Az ivarsejtek kialakitasaban szerepet jatszé poirot gén

azonositasa és jellemzése Drosophila melanogasterben

Ph.D. értekezés tézisei

Készitette: Sinka Rita

Témavezeto: Dr. Erdely1 Miklos

MTA Szegedi Biologia Kozpont

Genetika Intézet

Szeged, 2002



BEVEZETES

Altalanos bevezetés és célkitizés

IRODALMI ATTEKINTES
A Drosophila melanogaster petefejlodése és korai embriogenezise
A petekamra polaritasanak kialakulasa

Az osk mRNS és fehérje szabalyozasa

ANYAGOK ES MODSZEREK

Tenyésztési koriilmények és a felhasznalt Drosophila torzsek
A hobo elem kiugrasztasa

Embrionalis kutikula preparatum

Drosophila embriék immun-hisztokémiai festése
Drosophila ovariumok immun-hisztokémiai festése
Digoxigenin jelolt DNS proba eléallitasa

RNS in situ hibridizalas

Oriaskromoszéma in situ hibridizalas

Ivarvonal transzformalas Drosohilaban

Fehérje preparalas, Western blot

Klonozas és a menekitd konstrukt elkészitése
Total RNS tisztitas

Northern hibridizacio

Reverz transzkripcié, RT-PCR

Prt-GST fazios fehérje eléallitasa

Prt ellenanyag termeltetés nyulban

Prt-Gfp fuziés fehérje eloallitasa

A Kkisérletek soran hasznalt, altalunk tervezett szintetikus primerek

10
10
15

16

18
18
19
19
20
21
22
23
25
27
28
30
31
32
34
35
38
39

40



Internetes adatbazisok, szolgaltatasok és felhasznalt szoftverek

EREDMENYEK

A prt%® mutacio azonositasa és fenotipusos jellemzése
A prt® mutacio térképezése

A prt% gén klonozasa és jellemzése

A prt®® mutaciéo molekularis jellemése

Az ivarsejthianyos fenotipus menekitése prt transzgénnel

40

41
41
44
46
49

53

A Prt protein kimutatasa ellenanyaggal és sejten beliili eloszlasanak megallapitasa

Az 0sk mRNS és fehérje lokalizaciojanak és a fehérje mennyiségének vizsgalata

A prt% és a btk29A allélok genetikai interakcioja
AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA
AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

FUGGELEK

Az osk mRNS lokalizaciojaban szerepet jatszé gének

s rer

SUMMARY
IRODALOMJEGYZEK
KOZLEMENYEK JEGYZEKE

KOSZONETNYILVANITAS

54
59
66

68

70

77
77

91

95

101

108

109



Bevezetés

Altalanos bevezetés és célkitiizés

A Drosophila melanogaster-ben, mint a legtobb szervezetben az ivarsejtek 6sei mar az
egyedfejlédés korai stadiuméban elkiiloniilnek a testi sejtektol, majd az dsivarsejtek egy
meghatarozott differencialédasi programot kovetnek. Ennek eredményeként jonnek 1étre
a petesejtek és a himivarsejtek. A muslica petéjére jellemz06 egy specidlis citoplazma rész,
az ugynevezett ivarplazma vagy polaris plazma, amely mar az oogenezis alatt a fejlddd
petekezdemény hatulsod részén kialakul, majd az érett petében is fennmarad. A polaris
plazma, szik mentes, fénymikroszkdpban is lathato, attetszd citoplazma részlet. A polaris
plazma az anyai hatdsi géntermékeket, RNS-eket ¢és fehérjéket specialisan szervezett
formaban tartalmazza, mely sziikséges és elégséges feltétele az embriondlis ivarsejtek
kialakuldsanak. Ezek az embriondlis ivarsejtek lesznek a kifejlett allat dsivarsejtjei.

Geigy mutatta be eldszor (1931), hogy a poszterior poluson 1évé polaris plazma
beépiil az embriondlis ivarsejtekbe €s sziikséges azok lefiizddéséhez. A korai embrionalis
korban végzett UV besugarzds hatasara a polaris plazma szétroncsolhatd, a
megtermékenyitett petébdl steril felnétt allat fejlodik. Geigy azt is megmutatta, hogy az
ivarszerveknek a testi sejt eredetli komponensei az ivarsejtek hidnyaban is kialakulnak,
melybdl arra kovetkeztetett, hogy az ivarszervek testi eredetli és ivarvonal specifikus
komponensei fiiggetlen fejlodési vonalat képviselnek. Okada (1974) UV fénnyel
besugarazott embridba vad tipusu poléris plazmat {iiltetett és ivarsejtek képzddését
tapasztalta (Okada és mtsai., 1974). Ezzel bizonyitotta, hogy a polaris plazma elegendd

az ivarsejtek képzéséhez. Ezt ektopikus helyre torténd poléaris plazma atiiltetéssel



megerdsitették Mahowald és munkatéarsai (Illmensee és Mahowald, 1974). A polaris
plazma atiiltetése sordn azt tapasztaltdk, hogy bar kis mértékben, de mind az embrio
anterior, mind kozép-ventralis részére tortént polaris plazma atiiltetés ektopikus
embriondlis ivarsejtek kialakuldsdhoz vezetett. Szdmos biokémiai vizsgélat irdanyult a
polaris plazma alkotorészeinek elkiilonitésére petesejtben és az embridban egyarant, de
nem sikeriil olyan frakciot elkiiloniteni, amely polaris plazma alkotorészeket tartalmazott
volna (Warren és Mahowald, 1979).

A polaris plazma kutatdsa a Drosophilaban jol kidolgozott, genetikai mddszerek
felhasznalasaval lehetséges. Ivarsejthianyos mutans fenotipussal szamos polaris plazma
komponenst azonositottak. Ezen mutaciok genetikai vizsgalata feltarta, hogy a polaris
plazma Osszeszervezddése 1€épcsdzetes folyamat, a kialakitasaban szerepld gének linearis
hierarhiaba szervezddnek (Lehmann és Nusslein-Volhard, 1986; Ephrussi és mtsai.,
1991). Az ivarplazma kialakulasanak feltétele a poszterior polus kijelolése a fejlédo
petesejtben.

Az oskar (osk) mRNS és fehérje poszterior lokalizacidja kulcsfontossagu elem a
poszterior polus és a polaris plazma kialakitdsaban és fenntartdsdban a petefejlodés késoi
és az embriogenezi korai stddiumaiban. Ezt bizonyitja, hogy embrionalis ivarsejtek
képzodését tapasztaltak ektopikus, anterior 0Sk mRNS lokalizaciot kovetden, illetve az
osk taltermeltetésével szam feletti, mig expresszidjanak csokkentésével jelentOsen
lecsokkent szamt embrionalis ivarsejt kialakulasat tapasztaltak (Smith és mtsai., 1992;
Ephrussi és Lehmann, 1992).

A polaris plazma nemcsak az ivarsejtek, hanem a potroh kiakitdsahoz is

sziikséges. Mivel a potrohképzddés megvalosulhat ivarsejtek kialakulasa nélkiil is, igy



megallapithatd, hogy alacsonyabb Osk fehérje mennyiség elegendé a potroh, mint az
embriondlis ivarsejtek kialakitadsahoz. Ezt egésziteti ki Ephrussi és Lehmann kisérlete,
amelyben az osk mRNS kodold részét az anterior morfogén bicoid lokalizacidjat
szabalyozd 3’-UTR részével épitették Ossze. A hibrid osk mRNS képes volt a bicoid
lokalizacios ¢és transzlacidos szabdlyozasanak megfelelden az anterior poluson
lokalizalddni, transzlalodni, poldris plazmat Osszeszervezni és potrohot és embrionalis
ivarsejteket képezni az anterior poluson (Ephrussi és Lehmann, 1992). Tehat az osk
géntermék sziikséges és elégséges feltétele a polaris plazma Osszeszervezésének, az
ivarsejtek és a potroh determinalasanak. Az osk ektopikus kifejeztetésével lehetdség nyilt
elkiiloniteni azokat a géneket, amelyek az ivarplazma kialakitasahoz, illetve azokat,
amelyek az osk mRNS poszterior poluson torténd lokalizaciojahoz sziikségesek.

Az osk mRNS lokalizacidja tehat kulcsfontossagi kezddlépése a polaris plazma
megszervezésének. Az 0sk géntermékek sejtbiologiai vizsgalata megmutatta, hogy
nemcsak az osk mMRNS-nek, hanem a fehérjének is rogziilnie kell a poszterior polushoz.
Sem az osk mRNS, sem az Osk fehérje poszterior polushoz vald kotédésének a pontos
mechanizmusa még nem ismert. Abban az esetben, ha mind az RNS lokalizacioja,
transzlacidja és a fehérje kikotodése is normalis, akkor megteremtddik Ujabb elemek
polaris plazmahoz val6 kapcsolddasanak a lehetdsége. Ilyen a Vasa fehérje (Hay és mtsai.
1988), majd ezt kdveti a Tudor fehérje lokalizacidja (Boswell, Mahowald, 1985). A fenti
fehérjék mindegyike a polaris plazma kialakitdsdn keresztiil a potroh és az ivarsejtek
kialakitdsdhoz is sziikséges, hianyuk ivarsejthianyos és potrohhidnyos fenotipussal jar
egyiitt. Habar a potroh kialakitasaban kulcsfontossaga pumilio és nanos morfogének is a

polaris plazmaba lokalizdlodnak, de ezek nem sziikségesek a polaris plazma



OsszeszervezOdéséhez. A potroh kialakitdsaban van funkciojuk, illetve a mar lefiiz6dott
embriondlis ivarsejtek vandorlasdhoz sziikségesek (Wang €s Lehmann, 1991). A polaris
plazmanak olyan komponensei is ismeretesek, amelyek kizarolag az ivarsejtek
kialakitasahoz sziikségesek, a potrohképzéshez nem. Ilyen a germ cell-less RNS és
fehérje, a mitokondridlis nagy riboszomalis RNS és a polaris plazma komponens RNS.
Ezek egyike sem tud 6nmagéaban ektopikus helyen embrionalis ivarsejteket indukalni,
szemben a f6 polaris plazma komponenssel az 0sk-ral.

A polaris plazma 6sszeszervezOdése rendkiviil Osszetett sejtbiologiai folyamat,
melyben szamos pleiotrop jellegli géntermék jatszik szerepet, amelyek nemcsak az
ivarsejtek kialakitdsdhoz, hanem mads é¢letfolyamatokhoz is sziikségesek. Az ilyen, az
ivarsejtek kialakitdsaban is szerepet jatszo gének azonositdsira kiillonbozo tipusu
mutansizolalasi technikakat alkalmaznak.

A genetikai mozaikossagon alapulé modszer alkalmas lehet pleiotrop gének
azonositasara. Ebben az esetben a homozigdta ivarsejtekbdl €s a heterozigota testi
sejtekbdl allo, un. mozaikos allatokban vizsgalhatd a kérdéses mutdcido szerepe az
ivarsejtsors kialakitdsaban (Wieschaus €és Szabad, 1979). Ebben az elrendezésben, mivel
a testi sejtek heterozigdtak, az egyed tal¢l, de benne az egyes mutacidkra nézve
homozigota ivarsejtek mutans fenotipusa vizsgalhato. Ivarsejt-testisejt genetikai
mozaikokat a mitotikus rekombinaci6 modszerével lehet eldallitani. A mitdtikus
rekombinacié a kromatiddk indukalt torésén €s a nem testvérkormatidak egyesiilésén
alapulé rekombinaciés moddszer. A FLP-FRT rendszer segitségével az adott
kromoszomakarokon az FRT helytdl disztalisan elhelyezkedd mutaciok hozhatok

homozigota formaba. Drosophildban rendelkezésre all a FLP-FRT rekombindcios



rendszer a két nagy autoszéma jobb és bal karjan, valamint az X kromoszéman egyarant
(Chou és Perrimon, 1992). Ezeket a torzseket felhaszndlva mind kémiai mutagén altal
indukalt, mind transzpozon indukalta letdlis mutaciok ivarvonal klonokban torténd
vizsgalatara lehetdség nyilik.

A transzpozonos mutansizolalasi technikaval probaltak mar kizarolagosan az
ivarsejtek kialakitasdhoz sziikséges, igynevezett ivarsejtfaktorokat azonositani. A nagy
méretll mutagenezis vizsgalat ellenére a hagyomanyos P elem segitségével nem sikertilt
uj ivarsejtfaktort azonositani. A homozigota életképes P elem inszerciés vonalak
tesztelésével azonban azonositottdk pl. a pleiotrop funkcioi kozott aktinkotd képességgel
is rendelkez6 tropomiozin Il gént, melynek gyenge mutans alléljei ivarsejthianyos
fenotipussal rendelkeznek és az osk mRNS poszterior lokalizaciojaban hibasak. igy
bizonyitast nyert, hogy az anyai hatasi mRNS-k lokalizaciojaban szerepe van az aktin
sejtvaznak (Erdélyi és mtsai., 1995).

Laboratoriumunk célja az ivarsejtek kialakitdsaban szerepet jatszd 1) gének
azonositasa, illetve mar ismert gének ivarsejtspecifikus funkcidjanak megallapitasa és
jellemzése. Ennek megvalositasaban nagy segitséget jelentenek a Drosophila genom
programok altal a muslica genomban eldallitott és térképezett nagy szdmu transzpozon
inszercios vonalak. Ezeknek a vonalaknak a vizsgalataval lehetdség nyilik 0j és mar
ismert gének kiilonb6z6 erdsségli mutans alléljeinek izoldlasara ¢és azokban az
ivarsejtspecifikus génfunkcié vizsgalatara. Kiillonb6z6 tipusu transzpozonok hasznalata
azért lehet eredményes, mert eltérd inszercids specifitdssal rendelkeznek. Kiss Istvan
(SZBK, Genetika Intézet) és munkacsoportja mind a széles korben hasznalt P elemmel,

mind a hobo elemmel létrehozott egy-egy mutansgyiijteményt.



Ertekezésem egy uj poszterior gén, a poirot azonositasardl és jellemzésérdl szol.
A hobo transzpozon indukalta homozigota életképes mutans vonalakat vizsgaltuk
ivarsejthianyos fenotipusra, melynek soran azonositottuk a prt®® vonalat az utddjaikban
megnyilvanuldé 70%-os ivarsejthianyos fenotipussal. A prt mutans vonalat genetikai és
molekularis modszerekkel jellemeztiikk. Megallapitottuk, hogy a Poirot fehérje a polaris
plazma kialakitasaban kozponti helyen 1évé Osk fehérje poszterior poluson torténd

kikotodéséhez sziikséges.



Irodalmi attekintés

A Drosophila melanogaster petefejlodése és korai embriogenezise

A Drosophila néstények két petefészke egyenként kortilbeliil 16 petecsébdl all, amelyek
egy-egy fliggetlen petefejlodési vonalat képviselnek. A petecsdvek termindlis, cstcsi
rész¢ét germariumnak hivjuk, melyek a testisejt eredetli terminalis filament sejtekben
végzOdnek. A germarium csucsaban petecsovenként harom Osivarsejt helyezkedik el,
melyek osztodasa két kiillonbozo lednysejtet, egy ujabb Osivarsejtet €s egy cisztoblasztot

eredményez (1. abra).

Spermium

tarisznya ~——a4 Jarulékos

P — mirigy

200 pm
) Uterus

Follikularis
sejtburok

Dajkasejt

Gyfirlicsatorna

1. abra. (A) A petefejlédés sematikus rajza, a kiilonboz6 fejlodési  stadiumu
petekezdeményekkel és az 6ket koriilvevo testi eredetii sejtekkel. (B) A ndstény Drosophila belsé
szaporitoszervei (King 1970).
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A cisztoblaszt 4, nem teljes mitdtikus osztodas utan cisztava fejlodik (2. dbra). Az egyes
petecsoveken beliill 14 morfologiai stadium kiilonboztetheté meg anterior-poszterior
iranyban. Az OGsivarsejtek osztodasat kovetd négy mitdzis sordn a ciszta sejtjei nem
valnak el egymastol, koztik az un. gylriicsatorndk segitségével megmarad a

citoplazmatikus kapcsolat (1. abra).

Mitotikus Fejlodo Szomatikus  Prefollikularis

Oscsirasejt 3 5 ¢ 3 :
] ciszta 16 sejtes ciszta  sztemsejt sejtek

a‘i'c‘mf

| O B u 3 |

2. abra. A germarium szerkezete (Spradling 1997). (A) A germarium hosszmetszete és (B)
sematikus rajza az egyes régiok feltiintesével.

A gylriicsatornakat filamentozus aktin €s aktin koto fehérjék alkotjak amelyek biztositjak
a csatorna szerkezetét ¢és novekedését a pete fejlodése soran. Mind a gylirlicsatornak
kialakitdsaban, mind az osztéddsok iranyultsagdnak szabalyozisaban dontd szerepe van
egy fuzéma nevll citoplazmatikus képzddménynek, amely az Osszes ciszta sejtet
0sszekoti (Lin 1995, Spradling 1997). A fuzéma struktardjara jellemzo, hogy minden
mitozis utan egy kozponti tengelybdl agacskak sarjadnak ki, melyekhez az osztddasi
orsok az egyik polusukkal kotdédnek. A fuzémdnak bizonyitottan szerepe van abban a

folyamatban is melynek soran a 16 tagl cisztabol egy sejt petesejté valik. A petesejt
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differencidlodasa utdn a fuzéma eltiinik. A 16 sejtbdl allo, follikuldris sejtekkel boritott
cisztdban 15 sejt dajkasejté, egy, 4 gylriicsatornaval rendelkezd pedig petesejtté
differencialodik, és innen petekezdeményrdl beszéliink. A petesejt a petekezdemény a
poszterior polusan talalhato, amely az elsé jele a petekezdemény anterior-poszterior
aszimetriajanak (2, 3.4bra).

A petekezdemény érése sordn a dajkasejtek magja politenizalodik, benniik erds
transzkripcid kezdddik, mig a petesejt magja inaktiv marad. A transzkripcio nélkiili
petesejtet a dajkasejtekben termel6dott RNS-k és fehérjék tartjak életben. A
dajkasejtekbdl a petesejtbe irdnyuld anyagtranszport a gylriicsatornakon keresztiil zajlik.
A transzportban a gytrlicsatorndkon atnyuld mikrotubularis rendszernek, valamint a
mikrotubulus motorfehérjéknek, a dineinnek és a kinezinnek alapvetd szerepe van
(Gonzalez-Reyes és mtsai., 1995; Munn és Steward, 1995).

A germarium 2B stadiumatol kezddédden a petekezdeményeket a petecsovek
falabol szarmaz6 mezoderma eredetli follikularis sejtek boritjadk, melyek a pete és a
dajkasejtek térfogatanak novekedésével egyidoben mitdtikusan osztdédnak, szamuk a
korai 80-r61 1200-ra né (Szabad és Hoffmann, 1989; Woodruff és Tilney, 1998). A
follikuléris sejtek a hemolimfabol tdpanyagokat juttatnak a petesejt citoplazmijaba. A
petekezdemények érésében a follikularis sejteknek sokrétli szerepe van, ennek
megfelelden a peteérés sordn maguk is differencidlodnak. A petekezdemény anterior €s
poszterior polusan elhelyezkedd sejtek a polaris follikularis sejtek. Az anterior polaris
follikuléris sejtek, az un. hatarsejtekké (border cells) valnak melyek a dajkasejtek kozott
poszterior irdnyba vandorolnak egészen a dajkasejt-petesejt hatarvonalig (3. dbra). A

petesejttel  érintkezé polaris follikularis sejtek pedig poszterior polaris sejtekké

12



differencidlodnak, melyek a petesejt szimmetriatengelyének kialakitasaban jatszanak
szerepet. A dajkasejteket boritd follikularis sejtek ellapult un. strech sejtekké, mig az
oocitat boritok pedig oszlopos epithélidlis sejtekké valnak. Végiil megkiilonboztetjiik az
un. centripetalis follikularis sejteket, melyek a petesejt és az egyre kisebb dajkasejtek
k6z¢é nyomulnak és mintegy lelokik a degeneralodott dajkasejteket. A peteérés utolsod
fazisaiban a follikularis sejtek megkezdik a peték burkold rétegeinek szintézisét, a belsd

vitellin membranét és a kiils6 koriontét, mikozben maguk degeneralodnak.

Centripetalis follikularis

Dajkasejtek

Hati korionfiiggelékek
kezdeménye

3. abra. A peteérés utolsd fazisai. A centripetalis follikularis sejtek a petesejt és a
dajkasejtek kozé vandorolnak, a dajkasejtek citoplazmaja benyomul a petesejtbe, elindul az
operkulum kialakulasa és végiil kialakul a korionnal boritott kifejlett pete.

