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BEVEZETES

Az ivarsejtek jelentésége sokseijtii életforma kialakulasaban

A foldi élet egyik legjelentésebb eseménye minden bizonnyal a soksejtl |étforma
megjelenése volt. Errél a jelentés evolucios torténésrdl valddi fossziliak hianyaban
csupan a mai élélények vizsgalatabol kovetkeztethetlink. A terllet szakértéi egyes
ma él6 egysejtlek és a kulonféle soksejti élélénycsoportok genomjai kozott
meggy6z6 hasonldésagot mutattak ki. Az ilyen fajta 6sszehasonlitdsokbdl bizonyosra
vehetd, hogy az evolucié soran a soksejtlivé valas tobbszor is lejatszodott, ami az
allati, novényi, alga és soksejti gomba életformak flggetlen kialakulasat
eredményezte (Kaiser 2001). A soksejtlivé valas a minden tekintetben egyenrangu
sejtekbdl allé egyszer( tarsulasok kialakulasaval kezd6dhetett melyeket a csoport
[étbél adodd szelekcids elbnydk terjesztettek el. Konnyen belathatd, hogy a koldnia
megndvekedett mérete mar Onmagaban is szelekcios elénydket biztosithat a
ragadozok elleni védekezés, a tapanyag hasznositads, vagy éppen a kiszaradas
elleni védelem tekintetében. Csoportos Iétformara a mai baktériumok is képesek, un.
biofiimeket képezhetnek (1 abra).

1. abra Az Escherichia coli
biofilm életciklusa. 1, A
szabadon él6  baktériumok
hordozé feluletre tapadnak,
majd 2, tapadast el8segitd
sejten kivali allomanyt
fejlesztenek. 3,4, Létrejon a
biofilm amely érése soran
sajatsagos alakot vesz fel, és
belsé testfelépitést alakit ki. 5,
A biofilmet alkoté baktériumok
osztédasa soran Ujra szabadon
él6 baktériumok jonnek létre,
melyek alkalmas kdérnyezetben
ujabb biofilmet fejleszthetnek
ki(Kaiser 2001).
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A ma élé biofilmek joval tobbek, mint egyszeri sejthalmazok. Megjelenik példaul
bennik a sejten Kkivuli szerkezeti anyag (extacellularis matrix) ami a valddi
soksejtiekre kivétel nélkul jellemzé. A biofilmben él6 baktériumok jelatadd
rendszerekkel tartjdk egymas kozott a kapcsolatot, csakugy, mint a soksejtliek
sejtjei. A biofilmek belsé folyadékcsatornakat fejleszthetnek, melyek tapanyagfelvevd
porusokban végzddnek. Ezek a képletek egy kis képzelberbvel rokonithatok a
soksejtiiek szallitd rendszereihez. Es végiil, a biofilmeket sajat elkiiloniilt sorssal
rendelkez6 egyedi létezének tekinthetjik, melyeknek élete térben és idében véges,
hasonlatosan a soksejti egyedekéhez. A biofilmeket azonban egy lényeges
evolucids talalmany hianya élesen elvalasztja a soksejtliek vilagatél. Ez a talalmany

pedig az ivarsejt-testi sejt munkamegosztas.

Az ivarsejt-testi .ggjt munkamegosztas megjelenése felgyorsitia a soksejtii
Az élélények életrevaldsagat (fitneszét), legyenek azok baktériumok, biofilmek vagy
valédi soksejtes élélények, két tényezének, a tulélésnek és a szaporodas
képességének egyensulya hatarozza meg. A biofilm egyed tdbb, eltérd genetikai
allomanyua baktériumbdl alakul ki, melyek mindannyian megérzik szaporodasi
képességuket, tehat a biofilm egészének életrevalésaga az 6t alkotdé baktériumok
életrevaldésaganak 0sszességétdl figg. Konnyen belathatd, azonban, hogy az egyed
egészeére értelmezhetd életrevalosag ellentétben is allhat az 6t kialakité egyes
baktériumokéval. Az egyed tulélését ugyanis ndvelné, ha testét alkotd baktériumok
egyike-masika kozosségi szerepek ellatasara szakosodna, akar sajat
szaporodoképessége rovasara. Ez azonban csak nagyon korlatozottan valdésulhat

meg, mivel az ilyen dnfelaldozé baktérium szaporodasi esélye csokkenne, ezaltal az
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onfelaldozast lehetévé tevé genotipus szelekcidos hatranyba kerlilne. A biofilm
egyed tulélése és a baktériumok szaporodasi képessége, mint két érdek kozott
meglévd ellentét miatt a baktériumtarsulasok, vagy a hozzajuk hasonlé egyszeri
soksejtli szervezetek evolucioja nagyon lassu.

rr 7

El6 koviiletek mutatjak meg a valédi soksejtii életforma kialakuldsanak médjat

A valddi soksejtes élélények sejtiei k6zott, a biofilmekkel ellentétben, a tulélés és a
szaporodas dolgaban sajatsagos munkamegosztas alakult ki. Az ivarsejtek a
szaporodast szolgaljak, a testi sejtek pedig a kdzosségi feladatok ellatasaval az
egyed egeészének tulélését biztositjak (Wolpert és Szathmary 2002). Hogyan
alakultak ki a ma él6 magasabb rend( soksejtiiek, nem tudjuk, azonban az ivarseijt-
testi sejt elkllondlés evoluciodjanak valoszinld Iépéseire a ma él6 Volvocidae fajok
0sszehasonlitdsabol kdvetkeztethetink (Herron és mtsai. 2009). Az dsszehasonlitas
a valodi tobbsejti éldlények kialakulasanak két elkulondlt 1épését valdszinUsiti.
El6szor egyszerl, sejt kozotti allomannyal Osszetartott, egyenértéki sejtekbdl allo

tarsulasok jonnek létre, majd megtorténik az ivarsejtek és a testi sejtek elkulonulése

(2 abra).
S o
: € o ,’}’-;.‘ Y 1; #
2. abra A  Volvocidae ostoros D s &1 @ ¢ <
fotoszintetizal6 algacsalad tagjai o S
(A) g 10um  (B) m o < 10um
Atmenetet figyelheté meg az A, egyseijti, B,C - .
T v s a s P . ig 7 E% o Y i,
sejtdifferenciaciéot nem mutaté tobbsejtd, ? @ Y G
valamint D,E,F a nagy belsé szaporodo6 és a ‘; » 8 ?‘:, % < Y
kicsi kilso, steril testi sejtekbél allo soksejtes Gt o® T.NN % v
életformak  kozott. A, Chlamydomonas ) = @ @ g @ e B o .

reinhardtii; B, Gonium pectorale; C, Eudorina
elegans; D, Pleodorina californica; E, Volvox carteri; F, Volvox aureus (Michod és mtsai.
2006).
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Mivel a fejlett soksejtli szervezetek dsszes sejtje egyetlen sejtbdl, ivaros szaporodas
esetén a megtermékenyitett petesejtbél szarmazik, a testi és ivarsejtek azonos
genotipussal rendelkeznek. Ennek kdvetkeztében a testi sejtek dnzetlen mikodését
lehetbvé tevd gének nem szenvednek szelekcidés hatranyt, hiszen az ivarsejteken
keresztll atadodhatnak az utéodokba. Az ivarsejtek kialakulasa a soksejtl
szervezetek testfelépitésének gyors evolucidjat inditotta el. A fejlédés iranya
egyértelml, az egyedek egyre nagyobb és bonyolultabb mikodésl testet
fejlesztettek. Létrejott a csodalatosan valtozatos testi felépitést mutatd sokseijti
élévilag. Az ivarsejtek, pedig folytattak a testen bellli generacidkon ativel6, a

fennmaradast szolgald, rejtett életlket.

Az ivarsejtek életciklusa fejlett soksejtiiekben

A soksejtli szervezetek egyedi, elkulondlt élete mulandd, az embrid kialakulasatél az
egyed haldlaig tart. A faj fennmaradasat az ivarsejtek megszakitas nélkuli
leszarmazasi sora biztositja. A Volvox fajokban, és feltehetéen a szazmillié évvel
ezel6tt él6 bseinkben is, az ivarsejtek a még szabadon él§ egysejti Osdkre
emlékeztetnek, tdmeguk és szamuk pedig 0sszemérhet6 a testi sejtekével. Az ilyen
alacsony fejlettségi fokon allé6 szervezetek ivarsejtiei az egyedfejlédés soran
egyszer( életciklust irnak le, melynek soran a testi sejtek bizonyos védelmi
szerepukodn kivll csak kevéssé hatnak az ivarsejtekre. A fejlett soksejtiekben
azonban az ivarsejt-testi sejt arany az utébbi javara veégletesen eltolodik. Az
ivarsejtek maguk is tobb fejlédési allapoton ativeld, un. ivarsejtciklust jarnak be
melynek |épései a testi sejtekkel szoros egyuttélésben zajlanak le, ahol a testi sejtek

valtozo kornyezetet niche-t biztositanak (3.abra).
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3. abra A Drosophila melanogaster ivarsejtciklusa Hartenstein nyoman

Az ivarsejtek elhelyezkedését piros korok jelzik. (A) Drosophila pete a jellegzetes hati
fuggelékekkel. B, A korai embrié poszterior pdlusan a testi sejteknél nagyobb, 15-40 gémb
alaku embriondlis ivarsejt jelenik meg. C, Az embrionalis ivarsejtek passziv mozgassal a
kdzépbél hatulsé részének beturemkedésében a bél lumenébe jutnak. D Az embrionalis
ivarsejtek attdrnek a bélfalon, majd E, jobb és bal oldali csoportra oszolva kapcsolatba
lépnek az embriondlis ivarszerveket alkotd mezoderma eredetl testi sejtekkel. F, A testi
sejtek és az ivarsejtek gdmb alaku embrionalis gonadokat hoznak létre. Az embrionalis élet
soran az ivarsejtek atlagosan kétszer osztédnak. G,H, A larva és bab fejl6dési
szakaszokban az ivarsejtek egyenlétlen sejtosztédasba kezdenek, differencialatlan
ivarsejtek, valamint himekben elsédleges spermatocitakat, néstényekben cisztoblasztokat
termelnek. I, A felnétt egyedekben a spermatocitak és a cisztoblasztok spermiumokka és
petékké érnek, a differencialatlan ivarsejtek sztemsejtekként  mikddnek,egyenlétien
osztodas réven spermatocitdk és cisztoblasztok tomegét allitjak eld, melyekbdl nagyszamu
spermium és pete keletkezik.

Az ivarsejtciklus eseményei Drosophilaban

A testi sejtek, valamint az ivarsejtek kulonb6z6sége mar e két sejttipus

cellularizaciéjanak mikéntjében is megnyilvanul. Az ivarsejtek a pete kérgi részében
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lévé sejtmagok osztodasakor keletkezd, ,pole bud’-oknak nevezett citoplazma
kitiremkedések lefliz6désével, egyenként alakulnak ki. A tucatnyi gomb alaku sejt
egymassal csupan laza kapcsolatot alakit ki, melynek eredménye az embrio
poszterior végén Iévé félhold alaku sejtcsomo. A testi sejtek ezzel ellentétben a pete
sejthartyajanak magok kozé vald betliremkedésével kulonilnek el egymastol. A
cellularizaciénak ez utébbi formaja szorosan kapcsoldédd oszlopos sejtekbdl alld
folytonos, egy sejtrétegli blasztodermat alakit ki ugy, hogy az ivarsejtek a
balsztodermabol kizarva, annak kils6é felszinén helyezkednek el. A kétféle
cellularizacié tipus mogott meghuzédd mechanikai  kuldnbségekrél, illetve a
folyamatokat iranyité molekularis kilénbségekrél szinte semmit nem tudunk.

Az ivarsejtek laza csomdja a gasztrulacio soran, a kozépbéli betiremkedésen
keresztll az embrié belsejébe jut. A legutdbbi megfigyeléseink e folyamat soran az
ivarsejtcsomé aktiv mozgasat valdszinUsitik. Megoldatlan rejtély, hogyan valosul
meg az ivarsejtek Osszetapadasa és koordinalt mozgasa, ugyanis mindezidaig
egyetlen, az ivarsejtek kozotti jelatadast, illetve a sejtek mechanikai kapcsolatat
lehetové tevé molekulat nem talaltak.

A kdzépbél lumenében az ivarsejtcsomo felbomlik. Az ivarsejtek egyenként a
bélfal sejt kdzotti allomanyat attorve a bél lumenébdl a testiregbe jutnak, ahol a
negyediktél a hetedik potrohszelvény jobb és baloldali viszceralis mezodermajahoz
vandorolnak (Kunwar és mtsai. 2008). A vandorlast iranyité csalogatd és taszitd
jelek molekularis természete részben ismert (Renault és Lehmann 2006). Az
ivarsejtek, valamint az ivarsejtekkel kapcsolatba 1épd viszceralis mezoderma sejtek
az oOtodik potrohszelvény terlletére vandorolnak, létrehozva a jobb és bal oldali

gbmb alaku embrionalis gonadot. Az ivarsejtvandorlas soran célt tévesztett, a
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gonadformaldédas teruletét el nem érd ivarsejtek programozott sejthalallal
eliminalédnak (Yamada és mtsai. 2008).
Az ivarsejtek az embrionalis gonad megformalasa utan, a larvalis fejlédés folyaman
mutatjadk az els6 szex specifikus jellegeket. A két nem kozotti kilonbség egyik
legszembetlinébb vonasa, hogy a néstény gonadokban az ivarsejtek a baballapotig
csupan cisztoblasztokat képeznek, mig a him gonadokban a fejlédés tovabb megy a
cisztak képzése a masodik larva stadiumban mar beindul.

Az ivarsejtek szex determinaciojarol igen keveset tudunk. Annyi azonban
bizonyos, hogy az ivarsejtek nem meghatarozasa lényegileg kulonbozik a testi
sejtekétél (Salz és Erickson 2010). A sex lethal-nek, a szomatikus szex
meghatarozas mestergénjének hidnya vagy tultermelése a testi sejtekben azok
nemeének teljes megvaltozasahoz vezet. Ezzel ellentétben a sex lethal gén hianya
vagy tultermelése az ivarsejtekben nem valtoztatja meg az ivarsejtek nemét. Nemek
kozotti ivarsejt transzplantacios kisérletek eredményei pedig arra utalnak, hogy az
ivarsejt szex determinacio, a szomatdl eltéréen, nem sejt autondm modon, hanem a
testi kornyezet indukcidja révén megy végbe. A testi sejtek induktiv hatasanak
bizonyitéka, hogy XX genotipusu ivarsejtek him testi kdrnyezetben him ivarsejtként,
XY genotipusu ivarsejtek néstény testi kdrnyezetben maguk is néstény ivarsejtként
kezdenek viselkedni (Staab és mtsai. 1996). Mig a him testi sejtek indukcidja ismert
médon a JAK/STAT jelatviteli duton valdésul meg, addig a ndéstény testi sejtek és
ivarsejtek kozotti indukcio mikéntje még nem ismert, csak annyi tudott, hogy az
embrionalis néstény ivarsejtek a maig ismeretlen testi jel hatasara kifejezik az Otu
ndstény specifikus fehérjét (Casper és Van Doren 2009).

A megfeleléen 6sszehangolt szex determinacioju testi és ivarsejtek gonadot

alkotnak ahol kolcsonbésen szabalyozak egymas osztdédasi képességét és
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differencialodasi allapotat (Gilboa és Lehmann 2004;Gilboa és Ruth Lehmann 2006).
A gonadok testi eredetli sejtiei nemre jellemzé differencidlodason mennek at. A
végeredmény egy specializalt szomatikus térrészlet, a nish, amely a sztemsejt
jellegli &sivarsejtek fenntartasaért felelés, valamint a peték és spermiumok
kialakitasaban is részt vesz (4 abra). Megjegyzendd, hogy az felnétt ivarsejt nish-ek
a néstények esetében a babozdédas soran, a himekben a masodik larvastadiumban
mar kialakulnak. A Drosophila &sivarsejt nish-ek az él6vildg talan legjobban
jellemzett nish-ei, mindazonaltal kialakulasuk mikéntje, az O&ket alkotd sejtek
differencidlodasa, valamint az ivarsejtek és testi sejtek kdlcsdonds szabalyozasi

lépéseinek sok részlete feltarasra var (Kirilly és Xie 2007).

Cyst

4. abra Ivarsejt sztemsejteket
fenntarté nish-ek szerkezete a
Drosophila felnétt néstény és him

gonadban A, a néstény ivarsejt

sztemsejt (GSC) nish-t fenntarto testi

1 ] 2a | 2b |3

Gonialblast

eredetli sejtek a terminalis filament
sejtek (TF), a cap sejtek (CpC), az inner germarium sheath (IGS) sejtek. Az ivarseijt
sztemsejtek egyenlétlenil osztdédnak, a cap sejtekkel kapcsolatban maradt leanysejtek
szetm sejtek maradnak, mig az inner germarium sheath sejtekkel kapcsolatba levé
leanysejtek cisztoblasztta, differencialédnak, melyek tovabbi osztdédas utan a pete ivarsejt
eredetll részét, a pirossal jelzett elagazé strukturat az an, fusome-okat tartalmazé cisztat
alakitjak ki. B, a him ivarsejt sztemsejt (GSC) nish-t fenntarté testi eredetli sejtek a hub sjtek
(HUB), a cyst progenitor sejtek (CP), és ciszta sejtek (Cyst cells). A him ivarsejt sztemsejtek
egyenlétlentl osztédnak, a hub sejtekkel kapcsolatban maradt sejtek megdrzik sztemseijt
jelleglket, mig a ciszta sejtekkel kapcsolatba 1€p8 sejtek gonioblasztokka alakulnak és a

ciszta iranyu differencialédas utjara lépnek (Decotto és Spradling 2005).

10
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A peteképzodés folyamata Drosophilaban

A néstény ivarsejt sztemsejtek osztddasa soran létrejott leanysejtek kozll azok,
melyek elvesztik fizikai kapcsolatukat a sztemsejt fenntarté nish-sel cisztoblasztokka
alakulnak, és megkezdik a pete kialakitasat. A cisztoblaszok négy osztédas utan
tizenhat sejtes cisztat hoznak létre, melybdl egy sejt petesejtté, 15 pedig dajkasejtté
differencialodik. Az igy képz6dd petekezdeményt testi eredetl follikularis sejtek
burkoljak (5. abra). A petekezdemény fejl6dése soran a dajkasejtek minden
anyagukat a petesejtsejt taplalasara forditjak és a peteburkot kialakité follikularis
sejtekhez hasonldéan a folyamat végére elpusztulnak (King 1970). A petében tarolt
anyai Orokl6désu faktorok, a késébben ismertetett funkcioju oskar RNS is, a
dajkasejtek terméke. Az érett petét egyetlen él6 sejt, a petesejt alkotja, mely a
megtermékenyités utdn egy Uj egyed Osszes sejtjét létrehozza; egy Uj soksejtl élet

kezdd6dik el.

5. abra A peteképzédés folyamata
Drosohilaban

1-11 stdiumu petekezde-mények vazlatos
rajza. D, dajka sejt; P, petesejt; F

follikularis sejt

Az ivarsejt-testi sejt elkiiloniilés az egyedfejlodés soran

Az ivarsejt-testi sejt elkulonulés ideje egyes élélénycsoportok esetében |ényeges

kulénbségeket mutat. Novényeknél, gombaknal, az elvalas az egész élet folyaman

11
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bekovetkezhet. A ndvényekben példaul a meriszéma az egyedfejl6édés barmelyik
szakdban szaporitd szerveket, benne ivarsejteket képezhet. A vegetativ
szaporodassal pl. bujtatassal létrejott novények magot hozhatnak. Az allatoknal is
megvannak a merisztémanak megfelel§ sejttipusok az un. sztemsejtek. A ndvényi
sztemsejtekhez hasonléan egyenlétlen osztédassal oOnmagukhoz hasonlo,
differencialatlan, illetve kuldonféle fejlédési iranyokat kovetd sejteket hoznak létre. Az
embrionalis sztemsejtekbdl alakul ki az egyedet alkoté dsszes sejttipus beleértve az
ivarsejteket is, ez azonban az allatvildgban, a névényekkel ellentétben, rendszerint
az egyedfejl6désnek fajra jellemz8, meghatarozott idépontjaban torténik meg.

Az ivarsejt testi sejt fejlédési iranyok szétvalasanak ideje, az egyes
allatcsoportokban is igen kulonb6zé lehet. Kisebbségben ugyan, de Iéteznek olyan
allattorzsek is pl. szivacsok, melyekben ivarsejtképzés a névényekhez hasonléan
feln6tt sztem sejtekbdl is torténhet (Denis és Lacroix 1993). Az allattdérzsek zomeében
azonban az ivarsejtek differencialédasa az embriogenezis ideje alatt megkezd&dik.
Az ivarsejt kialakulasnak két tipusat szokas megkllonbdztetni. Az induktiv
ivarsejtfejlédés a testi sejtekbél jové indukald faktorok hatasara, rendszerint az
egyedfejl6dés kései id6szakaban indul meg (Extavour 2007). llyen fejlédési utat
jarnak be a madarak és az emlésok. Ezzel szemben a preformacié elve alapjan
differencialodo ivarsejtek esetében, amikor is az Uj generacié ivarsejtjei a petében
mar meglévd anyai hatdsu faktorok hatasara alakulnak ki, a ivarsejt-testi sejt
elklldénulés az embriogenezis legkorabbi szakaszaban lezajlik.

Drosophila melanogasterben az ivarsejt determinaciéo preformacié uatjan
valésul meg. Az ivarsejtek determinaciojaért a Drosophila pete leghatsoé citoplazma
részlete az un. ivarplazma a felelés (Strome és Lehmann 2007). Az ivarplazma

ivarsejt determinacioban betdltott kizardlagos szerepét egyszerli embrioldgiai
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kisérlettel igazoltak. Az érett Drosophila pete citoplazmjanak leghatsé részébél, az
ivarsejtek kialakulasanak helyérdl, mintat vettek, majd azt egy masik embrio elllsé
részébe injektaltak (lllmensee és Mahowald 1974). A citoplazma bedultetetés helyén
funkcionalis ivarsejtek alakultak ki. Mindez azt bizonyitotta, hogy az ivarsejt
kialakulas helyén 1évé citoplazma, az ivarplazma minden elemet tartalmaz, ami az
ivarsejt iranyu differencialodas meginditasahoz szukséges. Ezzel a felismeréssel az
Drosophila ivarplazma a ivarsejt-testi sejt elvalas kutatasanak nagyszerl kisérleti
objektuma lett. A pete tobbi részétél elkilonult ivarplazma szerkezetének és
mikodésmodjanak megismerése elvezethet bennlnket az ivarsejt iranyu

differencidlodas megértéséhez.

A Drosophila ivarplazma bioldgiaja

Az ivarplazma anyagai, mint a petesejt Osszes anyagaval egyutt a
petekezdeményben, a dajkasejtekben szintetizaléodnak, majd a ciszta sejtjeit
Osszekot6  csatornakon at  szallitddnak a petesejtbe. Az  ivarplazma
Osszeszerel6dése a petesejt hatsé részén torténik meg. Az Osszeszerelést az
els6ként lokalizalodé molekulak az oskar gén termékei iranyitjak (Ephrussi és mtsai.
1991). Az oskar fehérje kulcsszerepét az bizonyitja, hogy ha azt ektopikusan
lokalizaljuk, ektopikus ivarsejteket kapunk (Ephrussi és Lehmann 1992). Az oskar
gén funkcidja tehat az ivarplazma 6sszeszervezése, amit koncentraciéfuggd médon
végez. Alacsony Oskar fehérje koncentracio kevés ivarplazmat, és ennek
kovetkeztében kisszamu ivarsejtet eredményez. A vadtipusnal magasabb Oskar
fehérje koncentracié ezzel szemben nagyobb szamu ivarsejthez vezet. Az oskar

génmutacidival tehat az ivarplazma mennyiségét egyarant csokkenthetjik és
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novelhetjuk. Az Oskar fehérje lokalizacidja az oskar RNS citoplazman bellli
lokalizacidjaval és a fehérjének lokalis transzlacidjaval jon létre (Ephrussi és mtsai.
1991). A fehérje lokalizacibnak e moddja nem kivételes, oocitdban, polarizalt
hamsejtekben, idegsejtekben szamos lokalizalt RNS forrasrol helyben transzlalodo
fehérjét irtak le (Lécuyer és mtsai. 2009). Az oskar RNS lokalizaciéjat 6sszetett
sejtbiologiai folyamatsor iranyitia melynek része a follikularis sejtek és a petesejt
kozotti kommunikacid, a petesejt polaritdsanak megfelel$ atalakulasa, az oskar RNS
sejtmagi exportja, majd hosszu tavu transzportja, a transzport folyamat alatti

taranszlaciés gatlas és vegul a petesejt hatulso részén valé helyben tartas (6. abra).

