A potroh és az ivarsejtek kialakitasaban szerepet

jatszé gének azonositasa Drosophila melanogasterben

Ph.D. értekezés

Szegedi Tudoméanyegyetem

MTA Szegedi Bioldgia Kozpont, Genetika Intézet

Készitette: Jankovics Ferenc

Témavezetd: Dr. Erdélyr Miklos

2002



KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom témavezetdémnek, Dr. Erdélyi Miklosnak, aki lehetévé tette, hogy
csoportjaban éveken at kiegyensulyozott munkat végezhessek. Halas vagyok tandcsaiért és
azért, hogy kovetendd példat nyujtott emberségével és tudoményos tevékenységével.
Koszonettel tartozom még segitOkészségiikért munkatarsaimnak, Sinka Ritanak, Szuperak
Milannak, és asszisztenslinknek Ugrainé Szatmari Margitnak. Koszondm a szegedi
Drosophila kozosség tagjainak minden segigségiiket, és hogy munkdmhoz 0sztonzo

tudomanyos 1égkort teremtettek.



TARTALOMJEGYZEK

KOSZONETNYILVANITAS .....c.coiiiiiiiiiiiiic e 2
TARTALOMUIEGYZEK .......cocouiiiimiiiniiiiieteie ettt 3
BEVEZETES ..ottt 5
Altalanos bevezetés és CEIKItHZES ................covurvvivrrererereiessieresesesessee ettt essesneenens 5
Irodalmi AEEKIMEES ............ooviiiiiiiic e 12
A petesejt érésének rovid 0SSZefoglaldsa ........ovvviiiiiiiiiiiiii 12
Anyagszallitas a dajkasejtekbol a petesejtbe .......uvvviiiiiiiiiiiiiii 13
Az osk mRNS szallitasa a petesejt poszterior POIUSATA..........ccvvrvieiiiiiieiie e 16
Az osk mRNS ¢és az OSK fehérje rogziilése a poszterior poluson .........ccocvvvvriiiiciiiinnnnn, 18
A polaris plazma KialaKulasa..........cccveiiiiiiiiiiiiii e 20
ANYAGOK ES MODSZEREK ...........c.coiiiiieieeeee e, 22
DroSOPRIIA tOTZSEK ... .eiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 22
A mutdns fenotipusok VIZSZAIAta.........ceeriiiiiiiiie s 22
Genetikai interakcion alapuld mutdnsizolalas ...........coovvveiiiiiiiiiiiii e 23
Géncsapda elven alapuld P-elemes MULAGENEZIS .......coveverierieieniiieiere e 24
Az EMS mutagenezis hatékonysaganak vizsgalata.............ccocviiiiiiiiiniicic, 27
Az E(To) mutansok vizsgalata a TmlII®9%° / Tml1°92 ¢rzékenyitett rendszerben................... 27
Komplementacios analiZiS.........c.ueiiuiiiiiieiiiie i siee s e e srae s see e 27
AZ E(T0) MUtaciok tErKEPEZESE......iiuviivieiiiic et 28
IvarsejtklOnok analiZisSe ..........cooviiiiiiiiiiiiii i 28
MRNS iN SItU NIDIIAIZACIO ... e 29
IMMUNTESTESEK ... 30
Kinesin:B-Galaktozidaz és Nod:B-Galaktozidaz festés ..........covvvrriinreieieninieeeeeees 31
Tau:GFP és Tubulin:GFP vizsgalata €16 petefészkeken ...........cccvviviiiiiiiiiiiiiii, 32
GEeNOMIKUS DNS 1ZOIALASA .....c.vcuiviiiiieiiiieese e 32
INVEIZ PCR ..o 32
Reverz transzKripcio €5 PCR ... 33
WESLEIN ANALIZIS ...ttt b e e et e e s 34
EREDMENYEK ........ocooiiiiieieeeeee ettt ettt et anes 35
Genetikai interakcion alapulé mutansizolalas és a Rabl11 gén jellemzése ........................ 35
Erzékenyitett mutans hAttér KialaKitasa ...........ce.vveveerireereeireesicsnsssesssesessssesessesssssssenesseneans 35
AZ E(T0) MUtACIOK 1ZOIALASA........ooiiiiiiiiiii e 36
Az E(To) mutaciok komplementacios analiziSe.........ccoovevereerenieiiniieie e 40
AZ E(T0) MUtACIOK tEIKEPEZESE.....viiveeieieiiiiiiitieie e 41
Homozigdta E(T0) fenotipuSOK . ........ooiuiiiiiiiieiiieiie e 43
Az E(T0)3 és az E(T0)11 mutaciok a Rabll gén alléljei.......cccuvviviriiiiiiniiiece e 44
A Rab11 gén sziikséges az 0Sk mRNS 10kalizaCi0JAh0Z...........cooviveieiiiiiisecce 47
A Rab11 hatasa az oSk MRNS lokalizacidjara ivarsejtfig@g0 ..........cccceverreriniiiniiieeenenns 48



A Rab11 sziikséges a petesejt sejtvazanak mikodesehez ............coovvvvviiiiiiiiiiniice, 50

Géncsapda elven alapuld P- elemes mutansizolalas ... 53
Géncsapda elven alapuld P-elemes mutdnsizolalas...........ooooveeiiiiiiiiiiiiieie e 53
A GT193 mutacio a Dmoe gén allélja .........cccoveiiiiiiiiiii s 54
A GT193 allél komplementacios aNalIZISE.........ccuvverieriiiiiiieiiiie s 55
A DMOE KkifejezOdési MINtAZALA ..........cecviiiiiiiiiiiie s 60
A Dmoe mutéciodja az ivarsejtekben aktinhibdkat 0KOZ ..........ccccoviiiiiiiiiiiiic 61
A Dmoe mutacioja a bordersejtek vandorlasanak késését 0K0zza .............ooovvrviiiiciennn 64
A Dmoe mutaciodja hibas 0Sk mRNS ¢€s fehérje lokalizaciot 0KOZ ..........c.ccvvvvrviiiiciennn, 65
A Dmoe hatasa a petekamraban ivarsejtvonal-figgo ..........c.cceovvviiiiiiiiiinee e 70
A Dmoe a mikrotubulusoktol fliggetleniil hat az 0sk lokalizaciora..............covrviiiieiennn. 71

AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA..............coovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 77

AZ EREDMENYEK MEGVITATASA ........ooooiiiieeeeeeeeee e, 79

Genetikai interakcion alapulé mutansizolalas...................c.coooii 79
Az érzékenyitett hattér domindns enhanszereinek 1zolalasa ..........cccccovvviiiiiiciciiic e, 79
A Rabl1 szerepe az osk mRNS 10kaliZACIODaN .........c.coveiiiiiiiiiiiiiiie e 80

Géncsapda elven alapuld P- elemes mutansizolalas ...................cccoooiiiini 82
Géncsapda-inSzerciOk 1ZOLAlASA. .........ueiviiiiiic e 82
A Dmoe részt vesz az aktin-sejthartya keresztkOtésében ...........occvvveriiiiiiiiciiic e 85
A DMOE €5 aZ OSK LOKATIZACTO .. veevveivieieieie ettt enes 87
A Dmoe és a bordersejtek VANAOTIASA .........eeivieiiiiiiiiecie s 90
A DMOE €5 @ GYUITICSALOTNAK ....eivvieiieiiie ettt sttt nes 92

A Moesin és a Rab11 lehetséges kapcsolata...............ccocvvieiiiiiiiiiiece e 93

SUMMARY e 95

Interaction type Of GENETIC SCIEEN ........coiviiiiieeiee e 95

Loss-of function screen with ,,gene trap” P-element..............ccooooiiiiiiiinicce, 97

FUGGELEK..........c.coovieeeeeeeeeeeeeeeeenenns HIBA! A KONYVJELZO NEM LETEZIK.

Az interakcios mutagenezis menete ...................ccoceeereniennnn, Hiba! A konyvjelz6 nem létezik.

A géncsapda mutagenezis menete .................cccocverienieennns Hiba! A konyvjelz6 nem létezik.

IRODALOMUEGYZEK ........oocoimiiiiiiiiinieiettetsis et 101

SAJAT KOZLEMENYEK ........coiiiiiiiiiiiieiiieitiei et 113



BEVEZETES

Altalanos bevezetés és célkituzés

A génmikodés poszttranszkripcids szabalyozasanak egyik fontos szintjét képviseli a
szubcellularis mRNS lokalizacio, ami rendkiviil hatasos médja a génaktivitas korlatozasanak
sejtrészbe az egész ¢€lovilagban altalanosan elterjedt jelenség, hiszen az egysejtii élesztében és
a fejlett novényi ¢és allati szovetek legkiilonbozdbb sejtjeiben egyarant eléfordul
(BASHIRULLAH ¢és mtsai. 1998; CHARTRAND ¢s mtsai. 2001; JANSEN 2001; KLOC és
mtsai. 2001; LIPSHITZ és SMIBERT 2000; PALACIOS ¢és JOHNSTON 2001; SEYDOUX
¢s SCHEDL 2001). Az mRNS-ek szubcelluléris lokalizalasa szdmos eldnnyel jar a sejt
szempontjabol, hiszen a lokalizalt mRNS transzldldsa gazdasagosan biztosithat magas
fehérjekoncentraciot egy adott sejtrészben. Vandorld gerinces fibroblaszt sejtek vezetd
lamellaiban példaul g-aktin mRNS halmozodik fel, melyrél a felhasznalasi hely kozvetlen
kozelében képzOdhet a sejt mozgdsdhoz sziikséges nagy mennyiségli [-aktin fehérje
(LAWRENCE ¢és SINGER 1986). Szamos mRNS lokalizalédik az emlds idegsejtek
nyulvanyaiban is, €és helyhezkotott transzlaciojuk a szinapszisokban hozza létre a kodolt
fehérjemagas koncentracigjat (KIEBLER ¢és DESGROSEILLERS 2000; LIPSHITZ és
SMIBERT 2000; PALACIOS és JOHNSTON 2001; ROEGIERS és JAN 2000). Mas esetben
az mRNS lokalizacidja morfogén fehérjegradiens kialakulasat teszi lehetévé. Ennek szép
példaja a Drosophila petéjének anterior polusan lokalizalt bicoid (bcd) mRNS, melyrdl a
transzlacid utan anterior-poszterior irdnyban csokkené BCD fehérjegradiens alakul ki
(BERLETH és mtsai. 1988). Az mRNS-ek lokalizalasa szerepet jatszik tovabba a sejtvonalak

leszdrmazéasanak szabalyozéasaban is, ahol az aszimmetrikus sejtosztédads utdn az utddsejtek



egyikébe elkiilonitett specidlis mRNS-ek hatarozzak meg az utddsejt identitasat. Ez torténik
példaul a férgek, rovarok, kétéltiiek ivarsejtvonalanak elkiiloniilésekor, vagy az élesztdsejtek
parosodasi tipusanak meghatarozadsakor (EPHRUSSI és LEHMANN 1992; LONG ¢és mtsai.
1997; SEYDOUX ¢és FIRE 1994; ZHOU ¢s KING 1996). A sejtosztodas utan az utddsejtek
egyikébe torténd mRNS lokalizalds a neuroblasztok differencidlodasaban is nélkiilozhetetlen
(LI és mtsai. 1997). Az mRNS lokalizalasnak fontos szerepe van végiil specifikus mRNS-ek
bizonyos sejtalkotokhoz vagy szubcelluldris struktirdkhoz torténd elkiilonitésében.
Szemléletes példaja ennek a jelenségnek a cyclinB mRNS mitotikus orséhoz torténd
lokalizalasa (GROISMAN és mtsai. 2000).

Az utobbi évtizedben a lokalizalt mRNS-ek felfedezése utan a figyelem azoknak a
folyamatoknak a feltardsara Osszpontosult, amelyek az mRNS-ek lokalizacigjat iranyitjak.
Bebizonyosodott, hogy az mRNS-ek szallitasat a felhasznalasi helylikre a sejtvaz- rendszer
végzi, amibdl nyilvanvalova valt, hogy a mRNS-ek lokalizaciéja rendkiviil bonyolult
szabalyozas alatt all. Mivel az €16 sejtben a kiillonbozé sejtalkotok €s bioldgiai folyamatok
Osszetett kdlcsonhatasban allnak egymassal, a sejtvaz befolyasolasaval szamos egyéb folyamat
hat kozvetetten az mRNS-ek lokalizélasara. Ilyen folyamat tobbek kozott a kiillonbozo
Osszetett represszor, derepresszor ¢€s aktivator rendszer jelenléte. A kiillonbozd sejtekben
megvalosulo mRNS lokalizacid vizsgalataval ezért a specialis fejlddésbioldgiai események
feltarasan tal, alapvetd sejtbioldgiai jelenségek megismerésére is lehetdség nyilik.

Az mRNS lokalizaci6 vizsgalatara legalkalmasabb és leggyakrabban hasznalt rendszer
a Drosophila melanogaster (ecetmuslica) petesejtje és korai embridja. Ez egyrészt annak
koszonhetd, hogy az ecetmuslicardl rendelkezésiinkre allo genetikai, fejlddésbioldgiai és
biokémiai ismeretek rendkiviil béségesek, hiszen a Drosophila az eziranyu kutatasoknak mar

egy €vszazada kedvelt modellorganizmusa. Ennek kovetkezménye, hogy szamos hatékony



eszkdz ¢és modszer van a birtokunkban, melyekkel az mRNS lokalizacié folyamata
megismerhetd. Masrészt, a Drosophila petesejtjét és embridjat viszonylag nagy mérete és
konnyli kezelhetosége is kiillondsen alkalmassa teszi az mRNS lokalizacidé vizsgalatéra.
Mindezidaig a legrészletesebben a Drosophila petesejtjét tanulmanyoztak, és ebben az
egyetlen sejtben, tobb mint tiz mRNS-r6l mutattdk ki, hogy a sejt egy Kkitiintetett
citoplazmarészében lokalizalodik.

A Drosophila zigétajanak létrehozasdhoz a him és a ndéi ivarsejtek nem egyforma
mértékben jarulnak hozzd. A petesejt citoplazmaja Orokiti azokat a tapanyagokat ¢&s
informacios faktorokat is, amelyek nélkiilozhetetlenek az embri6 normalis korai
egyedfejlodéséhez. Ezt a jelenséget anyai hatasnak nevezziik. A Drosophila embrioban
vannak olyan anyai 0roklédésti faktorok is, melyeknek nemcsak a megléte, hanem a petében
elfoglalt helye is fontos. Ezek a citoplazmaban lokalizalt aszimmetrikus elhelyezkedést
morfogén molekuldk hatdrozzdk meg az anterior- poszterior és a dorzalis- ventralis
fehérjeék embrion beliili helyhezkotott milkddése azonban nemcsak a fehérjemolekulak
odaszallitadsaval, hanem a fehérjéket kodold6 mRNS-ek lokalizacidjaval és helyspecifikus
szarmazik, az embrid polaritdsat a petesejt aszimmetridja hatdrozza meg. A peteérés sordn a
petesejtben aszimmetrikusan elhelyezkedd morfogén mRNS-ek szabjdk meg az embrid
ivarsejt-testisejt elkiilontilést.

Az altalunk tanulmanyozott morfogén, az oskar (0sk) mRNS és OSK fehérje a petesejt
poszterior polusan lokalizalodik, és ott egy rendkiviil specidlis citoplazmarészt, a polaris
plazmat alakit ki (EPHRUSSI és mtsai. 1991; KIM-HA ¢és mtsai. 1991). A polaris plazmaban

vannak jelen azok az mRNS-ek és fehérjék, melyek a megtermékenyités utan az embrio



poszterior polusan a potroh és az ivarsejtek kialakitasat iranyitjak. A polaris plazma hianyaban
potroh ¢és ivarsejthianyos embriok fejlddnek. Munkank célja olyan gének azonositasa volt,
melyek a polaris plazma kialakulasat és miikodését szabalyozzak, és ezaltal a Drosophila
potrohdnak és ivarsejtjeinek kialakitasaban jatszanak szerepet. Mivel ennek a folyamatnak
kozponti 1épése az 0Sk mRNS lokalizacidja a petesejt poszterior polusara, igy a potroh és az
ivarsejtek kialakuldsat befolyasold gének azonositasaval lehetdséglink nyilik az mRNS
lokalizaciot iranyitd tényezOk megismerésére. Mivel az mRNS lokalizacié nem kizardlag a
Drosophila sajatossaga, hanem az egész élovilagban elterjedt bioldgiai jelenség, az oSk MRNS
lokalizaciojara hatdé gének tanulményozasaval altalanos érvényli ismereteket nyerhetiink az
mRNS lokalizacid szabalyozasat illetden.

A Drosophila potrohanak és ivarsejtjeinek kialakulasat befolyasolo gének (poszterior
csoport génjei) azonositdsat megneheziti az a tény, hogy mutansaik fenotipusanak kozvetlen
vizsgalata csak homozigota életképes allélekkel végezhetd el. A poszterior polus
kialakitasaban azonban bizonyitottan olyan pleitrop hatasti gének is szerepet jatszanak,
melyek mutacioi altaldban letalisak. Olyan vizsgalati modszerek kidolgozasara van tehat
sziikség, melyekkel akar a letalis mutacioknak is feltarhatd a potroh- és ivarsejtek
kialakitdsaban betoltott szerepe. Egy ilyen eljards példaul a homozigdta ivarsejtklonok
vizsgalata (CHOU és PERRIMON 1996). Ez a moddszer lehetové teszi letalis mutaciok
ivarsejtspecifikus hatdsanak vizsgalatat. A vizsgalni kivant letalis mutaciora nézve a felnott
allat heterozigoéta, igy t0l€l, az ivarsejtvonalban azonban homozigota mutans mozaik klonok
vannak. Ennek a moédszernek a hidnyossdga azonban, hogy nem teszi lehetdvé azoknak a
géneknek a vizsgalatat, melyek a poszterior polus kialakitasan kiviil a korai petesejtéréshez is
szlikségesek, mivel az ilyen gének mutacidinak korai fenotipusai elfedik a poszterior polus
kialakulasaban megjelend hibdkat (PERRIMON ¢és mtsai. 1996). A pleitrop effektus okozta

akadalyokat elharitando mi két, kiilonb6z6 elven miikodé muténsizolalasi kisérletet hajtottunk



végre, melyekkel szamos 1j, pleiotrép hatasti poszterior gént azonositottunk. Doktori
dolgozatom a genetikai interakcion alapuld mutagenezissel izolalt Rabll és a transzpozonos
mutagenezissel azonositott Drosophila moesin (Dmoesin) géneknek a potroh és az ivarsejtek
kialakitasaban betoltott szerepét irja le.

Tropomyosinll (Tmll) és osk gének alléljainak felhasznalasaval létrehoztunk egy
dominéns genetikai interacion alapulé mutansizolaléasi rendszert, amit sikeresen alkalmaztunk
a potroh ¢és az ivarsejtek kialakulasat befolyasold gének azonositasara. Az autoszémakon
ujonnan létrehozott EMS-indukalt mutaciok kozott olyan mutdcidkat kerestiink, melyek
dominansan megemelik az érzékenyitett genetikai hattér okozta fenotipus penetrancidjat (1.
abra). A dominans genetikai interacion alapuld6 mutinsizolaldsi médszer lényege, hogy az
érzékenyitett hattér annyira felerdsiti a heterozigdta mutacioknak a polaris plazmara kifejtett
hatasat, hogy az egészen kis hatasokat is ki tudjuk mutatni. A kisérlet soran a vizsgalt letalis
mutaciora nézve az egyed heterozigota, igy tulél, lehetové téve a potroh és az ivarsejtek
kialakitasaban részt vevé pleiotrop gének letalis alléljainak azonositasat is. Kisérletiinkben
sikeriilt mar ismert, a potroh és az ivarsejtek kialakuldsat befolyasoldo gének 1j alléljait
azonositani, ami mddszeriink hasznalhat6sagat bizonyitja. A mar ismerteken kiviil sikeriilt a a
potroh ¢€s az ivarsejtek kialakulasat befolyasold gének csoportjat (poszterior csoport) tovabbi
génekkel kibdviteni. Ebben a dolgozatban a genetikai interakcion alapuldé mutansizolalas
végerehajtasardl, és egy Uj poszterior génnek, a Drosophila Rabll-nek a részletes
vizsgalatarol szamolunk be. Bemutatjuk, hogy a Rabll mutans petesejtekben az 0sk mMRNS
hibasan lokalizaloédik, mig mas morfogén molekulak lokalizacioja illetve a petesejt és a
follikularis sejtek kozotti kommunikacio ép marad. Kimutatjuk, hogy a Rabll a polarizalt
mikrotubulusvaz helyes miikodéséhez sziikséges. Bizonyitjuk, hogy a Rabll az osk mRNS

szallitasaban jatszott szerepén keresztiil hat a polaris plazma kialakuldsara.
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1. abra A genetikai interakcion alapulé mutansizolalasi kisérlet elve. A Tmll és
osk génekbdl kialakitott érzékenyitett hattéren indukalt dominans enhanszer muticio

crer

hattér okozta fenotipus penetrancidjat. Ezeket a dominans enhanszer mutaciokat
Enhancer of Tmll and osk (E(T0)) mutacioknak neveztiink el.

A poszterior csoport génjeinek pleitrop hatasat kikiiszobolhetjiik gyenge mutans
alléljaik létrehozasaval is. Mivel a P-elem eldszeretettel épiil be a gének 5' szabalyozo
gének azonositasat célzod transzpozonos mutageneziseket eddig csak az autoszémakon
hajtottak végre, az X-kromoszoman alig ismert poszterior csoportba tartozd gén. Géncsapda
elven mikodé P-elemmel (LUKACSOVICH és mtsai. 2001) ezért az X-kromoszoman
hajtottunk végre mutagenezist, mellyel ivarsejthianyos fenotipusa alapjan a Dmoesin (Dmoe)
gén egy alléljat izolaltuk. Ebben a dolgozatban bemutatjuk, hogy a Dmoe mutdnsok
ivarsejthianyos fenotipusanak oka a helytelen osk mRNS ¢és OSK fehérje lokalizacio.
Bizonyitjuk, hogy a Dmoe a mikrotubulusvaztél és a petesejt-follikularis sejt

kommunikaciotol fiiggetleniil hat az osk lokalizaciojara. Feltarjuk tovabba, hogy a Dmoe az
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aktinvaz-sejthartya kapcsolat befolyasolasaval, az OSK fehérjének a poszterior poéluson

torténd rogzitésén keresztiil hat az ivarsejtek kialakitasara.
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Irodalmi attekintés

A petesejt érésének rovid dsszefoglalasa

A Drosophila petéi a két petefészekben alakulnak ki (2A abra). Mindkét petefészek egyenként
16-18 petecsobdl all, melyekben a petesejtek az ivarsejtekbdl és a szomatikus follikularis
sejtekbdl allo petekamraban fejlédnek (2B abra) (Osszefoglalva 1d. (SPRADLING 1993).
Minden petecsében két régidt kiillonboztetiink meg: a germariumot és a vitellariumot. A
petekamra a petefészek anterior csticsan 1évé germariumban alakul ki, ahol az ivarsejtek és a
follikularis sejtek Ossejtjei talalhatok (2C abra). A germariumban az ivarsejtek dssejtjei
aszimmetrikusan osztodva létrehoznak egy ujabb Ossejtet és egy cisztoblaszt sejtet. A
cisztoblaszt négy nem teljes mitdtikus osztodast hajt végre, ami egy tizenhat sejtes
szinciciumot eredményez. A cisztoblaszt mitotikus osztddasai soran a citokinézis ugyanis nem
teljes: az osztodasi barazda helyén egy gylriicsatornanak nevezett specidlis képzoddmény
alakul ki, ami a petekamraban a tizenhat ivarsejt kozott allandé citoplazmatikus 6sszekottetést
biztosit. Az ivarsejtek koziil igy két sejtnek négy, két sejtnek harom, négy sejtnek kettd ¢€s
nyolc sejtnek egy gylirlicsatorndja van. Az egyik négy gylirlicsatonaval rendelkezd sejt a
petekamra poszterior polusara kertil, €s ott petesejtt¢ differencidlédik. A fennmarado tizenot
ivarsejtbdl poliploid dajkasejt lesz. A tizenhat ivarsejtet a germdriumban egy szomatikus
eredetll sejtréteg, a follikularis sejtek rétege burkolja be. Ezutan a petekamra a germariumbol
vitellariumba jut, ahol érett petévé fejlodik (2D €s 2E édbra). A pete fejlodése morfologiai
jellegek alapjan tizennégy stddiumra oszthatd, ahol a vitellariumba torténd belépés a masodik,

a peteérés befejez0dése pedig a tizennegyedik stadiumot jelenti.
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2. abra A petesejt fejlodésének attekintése. A, A Drosophila petefészkének és a
hozza kapcsolédd szerveknek a rajza. B, Egy egyedi petecs rajza, benne a
kiilonboz6 fejlodési stadiumi petekamrakkal. C, A germarium élethii és sematikus
rajza. A germariumban talalhat6 kiillonb6zé sejteket vonalak jelzik. D, Egy tizedik
stadiumt petekamra rajza. A petesejt magjat és a kiilonb6z6 sejteket vonalak jelzik.
E, Az érett Drosophila pete rajza.

