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1. BEVEZETES

A polaritas az ¢€ldlényeket felépitd sejtek egyik legszembetiinObb tulajdonsaga. Sejtjeink
valtozatos polaritasi mintakat mutatnak, a legjobban ismert példak kozé sorolhatjuk az
epitélidlis sejtek apiko-bazalis polaritasat és az idegsejtek axondlis-dendritikus polaritasdnak
kialakulasat. Nyilvanvalé, hogy a sejtek polarizalodasa elengedhetetleniil sziikséges a
megfeleld szoveti funkciok elldtasahoz, igy pl. az apiko-bazalis polaritas kialakuldsa ¢€s
fenntartdsa elengedhetetlentil sziikséges a folyadék transzportjadhoz a vese glomerulusok
hamjdban vagy kiilonb6zd anyagok (ionok, enzimek, hormonok) kivalasztasahoz a
mirigyhdmokban és egyéb szovetekben. A sejtek szintjén megvalosuld polaritason kiviil az is
jellemzd azonban a tobbsejti €ldlényekre, hogy a polaritas egy magasabb szervezddési
szinten, a szovetek szintjén is megjelenik. A szdveti polarizalodas, vagy plandris sejt
polarizalédas (PCP az angol planar cell polarity kifejezés utan), jellemzé tulajdonsaga pl. az
epitélidlis szoveteknek amelyek gyakran polarizaciot mutatnak az epitélium sikjaban, tehat
egy az apiko-bazalis sikra merdleges sikban is.

A szdveti polaritds tanulmanyozasa rovar fejlodésbiologiai vizsgalatokkal kezdddott
tobb mint harom évtizeddel ezelétt. A Drosophila szérnyat, potrohat és notumat boritd
kutikularis képletek, ill. az 6sszetett szem polaritasi mintdjat meghatarozé faktorok vizsgalata
évtizedekig a terlilet vezetdé modell organizmusava tették a kozonséges ecetmuslicat.
I1d6kozben magasabb rendii modell szervezeteken végzett vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a
gerincesek egyedfejlodésének szamos aspektusa plandris polarizdlodasi folyamatnak
tekinthetd. Példaként emlithetd a belsd fiil érzékhamja, ahol az epitélidlis szorsejtek érzékeld
nyulvanyainak polarizalt elhelyezkedése biztositja a fiil maximalis hangérzékenységét; €s a
gerincesek korai embriogenezisére jellemzd polarizalt sejtmozgésok, amelyek a gasztrulacio
¢s a neurulacio elengedhetetlen 1épései. Figyelemremélté mdédon ezeknek a folyamatoknak a
szabalyozasaban ugyanazok a gének, ugyanazok a jelatviteli utak jatsszak a legfontosabb
szerepet, mint a muslicak szoveti polaritasanak kialakitdsaban (1. abra). Legtjabban pedig az
is nyilvanvalova valt, hogy a PCP faktorok mutéacioi fontos szerepet jatszanak sulyos emberi
fejlodési rendellenességek €s betegségek kialakuldsaban, ezaltal a szoveti polaritas vizsgélata
nem ,,csupan” egy érdekes bioldgiai probléma megoldéasat célozza, hanem fontos biomedikai
jelentdseéggel is bir.

Az eddigi tapasztalatok azt bizonyitjak, hogy a szdveti polaritas tanulmanyozasanak
leghatékonyabb modja a genetikai megkozelités. Muslicakban genetikai kisérletekkel szamos
olyan mutaciot azonositottak, amelyek elrontjak az epitélialis képletek szigoruan szabalyozott
iranyultsagli elrendez6dését és véletlenszerli polaritdsi mintak kialakuldsdhoz vezetnek. A
polaritdsi gének részletes vizsgalata feltarta, hogy azok egy része minden vizsgalt
szOvettipusban ¢€s testtajon sziikséges a vad tipusu polaritasi mintazat kialakulasdhoz, mig
ne¢hdny mas gén szovetspecifikus hatasokkal rendelkezik. A két géncsoport kozotti fenotipus
eltérések azt sugalltdk, hogy azok a gének amelyek minden szdvettipusban sziikségesek a
planaris polaritds kialakitasdhoz, valoszintileg egy kozos jelatviteli Ut elemei, amely a
polarizald jelet tovabbitja, mig a masik géncsoport tagjai szdvetspecifikus végrehajtd
fehérjéket vagy szovetspecifikus polaritasi jelmolekulakat kédolhatnak. Ezek alapjan a PCP
kialakuldsa az altaldnos elképzelések szerint egy harom Iépésbdl allo6 folyamatként
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modellezhetd: (1.) egy nagy tavolsagban hatd polarizald jel kialakuldsa, (2.) a polarizal6 jel
érzékelése €s tovabbitasa, (3.) szovetspecifikus sejtvalaszok Iétrejotte.

vad tipus

PCP mutans

1. abra: A szoveti polaritas megnyilvanulasa vad tipusi Drosophila szarnyon (a) és szemben (e), ill. az egér
epidermiszen (c¢) €s a belsé fiil érzékhamjan (g). (b,d,f,h) PCP mutans fenotipusok a fenti szovetekben.

Munkank kezdetén célunk az volt, hogy hozzajaruljunk a szdveti polarizalddas
folyamatanak jobb megértéséhez. Akkoriban ez mar egy intenziven tanulmanyozott kutatasi
teriilet volt, de szamos fontos kérdés megoldasra vart. Igy példaul nem volt ismert a globalis
polaritasi informacid természete, keveset tudtunk az elsddleges polaritisi fehérjék kozotti
kapcsolatokrol és arr6l is, hogy milyen molekularis végrehajtdé fehérjék sziikségesek a
szovetspecifikus sejtvalaszok Iétrejottéhez ¢s azok pontosan milyen molekularis és
sejtbiologiai valtozasokat idéznek el. Ugy gondoltuk a lényeges kérdések egy részének
megoldasdhoz fontos lehet a mar ismert PCP gének mikodésmodjanak részletesebb
jellemzése, de a PCP jelatviteli rendszer addig még ismeretlen 0j elemeinek azonositdsa is
sziikségesnek latszott. Ezért a kezdetekben néhany ismert PCP gén (mint pl. a frizzled és a
kayak/Fos) részletesebb vizsgalatara fokuszaltunk, majd elhataroztuk, hogy 0j PCP géneket is
azonositunk. Ennek soran jelolt gének (pl. a yan, pnt, dTAK és dDAAM) feltételezett PCP
szerepét vizsgaltuk, majd egy nagyléptéki, genetikai mozaikossagon alapuldé mutagenezis
kisérlet soran nagyszamu uj polaritasi mutanst izolaltunk.