A burkol6 rétegek jellegzetes képzddményei a hatoldali fliggelékek valamint a

mikropilus, ahol a spermium behatol a petébe (3. abra) (Margaritis és mtsai., 1980). A 10.
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stadiumtol kezdddden a dajkasejtek citoplazmdja a gytiriicsatorndkon at fokozatosan a
petesejtbe aramlik, ezzel a petesejt mérete megnovekszik, mig a dajkasejtek fokozatosan
kitiriilnek, hogy a folyamat végén programozott sejthaléllal elpusztuljanak.

A petekezdemények képzddésének utolsd szakaszdban a petesejt magjaban
elkezdddik a meiozis. Az érett pete az elsé meiotikus osztddds metafazisaban vérja a
megtermékenyiilést.

A néstények az ugynevezett spermiumtarisznyaban tarolt himivarsejtek egyikével
termékenyitik meg az érett petét (1. abra). A megtermékenylilés utdn a petesejt magja
befejezi a meidzist. A négy anyai eredeti haploid magbdl harom sarki testté, a negyedik
néi pronukleussza alakul. Ekozben a spermium kromatinja fellazul és a ndi
pronukleusszal egyiitt kész az els6 mitotikus  Gn. gonomerikus osztodasra. A
gonomerikus osztdodds utdn a duplikdlodott anyai és apai kromoszomak diploid
sejtmagokka egyeslilnek. A két diploid mag 13 gyors osztodason megy keresztiil, mely
DNS szintézisbdl és mitdzisbol all, citokinézis nélkiil. Az igy keletkezett kb. 8000 mag
nagy része az anyai eredetll citoplazmaban a kérgi alloméany felé mozog ¢és
cellularizalodik. Azok a sejtmagok amelyek a pete poszterior részében talalhatok és a
polaris plazmaba jutnak, azzal egyiitt lefiiz6dve embrionalis ivarsejtekké valnak. Néhany
sejtmag a pete belsejében marad ¢€s politenizalodik. Ezek a sejtek a szikanyag
lebontasaban vesznek részt (Glover, 1991). A cellularizacidval a szincicialis stadiumbol
az ugynevezett cellularis blasztoderma stadiumba keriil az embri6 és ehhez a fejlodési
stadiumhoz kotheté a zigotikus géntermékek expressziojanak kezdete. Egészen eddig a

stadiumig az anyai eredetli géntermékek latnak el minden fejlodési folyamatot.
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A petekamra polaritasanak kialakulasa

A pete €s az embrionalis tengelyek kialakuldsa mar a korai oogenezisben megkezdddik.
Az antero-poszterioralis €s a dorzo-ventralis tengelyek kialakuldsa kozott sok a kdzos
elem (Gonzalez-Reyes és mtsai., 1995; Anderson, 1995; Munn és Steward, 1995).
Mindkét tengely kialakuldsakor alapvetd jelentOségii a petesejt és a follikuléris sejtek
kozotti kolesonds informaciocsere.

A petesejt follikularis sejt kommunkidci6 elsé 1épése a poszterior elhelyezkedésii
petesejt magjat koriilvevé gurken mRNS és fehérje altal kiildott Gn. gurken szignal. A
gurken jel hatasara a petesejttel érintkezé polaris follikularis sejtek poszterior polaris
follikularis sejtekké valnak, majd ezekbdl a sejtekbdl szarmazd szigndl hatdsara a
petesejtek mikrotubulus vazanak iranyultsaga megvaltozik (Anderson, 1995). A a 8.
staddiumt petekezdeményben mikrotubulusok pozitiv vége a korabbi anteriorral
iranyultsaggal ellentétben a poszterior polus felé mutat. A mikrotubulus rendszer
atalakulasa azt eredményezi, hogy a petesejt magja, a gurken RNS-sel egyiitt a
mikrotubulusok mentén anterodorzalis iranyba vandorol. Az anterodorzalis sarokban
lokalizalodé mag koriil a gurken RNS jeloli ki a petekezdemény dorzalis oldalat
olymoddon, hogy az kozelébe lévd follikularis sejteket dorzalis sorsuva alakitja. Ezidd
alatt a bicoid RNS a petekezdemény anterior, mig az 0sk mMRNS a poszterior oldalon
lokalizalodik. A fent emlitett harom mRNS lokalizacioja kijeloli a petekezdemény

dorzalis, anterior és poszterior polusat.
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Az osk mRNS és fehérje szabalyozasa

Az osk mRNS a dajkasejtekben képzddik az oogenezis korai stadiumaitol kezdédden és a
mikrotubularis rendszer segitségével a gylirlicsatornakon keresztiil jut a dajkasejtekbdl a
petesejtbe. Az osk mRNS korai stadiumokban egyenletes eloszlast mutat, majd a 6.
stddiumban egy rovid ideig gytirtiszeriien helyezkedik a petesejt anterior részében. A 7-8.
stadiumban kezdddik meg az osk mMRNS poszterior lokalizacioja, mely a petefejlodés
késobbi stadiumaiban is fennmarad. Az 0sk mRNS poszterior lokalizacidjan tul a
fehérjének is a poszterior poluson kell lokalizalodnia. Az 0sSk nonszensz mutans
petesejtekben az osk mRNS a 9. stadiumban eljut a poszterior poélusra, ott a 10.
stddiumban is még megfigyelhetd, de a késobbi stadiumokban szétdiffundal a petese;jt
citoplazmajaban. A poszterior poluson képz6dott Osk fehérje ugyanis hozzajarul az osk
mRNS poszterior polushoz rogziiléséhez, ami egy pozitiv visszacsatolast hoz 1étre az osk
szabalyozasaban (Rongo és mtsai., 1995; Markussen és mtsai., 1995).

Az osk mRNS nem transzlaloddé (UTR) szekvenciaihoz szabalyozd fehérjék
kotédését mutattak ki. Az osk mMRNS 5’UTR szekvenciajahoz kapcsolodnak a
lokalizaciot szabalyozd fehérjék. Ilyen az RNS kotd Staufen fehérje, amely egyiitt
lokalizalodik a poszterior poluson az oSk mMRNS-el (St Johnston és mtsai., 1991). Az osk
fehérje is kapcsolodik. Az osk mMRNS-nek a dajkasejtekb6l a petesejtbe torténd
szallitasaban fontos szerepe van az RNS-ket és fehérjéket is tartalmazd Gn. Exu-RNP
komplexnek. Ez a komplex tartalmazza az osk mRNS-t, valamint annak szabalyozasaban
résztvevd Yps és Orb fehérjéket (Wilhelm és mtsai., 2000). A nem lokalizalt osk mMRNS

transzlacioja gatolt, amelyért az osk mRNS 3’UTR szabalyozd szekvencidhoz tobb
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helyen is kot6dé Bruno és Apontic fehérjék a feleldsek. A lokalizalt RNS-r6l két fehérje
izoforma képzddik két transzlacids starthely hasznalataval. Az M1 metioninrol egy
hosszii Osk nevll izoforma (71 kDa), mig az M2 metioninrdl egy rovid Osk nevil
izoforma képzdédik (55 kDa), ami poszttranszlaciés modositds eredményeképpen
foszforilalodni képes (57 kDa) (Markussen és mtsai., 1995). Ebben a foszforilacioban a
Parl fehérje vesz részt, amely fehérjének mar az oogenezis korai stddiumaiban a

dajkasejt-petesejt ekiiloniilésben is van szerepe.

A Fuggelék részben foglaltam 6ssze az eddig ismert, az 0Sk mRNS lokalizaciojat

crer
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Anyagok és Modszerek

Tenyésztési koriilmények és a felhasznalt Drosophila torzsek

A Drosophila torzsek fenntartasahoz az altalanosan hasznalt kukoricadara-¢élesztd alapu
muslica taptalajt hasznaltunk. A keresztezések 25°C-on torténtek, az ettél eltérd
hémérsékleteket az adott kisérleteknél feltiintettiik. Vad tipusként Oregon-R torzset
hasznaltunk.

Kiss Istvan munkacsoportja a hobo elemes mutansgytijtemény elkészitésénél a
H[pHIw2] jelt transzpozont hasznalta (Smith és mtsai., 1993). A gyljteménynek a 750
homozigota életképes hobo inszercids vonalbol allo részét teszteltiik ivarsejthianyos
fenotipusra ugy, hogy a torzsekbdl szdrmazd homozigdta ndstényeket vad tipush
himekkel kereszteztiik €és ezek utddjai kozott boncoldssal ivarsejthianyos egyedeket
kerestiink. A prt® mutacio térképezéshez a kovetkez6 mutans kromoszomakat
haszniltunk: Df(2R)XTE58, Df(2R)XTED1, Df(2R)l4, Df(2R)JP1 és T(2;3)Ta- ,
(Flybase, (Underwood és mtsai., 1990). A Western blot analizis soran osk54, Df p X703 |
vasa"P illetve vasaP! mutans vonalakat hasznaltunk (Flybase). Az UAS-prt és az UAS-
prt-GFP transzgéneket a P(nosGal4VP16) jelii ivarsejtspecifikus driver segitségével
fejeztettiik ki (Rorth, 1998). Az interakcids kisérletekben a Bruton tirozin kinaz allélokat

(btk29AKO%610  htk29AKI0206 &5 htk29AficPt ) hasznaltuk (Roulier és misai., 1998).
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A hobo elem kiugrasztasa

A prt 16kuszban talalhaté H[pHIw2] hobo inszerciot a P[ry* HBL1] hobo transzpozaz
transzgén segitségével remobilizaltuk (Smith és misai., 1993). y wly w; prt®/CyO
ndstényeket kereszteztiink CyO P[ry" HBL1] /B¢ Elp himekkel. Az utédok koziil egyedi
w/Y; CyO [ry" HBL1] himeket valogattunk és y w/y w; prt® /CyO P[ry" HBL1]
néstényekkel kereszteztiik Oket. A kovetkezd genetracioban a fehér szemii y w/Y;
prt®R/SM6b utddokbol w/w; SM6b/Sco és w/Y; SM6b/Sco torzsek segitségével revertans
torzseket (SM6b/prt®* ) alapitottunk. A revertans vonalakat a szemszin megvaltozasa és

az ivarsejthianyos fenotipus elvesztése alapjan valogattuk ki.

Embrionalis kutikula preparatum

A homozigota ndstényeket aktiv szénnel szinezett kemény agar taptalajon (22.5g agar,
25g cukor, 750ml vizben felfézve és 250ml almaszdrppel kiegészitve) petéztettiik, majd a
petéket 0sszegyljtottiik és 50% Chlorox hypoban dekorionizaltuk. PBS-ben valdo mosas
utan targylemezen Hoyer’s médium:tejsav 1:1 aranyu keverékében kezeltiik 1 napig 60°C
hémérsékleten. A prepardtumok kiértékelése sotétlatoterti, illetve faziskontraszt

mikroszoppal tortént.

19



Drosophila embriék immun-hisztokémiai festése

Az 1-2 oras petéket gyijtottiink, Ringer oldatban mostuk, majd kétszeresre higitott
Chlorox hypdban aztattuk a chorion burok eltdvolitasa érdekében. A dekorionizalt
petéket PBS-ben torténd (130mM NaCl, 7mM NaHPO4, 3mM NaH2POs, pH=7.5)
mosast kdvetden fixaltuk. A fixalo pufferhez (0,1M PIPES, 2mM MgSQO4, 1ImM EGTA,
0,03% NaNs3, pH=6.9 NaOH vagy HCI oldattal beallitva) tized térfogatii formaldehidet,
majd azonos térfogati n-heptant adtunk (iivegcsOben, a tapadds megakadalyozasa
celjabol). Alapos Osszerazast kovetden forgokeréken 14 percig fixaltuk az embridkat.
Ezutan az alsd, vizes fazist eltavolitottuk és azonos térfogati —20°C-os metanollal
erdteljesen raztuk, kb 1 percig. Ezzel a belsd, vitellin membrant tavolitottuk el. A
devitellinizalt embridk az elegy aljara siillyedtek. Ezeket az embridkat 0j csében elészor
4 °C-os metanollal, majd 1xPBT-vel (1xPBS + 0,1% Triton X-100 +0,1%BSA) mostuk,
mindkét esetben 2-szer 5 percig. A fixalt embridkat kétszer 30 perces PBT-s mosast
kovetden egy éjszakan at inkubaltuk folyamatos razogatassal 4°C-on az elsédleges
ellenanyagban, amit PBT-N-ben (PBT+2% BSA+5% FCS+0.02% NaNs3) higitottunk a
kimeritett anti-Oskar esetében 1:500, mig a kimeritett anti Vasa esetében 1:750 aranyban.
Masnap az elsddleges ellenanyag eltavolitasa utdn 3x5 perces majd 4x30 perces PBT-s
mosas kovetkezett. Ezutan a méasodlagos ellenanyaggal inkubaltuk szobahdmérsékleten 2
oran keresztiil, amelyet PBT-N-ben higitottunk 1:200 ardnyban az anti-nyul ellenanyag
esetében, 1:100 aranyban az anti-patkany ellelanyag esetében. Ezt kdvetden 2 oratol egy
¢jszakan at mostuk PBT-ben. A FITC konjugélt anti-nytl masodlagos ellenanyagok

(Jakson Immuno Research Laboratories) esetében a mosasokat kdvetden az embridkat
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targylemezre helyeztik ¢és 4% n-propil-gallat, 80% glicerin pH=9.5 0&sszetétell
médiummal lefedtilk, majd fénymikroszkoppal vizsgaltuk a megfelelé szlir6k
alkalmazéséval, Zeiss Axioscope II, mikroszkdpot hasznalva. A peroxidaz konjugalt anti-
patkany ellenanyag (Amersham) esetében a mosasokat egy 0,1M citromsav, 0,05M
ammonium-acetat (pH=7.5 NH4OH-val beallitva) festopufferrel torténd oblités kdvetett.
A festéshez 980ul festopufferhez 20ul DAB oldatot (25mg/ml DAB 0,1M TRIS
(pH=7.5)-ben oldva) és 2ul H202-ot (30% torzsoldat) adtunk és ebben inkubaltuk az
embriokat folyamatosan ellendrizve mikroszkop alatt a jel intenzitasat. A jel
megjelenésekor a festoelegyet PBT-vel oblitettiik le. A mintat glicerin-PBT 9:1 aranyu
keverékében targylemezen fedtiik le. A preparatumokat mikroszkop alatt, lathatd fényben

vizsgaltuk. A mikroszkopi felvételek elkészitéséhez Axiocam CCD kamerat hasznaltunk.

Drosophila ovariumok immun-hisztokémiai festése

Az ovariumokat EBR (10mM HEPES pH=6.9, 130mM NaCl, 5mM KCI, 2mM CaCl,)
oldatban boncoltuk, Eppendorf cs6be gyljtottiik €s jégen taroltuk a fixalasig. A mintdkat
10 percig folyamatosan forgatva fixaltuk 1 térfogat fixalo puffer (100mM
KH2PO4/K2HPO4 pH=6.8, 450mM KCI, 150mM NaCl, 20mM MgCl,), 4 térfogat dH.O
¢s 1 térfogat 37% formaldehid keverékében, amit frissen készitettiink. A fixalt
ovariumokat 3-szor 6blitettiik, majd 30 percig mostuk PBT-ben. Végiil a mitat 30 percig
PBT-N-ben inkubaltuk. Az igy el6készitett ovariumokat PBT-N-ben higitott elsédleges
ellenanyaggal (nyul anti-Oskar 1:500, nytl anti-Staufen 1:2000, egér anti-GFP 1:100,

nyul anti-GFP 1:100, nyal anti-Me31B 1:3000, nyul anti-Exu 1:2000, egér anti-Orb
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1:100, patkany anti-Cup 1:50) inkubaltuk egy éjszakan keresztiil 4 °C-on folyamatos
razogatassal. A higitott elsddleges ellenanyagot 2-3-szor Ujra felhasznaltuk. Masnap a
mintat 2 6ran at mostuk PBT-ben az oldat gyakori lecserélésével, majd 30 percig PBT-N-
ben inkubaltuk. Ezutan az ovariumokat 4-6 6ran at PBT-N-ben higitott FITC konjugalt
anti-nyil masodlagos ellenanyaggal kezeltilk (Jakson Immuno Research Laboratories),
amit 2 Oratdl egy ¢éjszakaig terjedd PBT-ben torténd mosas kovetett. Az ovariumokat
targylemezen 4% n-propil-gallat, 80% glicerin pH=9.5 Gsszetételii médiumban fedtiik le,
majd a preparatumokat Zeiss Axioscope Il tipusu fénymikroszkoppal a megfeleld szlir6k

alkalmazaséaval vizsgaltuk.

Digoxigenin jelolt DNS proba eléallitasa

A munka soran pBluescript-SK+ vektorba klénozott oskar, prt cDNS-eket jeloltiink. A
plazmidokbol a restrikcids térképek alapjan megallapitott enzimekkel cDNS-t tartalmazo
szakaszokat vagtunk ki (Bluescript-osk: Sacl 2.1 kb fragment, Bluescript-prt EcoRI-Xhol
1.5 kb fragment). Az emésztményeket 0.8% agardz gélen (Low gelling temperature)
futtattuk, majd a megfelelé fragmentumot tartalmazo6 gélkockakat kivagtuk, hogy a DNS-
t visszaizolaljuk. A DNS-t tartalmazé gélkockakat 10 percig 65°C-on tartottuk, majd egy
fenolozasi 1épés kovetkezett. A megolvadt gélkockakat vizzel 100ul-re kiegészitettiik,
majd azonos térfogati vizzel telitett fenolt adtunk hozza. A mintat 1 perces vortexelést
kovetden 5 percig centrifugaltuk 12000g fordulaton asztali centrifugdn. A felsd, vizes
fazissal a tisztitasi 1épést kloroform alkalmazasaval megismételtiik. A cDNS fragmenteket

1/10 térfogat 3M NaAc (pH=5.2) és 2 térfogat etanol hozzaadasaval —20°C-on fél ora
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alatt kicsaptuk. A mintdkat 12000g-vel centrifugaltuk 10 percig. A csapadékot 70%
etanollal mostuk, majd ujabb centrifugalas kovetkezett. Az 6sszes folyadék eltavolitasa
utan a csapadékot szobahdmérsékleten 10 percig szaritottuk, végiil a jeloléshez megadott
mennyiségli vizben feloldottuk. A jeldlési reakciot 20ul-ben végeztiik a Boehringer DIG
jelold készletben javasolt recept alapjan, majd ugyanezzel a készlettel ellendriztiik a
jelolés hatékonysagat (DIG DNA Labeling and Detection Kit Boehringer Mannheim

Biochemica Cat. No. 1093657).