Anvagszallitds a dajkasejtekbdl a petesejtbe

A peteérés soran a Drosophila petesejtje a transzkripcié szempontjabdl csaknem teljesen

inaktiv, ezért a petesejt éréséhez sziikséges fehérjéket és mRNS-eket a dajkasejtek allitjak eld.
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A dajkasejtekben termelt anyagok szallitdsa a petesejtbe a sejtvdz mentén a gylirlicsatorndkon
at torténik. Ez a folyamat egy lassu, korai és egy gyors, késdi szakaszra oszthatd. A pete
érésének korai szakaszaban egyes citoplazmatikus szemcsék szelektiven szallitddnak a
dajkasejtekbdl a gytirlicsatornakon at a petesejtbe (BOHRMANN és BIBER 1994). Ebben a
lassu anyagaramlasban fontos szerepiik van a mikrofilamentumoknak hiszen ezeknek a
partikulumoknak a mozgasa érzékeny az aktint depolimerizalo vegyszerekre. A dajkasejtekbol
a petesejtbe torténd anyagszallitdsnak fontos elemei a mikrotubulusok is: a mikrotubulusokat
depolimerizal6 kolhicines kezelés megakadalyozza egyes RNS-ek szallitasat a dajkasejtekbol
a petesejtbe (POKRYWKA és STEPHENSON 1995). Az anyagszallitas kés6i 1épése a
peteérés tizedik stadiuméaban elkezdddé gyors anyagiramlas, ami a dajkasejtek maradék
citoplazmajat atjuttatja a petesejtbe (ROBINSON és COOLEY 1997). Ez ugy torténik, hogy a
dajkasejtek szubkortikalis aktinvaza 6sszehuzodik és a gytiriicsatorndkon at a dajkasejt teljes
citoplazmajat atpréseli a petesejtbe. A dajkasejtek 6sszehtizdédasakor a sejtmagok nem jutnak
at a petesejtbe, mert a dajkasejtek sejthartyajarol kiinduld citoplazmatikus aktinszalak
maghartydhoz kapcsolodva a sejtmagot a dajkasejt kozepén rogzitik. A gyors
citoplazmatranszport ideje alatt a petesejt citoplazmaja is aramlani kezd. Az ooplazma
aramlasa azonban mikrotubulusfiiggd, a mikrotubulusok ekkor a petesejt kérge mentén
rendezddnek el.

A dajkasejtekbdl a petesejtbe tartd szallitérendszerrel jutnak be a petesejtetbe a pete
érésé¢hez sziikséges tapanyagok mellet a morfogén molekuldk is. A morfogén molekuldk
jellegzetessége az, hogy a dajkasejtbdl a petesejtbe torténd szallitds utdn a petesejten beliil
nem egyenletesen oszlanak el, hanem szigorian meghatarozott helyet foglalnak el. A
morfogének kozos jellemzdje az is, hogy mRNS-ként lokalizdlodnak, és a lokalizacio helyén a
transzlacios gatlas alol felszabadulva helyspecifikusan transzlalodnak (JOHNSTONE és

LASKO 2001; LIPSHITZ és SMIBERT 2000). A petesejt anterior polusan lokalizalt biciod
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(bcd) mRNS az embrionalis anterior strukturak, azaz a fej és a tor, helyét jeldli ki, a petesejt
anterodorzalis sarkaban lokalizalt gurken (grk) mRNS pedig az embrid dorzalis-ventralis
szimmetrajat szabja meg (3.abra) (BERLETH ¢és mtsai. 1988; NEUMAN-SILBERBERG ¢és
SCHUPBACH 1993). A petesejt poszterior polusan lokalizalt oskar (osk) mRNS jeldli ki a
petesejtben azt a helyet, ahol a megtermékenyités utdn az embridban az embrionalis ivarsejtek

¢s a potroh kialakul (3.abra) (EPHRUSSI és mtsai. 1991; KIM-HA és mtsai. 1991).

mikro- A mikrotubulusvaz
~—tupuins B Grk repolarizaciéa

™,
-,.':;-.“

w._ 1
.
A

hed mRNS

osk mMANS

Grk mRAMNS
&3 fehéie

osk mRNS
&5 Iehérje |

Currel Opirio” in Cerelics and Development

3.abra A petesejt polaritasanak kialakulasa. A, A petesejtb6l szekretalt GRK szignalfehérje hatasara a
petekamra poszterior polusan poszterior follikularis sejtek differencidlodnak, melyek egy ismeretlen
természeti jelet kiilldenek a petesejtnek. Ennek hatasara a petesejt mikrotubulusvaza atpolarizalodik, a
mikrotubulusok plusz végei a petesejt poszterior pélusa felé mutatnak. A petesejt magja ekkor a petesejt
anterodorzalis sarka felé vandorol. B, Az atpolarizalodott mikrotubulusvaz szallitja bed és az osk
morfogén mRNS-eket a petesejt anterior illetve poszterior pdlusara. C, A petesejt anterorodorzalis
sarkaban lokalizalt grk mRNS és GRK fehérje kialakitja a petesejt dorzoventralis aszimmetridjat. D, Az
érett pete a poszterior polusan lokalizalt osk mRNS kijeloli azt a helyet, ahol az embridoban az embrionalis
ivarsejtek és a potroh kialakul. A petesejt anterior pdlusan lokalizalt bcd mRNS az embrionalis anterior
strukturak, azaz a fej és a tor, helyét jeldli ki. (Veit Riechmann and Anne Ephrussi, Axis formation during
Drosophila oogenesis, Current Opinion in Genetics and Development 2001 (11)4 377. oldal, modositva)
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Az osk mRNS szallitdsa a petesejt poszterior pdlusara

Az osk mRNS petesejten beliili helyes lokalizalasahoz nélkiilozhetetlen az petesejt és a
follikularis sejtek kozotti kommonikacio és a petesejt mikrotubulusvazanak dinamikus
atalakulasa (LIPSHITZ és SMIBERT 2000; RAY és SCHUPBACH 1996). A petekamra
fejlddésének korai stadiumaiban (1.-6. stddium) a mikrotubulusok a petesejt poszterior
polusan talalhatdé mikrotubulus organizdldo kozpontbél (MTOC) indulnak ki, és a
gyurlicsatornakon at behatolnak a dajkasejtekbe (3.abra) (THEURKAUF és mtsai. 1992).
Ezen mikrotubulusok mentén, a gytriicsatornakon at jut be a petesejtbe a dajkasejtekben
atirodott osk mRNS egy ribonukleoprotein komplex tagjaként és ott egyenletesen eloszlik a
citoplazmaban (CLARK ¢és mtsai. 1994; POKRYWKA és STEPHENSON 1995). Ezekben a
korai stadiumokban a petesejt magja is a petesejt poszterior polusan helyezkedik el. A mag
koriil talalhato a lokalizalt grk mRNS és a GRK fehérje. A petesejt poszterior poélusan a GRK
fehérje szekretalodik, és aktivalja a polaris follikularis sejteken talalhatdé Drosophila EGF-
receptort. Ennek hatdsara a poszterior pdéluson 1évd polaris follikularis sejtek poszterior
polaris follikularis sejtté differencidlédnak, mig az anterior pdluson 1évo polaris follikularis
sejtek a jel hidnyaban anterior polaris follikularis sejtekké (bordersejtek) alakulnak (3.4bra)
(ROTH és mtsai. 1995). KésObb, a peteérés hatodik- hetedik stadiumaban, a poszterior polaris
follikuléris sejtek egy eddig ismeretlen természetii jelet kiildenek a petesejtnek, melynek
hatasara a petesejt mikrotubulusvaza repolarizalodik (GONZALEZ-REYES és mtsai. 1995;
GONZALEZ-REYES és ST JOHNSTON 1994; ROTH és mtsai. 1995; RUOHOLA és mtsai.
1991). A repolarizalo jel inaktivalja a poszterior MTOC-t és ezzel egyidében a petesejt
mikrotubulusvézat eredményez, melynek plusz végei a poszterior polusra mutatnak

(Theurkauf 1992). A mikrotubulusvaznak ez az atrendezOdése sziikséges az 0sk MRNS
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poszterior polusra torténd szallitdsdhoz (CLARK és mtsai. 1994; CLARK ¢és mtsai. 1997,
LANE ¢és KALDERON 1994). A mikrotubulusvdz repolarizacidjat kovetden, a peteérés
nyolcadik stadiumaban az ekkor még az anterior poluson felhalmozodott osk mRNS elkezd
atszallitddni a petesejt poszterior poOlusara, és a kilencedik stadiumtol az 0Sk mRNS mar
kizardlag a petesejt poszterior polusan talalhaté meg (3. abra) (EPHRUSSI és mtsai. 1991;
KIM-HA és mtsai. 1991). Szamos tény bizonyitja, hogy az osk mRNS anterior-poszterior
iranyu szallitasat a mikrotubulusvaz végzi. A grk, capuccino, spire, chikadee, PKA, Notch,
Delta, laminin A, Merlin, parl géneket érinté mutaciok hibas mikrotubulusvazat és ezaltal
hibas 0sk mRNS lokalizaciét eredményeznek (LANE ¢és KALDERON 1994;
MACDOUGALL és mtsai. 2001; MANSEAU és mtsai. 1996; RUOHOLA és mtsai. 1991;
SHULMAN és mtsai. 2000; THEURKAUF 1994; TOMANCAK és mtsai. 2000; XU és mtsai.
1992). A mikrotubulusvaz szerepét bizonyitja az is, hogy a Dynein mikrotubularis
motorfehérje illetve az Kinesin motorfehérjével 6sszekapesolt B-Galaktozidaz riporterfehérje
(Kin: B-Gal) a petesejt poszterior polusan lokalizalodik, és ez a lokalizacid ugyanazoknak a
géneknek a helyes miikodéseétdl fiigg, melyek a helyes mikrotubulus-polaritashoz, és ezaltal a
helyes osk mRNS lokalizaciohoz is sziikségesek (CLARK ¢és mtsai. 1994; LANE ¢és
KALDERON 1994; LI és mtsai. 1994). A mikrotubulusokat depolimerizal6é kolhicines
kezelés megakadalyozza az 0Sk mRNS poszterior pdlusra torténd szallitasait (CLARK és
mtsai. 1994; POKRYWKA ¢és STEPHENSON 1995). A mikrotubulusok plusz vége felé
mozgd Kinesinl motorfehérje nehéz lancaban tortént mutacié is megakadalyozza az 0sk
mRNS poszterior iranya mozgasat és ektopikus 0sk mMRNS- felhalmozodast eredményez a
petesejt anterior polusan (BRENDZA és mtsai. 2000). Az osk mRNS tehat a Kinesinl
motorfehérje segitségével a mikrotubulusok plusz vége fel¢é mozogva jut el a poszterior

pélusra. A kinesinl mellet a staufen (stau) és a barentsz gének mutacioi szintén az 0sk MRNS
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anterior felhalmozodasat okozzak, a mikrotubulusvaz ezekben a mutansokban azonban ép
marad (EPHRUSSI és mtsai. 1991; VAN EEDEN és mtsai. 2001).

A mikrotubulusokon kiviil attételesen a mikrofilamentumok is szerepet jatszanak az
osk mRNS szallitisaban: a petesejtben ugyanis az aktinvaz sziikséges a normalis
mikrotubulus- halézat fenntartasahoz. CytochlasinD- kezelés és egyes aktinkotd fehérjék
(capu, spire, chic) mutacidinak hatdsara a petesejt mikrotubulusvaza nem megfelelé idében
alakul at, és korai mikrotubulusfiiggd citoplazmaaramlas indul meg a petesejtben (EMMONS
¢s mtsai. 1995; THEURKAUF 1994), ami megakadalyozza az 0sk mRNS és az OSK fehérje
lokalizaciojat a poszetrior poluson (CLARK és mtsai. 1994).

A sejtvaz mellett a petesejt belsé membranjainak épsége is sziikséges az 0Sk MRNS
jatszo Ter94 gén mutansaiban az 0sSk mRNS hibasan lokalizalédik (RUDEN és mtsai. 2000).
Az endoplazmatikus retikulum mRNS lokalizacidban jatszott szerepére utal az is, hogy az
emlds fibroblaszt sejtekben a STAU fehérje szorosan kapcsolddik az endoplazmas
retikulumhoz, €és szerepet jatszik egyes mRNS-ek szallitaisaban (ROEGIERS ¢és JAN 2000;
WICKHAM ¢és mtsai. 1999). A bels6 membranok hatdsa az osk mRNS lokalizalasaban
valoszinlileg szintén attételesen, a mikrotubulusvazon keresztiil valosul meg. Elképzelhetd,
hogy a vezikuldk a mikrotubulusok plusz végeinek stabilizdlasdban jatszanak szerepet. Egy
masik elmélet szerint a mikrotubulusok plusz végei a membranvezikuldkhoz tapadhatnak, €s a
vezikuldk juttatndk el a plusz végeket a petesejt poszterior pélusara (DOLLAR ¢és mtsai.

2002).

Az osk mRNS és az OSK fehérje rogziilése a poszterior poluson

A dajkasejtekbdl a petesejtbe torténd, és a petesejten beliili szallitas kézben az osk mMRNS

transzlacigja gatolt (6sszefoglava: 1d. (LIPSHITZ és SMIBERT 2000)). A poszterior poluson
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azonban ez a gatlas megsziinik és a peteérés kilencedik stadiumaban OSK fehérje képzddik.
Az osk lokalizacio kovetkezd 1épése az oSk mRNS ¢és az OSK fehérje poszterior pdluson
torténd rogzitése. A lokalizalt osk mRNS rogzitésének egyik fontos tényezdje maga az OSK
fehérje (MARKUSSEN ¢és mtsai. 1995; RONGO és mtsai. 1995). Azokban a petesejtekben
ugyanis, melyek az osk génben nonszensz mutaciokat hordoznak, nem képzodik funkcidképes
OSK fehérje és az oSk mRNS nem rdgziil a poszterior pdluson. Ezekben a mutans
petekamrakban az 0sk mRNS kilencedik stadiumban helyesen eléri a poszterior polust, és a
lokalizacidja fennmarad a tizedik stadiumig. Ezutan azonban az osk mMRNS nem marad a
poszterior poluson, hanem egyenletesen ecloszlik a petesejt citoplazmajaban (KIM-HA és
mtsai. 1991). Kozvetett bizonyitékok azt sugalljak, hogy az 0sk mRNS és az OSK fehérje
rogzitését a poszterior poéluson nem a mikrotubulusok, hanem a mikrofilamentumok végzik. A
peteérés tizedik stadiumaban 1évo petesejt poszterior polusara injektalt in vitro szintetizalt 0sk
mRNS rogziilt a poszterior poluson. Ezt a folyamatot a mikrotubulusokat depolimerizald
kolhicines kezelés nem befolyasolta (GLOTZER ¢és mtsai. 1997). A mikrotubulusokhoz
kapcsolédd6 motormolekuldk, -a Dynein és a Kin:B-Gal fehérjék-, a peteérés tizedik
staddiumaban, amikor a mikrotubulusok anterior-poszterior polarizaltsiga megszlnik,
elhagyjak a petesejt poszterior polusat, ami azt jelzi, hogy mikrotubulusoktol fliggetlen
szereplok sziikségesek a fehérjék és mRNS-ek poszterior poluson torténd rogzitésehez
(CLARK és mtsai. 1994; LI és mtsai. 1994). A petesejt mikrotubulusainak kolhicines
destabilizalasa szintén megsziintette a Kin:-Gal lokalizaciojat a poszterior poluson, mig az
0sk mRNS és az OSK fehérje poszterior lokalizacioja megmaradt (CLARK és mtsai. 1994). A
mikrotubulusokkal szemben, az aktinvaz fontos szerepére utal az a tény, hogy az aktink&td
fehérjét kodolo Tmll génben tortént mutaciok megakadalyoztak az 0sk mRNS rogziilését a

poszterior poluson (ERDELYT és mtsai. 1995; TETZLAFF és mtsai. 1996).
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A polaris plazma kialakulasa

Az osk mRNS és az OSK fehérje a rogziilésiik utan a poszterior poluson egy rendkiviil
specialis citoplazmarészt, a polaris plazmat alakitja ki (EPHRUSSI és mtsai. 1991; KIM-HA
¢s mtsai. 1991), mely tartalmazza azokat az mMRNS-eket és fehérjéket, melyek a
megtermékenyités utan az embridoban a potroh és az ivarsejtek kialakitasat iranyitjak. A
poléaris plazmaban jelen van a nanos (nos) mRNS, amely az embrionalis abdomen
kialakitasahoz sziikséges (3. abra)( (EPHRUSSI és mtsai. 1991; WANG ¢s LEHMANN
1991). A polaris plazmaba gytilnek 6ssze azok faktorok is (germ cell-less, mtlrRNA és a polar
granule component RNA), melyek az embrionalis ivarsejtek kialakitasaban nélkiilozhetetlenek
(IDA és KOBAYASHI 1998; JONGENS ¢és mtsai. 1992; MAHOWALD 2001,
NAKAMURA ¢és mtsai. 1996). Az osk lokalizacioja sziikséges és elégséges feltétele a polaris
plazma kialakulasanak. Ektopikusan lokalizalt oSk mRNS ektopikus polaris plazmat, ezaltal
ektopikus ivarsejteket €s potrohot indukal (EPHRUSSI és LEHMANN 1992). Polaris plazma
nélkiili petesejtekbdl potroh és ivarsejt nélkiili embriok fejlédnek (EPHRUSSI és mtsai.
1991). Ezt a fenotipust poszterior fenotipusnak hivjuk. A poszterior fenotipus géndozisfiiggd,
két Osszetevéje, a potroh- és az ivarsejthiany, nem egyforman érzékeny a lokalizalt osk
mennyiségére. A lokalizalt osk géntermékek mennyiségének kismértékii csokkenése potrohhal
rendelkezd, de ivarsejthianyos embriokat eredményez, mig a lokalizalt osk géntermékek teljes
hidnyaban az embridnak se potroha, se ivarsejtjei nincsenek (1.abra). Az 1990-es évek elején
szamos gént azonositottak, melyek mutacioi poszterior fenotipusii embridkat eredményeznek,
€s a poszterior csoport geénjeinek nevezték el Oket. A klasszikus poszterior géneket
(cappuccino, spire, stau, osk, tudor és valois) potroh- és ivarsejthianyos fenotipusuk alapjan
azonositottak (0sszefoglalva: 1d. (ST JOHNSTON ¢és NUSSLEIN-VOLHARD 1992)).
Ivarsejthianyos fenotipusuk alapjan a poszterior csoport tovabbi génjeit (Tmll, mago nashi

(mago), pipsqueak) sikeriilt azonositani (BOSWELL ¢és mtsai. 1991; ERDELYT és mitsai.
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1995; HOROWITZ ¢és BERG 1995). Napjainkban az 0Osszes olyan gént a poszterior

géncsoportba soroljuk, melyek szerepet jatszanak a polaris plazma kialakuldsaban vagy

mukodésében (4.4bra).
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4.abra Az osk géntermékek lokalizaciéjahoz sziikséges fontosabb gének hierarchiaja. A petesejtb6l a
kornyez6 follikularis sejtekhez kiildott jelfehérjét a grk gén kodolja. A grk-jel feldolgozasahoz és a
poszterior follikularis sejtek differencialodasahoz sziikség van a DER, Notch és a Delta génekre. A
poszterior follikularis sejtek felol érkezé jel mibenléte ismeretlen, de bizonyos, hogy a PKA aktivitas
kozvetiti a mikrotubulusokra, melyeknek a polaritasa atalakul. A repolarizalt mikrotubulusvazon a kinesin
és a staufen segitségével az osk MRNS a petesejt poszterior polusara jut. Az osk mRNS helyes szallitashoz
és/vagy rogziiléshez sziikség van a Tropomyosin, mago nashi, és a parl génekre, mig a vasa, staufen,
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Drosophila torzsek

A muslicatorzseket hagyomanyos ¢éleszto-kukoricaliszt taptalajon tartottuk fenn. A
keresztezéseket 25 °C-on végeztik. Az Oregon-R torzset hasznaltunk vad tipusként. A
TmII1%, Tml1292° &s a TmII®* alléleket a TmII%? allélbol a P elem excizidjaval allitottuk el6. A
TmI®® és TmlI®9° mutaciok homozigdta formaban gyenge illetve erds ivarsejthidnyos
fenotipust okoznak, a TmlI®" allél pedig letalis. (ERDELYT és mtsai 1995). Az oskP*®” egy
er6s hipomorf P-elem indukalt allél. A T(2;3) ITS9, Fab7, a T(2;3) TSR-7 transzlokacio
szinonimaja (SIPOS ¢és mtsai. 1998). A CyO, P /k16-10/ kromoszoma a géncsapda P-elemet
hordozza a CyO kromoszoéman. A w/w; T(2;3)Cyo,DTS-513;TM2,Su(DCS)/Ketel°CS;+ torzs a
CyO kromoszoman a DTS-513 dominans héérzékeny letalis mutaciot hordoz. A Su(DCS)

|DCS

mutéacio a Kete mutacié EMS-indukalt dominans szupresszora (ERDELYI M., személyes

kozlés). A tobbi mutans leirdsdhoz lasd (LINDSLEY és ZIMM G.G 1992).

A mutans fenotipusok vizsgalata

Embrionalis kutikulapreparatumok készitéséhez egynapos petéket 50%-0s Chlorox hypoval
dekorionizéltunk, vizzel mostunk, Hoyer médium (30 g gumiarabikum, 50 ml desztillalt viz,
200 g vizmentes kloralhidrat, 20 g glicerin):tejsav 1:1 aranyu elegyébe agyaztuk, és egy napig
60 °C-on inkubaltuk. A felnétt ivarsejthidnyos fenotipus vizsgalatdhoz mutans ndstények
feln6tt him és ndstény utoddait Drosophila Ringer oldatban boncoltuk, ivarszerveiket
elkiilonitettik. Az igy kinyert heréket és petefészkeket Drosophila Ringer oldatban,
fénymikroszkoppal vizsgaltuk meg. Mivel az ivarsejthianyos gonddokban csak az ivarszerv
szomatikus eredetll sejtjei vannak jelen, mérete és morfologidja erdsen eltér a vad tipusétol. A

csokevényes, csak szomatikus sejtekbdl allo ivarszerveket ivarsejthidnyosnak tekintettiik.
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Felndtt kutikulapreparatumok készitéséhez az allatokat 10 percig forré 10%-0s KOH oldatban
inkubaltuk. A KOH oldatot eltavolitottuk, a legyeket haromszor forré vizben mostuk. A

kutikulat Hoyer's médiumba agyaztuk és egy napig 60 °C-on inkubaltuk.

Genetikai interakcién alapuld mutansizolalas

Az E(To) mutaciokat +/+; TmlI®%® ca/TmlI®% ca mutans hattéren indukaltuk. A +/+; Tml[®%°
ca/TmlI®® ca himeket 8 6ran 4t 25 mM etil-metil-szulfonat (EMS) mutagént tartalmazé 1%-0s
gliikozoldattal etettiik (LEWIS és BACHER 1968). Az EMS-kezelt himeket T(2;3)CyO TM6,
Ubx / +; Sb sziizekkel kereszteztiik. Az utdédnemzedékben megjelend, mutagenizalt masodik
és harmadik kromoszoémat hordozoé T(2;3)Cy0 TM6, Ubx / +; TmlI%® ca himeket egyenként st
osk® TmlI®* / TM3, Sb Ser sziizekkel kereszteztiik. Ezeknek a himeknek a Cy0 és a TM6, Ubx
kromoszémai kozott nagy kromoszoémaszakaszok kolcsondsen kicserélddtek, igy csak azon
utddaik életképesek, amelyek egyiitt 6roklik a Cy0 és a TM6, Ubx vagy a mutagenizalt
masodik és harmadik kromoszomat. Ezzel a moédszerrel a két mutagenizalt kromoszéma
egyiitt adodik at a kovetkezd nemzedéknek. A parkeresztezések eredményeként az F2
generacioban kikelé E(To)/+; TmlI®%® ca / st osk® TmlI®* illetve +/+; E(To) TmlII®%° ca / st
osk® TmlI®* néstények Otos csoportjat petéztettik minden mutagenizalt kromoszomat
hordozd vonalndl. A ndstények sterilitdsanak a mértékét a kikelt €s az elpusztult peték
aranyanak becslésével allapitottuk meg. A kontrollként hasznalt +/+; TmlI®® ca / st osk®*
TmlII®* néstények 65,6%-os sterilitasat meghaladd steril fenotipust az érzékenyitett hattér és
az Ujonnan indukalt mutacid kozotti genetikai interakcionak tekintettiik. Az erds interakciot
mutaté vonalaknal az E(To)/+; TmlII®®° ca / st osk® TmlI®* illetve +/+; E(To) TmlII®%° ca / st
0sk> Tml1®" himekbé] kiindulva T(2;3)CyO TM6, Ubx transzlokacios balanszer kromoszomat
felhaszndlva stabil torzseket alapitottunk. Mivel a torzsalapitashoz hasznalt E(To)/+; Tml1®%°

ca / st osk® TmlI®* illetve +/+; E(To) TmII®®° ca / st osk® TmlI®* himekben a mutagenizalt
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masodik kromoszoma nem hordozott markermutacidt, ezért a masodik kromoszoma
nemzedékben emiatt négy parhuzamos alvonalat hoztunk létre egyedi himekbdl minden
szelektalt vonal esetében, hogy legalabb egy, a mutagenizalt masodik kromoszémat biztosan

hordozo torzset alapithassunk. A keresztezések menetét az 5. dbra mutatja.

