Szakmai zardjelentés az ,,Az axon novekedést szabalyozo DAAM alcsaladba tartozo
forminok funkcionalis analizise” cimi (OTKA K82039) palyazatrol

Pélyazatunk legfontosabb tudoményos célkitlizése egy formin tipusu aktin 6sszeszereld faktor
funkcionalis jellemzése volt, kiilonds tekintettel az axon ndvekedésben betdltott szerepére,
illetve potencidlisan egyéb szovetspecifikus funkciokra. Eredetileg négy fontos kisérleti
célkitlizésiink volt, jelen beszdmolémban az elért eredmények ismertetését ennek a négy nagy
témakornek megfeleléen fogom bemutatni. A beszamold mésodik részében pedig azokat a
részben nem vart, de a palyazat {6 kisérleti megkozelitéséhez kothetd eredményeket fogom
Osszefoglalni, amelyek az axon novekedéshez direkten nem, de a DAAM (Dishevelled
associated activator of morphogenesis) fehérje csalad funkciondlis jellemzéséhez dontéen
hozzajarultak.

1. DAAM kélcsonhaté partnerek azonositasa

1.1 Genetikai kolcsonhato partnerek azonositdsa

A DAAM formin alcsalad Drosophila tagjanak (ADAAM) funkcionalis jellemzése érdekében
egyik fontos célkitiizésiink a dDAAM-mal egyiittmikddé fehérjék azonositdsa volt. Ennek
soran egyik eszkoziink a genetikai interakcios partnerek azonositasa volt. Ebben a kisérleti
elrendezésben egy hipomorf, adult életképes dDAAM allélt (dDAAM™') hasznaltunk,
amelyrdl kordbban belattuk, hogy axon ndvekedési és navigacids hibdkat mutat az adult agy
gombatest nevil teriiletén (ami egy szagldssal Osszefliggd tanuldsi és memoria kdzpont).
Részben jelolt gének vizsgalataval, masrészt a Drosophila deficiencia kit segitségével, olyan
muténsokat kerestiink, amelyek moédositjak a dDAAM™ allél kozepesen erds (kb. 50%-os
penetranciaval megjelend) axonalis fenotipusat. 354 autoszamalis delécids torzs tesztelését
végeztik el, ami lefedi a Drosophila genom ~80%-at, és a validalo kisérletek utan 23
enhancer €s 9 szuppresszor hatasu deléciot azonositottunk. Ezeket a kolcsonhatod régiokat
szlikitd deléciokkal, majd az adott régioba térképezddd egyedi géneket érintd mutdciokkal
tovabb tesztelve, 15 kolcsonhatd partnert tudtunk gén szinten is azonositani. Az eredetileg
delécidval azonositott potencialis kolcsonhatd partnereken kiviil, 110 olyan jelolt gén
mutacioit is vizsgaltunk, amelyeket kordbban vagy az axon ndvekedéssel vagy a sejtvaz
szabalyozassal hoztak kapcsolatba. Ezek kozott 12 genetikai kdlcsonhaté partnert talaltunk.

1.2 Biokémiai interakcios partnerek azonositdsa

A genetikai kolcsonhatd partnerek azonositasa mellett célunk volt az is, hogy egy attol
teljesen fiiggetlen moddszerrel, affinitdskromatografids eljarassal tisztitsuk a dDAAM
fehérjével egy komplexben taldlhat6 fehérjéket. Ennek érdekében elkészitettiink egy in situ
3xFLAG tag-elt dDAAM mutanst (A(DAAM3XFLAG ,knock-in” allél), ami tokéletesen
all. Ez az eszkdz elméletileg optimalisnak latszott a kisérletek kivitelezésére, azonban
valoszintileg a viszonylag moderalt ADAAM kifejez0dési szint miatt, a tisztitasi koriilmények



optimalizalasa jelentds erdfeszitést igényelt. Ezt a technikai problémat a harmadik tAmogatési
évben sikeriilt megoldani, amikor a dADAAM fehérjét tartalmazo komplex tisztitasat sikeresen
elvégeztik. A potencidlis biokémiai egylittmiikodd partnereket az MTA SZBK LCMS
laboratoriuma azonositotta. A negativ kontrollként hasznalt vad tipusu, a d(DAAM3xFLAG
mutans és a ADAAM::3xFLAG fuzios fehérjét idegrendszer specifikusan tultermelé mintak
Osszevetése ¢s az ismétl kisérletek elvégzése utan kb. 30 olyan fehérjét azonositottunk,
amelyik ebben a rendszerben potencialis egylittmiikodo partnernek latszott.