RNS in situ hibridizalas

2-3 napos, ¢éleszt6vel kiegészitett taptalajon tartott ndstényekbdl az ovariumokat PBT-ben
(PBS+0.1%Tween20) boncoltuk. A kiboncolt ovariumokat fixalasig PBT-ben, jégen
tartottuk. A fixalas 20 percig, 1ml 4% paraformaldehid (PBS-ben oldva), 100ul 2%
Chlorox ¢s 100ul DMSO oldatban tortént, szobahdmérsékleten, folyamatosan
forgdkeréken forgatva. Az ovariumokrdl a fixald oldatot kihegyezett Pasteur pipetta
segitségével eltavolitottuk, majd Iml PBT-ben 2x5 percig mostuk folyamatos forgatéassal.
A mintat ezutin PBT-ben oldott 50ug/ml ProteindzK-val (Sigma) kezeltiik
szobahOmérsékleten. A ProteinazK kezelés iddtartamat minden Uj torzsoldatnal
beallitottuk, ami 5-30 percig terjedt. A ProteinazK kezelést néhany perces 2mg/ml
perces PBT-s mosas kovette. Az ovariumokat 4% PBT-ben oldott paraformaldehidben 20
percig utofixaltuk, majd 2x5 percig PBT-ben mostuk. A mintat legalabb fél oraig 9:1

aranya metanol:DMSO oldatban —20°C-on tartottuk, majd 2x5 percig mostuk PBT-ben.
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Az ovariumokat ezutan Iml 1:1 ardnyt PBT és hibridizacios puffer (50% formamid,
5xSSC, 0.1% Tween 20, pH=6,5 1M citromsavval bedllitva) keverékében oOblitettiik. A
mintat 55°C-on 1-3 6raig 100ug/ml tRNS-el és 50ug/ml heparinnal (Sigma) kiegészitett
hibridizaciés pufferben el6hibridizaltuk. Az eldhibridizalast kovetden a hibridizacio a
kiegészitett, 100ul hibridizacioés pufferben oldott 1ul DIG jelolt cDNS probaval egy
¢jszakan keresztiil 55°C-on tortént. Masnap az ovariumokat elémelegitett hibridizacios
oldattal mostuk 30 percig 55°C-on, majd hibridizaciés puffer:PBT, 1:1 aranyu eleggyel
ismét 30 percig mostuk azonos homérsékleten. Két 10 perces PBT-s mosast
alakalmaztunk szobahémérsékleten. Ezutan az ovariumokat 1:2000 aranyban PBT-ben
higitott, kb. 200-300ul, kimeritett anti-DI1G-alkalikus foszfataz konjugalt ellenanyaggal
(Boehringer) inkubaltuk szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil. (Kimerités: 50ul-nek
megfeleld fixalt ovariumot 400ul PBT és 20ul anti-DIG-AP ellenanyaggal egy ¢jszakan
keresztlil forgatjuk, majd az igy nyert kb. 20x higitasu ellananyagot hasznaljuk a
késObbiekben). Ezt egy 2x15 perces PBT-s mosés kovetett. Az el6hivast a festOpufferben
(100mM TRIS-HCI, 100mM NaCl, 50mM MgClz, 0,1%Tween 20, pH=9.5) torténd
mosas elozte meg. Az ovariumokat mikrotiter lemezre helyeztiik, ahol azokat
festdoldattal kezeltiik (4.5u1 NBT-t és 3.5ul X-phosphate 1ml festépufferben higitva). Az
el6hivas sotétben, 30 perctdl 2 oraig terjedéen tortént. Mikroszkop alatt, rendszeresen
ellendriztiik a jel intenzitasat. A szinreakcio leallitisa 10mM EDTA-t tartalmaz6 PBT-s
mosasokkal tortént. Az ovariumokat mikroszop alatt targylemezre helyeztiik és wolfram
ti segitségével a petecsoveket elvalasztottuk egymastdl, hogy minden stadium

vizsgalhato legyen. A prepardtumokat Aqua-Polymount (Polysciences) médiumban
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fedtik le és Zeiss Axioscope II mikroszkop Nomarski optikajat hasznalva vizsgaltuk

Oket.

Oriaskromoszoma in situ hibridizalas

A hobo elem inszerciés helyének pontos meghatarozasa nyalmirigy ériaskromoszéma in
situ hibridizalassal tortént. Oregon R vad tipusu larvakat 18°C-on neveltiink élesztével
dusitott altalanos taptalajon. Harmadik stddiumos larvakbol nyalmirigyeket preparaltunk
45%-0s ecetsavban iigyelve a zsirtest maradéktalan eltavolitasara. A nyalmirigyeket
ecetsav:etanol 3:1 aranyu keverékében inkubdltuk 2 percig. A nyalmirigyeket ezutan
szilikonizalt feddlemezre cseppentett 45%-os ecetsavba helyeztikk, majd o6vatosan
rahelyeztiink egy targylemezt. A feddlemez 6vatos nyomogatasaval, illetve kis méretii
gumikalapaccsal torténd {itogetéssel, az oOridskromoszoémakat szétteritettiik. A
preparatumot 15 percig 60°C-on szaritottuk majd cseppfolyds nitrogénbe martottuk és a
feddlemezt lepattintottuk. Az preparatumot 5 percig 70%-os majd jabb 5 percig 96%-0s
etanolban dehidrataltuk A prepardtumokat ezutan megszaritottuk és a hibridizacioig
széaraz helyen taroltuk.

A hibdidizaci6 DIG jelolt H[pHIw2] specifikus LacZ illetve white DNS probakkal
tortént. A jelolés és annak ellendrzése a DIG jelold készletben javasolt recept alapjan
tortént (DIG DNA Labeling and Detection Kit Boehringer Mannheim Biochemica Cat.
No. 1093657).

A hibridizacié elsé 1épéseként a krmoszomapreparatumokat 30 percig 65°C-0s

2XSSC-ben inkubaltuk (0.3M NaCl, 0.03M Na-citrat). A preparatumokat 65°C-ra
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elémelegitett 70% majd 96% etanolt tartalmazé festokaddakba helyeztiikk 10-10 percre,
mikdézben az oldatokat szobahdémérsékletre hiitottiik. Ezt egy 10 perces 96% etanolos
szobahdmérsékleten torténd inkubalds kovette. A dehidralt kromoszoémakat frissen
készitett 70mM NaOH oldatban 2 percig denaturaltuk, amit 3 egyenként 5 perces 2xSSC-
s mosas kovetett. Kétszer 5 percig a lemezeket ujra dehidrataltuk 70%-0s etanolban, majd
5 percig 96% etanolban, majd szobahémérsékleten megszaritottuk oket.

A hibridizacios elegy Osszetétele a kovetkezd volt: 40% Formamid, 5% SSC,
0.1% SDS, 20mMNaPO4 (pH=7), 0.5-1pul DIG-jeldlt proba. A Dig jelolt DNS probakat
eloszor 10 percig forraltuk, majd sés jégen hirtelen lehiitottiik. Ezutan mértiilk hozza a
hibridizaciés elegy tobbi komponensét. 10ul hibridizaciés elegyet hasznaltunk
lemezenként amit 20x30mm-es szilikonizalt fed6lemezzel fedtiink le és gumioldattal
korberagasztottunk, hogy megakadalyozzuk a proba elparolgasat. A hibridizaciét 37°C-on
egy ¢jszakan keresztiil 2xSSC-vel telitett nedveskamraban végeztik. Masnap a
fedélemezeket eltavolitva a preparatumokat Pufferl-ben (100mM TRIS, 150mM NaCl
pH=7.5) 2x3 percig mostuk, majd 30 percig Puffer2-ben blokkoltuk (Pufferl1+0.5%
blokkol6 reagens (Kit) 65°C-on oldva) szobahémérsékleten. Ezutan 2x5 perces Pufferl-
ben torténd mosas kovetkezett. Alkalikus foszfatdz konjugalt DIG ellenanyagot 1:1000
aranyban higitottuk Pufferl-ben, majd a preparatumot 50ul higitott ellenanyagban nagy
méretli fedélemezzel lefedtiik és 1 orat szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt 2x15 perces
Puffer 1-ben torténé mosas kovette. Az el6hivas el6tt a preparatumot 2x15 percig
Puffer3-ban inkubaltuk (100mM TRIS, 100mM NaCl, 50mM MgCl> pH=9.5). A
lemezekre 100ul eldhivod oldatot helyeztiink (ml-enként 4.5ul NBT (Kit) és 3.5ul X-

foszfat oldattal (Kit) kiegészitett Puffer3) lefedtiik Oket és sotétben taroltuk 15 perctdl 2
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oraig, mikroszkop alatt folyamatosan ellendrizve a jel megjelenését. A reakciot Puffer4-el
(10mM TRIS, 1mM EDTA pH=8) allitottuk le. Ezutan a lemezeket GIEMSA oldattal
festettiik (0.1% NaPOas, 5% GIEMSA) ¢és taziskontraszt mikroszkopon hataroztuk meg a

hibridizacids jel kromoszomalis lokalizacigjat.

Ivarvonal transzformalas Drosohilaban

A pUASp-prt, valamint a pUASp-prt-GFP plazmidokat a A2-3 helper plazmiddal 3:1
aranyban, 0,6pg/pl végkoncentracioban injektald pufferben oldottunk (SmM KCl, 0,1mM
K-foszfat puffer pH=6.8). A plazmideleggyel white1118/white1118 Drosophila torzs
petéit transzformaltunk. A legyeket 3 nappal az injektalas elott €lesztdvel etettiik és az
injektalas elott fekete taptalajon (22.5g agar, 25g cukor, 750ml vizben felfézve és 250ml
almaszorppel kiegészitve) tartottuk 6ket sotétben, 25°C-on. Az embridk sorbarakasat és
az injektalast 18°C-on végeztiikk. A petéket 30 percenként gyijtottiikk, Ringer oldatban
mostuk és 50% hypoban dekorionizaltuk, majd Gjra Ringer oldatos mosas kovetkezett. A
petéket egy petényi tavolsagra sorba raktuk agarkockan, majd egy kétoldalas ragasztoval
fedélemezre ragasztottuk dket. Hideg levegdt fj0 hajszaritoval 7 percig szaritottuk oket,
hogy a citoplazma viszk6zusabba valjon és a pete turgora csokkenjen. Ezutan Voltalef
10S halokarbon olajjal befedtik Oket (Atochem). A plazmidkeverék injektalasat
Eppendorf 5246 tipusi mikroinjektald késziilék és Work Precision Instruments
mikromanipulator segitségével kis nagyitasu Osszetett mikroszkop alatt végeztiik. Az
injektalas helye a peték lehetd leghatsé citoplazma részlete volt. Az injektalt DNS

mennyiségét az injektald nyomas valtoztatasaval kontrollaltuk. A petéket az injektalas
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utan élesztépasztaval megkent kemény agar taptalajra helyeztiik és nedveskamrdban
tartottuk 6ket 25°C-on a kikelésig. A kikelt larvakat folyamatosan gylijtottilk, majd az
altalanosan hasznalt taptalajra helyeztilkk oket. A kikeld legyeket egyesével
white1118/whitel118 torzzsel kereszteztik és ezek utodjai kozott piros szemi
transzforménsokat kerestiink, majd beldliik stabil transzformans torzseket alapitottunk és

megallapitottuk a transzgén kromoszomalis lokalizaciojat.

Fehérje preparalas, Western blot

A Ringer oldatban prepardlt ovariumokat megkozelitéleg 10-szeres térfogata
mintapufferben gyiijtottiik (6mM Tris-Cl pH=6.8, 6.4% glicerin, 2% SDS, 100mM DTT
¢s Bromfenolkék). Az ovariumokat 5 perces forraldssal, szonikalassal majd wjabb 5
perces forralassal tartuk fel. A mintakat ezutan 1 percig centrifugaltuk 12000g-vel, majd a
folyadék fazist 0j csébe tettiik. A fel nem hasznalt fehérje preparatumot -80°C-on
taroltuk.

A fehérjemintak futtatdsara valamint a blottolasra a Bio-Rad minigél rendszert
hasznaltunk. 10%-o0s poliakrilamid gélt készitettiink, mely a Laemmli-féle
gélelektroforézis elvének megfelelden egy pH=6.8, 5%-os felsd és egy pH=8.8, 10%-0s
als6 gélbol allt. A gél Osszetétele a Sambrook J. és Maniatis T. laboratoriumi
receptgyljtenyében javasolt volt. Koriilbeliil 3 par ovarium ekvivalens fehérjét vittiink fel
egy zsebbe. A relativ molekulatomegek megbecslésére a Bio-Rad Kaleidoscope
Prestained Standards molekulatomeg markert hasznaltunk. A futtatast 25mA allando

aramerdsséggel végeztik futtatd pufferben (10xpuffer: 1000ml-be 30.2g TRIS, 144.199
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glicin, 10g SDS). A gélen szeparalt fehérjéket 200mA aramerrdsséggel, 2 6ran keresztiil,
jéghideg transzferpuffer felhasznalasaval (20% Met-OH, 25mM Tris-Cl, 192mM
Glycine) PVDF membranra (Amersham), blottoltuk at. A blottolas hatékonysagat a gél
Coomassie Blue-val valo festésével ellendriztilk. A membrant TTBS-ben (25mM TRIS-
ClL, 15mM NacCl, 0,1% Tween20) mostuk, majd blokkoldé pufferben (TTBS, 5% sovany
tejpor) egy éjszakan keresztiil blokkoltuk. Az igy eldkészitett membrant blokkold
pufferben higitott elsddleges ellenanyaggal szobahOmérsékleten 2 o6ran keresztiil
inkubaltuk. Az anti-OSK ellenanyagot 1:1000 aranyban, az anti-y-tubulin (Sigma)
ellenanyagot 1:1000 ardnyban, az anti-VAS ellenanyagot 1:10000 aranyban ¢és az anti-Prt
ellenanyagot 1:3000 ardnyban higitottuk blokkolé pufferben. Az ellenanyagos kezelés
utan a membrant 2-szer 5 percig desztillalt vizben, majd 2-szer 10 percig TTBS-ben
mostuk. A masodlagos ellenanyagot blokkold pufferben higitottuk és 2 6ran at inkubaltuk
a membranokat szobahdmérsékleten. Az elsddleges nyul ellenanyagok esetében
peroxiddz konjugélt kecske anti-nyul mdsodlagos ellenanyagot (Jakson) hasznaltunk
1:5000-szeres higitasban. A patkdnyban termeltetett elsddleges ellenanyag esetében
1:300-szeres peroxiddz konjugalt anti-patkany madasodlagos ellenanyagot (Amersham)
alkalmaztunk. A masodlagos ellenanyagokkal vald inkubdlds utan a membranokat
desztillalt vizzel oblitettiik, majd 5-szor 5 percig mostuk TTBS-ben. A peroxidaz
konjugélt  masodlagos ellenanyagok  enzimatikus aktivitasat  felerdsitett
kemolumineszcencia (ECL) rendszerrel detektaltuk. (25ul 90mM Coumaric, 50ul

230mM Luminol, 3ul H202 10ml 100mM TRIS pH=8.5 15 perc inkubalas).
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Klonozas és a menekito konstrukt elkészitése

A hobo transzpozont hatarolé genomi szekvencia meghatarozasahoz az adapteres PCR
technika vezetett eredményre, igy annak részletes menetét ismertetem. Genomialis DNS-t
izolaltunk a homozigota prt%® vonalbol. LacZ proba alkalmazasaval Southern
hibridizacids kisérlettel megallapitottuk az inszercid kornyezetének restrikcios térképét a
hobo transzpozon kozelében. A genomialis DNS-t ezek utan Aatll restrikcios enzimmel
emésztettiik, majd 16°C-on 15ul térfogatban egy éjszakan keresztiil ligaltuk az Aatll
hasitohelyre specifikus szintetikus adapterrel (AD1, AD2). Az amplifikalast adapter
specifikus AD1 és a hobo transzpozon lacZ szekvenciajara specifikus LacZ-F1

primerparral végeztiik, Fermentas Taq polimeraz alkalmazasaval.

Az amplifikacios PCR program a kdvetkezd 1épésekbdl allt:
1. 94°C-on 2 perc

2.94°C-on 1 perc

3. 60°C-on 45 perc 30 ciklus

4.72°C-on 2 perc

5.72°C-on 5 perc

A PCR termék 1/50-ned részét egy belsé primerparral (AD1-gyel és LacZ-F2-vel) Gjra
amplifikéltuk, az els6 PCR reakcioval megegyezd koriilmények kozott. A PCR
termékeket agaroz gélen valasztottuk el, majd izolaltuk a gélbdl, végiil pBR322 vektorba

szubklonoztuk. Az inszertek szekvenciait meghatdroztuk (ABI Prism 310 Sequencer,
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Perkin Elmer). A szekvencidkat BLAST program segitségével helyeztiik el a Drosophila
genomi szekvencian. A GadFly adatbédzisban az inszercid6 kornyezetében géneket,
exonokat kerestiink. A Berkeley Drosophila Genome Project-t6l megrendeltiik az
inszerci6 kornyezetébe esd, a szekvenciaval homologiat mutatdo EST-ket (GH09755.3,
GHO09755.5, GH09756.5, HL01519.5, LD15816.5, LD16133.5, RE09730.5), melyek a
CG7761 szamu csoportba (clot) tartoznak (Adams és mtsai., 2000; Rubin és mtsai.,
2000). A HLO1519 szamt EST-b6l mely Bluescript vektorban Xhol-EcoRI helyre
kloénozva allt rendelkezésiinkre, menekité konstruktot készitettink. A HLO01519-
Bluescript plazmidot elészor Xho restrikcios endonukledzzal emésztettiik, majd Klenow
DNS polimerdzzal tompa véget készitettiink. A felnyitott plazmidot ezt kdvetden Notl
restrikcids endonukledzzal emésztettiik, ami egy 2,2 kb hosszu fragmentet eredményezett.
A pUASp jelii Drosophila transzformald vektort (Rorth, 1998) Xbal restrikcios
endonukledzzal emésztettiik, Klenow DNS polimerazzal tompa véget készitettiink, majd
a Notl restrikcidos endonukledzzal emésztettiik. A 2.2 kb-os EST fragmentet blant vég-

Notl helyre klonoztuk a pUASp vektorba.

Total RNS tisztitas

50 felndtt legyet 1.5ml-es Eppendorf csében cseppfolyos No-ben lefagyasztottunk.
Ramértiink 100ul Trizol reagenst (GIBCO BRL), majd csiszolt livegbot segitségével a
legyeket gyorsan homogenizaltuk. A homogenizdtumhoz jabb 700ul Trizolt adtunk,
majd 5 percig jégen inkubaltuk. Ezutan 200ul kloroformot adtunk a preparatumhoz, amit

15 masodperces vortexelés és 3 perces jégen torténd inkubalas kovetett. A mintat 4°C-on
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12000g-n 20 percig centrifugaltuk. A felsd vizes fazist 0j csébe tettiik és az RNS-t 500ul
izopropanol hozzdadéasaval kicsaptuk. A mintat vortexeltiik, majd 10 percre jégre tettiik
¢s 10 percig 12000g-n centrifugaltuk. A feliiluszot eltavolitottuk és a csapadékot DEPC
kezelt RN4az mentes vizzel higitott 75%-0s etanollal mostuk, amelyet 5 perces 4°C-0s
centrifugdlas kovetett. A feliiluszo eltavolitisa utdn a mintdkat 10 percig

szobahdmérsékleten szaritottuk. A beszaritott csapadékot DEPC kezelt vizben oldottuk

fel.

Northern hibridizacio

Formaldehid gél készitése €s a mintak futtatasa:

200ml 1.5%-os gélhez 3 g agardzt, 146ml dH20-t és 20ml 10xMOPS-t (0.4 M 3-[N-
Morpholino] propanszulfonilsav pH=7.0, 0.1 M Na-acetat, 10 mM EDTA pH=8.0, DEPC
kezelt vizben készitjiik az oldatot, majd autoklavozzuk) felforraltunk, majd 50°C-ra
hiitottik és 34ml 37% (12,3M) formaldehidet adtunk hozza. Az oldatot dszekevertiik €s
fiilke alatt futtato talcaba ontéttiik. A futtatopuffer dsszetétele 1000ml-re szamolva 100ml
10xMOPS, 18ml 37% formaldehid és 882ml dH2O volt. A minta elokészitése soran ~
10pg totdl RNS-t oldottunk 5Sul DEPC kezelt dH20-ben és hozzaadtunk 10ul
formamidot, 2ul 10XxMOPS-t, 3ul 37% formaldehidet, majd az elegyet 65°C-on
denaturaltuk 10 percig, majd jégre tettiik ¢és 3ul festéket (1xMOPS, 15% ficol,
Bromfenolkék) adtunk hozza. A minték felvitele elott a gélt eléfuttatuk 5 percig SV/ecm-

el, majd a mintakat rogton felvittilk a gélre és egy éjszakan keresztiil ~40V-tal futtattuk,
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4°C-on. A pontos molekulatomeg megallapitas érdekében DNS molekulatomeg marker
helyett RNS markert hasznaltunk.