Petesejt

Dajkasejtek Mikrotubulus
atredezédés Testi, follikularis

Export a pari1, cappucino, sejtek
magbol? splre rab11
Y14, mago \ Drosoppila EGF, Rreceptor

gurken

Transzport a posztenor 2 e e
végre Protein 4_ follikularis sejt-
staufen, kinesin, kinase sors kialkulasa
Transzlacios barentz, exu-
szabadlyozas complex T
vasa, staufen, Kihorgonyzédas Notch
auborb, ~—> OSkar <«—— Tropomyosin Il Delta
Bruno 1 moesin
poirot

A polaris plazma 6sszeszervezédése
vasa, tudor, germ cell-less
mtrRNAs, pgc, nos, pumilio

}

ivarsejtek

6. abra Az oskar RNS lokalizaciojat, helyspecifikus transzlaciojaért felelés dsszetett
sejtbiolégiai folyamatsor 6sszefoglalasa

Magyarazat a szovegben. Pirossal jeloltem azokat a géneket, melyeket ebben a

dolgozatban targyalt kisérletek soran helyeztink el az oskar lokalizaciot iranyito
génhierarchiaban.
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Az oskar RNS lokalizaciojat iranyitd gének koézul j6 néhanyat mar ismerink
(Mahowald 2001). Ezekrél a génekrél egytél egyig kideralt, hogy nem ivarplazma
specifikusak, altalanos sejtbiologiai funkciot latnak el, mas szoéval pleiotrépok. Az
oskar géntermék altal az ivarplazmaban lokalizalt faktorokbdl is ismerink néhanyat
(tudor, vasa, valois, nanos, germcell-less, small mt rRNS, large mt rRNS). Ezek
koézul az nanosrdl és a vasardl kiderult, hogy kifejez6désuk ivarsejt specifikus. Mind
a két gén meghatarozé szerepl az embrionalis ivarsejtek kialakulasaban. A nanos
CCHC-cink kot6 domeént tartalmazdé RNS-kotd fehérje, transzlacios regulator és
szerepe van mind a ndéstény d&sivarsejt, mind az embrionalis ivarsejtsors
kialaulasaban és fenntartasaban (Kobayashi és mtsai. 1996). A Vasa fehérje egy
RNS helikdz, amely az nuage-nak nevezett magkoérlli ivarsejtspecifikus
sejtorganellumban talalhaté meg. Figyelemre méltd, hogy ez a két gén mas fajokban
is ivarsejtspecifikusan expresszalédik (Raz 2000). Ugy latszik, hogy Ujabb
ivarsejtspecifikus transzkriptumok azonositasaval tovabbi kulcsfontossagu, esetleg
evoluciosan konzervalt ivarsejtfaktorokat lehet még azonositani.

Az ivarplazmaban tarolt anyai faktorok szama az eddig megismertnél joval
nagyobb kell legyen. Ugyanis, az embrionalis ivarsejtek kezdeti transzkripcids
aktivitasa nagyon alacsony és az embriondlis gonad formalédasig az is marad
(Leatherman és Jongens 2003). A korai ivarsejtfejl6édés fontos mozzanatait, mint a
kozépbél sejtjeivel valé vandorlast vagy két sejtosztddasi ciklus végrehajtasat, majd
a kialakult bélfalon valé attorést joérészt az ivarplazmaban tarolt anyai géntermékek
iranyitjak. A géntermékek magas szamat a Drosophila Genom Program egyik
kapcsolodo kisérletsorozata, a szisztematikus RNS in situ hibridizaciés program is
megerdsiti. A kisérletsorozatban nagyszamu gén expressziés mintazatat hataroztak

meg embridkban (Tomancak és mtsai. 2002; Lécuyer és mtsai. 2007). Adataik
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szerint a frissen lerakott peték az ivarplazma terlletén nagyszamu RNS féleséget

tartalmaznak. Ez azt jelenti, hogy az ivarplazma az ivarsejtek életében fontos,

mindezidaig ismeretlen szerepl géntermékek valdésagos tarhaza.
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CELKITUZES

Ahogyan az evolucié soran tobbszor megtortént, a sejtkoloniakban élé egyszeri
soksejtll organizmusokban elvalik az ivar és a testi sejt szerep, a szétvalas minden
ma él6 soksejtli egyedfejl6dése soran bekdvetkezik. Az elmult években az ivarsejtek
egyedfejl6édés soran vald differenciadlodasaval foglalkoztam, kuldnds tekintettel az
ivarsejt-testi sejt elvalas folyamatara. Munkamat az ivarsejtkutatas egyik
legfontosabb modellorganizmusaban a Drosophila melanogasteren, ecetmuslican
végeztem. Dolgozatom az ebben a témakdrben végzett tevékenységemet foglalja

ossze.

EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Az ivarsejtdifferenciacio klasszikus genetikai vizsgalata

Anyai hatasu ivarsejthianyos mutaciok azonositasa P elem mutagenezissel

August Weismann az ivarplazmat, tobb mint szaz évvel ezel6tt, kétszarnyu
embridban irta le, ezzel a legyeket, kdztik a Drosophila melanogastert az
ivarsejtkutatas legfébb modellszervezetévé tette. A felfedezés ota eltelt évszazad
soran a Drosophila az egyik legalkalmasabb genetikai modellszervezetté valt.
vizsgaljuk. A klasszikus genetikai analizis logikajat kovetve az ivarplazma
bioloégiajaban szerepet jatszd géneket ivarplazma hianyra utalé fenotipussal

rendelkez6 mutacidikkal azonositottunk. Mivel az ivarplazma 0Osszetevéi anyai
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eredetliek, anyai hatasu ivarsejt hianyos fenotipusra kellett szirnlnk, azaz
homozigota mutans néstények utddai kozott kellett ivarsejthianyos fenotipusuakat
keresni. Kés6bb, a fenotipussal azonositott géneket kdédold6 DNS szakaszokat
megkerestuk, majd a DNS bazissorrendjébdl, ha lehetett a gén molekularis
szerepére kovetkeztettlink, végul mindezek alapjan igyekeztink az adott fenotipust a
molekulak szintjén vizsgalni.

Az anyai hatasu ivarsejthianyos mutaciok izolalasat 1994-ben kezdtem el.
Abban az idében a Drosophila Genom Program el6készité szakaszat éltuk, amikor is
az egyik f6 cél a genomnak P transzpozon indukalt mutaciokkal torténd lehetd
legtokéletesebb telitése volt. A mintegy 6tven csaladba sorolhaté Drosophila
transzpozonok kdzott akkoriban a P elem egyeduralkodé mutagenezis eszkoz volt. A
P transzpozonon alapulé mutansizolalasi rendszer egyedulallé tulajdonsaga volt
ugyanis, hogy az 6nalléan ugrani képtelen mutator transzpozonokat a genom mas
részén elhelyezkedd P elem specifikus transzpozazforrassal lehetett mozgatni (7.

abra).

P transzpozaz rosy
ampR m White LacZ B

A

7. dbra A P elem alapu binaris transzpozonrendszer szerkezeti vazlata

A, a PlacW mutator elem ampicillin (AmpR) rezisztencia gént, bakterialis replikaciés origét
(ori) és két Drosophildban mikddé markergént, a white és a LacZ gént hordozza a P
transzpozon forditott ismétl6dé szekvenciai k6zdzott (z6ld haromszdg). (Bier és mtsai. 1989)
A, a PlacW elem transzpozaz forrast nem tartalmaz, igy énmagaban transzpoziciéra
képtelen. B, a A2-3 99B nevi transzhatasu mobilizalé elem a P transzpozazt kédold gént
valamint a rosy Drosophilaban szelektalhaté markergént hordozza deléciét szenvedett P
elem forditott ismétl6dé szekvenciak kdzott. ( Robertson és mtsai. 1988) A mobilizalé elem
maga transzpozicidra képtelen, de transz hatasu aktiv transzpozazt termel és nagy
hatékonysaggal mobilizalja a PlacW mutator elemet.
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A transzpozazforras szegregacioval torténd eltavolitasaval stabil mutans vonalakat
lehetett 1étrehozni. A mutator elem mozgasanak kdvetését alkalmas markergén tette
lehetéve, és végul a mutaciot szenvedett gén molekularis klonozasat bakterilais
replikacios origd és baktérium rezisztencia gén segitette.

Akkoriban 3500 P elem inszerciés mutans vonal létezett, amibél 700, jérészt
homozigota letdlis vonalat lehetett a torzsgyljteményekb8l megszerezni (Spradling
és mtsai. 1995). Mivel az anyai hatasu ivarsejt hianyos mutaciok azonositasa
homozigota életképes vonalak vizsgalatat igényelte elhataroztam, hogy nagyszamu
életképes P elemes inszerciot allitok eld, és vizsgalom meg ket ivarsejthianyos
fenotipusra. Sipos Laszloval Iétrehoztunk egyerre a feladatra alkalmas automatikus

szelekcios rendszert (Vilmos és mtsai. 2007; 8. abra).

8. abra Automatikus sze-

2. AutoszOmas inszertek vizsgalata lekciés rendszer nagy-
szamu életképes auto-

szomalis mutacié homo-

L] i _a & :.n‘ S re y g4 7 - - -
o < g(?s') B%Xl.:.;; = zigotava tételére
) - A mutagenizalt
i 20 Mg, KR DS S | autoszémakat (*) hordozd
Y T(2;3) Ubx!® w T (2;3) CyO — TM2 Ubx egyedi himeket  egy
J : ‘ Dominans marker muta-

cioval (Ubx) ellatott 2-3-as
transzlokacios kromoszo-
mahoz keresztezzik, ezzel
a két nagy autoszémat a
késébbiekben egy szegre-
gaciés egységként kezel-
hetjik. A transzlokaciot és
a mutagenizalt kromoszoé-
makat hordozé utédokat az
automatikus szelekciés rendszer kulcselemével, a dominans meleg- (DTS513) és hideg
érzékeny (Ketel°°®) mutaciokat egyarant tartalmazo segédtdrzzsel keresztezzik. A
segédtorzs életképességét alacsony hémérsékleten a dominans hideg érzékeny allél
transzhelyzetli szupresszora (Su of DTS) biztositia. A kdvetkez6 generaciot alacsony
hémérsékleten nevelve a homozigéta Ubx, valamint a Ketel’®S kromoszomat hordozd
egyedek életképtelensége miatt csak a mutagenizalt kromoszomakat, valamint a meleg
érzékeny DTS513 allélt hordozé transzlokaciés balanszerkromoszémara heterozigéta himek
és ndstények kelnek ki. Az ilyen utédok magas hémérsékleten vald inter se keresztezése
kizarélag a mutagenizalt masodik és harmadik kromoszémara homozigéta egyedeket
eredményez. Az automatikus szelekciot lehetévé tevd Ketel’©S allélt, annak szupresszorat,
iletve a DTS szupresszort tartlamazé transzlokaciés balanszerkormoszémat korabbi
munkam soran magam allitottam el6 (Szabad és mtsai. 1989)

*9 - *®9

" T (2;3) CyO — TM2 Ubx

- Letalis? Fertilis? Fenotipus?
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Ezt a rendszert felhasznalva Anne Ephrussi laboratoriumaban 44000 életképes,
6000 letalis, 500 steril PlacW inszerciét hoztunk létre. 44000 életképes vonalat
alapitottunk meg, amibdl az automatikus szelekcios eljaras segitségével 35000-t
ivarsejthianyos fenotipusra sz(rtuk.
A P elemes mutansizolalasi kisérletben uj tipusu osk allélt sikerUlt
azonositanunk (Jenny és mtsai. 2006). Az Ujonnan izolalt oskar'® allél RNS

hipomorf allélnak bizonyult. Kimutattuk, hogy a korabban ismert oskar allélokkal

187

allélrol

ellentétben, melyek a mutaciok az RNS szintet nem befolyasoltak, az oskar

csokkent mértékben kifejez6dik ki RNS (9.abra).

9. abra Az oskar'™ homozigéta
petekezdemé-nyek csokkent
mértékben fejezik ki az oskar RNS-t

Az oskar RNS-t fluoreszcens in situ
hibridizacios technika-val tettik
lathatéva. A, vad tipusban a fehér
fluoreszcens jel magas oskar RNS
koncentraciot jelez a petekezdemény
poszterior részét alkotd petesejtben, mig a dajkasejtekben a politén érias sejtmagok kordl
mutatkozik alacsony szint(i oskar RNS-re utalé jel. B, az oskar'® homozigéta mutans
petekezdeményben a vadtipushoz képest a hibridizacié alacsonyabb szintl oskar RNS
mutat a fejl6dd petesejtben.

7

Az oskar'® allél segitségével Uj oskar fenotipust tudtunk kimutatni. A részletes

fenotipus jellemzés megmutatta, hogy az oskar RNS hianyaban a petefejl6dés id6

elétt megall, a homozigéta néstények nem raknak petéket. (10. abra).

= 10. abra Az oskar  RNS-t
- csokkent mértékben kifejez6
osk' mutans allél homozigéta
. fenotipusa

A, B, vad tipusu petekezdemények
fejlédési sora interferenciakontraszt
mikroszkép alatt. C,D, azonos koru
oskar'® homozigéta
petekezdemények. A petefejlédés
nyolcadik stadiumaban az oskar’®’
homozigéta petekezdemények (D) fejlédése megall, az oskar'® néstények sterilek, nem

raknak petéket.
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Mivel az Oskar fehérje hianya tudottan nem jar Mivel az oskar fehérje null allélek
nem okoznak petefejl6édési zavarokat (Ephrussi és mtsai. 1991) feltételeztlk, és
alkalmas transzgenikus kisérletekkel bizonyitottuk, hogy oskar génrél irodé RNS

molekulanak transzlaciétél figgetlen szerepe van az ivarsejtfejlédésben (11.abra).

M1 M2 3'NTR
= — I A S
E1 E2 E3 E4
1? L I Ce—— V1L
T ; r—— V11391
1{_* ;’ I T 54
 ——" T 34
— o ] I 366
? ; I T— M1 mM2stop
LY % C— 1S LmM2
00— e UOK-5

GFP-cTmG1

lacZ Med

7 Zzzzzzzvsvvveressyeyyy M1 M2lacZMed1

lacZ
M1M2lacZwt

= = I m N VeV Y.

11. abra Oskar kiméra transzgénekrél ir6do érett mRNS-ek szerkezete, melyek
segitségével bizonyitottuk, hogy az oskar RNS transzlaciétél fuggetlen funkcidjat az
ivarsejtfejodésben

Az oskar mRNS két transzlacios starthelyét megtdrt nyilak, a flggbleges osztasok az
exonok hatarvonalat jelzik. Fehér vastag vonal az oskar kddold, a fekete vonalak pedig a
nem kédolé 3’ régiot (3’'NTR) jelzik. A vonalkazott és szirke vonalak idegen génekbél
szarmazo szakaszokat jeldinek. A fekete pottyok kis labbal a lanckezdd metionin miszensz
mutacidit, a fekete pdttydk nonszensz mutacidkat, a csillagok frame-shift mutaciokat, az
Omega jel inszerciét jelez. A transzgének kozll azok és csak azok komplementaltak az
osk™ hipomorf allél petehianyos fenotipusat, melyek az oskar mRNS-nek az &bran
transzgénre is, ahol az oskar mMRNS kddolé szakaszanak nagyrészét bakterialis génnel
lacZ-vel helyettesitettik. A kddolé szakaszban elhelyezett miszensz, nonszensz, frameshit
és inszerciés mutaciok az Ooskar fehérje termelését teljesen meggatoltak, de az oskar
MRNS transzlaciotol fuggetlen funkcidjat nem befolyasoltdk. A kddolo részben mutacidkat
hordozé6 transzgének (M1L,M1,39L,54,84,366, mM1mM2stop mM1SMI2 ) menekitették az
oskar*®*” RNS hipomorf allél fenotipusat. Mindez azt jelenti, hogy az oskar mRNS
transzlaciotol figgetlen funkcidja van, melyért a transzkriptum 3’ nem kédol6é szakasza a
felel6s.
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A fennebb Osszefoglalt kisérletek két Uj ismeretet eredményeztek: egyfeldl
bebizonyosodott, hogy az mMRNS-ek nem transzlalédé szakaszainak a
transzkriptumok stabilizalasan, illetve a lokalizaciéjan kivil egyéb, feltehetben
szerkezeti funkcidja is lehet. Az oskar mMRNS ugyanis a dajkasejtekbdl a petesejtbe
illetve a petesejten belll nagy ribonukleo-protein partikulumokban (RNP) szallitodik.
Feltételeztik, hogy ezen RNP-k Osszeszerel6désében, vagy Osszetartasaban az
oskar mRNS 3’ nem transzlalodo régidjanak mechanikai kdtészerepe lehet. Az oskar
MRNS 3’ nem transzlalédo régidjanak hianya az oskar RNP-k destabilizaciéjahoz, az
RNP-ben szallitddd egyéb faktorok delokalizacidjahoz, végeredményben a pete
pusztuldsahoz vezet. Ezt a feltételezésinket egy 2009-ben megjelent publikacio
alatamasztja, melyben kimutattak, hogy az oskar RNS oligomerizalodasra képes
(Mhlanga és mtsai. 2009). Mostani elképzelésunk szerint az oligomerizacio képezné
azt a mechanikai kapcsol6er6t, ami az oskar RNP-t kialakitja és 0sszetartja. Ezek a
kisérleteink azt is bizonyitottak, hogy az ivarplazma 6sszeszerel6dés kulcs eleme az
oskar gén maga is egy pleiotrop funkcioju gén. A korabban ismert anyai hatasu
ivarsejthianyos fenotipusan kivil a peteképzddést leallitd steril fenotipusa is van. Az
Uj oskar fenotipus vizsgalata Anne Ephrussi laboratériumaval kooperaciéban tortént.
A munka oroszanrészét Zavorszky Péter végezte.

A P elemes mutagenezis kisérletben 11 életképes Tropomyosin Il (Tmll) allélt
is azonositottunk (Erdélyi és mtsai. 1995). A Tmll gén a Drosophila egyetlen
citoplazmas tropomiozint (cTm) kodoléo génje, melynek terméke a nem izom
sejtekben rendszerint a szubkortikalis aktin halézathoz kapcsolddva lelhetd fel. A
Tmll allélek 18-98%-0s penetrancidju anyai hatasu ivarsejthianyos fenotipust
mutattak, melyek kozil a tovabbi részletes vizsgalatokhoz a Tmll*" elnevezési

legerésebb fenotipussal jellemezhetd allélt valasztottuk ki. A Tml®" inszerciés
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allélbél kiindulva P elem remobilizacié technikat alkalmazva vad tipusu revertanst,

illetve génen beluli részleges delécios allélt allitottunk el6. A vadtipusu revertans léte

igazolta, hogy az ivarsejthianyos fenotipusért valéban a Tmll gén mutacidja a

felel6s. Northern analizissel kimutattuk, hogy mind az eredeti, mind a deléciés

allélunk erés hipomorf jelleggel bir (12. abra).

,:3’ 0;5‘ Q-“\\ q',gj
S &6& &@‘
cTm
12 .abra A Tmll mutansok Northern analizise 2 Exs
2.3kb
A Tmll gén alternativ splicing-gal és alternativ 2 Okb
poliadenilaciéval legalabb harom transzkriptumot kédol.
Felsé panel: w''.as jelti vadtipust laboratériumi
torzshdéz képest az eredeti P elem inszerciés Tml[®’, mTm
valamint a Tmlil**-es jelli delécids torzsben a két —
nagyobb RNS termék erés csokkenést mutat. A Tm//*"’,
vad tipusu revertans térzsben a cTm transzkriptumok
szintje a vad tipuséval megegyezd. Kézéps6 panel: A --.. 1 OKD
Drosophila izom tipusu Tropmiozin (mTm) szintje a
mintakban nem mutat valtozast. Alsé panel: a ™49
mintafelvétel pontossagat az rp49-es kontrol RNS szint e e . 0.6kb

kimutatasaval mutattuk be.

A részletes fenotipus analizis megmutatta, hogy a Tmll ivarsejthianyos fenotipusat

az oskar gén helyspecifikus transzlacidjanak elmaradasa okozza. Megfigyeltik, hogy

a Tmll homozigdéta mutans néstények petekezdeményeiben az oskar mRNS

termel6dik ugyan, de nem lokalizalodik a poszterior poluson (13. abra).

Ii j o+
) ’ R
S L
% . ; X
el

e 979 A
'

13. abra Oskar RNS in situ
hibridizacié fejlédé petekezdemé-
nyeken

A, vad tipusu petekezdemények
fejlédési sordban az oskar RNS a
dajkasejtekben termelédik, majd aktiv
transzportfolyamatok révén a petesejt
poszterior részén lokalizalédik. B, A
Tmll®" petekezdeményekben az oskar
RNS termel&dik ugyan, a vad tipusu
petekezdeményekhez hasonléan a

petesejtbe is bejut, de a vad tipusra jellemz8 poszterior lokalizacié elmarad.
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Ennek megfeleléen azt vartuk, hogy az Oskar fehérje helyspecifikus transzlacioja

elmarad. Valéban, a Tmll mutans ndstényektél szarmazd embriok hisztokémiai

analizise az Oskar fehérje szintjét a kimutathatésag alattinak mutatta (14. abra).

14. dbra Az Oskar fehérje kimutatasa Tmll mutans anyatél szarmazé embriékban

Az oskar RNS poszterior lokalizacidjanak elmaradasa Oskar fehérje hianyos allapothoz
vezet, amit az TmllI*" homozigéta anyaktdl szarmazé embridkon mutattunk meg. A, az
Oskar fehérje a vadtipusu embridk poszerior részén lef(iz6dé embrionalis ivarsejtekben
nagy mennyiségben kimutathatd. B, A Tm/l®*" mutans néstények utédaiban Oskar fehérje
nem mutathaté ki. Az Oskar fehérje hianya ivarsejthianyos fenotipust eredményez. C, Az
oskar RNS lokalizacios szignaljanak manipulalasaval anterior oskar RNS-lokalizaciot és
transzlaciot idéztink el6. Az ektopikus Oskar fehérje hatasara az anterior oldalon, is
embrionalis ivarsejtek alakultak ki. D, anterior Oskar fehérjét termeltettink Tm//**” anyatdl
szarmazo embridban. A Tropomiozin hiany kovetkeztében a poszterior oldalon az Oskar

c s

Tropomiozin hianynak nincs hatasa, ami azt bizonyitja, hogy a Tropomiozin fehérjére az
Oskar fehérje poszterior termelédéséért felelds.

Ezek a vizsgalataink szolgaltattdk az el6 kisérleti bizonyitékot az aktin sejtvaz
lehetséges szerepérdél az ivarplazmat megalapitdé oskar géntermékek lokalizacidban.
Az elfogadott modell szerint a vad tipusban az oskar RNS a petesejt poszterior
végébe szallitodik, ahol felszabadulva a transzlacios gatlas aldl hely specifikusan
transzlalodik (Johnstone és Lasko 2001). A lokalisan termel6dott Oskar fehérje
kihorgonyzodik a pete szubkortikdlis aktin vazahoz, ahol els6ként sajat mRNS-ét,
koti meg, ami ujabb lokalizalt fehérje felhalmozodasahoz vezet. A mutans fenotipus

alapjan ugy gondoltuk, hogy a Tmll gén terméke, az ismert aktin koté cellularis

24



dc_39 10

tropomiozin az Oskar fehérjének és RNS-nek petesejt szubkortikalis aktin vazahoz
valo rogzitésében vesz részt. A Tmll génen végzett munkankkal az aktin vaznak az
oskar RNS lokalizacidban betdltdtt szerepét valdszinisitettiik. Ujabb eredmények
megerdsitik akkori feltételezéslnket. Anne Ephrussi laboratériumaban kimutattak,
hogy a cTm az oskar RNS-sel egyutt fordul el6 az oskar RNS-t szallitd
ribonukleoprotein partikulumokban (Trucco és mtsai. 2009). Elgondolasunk szerint a
szallité partikulumokban jelenlevé aktinkdté cTm fehérjék horgonyozhatjak ki a
poszterior polusra érkez6 oskar RNS tartalmu partikulumokat. Az aktin vaznak az
oskar termékek, és ennek kovetkeztében az ivarplazma lokalizaciojaban betoltott
szerepét késbbb, Moezin mutaciok segitségével, a Szegedi Bioldgiai Kézpontban
mikodé laboratériumomban sikerdlt végleg bizonyitani.