T(2;3)Cyo TM6, Ubx X +*  Tmll*®® ca*
? +;Sb +* 7 TmlIe® ca*

\ \
|

T(2;3)CyO TM6, Ubx st osk> Tml[%*
+*  TmlI®% ca* TM3

-

T(2;3)Cyo TM6, Ubx X + . stosk® TmlI®* % _* . _stosk® Tmil*
+; Sb +* Tmle® ca* +* Tml1e° ca* ¥
T(2;3)Cyo TM6, Ubx . Y
4 torzs néstények sterilitasi tesztje

+* : E(To) TmII*® ca*

5. abra A genetikai interakcion alapulé mutansizolalasi kisérlet keresztezéseinek
menete.

Géncsapda elven alapuld P-elemes mutagenezis

Géncsapda elven alapuld P-elemes mutagenezist miniwhite és GFP markergéneket hordozo
»geéncsapdazo” P-elemmel hajtottuk végre. A géncsapda modszer 1ényege, hogy a mutagén

transzpozonba beépitett markergének csak akkor fejezddnek ki, ha a transzpozon génbe épiilt
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be (LUKACSOVICH és mtsai. 2001). igy a miniwhite gén csak azokban az egyedekben
fejezédik ki, és okoz W™ mutans hattéren piros szemszint, amelyekben a P-elem egy gén
belsejébe épiilt be. A génen kiviili P-elem beépiiléseket hordoz6 egyedekben a mutagén P-
elem miniwhite markergénje nem, vagy csak nagyon alacsony szinten fejezddik ki, ezért az
ilyen allatok szeme halvanysarga. A sotétpiros szemi allatokra szelektalva igy olyan P-elem
inszerciés mutansokat tudunk izolalni, melyekben a ,,géncsapdazo” P-elem egy gén belsejébe
épilt be. A mutansizolalasi kisérlet soran a géncsapda P-elemet hordozé w/w; CyO, P /k16-
10 //Sco sziiz néstényeket y,w/Y; Ki, A2-3/ Ki, A42-3 himekkel kereszteztik. Az F1 utédok
kozil w/Y; CyO, P /k16-10 }/+; Ki,42-3/+ himeket gyiijtottiink és egyenként kereszteztiik ket
C(1)DX/Y genotipusu sziiz néstényekkel (jump starter keresztezés). Az F2 utdodgeneraciobol
olyan sotétpiros szemszin{i himeket gy(jtottiink, melyek sem a Cyo, P /k16-10 }, sem a Ki, A2-
3 kromoszémat nem hordoztdk. Ezek a himek 1j P-elem beépiiléseket hordoztak az X
kromoszoémajukon vagy valamelyik autoszoman. Torzsalapitashoz és a beépiilés
térképezéséhez ezeket az 0j P-elem inszercidt hordozé himeket I(1)mbn/FM7 néstényekkel
kereszteztiik. Ha a P-elem beépiilése az X kromoszdmara tortént, akkor ebbdl a keresztezésbol
kiegyensulyozott w P-elem/FM7 torzs alapult. Ha a P-elem beépiilés nem X-kromoszomas
volt, akkor ebben a 1épésben nem alakult ki kiegyensulyozott torzs, €s az utddok kozott
megjelentek fehér szem@ himek is. Ezekbol a vonalakbol a P-elem inszerciot hordozo, azaz
piros szemt, wW/Y; +/+; +, P-elem/+ illetve w/Y; +/+; +/+, P-elem genotipusi himeket
gyljtottink, és kereszteztiik 6ket w/w; T(2;3)Ubx105/MKRS transzlokacios kromoszomat
hordoz6 ndstényekkel. A kikelt w/Y; +,P-elem;+/ T(2;3)Ubx105 illetve w/Y; +;+,P-elem/
T(2;3)Ubx105 himeket 18°C-on kereszteztiik w/w; T(2;3)Cyo;TM2,DTS,Su(DCS)/ KetelPS
ndstényekkel. Az utddgeneraciobol automatikusan w; +,P-
elem;+/T(2;3)Cyo;TM2,DTS,Su(DCS) illetve w; +;+,P-elem/T(2;3)Cyo;TM2,DTS,Su(DCS)

torzsek alapultak. A keresztezések menetét az 6. dbra tartalmazza.
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w  CyO, P{k16-10} . + YW .+ _Ki A28

X H H
SE W Sco + Y + Ki,A2'3
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Y + ' + Y
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FM7 Y + +
l X kromoszémas inszercid
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FM7¢ésY + +
autoszoémas inszercid
w _ T(2;3)Ubx105 W g
g w o MKRS X Y‘ o+ A
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W . T(2;3) Cyo;TM2,DTS,SU(DCS)  (érzs

wesY +*; 4%

6. abra A géncsapda elven alapulé mutansizolalasi kisérlet keresztezéseinek
menete.
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Az EMS mutagenezis hatékonysiganak vizsgalata

A mutagenezis hatékonysagat az EMS altal indukalt harmadik kromoszdmas recessziv letalis
mutaciok gyakorisagaval adtuk meg. Vad tipust himeket 8 6ran at 25 mM etil-metil-szulfonat
(EMS) mutagént tartalmazo 1%-os gliikozoldattal etettik (LEWIS és BACHER 1968). A
mutagenizalt himeket egyenként TM6, D3 / TM3, Sb Ser ndstényekkel kereszteztik. A
kovetkezd generacid egyedeit egymas kozott kereszteztiik, és a mutagenizalt kromoszomara
homozigota egyedek megjelenését figyeltiik. A homozigétak hidnya azt jelzi, hogy recessziv
letalis mutaciot indukaltunk a harmadik kromoszéman. A kapott eredményeket Poisson-

eloszlas szerint értékeltiik.

Az E(To) mutansok vizsgalata a Tml1®9° / Tm1129%° érzékenyitett rendszerben

E(To); TmlI®® ca / T(2;3)Cyo TM6, Ubx illetve +; E(To) TmlI®® ca / T(2;3)Cyo TM6, Ubx
néstényeket TmlI92° homozigota himekkel kereszteztiink. Az utdodgeneraciobol kikeld E(To) /
+; TmII1%® ca / TmII1%9% illetve + / +; E(To) TmII®%® ca / TmII®9%° heterozigdta ndstényeket vad
tipusi himekkel kereszteztiik. A feln6tt him és ndstény utdodokat felboncoltuk és a

ivarsejthidnyos fenotipusukat vizsgaltuk.

Komplementacids analizis

E(To); TmlII®®® ca / T(2;3)Cyo TM6, Ubx illetve +; E(To) TmlII®® ca / T(2;3)CyO TM6, Ubx
néstényeket kereszteztiink a kovetkezé mutans alléleket hordozod himekkel: osk"®’, nos'’,
nosP, pumilio®®, stauP?, valois™®, egalitarian®*2, tudorV8, cappucino®¥, spireRP, vasa®,
BicaudalD™*%*, BicaudalCY®®, aubergine®*?, arrest™®2 0018 RNA-binding protein™
mago’, chicadeeV®®". A transz-heterozigbta ndstények sterilitisat petéztetéssel, utodaik

ivarsejthianyos fenotipusat boncolasssal vizsgaltuk. Komplementacids analizist végeztiink az
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E(To) vonalak kozott is. Minden E(To) transz-heterozigéta kombinacio steril és
ivarsejthidnyos fenotipusat megvizsgaltuk.

A Moe®™%Y himeket kereszteztik a kovetkezd mutans allélokat hordozé
néstényekkel: EP(X)1373, 1(1)G0020%%02 |(1)G0415%%41° 1(1)G0404%%4%4  |(1)G0067C00%7,
[(1)G03236%32% A transz-heterozigota ndstények sterilitasat petéztetéssel, utodaik

ivarsejthianyos fenotipusat boncolasssal vizsgaltuk.

Az E(To) mutéciok térképezése

A mutagenizalt masodik és harmadik kromoszomék szétvalasztasdhoz SM6b; MKRS / ITS®
Fab7 néstényeket +*; TmlI®%® ca* / T(2;3)Cyo TM6, Ubx himekkel kereszteztiink (a * az
ijonnan indukalt mutéciot jeldli). A kikelt +*/ SM6b ; TMI1®° ca*/MKRS himeket SM6b/Sco
és TM3, Sb Ser / TM6, D3 ndstényekkel kereszteztiik. Az utédnemzedékbdl olyan himeket és
ndstényeket gyljtottiink, amelyek csak a mutagenizalt masodik vagy harmadik kromoszomat
hordozzak SM6b illetve TM3, Sb Ser kromoszémaval balanszirozva. A mutagenizalt masodik
¢s harmadik kromoszomakra homozigota egyedeket fenotipusat minden E(T0) vonal esetében
megallapitottuk.

Az E(To) mutaciok meiotikus térképezéshez E(To)/al dp b pr ¢ px sp illetve E(To)/ru h th st
cu sr e ca ndstényeket kereszteztiink al dp b pr Bl ¢ px sp/SML1 illetve ru h th st cu sr Pri e
ca/TM6 Ubx himekkel. A rekombinans E(T0) kromoszomakat SM6b illetve TM3, Sb Ser

kromoszémaval balansziroztuk.

Ivarsejtklonok analizise

A Rabll és a Dmoe allélok homozigéta ivarsejtklonjait az FLP-DFS technika alkalmazasaval
hoztuk létre (CHOU és PERRIMON 1996). Ez a modszer lehetdvé teszi letalis mutaciok

ivarsejtspecifikus hatdsanak vizsgalatat. A vizsgalni kivant letalis mutaciora nézve a felndtt

28



allat heterozigodta, igy talél, az ivarvonalban azonban homozigéta mutins mozaik klonok
jonnek létre. A mutaciora homozigota ivarsejtklonok eldallitdsa helyspecifikus mitotikus
rekombinacidval torténik, amit a hdsokkal indukélhat6 éleszté FLP rekombinaz végez, mely a
mitotikus rekombinacidt csak a specifikus FRT célszekvencian hajtja végre. A rendszer
tartalmazza a dominansan nésténysterilitast okoz6 ovoD mutaciot is, ami az oogenezist a
negyedik peteérési stadiumban ledllitja. Az az ivarsejt, amelyikben a mitotikus rekombinéciod
megtortént, megszabadul az ovoD mutaciotol, igy befejezheti az oogenezist, de homozigotava
valik a vizsgalni kivant mutaciora.

A Rab11/?P! Rab11EP30Y7 Rab11%%® ¢s Rab11E(T1! mutaciokat a P{ry+t7.2=neoFRT}
82B kromoszomara rekombinaltuk. Hetvenkét oras y w P{ry+t7.2=hsFLP}1/w;
P{ry+t7.2=neoFRT} 82B Rabll / P{ry+t7.2=neoFRT} 82B P{w+mc+ovoD1-18} néstény
larvakat hésokkoltunk 37 °C-on egy oraig. Az feln6tt mozaikos ovariumokat kiboncoltuk és
osk, grk és bcd mRNS in situ hibridizaciot végeztiink rajtuk.

A Dmoe®™> Dmoe®%2 Dmoe®?%* és a Dmoe®™®’ alléleket a w, P {w*"FRT }9-2
kromoszomara rekombinaltuk. Hetvenkét oras w,P {w*FRT }9-2 Dmoe/ w,P {W*FRT }9-2
ovoD; P{ry+t7.2=hsFLP}/+ néstény larvakat hdsokkoltunk 37°C-on egy oraig. A felnétt
mozaikos ovariumokat kiboncoltuk és osk, grk és bcd mRNS in situ hibridizaciot és OSK

immunfestést illetve aktinfestést végeztiink rajtuk.

MRNS in situ hibridizacid

Probaként digoxigenin-jelolt DNS-t hasznaltunk (Boehringer Mannheim). Az osk DNS proba
az osk cDNS 2,1 kb-os Sacl fragmentje (EPHRUSSI és mtsai. 1991), a bcd proba a bcd cDNS
2,5 kb-os EcoRI fragmentje (BERLETH és mtsai. 1988), a grk proba a grk cDNS Xhol-Notl
fragmentje volt (NEUMAN-SILBERBERG ¢s SCHUPBACH 1993). A hibridizacot

EPHRUSSI ¢s mtsai kozleménye (EPHRUSSI és mtsai. 1991) alapjan végeztik. A
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petefészkeket PBT oldatban (130 mM NaCl, 7mM Naz(HPOs), 3mM Na(H2POa4), 0,1%
TritonX-100, pH=7,5) boncoltuk, 4% paraformaldehidet 0.2% hypo-t és 10% DMSO-t
tartalmazd PBT-ben 20 percig fixaltuk, majd kétszer 5 perces PBT-s mosas utan 5 percig 50
pug/ml toménységli Proteinaz K-val emészettik. A Proteinaz K-t 2mg/ml-es glicinnel
blokkoltuk, a petefészkeket 5 percig PBT-vel mostuk, majd 20 percig -20°C-on
metanol:DMSO 9:1 aranyu elegyében inkubaltuk. Ezutdn a petefészkeket kétszer 5 percig
PBT-ben majd 5 percig PBT:hibridizalé puffer 1:1 aranya elegyében mostuk. A
prehibridizacid 55°C-on hibridizal6é pufferben egy oraig tartott. A hibridizaciot 16 o6ran at
hibridizal6 pufferben szazszorosara higitott DIG-jelolt probakkal végeztiik 55°C-on, majd a
petefészkeket 15 percig 55°C-os hibridizald pufferben, aztan 15 percig szobahémérsékletii
PBT:hibridizal6 puffer 1:1 aranyu elegyében mostuk. A petefészkeket kétszer 10 percig PBT-
vel oOblitettiik, majd egy oran at 2000-szeres higitasi ovariumon kimeritett anti-DIG
ellenanyaggal inkubéltuk (Boehringer Mannheim). Az ellenanyagot kétszer 10 perces PBT-s
mosassal tavolitottuk el, majd a hibridizacids jelet mikrotiter lemezen 0,45% NBT-t és 0,35%
X-foszfatot tartalmazo el6hivo oldattal hivtuk elé (Bohringer Mannheim). A petefészkeket
targylemezre helyeztiikk, és Aqua Poly/Mount médiumba agyaztuk (Polysciences, Inc). A

petekamrékat interferencia-kontraszt mikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss, Axiscope).

Immunfestések

A petefészkeket PBS (130 mM NaCl, 7mM Naz(HPO4), 3mM Na(H2POs4), pH=7,5) oldatban
boncoltuk, 15 percig 4% paraformaldehidet tartalmaz6 PBS-ben fixaltuk, majd a fixald
oldatot haromszor 10 perces PBST-oldattal (PBS+0,1% TritonX-100) t6rténé mosassal
tavolitottuk el. A fixalt ovariumokat harom 6ran at blokkol6 oldatban (2% BSA-t, 5% FCS-t

¢és 0,02% natrium-azidot tartalmazé PBST) tartottuk, majd 16 6ran at szobahdn, ugyanebben
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az oldatban higitott anti-OSK, anti-STAU, anti-Tubulin, anti-B-Galaktozidaz, anti-DE-
cadherin illetve anti-DMOE ellenanyagokkal inkubaltuk. A DMOE ellenanyag higitasa
10000-szeres, a STAU ellenanyagé 2000- szeres, az OSK ellenanyagé 500-szoros, a Tubulin
¢s a B-Galaktozidaz ellenanyagé 150-szeres volt. A DE-cadherin ellenanyagot higitas nélkiil
hasznaltuk. Az els6dleges ellenanyagokat haromszor 1 6ras blokkold oldattal térténd mosassal
tavolitottuk el, majd az ovariumokat szobahdn, 4 o6ran at blokkold oldatban higitott
masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk. Az OSK és DMOE immunfestéshez Cy3-jeldlt anti-
nyul ellenanyagot, a Tubulin immunfestéshez FITC-jelolt anti-patkdny ellenanyagot, a -
Galaktoziddaz immunfestéshez Cy3-jelolt illetve Cy2-jeldlt anti-egér ellenanyagot, a STAU
immunfestéshez pedig FITC-jelolt illetve Cy3-jelolt anti-nyal ellenanyagot, a DE-cadherin
immunfestéshez Cy2-jelolt anti-patkany ellenanyagot hasznaltunk (Jackson Laboratories). A
masodlagos ellenanyagok higitdsa minden esetben 200-szoros volt. A meg nem Kkotott
masodlagos ellenanyagot haromszor 1 6ras PBST-s mosassal tavolitottuk el. Aktinfestéshez a
petefészkeket ezutan négy oOran at 20-szoros higitasu rhodaminnal illetve OregonGreen-nel
vagy rhodaminnal jel6lt phalloidinben inkubaltuk (Molecular Probes). A meg nem kotott
phalloidint 16 6ras mosassal tavolitottuk el 4 °C-on. A petekamrakat 4% n-propil-gallatot
tartalmazo 85%-os glicerinbe agyaztuk (pH=9,5), és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgéltuk

(Zeiss Axioscope).

Kinesin:B-Galaktozidaz és Nod:B-Galaktoziddz festés

A petefészkeket PBT oldatban boncoltuk, majd 2,5% glutaraldehidet tartalmazo PBS oldatban
fixaltuk. A petefészkeket kétszer mostuk PBT oldatban, majd festd pufferbe helyeztiik [0,05
M Kz(Fe(CN)s), 0,05 M Ka(Fe(CN)s) PBS-ben]. Az X-gal oldat végsé koncentracidja 0,2%
volt. A festést 12 oraig, szobahdmérsékleten végeztiik. A festett petefészkeket haromszor tiz

percig mostuk PBT oldatban, majd Aqua Poly/Mount médiumba agyaztuk (Polysciences, Inc).
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Tau:GFP és Tubulin:GFP vizsgalata él6 petefészkeken

A petefészkeket Voltalef 10S (Atochem) olajban boncoltuk ki. A preparatumot Voltalef

olajban inverz konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. (Zeiss AxioVert).

Genomikus DNS izolalasa

Harminc ndstény legyet 660 ul feltar6 oldatban (0,2M szacharéz; 0,1M TRIS pH=9,2; 0,1M
NaCl; 0,05M EDTA; 0,5% SDS) homogenizaltunk, majd 30 percig inkubaltuk 65°C-on. A
feltart legyekhez 100ul 8M K-acetatot adtunk, 30 percig jégen tartottuk, majd 10000 rpm
fordulattal 10 percig 4°C-on centrifugaltuk. A feliiluszohoz 660 ul 96%-0s etanolt adtunk,
majd 10000 rpm fordulattal 5 percig cenrifugaltuk. Az csapadékot 70%-0s etanollal mostuk,
megszaritottuk, és 100 pl TE-ben feloldottuk. A DNS oldat igy ul-enként atlagosan 0,3 legyet

tartalmazott.

Inverz PCR
10 pl (harom légynek megfeleld) genomikus DNS-t 3 6ran at 37 °C-on Mbol enzimmel 25 pl
térfogatban emésztettilk. Az enzimet 30 percig 65 °C-on inaktivaltuk. Az emésztett
genomikus DNS 10ul-ét T4 DNS-ligazzal 350ul végtérfogatban 16 6ran at 4°C-on ligaltuk. A
ligalt DNS-t 0,1 térfogat 3M Na-acetat: 2,5 térfogat etanol elegyével kicsaptuk,
centrifugalassal tilepitettiik, 70%-os etanollal mostuk, szaritottuk, majd 10 pl vizben
feloldottuk. Az inverz PCR reakciot ezen a templaton végeztiik Pry4 és Plw3-1 primerekkel.
A PCR reakcid koriilményei a kdvetkezéek voltak: 1x 3 perc 94 °C/ 35x [30 masodperc 94
°C; 1 perc 55 °C; 2 perc 68°C]/ 1x 10 perc 72 °C. A PCR-terméket Pry4 primert felhasznalva

kozvetlenil szekvenaltattuk.
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Reverz transzkripcid és PCR

Az RNS-t TRIZOL-o0s médszerrel tisztitottuk. Otven darab ndstény legyet cseppfolyds No-ben
fagyasztottunk, 800 ul TRIZOL-ban (Gibco BRL) homogenizaltunk, majd az elegyet 6t percig
jégen tartottuk. Az inkubalas utan 200 pl kloroformot adtunk hozzé, majd 6t percig ismételten
jégen tartottuk. A mintat 20 perces centrifugalassal 4°C-on ilepitettiik, a feliliszot 500 ul
izopropanollal kicsaptuk. A total RNS-t 100 pl elual6 pufferben (100 mM TRIS-HCI pH=7,5;
1 mM EDTA,; 0,1% SDS) oldottuk fel. Az mRNS tisztitashoz 100 ul oligotex-dT30-at adtunk
az RNS oldathoz, 65°C-on 5 percig inkubaltuk, 20 ul 5M-os NaCl oldatot adtunk hozza, majd
10 percig 37°C-on tartottuk. Az oligotex- dT30-hoz kotott mRNS-t iilepitettiik, majd az
MRNS-t 100 ul vizzel elualtuk és 6t percig 65°C-on inkubaltuk. Ismételt iilepités utan a
feliiluszoban 1évé mRNS-t 2,5 térfogat etanol: 0,1 térfogat 3M-0s Na-acetat elegyével -20 °C-
on kicsaptuk, majd iilepitettiik €s a csapadékot 20 ul vizben feloldottuk. Az mRNS templaton
a TimeSaver cDNA Synthesis kittel (Pharmacia) cDNS-t készitettiink, melyet 30 ul-ben 37
°C-on 3 6raig Hpall-vel emészettiink. Fenol- kloroformos és etanol- Na-acetatos kicsapas utan
az emésztett cDNS-ekhez 1,5 oraig szobahén NM1 és NM2 adaptereket ligaltunk, majd a
ligazt 10 percig 65 °C-on inaktivaltuk. Az adapterrel ligalt Hpall emésztett CDNS-eken az
adapterre és a P-elem miniwhite riportergénjére illetve a GFP-re specifikus primerekkel PCR-t
végeztiink. A PCR reakcio koriilményei a kovetkezoek voltak: 1x 1,5 perc 94 °C/ 30x [45
masodperc 94 °C; 30 masodperc 61 °C; 5 perc 72 °C]. A PCR-termékeket kozvetleniil

szekvenaltattuk.
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Western analizis

A 20 par kiboncolt petefészket 150 pl feltaré pufferben (6 mM Tris-Cl pH=6.8, 6.4% glycerol,
2% SDS, 100 mM DTT, 1 mM PMSF, 0.2 mM leupeptin, 15 uM aprotinin és
bromophenolkék) szonikélassal feltartuk. Koriilbeliil egy ovariumnak megfeleld petefészek
kivonatot 10%-0s SDS-PAGE gélen megfuttattunk. A fehérjéket transzfer oldatban (20%
methanol, 25 mM Tris-Cl, 192 mM Glycine) PVDF membranra (Amersham) vittiik at. A
molekulatomeg jelzésére Bio-Rad Kaleidoscope Prestained Standard-et hasznaltunk. A
membrant 16 6ran at 5% tejport tartalmazo TTBS oldatban (25mM Tris-Base pH=7,5; 15mM
NaCl; 0,1% Tween20) blokkoltuk, majd szobahdn, két oraig 5% tejport tartalmazoé TTBS-ben
higitott anti-OSK (1:1000), anti-DMOE (1:10000), illetve anti-y-Tubulin (1:3000, Sigma)
ellenanyaggal inkubaltuk. A membrant vizzel és TTBS-el mostuk, majd két oraig 5% tejport
tartalmazd TTBS-ben higitott peroxiddzzal kapcsolt anti-nyil masodlagos ellenanyaggal
inkubaltuk (Jackson Immuno Research Laboratories). Vizes ¢és TTBS-es mosas utan a
membrant 15 percig ECL el6hivo oldatban tartottuk (10ml 100 mM TRIS pH=8,5 pufferben
25 uwl 90 mM kummarinsav, 50 pl 230 mM limunol és 3 pul H20.). A jelet

kemilumineszcenciaval detektaltuk.
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EREDMENYEK