A blottolashoz a membrant (Nytran plus membran, Schleicher & Schuell) vizben valo
benedvesitéssel, majd 15 perces 2xSSC-ben torténd aztatassal készitettiik eld. A gélt
20xSSC-ben 5 percig mostuk. A blottolast egy ¢jszakan at 20xSSC-vel, kapillaris
modszerrel végeztilk. Mésnap a membrant 5xSSC-ben mostuk a géldarabkak
eltavolitisara, majd megszaritottuk és az RNS-t 2 perces 1200x100uJ/cm? teljesitményt
UV kezeléssel a membrannal keresztkotottik. A membrant ezutdn hibridizalé cs6be
helyeztiik és modositott Church és Gilbert féle hibridizald oldatban (0.5M NaPO4 puffer
pH=7, 1ImM EDTA, 7% SDS) 55°C-on 1 6ran at el6hibridizaltuk. A proba elkészitése
izotopos random primer jeloléssel tortént, DNS templatrol a Boehringer Random Primed
DNA Labeling Kit felhasznalasaval és az abban ajanlottak szerint.. Belsé kontrollként
rp49-t (riboszémalis protein) hasznaltunk, amelyet parhuzamosan jeldltiink a probaval.
Az prt-RNS proba eloallitasanal a templat linearizalasaval kezdodott, a HLO1519
plazmid EcoRI emésztésével és tisztitasdval, majd a komplementer RNS 4atirdsa a
vektorban talalhatd T7 promoterr6l Fermentas T7 RNS polimerdz alkalmazéasaval €s
radioaktiv [a®?P] dCTP (3000Ci/mmol) felhasznalasaval tortént. A be nem épiilt
nukleotidokat Sephadex G50 oszlop segitségével tavolitottuk el. Egy Pasteur pipetta
aljaba steril liveggyapotot tettliink, majd feltoltottiik az eldkezelt Sephadex gyonggyel
(30g Sephadex G50 gyongyot 250ml TE pH=8.0-be). Ezutan az oszlopot 1 térfogat TE-
vel mostuk, majd ramértiik a jelolési reakciot. Az oszlopot TE oldattal mostuk és 200ul-

es frakciokat szedtiink. Szcintillacios detektorral valasztottuk ki a legaktivabb frakciokat.
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A jelolt DNS-t 7 perces forralassal denaturaltuk, majd jégen hiitottiik és Sml hibridizacios
oldathoz adtuk, amit a membranra mértink. A hibridizalast 55°C-on egy éjszakan
keresztlil végeztilk. Masnap a filtert 2x15 percig nagy térfogat S0mM NaPOs4 pH=7.0
pufferben szobahémérsékleten mostuk. Ezt egy 30 perces 55°C-o0s mosas kovetett, mely
utan ellendriztilk a filter radioaktivitasat. Amennyiben GM szamlaléval 50-100
betités/mp-nél nagyobb értéket kaptunk a filtert 65°C-on Gijabb 30 perces mosasnak

vetettiik ala. A filterek radioaktivitasat IS 450 Phospholmmager-rel tettiik lathatova.

Reverz transzkripcio, RT-PCR

A reverz transzkipcios kisérletekben Trizolos mddszerrel izolalt totdl RNS-t hasznaltuk

templatként. 3-5ug totdl RNS-t 10pmol reverz primerrel, illetve Sul Ipg/ul

cre

cyey

transzkripcid puffert (Fermentas), 4ul 10mM dNTP-t, 0,511 RNaz inhibitort (Fermentas),
3ul MMLV Reverse Transzkriptazt (Fermentas) és 22,5ul dH20-t mértiink ki és ehhez
adtuk hozza az RNS-t és a primert tartalmazd keveréket. A mintat 37°C-on 1 Oraig
inkubaltuk, majd 5 percig 70°C-on inaktivaltuk a reverz transzkriptaz enzimet. A PCR
reakcidé soran 50ul reakciotérfogatban dolgoztunk a kovetkez6 komponensek
felhasznalasaval: Sul 10x puffer, Sul 25mM MgCl,, 1ul 10mM dNTP, 1ul 20pmol/ul
forward primer (PRT1F vagy rp49-Forward), 1ul 20pmol/ul reverse primer (PRT4R,

rp49-Reverse, white-3R), 1ul Tag DNS polimeraz (Fermentas), 1.5ul templat cDNS.
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“Hot start”-ot alkalmaztunk, amely azt jelenti, hogy csak az els6 denaturalasi 1épés utan
adjuk a reakcioelegyhez a polimerdz enzimet.
Az amplifikacios PCR program a kovetkezd 1épésekbdl allt:
1. 95°C-on 5 perc
2. 95 °C-on 30 masodperc
61°C-on 40 masodperc
Hot start+Taq
72°C-on 25 perc
3. 95°C-on 40 masodperc
61°C-on 40 masodperc 20 ciklus
72°C-on 1 perc 30 masodperc
4.72°C-on 5 perc

A reakcidelegybdl 15ul-t 0.8%-o0s agar6z gélen futtattunk.

Prt-GST fuazios fehérje eloallitasa

A GST fuziés fehérje eldallitasa soran a pGEX-4T-1 (Amersham) vektort alkalmaztuk.
Prt génspecifikus primereket szintetizaltattunk, melyek végére hasitohelyeket terveztiink.
Az F1-GST primer EcoRI helyet tartalmazott és a prt koédold szekvencia kezdd
metioninjatol tartalmazta a prt specifikus DNS szekvenciat. Az F2-GST primer szintén
EcoRI helyet tartalmazott €s a prt gén kozepétdl a 250. aminosavtdl kezddédden volt prt
DNS specifikus. Az R-GST primert hasznaltuk mindkét forward primer esetében, amely

Xhol hasitohelyet tartalmazott az 5> végén ¢és a prt stopkodon kornyezetének
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szekvencigjaval volt komplementer. A PCR-ket tisztitott HLO1519 plazmid DNS-en
végeztikk. Az F1-GST — R-GST PCR eredménye egy 1200 bazispar hosszu, mig az F2-
GST — R-GST PCR reakciobol egy 600 bazispar hosszu terméket kaptunk, az eldzetes
szamitdsoknak megfelelden. A PCR termékeket valamint a pGEX-4T-1 vektort EcoRI és
Xhol enzimekkel 20-20ul-ben emésztettiik. Az emésztményét 1%-os agardz gélen (Low
Geling Temperature Agarose, Sigma) futattuk, és a fragmenteket a fent emlitett
fenolozasos maddszerrel izolaltunk vissza. A tisztitott vektort és inszerteket 1:6 aranyban
Fermentas T4 DNS ligaz segitségével, 15ul-ben, 16°C-on egy éjszakan keresztiil ligaltuk.
Kovetkez6 nap a T4 DNS ligazt 65°C-on 10 percig héinaktivaltuk, majd a ligatumbol
Sul-t DH5a kompetens sejtbe transzformaltuk. A baktériumokat ampicillines lemezre
szélesztettiik és 37°C-on egy éjszakan at novesztettik. Egyedi koloniakbol 3ml-es
folyadék kultirakat novesztettiink egy éjszakan at és DNS-t tisztitottunk beldlik a
Promega MiniPrep tisztitd rendszer segitségével az ott megadott recept alapjan. A pozitiv
klonokat EcoRI-Xhol kettds emésztéssel valasztottuk ki. A pozitiv klonok inszertjeit
részleges szekvenalassal ellendriztiik. Az ellendrzott klonokat BL21 gazdasejtbe
transzformaltuk. Egy egész éjszakidn LB-ben ndvesztett kultarat 1:10 ardnyban
higitottunk és 37°C-on ODepo=0.7-ig novesztettiink, majd a fuzios fehérje indukalasa
érdekében 250uM végkoncentracioban izopropil-tiogalactopiranozid-ot (IPTG) adtunk a
tenyészethez és 30°C-on 4-6 oraig tovabb novesztettiik. Az indukcid mértékét a
baktériumokbdl tisztitott fehérjék SDS poliakrilamid gél elektroforézisével ellendriztiik.
Az indukalt és az indukalatlan baktériumtenyészetek esetében egyarant szonikalassal és
forralassal tartuk fel a sejteket mintapufferben, majd 1 perces centrifugalds utan a

fehérjék kis részét megfuttattuk és a fehérje futdsi képének Coomassie festése utani

36



Osszehasonlitasdval megéllapitottuk az indukci6 sikerességét. Ezutan a fehérjepreparalast
a kovetkezd moédon megismételtiik: az indukalt kulturat centrifugaltuk, majd a sejteket
felszuszpendaltuk lizispufferben, ami PBS-ben tartalmazott 1% Triton X-100-t,
0.2%SDS-t, 0.5%NP40-t, 0.1% Tween-20-t, 1mM fenil-metil-szulfonil fluoridot (PMSF)
¢s 10pg/ml chymostatint, 10pug/ml leupeptint, 10pg/ml antipaint, 10pug/ml pepstatint és
1/10 térfogat 10mg/ml frissen oldott lizozimet és jégen 30 percig inkubaltuk. Ezt
kovetéen a mintat szonikaltuk és 12000g-vel 10 percig centrifugaltuk. Ezzel
eltavolitottuk a sejtes elemeket mig a baktérium fehérjék a feliiluszoban maradtak. A
feloluszohoz 50%-o0s koncentracioban Glutathione Sepharose 4B gyongyoket (Amersham
Pharmacia Biotech) adtunk. A felhasznalt gyongy/baktérium kultira aranyt az Amersham
alltal ajanlottak alapjan szamitottuk. A fzids fehérje és a gyongy kozotti kotés
kialakulasa érdekében 4 orat forgattuk 4°C-on. A gyongyoket 10 masodpercig maximalis
fordulaton leiilepitettiik, majd jéghideg lizispufferrel 3-szor mostuk. Ezt 2 PBS-es mosas
kovette. Végil a gyongyoket mintapufferben vettilk fel, és a fehérjéket 5 perces
forralassal a gyongyokrdl elualtuk. Az iires gyongyoket centrifugaldssal kiiilepitettiik,
majd a feliiliszobdl kis mennyiséget SDS poliakrilamid gélen megfuttattunk ¢és
ellendriztiik a fuzios fehérje mennyis€gét és mindséget.

Az immunizalasokhoz 500ug fehérje volt sziikséges mindkét fehérje esetében ¢€s
ezt nagy térfogatu indukcidval és preparativ tisztitassal oldottuk meg, majd a mintdkat a

felvivé SDS pufferben taroltuk a felhasznalasig -80°C-on.
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Prt ellenanyag termeltetés nyulban

Az immunizalas el6tt a fuzios fehérje preparatumokat SDS poliakrilamid gélen futattuk.
A fehérjéket 20 perces vizben oldot 0.05% Coomassie Brilliant Blue festéssel tettiik
lathatova. A gélt desztillalt vizzel mostuk ¢és kivagtuk a fuzios fehérjét tartalmazo
géldarabot. Az izolalt géldarabot szikével apréra vagtunk, majd egy az aljan 25G-s
inzulinos fecskenddvel kilyukasztott PCR cs6bdl egy Eppendorf csébe centrifugalva
tovabb fragmentéltuk a géldarabokat. A gélfragmentumokat 1 ml-es végtérfogatra PBS-
sel felszuszpendaltuk. Ezutan a szuszpenzidt szemcseméretét 18G-s injekcios tiin valo
tobbszori atszivassal csokkentettiik. Ezt az eljarast 20G-s és 22G-s tlivel megismételtiik.
A poliakrilamiddal egyiitt torténé immunizalasnak a hatranya, hogy a poliakrilamid
neurotoxikus és néha tumorok képzddése is beindul az injekcid helyén, masfeldl elonye,
hogy a poliakrilamid erds antigén, amely gyors immunvalasz kivaltasat eredményezi.

Az immunizalanddé nyulak fiilvénajabol egy héttel az immunizéalas elott vért
vettiink, és preimmun szérumot készitettiink a kovetkez6 modszerrel: a vért egy €jszakan
keresztiil 4°C-on taroltuk, majd 1000rpm-el centrifugaltuk és a savot azid nélkiil -80°C-
on, vagy 0.02% Na azid hozzaadasaval 4°C-on taroltuk. Mindkét fuzios fehérjével két 2
kg-os, albino, ndstény nyulat immunizaltunk. Az immunizalasnal 200pg fehérjét
hasznaltunk az els¢ kettd, majd 100ug-ot a kdvetkezd oltasnal. Az elsé immunizalasnal
Iml PBS-ben felszuszpendalt akrilamid toéredéket Iml komplett Freund adjuvanssal
(Difco Laboratories) kevertiik 0ssze, mig kelld stirtiségli kolloid oldat keletkezett. A
nyulakat a hatukon subcutan oltottuk, 5-6 helyre elosztva az oltdanyagot. 7 nappal

késobb 1ml PBS-ben felszuszpendalt akrilamid toredéket 1ml 10:1 aranyq,
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komplett:inkomplett Freund adjuvéanssal szuszpendaltuk és ezzel oltottuk a nyulakat.
Harom hét mulva a harmadik immunizalasnal Iml PBS-ben felszuszpendalt akrilamid
toredéket 1ml inkomplett adjuvanssal szuszpendaltunk. Az oltasokat kovetd 7. napokon
probavért vettiink, savot prepardltunk ¢és azok ellenanyagtiterét Western blottal

ellendriztik.

Prt-Gfp fuzios fehérje eloallitasa

A HLO1519 jelt, teljes hosszusaga EST-t hasznaltuk a Prt-GFP fuzids fehérjét tartalmazo
vektor elkészitésénél. A pB-Glo-2GFP vekrort hasznaltunk, melyet Juergen Knoblich
bocsajtott rendelkezésiinkre (nem publikalt). A prt cDNS-t a leolvasasi keret
megorzésével a pP-Glo-2GFP vektor GFP szekvencidjanak N-terminalis végére
klénoztuk. A ¢cDNS irdnyitott klonozasat prt specifikus, hasitohelyeket is tartalmazo
primerekkel (ForwN-GFP, RewN-GFP) amplifikalt prt cDNS-sel valositottuk meg. A
PCR amplifikéaciot Pwo DNS polimerazzal végeztiik, melynek a tévesztése minimalis az
amplifikacié soran. BamHI-Sall helyre klonoztuk a Bglll-Sall enzimmel emésztett PCR
terméket, majd restrikcios emésztésekkel ellendriztiik a klonokat. A Prt-GFP fuzios
terméket ezutan a pUASp jelii Drosophila transzformald vektorba, Notl-Xbal helyre
klonoztuk. A pozitiv klonokat restrikcios emésztéssel €s szekvenaltatassal is ellendriztiik.
Qiagen MidiPrep tisztitdo rendszerrel allitottunk elé az ellendrzott konstrukciobdl nagy

tisztasagl, injektalasra alkalmas DNS-t.
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A kisérletek soran hasznalt, altalunk tervezett szintetikus primerek

A primerek tervezésénéla az alabbi internet cimen talalhat6é programot hasznaltuk.

http://www.idtdna.com/program/main/home.asp

AD1 5’-ACCAGCTAAACGCAACCCTAAGACGT-3

AD2 5’-CTTAGGGTTGCGTTTAGCTGGT-3"

LacZ-F1 5’-GGATAGGTTACGTTGGTGTAG-3’

LacZ-F2 5’-TCGCACTCCAGCCAGCTTTCCGG-3°

PRTIF 5’-TAATACCTGCTGCTGTTACC CGCA-3’

PRT4R 5’-GGCCCCCTAAGGTTGCTCACTATT-3’
rp49-Forward 5°-GCATACAGGCCCAAGATCCGT-3’
rp49-Reverse 5’-CAATCTCCTTGCGCTTC TTG-3°
white-3R 5’-GTGTGCTGACATTTGCTGA-3’

F1-GST 5’-GCGGAATTCATGTCGAGTGCAGAA-3’
F2-GST 5’-TCCGAATTCCTGCCCGATTTCCAG-3°
R-GST 3’-AGAGACCTTATCACTGAGCTCCCC-5°
ForwN-GFP 5’-CGCAGATCTGATGTCGAGTGCAGAA-3’
RewN-GFP 3’-TCCGCGAGAGACCTTGGCAGCTGCGCG-5’

Internetes adatbazisok, szolgaltatasok és felhasznalt szoftverek

http://www.fruitfly.org
http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST/
http://www.fruitfly.org/blast/index.html
http://fly.ebi.ac.uk:7081/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/
http://www.expasy.ch/
http://www.idtdna.com/program/main/home.asp
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Eredmények

A prt% mutacié azonositasa és fenotipusos jellemzése

Egy 750 homozigéta életképes hobo transzpozon inszerciot tartalmazd
mutansgyljteményt teszteltiink ivarsejthidnyos fenotipusra, amit Kiss Istvan
laboratériuméban allitottak elé (nem publikélt). A gylijtemény eldallitasandl a
H[pH{Lw2}] mddositott mesterséges transzpozont és a P[ry", HBL1] transzpozéaz forrast
hasznaltak (Smith és mtsai., 1993). A gyiljtemény egyes vonalaiboél homozigota
ndstényeket gyljtottiink és kereszteztiik Oregon-R vad tipusi himekkel, majd ezek
felndtt utddjait teszteltiik ivarsejthianyos fenotipusra. A H1173 szamu inszercios vonal (a
poirot génben tortént inszercid miatt a mutans vonalat ezutan prt®-nek hivom) felnétt
utddjai nem teljes penetranciaji, ivarsejthianyos fenotipust mutattak. Ezt a fenotipust
unokatlan fenotipusnak is hivjak, mivel a mutdns ndstények utédjainak mar nem lesznek
utodjai. A felnétt utédok gonddjainak 70%-a ivarsejthianyos, 30% pedig vad fenotipust
volt. A felboncolt egyedeknek 10%-a mozaikos fenotipust mutatott, azaz az egyik
petefészek vagy here ivarsejthidnyos, mig a masik vad tipusa volt (4. é&bra). A
felndttekben megfigyelt mozaikos mutans fenotipus kialakulasat a prt%® mutacié korai
hatdsdval magyardzzuk. A feltételezett korai fejloddési rendellenesség csokkent szamu
ivarsejtet eredményezhet, ami az embrionalis ivarsejtek jobb és bal oldali gonadokra valéd
szétosztodasa soran egy egyedben mutans és vad tipusu ivarszervek kialakuldsdhoz vezet
(5. abra). A prt%® mutacio ivarsejtképzésre gyakorolt korai hatasat mutans néstényektol

szarmazo6 embriok vizsgalataval bizonyitottuk.
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4. abra. A prt®/prt®* mutans néstények utodjainak ivarsejthianyos fenotipusa petefészekben. (A)
Vad tipusut ndstény petefészke a kiilonbozo fejlédési  stadiumban  1évo
petekezdeményekkel. (B, C) A prt®/prt® néstények felndtt utddjainak ivarsejthianyos
fenotipusa a ndstények petefészkében.(B) A petekezdemények hianyoznak, csak a
testisejt eredetli petecsdvek és trahedk lathatok. (C) Mozaikos petefészek, amely a
csokkent mennyiségii embrionalis ivarsejt lefliz6dés eredményeként jon 1étre.

5. abra. A prt®/prt* mutans ndstények altal lerakott petékben az embrionalis ivarsejtek
hianyoznak. (A) Egy polaris plazma komponens, a Vasa fehérje ellenanyagos festésével
tettiik lathatova a poszterior poluson leflizodott embrionalis ivarsejteket a vad tipusu
blasztoderma stadiumi embrioban, mig (B) ezek hianyoznak a prt®/prt®® mutans
néstények altal lerakott petékben.
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A prt® utdédok mintegy 70%-ban az embrionalis ivarsejtek hianyat, vagy nagyon erds
szambeli csokkenését mutattuk ki. Ezen feliil a prt%® mutacié korai hatasara utal az a tény
is, hogy a 18°C-on tartott homozigéta ndstények utddjai az unokatlan fenotipus
penetrancidjanak emelkedése mellett potrohhidnyos fenotipust is mutattak (6. abra, 1.
tablazat). Az abdomennek ¢és az ivarsejteknek egylittes hidnya az Un. poszterior
géncsoport mutacioira jellemzd, amikor a mindkét struktura kialakitasaért felelds polaris
plazma sériil. A prt® mutaciot, a 18°C-on tapasztalt Osszetett fenotipusa alapjan a
poszterior mutansok csoportjaba soroltuk.

Ha a prt%® homozigdta néstényeket prt® homozigota himekkel kereszteztiik és a
keresztezést 18°C-on végeztiik akkor az utddokban a poszterior fenotipuson kiviil a feji
struktarak kiilonbozé mértékii hibajat és az embrionalis kutikulan Gn. kutikulalyukakat is
tapasztaltunk, ami megemelkedett mértékii embrio letalitdssal parosult. Ebben az esetben
a prt% anyai hatast fenotipusa a zigotikus géntermék hidnya miatt meger6sodott, ami azt
jelzi, hogy a prt génnek zigdtikus funkcidja is van. A fenotipus analizis soran azt is
megfigyeltiik, hogy a prt%® homozigota néstények peterakasi képessége elmarad a vad
tipustol (1. tablazat). A csokkent peterakdsi képesség arra utal, hogy a prt génnek a
peteérés folyamataban, a polaris plazma kialakulasa el6tt is van szerepe. A prt%® mutacid
tehat a poszterior fenotipuson kiviil egyéb pleiotrdp fenotipusokat is mutat.