1.3 A genetikai és biokémiai kolcsonhato partnerek dsszehasonlitasa

A genetikai és a biokémiai interakcios kisérletek sikeres kivitelezése utan elvégeztiik a két
csoport Osszehasonlitasat. Ennek az elemzésnek az a konkluzidja, hogy a biokémiai
modszerrel azonositott jeloltek koziil 17 térképezddik olyan kromoszomalis régioba vagy
érint olyan gént, amelyik genetikai interakciot mutatott a dDAAM™' alléllal. Tly médon a
genetikai €s biokémiai adatok kolcsonosen megerdsitették egymast, és ezt a 17 jeloltet tartjuk
a legigéretesebbnek, ahol jo esély van arra, hogy in vivo is 1étez0 kdlcsonhatast tartunk fel. A
17 jelolt tobbsége korabbi vizsgalatok alapjan egyértelmiien kotheté az idegrendszer
mukodéséhez, ami tovabbi megerdsitésként szolgalt eredményeink vonatkozéasaban.
Kiemelendd, hogy jeloltjeink koziil 7 fehérje kapcsolhaté az axon ndvekedéshez, 6 fehérje a
szinaptogenezishez és 7 olyan fehérjét is talaltunk, amelyek részt vesznek a mikrotubulusok
szabalyozasaban (az emlitett csoportok részben atfednek egymassal).

Osszegészében tehat a genetikai és biokémiai kodlcsonhatd partnerek azonositasara
iranyuld kisérletek sikeresen lezarultak. Osszesen kb. 40 jeldltet azonositottunk, amelyek
koztl 17 fehérje mindkét rendszerben pozitivnak bizonyult. Ezeket tartjuk a legfontosabb
jelolteknek, bar alaposabb vizsgalatok nélkiil nyilvanvaléan nem zarhat6 ki az a lehetdség
sem, hogy a csak egyik vagy csak masik rendszerben kolcsonhato gének/fehérjék is relevans
in vivo partnerek. Az értékelés teljessé tétele érdekében fontos megjegyezni, hogy a biokémiai
tisztitas joval nehezebb ¢és 1ddigényesebb feladatnak bizonyult az eredetileg tervezettnél, ezért
a potencialis partnerek részletes jellemzése is késobb kezdddott a tervezettnél.

2. Az uj dDAAM kolesonhatoé fehérjék funkcionalis vizsgalata
2.1 A szoveti polaritasi jelatviteli rendszer és a ADAAM kolcsonhatas jellemzése

A genetikai Gton azonositott dDAAM kolcsonhatd gének egyik csoportjat az un. szoveti
polaritasi vagy elsddleges PCP (planar cell polarity) gének alkottak. A delécios analizist
kovetd génspecifikus vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a dDAAM genetikai kdlcsonhatast
mutat a frizzled (fz), a strabismus (stbm), a flamingo (fmi) és prickle (pk) génekkel a
gombatest axonok ndvekedése soran. Tekintve, hogy a DAAM fehérje csalad elso tagjat
eredetileg a szintén PCP gént kddold Dishevelled (Dsh) fehérje kdlcsonhatd partnereként
azonositottak, megvizsgaltuk a dDAAM-hoz hasonléan szintén X kromoszémas dsh ¢€s a
dDAAM kozti interakciot is, ami szintén pozitiv eredményt adott. Két friss publikacié alapjan
a PCP faktorok, egy ismeretlen mechanizmus Utjan, hozzjarulnak a gombatest axonok



