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Bevezetés és célkitiizés

A Drosophilaban melanogasterben, mint a legtobb szervezetben az
ivarsejtek 6sei mar az egyedfejlodés korai stadiumdban elkiiloniilnek a
testi sejtektol. Ezek az Osivarsejtek egy meghatarozott differencialodasi
programot kovetnek, melynek eredményeként jonnek Iétre a petesejtek
¢s a himivarsejtek. A muslica petéjére jellemz6 egy specidlis citoplazma
rész, az ugynevezett ivarplazma vagy polaris plazma, amely mar az
oogenezis alatt a fejlodo petekezdemény hatulso részén kialakul, majd az
¢érett petében 1s fennmarad.

A Drosophila melanogasterben az ivarplazma 0sszeszervezéséért az
oskar géntermék a felelés. Az oskar mRNS a fejlédé oocyta
citoplazmijanak  poszterior  részén  lokalizalodik, majd  ott
helyspecifikusan transzlalodik. Az Oskar fehérje hatasa igy az érett pete
leghatso citoplazmarészletére korlatozodik, ahol feladata a specialis
ribonukleoprotein rogokbdl alld ivarplazma megszervezése, amelybdl az

embrionalis ivarsejtek flizOdnek le.



A polaris plazma kutatasa a Drosophildban jo6l kidolgozott, genetikai
modszerek  felhasznalasaval lehetséges. Ivarsejthidnyos  mutans
fenotipussal szamos polaris plazma komponenst azonositottak. Ezen
mutaciok genetikai vizsgalata feltarta, hogy a polaris plazma
osszeszervezodése lepcsOzetes folyamat, a kialakitasaban szerepld geének
linearis hierarhiaba szervezddnek

Laboratoriumunk célja az ivarsejtek kialakitdsaban szerepet jatszo 1j
gének azonositds, illetve mar ismert gének ivarsejtspecifikus
funkcigjanak megallapitasa €s jellemzése. Ennek megvalositdsaban nagy
segitséget jelentenek a Drosophila genom programok altal a muslica
genomban eldallitott €s térképezett nagy szamu transzpozon inszercios
vonalak. Ezeknek a vonalaknak a vizsgalataval lehetoseég nyilik j €s mar
ismert gének kiilonb6zo erdsségli mutans alléljeinek izoldlasara és
azokban az ivarsejtspecifikus génfunkcio vizsgalatara. Kiilonbozo tipusu
transzpozonok hasznalata azért lehet eredményes, mert eltérd inszercios
specifitassal rendelkeznek.

Ertekezésem egy 0j poszterior gén, a Poirot azonositasardl és

jellemzésérol szol. A hobo transzpozon indukalta homozigdta életképes



mutans vonalakat vizsgaltuk ivarsejthianyos fenotipusra. A prt® vonal
utodai 70%-os ivarsejthianyos fenotipussal rendelkeznek. Genetikailag
¢s molekularisan is jellemeztiik a prt®® mutans vonalat és azonositottuk a
poirot gént. Megallapitottuk, hogy a Poirot fehérje a polaris plazma
kialakitasaban kozponti helyen 1évé Osk feheérje poszterior

kikotddeséhez sziikséges.

Alkalmazott modszerek

#+ Drosophila melanogaster tenyésztése, fenntartasa, keresztezése,
transzpozon mobilizdlasa, transzgént tartalmazo vonalakkal
menekitési kisérletek

#+  Embriondlis kutikula preparatum keészitése

# Drosophila ovariumok és embriok immun-hisztokémiai festése

+ Digoxigenin jelolt DNS proba eléallitasa és azzal in situ hibridizalas
nyalmirigy oriaskromoszoman ¢€s petekezdemenyen

# Ivarvonal transzformalas Drosohila-ban

+ DNS munkak: Klonozas, PCR ¢és menekitd konstrukcid készitése

#+ RNS munkak: Total RNS tisztitas, Northern hibridizacio, RT-PCR

#+ Fehérje munkak: Fehérje preparalas, Western blot, Prt-GST fzios

feheérje eldallitasa, Prt-GFP fizios fehérje eloallitasa



# Prt ellenanyag termeltetése nyulban
+ Konfokalis és fénymikroszkdp hasznalata és mikroszkopi felvételek

készitése

Eredmények és kovetkeztetések

Ertekezésemben egy 1j poszterior gén, a poirot genetikai
azonositasarol, részletes genetikai ¢€s molekularis vizsgalatardl
szamolunk be.

