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Bevezetés

A sejtekben a sejtvaz/citoszkeleton szerepe nélkiilozhetetlen szamos élettani folyamatban. A
sejtek plaszticitasa, a sejtosztdédas, vagy az organellaris transzport mind mind intenziv
citoszkeletalis atrendezddéseket igényelnek. A sejtvaz {0 alkotdéelemei a mikrotubulusok
(makrofilamentumok), az intermedier filamentumok, és a mikrofilamentumok (aktin citoszkeleton).
Az aktin citoszkeleton a sejtvaz dinamikus alkalmazkodoképessegét biztositja a sejtek kdrnyezeti
jelekre adott valaszaiban. Epitékovei a G-aktin monomerek, melyek helikalis szerkezeti
filamentumokba rendezddnek. Az uj aktinfilamentumok képzddése soran eldszor egy harom
aktinmonomerbdl 4ll6 Un. nukledcids mag jon létre, melyen azutan mindkét iranyban megindulhat
az aktinmonomerek beéplilése. A monomerek beéplilése és leszakadasa a filamentum két végén
eltéré dinamikaval zajlik, a beépiilés elsédlegesen az un. ,,barbed end”-en, a filamentumok gyorsan
novekvd végén torténik meg. Az aktin nukledcié energiaigényes folyamat, az €16 sejtben rendkiviil
ritkdn zajlik le spontan modon, a sejtben az 0j nukleaciés magok kialakitasat kifejezetten erre a
feladatra specializalodott fehérjék végzik. llyen faktorok a formin fehérjecsalad tagjai, melyek
nemeldgazd lanct aktinfilamentumok képzddését segitik eld. A forminok multidomén fehérjék,
melyek dimerként mikddnek. A dimerizaci6 az FH2 (formin homoldgia 2) doméneken keresztiil
torténik meg, majd a nukleaciot kovetden a formin dimer folyamatosan asszocidlt marad a
filamentum gyorsan novekvo végével elésegitve az 10j aktinmonomerek beépiilését, és ezzel
egyidejlileg megakadalyozva a szabad filamentumvéget lefedd fehérjék kapcsolodasat. Az FH2
domén aminosav szekvenciajanak evollcios konzervaltsdga alapjan a metazoa forminokat hét nagy
alcsaladba soroltdk be: DIA, FMN, FHOD, delfilin, INF, FRL, és DAAM. Ezek kozil a
legintenzivebben tanulményozott a DRF forminok csoportja, melybe a DIA, az FRL, és a DAAM
forminok tartoznak. A DRF forminok alapallapotban egy intramolekuléris autoinhibicids
mechanizmus révén inaktivak a sejtben. A gatlas a formin Kitlintetett C-, és N-terminalis
doménjeinek 6sszekapcsolddasaval jon létre. A DRF forminok C-terminélis részén harom szerkezeti

¢és funkcionalis elemet kiilonithetiink el: a Profilin-k6t6 FH1 domént, a katalitikus FH2 domént, és a



Diaphanous autoregulaciés domént (DAD), mely az autoinhibiciés mechanizmus egyik résztvevdje.
Az N-termindlison talalhaté a Diaphanous inhibiciés domén (DID), mely a DAD doménnel
kapcsolddva biztositja a formin inaktiv allapotanak fenntartasat, egy dimerizacios (DD), illetve egy
coiled-coil (CC) domén, valamint egy GTP-az k6t6 domén (GBD), melyhez aktivalt, Rho csaladba
tartozo kis GTP-azok kapcsolodhatnak. A kis GTP-az kdtddésével az intramolekularis autoinhibicio
megszlinik, és a formin aktiv allapotba keriil.

A DAAM formin alcsalad elsé tagjat (Daam1) éleszt6 kettdshibrid kisérletben azonositottak,
amelyben a Dishevelled (Dsh/Dvl) Wnt jelatviteli fehérje PDZ doménjével kdlcsonhatd partnereket
kerestek. A kutatdsok egy Gj modell kidolgozasahoz vezettek, mely szerint a Daam1l RhoGEF
fehérjéken keresztll Rho kis GTP-azt aktivalhat a sikbeli sejtpolaritast szabalyoz6 PCP (planar cell
polarity) jelatviteli utban, illetve az autoinhibiciés mechanizmus feloldasahoz elsédlegesen nem
RhoGTP-re, hanem a C-terminalison k6t6d6 Dvl fehérjére van sziikség. Ugyanakkor mas kisérleti
eredmények szerint a Daam1 a konvencionalis formin aktividcios modell szerint miikodik, és

aktivalt Rho kotddésével keriilhet eldszor aktiv allapotba.

