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Bevezetd:

A dolgozatomban bemutatom, hogy a mRNS-nek egy Uj funkcié-
jara bukkantunk. Kisérleti rendszeriink az ecetmuslica (Drosophila
melanogaster) oogenezise, ahol a lokalizalt mRNS-ek specidlis tulajdon-
sagai segitették az Gj mRNS funkcié megtalalasat.

Az osk mRNS mér a korai oogenezis soran atirédik a dajkasej-
tekben, ahonnan a gydriicsatorndkon &t széllitédva a petesejtben kon-
centralédik, kitéltve annak térfogatat. A 7. stadiumban a petesejtben
megkezdddik az osk RNS poszterior lokalizaci6ja. Az oskar fehérje ati-
rdsa az els6 7 stadiumban gatolt. A 8. stddiumban a poszterior végen
lokalizélt osk mRNS-rél megkezdddik az oskar fehérje atirdsa, mely az
RNS-hez hasonléan poszterior lokalizélt. Tehat az osk mRNS eddig is-
mert funkcidja, hogy a poszterior végen létrehozza a lokalizalt oskar fe-
hérjét. A petesejt poszterior végén lokalizalt oskar fehérje irdnyitdsaval
kialakul a polaris plazma, ami azokat a faktorokat, determinansokat tar-
talmazza, melyek késébb az embri6 ivarsejtjeit és abdomenét kialakitjak.
Az osk RNS lokalizal6dasanak elmaradédsa abdomen hianyos és ivarsejt
hidnyos embriékat eredményez. Azaz az oskar esszencidlis a polaris -
plazma létrehozasaban.



Eredmények:

Nagyléptékii P elem indukéalta mutagenezis kisérletben tébb
ezer mutans vonalat llitottunk el6. A mutansok szlirésével egy letdlis

{4000 vonal) és eqy sleril gyliteményt (500 vonal), valamint egy
unokatlan csoportot (17 vonal) Allitottunk el6. Mivel a sterilitds

kapcsolatba hozhaté a poléris plazma kialakuldsanak hidnyaval, ami az
esetek nagy részében egyben az abdomen hianyét is jelenti, a steril
gylijtemény petét raké tagjainal szisztematikus vizsgélattal, abdomen
hidanyos embri6kat kerestiink. Reméltiik, hogy szdmos Gj, eddig még
nem ismert mutanst sikeriil taldinunk. Az 500 vonalb6l sszesen 8 vonal
mutatta a tipikus abdomen hidnyos fenotipust, ketté pedig a szokatlan
pair-rule fenotipust. A késdbbi vizsgalatok megmutattak, hogy a pair-rule
fenotipusi mutansok a fz-F1 gén két Gj mutdns allélja. A 8 abdomen
hidnyos steril vonalat mar ismert, abdomen hidnyos mutansokkal
kereszteztilk dssze, hogy kideritsik vannak-e kdz6ttik Uj mutansok. A
komplementacids keresztezésekbdl kideriilt, hogy a 8 abdomen hidnyos
vonalbél 5 nem komplementilta az osk® allélt, azaz allélikusak az
oskarral, 2 nem komplementalta a vasa allélt, és egy a staufen allék.
Mivel laboratériumunk egyik fé profilia az oskar gén tanulmanyozasa, a
tovabbiakban az (j oskar mutansokat vizsgéaltuk.
Célul tdztiik ki, hogy:

- az Uj oskar mutansok fenotipusos és genetikai jellemzését

elvégezziik



- az uj mutansokban meghatarozzuk a mutacié természetét
- funkcionalis tesztekben vizsgéljuk az Gj mutaciék szerepét

