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BEVEZETES

Az agyban kialakulé millidrdnyi szinaptikus kapcsolat nélkiilozhetetlen feltétele annak,
hogy bonyolult idegi halozatok alakuljanak ki. A szinaptikus fejlodés és a funkcid
mechanizmusainak a vizsgalataval jobban megérthetiink olyan komplex idegi folyamatokat, mint
pl. a tanulds, a memoria és az érzékelés. Az utdbbi évtizedek neurobioldgiai kutatdsai fényt
deritettek arra, hogy a szinaptikus fejlodés, funkcio és struktura fenntartas bonyolult folyamataiban
a sejtvaz dinamikus atrendezddése is fontos szerepet jatszik ebben. Annak ellenére, hogy szamos
olyan fehérjét ismeriink, amely képes szabalyozni az aktin €s a mikrotubulus szervezddést, még
nagyrészt ismeretlen a sejtvazszabalyozds mechanizmusainak a tobbsége a szinaptikus fejlodés
soran. A tudasunk folyamatosan boviil ) upstream sejtvazszabalyozo elemek megismerésével,
viszont még keveset tudunk arr6l, hogy a sejtvaz effektor fehérjék miként kotddnek az
aktin/mikrotubulus sejtvazhoz ¢€s hogyan szabdlyozzak azokat. A sejtvaz effektor fehérjék
vizsgalataval jobban megérthetjlik a sejtvaz-atrendezddések dinamikus folyamatait.

Néhany évvel ezel6tt kezdtik el vizsgalni a Drosophila DAAM, formin tipusu
sejtvazszabalyoz6 fehérje szerepét neuronalis folyamatokban. Szamos Drosophila neuronalis
modellrendszert hasznalva megallapitottuk, hogy a dADAAM az aktin Gsszeszerel0 aktivitdsa révén
szerepet jatszik az axon nodvekedés €s navigacié folyamataiban. Késobb szamos bizonyitékot
adtunk arra vonatkozolag, hogy a dDAAM képes kozvetleniil kdtddni a mikrotubulusokhoz,
valamint szerepe lehet az aktin/mikrotubulus kdlcsonhatasok eldsegitésében. Tovabb folytatva ezt

a munkat, a dolgozatban a dDAAM szerepét vizsgaltam a szinaptikus fejlédés folyamataiban.



CELKITUZESEK

Kisérleteink soran a kovetkez6 célokat tuztiik ki:

1. Megvizsgalni, hogy a dADAAM a sejtvazszabalyozas egyik fontos szerepldjeként részt

vesz-e a szinaptikus fejlodésben.

2. Felderiteni a dDAAM szerepét a szinaptikus fejlddés sordn végbemend sejtvaz-

atrendezddési folyamatokban.

3. Genetikai interakcids vizsgalatok segitségével kideriteni, hogy milyen jelatviteli

utvonalakkal allhat kapcsolatban a dADAAM az NMJ kialakuldsa soran.

4. Megvizsgalni, hogy a dDAAM szerepet jatszik-e a szinaptikus aktiv zonak

1étrejottében.

5. Elektrofiziologiai modszerekkel megvizsgalni, hogy a dDAAM hianya befolyasolja-e

szinaptikus transzmisszid hatékonysagat.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

1. Rekombinans DNS technikak

2. Drosophila genetika

3. Knock-in allél létrehozasa génkonverzids technika segitségével

4. Funkcidvesztéses allélok létrehozadsa CRISPR/Cas9 technika segitségével

5. Metanollal fixalt embriok készitése

6. Larva preparatumok készitése

7. Embriok immunofluoreszcens vizsgalata

8. Léarva preparatumok immunofluoreszcens vizsgalata

9. Western blot

10. Tomegspektrometriai analizis

11. Elektronmikroszkopia

12. Elektrofiziologia

13. STED (super-resolution stimulated emission depleted) mikroszkopia



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. A dDAAM sziikséges a szinaptikus bouton képzédéshez