A P elemes mutagenezis kisérletink az ivarsejtvizsgalatok terén kettés
eredménnyel jart, egyrészt feltarta, hogy a polaris plazma dsszeszerel6désének
kulcs eleme az oskar gén maga is pleiotrép, az ivarplazma 6sszeszerel6désén kivul
a petesejt fejlédésének iranyitasaban is van feladata. Masrészt, a P elemes
kisérletink vezetett az aktin vaznak az oskar RNS lokalizacioban betoltott
szerepének felismeréséhez. Mindazonaltal a P elemes mutagenezis eredménye
elmaradt varakozasainktol. Dacara annak, hogy mintegy 35000 életképes inszerciot
tartalmazo6 vonalat vizsgaltunk meg, minddssze 30 ivarsejthianyos mutans vonalat
azonositottunk, amibdl minddssze a tizenegy Tmll allél mutatott a késébbi
vizsgalatokhoz elegendéen magas penetranciat. A kisérletink alacsony
hatékonysagat részben a P elemek id6kdzben megismert sajatsagos ugrasi
preferencidjaval magyarazhatjuk. A Drosophila genomprogram akkorra mar ugyanis
kideritette, hogy a genomban P elem inszercids forré pontok vannak valamint, hogy

a P elemek a géneknek csupan mintegy 50 szazalékat képesek eltalalni. Kiderult
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tehat, hogy a P elemmel, ezzel a kivalé génazonositd eszkdzzel nem lehet az
O0sszes gén funkciojat tisztazni. A Drosophilakutatdok érdeklédése Uj transzpozonok
felé fordult. Ugy gondoltuk, hogy Uj transzpozonok kiprébalasaval djabb anyai hatasu
ivarsejthianyos géneket tudunk azonositani. Megismételtuk tehat a klasszikus
genetikai, anyai hatasu ivarsejthianyos fenotipusra alapulé kisérletiunket egy

akkoriban ujonnan kifejlesztett hobo transzpozonnal.

Anyai hatasu ivarsejthianyos mutaciok azonositasa Hobo transzpozonos

mutagenezissel

A P elemek hatranyos inszercios preferenciaja Uj transzpozonok kifejlesztését
igényelte. Smith és munkatarsai (Smith és mitsai. 1993) vadtipusu hobo
transzpozonbdl a P elemekhez hasonléan, konnyen kezelhetd mutagenezis

rendszert fejlesztettek ki (15 abra).

H transzpozaz rosy

A

15. abra A hobo elem alapu binaris transzpozonrendszer szerkezeti vazlata

A, a HLw2 mutator elemet ugy hoztak létre, hogy a vad tipusu hobo elem transzpozaza
helyére a Drosophila white és LacZ szelekcios markergént, illetve egy baktériumban
mikodé rezisztencia gént (kanamicin R) és replikacids origét (ori) helyezték el (Smith és
mtsai. 1993). A hobo transzpozon transzpoziciés képességéeért felelds forditott ismétlédd
szekvencidkat sarga haromszoég jelzi. B, a mobilizalé elem (P[ry+, HBLI])szerepét egy a P
elem forditott ismétlédé szekvenciak (z6ld haromszdg) kézé épitett hobo transzpozazbol (H
transzpozaz) és a rosy markergénbdl alloé transzpozon jatssza (Calvi és mtsai. 1991). Ha a
két elemet keresztezéssel egy genomba juttatjuk, a transzpozaz forrast koédold elem
hatasara a mutator elem U0j helyekre inszertalédik. A mobilizalé elemet egy Ujabb
keresztezési lépéssel eltavolitva stabil inszercidkat allithatunk elé.
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Vizsgalataik szerint az Uj rendszer a P elemekétdl eltérd inszercios preferenciaval
rendelkezik, igy azzal a P elemek altal nem azonosithatd gének is vizsgalhatéva
valnak. Kiss Istvan munkacsoportja a Drosophila Genomprogram megbizasabol
rendszeres, nagyléptékii hobo alapu inszerciés mutagenezist hajtott végre az Uj
HLw2 nev(i mutator elemmel. Kiss Istvan az életképes hobo inszerciés vonalakat
kutatécsoportom rendelkezésére bocsatotta. A vonalakat Sinka Ritaval és Jankovics
Ferenccel ivarsejthianyos fenotipusra szirtiik. Osszesen hétszaz hobo inszerciét
hordozé vonalbdl homozigéta néstényeket valogattunk, majd azok utddai kozott
boncolassal ivarsejthianyos fenotipusuakat kerestliink. Ebben a kisérletben egyetlen
ivarsejthianyos mutaciét talaltunk, amely az emberi Sab gén (Matsushita és mtsai.
1998) Drosophila homolégjat, az altalunk Poirot-nak (prt) elnevezett Drosophila gént
azonositotta (Sinka és mtsai. 2002). A hobo transzpozon a poirot gén elsé intronjaba
inszertalédott (16.4bra), és a Poirot fehérje ellen készitett ellenanyaggal elvégzett

western blot analizis tanisaga szerint a prt®> mutaciomutnull mutaciot okozott (;17

abra).
16. abra A poirot gén szerkezete
N\ foboelem -/ Az ivarsejthianyos mutaciét a poirot gén elsd
\ ) exonjaba integraléddott HLw2 hobo mutator elem
-/ - okozta. A poirot genomikus szekvenciat a DS04940
——L; 'E"ET"— es jelli P1 fagbdl kiildnitettiik el.
S . o e T r
Sy
5
30.000 35.000 40,000 45.000 - 5 E
DS04340 P1 fig E 2 E
, s1 , v B £ b =
17. abra prt®®’ mutans noéstények 2 = g» g
és himek Western blot analizise T 0¥ 8 S

Vadtipusu néstényekbél és himekbdl
készitett fehérjepreparatumban a ‘
Poirot fehérje ellen termeltetett 81|
ellenanyag a vart relativ molekula- ‘
tomegl 53-55 kDa-os kettds csikot \

ismer fel, mig a prt®’ homozigéta K .

néstényekbdl és himekbél készitett 46 |
fehérjekivonat  Poirot  mentesnek ‘
bizonyult. y-Tubulin| — —— —|
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Mivel a prt** homozigota null mutansok életképesek, de anyai hatasu ivarsejthianyos
fenotipust mutatnak, a poirot gén funkciodjat ivarsejt specifikusnak mondhatjuk. A
prt** mutans petekezdemények részletes fenotipus leirdasa megmutatta, hogy a
homozigéta mutans anyak petéiben az oskar mRNS lokalizaciéja vadtipusu (18
abra), azonban az Oskar protein a pete fejédése soran egyre nagyobb mértékben

levalik a poszterior pélusrol (19. abra).

18 .abra oskar RNS in situ hibridi-zacio
vadtipust és prt®s’ homozi-géta mutans | /
petekezdeményeken //M, e s
A, a vad tipusu petekezdeményben az oskar %"” g/
RNS a fejl6dd petesejt poszterior csucsan . )
akkumulalédik. B, az ivarsejthianyos
fenotipust okozé prt®’ mutaciéra homozigéta
mutans petekezdeményekben az oskar RNS
lokalizacidja a vad tipusnak megfeleld.

19. abra Oskar fehérje ellenanyagos kimutatasa prt®’ homozigéta mutans
petesejtekben és embriékban

A,B,C,D, a vad tipusu A,B, fejl6d6 petesejtben és C, érett petesejtben, illetve D, embrionalis
ivarsejtekben az Oskar fehérje kifejezett poszterior lokalizaciét mutat, illetve az utdéd embrio
lefiz6d6 ivarsejtjeiben akkumulalédik. E,F,G,H a pn‘gs’ homozigéta mutans E,F fejl6dé
petesejtekben G, érett petében illetve H, korai embridban az Oskar fehérje a poszterior
polusrdl leszakadd delokalizalt fenotipust mutat, a poszterior lokalizacié hianyaban H,
embrionalis ivarsejtek nem alakulnak ki.
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Ezek a medfigyelések ellentétesnek latszottak az elfogadott modellel, miszerint az
Oskar fehérje szukséges sajat RNS-ének lokalizaciéjahoz is (Rongo és mtsai. 1995).
Az ellentmondast az alabb ismertetett kisérlettel sikerllt feloldanunk, melynek
eredménye az oskar RNS altal kdédolt két fehérje izoforma eltéré lokalizacios
mechanizmusara utal. Az oskar génrél egyetlen transzkriptum irédik, melyrél
azonban két alternativ transzlacids start helyrél egy 55 kDa-os rovid, és egy 71 kDa
relativ molekulatomegl hosszu izoforma keletkezik. A rovid izoforma foszorilalodhat,
ami egy 57 kDa relativ molekulatomegl formahoz vezet (Markussen és mtsai. 1995)
Megvizsgaltuk, hogy a prt®’ mutacioknak milyen hatasa van a kiilénb6z6é Oskar
fehérje izoformak szintjére. Oskar Western blot analizissel kimutattuk, hogy a prt®®’
mutans petekezdeményekben az 55 kDa relativ molekulatdmegl nem foszforilalt és
az 57 kDa relativ molekulatdmegl foszforilalt rovid izoformak mennyisége erésen
csokken, addig a 71 kDa-os hosszu izoforma a vad tipusra jellemz6 mennyiségben

fordul el6 (20. abra).

20. abra prt®*’ mutans
petekezdemények Oskar
western blot analizise A

vt
pﬁgm
osk54/Df

A, a vadtipusu (vt) 71kDa

petefészkekbdl készitett fehérje-

preparatumban a rovid Oskar

izoforma egy 55-57 kDa-os relativ 57kDa
molekulatdomegl  kettds  csik 55kD§ -—
formajaban mutathaté ki. A prt®’
mutans petekezdeményekben a
révid izoforma mennyisége . :
jelentés mértékben csdkken, mig Y=TUDUIIN | ——
a 71 kDa relativ molekulatdmeg(i

hosszi izoforma szinte a B
vadtipuséval egyezd. Negativ

kontrolként az osk54/Df Oskar M1 3’UTR
fehérie null genetikai hatteret ., hosszu Os AAAA
hasznaltuk. B, az oskar mRNS rovid Osk |

vazlatos szerkezete a  két
alternativ lanckezdé metioninnal. M2
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A Western blot eredmény alapjan az embriékban medfigyelt delokalizaciét ugy
értelmeztik, hogy a petékben végzett ellenanyagos festéssel a révid izoforma
delokalizacidjat lattuk, mig poszeterior péluson maradt Oskar fehérje tdbbsége a
hosszu fehérjevaltozat volt. Ezt az értelmezést alatamasztja Markussen 1995-6s
megfigyelése (Markussen és mtsai. 1995) miszerint a hosszu Oskar izoforma
onmagaban elegendd az oskar RNS poszterior poluson val6 tartasahoz, de az
embrionalis ivarsejtdeterminacidéhoz a révid izoforma is kell. A jelenleg legpontosabb
modell szerint tehat a poszterior polusra szallitoddo oskar RNS helyspecifikusan
transzlalodik. A helyben keletkezett hosszu Oskar fehérje az oskar RNS-t a
szubkortikalis aktin vazhoz koéti. A kihorgonyzott RNS molekulakrél egyre tobb
lokalizalt fehérje termék keletkezik. Az igy keletkezett nagy mennyiségl rovid
izoforma feladata ujabb ivarsejt faktorokat lokalizalni, igy az embrionalis ivarsejtek
keletkezésének helyét meghatarozni. A prf®’ mutans petekezdeményekben a
hosszu izoforma szintje a vadtipuséra hasonlit. Ennek megfeleléen az oskar RNS-t
poszterior lokalizacidéja megtorténik, melyrél egyre nagyobb mennyiségli Oskar
fehérje izoformak képzddnek, de a prt mutans petekezdeményekben a rovid
izoformak helyben tartdsa nem valésul meg. A prt gén funkcidja tehat a polaris
plazma dsszeszerel6dését iranyitd rovid Oskar fehérje izoforma helyben tartasa.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a hobo mutagenezis kisérlet soran valdéban
sikerllt a P elemes mutagenezis kisérletben nem azonositott gént ivarsejthianyos
fenotipussal azonositani. Azt is elmondhatjuk azonban, hogy mind a P elemes mind
a hobo kisérlet alacsony hatasfoku volt. Ennek legfébb okat abban lattuk, hogy egyik
transzpozon hasznalatakor sem tudtuk elkuloniteni a szamunkra értékes életképes
mutaciot okozd, valamint az értéktelen gének kozotti régiokba torténd transzpozon

inszerciokat, ami azt jelentette, hogy feleslegesen nagyszamu, géneket nem is érint6é
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vonalat kellett torzsbe allitanunk és tesztelnink. Az ezredfordulén Lukacsovich
Tamas és kollégai egy géneken kivlli inszerciok kizarasara alkalmasnak latszé
megoldassal jelentkeztek azzal, hogy az emlés kisérleti rendszerekre kifejlesztett

géncsapdazo elgondolast Drosophilara alkalmaztak (Lukacsovich és mtsai. 2001)

Anyai hatasu ivarsejthianyos mutacidk azonositasa géncsapdazo transzpozon
mutagenezissel

Asztalos Zoltan és Lukacsovich Tamas Daisuke Yamamoto kutatdcsoportjaban
viselkedésgenetikai vizsgalataik sordan a mi laborunkéhoz hasonlé technikai
kihivassal kuzdottek, amikor nagyszamu homozigéta életképes mutans vonalat
kellett hosszadalmas tesztelésnek alavetniuk. Annak érdekében, hogy gének kozaotti
régiokba inszertalodott, tehat szamukra értéktelen transzpozon inszerciokat ne
kelllen a munkaigényes fenotipusos tesztjeiken atereszteni, géncsapdazo
transzpozonokat hoztak létre (Lukacsovich és mtsai. 2001). Az elgondolas Iényege a
két specialisan modositott markergénben rejlett. Ezek a markergének csak akkor
Iéptek mikodésbe, ha a transzpozon egy gén belsejébe ugrott be, jelezve melyik
inszerciot valasszak ki a fenotipusos tesztelésekre (21. abra). Lukacsovichék
el6kisérletei szerint a GT rendszer hasznalata mintegy 70%-ra dusitja fel a génben
torténd inszercidkat. Ugy véltiik, hogy ennek a rendszernek alkalmazasaval
ivarsejthianyos mutansizolalasi kisérletben igen sok energiat takarithatunk meg. A
GT transzpozon rendszert az ivarsejtekben torténé munkara alkalmassa tettlk, és
azzal ivarsejthianyos mutacios kisérletet végeztink. Az eredeti GT transzpozon
markergénjei a leggyakrabban hasznalt w, valamint a Gal4 transzkripcios faktort
kédolé gének voltak. A Gal4 aktivitas kimutatdsa kozvetetten tortént egy Gald

fehérjére érzékeny un. UAS szekvenciaval ellatott masodlagos markergén pl UAS-
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LacZ vagy UAS-GFP segitségével. Ez a gyakorlatban ujabb keresztezést igényelt,
amikor is a kimutatast lehetévé tevd UAS-LacZ vagy UAS-GFP-t tartalmazo
transzpozpnokat a GT inszercioval egy genomba vitték. Mivel a Drosophila
ivarsejtekben a Gal4-UAS indukcié csak specidlis korulmények kozott mikodik
(Rerth 1998) az eredeti transzpozont médositanunk kellett. Ugy gondoltuk, hogy az
egyébként tagadhatatlan el6nydkkel jaré Gal4 rendszert elhagyjuk és egy

kozvetlenll szelektalhatd markergénekbél allé GT transzpozont allitunk elé (21

: <A >

> | Sy
H GFP EH white A
S cre YV e S

¢ BT __white

21. abra A Drosophila géncsapdazé (gene trap GT) transzpozon vazlatos szerkezete
és mikodése
a, GtGFPw tanszpozon két csonka markergént tartalmaz P elem forditott ismétiédé

abra).

szekveciak (z6ld haromszdg) kdzott. Az egyik markergén, a Green fluorescent protein (GFP)
poliadenilacios jellel (A) rendelkezik, de nincs promotere. A masik markergén a white
prométerrel (P) bir, de nem hordoz poliadenilaciés szignalt. b, egy atlagos szerkezetl
Drosophila gén, amelyet négy exon (s6tét téglalap) és harom intron (fekete vonal) alkot. c, a
GT elemet a PlacW elemhez hasonldéan, P mobilizalé transzpozonnal lehet aktivalni. A GT
elem markergénjei csak abban az esetben fejez6dnek ki, ha a transzpozon egy gén
belsejébe ugrik, ahol a csonka markergének prométerhez, illetve poliadenilaciés jelekhez
jutnak. d, a génbe ékel6dd GT transzpozonok lényegében két promotertdl poliadenilacios
jelig tarté Uj gént hoz létre, melyrél az elrontott gén exonjaibdl és a markergének exonjaibdl
alld kiméra RNS-ek keletkeznek. e, Mivel a markergének transzlacidos start-stop
szekvenciakkal hataroltak a kiméra RNS-ekr8l a mikédéképes GFP és W fehérje

termelddik. A markergének termel6dése azt jelzi, hogy az inszercié génen belll tortént.
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igy jott létre az 21. abran bemutatott masodlagos markergént nem igénylé6 GFP és
White markergéneket hordozé GtGFPw transzpozon mellyel Jankovics Ferenc
szaznyolcvan géncsapda inszerciot Aallitott el6, amelybdl kettdé ivarsejthianyos
fenotipusunak mutatkozott (22.4bra). Jankovics Ferenc kimutatta, hogy az egyik GT
ivarsejthianyos inszercio, a 193-as jell, a Drosophila Moesin génjét érinti (23. abra;
Jankovics és mtsai. 2002).

22. abra Moesin mutans ndstény altal
lerakott petékben ivarsejthianyos fenoti-
pusu embriok fejlédtek.

A, A vad tipusi korai embrié poszterior
polusan leflz6d6 embrionalis ivarsejteket
nyilhegy mutatja. B, A GT193 mutans embrid
poszterior pdlusan nincsenek embrionalis
ivarsejtek.

u\/fj‘\/\/:ﬁw; > 67kDa
WSS

1kb ﬁ.\/EV\):\W 75kDa
E&VZV:\P sokpa

23. abra A Drosophila Moesin gén szerkezete és az ivarsejthianyos mutaciét okozé
GT193 inszercid helye

A Drosophila Moesin egy 06sszetett szerkezetl gén alternativ splicing-gal, alternativ
prométer hasznalattal legalabb hétféle transzkriptum jén létre. A GT193 transzpozon
inszercié a 67 kDa fehérje izoformat kddold splice varidansok elsd kédolé szekvencigjaban
kovetkezett be.
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A Moezin az ERM csaladba sorolhatdé fehérje melynek szerkezete alapjan aktin-
sejtmembran keresztkoté funkcidt tulajdonitottak (24 abra; Tsukita és Yonemura
1999). Az emlés genomok harom nagyon hasonlé ERM fehérjét a Moesint az Ezrint
és a Radixint, kodoljak, melyek funkcidi jelentésen atfednek egymassal (Doi és
mtsai. 1999). Ez a funkciondlis redundancia nagymértékben neheziti az ERM
fehérjek genetikai vizsgalatdt emlés modellorganizmusokon, sejttenyészeteken.
Ezzel szemben Drosophilaban egyetlen ERM fehérjét kodold gén a Moesin talalhato
meg. Ez a tény a Drosophilat az ERM fehérjék vizsgalatara kiléndsen alkalmassa

teszi.

CD44, CD43

ICAM-1,-2,-3,
EBP50(NHE-RF),
E3KARP,
PIP2, Rho-GDlI,

MBS, Dbl,  RII-PKA

polyproline
actin-binding

297 arolurs ses :
Ezrin 479 s~ Site
(mouse)

470 477 583

Radixin
{mou se)

ERM family

Moesin
{mouse)

24. abra az ERM fehérje-
csaladba sorolhaté fe-
hérjék szerkezeti 6ssze-
hasonlitasa

Az ERM fehérigk N
terminalisan lévé fehérje-
fehérje  kolcsdnha-tasért
felelés domén egy sereg
membranfehérjével képes
kap-csolatot teremteni. Az
ERM fehérjék C terminalis
részén pedig aktin kotd
domént talalunk. (Tsukita
és Yonemura 1999)

A Moesin, a ¢cTm fehérjéhez hasonléan aktin kot fehérje, de szerencsénkre annal
joval koénnyebben értelmezhetd fenotipussal rendelkezik. A Moesin mutaciok
latvanyos fenotipusaval elséként sikerult megmutatni, hogy a vad tipusu Moezin
fehérjének sejtbioldgiai szerepe valéban a sejthartya- aktin-halé keresztkotése, amit

korabban csak szerkezeti adatokbdl feltételeztek. Azt tapasztaltuk, hogy a Moezin
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mutans petekezdeményekben a petesejt szubkortikalis aktin vaza sokszor hibasan

kotodik a sejthartya belsé felszinéhez, rendellenes betlr6déseket mutat (25. abra).

vt

25. abra Moesin mutans és vadtipusu petekezdemények szubkortikalis aktin vazanak
osszehasonlitasa

A vadtipusu (vt) és Moesin (Moe) mutans petekezdemények aktin vazat A, rodamin
konjugalt falloidinnel tettuk lathatova. B, a sejtek membranjat E-cadherin ellenanyaggal
jeléltik meg. C, a falloidin, E-cadherin kettés festés a vadtipusu petekezdeményekben a
petesejt kérgi részében teljes mértékben kolokalizal, mig a Moesin mutans
petekezdeményben a szubkortikalis aktinnak a kortexrdl valé helyenkénti levalasat
detektaltuk.

A Tropomiozin Il génnel végzett munkankbdl sejtettliik, hogy az aktin vaznak szerepe
van az oskar RNS és fehérje lokalizaciéban. Azonban a leggondosabb mikroszkopi
vizsgalattal sem tudtunk Tmll mutdnsokban aktin szerkezet valtozast kimutatni, igy
az aktin halézatnak az oskar géntermékek lokalizacidjaban betdltott szerepe
bizonyitasra vart. Mivel a Moesin mutans petekezdemények a szubkortikalis aktin jol

lathatd szerkezeti elvaltozasat mutattdk, megvizsgaltuk, hogy ezek a szerkezeti

valtozasok milyen hatassal vannak az oskar géntermékek lokalizacidjara.
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Kimutattuk, hogy Moesin mutans hattéren az Oskar fehérje a vadtipustdl eltérd

lokalizaciét mutat (26.abra).

26. abra Oskar fehérje és az aktin vaz egyiittes festése Moesin mutans petekezde-
ményekben

Az Oskar fehérjét Oskar ellen termeltetett ellenanyaggal (piros) az aktin vazat
OregonGreen-falloidinnel (zold) tettik lathatéva. A, vad tipusu petekezdemény. B,C,D,E
Moesin mutans petekezdemények, melyekben B, az Oskar fehérje a kortextél eltavolodva
rendezetlen eloszlast mutat. C,D azokban az esetekben amikor a Moezin mutans
petekezdeményekre jellemzd aktin levalasok a kortex poszterior részében kdvetkeznek be,
az Oskar a kortexrdl levalt aktinnal mutat kolokalizaciot. A Moezin mutans petekezdemé-
nyekben gyakran megfigyeltink a poszterior csucstol oldaliranyba valé Oskar fehérje
elcsuszast is.

Abban az esetben, ha a betlir6dés a petekezdemény poszerior csucsan torténik, az
Oskar fehérje lokalizacios hibajat okozza, ugy, hogy az Oskar fehérje a kortextél
elvalt aktin hal6zathoz kotdédik. Az elfogadott pozitiv visszacsatolas elvén mikodd
Oskar lokalizaciés modell szerint a lokalisan termel6d6 Oskar fehérje ujabb oskar
RNS molekuldkat lokalizal. Amennyiben az aktin halézathoz val6 kapcsolédas

elegendé a pozitiv visszacsatolasi szabalyozas beinditasahoz, annak ektopikus aktin

vazon is ki kell alakulnia. A kérdés tisztazasa érdekében Moesin mutans hattéren
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megvizsgaltuk az oskar RNS eloszlast is. Azt tapasztaltuk, hogy a Moesin mutans

petekezdeményekben az oskar RNS az Oskar fehérjéhez hasonlé lokalizaciés hibat

okozott (27. abra).