1. A poirot gént 70%-0s penetranciaju unokatlan fenotipust mutatd
prt® mutans alléljaval azonositottuk egy hobo mutansgyiijtemény
szisztematikus sziirésével.

2. 18°C-on tartott homozigota prt®® ndstények utddai az ivarsejthianyos
fenotipus penetrancidjanak emelkedése mellett abdomenhianyt is
mutattak.

Az abdomennek ¢€s az ivarsejteknek egyiittes hianya az un. poszterior
géncsoport mutacioira jellemz6, amikor a mindkét struktura

kialakitasaért feleldos polaris plazma sériil. A prt% mutaciot, a 18°C-on



tapasztalt Osszetett fenotipusa alapjan a poszterior mutansok csoportjaba
soroltuk.

3. A mutans vonalat genetikailag jellemeztiik. Genetikai és molekularis
modszerekkel megallapitottuk a mutacidét okozo hobo transzpozon
beépiilésének helyét.

A delécios teérképezes fényt deritett a prt% mutaciod termeészetére is. A
prt%® mutacio defficienciakkal szemben mutatott unokatlan fenotipusa
kozel azonos volt a prt% homozigoéta fenotipusanak penetranciajaval. Az
a tény, hogy a prt® mutici6 homo- ¢€s hemizigota fenotipusanak
penetrancidja kozel azonos, arra enged kovetkeztetni, hogy a prt® allél
egy null mutacio.

4. Annak bizonyitasara, hogy valéban a hobo elem inszercioja felelds a
prt% mutacidért, hobo remobilizacids kisérletet végeztiink.

A szemszin valtozas alapjan 7 vonalat kiilonitettiink el, melyek koziil 5 a
prt®® mutacié fenotipusos revertansanak bizonyult. A revertans
vonalakban a hobo transzpozon elmozdulasa prt® fenotipus
elvesztésehez vezetett, bizonyitva, hogy az ivarsejthianyos fenotipust a

hobo transzpozon inszercidja okozta.



5. Azonositottuk ¢s jellemeztiik a vad tipusu poirot gént
A hobo transzpozon kornyezetének molekularis jellemzésénél az
adapteres PCR technika segitségével megallapitottuk a prt® vonalba
beépiilt hobo elem széli szekvencidit. Azonositottuk az inszercios pont
kornyezetében a CG7761 prediktalt gént, amelyet poirot-nak neveztiink
el. A poirot (prt) gén 4 exonbdl all. Az els6 exont egy nagy intron
koveti, ez tartalmazza a prt% vonalban a hobo transzpozont.
A Prt fehérje N-terminalis része nagyfokl homologiat mutat az ember és
az egér Sab fehérjével, illetve egy prediktalt Q91Y80 jelli patkany €s egy
KO03E6.7 jelii Caenorhabditis elegans fehérjével. Az emberben
azonositott Sab feheérjét, egy SH3 domen kotd fehérjekent irtdk le, amely
a Bruton-tirozin-kinaz fehérjét koti annak SH3 doménjén keresztiil €s e
kapcsolaton keresztiil negativan regulalja annak miikodesét. A fehérje
szekvencia homologia alapjan a Prt fehérjét egy SH3 domén kotd
feheérjecsalad 0j tagjaként definialtuk.

6. RNS szinten kimutattuk, hogy a prt gén elrontasa a prt® vonalban

null mutaciot eredményez.



7. Megéllapitottuk, hogy a prt gén els6 exonja €s a prt% mutaciot okozo
hobo transzpozon mini-white riportergénjének  fuzidja
megakadalyozza a vad tipusa géntermék képzodését a prt®
mutansban.

8. Prt fehérje ellen poliklonalis ellenanyagot termeltettiink nyulakban,
¢s ezzel is bizonyitottuk a prt% mutacio null jelleget.

9. prt cDNS-t tartalmazd konstrukcidt készitettiink, melynek
felhasznaldsaval  transzgenikus  vonalat  készitettliink  ¢és
ivarvonalspecifikus expresszidval menekitettiik a prt%® mutacid
ivarsejthidnyos fenotipusat.