Eldszor megallapitottuk, hogy a dDAAM a szinapszisképzédés egyik korai
szerepldje, mar az embriondlis fejlodés sordn sziikség van a fehérje kifejezddésére. A
dDAAM fehérje hidnyaban az embrionalis motoraxon ndvekedési €és navigalasi hibat
egyarant mutat az NMJ terminalisoknal. A vizsgalatainkat kiterjesztve a larvalis NMJ
végzddések vizsgdlatara megallapithato, hogy a dDAAM pre- és posztszinaptikus
kifejez6dést egyarant mutat. A dDAAM mutans NMJ terminalis larvaban abnormalis
fejlodeést mutat bouton szdm ¢és NMJ morfolégia tekintetében. A dDAAM hianyos
motoraxon végzddések drasztikus bouton szdm csokkenést mutatnak, illetve a boutonokat
0sszekotd inter-boutonikus régid kiszélesedik bouton fzids fenotipust eredményezve.
Habar a dDAAM mindkét szinaptikus oldalon kifejezddik, tovabbi funkcidvesztéses
vizsgalatokbdl kideriilt, hogy a latott NMJ fenotipusokat elsésorban a dDAAM

preszinaptikus hianya okozza

2. A dADAAM sziikséges a preszinaptikus mikrotubulusok szervezédéséhez

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a dDAAM preszinaptikus szerepét az
NMJ fejlédés sordn, elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk a sejtvazszervezddést az NMJ
terminalisokban. Mivel a Futsch, mint preszinaptikus mikrotubulus marker a legigéretesebb

dDAAM kolcsonhatod partnernek tlint, ezért a mikrotubulus rendszert vizsgaltuk elészor a



dDAAM mutansokban. A vad tipusu preszinaptikus motoraxon végzddésben
megfigyelhetd, hogy a kdzponti mikrotubulus sejtvaz egy egységes kotegbe rendezddik,
amely fokozatosan a preszinaptikus végzddés disztalis része felé haladva elvékonyodik.
Ezzel ellentétben a ADAAM hianyaban fragmentalt és dezorganizalt szervezddést mutat a
kozponti mikrotubulus koteg, valamint a termindlis boutonokbdl gyakran hidnyoznak a
mikrotubulusok. A forminokat eddig foként aktin polimerizacids faktorként ismertiik, de
az utobbi idében egyre tobb eredmény all rendelkezésiinkre arra vonatkozolag, hogy
képesek szabalyozni a mikrotubulusokat is. Ezek alapjan ugy gondoltuk, érdekes lenne
megvizsgalni, hogy vajon a dDAAM aktin és/vagy mikrotubuluskotd funkcidja fontos-€ a
bouton képzddésben. A kérdés megvalaszolasahoz menekitési kisérleteket végeztiink olyan
teljes hosszusaga dDAAM pontmutans fehérjékkel, amelyek nem képesek az aktinhoz vagy
az aktinhoz és a mikrotubulusokhoz kotédni. A vad tipusu és az aktin inkompetens teljes
hossziisagh dADAAM fehérje képes volt menekiteni a dDAAM mutans NMJ fenotipusat,
ezzel szemben az aktin €s mikrotubulus kotésre képtelen kettés mutans nem volt képes
helyreallitani a vad tipusu NMJ morfologiat. Ez utan felmertilt bennilink a kérdés, hogy a
dDAAM mutans NMJ-ben vajon a preszinaptikus aktin organizacid érintett-e. A dDAAM
mutans preszinaptikus motoraxon végzddésben az aktin szervezddés a vad tipushoz nagyon
hasonl6 volt. Ezek az eredmények megerdsitettek benniinket abban, hogy a dDAAM
elsddleges funkcidja a mikrotubulus sejtvazszabalyozashoz kotheté az NMJ fejlodés soran,
mig az aktin 0sszeszereld aktivitdsa nem tiinik fontosnak a szinaptikus bouton képzddés

folyamataiban.



3. A dDAAM elosegiti a preszinaptikus bouton képzodést

A funkcidvesztéses kisérletek alapjan a dDAAM preszinaptikus jelenléte képes
eldsegiteni a bouton képzddést. A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy ha a fehérje
aktivitdsat megemeljiik, akkor annak milyen hatdsa lesz az NMJ morfolégidra vagy a
bouton képzddésre. Korabbi kisérleteink sordn sikeriilt a dDAAM N-terminalis részének az
eltavolitasaval egy konstitutivan aktiv dDAAM format 1étrehoznunk, amit C-DAAM-nak
hivunk. A C-DAAM preszinaptikus tiltermelése jelentds mértékben megemelte a bouton
szamot, ami megerdsiti azt az elképzelésiinket, hogy a dDAAM-nak meghatarozo szerepe

van a boutonok kialakulasaban.