fejlodéséhez, ezért a ADAAM ¢és a PCP fehérjék kapcsolatat részletesen is jellemeztiik. Az
eloz6 megfigyelésekhez kapcsolédva, a Dsh-dDAAM kapcsolatot immunprecipitacios
modszerrel is igazoltuk, tehat biokémiai eszkdzokkel is kimutathatd volt, hogy ez a két fehérje
az adult agyban egy komplexben taldlhat6. Egy aktin polimerizacié inkompetens mutans
forma segitségével megmutattuk, hogy a dDAAM fehérje aktin Osszeszereld aktivitasa
valoban sziikséges az axonok fejlodéséhez. Genetikai ¢és sejtbiologiai moddszerek
kombinalasaval feltartuk, hogy a gombatestben a Wnt5 jelmolekula a Fz és Stbm receptorok
aktivalasaval a Dsh és Racl fehérjéken keresztiil aktivalja a dDAAM-ot, ami eldsegiti az
aktin polimerizaciot és a filopodium képzédést. Osszegezve, eredményeink azt jelzik, hogy az
idegsejtekben axon navigalasi rendszerként miikodé PCP szabalyozasi modul a dDAAM
fehérjén keresztiil befolyasolja az aktin sejtvaz atrendezddéseket a gombatest axonok
novekedési kupjaban. Mindezzel egyiitt sikeriilt feltdrnunk egy olyan gyakorlatilag teljes
navigécios jelatviteli rendszert, ami a Wnt5 jelmolekulatol a PCP modulon és egy sejtvaz
effektoron keresztiil a novekedési kiipban bekdvetkezd sejtalak valtozasig tart. Ezen kiviil
eredményeink arra is ravilagitottak, hogy a PCP/dDAAM modul szdveti polarizalédasban
betoltott szerepe ugyan Drosophila-ban nem konzervalt, de az axon novekedés
szabalyozasaban jatszott szerep nagy valdszintiséggel igen.

A PCP navigacios rendszer és a ADAAM kozotti kapesolat vizsgalatanak eredményei
publikalas alatt vannak. Az igen hosszii és kiizdelmes publikalasi folyamat a végéhez
kozeledik: a Neuron és a PNAS visszautasitdsa utan a Journal of Neuroscience igen pozitiv
altalanos biral6i vélemények mellett szeretne még latni néhany kontrol kisérletet, amelyek
egy kivételével mar elkésziiltek és minden remény megvan arra, hogy a moédositott kéziratot
hamarosan visszakiildjiik és az végso elfogadasra keriiljon.

Egy masik altalunk azonositott genetikai kolcsonhatéd partner az Abelson (Abl) tirozin
kindz volt. Ismert, hogy a Dsh foszforilacidja az Abl fehérje altal, sziikséges a PCP modul
aktivalodasdhoz a szdveti polarizalodas sordn. Ezek alapjan feltételezziik, hogy az Abl az
idegsejtekben is hasonldan jarul hozza a Dsh aktivalodasdhoz, ami viszont a dADAAM fehérje
aktivalodasat és fokozott aktin polimerizacidt eredményez. Egy tovabbi érdekes kolcsonhato
partner a Wnk szerin-treonin kindz, amelyet szintén kapcsolatba hoztak a Wnt jelatviteli
rendszerrel és az embriondlis axon ndvekedéssel. Annak érdekében, hogy az Abl/DAAM ¢s
Wnk/DAAM kapcsolatokat, illetve altalanossagban a foszforilacid szerepét jobban megértsiik
ebben a rendszerben, tovabbi kisérleteket terveztiink, ezek kivitelezése még folyamatban van.

A potencialis kolcsonhatd partnerek egy tovabbi érdekes csoportjat a mikrotubulus
asszocialt fehérjék alkotjak. Tekintve, hogy a forminok foként aktin sejtvaz szabalyozo
fehérjeként ismertek, ez egy meglepd eredmény volt. Ugyanakkor szakirodalmi adatok
alapjan az is ismert, hogy in vitro a forminok tobb alcsoportja is képes mikrotubulusokat
kotni, ennek az in vivo jelentdségérdl azonban nagyon keveset tudunk. Kontroll kisérletként
mi is megvizsgaltuk a dDAAM fehérje mikrotubulus kotd képességét, és in vitro egy
koszedimentécios tesztben kimutathatd volt a kdlcsonhatas. Ezen kiviil, primer embrionalis
idegsejt kultarakban azt is kimutattuk, hogy a dDAAM mutans idegsejtekben az aktin alapt
filopodialis fenotipusok mellett, a mikrotubulus rendszer kevésbé komplex, mint a vad
tipusban, és a novekedési kip terililete is kisebb. A kolcsonhatast mutatd mikrotubulus