Munkénk soran a felsorolt prt fenotipusok koziil az anyai hat4st, ivarsejthidnyos

fenotipust jellemeztiik genetikai és molekularis modszerek segitségével.
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6. abra. A prt%*/prt* mutans vonal poszterior fenotipusa. (A) Vad tipusa embrio, 8
potrohszelvénnyel rendelkezik 18°C-on is (nyilak). (B) prt®/prt*® néstény poszterior
fenotipust petéjében a potrohszelvények jelentds szambeli redukcidja tapasztalhatd

18°C-on.
poszterior fenotipusd rarsejthianyos i arsejthianyos 500 180
pete 18°C fenotipus 18°C fenotipus 25°C pete/nistényinap  petefndstényinap
Mo " Mo Mo % Mo Ma
vad 331 0 160 O 100 0 100 14 331 8275

proost pros - 357 504 162 8458 116 70 100 32 357 247

1. tablazat. Potrohhianyos ¢és ivarsejthianyos fenotipus és a peterakasi képesség kiilonbozo
homérsékleteken. No: A vizsgalt embriok és felnétt egyedek szdma. %: A mutans
fenotipus szdzalékos megoszlasa. A poszterior fenotipust embrionalis kutikula
preparatumon vizsgaltuk. A felndtt ivarsejthidnyos fenotipust boncoléssal
allapitottuk meg. A peterakasi képességet 3 napos felnott ndstényekben vizsgaltuk.

A prt® mutacio térképezése

A prt® mutins vonal genetikai analizisét a mutacio térképezésével kezdtik. A
H[pH{Lw2}] hobo transzpozon két tigynevezett riporter gént (white és lacZ) tartalmaz
(7. abra), melyek segitségével a beépiilés helyét a genomban in situ kromoszoéma
hibridizalassal megallapithatjuk. A white, és lacZ specifikus probakkal vad tipusu

ndstények homozigéta himekkel tortént keresztezésébdl szarmazo larvakbol preparalt
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nyalmirigy oridskromoszomakat hibridizaltunk. Az endogén white 16kuszban tapasztalt
hibridizaciés jelet belsé pozitiv kontrollként hasznaltuk. A masodik kromoszéman
hibridizaciés jelet tapasztaltunk, ezzel a H[pH{Lw2}] hobo inszerciot a masodik
kromoszéma jobb karjara az 51 D9-E1-2 kromoszomadlis régioba térképeztik. A
kovetkezd 1épésben, az 51-es kromoszoémalis régidoban delécios térképezéssel kerestiik a
prt% allél pontosabb térképhelyzetét. A kisérletben a Df(2R)XTES8, Df(2R)JP1, Df(2R)I4
¢s DIXTEDL1 atfedd deléciokat hasznaltuk. A Df(2R)XTES8, Df(2R)JP1 és a Df(2R)I4
deléciok nem, mig a DFXTED1 komplementalta a prt® utédjainak unokatlan fenotipusat.
A deléciok ismert toréspontjai alapjan a prt%® mutaciot 2R 51 D9-11 régioba térképeztiik.
A delécios térképezés fényt deritett a prt%® mutacido természetére is. A prt%® mutacio
deficienciakkal szemben mutatott unokatlan fenotipusa (68%) kozel azonos volt a
prt%®/prt% homozigéta fenotipusanak penetranciajaval (70%). Az a tény, hogy a prt%®
mutacié homo- ¢és hemizigéta fenotipusanak penetranciaja kozel azonos, arra enged
kovetkeztetni, hogy a prt® allél egy amorf vagy null muticid. A késébbiekben a null
mutacio tényét molekularisan is bizonyitottuk.

Annak bizonyitasara, hogy valoban a hobo elem inszercidja felelés a prt%
mutacioért, hobo remobilizacios kisérletet végeztink. A H[pH{Lw2}] elem
remobilizaciojat a P[ry"” HBL1] transzpozaz forras segitségével végeztiik gy, hogy a
transzpozon mozgasat White- hattéren a white+ markergén expresszidjanak valtozasaval
kovettiik. 455 keresztezést végeztiink, melyekben a H[pH{Lw2}]-inszerciot transzpozaz
forrassal kereszteztiik. A white markergén elesztése alapjan 7 vonalat kiilonitettiink el,
melyek kozil 5 a prt%® mutacio fenotipusos revertansanak bizonyult. A revertans

vonalakban a hobo transzpozon preciz kivagodasa prt%® fenotipus reverzidjahoz vezetett,
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bizonyitva, hogy az ivarsejthidnyos fenotipust a hobo transzpozon inszercioja okozta. A 7
megvaltozott szemszinli vonalbol 2 letdlis fenotipust mutatott. A 2 letdlis vonal sem
egymast, sem az 51-es régiot atfedd deléciok fenotipusat nem komplementalta. Ezekrdl a
vonalakrdl azonban PCR reakciokkal illetve az eredeti prt% alléllal valo keresztezéssel
bizonyitottuk, hogy a hobo elem nem mozdult el a prt lokuszbdl, illetve az
ivarsejthianyos fenotipus nem revertalodott. Ugy gondoljuk, hogy mindkét letalis vonal
esetében a prt lokusztol fliggetlen, uj letalis mutaciok keletkeztek az eredeti hobo elem

kornyezetében. Ezeket a vonalakat a tovabbiakban nem vizsgaltuk.

A prt% gén klonozasa és jellemzése

A hobo transzpozon kornyezetének molekularis jellemzésénél, a hatarold szekvenciak
megallapitasdhoz a szokasos plazmidmenekités és az inverz PCR kisérletek nem vezettek
eredményre. Végiil az adapteres PCR technika segitségével tudtuk megéllapitani a
beépiilt hobo elem széli szekvencidit. Adapteres PCR technika segitségével a
H[pH{Lw2}] inszerci6 1.5kb sz€li szekvencijjat amplifikéltuk, majd azt
megszekvenaltattuk. A kapott szekvenciaval BLAST keresést végeztiink a Drosophila
genom ismert szekvencidival. Az inszercid pontos helyét az ismert szekvencidju
DS04940 jelt, 72kb-0s, Drosophila genomi inszertet tartalmazo P1 fag 34569 bazisanal
allapitottuk meg (7. abra). A DS04940 jelti P1 fagot a Drosophila Genom Program az
51D-E régiora térképezte, ugyanoda, ahova mi korabban genetikailag és in situ

hibridizacioval is térképeztiik a hobo elemet.
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Az inszercios pont kornyezetében kiillonb6zd génkeresd programok (ORF Finder,
Genescan) segitségével mar azonositott vagy prediktalt géneket kerestiink. Ennek
eredményeképpen azonositottuk az inszerciés pont kornyezetében a CG7761 prediktalt
gént. Megvasaroltuk a CG7761 génre specifikus részlegesen szekvenalt EST-ket és a
restrikcidos térképezés alapjan leghosszabbnak bizonyultat, a HLO01519 szamut
végigszekvenaltattuk. A teljes hosszusagu EST szekvencia ismeretében megallapitottuk a
gén szerkezetét, az exon-intron hatarokat. A gént kalandos megtaldldsa és késObbi

rejtélyes viselkedése miatt a hires belga detektivrél Poirotnak neveztiik el.

white 3R primer

prt AR primer

| | |
30.000 35.000 40.000 45.000

7. abra. A poirot gén szerkezete és a beépiilt hobo tanszpozon helye a prt* vonalban. A poirot
gén 4 exont tartalmaz, melyeket elvalasztdé 3 intron koziil az els6be épiilt be a hobo
tarnszpozon. A transzlacié (*) az elsé exonrdl indul el. A hobo transzpozon az ismert
DS04940 Pl1fag szekvencigjan a 34569. bazisnal épiilt be a prt® vonalban. Az abran
lathaté az RT-PCR soran hasznalt primerek helyzete.
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A poirot (prt) gén 4 exonbdl all. Az els6 exont egy nagy intron koveti, ez
tartalmazza a prt® vonalban a hobo transzpozont (7. abra). Szamitogépes program
segitségével leforditottuk a teljes prt cDNS-t fehérjévé mind a hdrom leolvasési keretben.
Ezek koziil a 477 aminosav hosszu teljes egyezést mutatott a Drosophila Genomprogram
annotacids adatbazisaban talalt aminosav szekvenciaval. Ezzel a fehérje szekvenciaval
egy altalanos fehérje BLAST keresést (http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST/)
végeztiink.

Az adatbazis szamos ¢€l61énybdl tartalmaz mar azonositott és jellemzett vagy
prediktalt homoldég fehérje szekvenciakat. Az Osszehasonlitds eredményeként
megallapitottuk (8. abra), hogy a Prt fehérje 257 aminosav hosszii N-termindlis része
48% azonossagot és 66% hasonldsdgot mutat a ember Sab fehérjével, 45% azonossagot
€s 63% hasonldsagot mutat az egér Sab fehérjével, 48% azonossag és 66% hasonlosag
mutat a Q91Y80 jelti patkany fehérjével, 38% azonossag és 56% hasonldsdg mutat a
KO03E6.7 jelti Caenorhabditis elegans fehérjével, valmint 38% azonossag és 54%
hasonlosag mutat a CG14408 prediktalt Drosophila fehérjével. A Prt fehérje 120
aminosav hosszu C terminalis szakasza egyedi szekvencidnak bizonyult. Ennek ellenére
ugy gondoljuk, hogy az N terminalis szakasszal tapasztalt szekvencia hasonlosagok
magas foka egy fehérjecsaladot jelol ki, amelynek Uj tagja a Prt fehérje. Az emberben
azonositott Sab fehérjét, egy SH3 domén kotd fehérjéként irtak le, amely a Bruton-
tirozin-kinaz fehérjét koti annak SH3 doménjén keresztiil és e kapcsolaton keresztiil
negativan regulalja annak miikodését (Matsushita és mtsai., 1998). Megallapitottak, hogy
a Sab fehérjén beliil egy 32 aminosav hosszu szakasz felelés az SH3 domén kotésért. Ez a

szakasz a Poirot fehérjében is 1étezik, amely 48% azonossagot és 73% hasonldsagot
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mutat a ember Sab fehérje megfeleld régidjdhoz. Az SH3 domén kotd szakasz

hasonldsédga alapjan elképzelhetd, hogy a két fehérje hasonld funkcidval bir.

L] 20 X 40 ] 60 A 20 ]
human Sad S == === -8EQGLEEEEE- - YOPRIQEELEXLNQSYI U0 INRRETELEDAR) KPR SYLVE AT VEL DELVKKIGKAYVE : 66
mouag Sad e == === -NEQGLEEEEEE - VOBRIQGELEXLNQSI D0 INRRETELEOARQXPRSVLVE AT VEL DELAXKKIGKAYE : 67
Poicot e === =--==-}SSAEOGE- -~~~ --LOBQIQIELENLW SAT DE INKLEIELEEANS TPRILLVWE STRALXYV SEXKLGWCIE : 64

C. «legana XKO3EG.7 : MOETAYSSEVIEXFPVSOEYYR)PEEOCHE PLE TRHLWNIHEELEXLY ISY 0V INKMEVQL OLARAODPREIQUQWSEXLXELSXQY¥SSQIR 80

100 n 120 A 140 & 160 J 120

human Sab : DSKEYWEARRVARQAQLEAQXA 2Q OFQRAIEVLAAAKELI SLAEQRLLED - DXRQ POS AWQESMLNHAT QRVME ABQIX TR SELVHXET AR : 153
mouag Sad : DSKEYWEARAVARQAQLEAQXA IQOPQRAIEVIAAAKELI SLAEQRLLED -0 XR] POS AWQENLNHATQRVME REQIX TRSELVHEEIRA : 136
Poicob : KAREYYEAL OXKARERQIEC QXAAVEEQRANEI HARSKEIVAL REQRE 8SH SHEW] FONAWQENLWHAT QRVR0 AR IQXADCHAENQRL IX : 1354

C. «legana KO3EE.7 : KARBEYELKIXKERSLREESQXAAERPERAISILAIAXQQVEL IQE SLSRQ -~ -ISVLEECLEVIHHHIQRVAEVEEERIALESLHASKAN : 177

» 200 L 220 o 240 & 260 &
human Sab b SIF WA FIFT TS AT FFTNRFLLIFHL XX 170 0L QARL ILAKNGEY K AL KWL ExI SOETHERRR - - - SSAMGERE-C : 241
mouae Sab : RANAANGHMRQL EXXLXRA INK SKBY P EL XAXYYVQLEQL XX IV0 DL QAXLALAKGEY XA ALK SLERT SOEIHERRR - - - SHAMQFRG-C : 242

Boicob : LEWAAEQRLQQLEORFRRS INKSREXYPEEXQVCQUQLQIQXWNRIQELQQQ VACAK SIY SYALRWLERI SEOIARQRCOF-PXE PRERE -F : 242
C. «legans KO3E6.7 : AMLHLAEKIRAMEX ONRYAIXKSRLYPEXRLE PIXILEAQXAZILCLEAE VRQXKWOY XX SLANLERI SERIHEERS- -XQSLESAYSSD : 265

220 n 300 () 320 A 340 () 360
human S3ab : GURRE---QESYSVEOLE-------=--------QSXP --EPDARIS -VRSEAFED- -DSCS--- -~ -----WPUSEDOSE- -IQ3VSSP38 . 2396
mouag Sabd : GURRE- --QEIRSYENLE---------------YSXP--ERDAIS SUASEAPED- -DHCS --- -~ -----WLYVSEODSE- -IQ SV 8PS : 2892
Poicob : GURRELWSEXSSALEPSLEDFPQLELEXCOY PSIARSQa--SLOAXY PQAARETEOEEDACOYDE IGACE LROUY DEROL EALRQXVX ILAY : 330
C. «legana KO3E6.7 : QEOQX---SOPKSSESLE---------------QUPFEPYAFIAPEEYEDXKYIIDX-DO08--~-~~-~ IVINNGIKIEQEEEGEXRWSRELGE : 330
A 3z0 ) 400 a 420 ) 440 b

~PESLOLESEVSLSEPG- -- --NMFEVL QPR -SEC- --SQRSSPE- -CEVERGDRRER : 339
mouag Sab = IXE SE ---%P DQF BAVAR - ~PRSLOLESEVSLSEPQ- -- --MdFE ILQPR-SEC- -- SQRESPE- -CEVERQDRREG : 361
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C. «legana XO03E6.7 : IAVAXXKEQWROL EXLOVAOXPRLERIEECKEQIXWEILI-SLOXPLANQSIVPEI SNAVSERSYP PRFLSLEC PRRYSQICR : 4399

8. abra. Fehérje szekvencia homologia viszonyok a Prt, az ember, illetve az egér Sab fehérjék és
a KO3E6.7 prediktalt C. elegans fehérje kozott. A homoldg szakaszokat sziirkével
jeloltik. A fekete mezd jelzi az ember Sab fehérjében az SH3 domén kotésért felelds
részt.

A prt®® mutacio molekularis jellemése

A hobo transzpozon pontos helyének megallapitasa és a kornyezetében 1évo prediktalt
gének Osszegyljtése utan nyilvanvalova valt, hogy a hobo elem a poirot gén elsé
intronjaban talalhatd. Genetikai adataink azt sugalltak, hogy a transzpozon beépiilése null
mutéaciot eredményezett. Hogy ezt molekularis eszkozokkel is igazoljuk, a mutans vonal

molekularis vizsgélatat Northern hibridizacioval kezdtiik. Total és mRNS-t izolaltunk vad
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tipusi és a prt%® homozigdta néstények ovariumabol, és mind poirot cDNS, mind
komplementer poirot RNS probaval végeztiink Northern hibridizaciot. A poirot proba
esetében nem kaptunk egyértelmi hibridizacios jelet a vad tipusban sem, mig az rp49
(riboszomadlis protein 49) belsdé kontroll, melyhez hasonlitottuk a kisérletben hasznalt
RNS mennyiségét, mindvégig erds jelet adott. Ezekbdl a kisérletekbdl nyilvanvaléva valt,
hogy a prt RNS mennyisége a vad tipusban is nagyon kevés, igy a prt® transzkripcid
jellemzésére a sokkal érzékenyebb RT-PCR moédszert valasztottuk. Total RNS-rél
random hexanukleotid felhasznalasaval reverz transzkripciot végeztiink, mely lehetéveé
tette, hogy a szintetizalt cDNS-t tobb, kiilonb6z6 PCR reakcioban is felhasznaljuk
templatként, illetdleg egy reakcion beliil két primerpart egy idoben alkalmazzunk. A prt
gén elsd, masodik és a negyedik exonjara (7.abra) valamint belsé kontrollként
hasznalhat6 rp49 génspecifikus primereket terveztiink. A prt specifikus és az rp49
specifikus primerparokat azonos PCR reakcidoban hasznaltuk. A prt elsé és negyedik
exonjara specifikus primerparral egy 1749bp hossza szakaszt, mig az rp49 specifikus
primerparral 316bp hosszl szakaszt amplifikaltunk a vad tipusi ndstények ovariumabol
készitett cDNS templat felhasznalasaval. A prt®® homozigéta néstények ovariumabol
készitett cDNS templatrdl csak az rp49 specifikus primerparral kaptunk amplifikatumot.
Ebbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a prt génrél a mutans vonalban nem keletkezik RNS,
amely most mar molekularisan is megerésiti a prt® null mutans voltat (9.abra A). Vad
tipusu, 0-21 oOras embriokbol készitett cDNS-rél szintén kaptunk amplifikatumot,
melynek mennyisége nagyobb volt, mint az azonos mennyiségli ovariumbdl szdrmazo
RNS templatrol kapott amplifikdtumé, ami nagymértékli zigotikus transzkripcidra utal

(9.abra A). prt%® homozigéta néstények vad tipusi himekkel tortént keresztezésébdl
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szarmazd embridknal szintén kaptunk amplifikdtumot, amely szerintiink a himbdl
szarmaz6 zigotikus géntermékrdl keletkezett. Ennek tisztazasara a prt%® homozigota
ndstényeket prt®® homozigéta himekkel kereszteztilk és az ebbdl a keresztezésbol

szarmazo petékbdl készitett cDNS templatrol méar nem kaptunk aplifikdtumot.

abcdef a b c
1747 b
v P - 882bp
BB M e e P49, 316 bp primer
A B

9. abra. RT-PCR eredmények vad tipusi és mutans ovariumokban és embriokban. Belso
kontrollként a kisérletek soran az rp49 specifikus primerparokat hasznaltunk azonos
reakcion beliil, amellyel egy 316bp-os amplifikdtumot kaptunk. (A) (a) Molekulastly
marker (b) az 1. és 4. exonra specifikus primerparral 1747bp hossza szakaszt
amplifikaltunk a vad tipusi ndstények ovariumabol készitett ¢cDNS-rél, mig a (c)
prt®/prt® néstények ovariumabdl nem kaptunk amplifikatumot. (d) 24 6ras embriokban
nagy mennyiségli amplifikdtumot kaptunk, amely nagy mértékli zigotikus
transzkripciora utal. (¢) Ha homozigdta ndstényeket vad tipust himekkel kereszteztiik,
akkor egy zigotikus géntermékre utald amplifikdtumot kaptunk. (f) Ha mind a ndstény,
mind a him homozigéta volt a prt%/prt® mutaciora nézve, akkor az utédokban nem
kaptunk amplifikatumot, ezek az embridk anyai és zigdtikus nullok voltak a prt®
mutaciora nézve. (B) Az helytelen intronkivagédas molekuléris bizonyitdsa RT-PCR
kisérlettel. (a) Molekulastly marker (b) A prt 1. exonjara specifikus és a mini-white 3.
exonjara specifikus primerparokkal tortént RT-PCR reakciok soran (b) az Oregon R
ovariumbol szarmazo templatot hasznaltunk kontrollként, ahol nem kaptunk
amplifikdtumot, mig (c) a prt® néstények ovariumabol szarmazo templatrol egy 882bp-
os terméket kaptunk.
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Ezek a peték anyai és zigétikus nulloknak tekinthetdk (9.4bra A). A fenti RT-PCR
kisérleteket a 2. és 4. exonra specifikus primerparral is elvégeztiik, amelyek hasonlo
eredményt adtak.