A Uj homozigéta osk mutans néstények nem raktak petét. Az
izol&lt 5 mutansrél kideritettiik, hogy azonosak. Kivalasztottuk az osk'®’-
et és a részletes vizsgédlatokat ezzel a mutanssal végeztik el.
Kooperaciés partneriink laboratériumaban, egy télink fiiggetien
mutagenezis kisérlet sordn Gj oskar mutdnst (osk*®’) azonositottak,
melynek ugyancsak pete hidnyos fenotipusa volt. Megallapodas szerint,
laboratériumunkban végeztilk az dj mutansok jellemzését. Az Uj osk
mutansok nem komplementéltdk a mar ismert fehérje null osk allélokat
és a transzheterozigdta néstények abdomen és ivarsejt hianyos utédokat
hoztak létre. Az Uj mutdnsok egymaéssal, illetve oskar deléciéval
komplementélva petehidnyos fenotipust mutattak. A homozigéta és az
oskar deléciéval transzheterozigéta ndstények petefészkeinek
kiboncolasakor minden esetben alulfejlett, kis méretii petefészkeket ta-
laltunk. Feltiiné volt, hogy egyetien esetben sem lattunk iddsebb és en-
nek megfelelé méretii petekamrakat. A petefészkek leginkabb egy ha-
sonlé méretli gybngyszemekbél allé6 gybngyfiizérre hasonlitanak. Arra a
kérdésre, hogy a petekamrak 14 stadiumra osztott fejlédési programja-
nak, melyik szakaszat érik el fejlédésben az Ujonnan izolalt mutansok
petekamréi, a kdvetkez6 egyszeri kisérlet adott valaszt. Nommalis eset-
ben a petekamra fejlédésének 8-as staddiumaban kezd a szikanyag (yolk)
felhalmoz6dni a petesejtben.
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A szikanyagnak erds autofluoreszcencidja van, amit fluoreszcens
mikroszk6ppal konny{i detektalni. A szikanyaggal kit6ltétt peteseijt
Nomarski optikdval is j6I megkiilonboztethetd a petesejtet koriilvevd
sejtektdl. Az djonnan izoldlt osk mutansok egyikénél sem sikeriilt
megfigyelni a szikanyag jelenlétét. A mutansok petekamrai a fejlédésben
nem jutnak el a szikanyag felhalmozasdig, azaz a 8-as stadiumig.

A BicD fehérje kimutatésaval, mint petesejt markerrel, igazoltuk,
hogy az Uj mutansokban kialakul a petesejt. A korai oogenezis elsé Ié-
pései normalisak. A rendellenesség elso jele a 2-es, 3-as stadiumos pe-
tekamraknal figyelhetd meg. A gombdlyl alakd karioszoma a kromo-
szémaéakat szorosan dsszecsomagolva tartalmazza a petesejt sejtmag-
jan bellll. Az 0j osk mutansok karioszémai fragmentaitak, felbomlott
szerkezetet mutatnak. A petekamrak morfoldgidjat F aktin festéssel is
megvizsgaltuk. F aktin festéssel a petekamra fejlddésének elsé négy
stadiuméaban a vad tipusii Ore-R és a mutansok petekamrai kézott nem
talaltunk kildnbséget. A 6. és 7. stddiumokban szabalytalan alaku folli-
kularis sejtek jelentek meg a petekamrakban. Végiil a 7-es stadiumos
petekamrékban nagy vaku6lumok jelentek meg, majd a petekamrak
szétestek és a maradvanyok felszivédtak, iiresen hagyva a petecsdvet.

Molekuléris genetikai vizsgalatokkal meghataroztuk az Gj mu-
tansok molekularis természetét. Az osk'®-es mutansban az osk gén 5'
szabalyz6 régidjaba egy | faktorként (/F) ismert mozgékony genetikai



elem inszertalédott. Az osk*®” mutdnsban az osk gén elsé exonjaba egy
ZAM retrotranszpozon inszertalédott.