asszocialt fehérjék egyike az egyetlen Drosophila MAPIB homologot kodold Futsch. A
Futsch -rél ismert, hogy szerepe van az axon novekedésben és a szinaptogenezisben is.
Kisérleteink alapjan, a Futsch fehérje szintje dDAAM mutans idegsejtekben jelentdsen
csOkken, mind az axon ndvekedési kupban, mind pedig a neuro-muszkuléris junkcidk
szinaptikus bouton-jaiban. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a dDAAM fehérje hozzéjarul
a Futsch stabilizdlodasahoz és azon keresztiil feltételezhetéen eldsegiti a mikrotubulus
stabilizalodast. Ennek a hipotézisnek a bizonyitasa €s a molekularis mechanizmus felderitése
még tovabbi kisérleteket igényel, de eddigi eredményeink rendkiviil érdekesek és wjszertiek,
mert azt jelzik, hogy a dDAAM fehérje az aktin sejtvaz szabalyozasan til részt vesz az
aktin/mikrotubulus kapcsolatok koordindldsaban is. Az aktin és a mikrotubulus sejtvaz
Osszehangolt szabélyozasa az axon ndvekedés kozponti, de csak részben megértett kérdése,
ezért megfigyeléseink uttord jelentdségliek lehetnek a tertileten. Abban bizunk, hogy ezeket a
kisérleteket egy év tavlataban sikeriil lezarni és azt kdvetéen minél gyorsabban publikalni,
tehat minimalisan tovabbi egy olyan publikdci6 varhatd, amely jelen OTKA palyazat
tamogatasaval valosul meg.

3. A filopodium képz6dés mechanizmusanak vizsgalata

A novekedési kup periféridlis teriiletén képzddd, aktin-alapu, dinamikus filopodiumok
kitlintetett szerepet jatszanak az iranyitott axon novekedésben, mert a filopodialis membranok
receptorokban rendkiviil gazdagok és a navigécios jelek érzékélésével dontden hozzajarulnak
a novekedési kup megfeleld iranyba torténd elmozduldsdhoz. Kordbbi megfigyelések alapjan
tobbféle elképzelés is napvilagot latott a filopédium képzédés mechanizmusaval
kapcsolatban. Az egyik modell szerint a filopodialis aktin filamentumok a lamellipodialis
aktin halozatbol erednek, mas idegsejtek vizsgalata alapjan azonban azt javasoltak, hogy a
filopédiumok csticsaban forminok segitik el6 az aktin Osszeszerel6dést. A filopddium
képzddés mechanizmusanak és azon beliil az aktin 6sszeszereld faktorok szerepének jobb
megértése érdekében Drosophila embrionalis idegsejtekben vizsgaltuk a filopodium képzddés
mechanizmusat. Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az aktin nukleal6 faktorok koziil
Drosophila embrionalis primer idegsejtekben az Arp2/3 komplex és a formin tipusut dDAAM
fehérje is sziikséges az axon ndvekedési kupban a filopddiumok képzddéséhez. Azt is
bizonyitottuk, hogy a két nukledldé komplex egyiittmiikodik az Enabled fehérjével a
filopédium képzddés soran. Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy az Arp2/3 komplex
altal létrehozott elagazo aktin halozat és a ADAAM segitségével Osszeszerelt nem elagazod
aktin filamentumok egyarant sziikségesek a filopodiumok képzddéséhez, és a két nuklealo
komplex egyiittmikodik a nyalvanyok képzdédése soran. Erre vonatkozd eredményeink
publikalasra keriiltek a PLoS One cimii folyoiratban (Goncalves-Pimentel C, Gombos R,
Mihaly J, Sanchez-Soriano N, Prokop A. Dissecting Regulatory Networks of Filopodia
Formation in a Drosophila Growth Cone Model). Ezzel a publikicioval kapcsolatban egy
mini-review kozlemény irdsara is felkértek benniinket a Communicative&Integrative Biology
(Landes Biosciences kiadd) cimi laptol. Ez is egy elfogadott kozlemény lett: Prokop A,
Sanchez-Soriano N, Gongalves-Pimentel C, Molnar I, Kalmar T. and Mihéaly J. DAAM family
members leading a novel path into formin research.