Az irodalombdl mar ismert, hogy az intronba inszertalodott transzpozonok egy
helytelen intronkivagddas eredményeképpen Osszeépiilhetnek annak a génnek az
exonjaival, amelyek az inszercios pont el6tt talalhatok (Baba és mtsai., 1999). Specialis
PCR reakcioét terveztiink, melyben a poirot gén és a hobo transzpozon markergénjeinek
exonjai kozott 1étrejott mutans splice terméket kivantuk megvizsgalni. A hobo inszercié
beépiilésének iranya alapjan ez a specialis Osszeépiilés csak a white markergénnel johet
létre. Igy a prt gén elsd exonjara specifikus primert és a hobo transzpozonban talalhato
mini-white gén 3. exonjara specifikus primert hasznaltunk a prt% vonalbdl szarmazo RNS
templaton végzett reverz transzkripciot kovetd PCR reakcié soran, az esetleges mutans
RNS termék kimutatdsara. Ebbol a PCR reakciobdl csak abban az esetben kaphatunk
amplifikdtumot, ha képzddik olyan RNS amely tartalmazza mind a két primerrel
komplementer szakaszt. A PCR reakcioban egy 882bp hosszu terméket kaptunk, melynek
szekvenaltatasa utan kideriilt, hogy a poirot gén elsé exonja és a mini-white gén masodik
exonja egy helytelen intronkivagodas eredményeképpen Osszeépiilt (9.abra B). Mivel a
mini-white transzlacios starthelye a harmadik exonjaban talalhato, igy elképzelhetd, hogy
a mutans vonalban a poirot gén szabalyozasa alatt, a kiméra RNS-r61 White fehérje
keletkezik, amit a prt%® mutansok halvany narancsszinli szeme is jelezhet. Ez az

Osszeépiilés egyben megakadalyozza a poirot génr6l a vad tipust mRNS képzddését is.
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Az ivarsejthianyos fenotipus menekitése prt transzgénnel

A prt® allél genetikai és molekularis analizise feltarta, hogy az ivarsejthianyos mutaciot a
hobo transzpozon inszercidja eredményezte, valamint, hogy a hobo transzpozon a
CG7761 gén els6 exonjaba épiilt be. Annak bizonyitasara, hogy a CG7761 annotalt
génben tortént mutacio felelds az ivarsejthidnyos fenotipusért, transzgenikus menekitési
kisérletet végeztiink. A rendelkezésre allo CG7761 specifikus EST-kbdl kivalasztottuk
azt amely tartalmazza a teljes kodold szekvenciat (HL0O1519) és ezt pUASp Drosophila
transzformalo vektorba, az UAS promoéter szekvencidk utan klonoztuk. Az igy létrejott
pUAS-prt vektort whitel118 torzsbe transzformaltuk, majd harmadik kromoszomas
transzgenikus pUAS-prt vonalakat alapitottunk. A pUAS-prt transzgént a nosGal4Vpl6
ivarvonal specifikus Gal4 forrassal fejeztettiik ki, mivel ez a rendszer ivarvonalban képes
aktivalni az UAS-t és rajta keresztiil a beépitett transzgént (Rorth 1998, Van Doren et al
1998). A menekitéshez olyan torzset készitettiink, amely a masodik kromoszomajan
homozigéta volt a prt%® mutaciora és a harmadik kromoszémain a pUAS-prt, valamint a
nosGal4Vpl6 transzgéneket tartalmazta. Az ilyen ndstények utddjainak gonadjai 100%-
ban vad fenotipust mutattak, azaz a transzgénrdl keletkez6 CG7761 géntermék
maradéktalanul menekitette az ivarsejthianyos fenotipust. Abban az esetben, ha csak a
pUAS-prt transzgén vagy csak a nosGal4Vpl6 transzgén volt jelen a homozigota prt%
mutans vonalban, akkor annak ivarsejthidnyos fenotipusa megmaradt, jelezve, hogy a
menekitésért valoban a CG7761 gén kodold részét tartalmazoé pUAS-prt volt a felelds.
Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a poirot gén elrontasa a felelés a prt®

unokatlan fenotipusaért, valamint, hogy a transzformalt cDNS a teljes prt funkciot
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tartalmazta. Mivel a pUAS-prt transzgént az ivarvonal specifikus nosGal4Vplé Gal4
forrassal expresszaltattuk, az ivarsejthianyos fenotipus menekitése azt is bizonyitotta,
hogy a prt%® mutacid6 a petekezdeményeknek csak az ivarvonal eredetli sejtjeiben

nyilvanul meg.

A Prt protein kimutatasa ellenanyaggal és sejten beliili eloszlasanak megallapitasa

Mar a menekitési kisérlet is arra utalt, hogy a prt génnek a petekezdemények ivarvonal
eredetli sejtjeiben kell expresszalddnia. Egy 10j gén jellemzése soran azonban a
szovetspecificitason tul mind az RNS, mind a fehérjetermék sejten beliili lokalizacidjanak
ismerete kozelebb vihet benniinket a gén funkcidjanak megismeréséhez. A poirot
esetében el6szor a poirot mRNS sejten beliili elhelyezkedését in situ hibridizacidval
vizsgaltuk vad tipusu fejlédé petezdeményeken. Sajnos ezirdnyt prébalkozasunk nem
vezetett eredményre. A hibridizacios jel hianya a Northern hibridizéacio sikertelenségének
fényében nem volt meglepd, melybdl ugy gondoljuk, hogy az RNS szintli expresszios

A tovéabbiakban a Poirot fehérje a fejlddd petesejten beliili eloszlasanak
megallapitasara poliklonalis ellananyagot termeltettiink nyulakban. A teljes hosszusagu,
valamint a 227 aminosav hossz C terminalis Prt fehérjedarabbol GST-Prt fuzios fehérje
termelésére alkalmas konstrukciot készitettiink. Fehérje termelést indukaltunk
baktériumban, majd a tisztitott fehérjékkel nyulakat immunizaltunk. A savokat Western
blottal teszteltiik és kivalasztottuk a legerdsebb jelet ado ellenanyagot (C terminalis

elleni) és a tovabbi kisérletekben azt hasznaltuk. Vad tipust és prt®® mutans himekb6l

54



illetve ndstényekbdl fehérje preparatumot készitettiink, amelyeket Western blotton anti-
Prt ellenanyaggal vizsgaltunk. A szamitogépes molekulasuly becslésnek megfeleléen a
vad tipusu fehérjepreparatumban 54-56 kDa-os relativ molekulatomeg tartomanyban egy
Prt specifikus kettés csikot kaptunk (10. adbra a-d). Megjegyzendd, hogy megfeleld
intenzitasu jelet csak abban az esetben kaptunk, ha a gélre az irodalomban ajanlott

(Markussen és mtsai., 1995) fehérjemennyiség haromszorosat vittiik fel.

81 kDa
46 kDa
v-Tubulin el T T

10. abra. Western blot analizis Prt poliklonalis ellenanyaggal. Belsé kontollként a y-Tubulin
ellenanyagot hasznaltuk. Vad tipusi ndstényekbol (a) és himekbdl (b) szarmazod
fehérjepreparatum esetében 54 és 56 kDa-nal kapunk jelet. prt%®/prt®* néstényekben (c)
és himekben (d) sem kapunk jelet ebben a molstlytartomanyban.

Szamitogépes vizsgalataink alapjdn a fehérjén lehetségesek poszttranszlacios
modositasok. Szadmos lehetséges foszforilacios hely talalhatd a Prt aminosav
szekvencidjaban. Ugy gondoljuk, hogy az 56 kDa molsulya Prt fehérje egy ilyen
modositas eredményeképpen jon létre. Természetesen a moddositas tipusat biokémiai
vizsgalatokkal kell megallapitani. Az anti-Prt ellenanyaggal a vad tipusban specifikusan

reagalo két fehérje a prt® homozigdta mintakbol teljesen hianyzott. Ezekkel az adatokkal
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most mar nemcsak genetikai, és RNS szinten, hanem fehérje szinten is sikeriilt
kimutatnunk a prt® mutans null jellegét.

A Western blot kisérletekben jol miikodé a Prt fehérje C termindlis szakasza ellen
termeltetett ellananyaggal probaltuk a Prt fehérje petesejten beliili eloszlasat
meghatarozni. A petekezdemények ellenanyagos festése soran kiilonb6zo Prt ellenanyag
higitasokat és fixalasi modokat alkalmaztunk, de mindezek ellenére nem kaptunk
specifikus jelet. Az irodalombol szdmos esetet ismeriink, ahol a Western blotban jol
miikddod ellenanyag nem volt alkalmas hisztokémiai vizsgalatokra (Harris és Macdonald,
2001; Newmark és mtsai., 1997). Ennek egyik oka lehet, hogy a sejten beliili nativ
fehérje nem hozzaférhetd az ellenanyag szamara. Esetlinkben azonban az a magyarazat a
valdsziniibb, hogy a kimutatast a prt gén alacsony expresszidja tette lehetetlenné.

Az irodalombol tudjuk, hogy ezeket a problémaékat ugy probaljak kikiiszobolni,
hogy az alacsony mértékben kifejez6do fehérjéket jelzd fehérjékkel épitik Ossze, €és azt
nagy mennyiségben termeltetik az adott sejtféleségben, majd a fuzios fehérje eloszlasat
vizsgaljak (Harris és Macdonald, 2001; Newmark és mtsai., 1997). Az ilyen jellegii
kisérletek eredménye azonban csak akkor mérvadé ha a fuzios géntermék meg0rzi eredeti
funkciojat. A Prt fehérje sejten beliili kimutatasara Prt-GFP fuzios fehérjét kodolod kiméra
DNS-t épitettink pUASp Drosophila expressziés vektorba, majd transzgenikus
Drosophila torzseket hoztunk 1étre. A Prt-GFP fazios fehérjét nosGal4VP16 transzgén
segitségével fejeztettiik ki Drosophila ivarvonal sejtekben. A transzgénnel sikeresen
menekitettiik az prt%® mutacidé unokatlan fenotipusat, bizonyitva, hogy a Prt-GFP fuzios
fehérje miikodoképes és minden valdsziniiség szerint hiien tiikrozi a vadtipust Prt fehérje

expresszios mintazatat (11. abra). A Prt-GFP fehérje a petefejlodés korai stadiumaiban

56



(2-4. stadium) a dajkasejtek magja koriil halmozodik fel, kis granulumok forméjaban. Az
oogenezis kozépsd (3-7. stadium) stddiumaiban a dajkasejtek mellett a petesejtben is
megtalalhatok a granulumok, majd a fejlodés késébbi (8-10. stadium) szakaszaiban a Prt-
GFP fehérje a petesejt sejthartyaja alatt, szubkortikalisan figyelhetd meg. Ezekben a
stddiumokban a dajkasejtek és a petesejt megkozelitdleg azonos mennyiségli Prt-GFP
fehérjét tartalmaz.

A Prt-GFP fuzios fehérje petekezdeményen beliili elhelyezkedése és granularis
jellege nagyon hasonlit egy mar jol jellemzett, fehérjéket és RNS-ket is tartalmazo,
ugynevezett RNP komplex sejten beliili lokalizacidjahoz (Wilhelm és mtsai.,

2000;Nakamura és mtsai., 2001; Mansfield és mtsai., 2002).

11. abra. A Prt-GFP fuzios fehérje eloszlasa az oogenezis kiilonbdzd stadiumaiban (st).
A korai stadiumokban a dajka sejtek magja koriil figyelhetok meg a Prt-GFP
partikulumok, mig a késObbi stddiumokban a fejlddé petesejt szubkortikalis
részén is.

Ezt a komplexet az eldszor azonositott és jellemzett tagjarol, az Exuperantia-rol Exu-

RNP-nek is nevezik, amely mintegy 7 fehérjét, valamint az osk és bic mMRNS-t is

tartalmazza. Az RNP komplex tagjainak szerepe van az osk mRNS lokalizaciojaban és

transzlacios szabalyozasaban, igy az ivarsejtek kialakitasaban. Az Exu-RNP komplex
mellett a Cup fehérje sejten beliili eloszlasa hasonlé a Prt-GFP fuzios fehérjéhez (Keyes

¢s Spradling, 1997). A Cup fehérje feladata sokrétli a petekezdemény fejlodése soran és

figgetlen az Exu-RNP-t6l. Altalanossagban elmondhatd, hogy a Cup fehérje a
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petekezdemény novekedéséhez és fejlodéséhez sziikséges. A fentiek ismeretében
kombinalt ellenanyagos festésekkel megvizsgaltuk, hogy vajon a Prt-GFP az Exu-RNP
komplex tagjaival vagy a Cup fehérjével mutat-e azonos lokalizacids mintazatot. Az Exu-
RNP komplex harom tagjat, az Exuperantia-t, a Me31B-t ¢és az Orb fehérjét vizsgaltuk.
Kettds ellananyagos festéseket végeztiink GFP, illetve Exu, Me31B, Orb és Cup fehérjék
elleni ellenanyagokkal. Két kiillonb6z6 fluorokrom csoporttal (CyTM2, CyTM3)
konjugalt masodlagos ellenanyagot hasznaltunk, az elsddleges ellananyagok

gazdaszervezetét figyelembevéve.

A B c

12. abra. A Prt-GFP fuzids fehérje és az EXu-RNP egy tagjanak a Me31B-nek az ellenanyagos
festése azonos preparatumon. (A) PRT-GFP, (B) Me31B és (C) a két eloszlasi mintazat
egyiitt megjelenitve ugyanazon a petekezdeményen. Lathatd, hogy az eloszlas bar
hasonlo, de nem atfedo.

Konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk a kettdsen festett petekezdeményeket. Bar a festési
mintdzat eloszlasa és granularis jellege hasonl6 volt, a Prt-GFP fehérje egy esetben sem
mutatott teljesen azonos lokalizdcidos mintazatot sem és az Exu-RNP komplex harom
vizsgalt komponensével (Exu, Me31B, Orb), sem a Cup fehérjével (12. dbra). Ezek az
eredmények azt valosziniisitik, hogy a Prt-GFP fehérje a fenti fehérjéktdl fiiggetlen
modon szallitodik a dajka sejtekbdl a fejlodoé petekezdeménybe. Biokémiai vizsgalatokra
lenne szlikség annak eldontésére, hogy a Prt-GFP fehérje komplexben szallitodik-e, és ha
igen, akkor melyek a komplexnek a tovabbi komponensei, milyen mechanizmussal,

illetve milyen motormolekulak felhaszndldsaval torténik a szallitasa.
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Az osk mRNS és fehérje lokalizaciojanak és a fehérje mennyiségének vizsgalata

A prt%® mutacié mind ivarsejthianyos, mind potrohhianyos fenotipussal rendelkezik, ami
alapjan a poszterior géncsoportba soroltuk. A poszterior gének kozott az osk
kulcsszereppel rendelkezik, hiszen elséként lokalizalodik a poszterior pdluson, ahol
megszervezi a polaris plazmat. Igy felmeriilt a kérdés, hogy a prt gén funkciéja hogyan
viszonyul az osk mRNS ¢és fehérje elhelyezkedéséhez, illetve mennyiségéhez; az 0sk-on
keresztiil vagy attdl fiiggeleniil fejti-e ki hatasat?

Els6ként az osk mRNS eloszlasat és mennyiségét vizsgaltuk a prt%® mutans
vonalban. Dig jelolt osk cDNS-el vizsgaltuk in situ hibridizacios technika segitségével az
osk mRNS eloszlasat az oogenezis folyaman. A vad tipust 0sk mRNS eloszlasahoz
viszonyitva nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a homozigbta prt® ndstények
petekezdeményeiben (13. abra A-B). Az osk mRNS a petesejt fejlédése soran mindvégig
kotédik a Staufen RNS koto fehérjével, igy vele egyiitt lokalizalodik a poszterior pdluson
is. A Staufen fehérjét ezért az 0sk mRNS eloszlas fehérje markereként szokas hasznalni
(St Johnston és mtsai., 1991). A Staufen fehérje, a homozigota prt¥ ndstények
petekezdeményeiben az 0Sk MRNS-hez hasonldan vad tipust eloszlast mutatott (13. abra
C-D). Amennyiben az osk mRNS lokalizacidja a poszterior poluson a nyolcadik

stadiumban rendben megtorténik, elkezdddik a fehérje transzlacioja.
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10. stadiumi petekezdeményeken, mind (B) a prt®/prt® ndstények ugyanilyen koru
petekezdeményein normalis poszterior 0Sk mRNS loaklizaciot tapasztaltunk. Az osk
MRNS-hez kapcsolodd Staufen fehérje is a poszterior polusra lokalizalodik (C) a vad
tipushoz hasonldan a (D) prt®* mutans petekezdeményekben is.

A prt® petekezdeményekben a keletkezé Osk fehérje mennyiségét, és eloszlasat
Osk fehérje elleni ellenanyagos festéssel vizsgaltuk meg (14. abra A, F, G). A prt®
homozigota néstényekben az 0sk mRNS poszterior lokalizacioja megtorténik, ennek
megfelelden azt tapasztaltuk, hogy a fehérje transzlacidja megkezdddik és a képzddd Osk
fehérje lokalizacigja az oogenezis 8-9. stddiumaban normadlisnak tekinthetd. A 10.
stadiumtol kezdddden azonban csokkent mértékii poszterior lokalizaltsagti Osk fehérjét
mutattunk ki. Konfokalis mikroszkoppal a homozigéta prt%® néstények 10. stadiumu
petekezdeményeinek 38%-aban az Osk fehérje lokalizacidja hibas, vagyis a fehérje
mennyisége a poszterior poluson csdkken illetve leszakadozik a poszterior pdlusrol (14.
abra B-E, 2. tablazat). A hibas lokalizacio jelensége a pete fejlodésének eldrehaladtaval

fokozddik, és a pete lerakdsa utan, az embrionalis korban a legerdteljesebb.
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14. abra. Osk ellenanyagos festése petekezdeményeken és embriokon. (A) Vad tipusa 10.
stadiumii petekezdemény a poszterior poluson lokalizdloddo Osk fehérjével. A
prt®/prt® mutans néstények petekezdeményeiben az Osk fehérje eloszlasa kiilonb6z6
mértékli csékkenést mutat, (B) van ahol teljesen hianyzik, (C-E) van ahol pedig a
poszterior polusrol leszakadozik. (F) Az Osk fehérje az embridban is poszterior
lokalizaciot mutat és (G) az embrionalis ivarsejtekben a citoplazmaban is
megtalalhato azok lefiiz6dése utan. (H-J) A prt®/prt® mutins ndstények embridiban
az Osk fehérje erés csokkenését tapasztaltuk, mivel megsziint a vad tipusra jellemzo
poszterior lokalizacio.




Vad tipust OSK Csokkent vagy hianyzo

fehérje OSK fehérje
MNo % No %
Vad pete10. stadium 97 95 5 3]
pres/ pri¢s pete 10. stadium 65 61 41 38
Vad embrio 81 100 0 0
ot pri¥sembrid 4 9 45 91

2. tablazat. Az Osk fehérje lokalizacidja petesejtben és embrioban. No: A vizsgalt petesejtek és
embriok szdma. %: A szazalékos megoszldsa az petesejteben €s embridoban a vad
tipusu €s az abnormalis Osk fehérje lokalizacionak

a b c
71kDa —
S7kDa . _
55kDa .

y-Tubulin ‘

A

15. abra. Western blot Osk ellenanyag ¢és belsé kontrollként y-Tubulin ellenanyag
felhasznalasaval. (A) (a) Vad tipust ovariumbdl késziilt fehérjepreparatumban mind a
rovid Osk (55kDa), és annak foszforilalt formaja (57kDa), mind a hosszii Osk
(71kDa) izoforma kimutathato. (b) A prt®*/prt® mutans ndstények ovariumaban a
hosszi Osk mennyisége nem valtozott, mig a foszforilalatlan révid Osk szinte eltiint
¢s a foszforilalt rovid Osk mennyisége is jelentds mértékben redukalodott. (c) Negativ
kontrollként Osk54/Df néstényeket hasznaltunk (B) A két izoforma alternativ start
kodon hasznalattal keletkezik az érett mRNS-rél.
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A homozigdta prt®® néstényektl szarmazd embriok 90%-aban az Osk nem
mutathato ki vagy mennyisége jelentésen mértékben csdkken (14. dbra H-J, 2. tablazat).
A fehérjecsokkenés mennyiségi  vizsgalataira és a  csokkenés  esetleges
izoformaspecifitisanak megallapitasara Western blot analizist alkalmaztunk. Az o0sk
MRNS-rdl alternativ startkodon haszndlattal egy révid (55kDa) €s egy hosszu (71kDa)
izoforma képzdédik. Osk Western blotton azonban egy harmadik Osk fehérjetermék, a
rovid forma foszforilalt valtozata (57kDa) is megfigyelhet (15. abra B) (Markussen és
mtsai., 1995; Markussen és mtsai., 1997)

A vad tipusi ovariumokbdl készitett fehérjepreparatumban mind a két Osk
izoforma és a foszforilalt rovid Osk izoforma egyarant megtalalhato volt (15. dbra A). A
homozigéta prt® ndstények ovariumabol készitett fehérjepreparatumban a foszforilalatlan
rovid Osk (55kDa) izoforma mennyisége jelentés mértékben csokkent, mig a hoszu Osk
(71kDa) mennyisége a vad tipussal kozel megegyez6 volt (15. abra A) Western blot
analizisben vizsgalva. A foszforilalt rovid Osk (57kDa) mennyisége a vad tipushoz
viszonyitva szintén jelentds mértékben csokkent. Ezekbdl az eredményekbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Prt fehérje a rovidebb Osk izoformén keresztiil fejti ki
hatasat, hiszen a mutansokban csak ennek az izoformanak a mennyisége valtozik. A prt%
mutans petekezdeményekben a helyesen lokalizalt osk MRNS-rél elindul a transzlacio, de
a fehérje stabilitasa vagy a fehérje kihorgonyzasa nem megfeleld ¢és ez okozza a
poszterior polusrdl vald leszakadasat, majd degradalddasat, amely fehérje csokkenést

mennyiségileg is kimutattunk.
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Az irodalomban taldlunk kisérleti eredményeket arra vonatkozélag a polaris
plazma komponens Vasa fehérjét kodold gén mutacidiban, a mi esetiinkhdz hasonloan,
kizarélag a rovid Osk izoforma csokkenése megfigyelheté meg (Rongo és mtsai., 1995;
Markussen és mtsai., 1995). Tovabbi hasonlosag, hogy a vasa mutansokban szintén a
foszforilalatlan révid Osk izoforma mennyisége csokken jelentdsebben a foszforilalt
forméahoz viszonyitva. Ez felveti annak a lehet6ségét, hogy esetleg a prt a Vasa fehérjén
keresztiil hat az Osk fehérje mennyiségére. A feltételezett prt-Vasa szabalyozasi ut
tanulmanyozasara Vasa Western blot analizist végeztiink homozigdta prt%® néstények
ovariumaibol készitett fehérjepreparatumon (16. abra). A Western blot kvantitativ
értékelése alapjan kidertilt, hogy a Vasa fehérje mennyisége a vad tipussal megegyez6 a
prt%® néstények ovariumaban, igy megallapitottuk, hogy a Prt fehérje nem a Vasa fehérje
mennyis€gi szabalyozasan keresztiil hat az Osk fehérje szintjére.. A fenti kisérlet
természetesen nem zarja ki annak a lehetdségét, hogy a prt egyéb mdodon befolyasolja a
Vasa fehérje aktivitasat és igy esetleg mégis a Vasa fehérjén keresztiil hat az Osk
géntermekre.