Az egyik PCP jelolt géniink, a Drosophila DAAM ortoldég, analizise soran
funkciovesztéses allélokat izolaltunk, ¢és megallapitottuk, hogy a gerinces DAAM
ortologokkal ellentétben, a dDAAM nem jatszik lényeges szerepet a Fz/PCP jelatviteli
folyamatokban. A dDAAM gén az aktin sejtvaz szabalyozéasaban fontos szerepet jatszd formin
fehérje csalad egyik tagjat kodolja. Tekintve, hogy ennek a rendkiviil fontos ¢és érdekes
fehérje csaladnak a tagjait tobbsejtli allatokban genetikai modszerekkel kordbban csak
kevéssé jellemezték, elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk milyen fejlédésbiologiai funkcidkkal
bir a dDAAM. A dDAAM embrionalis kifejez0dési mintajanak vizsgélata bebizonyitotta, hogy
a fejlédé embriondlis kozponti idegrendszerben, az embriondlis tranchearendszerben,
valamint a kardioblaszt sejtekben is magas szinten expresszalodik a fehérje, ami egyértelmiien
felvetette azt a lehetdséget, hogy a dDAAM ¢érdekes szdvetspecifikus funkciokkal bir az
egyedfejlédés soran.
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2. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
2.1. A Drosophila Frizzled receptorok jelatviteli specificitasanak vizsgalata

Korabbi kisérletek alapjan ismert volt, hogy a Wnt/Wg tipustt molekulak kiilonb6zo jelatviteli
utakat képesek aktivalni, igy mint a kanonikus Dsh/B-katenin/TCF fiiggd utat, a szintén Dsh
és polaritasi protein fiiggd PCP jelatviteli utat, tovabba egy G-protein/Ca>"/PKC fiiggd utat is.
A jelatviteli specificitds mibenléte azonban nem volt vildgos. Erre a kérdésre egy a Fz és Fz2
receptorok szerkezet-funkci6 analizisére épiild vizsgalat sorozattal probaltunk valaszt adni.

A Drosophila Fz és Fz2 receptorok imaginalis eredetii szovetekben és Xenopus
embriokban vald tultermelése alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a két receptor
jelentésen kiilonboz6é mértékben képes a Wnt/B-katenin, ill. a Wnt/PCP jelatviteli utak
aktivalasara. Nevezetesen a Fz2 joval erdsebben aktivalja Wnt/B-katenin utat, mig a Fz a
Wnt/PCP ut hatékony aktivatora. Kiméra receptorok vizsgalata alapjan azt talaltuk, hogy a
tultermeléses kisérletekben tapasztalt kiilonbség, ha nem is kizardlagosan, de elsOsorban a
receptorok citoplazmatikus doménjétdl fligg. Ez arra utal, hogy a Frizzled receptor csalad, ill.
rajtuk keresztil a Wnt/Wg jelatviteli rendszer specificitdsat alapvetden befolyasoljak a
receptorok intracellularis doménjei kozti kiilonbségek, amelyek valdszinlileg eltérd affinitast
mutatnak a kiilonb6zé Wnt effektor iranyaba. A GOF ¢és LOF adatok egybevetése alapjan a
citoplazmatikus domén mindségén tal egyéb faktorok is hozzdjarulhatnak az in vivo
specificitds meghatarozasdhoz, de eredményeink azt jelzik, hogy a Wnt/Wg jelatviteli
rendszer specificitdst alapvetéen a jelet ¢érzékeld Fz receptor citoplazmatikus doménje
hatarozza meg.

2.2. A Frizzled/PCP és az Egfr jelatviteli utak egyiittmiikodése a Drosophila 6sszetett
szemének szoveti polarizalodasa soran

Az ecetmuslicak Osszetett szemében a szoveti polarizalodas eredményeképpen egy
tiikkdrszimmetrikus elrendezddés alakul ki, ahol a szem ventralis fele tiikorképi parja a dorzalis
félnek. Ennek az elrendezddésnek a kialakuldsaban kitiintetett szerepe van az R3/R4
fotoreceptor sejtparnak, amelyik aszimmetrikus poziciot foglal el az egységnyi szemen, az
ommatidiumon beliil. Kordbbi kisérletek bizonyitottak, hogy az R3-R4 sejtsors meghatarozas
a polarizalodas kulcslépése, melynek soran a Fz/PCP jelatviteli ut az R3, mig a Notch
jelatviteli at az R4 sejtsors determinalodasat segiti eld.

Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy a muslicak Gsszetett szemében a Fos, Yan
¢s Pnt transzkripciods faktorok, valamint az Egfr jelatviteli rendszer is részt vesznek a szdveti
polarizalédds szempontjabol kulcsfontossdgh R3/R4  fotoreceptor sejtpar sorsénak
meghatarozasdban. LOF és GOF Kkisérleteink jelezték, hogy ezek a transzkripcids faktorok
integraljak a Fz/PCP és az Egfr jelatviteli utak feldl érkezo jeleket, ami a Notch receptortol a
Su(H) transzkripcios regulatoron keresztiil érkezd jelekkel egyiittesen hatarozzék meg az R3
¢s R4 sejtsorsokat. Eredményeink alapjan azt a modellt allitottuk fel miszerint az AP-1
komplex a Fz/PCP uttol alsobb szinten mitkddve az R3 sejtsors determinaciojat segiti eld, mig
ezzel egy idOben a Yan aktivitisa gatolja az R4 specifikus gének bekapcsoldédéasat az R3

5



dc_21 10

sejtben. Ezzel szemkozt az Egft, valoszinlileg a Yan gatlasa és a Pnt aktivaldsa utjan, az R4
specifikaciot segiti eld, csakiigy mint a Notch/Su(H) utvonal. A szem polarizdlodasanak
kritikus 1épése tehat tobb jelatviteli rendszer Osszehangolt miikodésén alapul. Egy ilyen
finoman ¢és precizen hangolhatd szabalyozasi rendszer valosziniileg eléfeltétele annak, hogy
az 1magd korongok rendkiviil dinamikusan fejlédé sejtcsoportjai hibatlanul végre tudjak
hajtani a fejlédési programjukat.

2.3. A Drosophila TAK homoldég funkcionalis vizsgalata

Az el6z6 alfejezetben bemutatott, ill. mas korabbi eredmények alapjan azt gondoljuk, hogy a
JNK szerepet jatszik az dsszetett szem PCP mintdjanak kialakitasdban. A JNK azonban maga
i1s egy kinaz kaszkad alsé elemeként funkcional €s aktivaldédasahoz sziikség van egy JNK
kindzra (JNKK), amit viszont egy JNKK kinaz (JNKKK) aktival. Munkank kezdetén ugyan
mar ismert volt egy Drosophila INKK molekula, de abban az idében JNKKK tipust kinazt
ecetmuslicdban még nem irtak le. Ellenben gerinces modell rendszereken elvégzett kisérletek
alapjan ismertté valt egy olyan emlés MAPKKK tipust kindz (TAK), amelyet kapcsolatba
hoztak a JNK aktivalédasaval, ezért felmeriilt, hogy érdemes lenne megvizsgalni részt vesz-e
a Drosophila TAK homolog a JNK tutvonal és specifikusan a PCP szabalyozasaban.

