen; 10 um az F panelen és 10 um a G és H paneleken.
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Mi lehet a fenti megfigyelések magyardzata? A reguléaris tracheasejtek esetében a
dDAAM funkcidvesztéses fenotipusra jellemzé mintazatot kaptunk. Az irodalombol ismert,
hogy a DRF forminok tébbnyire dimerként mitkodnek, az eml6s Fhos forminrol pedig leirtak,
hogy az FH1-FH2 (C-DAAM ekvivalens) darabja képes kotddni a teljes hosszusagu
fehérjéhez (Takeya és Sumimoto 2003). Elképzelhet6 tehat az a modell, miszerint a C-DAAM
fehérje az endogén dDAAM-mal 6sszekapcsolddva heterodimer formaban val6jaban kimeriti
a normalis tracheasejtekben meglévé dDAAM mennyiséget, ami ilyen médon egy antimorf
hatés, és funkcidvesztéses fenotipus kialakuldsdhoz vezethet. Ugyanakkor az aktinkabelek
lefutasabol az is nyilvanvald, hogy a C-DAAM 6nmagaban homodimer formaban nem képes
parhuzamosan futé kdtegekbe rendezni az aktint és kialakitani az aktingytiriket. A C-DAAM
fehérjébol hianyzik a teljes N-terminalis régio. Lattuk, hogy ez a csonkolt fehérje képtelen a
megfeleld helyen eldsegiteni a normalis aktinkdbel elrendez6dést. Tehat a IDAAM fehérje N-
termindlis része, amellett, hogy szerepet jatszik a fehérje inaktiv allapotanak fenntartasaban és
az aktivaldédasaban is, fontos lehet a fehérje megfeleld sejten beliili lokalizaciojahoz is.

A kapcsolésejtekben vad tipusban az endogén dDAAM fehérje nincs jelen, tehat amit
lattunk, az a C-DAAM tultermelés sajat fenotipusa. Azaz ebben a rendszerben, ektopikus
helyen kifejeztetve egy neomorf hatést tapasztaltunk a C-DAAM részérél, hiszen a
kapcsolosejtek szerkezete drasztikusan atalakult.

Amennyiben a C-DAAM valbdban képes kdzvetlentl kapcsolédni az endogén dDAAM
fehérjéhez és gatolni annak aktivitasat, akkor az UAS-C-DAAM és a teljes hosszusagu
dDAAM fehérjét tartalmazé6 UAS-FL-DAAM konstrukciok egylttes tracheaspecifikus
tultermelése gyengébb kutikula és aktin fenotipushoz vezethet, mint az UAS-C-DAAM
tultermelés nmagaban. Ebben az elrendezésben ugyanis visszapotoljuk a rendszerbe a teljes
hosszlsagu dDAAM fehérjét, ily mddon gyengitve az antimorf komponenst. Elvégezve az

elobb emlitett kisérletet valoban azt tapasztaltuk, hogy az FL-DAAM jelenléte a rendszerben
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gyengitette a C-DAAM tultermeléses mutans fenotipusat a trachea sejtjeiben, ugyanakkor a
kapcsolosejtek fenotipusara nem volt semmilyen hatassal (13. ABRA E). Ez az eredmény a

fenti eImélet helyességét tamasztja ala.

A csonkolt dDAAM fehérjék in vivo aktivitdsa, légcesd fenotipusai

Tovabbi kisérleteinkben azt kivantuk kideriteni, hogy melyek azok a fehérjedomének,
melyek sziukségesek a ADAAM aktivitadsahoz in vivo a trachea sejtjeiben. Ennek a vizsgélatara
létrehoztunk a dDAAM kiilonb6z6 csonkolt formait tartalmazo transzgéneket: UAS-FH2,
UAS-FH1-FH2, és UAS-N-DAAM. Az egyes konstrukcidkat btl-Gal4 forras felhasznalasaval
tracheaspecifikusan taltermeltiilk, és megvizsgaltuk a transzgéneket thltermeld larvak
légcsoveit.

A csak az FH2 domént tartalmaz6 UAS-FH2 tdltermelése Onmagdban nem
eredményezett fenotipust a trachearendszerben. A konstruktot és a drivert is tartalmazo
allatok életképesek voltak, a 1égesdrendszer kutikulamintaja pedig vad fenotipust volt. Az
FH2 doménr6l kimutattak, hogy in vitro képes dimerizalédni és 0j aktinlancok képzodését
nukleélni. In vivo azonban -legalabbis a dADAAM-ot illetéen- nem jelenik meg ez az aktivitas,
ez a fehérje onmagaban mitkodésképtelen a trachea sejtjeiben.

Az FH1-FH2 régidkat tartalmaz6 UAS-FH1-FH2 konstrukciét meghajtva lattunk
kutikula fenotipust, mely a C-DAAM tultermelés okozta funkcidnyeréses fenotipusnak volt
megfeleltethetd. Emellett a btl-Gal4 meghajto elemet és a konstruktot is tartalmazé mutans
larvak késéi L2 allapotban elpusztultak. Ez azt mutatja, hogy az FHI1-FH2 doméneket
tartalmazd csonkolt fehérje a C-DAAM-hoz hasonldéan konstitutivan aktiv formaként

viselkedik a trachea sejtjeiben.
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Az N-DAAM taltermelésétdl funkcidovesztéses fenotipusra emlékeztetd tracheamintat
vartunk. Az N-terminalis régié tartalmazza a GBD domént, mely felelés a dDAAM-ot
aktivald kis GTP-4z megkotéséért, ugyanakkor hidnyoznak belble a fehérje aktivitasahoz
elengedhetetlen FH1 és FH2 régiok. Amennyiben tehat az N-termindlist tartalmaz6 csonkolt
fehérje folos mennyiségben van jelen a tracheasejtekben, ugy kimeritheti az endogén kis
GTP-4z aktivalo faktor(ok) mennyiségét, ily mdédon a dDAAM fehérjébdl kevesebb
aktivalodik, és ez végeredményben dominéns negativ hatést, azaz funkciovesztéses fenotipust
eredményezhet.  Kisérleteinkben ezzel szemben az N-DAAM taltermelése a
trachearendszerben énmagaban nem mutatott kutikulafenotipust. Az N-DAAM taltermelés
esetében a vart funkciovesztéses fenotipus elmaradasénak magyarazata az lehet, hogy a
dDAAM aktivatora(i) f610s mennyiségben van(nak) jelen a légcsdrendszer sejtjeiben, ezért
hidba titraltunk ki az N-DAAM tultermeléssel egy bizonyos részt, a megmaradd mennyiség
képes lehetett megfeleld intenzitassal aktivalni az endogén dDAAM-ot. Masrészrol
elképzelhetd az is, hogy az aktivator(ok) nagyobb affinitdssal kotodik(nek) a teljes
hosszisagu fehérjéhez, mint a csonkolt N-DAAM molekuldhoz, illetve az is lehetséges, hogy

az N-DAAM csonkolt fehérje nem stabil a trachea sejtjeiben in vivo.

A RhoA, az Src42A és a Tec29 dominans genetikai interakciét mutatnak a dDAAM™-gyel

Kisérleteink tovabbi irdnya az volt, hogy meghatarozzuk, hogy melyek azok a
faktorok melyek egytittmiikodnek a dDAAM fehérjével a trachearendszer teriletén. Ennek
érdekében ismert aktin citoszkeleton reguldtorok mutéansait vizsgaltuk dominans genetikai
interakcidkban a trachearendszerben dDAAM®! héttéren. A dDAAM™! hipomorf mutécio
tracheakutikula fenotipusa moderalt, ezért j6 alany potenciélis kolcsonhaté partnerek

tesztelésére a trachearendszerben (12.ABRA A,E). Munkank soran harom er8s kolcsonhatd
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partnert azonosftottunk. Az egyik a RhoA kis GTP-az funkciévesztéses allélja, a RhoA’*
mutacio. A masik kettd az Src-csalad génjeit, az Src42A-t és a Drosophila Btk homoldg
Tec29-et érinti, és szintén funkciévesztéses mutaciokat jelent (Srcd42AF', Tec29°0).
dDAAM™-es héttéren egy képia RhoA’™®, Src42AF illetve Tec29°°® mutéacié jelenléte

szignifikansan ersitette a dDAAM™!-es muténs tracheakutikula fenotipusat (12.ABRA B-D).

Az Srcd2¥ és a Tec29°®® mutaciok homozigéta formaban a dDAAM™-hez hasonld

tracheakutikula fenotipust, és aktin citoszkeleton defektusokat mutatnak

Kivéancsiak voltunk arra, hogy a kolcsonhatd jeloltek kdzil melyiknek van sajat
kutikulafenotipusa a trachedban. A RhoA esetében ez a vizsgalat nem volt lehetséges, mert a
RhoA™ homozig6ta mutansok a RhoA pleiotrop volta miatt még joval a kutikulaszekrécio
elétt elpusztulnak. Az Src42A™ és a Tec29°°™° allélok esetében a legkésdbbi letalfazis az L1-
es larvastadiumra esik, igy ezekben a ritkdn megjelené homozigéta mutans larvakban mar
vizsgalni tudtuk a tracheakutikula szerkezetét.

Mindkét génr6l leirtak, hogy kifejezédnek az embrionalis tracheaban, azonban a
funkcidvesztéses léges6fenotipusukat eddig nekrozisként definialtdk. Az L1-es stadiumig
taléld homozigota Srcd2A™! illetve Tec29°°'® homozig6ta muténs larvéak trachedin azonban
mar nem ez a fenotipus komponens dominalt, a kutikulamintajuk sokkal inkdbb emlékeztetett
a dDAAM™-es funkcidvesztéses fenotipusara (12.ABRA G,H). Ugyancsak megfigyeltiik azt
is, hogy az Src42F' és Tec29°°® homozig6ta mutans embriékban a trachearendszer aktin

sejtvéza is sériilt, hasonld médon a dDAAM funkcidvesztéses mutansokéhoz (12.ABRA 1,J).

52



Tec29 L

12.ABRA A dDAAM koélcsonhaté partnerei a trachearendszerben

(A) A DAAM®? hipomorf mutans larvalis tracheain csak moderalt kutikula fenotipus lathat6, melyet egy kopia
RhoA (B), Tec29 (C) és Src42 (D) hidnya nagymértékben felerdsit. (E,F) A dDAAM mutansok
tracheafenotipusai mar Ll-es larvalis stadiumban is j6l megfigyelhetéek. (G,H) A Tec29% és az Src42®
homozigéta mutans L1 larvak légesovein egy kozepesen erds, a dDAAM™-hez hasonlé kutikula fenotipus
lathato. Ezzel dsszhangban ezekben a mutansokban az apikalis aktinkabel struktira is részlegesen sérilt (1,J). A
skalak mérete: 50 um az A-H paneleken; 10 um az 1,J paneleken.
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A RhoA’?F az Src42F és a Tec29°® allélok hatdsa a C-DAAM taltermelés okozta

tracheakutikula fenotipusra

Kivancsiak voltunk, hogy a RhoA, illetve az Src42 es Tec29 gének hol
helyezkedhetnek el a gének hierarciagjdban a dDAAM-hoz képest. Ezért episztazis analizist
végeztink, ahol jelolt génjeink egy-egy muténs képidja volt jelen btl-Gal4/+;UAS-C-
DAAM/+ héttéren. Azt vizsgaltuk, hogy a mutéciok jelenléte befolyasolja-e a C-DAAM
tlltermelés okozta tracheafenotipust. A RhoA’?" mutacié nem volt hatassal a C-DAAM
tlltermelés tracheafenotipusara (13.ABRA B), mig az Src42A™ illetve a Tec29°°!° egy
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13.ABRA Episztazis kiserletek C-DAAM-mal

(A) A C-DAAM tultermelés okozta kutikulafenotipus a trachea sejtjeiben, (B) melyre egy kdpia RhoA hidnya
nincs hatassal, de egy kopia Src42 (C) vagy Tec29 (D) hianya és (E) a teljes hosszisagi dDAAM forma (FL-
DAAM®®) egyiittes tultermelése erésen szupresszalja azt. A skalak mérete: 50 pm.
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Ezek az eredmények alatdmasztjak az irodalomban is elfogadott modellt, miszerint a
Rho kis GTP-azok csaladjaba tartozd fehérjék a DRF forminok aktivatorai, a gének
hierarchiajadban magasabb szinten (upstream) hatnak, mig az Src csalad elemei a forminoktol

lentebb (downstream), vagy legalabbis egy szinten hat6 elemek.
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A dDAAM SZEREPE AZ EMBRIONALIS KOZPONTI IDEGRENDSZER

NYULVANYAINAK KIALAKITASABAN

BEVEZETES

A hasi idegkoteg idegsejtjeinek specifikacioja

A korai embridban a 8. stadiumot elérve a ventralis-laterélis ektodermaban kijeldlésre
keriil az a terllet, a neurogén régio, melybél a késébbi embrionalis KIR sejtjei szarmaznak. A
neurogén régiot két részre oszthatjuk. A procephalikus neurogén régiobol (pNR) alakul ki az
agy, mig a ventrélis neurogén régiobol (VNR) a hasi idegkéteg (VNC: ventral nerve cord). Az
idegrendszer sejtjeinek specifikacioja térben és idében is pontosan szabalyozott mddon
torténik. A neurogén régidban elkulénulnek azok a sejtcsoportok (ekvivalencia csoportok),
melyeknek minden sejtje képes lehet idegrendszeri progenitor sejtté valni (14.ABRA A,B). A
kovetkez6 lépésben ezekben a csoportokban kivalasztasra kerul egy sejt, mely azutan
delaminacioval az embrid belsejébe jut és idegrendszeri progenitor sejtként miikodik (14.
ABRA C). Ezeket a sejteket, amelyekbd]l minden hemiszegmentben 30 darab alakul ki,
neuroblasztoknak (NB) nevezziik. A neuroblasztok a delaminaciot kovetéen tobbszor
aszimmetrikusan osztédnak. Az inekvalis osztodasok eredményeként a nagyobb, apikélis
iranyban elhelyezkedd leanysejt neuroblaszt marad, mig a masik, bazalis irdnyban
elhelyezkedd, kisebb méretli sejt ganglion anyasejt lesz (GMC, ganglion mother cell). A
GMC limitalt mitotikus potenciéllal rendelkezik, mindésszesen egy osztddasra képes. A GMC
osztodasa két sejtet eredményez (posztmitotikus utodsejtek), melyek azutan vagy idegsejt

(motoneuron vagy interneuron) sejtsorsot, vagy glia sejtsorsot vesznek fel (14.ABRA D).
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14.ABRA Az embriondlis hasi idegkéteg kialakulasa Drosophila-ban

(A) A korai embridban a morfogenetikus gének termékei karaketerisztikus mintakban, gradiensek mentén
hatnak, és (B) neuroektodermaban a szegmentpolaritasi és a kolumnaris gének egy specifikus sakktablaszer(i
mintazatat alakitjadk ki. Minden atfedé helyen (ekvivalencia csoportban) a regulator gének egy egyedi
kombindcioja expresszéalodik. (C) Az ekvivalencia csoportban azutén kijelSlésre keriilnek azok a sejtek, melyek
delaminacidval az embri6 belsejébe jutva idegrendszeri progenitor sejtként mikodnek (NB neuroblasztok). (D)
A NB-ok ezutan tébbszér aszimmetrikusan osztodnak, és ganglion anyasejteket (GMC) hoznak létre. A GMC-k
ezek utan még egyszer osztodnak, utddsejtjeik pedig glia vagy idegsejt iranyba differencialodnak. Az eredeti
abra forrasa: (Skeath és Thor 2003)

A Drosophila embriondlis KIR nyalvanyainak kialakulésa

Az idegsejtek termindlis differencialodésa sorén a kozponti idegrendszerben megindul
a primer idegpalydk Kkialakuldsa. A hasi idegkotegben minden pionir idegpélya az
idegrendszer kozépvonalabdl eredd kornyezeti jelek, illetve a szomszédos idegsejtekbodl vagy
a kornyezo lateralis sejtekbdl eredd jelek segitségével jut el a megfeleld effektor régidhoz
(axon guidance). A novekedés iranyat befolyasold jeleket alapvetéen két csoportba lehet
sorolni. A novekvé nyalvanyok anterior-poszterior, illetve dorzélis-ventralis irdnyban is az
attraktans jelek felé haladnak, mig a repellens jelek ezzel egy idoben megakadalyozzak, hogy
a nyulvanyok rossz iranyba ndévekedjenek.