Genetikai interakcion alapulé mutansizolalas és a Rabl1l gén jellemzése

Erzékenyitett mutans hattér kialakitisa

Célunk a poszterior génhierarchia 0j tagjainak genetikai interakcion alapulé mutagenezissel
torténd izolalasa volt. A genetikai kdlcsonhatason alapulé muténsizolalast esetiinkben az tette
lehetéveé, hogy a poszterior csoportba tartoz6 gének kiillonb6zé mutans alléljait felhasznélva a
poszterior poluson lokalizalt osk mRNS mennyisége kiilonb6zé mértékben csokkenthetd
(EPHRUSSI és mtsai. 1991; ERDELYT és mtsai. 1995);(ERDELYI M. és A. EPHRUSSI,
személyes kozlés). Az osk és Tmll gének mutacidival ezért lecsokkenthettiik a poszterior
poluson lokalizalt osk mRNS mennyiségét, és az igy kialakult poszterior fenotipus dominans
enhanszereit izolaltuk, melyeket Enhancer of Tmll and osk (E(To)) mutacioknak neveztiink el.
Kiilonb6zé osk és Tmll allélek kombinacioit vizsgaltuk meg nem teljes penetranciaju
poszterior fenotipus utan kutatva. Két olyan allélkombinaciot talaltunk, amelyet alkalmasnak
itéltink arra, hogy érzékenyitett genetikai hattérként kimutassa dominans enhanszer
mutacidknak a poszterior fenotipus potroh- és ivarsejthidnyos komponenseire kifejtett hatasat.
A TmlI*® ca/st osk® Tmll®™ allélkombinacio nem teljes penetranciaju anyai hatasu letalitast
okoz, a lerakott peték 66 %-a nem kel ki (1. tdblazat). A hibas peték 44%-4dban az
embriogenezis nem jutott el a kutikulaképzésig, mig a fennmaradé 56%-ban jellegzetes
poszterior fenotipusi embridkat talaltunk, hianyz6 potrohszelvényekkel. Az érzékenyitett
hattér altal okozott poszterior fenotipus 66%-0s penetrancidja magas expresszivitassal
parosult. A vad tipust embriora jellemzé nyolc potrohszelvény helyett a TmII%%® ca/st osk®*
TmlI®* ndstények utddainak atlagosan csupan 0,69 potrohszelvényiik volt (1. tablazat). Ez azt

jelenti, hogy a Tmll®® ca/st osk® TmlI®¥ érzékenyitett hattér hatasosan csokkentette a
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poszterior poluson lokalizalt osk mRNS mennyiségét. Az Ujonnan indukalt mutaciok
potrohhidnyos fenotipusat eldszor ezen a genetikai hattéren vizsgaltuk. A madsodik
érzékenyitett hattér TmlI®%® & TmlI®9% alléleket hordozott, és 57%-os penetranciaju
ivarsejthidnyos fenotipust mutatott (1. tablazat). Mivel a két genetikai hattér hasonlo
felépitésii, az els@ genetikai hattéren izoldlt mutaciok konnyen atvihetok a masodik
érzékenyitett hattérbe. Ez lehetévé teszi, hogy a potrohhidanyos fenotipus enhanszereként
izolalt mutacioknak az ivarsejtek kialakulasaban jatszott szerepét is megvizsgaljuk. Az elso
genetikai héttérrel izolalt E(To) mutaciokat ezért bevittiik a TmII%/TmII9° hattérbe is, és

megmértiik az ivarsejthianyos fenotipusra kifejtett hatasukat.

Az E(To) muticiok izoladlasa

Osszesen 2625 EMS-sel kezelt masodik és harmadik kromoszomat hordozé vonalat
teszteltiink E(To) mutaciora. Az E(To)/+; Tml1®%° ca/st osk>* TmlI®* vagy E(To) TmlI®%® ca/st
osk® Tmll®* néstények (ezutan tesztndstény) anyai hatast letalis fenotipusat az elpusztult
peték aranyanak megallapitasdval becsiiltilk meg. Azokat a mutdns vonalakat tartottuk meg,
melyekben a tesztndstények sterilitdsanak mértéke jelentésen magasabb volt a csak az
érzékenyitett genetikai hatteret hordoz6 ndstények 66%-0s penetrancidju steril fenotipusanal.
A tesztndstények utodai homozigotak is lehettek az E(T0) mutaciora, mivel a tesztndstényeket
az els6 kisérletben technikai okokbol nem sziizként gyijtottiik. Emiatt az E(T0) mutaciok
lehetséges embridletalitisa latszolag megemelhette a megfigyelt anyai hatdst fenotipus
penetrancidjat. A tesztnOstények sterilitdsanak mértékét szlizen gytijtve is megallapitottuk,
hogy a lehetséges zigotikus letalitas hatasat kizarjuk. Tizennégy vonalnal erdsitettiik igy meg
E(To) mutacid jelenlétét (1. tablazat). Ezeket a vonalakat ugy allitottuk torzsbe, hogy a

mutagenizalt masodik €s harmadik kromoszdmat is hordoztak.
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Az E(To) mutaciok az érzékenyitett hattéren nem okoztak a potrohhianyos fenotipustol
eltérd mas kutikulahibat, ami azt jelzi, hogy hatdsuk az érzékenyitett hattérre specifikus volt.
A potrohhianyos fenotipus expresszivitasa az E(T0)5 és az E(T0)12 vonalak kivételével nem
tért el szignifikansan a kontrolltél, tovabba az E(To) mutaciok nem csokkentették
szignifikdnsan a tesztndstények peterakd képességét (1. tablazat). Jelenlegi ismereteink
alapjan nem tudjuk megmagyarazni, hogy egyes E(T0) mutaciok miért novelték meg
tesztnOstények peterakd képességét (1. tablazat).

Az E(To) mutaciokat teszteltiik a TmII®%/TmII®920 hattérben is, és az ivarsejthidnyos
fenotipust az feln6tt utddokban vizsgaltuk. Hét E(To) mutacié (E(To)l, E(To)4, E(To)6,
E(To)10, E(To)11, E(To)7 és E(T0)14) ezen a hattéren is enhanszernek bizonyult, azaz novelte
az érzékenyitett hattér fenotipusanak penetrancidjat, jelezve, hogy ezek a mutacidok valdéban a
poszterior génhierarchia tagjait érintik. Az E(T0)12 és E(T0)13 mutaciok viszont ellentétes
hatdst gyakoroltak az ivarsejtek fejlédésére: a TmlI®®/TmII®92° hattér ivarsejthianyos
fenotipusanak nem enhanszerei, hanem szupresszorai voltak: csdkkentették a Tm11°9°/Tm]189%°
hattér fenotipusdnak penetranciajat. Ezeknek a mutdcioknak a potroh és az ivarsejtek
DESHPANDE 1999). A nanos mutans néstények potrohhianyos embridiban ugyanis tobb
ivarsejt van, mint a vad tipusil embriokban. Bar ezek a szamfeletti, n0os null mutans ivarsejtek
az embriondlis gonad felé¢ vandorolva elvesznek (KOBAYASHI 1996), lehetségesnek tartjuk,
hogy az E(T0)12 és E(T0)13 mutaciok, bar nem a nos génben torténtek (lasd késobb), mégis a
nos-on keresztiil hatnak. Valosziniileg az érzékenyitett hattérben az E(T0)12 és az E(T0)13
csak részlegesen represszalta a nos aktivitast, ami szamfeletti ivarsejteket eredményezett, de
nem okozott migracios hibakat. Ugyanakkor az sem zarhat6 ki, hogy az E(T0)12 és E(T0)13

mutaciok nos-tol fiiggetleniil hatnak.
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A mutagenezis hatékonysagat egy fiiggetlen kisérletben a vad tipusi harmadik
kromoszoéman indukalt recessziv letdlis mutdciok gyakorisagdval mértik. Szazkét
mutagenizalt harmadik kromoszoémabol 34 homozigota életképes volt. A Poisson-eloszlas
alapjan igy atlagosan 0,99 recessziv letalis mutacid esett minden mutagenizalt harmadik
kromoszdémara. Mivel a genetikai interakcion alapuldé mutansizolalasi kisérletiinkben 11 E(T0)
mutaciot €s a szamitas alapjan 2599 egy¢b letalis mutacidt indukaltunk a 2625 mutagenizalt

harmadik kromoszoéman, az E(T0) mutaciok és a letalis mutaciok aranya 1:236-hoz.
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1. tablazat. Az E(To) mutaciok jellemzése

E(To) Interakcié a TmI1%9%/ osk> Tml1¢" hattérrel Interakcio a térképhelyzet homozigota allélizmus
mutacio Tm11%99/Tm] 1920 fenotipus
hattérrel,
ivarsejthianyos
ndsténysteril szelvény/embrié kutikula  nélkiili pete/nap/ndstény fenotipus
fenotipus (peték  (embridk szama) embriok (embriok (embridk ) (%)

szama) (%) szdma) (%)
kontroll 65,6 (932) 0,694 (198) 44,2 (157) 7,6 56,7 (60)
E(To)l 99,6 (1602)* 0,46 (143) 34,7 (76) 4,2 95,7 (117) * 82A-82B letalis
mago E(T0)2 98,1 (53)* n. a. n. a. n. a. n. a. 57D3-4 steril mago
Rab11E(T0)3 98,0 (353)* 0,433 (52) 55,5 (65) 12,6 65,6 (131) 93B6-C3 letalis Rab11
E(To)4 96,0 (529* 0,95 (95) 49,5 (93) 8,8 79,2 (96)* st-cu letalis
E(To)5 95,2 (102)* 0,90 (35) 61,5 (56) * 9,3 55,0 (152) ru-h letalis
E(To)6 93,3 (446)* 0,412 (74) 41,7 (53) 5,6 85,3 (129)* st-cu letalis
0oskE(To)7 92,6 (323)* 0,46 (25) 54,5 (30) 10,8 100 (34)* 85C3 steril osk
E(To)8 92,0 (623)* 1,1 (83) 56,3 (107) 14,8 65,1 166) st-cu letalis
E(To)9 88,3 (519)* 0,429 (106) 26,4 (38) 7,0 43,2 (81) sr-ca steril
E(To)10 88,2 (729)* 0,989 (139) 45,3 (115) 11,7 82,2 (152%*) dp-px letalis
Rab11E(To) 86,7 (635)* 0,487 (119) 41,8 (93) 8,8 81,7 (123)* 93B6-C3 letalis Rab11
E(To)12 86,0 (897)* 0,642 (70) 59,1 (101) * 11,5 31,7 (109)* cu-ca letalis
E(To)13 84,7 (7127)* 0,811 (61) 43,0 (46) 9,6 34,1 (138)* 3. kr. letalis
vasaF(T0)14 83,4 (1118)* 0,504 (124) 44,0 (100) 10,8 88,3 (145)* 35B10-C1 steril vasa

A szignifikans eltérés a kontrolltol *-al jeldltiik. (% —proba, P<0.05).
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Az E(To) muticiok komplementacids analizise

Komplementacios vizsgalattal allapitottuk meg, hogy az izolalt E(To) mutaciok hany
gént érintenek. Ehhez az E(To) mutacidokat hordozo torzseket paronként kereszteztiik
egymassal. A komplementacios analizis megmutatta, hogy az E(T0) mutaciok tobbsége
komplementalta egymast. A 91 transz-heterozigdta kombinaciobol csupan harom nem
komplementald part talaltunk. Az E(To)3 /E(To)1l transz-heterozigétak letalisak
voltak, bizonyitva, hogy ez a két mutacid allélikus (1. tablazat). Az E(To)7 /E(To)1 és
az E(To)7 /E(To)14 nem komplementald parok természete azonban mas volt. A transz-
heterozigota ndstények mindkét esetben sterilek voltak, petéikben potrohhianyos
embriok fejlodtek. Az E(T0)14 /E(T0)1 transz-heterozigdta ndstények azonban teljesen
fertilisek voltak, valosziniisitve, hogy az E(T0)14, E(T0)7 és az E(To)1 mutaciok nem
allélikusak. Az E(T0)14 /E(To)l és az E(To)7 /E(To)14 nem komplementaldé parok
sterilitdsat feltehet6leg nem allélizmus, hanem dominans interakcid6 okozza. A
komplementacids analizisben ugyanis a transz-heterozigdtdk homozigdtak voltak a
TmlI®%® mutaciora, ami egy gyenge érzékenyitett genetikai hatteret eredményezett. Ez a
hattér felerdsitette az E(To) mutaciok kozotti gyenge genetikai interakciot, igy az
lathatova valt. Az E(To) mutaciokat ismert poszterior gének mutacioival is
komplementaltattuk (Anyagok ¢és modszerek). Ez a komplementiciés analizis
megerodsitette, hogy az E(To)14, E(To)7 és az E(To)l mutacidk valoban nem
allélikusak. Az E(T0)14 egy vasa allélnek, az E(T0)7 egy osk allélnek bizonyult, mig
E(To)l komplementalta az osk és a vasa alléleket is. Az ismert poszterior gének
mutacioival végzett komplementacios analizis megmutatta, hogy az E(T0)2 mutacio a
mago nashi gén egy 0j allélja. Osszegezve: komplementacios analizissel bizonyitottuk,

hogy a 14 E(To) mutaci6 13 gént azonosit, melyek koziil harom E(T0) mutacid ismert
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poszterior gén 1j allélja, 11 E(To) mutacio pedig a poszterior génhierarchia 10 0j tagjat

azonositja.

Az E(To) muticiok térképezése

A mutagenizalt mésodik €s harmadik kromoszémakat egyiitt hordozd vonalakban a
kromoszomakat szegregaltattuk, és minden mutans vonal esetében csak a mutagenizalt
harmadik, vagy csak a mutagenizalt masodik kromoszémat hordozé alvonalakat
hoztunk létre. Ezeket az alvonalakat teszteltiik letalis, ndsténysteril és anyai hatdsu
ivarsejthianyos fenotipusra. Osszesen 13 letdlis és négy nésténysteril mutaciot talaltunk.
Ivarsejthianyos mutaciot nem azonositottunk. A 14 eredeti mutans térzsbdl az E(T0)2,
E(To)3 és az E(T0)11 esetében talaltunk letalis vagy nésténysteril mutaciot mindkét
autoszoman. Az alvonalak mutagenizalt kromoszomait ismét bevittiikk az érzékenyitett
genetikai hattérre, hogy megallapitsuk, melyik autoszéma hordozza az interakcidért
felelds E(T0) mutaciot. A tesztndstények fenotipusanak vizsgalataval az E(To) mutaciot
11 mutans vonalban a harmadik kromoszomara, harom vonalban a masodik
kromoszomara térképeztiik (1. tablazat).

A szegregaltatott mutagenizalt kromoszomakon az E(To) mutaciokat meidtikus
rekombindacioval térképeztiik. Tizenegy E(To) kromoszoma csupan egy letalis vagy
ndsténysteril mutaciot hordozott. Ezeket a mutaciokat a térképezd kromoszoma
markermutacior kozé térképeztik (1. tablazat). A mutagenezis hatékonysaganak
statisztikai analizise kimutatta, hogy a mutagenezis soran atlagosan egy recessziv letalis
mutacidt indukaltunk kromoszoémaénként. A statisztikai analizis szerint szamos olyan
kromoszoma van azonban, melyen tobb mint egy 1j mutaciot indukaltunk. A Poisson-

eloszlas szerint ilyen mutagenezis-hatékonysag mellett a mutagenizalt kromoszémak
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33%-a hordozhat két letalis mutaciot. Ennek megfeleléen a 11 harmadik kromoszomas
vonalbdl harom E(To) kromoszéma (E(T0)1, E(To)4 és E(T0)12) két letalis mutaciot
hordozott. Az E(To) aktivitdas muticidhoz rendeléséhez ezekbdl a vonalakbol ismét
alvonalakat hoztunk létre, melyek csak az egyik, vagy csak a masik letalis mutéaciot
hordoztak. A rekombindns kromoszomakat ismét ravittik az els6é érzékenyitett
genetikai hattérre, és vizsgaltuk az E(T0) aktivitas meglétét. Ezzel a modszerrel az
E(To)l és az E(To)4 vonalban az E(To) aktivitasért felelés mutaciot a St-cu
kromoszomarégioba térképeztiik. Az E(T0)12 kromoszoéman az cu-ca régioba esé
mutacié volt felelés az enhanszer hatasért. Az E(To)13 vonal kivételével sikeriilt
létrehoznunk "tiszta" E(To) vonalakat, melyek mentesek voltak a TmlI®®, illetve a
second-site mutacioktol is, és csak az E(T0) aktivitasért felelés mutaciot hordoztak.
Ezekkel a "tiszta" E(To) kromoszomakkal végeztiik a tovabbi vizsgalatokat.

Az E(To) mutaciok vizsgalatanak kovetkez6é 1épéseként pontosabban
térképeztiik az érzékenyitett hattérrel leger6sebb genetikai interakciét mutatdo E(To)l
mutaciot, és az egyetlen tobbtagi komplementacids csoport egyik tagjat, az E(To)11-et.
Mindkét mutaciot sikeriilt delécids térképezéssel egy szlik kromoszomaszakaszra
lokalizalni. Az E(T0)1 mutacid a st és a cu markerek kozé térképez6dott. Az ebben a
régioban talalhatd deléciokkal komplementaltattuk az E(To)l mutaciot, és
megallapitottuk, hogy a Df(3R)Z1 ¢és a Df(3R)2-2 deléciok nem koplementaltak az
E(To)1 letalis fenotipusat. A Df(3R)Z1 régioba térképezett kisebb méretii deléciok
koziil a Df(BR)XM3 és a Df(3R)110 komplementaltak az E(T0)1l letalitasat. Ezek
térképezni (1. tablazat). Az E(T0)1l mutacidé a sr térképezé markertdl disztalisan

helyezkedett el. Az ennek megfeleld kromoszomaszakaszt lefedé deléciokkal
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komplementacios analizist végeztiink, és megallapitottuk, hogy a Df(3R)e-R1 és a
Df(3R)e-N19 deléciok nem komplementaljak, a Df(3R)e-BS2, Df(3R)e-F1 és a
Df(3R)e-GC14 deléciok komplementaljak az E(To)1l letalitasat. Ezek alapjan az

E(To)11 mutaciot sikeriilt a 93B6-C3 régidba térképezni (7. abra).

A

i Raaien el

A B ‘ C D E F ‘
Df(3R)e-R1
DFf(3R)e-N19
DF(3R)e-BS?
DFf(3R)e-Fi
Df(3R)e-GC11

Rabl1
B
12D1
EP3017
DNA
1 kb

7. abra A Rabl1l gén citologiai helyzete és genomikus szerkezete. A, A 93-
as régio citologiai térképe. A vizszintes vonalak a deletalt régidkat jelolik. A
fiiggbleges pontozott vonalak a Rabll gént tartalmazd kromoszomaszakaszt
jelzik. B, A Rabl11 gén sematikus szerkezete. A hiromszdgek a Rab113%P? és a
Rab11EP%017 P-elemek beépiilésének helyét jelzik.

Homozig6ta E(To) fenotipusok

A TmII® és a second-site mutacioktol megtisztitott mutagenizalt masodik és harmadik
kromoszomakat hasznaltuk a homozigota E(T0) fenotipusok vizsgalatahoz. Tiz
vonalban az E(To) mutéacioé letalis volt, négy vonalban pedig ndsténysterilitast

eredményezett. Mint mar korabban emlitettiik, a négy steril vonalbol harom az osk, a
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vasa illetve a mago gének alléljai voltak. A negyedik steril mutacio, az E(T0)9, lathato
fenotipust is okozott. Az E(T0)9 homozigétaknak rogés szemeik, és csipkézett
szarnyszéleik voltak. A steril E(T0)9 homozigota néstények petéinek dorzalis fiiggeléke
kissé rovidebb volt a vad tipusétol. A csokevényes dorzalis fiiggelék a helyes 0sk
mRNS lokalizaciohoz sziikséges grk-DER szignalut hibajara utalhat. Az E(T0)9
homozigéta ndstények petéinek dorzalis fiiggeléke azonban, a grk-DER hibas petékkel
ellentétben, nem tolodott el poszterior iranyba. In situ mRNS hibridizacioval
kimutattuk, hogy az E(T0)9 homozigota petekamrakban a grk és az osk mMRNS-ek jol
lokalizalédnak. Ezek alapjan az E(T0)9 mutacio a polaris plazma kialakulasanak

folyamataban a grk szignal és az oSk mRNS lokalizaci6 utan hat.

Az E(To)3 és az E(T0)11 mutaciok a Rab11 gén alléljei

Az E(T0)3 és az E(To)11 mutaciok az egyediili tobbtagi komplementacios csoportot
képviselik mutansgyiijteménylinkben. Az E(T0)11 mutaciot recessziv letalitas alapjan a
93B6-C3 régioba térképeztiik. Komplementacios analizist végeztiink az E(T0)11 és az
E(To)3 allélek, illetve az ebben a régioban talalhatdo gének alléljei kozott. Két nem
komplementald P-elem inszercios mutanst talaltunk, az 1(3)j2D1-et és az EP(3)3017-et.
Mindkét P-elem inszercid a citoplazmatikus membranszallitashoz sziikséges kis GTP-
azt kodold Rabll génben tortént (7. abra). Ezen kiviil azt talaltuk, hogy az 1(3)93Bi
(EISENBERG ¢és mtsai. 1990), egy szemiletdlis EMS-indukalt muticio, sem
komplementalta az E(To)1l és az E(T0)3 mutaciokat. A Rabll komplementacios
csoportot igy tehat harom uj taggal bovitettiik. Az 6t Rab1l allél komplementacios

viselkedését az 2. tablazat mutatja.
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2. tablazat. A Rabl1 allélok komplementacios analizise

93Bi j2D1 EP3017 E(To)ll E(To)3 Df(3R)e-
N19

93Bi ¢letképes,  életképes,  életképes,  életképes,  életképes, letalis

gyenge gyenge erds eros erds

szorhibak, szoOrhibak, szorhibak, szérhibak, szorhibak,

fertilis szemisteril® steril steril steril
j2D1 letalis letélis letalis letélis letalis
EP3017 letalis letalis letalis letalis
E(To)11 letalis letalis letalis
E(To)3 letalis letalis
Df(3R)e- letalis

N19

3 A Rab11%®/Rabl11i?P! ngstények sterilitisa nem teljes. A lerakott peték nyolc szizaléka larvava
fejlodott. A kikelt felndttek két szazaléka ivarsejthianyos fenotipust mutatott.

A Rab11%8 transz-heterozigotak kivételével minden heteroallélikus Rab11 kombinaci6

letalis volt. A Rab11%%®" kombinaciok életképesek voltak, és a transzheterozigotik

szemiletalitassal kapcsolt szOrfenotipust mutattak. A szorfenotipus expresszivitasa

alapjan a Rab11 alléljeinket er6sség szerint sorba allitottuk (2. tablazat). A sz6rhibak a

makrochétak enyhe megrovidiilésétdl a makrochétak teljes hidnyaig véltakoztak (8.

abra). Mivel a kosarsejt (socket) €s a nyélsejt (shaft) helyesen kialakul, tigy gondoljuk,

hogy a Rab1l nem a kiils6 érzékszervek sejtjeinek a leszarmazasanak szabalyozasaban

vesz részt, hanem specifikusan a szor ndovekedésehez sziikséges. A szdrfenotipus nem

korlatozodott a makrochétakra, a tergiteken talalhato tricomdk is abnormalisak voltak.