A Drosophila TAK homolog funkcidjanak tobb szovetben torténd vizsgalata azt jelzi,
hogy a dTAK a JNK jelatviteli ut potens aktivatora, amit mind az embrionalis epidermiszben,
mind pedig az szemben megfigyelhettiink. A DN dTAK kifejez6dése torzarddasi hibakat
eredményezett, ami egy ismert JNK LOF fenotipus, és ezért szintén tadmogatja azt az
elképzelést, hogy a dTAK a JNK jelatviteli ut egyik komponense lehet. Azt is bizonyitottuk,
hogy a dTAK magas szintli kifejezddése apoptozist indukal. A dTAK szem-specifikus
tultermelése hasonld polaritasi hibdkat eredményezett, mint a Fz vagy a Hep, Bsk ¢és Jun
taltermelése [45,56,57]. Mivel ez a fenotipus erdsen szupresszdlhato a JNK ttvonal
mutansaival, ez az adatsor tdamogatta a dTAK-JNK kapcsolat PCP szabalyozasban betoltott
funkciondlis jelentdségét. Ezeken tul a szemben elvégzett genetikai interakcids kisérleteink
arra utaltak, hogy a dTAK nem kizarolag a JNK utvonal aktivalasara képes, hanem a Nemo ¢€s
p38 tipust kindzokat is aktivalhatja.

Ugyanakkor a dTAK gén csendesitése nem befolyasolta jelentdsen az embrionalis hati
zarodas folyamatat. Ez a dTAK-JNK kapcsolatnak részben ellentmond6 megfigyelés arra utal,
hogy az embrionalis epidermisz sejtekben a dTAK csak elhanyagolhatdé mértékben jarul hozza
a JNK aktivalodashoz, vagy hianyat egyéb kinazok teljesen kompenzalni tudjak, tehat ebben a
szovetben majdnem teljesen redundans funkcioval bir.

2.4. Uj szoveti polaritasi mutansok azonositasa és genetikai térképezése

Tekintve, hogy a szdveti polarizalodas folyamatanak a kiilonb6zd szovetekben szamos olyan
aspektusa van, amit a kordbban azonositott PCP gének vizsgalatdval nem lehetett megértenti,
uj PCP gének azonositasara is sziikség volt. Ennek érdekében egy nagyléptékli mutagenezis
kisérletet végeztiink az ) polaritdsi gének azonositasdra. Egy olyan, elsdsorban
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funkciovesztéses mutansok eldallitasara irdnyuld kisérleti rendszert dolgoztunk ki, amely
genetikal mozaikossdgon alapult €s ezért homozigdta fenotipusok vizsgalatat tette lehetové
egy adott mutaciora nézve egyébként heterozigdta mutans egyedekben, masrészt a limitalt
spektrumi transzpozon inszerciok helyett a sokkal altalanosabb hatasti kémiai mutagének
hasznalatara épiilt. Ehhez hasonldé megkozelitést eldttiink nem alkalmaztak PCP mutansok
eléallitasara.

A nagyléptékli mutagenezis kisérlet soran sikerrel izolaltunk tobb tucat 0j polaritdsi
mutanst. Késébb bebizonyitottuk, hogy az 0j mutansok kb. fele mar ismert PCP géneket
azonosit, mig a tobbi mutacio uj PCP géneket érint jelezvén, hogy mutdnsizolalési stratégidnk
hatékony eszkoznek bizonyult a kisérleti célkitizés elérése érdekében. A nagyszamu 1j
mutans részletes jellemzése még nem zarult le, de az eddig génszinten térképezett mutansok
példaja alapjan mutans gylijteményiink vizsgalata értékes 0j eredményekkel jarulhat hozza a
PCP megértéséhez.

2.5. A Drosophila Rab23 szoveti polaritasi funkciojanak jellemzése

A nagyléptékli mutagenezis kisérletiink sordn azonositott egyik 0j polaritasi gén a Drosophila
Rab23 volt. A Rab csaladba tartozo fehérjék a kis molsulyG GTPazok szupercsalddjaba
tartoznak, ¢és koOzponti szerepet jatszanak a vezikuldris transzport folyamatok
szabalyozasaban. Az egér Rab23 ortologot kodold open brain (opb) mutansok vizsgélata azt
mutatta, hogy a Rab23 esszencidlis szerepet jatszik az embriondlis kozponti idegrendszer
fejlodésében, melynek soran a dorzalis sejtsors kialakuldsat segiti el a veldcsében a Sonic
hedgehog (Shh) jelatviteli ut gatlasan keresztiil. BHK-21 vese fibroblaszt sejteken végzett
kisérletek azt sugalltak, hogy a Rab23 fehérje a korai endoszomas vezikuldkon halmozodik
fel, mig HeLa sejtekben azt talaltak, hogy a Rab23 fehérje eldsegiti a fagoszéma-lizoszoma
fuziot. igy a Rab23 membrantranszport folyamatokban betdltétt pontos szerepe kérdésesnek
volt tekinthetd, a Drosophila Rab23 ortologrol pedig még egyaltalain nem jelent meg
funkcionalis adat a szakirodalomban.

Vizsgalataink szerint a Drosophila Rab23 gén egyik legfontosabb funkcidja, hogy
részt vesz az adult epidermiszt boritd trichomak szoveti sikban torténd polarizalodasaban. A
Rab23 a labon, a szadrnyon és az abdomenen is sziikséges a trichomak orientdlodasdhoz, de
nem befolyasolja sem az érzékszOrok, sem az Osszetett szem plandris polarizaciojat. Ezek
alapjan a Rab23 egy egyedi viselkedésii PCP gén, mert ellentétben a tobbi PCP génnel,
amelyek altalaban szovet specifikusan miikodnek, strukturdlis specificitast mutat: kizardlag a
trichdmak fejlédését szabalyozza.

A trichoma fejlédés folyamatan beliil a Rab23 két fontos I€péshez is kothetd, egyrészt
hozzajarul a trichdmak helyes orientaloddsdhoz, masrészt szabalyozza a sejtenkénti trichdma
szamot. A szarny esetében azt talaltuk, hogy a szarnyszorok irdnyultsdga viszonylag kis
mértékben tér el a normalistdl a Rab23 mutansokban. Ezen kiviil azt is megfigyeltiik, hogy a
Rab23 mutansok szintén viszonylag kis mértékben, de egyértelmiien megzavarjak a PCP
fehérjék aszimmetrikus sejten beliili felhalmozddéasat. A szarnyszorok irdnyultsagaban
megnyilvanulé gyenge fenotipus jol magyarazhato a PCP fehérje eloszlasra gyakorolt
hasonléan gyenge hatassal. Kimutattuk, hogy a Pk fehérje egy komplexben taldlhaté a Rab23-
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mal, ami alapjan elképzelhetd, hogy a Rab23 befolydsolja a Pk protein proximalis
felhalmozodasat. Miutan a Rab fehérjék csalddja a vezikula transzport szabalyozasaban vesz
részt, eredményeink megerdsitik azt a korabbi hipotézist, miszerint a polarizalt membran
transzport fontos szerepet jatszik a PCP fehérjék aszimmetrikus felhalmozodasaban. A szarny
¢s a potroh kutikula példdjat Gsszevetve érdekes latni, hogy az abdomenen a szarnnyal
ellentétben erds trichdma orientacios hibakat figyelhetiink meg. Az abdomen esetében a sejten
beliili PCP fehérje eloszlasrol nincsenek publikalt adatok, de genetikai bizonyitékok utalnak
arra, hogy az aszimmetrikus felhalmozodas az abdomindlis hisztoblaszt sejtekben 1is
megtorténik. Ily modon elképzelhetd, hogy a Rab23 ebben a vonatkozasban szovet
specifikusan miikddik €s a szdrnyban ugyan csak mérsékelt szerepe van, de az abdominalis
kutikulan kritikus szereppel bir.