4. Evolucios konzervaltsag

Sajat korabbi eredményeink és az egér Daam gének erds idegrendszeri kifejezddése alapjan
ugy gondoljuk, hogy a DAAM formin alcsaldad axon novekedésben betoltott szerepe
evoluciosan konzervalt. Az egér Daam gének feltételezett szerepének vizsgalatit az axon
novekedés soran, egy egér P19 sejtes neurogén differenciaciés modell rendszerben
tanulmanyoztuk. Megéllapitottuk, hogy a reténsavval indukalt P19 sejtek kifejezik mindkét
Daam ortolégot (mDaaml és mDaam?2), és mindkét fehérje kimutathat6 a citoplazmaban ¢és
erdsen felhalmozddik a sejtek axon-szerli nytlvanyaiban is. Az mDaaml ¢és mDaam?2
potencialis szerepének tisztazdsa érdekében RNSi alapu funkcidvesztéses vizsgalatokat
végeztiink. Mindkét génre tobb, fliggetlen régiot targetalé RNSi konstrukciot készitettiink €s
azokat stabilan kifejez6 P19 sejtvonalakat szelektdltunk, majd vizsgaltuk azok reténsavval
indukalt neurogén differencidlodasat. Azt allapitottuk meg, hogy a csendesité konstrukcidok
jelenlétében nem valtozott meg szignifikdns mértékben a P19 sejtek differencidlodasi
képessége. A két egér Daam gén kozotti redundancia vizsgalata érdekében az mDaaml ¢és
mDaam2 gének egyiittes csendesitését is elvégeztiikk, azonban ebben az esetben sem
tapasztaltunk meggydz6 valtozast a P19 sejtek neurogén differencidlodasaban. Ezek alapjan
azt a konkluziot tudjuk levonni, hogy az egér Daam fehérjék a lokalizaciojuk alapjan
hozzajarulhatnak az idegi iranyu differencialédashoz P19 sejtekben, de vagy nem jatszanak
esszencialis szerepet vagy funkciojuk redundans. Az utdbbi lehetdséget az a tény is tamogatja,
hogy az egér genom 0Osszesen 15 formin tipusu fehérjét kodol. Egy ettdl fliggetlen lehetdség,
hogy az mDaam gének szerepe nem minden sejttipusban kritikus. Ezt a hipotézist embrionalis
Ossejtek differencidloddsanak nyomon kovetésével kezdtiik el vizsgalni. Megallapitottuk,
hogy a neurogén iranyba torténd differencialédas sordn a 7. és 10. nap kozotti idészakban az
mDaam]1 gén kifejezddési szintje 52-szeres, az mDaam2-¢ kb. 800-szoros emelkedést mutat,
ami a 14. napig hasonl6 szinten marad, majd a 20. napra jelentésen csokken. Fehérje szinten
ezek a valtozasok szintén megjelennek, mindkét fehérje kimutathatd a sejtek citoplazmajaban
¢s erésen felhalmozodnak a sejtek axon-szerli nyulvanyaiban is. A rendkiviil nagymértékii
génindukcio egyértelmiien arra utal, hogy ezekre a forminokra sziikkség van az idegi
differencialodas soran. Ennek bizonyitasara a funkcionalis kisérletek még folyamatban
vannak. A hosszu ideig tartd differencialodds miatt az RNSi alapu géncsendesités nem
miikodott kelléen hatékonyan, ezért az Ujabban kidolgozott CRISPR/Cas9 rendszerrel
terveziink mDaaml ¢és mDaam2 mutans sejteket eldallitani. Azok vizsgalata utan
eredményeink publikdldsa varhato. Végezetiil érdemes megjegyezni, hogy gerinces modell
organizmusokban genetikai megkozelitéssel még nem térképezték fel kelld6 mélységben a
DAAM formin alcsalad funkciojat, de figyelemre mélto egy friss kozlemény (Colombo et al.,
2013, Development 140, 3997-4007), amely bizonyitja, hogy zebrahalban a Daamla fehérje
eldsegiti az axonok ¢s dendritek fejlédését a habenularis idegsejtekben. Ez a publikacio
mindenképpen egy megerdsités az evolicids konzervaltsdg vonatkozasaban, és alatamasztja a
munkahipotézisiink helyességét.

Kiegészitd megjegyzésként hozza kell tennem, hogy ennek a kutatasi iranynak a 6
felelose, Szécsényi Anita, a projekt befejezése eldtt masfél évvel fizetetlen szabadsagra



tavozott gyermeke egészségiigyi problémaja miatt. Az 6 tavozéasa nyilvanvaldéan nehézségeket
okozott a téma eldrehaladasaban.