A normalis, szdrsejtenkénti egy rovid szOr helyett, kettd-6t rovid szort talaltunk egy

csomoban (8. abra).
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8. abra A Rabll mutinsok szérfenotipusa. A, Vad tipusi him negyedik tergitjének
makrochétai. B, A Rab11F09/Rab1157%0Y7 him negyedik tergitjének részlete. A
makrochétak megrovidiiltek vagy teljesen hianyoznak. C, Vad tipusu him negyedik
tergitjének rovid szérei. D, A Rabl1E(/Rab115°%Y him rovid szérei abnormélis

crey

A szemiletalitas és a szOrhibak mellett az életképes Rabll allélkombinaciok
nbsténysterilek voltak (2. tablazat). A Rab11?°/Rab11%8'" transzheterozigota
kombinici6 mutatta a leggyengébb szemisteril fenotipust. Az ilyen genotipust
ndstények lerakott petéinek 7,7%-a larvava fejlédott. A tulélé utdédok 2%-a
ivarsejthianyos fenotipusu volt, ami a poszterior génhierarchia szamos tagjanak gyenge
alléljaira jellemz6. A Rabl112PY/Rab11%®! ngstények peterako képessége vad tipust
volt. A Rab11F73%7/Rab11%®" ¢s a Rab115(T/Rab11%®' allélkombindcié erdsebb
fenotipust eredményezett. Ezek a ndstények teljesen sterilek voltak, kevesebb petét
raktak, mint a vad tipusu allatok. Petéik korionjanak mintdzata halvany volt, dorzalis

fiiggelékeik rovidebbek voltak és a peték gyakran Osszeestek. A transzheterozigota
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steril fenotipus alapjan a Rabll alléleket alléler6sség szerint a kdvetkezd sorrendbe
allitottuk: 93Bi< j2D1< EP3017= E(T0)11= E(To0)3< Df. Ez a sorrend megegyezik a
szOrfenotipus erdssége alapjan felallitottal (2. tablazat).

Annak vizsgalatahoz, hogy a Rabll muticiok E(To) hatasa specifikus-e, a
Rab11/?P1 Rab11%8' és a Rab11E”30Y7 alléleket is bevittik az érzékenyitett genetikai
hatterekbe. Habar ezeket az alléleket kiilonb6z6 mutansizolalasi kisérletekben allitottak
eld, mind E(To) mutacioként viselkedtek, és dominans enhanszerei voltak az

érzékenyitett hatterek okozta fenotipus penetranciajanak.

A Rabll gén sziikséges az 0sk mRNS lokaliz4ciojdhoz

Mivel a két Rab115(™ allélt egy osk-hianyos genetikai hattér dominans enhanszereként
izolaltuk, megvizsgaltuk az osk mRNS eloszlasat az életképes heteroallélikus
kombinaciokban (9. abra). A  Rab11fP%°Y/Rab11%®  Rab11/?P/Rab11%%®!
Rab11/2PY/Rab11EMM mutins petekamrakban az osk mRNS jol lokalizalodott a
peteérés nyolcadik stadiumaig. A kilencedik stidiumban azonban atmenetileg hibas osk
mRNS lokalizaciot figyeltink meg. A vad tipusra jellemzé szoros poszterior
lokalizacié helyett harom kiilonb6z6 tipusu abnormalis 0sk mRNS lokalizaciot
talaltunk a mutdns petekamrakban. I. A mutdns petekamrdkban gyakran talaltunk
gyenge osk mRNS delokalizaciot, amikor a petesejtben a normalis poszterior
lokalizacioval egyidejiileg az osk mRNS a petesejt kdzepén is megfigyelhet6 volt. II.
Az osk mRNS gyakran lokalizalodott ektopikusan a petesejt kozepén. III. A
legkomolyabb eltérést a vad tipustol az 0Sk mRNS pontszeriien szétszort, legtobbszor a

poszterior pdlus kozelében torténd lokalizacidja volt (9. dbra, 3. tablazat).
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9. abra In situ osk mRNS hibridizacié. A, Poszterior osk mRNS lokalizaci6 a 9. stddiumu,
vad tipusi petesejtben. B-D, Az osk mRNS eloszlidsa a Rabl11%®/Rab11i?P! mutans
petesejtekben. Az osk mRNS részlegesen (B), vagy teljesen a petesejt kozepén (C), vagy
szE&tszort mintazatban lokalizalodott (D).

A Rabl1 hatédsa az 0sk mRNS lokalizacidjara ivarsejtfiiged

Mivel az osk mRNS lokalizaciojahoz a petesejt és a poszterior follikularis sejtek
normalis mukodése egyarant sziikséges, megvizsgaltuk, hogy a Rabll mutaciok
fokusza az ivarvonalban, vagy a petesejtet koriilvevé szomatikus follikularis sejtekben
van-e. Rab11 homozigoéta ivarsejtvonal-klonokat az ovoD-FRT modszerrel indukaltunk
¢és megvizsgaltuk benniik az 0sk mRNS lokalizaciojat (CHOU és PERRIMON 1996). A
kozepesen erés Rabl1?Pl allélre homozigdta ivarsejtvonal-klonokban a Rabll
heterozigdtakra jellemzé hibas osk mRNS lokalizaciot talaltunk. Az ovoD mentes
petesejtekben ugyanazt a harom lokalizacios hibat tudtuk kimutatni, amit a Rabll

heterozigotakban (3. tablazat).
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3. tablazat. Az osk mRNS hibas lokalizacioja a 9. stadiumu petekamrakban

petekamrak ~ poszterior hibés lokalizacio
szama lokalizacid -
genotipus kozépso €s kozép poszterior
poszterior mintazatos
kontroll 152 100 0 0 0
Rablll'ZE’l_/Rabll938 110 59,1 91 22,7 9,1
1
Rab118P3017/Rab11 71 73,2 4,2 7,0 15,5
93Bi
Rab11E(M™)1/Rah11 50 60,0 10,0 8,0 22,0
93Bi
Rab11i2d1 75 38,7 14,7 8,0 38,7
ivarvonalklon

A Rab11/?P! jvarvonalklonokbol azonban nem fejldtek életképes larvak, ami azt jelzi,

hogy a Rab1l génnek pleiotrop funkcidja van a petefejlédésben. Az erés mutansok

(Rab11EP3Y7 &5 Rab11E(M)11) jvarvonalklonjaiban soha nem talaltunk negyedik

stadiumnal 1ddsebb petekamrat. Mivel az ovoD dominans-szelektiv marker a negyedik

stadiumban 4llitja le a petekamrdk fejlédését, a negyedik staddiumnal 1ddsebb

petekamrak hianya azt jelzi, hogy a Rabll génre a korai ivarsejtfejlodésben is sziikség

van.
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10. abra B-Galaktozidaz festés. A, Poszterior Kin:-Gal lokalizacio a 9. stadiumu, vad
tipust petesejtben. B, Kin:B-Gal lokalizaci6 a 9. stadiumu, Rab11%%8/Rab115730Y petesejt
kozepén.

A Rabl1 sziikséges a petesejt sejtvazadnak mitkodéséhez

Szamos mutansban (Notch, Delta, grk, PKA és lamininA, Merlin) megfigyelték azt a
sajatos 0sk mRNS lokalizacios hibat, hogy az osk mRNS a petesejt kozepén
helyezkedik el (DENG és RUOHOLA-BAKER 2000; GONZALEZ-REYES és mtsai.
1995; LANE ¢és KALDERON 1994; MACDOUGALL és mtsai. 2001; ROTH és mtsai.
1995; RUOHOLA ¢és mtsai. 1991). Ezeknek a muticidknak a részletes vizsgalata
kimutatta, hogy a petesejt sejtvazanak atalakulasahoz sziikséges petesejt-follikularis sejt
kommunikaciora hatnak. A hibads kommunikacié miatt az eredetileg a petesejt
poszterior pdlusan talalhat6 MTOC nem bomlik fel, mig az anterior péluson az uj
MTOC - csakiigy mint a vad tipusban - kialakul. Igy a petesejtben egy két MTOC-t
tartalmaz6 szimmetrikus mikrotubulus-vaz alakul ki, ami az osk mMRNS-t a petesejt
kozepére, mig bcd mMRNS-t az anterior és a poszterior polusra is irdnyitja. A mutans
petesejtekben a Kinesin:B-galaktozidaz fizids fehérje, ami a mikrotubulusok pozitiv
végét jelzi, az oSk MRNS-hez hasonloan a petesejt kozepén lokalizalédik (CLARK és
mtsai. 1994; GONZALEZ-REYES és mtsai. 1995; ROTH ¢és mtsai. 1995). llyen
szimmetrikus mikrotubulus-vazzal rendelkezé petesejtben a sejtmag nem jut el az

antero-dorzalis sarokba, és a mag a poszterior poluson marad (GONZALEZ-REYES és
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mtsai. 1995; ROTH és mtsai. 1995). A Rab11%®/Rab1157307 mutans petesejtekben is
kozépen lokalizalt Kin:B-Gal felhalmozodast figyeltink meg (10. abra). A
mikrotubulusok kozvetlen megjelenitésével (MICKLEM és mtsai. 1997) azonban
megmutattuk, hogy a Rabll mutaciok, a Notch, PKA és a lamininA mutacioktol
eltéréen, soha nem eredményeznek szimmetrikus mikrotubulus vazat. A Tau
mikrotubulus-koté és a GFP fluoreszcens fehérje fuzidjaval kialakitott Tau:GFP soha
nem akkumulalodott a nyolcadik stadiumt Rab11%8/Rab11/?P! mutans petesejtek
poszterior polusan (11. abra). Ez azt jelzi, hogy a kilencedik stadiumra a poszterior
MTOC normalisan lebomlott. Ezzel 6sszhangban a Rabll mutans petesejtekben a vad
tipushoz hasonldéan a bcd mRNS a petesejt anterior polusan a grk mRNS pedig a
petesejt anterodorzalis sarkaban lokalizalodott (12. abra) A Rabll muténs
petesejtekben a sejtmag mozgésa a poszterior polusrol az anterodorzélis sarokba mindig
vad tipusu volt. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a follikularis sejtekbdl a
petesejthez érkezd és a mikrotubulusok atrendezddését eredményezd szignalra nincs

hatassal a Rab11 gén.

11. abra Tau:GFP fluoreszcencidjanak konfokalis vizsgalata. A, Tau:GFP
fluoreszcenciaja vad tipusa, 8. stadiumu petesejtben. B, Tau:GFP fluoreszcenciaja 8.
stadiumi, Rab11%8//Rab11/2P! petesejthen.
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A petesejtbél a follikularis sejtekhez kiildott szignal is érintetlen a Rabll
mutansokban. A vad tipusu petekamrakban a petesejt a grk gén altal kodolt jelet kiild a
petekamra poszterior részén talalhatd poléris follikularis sejteknek, melyek ennek
hatasara poszterior polaris follikularis sejtté differencialodnak (GONZALEZ-REYES és
mtsai. 1995). A grk mutansokban a szignal hianya miatt a poszterior poluson talalhato
polaris follikularis sejtek anterior polaris follikularis sejtekké differencidlodnak és
kifejezik az anterior polaris follikuldris sejtekre specifikus slbo! enhanszer-csapda
markert (GONZALEZ-REYES és mtsai. 1995). A Rabl11%®/Rab11EP%0Y7 &5 a
Rab11%®/Rab115M™ mutans kilencedik stadiumu petekamrakban azonban csak a
normalis anterior slbo® Kifejezédést tudtuk megfigyelni (12. abra). Ez azt mutatja, hogy
a Rab11 nem sziikséges sem a grk medialt szignal kijutasahoz a petesejtb6l, sem pedig

a follikularis sejtek differencialodasdhoz.

L — B

4 /
12.abra In situ grk és bcd mRNS hibridizacié és B-Galaktozidaz festés. A,B, In situ

mRNS hibridizacio. A bcd mRNS az anterior poluson (A), a grk mRNS az anterodorzalis
sarokban (B) lokalizdlodik a Rabl1%®/Rabl11?P* petesejtben. C, Az slbo!
enhanszercsapda marker B-Gal festése a bordersejtekben Rab11%B/Rab11/2b!
petekamrakban.
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A Rabll mutans petesejtek mikrotubulus-vazanak kozvetlen megjelenitése
Tau:GFP segitségével azonban jelentds kiilonbséget tart fel a vad tipushoz képest. A
vad tipusi anterior- poszterior iranya gradiens helyett kortikalis Tau:GFP
felhalmozodast figyeltiink meg a nyolcadik stadiumt petesejtekben (11. abra).

A Rabll mutans fenotipusok jelentésen kiilonboznek a petesejt és a follikularis
sejtek kolcsonds kommunikaciojat befolyasold mutansokétol. A Rabll mutaciok hatasa
a mikrotubulus organizaciora és az 0Sk mRNS lokalizacidjara leginkabb a parl gén
mutéaciodinak hatdsara emlékeztet (SHULMAN ¢és mtsai. 2000; TOMANCAK ¢és mtsai.
2000). A parl egy poszterior poluson lokalizalt kinaz, amely az antero-poszterior
polarizacionak egy olyan 0j 1épését befolyasolja, ami sziikséges az 0Sk MRNS
lokalizacidjahoz, de nem sziikséges a bcd mRNS lokalizaciojahoz (SHULMAN és

mtsai. 2000).

Géncsapda elven alapulo P- elemes mutansizolalas

Géncsapda elven alapuld P-elemes mutdnsizolélas

1410 P-elem mobilizacids keresztezés eredményeként 180 1 inszercidos mutdnst
allitottunk el6. A P-elem beépiilések koziil 112 az X-kromoszoéméan 68 pedig az
autoszomakon tortént. Az autoszOmas inszerciok kozott 26 letalis és harom steril volt,
39 inszercidé nem okozott fenotipust. Az X-kromoszoéman 104 fenotipus nélkiili, négy
steril (GT176, GT217, GT115, GT87), két részlegesen ivarsejthianyos (GT193, GT229),
egy nostényletalis (GT57) és egy lathatd szarnyfenotipust (GT231) okozo6 inszerciot
izolaltunk. A géncsapda inszerciok kozil a GT193 mutans részletes vizsgalatat

végeztik el.
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A GT193 mutacié a Dmoe gén allélja

A GT193 mutacidt fuzios mRNS-rél kiindulé adapteres RT-PCR-el klonoztuk.
Szamitogépes szekvencia-vizsgalattal megallapitottuk, hogy a GT193 mutansban a P-
elem inszercidja a Dmoe gén egyik intronjaban tortént. A Dmoe a ERM-
fehérjecsaladba tartozik, melyet az emlésokben harom kozeli rokon fehérje, az Ezrin,
Radixin és a Moesin alkot (BRETSCHER 1999; BRETSCHER ¢és mtsai. 2000;
LOUVET-VALLEE 2000; TSUKITA és YONEMURA 1999). A muslicagenom
szekvenalasa megmutatta, hogy a Drosophilaban az ERM csaldadnak csak egy tagja, a
Drosophila moesin fordul el6 (ADAMS és mtsai. 2000). A Moesin C-terminalis részén
taldlhatd a FERM domén, mely lehetdvé teszi a Moesin kapcsolodasat szamos
membranfehérjéhez (CHISHTI és mtsai. 1998). A fehérje N-terminalisan egy aktinko6td
domén talalhat6. A Moesinben eléfordulé domének alapjan a Moesint az aktinvaz és a
sejthartya keresztkotéséért felelds fehérjének tartjdk. A Dmoe gén az X kromoszdéma
segitségével meghataroztuk az ebben a citoldgiai régidban talalhatdé P-elem inszerciok
pontos helyét. A Dmoe®%® Dmoe®®% Dmoe®%%’, DmoeEP13 ¢s a DmoeEP6%2
inszerciok a Dmoe gén egyik intronjat, a Dmoe®%2 inszercié a Dmoe gén egyik exonjat
érintették (13. abra). A szamitdgépes adatbazisok vizsgalata megmutatta, hogy a Dmoe
génen alternativ promoterhasznalattal és alternativ spliceing révén hét kiillonb6zd

mRNS keletkezhet, melyekrdl négy fehérje izoforma képzddhet. A gén szerkezetét a

13. 4bra mutatja.
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13. abra A Dmoe gén szerkezete. A haromszogek a P-clemek beépiilésének helyét
jelolik, a sziirke négyzetek exonokat jelentenek. A meghajlitott vonalak az M1-M7 mRNS
valtozatokat jeldlik, a transzlacids kezdépontokat nyilak jelzik. A Dmoe®%%, Dmoe®%7
és a Dmoe®™% P-elemek nincsenek feltiintetve, mert beépiilési helyiik megegyezett a
Dmoe®%5-ével (174360 bp az AE003445 kontigon). A Dmoe®%?® inszerciés helye
174340 bp, a Dmoet"652 beépiilési helye 176762 bp az AE003445 genomilis DNS
szekvencia kontigban.

A GT193 allél komplementicios analizise

A GT193 mutacié homozigota formaban nagyon alacsony penetranciaji ivarsejthianyos
fenotipust okozott. Mivel a Dmoe gén az X kromoszoéma 8B4 régidjaban talalhato,
komplementacios vizsgalatot végeztink az ebbe a kromoszdémarészbe térképezett
mutaciokkal. Ezzel a modszerrel 6t nem komplementald P-elem inszercids mutanst
talaltunk. A Dmoe génben talalhaté Dmoe®%>, Dmoe®%%4 Dmoe®%%’ Dmoe®%2 ¢s a
DmoeEP1852 mutaciok, illetve a Df(1)KA14 delécid nem komplementaltdk a GT193

ivarsejthidnyos fenotipusat (4. tablazat).
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4. tablazat. A Dmoe allélok komplementaciés analizise

allél? GT193 EP1652 G0415 G0323 Df(1)KA14
~1% ~1% ~1% ~1% 7%
GT193 ivarsejthianyos  ivarsejthianyos ivarsejthianyos ivarsejthidnyos ivarsejthianyos
(50) (35) (79) (46) (93)
13% 97% steril (331) 98% steril (250) 97% steril (117)
e 60% 28% 61%
EP1652 ivarsejthianyos . o, . i : o,
(56) ivarsejthianyos  ivarsejthianyos  ivarsejthianyos
(25) (28) (23)
100% steril, 100% steril,
G0415 kevés pete’t Tak, kevés pete:[ 'rak, letalis
abnormalis abnormalis
szarny €s szem  szarny €s szem
G0323 letalis letalis
Df(1)KA14 letalis

aMivel a G0404, G0067 és a G0415 P-elem inszerciok beépiilési helye és fenotipusa megegyezik, a
tablazatban csak a G0415 allél van feltiintetve.
A transzheterozigota ndstények fertilisek voltak, petéik morfologidja normalis volt.

Utédaik azonban, genotipustol fiiggéen kiilonb6z6 mértékben, ivarsejthianyos
fenotipust mutattak. A Dmoe®*® Dmoe®%% Dmoe®%’ ¢s az Dmoet"1%%2 mutaciok
homozigota forméban életképesek voltak. A Dmoef"1%%2 homozigota ndstények
fertilisek voltak, petéikben alacsony penetranciaval ivarsejthianyos embridk fejlodtek

(14. abra).
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14. abra Vad tipusu és Dmoe®%5/DmoeF"!%? mutans ndstény altal lerakott peték
poszterior polusa. A, A vad tipusi pete poszterior polusan lefliz6dé embrionalis
ivarsejteket nyilhegy mutatja. B, A mutans embridé poszterior pdlusan nincsenek
embrionalis ivarsejtek.

A Dmoe®%5 Dmoe®%* DmMoe®%%’ mutaciok homozigdta forméban, egymassal illetve
a Dmoe®%2 jllélel transzheterozigdta kombinacioban gyenge életképességli steril
néstényeket eredményeztek, melyek szarnya és szeme abnormalis volt. A szarnyakon
szamfeletti vénakat figyeltiink meg, sulyosabb esetben a szarny két lemeze kozott
holyagok jelentek meg. Szemeik rogosek €s csokevényesek voltak, kevés petét raktak,
¢s az embriok soha nem jutottak el a kutikulaképzésig. A lerakott peték mérete kisebb
volt a vad tipusénal, ami a dajkasejtekbdl a petesejtbe tartd, gyors, aktinfiiggd
citoplazmaaramlas hibdjara wutal. A peték dorzalis fliggelékei abnormalis
morfologidjuak és méretlick voltak: megrovidiiltek és agancsszerlien elagaztak (15.
abra). A korion a pete dorzélis részén megvastagodott: a dorzélis fliggelék eredésétol
kiindulva a korionon a dorzalis fiiggelékre jellemz6 anyag felhalmozddasat tapasztaltuk
(15. dbra). A DmoeEP1%2 311¢] a Dmoe®%1%, Dmoe®%%* Dmoe®%%7, Dmoe®%%23 all¢lekkel

illetve a Df(1)KA14 delécidval kombinalva életképes, szemisteril ndstényeket
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eredményezett. A lerakott peték kozott talaltunk abnormalis méretiieket és abnormalis
dorzalis fiiggelékkel rendelkezOket. Az utéd embridk ritkan kutikulat is képeztek,
melyek mintdzata valtozatos hibakat mutatott. A kutikula kiillonb6zd részein lyukak
jelentek meg, abnormalis fejstruktarak képzddtek, illetve egyes szelvények
egybeolvadtak vagy hidnyoztak (15. dbra). A lerakott petékbdl rendkiviil ritkan felndtt
utodok fejlddtek, melyek magas penetranciaval (28%-61%) ivarsejthidnyos fenotipust
mutattak. A Dmoe®®?® homozigota ndstények letdlisak voltak. A szarny- és
szemfenotipus expresszivitasa, a steril és az iversejthidnyos fenotipusok penetrancidja
¢s a homozigo6ta fenotipusok alapjan a Dmoe allélokat allélerdsség szerint a kdvetkezd
sorrendbe allitottuk: GT193< EP1652< G0404= G0415= G0067< G0323< Df. A

Dmoe allélek komplementéacios viselkedését a 4. tablazat mutatja. A tovéabbi

cre

mutatd Dmoe82/Dmoe®%4S &5 a  DmoetP1%2/Df(1)KA14  hipomorf mutans

kombinaciok felhasznalasaval végeztiik.

15. abra Korion és embrionalis kutikula- preparatumok. A,B, Korionprepardtumok.
Vad tipust (A) és DmoeEF1%52/DmoeC%15 (B) néstények petéi. C,D, Embrionalis kutikula-
preparatumok. Vad tipusi (C) és DmoefP%2/Dmoe®%15 (D) néstények utddainak
embrionalis kutikuldja.
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A DmoeEP182 ¢s DmMoe®%1S P-elemek remobilizalasaval bizonyitottuk, hogy a
mutans fenotipusért a Dmoe génbe beépiilt P-elemek a felelosek. A P-elem kiugrasat a
miniwhite markergén elvesztésével kovettiik. Mindkét allél esetén a P-elemek kiugrasa
visszaallitottdk a vad fenotipust. Western analizissel megvizsgaltuk, hogy a Dmoe
mutans petefészkek DMOE fehérje-tartalmat. A Western analizis szamitogépes
denzitometriai vizsgilata megmutatta, hogy a Dmoet"1%%2/Dmoe®%® ¢és a
DmoefP1%%2/Df(1)KA14 mutinsban a DMOE fehérje mennyisége felére, a
Dmoe®%%7/Dmoe®®® mutansban pedig negyedére csokkent (16. 4bra, nincs
bemutatva). A genetikai adatok és Western analizis egyértelmiien mutatjak, hogy ezek

az allélkombinacidk hipomorf Dmoe mutdns fenotipust eredményeznek.

kDa 1 2 3
79—

-—— “““ DMOE
47

SR S e V-tubulin

16. abra A Dmoe mutans petekamrak Western-analizise. A vad tipust
ovariumkivonatban az anti-DMOE ellenanyag egy fehérjét ismer fel a Dmoe
amindsavszekvencidja alapjan szamitott 67 kDa-nal (1.oszlop). A Dmoe&P652/Dmoe®045
(2.0szlop) és a DmoefP1%52/Df(1)KA14 (3.0szlop) mutinsokban a felismert fehérje
mennyisége lecsokkent. A felviteli kontrol y-Tubulin volt.
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A DMOE kifejez6dési mintazata

Immunolokalizacios kisérlettel megvizsgaltuk a DMOE fehérje eloszlasat a
petekamraban. A DMOE fehérje a peteérés kezdetétdl folyamatosan, a peteérés végéig
minden fejlédési szakaszban megtalalhatd a petekamraban (MCCARTNEY ¢és FEHON
1996). Erds fest6dést talaltunk a follikularis sejtekben, mely a sejtek apikalis és
bazolateralis részén a volt a legkifejezettebb. Az ivarsejtekben gyenge festédést
mutattunk ki minden fejlédési stadiumban, foként a peteérés korai, a masodiktol az
otodik stadiumig terjedd szakaszaiban, illetve a tizedik stddiumban (17. é&bra). A
DMOE fehérje a follikularis sejtekben és az ivarsejtekben egyarant szorosan a
sejtmembran alatt helyezkedett el. Nem talaltunk DMOE fehérjét sem a gytiricsatornak
aktinjdhoz, sem a tizedik stadiumban a dajkasejtekben megjelend citoplazmatikus
aktinhoz kapcsolodva. DMOE ellenanyagos immunfestéssel a Dmoe mutans
petekamrakban nem tudtunk kimutatni kiilonbséget a vad tipustl: a
DmoefP1%2/Dmoee®%%  ¢s  a  DmoefP%2/Df(1)KA14  mutans  petekamridkban
immunfestéssel nem mutathaté ki a DMOE fehérje mennyiségének csokkenése. Az
immunfestéssel kapott eredmény latszolag ellentmond a Western analizisnek, de ez az
ellentmondas felolghat6 azzal, hogy a szoveti immunfestés nem elég érzékeny modszer
egy fehérje mennyiségének kvantitativ kimutatasara. DMOE  ellenanyagos
immunfestéssel a DmoefP%2/Dmoe®®® ¢s a  DmoeP%%2/Df(1)KA14 mutans
petekamrakban nem talaltunk ektopikus DMOE fehérje kifejezddést: a DMOE minden

esetben a sejtekben szorosan a sejthartya alatt helyezkedett el.
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17. abra A DMOE fehérje imunfestése. A, A DMOE fehérje eloszlasa vad tipust
germariumban és egy 6todik stadiumos petekamraban. B, A DMOE fehérje eloszlasa hatodik
¢és hetedik stadiumt petekamraban. C, A DMOE fehérje eloszlasa egy nyolcadik stadiumu
petekamraban.