A mutagén elemek helyzetébdl az osk transzkript termelésének
cstikkenését vartuk. A P elem mutagenezisbdl szarmazé osk mutansok
petekamrain oskar RNS in situ hibridizaciét végeztiink, ahol DIG jelbit
antiszensz oskar RNS prébat hasznaltunk az osk RNS kimutatisara. A
mutansokban a vad tipushoz képest gyengébb osk RNS festddést kap-
tunk. Az RNS mennyiségét Northem blottal ellendriztiik. Az osk’®’ homo-
zigéta mutansban az osk transzkript mennyisége jelentdsen lecstkkent,
mig a hemizig6ta osk’¥’-ben nem tudtunk osk RNS-t kimutatni. Az osk*®’
mutans petekamrakban a DIG jel6it osk RNS in situ hibridizaciéval nem
tudtunk osk RNS-t kimutatni. Ezért egy érzékenyebb detektalasi eljarast
alkalmaztunk, ahol fluoreszcens festékkel jeldit antiszensz osk RNS-t
hasznéltunk prébaként. A fluoreszcens festékkel jel6lt prébaval nem si-
keriilt osk RNS-t kimutatni az osk*®” mutans petekamraiban. Az in situ
hibridizalasi kisérlet és a Northern blot alapjan az osk'® egy osk RNS
hipomorf mutans, mig az osk*®’ egy osk RNS null mutans.

Kivancsiak voitunk, hogy az elégtelen osk mRNS felelGs-e a ko-
rai oogenezis defektusért. Ezért oskar transzgénekkel menekitési kisér-
letet végeztiink. A P(osk’) transzgén az oskar gén telies genomikus sza-
kaszat hordozza és az ismert er6s osk mutansok abdomen és ivarsejt
hidnyos fenotipusét telies mértékben menekiti. A P(M1L) transzgénben
az M1 transzlaciés iniciaciés helyet elrontottuk, igy csak a rdvid fehérje
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izoforma termel6dik, amirél tudjuk, hogy menekiti az oskar fehérje null
mutdnsok abdomen és ivarsejt hidnyos fenotipusat. A P(M139L) transz-
génben az M2 transzlaciés inicidciés helyet rontottuk el, igy ez csak a
hosszi fehérje izoformét termeli, ami nem menekiti a fehérje null mutan-
sokat. Mindhdrom transzgén menekitette az Gjonnan izolalt osk mutan-
sok petét nem rakoé fenotipusét, bizonyitva, hogy az Gj mutansok valéban
oskar allélok.

A fehérje null osk mutansok (osk™, osk®, osk**® ) mindegyike
tartalmaz egy nonszensz mutaciét, ami megakaddlyozza a normélis
oskar fehérje atirédasat. A harom fehérje null osk allél menekitette az Gj
mutansok petét nem raké fenotipusat. Az a megfigyelés, hogy a cstk-
kent osk RNS az oogenezis lealldsadhoz vezet és hogy az osk fehérje null
mutanosk menekitik az Gj mutdnosk petét nem raké fenotipusat, felveti
annak lehet6ségét, hogy a korai oskar funkciéért az osk mRNS és nem
az oskar fehérje a felelds. Az oskar fehérje null mutansoknal nem tudjuk
teliesen kizdmi a csonkolt, nem stabil és igy kimutathatatlan oskar
fehérje létét. Ezért tesztekben vizsgaituk meg, hogy az oskar fehérjére
szilkség van-e a korai oogenezisben. Killinbtz6 transzgéneket
készitettiink, ahol az egyik esetben az osk RNS-rél nem irédhat at oskar
fehérje, mig a masik esteben ugyan az RNS-rdl atirédott oskar fehérje,
de ez az oskar RNS szempontjabdl mutans RNS-rdl tértént. Az in vitro
el6dllitott oskar fehérje null transzgének menekitették az Uj osk
mutanosk petét nem raké fenotipusat. Az oskar fehérjét termeld, mégis
mutans osk RNS nem menekitette az j mutansokat. Tehat az oskar
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fehérje 6nmaga nem képes menekiteni az uj mutansok korai oogenezis
fenotipusat. Ugyanakkor az osk RNS esszencidlis az osk korai oogene-
zis funkciéjahoz