27. abra oskar RNS sin situ hibridizacié Moesin mutans petekezdeményeken

A, vad tipusu petekezdeményben az oskar RNS a fejl6d6é petesejt poszterior végében
koncentralodik. B, az oskar RNS a kortextdl eltavolodva rendezetlen eloszlast mutat. C,D az
oskar RNS pontszerilen, illetve jol kortlhatarolhatd térrészben, de ektopikusan festédik. E,
az oskar RNS a poszterior csucstél oldaliranyba elcsuszva, de a szubkortikalis aktinnal
koloaklizalodik.

Az a felismerésunk, hogy a sejthartyatdl eltavolodott aktin haldzat is képes az Oskar
fehérjét megkotni, véglegesen bizonyitotta, hogy a morfogenetikus hatasu oskar
géntermékek helyben tartasaért az aktin vaz a felelés. Az a tovabbi megfigyelésiunk
pedig, hogy a Moesin mutans petekezdeményekben az ektopikus oskar fehérjét és
RNS-t nagyon hasonlé mintazatban figyeltik meg azt valdszinUsiti, hogy az oskar
szabalyozasra jellemz6 pozitiv visszacsatolasi rendszer fenntartdshoz a

szubkortikalis aktin dnmagaban elegendd, a petesejt kortexének egyéb elemeire

nincs szukseég.
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A Moesin mutans petekezdemények aprolékos vizsgalata soran feltlint, hogy
az aktin vaznak, illetve az oskar géntermékeknek lokalizacios hibaja kisebb
gyakorisagu esemény mintsem hogy azzal a moezin mutansokban megfigyelt
ivarsejthianyos fenotipus teljes mértékben megmagyarazhat6 lenne. Feltételeztik,
hogy a Moesin fehérjének egyéb szerepe is lehet az ivarsejtek életében. A
feltételezett 0j funkcié feltarasa érdekében megvizsgaltuk a Moesin fehérje
eloszlasat az embrionalis ivarsejtekben. Ennek érdekében Green Fluorescent
Protein (GFP) jelzett, teljes funkcioju Moesin fehérjét fejeztuk ki vadtipusu
embridkban és figyeltik a GFP jel sejten bellli lokalizacidéjat (Polesello és mtsai.
2002). Meglepetésunkre a korabban tisztan citoplazmas fehérjeként szamon tartott
Moesin fehérje a frissen lefliz6d6tt ivarsejtek magjaiban feldusulni latszott (28. abra).

28. abra A Moesin fehérje
eloszlasa frissen lefliz6dott
Dorsophila embrionalis
ivarsejtekben

A, frissen lef(iz6dd ivarsejtek

interferencia kontraszt mikroszkopi
felvétele. B a  Moesin-GFP
transzgén (zdld) a pete szubkortikalis régidja mellett az embrionalis ivarsejtek magjaban is
feldusul. C, moesinGFP DAPI kettésfestés.

Tovabbi vizsgalataink soran Kideritettik, hogy Drosophila S2 sejtekben illetve a
gasztrulalodd embridk testi sejtjeiben is ki tudjuk mutatni a Moesin fehérjét a
sejtmagokban (29, abra). A gasztrulalédé embridk mitotikus szigeteiben a Mosin-
GFP sejtmagon belll is specialis lokalizaciot mutatott, a fluoreszcens jel osztodasi

orso szerl képzddmeényeket vilagitott ki (30. abra).

29. Moesin fehérje

kimutatdsa Droso- [WSUECIELLCIIEES
phila S2 sejtek
mag-jabanA Lamin
(piros) fehérjével
jeldlt sejtmaghartyan
belil, a Dapi (kék)
fest6déssel jelolt
magban jelentds Moesin fehérje mennyiség mutathato ki.
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30 .abra Moesin fehérje kimutatasa
gasztrulalédé embridk magjaiban

A Gasztruldléddé Drosophila  embridk
mitotikus szigeteiben a sejtmagi Moesin-
GFP magorsé szer(i alakzatban talalhaté.

A Moesin fehérjének a sejtmagon beldli
lokalizacidjat idéfelbontasos mikrosz-

kopiaval is megvizsgaltuk, és a

sejtmagi  felhalmozdédast  sejtciklus
fuggbnek talaltuk, valamint a magorséval valé Moesin fehérje asszociaciot
megerdsitettlk. A szincicialis blasztoderma koru embriokban Moesin-GFP fehérjét
fejeztettink ki és tettunk lathatova konfokalis mikroszkop segitségével. Az
interfazisos sejtmagban kevés Moesin mutathatd ki, melynek mennyisége a
profazisban hirtelen megnd, a metafazisban pedig egyértelmi magorsoéval valo
kolokalizacié6 mutathatd ki. Az anafazisban és a telofazisban a Moesin fehérje a
huzofonalak alkotta un. midbody-hoz lokalizalodik. A citokinézis folyaman a Moesin

fehérje magi felhalmozédasa megszinik (31. abra).

I P M A T CK
7% Ay . s - o
@ e | 5
‘@ - 3 ’ b
A, |

31 abra Moesin fehérje dinamikus lokalizaciéja szincicialis blasztoderma sejtmagok-
ban

I, interfazis; P, profazis; PM, prometafazis; M,metfazis; A anafazis; T,telofazis; CK,
citokinézis. Magyarazat a szdvegben.

39



dc_39 10

A Moesin fehérje jellegzetes aktin kotéfehérje, amely a citolpazmaban
szorosan kolokalizal az aktin sejtvazzal. Megvizsgaltuk, hogy a fehérje frissen
felfedezett magi lokaizacidja alapulhat-e hasonléan aktin kotésen. Drosophila
blasztoderma stadiumu embridkban Moesin-GFP és actin-RFP transzgéneket
fejeztettink ki, és figyeltik a két fehérje esetleges kolokalizaciojat. Az embridk
magjaban jol detektalhaté aktin-RFP-re utalé vorés fluoreszcenciat, tovabba
egyértelmld Moesin-actin kolokalizaciét kaptunk. Ez alapjan a medgfigyelésink

alapjan valészin(, hogy a Moesin fehérje a sejtmagi aktinhoz koétédik (32.4bra).

32. abra Moesin-aktin fehérje kolokaizacié kimutatasa blasztoderma stadiumu
Drosophila sejtmagokban

A |, inter-, P, pro-, M meta-,Ajana- és T, telofazisban. A, MoesinGFP, B, aktinRFP
fluoreszcencia, C egyesitett kép. Az egyesitett képen minden mitotikus fazisban szoros
Moesin-aktin kolokalizacié (sarga) figyelheté meg.

Az aktinnak és néhany aktin koté fehérjgnek (LaminB, East, Megator,
Chromator és Skeletor) az osztédasi orso kialakitasaban ujabban fontos szerepet
tulajdonitanak. Johansen K. and Johansen J. bevezették az orsématrix fogalmat

(Johansen és Johansen 2009). Az egyre tobb adattal alatamasztott elmélet szerint a

mitotikus orsé az orsématrix alkotta “kaptafan” jonne létre. Az orsdmatrix hibas
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mikddése orso 0sszeszerelddési és mikodési hibakkal jar. Felmerult a kérdés, hogy
funkcioja a sejtmagok életében és ezek alapjan lehetet-e a Moesin az orsématrix
legujabban felismert tagja. A kérdés eldontésére RNSi kisérleteket végeztink
Drosophila sejttenyészeten. Moesin specifikus kettés szalu RNSt transzfektaltunk S2
sejtekbe és figyeltik, van-e a kezelésnek hatasa a mitotikus orsok szerkezetére.
Moesin RNSi hatdsara kromoszoma szegregacios hibak és tripolaris orsok jottek
létre, jelezve, hogy a Moesin fehérjének szerepe van az osztédasi orso
szerkezetének kialitasaban (33. abra).

33. abra. A Moesin RNSi hatasa S2 sejtek
osztédasi orsodira

Felsd sor: A piros ytubulin, a zdld Btubulin és a kék
DAPI festés normalis orsé szerkezetet és
kromoszomaszegregaciot mutat a kontrol S2
mitotikus sejtekben. Moesin specifikus dsRNS
transzfekciéja utdan abnormalis kromoszoma-
szegregaciot (masodik sor) valamint tripolaris
orsOkat tudtunk kimutatni.

Annak eldontésre, hogy a Moesin klasszifikalhaté-e orsomartix fehérjeként
kolokalizaciés vizsgalatokat kell még végeznunk a LaminB, East, Megator,
Chromator és Skeletor fehérjékkel. Ugyancsak tovabbi vizsgalatok szikségesek
annak eldontésére, hogy a Moesin gén magi funkcidja szlikséges-e a Korai

embrionalis ivarsejtek életében.

A hagyomanyos genetikai megkoézelités tanulsagai

A fentebb ismertetett kisérleteinkben a genetika hagyomanyos megismerési modjat

kovettuk. Egy-egy gént mutaciokkal elrontottunk, a mutans allélt homozigéta
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formaba hoztuk és az igy kapott fenotipusbdl kovetkeztettiink az ép gén vadtipusu
szerepére. Annak érdekében, hogy a gén molekularis azonositasat kdnnyen
végezhessuk el a mutacidkat transzpozonokkal allitottuk el6. A munka soran
megtapasztaltuk azonban a transzpozon mutagenezis néhany hatranyat is. llyen volt
példaul a P elemek sajatos ugrasi preferencidja, a masodlagos mutaciok megléte
vagy példaul a hobo elemek instabilitasa. Az inszercids preferencia kérdését tobb
transzpozon hasznalataval, a masodlagos mutacidék problémajat pedig tobb allél
vizsgalataval, valamint néhany egyszerl ellen6rzé kisérlettel, mint pl. menekitdé
konstrukciok hasznalataval sikeresen meg lehetett oldani. A transzpozon
mutagenezis legnagyobb hatranya a pleiotrép gének vizsgalatakor mutatkozik meg.
Mindez a gyakorlati munkdban azt jelenti, hogy ivarsejthidnyos fenotipust
legtdbbszdr csak akkor kapunk, ha specidlis fehérjemddosulast kivaltd, vagy gyenge
expresszivitasu mutaciokat indukalunk, olyanokat, melyek az életbemaradashoz
elégséges mindségl vagy mennyiségi transzkriptumot allitanak eld, de az ivarsejtek
kialakulasat mar nem teszik lehetévé. A rengeteg elbnnyel jaré transzpozonos
mutagenezis ebbdél a szempontbdl hatranyos oldalat mutatja. Ugyanis a transzpozon
inszerciok legtobbszor erés funkciovesztéses fenotipust eredményeznek modosult
fehérie szerkezetli mutansokat pedig szinte lehetetlen Aaltaluk el&allitani. A
pleiotropia jelenségébdl addédd technikai nehézségekre is van megoldas. Mozaik
analizissel, valamint genetikai interakcios rendszerek alkalmazasaval lehetévé valik
a pleiotrép gének transzpozon indukalta erés funkcidvesztéses, letalis alléljainak
vizsgalata. Elhataroztuk hat, hogy az ivarsejtek kialakulasanak genetikai boncolasat

ennek a két technikanak alkalmazasaval folytatjuk.
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Ivarsejthianyos mutaciok izolalasa mozaik technikaval; egy sikertelen kisérlet
osszefoglalasa

A genetikai mozaikok eltérd genotipusu sejtekbdl allo élélények. Szamos
fejlédéstani jelenség és nem egy betegseg hatterében is genetikai mozaikossag all.
A kisérletesen indukalt mozaikossag pedig a genetikai analizis hatékony eszk6zévé
valt. Az un. mozaik analizis |lényege abban all, hogy heteroziéta egyedekben kisebb
homozigota sejtcsoportokat hozunk létre, abban a szdvetben, melyben az adott
mutaciot kivanjuk vizsgalni. Ennek a kisérleti elrendezésnek elénye, hogy altala
olyan mutans allélok fenotipus elemzése is elvégezhetd, melyekre, ha az egész test
homozigéta volna az egyed halalat okoznak. Szabad Janos és Eric Wieschaus
(Wieschaus és Szabad 1979) megmutatta, hogy a mozaik technika a Drosophila
ivarsejtekben nagyszerlien hasznalhaté moddszer, melyet késébb dominans
szelekciodt biztositd markermutaciok alkalmazasaval Madlen Gans laboratoriumaban
(Perrimon és Gans 1983) altalanosan hasznalhaté eszkozzé tettek. Az ivarseijt
mozaik technika mai teljes fejlettségében, amit OvoD-FRT rendszerként ismerink
Norbert Perrimon laboratériumaban alakult ki (Dang és N Perrimon 1992). Ok tették
lehetévé, hogy az ivarsejtmozaikokat rontgensugarzas helyett a kevesebb
mellékhatassal jard és hatékonyabb éleszté Flip rekombinazzal lehessen létrehozni.
Az OvoD-FRT rendszer az életfontos gének anyai hatasanak vizsgalatara a
legalkalmasabb eszkoz lett (34 abra). Ugy gondoltuk, hogy a rendszer az ivarseit-
testisejt sors elvalasat iranyitdé pleiotrép gének azonositasara is alkalmas lehet.
Elhataroztuk, hogy az OvoD-FRT rendszerrel mozaikos nd&stényektél szarmazo
feln6tt utddokat nevellink és kdztik boncolassal ivarsejthianyosakat keresink. Ezt a
kisérletet mintegy felkésziulésnek szantuk. Ugyanis akkoriban valt ismertté, hogy a

Flip altal létrehozott mozaikossag erejét felismerve Barry Dickson egy egész
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meglévé P elem inszercié gyljteményt rekombinacioval megfelel6 FRT helyekkel

kivan ellatni. Ugy véltiik, ha az el6kisérlet sikerrel zarul az egész Dickson féle

gyljteményt megvizsgaljuk.

34 abra: Az OvoD-FRTrendszer miikodési
elve

FRT

Az OvoD/m néstények életképesek, hiszen
a vizgalni kivant (m) letalis mutaciéra
heterozigétak Ezek a ndstények azonban
sterilek, hiszen az OvoD dominans
ndsténysteril mutacié megakadalyozza, hogy
az ivarsejtieik  (piros) érett petékké
fejlédjenek. A hdsokkal vezérelt hs-FLP

transz hatasu transzpozaz hatasara a G2-

ben, a négyfonalas stadiumban az FRT
helyek  kozott  mitotikus  rekombinacio
kovetkezhet be és a rekombinans

kromoszomak szegregacibdja két egyenlétlen
leanysejteket eredményezhet. Az egyik
leanysejt homozigéta lesz a vizsgalni kivant
mutaciéra, és egyben megszabadul a peteképzést akadalyozé OvoD mutaciétdl (zold),
bel6le pete fejlédhet. A dominans szelektiv marker mutacié jovoltabdl tehat a mitotikus
rekombinacidval nem érintett, valamint az OvoD homozigéta sejtekbdl nem, csak és
kizarélag az m mutacidra homozigéta ivarsejtekbdl fejlédnek peték, melyek fenotipusa a
peték valogatasa nélkul kdbnnyen végrehajthaté.

Az elbkisérleteket Sinka Rita végezte. A harmadik kromoszéma jobb karjan
indukalt EMS (etil metan szulfonat) mutacidkat tett homozigétva az OvoD-FRT
rendszerrel ndstény ivarsejtekben, és keresett kozottlik ivarsejt hianyosakat. Az
eredmény elmaradt a varakozasainktol. Az elinditott vonalaknak csak mintegy
felében sikerult mitotikus rekombinaciét észlelnink. A mitotikus rekombinacid
eredményeképpen egy-egy mutans vonal vizsgalatakor csupan néhany tucat petét
kaptunk. Ezzel az alacsony hatékonysaggal 1800 egyedi EMS kezelt FRT
kromoszomakart tettink homozigétava. Ezek kozul 6t anyai hatasu embrio
letalitdssal jaré mutacidét azonositottunk, melyek fenotipusa az oskar

funkciovesztéses fenotipusra hasonlitott. Egyikikrél komplementaciés analizissel
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belattuk, hogy az ivarsejtekben ismert funkciéju nanos gén allélja. Az elbkisérletben
feln6tt ivarsejthianyos mutaciét azonban nem taldltunk. A megtapasztalt rossz
fertilitas, valamint a nagyon kevés homozigéta klonbdl szarmazé felnétt utdéd alapjan
ugy dontoéttiunk, hogy az OvoD-FRT kisérleteinket a varhatd technikai nehézségek
miatt nem folytatjuk. 2003-ban Ruth Lehmann laboratériumabdl az altalunk
tervezetthez nagyon hasonlo, sikeres kisérlet eredményét kdzolték (Morris €s mtsai.
2003). Az OvoD-FRT rendszerrel, szintén a harmadik kromoszéma bal karjan EMS
indukalta ivarsejthianyos mutacidkat kerestek. 10 000 vonal atvizsgalasaval 14
ivarsejt hianyos mutaciét izolaltak, amit a késébbi komplementacios tesztekkel négy
komplementacidés csoportba soroltak. Kisérletik sikere az eljarasaink kozotti
egyetlen lényeges kuldnbségen mulhatott. Lehmann-ék ugyanis a homozigota
klonokbdl szarmazo utdédokat nem nevelték fel felnétt korig, hanem egy alkalmas
embrionalis marker segitségével mar embrié korban elvégezték az ivarsejthianyos
fenotipus tesztet, aminek hatasara kisérletik egyszeriibbé és minden bizonnyal

hatékonyabba valt.

Az ivarsejtdifferenciacié  vizsgalata genetikai interakcion alapulé

mutansizolalasi rendszerekkel

A genetikai interakciés rendszerek elve

A mendeli 6roklédés elmélet egymastdl figgetlenal 6rokl6dé gének meglétét mondja
ki. Az elmélet mutans fenotipusoknak az utdédokban val6 szabalyszerii megjelenési
aranyain az un. mendeli aranyokon alapul. Mar Mendel kbzvetlen kdvetbi egyre-

masra eltérést tapasztaltak a fenotipusok megjelenésének aranyszabalyatdl. Az
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eltérések egyik oka az egyes gének altal okozott fenotipusok egymasra hatasa volt.
A fenotipusok, illetve gének kozotti kdlcsdnhatas tehat a genetika kezdete 6ta ismert
jelenség, ami kezdetben inkabb a tisztanlatast zavaro tényezé volt. Mara a genom
Osszetettségének valamint a génkodlcsdnhatasok valtozatos biokémiai hatterének
ismeretében a kezdeti zavard tényezd, a fenotipusok szintjén megnyilvanulo
kolcsbnhatas, a genetikai vizsgalatok targyava lett. A fenotipusos megfigyelések a
genetikai interakciok sokasagat tartak fel, és mara oda vezettek, hogy a genom
mikodését egy kolcsOnhatasok tomegével szervezett génmikddési haldzatként
latjuk.

Az egyre szaporodo ismeretek alapjan a genetikai interakcidk tobb csoportjat
kulonithetjuk el. Allélok kozott fenotipus erdsitd, enhaszer vagy éppen gyengitd,
szupresszor hatasokat figyelhetink meg (Guarente 1993). Eléfordul az is, hogy
egyes allélok 6nmagukban nem, csak egyuttesen mutatnak fenotipust. Ennek egyik
szélsGséges esete az élesztd6 genetikaban széles korben hasznalt szintetikus
letalitas (Ye és mtsai. 2005). Maskor egy gén alléljainak fenotipusat egy masik gén
alléljai nem komplementaljak. A genetikai interakciok lehetnek dominansak illetve
recesszivek, aszerint, hogy a kolcsdnhatas hetero- vagy homozigéta formaban
valosul meg. A genetikai interakciok értékelésekor figyelembe kell vennunk, hogy az
interakcio, legyen az barmelyik is a felsoroltak kozul, utalhat a géntermékek
kozvetlen fizikai kolcsonhatasara (Hays és mtsai. 1989) vagy fizikailag nem
érintkez6 géntermékek funkciondlis kapcsolatara egyarant. A koélcsdnhatas, mint
genetikai eszk6z egy adott életfolyamatban szerepet jatszé géncsoport elemeinek
felismerését teszi lehetévé. Alkalmas tovabba a géncsoporton bellli szabalyozasi
viszonyok felderitésére, de a kolcsOnhatas fizikai hatterének megmutatasa

molekularis munkat igényel. A genetikai interakci6 az ivarplazma funkciéjanak
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vizsgalatara kulondsen alkalmasnak tdnt, ugyanis ismert tény, hogy az ivarplazma
Osszeszerel6dését elinditd kulcs elemnek az Oskar fehérjének koncentraciofiggd
fenotipusa van (Smith és mtsai. 1992). Az Oskar aktivitdsanak csokkentésével
elészor enyhe, majd egyre erdsebb ivarsejthianyos fenotipus alakul ki. Tovabbi
Oskar fehérje csokkentéssel abdomenhianyos fenotipus érheté el. Ennek oka az,
hogy az oskar altal Osszeszerelt ivarplazma abdomen kiakulasahoz szikséges
faktorokat is tartalmaz igy az ivarplazma hianya egy jarulékos fenotipussal,
abdomenhianyos fenotipussal jar. Az Oskar tultermelés ezzel szemben ektopikus
ivarsejteket eredményez. Elhataroztuk, hogy kihasznalva az Oskar fehérje
koncentraciofuggé hatasat dominans genetikai interakcion alapuld mutans izolalasi
rendszereket dolgozunk ki annak érdekében, hogy ujabb, ivarsejtfejlédést iranyitd
géneket azonositsunk.

Kezdetben az interakciéon alapuld mutansizolalasi eljarasoktdl csupan a
pleiotropia altal okozott technikai jellegli nehézségeinkre vartunk megoldast.
Ugyanis, a dominans interakciokra alapozott kisérletekben akar letalis mutansok
vizsgalata is lehetséges, mert elégséges azokat heterozigéta formaban vizsgaini.
Elhataroztuk, hogy ismert ivarsejthianyos mutaciokbol alacsony penetrancidju
ivarsejthianyos, un. érzékenyitett genetikai hattereket hozunk létre, melyen a
vizsgalni kivant mutans alléloknak akar gyenge dominans interakciojat érzékelni

tudjuk.
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Anyai hatasu ivarsejthianyos mutaciék azonositasa két gén alléljaival
érzékenyitett genetikai interakcion alapulé mutansizolalasi rendszerrel

Rendszeres vizsgalatot végeztink, melynek soran ismert ivarsejthianyt okozo
mutaciokat, illetve azok kombinacidit hoztuk létre, majd atmeneti ivarplazma hianyra
utalé ivarsejthianyos és abdomenhianyos fenotipusokat kerestink. Két alkalmas
érzékenyitett genetikai hatteret siker(ilt kialakitani. Az oskar’*Tmil* | TmilF%° allél
kombinacioval gyenge, az oskar mutansokra jellemzé jarulékos abdomenhianyos
fenotipust kaptunk. A TmiI?%%/TmiI?% allélkombinacié pedig alacsony penetranciajl
ivarsejthianyos fenotipust okozott. Kisérleteinket erre a két érzékenyitett genetikai

hattérre alapoztuk (35. abra).