A Dmoe mutacioja az ivarsejtekben aktinhibakat okoz

Mivel a DMOE emlds homologjai aktinkoté fehérjék, és a DMOE is rendelkezik
aktink6té doménnel, megvizsgaltuk az aktin eloszlasat a Dmoe muténs petekamrakban.
A petérés nyolcadik stddiumdig a mutans petekamrak aktinvdza nem tért el a vad

EP1652/DmoeGO415 és a

tipusétol. A peteérés kilencedik és tizedik stadiumaban 1évé Dmoe
DmoetP1%%2/Df(1)KA14 mutans petekamrakban azonbanabnormalis aktinvazat talaltunk
(18. abra, 5. tablazat). A vad tipusra jellemzd szoros szubkortikalis eloszlas helyett a
mutans petekamrakban a petesejt aktinvaza elvalt a kéregtdl, és benyomult a petesejt
belsejébe (18. abra). Az aktinvaz levalasanak helye petesejtenként valtozott, eléfordult
a petesejt lateralis részén és a poszterior poluson is. A szomszédos dajkasejtek vad

G0415 é

tipusu, parhuzamos lefutdst szubkortikalis aktinvaza helyett a Dmoe=P1%°2/Dmoe S

a DmoefP1%%2/Df(1)KA14 mutans petekamrakban a szomszédos dajkasejtek aktinvéazai is
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elvaltak egymastol (18. abra). A mutans petesejtek citoplazmajanak belsejében gyakran
talaltunk a sejthartyardl leszakadt gylriicsatornakat (18. 4bra). A mutans

petekamrakban a follikularis sejtek aktinvdzan nem taldltunk eltérést a vad tipushoz

képest.

5. tablazat. Az aktinvaz eloszlasa a Dmoe mutans
petekamrakban (%)

genotipus szubkortikalis  betliremkedések
Oregon R
100 0
(n=144)
DmoeEP1652/DmoeC415
73,3 26,7
(n=101)
Dmoet"1%%?/Df(1)Kal4
87,0 13,0
(n=23)
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18. abra Az aktin eloszlisa a Dmoe mutans petekamriakban. A, Normalis aktineloszlas
egy 9. Stadiumu, vad tipust petekamraban. B, A 9. Stadiumi DmoeFP1%52/Dmoe®%*!5 mutans
petekamraban a petesejt szubkortikalis aktinvaza szamos helyen elvalik a kéregtél. C, Vad
tipusa 10. stddiumi petesejt aktinvaza. D, Dmoet"62/Dmoe®®> mutans 10. stadiumu
petesejt aktinvaza. A nyilhegy a sejthartyarél leszakadt gytrlicsatornat jelzi.

A Drosophila E-cadherin (DE-cadherin) fehérjéjének immunfestésével
megvizsgaltuk az ivarsejtek kozotti sejtadhézidt a Dmoe mutans petekamrakban. A DE-
cadherin egy transzmembran fehérje, és a petekamraban az ivarsejtek és a follikularis
sejtek memmbranjan is megtalalhatd6 (ODA és mtsai. 1997). A mutans petekamrakban
nem tudtunk abnormalis DE-cadherin eloszlast kimutatni (19. abra). Az aktin és a DE-
cadherin egyidejii festése azt mutatta, hogy a DE-cadherin nem kolokalizalodott a
petesejtbe betiiremkedd szubkortikalis aktinvazzal (19. dbra). Ez azt bizonyitja, hogy a
Dmoe mutans petekamrakban a sejtadhézid normalis, €s nem a szomszédos sejtek

szakadnak el egymastol, hanem a szubkortikalis aktinvaz valik el a sejthartyatol.
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19. abra Aktin és DE-cadherin egyiittes festése. A, A vad tipusi
petesejtben az aktin (zold) és a DE-cadherin (piros) kolokalizalodik. B, A
DmoeEP16%2/Dmoe®®*5 muténs petesejtben az aktinvaz betiiremkedésének a
helyén (nyil) a DE-cadherin lokalizacioja normalis.

A Dmoe mutacioja a bordersejtek vandorlasanak késését okozza

Mivel az aktinvaz sziikséges a morfogenetikai sejtmozgésokhoz, az anterior polaris
follikularis  sejtekre (bordersejtek) specifikus slbo' enhanszercsapda marker
segitségével, megvizsgaltuk a bordersejtek mozgéasat a Dmoe mutans petekamrakban. A
vad tipusiu petekamrdkban a bordersejtek a peteérés kilencedik staddimanak elején
kezdenek el vadndorolni a petekamra anterior csucsatol és behatolnak a dajkasejtek kozeé,
és a tizedik stadiumban elérik a petesejt anterior részét. A DmoeEP1852/Dmog®04ts
mutans petekamrakban azonban a petekamrdk egy részében (44-bél 9 esetben) a
bordersejtek a tizedik stddium végén sem érték el a petesejtet, hanem a dajkasejtek
kozott helyezkedtek el (20. abra). SzEélsdséges esetben a bordersejtek be sem hatoltak a

dajkasejtek kozé és a tizedik stadiumban is a petekamra anterior csicsan helyezkedtek

el (nincs bemutatva).
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20. abra A bordersejtek megjelenitése slbo' enhanszercsapda marker -
Gal -festésével. A, Vad tipust, 10.staidiumu petekamraban a bordersejtek
elérik a petesejt anterior peremét. B, A 10. stadiuma, Dmoef”%52/Df(1)KA14
mutans petekamraban a bordersejtek nem jutnak el a petesejtig.

A Dmoe mutécidja hibas 0sk mRNS és fehérje lokalizaciot okoz

Mivel a Dmoe mutans ndstények ivarsejthianyos petéket raktak, megvizsgaltuk az osk
mRNS mennyiségét és eloszlasat a hipomorf Dmoe mutans petekamrakban. A mutans
petekamrakban az 0sk mRNS jol lokalizalodott a peteérés nyolcadik stadiumaig. A
peteérés tovabbi stadiumaiban in situ hibridizacioval a Dmoe mutans és a vad
petesejtek azonos hanyadaban tudtunk osk mRNS-t kimutatni (6. tablazat). A mutans
petekamrakban azonban a a vad tipusra jellemz6 szoros poszterior lokalizacid helyett
szamos, kiilonb6z6 tipusu abnormalis 0sk mRNS lokalizaciot talaltunk kilencedik
stadiumtol kezdédden. A leggyakrabban el6forduld lokalizacidés hiba az osk mMRNS
szétszort, tobbnyire a poszterior polus kdzelében torténd lokalizacidja volt (21. abra). A
mutans petesejtek egy részében az 0sk mRNS részlegesen vagy teljesen a petesejt
kozepén lokalizalodott. A tizedik stddiumi mutans petekamrakban talaltunk a petesejt

lateralis részén, szorosan a kéreg alatt lokalizalt osk mMRNS-t is (21. abra).
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6. tablazat. Az osk mRNS hibas lokalizaciéja a Dmoe mutans petekamrakban (%)

genotipus poszterior hibas lokalizacio
lokalizacio

nincs poszterior lateralis kozép
festodés  mintazatos

Oregon R
(n=137) 71,5 28,5 0 0 0
DmerP1652/DmoeG°415
(n=204) 33,8 33,3 24,5 2,5 54
DmoeEP1852/Df(1)KA14
(n=143) 30,0 34,3 32,2 1,3 2,0

21. abra In situ osk mRNS hibridizacié. A, Vad tipusi osk mRNS lokalizacio a petesejt
poszterior polusan. B-D, Az osk mRNS eloszlasa a DmoefP652/Dmoe®®®> mutans
petesejtekben. Az osk mRNS a poszterior polus kornyékén szétszort mintazatban (B), vagy a
petesejt kozepén (C), vagy a petesejt lateralis részén, szorosan a kéreg alatt lokalizalodott
(D). A DmoeEP1%52/Df(1)KA14 mutansok hasonlé fenotipust mutattak.

A Dmoe mutansokban az 0sk mMRNS-sel kolokalizalodd6 STAU fehérje mennyisége és
eloszlasa szintén abnormalis volt. Az 0sk MRNS-hez hasonléan a mutans petesejtekben
nem taldltunk, illetve csokkent mennyiségben taladltunk STAU fehérjét (7. tablazat). A
DmoetP1%%2/Dmoe®%'® mutans petesejtekben a peteérés nyolcadik stadiumaig a STAU

fehérje elhelyezkedése nem tért el a vad tipusétol. A kilencedik stddiumtol azonban a
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STAU fehérje az osk mRNS-sel azonos lokalizaciés abnormalitasokat mutatott. A
mutans petesejtekben a STAU fehérje a poszterior polus kézelében szétszort mintazatot
alkotva, a petesejt kozepén, illetve a tizedik stddiumu petesejt lateralis részén, szorosan

a kéreg alatt lokalizalodott (22. abra).

7. tablazat. A STAU fehérje lokalizacioja a Dmoe mutans petekamrakban (%)

genotipus poszterior hibas lokalizacio
lokalizacio

nincs poszterior lateralis kozép
festodés mintazatos

Oregon R

(n=198) 68,7 31,3 0 0 0
DmerPlGSZ/DmoeG0415

(n=158) 29,1 48,1 17,7 3,2 1,9

22. abra Az aktin és a STAU fehérje egyiittes festése. (aktin piros, STAU z6ld) A, A STAU
fehérje a vad tipusu petesejt poszterior pdlusan lokalizalodik. B-D, A STAU fehérje eloszlasa
a Dmoet"1652/Dmoe®%4> mutans petesejtekben. A STAU fehérje a poszterior polus kdrnyékén
szE&tszort mintazatban (B), vagy a petesejt kdzepén (C), vagy a petesejt lateralis részén,
szorosan a kéreg alatt lokalizalodott (D). A DmoeEP%52/Df(1)KA14 mutansok hasonld
fenotipust mutattak.



Mivel szamos mutansban (Notch, lamininA, PKA, parl) az ektopikusan
lokalizalt osk mMRNS az OSK fehérje hibas lokalizaciojat eredményezi, megvizsgaltuk a
Dmoe mutécidinak hatasat az OSK fehérje mennyiségére €s lokalizacidjara is. Az OSK
fehérje mennyiségét a Dmoe mutans petekamrakban Western analizissel vizsgaltuk
meg. A Western analizis szamitogépes denzitometriai vizsgalata megmutatta, hogy a
DmoeEP1852/Dmoe®%® mutans petefészkekben az OSK fehérje mennyisége a vad
tipuséhoz képest a felére, a Dmoet"1%°2/Df(1)KA14 mutans petefészkekben az 6todére

csokkent (23. abra).

-_ OSK

— - y-tubulin

23. abra Az OSK fehérje mennyiségének vizsgalata a Dmoe mutans
petekamrakban. A vad tipust ovariumkivonat western- analizise anti-OSK
ellenanyaggal (1.0szlop). A DmoefF'652/Dmoe®%5 (2.0szlop) és a
DmoeEP16%2/Df(1)KA14 (3.0szlop) mutdnsokban az OSK fehérje mennyisége
lecsdkkent. A negativ kontrol osk®/Df(3)PXT103 volt (4.0szlop). A felviteli
kontrol y-Tubulin volt.

Ezzel  Osszhangban,  immunfestéssel a  Dmoef!%2/Dmoe®®> ¢ a
DmoeEP1852/Df(1)KA14 mutans petekamrak nagy részében egyaltalan nem tudtunk OSK
fehérjét kimutatni, a tobbi mutans petekamrdban pedig csokkent mennyiségii OSK
fehérjét talaltunk a poszterior pdluson (8. tablazat). A peteérés kilencedik stddiumatdl a
DmoeEP1852/Dmoe®4t® ¢s a DmoefPi852/Df(1)KA14 mutans petekamrakban a vad tipusra
jellemzd szoros, félholdszerli poszterior lokalizacié helyett abnormalis OSK
lokalizaciot tapasztaltunk. A mutans petesejtekben az OSK fehérje a poszterior pdlus

kozelében szétszort mintazatot alkotva lokalizdldédott. A mutans petesejtekben

68



kimutattunk a petesejt kdzepén, illetve a tizedik stadiumu petesejtek lateralis részén,
szorosan a kéreg alatt elhelyezkedé OSK fehérjét is (24. abra). Az aktinvaz és az OSK
fehérje egyidejii festésével az aktin és az OSK fehérje lokalizacioja kozott szoros
Osszefliggést mutattunk ki. Azokban a mutans petesejtekben, melyekben az aktinvaz a
poszterior pdluson valt el a kéregtél a hibasan lokalizalt OSK fehérje gyakran
kolokalizalodott az abnormalis aktinvdzzal. Ez arra utal, hogy az OSK fehérje az

aktinvazhoz kotodik.

8. tablazat. Az OSK fehérje lokalizacioja a Dmoe mutans petekamrakban (%)

genotipus poszterior hibas lokalizacid
lokalizacio

nincs poszterior lateralis kozép
festodés mintazatos

Oregon R

(n=124) 92,7 7,3 0 0 0
DmerPlGSZ/DmoeGO415

(n=201) 29,4 333 25,9 8,0 3,5
Dmoe®P%52/Df(1)KA14

(n=165) 10,9 64,8 21,2 1,8 1,2
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24. abra Az aktin és az OSK fehérje egyiittes festése. (aktin z6ld, OSK piros) A, A vad
tipusu petesejtben az OSK fehérje a poszterior poluson lokalizalodik. B-D, A
DmoetP1652/Dmoe®%S mutans festése. A mutdns petesejtben az OSK fehérje a poszterior
polus kornyékén szétszort mintazatban lokalizalodik (B). A mutansban a szubkortikalis aktin
elvalik a poszterior kéregtdl és kolokalizalodik az ektopikus OSK fehérjével (C,D,). A mutans
petesejtben az OSK fehérje a lateralis aktinvazhoz kapcsolodik (E). A nyilhegyek a lateralis
OSK fehérje elhelyezkedését mutatjak. A DmoetP852/Df(1)KA14 mutansok hasonld fenotipust
mutattak.

A Dmoe hatasa a petekamraban ivarsejtvonal-figed

Mivel az osk mRNS ¢és az OSK fehérje helyes lokalizaciojahoz a petesejt és a poszterior
follikuléris sejtek normalis miitkodése egyarant sziikséges, megvizsgaltuk, hogy a Dmoe
mutaciok fenotipusa ivarvonalfiigg6-e. A Dmoe homozigota ivarsejtvonal-klonokat az
ovoD-FRT modszerrel indukaltuk (CHOU ¢és PERRIMON 1996) és megvizsgaltuk
benniik az 0sk mRNS ¢és az OSK fehérje lokalizaciojat, illetve a mutans ivarsejtklonok
aktinvazat. A Dmoe®*® Dmoe®%% Dmoe®%%’ Dmoe®%?® all¢lekre homozigbta
ivarsejtklonokban a Dmoe transzheterozigdtakéval teljesen megegyezd ndsténysteril

fenotipust taldltunk. A homozigoéta ivarsejtklonokat hordozd ndstények lerakott petéi
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nem keltek ki, benniik az embrié a kutikulaképzés eldtt elpusztult. A lerakott peték
kozott talaltunk kis méretli és abnormalis dorzalis fliggelékkel rendelkezdket. Az ovoD-
mentes petesejtekben ugyanazokat az osk mRNS és OSK fehérje lokalizacios hibakat
tudtuk  kimutatni, amit a Dmoe transzheterozigdtakban. A  homozigéta
ivarsejtklonokban az 0sk mRNS és az OSK fehérje a poszterior polus kozelében
sz¢&tszoOrt mintazatot alkotva vagy a petesejt kdzepén, illetve a petesejt lateralis részén,
szorosan a kéreg alatt lokalizalodott. A homozigota ivarsejtklonokban a Dmoe
transzheterozigotdkra jellemzd aktinhibakat talaltunk: a petesejt aktinvaza elvalt a
kéregtdl, és benyomult a petesejt belsejébe. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a pete

normalis fejlédéséhez a Dmoe mitkddésére az ivarsejtekben van sziikség.

A Dmoe a mikrotubulusoktol fiiggetleniil hat az osk lokalizaciora

Id6 eldtti ooplazmatikus aramlas indukalasaval szamos aktink6té fehérje (cappuchino,
spire, chikadee) mutacidja eredményezi az 0sk mRNS és az OSK fehérje hibas
lokalizéaciojat a petesejt kozepén (MANSEAU és mtsai. 1996; THEURKAUF 1994).
Ezekben a mutansokban a nyolcadik stddiuma vad petesejtre jellemzd anteriortol
poszterior iranyba csokkend mikrotubulus-gradiens helyett, a mikrotubulusok a petese;jt
kérge mentén rendezOdnek el. Mivel az ooplazmairamlds mikrotubulusfiiggd, és a
mikrotubulusvaz jellegzetes valtozasaval jar egyiitt, immunfestéssel, Tau:GFP és
Tubulin:GFP fuzios fehérjék segitségével megvizsgaltuk a mikrotubulusok eloszlasat a
Dmoe mutans petesejtekben. A DmoeEF1%%2/Dmoe®%t® ¢s a DmoeEP1852/Df(1)KAL4
mutans petesejtekben a mikrotubulusok vad tipust eloszldst mutattak. A muténs
petesejtekben a peteérés nyolcadik stadiumaban is a vad tipusra jellemz6 anterior-

poszterior mikrotubulus- gradienst figyelheté meg (25. abra), bizonyitva, hogy a Dmoe
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mutacioi nem az id6 el6tti ooplazmaaramlas indukalasaval okoznak hibas 0sk mRNS és

fehérje lokalizaciot.

25. dbra A mikrotubulusviz megjelenitése DmoeEF1%2/Dmoe®®!> mutans petesejtekben.
A B, B-Gal -festés. A mutans petesejtben a Nod:B-Gal fuzios fehérje az anterior poluson
lokalizalodik (A), a Kin:B-Gal fazios fehérje a poszterior poluson talalhatdé (B). C,
Mikrotubulusok megjelenitése Tubulin:GFP-vel. A fluoreszcencia anterior- poszterior iranyu
csokkend gradiense a petesejtben normalis mikrotubulus-polaritast jelez.

A petesejt sejtvazanak atalakulasdhoz sziikséges petesejt- follikularis sejt
kommunikaciora hato gének (Notch, Delta, lamininA, Merlin, grk, cornichon)
mutansaiban is megfigyelték az osk mRNS és az OSK fehérje hibas lokalizaciojat a
petesejt kozepére (DENG és RUOHOLA-BAKER 2000; GONZALEZ-REYES és
mtsai. 1995; LANE ¢és KALDERON 1994; MACDOUGALL és mtsai. 2001; ROTH és
mtsai. 1995; RUOHOLA és mtsai. 1991; XU és mtsai. 1992). Ezekben a mutansokban

hibas, szimmetrikus mikrotubulus- vaz talalhaté, ami az osk mMRNS-t a petesejt
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kozepére, a bcd mRNS-t pedig egyidejiileg az anterior és a poszterior polusra is
iranyitja. A mikrotubulusvaz pozitiv végét megjelold Kin:-Gal fuziés fehérje ezekben
a mutansokban a petesejt kdzepén, a mikrotubulusok negativ végét jelolé Nod:[3-
Galaktozidaz fazids fehérje pedig a petesejt anterior ¢€s poszterior polusan
lokalizalodik. Ilyen szimmetrikus mikrotubulus-vazzal rendelkezd petesejtben a
sejtmag gyakran nem jut el az anterodorzalis sarokba, hanem a poszterior péluson
marad (GONZALEZ-REYES és mtsai. 1995; ROTH ¢és mtsai. 1995). A Dmoe mutacioi
azonban nem hatnak a petesejt ¢és a follikularis sejtek kommunkidciojara.
Immunfestéssel és a mikrotubulusok kézvetlen megjelenitésével megmutattuk, hogy a
Dmoe mutaciok, a Notch, lamininA, Merlin, grk, cornichon mutacioktol eltéréen, soha

EP1652/DmoeGO415 és a

nem eredményeznek szimmetrikus mikrotubulus vazat. A Dmoe
DmoeEP%2/Df(1)KA14 mutansban nem talaltunk mikrotubulus-felhalmozodast a
nyolcadik és kilencedik stddiumu petesejtek poszterior poélusan, bizonyitva, hogy a
poszterior poluson 1évé MTOC a vad tipushoz hasonléan lebomlott (25. dbra). Ezzel
Osszhangban a Kin:B-Gal és a Nod:B-galaktozidaz fuzids fehérjék vad tipusu eloszlast
mutattak a DmoeEP1%°2/Dmoe®® ¢s a Dmoet"%%?/Df(1)KA14 mutinsban, azaz a
mutans petesejtekben a Kin:3-Gal a petesejt poszterior polusan a Nod:B-Gal a petesejt
anterior polusan lokalizalodott (25. abra). A mutansban nem tudtunk kimutatni
ektopikus bcd mRNS-t a poszterior poluson, és a grk mRNS, illetve a petesejt magja is

helyesen lokalizalodott a petesejt anterodorzalis sarkdban, bizonyitva, hogy a Dmoe

nincs hatassal a follikularis sejtekbdl a petesejthez tarté kommunikaciora (26. abra).
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26. abra In situ grk és bcd mRNS hibridizacié. A, A Dmoe&F'%%2/Dmoe®®> mutans
petesejtben a bcd mRNS az anterior péluson lokalizalodik. B, A DmoeEP1852/Dmog®%41s
mutdnsban a grk mRNS az anterodorzalis sarokban lokalizalodik. A DmoeEP1652/Df(1)KA14
mutansok hasonl6 fenotipust mutattak.

A Dmoe mutansokban a petesejtbdl a follikularis sejtekhez tart6 kommunikacio
is jol mikodik. Az eziranyd kommunikaciohoz sziikséges grk és chornichon gének
mutansaiban a poszterior follikularis sejtek nem differencidlodnak, és a petekamra
poszterior végén anterior follikularis sejtekké fejlodnek (ROTH és mtsai. 1995). Ezek a
sejtek nem a poszterior follikularis sejtekre jellemz6 998/12, hanem az anterior
follikularis sejtekre jellemzd slbo! enhanszer- csapda markert fejezik ki. A
DmoeEP1852/Dmoee®%tS ¢s a DmoefPi®2/Df(1)KA14 mutans petekamrakban azonban a
vad tipusra jellemz6 enhanszer-csapda kifejezodést talaltunk (27. abra). Ezek az
eredmények azt bizonyitjak, hogy a Dmoe nem sziikséges a petesejt-follikularis sejt

kommunikacié egyik 1épéséhez sem.
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27. abra Follikularis sejtcsoportok B-Gal festése. A, A DmoefP1652/Dmoe®%!S> mutans
petekamraban a poszterior follikularis sejtek kifejezik a poszterior polaris follikularis
sejtekre jellemzd (998/12) specifikus enhanszercsapda markert. B, A Dmoe1652/Dmog®045
mutdnsban az anterior polaris follikularis sejtekre specifikus slbo® enhanszercsapda marker
nem fejezdédik ki a poszetrior polaris follikularis sejtekben.