Tisztazand6, hogy van-e az osk RNS-nek egy kitintetett szerke-
zeti eleme, amely felelés a menekitésérnt, a kovetkezé menekitési kisér-
leteket végeztilk el. Harom transzgént hasznaltunk, melyek az oskar gén
kilonbdz6 hosszisagu szakaszait tartalmaztdk. A GFP-cTmG1 transz-
gén az osk génnek csak 30 bazispar hosszi szakaszéat tartalmazza (15
bp 5' NTR és 15 bp kddol6é szakasz). Az M1M2lacZMed1 transzgén az 5'
NTR-t és az osk gén M1 és M2 kozétti szakaszat hordozta, amit a lacZ
gén koédolé szakasza kévetett. Az MTM2lacZwt transzgén az osk 5’ NTR-
t, az M1 és M2 kdz6tti szakaszt, az idegen lacZ gént és az osk gén 3'
NTR szakaszét tartalmazta. A harom transzgén kéziil egyik sem meneki-
tette az Gj mutansok petét nem raké fenotipusat. Tehat az 5' NTR, a ké-
dolé6 régi6 és a 3' NTR szakaszokra egyiitt van sziikség a korai osk funk-
ciéhoz.

Végiil, mivel a menekitések sordn hasznalt transzgének genomi
szekvenciakat tartalmaztak megvizsgaltuk, hogy az oskar gén intron sza-
kaszainak van-e valamilyen szerepiik az osk korai oogenezis funkciéja-
ban. Az MO4A transzgén az osk gén cDNS-ét tartalmazta, amivel sikere-
sen menekitettilk az uj mutdnsok petét nem raké fenotipusat. Azaz nem
az intron szakaszok felelsek az Uj osk mutansok menekitéséért.



Eredmények osszefoglalasa és megbeszélése:

>

Nagyléptékii P elem indukéalta mutagenezis kisérletben tobb ezer
vonalat dllitottunk elé. Ezekbdl 1étrehoztunk egy letdlis gylijteményt,
egy steril gyilteményt és az unokatlan mutdnsok csoporjat.

A steril vonalak szlirésével méar kordbban ismert gének, gy a
staufen, a vasa, a ffz-F1 és az oskar gének Uj mutans alléljeit
azonositottuk. Részletesen a vasa, a fiz-F1 és az Uj osk mutdnsokat
vizsgaltuk.

Részletes komplementaciés analizissel és osk transzgénnel térténd
menekitéssel bizonyitottuk, hogy az ujonnan izolalt muténsok
valéban az osk gén alléljei.

Az oogenezis korai szakaszéat érintd Uj oskar fenofipust részletesen
leirtuk.

Kimutattuk, hogy az j mutansokban az osk RNS mennyisége
erbsen lecstkkent (osk RNS hipomorfok), illetve hidnyzik (osk RNS
null).

Meghatéaroztuk az 0j osk mutansok molekularis természetét. A P
elem mutagenezisbdl szarmazé mutansok esetében egy / faktornak
(IF) nevezett transzpozon inszertalédott az osk gén 5' régiéjaba. Az
osk"®” mutansban egy ZAM retrotranszpozon inszertalédott az osk
gén elsd exonjéba.

Osk mRNS-sel sikeresen menekitettilk az Uj osk mutansok petét
nem raké fenotipusat.
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» Kimutattuk, hogy az oskar fehérje bnmaga nem képes menekiteni az
Uj mutansokat.

> lgazoltuk, hogy a mutdnsok menekitéséhez a teljes hosszisagu osk
RNS szilkséges.

» Megmutattuk, hogy az érett osk mRNS felelds a menekitésért.

Val6szinii, hogy a lokalizait RNS-ek, mint pl. az osk mMRNS, RNP
komplexek fom4ajaban széllitédnak. Szdmos RNS kotd fehérje egyiitt
lokalizlédik az osk mRNS-sel az oogenezis sordn. Lehetséges, hogy a
peteseijt fejlddésében fontos szerepet jatsz6 fehérjék az osk mMRNS-t6l,
egy RNP komplex tagjajaként, mint szerkezeti elemtdl fliggenek. Azaz
elképzelhetd, hogy a korai oogenezis sordn az osk mRNS-hez, mint egy-
fajta allvanyzathoz, fehérjék kétédnek, melyek az RNS lokalizalasaval a
petesejtbe jutnak és ott kifejtik hatasukat. Ugy gondoljuk hogy més lokali-
z4lt RNS-ek esetében is lehetséges az osk mRNS-nél felfedezett kett6s
funkci6, mely az eddig isment paradigmanal differencialtabb mRNS mui-
kddésre utal.
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