A Prt-GFP fuzids fehérje segitségével megallapitottuk, hogy a Prt fehérje a 10.
fehérje a 10. stadiumban a poszterior poluson horgonyzddik ki. Egy kettds ellenanyagos
festési kisérlettel és konfokalis mikroszkdpia felhasznalalasaval megallapitottuk, hogy a
Prt-GFP ¢és az Osk fehérje lokalizacidja a 10. stddiumban a poszterior szubkortikalis
régidban atfedést mutat, amely megteremti a lehetdségét a Prt fehérje €s az Osk fehérje

lokalizaciojaban szerepet jatszo fehérjék kozotti fizikai kapesolat kialakulasanak.
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16. abra. Western blot Vasa ellenanyag és belsé kontrollként y-Tubulin ellenanyag

17. abra.

A B

felhasznalasaval. (A) (a) Vad tipust ovarium fehérjepreparatumban a Vasa fehérje
72kDa-nal ad specifikus jelet a Vasa ellenanyaggal. (b) A prt%/prt® mutans néstények
ovariumaban szintén 72kDa-nal kapunk specifikus jelet. A y-Tubulin belsé
kontrollhoz és a vad tipushoz viszonyitva nem mutathatd ki mennyiségi kiillonbség a
pri®/prt® mutans ndstényekben. (c) Negativ kontrollként vasa™/vasa® néstényeket
hasznaltunk.

A Prt-GFP és az Osk fehérje egyiitt lokalizalodik a 10. stadium( petesejt poszterior

crcr

festéssel. (B) az Osk fehérje eloszlasa a petesejtben Osk ellenanyagos festéssel. (C) A
GFP ¢és az Osk festés egyiittes megjelenitése ugyanazon a petesejten.
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A prt% és a btk29A allélok genetikai interakcioja

crer

bizonyitottak (Matsushita és mtsai., 1998; Yamadori és mitsai., 1999). Ezen
eredményebdl tudjuk, hogy az emberi Sab fehérje a Bruton tirozin kindzhoz annak SH3
doménjén keresztiil kotédik, és negativan szabalyozza annak miikodését. A Bruton tirozin
kinaz fehérje Drosophila homologjat, a btk29A gén kodolja. A fehérje homoldgia adatok
alapjan joggal vetddott fel a kérdés, vajon a Sab funkcidja evoluciosan konzervalt-e, azaz
a prt a Sab-hoz hasonldéan negativ regulatora-e Drosophila btk29A génnek? Ennek a
kérdésnek megvalaszolasara prt-btk29A kettds mutans néstényeket allitottunk eld. A prt%
null, illetve a btk29A hipomorf (k00206, k05610, fic™) allélokbél rekombinacioval kettds
mutans torzseket hoztunk létre (Baba és mtsai., 1999; Roulier és mtsai., 1998), majd a
rekombinans kromoszémakat keresztezéssel egy genomba vittiik. A kettds mutans
ndstények utoddainak ivarsejthianyos fenotipusat vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy az
eredeti 70%-os unokatlan fenotipus teljesen visszaszorult a btk29A"PL pri9s/btk29AficP
pri® kettés mutans nostényekben, mig a btk29AKE10 prts/btk29AMPL prt% és a
btk29AK0206  pri9s  /btk29AMPL prt® mutins néstényekben az unokatlan fenotipus
penetrancidja erdteljesen, 4.4% illetve 4.0%-ra csokkent.

Mivel a btk29A genetikai kolcsonhatast mutatott a poszterior csoportba sorolt prt
génnel felmeriilt, hogy maganak a btk29A génnek is lehet poszterior fenotipusa. A btk29A
mutacioknak a petekezdemények gytirlicsatorndinak normalis névekedését érintd illetve
anyai hatasa korai embrionalis fejhibaval jaré fenotipusait mar korabban leirtak. (Roulier

és mtsai., 1998 ; Li és mtsai.,, 2000) A letalis btk29A mutans allélok esetében
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ivarsejtvonal-klon idukcidval vizsgaltadk a homozigéta petekezdemények és az abbol
szarmazd embridk fenotipusat, de poszterior, potroh- vagy ivarsejthianyos fenotipusrol
egyik kutatocsoport sem szamolt be. Elhataroztuk, hogy megismételjik a btk29A
homozigéta ivarvonal klonanalizist a korabban is hasznalt btk29AK%%206 valamint
btk29AK0%610 ajj¢lekkel. A FLP-FRT rendszer segitségével homozigota ivarvonal klonokat
hoztunk létre. Az ivarvonal klonokban az elézetesen mar leirt gyliricsatorna hibabol
szarmazo6 un. dumpless fenotipust (az embrid kisebb és a hati fiiggelékek hibasak) és
embriondlis fejhibakat tapasztaltunk, de potrohhidnyos embriokat nem talaltunk. Mindkét
esetben 20-20 homozigéta (btk) petébdl szarmazo életképes utodot ivarsejthianyos
fenotipusra is megvizsgaltunk és megallapitottuk, hogy a vizsgalt btk alléleknek nincs
ivarsejthianyos fenotipusa. Ezen eredmények alapjan megerdsithetd, hogy btk29A
aktivitas sem az potroh kialakitdsdhoz, sem az ivarvonal kialakitashoz nem sziikséges.
Mivel a prt%® null mutans unokatlan fenotipusa csak abban az esetben nyilvanul
meg, ha a btk gén vad tipust aktivitasa is jelen van és a btk29A alléloknak nincs az
ivarsejtek kialakitasaban betoltott szerepe, valamint a hipomorf funkciovesztéses btk
allélok visszaszoritottak az eredeti prt fenotipust, tigy gondoljuk, hogy a prt negativ
regulatora lehet a Drosophila btk29A-nak. Ebben az esetben a feltételezett negativ
szabalyozas hidnyaban, a btk talmiikodése lehet a felelds a prt% unokatlan fenotipusaért.
Amennyiben a szabalyozasi ut mindkét eleme, a szabalyozo (prt) és a szabalyozott (btk)
is hianyzik, akkor az eredeti fenotipus eltlinését tapasztaljuk, ugyanis nem keletkezhet
szabalyozatlan modon btk géntermék, amely a poszterior géntermékek lokalizacidjat

megzavarhatna.
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Az eredmények osszefoglalasa

Ebben a dolgozatban egy j poszterior gén, a poirot genetikai azonositasarol, részletes
genetikai és molekularis vizsgalatarél szamolunk be.

A poirot gén 70%-os penetranciaji unokatlan fenotipust mutatdé prt%® mutans
alléljat azonositottuk egy hobo mutansgytjtemény szisztematikus sztirésével.

A mutaciot jellemeztiik genetikailag. Genetikai €s molekularis moddszerekkel
megallapitottuk a mutaciot okozo hobo transzpozon beépiilésének helyét. A prt% vad
tipusu revertansait allitottuk el6 a hobo transzpozon mobilizalasaval.

Azonositottuk és jellemeztilk a vad tipusi poirot gént. Szekvencia homologia
alapjan a Prt fehérje egy SH3 domén kot6 fehérjecsalad 0j tagja. A szerkezeti homologian
tul genetikai interakcios kisérletek alapjan belattuk, hogy az emberhez hasonloan,
Drosophilaban is a Prt fehérje negativ regulatora lehet a Drosophila btk29A-nak.

RNS szinten kimutattuk, hogy a prt®® egy null mutacio. Megallapitottuk, hogy a
prt gén els6 exonjanak és a mutaciot okozo hobo transzpozon mini-white riportergénjének
Osszeépiilése megakadalyozza a vad tipust géntermék képzddését.

A prt kodolo régiot tartalmazo konstrukcid felhasznéalasaval transzgenikus vonalat
készitettiink ¢és ivarvonal specifikus expresszioval menekitettik prt®® utddjainak
ivarsejthianyos fenotipusat.

A Prt fehérje ellen ellenanyagot termeltettiink és ezzel is bizonyitottuk a prt%
mutacio null jellegét. Prt-GFP fuzios fehérjét termeld transzgenikus Drosophila torzseket
alapitottunk és meghataroztuk a Prt szubcellularis elhelyezkedését a petefejlodés

kiillonb6z6 stadiumaiban.
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Kimutattuk, hogy a prt%® mutans petekezdeményekben, a poszterior géncsalad
kozponti szerepl6jérdl az osk génrdl atirodd osk mRNS szintje és elhelyezkedése a vad
tipussal megegyezo.

Osk ellenanyagos festési kisérletekben kimutattuk, hogy a prt%® mutansok
ovariumaban az 0SK transzlacidja elindul azonban a korai normalis lokalizaciot kovetden
az oogenezis eldrehaladtaval az Osk fehérje szintje csokken. Az Osk fehérje elvalik a
poszterior szubkortikalis régiotol és degradalodik a prt%® mutansok ovariumaban és az
embriokban egyarant.

Az Osk fehérje csokenését mennyiségileg is kimutattuk és megallapitottuk hogy a
prt%®® mutacié csak a rovidebb Osk izoforma szintjét befolyasolja, a hosszabb Osk

izoforma mennyisége megegyezik a vad tipuséval a prt® mutansokban.

69



Az eredmények megvitatasa

Az Osk fehérje a fejlodo petesejt poszterior polusan képzddik €s horgonyzodik ki, ami a
megtermékenyitést kovetéen is fennmarad, egészen az embrionalis ivarsejtek
képzddéséig. Mind a petesejtben, mind az embridoban megfigyelhetd egy erdteljes
citoplazma aramlas, de ez nem befolyasolja a lokalizalt osk MRNS-nek és a lokalizalt
Osk fehérjének az clhelyezkedését. Abban az esetben ha nem lokalizaltak az osk
géntermékek, akkor a citoplazmaaramlas elsodorja 6ket, majd degradalédnak (Pokrywka
¢és Stephenson, 1995; Glotzer és mtsai., 1997). Habar a kihorgonyzodas egy fontos 1épése
az osk szabalyozasanak, annak pontos mechanizmusa kevéssé ismert. A Osk fehérje
lokalizaci6 mechanizmusanak vizsgalata kiilondsen nehéz, mivel az Osk fehérje
rendelkezik egy pozitiv szabalyozé tulajdonsaggal. Az Osk fehérje sziikséges az 0sk
mRNS poszterior poluson torténd kikotéséhez (Rongo és mtsai., 1995; Markussen és
mtsai., 1995). Igy az osk szabalyozasaban résztvevé gének azon mutacioi, amelyek az
Osk fehérje kihorgonyzasat érintik, altalaban hatassal vannak az o0sk MRNS
lokalizaciojara is, bonyolulttd téve az analizist. Példaul az aktin-koté fehérjét kodolo
Tmll génben bekovetkezett mutacio megsziinteti mind az 0sSk mRNS, mind a fehérje
lokalizaciojat (Erdelyi és mtsai., 1995). Kozvetett bizonyitékok alapjan feltételezheto,
hogy a Tmll, és igy az aktin sejtvaz kozvetleniil résztvesz az Osk fehérje
kihorgonyzéasaban, és ezért az Osk fehérje lokalizaciés hibdja a mutdnsban nem
egyszeriien csak az 0Sk mRNS poszterior poluson tapasztalhatdo hianyara vezethetd
vissza.

Kisérleteink soran a prt%®/prt%® néstények petekezdeményeiben az Osk fehérje

hibas lokalizacigjat figyeltik meg. Az osk mRNS az oogenezis 0sszes fazisaban a vad
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tipussal megegyezd modon lokalizaloédott a poszterior podluson és vele egyiitt vad tipusu
volt a Staufen RNS kot fehérje eloszlasa is, amely az RNS-hez kotdédve azzal egyiitt
lokalizalodik. Ezekb6l az eredményekbdl tigy gondoljuk, hogy a prt% mutacidé nem az osk
mRNS transzportjat és nem is annak lokalizacidjat befolyasolja. Ez viszont azt is
feltételezi, hogy az Osk fehérje csokkenés csak részleges, mivel a fehérje-RNS pozitiv
regulacio a prt%/prt® petekezdeményekben megvan.

A korai stadiumokban a vad tipust és a prt%/prt% néstények petekezdeményeiben
azonos mennyiségli Osk fehérje lokalizaci6 volt megfigyelhetd a poszterior poluson,
amely az eldz6 allitast alatamasztja. A késOi stddiumokban azonban az Osk fehérje
fokozatos “leszakadasat” figyeltik meg a prt®/prt® mutans petekezdemények
szubkortikalis régiojabol. Azt tapasztaltuk, hogy ez a hibas Osk lokalizacios fenotipus
folyamatosan er6sodik az oogenezis elérehaladtaval és legkifejezettebb az érett petében,
illetve az embridoban. Eredményeink azt valosziniisitik, hogy a poirot nem az Osk fehérje
képzddésére van hatassal, hiszen a transzlacid folyamata elindul és a korai stddiumokban
normalis fehérjeszint €s fehérjeeloszlas figyelheté meg. Sokkal valdszintibb, hogy a prt
az Osk fehérje kihorgonyzésaban vagy a kihorgonyzott Osk fehérje stabilitasanak
novelésében jatszik szerepet. A prt%® mutans utédjaiban tapasztalt ivarsejthianyos
fenotipus a legvaldszinlibben azzal magyarazhatd, hogy a kés6bbi stadiumokban
tapasztalt hibas Osk lokalizaci6 és csokkent fehérjeszint kevesebb polaris plazma
kialakitdsara képes, amely kevesebb embriondlis ivarsejt kialakuldsdhoz vezet.
Eredményeink alapjan az osk mRNS lokalizacidja elkiilonitheté az Osk fehérje

lokaliz4ci6jatol.
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Kimutattuk, hogy a homozigota prt®® mutansban csak a révid Osk izoforma
mennyisége csokken, mig a hosszi Osk izoforma mennyisége a vad tipuséval megegyezd
szinten marad, azaz a Prt fehérje csak a rovid Osk izoforma lokalizaciojaban jatszik
szerepet. Ismert, hogy a hossz Osk izoforma elégséges az 0Sk mRNS poszterior poluson
torténd kihorgonyzodasahoz (Rongo és mtsai., 1995; Markussen és mtsai., 1995), igy a
prt% mutansban tapasztalt vad tipust 0sk mRNS lokalizacio a vad tipust hosszii Osk
izoformaval magyarazhato.

A prt® az elsé eset, amikor egy Osk fehérje lokalizacios mutinsban a fehérje
pozitiv visszacsatolasos folyamata nem sériil. Ugyanakkor a prt% izoforma specifitasabol
arra is kovetkeztethetiink, hogy a két Osk izoforma eltérd kihorgonyzddasi
mechanizmussal rendelkezik, amelyben szerepe lehet az eltéré poszttranszlacios
modositasnak is. A prt® null mutansban az oogenezis soran mindvégig kell lenni egy kis
mennyiségi funkcioképes rovid Osk fehérjének, hiszen a rovid Osk izoforma teljes
hidnya nem csak ivarsejthidnyos, unokatlan, hanem egy komplex abdomen- ¢és
ivarsejthianyos fenotipust eredményezne (Markussen és mtsai., 1995). Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a prt miikodése az Osk fehérje kihorgonyzodasaban nem kizarolagos.
Valoszintlileg prt® mutinsban a poszterior polus Osk fehérje kotd képessége vagy
maganak az Osk fehérjének a poszterior polushoz valé kotddése gyengiil.

A Prt fehérje petesejten beliili elhelyezkedése Osszeegyeztetheté az 0sk

crer
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igy a Prt fizikai kozelsége révén részt vehet az Osk fehérje kihorgonyzéasanak
szabalyozasaban.

Azt tapasztaltuk, hogy a Prt fehérje aggregatumokat képez, amelyek mind a dajka
sejtek, mind a petesejt citoplazmajaban megtalalhatok. Néhany, az o0sk MRNS
transzlacidés szabalyzasdban szerepet jatszo6 fehérje, amelyek egy nagyméretii
ribonukleoprotein komplexet (RNP) formalnak, a Prt-GFP-hez hasonld expresszios
mintdzatot mutatnak a petesejtbe torténd transzportjuk soran. Biokémiai adatok
bizonyitjak, hogy ez az RNP az EXU fehérje melett legalabb 7 masik fehérjét, valamint
magat az 0Sk és bicoid mRNS-t is tartalmazza (Wilhelm és mtsai., 2000). Ezért
megvizsgaltuk, hogy a Prt tagja lehet e ennek a komplexnek. Kimutattuk, hogy a Prt-GFP
fehérje nem mutat azonos lokalizacids mintdzatot a dajka sejtekben sem az EXU-RNP
tagjaival (EXU,Me31,0rb), sem a hasonlo szubcellularis elhelyezkedést mutato (Keyes
¢s Spradling, 1997), de az Exu-RNP komplextél fiiggetlen CUP fehérjével.
Osszegzésképpen megallapitottuk, hogy dacéra a hasonld szubcellularis lokalizacionak a
Prt aggregadtumok mind az EXU komplextdl, mind a CUP fehérjétdl fiiggetlenek. A Prt
fehérje transzportja a dajkasejtekbdl a petesejtbe tehat egy eddig még nem ismert médon
valosul meg. A tovabbiakban érdekes lenne megallapitani a transzport  pontos
mechanizmusat.

A Prt fehérje nagyfoku szekvencia homologiat mutat egy SH3 domén-kotd, Sab
fehérjecsalad tagjaival, amelyek megtalalhatok kiilonb6z6 eukaridtdkban a C. eleganstol
az emberig. Ezidaig csak az emberi Sab fehérjét jellemezték és kimutattak, hogy
specifikusan kot6dik és negativan szabalyozza a Bruton-tirozin-kinazt (Btk) annak SH3

doménjén keresztiil (Yamadori és misai., 1999). A Btk fehérje SH3, SH2 és plextrin
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homolog régidkat tartalmaz és mind emberben, mind egérben szerepet jatszik a B
limfocitak fejlodésében. (Smith és mtsai., 2001). Hianya emberben az X kromoszémahoz
kotott agammaglobulémiat és egérben az X kromoszoémahoz kotott immunhidny
betegségét okozza (Rawlings és mtsai., 1993; Tsukada és mtsai., 1993). A Drosophila
genom csak egyetlen btk homologot, a btk29A-t tartalmazza, amely 2 fehérje izoformat
kodol (Roulier és mtsai., 1998). A btk29A génnek szamos pleiotrop funkcidja ismert,
szerepet jatszik tobbek kozott a him fertilitdsban ¢és a petekezdeményben a
gylrlcsatornak kialakitasaban. A btk29A gén kifejlett allatokban az agyban, a larvalis
immunszervekben és még szamos mas szovetben is kifejezédik (Vincent, és mtsai., 1989;
Wadsworth és mtsai., 1990; Roulier és mtsai., 1998; Baba és mtsai., 1999).