35. abra Az Oskar fehérje Oskar
koncentraciofiiggd fenoti- fehérje
pusat kihasznalé genetikai cone. vadtipus

interakciéos rendszerek elvi Tmijes?
vazlata

EERPERBRRACREARRAARERRRRRRRRARRR AN wwnn: P MHaad]) 0 messssexsssszsaves

TmH°93'0\
Amennyiben az Oskar fehérje

koncentracioja egy bizonyos » ) E(To) Tmiies®
kiiszObértek ala csOkken, Ivarsejthianyos fenotipus

ivarsejthianyos fenotipust figyel- Tmifes® + +  Tmles®
hetlnk meg. A tovabbi e

csdkkenéssel elérhetiik  a Tmile4 osk™ \ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
jarulékos abdomenhianyos feno- E(To) Tmlies® +

tipus kialkuldsdhoz szikséges
kiiszobértéket. Az oskar’TmiI** +  Tmli# osk™
| TmirF?® allliélkombinacié olyan
genetikailag érzékenyitett hatte-
ret eredményez, mely alacsony
penetranciaju abdomenhianyos fenotipussal jellemezhet6. Amennyiben az érzékenyitett
hattéren egy Uj mutacié tovabbi Oskar koncentracié csOkkenést eredményez, nagyobb
penetranciaju abdomenhidnyos fenotipust kapunk. Az ilyen mutaciékat Enhancer of
Tropomiosin and oskar, réviden E(To) mutacidknak neveztik. A  Tml°%/Tmil*9%°
allélkombinacio kismértékli Oksar fehérje koncentracié csdkkenést okoz, ennek megfeleléen
ezt az érzékenyitett genetikai hatteret ivarsejthianyos fenotipus jellemez. Az oskar™*TmllI°* |
TmilP%°  érzékenyitett rendszerben azonositott E(To) alléloktdl elvarjuk, hogy a
TmlI*9%/TmiIF9%° érzékenyitett hattéren is enhanszerként viselkedjenek. Az E(To) mutacidkrol
feltételeztik, hogy olyan géneket reprezentalnak, melyeknek maguknak is szereplk van az
ivarplazma kialakitasaban, vagy funkciéjaban.

abdomenhianyos fenotipus
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Jankovics Ferenc Otezer EMS kezelt kromoszomat vizsgalt meg az
oskarTmilF® | TmirP% allélok alkotta érzékenyitett hattéren. Tizennégy
kromoszdéman talalt az oskar fenotipust erdsitd, enhanszer mutacioét. Az enhanszer
mutaciokat hordozé kromoszémakat azutdn megvizsgalta az Tml/f9%/TmiIP9%°
heterozigota hatéren is. A végeredmény 14 ivarsejthianyos fenotipust okozo
Enhancer of Tropomiosin and oskar, E(To) mutacio lett. A 14 E(To) mutacio
komplementaciés analizise megmutatta, hogy egyetlen két alléllal reprezentalt
komplementaciés csoportunk van. Ezt a komplementaciés csoportot delécids
térképezéssel, valamint torzsgyljteményekbdl szarmazé  allélokkal  valé

komplementaciéval a Rab711 génnel azonositottuk (Jankovics és mtsai. 2001)

(36.aba).
A
VWU ol WM 36 .abra Az E(To) mutaciékkal azonositott
| l Rab11 allélok térképezése

= . a B 5 % A, a kéttagu komplementaciés csoportba tartozé
RAARIeRL ! homozigota letalis E(To) allélokat harmadik
zﬁjﬁi’;’;‘; kromoszomas deléciokkal a 93-as citoldgiai
Plesbringii ; régio B-C s,zek0|01’arg’ terkgpeztu!f: A [eglobap
Bt p—t korabpq_n .!elrt mu_tamokat torzsgyuﬂemenyekpol
begyjtéttik, majd komplementaciés analizist
AhaA végeztlink. Az E(To) mutaciokat az EP3017 és
B j2D1 és 93Bi jeli Rab11 allélok nem
j2D1 komplementaltdk. A komplementacios analizis
EP3017 megmutatta, hogy a Rab171°*" allélkombinaciok

életképesek. A tovabbi kisérleteinket ezekkel az
életképes allélkombi-naciokkal végeztuk. B, a

-v—\/-\/_v— mRNA  Rab11 gén szerkezete.

1 kb

DNA

A Rab11%% allél életképes allélkombinacidkat eredményezett, melyek anyai hatasu
ivarsejthianyos fenotipust mutattak, megerésitve a Rab711 génnek az interakcids
rendszerben azonositott ivarsejt funkciojat. Annak érdekében, hogy a Rab11 gént
elhelyezzik az ivarsejtdeterminaciét iranyitdé gének hierarchiajpan megvizsgaltuk

mutans alléljainak hatasat az oskar géntermékek lokalizacidjara. Kisérleteink a
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Rab11 gént egyértelmlien az oskar gén felett hatd, oskar szabalyozo elemeként
azonositottdk. A Rab11 mutans petekezdeményekben az oskar RNS poszterior
polus helyett a petesejt kdzepén sokszor egy éles hatarvonalakkal rendelkez6, jol

korllhatarolt foltban helyezkedett el (37. abra).

37. abra oskar RNS in situ
hibridizacié Rab11 petekez-
deményeken

A, vadtipusu petekezde- .
mény, melyben az oskar

RNS a fejl6dé petesejt

poszterior csucsan Cc D
lokalizalédik. B,C,D Rab11

mutans  petekezdemények, |

melyekben az oskar RNS a . ,
vadtipusu poszterior loka-

izacié mellett, vagy helyett a \
fejl6édé petesejt kdzéppont-

jaban ektopikusan lokalizalodik, vagy alaktalan rogék formajaban talalgaté meg.

A Rab11 mutansok kozépen lokalizalt oskar RNS fenotipusa azoknak a géneknek
mutans fenotipusara emlékeztetett, melyek a petesejt mikrotubulus rendszerének
polaritasat befolyasoljak Notch, PKA, laminA (Ruohola és mtsai. 1991; Lane és
Kalderon 1994; Gonzalez-Reyes és mtsai. 1995; Deng és Ruohola-Baker 2000).
Ezeknek a gének a follikularis sejtektél szarmazd polarizaciés jelek kialakitasaban
és a fejlédé petesejtnek valé atadasaban jatszanak szerepet (6. abra a
bevezetésben) Mutansaikban a fejl6dé petesejt polaritasa zavart szenved.
Mikrotubulusok direkt és indirekt vizualizacidjaval kimutattuk, hogy a Rab11 mutans
ivarsejtek mikrotubulus rendszerének polaritasa szintén eltér a vadtipusétdl (38.

abra).
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38. abra Rab11 mutans
petekezdemények mikrotu-
bulus szerkezetének osszeha-
sonlitasa direkt és indirekt
modszerrel

Fels6 panel: vadtipusu (vt)
Rab11 mutans petekezdemé-
nyben kinezin-LacZ  fuzios
fehérjét fejeztettink ki, és annak
sejten bellli elhelyezkedését
Bgalaktozidaz festéssel tettik
lathatéva. A felvételeket
interferencia kontraszt mikrosz-
koppal készitettuk. A vad tipusu petekezdeményben a kinezin-LacZ fuziés fehérie a
mikrotubulusok névekv® végét a petesejt poszterior péluson mutatja ki. A Rab711 mutans
petekezdeményekben fejl6dé petesejt kdzepén tapasztaltunk LacZ aktivitast, ami a
petekezdemény mikrotubulus rendszerének megvaltozott polaritasara utal. Als6é panel: vad
tipusu és Rab11 mutans petesejtek mikrotubulus rendszerének direkt vizualizacidja GFP
jelolt tau mikrotubulusk6td fehérje segitségével. A felvételek pasztazéd 1ézermikroszkdppal
készlltek. A vadtipusu (vt) petesejtben a mikrotubulusok koncentracidja jol kivehetd
anterior-poszterior iranyu csOkkenést mutat, jelezve, hogy a mikrotubulusok az anterior
oldalon nuklealédnak és ndvekvé véglikkel a poszterior iranyba mutatnak. A Rab71 mutans
petesejtben a mikrutubulus koncentracio azt jelzi, hogy a mikrotubulus nukleacié a kortex
lateralis részén is megtorténik. A legkisebb mikrotubulus koncentracié a petesejt kdzepén
mutathato ki, ami arra utal, hogy a mikrotubulusok ndvekvé vége a petesejt belseje felé
mutat.

Az oskar RNS-nek a mukrotubulusok mentén valé szallitdsaban résztvevé Kinesin1
motormolekula (Brendza és mtsai. 2000) a Rab11 mutans petesejtek kdzéppontja
kordli térrészben lokalizalodik. Ebbél arra kovetkeztettiink, hogy a Rab11 gén a
petesejt polaritasat biztositd mikrotubulus vaz szerkezeti hibajat okozhatja, ami a
mikrotubulusok mentén val6 szelektiv oskar RNS szallitast lehetetlenné teszi, igy
okozva az ivarsejthianyos fenotipust. Ezt a feltételezést vadtipusu és a Rab11
mutans petesejtek mikrotubulus vazanak direkt vizualizaciojaval erdsitettik meg. A
vad tipusu petékben a mikrotubulusok jellegzetes anterior-poszterior iranyultsagot
mutattak. A Rab711 mutans petékben, ezzel szemben, a mikrotubulusok ndvekvd
végei a pete kdzepére mutattak (38. abra), ami j6l magyarazza mind a Kinsin1 mind
az oskar RNS kozépponti lokalizalédasat. Kimutattuk, tehat, hogy a membran

transzport folyamatokat iranyité Rab fehérjecsalad egyik tagja részt vesz a polarizalt
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.mikrotubulus rendszer fenntartasaban. A fent dsszefoglalt kisérleti eredményeinket
2002-ben Dollar és mtsai. (2002) megerdsitették. Mindkét publikacié végkicsengése
az volt, hogy az oskar RNS hibas lokalizaciojat indirekt médon, a mikrotubulus
rendszer polaritdsanak hibaja okozza. Ujabban a Rab fehériéknek az RNS
lokalizaciéban kozvetlenebb szerepet is tulajdonitanak (Cohen 2005). A Robert
Cohen Aaltal javasolt altalanositott modell szerint a lokalizalodo6 RNS-ek transzport
partikulumai membran hatarolt vezikulumok kilsé részéhez tapadva mozognanak a
mikrotubulusok mentén. A vezikulumokat és egyben az RNS lokalizaciés
partikulumokat Rab fehérjék kétnék a mikrotubulus motor fehérjékhez (39. abra). A
Rab11 fehérjének az oskar RNS lokalizacidjaban betdltétt, a modellnek megfeleld
kozvetlen szerep még bizonyitasra var.

Cytoskeletal fib A = i
yiceRe IRl 39 .abra R. Cohen Aaltal javasolt

altalanos RNS lokalizacios modell
(Cohen 2005)

Txlation
Machinery
RNA loc. S
Particle =
membrane @
receptor

~— &Y
orgunulle or

vesicle membrane

A fenti kisérlettel bizonyitottuk, hogy megfeleléen megvalasztott genetikai
interakcidkra pleiotrop gének azonositasara is alkalmas mutansizolalasi kisérletek
épitheték. Az oskar™, TmilF%®° és Tmll°%%° allélok alkotta rendszereinknek azonban
volt egy jelentds hianyossaga. Nevezetesen mindkét érzékenyitett hattér az
érzékenyité elemeket transz-heterozigota formaban hordozta. Ez az elrendezés a
mar meglévé mutacioknak az érzékenyitett hattérbe vald bevitelét nagyban
megneheziti, igy a gyakorlatban a meglévé mutansgyljtemények rendszeres

szirését nem teszi lehetévé. Ez igen jelentdés hatranynak mondhatd, hiszen
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id6kézben nagyszamu transzpozon indukalt, pontosan térképezett mutacio kerult a
mindenki szamara elérhetd mutansgydjteményekbe, melyek hasznélataval a
génazonositas sokszor igen hosszadalmas munkaja megtakarithatd. Célul tlztlk ki
tehat, hogy olyan ivarsejthianyos érzékenyitett hatteret talalunk, melynek révén a

meglévd mutansgyljtemények szlrését is végre tudjuk hajtani.

Anyai hatasu ivarsejthianyos mutaciok azonositasa harom gén alléljaival
érzékenyitett genetikai interakcion alapulé mutansizolalasi rendszerrel

Olyan érzékenyitett genetikai hatteret kivantunk létrehozni, melyben az érzékenyitd
allélok heterozigéta formaban vannak jelen, ami az érzékenyitett rendszert
alkalmassa teszi mar meglévé mutaciok vizsgalatara is. A rendszer kialakitdsa
érdekében Szuperak Milan szisztematikus keresésbe kezdett. Ismert ivarsejthianyos
fenotipussal rendelkez6 mutacidkbol heterozigota allélkombinaciokat allitott el6.
Mivel egyetlen kettés heterozigéta mutans sem bizonyult alkalmas érzékenyitett
rendszernek, azaz nem mutatott ivarsejthianyos fenotipust, harmas heterozigota
kombinaciokkal prébalkozott, igy allitotta el6 az 40. abran bemutatott kisérleti
elrendezést, amit az érzékenyitd allélok nevének kezdd betlibél alkotott betliszéval
SOT rendszernek neveztink el. A SOT rendszert egy harmadik kromoszémas, P
elem indukalt, letalis toérzsgyljtemény szilrésével probaltuk ki. Mintegy hatszaz
fuggetlen mutans vonalat vizsgaltunk meg. A vizsgalat eredményét a 41. abran

mutatom be.
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staudd st osk54 Tmilie# + PLacW
; X —3
SMeb ™3 + TM3 Sb Ser
staudd st osk54 TmlieH4
X ( s

9 + " Placw

Ivarsejthianyos fenotipus megallapitasa boncolassal

40. abra A staufen, oskar és tropomiosinll gének mutans alléljai alkotta SOT
interakcidés mutansizolalasi rendszer miikodési vaziata

A staufen (stau™) osk’* és TmlII*" allélokat az SM6b és a TM3 balanszerkromoszémakkal
kiegyensulyozott letalis torzsként tartjuk fenn. Az ebbdl a torzsbél szarmazd ndstények
utédai 13 %-0s penetranciaju anyai hatasu ivarsejthianyos fenotipust mutatnak. Ha az ilyen
genotipusu ndstényeket barmilyen, mar meglévé mutaciot (itt egy PlacW inszerciét) hordozé
himmel parositjuk, a kdvetkez6 generacidban a harom érzékenyitetd, valamint a vizsgalni
kivant allélra nézve immaron négyes heterozigéta néstények kivalogathatok a SM6b és a
TM3 Sb Ser balanszerkromoszémak dominans markermutacidinak hianya alapjan. A négyes
heterozigéta tesztnéstények utédaiban boncolassal allapithatjuk meg az ivarsejthianyos
egyedek aranyat.

A SOT rendszerrel végzett kisérlet eredménye Iényegesen kulonb6zott a korabban
bemutatott két gén alléljaival mikddd interakcios rendszerrel kapott eredményektél.
A SOT rendszerben ugyanis a megvizsgalt mutacidknak mintegy harmada
enhanszerként vislekedett, vagyis megemelte az érzékenyitett rendszer alap
fenotipusat. Az enhanszer fenotipusok penetrancigja folyamatos eloszlast mutatott
(41. 4&bra). Az enhanszerek nagy szama és az inetrakcios fenotipus
penetranciajanak folyamatos eloszlasa felveti azt a kérdést, melyik az a penetrancia
kiszobérték, mely felett az interakciés fenotipus a megvizsgalt mutacioval
azonositott gén szerepét nyilvanvaldéan jelzi az ivarsejtek életében. A meért
adatoknak a normal eloszlastdl valé eltérésének figyelembe vételével meg tudtuk
hatarozni azt a penetrancia kuszob értéket, mely felett a fenotipus az adott gén

nyilvanvalo szerepét jelzi az ivarsejtek kialakulasanak szabalyozasaban (42. abra).
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41. dbra A SOT rendszerben megvizsgalt P elem indukalt letalis mutacidk interakcios
fenotipusanak penetrancia eloszlasa

A fuggbleges tengelyen a penetrancia értékek lathatok szazalékban megadva a vizszintes
tengelyen néhany reprezentativ térzset neveztem meg.

42. dbra A vizsgalt mutansok
ivarsejthianyos fenotipusanak
a normal eloszlas szerint vart,
és a kisérletben mért eloszlasa

A vizszintes tengelyen az egyes
vonalak ivarsejthianyos fenoti-
pusanak penetranciajat abrazol-
tuk 10 szazalékos bontasban. Az
oszlopok magassaga az adott
penetranciaértékbe esé mutan-
sok szamaval aranyos. A
narancssarga oszlopok a normal
eloszlasi értékeket, a zoldek a
mért adatokat mutatjak. Lathato,
hogy a mért adatok a normal
eloszlastdl a 60%-0s penetrancia

érték feletti tartomanyban térnek el. Ezek alapjan a 60%-

os penetrancianal nagyobb interakciés fenotipust tekintettlk enhanszer hatasnak.

Megjegyzendd, hogy ez az érzé
négy és félszerese.

kenyitett rendszer alap penetrancia értékének (13%-nak)
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A kisérleti rendszer gyors, egyszerd, kivaléan alkalmas barmilyen eredeti mutans
allél interakciojanak gyors fenotipusos elemzésére, azéta is hasznaljuk (Vilmos és
mtsai. 2007).

Norbert Perrimon a ,Genetic screening for signal transduction in the era of
network biology” ciml 6sszefoglalé koézleményében hasonléan viselked6 kisérleti
rendszert ir le (Friedman és Perrimon 2007). Sejttenyészeteken veégzett
kisérletekben egy jol ismert szignal utra, a Drosophila embridk terminalis strukturait
meghatarozé torso/tailless utvonalra hatd géneket kerestek. RNS interferencia
kisérletikben, a megfigyelt fenotipus a szignalut végén levé (tailless) transzkripcids
faktor aktivitdsa volt, melyet alkalmas modszerrel kézvetlendl mérni tudtak. Kiderdlt,
hogy a transzkripciés faktor aktivalodasara igen sok gén volt hatassal, joval tobb,
mint amit a szignalut altal szabalyozott fejlédési folyamat €16 allatban torténd
fenotipusos vizsgalataval korabban azonositottak. Kimutattak, hogy az egész allaton
megfigyelhetd fenotipust azok a gének mutatnak, melyek a transzkripcios faktor
aktivitdsat jelz6 molekularis fenotipus tekintetében kiemelked6en erés hatassal
voltak. A sejtekben mért molekularis és az egyedszinten megfigyelt fejlédési
jellegekben megnyilvanulo fenotipusok kdzotti érzékenységbeli kilonbség a fejlédési
utak robosztus jellegére utal. A szerzék szerint a szignal utak inkabb halézatokként
mintsem linearis hierarchidba szervezhet6 informacios lancként értelmezhetbk. A
halbzatok sok elembdl allnak, melyek redundans mikoddésukkel robosztus mikodést
tesznek lehetbévé, mindazonaltal a klasszikus, egész allaton végzett fenotipus
analizissel a halozat legtobb eleme nem mutathatdo ki. Alkalmasan érzékeny
fenotipussal pl. egy transzkripcios faktor aktivitasanak mértékével a korabbinal jéval

tobb gén szerepe mutathato ki egy egy folyamat iranyitasaban (43. abra).
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43. abra A torsoltailles szignaluat
vizsgalati eredménye klasszikus
mutans fenoti-pussal, illetve a sokkal
érzékenyebb molekularis fenotipussal

A, a klasszikus fenotipusok alapjan a
szignalut kevés elembdl &ll6 linearis
hierarchianak tlnik fel kevés oldal iranyu
kapcsolattal. B, ugyanaz a szignalut
sokelemd, halézatos hierarchianak
mutatkozik, ha a fenotipust molekularis
szinten mérjik. C, RNS interferenciaval
sejttenyészetekben géneket inaktivaltak
és figyelték a tailless transzkripcios faktor
aktivitasi szintjét. A csendesités okozta
tailles aktivitasvaltozasok mértékét az atlagtdl valo eltérés szerint (z-érték) rendezték. Az
értékek folyamatos eloszlast mutattak, legalabb nyolcezer csendesités okozott jelentds
eltérést az atlagtol. Az abran feltintették a klasszikus fenotipust okozé mutacidk helyét (kék,
szilrke tertletek). A fehér térrész jeldli a fenotipusos vizsgalatban nem, csak a molekularis
kisérletben fenotipust mutaté géneket. D, a sejtenyészetben kivitelezett RNS interferencias
kisérlet eredményeinek halézatos megjelenitése. A nagy z-értékkel bird csendesitések
olyan géneket hataroznak meg melyek a halézat kézponti részét képezik.

Average Z-score
Average Z-score

-9

Ugy gondoljuk, hogy a SOT kisérleteinkben alkalmazott harom érzékenyitd
allél olyan finoman reagalo kisérleti rendszert alkot, ami érzékenység tekintetében a
transzkripcids faktor aktivitasi szintjének kdzvetlen mérésével 6sszemérhetd. Ennek
tudjuk be, hogy a SOT rendszerrel kapott eredményink jellegzetességei, a
folyamatos eloszlas és a nagyszamu interakciét adé mutacié jobban hasonlitanak a
sejttenyészetekben végrehajtott kisérletre, mint a hagyomanyos fenotipust kovetd
mutans screenekre. Kisérleti rendszerink tehat alkalmas lehet az ivarsejtképz6dés
szabalyozasat iranyitdé génhalozat tavolabbi elemeinek feltérképezésére.

Arra nézve is van elképzelésink, hogyan képes harom gén részleges
funkciovesztése egy rendkivil érzékenyen reagald genetikai hatteret alkotni. Pongor
Sandor és munkatarsai baktérium anyagcsere halézatok szamitogépes
szimulaciojaval kimutattdk, hogy az anyagcsere halézat mikoédése harom-négy
enzim részleges inaktivalasaval legalabb olyan erésen blokkolhatd, mint amilyet egy

kulcsenzim teljes eltavolitisa eredményez (Agoston és mtsai. 2005). Ok,

57



dc_39 10
eredményeik nyoman a tébb hataspontu gyogyszerek kifejlesztése mellett érvelnek.
Pongor Sandorék eredménye a mi szamunkra mas fontossaggal bir, azt Gzeni
ugyanis, hogy az ivarsejt kialakulas genetikai szabalyozasanak hatterében a
baktérium anyagcsere halézat dsszetettségével jellemezhetd génhaldézat van, mas
szavakkal az ivarsejt kialakulas folyamatanak felderitése nagyszamu gén vizsgalatat

igényli, melyre a reverz genetikai megkdzelités latszik alkalmasnak.

Az ivarsejtdifferenciacio reverz genetikai vizsgalata

Reverz genetikai vizsgalataink el6zményei

Az ivarplazmaban lokalizalt fehérjeket és RNS-eket el6szor klasszikus genetikai
modszerekkel azonositottak. A ,forward” genetikai megkdzelités logikajat kovetve az
ivarplazma hianyara utalé fenotipusu mutacidkat izolaltak, meghataroztak, hogy a
mutaciok milyen géneket érintenek, és végul kimutatdk a géntermékek ivarplazma
szerU lokalizacidjat (Golumbeski és mtsai. 1991; A Ephrussi és mtsai. 1991; Hay és
mtsai. 1990; C. Wang és R Lehmann 1991; S Kobayashi és mtsai. 1993). A
Drosophila ivarplazman alapulé ivarsejtfejlédése, amikor is a petében a testi és az
ivarsejteknek szant anyai orokség fizikailag elklldonul, nagyszer( lehetéséget ad a
reverz genetikai megkozelités sikeres alkalmazasara. Az ilyen iranyu reverz
genetikai vizsgalatok az ivarplazmaban lokalizalt géntermékek fizikai azonositasaval
kezd6édnének, majd jutnanak el a kddolé6 génig, veégul azok funkciojanak
vizsgalatahoz. A fizikai elkalonulést kihasznalva probalkoztak mar ivarsejt specifikus
transzkriptumokat azonositani ugy, hogy a frissen lerakott petéket ellls6 és hatulsé

részre vagtak és a két fél RNS tartalmat differencialhibridizaciés modszerrel
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O0sszehasonlitottak (Anne Ephrussi szébeli kdzlés). Feltehetéen a kis mennyiségl
minta, valamint az alkalmazott dsszehasonlit6 médszer kis érzékenysége miatt ez a
megkozelités sikertelen maradt. Ivarsejthianyos és vadtipusu embridk differential
display modszerrel torténé 6sszehasonlitasaval azonban mar eredményt értek el. igy
sikerUlt, igaz egyetlen ivarsejt specifikus RNS-t, a polar granule component (Pgc)
RNS-t azonositani (Nakamura és mtsai. 1996). Az ivarsejthianyos és vadtipusu
egyedek RNS tartalmat DNS microarray kisérletben is &sszehasonlitottak
(Arbeitman és mtsai. 2002). Mintegy szaz ivarsejtekben expresszalodé gént
azonositottak ugy, hogy tobbek kozott ivarsejthianyos és vad, him és ndstény
egyedek RNS tartalmat hasonlitottak 6ssze kulonféle életszakaszokban. Az
ivarplazmaban lokalizalt RNS-ek azonositdsara ez az atfogé 0Osszehasonlitd
moddszer kevéssé alkalmas, ugyanis ebben a kisérletben az ivarsejthianyos felnétt
néstényeket hasonlitottak 6ssze vadtipusuakkal. igy természetesen az
ivarplazmaban lokalizalédd6 RNS-eket a sokkal nagyobb szamu, az ovarium
egészeében kifejez6d6 RNS-ek-t6l elklloniteni nem lehet. Ezzel az altalanos
microarray kisérlettel azonban bizonyitottak, hogy ez a technoldgia alkalmas ivarsejt
specifikus gének azonositasara is. Erdemes megjegyezni, hogy Caenorhabditis
elegans altalanos microarray kisérletekben, hasonléan a Drosophildhoz, szintén
azonositottak ivarsejt specifikus taranszkriptumokat ivarsejthianyos
hermafroditaknak illetve himeknek vadtipusokkal valé 6sszehasonlitasaval (Reinke
és mtsai. 2000). Tovabba embrionalis &ssejtek és ivarsejttumorok vizsgalataval
megindult a microrray technika alkalmazasa ez emberi ivarsejtek
tanulmanyozasaban is (Sperger és mtsai. 2003). Ezek a vizsgalatok
természetszerllen embrionalis ivarsejttenyészeteken, illetve ivarsejt eredetli tumor

sejteken folynak, és igy a normalis fejlédésre csak korlatozottan érvényes adatokat

59



dc_39 10
szolgaltatnak. Az eddigi reverz genetikai probalkozasokrél dsszefoglaléan annyit
mondhatunk el, hogy az ivarsejt specifikus, vagy ivarplazmaban lokalizalt
transzkriptumok megtalalasabdl, az Oket kodoldé gének azonositasabdl és a
funkciojuk megértésebdl allé haromlépéses megismerési folyamat mindezidaig csak

az egyetlen gén, a Drosophila Pgc esetében tortént meg (Nakamura és mtsai. 1996).