A szérnysejtek polarizalodasaval kapcsolatban altalanosan elfogadott az a modell
miszerint a disztalis csticsban a trichoma iniciaciot egy Fz-fliggd mechanizmus segiti eld, mig
ezzel parhuzamosan, egy a proximalis Stbm fehérjétdl fliggd mechanizmus gatolja azt a sejt
tobbi részében. A gatldss mechanizmusar6l azt gondoljuk, hogy a proximalis
membrandoménben felhalmozddod Stbm és Pk fehérjék rekrutdljak a In komplexet, ami
viszont szabalyozza az Mwh fehérje sejten beliili eloszlasat és aktivitasat. Az Mwh fehérjérol
pedig tudjuk, hogy gradiens-szerli felhalmozodast mutat a sejtekben (a gradiens csticsa a
proximalis oldalon van), és valosziniileg direkt modon képes megakadalyozni az aktin
filamentumok kotegbe rendezddését, ily médon a szdér iniciaciot. Mi azt talaltuk, hogy a
Rab23 fehérje is részt vesz a trichoma iniciaci6d gatlasaban. Mi lehet ennek a mechanizmusa,
hogyan illeszkedik a Rab23 a fenti hierarchidba? Kettds mutans analizisiink azt sugallja, hogy
a Rab23 az elsddleges PCP fehérjékkel egy szinten, mig az In csoporthoz ¢és az Mwh-hoz
képest folsobb szinten hat. Feltiind volt, hogy a pk; Rab23 kettés mutansok fenotipusa
gyakorlatilag megegyezik az in mutansok fenotipusaval, ami azt jelzi, hogy a Rab23 ¢és a Pk
egylittesen sziikségesek ¢és elégségesek az In komplex teljes aktivalodasahoz. Ezek alapjan
javaslatunk az, hogy a Rab23 az In komplex aktivalasdban jatszik szerepet €s igy jarul hozza a
szOr iniciacid gatlasahoz. Az In komplex teljes aktivalodasahoz azonban a Pk fehérjére is
sziikség van, ami sziikséges az In komplex megfeleld lokalizaciojahoz és valdsziniileg egy
attol fliggetlen mechanizmus utjan is hozzajarul az aktivacidhoz.

Az egér Rab23 ortologgal ellentétben, a Drosophila Rab23 nem sziikséges az
¢letképességhez ¢és nem vesz részt a Hedgehog jelatviteli folyamatok szabalyozasaban.
Miutan kimutattak az egér Rab23 fehérje endoszomalis vezikulakhoz torténd lokalizaciojat,
logikus elképzelésnek tiint, hogy a Rab23 GTPaz valamelyik membran-asszocidlt Hedgehog
jelatviteli komponens sejten beliili szallitdsdban vesz részt. A késébbi vizsgalatok azonban
kudarcot vallottak ennek a kapcsolatnak a megerdsitésében, €s ma sem vilagos mi modon
jarul hozza a Rab23 a Hedgehog utvonal gatlasdhoz. Drosophila kisérleteink alapjan azt
talaltuk, hogy a Rab23 asszocial a Pk fehérjével, ami viszont azt sugallja, hogy a Rab23 részt
vesz a Pk protein szallitdsaban. Ily médon a Pk fehérje lenne a Rab23 elsd ismert direkt
targetje. Ezzel Osszefliggésben figyelemreméltd, hogy gerinces fajokban nagyfoku atfedés
mutathaté ki a pk és a Rab23 gének embrionalis kifejezddési mint4jaban, és mindkét gén
mutaciodi eldidézhetik a spina bifida fenotipust. Ezek az adatok egyiittesen felvetik annak a
lehetdségét, hogy a Rab23-Hh kapcsolattal ellentétben, a Rab23-Pk kapcsolat evolicidsan a
rovaroktol a gerincesekig konzervalt.
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2.6. Drosophila DAAM mutansok eloallitasa és a PCP funkcio vizsgalata

Tekintve, hogy egyik fontos kisérleti célkitlizésiink 0j PCP gének azonositdsa volt, a
nagyléptékli mutansizolalasi kisérletiinkon kiviil elméleti alapon kivalasztott jelolt géneket is
vizsgaltunk. [gy keriilt latokoriinkbe a formin tipust fehérjét kodold Drosophila DAAM
(dDAAM) gén is, amelynek human homologjat Dsh-hez kotddd fehérjeként azonositottak és
biokémiai kisérletek alapjan kapcsolatba hoztdk a PCP jelatviteli uttal. Mivel a muslica PCP
jelatviteli rendszer Dsh alatti tagjairol abban az idében keveset tudtunk, és mert a Drosophila
genom csak egyetlen DAAM ortologot kodol, elhataroztuk, hogy klasszikus mutans analizis
segitségével vizsgaljuk meg a dDAAM gén szerepét a PCP vagy mas fejlddésbioldgiai
folyamatok soran. Ennek érdekében sikeresen izolaltunk funkciovesztéses allélokat. Ezek
segitségével megallapitottuk, hogy a gerinces DAAM ortologokkal ellentétben, a dDAAM
nem jatszik lényeges szerepet a Fz/PCP jelatviteli utban. A dDAAM embrionalis kifejezddési
mintajanak vizsgalata azonban ravilagitott, hogy ez a formin tipust fehérje érdekes szovet
specifikus funkciokkal birhat az egyedfejlédés soran.

2.7. A dDAAM formin homoldgia doménjeinek biokémiai jellemzése

A dDAAM részletes funkcionalis vizsgalata eldtt a fehérje alapvetd biokémiai jellemzését is
el akartuk végezni, mert rovar forminok esetében ilyen vizsgalatokat még nem végeztek €s azt
is be akartuk latni, hogy a dDAAM valdban rendelkezik a forminokra jellemzd aktin sejtvaz
szabalyozo funkciokkal. Mivel az aktin Osszeszerelédésben kozvetleniil az FH1 és FH2
domének vesznek részt, kisérleteinket ennek a két doménnek a biofizikai és biokémiai
analizisére fokuszaltuk.