Drosophila-ban jelenleg két f6 olyan faktort ismeriink, melyek attraktiv vagy repellens

hatdssal birnak a dorzalis-ventralis iranyban novekvé axonokra a hasi idegkoteg
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kdzépvonalanak atlépésekor. Ezek a faktorok a hasi idegkdteg kdzépvonalanak sejtjeiben
termel6d6 Netrinek, illetve a Slit. A Netrinek 6 receptora Drosophila-ban a Frazzled fehérje,
a Frazzled receptort expresszalé axonok a Netrin forrds, mint attraktans felé mozognak. A Slit
szigndl ezzel szemben repellensként hat a jelet érzékelni képes axonokra a Robo
(Roundabout) receptor fehérjéken keresztil. A Robo-t kifejezé axonok nem képesek atlépni a
hasi idegkoteg kdzépvonalan az ellenkezd oldalra, mig a Robo funkcidvesztéses mutansaiban
a nyulvanyok joval nagyobb szdmban keresztezddnek at. Az atkeresztez0dés nélkiili, illetve
az atkeresztezOdést kovetéen a longitudinalis, anterior vagy poszterior lefutdsu axonok
(jorészt az interneuronok nyulvanyai) nodvekedését is attraktiv illetve repellens jelek
szabalyozzék. Az atkeresztezddésen atesett nyulvanyokban a Slit/Robo rendszer vesz részt a
szabalyozasban, mig a hasi idegkoteg kiilsé lateralis oldalan az Ephrinek és a Semaphorinok
repellensként mitkodve akadalyozzdk meg, hogy a normalisan hosszanti lefutasu
interneuronok ektopikus helyeken Iépjenek ki a hasi idegkdtegbdl.

A KIR fejlédését leiro attekintéshez az alabbi kdzlemények szolgaltak alapul: (Schmid
és mtsai. 1999; Sanchez-Soriano és mtsai. 2007; Kruger és mtsai. 2005; Dickson 2001; Skeath

és Thor 2003).

A novekedési kup szerkezete

Az idegsejt nyulvanyok novekedési iranyanak (pathfinding) érzékelésében dontd
szerepet jatszanak a novekvd axonok €s dendritek végén differencialodd novekedési kupok
(growth cones). Az irodalomban mar hosszi ideje ismert, hogy a novekvd axonvégek
intaktsdga elengedhetetlen a noévekvé nyulvanyok pontos navigalasahoz. A  stabil,
mikrotubulusokban gazdag axonnyulvany végén egy dinamikus, aktingazdag struktira

talalhat6, melyet S Ramon y Cajal irt le, és nevezett el novekedési kipnak (,,cono de
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crecimiento”) (Cajal 1890). A novekedési kup szerkezetére jellemz6 egy kozponti allomany
(mely organellumokban, és statikus mikrotubulusokban gazdag), illetve egy perifériés, F-
aktinban gazdag rész, ahol lamellipédiumokat és a filopodiumokat figyelhetiink meg (a
novekedési kapok periférias részén is taldlhatdéak kis szamban mikrotubulusok, de azok -

ellentétben a kdzponti nytlvany mikrotubulusaival- dinamikusak) (15.ABRA).

Aktin kétegek

Aktin filamentumok| 845

Mikrotubulusok| / 8% :

Axon Novekedési kup

13.ABRA A niévekedési kiip sematikus szerkezete
Az eredeti abra forrasa: (Ramesh 2004)

A filopédiumokon beliil az aktin filamentumok gyorsan novekvd vége altalaban a
filopodium csucsa felé néz (Forscher és Smith 1988). A ndvekedési kip végében folyamatos,
retrogradd irdnyld F-aktin transzport zajlik, azaz a ndvekedési kupok filopédiumaiban az
aktinfilamentumok gyorsan novekv6 végén folyamatos G-aktin monomer beépilés, mig a
lassan novekvo végen folyamatos depolimerizacid torténik (Lin és Forscher 1995). In vivo,
idegrendszeri sejtkaltarakon a névekedési kupok cytochalasinD kezelése utan az axonok nem
voltak képesek megfeleldoen navigalni a szubsztratumon, nem érzékelték sem az attraktans,

sem a repellens jeleket, ugyanakkor a nodvekedési képességlik megmaradt. Amikor a
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rendszerbdl eltavolitottak a gatloszert, akkor az idegsejt nytlvanyok ismét képessé valtak a
pontos navigaciora (Bentley és Toroian-Raymond 1986; Marsh 1984; Chien és mtsai. 1993;
Zheng és mtsai. 1996). Ez azt jelenti, hogy az axonok navigacidjaban els6dlegesen a
novekedési kup aktin gazdag része jatszik fontos szerepet, mig a mikrotubulus rendszer

intaktsaga elsddlegesen a nytulvanyndvekedés fizikai feltétele.

Az aktin sejtvaz szabalyozdsa axon ndvekedeési kipban

Az el6zbek alapjan vilagos, hogy az axon novekedés, illetve a ndvekedési kip navigacidja
dinamikus sejtvaz atrendez6déseket igényel. Ezeknek a folyamatoknak a szabélyozéasaban
részt vesznek a korabban emlitett ,,guidance” fehérjék és egyéb jelatviteli elemek is, mint pl. a
Dlar receptor és az Abl kindzok (Wills, Marr és mtsai. 1999; Wills, Bateman és mtsai. 1999;
Krueger és mtsai. 1996). A fels6bb szabalyoz6 elemeken kiviil ismert, hogy a Rho csaladba
tartozé kis GTP-a4zok (Rho, Rac, Cdc42) is kitlintetett szerepet jatszanak a ndvekedési kap
citoszkeletdlis szabalyozésaban, kilonds tekintettel az aktin sejtvazra. A Rac és a Cdc42 kis
GTP-4zok az axonndvekedés pozitiv regulatorai. A Drosophila-ban harom Rac gén talalhato,
a Racl, a Rac2 és az Mtl. A Rac gének az embrionalis KIR hasi idegkotegében is redundans
funkcioval birnak az axonndvekedés szabalyozasaban, az Altaluk okozott fenotipusok

eréssége fligg a Rac mutaciok dozisatol. A Rac1’®

, 65 Rac2A esetében az egyes, és Kkettds
mutansok nem mutatnak atkeresztez6dési hibakat a hasi idegkotegben. Az MtlA egyes
muténsokban azonban 33%-ban talaltak ilyen jellegii defektusokat. A fenotipus penetrancidja
Raclm,MtlA kettds mutansokban meghaladta a 75%-0t, Rac2A4,MtlA kettds mutansokban
pedig a 40%-ot. A Rac1’° Rac24,MtlA harmas mutansokban a hasi idegkdteg axonjai teljesen

dezorganizaltak, sulyos axonnovekedési defektusokat figyeltek meg (Hakeda-Suzuki és mtsai.

2002). A Cdc42 szerepe nélkulozhetetlen a filopddiumok kialakuldsahoz (Nobes es Hall
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1995), a Slit/Robo rendszer hatéaséra inaktivalodik a repellens jelek érzélkelése soran, mig a
dominans negativ forma tultermelése ezekben az axonokban gatolja a repellens jelek
érzékeléseét (Wong és mtsai. 2001). Ugyanakkor a Cdc42 funkcidvesztéses homozigéta
mutansok nem mutatnak markans fenotipust az embriondlis kdzponti idegrendszerben. A
longitudinalis kotegekben idonként szakadasok illetve fuziok figyelhetdek meg, de a KIR
szerkezete tobbé-kevésbé normélis marad (Genova és mtsai. 2000). A RhoA kis-GTP-az a
nyulvanyndvekedés negativ regulatora, a repellens jelek érzékelését segiti eld6 a novekvo
axonokban, mig a dendritek esetében pozitiv regulatorként viselkedik (Lee és mtsai. 2000).

A felsébb szabalyoz6 elemeken kiviil ismertek olyan fehérjék is, amelyek kozvetlen
maddon vesznek részt az aktin dinamika szabalyozaséban. Ezek kdzé tartoznak az Ena/VASP
(vasodilator-stimulated phosphoprotein) fehérjék, melyek amellett, hogy meggéatoljak a
capping fehérjék szabad véghez kapcsolodasat, képesek az aktinlancok kotegekbe rendezését
és polimerizaciojat is eldsegiteni (Bachmann és mtsai. 1999). In vitro tesztekben kimutatték,
hogy az emlés Ena/VASP fehérjék foszforildlt forméjanak jelenléte eldsegiti az
aktinfilamentumok kotegekbe rendezéset, mig defoszforilalt formaja gyorsitja az aktin
polimerizaciét (Laurent és mtsai. 1999). Az irodalmi adatok alapjan az Ena szerepe a
novekedési kupok filopodiumainak kialakitasaban van. Drosophila ena mutansokban
axonhianyokat, és ,,bypass” tipusu nyulvanyndvekedési defektusokat tapasztaltak. Az emlés
Mena fehérjérdl leirtak, hogy felhalmozdodast mutat a novekedési kupok filopddiumainak
csucsi részén hippokampalis sejtkultirdban (Applewhite és mtsai. 2007; Lebrand és mtsai.
2004). Kortikalis idegsejt kultirdban a mindharom egér Ena génre mutans ENA/VASP/MENA
neuronokban nem képzdédnek filopédiumok (Kwiatkowski és mtsai. 2007).

Az aktin sejtvaz kdzvetlen regulatorai kozil emlitést érdemel a G-aktin koté Profilin

fehérje. A Drosophila Profilint a chickadee (chic) gén kodolja. A chic gén a
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nylulvanyndvekedés pozitiv regulatora, funkcidvesztéses mutansaiban az embrionélis KIR-ben
megall az axonndvekedes in vitro hasi idegkdteg kultarakban (Wills, Marr és mtsai. 1999).
Tobb kisérleti megfigyelés is arra utal, hogy az axon ndvekedeés 0j aktin filamentumok
képzddését is igényli. Az 0j filamentumok képzddéséhez azonban sziikség van az Un. aktin
nuklealod faktorokra, és ezért valoszinlinek latszott, hogy koziiliik egy vagy tobb faktor is
szlikséges az idegsejt nyulvanyok kialakuldsdhoz és ndvekedéséhez. Mindezidaig azonban
ellentmondasos kép bontakozott ki arrdl, hogy mely nukledlé faktorok jatszanak szerepet az
axon novekedés soran. Drosophila-ban az Arp2/3 komplex ArpCl és Arp3 alegységeir6l
ismert, hogy funkcidvesztéses mutacidik axonprojekcios defektusokhoz vezetnek az
embrionalis KIR-ben (Zallen és mtsai. 2002). Az irodalomban t6bb neuronalis névekedes
modellben is kimutattak, hogy az Arp2/3 komplex funkcidjara sziikség van a névekedési kup
filopddiumainak kialakitdsdhoz (Mongiu és mtsai. 2007; Korobova és Svitkina 2008), méas
adatok azonban azt bizonyitjak, hogy ez nem minden idegsejtre érvenyes (Ng és Luo 2004;
Strasser és mtsai. 2004). Ezen kivil az Arp2/3 komplex az eldgazd-lancu filamentumok
képzodéséért felelds, ilyen struktirakat pedig csak a novekedési kupok lamellipédiumaiban
talalhatunk, de a ndvekedés szempontjabol esszencidlis filopddiumokban nem. A nemelagazo-
lanch kotegek kialakitdsat a novekedési kupok filopodiumaiban az ecetmuslicdban is
azonositott faktorok kozil a Spire, illetve a formin fehérjecsalad tagjai végezhetnék. A Spire
kifejez6dik ugyan a KIR-ben (Schumacher és mtsai. 2004), de neuronalis funkciojat eddig
nem vizsgaltak, illetve az Arp2/3 komplexhez hasonldéan a névekvo aktinfilamentumok lassan
novekvo végével asszocialt (Quinlan és mtsai. 2005). A forminokat illetden az mDial emlés
forminrol kimutattak, hogy kifejez6dik a KIR-ben, illetve, hogy kultiraban nevelt granularis
kisagyi sejtekben befolyasolja a nytlvanyképzédést (Arakawa és mtsai. 2003). Ugyanakkor
ismert, hogy az mDial knock-out egér tokéletesen életképes és nem mutat idegrendszer

fejlédési hibakat (Eisenmann és mtsai. 2007; Peng és mtsai. 2007; Sakata és mtsai. 2007). Az

62



egér genomban taladlhatd még egy diaphanous gén, az mDia2, melyr6l leirtak, hogy képes
menekiteni Ena/Vasp deficiens idegrendszeri sejtvonalban a filopodiumképzédés defektusait.
Azonban ez a gén nem expresszalodik a fejloédd idegrendszerben a nytlvanyndvekedés
id6szakaban (Dent és mtsai. 2007). Nem valoszinii tehat, hogy a kozponti idegrendszer
nyllvanyainak novekedését barmely fentebb emlitett formin fehérje in vivo befolyasolna.
Ezzel szemben a gerinces DAAM ortologokrdl leirtak, hogy génjeik kifejezédnek a fejlodo
kdzponti idegrendszerben (Nakaya és mtsai. 2004; Kida és mtsai. 2004). Ezzel ¢sszhangban,
kisérleteink sordn mi pedig azt talaltuk, hogy az egyetlen Drosophila DAAM ortoldg is pan-

neuralis kifejez6dési mintat mutat.
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EREDMENYEK

A dDAAM funkcidvesztéses mutaciok nyualvanynovekedési defektusokat okoznak az

embrionalis KIR-ben

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a dDAAM gén szerepét az idegrendszer
fejlodésében, megnéztikk, hogy a dDAAM mutansokban van-e a KIR-t érint6 elvaltozas.
Kisérleteinkben az o-BP102 és o-Fasll ellenanyagokat, mint idegrendszeri markereket
hasznaltuk. Az «-BP102 ellenanyag minden idegsejtnytlvanyt megjelél a kozponti
idegrendszerben, mig az a-FaslI ellenanyag finomabb felbontast tesz lehetévé, mivel a bal és
jobb oldalon minddsszesen 3-3 6 idegkoteget, valamint a kilépd f6 motoneuronok kotegeit
festi meg. Ellenanyagaink felhasznalasaval immunfestéseket végeztiink 16. stadiumban 1évo
dDAAM™®® homozigota mutans embridkon vad tipusa kontroll mellett.

A dDAAMP® allélt homozig6ta forméban hordozé zig6tikus null mutéans embriok kézponti
idegrendszerei a-BP102 markerrel festve nem mutattak jelentds eltérést a vad tipusu kdzponti
idegrendszerekhez képest (16.ABRA A,B). Csupan az embriok 1,5%-anal figyeltink meg
szakadasokat és elvékonyodasokat a hosszanti idegkdtegekben. Az a-Fasll festést elvégezve a
kozponti rész leglateralisabb kotegeiben hianyokat tapasztaltunk (16.ABRA C,D,E). Ez a
fenotipus nem tal er6és ugyan, de szamos mas idegrendszeri funkcioval biré gén esetében is
eléfordul. A jelenség magyardzata az lehet, hogy a Kisérleteinkben vizsgalt embridk
dDAAMP®® heterozigota anyatol szarmaztak. A dolgozat korabbi részében mér esett sz6 arrdl,
hogy a dDAAM valdszinilileg anyai hatasi gén, az anyatdl szarmazd géntermék pedig
kompenzéalhatta a dDAAM™®®  zig6tikusan null &llatokban a KIR nyGlvanyainak
kialakuldsakor a zigétikus dDAAM fehérje hidnyat és emiatt gyengébb funkciovesztéses

fenotipusokat tapasztaltunk a hasi idegkotegben.
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16.ABRA Axonfejlédési rendellenességek a ADAAM mutans embriokban

(A) Vad tipusban a hasi idegkotegben az a-BP102 ellenanyag a teljes neuropilt festi, mely egy létraszerii
struktarat alkot. A hosszanti lefutasi kotegek mellett a mintdban szegmentenként két komissziralis koteg
taldlhaté. (C,D) Az a-Fasll ellenanyag a hosszanti kétegek csak egy karakterisztikus csoportjat jeléli meg. (B)
dDAAME® zigotikus null embridkban csak gyenge KIR defektusok tapasztalhatéak, a hosszanti kétegekben o-
BP102 festésen elvékonyodasok, ritkan szakadasok latszanak (nyilak). (E) Az a-Fasll festésen a leglateralisabb
hosszanti kotegekben hianyok figyelhetdek meg. (F-H) A dDAAM™Y2% embridkban megfigyelt fenotipus
osztalyok: I. tipus, gyenge; II. tipus, kozepes; III. tipus, erds fenotipus osztaly. (1) A kapott KIR fenotipuok
penetrancidjanak szdmszer{i abrazolasa, valamit az UAS-FL-DAAM transzgén menekitd hatisa a dDAAM™/29
fenotipuséra. A skaldk mérete 50 um.