Ivarplazmaban lokalizalt RNS-ek keresése microarray technikaval

Az ivarplazmaban lokalizalédé RNS-ek azonositasara microarray alapu modszert
dolgoztunk ki. Moédszerlnk azon az elgondolason alapult, hogy az ivarplazma az ott
lokalizalodd RNS-ek stabilitasaért is felelés. Feltételeztik, hogy az ivarplazma
mennyiségének csokkentésével kevesebb RNS marad stabil, vagyis megfelelé
eszkdzokkel koncentracié csokkenést mérhetlink. Az ivarplazma tultermeld petéktél
éppen ellenkezéleg azt vartuk, hogy tdobb RNS molekulat képesek stabilizalni, ami az
ivarplazmaban lokalizalt RNS-ek koncentracio-ndvekedéséhez vezet. Az RNS
molekulak mennyiségét microarray technoldgiaval kovettik. Esetiunkben tehat a
microarray technolégiat nem a szokasos expresszidés kiuldonbségek detektalasara,
hanem mRNS-ek stabilitdsanak mérésére kivantuk felhasznalni. Irodalmi ismereteink
szerint ivarsejtfaktorokat mRNS-eik stabilitdsa alapjan még nem azonositottak.
Vizsgalataink kezdetén teljes genom Drosophila microarray eszk6zék még nem
alltak rendelkezésre. Ezért egy 6400 gén transzkriptumat tartalmazé rendezett cDNS
konyvtarat vasaroltunk, és a Szegedi Biolégiai Kézpont Funkcionalis Genomikai
Laboratériumaban egy sajatkészitésti 3200 méréponttal rendelkezéd cDNS micoarray
lemezt készittettink. A mérésekhez szikséges megvaltozott ivarplazma tartalmu

petéket az oskar RNS lokalizaciojara haté mutaciok segitségével allitottuk el6.
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Ismert tény ugyanis, hogy az oskar mRNS mennyiségének csokkentése az
ivarplazma mennyiségének csokkenésével, ndvelése annak novekedésével jar
(Smith és mtsai. 1992; A Ephrussi és R Lehmann 1992). Masok és részben sajat
eredményeink nyoman az oskar RNS mennyiségét szabalyozé mutacidknak egész
sora allt rendelkezésiinkre. Kilonbdzé TMII és oskar mutaciok segitségével (eg®,
gs’, eg’, osk® osk™), eltér6 mértékben csokkent, illetve megndvekedett
(oskbcd3’'UTR) mennyiségl ivarplazmaval rendelkez6 mutans kombinaciot
allitottunk el6. Az igy létrehozott kondiciokra jellemzé RNS-ek mennyiségeket vad
tipushoz hasonlitottuk. Olyan RNS-eket kerestlink, melyek mennyisége ivarplazma
hiany esetén csokkent, ivarplazma felesleg esetében pedig nétt. A 3200

transzkriptum vizsgalatara alkalmas microarray lemezunk segitségével hatvan RNS-

fajtat talaltuk ilyennek (44. abra).
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44. abra A hatvan ellenérzésre kivalasztott transzkriptum microarray adatanak
megjelenitése. Tree view program segitségével.

Az abra jobb oldalan talalhato fliggéleges oszlop az ivarplazma RNS-ektdl elvart mintazatot
mutatja. A transzkriptumoknak a vadtipusi kontrolhoz hasonlitott csdkkenését vagy
novekedését a zold és piros szinekkel jeldltik. A szinarnyalatok 5X-6s csdkkenési és
ndvekedési tartomanyt fognak at. A fekete jeldlés a kontrollal azonos szintet a szlrke pedig
adathianyt jelez. Az eg®, gs', eg®, osk"/osk®™ a Tmll és oskar gén mutaciéibol allé
genetikai hatterek ivarplazma csdkkenést vagy hianyt okoznak. Az oskbcd3’'UTR egy
ivarplazma tultermel6é transzgén, melynek hatasara ivarplazma alakul ki a pete anterior
oldalan is. R (Replica) betlivel a kisérletek technikai ismétlését jeldltik. Az X kromoszéman
talalhaté white gén alléljait w jeldli. A microarray adatok megjelenitését a Tree view program
segitségével végeztik (Eisen és mtsai. 1998).
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In situ RNS hibridizacioval ellenériztik a microarray kisérletben azonositott
hatvan reménybeli ivarplazmaban lokalizal6d6 RNS valddi lokalizacidjat. Tizenhét
esetben vagy a polaris plazma lokalizaciot (45. abra), vagy poszterior poluson valo
erds feldusulast tapasztaltunk (46. abra; Szuperak és mtsai. 2005). A microarray
analizissel és az azt kdvet6 in situ hibridizacios ellendrzéssel a vizsgalt gének 0,5 %-

arol allapitottuk meg, hogy transzkriptumaik az ivarplazmaban feldusulnak.

45. abra A microarray kisérletben azonositott, az ivarplazmaban oskar-szeriien
lokalizalt RNS-ek in situ hibridizaciéja

A-D, kontrol kisérlet. A, oskar RNS poszterior lokalizaciéja vad tipusu preblasztoderma és B,
blasztoderma embridkon. C, az oskar RNS az oskbcd3’UTR transzgént hordozé anyatdl
szarmazé preblasztoderma embridkon mind a vadtipusu poszterior oldalon, mind az
ektopikus anterior oldalon akkumulalédik. D, Az oskar RNS az oskbcd3’UTR transzgént
hordoz6 anyatél szarmazd blasztoderma embridkon mind a vadtipusu poszterior oldalon,
mind az ektopikus anterior oldalon lef(iz6d6 ivarsejtekben megtalalhaté. (E—H), CG11371;
(I-L), shu; (M-P) Pros45 (Q-T) tgo RNS-ek lokalizaciés mintazata az oskar RNS-éhez
hasonlo.
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46. abra A microarray kisérletben azonositott, az ivarplazmaban nem oskar-szeriien
lokalizalt RNS-ek in situ hibridizaciéja

A-B, CG4424; C-D, mRpL54 és E-F, CG2976 RNS-ek in situ hibridizacidja vad tipusu
anyaktol szarmazo embridkon. A,C,E az oskar RNS-nek preblasztoderma embriéban
medfigyelt szoros poszterior lokalizacidja helyett poszterior-anterior gradiens szeri
lokalizacio. B,D,F a blasztoderma embriokban az oskar RNS-szer(i mintazatot detektaltunk.
G,H a CG5455 és I,J a CG2493 gének transzkriptumai ellentétesen viselkednek. G,I, a
preblasztoderma embridkban szoros oskar-szer(i lokalizaciét mutatnak, azonban H,J a
blasztoderma stadiumban a lefiz6d6 embriondlis ivarsejtekben mar nem talalhatok meg. A
G,H,l,J in situ hibridizaciok oskbcd3’UTR transzgént hordozé anyaktol szarmazo embridkon
készlltek

Azota ezt a kisérletet megismételtik Affymetrix gene chip 2 teljes genom Drosophila
microarray platformon is. Ez a kisérlet mintegy szaz 0j potencidlis ivarplazmaban
feldusul6 mRNS fajtat eredményezett, azonban ezek in situ hibridizacioval torténé
ellenérzését mar nem hajtottuk végre. 1d6kdzben ugyanis a genomprogramhoz
kapcsolodé rendszeres in situ hibridizaciés kisérletek eredményeképpen
genomszintl adatbazisok jottek létre, melyekben a gének mintegy felérél talalhatunk

expresszios adatokat (Lécuyer és mtsai. 2007; Tomancak és mtsai. 2002).

Embrionalis ivarsejt transzkriptom 6sszeallitasa

A microarray kisérletekben és az azt kdvetd in situ hibridizacios kisérletekben az
altalunk azonositott ivarplazmaban feldusulé transzkriptumok jegyzékét harom

forrasbdl szarmazoé adattal egészitettik ki. A csendesitésre szant RNS-ek listajaba
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felvettik a BDGP és Fly-FISH adatbazisokbdl illetve (Shigenobu és mtsai. 2006)
kozleményébdl az ivarplazmara és a korai embrionalis ivarsejtekre és az embrionalis
gonadokra specifikus transzkriptumokat (Lécuyer és mtsai. 2007; Tomancak és
mtsai. 2002). A végeredmény egy 502 RNS-bdl allé gydjtemény lett, ami a ma
legteljesebben dsszeallithatd transzkriptom, mellyel a Drosophila embrionalis
ivarsejtek kialakulasuktol az embrionalis gonadformalédasig jellemezheték. Meg kell
jegyezni azonban, hogy az altalunk dsszeallitott transzkriptom nem teljes, ugyanis a
BDGP és Fly-FISH 6sszesen 4644 gént vizsgal, ami a Drosophila melanogaster
genomprogram 5.23 frissitése (2009. oktdber) szerint a genomban elhelyezkedd
gének minddssze 31,2%-at jelenti. Shigenobu-€ék és a sajat transzkrip analizislink is
részleges, hiszen Shigenobu-ék csak az embriondlis gonadokban kifejez6d6
géneket vizsgaltdk, a sajat in situ hibridizaciéval ellenérzott microarray
kisérletekiinkben pedig csupan 3200 gén termékét vizsgaltuk meg. Célul thztik ki

ennek az ivarsejt transzkriptomnak funkcionlis analizisét.

Az RNS interferencia a nagyléptékii reverz genetikai kisérletek alkalmas

eszkoze

A C. elegansban megismert RNS interferencia (RNAi) mas organizmusokban is, igy
a Drosophilaban is mikodik (Hunter 1999). Az els6 Drosophila alkalmazas ugyan
meég sejtvonalon tortént, de az él6 Drosophilan végzett kisérletek sem varattak sokat
magukra (Clemens és mtsai. 2000). Els6 egész allaton valé Drosophila alkalmazas
az ezredfordulon tortént meg (Kennerdell és Carthew 2000). Azéta az RNS
interferencia a Drosophila genetika egyik legfontosabb eszkdzévé valt.

Drosophilaban kettds szalu RNS alapu RNAI terjedt el. Ennek Iényege, hogy az RNS
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interferencia hatdé molekulajat, a 21-23 bp hosszu small interfering RNS-t (sSiRNS-t)
tobb szaz bazisparos kettés szalu prekurzor RNS-bél magaval a kisérleti allattal
allittatjuk el6. Drosophildban a hosszu kettés szalu RNS prekurzor molekulak
sejtekbe juttatdasanak két modja ismeretes. Legtdbbszdr a genomba stabilan integralt
transzgénekrél a prekurzor molekulat is a Drosophila sejtek termelik. A Drosophila
k6zosség szamara két publikus torzsgyljtemény all rendelkezésre, melybél
génspecifikus kettds szalu RNS-t termel6 transzgenikus tdorzsek megrendelheték
VDRC (Dietzl és mtsai. 2007;, NIG-Fly (http://flybase.org). A torzsgyljteményekbdl
szarmazo RNS interferencias torzsekkel gyakorlatilag az 6sszes fehérjekddold gén
csendesitése megvaldsithatd. Sajnos a torzsgyljteményekben rendelkezésre allé
RNS interferencias torzsek ivarsejtekben torténd géncsendesitésre nem alkalmasak,
ugyanis bennuk a kettés szalu RNS molekuldkat egy testi sejt specifikus indukalhato
(UASt) promoteren keresztil lehet aktivalni. igy az ivarsejt specifikus
transzkriptumok vizsgalatara a kettésszalu RNS-ek bejuttatasanak ritkabban

hasznalt médjat, az injektalast lehet alkalmazni.

Az ivarsejt transzkriptom funkcionalis analizise RNS interferencia segitségével

Egy injektalason alapul6 RNS interferencias kisérletsorozat soran az altalunk
Osszedllitott embriondlis ivarsejt transzkriptdbmnak mind az 502 elemét
megvizsgaltunk. A gén specifikus dsRNS-eket Michael Boutros teljes genomra
kialakitott dsRNS gydjteményébdl valogattuk ki (Boutros és mtsai. 2004). A
dsRNSeket 1ug/ul koncentraciéju toménységben injektaltuk. Irodalmi adatok
(Koizumi és mtsai. 2007) és kontrolkisérleteink alapjan e koncentracio mellet
mérhetd ki a leger6sebb specifikus RNS interfernecia a lehetd legalacsonyabb

aspecifikus letalitas mellett. Egy-egy dsRNS oldattal 60 db, nos>moe:GFP:nos3’'UTR
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anyaktél szarmazé preblasztoderma embridt injektaltunk. Az ilyen injektalt embridk
késbdbb kialakulo ivarsejtiei a GFP fluoreszcens fehérjét fejezik ki, lehetbvé téve ez
altal az ivarsejtek sorsanak fluoreszcens mikroszképpal vald kdvetését. Az RNSI
fenotipust automatikus videomikroszkopiaval detektaltuk ugy, hogy minden egyes
embridérol az embrionalis gonad kifejlédéséig 10 percenként felvételeket készitettink.
A 80-90 felvételbdl allé képsorozatokat az Imaged szoftver segitségével mozgo
képpé illesztettik oOssze. A mozgdképeket szabad szemmel értékeltik. A
géncsendesité kisérletsorozat negativ kontroljaként injektald pufferrel injektaltunk,
ezzel meghataroztuk az injektalas miveletébdl fakadd aspecifikus fenokopiak
el6fordulasi gyakorisagat. Azt, hogy a dsRNS, mint molekulaféleség, nem okozza az
ivarsejt fejlédés zavarat, ugy teszteltlk, hogy véletlenszerlien hét olyan gént
csendesitd dsRNS-t injektaltunk, melyek sem fejez6dnek ki Drosophila embridban
(Pilot és mtsai. 2006). Ezeknél a géncsendesitéseknél nem tapasztaltunk a pufferrel
injektalt kontrolhoz képest emelkedett penetrancigju ivarsejteket érinté mutans
fenotipust. A Kisérletsorozat pozitiv kontroljaként az ismerten ivarsejthianyos
allélokkal biré nanos gént csendesitettik. Ebben az esetekben reprodukalni tudtuk a
korabban leirt ivarsejtfejlodési fenotipusokat (Kobayashi és mtsai. 1996).

A Kisérletsorozatban 6sszesen 32500 embriot injektaltunk, melynek 73 %-a
élte tul az injektalast. A kisérleti procedurat tulélt allatokrdl készilt mozgoképek
vizsgalataval megallapitottuk az abnormalis ivarsejtfejlédést mutaté embridk aranyat.
Mivel a fluoreszcens videomikroszkdépia nem invaziv eljaras, az embrionalis
fenotipusok felvétele utan az injektalt allatokat feln6tt korig nevelhettik, és
boncolassal megvizsgalhattuk a felnétt ivarsejthianyos fenotipus aranyat is. Azt az

RNSi kisérletet tekintettik pozitiv eredménylnek mind az embrionalis mind a felnétt

66



dc_39 10
fenotipusok esetén, ahol a negativ kontrol kisérletben tapasztalt ivarsejt fejlédési

rendellenesség penetrancigjanak kétszeresét figyeltuk meg (47. abra).
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47. abra A korai embrionadlis ivarsejt transzkriptom RNS interferencia alapu
funkcionalis analizisének eredménye

A kék haromszdgek az 508 RNSi kisérletekben kapott ivarsejt fenotipus penetrancia értékét
jeldli %-ban kifejezve. A sarga haromszdg a negativ kontrolok eredményét, a piros
haromszogek, azok atlagat jelolik. A, az elsédleges screenben tapasztalt embrionalis ivarsejt
fenotipusok penetrancidjanak eloszlasa. B, felnétt ivarsejthidnyos fenotipusok
penetranciajanak eloszlasa.

Ennek a kritériumnak dsszesen 128 géncsendesités felelt meg. Ezt a 128
géncsendesitést megismételtik. A technikai ismétlés sordan 62 gén esetében
tapasztaltunk reprodukalhaté ivarsejt fenotipust. A 62 gén kodzll 57-re uj, a korabbitol
eltér6 génszakaszra specifikus géncsendesitd dsRNS-eket terveztink és
készitettink. Az uj dsRNS-ekkel csendesitéseket végeztink, majd ezek technikai
ismétlését is elvégeztik. Végeredményben tehat az 502 elembdl allé Drosophila
embrionalis ivarsejt transzkriptom tizede mutatott interferencia kisérletink soran
ivarsejtspecifikus fenotipust.

Az otvenhét reprodukalhaté ivarsejt fenotipust okozé RNSi midegyikét kétféle

dsRNSsel is kivaltottuk, és mindkétszer technikai ismétlést is végeztink. Ennek
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megfeleléen minden RNSi esetében Osszesen négy kisérlet eredményét rogzité
mozgokép felvétellnk volt. Ezeket a felvételeket részletesen kiértékeltik, ugy hogy a
megfigyelhetd fenotipusokat finomabb kategériakba soroltuk. Az egyes fenotipus
kategoriaknal csak azokat az eredményeket tekintettik reprodukalhatonak, ha a
négy méreésbdl legalabb harom esetben kontrol értékre jellemzé penetrancia érték
kétszeresét figyeltik meg. A kdvetkez6 fenotipusos kategoriakat allapitottuk meg: az
ivarsejtek hianya, a vadtipusnal kevesebb ivarsejt, a bélkezdeményekbe be nem jutd
ivarsejtek, a bélkezdeményben maradt sejtek, az 6sszes ivarsejt a bélben marad, az
ivarsejtvandorlas folyaman eltévedt ivarsejtek, rossz gonad kompaktalédas,
aszimmetrikus gonad, egyetlen gonad valamint a gonadok teljes hianya. A
géncsendesitések altal el6idézett fenotipus kategériak kontrolhoz mért valtozasait
hétérkép segitségével jelenitettik meg. A hétérképen a fenotipus adatokat gének és
a fenotipusok szerint hierarchikus klaszterezéssel rendeztik és a Multi Experiment

Wiever program segitségével abrazoltuk (48. abra).

Az RNS interferencias kisérletben megfigyelt fenotipus kategoriak kozotti

Osszefliggések

Az altalunk felallitott fenotipus kategodriak koézul tobb nyilvanvaldan nem
fuggetlen egymastol, pl. ,egy gonad”, ,aszimmetrikus gonad”. Azonban a fenotipus
kategdriak klaszterezése elbre nem sejtett Osszefuggéseket is megvilagitott az
egyes kategoriak kozott. Az eltévedt ivarsejt” és ,bélben maradé ivarsejt” fenotipus
kategériak példaul szoros 0Osszefuggést mutattak. Ezt a jelenséget azzal
magyarazzuk, hogy az ivarsejteknek a bélfalon valé hibas atlépése az egyes

fejlédési mozzanatok idébeni
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48. abra A Drosophila embrionalis ivarsejt transzkriptom RNS interferenciaval
megvalésitott funkcionalis analizisének eredménye

Az egyes gének csendesitése soran tapasztalt fenotipusokat tiz kategoridba soroltuk.
Kategorianként a kontrolhoz mért kildnbséget (2-25 —szdrés valtozas) a szlrke
arnyalataival jeloltik. A kétszeres penetrancia ndvekedést meg nem haladoé értékek fehér
jelolést kaptak. A hierarchikus klaszterezéssel kialakitott dendrogramm &aghosszak a
Pearson korrelacios egyultthatoval aranyosak. A tapasztalt négy génklasztert zold, kék, piros
és sarga szinekkel kildnboztettik meg.

szétkapcsolodasahoz vezetnek. Stein és mtsai. hasonlo fenotipust figyeltek meg a

slam mutansban, pontosan leirva azt, hogy azok az ivarsejtek, melyek nem jutnak ki
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idében a kozépbél-kezdeménybél, lemaradnak az embriogenezis egyik jelentés
morfogenetikai mozgasarél a germband retraction folyamatrdl, igy a késoébbi
embrionalis gonadformalddasrol (Stein és mtsai. 2002). Az ilyen ivarsejtek az
embrionalis gonadhoz nem kapcsoldodnak, eltévednek. A ,kevés embrionalis ivarsejt”
és a ,rossz gonadkompaktalédas” fenokopidk szintén kapcsoltsagot mutattak.
Megfigyelésink hatterében valdszinlleg az all, hogy a gonad-kialakulashoz egy
minimalis ivarsejtszam szukséges. A minimalis ivarsejtszam alatt a kevés ivarsejt
helyzete hiaba megfelel§, de a gonad nem alakul ki.

A gének szerinti kalaszterezés f6 célja, hogy az egyes ivarsejtfejlédési
részfolyamatokban koézdsen mikédé géncsaladokat tudjunk kimutatni. A
kalszterezés négy viladgosan elkulonulé géncsoportot jeldl ki.

Az elsé klasztert a bélben maradd és a testlregben eltévedé fenotipusok
kombinaciodja jellemzi. Ez a géncsoport tiz tagbdl all, jellegzetes képviselbje a
CG8116 gén. Elgondolasunk szerint az ebbe a klaszterbe tartoz6 gének
csendesitésénél az ivarsejtek a bélbdl vald kijutdasa, vagy a testlregi vandorlasa
szenvedett hibat. Ebbe a klaszterbe tartoz6 gének valdszinlleg az ivarsejtek aktiv
vandorlasahoz szikséges faktorokat kédolnak.

A masodik klaszter tizendt tagot szamlal, jellemzéje, hogy a csendesitett
gének mindig okoztak olyan fenotipust, ahol az 0Osszes ivarsejt a kozépbél-
kezdeményben maradt, emellett gyakran medgfigyelheté volt az ivarsejtek
kimaradasa a bélkezdeménybdl. A csoport egyik jellegzetes képviselbje a Tre-1 gén,
melyrél mar korabban ismert volt, hogy mutansaban az embrionalis ivarsejtek a
kozépbélben maradnak (Kunwar és mtsai. 2008). Ezek a gének legvaldszinibben a
bélsejtekkel valé kapcsolattartadsban illetve a bél falanak attérésében jatszanak

szerepet.
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A harmadik klaszterbe tizenkét gén tartozik. Koézds jellemzdjuk, hogy
csendesitéseik altal a kozépbél-kezdemény betlrédésébdl kimarado ivarsejteket
figyeltink meg. A kdzépbél kezdemény betlirédésekor a bél lumenébe torténé
bejutast az ivarsejtek szempontjabdl passziv folyamatnak tartjak. Elképzelhetd, hogy
ennek a klaszternek egyes elemei, eddig ismeretlen modon, az ivarsejtekben
expresszalédva hozzajarulnak az ivarsejtek bélbe vald bejutasahoz.

Az utolsé és egyben legnépesebb klaszter tizennyolc gént tartalmaz, melyek
csendesitésekor a rossz gonadformalédas volt a jellegzetes fenotipus, de emellett
gyakran tapasztaltunk, hogy az embridknak kevesebb ivarsejtje van, vagy azt, hogy
azok kimaradnak a kodzépbél kezdeménybdl. Ezek a gének a korai ivarsejtek
osztodasaért, az ivarsejtek szexdeterminaciojaéért, illetve a mezoderma sejtekkel
valo kapcsolattartasért lehetnek felel6sek.

Két gént Mcm6, Lis-1) nem tudtunk egyik klaszterbe sem beilleszteni, ezek
azonban egymashoz hasonlé fenotipus-eloszlast mutattak.