5. Az Src-dDAAM modul szerepe a tracheacsovek hosszanak szabalyozasa soran

A genetikai interakcids vizsgéalataink soran azt talaltuk, hogy az egyik Drosophila Src
homologot kodolod gén, az Src424 mutansai szignifikans mértékben szuppresszaljadk a dDAAM
mutansok axon novekedési hibait a gombatestben, ezért ennek a kolcsonhatasnak a vizsgalatat
is tervbe vettiik bar azt mar korabbi vizsgalatainkbol tudtuk, hogy a tracheakutikula
mintdjdnak meghatarozasa soran is egyiittmiikodik ez a két fehérje. Id6kozben azonban
kapcsolatba 1épett veliink Greg Beitel csoportja (Northwestern University, Evanston, USA),
akik azt talaltdk, hogy az Src424-nak szerepe van tracheacsdvek hosszdnak a
meghatarozasadban ¢és kivancsiak voltak arra, hogy van-e egylittmiikodés a dDAAM ¢és az
Src42 A kozott ebben a rendszerben. A kérdést egy tudomanyos egyiittmiikodés keretein beliil
kezdtiik el vizsgalni, aminek soran bizonyitottuk az Src42A/dDAAM kolcsonhatés instruktiv
szerepét a tubuldris szervfejlodésben, és ezzel elsOként azonositottunk olyan fehérjéket,
amelyek nem gatlé hatds utjan szabalyozzdk a tracheacsovek hosszat, hanem pozitiven
elésegitik azok megnyulasat/novekedését. Emellett feltartuk a tracheacséhossz szabalyozas
egyik fontos Uj mechanizmusat, ami egy anizotropikus apikalis felszin novekedésen alapul.
Egy embrionalis egér aorta fejlodési modell segitségével bizonyitottuk, hogy ez a
mechanizmus, minimdlisan az Src vonatkozésaban, valosziniileg evolucidésan erdsen
konzervalt mechanizmus. Eredményeinket a Nature Cell Biology hasabjain publikaltuk. Ezek
a megfigyelések tehat direkten nem kotddnek az OTKA palyazatunk idegrendszeri témdjahoz,
ugyanakkor kiindulé pontjuk egyértelmilen az OTKA palyazat teljesitéséhez kdothetd.
Tudoményos értelemben pedig ennek az uj szovetspecifikus formin funkcionak a feltarasa
nagymértékben hozzajarult ennek a fehérje csaladnak a funkcionalis jellemzéséhez.

6. A dDAAM fehérje izoformai

A dDAAM gén in situ FLAG tag-elése (lasd 1.2 pont) lehetdvé tette, hogy a rendkiviil
specifikus anti-FLAG ellenanyag segitségével is vizsgaljuk a dDAAM fehérje kifejez6dését
kiilonboz6 szovetekben és fejlddési stadiumokban. Ezen kisérletek soran észrevettiik, hogy a
gén legalabb két fehérje izoformat kodol, egy kb. 130 kD-os és egy kb. 162 kD-os format. Ez
a két izoforma valdésziniileg megfelel a Flybase adatbazisban prediktalt PB és PD
izoformaknak, amelyek egymassal teljesen atfedd fehérjék, azzal a kiilonbséggel, hogy a PD
izoforma N-terminalis régioja tartalmaz 310 olyan aminosavat, ami hianyzik a PB formabdl.
Azt is megfigyeltiik, hogy Western blot analizis alapjan a kozponti idegrendszerben csak a
rovidebb izoforma fejezddik ki, mig més szdvetekben, igy pl. az izmokban féként a PD
fehérje mutathaté ki. Tekintve, hogy vizsgélatainkat korabban a 130 kD-os izoforméara
fokuszaltuk, de funkciovesztéses mutansaink mindkét izoforma funkcidjat érintették,
alkalmasan elhelyezkedd P-elem inszerciok segitségével izoforma specifikus mutansokat
allitottunk el6, mind a PB mind a PD izoforma vonatkozasaban. A PB izoformat érint6