Tovabbi kisérleteinkben arra kerestilk a valaszt, hogy az anyai eredetii dDAAM
géntermék mennyiségének csokkentése stlyosbitja-e a dDAAM®®  zigétikusan null

embriokban megfigyelt KIR defektusokat. Az dDAAM géntermék anyai komponensének
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teljes eltavolitasahoz elsd 1épésben csiravonal klon kisérletben maternalis és zigotikusan null
embridkat hoztunk létre. Ezek az embridk azonban korai cellulariz&cios hibakat mutattak, és
elpusztultak a KIR nyulvanyainak kialakuldsa eldtt, ezért alkalmatlanok voltak a tovabbi
vizsgélatokra (Pataki Csilla szemeélyes kozles). Tovabbi kisérleteinkben ezért maternélisan és
zigotikusan is gyengitett dDAAM®/dDAAM®®® transzheterozigta embridkat hoztunk létre (a
tovabbiakban dDAAM™39) A dDAAM™»9 embri6kat hipomorf homozigéta dDAAM®
anyak és dDAAMP®E/yPPAVISZZ0 ok keresztezésével allitottuk eld. A keresztezésbol
szarmazo teljes embridpopulacié 6sszesen 34%-anél szakadasokat lattunk a hasi idegkdteg
interszegmentalis kotegeiben, illetve a komisszuralis kotegekben (1. tipus: 25%). Emellett az
anterior és poszterior komisszlrak kotegei sokszor nem valtak el egymastél, az axonok rossz
irdnyba novekedtek (I1. tipus: 9%), extrém esetekben a teljes interszegmentélis koteg,
valamint a komisszurdk is hianyoztak (Ill. tipus: 1%) (Gombos Rita személyes kdzlés)
(16.ABRA F-I). Kisérleteink azt mutatjak, hogy a dDAAM val6ban anyai hatasu gén, és
funkciOja elengedhetetlen a hasi idegkotegben a normalis axonképzodéshez.

Azért, hogy biztosak lehessiink benne, hogy a dDAAM™Y?8 kombinaciéban tapasztalt
idegrendszeri fenotipusok valoban a dDAAM géntermék nagy részének hidnyahoz kothetoek,
illetve nem sejthaldl, vagy masodlagos, az idegrendszert érint6 degenerativ elvaltozasok
kovetkezményei, sziikséges volt néhany kontroll jellegli kisérlet elvégzése. Els 1épésben
megvizsgaltuk, hogy a dDAAM allélek okozta idegrendszeri defektusokat valoban a dDAAM
funkcid kiesése okozza. Ennek érdekeben act-Gal4d és elav-Gal driverek felhasznalasaval
altalanosan, illetve specifikusan az idegrendszer teriiletén tultermeltettiik a teljes hosszusagu
dDAAM fehérjét dDAAM™ 9 embriékban. Az embriokon a-BP102 festést végeztiink. Az
act-Gal4<UAS-FL-DAAM tiltermelés dDAAM™" 9 mutans hattéren 100%-ban menekitette a

KIR hibait. Az elav-Gal4<UAS-FL-DAAM idegrendszer specifikus menekitési kisérletben
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95,8%-ban vad tipust idegrendszereket kaptunk (Gombos Rita személyes kozlés) (16. ABRA

).
Masodik 1épésben ki kellett zarnunk azt a lehetéséget, hogy a dDAAM KIR

fenotipusok (szakadasok, részleges, vagy teljes kdteghianyok) sejthalal miatt kbvetkeznek be.

P , . i i . 4 .
e “F 3 : » * < \

dDAAMmrs & oyt o L J dDAAMma

— JdDAAMmavzrs dDAAM™at219

17.ABRA A dDAAM funkcidvesztéses mutansban normalis a neuronok szama

(A,B, zold csatorna) Vad tipushan a 16. embriondlis stadiumban az a-En ellenanyag 36-40 idegsejtet jelél meg
szegmentenkeént. (C,D zéld csatorna) dDAAM™ > embridkban ez a szam nem valtozik. Az a-Eve ellenanyag
altal festett minta szintén identikus a vad tipus mintgjaval (G-J z6ld csatorna). A festéseken a teljes KIR-eket
aktinnal (A,C piros csatorna), a f6 idegkotegeket a-Fasll festéssel (G,| piros csatorna) tettiik lathatéva. Az
anterior irany minden panelen balra talalhatd. A skalak mérete 50 um.

Ennek érdekében dDAAM™29 mutans idegrendszereket vad tipust kontroll mellett 4ltalanos
idegrendszeri markerrel, a-Elav ellenanyaggal festettik meg, mely a KIR szinte minden
idegsejtjiének sejtmagjat lathatova teszi. Kisérleteinkben 16. stddiumban 1évé embriokat
hasznaltunk. Az idegsejtek szdmat tekintve nem tapasztaltunk kilénbséget a vad tipusu és a
dDAAM muténs idegrendszerek kozott (Gombos Rita szemelyes kozlés), ugyanakkor ez a
festés nem nyujtott elég részletes képet ahhoz, hogy egyértelmiien kizarhassuk a sejthalal
lehet6ségét. A tovabbiakban ezért olyan idegrendszeri jel6lo fehérjék immunhisztokémiai

festésével folytattuk az analizist, melyek szegmentenként csak egy jol korulhatarolhaté szamu
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idegsejtet jeloInek meg. llyenek az a-Eve (N. H. Patel és mtsai. 1989) és az a-En (N H Patel
és mtsai. 1989) ellenanyagok. A vad tipushoz képest ebben az esetben sem tapasztaltunk
eltérést a szegmentenkénti idegsejtek szamaban (17.ABRA), tehat nem valészinii, hogy a
dDAAM fenotipusok elsddleges oka az idegsejtek pusztulasaval fligg 0ssze.

Végezetiil, harmadik kontroll kisérletiinkben azt a lehetdséget akartuk kizarni, hogy a
dDAAM™38 mutans KIR-ekben az axonok utélag egy degeneracios folyamat révén tiinnek
el. Korai 12. stddiumban 1évé embriokon elvégzett a-Fasll festés segitségével -mely jol
kirajzolja az ebben az 4llapotban dinamikus novekedésen atesé O idegkdtegeket-
megmutattuk, hogy a fejlédé axonok mar ekkor novekedési defektusokat szenvednek

dDAAM™8 embriékban (18.ABRA).

)

18.ABRA Axon novekedési defektusok 12. és 13. stadiumban 1évé dDAAM™V29
embridkban

A korai 12. (A,B) illetve 13. stadiumokban (C,D) elvégzett o-Fasll festés megmutatta, hogy a dDAAM™/9
embridkban mér az axongenezis korai stadiumaban axon novekedési defektusok fedezhet6ek fel (fehér nyilak) a
vad tipussal dsszehasonlitva.
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A fenti kisérleti eredmények egyuttesen azt sugalljgdk, hogy a dDAAM fehérje
elsédleges funkcioja a Drosophila-ban valéban a nyGlvanyndvekedés szabalyozasaban, nem
pedig az idegsejtsors meghatdrozasaban van, valamint a dDAAM mutéciok okozta
idegrendszeri fenotipusok a dDAAM gén hianyahoz kothetéek, és nem sejthalal, vagy utolagos

degeneracios folyamatok kovetkezményei.

A dDAAM lokalizacioja a névekedési kupokban

Kivancsiak voltunk arra, hogy a dDAAM hogyan lokalizalodik szubcelluléris szinten a
KIR idegsejtjeiben, és jelen van-e a novekedési kupok terlletén. A kérdés vizsgalatdhoz 11.
stadiumd, vad tipusi embriokbdl késziilt idegsejttenyészeten a-DAAM ellenanyaggal
immunfestést végeztiink. Az lattuk, hogy a dDAAM fehérje mind a kdzponti nyulvanyban,
mind a nodvekedési kupok periférids részén és a filopddiumokban, az aktiv ndvekedési
z6naban megtalalhatd (Natalia Sanchez-Soriano személyes kozlés) (19.ABRA D,E). Az
idegsejt kultirakon kapott eredményeink felvetették azt a lehetdséget, hogy a dDAAM
funkciodjara szlikség lehet a novekedési kupok filopodiumaiban a nemeladgazé aktinkotegek

kialakitasaban.
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19.ABRA Kultirdban nevelt embriondlis neuronokban a dDAAM szikséges a
filopodiumok kialakulasdhoz a ndvekedési kipokban

(A-1) Primer idegsejt kultirék vad tipust, dDAAM™%¢  Sca-Gal4;UAS-DADmM-DAAM::EGFP embriokbol.
Festések: aktin (A-C, | fehér; G, kék csatornak), a-Ena (D, kék; F, fehér csatornak), a-dDAAM (D, z6ld; E,
fehér csatornék), a-HRP (D, kék csatorna), illetve a-GFP (G, z6ld; H, fehér csatornak). A vad tipushoz (A)
képest a dDAAM™%9 mutans neuronokban (B) kevesebb és révidebb filopodium képzédik, mig a Sca-Gal4;
UAS-DADmM-DAAM::EGFP neuronokban (C) tobb filopodium alakul ki. (D-F) Az endogén dDAAM az axon
nyulvanyban és a filopodiumok mentén is megfigyelhetd, ahol a filopédiumok csticsan az Ena fehérjével
részleges kolokalizaciét mutat. (G—-1) A DADm-Daam::EGFP hasonl6 lokalizaciés mintadt mutat, mint a vad
tipusu fehérje. (J-O) S2 sejtekben a DADmM-DAAM::EGFP (J és M, kék; K és N, fehér csatornak) hosszu,
axonszer( kitiiremkedéseket indukal. A fehérje gyakran dusul fel a kitiiremkedések csucsan (J és K, nyilak), ahol
az Ena fehérjével (M, piros; O, fehér csatornak) részleges kolokalizaciét mutat (M-O, nyilak). (P) A vad tipusu,
a Sca-Gal4;UAS-DADm-DAAM::EGFP, a dDAAM™%9 és a dDAAM®®® neuron kultdréakban kapott filopodium
szamok és filopddium hosszok statisztikai 0sszehasonlitasa, szamszeriisitése. A skalak mérete 5 pum.
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A dDAAM funkcidja a kozponti idegrendszer sejtjeiben a novekedési kupok

filopodiumainak kialakitésa

A teljes idegrendszert, vagy annak egy részét megjelolo ellenanyagok nem nyujtanak
részletes informaciot arrél, hogy a sejten belil milyen véaltozasok torténnek dDAAM
mutansokban, amelyek végul a kifejlett embrionalis idegrendszerekben fenotipusként jelenik
meg. Ezért dDAAM™'¥9 mutans embriokbdl idegsejt tenyészetet készitettiink, és
megvizsgaltuk a kialakul6 axonok és a novekedési kipok szerkezetét vad tipusd kontroll
mellett.

6 6ras dDAAM™9 jdegsejt tenyészetben 62%-kal csdkkent a képzéds filopddiumok
szama a vad tipushoz képest, a filopddiumok hossza pedig 26%-kal lett rovidebb. A kdzponti
nyGlvany hossza nem szenvedett valtozast (19.ABRA AB,P). Kovetkezd 1épésben
megvizsgaltuk a dDAAM™®® zigétikusan null embriokbél késziilt idegrendszeri sejtkultarat. A
kaltaraban harom nap eldzetes inkubaciot kovetden vizsgaltuk az idegsejt nyulvanyok
képzOdését, lehetdséget adva ily modon az anyai hatdsi géntermék mennyiségének
csokkenésére. Az elozd kisérlettel dsszhangban ezekben az idegsejtekben is szamottevéen
(59%-kal) lecsokkent a filopodiumok szdma a novekedési kap teriiletén, és a képzodott
filopodiumok a vad tipushoz képest 16%-kal rovidebbek voltak (Natalia Sanchez-Soriano
személyes kozlés) (19.ABRA P). Ezek a kisérleti eredmények mindent egybevetve arra
utalnak, hogy a dDAAM az embrionalis kdzponti idegrendszerben a ndvekedési kiupok

filopodiumainak kialakitasaban jatszik szerepet.
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A dDAAM funkcionyeréses mutansok okozta KIR fenotipusok

Korabbi kisérleteinkb6l tudtuk, hogy a C-DAAM a trachedban a dDAAM
konstitutivan aktiv formajaként viselkedik. Kivancsiak voltunk arra, hogy a C-DAAM a KIR
terlletén tultermeltetve milyen funkcionyeréses fenotipusokat okoz. Kisérleteinkben
kontrollként ismét a Diaphanous DRF formin konstitutivan aktiv formajat, a dia®-t
hasznaltuk. A C-DAAM tultermelése nagy penetranciaval (az elav-Gal4/+;UAS-C-DAAM/+
genotipusi  embridk 78%-aban) és allando, erés expresszivitassal eredményezett

funkcidnyeréses fenotipust a hasi idegkotegben (20.ABRA B,C,F).

20.ABRA A C-DAAM idegrendszeri tultermelése axon ndvekedési defektusokat okoz

A vad tipussal (A,E) 6sszehasonlitva a C—DAAM tultermelése hibas axon morfogenezishez vezet. Az elav-
Gal4/+;UAS-C-DAAM/+ genotipusi embriok (B,F) hasi idegkotegeiben az axonok kotegei sokkal
kompaktabbak, megvastagodott keresztkdtegeket (B,F nyilak), és ektopikus helyeken kilép6 nytlvanyokat
lathatunk (B,F nyilhegyek). (D) A hosszanti lefutdst kétegekben o-Fasll festésen a vad tipussal (C) ellentétben
fuziok lathatoak, az axonok rendellenes mddon atlépnek a hasi idegkéteg kozépvonalan, és lateralis iranyban
ektopikus helyeken hagyjak el a hasi idegkéteget. (G) A Dia“* tultermelése ettél jelentésen eltérd fenotipusokat
okoz, a longitudinalis kétegekben és a keresztkdtegekben is szakadasok jelennek meg (nyilak). A skala mérete az
A, B és G esetében 50 um; az E, F paneleken 25 pum.
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A C-DAAM fenotipus fobb komponensei a megvastagodott keresztkétegek, a hasi
idegkotegbdl lateralis irdnyba kilépd extra nytlvanyok, és a laterdlis iranyban erdsen
kompaktalddott szerkezet. A fenotipus magyarazata az lehet, hogy a C-DAAM az N-
terminalis domének hidnyaban szabalyozatlan médon miikodik, valamint hibas sejten beliili
lokalizaci6ja miatt ektopikus helyeken is extra idegsejtnyulvanyok képzddését indithatja el.
Az UAS-dia“" idegrendszer specifikus taltermelése az C-DAAM okozta fenotipussal szemben
eltér6 komponenseket tartalmazd fenotipust eredményezett. A keresztkotegek jorészt
hianyoztak vagy benniik a fest6dési minta meggyengiilt, ami axonhidnyokra utal.
Szakadasokat figyeltiink meg emellett minden szegment kozo6tt az interszegmentélis kdtegek
axonjaiban (20.ABRA, G). Ez arra utal, hogy az UAS-C-DAAM tlltermelés okozta
idegrendszeri fenotipusok valoban az aktivalt dDAAM-hoz kothetdek és nem egy altalanos
formin funkcidt irnak le.