Az egy klaszterbe tartozd gének kozott feltételezésink szerint nagyobb
valoszinliséggel taldlunk a genetikai szabalyozasi szervez6désben kozel Aallo,
egymassal genetikai interakcioba 1épé, vagy akar fizikai kapcsolatban 1évé faktorokat
kodolo géneket. A késbbbiekben az egyes klaszterekbe tartozé géneket egyulttesen

kettbsmutans analizissel, fehérjekolokalizacios kisérletekkel is kivanjuk vizsgalni.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

A P elem inszerciok széli szekvenciainak meghatarozasa

A P elem széli szekvencidinak meghatarozasara a Berkeley Drosophila Genom
Project (BDGP) altal kidolgozott modszert hasznaltuk
(http://www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html). 10 pl tisztitott genomi DNS-t
négy bazis felismerési restrikcios enzimekkel (Mbol, Hpall) 3 o6raig 20 ul
végtérfogatban emésztettik. (10 yl gDNS, 2 ul 10x puffer, 1 yl RNaz 10 mg/ml, 6 pli
dH20, 1 pl enzim.) Az emésztés soran Iétrejott fragmenteket éjszakan at taré T4 DNS
ligaz kezelésel 4 °C-on korré zartuk. (10 pl gDNS, 40 pl 10x ligaz puffer, 350 pl
desztillalt viz és 2 pyl T4 DNS ligaz.) A széli szekvenciak amplifikalasat inverz PCR
segitségével, P-elem specifikus primerekkel (Plac1, Plac4) végeztik el. A
reakcioelegy Osszetétele: 3 pl ligalt, megkozelitbleg 1/15 felnétt Iégynek megfeleld
genomi DNS, 1 yl 10mM-os dNTP keverék, 1 ul 10uM-os forward primer (Plac4), 1 ul
10puM-os reverse primer (Plac1), 5 pyl 10x Taq puffer, 3 pl MgCl,, 35.5 ul dH20 és 0.5
Ml rekombinans Taq polimeraz (Fermentas). Az amplifikaciot a kovetkez6 PCR
program segitségével hajtottuk végre: 1x: 95 °C 5 perc, 35x: 95 °C 30 sec./ annealing
hémeérséklet: 60 °C, 1 perc/ extenzios hémérséklet: 68 °C, 2 perc, 1x: 72 °C 10 perc,
majd 4 °C. A PCR reakcié 1/10-ét 1%-0s agardz gélen vizsgaltuk meg. Ha a termék
nem volt kell§ tisztasagu, akkor az els6 PCR reakciéelegyet az 1000-szeresére
higitottuk, majd azt templatként hasznalva egy masodik, nested PCR-t inditottunk,
két belsé, P elem specifikus primerrel (Sp1 és Plac2). A masodik PCR reakcid
paraméterei megegyeztek az elsdvel, kivéve az annealing hémérsékletet, ami ebben
az esetben 55 °C volt. A PCR reakcidékbol a termékeket 1%-0s, preparativ agardz

gélen valasztottuk el. A PCR termékeket gélroncsolasos fragmentizolalasi
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technikaval izolaltuk, majd Miniprep Express DNS tisztit6 matrix segitségével

tisztitottuk. A tiszta DNS mintakat az Sp1 primer segitségével megszekvenaltattuk.

Digoxigenin (DIG) jelolt DNS, illetve RNS proba szintézis

DNS jeldléshez a kivant célszekvenciat hordoz6 plazmidot megfelelé enzimekkel
linearizaltuk, majd gélbdl visszaizolaltuk. 1 ug DNS-t tiz percig denaturaltuk 100 °C-
on, majd hozzaadtunk random hexanukleotid keveréket, a jeldlt nukleotidokat is
tartalmazdo dNTP keveréket és Klenow enzimet, majd 16 o6ran at inkubaltuk az
elegyet 37 °C-on (a Roche protokollja szerint). A reakciét 2 yl 0,2M pH 8-as EDTA-
val dllitottuk le, majd 2,5 ul 4M LiCl-ot és 75 pul -20 °C-os 96%-os etilalkoholt adtunk
hozza és -80 °C-on a termékeket kicsaptuk. Centrifugalas és 75%-os alkohollal vald
mosas utan a csapadékot beszaritottuk, majd 50 pl TE pufferben oldottuk fel. A
préba ellendrzéséhez 1yl mintahoz 5 pyl 5xSSC-t adtunk, az elegyet 5 percig
forraltuk, majd gyors lehités utan tiz-, szaz- és ezerszeres higitast készitettunk, és 2
pI-t pozitivan toltétt poliamid membranra cseppentettiink. Szaradas utan a DNS-t UV
fénnyel keresztkotottik a membranra. A filtert eppendorf csébe helyeztik, majd
kétszer 6t percig mostuk PBT-ben. Ezutan a mintat harminc percig allni hagytuk
blokkol6 oldatban (0,5% Roche blokkol6 reagens PBT-ben). A membrant
kétezerszeres  higitasu  alkalikus foszfatazzal = konjugalt  anti-Digoxigenin
ellenanyaggal inkubaltuk egy oran keresztul, majd festé pufferrel (100mM 9,5 pH
Tris, 100mM NaCl, 50mM MgCl,) mostuk haromszor 6t percig. A szinreakcié el6hivé
pufferben (3,5 pl X-foszfatot és 4,5 ul NBT-t tartalmazé festd puffer, 1 ml) jatszddott
le, amit kétszeres PBT-s mosassal allitottunk le. A jeldlés sikerességét a Roche jeldlt

kontroljaihoz hasonlitottuk.
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Az RNS-jeldléshez a kivant célszekvenciat hordozé plazmidot megfelelé enzimekkel
linearizaltuk, majd 2,5 ul 4M LiCl-ot és 75 pl -20 °C-os 96%-os etilalkoholt adtunk
hozza és a termékeket -80 °C-on kicsaptuk. Centrifugalas és 75%-os alkohollal vald
mosas utan a csapadékot beszaritottuk, majd 50 ul DEPC kezelt vizben feloldottuk.
A jeldl6 reakcidelegybe 1,5 ug DNS-t, 4 ul 5x transcripcids puffert, 1 ul ribonukleaz
inhibitort, 2 ul RNS polimerazt és 1,5 pl Digoxigenin jelolt NTP-t is tartalmazé NTP
keveréket tettink, majd a reakcidelegyet vizzel kiegészitettik 20 pl-re. A
reakcioelegyet egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk. A reakciét 2 yl 0,2M EDTA
hozzaadasaval allitottuk le, majd a termékeket LiCl-os kicsapassal tisztitottuk. A jelolt

RNS-eket 50 ul hibridizacios oldatban oldottuk fel.

RNS in-situ hibridizacié embriékon

A Drosophila Gene Collection Release1 cDNS gyUjteménybél szarmazd plazmidokat
Promega miniprep express plazmidizolalé kittel tisztitottuk, majd megfeleld
enzimekkel linearizaltuk. Antiszensz digoxigenin-jelolt RNS probakat szintetizaltunk
DIG RNS jeldlé kit segitségével (Roche). 0-3 oras petéket gydjtottunk, 50%-os
hypéban enyhe razogatassal 2-3 perc alatt dekorionizaltunk, végul mianyaghalon
O0sszegyljtve folyd vizzel alaposan ledblitettik. Az embridkat n-heptan:fixald oldat
1:1 aranyu elegyében razatva 20 percig fixaltuk (a fixalo dsszetétele: 0,05M EGTA,
10% formaldehid PBS oldatban). A fixalot tartalmazé also fazist -20 °C-os metanolra
cseréltuk le, és er0s razassal az embridk vitellin burkat eltavolitottuk. Ezutan
eltavolitottuk a felsd, szerves fazist, majd az embridkat néhanyszor metanollal
mostuk. A fixalt embridkat vagy rogton felhasznaltuk, vagy a tovabbi kisérletekig -20
°C-on taroltuk. Az embridkat metanol:PBT (0.1% Tween20-at tartalmazé PBS) 1:1

aranyu elegyében 5 percig forgatva rehidraltuk, majd a mintakat 4% formaldehidet
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tartalmaz6é PBT-ben 25 percig ujra fixaltuk. A fixalé oldatot 6tszéri PBT-ben vald
mosassal tavolitottuk el. Az embridkat Sug/ml Proteinaz-K-t tartalmazé PBT oldattal
kezeltuk. A mintat Ujra 6tszor mostuk PBT-vel, majd 4%-os formaldehid tartalmu
PBT-ben utdfixaltuk. Négy ujabb mosas utan az embridkat PBT:hibridizaciés oldat
(50% formamid, 0.1% Tween20, 0.05 mg/ml heparin és 0.1 mg/ml tRNS 5XSSC
oldatban) 1:1 aranyu elegyében inkubaltuk 10 percig szobahén, majd hibridizacios
oldatban 55 °C-on egy 6ran at. 100 ng DIG jeldlt RNS-t 6t percig 80 °C-on kezeltiik,
majd 50 ! hibridizacios oldatban feloldottuk, majd a mintakra helyeztiik, és 55 °C-on
egy €éjszakan at hibridizaltattuk. Masnap az embriokat hibridizacios oldatban mostuk
hatszor husz percig 55 °C-on, majd egy oran keresztil 2000-szeres higitasu,
embridkon kimeritett, alkalikus foszfatdzzal konjugalt anti-Digoxigenin ellenanyaggal
inkubaltuk. Az ellenanyagot kétszer tiz perces PBT-s mosassal tavolitottuk el, majd a
jelet 0,45% NBT-t és 0,35% X-foszfatot tartalmazé festd oldat segitségével hivtuk
eld. Az embridkat mosas utan targylemezre helyeztik, és glicerin:10xPBS 9:1 aranyu
elegyében fedtik le, majd Zeiss Axioscope Il interferencia-kontraszt mikroszképpan
vizsgaltuk, és a készulék Axiocam CCD kamerajaval és Axiovision szoftverével

képeket készitettlink.

RNS in situ hibridizacioé ovariumokon

A kétnapos, jol taplalt néstények petefészkeit jeégen, PBT oldatban boncoltuk ki, majd
4% paraformaldehidet, 0,2% CLOROX hypo-t és 10% DMSO-t tartalmazé PBT-ben
fixaltuk 20 percen keresztul. Kétszeri 6tperces PBT-s mosas utan 5 percig 50 ug/mi
toménységl Proteindz-K oldattal kezeltik. A Proteinaz-K enzimet-t 2 mg/ml-es
glicinnel blokkoltuk, a petefészkeket 5 percig PBT-vel mostuk, majd 20 percig -20 °C-

on metanol:DMSO 9:1 aranyu elegyében inkubaltuk. Ezutan a mintakat kétszer o6t
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percig PBT-ben, majd 6t percig PBT:hibridizalé puffer 1:1 aranyu elegyével mostuk.
A prehibridizaciot 55 °C-on, hibridizalé pufferben végeztik. A hibridizacié hibridizalo
pufferben szazszorosara higitott DIG-jeldlt prébakkal 55 °C-on 16 éran keresztil
tortént. A petefészkeket ezutan 15 percig 55 °C-os hibridizalé pufferben, majd ujabb
15 percig szobahdmérsékletli PBT:hibridizalé puffer 1:1 aranyu elegyében mostuk. A
mintakat kétszer tiz percig PBT-vel dblitettik, majd egy 6ran at 2000-szeres higitasu,
ovariumokon kimeritett anti-DIG ellenanyaggal inkubaltuk szobahémérsékleten. Az
ellenanyagot kétszer tiz perces PBT-s mosassal tavolitottuk el, majd a jelet 0,45%
NBT-t és 0,35% X-foszfatot tartalmazé festdé oldat segitségével hivtuk el6. Az
embridkat mosas utan SuperFrost targylemezre helyeztik, és glicerin:10xPBS 9:1
aranyu elegyében fedtik le, majd Zeiss Axioscope Il interferencia-kontraszt
mikroszkoppan vizsgaltuk, és a készulék Axiocam CCD kamerajaval és Axiovision

szoftverével képeket készitetlnk.

Embriok immun-hisztokémiai festése

Az 1-2 oras petéket gydjtottink, Ringer oldatban mostuk, majd kétszeresre higitott
Chlorox hypéban aztattuk a chorion burok eltavolitasa érdekében. A dekorionizalt
petéket PBS-ben torténd (130mM NaCl, 7mM Na;HPO,4, 3mM NaH,PO,4, pH=7.5)
mosast kovetbden fixaltuk. A fixalo pufferhez (0,1M PIPES, 2mM MgSOQO4, 1mM EGTA,
0,03% NaNs;, pH=6.9 NaOH vagy HCI oldattal beallitva) tized térfogatu formaldehidet,
majd azonos térfogatu n-heptant adtunk (Uvegcsében, a tapadas megakadalyozasa
celjabdl). Alapos dsszerazast kovetdéen forgokeréken 14 percig fixaltuk az embridkat.
Ezutan az also, vizes fazist eltavolitottuk és azonos térfogati —20°C-os metanollal
erbteljesen raztuk, kb 1 percig. Ezzel a belsd, vitellin membrant tavolitottuk el. A

devitellinizalt embridk az elegy aljara sullyedtek. Ezeket az embridkat uj cs6ben
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elészor 4 °C-os metanollal, majd 1xPBT-vel (1xPBS + 0,1% Triton X-100 +0,1%BSA)
mostuk, mindkét esetben 2-szer 5 percig. A fixalt embriokat kétszer 30 perces PBT-s
mosast kovetéen egy éjszakan at inkubaltuk folyamatos razogatassal 4°C-on az
elsédleges ellenanyagban, amit PBT-N-ben (PBT+2% BSA+5% FCS+0.02% NaNs)
higitottunk. Masnap az elsédleges ellenanyag eltavolitdsa utan 3x5 perces majd
4x30 perces PBT-s mosas kovetkezett. Ezutan a masodlagos ellenanyaggal
inkubaltuk szobahémérsékleten 2 éran keresztul, amelyet PBT-N-ben higitottunk. Ezt
kovetben 2 dratdl egy éjszakan at mostuk PBT-ben. A a mosasokat kovetben az
embridkat targylemezre helyeztik és 4% n-propil-gallat, 80% glicerin pH=9.5
Osszetétell médiummal lefedtik, majd fénymikroszképpal vizsgaltuk a megfelel

szlrék alkalmazasaval, Zeiss Axioscope I, mikroszkdpot hasznalva.

Petekezdemények immun-hisztokémiai festése

Ovariumokat EBR (10mM HEPES pH=6.9, 130mM NaCl, 5mM KCI, 2mM CacCl,)
oldatban boncoltuk, Eppendorf csébe gyljtottik és jégen taroltuk a fixalasig. A
mintakat 10 percig folyamatosan forgatva fixaltuk 1 térfogat fixalé puffer (100mM
KH,PO4/K;HPO4 pH=6.8, 450mM KCI, 150mM NaCl, 20mM MgCl,), 4 térfogat dH,O
és 1 térfogat 37% formaldehid keverékében, amit frissen készitettink. A fixalt
ovariumokat 3-szor oblitettik, majd 30 percig mostuk PBT-ben. Végll a mitat 30
percig PBT-N-ben inkubaltuk. Az igy el6készitett ovariumokat PBT-N-ben higitott
elsédleges ellenanyaggal inkubaltuk egy éjszakan keresztil 4 °C-on folyamatos
razogatassal. A higitott elsédleges ellenanyagot 2-3-szor ujra felhasznaltuk. Masnap
a mintat 2 éran at mostuk PBT-ben az oldat gyakori lecserélésével, majd 30 percig
PBT-N-ben inkubaltuk. Ezutan az ovariumokat 4-6 6ran at PBT-N-ben masodlagos

ellenanyaggal kezeltik, amit 2 6ratol egy éjszakaig terjedé PBT-ben torténé mosas
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kovetett. Az ovariumokat targylemezen 4% n-propil-gallat, 80% glicerin pH=9.5

Osszetétell médiumban fedtik le, majd a preparatumokat Zeiss Axioscope Il tipusu

fénymikroszkoppal a megfelel6 sziir6k alkalmazasaval vizsgaltuk.

Northern blot analizis

Total RNS tisztitas

50 felnétt legyet 1.5ml-es Eppendorf csében cseppfolyds Na-ben lefagyasztottunk.
Ramértiink 100ul Trizol reagenst (GIBCO BRL), majd csiszolt Uvegbot segitségével a
legyeket gyorsan homogenizaltuk. A homogenizatumhoz ujabb 700ul Trizolt adtunk,
majd 5 percig jégen inkubaltuk. Ezutan 200ul kloroformot adtunk a preparatumhoz,
amit 15 masodperces vortexelés és 3 perces jégen torténd inkubalas kovetett. A
mintat 4°C-on 12000g-n 20 percig centrifugaltuk. A felsd vizes fazist Uj cs6be tettiik
és az RNS-t 500pl izopropanol hozzdadasaval kicsaptuk. A mintat vortexeltik, majd
10 percre jégre tettik és 10 percig 12000g-n centrifugaltuk. A feltluszét eltavolitottuk
és a csapadékot DEPC kezelt RNaz mentes vizzel higitott 75%-os etanollal mostuk,
amelyet 5 perces 4°C-os centrifugalas kovetett. A fellliszé eltavolitasa utan a
mintakat 10 percig szobahémeérsékleten szaritottuk. A beszaritott csapadékot DEPC

kezelt vizben oldottuk fel.

Formaldehid gél készitése és a mintak futtatasa

200ml 1.5%-os gélhez 3 g agarozt, 146ml dH,O-t és 20ml 10xMOPS-t (0.4 M 3-[N-
Morpholino] propanszulfonilsav pH=7.0, 0.1 M Na-acetat, 10 mM EDTA pH=8.0,
DEPC kezelt vizben készitjik az oldatot, majd autoklavozzuk) felforraltunk, majd

50°C-ra h(tottik és 34ml 37% (12,3M) formaldehidet adtunk hozza. Az oldatot
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Oszekevertik és fllke alatt futtatd talcaba ontottik. A futtatopuffer dsszetétele
1000ml-re szamolva 100ml 10xMOPS, 18ml 37% formaldehid és 882ml dH,O volt. A
minta el6készitése soran ~ 10ug total RNS-t oldottunk 5ul DEPC kezelt dH,O-ben és
hozzaadtunk 10ul formamidot, 2ul 10xMOPS-t, 3ul 37% formaldehidet, majd az
elegyet 65°C-on denaturaltuk 10 percig, majd jégre tettik és 3ul festéket (1xMOPS,
15% ficoll, Bromfenolkék) adtunk hozza. A mintak felvitele el6tt a gélt eld futtattuk 5
percig 5V/cm-el, majd a mintakat rogton felvittik a gélre és egy éjszakan keresztul
~40V-tal futtattuk, 4°C-on. A pontos molekulatbmeg megallapitds érdekében DNS
molekulatdmeg marker helyett RNS markert hasznaltunk.

A blottolashoz a membrant (Nytran plus membran, Schleicher és Schuell)
vizben valé benedvesitéssel, majd 15 perces 2xSSC-ben torténd &aztatassal
készitettik eld. A geélt 20xSSC-ben 5 percig mostuk. A blottolast egy éjszakan at
20xSSC-vel, kapillaris modszerrel végeztik. Masnap a membrant 5xSSC-ben
mostuk a géldarabkak eltavolitdsara, majd megszaritottuk és az RNS-t 2 perces
1200x100pJd/cm? teljesitményli UV kezeléssel a membrannal keresztkotottik. A
membrant ezutan hibridizalé csébe helyeztik és mddositott Church és Gilbert féle
hibridizalo oldatban (0.5M NaPO, puffer pH=7, 1mM EDTA, 7% SDS) 55°C-on 1 éran
at el6hibridizaltuk.

A proba elkészitése izotopos random primer jeloléssel tortént, DNS templatrol
a Boehringer Random Primed DNA Labeling Kit felhasznalasaval és az abban
ajanlottak szerint. Belsd kontrollként rp49-t (riboszémalis proteint kodolé RNS-t)
hasznaltunk, amelyet parhuzamosan jeloltink a probaval. A proba eldallitasanal a
templat linearizalasaval kezd6doétt, majd a komplementer RNS atirasa a vektorban
talalhatd T7 promoéterrél Fermentas T7 RNS polimeraz alkalmazasaval és radioaktiv

[a**P] dCTP (3000Ci/mmol) felhasznalasaval tortént. A be nem épiilt nukleotidokat
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Sephadex G50 oszlop segitségével tavolitottuk el. Szcintillaciés detektorral
valasztottuk ki a legaktivabb frakciokat.

A jelolt DNS-t 7 perces forralassal denaturaltuk, majd jégen hitottik és 5mi
hibridizacids oldathoz adtuk, amit a membranra mértliink. A hibridizalast 55°C-on egy
éjszakan keresztul végeztuk. Masnap a filtert 2x15 percig nagy térfogat 50mM
NaPO, pH=7.0 pufferben szobahémérsékleten mostuk. Ezt egy 30 perces 55°C-os
mosas kovetett, mely utan ellenériztik a filter radioaktivitasat. Amennyiben GM
szamlaléval 50-100 beltés/mp-nél nagyobb értéket kaptunk a filtert 65°C-on Ujabb 30
perces mosasnak vetettik ala. A filterek radioaktivitasat IS 450 Phospholmmager-rel

tettuk lathatova.

Fehérje preparalas, Western blot analizis

A Ringer oldatban preparalt ovariumokat megkozelitéleg 10-szeres térfogatu minta
pufferben gydjtottik (6mM Tris-Cl pH=6.8, 6.4% glicerin, 2% SDS, 100mM DTT és
brémfenolkék). Az ovariumokat 5 perces forralassal, szonikalassal majd ujabb 5
perces forralassal tartuk fel. A mintdkat ezutan 1 percig centrifugaltuk 12000g-vel,
majd a folyadék fazist uj csébe tettuk. A fel nem hasznalt fehérje preparatumot
-80°C-on taroltuk. A fehérjemintak futtatasara valamint a blottolasra a Bio-Rad
minigél rendszert hasznaltunk. 10%-os poliakrilamid gélt készitettink, mely a
Laemmli-féle gélelektroforézis elvének megfeleléen egy pH=6.8, 5%-0s fels6 és egy
pH=8.8, 10%-0s alsd gélbdl allt. A gél dsszetétele a Sambrook J. és Maniatis T.
laboratériumi receptgydijtenyében javasolt volt. Kortlbelal 3 par ovarium ekvivalens
fehérjét vittink fel egy zsebbe. A relativ molekulatdmegek megbecslésére a Bio-Rad
Kaleidoscope Prestained Standards molekulatdomeg markert hasznaltunk. A futtatast

25mA allandé aramerésséggel végeztuk futtatdé pufferben (10xpuffer: 1000ml-be
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30.2g TRIS, 144.19g glicin, 10g SDS). A gélen szeparalt fehérieket 200mA
aramerrésseggel, 2 oran keresztll, jéghideg transzferpuffer felhasznalasaval (20%
Met-OH, 25mM Tris-Cl, 192mM Glycine) PVDF membranra (Amersham), blottoltuk
at. A blottolas hatékonysagat a gél Coomassie Blue-val val6 festésével ellenériztuk.
A membrant TTBS-ben (25mM TRIS-CI, 15mM NaCl, 0,1% Tween20) mostuk, majd
blokkol6 pufferben (TTBS, 5% sovany tejpor) egy éjszakan keresztil blokkoltuk. Az
igy elbkészitett membrant blokkolé pufferben higitott elsédleges ellenanyaggal
szobahémérsékleten 2 oran keresztll inkubaltuk. Az ellenanyagos kezelés utan a
membrant 2-szer 5 percig desztillalt vizben, majd 2-szer 10 percig TTBS-ben mostuk.
A masodlagos ellenanyagokat blokkolé pufferben higitottuk és 2 éran at inkubaltuk a
membranokat szobahémérsékleten. A membranokat desztillalt vizzel 6blitettik, majd
5-szdr 5 percig mostuk TTBS-ben. A peroxidaz konjugalt masodlagos ellenanyag
enzimatikus aktivitasat felerdsitett kemolumineszcencia (ECL) rendszerrel
detektaltuk. (25ul 90mM Coumaric, 50ul 230mM Luminol, 3ul H2O2 10ml 100mM

TRIS pH=8.5 15 perc inkubalas).

Kinesin f}-Galaktozidaz festés

A petefészkeket PBT oldatban boncoltuk, majd 2,5% glutaraldehidet tartalmazé PBS
oldatban fixaltuk. A petefészkeket kétszer mostuk PBT oldatban, majd festé pufferbe
helyeztik [0,05 M Ks(Fe(CN)s), 0,05 M K4(Fe(CN)s) PBS-ben]. Az X-gal oldat végsé
koncentracidja 0,2% volt. A festést 12 6raig, szobahdmérsékleten végeztik. A festett
petefészkeket haromszor tiz percig mostuk PBT oldatban, majd Aqua Poly/Mount

médiumba agyaztuk (Polysciences, Inc).
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Microarray lemezek elballitasa

A Drosophila Gene Collection Release1 (Rubin 2000) cDNS konyvtarbdol 3200
annotalt gén cDNS-ét plazmid specifikus primerek segitségével sokszorositottuk. A
cDNS-ek mennyiségét és mindségét agaréz gél elektroforézis segitségével
ellendriztik, majd a cDNS-eket MultiScreen PCR plate kittel (Millipore) tisztitottuk. A
tisztitott terméket 50 %-os DMSO-ban oldottuk fel, majd FMB cDNS targylemezre
(Full Moon BioSystems) vittuk fel két példanyban (Hackler és mtsai. 2003). Az
utofeldolgozas és blokkolas egy mar korabban leirt médon folyt (Palotas és mtsai.