4. A dDAAM genetikai kolcsonhatast mutat a wg és az Ank2 génekkel

A kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy a dDAAM mikddését milyen
jelatviteli utvonalak szabdlyozzék. A genetikai interakcios vizsgalatok alapjan a dDAAM
egyiittmiikodhet a Wg és az Ank2 fehérjékkel az NMJ fejlédés soran. Erdekes modon
korabban mar leirtadk, hogy a dDAAM tagja lehet a Wnt/Fz jelatviteli Gtnak kiilonb6z6
szovetekben. Illetve azt is tudjuk, hogy a divergens kanonikus Wnt/Wg jelatviteli Gt az
Ank2-vel egyiitt szabalyozza a preszinaptikus mikrotubulus organizaciot. A fenti adatok
megerdsitik azt az elképzelésiinket, hogy a dDAAM a Wg és az Ank2 fehérjékkel
egylttmiikodik a megfeleld6 NMJ morfologia létrehozasdban. Korabbi kisérletekben

bemutattdk, hogy az Ank?2 valosziniileg a Wg szignalizacio egyik effektor fehérjéje az NMJ



termindlis kialakulasaban. Igy érdekesnek talaltuk megvizsgalni a dDAAM helyzetét ebben
a hierarchia rendszerben episztazis kisérletek hasznalataval. A korabbi eredményekkel
Osszhangban az Ank2 null mutans allatokban csokkent bouton szam ¢és nagymértékii
mikrotubulus felhalmozodas volt megfigyelhetd az NMJ végzddésekben. Ezzel szemben a
kettés homozigota ADAAM; Ank2 mutansokban a dDAAM hianya képes volt megsziintetni
az Ank2 mutansra jellemz6 mikrotubulus felhalmozodast, valamint az inter-boutonikus
régio kiszélesedését. A kisérletek alapjan a dDAAM episztatikus az Ank2-hoz képest,
valamint a dDAAM mikrotubulus stabilizdlé szerepe ebben a hierarchia rendszerben
valoszintileg downstream szabalyozo elemként viselkedik. A dDAAM; Ank2 kettds mutans
fenotipusa viszont nem teljesen azonos a ADAAM mutans NMJ fenotipusaval, ami arra utal,
hogy nem egy egyszerii ala-folé rendeltségi viszony van a két fehérje kozott. Az Ank2
mellett a mikrotubulusko6td Futsch fehérjérdl is ismert, hogy a szinaptikus Wg szignalizacid
egyik effektor molekulaja. Hasonloan az Ank2-h6z a Futsch esetében is dDAAM/futsch
kettds mutans NMJ végzodéseket vizsgaltunk, hogy jobban megértsiik a dADAAM szerepét
vagy helyzetét a divergens kanonikus Wg szignalizdcidban. A kettds mutans NMJ
végzddésekben csokkent bouton szam, bouton fuzié valamint szakadozott mikrotubulus
kotegek jelentek meg, ami nagyon hasonlitott a dDAAM fenotipusra. A fenti eredmények

alapjan a dDAAM episztatikus a futsch-hoz képest.



5. A dDAAM Brp fiiggd jelenléte modularis funkcioval bir a szinaptikus

transzmisszioban

Tovabb folytatva a lokalizacios vizsgalatokat megallapitottuk, hogy a dDAAM
fehérje a kortikdlis felhalmozodas mellett a preszinaptikus oldalon egy pottyszerii
kifejezOdési mintat is mutat. Tovabb vizsgadlva ezt az érdekes pottyszerli kifejezOdeési
mintazatot, nagy felbontasi STED mikroszkopidval megallapitottuk, hogy a dDAAM
felhalmozddas egy gytirliszerii struktlrat rajzol ki, ami nagyrészt atfed a Brp C-terminalis
fehérjerész mintazataval, ami az aktiv zona fehérjekomplex disztalis vége. A lokalizacios
vizsgalatok mellett funkciondlis bizonyitékokat is talaltunk arra vonatkozodlag, hogy a
dDAAM befolyasolhatja az aktiv zona kialakuldsat, illetve annak miikodését.
Megvizsgalva az aktiv zonak ultrastruktaralis szerkezetét a ADAAM mutans allatokban az
aktiv zona atméréje kis mértékben megnétt. Végezetiil elektrofizioldgiai mérésekkel
megvizsgaltuk azt, hogy a dDAAM hidnya befolyéasolja-e a szinaptikus transzmisszid
hatékonysagat. Habar a spontdn szinaptikus aramok karakterisztikdjdban nem lattunk

valtozast, a kivaltott akcios potencial mértéke kisebb volt IADAAM hidnyéaban.

OSSZEFOGLALAS

Ebben a munkaban bemutattuk azt, hogy a formin tipusu sejtvazszabalyoz6 dDAAM
fehérje képes eldsegiteni az 1) bouton képzddést €s ugy tiinik, hogy modularis funkcidval

bir az aktiv zona képzddésben ¢és funkcioban.
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