Veégezetul arra voltunk kivancsiak, hogy a konstitutivan aktiv C-terminélison GFP-vel
jelolt DADm-DAAM forma (mely az FH1 és FH2 doméneken fellil a teljes N-termindlis részt
tartalmazza, és csak a DAD domén hianyzik bel6le) jelenléte befolyasolja-e embrionalis
idegsejtkulturdban az idegsejtnytlvanyok és a novekedési kip szerkezetét, illetve
lokalizalodik-e a novekedési kapok teriletén a filopodiumok csucsan. Az UAS-DADm-
DAAM-ot kifejez6 idegsejtekben 73%-kal tobb filopédium képzodott a novekedési kupok
teruletén valtozatlan kdzponti nyulvanyhossz mellett (Natalia Sanchez-Soriano személyes
kozlés) (20.ABRA, C,P). Elvégezve az immunfestést a-GFP ellenanyaggal azt talaltuk, hogy
a DADmM-DAAM::GFP jelen van a kdzponti nyulvanyban, a ndvekedési kupok kozponti
részén, és a periférian a filopddiumokban és azok csucsan is (Natalia Sanchez-Soriano

személyes kozlés) (20.ABRA G,H, ).
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Funkcionyeréses Kisérleteink a funkcidvesztéses kisérletekkel dsszhangban tovabb
erdsitik azt a munkahipotézist, miszerint a dDAAM gén funkcidja hasi idegkoteg sejtjeiben a

novekedési kupokban a filopddiumok kialakulasanak szabalyozésa.

A dDAAM egyiittmiikodik az Ena és Chic fehérjékkel az embriondlis kozponti

idegrendszerben

Kovetkez6 kérdésiink az volt, hogy melyek lehetnek azok a fehérjék/gének, melyekkel
a dDAAM egyiittmiikodik a novekedési kupok teriiletén. A tovabbiakban két olyan jeldltet
mutatok be, melyekrdl bebizonyosodott, hogy a dDAAM-mal egyiittmikddve fejthetik ki
hatasukat, a ndvekedési kupok csucsi reszén lokalizlédnak, és muténsaik befolyésoljék a
ndvekedési kupok szerkezetét.

Az egyik ilyen jelolt a G-aktin koté Profilin fehérje, mely a KIR-ben a
nylulvanynovekedés pozitiv reguldtora. Domindns genetikai interakcids kisérleteinkben a
profilin (chickadee) génjének egy mutans kopidja (chic’*') dDAAM™® funkcidvesztéses
hattéren nagyban erdsitette a dDAAM™®-ban megfigyelt funkcidvesztéses fenotipusokat
(Gombos Rita személyes kozlés), az elav-Gal4/+;UAS-C-DAAM/+ funkcidnyeréses
fenotipusara ugyanakkor nem volt hatassal (21.ABRA A). A fenti eredmények azt sugalljak,
hogy egyrészt a Profilin fehérje a dDAAM-mal egyiittmiikodve befolyasolja az embrionalis
kdzponti idegrendszer nyulvanyainak kialakuldsat, masrészt a C-DAAM tdltermelésen
alapuld episztazis analizis eredménye szerint a dADAAM megfeleld aktivitasahoz (amennyiben
a dDAAM forminhoz a Profilin kdzvetlenul kapcsolddik) a szilkségesnél joval tobb Profilin
fehérje lehet jelen az idegrendszer sejtjeiben.

Kisérleteink arra utaltak, hogy a novekedési kiipokban a Profilin fehérje lehet felelos a

dDAAM-hoz torténé G-aktin szallitdséért, ez pedig a két fehérje kozott kdzvetlen fizikai
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kolcsonhatést feltételez. A kérdest megvizsglandd egyrészt vad tipust embriondlis
idegsejtkulturdban a dDAAM-ra és a Profilinra KkettOsfestést végeztiink, masrészt DADm-
DAAM::GFP-t transzfektéaltunk tranziens moddon Drosophila S2 sejtvonalba, és
koimmunoprecipitacios kisérletekben kozvetlen fizikai kolcsonhatast kerestink az S2
sejtekben endogén mddon jelenlévd Profilin fehérjével.

Embriondlis idegsejtkulturdban a Profilin és a dDAAM immunfestési mintazataban
talaltunk atfed6 helyeket a novekedési kapok periférialis részén. A DADm-DAAM::GFP-vel
transzfektélt S2 sejtek 75%-aban radialis iranyban hosszu, tobb sejtatméré hosszi nytlvanyok
jelentek meg, mig a csak GFP-t kifejez6 kontroll plazmid esetében ez az arany minddssze 8%

volt (19.ABRA J-0).

A B

Z\: 90 168 150 260 338=n
:é 80 M = mutns IP  o-chic a-ena
o700 B WB  0-DAAM o-chic 0-DAAM
©
5 60 $ M :§<§ Mo {§§ M
= 8D & Q (kDa) & & (kDa) ¥ & (kDa)
£ 40 -170
(7]
% 30 -130
% 20
o 10 —‘ IgG . 55
n: -
< Nl
K K o N
S N g8
F& 8¢
Q9 9 SN
g U
0»0 \\’(« IQ Qv.
Ry 4 O !
& QO > O
¥ & X W
S Y O
"o @ N
&

21.ABRA A dDAAM genetikai es biokémiai kdlcsonhatasai

(A) Az ena®® ena®! és chic® mutéciok egy kopidjanak a C-DAAM tiltermelésre gyakorolt hatasa. A
szamszerisités alapja a C-DAAM tlltermelésében tapasztalt KIR defektusok kozil a keresztkotegek
megvastagodasa. Az &brén az ,,n” a megvizsgalt embridk szdmét jelenti. (B) Immunoprecipitaciok (IP) DADm-
DAAM:.EGFP-vel transzfektalt S2 sejtekb6l a-chic és o-ena ellenanyagok felhasznalasaval. A a-chic
ellenanyag koprecipitalja az aktivalt dDAAM-ot (bal panel, a-DAAM Western-blot (WB)). Az a-ena IP-ban
mind az aktivalt dDAAM, mind a Profilin kimutathaté Western-blot analizissel (jobb panel,o-chic, és o-
dDAAM WB-0k).
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A DADmM-DAAM::GFP-vel transzfektalt S2 sejtek hosszi nyulvanyainak csucsi
részeiben is megfigyeltik a két fehérje kolokaliz&ciojat. Ugyenezen S2 sejtek egy maésik
populacidjabdl a-Chic ellenanyaggal immunoprecipitaciot végeztiink. A precipitdtumban az
o-dDAAM ellenanyaggal elvégzett Western-blot analizis kimutatta, hogy az endogén Profilin
fehérje egydtt precipitalodik az aktivalt ADAAM-mal, ami erésiti azt az elképzelést, hogy a
két fehérje in vivo képes kdzvetlen fizikai kélcsonhatasba lépni egymassal (21.ABRA B).

Masik jeloltink az Enabled (Ena) fehérje volt, amely az Ena/\VASP fehérje csalad
tagja. A fentiecknek megfeleld kisérleti elrendezésben eldszor megvizsgaltuk kiilonbdzd ena

=77

fenotipusaira. A dDAAM™®® homozigéta funkcidvesztéses fenotipusat az ena mindkeét
altalunk hasznalt funkcidvesztéses mutans allélje (ena®®®, ena®) egy kopiaban
szignifikansan erdsitette (Gombos Rita személyes kozlés). Ugyanakkor az elav-Gal4/+;UAS-

C-DAAM/+ tiltermelés fenotipusat két masik funkciévesztéses ena mutacié (ena®, ena®)

hogy genetikai értelemben a gének hierarchigjdban -melyek a nyulvanynévekedest
szabalyozzak- az ena a dDAAM alatt helyezkedik el.

Vad tipusi embriondlis idegsejtkultirdban a dDAAM és Ena fehérjék részlegesen
atfedd festédési mintat adtak a novekedési kipok periféridlis részén (19.ABRA D-F).
Ugyancsak részleges atfedést figyeltink meg a DADm-DAAM-mal transzfektalt S2 sejtek
hossz( nyulvanyaiban az endogén Ena fehérje és a DADmM-DAAM::GFP transzgenikus
fehérje kozott a nydlvanyok cslcsi részén (19.ABRA M-0). Az immunhisztokémiai festések
mellett az ugyanebbdl a transzfekcidbol szarmazd parhuzamosan nevelt tenyészetbdl
immunprecipitaciét veégeztink o-Ena ellenanyaggal. A precipitdtumban Western-blot
kisérletben mind a DADmM-DAAM::GFP-t, mind a Profilin fehérjét sikerult Kimutatnunk

(21.ABRA B). Ezek a kisérleti eredmények egyittesen arra utalnak, hogy a novekedési kiipok
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filopoddiumaiban a dDAAM-Profilin-Enabled modul megléte egyittesen sziikséges ahhoz,
hogy a filopédiumok a megfeleld idében és szamban alakuljanak ki a ndvekedési kupok

perifériajan.

A DAAM genek idegrendszeri funkcidja evolucidsan konzervalt

A gerinces DAAM gének expressziés mintazatanak leirdsara tobb publikéacio is
szuletett. A kdzleményekben leirtdk, hogy a Xenopus, a csirke és az egér DAAM gének egyik
16 kifejez6dési helye a fejlodo kozponti idegrendszer (Nakaya és mtsai. 2004; Kida és mtsai.
2004). Az Aspenstrom és munkatarsai, valamint a Habas és munkatéarsai &ltal hasznalt
hDaaml (human) illetve TDaaml (patkdny) cDNS-ek szintén agybol készult cDNS
kdnyvtarbol szdrmaztak (Habas és mtsai. 2001; Aspenstrom és mtsai. 2006). Ez arra utalt,
hogy a DAAM fehérjék idegrendszeri funkcidja evoliciésan konzervalt lehet.

Az evolucios konzervaltsag vizsgalata érdekében két modellrendszert hasznaltunk.
El6szor arra voltunk kivancsiak, hogy a Drosophila dDAAM fehérje jelenléte P19 egér
teratokarcinoma sejtvonalban hatassal van-e a P19 sejtek idegi iranyd differencidcios
képességére. A P19 sejtvonal pluripotens, a P19 sejtek retinsav (RA) koncentraciotol figgd
maddon képesek endodermalis, vagy neurogén iranyba differencialodni (McBurney és mtsai.
1982). Kisérleteinkben a teljes hosszisagu dDAAM-ot (FL-DAAM) kifejez6 stabil P19
sejtvonalat készitettiink, és megvizsgaltuk annak idegi irdnyu differenciacios képességét. A
stabil dDAAM transzfektans sejtekben zajlo differenciacios valtozasokat ismert idegrendszeri
differenciaciés markerek mRNS szintjének méresével, real-time PCR-rel (RT-PCR), illetve
immunhisztokémiai festésekkel kovettik nyomon, transzfektélatlan P19 és csak GFP-t
expresszalo stabil P19 sejtvonal kontrollok mellett. Kisérleteinkben két, csak a neuronokra

jellemzé citoszkeletalis markert hasznaltunk.
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22.ABRA A dDAAM Kkifejeztetése P19 sejtekben, és az egér mDaaml kifejeztetése a
Drosophila embrionélis KIR-ben

(A—C) A nem differencialt P19 sejtek kifejezik az SSEA-1 antigént (A, zold csatorna), de az NF-M és Btublll
idegrendszeri differencidlddasi markereket nem (B,C z6ld csatorna). (D-G) A Drosophila FL-DAAM transzgént
tartalmazo P19 sejtekben szinte teljesen eltiinik az SSEA-1 expresszidja (D, zold csatorna), mig a sejtek egy
alpopulécidja kifejezi mind az NF-M, mind a Btublll markereket (E és F, zold és piros csatornak). Az NF-M és
Btublll pozitiv sejteken hosszu, axonszerii kitiiremkedések jelennek meg. A sejtmagokat az A-D paneleken
DAPI festés (kék csatorna) jeldli. (H-J) Az UAS-EGFP::mDaaml transzgén kifejez6dési mintdzata a
Drosophila embrionalis KIR-ben. A transzgenikus fehérje (I és J, z6ld csatorna) szoros kolokalizaciét mutat a
hasi idegkoteg nyulvanyaiban az o-BP102 festéssel (H és J, piros csatorna). (K) Az UAS-mDaaml::GFP
transzgén menekitd hatasa a dDAAM™?9 fenotipusara. A skala mérete 50 pm.
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Az egyik a B-tubulinlll izoforma, melyrél kimutattak, hogy specifikusan a novekvo
axonokban halmozddik fel (Fanarraga és mtsai. 1999). Méasik markeriink egy intermedier
filamentum fehérje, az NF-M (neurofilament medium) volt, mely szintén csak az idegrendszer
érett neuronjainak axonjaiban talalhaté meg (Paterno és mtsai. 1997). Immunfestéseinken a
P19 sejtek differencialtsagi allapotat egy harmadik ellenanyaggal is monitoroztuk. Ez az
ellenanyag az a-SSEAL, mely egy olyan membrénfehérjét jelol meg, mely kizarélag a
differenciélatlan sztem sejteken van jelen (Knowles és mtsai. 1978).

A dDAAM-ot stabilan kifejez6 P19 sejtekben a sejtek 21%-anal RA indukcid nélkil is
neuritszerti kitiiremkedéseket figyeltiink meg (22.ABRA D-G). Ezekrdl a sejtekrdl hianyzott
az SSEAL antigén, mig mind a p-tubulinlll, mind az NF-M megtalalhatd volt a
nyllvanyaikban. Az RT-PCR analizis megmutatta, hogy az NF-M mRNS szintje kozel
Otszorose, mig a B-tubulinlll mRNS szinje kdzel haromszorosa a kontroll P19 sejtekben mért
szintnek (Czibula Agnes és Széchényi Anita személyes kozlés). Ezek a kisérletek azt
mutatjak, hogy a dDAAM jelenléte a P19 sejtekben RA indukcié nélkil is spontén idegi
irany( differenciaciot indukal. A dDAAM-ot kifejezd P19 sejteket 10'M RA hozzaadéaséaval
idegi irdnyba differencialtatva azt taldltuk, hogy az NF-M mRNS szintje még inkabb
megemelkedik a kontrollként differenciltatott nem transzfektalt P19-hez képest, a B-
tubulinlll mRNS szintjében nem volt jelentés kiilonbség (Czibula Agnes és Széchényi Anita
személyes kozlés). VVégezetil vizsgéltuk az endogén mDaaml RNS szintjének valtozasat az
idegi irdnyl differenciacié sordn nemtranszfektalt P19 sejtekben. Azt talaltuk, hogy a P19
jelen a differencialatlan P19 kontrollhoz képest (Czibula Agnes és Széchényi Anita személyes
kdzlés). Masodsorban kivancsiak voltunk arra, hogy az egér mDaam1 képes-e helyettesiteni a
Drosophila dDAAM funkciéjat az embrionalis KIR-ben. A kérdés megvalaszolasahoz

elkészitettik az egér mDaam1 tultermelésére alkalmas UAS-mDaaml::GFP konstrukciot. A
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transzgént idegrendszer specifikusan elav-Gal4 forras segitsegével tultermeltettik vad tipusu,
és dDAAM™39 hattereken. Az mDaam1::GFP transzgenikus fehérjét a-GFP ellenanyaggal
immunfestve azt lattuk, hogy az endogén dDAAM-mal megegyez6 lokalizaciot mutat vad
tipust hattéren a kozponti idegrendszer nyGlvanyaiban (22.ABRA H-J), és tlltermelése nem
okoz l4thaté fenotipusos elvaltozasokat a KIR-ben. dDAAM™%9 hattéren az elav-Gal4<UAS-
mDaaml::GFP tultermelés 70%-ban vad tipusd idegrendszereket eredményezett, azaz
szignifikansan menekitette az KIR-beli axondefektusokat (22.ABRA K) (Gombos Rita
személyes kozlés). Osszességében tehat kisérleteink azt mutatjak, hogy a DAAM gének

idegrendszeri funkcidja evolicidsan erdsen konzervalt.
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AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A dDAAM nem része a PCP jelatviteli itnak Drosophila-ban

A forminok az aktin sejtvdz fontos regulatorai kozé tartoznak. A forminok sejten
beliili funkcidjat és mikodésmodjat azonban eddig elsésorban in vitro rendszerekben
vizsgaltak. Mi célul thztik ki, hogy Klasszikus genetikai és sejtbioldégiai mddszerekkel
vizsgéaljuk a DAAM formin alcsalad Drosophila tagjanak in vivo funkciojat. Korébban a
human és a Xenopus DAAM ortologokat kapcsolatba hoztdk az egyik nem-kanonikus Wnt
jelatviteli rendszerrel, amelyet PCP jelatviteli Gtnak is neveziink. Ezért a Drosophila DAAM
gén funkcidvesztéses alléljainak izoldlasa utan elsdként azt vizsgaltuk milyen szerepe van a
dDAAM-nak a Drosophila-ban rendkivul jol jellemzett PCP jelatviteli utban. A dDAAM
allélekkel elvégzett funkcidvesztéses analizis és episztazis kisérletek eredményei azonban azt
jelzik, hogy a dDAAM nem része a PCP jelatviteli utnak Drosophila-ban, vagy pedig
funkcidja teljes mértékben redundéans. Az utébbi hipotézis tesztelésére kivald eszkdz lehet a
tovabbi kisérletekben az egyes Drosophila forminokra specifikus RNS-interferencia
konstruktok egyedili és/vagy egyiittes taltermelése a megfelelé szovetspecifikus meghajtd

elemekkel.