2004).

A cDNS alapu microarray analizis

3-5 napos gs1/gs1, eg9kg9, eg20/eg20, gslex1/gsiex1, osk-bcdl+,
wwoskA87/osk54, w+oskA¥losk™, és w''"® genotipusy, j6l taplalt néstények
ovariumabdl total RNS-t tisztitottunk. Az RNS tisztitds a Macherey-Nagel (Macherey-
Nagel, Diren, Germany) cég altal forgalmazott RNS tisztito kit-tel tortént a mellékelt
utmutatd szerint. A tisztitott RNS-t a szilika membranrol elualtuk és a tovabbiakban
30U Prime RN-az inhibitor (Eppendorf) jelenlétében —80C0-on taroltuk. A tisztitott
RNS minéségét agardz gélelektoforézissel, mennyiségét spektrofotometriaval
(NanoDrop, Rockland, DE, USA) ellendriztik. A cDNS atiras és a jeldlés a
Genisphere cég altal forgalmazott kit-tel tortént a gyartdé utasitdsai szerint
(Genisphere Expression Array 350 Detection Kit system). A tisztitott RNS-bél 2
mikrogrammot SuperScript 1| RN-az H- Reverz transcriptaz (Invtirogen, Carlsbad,
CA, USA) enzimmel cDNS-sé alakitottunk. A reakcié 0.2 ug/pl random primer, 0.1
pg/ul oligo-dT primer, 1x First-Strand Buffer (250mM Tris-HCI (pH.:8.3), 375mM KCl,

15mM MgCI2), 500nM dNTP mix (500nM) 0.01M DTT, 40U Prime RN&z inhibitor
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(Eppendorf) és 200 units SuperScript 1| RNaz H- Reverz transcriptaz (Invtirogen
Carlsbad, CA, USA) jelenlétében, 20ul végtérfogatban, 42C0-on 2 éran keresztul
zajlott. A reverz transzkripciot (RT) megel6zbéen az RNS és a primerek elegyét 80CO-
on 10 percig denaturaltuk. Az analizalandé és a kontroll mintat minden esetben a
kulénb6zé fluoreszcens festékeket (Cy3 és Cy5) hordozd dendrimerekre specifikus
oligonukleotidokkal jeloltik. Az els6é hibridizalasi [épésben a specifikus
oligonukleotidokat tartalmazé cDNS kerult a 3200 annotalt gén cDNS-ét hordozo
targylemezekre. A hibridizaciét 42 °C-on hat éran at végeztik FGL2 hibridizacids
pufferben (10x Denhart oldat, 0,25M pH 7.0 natrium-foszfat, 1mM EDTA, 1x SSC,
0,5% SDS;cDNS hiridizacid). A masodik hibridizalasi Iépésben pedig a fluoreszcens
festékeket hordozé dendrimereket hibridizaltuk a chip fellletére. Ez a |épés 200 ul
2,5-25 pyl Cy3 és Cy5 Dendrimert tartalmazo ,Chiphyb” hibridizalé oldatban
(Ventana) tortént két éran at 42°C-on (jeldlés). A hibridizaciok utan a lemezeket 0,2x
SSC-ben mostuk kétszer tiz percig, szobahén, majd megszaritottuk. A mosast
kovetben a lemezeket Iézer szkennerrel (ScanArray Lite, GSI Lumonics) leolvastuk,
detektaltuk a Cy3 és Cy5 fluoreszcencia értékeket. A szkennelés és az adatok nyers
kiértékelése a korabban leirt modon tortént (Puskas és mtsai. 2003). A pontok
kiértekelése ScanAlyze és GenePix analizalé programmal tortént. A szamszerUsitett
adatokat Excell program segitségével, minéségi paraméterek figyelembe vételével
értékeltik és normalizaltuk. Az egyes microarray pontokon mért Cy3 és Cy5
emisszidk median érékét egymashoz aranyitottuk. Az egyes mérépontokra szamolt
aranyokat az 6sszes méréponton mért aranyok medianjara normalizaltuk, majd a
cluster nevl program segitségével az eredményeket K-means modszerrel
hasonlésaguk alapjan 100 csoportba rendeztik. Ezutan az eredményt a tree wiev

program segitségével szinkddokkal vizualizaltuk (Eisen és mitsai. 1998).
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Meghataroztuk azokat a csoportokat, melyeknek tagjai a leginkabb hasonlitottak az

altalunk elvart mintazathoz, és ezek kozul a részletes analizishez végul hatvanat

valasztottunk ki.

Affymetrix Drosophila Genome Array alapu microarray analizis

A w8 Tm1°° osk™*"josk™ és osk®**Y™® genotipust ovariumokbol preparalt RNS
mintakbol a genotipusonként 4 legjobb integritdsu mintat hasznaltuk fel a microarray
kisérlethez. A  mintdkat 45°C-on  vakuumcentrifuga segitségével  2ug/ul
végkoncentraciojura toményitettik. A microarray kisérlethez szikséges biotinilalt
RNS-t az Affymetrix GeneChip® IVT Express Kittel allitottuk el6 a kovetkezd
épésekkel:

1, Az RNS-preparatumokrél egyszalu cDNS szintézise reverz transzkripcioval. 2,
Masodik cDNS szal szintézise E.coli DNS-polimerazzal, RNS-elbontasa RNazH-val
(Affymetrix GeneChip® 3’'IVT Express Kit Manual). 3, ds-cDNS tisztitasa (Affymetrix
GeneChip®Expression Analysis Technical Manual). 4, Biotinilalt cRNS-szintézis in
vitro transzkripciéval. 5, Biotinilalt cRNS tisztitasa. A cRNS-mintak tisztitasa utan a
cRNS mennyiségét spektrofotometridval hataroztuk meg. 6, Biotinildlt cRNS
fragmentacidja.

A biotinilalt fragmentalt RNS-ek teszt-arrayre, majd a Drosophila Genome 2.0 arrayre
hibridizaltuk. Az arrayek mosasat, festését az Affymetrix Fluidic Station 400
automatan végeztik (Affymetrix GeneChip® 3’IVT Express Kit Manual). Az automata
a teszt-arrayek esetében a EukGE-WS2v4, mig a Drosophila arrayek esetében
Midi_euk2v3 nevl scriptek alapjan végezte a mosasi és festési lépéseket. Az
arrayeket a GCOS (Affymetrix GeneChip Operating Software) altal vezérelt

GeneChip Scanner 3000 készulékben scanneltuk. A microarray-ek mindségi
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ellen6rzését (box-plot diagram, Pearson-korrelacidos szinintenzitas-térkép) az
Affymetrix Expression Console szoftverrel végeztik. A GCOS szoftver altal generalt
adatokat (CEL fajlok) a GEPAS 4.0 (Herrero és mtsai. 2003) online szoftverrel
értékeltem ki a kovetkezd |épésekkel és bedllitasokkal: 1, Normalizalas: mas
hattérkorrekcio (Affymetrix Statistical Algorithms Description Document 2002),
kvantilis normalizéalas (Bolstad és mtsai. 2003), mas PM-korrekcio (Affymetrix
Statistical Algorithms Description Document 2002), median polish sszegzés (Tukey
1977). 2, Normalizalt adatok el6feldolgozasa: Azon adatsorok torlése, ahol az
adatoknak legalabb 70%-a hianyzik. 3, A kondicidk kozotti génexpresszios

kulénbségek megallapitasa klasszikus ANOVA-modellt hasznaltunk.

Géncsendesités Drosophila embridokban

A 1-2 stadiumu nos>GFP:moe genotipusu Drosophila embriokat injektalas elott 50%-
os Na-hypoclorittal (50%-0s hypd) dekorionaltuk, ventralis felszinlkkel ragasztéval
bevont targylemezre rogzitettik. Az injektalé pufferben (5mM KCI, 0,1mM Na3zPOy,
pH: 6,8) oldott kettds szalu RNS-oldatot 1upg/ul végkoncentracidoban Uveg
mikrokapillarissal injektaltuk az embridkat laterdlisan a hossztengely mentén
kdzépen. Egy-egy dsRNS oldattal 60 embriot injektaltunk 18 °C-on, Voltalef PVTFE
10S olajjal fedtuk le. 2-14. stadiumu embridk GFP-t kifejez6 ivarsejtjeit in vivo
videomikroszkdpiaval kdvettik nyomon az Olympus CellR Live Imaging Work Station
rendszerén 25 °C-on (5x objektiv, 1375x1038 pixel felbontas,3-9 embrid/felvétel, 1
felvétel/10 perc, 180 ms expozicidés id6). A videomikroszkodpiabdl szarmazd nagy
mennyiségld adatot 4db egyenként 1Gb kapacitdasu HDSA Seagate ES
merevlemezbdl all6  szerveren taroltuk. Az injektalt embridkrdl készilt

felvételsorozatokat Imaged szoftver segitségével jelenitettlik meg és értékeltlik ki. Az
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injektalt embridokat a videomikroszkopias vizsgalat utan standard Drosophila
taptalajra helyeztlik, az ezekbdl kifejl6édd felnétt allatokat felboncoltuk, az ivarsejt-
hianyos fenokopidk penetrancidjat megallapitottuk. Azon gének esetében, ahol
embriondlis vagy adult mutans ivarsejt-fenokopiat  tapasztaltunk, a

géncsendesitéseket megismételtik.

Géncsendesitd dsRNS-ek szintézise

Az RNSi kisérletben reprodukalhaté fenotipust add génekre olyan géncsendesitd
dsRNS-eket terveztink, melyek szekvencidja nem fed at az el6zbleg hasznaltéval
(Boutros és mtsai. 2004) és a lehetd legkisebb off-target hatast adjak valamint
lehetéleg az adott gén minden fehérje izoformajaban jelenlévé kdédold szakaszt
érintsenek. A kivalasztott gének és az el6zbleg hasznalt géncsendesité dsRNS-ek
szekvenciait a FlyBase adatbazisbdl (http://flybase.org) toltéttik le. Az off-target
hatast a dsCheck (Naito és mtsai. 2005) online szoftverrel ellenériztik. A kivalasztott
szekvenciakra primer3 program segitségével (Rozen és Skaletsky 2000) olyan
primereket terveztink, melyek 5’-végukon egy GGATC extra szekvencia mellett T7
polimeraz promotert tartalmaztak. A primereket az Eurofins MWG Synthesis GmbH-
vel szintetizaltattuk HPSF (High purity salt free purification) mddszerrel tisztittattuk. A
polimeraz lancreakciot 100ul végtérfogatban veégeztik (+(NH4).SO4 puffer, 2,5mM
MgCI2, 1mM dNTP mix, 28ng/ul DNS, 0,01U/ul Taqg DNS polimeraz) a kovetkezé
programmal: 96°C 2 perc, 2x(94°C 45 mp, 58°C 1 perc, 72°C 45 mp), 40x(94°C 45
mp, 66°C 1 perc, 72°C 45 mp), 72°C 2 perc. A PCR terméket QIAGEN QIAquick
PCR purification Kit-tjevel (Cat.No.: 28106) tisztitottuk, a fragmentek méretét 1%-os
agaroz gélen ellendriztik, koncentraciojukat Nanodrop miszerrel mértik. A PCR

termékeket templatként hasznalva in-vitro transzkripcioval készitettink kettés szalu
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RNS-t. A reakciét a Promega T7 RiboMAX™ Express Large Scale RNA Production
System-jével végeztik 1 6ran at, 37°C-on, 25ul végtérfogatban, templatként 1ug
PCR terméket hasznalva. A mintakat ezutan RQ1 RNaz mentes DNazzal kezeltik
(1U/minta, 37°C, 30 perc). Az in vitro transzkripcié termékhez 0,1 tf 3M Na-acetatot
és 1 tf izopropanolt adtunk, majd 10 percig inkubaltuk jégen, centrifugaltuk (13000
rpm, 10 perc, 4°C), 70%-os etanollal mostuk, ismét centrifugaltuk (13000 rpm, 10
perc, 4°C), majd a kicsapott RNS-t vakuumelszivéval szaritottuk, végiil 30ul RNaz
mentes vizben vettik fel. Az RNS-ek méretét 1,5%-o0s agarozgélen ellenériztuk,
koncentracidjukat Nanodrop miszerrel meértik. Az 1ug/ul koncentraciojura higitott

dsRNS oldatokat -20°C-on taroltuk felhasznalasig.
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OSSZEFOGLALAS

Dolgozatomban az elmult masfél évtizedben végzett munkam azon részét foglaltam
0ssze, melynek soran a Drosophila embrionadlis ivarsejtek kialakulasat és mikodését
vizsgaltam genetikai, molekularis és sejtbiologiai médszerekkel. Az idészak, melyet a
dolgozatom atfog jelentds technikai és szemléletbeli valtozasokat hozott a Drosophila
genetikaban. Munkam soran torekedtem arra, hogy az adott kor adta technikai
lehet6ségeket kihasznaljam a valtozatlan, és azoéta is f6 tevékenységemnek tekintett
ivarsejtkutatasaim soran. A dolgozat megirasakor arra toérekedtem, hogy
bemutassam az olvasdnak azokat a megfontolasokat, melyek folyamatos metodikai
utkeresésre 0Osztondztek. Igyekeztem a munkam egyes fazisaiban hasznalt
eljarasokkal kapott eredményekbél csupan a leglényegesebbeket kiemelni.

Munkam célja az volt, hogy az embrionalis ivarsejt determinacié genetikai
hatterét a lehet6 legpontosabban feltarjam. Ez valojaban a folyamatot iranyitdo gének
azonositasa és fenotipusos jellemzése volt. Drosophilaban az ivarsejtek az
embriogenezis legkorabbi szakaszaban kialakulnak, a korai ivarsejtekben mikodd
faktorok kizarolag az anyatdl szarmaznak. A folyamatot tehat anyai hatasu
ivarsejthianyos mutaciokkal lehetett vizsgalni. Korabban ismert tény volt, hogy a
Drosophila ivarsejt determinacié kdzponti eleme az oskar gén temékeinek petesejten
bellli lokalizacioja valamint lokalis aktivalodasa. Természetes tehat, hogy az ujonnan
azonositott ivarsejthianyos mutaciok fenotipusat mindig az oskar généhez meértuk.
Génazonositasra forward és reverz genetikai eljarasokat is alkalmaztunk.
Osszefoglalva elmondhaté, hogy a forward irany az ivarsejt determinacioban

szerepet jatszd génhierarchia oskar feletti, a reverz irany pedig oskar alatti elemek
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felkutatasara volt alkalmas. Munkdm soran munkatarsaimmal nagy ateresztd
képességl reverz genetikai rendszereket dolgoztunk ki, melyek az ivarsejt
determinaciét iranyitdé génhierarchia Uj elemeinek felfedezését tették lehetdvé.
Laboratoriumuk tevékenységének elkdovetkezendé néhany évét az ujonnan

azonositott gének részletes vizsgalata fogja kitenni.

A dolgozatban 6sszefoglalt fébb eredmények

- A Drosophila ivarsejtsors meghatarozasban kulcs szerepet jatszd oskar gén RNS-
ének transzlaciotol fuggetlen, a petekezdemények fejlédésében betodltott funkcidjat
irtuk le. Kimutattuk, hogy ezért az RNS alapu funkcidéért a transzkriptum 3’ nem
transzlalodo része a felelds.

- Az altalunk korabban azonositott dominans hideg érzékeny Ketel allélnak és annak
dominans szupresszoranak felhasznalasaval kettés szelekcidon alapuld, nagy
atereszt6 képességl automatikus mutansizolalasi rendszert fejlesztettink ki. Ennek
segitségével létrehoztuk az akkor legnagyobb P elem indukalta mutansgydjteményt
és azt anyai hatasu ivarsejthianyos mutaciok szlrésére hasznaltuk fel.

- Azonositottunk egy az oskar RNS poszterior lokalizaciéjahoz szikséges uj faktort a
Tmll gén Aaltal kodolt aktin koté tulajdonsagu cellularis tropomiosin (cTm) fehérjét.
Kimutattuk, hogy a cTm fehérje az oskar RNS lokalizacié utolsé |épéséhez, a
petesejt poszterior polusran torténd vald lokalizacidhoz sziikséges. Ujabb
vizsgalatokkal kimutattak, hogy a cTm fehérje az oskar RNS-t szallit6 RNS-fehérje
komplex tagja. A cTm fehérje legvaldsziniibb feladata a szubkortikdlis aktinvazhoz

megérkezd oskar-t szallitd partikulumok helyben tartasa.
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- Hobo transzpozon mutagenezis kisérletben anyai hatasu ivarsejthianyos
fenotipusaval azonositottuk az ivarsejt specifikus Drosophila poirot gént. Kimutattuk,
hogy gén funkcidja az Oskar rovid fehérje izoforma poszterior poluson vald
megtartasa. A poirot fenotipusok vizsgalataval megmutattuk a két Oskar izoforma
eltérd biologiai szerepét. A hosszu Oskar izoforma az lokalizalt oskar géntermékek
magas szintjének eléréséhez szikséges pozitiv autoregulacioért, mig a rovid
izoforma az ivarsejtek kialakulasahoz szikséges ivarplazma 0Osszeszervezéséért
felel6s.
- Kialakitottunk egy ivarsejtekben mikodd kettés szelekcioju Drosophila
géncsapdazo (GT) transzpozont, melynek segitségével anyai hatasu ivarsejthianyos
fenotipusu mutacidkat azonositottunk. A GT transzpozonos mutagenezis soran anyai
hatasu ivarsejthianyos alléljaval azonositottuk a Moesin gént.
- Moesin mutans petekezdemények mikroszképos analizisével el6szo6r adtuk
sejtbioldgiai bizonyitékat annak, hogy a szerkezeti adatok alapjan korabban is aktin-
sejtmembran keresztkotd tulajdonsagunak jésolt Moesin fehérje valdban az aktin
sejtvaz és a sejtmembran keresztkotd agense.
- Moesin mutans petekezdemények mikroszkopos vizsgalataval megmutattuk, hogy a
szubkortikalis aktin vaz ektopikusan is képes az Oskar fehériének és RNS-nek
helyben tartasara. Ezzel bizonyitottuk azt a korabbi sejtést, hogy az ivarsejt
determinacidéban kulcsszereppel birdé oskar poszerior lokalizacié az aktin sejtvazon
valésul meg.
- A korabban szigoruan citoplazmas fehérjeként szamon tartott Moesin fehérje
sejtmagi lokalizaciojat mutattuk ki Drosophila ivar és testi sejtekben, valamint
sejttenyészeteken. Kimutattuk, hogy a Moesin fehérje a sejtmagi aktinnal kolokalizal

és valoszinlen az aktin alapu un, orsématrix alkotéeleme. RNS interferencia
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mddszerrel megmutattuk, hogy a Moesin fehérjének szerepe van az osztédasi orso
kialakitasaban és mikoddésében.
- Két, Oskar és Tropomiosinll allélokbdl allé genetikai interakcidn alapuld fenotipusos
szlrérendszert hoztunk Iétre, melyekkel akar recessziv letalis fenotipusu, pleiortép
gének ivarsejkialakulasban betoltott szerepe is vizsgalhaté. A két szirérendszer
egymas utani alkalmazasaval kémiai mutagenezis kisérletet hajtottunk végre,
melyben az oskar fenotipusnak enhanszer mutacioit, koztik a Rab11 gén alléljait is
azonositottuk.
-A vezikulatranszportban szereppel bir6 Rab GTPaz csaladba tartozé Rab11 gén
életképes alléljaival megmutattuk, hogy a Rab11 részt vesz a fejl6d6 petesejtben a
mikrotubulus vaz polaritasanak kialakitasaban, és az oskar RNS poszterior
lokalizacidjaban.
- lvarplazmaban lokalizalt RNS-eket azonositottunk microarry technikaval.
- In situ RNS hibridizaciés adatbazisokbadl, publikacidkban kozolt és sajat adatok
felhasznalasaval Osszedllitottuk a lehetd legteljesebb transzkriptomot, ami az
ivarsejteket kialakulasuktdl az embrionalis gonadformalddasig jellemzi.
- Gén specifikus kettds szalu RNS injektalassal, valamint automatikus
videomikroszkdpiaval elvégeztik az embrionalis ivarsejt transzkriptom funkcionalis
analizisét. A fenotipusok részletes jellemzésével, valamint az adatok hierarchikus
klaszterezésével a hasonlo fenotipuseloszlasuk alapjan funkcionalis géncsoportokat
hoztunk létre. Az egyes géncsoportokba tartozé gének egyuttes vizsgalataval, a
Drosophila embrionalis ivarsejtek osztéodasat, vandorlasat, a testi sejtekkel valo

kapcsolattartasat, illetve a gonadformaldédas mikéntjét tudjuk majd vizsgalni.
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A jovo feladatai

A genetikai analizis fenotipusok vizsgalatan alapszik, legyen az reverz vagy
forward genetikai vizsgalat. A jelenlegi fenotipuselemzés korlatait Ashburner és
munkatarsai Az ADH genomi régi6 vizsgalataval kijeldlték. A Drosophila
genomprogram el6futaraként elkészitették a 2,9 Mb kiterjedésti ADH régio génjeinek
annotalasat, valamint klasszikus mutansokkal valé telitését (Ashburner 1999).
Adataik 0Osszevetésébdl vildgosan kidertlt, hogy a szamitogéppel szerkezeti
kritériumok alapjan annotéalt géneknek kevesebb, mint fele mutat funkcidvesztéses
mutans fenotipust egyes mutans kisérletekben. Mas szavakkal, a hagyomanyos
mutagenezis kisérleteket végzd kutaté szamara a géneknek fele lathatatlan. A
lathatatlan gének minden valoszinlség szerint olyan funkciokat kodolnak, melyek
redundansak, az egyedfejl6édés szabalyozasanak robosztussagat, vagy éppen a
természetben talalhato valtozatos kulsé ingerekre vald adekvat valaszok kialitdsahoz
kellenek. Ezeknek a géneknek funkcionalis vizsgalataban a tdbbes mutans analizis,
finomabb, molekularis szintl fenotipusok detektalasa, illetve a fenotipusoknak
valtozatos korilmények kozott vald megfigyelése segithet. A harom gén alléljaval
érzékenyitett genetikai rendszerinkkel (SOT) magunk is megtapasztaltuk, hogy egy
adott fejlédéstani folyamatban nagyon sok gén jatszhat, sokszor azonban nagyon
gyengén tetten érhetd szerepet. A fenotipus elemzésnek egyfajta hatarozatlansagi
relaciéja kezd kibontakozni. Egyes mutansokkal a gének funkcidja jol
meghatarozhatd, de igy csak a genom egy része vizsgalhatdé. Tobbes mutans
analizissel az egész genom vizsgalhato, de a fenotipusok nagyon keveset arulnak el
az egyes interakcidos partnerek egyéni funkcidjardl. Jelenleg, jobb hijan, az
interakcidés rendszereinket elsd szlrének hasznaljuk, és ezutan az igy azonositott

gének egyedi funkcidjat hagyomanyos mutans analizissel probaljuk kideriteni. igy az
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interakcidés rendszerek adta lehet6ségek kodzll csak a nagy atereszté képességet
hasznaljuk ki. Sokszor tapasztaltuk, hogy az interakcios rendszerekben szignifikans
fenotipust ado jeldltek a hagyomanyos egyes mutans analizis soran semmilyen
fenotipust nem mutatnak. Tapasztalataink kijeldlik a tovabbi kutatasi iranyt,
torténetesen  bioinformatikusok, halézati modellezéssel foglalkozd kutatok
bevonasaval Uj utakat kell keresni a tobbes mutans analizis eredmények

értékelésében.
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Sajat kozlemények szama: 20
|Idézetek szama: 787
Fuggetlen idézetek szama: 674
Flggé idézetek szama: 113
Osszegzett impakt faktor: 136.485
Elsé vagy utolso szerzés kdzlemények dsszesitett impact faktora: 63,812**
Az értekezésben targyalt kozlemények 6sszesitett impaktfaktora: 60,327
Az értekezésben targyalt kozlemények szama: 8

** A megosztott utolsé szerzds kdzlemeényt beszamitva
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