A Drosophila DAAM fehérje formin homolégia doménjeinek biokémiai vizsgalata
soran bebizonyitottuk, hogy az FH2 domén magéban, ill. az FH1 doménnel kiegésziilve is
bona fide forminként viselkedik, tehat mutatja az egyéb forminokra is jellemzd legfontosabb
tulajdonsagokat. Az FH2 és FH1-FH2 fragmentumok profilin hidnydban egymashoz nagyon
hasonld6 modon viselkedtek szinte minden in vitro tesztlinkben, de profilin jelenlétében
markans funkciondlis kiilonbségeket tudtunk kimutatni kozottiik. Ezek koziil kiemelendd,
hogy az FH1-FH2 fragmentum profilin jelenlétében jelentdsen fokozta az aktin polimerizacio
sebességét, mig az FH2 domén erdsen gatolta azt. Biomimetikus motilitasi tesztekben szintén
egyértelmli volt, hogy az FH1-FH2 domén profilin jelenlétében erds processziv elongacios
aktivitdst mutat, de ezt profilin hidnyaban nem tapasztaltuk, az FH2 domén pedig semmilyen
koriilmények kozott nem mutatta ezt a hatast. Mindezeket a sejtes kisérletekkel egybevetve
legfontosabb kovetkeztetésiink az, hogy az FH1 domén lehetdvé teszi a profilin-aktinként
raktarozott aktin monomerek beépitését a novekvd aktin filamentumba, és az FH2 domén
processziv elongacios aktivitdsahoz mind az FH1 doménre, mind pedig profilinre sziikség
van. A formin homoldgia domének aktin polimerizacidoban betdltott szerepén tul, adataink
arra is ravilagitottak, hogy a dDAAM fehérje in vitro koriilmények kdzott nem csak az aktin
filamentumok szdges végéhez képes kotddni, hanem a filamentumok oldalahoz is és a
filamentumok keresztkotésére, kotegekbe rendezésére is képes.
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2.8. A dDAAM szerepe a Drosophila trachearendszerben

A dDAAM éltalanos jellemzése soran megallapitottuk, hogy a gén magas szinten fejezddik ki
a fejlédé embriondlis légcsdrendszerben, ami azt jelezte, hogy ebben a szdvetben szerepe
lehet az aktin sejtvaz szabalyozasaban. Tekintve, hogy a tubularis felépitésii szovetek
szerkezetének és morfogenezisének megértése a biologiai kutatdsok egyik fontos teriilete, €s a
Drosophila légcsOrendszere pedig a teriilet egyik legfontosabb modellrendszerét
reprezentalja, elhataroztuk, hogy részletesebben is megvizsgaljuk milyen szerepet jatszhat egy
formin tipusu aktin sejtvaz regulator a trachearendszer fejlddése soran.

A rovarok légcsérendszerének szerkezete egy minden rovarfajban meglévd, konzervalt
felépitésh tubularis halozat. A rovarok légcsérendszerének oly médon kellett fejléddnie, hogy a
gazcsere  biztositasa mellett megakaddlyozza az allatok dehidrataciojat és a
mikroorganizmusok behatolasat is. Emellett a csorendszer stabilitdsdhoz kelld rigiditas és
szilardsag kell, de egyben flexibilitas is sziikséges, hiszen a rovarokban a gizok szallitasa
passzivan, az allat mozgéasaval torténik. Régota feltételezheté volt, hogy ezeknek a
feladatoknak és igényeknek a biztositdsaban fontos szereppel bir a specidlis szerkezettel
rendelkezd tracheakutikula. A kutikula porszivd- vagy gégecsore emlékeztetd felépitése
biztosithatja, hogy a légcsovek ellenalljanak a kiilsd-belsd nyomasvaltozasoknak, és
ugyanakkor kelléen flexibilisek legyenek pl. a larvdak mozgdsa sordn. Munkénk nyoman a
dDAAM mutansok vizsgélataval el0szor sikeriilt kisérletesen is bizonyitani a fenti hipotézist,
hiszen a kutikula minta Gsszeomlasa sulyos elvaltozasokat okozott a trachearendszer
struktirajaban és mitkodésében.

Kisérleteink alapjan a vad tipust kutikula mintdzat kialakitdsdhoz még a kitin alapt
szerkezeti elemek szekrécioja elott sziikség van egy apikalisan elhelyezkedd, rendezett
aktinkabelekbdl allo vazra, ami direkt vagy indirekt modon kijeldli a késdbbi kutikulabordak
helyét. Ily modon az altalunk elséként leirt és vizsgalt apikalis aktinkabel struktura lefutasi
mintaja tokéletesen megfeleltethetd volt a kutikulabordak lefutdsi mintazatanak. A vad tipust
embrionalis légcsOrendszerben a dDAAM szoros kolokalizdcidt mutatott az apikalis
aktinkotegekkel, amely arra engedett kovetkeztetni, hogy kozvetleniil befolydsolhatja azok
szerkezetét. Ezzel 6sszhangban a trachedban megfigyelt apikalis aktinkotegek szama, lefutasa,
¢s szerkezete dDAAM hianyadban abnormalissa valik, ami a kutikula szintjén is sulyos
defektusokat okoz. A dDAAM mutansokban rendezetlenek az apikalis aktin filamentumok és
alacsonyabb az F-aktin szint, mint a vad tipusban, ami arra utal, hogy a dDAAM az apikalis
aktinkabelek kialakitasdban és rendezésében is részt vesz. Mig az aktin Gsszeszereld aktivitas
egy ismert formin tulajdonséag, az aktinkoteg rendezés egy 0j formin funkcid, amit a jovében
érdemes lehet behatobban is tanulmanyozni.

Genetikai interakcios kisérleteink alapjan a dDAAM protein aktivitasat a trachedban a
RhoA GTP-az szabalyozza. Megfigyeléseink szerint a dDAAM egyértelmlien az
autoinhibicidval szabalyoz6dd forminok kozé tartozik, €s aktivitdsa a DRF forminokhoz
hasonlé modon szabalyozodik. A RhoA génen kiviil két masik potencidlis egylittmikodo
partnert is azonositottunk, ¢s megmutattuk, hogy az Src424 és Btk29 gének is hozzajarulnak a
trachea kutikula minta kialakulasahoz. A dDAAM és az Src, ill. Btk29 ko6zotti direkt
kolcsonhatast mi ugyan nem bizonyitottuk, de figyelemreméltd, hogy episztazis vizsgélataink
konkluzidjaval megegyez0 modon kimutattak, hogy az egér mDial és mDia2 az Src
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aktivalasan keresztiil idéz el6 sejtvaz atrendezOdéseket. Ezen tilmenden arra is fény deriilt,
hogy a human DIA2C is Src aktivacion keresztiil szabalyozza az endoszomalis vezikulak
dinamikajat. Ezekre az adatokra tamaszkodva, logikus kovetkeztetésnek latszik, hogy
Drosophila tracheasejtekben a RhoA/DAAM/Src modul nem pusztan az aktin filamentumok
elrendezddését szabalyozza, hanem kapcsolatot teremthet a vezikuléris transzport, a szekrécio
iranyaba is.