A rovarok légcsorendszerének stabilitasahoz sziikség van egy specidlis magasabbrendii

aktinstruktdrara

A rovarok légcsOrendszerének szerkezete egy minden rovarfajban meglévo, konzervalt

felépitésii tubularis haldzat. A rovarok légcsérendszerének oly médon kellett fejlodnie, hogy a

gazcsere  biztositasa mellett megakadalyozza az Allatok dehidratacidjat és a
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mikroorganizmusok behatolasat is. Emellett a levegdtranszporthoz kell6 rigiditas és szilardsag
kell, de egyben az is sziikséges, hogy a légcsérendszer kellden flexibilis is legyen, hiszen a
rovarokban a gazok szallitasa passzivan, az allat mozgasaval torténik. Ezeknek a feladatoknak
¢s igényeknek a biztositasaban fontos szereppel bir a specidlis szerkezettel rendelkezo
tracheakutikula. Feltételezhetd volt, hogy ez a porszivocsére emlékeztetd mintazat hozzajarul
ahhoz, hogy a légcsdvek ellenalljanak a kiils6-belsé nyomasvaltozadsoknak, és ugyanakkor
kelld flexibilitast is biztositsanak pl. a larvdak mozgasa soran. Ezt a hipotézist tokéletesen
alatamasztotta a dDAAM™®® mutansok vizsgalata, hiszen a homozigéta muténsokban a
légesékutikula struktdrajban sulyos elvaltozédsok keletkeztek, amelyek a trachearendszer
egeszét tekintve 6sszenyomodasokban, szakadasokban nyilvanultak meg.

Kisérleteink alapjan a vad tipusu kutikulaminta kialakitasahoz még a kitin alapu
szerkezeti elemek szekrécidja eldtt szlikség van egy apikalisan rendezett vastag nemelagazé
F-aktin lancokbol allo aktinkdteg sorra, melynek szerepe az lehet, hogy direkt, vagy indirekt
modon megjeloli a késobbi kutikulaborddk helyét. Ezzel 6sszhangban az altalunk elsdként
leirt és vizsgalt apikalis aktinkabel struktara lefutasi mintaja tokéletesen megfeleltethetd volt a
kutikulabordak lefutasi mintazatanak. A vad tipusti embrionalis légcsérendszerben a dADAAM
szoros kolokalizaciot mutatott az apikalis aktinkdtegekkel, amely arra engedett kdvetkeztetni,
hogy kozvetlenul befolydsolhatja azok szerkezetét. Ezzel Osszhangban a tracheéban
megfigyelt apikalis aktinkdtegek széma, lefutédsa, és szerkezete dDAAM hidnyaban nem

M58 mutans

megfeleld, amely a kutikula szintjén sulyos defektusokban jelentkezik. dDAA
allatok embrionalis és larvalis legcsoveiben a parhuzamos lefutasu aktinkébelek helyett egy
halézatos, rendezetlen aktinminta alakult ki. A tracheakutikula aktin citoszkeleton fliggd

kialakulasara utal emellett az is, hogy a dDAAM®® mutansban a randomizalt aktinkabel

szerkezetnek megfeleld kutikulaminta figyelheté meg.
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A fenti megfigyelések és kisérleti eredmények 6sszességében arra utalnak, hogy a
dDAAM szerepe a Drosophila 1égcsdrendszerében az apikalis aktinkabelek kialakitasa és
rendezése. Azt, hogy ez valdéban igy van, Aaltalanos és szdvetspecifikus menekitési
kisérletekkel igazoltuk. A teljes hosszisagt dDAAM fehérje altalanos illetve
tracheaspecifikus tultermelése szignifikdnsan menekitette mind a letalitast, mind a
trachekutikula funkciovesztéses fenotipusat. Kisérleti adataink alapjan az aktinkoteg rendezés
egy Uj formin funkci6, ami nem a dDAAM nukledldo aktivitdsdhoz kothets. Egyik
kollaboracios partnerinknél jelenleg is folynak olyan in vitro kisérletek, melyek alapjan
elmondhatjuk, hogy a dDAAM valdban rendelkezik egy kotegrendezd (bundling) aktivitassal
is, a fehérje FH1-FH2 csonkolt formaja képes a jelolt aktinfilamentumokat egymas mellé

rendezni (Nyitrai Miklds személyes kozles).

A dDAAM a RhoA/Src/Tec29 modulon keresztil fejti ki aktivitsat a tracheaban

Tovéabbi kisérleteinkben a dDAAM funkci6jat szabéalyozé genetikai elemeket,
fehérjéket kerestunk. Kimutattuk, hogy a dDAAM gént aktivitasat a tracheaban valdsziniileg a
dDAAM™ homozigéta larvak moderalt 16gesSkutikula fenotipusat, de a btl-Gal4/+;UAS-C-
DAAM/+ funkcidnyeréses fenotipusara nem volt hatassal. Kisérleti eredményeink cafolni
latszanak a Habas és munkatérsai altal bemutatott modellt, amelyben a DAAM a Rho kis
GTP-azoktdél magasabb hierarchikus lépcsén helyezkedik el. Eredményeink alapjan a
Drosophila dDAAM aktivitasa a DRF forminokhoz hasonlé mddon szabélyozott, azaz a
dDAAM formint a RhoA kis GTP-az csalad tagjai aktivalhatjak, és nem pedig forditva.
Fennall persze az esélye annak is, hogy az hDaam1l aktivaci6jahoz val6ban nem (vagy nem

csak) a RhoA-GTP N-terminalison torténd kotddése sziikséges, mas Rho csaladba tartozo kis
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GTP-4z is aktivalhatja a hDaaml fehérjét (bar Habas és munkatarsai nem tudtak fizikai
kdlcsonhatést kimutatni a hDaam1 és a mésik ket kis GTP-az, a Rac és a Cdc42 kdzétt, mig
Aspenstrom és munkatarsai a RhoA és a Cdc42 esetében is (Habas és mtsai. 2001;
Aspenstrom és mtsai. 2006). Hasonl6 médon elképzelhetd az is, hogy az inaktiv hDaaml a
Dvl mellett mas, a C-terminalison k6t6d6 egyéb faktorok altal keriilhet aktiv allapotba. Egy
alternativ hipotézis szerint az is lehetséges, hogy a kezdetben inaktiv DAAM forminok
RhoGEF fehérjékhez kapcsolddva direkt modon aktivaljak a Rho kis GTP-azokat és azutan
keriilnek aktiv allapotba. Az aktivalt forminok egy része ezt kdvetden ismét kapcsolodhat
RhoGEF-ekhez, és egy pozitiv visszacsatolasos mechanizmus révén el6segitheti a tobbi
inaktiv formin molekula aktivalodasat.

Kisérleteink elsd izben vilagitottak ra arra, hogy az Srcd42AF! és Tec29°**° mutaciok
homozigota formaban tracheakutikula fenotipust okoznak az egyedfejlédés folyaméan. Az
Src42AF és Tec29°®® mutansokban emellett az apikélis aktinkabel struktira is sérilt. A
dDAAM™!-gyel mindkét gén erés genetikai interakciot mutatott, annak moderélt

kutikulafentotipusat egy képia Src42AF illetve Tec29°°%

mutécio jelenléte nagymértékben
felerésitette. Ugyanakkor a C-DAAM tultermelés fenotipusat mindkét gén funkciovesztéses
allélja egy kopiaban szignifikdnsan szuppresszalta. Megmutattuk tehat, hogy a tracheafejlodés
soran a dDAAM az Src, illetve Tec29 nem-receptor tipusu tirozin kinazokkal egyiittmiikodve
fejti ki hatasat. Kisérleteink nem adnak vildgos képet arrél, hogy a gének hierarchigjaban a
dDAAM, illetve az Src42A/Tec29 gének milyen szinteken helyezkednek el egyméshoz képest,
vagy éppen parhuzamos utakban hatnak-e. Nem tudjuk, hogy az Src42A és/vagy Tec29
fehérje tényleges fizikai kdlcsonhatadsba I1ép-e a dDAAM-mal, vagy egy komplexben
helyezkednek-e el. Az irodalomb6l azonban ismert, hogy a forminok képesek kdzvetlen

fizikai kdlcsonhatasba 1épni az SH3 domén tartalmu fehérjékkel. Aspenstrom és munkatarsai

kimutattak, hogy a hDaaml1 GST pull-down kisérletben valoban képes az Src és a Btk (Tec29
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human homoldg) SH3 doménjének kotésére Leirtdk ezen felil azt is, hogy az hDaaml
koimmunoprecipitacios kisérletekben fizikailag is kolcsonhat az Src fehérjével, illetve
kolokaliz&lédik vele a sejtkitiremkedésekben (Aspenstrom és mtsai. 2006). Tovabbi adatok
szintén arra utalnak, hogy az Src csaladba tartozd gének egyrészrél jo eséllyel a forminoktdl
alacsonyabb szinten hatnak, masrészrol a két fehérjecsalad elemeinek fizikailag is egymas
kozelében kell lennilik. Példaul mind az egér mDial és mDia2 miikodése Src aktivitast
igényel (Tominaga és mtsai. 2000), valamint a huméan DIA2C is Src aktivacion keresztil
szabalyozza az endoszoma dinamikat (Gasman és mtsai. 2003), illetve, hogy a Limb
deformity protein (mely szintén egy formin) egér fibroblaszt sejtek perinuklearis membranjan

kdlcsonhatésba lép az Src-vel (Uetz és mtsai. 1996).

A dDAAM N-terminalisan csonkolt forméja (C-DAAM) konstitutivan aktiv a trachea

sejtjeiben

A C-DAAM tultermelés okozta kutikulafenotipusok nagyban emlékeztettek a dDAAM
muténs allélek okozta funkcidvesztéses fenotipusra a trachea azon sejtjeiben, ahol az endogén
dDAAM fehérje is jelen van. Ez a megfigyelés felvetette annak a lehetéségét, hogy a C-
DAAM képes heterodimerek kialakitasara az endogén dDAAM-mal, és ez a komplex
valoszintileg nem miikod6képes. Ily modon a C-DAAM tlltermelés egy dominans negativ
(antimorf) hatést fejt ki a trachea sejtjeiben. Kisérleteink azt igazoljak, hogy ez a feltevés
val6ban helyes lehet, hiszen az FL-DAAM és a C-DAAM egyittes tultermelése joval
enyhébb kutikulafenotipust eredményezett. A trachea kapcsolésejtjeiben (ahol endogén
dDAAM fehérje nem mutathat ki) a C-DAAM tultermelése szintén sulyos defektusokhoz
vezetett. Megvaltozott a sejtek karakterisztikus pontszerti kutikulamintaja, helyette egy

halozatos, aktinkotegekkel tarkitott minta alakult ki. Ezzel parhuzamosan a kapcsoldsejtekben
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szignifikinsan megn6tt a filamentdzus aktin mennyisége is. A kapcsoldsejtekben kapott aktin
és kutikulafenotipus arra utal, hogy a C-DAAM képes onmagaval dimert alkotva

funkcionlni, és neomorf hatasként atalakitani ezen sejtek aktin citoszkeletonjat.

A dDAAM megfeleld in vivo aktivitisahoz minimdlisan a fehérje FH1 és FH2 doménjeire

van szukség

A DRF forminok valtozatos sejten beliili funkcidéihoz rendkiviil fontos a megfeleld
sejten bellli lokalizacié. A kdzelmultban tébb olyan tudoméanyos kdzlemény is napvilagot
latott, amelyek a DRF forminok kiilonb6z6 csonkolt formainak sejten beluli lokalizacdjat
vizsgaljak. Az mDial és mDia2 emlés forminok esetében arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a sejten bellli lokalizdci6ban az N-terminalison fellelhet6 CC és DD domének
egylttesen fontosak (Copeland és mtsai. 2007). A dDAAM esetében is felvetddott a kérdés,
hogy melyek azok a fehérjerészek, melyek megszabjak a pontos sejten belili elhelyezkedést
és elégsegesek a fehérje aktivitdsdhoz in vivo. A probléma vizsgalatara létrehoztuk a dDAAM
fehérje kiilonboz6 N- (N-DAAM), illetve C-terminalist (FH2, FH1-FH2, C-DAAM)
tartalmazd csonkolt formait, és azok in vivo aktivitasat a fejlédé tracheaban teszteltiik. Azt
talaltuk, hogy az FH2 domén Drosophila-ban in vivo 6nmagaban nem aktiv (bar in vitro képes
az aktinfilamentumok képzddését eldsegiteni és elongacios aktivitadsa is van). Az FH1-FH2
doméneket tartalmaz6 csonkolt fehérje, illetve a C-DAAM mar mutattak in vivo aktivitast,
tracheaspecifikus taltermelésuk funkcionyeréses kutikulafenotipust okozott. Ez arra utal, hogy
a C-terminalison talalhat6 katalitikus domének kozul szikséges es elégséges feltétel az FH1-

FH2 domének jelenléte a nukleacios és polimerizacios aktivitdshoz in vivo.
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A dDAAM szerepe nélkildzhetetlen a KIR nyulvanyainak ndvekedésében

A novekedési kup aktin citoszkeleton atrendezddéseinek vizsgalata soran szamos
olyan fehérjét azonositottak, melyek kdzvetlenlll vagy kozvetve hatassal birnak erre a
struktaréra a KIR-ben. Nem siker(lt azonban olyan formint talalni, mely egyrészt endogén
modon expresszalodik a fejlodo KIR axonjaiban, illetve ezzel egyidejilileg az endogén fehérje
hianyaban axonndvekedési defektusok mutathat6ak Ki.

Munkank soran elséként irtuk le, hogy a pan neuralis kifejez6dési mintdt mutato
Drosophila ortolog dDAAM formin hianya axonndvekedési defektusokhoz vezet a fejl6dé
KIR-ben. Kisérleteinkben az RNS in situ hibridizaciés adatokat genetikai adatokkal
megtdmogatva megmutattuk, hogy a dDAAM egy anyai hatasi gén. dDAAM™¥¢ mutans
kdzponti idegrendszerekben nagy ardnyban koteghianyokat illetve nyulvanyrovidiléseket
tapasztaltunk a hasi idegkdtegben. Azt, hogy ez a fenotipus valéban a dDAAM hidnyahoz
kothetd, menekitési kisérletekkel igazoltuk. Tovabbi kontrollkisérletekkel kizartuk azt is,
hogy az altalunk megfigyelt idegrendszeri defektusok sejthalal, vagy nekrotikus folyamatok
kovetkezményei. Az analizist kiterjesztettik dDAAM™%% mutéans, illetve dDAAME®
homozigdta mutans embriokban szubcellularis szintre. Az ezekbdl késziilt idegsejtkultirakban
szignifikdnsan lecsokkent a filopddiumok szama a ndvekedési kipokban, mig a kdzponti
nyulvany hossza nem valtozott. Embrionélis idegsejtkultiran elvégzett kisérleteink alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy a dDAAM funkcidja a KIR sejtjeiben a ndvekedési kipok
filopddiumszamanak szabalyozésa.