Mivel a prt transzgént ivarvonal specifikusan expresszaltattuk, a
menekitési kisérlet azt is megmutatta, hogy a prt®*® mutacio a
petekezdemenyek ivarvonal eredetli sejtjeit €rinti.

10. Prt-GFP fuzios fehérjét termeld transzgenikus Drosophila torzseket
hoztunk létre és meghataroztuk a Prt sejten beliili elhelyezkedését a
petefejlodés kiilonbozo stadiumaiban.

A Prt-GFP transzgénnel sikeresen menekitettiik az prt% utodjainak

ivarsejthianyos fenotipusat, bizonyitva, hogy a Prt-GFP fuziés fehérje



miitkddoképes, tehat az minden valdszinlis€g szerint hiien tiikkrozi a
vadtipusi Prt fehérje expresszios mintdzatdit. A vad tipusa
petekezdeményeken a Prt-GFP fehérje a korai stadiumokban a
dajkasejtek magja koriil, halmozddik fel, kis granulumok forméjaban. Az
oogenezis kozepsd stadiumaiban a dajkasejtek mellett a petesejtben is
megtaldlhatok a granulumok, majd a fejlodés késobbi szakaszaiban a Prt-
GFP fehérjét a petesejt sejthartydja alatt, szubkortikalisan figyeltiikk meg.
A Prt fehérje egy eddig még nem azonositott modon szallitodik a dajka
sejtekbdl a fejlodo petekezdeménybe.

11. A Dbtk29A allélok ivarvonaldban homozigoéta ivarvonal klonokat
hoztunk létre, majd az ¢életképes utdodokban az ivarsejthianyos
fenotipusra vizsgaltunk.

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt btk alléleknek nincs ivarsejthianyos
fenotipusa. Ezen eredmények alapjan megerdsithetd, hogy btk29A
aktivitds sem a potroh kialakitdsahoz, sem az ivarvonal kialakitdshoz
nem sziikséges.

12. A prt%® és az ismert bkt allélokkal (k00206, k05610, fic™) kettds

mutansokat készitettiink.



A homozigdota életképes btk29AMPL-prt9s/ btk29AMPL-pri®  kettds
mutansokban az eredeti fenotipusok eltlinését tapasztaltuk €és a fenotipus
jelentds szupresszidjat figyeltiik meg a btk29AK%610-prt9s/ptk29AMCPL-prtds
és a btk29Ak00206nrt9s/ptk29AMCPL-prt%s rekombinansok esetében is. Egy
null mutaci6 szupresszidja hipomorf mutaciokkal, negativ regulaciora
utal. A szerkezeti homologian tl belattuk, hogy az emberhez hasonldan,
Drosophilaban is a Prt fehérje negativ regulatora lehet a Drosophila
btk29A-nak.

13. Megvizsgaltuk a poszterior géncsalad kdzponti szerepl6jérol az osk
génrol atirodé osk mRNS szintjét és elhelyezkedését a prt®® mutans
petekezdeményekben, amit vad tipustinak talaltunk.

A Staufen fehérje (az 0sk mRNS ecloszlas fehérjemarkereként szokas
hasznalni) a homozigodta pre homozigodta ndstények
petekezdeményeiben az 0sSk MRNS-hez hasonléan vad tipusu eloszlast
mutatott.

14. Az poszterior lokalizacioval rendelkez0 Osk fehérje fokozatos

csokkenését  tapasztaltuk a  prt® homozigéta ndstények
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petekezdeményeiben illetve az altaluk rakott petékben, ellenanyagos
festési kisérletekben.
A prt®® mutansok ovariumaban az 0sK transzlacioja elindul, mivel a korai
stidiumokban normalis lokalizaciét mutat, majd az 00genezis
eldrehaladtaval az Osk fehérje szintje csokken a poszterior poluson.
Konfokalis mikroszképpal a homozigdta prt® ndstények 10. stadiumu
petekezdeményeinek  38%-ban  Oskar  fehérje  delokalizaciot
tapasztaltunk, amikor is a fehérje leszakadozik a poszterior polusrol. A
hibas lokalizaci6 jelensége a pete fejlodésének eldrehaladtaval
fokozodik, és a pete lerakdsa utdn, az embriondlis korban a
legerdteljesebb. A homozigota prt% ndstényektél szarmazd embriok
90%-4ban az Osk nem mutathatd ki vagy mennyisége jelentdsen
mértékben csokken. Az Osk fehérje elvalik a poszterior szubkortikalis
régiotdl és degradaciora utald jeleket mutat a prt%® mutansok
ovariumaban ¢és az embriokban egyarant.
15. Az Osk fehérjecsokenést prt%° homozigota néstények ovariumaban