2.9. A dDAAM fehérje evoliciosan konzervalt szerepet jatszik az axon novekedés
szabalyozasaban

A kozponti idegrendszer (KIR) fejlddése soran a ndvekedési kup esszencialis szerepet jatszik
az axonok megfeleld projekciojaban. J61 ismert ugyanakkor az is, hogy az axon névekedés 1]
aktin filamentumok képzddését igényli, tehat minden bizonnyal aktin nuklealo faktorokra is
sziikség van. Mindezidaig azonban rendkiviil ellentmondéasos kép bontakozott ki arr6l, hogy
mely nukledlo faktorok jatszanak szerepet az axon ndvekedés soran. Tekintve, hogy a
Drosophila forminok embrionalis kifejez0dési mintdjanak tanulmanyozasa azt jelezte, hogy a
DAAM ortolog az egyetlen pan-neurondlis kifejezddési mintdt mutatd formin, mig mi azt
talaltuk, hogy a dDAAM FHI1-FH2 fragmentuma S2 sejtekben filopodialis nyalvanyok
képzddést indukalta, a dDAAM kivalo jeloltnek tlint az axon ndévekedés szabalyozasara.
Elhataroztuk tehat, hogy funkciovesztéses mutansaink birtokaban feltérképezziik milyen
szerepet jatszik a dDAAM gén a kdzponti idegrendszer fejlodésében.

Munkéank soran LOF és GOF analizis segitségével bizonyitottuk, hogy a dDAAM
meghatarozo szerepet jatszik az embriondlis kozponti idegrendszeri axonok ndvekedéseében.
A dDAAM adult idegrendszeri funkcidjanak vizsgélata tisztdzta, hogy az embrionalis KIR-en
kiviil a dDAAM a feln6tt agyban talalhat6 idesejtek fejlodését is befolyasolja. Szintén csak az
embridban tapasztaltakhoz hasonloan, a dDAAM mutansok fenotipusa arra utal, hogy a fehérje
legfontosabb funkcidja az axon novekedés eldsegitése. Ezek alapjan tehdt a neuron
nyulvanyok kialakitasdban betoltott szerep egy altaldnos dDAAM funkcidnak tekinthetd, a
dDAAM valoszinlileg az egyedfejlodés minden stddiumdban részt vesz az axonok
novekedésében €s ezzel az idegkotegek kialakulasaban. Ezen kiviil azt is megmutattuk, hogy
filopodiumokban halmozodik fel és a dDAAM mutans idegsejtek kevesebb ¢és rovidebb
filopodiumot novesztenek, mint vad tipusu tarsaik. A filopédiumok krucialis szerepet
jatszanak az axon nodvekedésben. Felszinlik a navigacios jelekre érzékeny receptorokban
gazdag, amelyek segitségével a kiilonboz6 irdnyokba kibocsajtott filopddiumok letapogatjak a
kornyezetiiket, majd koziilik a megfeleld jelet érzékeld filopodium stabilizdlodik €s
meghatarozza a novekedés iranyat. Ezek alapjan a dDAAM mutansokban megfigyelhetd
filopodialis defektusok jol magyarazzak a teljes idegrendszer szintjén megjelend
nyulvanyndvekedési hibakat.

Az aktin Osszeszereld faktorként mikodé dDAAM tehat egy fontos molekuléris
effektornak latszik, feltételezhetd ugyanakkor, hogy a dADAAM aktivitasat szamos ndvekedési
¢s navigacios jel befolyasolja. Ezekrdl a jelekrdl egyeldre keveset tudunk, de kisérleteink
fényt deritettek arra, hogy mind az adult, mind az embrionalis KIR-ben a dADAAM kozvetlen
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aktivatorai a Rac GTP-azok lehetnek. Ez a domindns genetikai kdlcsonhatasokra alapozott
hipotézis j6 6sszhangban van a Rac GTPazok ismert axon ndvekedési szerepével Drosophila-
ban és mas organizmusokban is, tovabba azzal a ténnyel, hogy néhany gerinces DAAM
ortologrol kimutattak, hogy Rac GTPéazokhoz képesek kotddni.

Genetikai kisérleteink soran tovabbi kdlcsonhatd partnereket is azonositottunk, és
ezeket az interakciokat biokémiai kisérletekkel is igazoltuk az Ena ¢€s a profilin esetében,
tovabba megmutattuk, hogy a dDAAM fehérje részleges kolokalizaciot mutat ezzel a két
fehérjével a novekedési kuap teriiletén, kiilonds tekintettel a filopodiumokra. Ezek a
megfigyelések egylittesen azt sugalljak, hogy az Ena/Profilin/dDAAM modul a filopddialis
aktin sejtvaz atrendezddések kritikus szabdlyozd eleme. Az Ena/Profilin/dDAAM komplex
pontos molekularis miikodésmodjat egyelore nem tisztaztuk, de kordbbi eredmények, tovabba
episztazis vizsgalataink ¢és a fehérjék biokémiai tulajdonsagai alapjan ugy gondoljuk, hogy a
profilin szerepe itt is az aktin monomerek biztositisa a dDAAM aktin polimerizald
aktivitdsdhoz, mig a novekvd filamentumokat az Ena kotegekbe rendezi, ami elengedhetetlen
a filopodiumok inicialoédasahoz. Természetesen egyeb lehetdségek is elképzelhetdek, hiszen
az Ena/VASP fehérje csaldd tagjai az elongaciot is segitik, mig sajat eredményeink alapjan a
dDAAM is rendelkezhet kotegformalo aktivitassal. Ettél fliggetleniil figyelemreméltd, hogy
Schirenbeck ¢és mtsai szerint Dyctiostelium-ban is egy hasonld, formin/VASP-fliggd
mechanizmus szabdlyozza a filopédium képzddést.