mutansok homozigota életképesek, mig a PD mutdnsok letdlisnak bizonyultak. A PB
mutansok vizsgalata megmutatta, hogy az expresszioés adatokkal Osszhangban, ezekben a
mutansokban az embriondlis idegrendszerben csokken a dDAAM fehérje szintje (de
kimutathaté marad), mig az adult agyban gyakorlatilag nem detektalhato a fehérje. Ennek
megfelelden, az embrionalis idegrendszer fejlddése normalisnak latszik, ugyanakkor az adult
gombatestek kb. 90% sulyos axon ndvekedési hibdkat mutat. Ezek alapjan a PB izoforma csak
az adult idegrendszer fejlddése szempontjabol esszencialis faktor, az embriondlis fejlédés
soran viszont hidnya kompenzalhat6. Tekintve, hogy a PCP navigécios rendszer és a dDAAM
kozotti kapcsolatot elsdsorban az adult agyban vizsgaltuk, a PB specifikus mutans kisérleteink
szempontjabol rendkiviil hasznosnak bizonyult és nagymértékben hozzajarult a PCP/DAAM
szabalyozasi kapcsolat jobb megértéséhez.

7. A DAAM fehérje szerepe a szarkomerogenezisben

A dDAAM mutinsok vizsgalata soran észrevettik, hogy az adult életképes dDAAM™
mutansok egy része nem képes repiilni, mig a null mutans larvak jéval lassabban mozognak,
mint vad tipusu tarsaik. Tekintve, hogy a csokkent mozgasképességet idegrendszeri
problémak is okozhatjak, és tudtuk, hogy a dDAAM fehérjének szerepe van az idegrendszer
fejlodésében, megvizsgaltuk menekiti-e a motilitasi fenotipust a dADAAM fehérje idegrendszer
specifikus expresszidja. A CNS specifikus taltermelésnek azonban csak részleges, gyenge
menekitd hatdsa volt, ellentétben az izom specifikus tultermeléssel, ami majdnem tokéletes
menekitd hatdst eredményezett. Ezek alapjan arra kovetkeztettlink, hogy ennek a forminnak
szerepe van az izomrendszer fejlodésében is, amit az is megerdsitett, hogy a fehérje
immunfestés alapjan erds felhalmozdodast mutatott a szarkomerekben. Annak ellenére, hogy a
szarkomerek aktin és miozin filamentumokra épiild szerkezete mar tobb évtizede ismert, a
szakirodalom tanulmanyozasa utan kideriilt, hogy a szarkomerikus aktin filamentumok
Osszeszerelddésének nem ismert a mechanizmusa. Tekintve, hogy ez egy fundamentalis
biologiai kérdés, ugy gondoltuk a dDAAM szarkomerikus funkcidjanak tanulmanyozasa
fontos 1j ismereteket adhat ezen a teriileten, ezért elhataroztuk, hogy részleteiben is
megvizsgaljuk mi médon jarul hozza az izomfejlddéshez a AIDAAM.

A dDAAM mutans izmok vizsgélata alapjan megallapitottuk, hogy azok sulyos
szerkezeti hibadkat mutatnak: szarkomer hossz rovidiilés, abnormalis vagy részlegesen hidnyzo
Z-korong és M-vonal, csokkent szarkomer szdm ¢és szabélytalan, teljesen felborult szerkezetii
miofibrillaris szervezédés. Osszegészében vizsgilataink azt jelezték, hogy ez a formin a
szarkomer képzddés egyik korai faktora, ami eldsegiti a vékony filamentumok
Osszeszerel6dését. Adataink alapjan felallitottunk egy 0j modellt a szarkomerikus aktin
filamentumok képzdodésére, ami magyarazatot kinal arra, hogyan ndvekedhetnek ezek a
filamentumok egy (+) vég kotd fehérje segitségével a (-) végiik iranyabol. Ezen kiviil
eredményeink feltartdk, hogy a dDAAM-nak szerepe van az aktin és miozin filamentum
rendszerek integralddasaban is, és arra is ravilagitottunk, hogy az idegrendszeri funkcidhoz
hasonloan, a szarkomerogenezisben betdltott szerep is evollicidosan konzervalt. Ez utdbbi
javaslatunkat egy tdliink fiiggetlen publikdci6 is megerdsitette, amelyben az egér mDaaml



gén szivizom fejlddésben betoltott szerepét irtak le (Li et al., 2011, Development 138, 303-
315). Sajat eredményeink a PLoS Genetics-ben keriiltek publikalasra (Molnar I, Migh E,
Szikora S, Kalmar T, Vegh AG, et al. (2014) DAAM Is Required for Thin Filament
Formation and Sarcomerogenesis during Muscle Development in Drosophila. PLoS Genet

102): €1004166).
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