Western blotton is kimutattuk €s megallapitottuk hogy csak a
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rovidebb Osk i1zoforma szintje csdkken, a hosszabb Osk izoforma
mennyisége megegyezik a vad tipuséval.

Ezekbdl az eredményekbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Prt

fehérje a rovidebb Osk izoforman keresztiil fejti ki hatasat.

16. A Prt-GFP fuzios fehérje ¢s az Osk fehérje a 10. stddiumban a

poszterior szubkortikalis régioban atfedd lokalizaciot mutat.

Ez a térbeli elhelyezkedés megteremti a lehetdségét a Prt fehérje €s az

Osk fehérje lokalizaciojaban szerepet jatszd fehérjék kozotti fizikai

kapcsolatnak.

Mivel a Prt fehérje a vad tipust petesejt azon szubkortikalis részén
talalhatd, ahol az Osk fehérje képzddése €s kihorgonyzodasa torténik,
feltételezziik, hogy a Prt fehérje negativ szabalyozassal megsziinteti a
szubkortikalis Btk fehérje aktivitasat. Hipotézisiink szerint, amikor a Prt,
mint  feltételezett negativ  szabalyozd  hianyzik, a  mutans
petekezdeményekben egy ektopikus fehérje aktivitds megzavarja a
poszterior gén-hierarchia normalis szabalyozasat. Ugy gondoljuk, hogy a

prt%® mutansokban, egy eddig még ismeretlen modon, a szabalyozatlan

12



Btk kindz aktivitas a rovid Osk kihorgonyozasit modositja, amely
megnyilvanul mind a két rovid Osk izoforma delokalizacidjaban ¢és
detektaltuk a prt%® mutansban, feltételezziik, hogy ez az izoforma, vagy
ennek az izoforméanak a poszterior pdluson torténd kihorgonyzodasa
stabilabb.

Ugy gondoljuk tehat, hogy a Prt-Btk kapcsolat tovabbi biokémiai
vizsgéalata ¢€s sejtbioldgiai  funkcidjanak alaposabb megismerése
eldsegitené az Osk fehérje poszterior poluson torténd kihorgonyozodasi

folyamatanak megértését.
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Summary

Embryonic germ cell formation and abdomen development in
Drosophila requires localisation and site specific translation of oskar
MRNA in the posterior part of the oocyte. Targeting of oskar function to
the posterior pole of the oocyte needs a large set of proteins and RNAs,
encoded by posterior group genes. Consequently, mutations in the
posterior group genes can result in embryos without abdomens and/or
germ cells.

During a systematic hobo-mediated mutant isolation screen, we
identified poirot, a novel posterior group gene, due to its germ cell-less
phenotype.

We show that the lack of poirot activity dramatically decreases Oskar
protein levels, without affecting the oskar mRNA distribution. In poirot
mutant oocytes, delocalised Oskar protein is observed, indicating that
wild type poirot has a role in the anchoring process of the Oskar protein
at the posterior pole. Furthermore, we demonstrate that poirot acts in an
isoform-specific manner, only the short Oskar isoform is affected, while

14



the long Oskar isoform remains at wild type levels in poirot mutants. We
found the PRT protein in large protein aggregates that are localized
subcortically in the oocytes.

The Sab protein, the human homologue of the prt gene preferentially
binds to the Bruton tyrosine kinase (Btk) protein and negatively regulates
its function. The genetic interaction found between prt and Drosophila
Btk29A indicates that the the PRT regulatory function is evolutionary
conserved.

We propose that, in wild type oocytes, PRT inactivates the Btk protein
in the subcortical region. We suggest that uncontrolled Btk kinase
activity modifies the anchoring capability of short Osk directly or
indirectly to the subcortical region, resulting in delocalisation and
degradation of both phosphorylated and unphosphorylated short Osk

proteins.
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