A dDAAM fehérje vizsgalata P19 egér teratokarcindma sejtvonalban, ill. az egér
mDaam1 gén vizsgélata Drosophila-ban feltarta, hogy a dDAAM ¢és az mDaaml evoluciosan
erdsen konzervalt idegrendszeri funkciokkal rendelkeznek, ami megmutatkozik a fehérjék
sejten beliili lokalizaci6jaban ¢€s abban a képességiikben, hogy egymast nagymértékben
helyettesiteni tudjak. Legfontosabb kovetkeztetésiink tehat az, hogy a DAAM formin alcsalad
Drosophila és egér tagjait vizsgalva azonositottuk az axon novekedés egyik fontos faktorat, és
funkcionalis bizonyitékokat gylijtottiink arra nézve, hogy ez a DAAM alcsalad evolicidosan
erdsen konzervalt funkcidja lehet. Ez j6 6sszhangban van a gerinces DAAM gének expresszios
mintazatdnak vizsgalataval, melynek soran megallapitottdk, hogy a Xenopus, a csirke €s az
egér DAAM gének egyik 10 kifejez0dési helye a fejlodd kozponti idegrendszer.
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3. OSSZEFOGLALAS

Munkank kezdetén célunk az volt, hogy hozzéjaruljunk a széveti polarizalodas folyamatanak
jobb megértéséhez. Ugy gondoltuk a 1ényeges kérdések egy részének megoldasahoz fontos
lehet a mar ismert PCP gének miikddésmodjanak részletesebb jellemzése is, de a PCP
jelatviteli rendszer addig még ismeretlen Uj elemeinek azonositasa is sziikségesnek latszott.
Ezért a kezdetekben néhany ismert PCP gén (mint pl. a fz és a kay/Fos) részletesebb
vizsgalatara fokuszaltunk, majd elhataroztuk, hogy 0j PCP géneket is megprobalunk
azonositani. Ennek soran jelolt gének (pl. a yan, pnt, dTAK és dDAAM) feltételezett PCP
szerepét vizsgaltuk, majd egy nagyléptékii, genetikai mozaikossdgon alapuldé mutagenezis
kisérlet sordn harom autoszémalis kromoszéma karon izoldltunk nagyszadmu 0 polaritasi
mutanst. A PCP gének vizsgélata soran fobb eredményeink a kovetkezdk voltak:

(D) A Drosophila Fz ¢és Fz2 receptorok Osszehasonlitdo vizsgalata alapjan azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a két receptor jelentdsen kiilonbozé mértékben képes a
Wnt/B-katenin, ill. a Wnt/PCP jelatviteli utak aktivalasara: a Fz2 joval er0sebben aktivalja
Wnt/B-katenin utat, mig a Fz a Wnt/PCP 1t hatékony aktivatora. Kiméra receptorok vizsgalata
alapjan azt talaltuk, hogy a jelatviteli specificitast elsddlegesen a receptorok citoplazmatikus
doménje hatarozza meg, mig kisebb mértékben az extracellularis domén is hozzajarul. Ez arra
utal, hogy a Fz receptorok intracellularis doménje eltéré affinitast mutat a kiilonb6z6 Wnt
effektorok irdnydba, ami alapvetéen meghatirozza a kiilonb6z0 iranyok jelatviteli
hatékonysagat, vagyis effektiv PCP jelatvitel csak a Fz sejten beliili doménjének jelenlétében
val6sulhat meg.

(2)  Megallapitottuk, hogy a Frizzled/PCP és az Egfr jelatviteli utak egyiittmiikodve
szabalyozzék a Drosophila 6sszetett szemének szoveti polarizalddasat. Ezek a jelatviteli utak
az AP-1 (Jun/Fos), a Yan €s a Pnt transzkripcios faktorokon keresztiil részt vesznek a szoveti
polarizalédds szempontjabol kulcsfontossdgih R3/R4  fotoreceptor sejtpar sorsénak
meghatarozasaban. Kisérleteink jelezték, hogy ezek a transzkripcios faktorok integraljak a
Fz/PCP ¢és az Egfr jelatviteli utak feldl érkezd jeleket, ami a Notch receptortdl a Su(H)
transzkripcios regulatoron keresztiil érkezd jelekkel egylittesen hatarozza meg az R3 és R4
sejtsorsot.

3) Kidolgoztunk egy olyan 1j, genetikai mozaikossdgon alapuld mutdns izolalasi
stratégiat, amelynek segitségével sikeresen allitottunk el¢ tobb tucat 0j polaritasi mutanst.
KésObb bebizonyitottuk, hogy az 1) mutdnsok fele mar ismert PCP géneket azonosit, mig a
tobbi mutacio uj PCP géneket érint jelezvén, hogy stratégiank igen hatékonyan miikodott. Az
1) mutansok koziil kett6t molekularis szinten is térképeztiink, ami lehetové teszi a részletes
jellemzéstiket.

4) Az egyik uj PCP gén a Drosophila Rab23 ortolog volt. Mutdns analizis segitségével

megallapitottuk, hogy a Rab23 sziikséges az adult epidermiszt boritdo trichdmak szdveti

polarizaléddsahoz, de nem befolyasolja sem az €érzékszérok, sem az Osszetett szem plandris

polarizacidjat. Ezek alapjan a Rab23 egy egyedi PCP gén, amely kizardlag a trichomak
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fejlodését szabalyozza, de nem befolyasolja a tobbsejti strukturdk polaritdsat. A trichdma
fejlodés folyamatan belill a Rab23 két fontos lépéshez kothetd, egyrészt hozzajarul a
trichdméak helyes orientaloddsahoz, mdasrészt szabalyozza a sejtenkénti trichdma szamot.
Genetikai interakcids, biokémiai €s sejtbioldgiai vizsgalataink alapjan azt talaltuk, hogy
szarnysejtekben a Rab23 fehérje a Pk fehérjével és az In komplex fehérjéivel egylittmiikodve
szabalyozza a sejtenkénti trichdma szamot. Eredményeink arra utalnak, hogy a Rab23-t6l
fliggd vezikula transzport folyamatok és a Pk egyiittesen jarulnak hozza a PCP effektorok
aktivalodasahoz.

Az egyik PCP jelolt géniink, a Drosophila DAAM ortolog, analizise soran
funkciovesztéses allélokat izolaltunk, ¢és megallapitottuk, hogy a gerinces DAAM
ortologokkal ellentétben, a dDAAM nem jatszik lényeges szerepet a Fz/PCP jelatviteli
folyamatokban. A dDAAM gén az aktin sejtvaz szabalyozasaban fontos szerepet jatszd formin
fehérje csalad egyik tagjat kodolja. Tekintve, hogy ennek a rendkiviil fontos ¢és érdekes
fehérje csaladnak a tagjait tobbsejtli allatokban genetikai modszerekkel kordbban csak
kevéssé jellemezték, megvizsgaltuk milyen fejlddésbioldgiai funkciokkal bir a dDAAM. A
dDAAM funkciondlis analizise soran legfontosabb eredményeink a kdvetkezdk voltak:

(1) A Drosophila DAAM fehérje formin homologia doménjeinek biokémiai vizsgalata
soran bebizonyitottuk, hogy az FHI1-FH2 fragmentum aktin nukledl6 aktivitdssal bir €s
profilin jelenlétében erds processziv elongacios aktivitdst mutat, ily modon in vitro
koriilmények kozott jelentdsen fokozza az aktin polimerizacio sebességét. Az FH2, ill. az
FHI1-FH2 fehérjéket S2 sejtekben kifejezve azt tapasztaltuk, hogy az FH2 domén in vivo nem
okoz fenotipikus valtozasokat, mig az FHI1-FH2 fragmentumot kifejezd sejtek erdsen
megnovekedett F-aktin szintet mutattak ¢€s gyakran lamellipodidlis vagy filopodialis
sejtnyulvanyokat ndvesztettek. Megfigyeléseink tehat jelezték, hogy az FH1 domén jelenléte
dramaian megvaltoztatja az FH2 domén in vivo aktivitasat, és egyiittesen olyan aktivalt
forminként viselkednek, ami aktin sejtvaz alapt motilis sejtnytlvanyok képzddését segiti eld.