Célkitiizések

A Daam1 miikodési modelljét jorészt sejttenyészeteken elvégzett, illetve in vitro biokémiai
vizsgalatok alapjan allitottak fel, de valodi funkcidvesztéses genetikai analizisbdl szarmaz6 in vivo
adatok a DAAM alcsalad tagjaira nem Alltak rendelkezésre. Modellorganizmusunk, a Drosophila
melanogaster Kivaléan alkalmas részletes genetikai vizsgalatok elvégzésére. Genomja egyetlen
DAAM gént tartalmaz, laborunkban ezért célul tiiztiik ki, hogy elvégezziik a Drosophila DAAM

ortol6g (ADAAM) genetikai és funkcionalis analizisét.



Felhasznéalt médszerek

-P-elem kiugrasztas
-komplementécios analizis
-dominéns genetikai interakcios analizis
-episztazis analizis
-PCR
-Southern-blot
-Western-blot
-Immunoprecipitécio
-Sejtkultarak: S2 és P19 (immunhisztokémia)
-Immunhisztokémia embriokon
-,,lassu” fixalas
-metanolos fixalas
-Immunhisztokémia larvalis trachedkon

-RNS in situ hibridizacio



Eredmények

-munkénk soran funkciovesztéses dDAAM alléleket izolaltunk, és megvizsgaltuk a dDAAM mRNS,

¢s a dDAAM fehérje kifejez6dési mintazatat az egyedfejlodés soran

-transzkripciondlisan inaktiv embridkban dDAAM mRNS felhalmozddast figyeltink meg, ami arra

utalt, hogy a dDAAM anyai hatasu gén

-kimutattuk, hogy a dDAAM vagy egyaltaldn nem része a PCP jelatviteli rendszernek Drosophila-

ban, vagy a funkcidja redundans ebben a rendszerben

-kisérleteinkben fényt deritettiink arra, hogy a vad tipusu tracheasejtekben egy speciélis aktin
sejtvaz talalhato, a sejtek apikalis felszine alatt vastag aktingyliriik alakulnak ki az embrionalis

fejlodés folyamén

-eredményeink arra utalnak, hogy az aktinkdbelek szerepe a légcsOrendszerben az, hogy
meghatarozzak a kutikulaszekrécio helyét a fejlodé embriondlis trachearendszerben, a dDAAM

szerepe pedig az aktinkabelek létrenozasa, és parhuzamos lefutasu kdtegekbe rendezése

-megmutattuk, hogy a dDAAM Katalitikus aktivitdsanak kifejtéséhez az FH1 és FH2 domének

jelenléte sziikséges és elégséges feltétel in vivo

-kisérleteink alapjan a trachea sejtjeiben a dDAAM a klasszikus formin szabalyozési modell szerint
miikodik, a RhoA alatt helyezkedik el a gének hierarchigjaban, mig az Src42 eés a Tec29 a dDAAM-

tol lentebb, vagy vele parhuzamosan haté elemek



-dDAAM™9 anyailag és zigotikusan gyengitett embriékban sulyos nyllvanynovekedési
defektusokat figyeltink meg a KIR-ben, és adatokat nyertink arra nézve, hogy a dDAAM
mutansokban az idegsejt nyulvanyok nem utolag degeneralodnak, vagy sejthiany miatt tlinnek el,

hanem a dDAAM specifikus szereppel bir a KIR nyulvanynévekedesének szabéalyozdsaban

-primer idegsejt kultdrakon elvégzett kisérleteink arra utalnak, hogy a dDAAM szabalyozo
szereppel bir a filopédiumok szamat és hosszat illetden az idegsejt nyulvanyok végein

differencialodd novekedési kiipokban

-a konstitutivan aktiv C-DAAM fehérje idegrendszer specifikus tultermelése sulyos faszcikulacios
defektusokat okozott, és embrionalis letalitashoz vezetett, az embribk nagy tobbségében

megvastagodott keresztkotegeket, és ektopikus helyeken kilépd extra nytilvanyokat lattunk

-a DADM-DAAM::EGFP konstitutivan aktiv dDAAM forma &ltal a nem-idegsejt tipust S2
sejtekben megfigyelt karakterisztikus sejtalakvaltozasok, és primer idegsejt kultdraban megfigyelt
filopédiumszam novekedés, valamint a C-DAAM fehérje taltermelése A4ltal okozott
nyulvanyndvekedesi fenotipusok arra utalnak, hogy a dDAAM funkcidja a funkcidvesztéses

kisérletekkel 0sszhangban a ndvekedési kupok filopodiumszaméanak, és az idegsejtek

=77

-immunoprecipitacios kisérletekben kimutattuk, hogy az aktivalt dDAAM egy komplexben

talalhaté mind az Ena-val, mind a Profilin-nel in vivo

-P19 sejtvonalon és Drosophila rendszerben nyert eredményeink alapjan a DAAM fehérjek szerepe

az idegsejt nyulvanyok ndvekedésének szabalyozésaban evollciosan konzervalt funkcid lehet
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