Az aktivalt C-DAAM forma tultermelése a hasi idegkdtegben ezzel dsszhangban
keresztkdteg megvastagodasohoz ¢és lateralisan ektopikus helyen kilépd nyulvanyokhoz

vezetett, a masik konstitutivan aktiv forma, a DADm-DAAM pedig megemelte embrionalis
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idegsejtkulturdban a ndvekedési kupok filopddiumszamat, de a kdzponti nylulvany hosszéra
nem volt hatéssal.

Tovabb erésitette a fenti elképzelést az is, hogy mind az ena, mind a chic -melyek
kimutathatéan evollciésan konzervalt szereppel birnak a kozponti idegrendszer
nylulvanynovekedésének szabalyozasaban- mindkét iranyb6l dominans genetikai interakciot
mutattak a dDAAM™®8-cal (Gombos Rita személyes kozlés), valamint, hogy egy képia ena
mutécid jelenléte szignifikansan szuppresszalta a C-DAAM idegrendszerbeli taltermelésének
fenotipusat. Az interakcios Kisérleti eredmenyekkel dsszhangban vad tipust embriondlis
idegsejt kulturan belattuk, hogy a dDAAM fehérje jelen van a ndvekedési kipok periférias
részén a filopddiumokban, ahol kolokalizciot mutat az Enabled fehérjével, illetve a
Profilinnal. Ezzel egyidejlileg tranziensen transzfektalt S2  sejtekbdl  késziilt
koimmunoprecipitacios és immunhisztokémiai tesztekben belattuk azt is, hogy az aktivalt
dDAAM egy komplexben taldlhaté mind az Enabled mind a Profilin fehérjével.
Eredményeink azt mutatjadk, hogy a dDAAM fehérje funkcidja a Drosophila KIR-ben a
novekvd axonvégek novekedési kupjaiban a filopodiumok nemelagazd aktinkdtegeinek
kialakitasa az Enabled illetve Profilin fehérjékkel valosziniileg egy komplexet alkotva.

Arra vonatkozoan, hogy az Ena/Profilin/dDAAM modul milyen médon miikodik,
jelenleg nincsenek informécioink. Nem tudjuk, hogy a novekedési kipokban a dDAAM
valéban polimerizalja-e az aktint, vagy a filamentumok ndvekedése az Ena
aktinpolimerizaciot eldsegitd tulajdonsaganak segitségével valosul-e meg. Az irodalomban
NIH 3T3 sejtekben kimutattak, hogy az endogén mDial és a VASP (emlés Ena homolog)
fehérjék mindkét iranybol koimmunoprecipitalhatoak egymassal, és Rho fiiggd mddon,
effektorként miikodnek. A kisérletekbdl az deriilt ki, hogy mind az mDial, mind a VASP
funkcidjara egyidejiileg sziikség van az aktinfilamentumok polimerizacidjaban, bar egyik

immunprecipitacios kisérletben sem taldltak aktint a precipitatumban (Grosse és mtsai. 2003).
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Ezek alapjan kérdéses lehet példaul az, hogy az Ena foszforilalt (kotegrendezd aktivitasa)
vagy defoszforilalt (aktinpolimerizaciot el6segité) formaja (Laurent és mtsai. 1999) van-e
jelen a ADAAM/Ena/Chic komplexben, illetve az is, hogy az inaktiv dDAAM vajon keépes-e
kapcsolodni az Ena-hoz. Lehetséges, hogy a dDAAM fehérje polimerizalé aktivitdsdhoz a
Profilin biztositja a G-aktin monomereket, a kész F-aktin filamentumokat pedig az Ena
rendezi kotegekbe a ndvekedési kupok filopddiumainak teriiletén. Ez a hipotézis jol
Osszeegyeztethetd a Dyctiostelium modellen kapott formin/VASP egyiittmiikodés
eredményezte filopddiumnovekedés szabalyozasaval (Schirenbeck és mtsai. 2005).

Erdekes kérdés a dDAAM aktivaciojanak tanulmanyozasa is a KIR-ben. Kisérleteink
alapjan tudjuk, hogy a trachea sejtjeiben a dDAAM-ot valdszintileg a RhoA kis-GTP-az
aktivalhatja. Kivancsiak voltunk arra, hogy ez a hasi idegkoteg esetében is igaz-e, vagy mas
Kis-GTP-azra van szilkség az autoinhibiciéos mechanizmus feloldasédhoz. Kisérleteink alapjan
a valoszintlileg repellens jelek tovabbitasaban résztvevé RhoA nem mutat szignifikans
dominans genetikai interakciot a dDAAM™®-cal. Ugyanakkor a Rac kis-GTP-azokra mutans
kromoszémék a Rac mutaciok dozisatol fiiggden erdsitik a dDAAMT®® mutans fenotipusat
dominans genetikai interakcios kisérletekben, de az elav-Gal4/+;UAS-C-DAAM/+ fenotipusra
nincsenek hatassal (Gombos Rita személyes kozlés). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy
a KIR-ben a dDAAM aktivatorai a Rac kis GTP-azok lehetnek. A dDAAM szabalyozasa
kapcsolatban &llhat a Rac fehérjén keresztill a Trio RhoGEF fehérjével is. A Trio fehérjér6l
kimutattdk, hogy a KIR-ben a nyulvanyndvekedest a Rac GTP-azok aktivalasan keresztil
befolyésolja (Bateman és mtsai. 2000; Steven és mtsai. 1998). Emellett a Trio kdlcsénhatasba
Iép a Frazzled receptor citoplazmatikus domeénjével (Forsthoefel és mtsai. 2005), ami arra
utal, hogy a Netrinek kozvetitette attraktans jel a Trio-n keresztul is leforditddhat az aktin

citoszkeleton szintjére, mégpedig dDAAM fliggd modon.
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A DAAM-ok idegrendszeri funkcioja evoluciésan konzervalt

A dDAAM az els6 olyan formin, melynek in vivo funkcidjat genetikai eszkdzokkel is
sikertilt bizonyitani a kbzponti idegrendszer nyulvanyainak kialakitdsaban. Figyelemre mélté
ugyanakkor az is, hogy a gerinces DAAM ortologok is erésen expresszalddnak a kdzponti
idegrenszerben. Ezért laboratériumunkban vizsgaltuk az evollcids konzervaltsag kerdését is.
Kisérleteink azt mutattak, hogy az egér mDaam1 fehérje a kbzponti idegrendszerben (70%-0s
hatékonysaggal) helyettesiteni képes a dDAAM-ot. Ezen kivil, egy kollaboraciés munka
keretein beltl azt taldltuk, hogy a P19 egér pluripotens sejtvonal neuronalis
differencidlédasaban részt vesznek az egér Daam gének is. Eredmeényeink alapjan tehéat
elmonhatjuk, hogy a DAAM formin alcsalad Drosophila és egér tagjait vizsgalva
azonositottuk az axon ndvekedés egyik fontos faktordt, és funkcionalis bizonyitékokat
gyljtottiink arra nézve, hogy ez a DAAM alcsalad evolucionalisan erésen konzervalt

funkcidja lehet.

90



OSSZEFOGLALAS

A sejtekben a sejtvaz/citoszkeleton szerepe nélkilozhetetlen szamos élettani
folyamatban. A sejtek plaszticitasa, a sejtosztodas, vagy az organellaris transzport mind mind
intenziv citoszkeletdlis atrendezddéseket igényelnek. A sejtvaz 6 alkotéelemei a
mikrotubulusok (makrofilamentumok), az intermedier filamentumok, és a mikrofilamentumok
(aktin citoszkeleton). Az aktin citoszkeleton a sejtvaz dinamikus alkalmazkoddképességét
biztositja a sejtek kornyezeti jelekre adott valaszaiban. Epitékovei a G-aktin monomerek,
melyek helikalis szerkezetli filamentumokba rendezddnek. Az 1) aktinfilamentumok
képzOdése soran el6szor egy harom aktinmonomerbél allé Gn. nukledcios mag jon létre,
melyen azutan mindkét iranyban megindulhat az aktinmonomerek beépilése. A monomerek
beépiilése ¢és leszakadasa a filamentum két végén eltérd dinamikéaval zajlik, a beépiilés
elsédlegesen az un. ,.barbed end”’-en, a filamentumok gyorsan novekvé végén torténik meg.
Az aktin nukleacio energiaigényes folyamat, az €16 sejtben rendkiviil ritkan zajlik le spontan
mddon, a sejtben az 0 nukledcios magok Kkialakitasat kifejezetten erre a feladatra
specializalodott fehérjék végzik. llyen faktorok a formin fehérjecsalad tagjai, melyek
nemeldgazd lanct aktinfilamentumok képzodését segitik el6. A forminok multidomén
fehérjék, melyek dimerként miikodnek. A dimerizaci6 az FH2 (formin homologia 2)
doméneken keresztiil torténik meg, majd a nukleaciot kdvetden a formin dimer folyamatosan
asszocialt marad a filamentum gyorsan ndvekvd végével eldsegitve az 1) aktinmonomerek
beépiilését, és ezzel egyidejlileg megakadalyozva a szabad filamentumvéget lefed6 fehérjék
kapcsolodasat. Az FH2 domén aminosav szekvenciajanak evolucios konzervaltsiga alapjan a
metazoa forminokat hét nagy alcsaladba soroltak be: DIA, FMN, FHOD, delfilin, INF, FRL,
és DAAM. Ezek koziil a legintenzivebben tanulméanyozott a DRF forminok csoportja, melybe

a DIA, az FRL, és a DAAM forminok tartoznak. A DRF forminok alapallapotban egy
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intramolekuléris autoinhibiciés mechanizmus révén inaktivak a sejtben. A géatlas a formin
Kitlntetett C-, és N-terminalis doménjeinek dsszekapcsolodasaval jon létre. A DRF forminok
C-terminalis részén harom szerkezeti és funkcionalis elemet kilonithetlink el: a Profilin-koté
FH1 domént, a katalitikus FH2 domént, és a Diaphanous autoregulaciés domént (DAD), mely
az autoinhibiciés mechanizmus egyik résztvevéje. Az N-terminélison talalhaté a Diaphanous
inhibiciéos domén (DID), mely a DAD doménnel kapcsolodva biztositja a formin inaktiv
allapotanak fenntartasat, egy dimerizéaciés (DD), illetve egy coiled-coil (CC) domén, valamint
egy GTP-az koté domén (GBD), melyhez aktivalt, Rho csaladba tartozé kis GTP-azok
kapcsolddhatnak. A kis GTP-az kotédésével az intramolekularis autoinhibicié megsziinik, és
a formin aktiv allapotba kerdl.

A DAAM formin alcsalad elsé tagjat (Daaml) élesztd kettdshibrid kisérletben
azonositottdk, amelyben a Dishevelled (Dsh/Dvl) Wnt jelatviteli fehérje PDZ doménjével
kdlcsonhato partnereket kerestek. A kutatdsok egy Gj modell kidolgozasahoz vezettek, mely
szerint a Daaml RhoGEF fehérjéken keresztil Rho kis GTP-azt aktivalhat a sikbeli
sejtpolaritast szabalyozé PCP (planar cell polarity) jelatviteli Gtban, illetve az autoinhibicios
mechanizmus feloldasahoz elsédlegesen nem RhoGTP-re, hanem a C-terminalison kot6d6
Dvl fehérjére van szikseg. Ugyanakkor mas Kkisérleti eredmények szerint a Daaml a
konvencionalis formin aktivacidés modell szerint muikodik, és aktivalt Rho kotédésével
kerulhet elészor aktiv allapotba.

A Daaml mikodési modelljét jorészt sejttenyészeteken elvégzett, illetve in vitro
biokémiai vizsgalatok alapjan allitottak fel, de valodi funkciovesztéses genetikai analizisbdl
szarmazo6 in vivo adatok a DAAM alcsalad tagjaira nem &lltak rendelkezésre.
Modellorganizmusunk, a Drosophila melanogaster kivaléan alkalmas részletes genetikai
vizsgélatok elvégzésére. Genomja egyetlen DAAM geént tartalmaz, laborunkban ezért célul

tlztiik ki, hogy elvégezziik a Drosophila DAAM ortolog (ADAAM) genetikai és funkcionalis
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analizisét. Ennek érdekében els6 1épésben funkciovesztéses dDAAM alléleket izolaltunk. Ezt
kovetéen megvizsgaltuk a dDAAM mRNS, és a ADAAM fehérje kifejez6dési mintazatat az
egyedfejlodés soran. Mind az mRNS, mind a fehérje specifikus kifejez6dési mintat mutatott a
fejlodé embriondlis trachearendszerben, az embrionalis kozponti idegrendszerben (KIR),
illetve az embrionalis szivesd kuboidalis myoblasztjaiban. Korai fejlédési stadiumban,
transzkripciondlisan inaktiv embrikban dDAAM mRNS felhalmozodast figyelttink meg, ami
arra utalt, hogy a dDAAM anyai hatdst gén. Tovabbi kisérleteink soran arra kivantunk fényt
deriteni, hogy milyen szerepe lehet a dDAAM-nak a PCP jelatviteli utban, a tracheakutikula
mintjanak kialakitasaban, és a KIR nyulvanyaiban.

A dDAAM PCP funkciojat funkciovesztéses kdrnyezetben, illetve episztazis analizissel
vizsgaltuk. dDAAM®® (fehérje null allél) homozig6ta mutans szomatikus szarny-, és
szemmozaikokban sem tapasztaltunk a PCP hib4jara utalé fenotipust. Emellett a dDAAM™®®
tultermelésével kapott PCP fenotipusokat sem az 0Osszetett szemben, sem a széarnyon.
Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a dDAAM vagy egyaltalan nem része a PCP
jelatviteli rendszernek Drosophila-ban, vagy a funkcidja redundéans ebben a rendszerben.

A vad tipust tracheasejtek apikalis (a légcs6 iirege felé¢ esd) felsziniikon specidlis
szerkezetli kutikulat valasztanak ki, melyen a légcsé hossztengelyére merdleges lefutast
kutikulabordak (taenidial folds) taldlhatdak. dDAAM mutansokban rendezetlen taenidiumokat
figyeltiink meg. Kimutattuk, hogy a vad tipusu tracheasejtekben egy specialis aktin sejtvaz
talalhatd, a sejtek apikélis felszine alatt vastag aktingyiirikk alakulnak ki az embrionalis
fejlodés folyaman még a kutikulaszekrécio elott. Az aktingylirtik szama és lefutdsi mintéja
korrelal a kutikulabordék szamaval €s lefutasi mintazataval az embrionalis és a larvalis 1égcso
eseteben is. dDAAM mutansokban az aktinkdbelek elvékonyodnak, és lefutdsuk

randomizalodik, a kutikulaminta pedig koveti ezt az abnormélis mintat. Vad tipusban a
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dDAAM fehérje szoros kolokalizaciét mutat az aktinnal az embrionalis tracheasejtek apikalis
felszinén. Eredményeink arra utalnak, hogy az aktinkabelek szerepe a légcsérendszerben az,
hogy meghatarozzak a kutikulaszekrécio helyét a fejldodé embriondlis trachearendszerben, a
dDAAM szerepe pedig az aktinkabelek Iétrehozasa, és parhuzamos lefutdsi kotegekbe
rendezése.

A forminokrdél szamos tesztrendszerben kimutattak, hogy az FH1 és FH2 doméneket
tartalmazd csonkolt formaik konstitutivan aktivak. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a
dDAAM Katalitikus aktivitasanak kifejtéséhez az FH1 és FH2 domének jelenléte szlikséges és
elégséges feltétel in vivo.