(2) dDAAM mutansok vizsgalataval feltartuk, hogy a gén hidnya sulyos defektusokat okoz
a légcsdrendszer belsd felszinét boritd kutikula fejlddésében. A trachea kutikula kialakul
ugyan, de a vad tipusra jellemzd bordaminta dsszeomlik, ami stlyos elvaltozasokat okoz a
trachearendszer strukturajaban és miikodésében. Kisérleteink alapjan a vad tipusu kutikula
mintazat kialakitdsahoz sziikség van egy apikalisan elhelyezkedd aktin vazra, ami direkt vagy
indirekt modon kijeloli a strukturélis szempontbol fontos kutikulabordak helyét. A dDAAM
mutansokban kimutathaté rendezetlen aktin filamentumok €s az alacsonyabb az F-aktin szint
arra utaltak, hogy a dDAAM részt vesz az apikalis aktinkabelek kialakitdsaban, €s egyben egy
uj in vivo formin funkcidra is fényt deritettek, ami egy filamentum rendezd aktivitast jelent.
Genetikai interakcios kisérleteink alapjan a dDAAM protein a trachedban valosziniileg
a RhoA GTP-dzzal ¢és az Src42A, ill. a Btk29 kinazokkal egylittmikodve szabalyozza a
kutikula fejlodést. Adataink egyiittesen azt jelzik, hogy a RhoA/DAAM/Src modul
szabalyozza az aktin filamentumok elrendezddését, és eldsegiti a kutikula szekréciot.
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(3)  Munkank soran LOF és GOF analizis segitségével bizonyitottuk, hogy az egyetlen pan
neuralis kifejez6dési mintat mutatdé Drosophila formin, a dDAAM meghatdrozd szerepet
jatszik mind az embriondlis, mind pedig az adult kozponti idegrendszeri axonok
novekedésében. Azt is megmutattuk, hogy sejtes szinten a dDAAM fehérje a ndvekedési kup
filopodiumok esszencialis szerepet jatszanak a novekedési kup eldrehaladasaban, ez jol
magyardzza a teljes idegrendszer szintjén megfigyelhetd axon ndvekedési defektusokat.
Biokémiai, genetikai interakcios és fehérje lokalizacids kisérleteink azt sugalljak, hogy az
Ena/Profilin/dDAAM szabalyozdé modul kritikus szerepet jatszik a filopodialis aktin sejtvaz
atrendezOdések irdnyitasaban.

Végezetiil az egér mDaaml gén vizsgalata ecetmuslicdban, ill. a dDAAM vizsgélata
egér P19 sejtekben feltarta, hogy ezek a forminok evolacidosan erdsen konzervalt
idegrendszeri funkcidkkal rendelkeznek, ami megmutatkozik a fehérjék sejten beliili
lokalizacidjaban és abban a képességiikben, hogy egymast nagymértékben helyettesiteni
tudjak. Legfontosabb kovetkeztetésiink tehat az, hogy azonositottuk az axon ndvekedés egyik
fontos faktorat, €¢s funkcionalis bizonyitékokat gylijtottiink arra nézve, hogy ez a DAAM
alcsalad evolaciosan erdsen konzervalt funkcidja lehet.
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A dolgozatban bemutatott tudomanyos eredmények megsziiletése szdmos ember
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Feleségem Dr. Liker Erika és lednya tamogatasa nélkiil nem élvezhettem volna a kutatés
oromeét. Halas vagyok megértd szeretetiikért €s hogy biztos tamaszt nytjtottak minden idében.
Ko6szonom a sziileimnek az egész életen at tartd tdmogatast, érdeklddést és batoritast.

Tudomanyos indittatdisomban dontd szerepet jatszottak kitlind egyetemi genetika
tanaraim, Dr. Mardy Péter és Dr. Gausz Janos. Héalas vagyok tovabba Dr. Udvardy Andornak
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amelyek eléréséért elsdsorban kozvetlen munkatdrsaimat, tanitvdnyaimat illeti kdszonet.
Erkezési sorrendben Matusek Tamas, Pataki Csilla, Gombos Rita, Gedai Anita, Molnar Imre,
Kalmar Tibor ¢és Migh Ede segitették, ill. segitik a munkdmat. Halds vagyok nagyszerii
asszisztenseinknek, Csendesné Rehdk Annanak, Berente Anikonak, Bozso Szilvidnak, Ordog
Edinanak ¢és Velkeyné¢ Krausz Ildikonak a biztos technikai hattér megteremtéséért. Rajtuk
kiviil ki kell emelnem az SZBK Drozis kozosségét, ahol évtizedek ota pezsgd szellemi és
inspiralé tudomanyos légkdr uralkodik. Oszinte halaval tartozom mindannyijuknak, hogy
anno befogadtak és baratsagukkal sokan azota is kitiintetnek. Szoros szakmai kapcsolatok,
egylttmiikodések fliznek az intézet szamos csoportjdhoz, igy koszonet illeti Raskd Istvan,
Gyurkovics Henrik, Sipos Laszlo, Erdélyi Miklés, Ando Istvan, Adam Géza és Udvardy
Andor csoportjat. Kiilon 6rom szdmomra, hogy gylimdlcsdzd egylittmiikodést alakitottunk ki
a PTE Biofizika tanszékén Dr. Nyitrai Mikldssal. A hatarokon tul egyiittmiikddiink Marek
Mlodzik (Mount Sinai School of Medicine, New York), Francois Karch (Genfi Egyetem),
Michael Boutros (DKFZ, Heidelberg), Andreas Prokop (University of Manchester), Maria
Dominguez (Alicantei Egyetem, Spanyolorszag), Andreas Jenny (Albert Einstein College of
Medicine, New York) €s John Sparrow (University of York) laboratoriumaval, kdszonet illeti
mindny4jukat.
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DAAM
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PCP

Pk

Src
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FONTOSABB ROVIDITESEK JEGYZEKE

Activator Protein 1

Dishevelled associated activator of morphogenesis
Dishevelled

dominans negativ

Epidermal Growth Factor Receptor
Enabled/Vasodilator-stimulated Phosphoprotein
Formin homoldgia domén 1

Frizzled

Gain of function

Inturned

Jun N-terminal kinase

Loss of function

Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase
mouse Diaphanous1

Multiple wing hairs

Planar Cell Polarity

Prickle

Sarcoma protein, RTK a Rous sarcoma virusbol
Strabismus

Suppressor of Hairless

TGF- activated kinase

Wingless

Wingless-int]1 homolog fehérje
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