A parl és a Rabll gének mutacioi a Dmoe-hez hasonld hibas osk mRNS és
OSK fehérje lokalizaciot okoznak, a petesejt és a follikuldris sejtek kozotti
kommunikacio befolyasolasa nélkiil (DOLLAR és mtsai. 2002; JANKOVICS és mtsai.
2001; SHULMAN és mtsai. 2000; TOMANCAK ¢és mtsai. 2000). A parl mutansokban
a Dmoe-hez hasonléan, nem sikeriilt szimmetrikus mikrotubulusvazat kimutatni.
Ezekben a mutansokban azonban, a Dmoe-tdl eltérden, a Kin:-Gal a petesejt kozepén
lokalizalodott. A hibas Kin:B-Gal lokalizacio a parl mutansokban abnormalis
mikrotubulus-eloszlas eredménye volt: a vad tipust anterior-poszterior mikrotubulus-
gradiens helyett a mutans petesejtekben kortikalis mikrotubulus keletkezett. A Dmoe
mutans petekamrakban azonban sem abnormalis Kinesin:-Galaktozid4z lokalizaciot,
sem abnormalis mikrotubulusvazat nem mutattunk ki (25. abra).

A STAU ¢és a Kin:-Gal fehérjék egyidejli immunfestésével kapott eredmények
is azt tamasztjak ala, hogy a Dmoe a mikrotubulusoktol fiiggetleniil hat az osk mRNS és
az OSK fehérje lokalizaciojara. Bar a Dmoe mutans petekamrakban a Kin:p-Gal a vad
tipushoz hasonldéan jol lokalizalodott a poszterior péluson, ugyanabban a petesejtben

abnormalis STAU lokalizaciot talaltunk (28. abra). Ez azt jelzi, hogy annak ellenére,
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hogy a mikrotubulusok plusz végei a poszterior polusra mutatnak, a STAU fehérje nem
lokalizalodik a poszterior poluson. A Kin:-Gal és az 0sk mMRNS-sel kolokalizalodo
STAU fehérje egyiittes megjelenitésével bebizonyitottuk, hogy a Dmoe mutansokban az
osk mRNS ¢és az OSK fehérje hibas lokalizacidjanak az oka nem a mikrotubulusvaz
hibaja. A Dmoe mutans petesejtben a STAU fehérje és az osk MRNS eljut a poszterior
poélusra, de ott nem rogziil. Kisérleteink bizonyitjak, hogy a Dmoe nem az osk mMRNS

szallitasara, hanem az 0sk géntermékek poszterior poluson torténd rogzitésére hat.

A

28. abra STAU és KIN:B-Gal fehérjék egyiittes immunfestése. (STAU piros, Kin:B-Gal
zold) A, A vad tipust petekamraban a STAU és Kin:B-Gal fehérjék a petesejt poszterior
polusan lokalizdlédnak. B, A DmoeE%2/Dmoe®™!S mutans petesejtben a Kin:B-Gal
helyesen lokalizalodik, mig a STAU fehérje ektopikusan helyezkedik el.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A potroh és az ivarsejtek kialakuldsat befolyasold gének azonositdsa céljabol,
kidolgoztunk ¢és végrehajtottunk egy domindns genetikai interacion alapuld
mutansizolalasi kisérletet. Tmll és osk allélek felhasznalasaval érzékenyitett genetikai
hatteret hoztunk létre, melyet sikeresen alkalmaztunk a petesejtek €és a potroh
kialakuldsat befolyasold gének azonositdsdra. Az 1) mutdnsokat térképeztiik és
komplementacios vizsgalatnak vetettiik ala Oket. Elvégeztik az egyik, genetikai
interakcié alapjan azonositott gén, a Rab1l, részletes komplementacios és fenotipusos
analizisét. Bemutattuk, hogy a Rabll mutans petesejtekben az 0sk mRNS hibasan
lokalizalodik, mig mas morfogén molekuldk lokalizacidja illetve a petesejt és a
follikularis sejtek kozotti kommunikacio ép marad. Kimutattuk, hogy a Rabll
sziikséges az 0sk MRNS-t szallit6 polarizalt mikrotubulusvaz helyes miikodéséhez.

Egy masik mutagenezis soran géncsapda elven mikodé P-elemmel
ivarsejthidnyos fenotipusa alapjan izolaltuk a Dmoe gén egy alléljat. Komplementacios
analizissel tovabbi Dmoe alléleket azonositottunk. A kiilonb6zd erdsségii alléleket
felhasznalva leirtuk a Dmoe mutans fenotipust, részletesen feltartuk a Dmoe
petefejlodésben  jatszott szerepét. In situ hibridizacios és immunolokalizacios
kisérletekkel bemutattuk, hogy a Dmoe mutansok ivarsejthianyos fenotipusadnak az oka
a helytelen osk mRNS és OSK fehérje lokalizaci6. A Dmoe hatasa az osk mRNS és
OSK fehérje lokalizacidjara ivarsejtvonal-fiiggd, ami fiiggetlen a petesejt- follikularis
sejt kommunikaciotol. Megmutattuk, hogy a Dmoe a mikrotubulusoktol fliggetleniil hat
az osk géntermékek lokalizacidjara. Bizonyitottuk, hogy a Dmoe mutacidéi a

petekamrakban nem jarnak sem hibds mikrotubulus-szervezddéssel, sem sejtadhézios
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hibakkal, a petesejtek aktinvaza azonban abnormalis. Igazoltuk, hogy a Dmoe
mutansokban az aktinvaz elvalik a sejthartyatél. Megmutattuk, hogy a Dmoe

mutansokban egy tovabbi aktinfliggd folyamat -a bordersejtek mozgasa- lelassul.
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AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Genetikai interakcion alapulé mutansizolalas

Az érzékenyitett hattér domindns enhanszereinek izolaldsa

Kifejlesztettiink és sikeresen alkalmaztunk osk és Tmll mutans, érzékenyitett genetikai
hatteret biztositd rendszert egy gyenge poszterior fenotipus enhanszereinek izolalasara.
Az EMS mutagenezis eredményeként 14 E(T0) mutaciot izolaltunk. A mutagenizalt
harmadik kromoszoémak koriilbeliil 0,4%-a hordozott E(To) mutaciot. A
komplementacids analizis megmutatta, hogy a legtobb E(To) gént csak egy mutans
alléllel azonositottuk, és hogy az ismert poszterior gének koziil csak harmat izolaltunk.
A tobbtagu komplementacios csoportok €s a mar ismert poszterior gének hidnya, illetve
a megvizsgalt mutans kromoszomak viszonylag alacsony szama azt jelzi, hogy
kisérletiink tavol volt a genom telitésétol. Ennek alapjan igen valdszinti, hogy az osk és
Tmll mutaciokkal érzékenyitett rendszer segitségével tobb mint tizenhdrom gént lehet
azonositani. Mivel azonban egy adott érzékenyitett hattér segitségével a pleitrop hatasa
poszterior géneknek csak egy részét lehet azonositani, a polaris plazma kialakitasdban
részt vevo gének szdma még nagyobb lehet.

A tizenharom E(To) mutacioval azonositott génbdl harom gén mar ismert tagja
a poszterior csoportnak: ezek az osk, a vasa és a mago gének. Mivel az érzékenyitett
hattér tartalmazott egy 0Sk mutacidt az 0j o0sk allél hatasa egyszeri nem-
komplementalas eredménye. A mago nashi és a vasa allélek izolalasa azonban a
dominans genetikai interakcio alapjan tortént. A VASA fehérje fizikailag kolcsonhat az

OSK fehérjével, izolalasa egyértelmlien jelzi megkdzelitésiink hatékonysagat
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(BREITWIESER és mtsai. 1996; HAY ¢és mtsai. 1988). A tizennégy E(T0) mutaciobol
tiz recessziv letalis. Ezeket a géneket nem lehetett volna azonositani egy anyai hatast
letalis mutaciokat izolald kisérlettel, ami szintén a genetikai interakcion alapul6d

mutansizolalas hatékonysagat jelzi.

A Rabl1 szerepe az osk mRNS lokalizacidoban

Dominans genetikai interakcion alapuld mutansizolalasi kisérletben izolaltuk a Rabll
gén két alléljat dominans E(To) fenotipusuk alapjan. A Rabl1 a vezikulak szallitasahoz
sziikséges kis GTP-azokbol all6 Rab/Ypt fehérjecsalad tagja. A fehérjecsalad tagjai a
vezikuldk kiilonb6z6 sejtalkotokhoz torténd célbajuttatisaban vesznek részt.
Emlésokben eddig tobb mint negyven Rab gént irtak le, melyek minden
membranszallitasi utvonalban jelen vannak (NUOFFER és BALCH 1994). A Rabll
részt vesz az endocitotikus membranok reciklizaciojaban és a Golgi-rendszertdl a
plazmamembranhoz torténd vezikulaszallitisban (CASANOVA ¢és mtsai. 1999; CHEN
és mtsai. 1998; COX ¢és mtsai. 2000; REN és mtsai. 1998; ULLRICH és mtsai. 1996;
WANG és mtsai. 2000). A PC12 neuroendokrin sejtvonalban jelen van a konstitutiv és
szinaptikus vezikulakon is megtalalhato (URBE és mtsai. 1993). A Rabll tehat
szamos, kiilonféle sejtbiologiai folyamatban is szerepet jatszik a vizikuldk szallitasa
soran.

A Drosophila Rab11 szerepe az osk mRNS lokalizaciojaban minden bizonnyal
amit a mikrotubulusok Tau:GFP-vel torténé kozvetlen megfigyelése és a Kin:p-Gal

fehérje ektopikus lokalizacidja igazol. Korabbi erdemények azt mutatjak, hogy a Kin:-
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Gal azokban a mutansokban lokalizalodik a petesejt kdzepén, amelyek a petesejt és a
follikuléris sejtek kommunikécidjat zavarjak meg. Mivel mas organizmusokban a
Rabll legjobban jellemzett funkcidja az endocitotikus membranok reciklizacioja és a
Golgi-haldzattol a plazmamembranhoz torténé vezikulaszallitas, ésszeriinek tiint, hogy
a Drosophila Rab1l is a sejtek kozotti kommunikacio kozvetitésében vesz részt. Két
kisérleti erdeményiink azonban céfolja ezt. El8szor is, az slbo® enhanszer-csapda
expressziojanak hianya a poszterior follikularis sejtekben azt jelzi, hogy a poszterior
follikularis sejtsors kialakul, tehat a petesejttdl kibocsatott gurken-jel eljut a follikularis
sejtekhez. Masodszor, a poszterior poluson nem talaltunk mikrotubulus felhalmozddast,
ami azt jelzi, hogy a poszterior mikrotubulus organizalé kozpont - a vad tipushoz
hasonloan - felbomlik. Ezzel 6sszhangban soha nem talaltunk bcd mRNS-t a poszterior
poluson, ami azt jelzi, hogy a follikularis sejtekbdl kibocsatott jelet a petesejt felfogja.
A Rabll mutans petesejtekben megfigyeltiink egy jellegzetes hibas osk MRNS
lokalizacios fenotipust: az 0sk mRNS egyidejlileg a petesejt poszterior polusan és a
kozepén is lokalizalodott. Ez azt jelzi, a Rabll mutans petesejtekben, annak ellenére,
hogy a poszterior mikrotubulus organizald kdzpont felbomlik, a mikrotubulus-halézat
reorientacidja nem teljes. A Rabll mutans petesejtekben a reorientacio utan az anterior
pOlusrol induld mikrotubulusok nem tokéletesek, csupan a petesejt kérgi részérdl eredd
mikrotubulusok épek (THEURKAUF és HAZELRIGG 1998). Ezek a mikrotubulusok
juttatjak az osk MRNS-t és a Kin:B-Gal-t a petesejt kozepére. A Rabll mutans
fenotipusa Osszességében leginkabb a parl mutanséra emlékeztet, hiszen a parl mutans
petesejtekben is felbomlik a poszterior mikrotubulus organizald kozpont, de az 0sk
mRNS mégis a petesejt kozepén talalhatd. A Rabll mutans petesejtekben a hibas 0sk

lokalizacio ideiglenes, ektopikus osk mRNS lokalizaci6 csak a petesejt érésének
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kilencedik stadiumaban figyelheté meg, a tizedik stadiumu petekamrakban az 0sk
mRNS lokalizacidja vad tipust. Ez arra utal, hogy 1étezik egy Rab11-t6l fiiggetlen osk
mRNS lokalizacids Gtvonal is, ami a tizedik stadiumban a citoplazmaéaramlas idejen az
0sk MRNS-t a poszterior poélusra juttatja (GLOTZER ¢és mtsai. 1997). Ezek az
eredmények azt jelzik, hogy a poszterior mikrotubulus organizalé koézpont lebomlasa
nyolcadikig tarté staddiumaiban. Valoészinlileg egyéb tényezok, mint példaul a belsd
membranok is, hozzajarulnak a helyes mikrotubulus-atalakulashoz. Hasonl6 ektopikus
osk mRNS lokalizaciot figyeltek meg a Ter94 mutans petesejtekben (RUDEN ¢és mtsai.
2000). A Ter94 gén egy AAA tipusi ATP-az fehérjét kodol, és szintén a belsd
membranok forgalmaban, nevezetesen az endoplazmatikus retikulum vezikuldinak
hogy a bels6 membranstruktirdk és a sejtvaz egyiittmiikodése fontos szereppel bir az

osk mRNS lokalizal4sdban.

Géncsapda elven alapulo P- elemes mutansizolalas

Géncsapda-inszerciok izolalasa

A géncsapda elven miikodé P-elemmel mutagenezist hajtottunk végre steril és
ivarsejthianyos fenotipusi mutaciok izolaldsa céljabol. Mivel az X kromoszoéman az
autoszomakhoz képest kevesebb mutagenezist végeztek, és az ivarsejthidnyos
fenotipust az X kromoszoémat érintd transzpozonos mutagenezisek sordn nem
vizsgaltak, mi ezt a kromoszémat valasztottuk kisérletiink targyaul (BOURBON ¢és

mtsai. 2002; GANS ¢és mtsai. 1975; PETER és mtsai. 2002; SWAN és mtsai. 2001).
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Mivel a mutagenezis soran az uj P-elem inszerciokat himekben izolaltuk, és ezekbdl az
egyedi himekbdl alapitottunk torzseket, kisérletiink alkalmas volt X kromoszomas
nosténysteril, ivarsejthianyos vagy lathaté fenotipust okozé mutacidok azonositasara. Bar
a mutagenezis kis méretli volt és az X kromoszoma telitését meg sem kozelitette, a
mutans X kromoszémak koriilbeliil 2%-a hordozott ivarsejthianyos mutéaciot. Ez azt
jelzi, hogy a mddszeriink alkalmas ivarsejthidnyos mutaciok azonositasara, illetve, hogy
az X kromoszoman még szamos olyan gén lehet, mely a géncsapda vektorral mutaltatva
ivarsejthidnyos fenotipust eredményez.

A mutagenezis soran izolalt 4j P-elem inszerciok 62%-a az X kromoszdmara
épiilt be, mig az autoszémas inszerciok aranya csupan 38% volt. Ez az eredmény
rendkiviil meglepd, ha tekintetbe vessziik, hogy az X kromoszoma a Drosophila
genomjanak csupan megkdozelitéleg egy 6todét teszi ki. Az X kromoszomas P-elem
beépiilések nagyaranyl megjelenésének a magyaradzata valdszinlileg a mutansizolalas
soran alkalmazott szelekcids modszerben keresendd. A géncsapda P-elem sajatsagainak
megfeleléen, a mutansizolaldsi kisérletben azokra az ) P-elem beépiiléseket tartottuk
meg, melyekben a mutagén P-elem miniwhite markergénje erdsen fejezddik ki, igy
hatasara a W mutans egyed sotétpiros szemszinil lesz, mig a vildgos szemszint okoz6 uj
P-elem inszerciokat nem Oriztik meg (lasd. Anyagok ¢és modszerek ¢és ref.
(LUKACSOVICH ¢és mtsai. 2001)) Annak a magyardzata, hogy a sotétebb szemszinii
allatok kozott meglepden nagy aranyban taldlunk X kromoszomas P-elem inszerciokat,
valoszinlileg a Drosophila X kromoszomajan mitkodé doéziskompenzacios rendszer
jelenlétével kdszonhetd. Az X kromoszomaba beépiilt ,,géncsapdazo” P-elem miniwhite
markergénje a doziskompenzacidos rendszer miikddése kovetkeztében erdsen

kifejezddik, ami a mutansizolalas sordn hasznalt szelekci6 miatt az X kromoszomas P-
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elem beépiilések feldusulasahoz vezet. Természetesen nem tudjuk kizarni, hogy egy
mas, a szelekcios eljarastol fiiggetlen, a ,,géncsapdazd” P-elemre jellemzo eddig
ismeretlen mechanizmus vezetett az X kromoszomas P-elem beépiilések
feldisulasahoz.

A géncsapda elven milkkodé P-elemes mutagenezis soran ivarsejthianyos
fenotipusa alapjan izolaltuk, és részletesen jellemeztiik a Drosophila Moesin gént. Ha a
géncsapda transzpozon a gén belsejébe épiil be, akkor a ,,csapdaba ejtett” génbdl és a
markergénekbdl fuzios mRNS képzodik. A Dmoe-GFP és a miniwhite-Dmoe fuziés
RNS-bdl kiindulé6 RT-PCR alapti klonozas azt bizonyitja, hogy a GT193 inszercid
esetében a géncsapda vektor valoban ,,csapdaba ejtette” a Dmoe gént, azaz a P-elem
beépiilése a gén belsejébe tortént. Bar a GT193 inszercid esetében 1étezik a GFP-bdl és
a Dmoe-bol all6 fuzids mRNS és arrdl a Dmoe kifejez6dési mintazatanak megfeleléen
valosziniileg GFP fehérje is képzddik (LUKACSOVICH és mtsai. 2001), mégsem
tudtunk GFP fluoreszcencidt kimutatni a GT193 inszerciét hordozd ndstények
petekamrajaban. Ennek az lehet a magyarazata, hogy a fuziés mRNS-rdl képz6dott GFP
fehérje szintje til alacsony, és fluoreszcencidja a detektalhatosag szintje alatt marad.

A Dmoe az ERM fehérjecsalad tagja, melyet az emldsokben harom kdzeli rokon
fehérje, az Ezrin, Radixin és a Moesin alkot. A csalad tagjai kdzott az aminosavszintii
szekvenciahomologia igen magas, koriilbeliil 75%, és mindegyikiik a plazmamembran
alatt a sejtek aktinban gazdag részén lokalizdlodik. Mindharom ERM fehérje C-
terminalisan a FERM domén talalhat6, mely lehetévé teszi a kapcsolodéast szamos
membranfehérjéhez (CHISHTI és mtsai. 1998). Az ERM fehérjék képesek kozvetleniil
kotédni a CD44, CD43, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, PKA, E-cadherin, B-catenin

fehérjékhez (HISCOX ¢és JIANG 1999; SERRADOR ¢és mtsai. 1997; SERRADOR és
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mtsai. 1998; TSUKITA ¢és mtsai. 1994; YONEMURA és mtsai. 1998). Az EBP50
fehérje PDZ doménjén keresztiil kozvetve szamos mas fehérjéhez kapcsolodhatnak,
mint példaul NHE3 és a [2-Adrenerg receptor (BRETSCHER és mtsai. 2000). Az
ERM fehérjék N-termindlisdn egy aktink6td domén talalhatdo. Az ERM fehérjéket
doménjeik ¢és szubcellularis lokalizaciojuk alapjan az aktinvdz ¢és a sejthartya
keresztkotéséért felelds fehérjének tartjak. Kiilonb6zoé neviik ellenére az Ezrin, Radixin
¢és a Moesin fehérjéket egy alapfehérje harom izoformajanak tekinthetjiikk. Ezt erdsiti,
hogy a Moesin null mutans egér teljesen egészséges, mivel az Ezrin és a Radixin
valoszintileg helyettesitik a hianyz6 Moesint (DOI és mtsai. 1999). Ezzel dsszhangban
az alacsonyabbrendii allatokban, Drosophila melanogasterben, Caenorabditis
elegansbhan, és Lytechinus variegatusban az ERM csaladnak csak egy tagja, a Moesin,
fordul el6 (BACHMAN ¢és MCCLAY 1995; MCCARTNEY ¢és FEHON 1996). Az
emlésokben meglévd funkciondlis redundancia megneheziti az emlés ERM fehérjék
vizsgalatat. Mivel azonban a Drosophila melanogaster genomja csak egy ERM fehérjét

kodol, kivaloan alkalmas az ERM fehérjék funkcionalis vizsgalatara.

A Dmoe részt vesz az aktin-sejthartya keresztkotésében

A Dmoe mutansokban az ivarsejtek szubkortikalis aktinvdza megvaltozott, szdmos
helyen benyomult a petesejt belsejébe, a szomszédos dajkasejtek szubkortikalis aktinja
pedig elvalt egymastol. Ez a jelenség kétféleképpen magyarazhatd. Az elsd hipotézis
szerint az észlelt aktinhibat a petesejt és a follikularis sejtek kozotti sejt-sejt kapcsolat
meglazuldsa okozza: a két sejt elvalik egymastdl. A cadherin-catenin sejtadhézios
rendszer tagjainak, a DE-cadherinnek és a f-catenninek, illetve egy masik sejtadhézios

molekulanak, a filaminnak mutansaiban irtak le hasonlé aktinhibakat. A DE-cadherin
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¢és a filamin mutansokban a dajkasejtek morfologidja abnormalis, aktinvazuk elvalik
egymastol, a f-catenin ¢és a filamin mutansokban a szubkortikalis aktin benyomul a
petesejtbe (LI és mtsai. 1999; ODA ¢és mtsai. 1997; PEIFER és mtsai. 1993). A Dmoe
részvételét a sejtadhézio kialakitasaban az a megfigyelés is valoszintsiti, hogy az emlds
sejtekben az Ezrin asszocialt a E-cadherinnel és a S-cateninel (HISCOX és JIANG
1999). Az ERM fehérjék antiszensz oligunukleotiddal torténd szupresszioja
csOkkentette az emlds sejttenyészetekben a sejt-sejt és a sejt-szubsztrat adhézidt, a
sejtek elvaltak egymastol (HISCOX és JIANG 1999; TAKEUCHI és mtsai. 1994). A
masodik hipotézis szerint a Dmoe mutansokban a szubkortikalis aktinvaz elvalik a
sejthartyatol. A sejthartya membranfehérjéit a moesin az ERM doménjével koti, a
szubkortikalis aktint pedig az aktink6td doménjével. Elképzelhet6, hogy bar a
szomszédos sejtek adhézidja megmarad, a Dmoe mutansokban a sejthartya-aktin
kapcsolat megszakad. A DE-cadherin ¢és az aktin egyiittes megjelenitésével
bizonyitottuk, hogy az utobbi hipotézis a helyes. A Dmoe mutansokban a sejtadhézio
megmarad, de az ivarsejtek sejthartyaja és az aktinvaz kozotti kapcsolat meggyengiilése
miatt az aktinvaz elvalik a sejthartyatol. A Moesintél eltérden a filamin és a S-catenin
mutansokban soha nem tapasztaltak a poszterior poluson lokalizalt molekulak (osk és
orb mRNS-ek, STAU ¢és Dynein fehérjék) hibas lokalizacidjat (LI és mtsai. 1999;
PEIFER és mtsai. 1993). Ez azt mutatja, hogy a filamin és a f-catenin mutansokra
jellemzd sejtadhézids hibak nem befolyasoljdk a petesejtben a szimmetriatengelyek
kialakulasat és a poszterior poluson lokalizalt molekulak eloszlasat. A Dmoe a sejt-sejt
adhézio fenntartdsatol fliggetleniil jatszik szerepet a poszterior poluson lokalizalt

molekulak lokalizaciojaban
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A Dmoe és az osk lokalizacio

A Dmoe mutansaiban hibas osk mRNS és OSK fehérje eloszlast talaltunk. Az osk
lokalizacioja a poszterior poluson két 1épésbol all. Az elsé 1épés az osk mMRNS
poszterior polusra torténd szallitdsa, a masodik 1épés az 0sk mRNS és OSK fehérje
lokalizaciojanak fenntartasa a poszterior poéluson. Az 0sk mRNS szallitasat a poszterior
pOlusra mikrotubulus-rendszer végzi (BRENDZA ¢s mtsai. 2000; CLARK ¢és mitsai.
1994; GLOTZER ¢és mtsai. 1997). A petesejtben a szubkortikalis aktinvaz sziikséges a
normalis mikrotubulus- halézat fenntartasdhoz: CytochlasinD- kezelés és egyes
aktinkot6 fehérjéket kodolo gének (capu, spire, chic) mutacidinak hatasara a petesejt
mikrotubulusvdza nem megfeleld iddben alakul at, és korai mikrotubulusfiiggd
citoplazmaaramlas indul meg a petesejtben, ami megszakitja a Kin:-Gal és az 0sk
mRNS ¢és az OSK fehérje lokalizacidjat a poszetrior poéluson (CLARK és mtsai. 1994).
Mivel a DMOE is egy aktinkoté fehérje, felmeriil annak lehetésége, hogy mutacioi
korai citoplazmaaramlas indukalasaval sziintetik meg az oSk mRNS és az OSK fehérje
lokalizaciojat. Mivel azonban a Dmoe mutdns petekamrakban nem tapasztaltunk
abnormalis mikrotubulus- eloszlast és a Kin:3-Gal is helyesen lokalizalodott, kizarhato,
hogy a Dmoe az aktin-mikrubulus kapcsolat befolyasolasaval okoz hibas osk mRNS
lokalizaciot. Mivel a Dmoe muténs petekamrdkban a mikrotubulusvaz ép, és a Kin:[3-
Gal is helyesen lokalizalodik, az osk mMRNS poszterior polusra torténé szallitasa
zavartalanul megtorténik.