Azért, hogy a dDAAM szabalyozasat megismerjiikk, és egyiittmiikodé partnereit
azonosithassuk a légcsOrendszer teriiletén, genetikai interakcids kisérleteket végeztiink.
Munkank soran olyan ismert aktinsejtvdz szabéalyozé elemek muténsait teszteltik, melyek
kifejezOdnek az embriondlis légcsérendszerben. Harom erés kolcsonhatd partnert
azonositottunk, a RhoA, a Tec29, és az Src42 géneket. Kimutattuk, hogy az Src42 és a Tec29
hianya Onmagaban is légcsdkutikula, és aktinsejtvaz  hibdkat eredményez a
trachearendszerben. Episztazis analizisben a konstitutivan aktiv dDAAM forma (C-DAAM)
légesospecifikus tultermelése altal okozott kutikulafenotipusra egy kopia RhoA hidnya nem
volt hatassal, mig az Src42 és a Tec29 egyszeres ddzisa gyengitette a kutikuladefektusokat.
Eredményeink arra utalnak, hogy a dDAAM a klasszikus formin szabélyozasi modell szerint
miikodik, a RhoA alatt helyezkedik el a gének hierarchidjaban, mig az Src42 és a Tec29 a
dDAAM-t6l lentebb, vagy vele parhuzamosan hat6 elemek.

Kisérleteink tovabbi irdnya az volt, hogy megvizsgaljuk a dDAAM szerepét a KIR
nyGlvanyainak kialakitasaban. A dDAAM®® homozigéta zigotikusan muténs embriokban
moderalt KIR defektusokat figyeltiink meg. Mivel az anyai hatdst vad tipust géntermék

megtalalhaté a dDAAM™®® zigétikusan mutans embriokban, ezért a tovabbi vizsgalatokhoz
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anyailag, és zigétikusan is gyengitett transzheterozigta mutans embriokat (dDAAM™79)
hoztunk létre. A dDAAM™%9 embriokban stlyos nydlvanyndvekedési defektusokat
figyeltink meg a KIR-ben. A ndvekedési hibak mar korai stddiumokban is jelentkeztek,
ugyanakkor a dDAAM géntermék erésen csokkent mennyisége az idegsejtek szamat nem
befolyasolta. Ezek az eredmények egyuttesen arra utaltak, hogy a dDAAM mutansokban az
idegsejt nydlvanyok nem utélag degeneralodnak, vagy sejthiany miatt tiinnek el, hanem a
dDAAM specifikus szereppel bir a KIR nyulvanyndvekedesének szabalyozésaban.

Azért, hogy betekintést nyerhessink a dDAAM funkci6jaba sejtes szinten, primer
idegsejt kultirakat késztettiink vad tipusti, dDAAM™9 ¢s dDAAM®®® embriokbél. A vad
tipust dDAAM fehérje a 0 idegsejt nytlvanyban €és a ndvekedési kupok filopodiumainak
csucsi reszén is lokalizalodott. A mutéans idegsejtekben az axonok ndvekedése ugyan normalis
volt, azonban a ndvekedési kipok teriiletén a filopédiumok szama, és hossza is szamottevéen
lecsokkent a vad tipushoz képest. Funkciovesztéses kiserleteink arra utalnak, hogy a dDAAM
szabalyoz6 szereppel bir a filopodiumok szamat €s hosszat illetéen a novekedési kiipokban, és
ezért latunk axonndvekedési defektusokat in vivo a teljes KIR-ben.

A Kkonstitutivan aktiv C-DAAM fehérje idegrendszer specifikus tultermelése sulyos
faszcikulacios defektusokat okozott, és embrionélis letalitashoz vezetett. Az embriok nagy
tobbségében megvastagodott keresztkotegeket, és ektopikus helyeken Kkilép6 extra
nyulvanyokat lattunk. A dDAAM aktivacié hatdsat szubcelluléris szinten is vizsgaltuk,
DADmM-DAAM::EGFP-t (mely szintén egy konstitutinak aktiv dDAAM forma) fejeztettiink ki
S2 sejtekben és primer idegsejt kulturaban. A primer idegsejtek ndvekedési kipjaiban az
aktivalt fehérje a vad tipussal megegyez6 modon lokalizalddott, és 35%-0s filopodiumszam
ndvekedést indukéalt. A DADmM-DAAM:.EGFP-vel transzfektalt S2 sejtek 73%-aban tébb
sejtatméré hosszasagu, axonszerti nyulvanyok jelentek meg, az aktivalt dDAAM fehérje a

sejtmembran mentén, a nyulvanyokban, és a nyulvanyok csucsi részén dasult fel. A nem-
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idegsejt tipusu S2 sejtekben megfigyelt karakterisztikus sejtalakvaltozasok, és az aktivalt
dDAAM tultermelése altal okozott nydlvanyndvekedési fenotipusok arra utalnak, hogy a
dDAAM funkci6ja a funkcidvesztéses kisérletekkel 6sszhangban a novekedési kupok

Tovéabbi kisérleteinkben a dDAAM-mal a KIR-ben egyiittmiikodé partnereket
kerestiink. Azt talaltuk, hogy az ena és a chic gének erGs genetikai interakciot mutatnak a
dDAAM-mal. Az Ena, a Chic, és a ADAAM fehérjék lokalizcidja atfed a ndvekedési kipok
filopddiumainak csucsi részén primer idegsejt kultdraban, és a DADmM-DAAM::EGFP-vel
transzfektalt S2 sejtek hosszG nyulvanyainak csdcsi részén is. Ezzel 6sszhangban
immunprecipitaciés kisérletekben kimutattuk, hogy az aktivalt dDAAM egy komplexben
talalhaté mind az Ena-val, mind a Chic-kel in vivo.

Az irodalomban vizsgalt gerinces DAAM forminok mindegyikérdl ismert, hogy
kifejezOdnek a fejloédo kozponti idegrendszerben. Tudhatd tovabba, hogy az axonnovekedés
szabalyoz6 elemei széles korben konzervaltak az élévilagban. Munkank soran azt talaltuk,
hogy a Drospohila DAAM jelenléte P19 egér teratokarcindma sejtekben neurit-szerti
kitliremkedésekhez vezet, a sejtekben megnd az idegrendszeri iranyu differenciaciot jelzo
MRNS-ek szintje, az egér mDaaml pedig részlegesen képes helyettesiteni a dDAAM
funkciojat a Drosophila embrionalis KIR-ben. Ezek az adatok egydttesen arra utalnak, hogy a
DAAM fehérjék szerepe az idegsejt nyulvanyok ndvekedésenek szabalyozasaban evollciésan

konzervalt funkcio lehet.
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SUMMARY

The cytoskeleton plays a fundamental role in many physiological processes, including
organelle transport, cytokinesis, plasticity, and cell movements. Among the main structural
elements (macrofilaments, intermediate filaments, and microfilaments/actin cytoskeleton) the
actin cytoskeleton is a highly dynamic structure, new filaments born and die in every second,
as our cells adopt different size and shape according to the environmental cues. Therefore the
organization and the targeting of the new actin filaments has to be tightly regulated. Actin
monomers self-assemble into helical filaments. However the initial “nucleation phase”
(assembly of dimeric and trimeric complexes) is highly unfavourable and slow in the living
cell, but, once overcome, filament elongation is much more rapid. Thus the cell needs
nucleation factors which help to overcome the energetic barrier of spontaneous actin
nucleation. At present, one of the best studied actin nucleators is the formin family of
proteins. Formins are single polypeptide, multidomain proteins. All formins studied to date
are dimeric, due to dimerization of their formin homology 2 (FH2) domain, which in addition
is responsible for driving actin nucleation. After nucleation, the FH2 domain remains bound at
the barbed end of the actin filament, and moves processively as it elongates, promoting
elongation by preventing the access of capping proteins. The FH2 domain is the defining
feature of the formin protein family. Phylogenetic analysis of the FH2 domain has led to
classification of formin family proteins into phylogeny-based groups. Metazoan formins
segregate into 7 groups: DIA, FMN, FHOD, delfilin, INF, FRL, and DAAM. The most
extensively studied group to date is the Diaphanous related formins (DRFs), which act as
direct effectors of Rho family GTPases. The DRFs include the metazoan DIA, DAAM, and
FRL formins, and the yeast Bnil, Bnrl, and SepA. The domain architecture of DRF proteins

IS preserved and contains two parts: a C-terminal region, which is directly involved in actin
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assembly, and an N-terminal regulatory region, which mediates an intramolecular interaction
with the C terminus to maintain DRFs in an auto-inhibited state. The C-terminal half of DRFs
contains three structural and functional elements: the profilin-binding FH1 domain, the actin-
binding FH2 domain, and the Diaphanous Auto-regulatory Domain (DAD) motif. The N-
terminal part includes a Diaphanous Inhibitory Domain (DID), which binds the C-terminal
DAD motif, the dimerization domain (DD), and the GTPase-binding domain (GDB), which
binds Rho-family GTPases in their activated (GTP bound) state, and this binding alleviates
the intramolecular autoinhibitory interaction between the DID and the DAD domains.

The DAAM class of formins was originally discovered in a yeast two-hybrid screen
for proteins interacting with the PDZ domain of the Wnt signaling protein Dishevelled. The
results lead to a model in which Daaml recruits Rho GEFs to activate Rho and effect
cytoskeletal remodeling to polarize the cell. Recent studies have found that auto-inhibition is
relieved by Dsh/Dvl interaction, rather than Rho GTPase binding, allowing Daam1 to induce
Rho activation in the PCP (planar cell polarity) pathway. On the other hand, different studies
have found that Rho can relieve the DID/DAD-mediated inhibition of Daaml actin filament
assembly, suggesting that Rho may indeed be upstream of DaamL1.

As a first step to gain further insights into the function of this novel class of FH2
proteins, we generated loss-of-function alleles of the single Drosophila member of the
DAAM family (dDAAM). In addition we examined the expression of dDAAM as well, and
found that the mRNA and protein is expressed in the developing embryonic tracheal system,
in the developing embryonic central nervous system (CNS), and in cardiac myoblasts. Also
we found, that in early, transcriptionally inactive embryos dDAAM mRNA is highly enriched
suggesting that dDAAM has a considerable maternal contribution. In our further experiments
we examined the role of dDAAM in PCP establishment, trachea cuticle development, and

neurite formation of CNS.
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To test whether the Drosophila DAAM is involved in PCP signaling, we carried out a
loss-of-function analysis of the gene, and in addition compared the effects of Fz and Dsh

overexpression in the wing or eye in wild-type and dDAAM®®®

(protein null allele)
heterozygous mutant backgrounds. No significant difference between the wild-type and the
dDAAM mutant backgrounds was observed. Thus, the loss-of-function analysis and the
epistasis data argue that the Drosophila DAAM ortholog is either not required for PCP
signaling or plays a redundant role during PCP establishment.

Wild-type tracheal cells secrete a cuticle on their apical (luminal) surface, which is
continuous with the epidermal cuticle, but easily distinguished by the presence of cuticle
ridges called taenidial folds that project into the lumen. Tracheal tubes of dDAAM mutant
larvae show disorganized pattern of taenidial folds. At the subcellular level, our analysis
revealed that in wild-type tracheal cells apically localized actin is organized into parallel
bundles running perpendicular to the axis of the tubes, and the number of actin rings and
taenidial folds in a given tracheal region is equal to each other. Our analysis also revealed that
the dDAAM protein shows strong colocalization with the apical actin rings. We found, that
actin rings are not only present when cuticle secretion begins, but are also detected through
the third larval instar stage. In contrast to the remarkable actin organization found in wild-type
tracheal cells, in DAAM™®® mutants this organization is completely abolished, actin cables
formed are much shorter and thinner than in wild type.

Truncated formins consisting only of the C-terminal FH1 and FH2 domains behave as
constitutively active forms in many contexts. Our data indicate that dDAAM activity
minimally requires the FH1 and FH2 domains, the presence of these domains are necessary
and sufficient for the in vivo catalytic activity of dDAAM protein.

To gain insights into the regulation of dDAAM and to identify potential partners that

work together with dDAAM, we carried out a genetic interaction test with a panel of
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cytoskeleton regulators known to be expressed in the Drosophila respiratory system. We
identified RhoA, Src42A and Tec29, as strong genetic interactors. We have shown, that the
very few hatching Src42A and Tec29 mutant larvae exhibit an abnormal taenidial fold pattern
similar to that of dDAAM mutant larvae. Epistasis analysis indicated that while RhoA did not
modify the effect of C-DAAM (constitutively active dDAAM form) expression, Src42A and
Tec29 dominantly suppressed the respective cuticle defects.

Based on the dDAAM mRNA and protein expression data, our next set of experiments
targeted the question, whether dDAAM has a role in the embryonic central nervous system.
The dDAAM™®® homozygous mutant embryos displayed only subtle defects in the neuropile.
Because the maternal ADAAM product is present in the embryos, next we generated embryos
(dDAAM™39) in which maternal and zygotic dDAAM functions are both impaired. The
dDAAM™38 mutant embryos showed enhanced CNS phenotypes, tests with neuron-specific
markers did not reveal any obvious alterations in neuron numbers in dDAAM™%% mutant
CNSs, suggesting that the CNS phenotypes are caused by defects in neurite growth rather than
aberrant lineage formation. Additionally, we proved, that axonal growth defects already occur
at early stages, demonstrating that AdDAAM has a specific role in axonal development.

To address the subcellular function of dDAAM, we generated primary neuronal
cultures from dDAAM™29 and dDAAM®®® mutant embryos. While these neurons were able
to develop axons of similar length as their wild-type counterparts, both the number and the
length of filopodia were reduced in mutant neurons. Thus, these loss-of-function experiments
show that dDAAM regulates filopodium formation in growth cones, which is likely to be the
subcellular cause for the axonal growth phenotypes observed in vivo.

Expression of C-DAAM in the embryonic CNS resulted in severe fasciculation defects
and embryonic lethality. The majority of embryos displayed a more prominent neuropile than

observed in the wild type situation, especially commissures and nerve roots appeared thicker.
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To test the effect of dDAAM activation at the subcellular level, we expressed DADm-
DAAM:EGFP (expected to behave as a constitutively active form as well) in cultured
primary neurons and S2 cells. In growth cones of cultured primary neurons, the activated
protein exhibited a very similar localization pattern as the wild type protein, and induced a
35% increase in axonal filopodia number. In Drosophila S2 cells, the activated protein
induced characteristic cell shape changes in ~73% of the transfected cells including of the
formation of long neurite-like protrusions stiffened by actin and microtubules. The activated
dDAAM protein is enriched at the cell cortex in these cells and also in the long protrusions
including their distal tips. The formation of axon-like protrusions in the non-neuronal S2 cells
suggests that ADAAM might be an important determinant of neuronal morphology.

In our further experiments we tested a set of candidate genes to investigate the
regulatory context in which dDAAM operates within the CNS. We found that chic and ena
show a strong dominant genetic interaction with dDAAM. In support of the genetic
interactions, dDAAM tends to colocalize with Ena along filopodia in primary neurons,
including their filopodial tip complexes. Similarly, Ena and Chic are highly enriched in the
cellular protrusions induced by activated dDAAM in S2 cells, where both proteins show a
colocalization with activated dDAAM. To verify that these proteins associate in vivo,
coimmunoprecipitation experiments were carried out. When Ena or Profilin was
immunoprecipitated from lysates of S2 cells transfected with DADm-DAAM::EGFP, some of
this activated dDAAM was found to be associated with Ena and Profilin. Thus, taken it
together with our genetic interaction and localization data, these results indicate that ADAAM
operates in close association with Ena and Profilin in vivo.