Az o0sk mRNS poszterior poélusra torténd szallitdsdhoz sziikséges a
mikrotubulusvdz, de a lokalizdci6 mésodik Iépéséhez, a lokalizalt RNS poszterior
poluson torténd rogzitéséhez mar nem (CLARK ¢és mtsai. 1994). Ebben a folyamatban

valosziniileg az aktinvdz jatszik fontos szerepet. Az aktinvdaz mRNS lokalizacioban
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betoltott szerepét szamos rendszerben kimutattak. A Xenopus petesejtjében példaul az
aktinvaz sziikséges a Vgl1 mRNS rogzitéséhez a vegetalis poluson (HAVIN és mitsai.
1998). Elesztdben az aktinvaz végzi az aktin és az Ashl mRNS-ek lokalizalasat (LONG
¢és mtsai. 1997; SUNDELL és SINGER 1991). A Drosophila esetében az aktin szerepe
az mMRNS- lokalizacioban kevéssé vilagos. Szamos megfigyelés valoszinlisiti azonban
az aktinvaz részvételét az 0sk mRNS és OSK fehérje poszterior poluson torténd
rogzitésében. A petesejt mikrotubulusainak kolhicines destabilizalasa megsziintette a
Kin:B-Gal lokalizaciojat a poszterior poluson, mig az 0Sk mRNS ¢és fehérje poszterior
lokalizacidja megmaradt, ami azt sugallja, hogy a mikrotubulusoktol fliggetlen
sejtvazelem - feltehetéen az aktinvaz - végzi az 0Sk mRNS és fehérje poszterior
poluson valo rogzitését (CLARK ¢és mtsai. 1994). Az aktinvdz fontos szerepére utal
tovabba az is, hogy a Drosophila embriokat az aktint depolimerizal6 citochalasinD-vel
kezelve a poszterior poluson lokalizalt mRNS-ek és fehérjék lokalizacidja megsziint
(LANTZ és mtsai. 1999). Az aktinkoté fehérjét kodolo Tmll gén mutacidinak
vizsgalata szintén azt valdszin{siti, hogy a poszterior poluson lokalizalt oSk mRNS és
OSK fehérje megtartasat az aktinvaz végzi (ERDELYT és mtsai. 1995; TETZLAFF és
mtsai. 1996). A Dmoe mutans vizsgalata is ezt tamasztja ala. Mivel a Dmoe mutans
petekamrakban a mikrotubulusvaz ép, és a Kin:B-Gal is helyesen lokalizalodik, az osk
mRNS poszterior polusra torténd szallitdsa is zavartalanul megtorténik. A Dmoe
mutans petesejtben megfigyelt hibas osk mRNS és OSK fehérje lokalizacionak az oka
ezért nem az O0SK mRNS mikrotubulusfiiggd szallitasa szallitdsaban, hanem a
mikrotubulusvaztol fliggetlen, aktinfiiggd rogziilésben keresendo.

Az osk mRNS ¢és OSK fehérje poszterior poluson torténd rogzitéséhez sziikség

van arra, hogy az odaszallitott oSk mRNS transzlalodjon. A lokalizalt OSK fehérje
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kapcsolodik az 0sk MRNS-hez és pozitiv visszacsatolassal serkenti sajait mRNS-énck
rogzitését a poszterior péluson (MARKUSSEN ¢s mtsai. 1995; RONGO ¢és mtsai.
1995). A Dmoe mutansban azonban a lokalizalt OSK fehérje poszterior poluson torténd
rogzitése hibas. Az OSK fehérje-osk mRNS komplex nem marad a poszterior poluson,
hanem kiilonb6z0 tipusu hibas lokalizaciokat mutatva elvandorol onnan. Sz¢lsdséges
esetben az OSK fehérje egyenletesen closzlik a petesejtben, vagy lebomlik, igy
jelenlétét immunfestéssel és Western analizissel nem lehet kimutatni. A Dmoe
mutansban az OSK fehérje és osk mRNS rogzitésének hibajat a poszterior poluson az
aktinvaz abnormalitasa erdményezi. A Dmoe az aktin-sejthartya kapcsolat
stabilizalasaval lehetdvé teszi a poszterior pdluson jelen 1€vd rogzitd komplex helyes
miitkodését. Kisérleteink nem alkalmasak annak megvalaszolasara, hogy az osk mRNS
vagy az OSK fehérje vagy pedig mindkettd rogziil-e a poszterior poluson. Ugy
gondoljuk azonban, hogy az OSK fehérje stabilizalodik a poszterior pdluson, és ehhez
kapcsolodva rogziil az osk mMRNS. Az osk mRNS transzlacidja ugyanis id6ben
egybeesik az osk géntermékek a poszterior poluson torténd rogziilésével. Az OSK
fehérje szerepét jelzi ebben a folyamatban, hogy a misszensz osk mutans petesejtekben
az osk mRNS delokalizalodik a poszterior polusrol (KIM-HA és mtsai. 1991). A vad
tipusi petesejtekben az 0Sk mRNS eleinte gombszeri strukturaban van jelen a
poszterior polus kozelében, majd a transzlacié kezdetével egyiddben félholdszeriien
szétoszolva rogziil a kéreg alatt (RONGO ¢és mtsai. 1995). Ez a szétoszlas OSK fehérje
hianyaban nem jatszodik le (DOLLAR és mtsai. 2002). A félholdszerii osk mMRNS
eloszlas kevésbé érzékeny kolhicines kezelésre, ami azt mutatja, hogy az OSK fehérje
mikrotubulustol fliggetlen sejtvazelemhez koti az 0osk mMRNS-t (POKRYWKA és

STEPHENSON 1995). Az aktinvaz szerepét az OSK fehérje poszterior poluson vald
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rogzitésében az a megfigyelésiink is alatamasztja, hogy a Dmoe mutans petekamrakban
az aktin gyakorta kolokalizaloédott az OSK fehérjével a vad tipustol eltérd helyen is.

Az osk géntermékeknek a Dmoe mutans petesejt lateralis kérgi részén torténd
lokalizacioja azt jelzi, hogy a lateralis aktinvaz is képes rogziteni az OSK fehérjét. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy az osk géntermékek lokalizaciojanak a helyét a poszterior
poluson nem az aktinvaz hatarozza meg. Nagyon valoszinili, hogy a poszterior polus
helyét a polarizalt mikrotubulusvaz hatarozza meg, azaltal, hogy az osk mMRNS-t a
petesejt meghatarozott helyére széllitja. A helyspecifikus transzlacid utan a poszterior
poluson a keletkezd OSK fehérje rogziil a kozeli aktinvazon, és serkenti sajat mRNS-

Osszefoglaloan megéllapithatjuk, hogy a Dmoe a mikrotubulusvaztol és a
petesejt-follikularis sejt kommunikaciotol fliggetleniil hat az osk géntermékek
lokalizaciojara. A Dmoe az aktinvaz-sejthartya kapcsolat befolydsolasaval, az OSK
fehérjének a poszterior poOluson torténd rogzitésén keresztiill hat az ivarsejtek

kialakitasara.

A Dmoe és a bordersejtek vandorlasa

A Dmoe muténs petekamrakban a bordersejtek normalisan differencidlodnak, mivel a
petekamra anterior csficsdn talalhato follikularis sejtek mindig kifejezik az slbo!
enhanszercsapda markert. A differencialédott bordersejtek mozgasa azonban hibas a
Dmoe mutansokban. Ez a megfigyelés 6sszhangban van azzal, hogy az emlds Rat-1
fibroblaszt sejtekben az Ezrin a vandorld sejtek vezetd élében (leading edge)
lokalizalodik, inaktivaldsa megsziinteti a sejthartya kitliremkedéseit €s a sejtvandorlast

(LAMB és mtsai. 1997). A sejtek mozgasahoz a sejtek kozotti és a sejt-extracelluléris
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matrix kozotti interakciok és az aktinvaz dinamikus valtozasai sziikségesek. Szamos
aktinvazat befolyasold fehérjét kodold gén ismert (profilin, PKA, Rac, DE-cadherin, f-
catenin), melyek mutacidja befolyasolja a bordersejtek vandorlasat (LANE és
KALDERON 1995; MURPHY ¢és MONTELL 1996; ODA ¢és mtsai. 1997;
VERHEYEN ¢és COOLEY 1994). A bordersejtek nagy mennyiségl aktint tartalmaznak,
¢s magas szinten expresszaljak a profilint, melynek hianya a sejtvandorlas lelassulasat
eredményezi. Mivel a profilin a G-aktin polimerizacidjahoz sziikséges, a vandorlas
hibajanak oka a profilin mutansokban a bordersejtek aktinvazanak dinamikus
valtozasanak hibaja lehet (VERHEYEN ¢és COOLEY 1994). A Moesinnek nem
ismeretes szerepe az aktin polimerizacidjban, a bordersejtekre gyakorolt hatasat
valdszinlileg nem ezen a szinten fejti ki. Egy tovabbi, a bordersejtek vandorlasat
befolyasoldo gén a PKA, mely minden bizonnyal indirekt moédon hat a bordersejtek
vandorlasdra. A PKA mutdnsokban a dajkasejtek fuziondlnak, igy a bordersejtek nem
tudnak zavartalanul athatolni a dajkasejtek kozott (LANE és KALDERON 1995). A
Dmoe a PKA-val azonos moddon akadalyozza a sejtvandorlast. A bordersejtek
vandorlasat befolyasold tovabbi gén, a Rac, egy kis GTP-azt kodol, és mutacidja a
Moesinhez hasonloan hibas bordersejtvandorlast okoz. A Rac mutansban a bordersejtek
nem képeznek a dajkasejtek kozé behatold aktingazdag filopddiumokat (MURPHY és
MONTELL 1996). A filopodiumok kialakulasat nem vizsgaltuk a Dmoe mutansokban,
igy a Dmoe kozvetlen szerepe ebben a folyamatban nem zarhat6 ki. A cadherin-catenin
sejtadhézios komplex is sziikséges a dajkasejtek vandorlasahoz, hiszen a DEcadherin
és a p-catenin mutacioi is hibas bordersejtvandorlast okoznak, ami a sejt-sejt

kapcsolatok megsziinésének ¢és dinamikus ujraalakuldsanak hibdjara utal (ODA és
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mtsai. 1997). Az emlbs sejtekben egy ERM fehérje, az ezrin, asszocialt az E-
cadherinnel és a p-cateninnel (HISCOX és JIANG 1999). Nem valoészinii azonban,
hogy a Dmoe a cadherin-catenin komplexen keresztiil, a sejtadhézié befolyasolasaval
hat a dajkasejtek vandorlasara, mivel az aktinvaz és a DE-cadherin egyiittes festésével

bizonyitottuk, hogy a Dmoe mutansokban a sejtek adhézidja megmarad.

A Dmoe és a gyuriicsatornak

A Dmoe mutins petesejtek citoplazmajaban taldltunk a sejthartyarol leszakadt
gyliricsatornadkat. Immunolokalizacios kisérletiink azonban megmutatta, hogy a Dmoe
nem komponense a gytirlicsatornadknak, és a gylirlicsatorna kozelében a sejthartyan sem
mutat felhalmozodast. A Dmoe-hez hasonlod gytirlicsatorna-fenotipust tapasztaltak
Cdc42, RhoL, p-catenin, DE-cadherin, PKA mutansokban, melyek szintén nem tagjai a
gylriicsatorndknak (LANE és KALDERON 1995; MURPHY ¢s MONTELL 1996;
ODA ¢és mtsai. 1997). Ezekr6l a génekrdl azt gondoljak, hogy nem a gyiirlicsatorndk
felépitéséhez sziikségesek, hanem a gylirlicsatorndk sejtmembranhoz torténd
rogzitéséhez nélkiilozhetetlenek. Ezekhez a génekhez hasonldan valdszintileg a Dmoe
sem a gylrlicsatorndk szerkezetének kialalkitasdban vesz részt, hanem minden
bizonnyal a kortikdlis aktinvdz és a sejthartya integritdsdnak és stabilitasanak
szabalyozasaban jatszik szerepet, mutacidja kozvetve vezet a gylirlicsatorna-sejthartya

kapcsolat megszakadasahoz.
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A Moesin és a Rabll lehetséges kapcsolata

Bar a Rab11-nek és a Dmoe-nek az osk mRNS és az OSK fehérje lokalizacioban
betoltott szerepe valoszinlileg kiilonb6zo, elképzelhetd, hogy a két fehérje kozvetve
kolcsonhatasba 1ép egymassal. Elesztd kettés hibrid rendszer, koimmunoprecipitacio és
GTP overlay segitségével kimutattdk, hogy a human Rabll fehérje fizikai
kolcsonhatasba 1ép egy ERM- szerii domént tartalmazo fehérjével, az Eferinnel
(HALES ¢és mtsai. 2001; PREKERIS és mtsai. 2001). A human Rab11 normal patkany
vese (NRK), MDCK ¢és HeLa sejtvonalakban kolokalizalodott az Eferinnel. A human
Spire és a Rabll gének vizsgalata jelzi, hogy az aktinvaz és a belsé membranok kozott
szoros funkcionalis kapcsolat van. A human Rabll fehérje fizikailag kolcsonhatasba
Iép, illetve az NIH 3T3 sejtvonalban kolokalizalodik a human Spire fehérjével
(KERKHOFF ¢és mtsai. 2001). A Spire egy aktinkoté fehérje, ami kapcsolodik az
intracellularis membranokhoz. A Drosophilaban Spire és a Rabll a poszterior gének
csoportjaba tartozik; mindkettdjiik mutacioi az 0sk mRNS hibas lokalizaciojat okozzak.
Szamos tovabbi megfigyelés bizonyitja, hogy az ERM fehérjék fontos szerepet
jatszanak a membranok dinamikdjaban és az endocitotikus membranforgalomban
(6sszefoglalva: 1d. (BRETSCHER 1999) (BRETSCHER és mtsai. 2000; LOUVET-
VALLEE 2000). A f2-adrenerg receptor reciklizaciojahoz sziikség van az ERM
fehérjék jelenlétére (CAO és mtsai. 1999). A gyomor parietalis sejtjeiben a H*-ATP-dz
reciklizacigja soran az Ezrin foszforillalodik (AGNEW és mtsai. 1999). Az ERM
fehérjék szerepét sejteti az endocitotikus membranforgalomban, hogy az Ezrin és a

Moesin asszocialt az endoszomaval (HARDER ¢s mtsai. 1997). A Drosophila Rab11-
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nek az osk mRNS szallitasan kiviil -a Moesinhez hasonldan- szerepet tulajdonitanak az

OSK fehérje rogzitésében is (DOLLAR ¢és mtsai. 2002).

crer

crer

mikrofilamentumok ¢és a membranok szoros funkcionalis kapcsolatban allnak.
Valo6szinii, hogy az egyik komponens hibas miitkodése a masik két rendszer mikodését
is megzavarja. Bizonyos, hogy a jovOben a Dmoe és a Rabl1l gének tovabbi vizsgalata

értékes informéciokkal fog szolgalni ennek a sejtrésznek a mitkddésérdl.
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SUMMARY

The anterior-posterior and dorsal-ventral axes of the Drosophila embryo
originate from the inherent asymmetry of the egg chamber and depend on the
localisation of specific mMRNAs within the developing oocyte. Abdomen and germ cell
development of Drosophila melanogaster embryo requires proper localisation of oskar
(osk) mRNA to the posterior pole of the developing oocyte. osk mRNA localisation
depends on complex cell biological events like cell-cell communication, dynamic
rearrangement of the microtubule network, and function of the actin cytoskeleton of the
oocyte. Transport of the osk mMRNA is mediated by microtubules, while anchoring of
the osk gene products at the posterior pole of the oocyte has been suggested to be
microfilament dependent. To investigate the cellular mechanisms involved, we
performed two mutagenesis screens: an interaction type and a loss-of-function type of
screen. In my thesis | describe the mutageneric screens and the detailed analysis of two

new members of the group of genes involved osk mRNA localisation (posterior group).

Interaction type of genetic screen

To identify new members of the posterior group of genes, we performed a
mutageneric screen, based on dominant genetic interaction. We found two sensitive
genetic backgrounds by which it was possible to monitor the effect of dominant
enhancers on both the abdomen- and the germ cell-less phenotypes. We isolated
dominant enhancers (E(To)) of the intermediate abdomenless phenotype of the Tml1°°

ca/st osk® Tml1¢" genetic background. Newly induced mutations were first screened in
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this sensitised background. In this screen we isolated 14 dominant enhancers of the osk-
and Tmll-based abdomenless phenotype. The second sensitised background was
composed of TmII*® and TmlI®%?° alleles and exhibited a leaky germ cell-less
phenotype. We introduced E(To) mutations, identified in the first sensitive background,
into the TmII1®9%/TmII®92° background and measured their effect on the germ cell-less
phenotype. Seven E(To) mutations enhanced the germ cell-less phenotype of the second
sensitive mutant background as well, confirming that these mutations are indeed
members of the posterior gene hierarchy. Complementation analysis revealed the
allelism with three previously known genes, involved in osk mRNA localisation
demonstrating the usefulness of our approach. Furthermore, we have isolated two lethal
alleles of the Drosophila homologue of the Rabll gene by their dominant E(To)
phenotypes. We performed the detailed phenotypic analysis of Drosophila Rabll, a
gene encoding small monomeric GTP-ase involved in the regulation of the cytoplasmic
membrane trafficking. Using semi-sterile Rab1l1l combinations we observed a weak
germ cell-less phenotype, which is characteristic for mutations of many genes involved
in abdomen and germ cell development. Given the fact that two Rabl1l alleles were
identified as modifiers of an osk-deficient genetic background, we examined the osk
MRNA distribution in the viable Rabll heteroallelic combinations. At stage 9of
oogenesis, transient abnormal osk mMRNA localisation patterns were detected in the
Rabl1l mutant oocytes. The strongest observed abnormality was a scattered osk mRNA
staining pattern in the oocyte, which mostly concentrated near to the posterior pole. In
addition, osk mRNA mislocalized to an ectopic site in the center of the oocyte. We also
observed an intermediate phenotype in the mutant egg chambers in which the normal

posterior and the mislocalized central osk stainings were simultaneously present. The
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effect of Rab11 mutations on osk localisation was found to be germ line dependent, and
they did not affect either localisation of grk and bcd mMRNAs or communication events
between the oocyte and the follicle cells. By direct visualisation of the microtubules we
showed that Rabll is involved in the regulation of the polarized microtubule
cytoskeleton of the developing oocyte: instead of the wild type anterior-to-posterior
microtubule polarity we observed mainly cortical microtubule accumulation in the
Rab11l mutant oocytes. We demonstrated that the ectopic osk mMRNA localisation in the
Rabll mutants is a consequence of an abnormally polarized oocyte microtubule
cytoskeleton. Our results indicate that the internal membranous structures play an
important role in the microtubule organization of the Drosophila oocyte, and thus in

oskar RNA localisation.

Loss-of function screen with ,,gene trap” P-element

By a P-element mediated loss-off-function screen on the X chromosome we
isolated two mutations with germ cell-less phenotype. Molecular cloning of one of
them revealed that the P-element inserted into the Drosophila Moesin (Dmoe) gene, the
only Drosophila member of the ERM family. Subsequent complementation analyses
using a collection of P element induced mutations, revealed the existence of five
additional insertional alleles of Dmoe. In addition to the germ cell-less phenotype,
detailed phenotypic analysis of the Dmoe allele combinations revealed several
additional pleiotropic Dmoe phenotypes such as lethality, female sterility, border cell
migration deffects and imperfect eye and wing development. In my PhD thesis | focus

mainly on the maternal effect germ cell-less phenotype. Western blot analysis of Dmoe
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mutant ovaries revealed a reduction in the DMOE protein level and precise excisions of
P elements from Dmoe alleles restored wild type germ cell development. These results
demonstrate that the maternal effect germ cell-less phenotype is a direct consequence of
P-element insertions in the Dmoe gene. Since ERM proteins have been suggested to
function as crosslinkers between the actin network and the cell membrane, we
examined the organisation of actin filaments in Dmoe oocytes. Instead of a tight, wild
type subcortical localisation, in Dmoe mutants the actin network seemed to be detached
from the cortex, and often intruded into the cytoplasm of the oocyte either at the
posterior pole or at more lateral regions. By simultaneous visualisation of actin and DE-
cadherin, a transmembrane protein, we showed that at actin intrusion sites, DE-
cadherin distribution was normal. These results demonstrate that in Dmoe mutants, the
gross morphology of the oocyte cell membrane is normal, and that the observed actin
abnormality is due to detachment of subcortical actin from the cell membrane. We
concluded therefore, that one of the functions of Dmoe in the developing oocytes is to
crosslink the subcortical actin network and the cell membrane.

Since the embrionic germ cell development depends on the anterior to posterior
transport and subsequent anchoring of osk mRNA, we examined the distribution of osk
mRNA in Dmoe oocytes. Instead of the characteristic, wild type posterior localisation
we found several different types of abnormal osk mRNA distribution in the mutants.
Most frequently, the mislocalised osk mMRNA appeared in a scattered pattern near the
posterior pole. Mislocalisation of osk mMRNA to the central regions of oocytes was also
observed. In some stage 10 oocytes, ectopic osk mMRNA was found to be localised
tightly to the lateral cell cortex. Consistently, another pole plasm component, the

STAUFEN (STAU) protein, which always colocalises with osk mRNA, showed a
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identical distribution to that of osk mMRNA in the mutant oocytes. Similar osk mMRNA
mislocalisation has been observed when signalling between the oocyte and the
surrounding somatic follicle cells is disrupted. In Dmoe mutants, however, the oocyte-
follicle cell communication was unaffected, as indicated by the correct expression of
polar follicle cell specific enhancer trap markers, and by the correct localisation of bcd
and grk mRNAs and the oocyte nucleus. In the Dmoe oocytes, furthermore, a normal
arrangement of the microtubule network was found both by immunostaining and by
direct in vivo visualisation of the microtubules using Tubulin:GFP or Tau:GFP. By a
simultaneous visualisation of STAU protein and microtubule plus ends we showed that
STAU mislocalisation is not a consequence of an abnormal microtubule network. In
Dmoe mutant oocytes, the plus ends of the microtubules normally point to the posterior
pole, as demonstrated by the correct localisation of Kin:B-Gal. In contrast, however,
STAU is mislocalised, suggesting that the mislocalisation of osk mMRNA is not a
consequence of abnormal transport; rather, it appears to be caused by abnormal
anchoring. In order to further investigate the role of DMOE in osk regulation we
examined the distribution of OSK protein in Dmoe mutants. In the Dmoe oocytes
mislocalised OSK protein was found to be similarly mislocalised as osk MRNA was. By
simultaneous visualisation of actin and OSK protein in mutant oocytes, we detected a
close correlation between OSK and subcortical actin localisation. In the rare cases when
detachment of actin from the cell membrane occurred at the posterior pole, we observed
that OSK protein was colocalised with the ectopic actin network. This ectopic
colocalisation of the actin network and OSK protein in Dmoe mutants is the first
demonstration that actin anchors OSK to the subcortical area of the oocyte.

Additionally, we observed a novel osk mRNA and protein delocalisation phenotype in
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Dmoe mutants where osk products were tightly localised to lateral segments of the
subcortical actin. This result indicates that the lateral actin network is also able to
anchor osk mRNA and protein. Furthermore, this observation suggests that the focus of
the posterior localisation of osk products in the wild type is defined by factors other
than actin, most probably by the initial posterior transport of osk mRNA to this region.
We propose that after its site-specific translation, OSK is bound to the nearby actin
region where it is tightly anchored, and subsequently promotes localisation of its own

MRNA and a host of other posterior specific factors.

In my PhD thesis | describe the performance of two mutagenesis screens, by
which we isolated mutants of several novel posterior group genes. | present the detailed
analysis of two posterior genes, Rab11l and Dmoe. This PhD thesis shows that Rab11l
affect the posterior transport of osk mRNA, while Dmoe is required for actin

organisation of the oocyte and anchoring of the osk gene products at the posterior pole.
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