Daam has been demonstrated to be a highly abundant formin in the developing
nervous system of various vertebrate species, and axonal growth regulation appears to be an

evolutionary highly conserved process regulated by a very similar set of molecules in each
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species investigated. We have shown that dDAAM promotes the formation of neurite-like
protrusions when expressed in mouse P19 cells, whereas murine Daaml can functionally
replace dDAAM in Drosophila. Significantly, although mutant analysis has not been reported
for the vertebrate Daam orthologs, these data suggest that the regulation of actin assembly

during axon growth is very likely to signify an evolutionary conserved DAAM function.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznélt Drosophila torzsek

W1118

Ore-R

w,Df(1)AD11/FM7c (BL#1098)
w,Df(1)AC7/FM7c (BL#1144)
Tp(1;3)sta;sta’:ss"/FM3 (BL#844)
y* I(1)EFd5/Dp(1;Y)Sz280

y/FM6, 1(1)11" (BL#6021)
dDAAM®/dDAAM
dDAAMP®/FM7c,ftz-lacZ
dDAAMP®/EM7c,ftz-lacZ
dDAAMP®/FM7c,ftz-lacZ
dDAAMP??/EMTc ftz-lacZ
dDAAMPSIEMTc ftz-lacZ
dDAAME®8/yPPS2280/c 1) DX
dDAAM®® arm-lacz/YPPH152280/c(1) DX
RhoA"#/CyO0, ftz-lacZ

chic**/CyO ftz-lacz

ena®“*/TM3, ftz-lacz

ena®/TM3 ftz-lacZ

Src42AF/CyO0, ftz-lacZ
Tec29°°'%/Cy0 ftz-lacZ

UAS-dia“?
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UAS-FH2/CyO
UAS-FH1-FH2

UAS-N-DAAM

UAS-C-DAAM/TM3,Kr-GFP
UAS-C-DAAM/TMS3, ftz-lacZ
UAS-DADmM-DAAM:EGFP
w;UAS-DAAM-RNSi T129M
UAS-EGFP::mDaaml
UAS-Aktin::EGFP/CyO

Sca-Gal4

btl-Gal4

btl-Gal4<UAS-EGFP

elav-Gal4 C-155
elav-Gal4;UAS-C-DAAM/TM3, ftz-lacZ
act-Gal4<UAS-FL-DAAM™*/CyO ftz-lacZ
elav-Gal4<UAS-FL-DAAM"*/CyO ftz-lacZ
btl-Gal4<UAS-FL-DAAM™*/CyO,Act-GFP
tub-Gal4<UAS-FL-DAAM"**%/Cy0,Act-GFP
arm-Gal4<UAS-FL-DAAM**%/Cy0,Act-GFP

elav-Gal4<UAS-EGFP::mDaam1/CyO,ftz-lacZ
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Sejtkultarak

A Drosophila S2 sejteket Schneider taptalajpan (Lonza) tartottuk fenn. A
transzfekciok sordn az Effectne transzfekcids Kitet hasznaltuk (Quiagen), a sejteket a

transzfekciot kovetden 24 6ra mulva fixaltuk.

Embridk preparalasa
A legyeket, szén és agar tartalmu taptalajon petéztettiik 4 éran at. Az embridkat ezutan
a megfelelé kor eléréséig szobahdmérsékleten tartottuk. Kétféle fixalasi eljarast alkalmaztunk

annak fuggvényében, hogy a vizsgalat soran az embrié mely struktarajara voltunk kivancsiak.

Metanolos fixalas

Az embridkat 50%-0s Chlorox-ban dechorionizéltuk, majd n-heptan:PBS+ 4%
formaldehid 1:1 ardnyu keverékében szobahén 30 percig fixaltuk. Ezt kovetéen a vizes fazis
eltavolitdsa utan a fixalt embridkat n-heptan:metanol 1:1 ardnyu keverékeben razéssal
devitellinizaltuk, majd az embridkat 1 ml PBS : metanol (1:1) keverékében rehidratéaltuk, és
PBS-T-vel (PBS, 0,1% Triton-X) 3-szor 10 percig mostuk. Az immunfestést megel6zéen az
embriokat PBS-BT-ben (PBS, 0,1% Triton-X, 0,2% BSA) blokkoltuk minimum 1 h-t

szobahdn.

,,Lassu” fixalas

Az aktin sejtvdz vizsgalatara, csak az ezzel a moddszerrel fixalt embriok voltak

hasznalhatdak, mert a metanol az aktin sejtvdzat a phalloidin-nel torténé festésre
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alkalmatlannd teszi. A dechorionizécids Iépés megegyezett a metanolos fixalds soran
leirtakkal. Ezutdn az embriokat egy elére (legalabb egy nappal hamarabb) elkészitett, fixald
reagensbe tettiik (37%-os formaldehiddel telitett n-heptan). A fixalasi 1épés 40 percig tartott,
majd az embridkat petricsészére helyeztiik Ki, és hagytuk, hogy a heptan elparologjon. Ezutan
az embridkat PBS-sel fedtlk le, és rovartii segitségével, mikroszkop alatt megsértettik az
embriot boritd vitellin membrant. Az eljaréas soran a kezzel devitellinizalt embridk kidsztak a
PBS-be. Az embridkat az sszegylijtést kovetéen 3-szor 10 percig mossuk PBS-T-vel, majd

minimum 1h-n 4t PBS-BT-vel blokkoltuk.

Larvak preparalésa

A larvakat szilikonlemezen rovartiik segitségével rogzitettiik, majd egy csepp PBS-
ben szemsebészeti olldval a ventralis oldalon felnyitottuk. A trachea kivételével minden bels6
szervet, illetve a zsirtestet is eltavolitottuk, majd a preparalt trachedkat 2% paraformaldehid
PBS-es oldataban fixaltuk 20 percig szobahdn. A fixalds utan a preparatumot 3x10 percig
PBS-T-vel mostuk, majd Eppendorf csébe helyeztiik, és PBS-BT-ben 1h-t szobahén

blokkoltuk.

S2 és P19 sejtek fixalasa

A fedélemezeken novesztett sejtekrol eltavolitottuk a tapoldatot, majd PBS-sel mostuk

6ket. Ezt kovetden a fed6lemezeket 4% formaldehid PBS-es oldatdban 30 percig fixaltuk

szobahdn, majd a fixalast kkovetden 3x10 percig PBS-sel mostuk 6ket. A mosas utan a

sejteket PBS-T-vel 3 percig permeabilizaltuk, majd ismét mostuk PBS-sel 3x10 percig. Az
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utolsd6 mosasi lépés utan a permeabilizalt sejteket PBS+5% FBS oldataban 1h-ig blokkoltuk

szobahOn az immunfestés elott.

Immunhisztokémia

A embridkat és a larvalis tracheapreparatumokat egy éjszakan keresztul festettiik 4°C-
on. Az elsédleges ellenanyagokat PBS-BT-ben higitottuk ki a megfelelé koncentraciora. Az
inkubalast kovetéen a mintakat legalabb 5-sz6r 20 percig PBS-T-vel mostuk, majd PBS-BT-
vel kihigitott fluoreszcens, vagy biotinilalt mésodlagos ellenanyaggal inkubaltuk 2-3 h-t
szobahdmérsékleten.Ezt kovetéen 5-szor 30 percig mostuk 6ket, majd glicerin:PBS (1:1)
keveréket mértiink az rajuk. Ezt miutan a mintak az Eppendorf cs6 aljara sullyedtek, gicerin
:PBS (4:1)-re cseréltik. Az ily modon el6készitett embriokat és larvalis tracheédkat
targylemezekre helyeztiik, és lefedtiik.

A csapadék-képzddéses festéseknél a masodlagos ellenanyagos inkubalast kovetd
utolsé 30 perccel a mosas lejarta elétt elokészitettiik a Vectastatin ABC reagenst. A 30 perc
letelte utdn az embridkat 30 percig szobah6mérsékleten inkubaltuk ABC reagensben. Az
inkubaciot kovetden az embridkat 5x10 percig PBS-T-vel mostuk, majd egy el6re dsszemért
DAB-H,0, reagenst mértiink rajuk. A csapadékképz6dést mikroszkop alatt ellenériztilk, majd
a megfeleld csapadékdenzitas elérése utan PBS-sel ledllitottuk a folyamatot. Az embridkat
PBS-T-vel mostuk, majd a fluoreszcens festési eljaradsnal leirtak szerint kezeltik. Az
embrionalis KIR-eket glycerin:PBS 4:1 oldataban rovartiik segitségével boncoltuk ki
mikroszkdp alatt.

Az S2 és P19 sejtek immunhiszokémiai festése abban tért el a fent leirtaktdl, hogy a

sejteket az els6dleges és masodlagos ellenanyagokkal PBS+5% FBS-ben inkubaltuk 4 éran
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keresztiil szobahén, illetve, hogy az egyes inkubécids lépések kdzott a mosasokhoz PBS-t

hasznaltunk.

Felhaszndlt elsédleges ellenanyagok, €s higitasaik

o-DAAM: 1:4000 (immunfestésen), 1:500 (Western-blotton)
a-BP102: 1:5 (DSHB)

a-Fasll: 1:50 (DSHB)

anti-p-galaktozidaz: 1:1000 (Promega)
eger-anti-B-tubulinli1:1:1000 (Millipore)
nyul-anti-B-tubulinl1l:1:1000 (SIGMA)

a-NF-M:1:10 (DSHB)

a-SSEA1:1:1 (DSHB)

o-ena:1:500 (DSHB)

a-chic:1:10 (immunfestésen), 1:1 (Western-blotton) (DSHB)
a-En:1:10 (DSHB)

a-Eve:1:1000 (M. Frasch jovoltabol)

a-DCAD2: 1:10 (DSHB)

a-m2A12: 1:5 (M. Krasnow jovoltabol)

o-EGFP: 1:1000 (Invitrogen)

Felhasznélt masodlagos ellenanyagok, és egyéb reagensek

Rhodamin-Phalloidin: 1:100 (Invitrogen)
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Al488-Phalloidin: 1:100 (Invitrogen)
Al647-Phalloidin: 1:100 (Invitrogen)

DAPI (100ug/ml): 1:500

Egérben termelt ellenanyagra specifikus:

o-egér-biotinilalt: 1:500 (Vector Laboratories)
o-egér-biotinilalt IgM: 1:300 (Vector Laboratories)
a-egér-Al-488: 1:600 (Invitrogen)

a-egér-FITC IgM: 1:100 (SIGMA)

a-egér-Al-546: 1:600 (Invitrogen)

a-egér-Al-633: 1:600 (Invitrogen)

o-egér-HRP-konjugalt: 1:5000 (DAKO)

Nyulban termelt ellenanyagra specifikus

o-nyul-biotinilalt: 1:500 (Vector Laboratories)
a-nyul-Al-488: 1:600 (Invitrogen)
a-nyul-Al-546: 1:600 (Invitrogen)
a-nyul-Al-633: 1:600 (Invitrogen)

a-nyul-HRP-konjugélt (SIGMA): 1:600

Patkanyban termelt ellenanyagra specifikus

o-patkany-Al-488, felhasznalt higitas: 1:600
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RNS in situ hibridizacié

Az RE67944 EST Klont tartalmazd pFLC-I plazmidot in vitro transzkripciohoz EcoRl
(Fermentas) restrikciés enzimmel emésztettik, QUIAGEN Gel Extraction Kittel tisztitottuk,
majd ROCHE DNA Labelling Kit felhasznalasaval a dDAAM mRNS-re specifikus probat
készitettiink. A hibridizacidhoz az embridkat 2 o6rés idGablakokban fixaltuk (metanolos
fixalds), methanol:PBS higitasi sorozatban (methanol: PBS 9:1, 7:3, 5:5, 3:7 Iépéseken
keresztul) rehidrataltuk, 7,5% formaldehid PBS-es oldatdban 20 percig szobahén
posztfixaltuk, majd 3x2 percig PBS-T-vel mostuk. Az embridkat ezt kovetéen PBS-
T+50ug/ml ProteindzK-val 4 percig permeabilizaltuk, majd az emésztést 2mg/ml glycin
oldataval leéllitottuk. A permeabilizalt embriokat 5x20 percig PBS-T-ben, majd PBS-
T:hibridizacios puffer (5ml formamid, 2,5ml 20x SSC, 0,1 ml carrier DNS, 100 pl 10mg/ml
tRNS, 5ul heparin, 10ul Tween-20, 2,3ml H,0) 1:1 aranyl keverékével mostuk. Ezek utan
hibridizécios pufferben egy éjszakén at 48 °C-on prehibridizaltuk, majd a hibridizacios puffert
az elkészitett probaval kiegészitve tovabbi 24h-n &t hibridizaltunk. A hibridizacios lépést
kovetéen az embriokat 5x15 percig PBS-T-vel mostuk, majd 1:10000 a-DIG (ROCHE)

ellenagyaggal festettuk.

Western-blot

A Kkisérletek soran 20-20 L2 stadiumban 1év6 larvat homogenizaltunk 80 pl lizis
pufferben, majd a homogenizatumot jégen inkubaltuk 1h-ig. Ezt kovetéen a
homogenizatumokat 5 percig 4°C 14000rpm fordulattal centrifudltuk, és a feliliszot Gvatosan
egy Uuj Eppendorf csébe pipettaztuk. A feliiliszékhoz 5x toménységli Laemmli puffert adtunk,

majd 10 percig forraltuk Oket. A forralds utdn a mintdkat 5 percig 14000rpm-en
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centrifugaltuk, majd azok 1/5 részét denaturdld SDS gélen megfuttattuk. Az elvélasztott
fehérjéket Millipore nejlon membranra blottoltuk. A blottolasi 1épést kovetden a
membranokat 5% sovany tejport tartalmazé TBST-ben blokkoltuk 1h-ig szobah6n, majd egy
¢jszakan at inkubaltuk Oket a megfeleld elsddleges ellenanyagokkal. Ezt kovetden a
membranokat TBST-ben 3x20 percig mostuk, majd a megfelelé masodlagos ellenanyagokkal
Kiegészitett 5% sovany tejpor TBST-s oldatdban 1 h-t szobah6n inkubaltuk. Ezek utan a
membrénokat 3x20 percig TBST-ben mostuk, majd Millipore Immobilon kemilumineszcens

detekcids reagenssel elohivtuk.

Immunprecipitacio

Az immunoprecipitacié soran 6x10° pAWM-DADmM-DAAM::EGFP-vel tranziensen
transzfektalt S2 sejtet tartunk fel, 1 6raig inkubéalva a sejteket 4°C-on lizis pufferben (0,1%
SDS, 0,2% NaDoc, 0,5% NP-40, 150mM NaCl, 50mM TrisHCI, pH=8.0). A lizdtumokat
azutan az aspecifikus kotddések csokkentésének érdekében 100-100ul IgG mentes ProteinA-
Sepharose gyongyokkel inkubaltuk (CL4B, Pharmacia) 1 6ran keresztiil 4°C-on. A Kimeritést
kovetéen az IgG mentes gyongyoket lizis pufferrel mostuk és félretettik, a tovabbiakban
gyongy kontrollként, mig a lizdtum 1/10 részét Western-blot kontrollként hasznaltuk (a
gélekre a Western-blot kontrollok és a gyongy kontrollok 1/10 részét vittuk fel).

A kimeritései lépés alatt 50-50ul ProteinA Sepharose gyongyot a precipitaciokhoz
hasznalni kivant elsédleges ellenanyagokkal lizis pufferben telitettink (az a-ena esetében
250ul ellenanyag, mig az a-chic esetében 500ul ellenanyag kerllt felhasznaldsra 1ml
végtérfogatban). Az ily modon elkészitett prekomplexeket rovid ideig (3x5percig) lizis
pufferrel mostuk, majd az ellenanyagokkal telitett gyongyok felét félretettik, ez a

tovabbiakban 1gG kontrollként szolgalt.
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A Kkimeritett lizdtumokat a maradék (25-25ul) prekomplexekkel egy éjszakan at 4°C-on
inkubaltuk, majd a felllusz6 eltavolitdsa utdn a gyongyoket 3x20 percig lizis pufferrel
mostuk. A kotédott fehérjéket Laemmli pufferben elualtuk 56°C-on 1h-ig, majd forralassal 10
percig. Rovid centrifugalast kovetden a precipitdtumot Pasteur pipettabol készilt kapillarissal
Ovatosan leszivtuk, a tovabbiakban ezt hasznaltuk a Western-blot analizisek soran (a gélekre a

precipitdtumok 2/5 részét vittuk fel).
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FONTOSABB ROVIDITESEK

Arp actin-related protein

Bnil bud neck involved

Btk Bruton's tyrosine kinase

Btl breathless

CcC coiled-coil domén

DAAM dishevelled associated activator of morphogenesis
DAD diaphanous autoregulatory domain
DD dimerizacios domén

dDAAM Drosophila DAAM

DID diaphanous inhibitory domain
DRF diaphanous related formin

FAB F-actin binding

FH1 formin homology 1

FH2 formin homology 2

GBD GTPase-binding domain

GFP z6ld fluoreszcens fehérje

IF intermedier filamentum

KIR embrionalis kozponti idegrendszer
NF neurofilamentum

NF-M neurofilament medium

PBS phosphate buffered saline

PCP planar cell polarity

RA retinsav

Scar suppressor of cAMP receptor
WASP Wiscott-Aldrich Syndrome Protein
WH?2 WASP homology 2
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