Megvizsgaltuk, hogy a nagyfoku fehérje szekvencia homoldgia funkcionalis
homologiat is jelent-e, azaz a Drosophilaban is a Prt a Btk29A negativ regulatora. Ezt a
negativ szabalyozast prt® és a btk29A allélek k6zotti genetikai kolesonhatas segitségével
mutattuk  ki. A homozigota életképes btk29AMPLprts/  btk29AMPLprt®  kettds
mutansokban az eredeti unokatlan fenotipus eltlinését tapasztaltuk €s a fenotipus jelentds
csokkenését figyeltik meg a btk29AK610-prds/ptk29ACPLprtds ¢és a btk29AK0206.
pri%s/btk29AMPL-prt% rekombinansok esetében is. Vagyis egy null mutacié fenotipusanak
hipomorf mutaciokkal toérténd szupresszidja, negativ regulaciora utal.

Mivel a Prt fehérje a vad tipusu petesejt azon szubkortikalis részén talalhato, ahol
az Osk fehérje képzddése és kihorgonyzodasa torténik, feltételeztiik, hogy a Prt fehérje
negativ szabalyozassal gatolja a szubkortikdlis Btk fehérje aktivitasat. Hipotézisiink
szerint, ha a Prt, mint feltételezett negativ regulator hidnyzik, akkor a mutans

petekezdeményekben jelentkezd ektopikus fehérje aktivitds megzavarja a poszterior gén-
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hierarchia normalis szabalyozasat. A modell alapjan a negativan szabalyozott btk gén
funkcidvesztéses mutacidja nem eredményez poszterior fenotipust. A letalis btk29Ak0610
és btk29AK0206;11¢lek mozaik-analizise megerdsitette feltételezésiinket, mivel a vizsgalt
btk29A alléloknak nem detektaltunk semmilyen hatasat az ivarsejt képzésben. A btk29A
poszterior szerepére a prt%® mutansban két elképzelés lehetséges, a szabalyozatlan btk
vagy csokkenti a petesejt szubkortikalis komponenseinek lokalizacios kapacitasat, vagy a
rovid Osk fehérjének a foszforilaciés mintdzatat modositja. Véleményiink szerint ez
utobbi lehetéség kevésbé valdszinii, mert habar a prt®® mutansban a révid Osk fehérje
foszforilacidos mintazata érintett, nem talaltunk extra mennyiségli foszforilalt révid Osk
izoformat. Ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy az 57kDa moélsulya foszforilalt rovid
Osk izoforma mennyiségé is szignifikansan csokkent a prt%® mutans néstényekben, bar a
nem foszforilalt rovid Osk izoformahoz viszonyitva a csokkenés mértéke itt kisebb volt.

Ugy gondoljuk, hogy a prt® mutdnsokban, egy eddig még ismeretlen
mechanizmus révén, a szabalyozatlan Btk kindz aktivitds a rovid Osk kihorgonyzasat
modositja, amely megnyilvanul mind a két rovid Osk izoforma delokalizaciojaban és
mutansban, feltételezziik, hogy ez az izoforma stabilabb, vagy ennek az izoformanak a
poszterior poluson torténd kihorgonyzodasa erdsebb.

Modelliink szerint prt®® mutansokban a poszterior polushoz nem megfeleléen
kotott Osk fehérje a petesejtben €s az embriodban is jelenlévd citoplazmatikus aramlas
révén elsodrodik és lebomlik. Igy a prt® mutinsokban a poszterior péluson maradt
kevesebb Osk fehérje kevesebb polaris plazma kialakitdsara képes, ami utdédokban

ivarsejthianyos fenotipusban nyilvanul meg.
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Ugy gondoljuk tehat, hogy a Prt-Btk kapcsolat tovabbi biokémiai vizsgalata és
sejtbioldgiai funkcidjanak alaposabb megismerése eldsegitené az Osk fehérje poszterior

poluson torténd kihorgonyzddasi folyamatanak megértését.
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Fiiggelék

Az osk mRNS lokalizaciojaban szerepet jatszo gének

Az alabbiakban szeretném ismertetni az 0Sk mRNS lokalizacidjaban szerepet
jatszo6 eddig azonositott géneket, azok kapcsolatat egymassal €s a szallitasban részt vevo
aktin és mikrotubuldris halozattal, illetve bemutatni a petesejt és az azt koriilvevd
follikularis sejtek kozotti informacid kulesszerepldit (18. abra).

Az anyai hatasi mRNS-k lokalizacigjaban mind az aktinhal6zat, mind a
mikrotubularis hélozat részt vesz, mind az oogenezis, mind az embriogenezis sordn. A
mikrofilamentumok ugyanakkor nem jatszanak szerepet ebben a transzportban,
lokaliz&cioban.

A bicaudal-C, fs(1) K10, és orb mRNS-k érzékenyek a mikrotubularis halozat
szétesését eldidézd drogokra (kolhicin), ezzel szemben vannak amelyek csak részleges
lokalizacios hibat mutatnak, ilyen a bicoid mRNS, mig az osk mRNS szinte rezisztensnek
mondhato. Kiilonbozden reagalnak a mikrotubulus stabilizalé drogokra is (taxol).
Mindezek azt sugalljak, hogy a mikrotubuldris halézaton kiviil egyéb faktorok is szerepet
jatszanak ebben a folyamatban (Pokrywka ¢és Stephenson, 1995). Az aktin
citoszkeletonon beliill az aktin és tubulin részek kozotti kapcsolat fontos ehhez a
folyamathoz.

A chicakadee 16kusz altal kodolt Profilin, mely az aktin sejtvaz része, fizikailag
is kolcsonhatasba 1ép 1ép a Capuccino fehérjével, mely viszont a mikrotubulus sejtvaz

része.
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18. abra. Az ivarsejt és a testi sejtek kozotti kapcsolatok, az 0sk szabalyozasaban részt vevé és a
polaris plazma kialakulasahoz sziikséges gének hierarhiaja.
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A chicakadee és capuccino mutansok petekezdeményeiben a Staufen fehérje és az osk
mRNS sem lokalizalodik normalisan (Manseau és mtsai., 1996).

Egy P-elem mutagenezis eredményeképpen 9 alléljat izolaltak az aktinkotd
fehérjét kodolo tropomiozin Il génnek, melyek az oSk mRNS poszterior lokalizaciojaban
voltak hibasak. Ez ijabb példa az aktin sejtvaz RNS lokalizacidban betoltott szerepére
(Erdelyi és mtsai., 1995)

A Swallow fehérje az RNS lokalizacios folyamat egy tagja. A bicoid, a Hu-li tai
shao (hts) és az osk mRNS hibasan lokalizalodik a swallow muténs petesejtekben. Ugy
gondoljak, hogy a swallow egy altalanos, a sejtvaz szervezésében és szabalyozasaban
szerepet jatszo komponens (Pokrywka és mtsai., 2000).

A mikrotubularis halézat és rajta keresztiil annak a pozitiv végéhez kapcsolodo
mikrotubulus motormolekula a kinezinl (KHC) is sziikséges az 0Sk mRNS és az azzal
kapcsolodo Staufen fehérje poszterior poluson torténd lokalizacidjahoz. Az ivarvonal
klonokban végzett vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy a kinezinl hianyaban a
Osivarsejtek osztodasa ¢€s az oogenezis is megtorténik, viszont az embridgenezisig mar
nem érnek el a homozigdta klonok, legtobbszor csak a blasztoderma stadiumig jutnak el,
sOt az embrionalis ivarsejtek is hidnyoznak. Ez a fenotipus egy korabbi folyamat hibajara
hivja fel a figyelmet, nevezetesen az 0sk lokalizacidjara. Megvizsgaltak az osk és a bicoid
morfogén mRNS-k eloszlasat az oogenezis soran és azt tapasztaltak, hogy mig a bicoid
mRNS teljesen normalisan lokalizalodik az oogenezis minden stadiumaban, addig az osk
mRNS hibasan. A korai stadiumokban az 0sk mRNS a dajkasejtekb6l vald megérkezés
utdn normalisan az anterior pdéluson halmozodik fel, majd a 8-10. stadium kozott a

normalis poszterior lokalizacid helyett az anterior lokalizaciojii marad. Ez a lokalizacios
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hiba teljesen menekithetd a vad tipusu kinezinl cDNS-t tartalmazo transzgénnel (Clark és
mtsai., 1994). Felvetédott az a lehet6ség, hogy az o0sk lokalizaciés hibaért nem
kozvetleniil a Kinezinl hidnya a felelds, hanem a mikrotubuléris rendszer felbomlasaval
ez csupan egy korabbi hibas folyamat kovetkezménye. Ha csupdn a mikrotubularis
rendszer felbomlasardl lenne szo, akkor az 0sk mMRNS-en kiviil tobbek kozott a petesejt
magja sem tudna az anterior-dorzalis sarokba vandorolni, mint ahogy ezt mikrotubulus
rendszert felbontd drogok alkalmazasa soran lathatjuk. A kinezinl mutansokban a petesejt
magja a megfeleld helyen van és a koriilotte felhalmozodd fehérjék elhelyezkedése is
normalis. Ezenkiviil a mikrotubularis rendszer szervezé kézpont (MTOC) Centrosomin
fehérje komponense is normalisan lokalizalodik az anterior részen.

A mikortubularis halézatot egy olyan hibrid fehérjével vizsgaltdk, amely
tartalmazta a motor részét a KHC fehérjének valamint a beta-galaktoziddz riporter
fehérjét (Clark és mtsai., 1994). A transzgenikus vonalban a mikrotubulusok pozitiv
végéhez lokalizalodott a fuzids fehérje, viszont nem menekitette mutans hattéren a KHC
fenotipust. Vad tipusu 9-10. stddiumu petesejtekben a KHC-béta-Gal a poszterior pdluson
lokalizalodik. A KHC null petesejtekben a KHC-beta-Gal a legtobb esetben a poszterior
poluson koncentralodik, jelezve ezzel, hogy 9-10. stddiumban a mikrotubulusok pozitiv
vége a poszterior poluson halmozddik fel. Ez a megfigyelés, valamint a normalis anterior
strukturak azt erdsitik, hogy a mutans petesejtekben tapasztalt hibas osk MRNS
lokalizaci6 nem a mikortubularis rendszer hibas szervezddésének kovetkezménye. A
KHC mutansokban a Staufen fehérje esetében az 0Sk MRNS-hez hasonld hibas
lokalizaciot tapasztaltak, ami nem meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy a Staufen

kozvetleniil kotédik a osk MRNS-hez. Osszegzésként elmondhatd, hogy a
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mikrotubulusok pozitiv végéhez kapcsoldodd motormolekula sziikséges mind az o0sk
mRNS, mind a Staufen fehérje poszterior lokalizaciojahoz (Clark és mitsai., 1994,
Brendza és mtsai., 2000).

A fejlédo petefészekben egy ciszta 16 sejtet tartalmaz, amelyek a mikrotubularis
halézat alkotorészeivel, citoplazmatikus hidakkal vannak 6sszekotve. Ezen sejtekbdl egy
alakul petesejtt¢ és 15 dajkasejt marad. Roviddel a 16 sejt kialakulasa utdn a
szinciciumban megalakul a MTOC és ezzel egyiddben elddl az is, hogy melyik sejt lesz a
petesejt, amely mikrotubulusokkal Osszekottetésben all a kornyezd dajkasejtekkel. A
recessziv mutaciot hordozoé bicaudal-D és egalitarian vonalakban a petesejt kialakulasa
gatolt, nem alakul ki a polarizalt mikrotubularis hal6zat és nem halmozodik fel az osk
MRNS a petesejtben. A BicD dominans mutansok vizsgalataval nézték, hogy az
egalitarian és a bicaudal-D kozvetleniil hat e az osk mRNS lokalizaciora. A vad tipust
egl dozisat csokkentve mérséklédott az ektopikus anterior lokalizacidja az osk mMRNS
mennyisége, mig a vad tipusu egl dozisanak ndvelése fokozta az 0sk mRNS hibas
lokalizaciojat az anterior poluson. Mivel a BicD dominans hatasa fligg az egl vad tipust
szabalyozza az 0Sk mRNS lokalizacidjat. Megjegyzendd, hogy az egl és BicD mutans
vonalakban a gurken mRNS mennyisége is csokkent, igy a dorzalis-ventralis polaritasban
is szerepe van ennek a két fehérjének (Mach és Lehmann, 1997).

A capulet gént, amely egy ciklazhoz kapcsolt fehérjét kodol, egy mozaik
analizises kisérletben azonositottdk, az aktin haldzat zavarat tapasztalva az ivarvonal
klonokban (Baum és mtsai.,, 2000). Kimutattdk, hogy a Cap fehérje az aktin

polimerizaciot, az aktin monomerek szétvalasat gatolja in vitro és in vivo korilmények
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kozott. A Cap fehérje eldsorban a petesejtben halmozodik fel, ahol az F-aktin szintjét
szabalyozni kell. A fehérje aktinkoté képességét a fehérje C-termindlis régidja
amely a dajkasejtek kortikalis aktinjanak felbomlasat és ektopikus lokalizaciojat
eredményezte. A Cap-Pka kettds mutansokban az aktinhiba drasztikusan megnd, azaz a
pka ezen fenotipusa érzékeny a Cap fehérje mennyiségére. Feltételezhetd, hogy a két
fehérje funkcionalis egylittmiikdodése sziikséges az aktinhaldzat normalis szervezéséhez.
A cap homozigdta mutans ivarvonal klonokban mind az osk, mind a bicoid mRNS
lokalizacidja megvaltozik. Az 0sk mMRNS a 8-10. stadiumu Cap homozigota ivarvonal
klénok 76%-ban hibasan lokalizalodik, vagyis az anterior lokalizaciotél a lateralis
iranyba torténé elmozdulasig tobbféle fenotipus is megfigyelheté. Ugyanakkor a bicoid
MRNS az esetek 65%-ban abnormalis, féként az RNS poszterior lokalizacioja figyelhetd
meg. A cap mutans klonokban az RNS-k nem képesek a petekezdemény polaritdsanak
megfeleld helyre lokalizalodni, illetve megfeleld erdsséggel kapcsolddni a kéreghez.
Megallapithatd, hogy az evolucidsan konzervalt Cap fehérjének fontos szerepe van az
aktinhal6zat helyes szervezOdésében és ezen Kkeresztil a lokalizalt RNS-k
szabalyozasaban (Baum és mtsai., 2000).

A pka-t mutans vonalakban mind a mikrotubuldris halézat, mind az RNS
lokalizéacio hibas (Lane és Kalderon, 1994). Mig a normalis petekezdeményekben a 7-8.
stadium kornyékén a mikrotubuléris haldzat iranyultsdga megvaltozik (negativ anterior,
pozitiv poszterior) az 0sk, majd a bicoid mMRNS-k lokalizalodnak, addig a pka
mutansokban nem alakul ki az 1ij MTOC (mikortubularis szervezé kozpont). Az 0sk

mRNS nem lokalizalddik a poszterior poluson, a bicoid mRNS viszont mindkét poluson
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megtaladlhat6. Hasonl6 RNS lokalizacids hibakat figyeltek meg a Notch és Delta
mutansokban (Ruohola-Baker és mtsai., 1994), valosziniisitve ezzel, hogy a PKA egy
szignalt kozvetit a poszterior follikuldris sejtekbdl, melynek hatdsdra a mikrotubularis
halézat wjraszervezddik, a pozitiv végével a poszterior polus fel¢ fordul (Lane és
Kalderon, 1994).

Ismert, hogy a Drosophila Staufen, RNS-kot6 fehérje sziikséges az osk mMRNS
poszterior és a bicoid mRNS anterior valamint az osztédd idegsejtekben a prospero
mRNS bazalis lokalizaciojahoz. Az 6t dSRBD, RNS ko6té domén €s a prolin gazdag régid,
melyek esszencialisak a fehérje mRNS kot funkcidjaban és a Stau-mRNS komplex
lokalizaciojaban szerepet jatszo faktorok megkotésében, evoliciondrisan konzervaltak. A
dsRBD2 doméntél megfosztott, modositott Staufen fehérje képes az osk MRNS-sel
pélusra. A Staufen fehérje dsSRBDS5 doménjének hianyaban az 0sk mRNS normalisan
lokalizalodik, de nem indul be annak transzlacidja. fgy a dsRBD2 a mikrotubulus fiiggd
sziikséges (Micklem és mtsai., 2000).

A kettés szalt RNS kotd domén (dsRBD) egy éaltalanos RNS koté motivum,
amely szamos, az RNS érésben vagy lokalizacidban résztvevd fehérjében megtalalhato.
Ennek a doménnek az RNS-kotd képesseégét vizsgaltdk a dsRBD3 domén in vitro
mutagenezisével. A mutans domént tartalmaz6 konstrukcidval transzformdns torzset

crer

Azonositottdk azt a 12 aminosavat, amely ebben a kapcsolatban vesz részt.
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Megallapitottak, hogy a dsRBD3-nak az RNS kotd aktivitasa sziikséges a Staufen fliggd
osk és bic mRNS lokalizaciohoz (Ramos és mtsai., 2000).

A barentsz mutansokban teljes egészében blokkolt az osk mMRNS poszterior
lokalizacioja, mig a bicoid és a gurken mMRNS-k lokalizacidja, a mikrotubularis halozat és
a polaris plazma 0sszeszervezddésének a késobbi 1épései normalisak €s a mutans embridok
nagy részének normalisan fejlddik a potroha. A Barentsz fehérje kolokalizalodik a
poszterior poluson az 0sk MRNS-sel és a Staufen fehérjével is egyidoben, bar az
oogenezis késdi stadiumaiban az 0sk mMRNS-sel valo lokalizacid6 megsziinik, nem ugy
mint a Staufen esetében, ahol ez mindvégig megmarad. Az 0sk mRNS, a Staufen fehérje
¢s a Barentsz is anterior felhalmozodast mutat a Tmll és a kinezin nehéz lanc mutansok
oocitaiban. Ezek alapjan gy tlinik, hogy a Barentsz kolokalizalodik az osk mRNS-sel
annak transzportja el6tt és transzportja alatt. Ugy tiinik, hogy a Staufen sziikséges a
Barentsz-osk mRNS kapcsolat kialakitasahoz, vagy a kapcsolat stabilizalasahoz (van
Eeden és mtsai., 2001). A Barentsz biokémiai funkcidjat nehéz megallapitani, mivel a
szekvencidja nem tartalmaz egyetlen ismert fehérje motivumot sem. A mutansban
tapasztalt osk mRNS lokalizacios hiba hasonlit a khc mutansokban tapasztalthoz, sot a
khc mutansokban blokkolt a Barentsz poszterior lokalizacidja, amely az osk mRNS-sel
egylitt az anterior oldalon marad. Mivel a Kinezinl egy plusz vég iranyitott mikrotubulus
motorfehérje, egyszeri magyarazat az osk MRNS lokalizacidjaban jatszott szerepére,
hogy tulajdonképpen ez szallitja az 0sk MRNS-t a mikrotubulusok plusz végéhez a
poszterior poluson (Brendza és mtsai., 2000). Ha ez valdban igy torténik, akkor a mutans
fenotipus és a Barentsz lokalizacidja arra enged kovetkeztetni, hogy az valahol a osk

mRNS ¢és a Kinezinl kozott hat. Példaul, a Barentsznek szerepe lehet az osk mMRNS
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kinezinhez vald kapcsolasdban vagy a motor aktivaciéjaban, még a komplexxel vald
kapcsolodas eldtt. Kozvetlen kapcsolatot nem tudtak kimutatni a Barentsz fehérje és a
Kinezinl kozott ovarium extraktumban, bar ez magyarazhat6é azzal is, hogy az Gsszes
Barentsz fehérjének csak egy része lokalizalodik az osk mRNS-sel, ez is csak a 9-10.
stddiumra korlatozédik, ami csak kis része a fejlédé petesejteknek, igy ez a
kimutathatosagi hataron van. Ezen kovetkeztetések nagy része a Mago nashi-ra is
elmondhat6é, amely mutansaiban nagyon hasonldé 0sk mRNS hiba figyelheté meg.
Hasonléan a Barentszhez, a Mago nashi fehérje is perinuklearis lokalizacidju a
dajkasejtekben és atmenetileg lokalizalodik csak a poszterior po6lushoz a 9-10.
stddiumban (a dajkasejtek magjaban a karioszomahoz kotddve is talalhatdé Mago fehérje)
(Newmark és mtsai., 1997). A Mago és a Barentsz fehérje kolcsonosen sziikségesek
egymas poszterior lokalizacidjahoz, hiszen a Mago lokalizacioja hibas a barentsz
mutansokban ¢és forditva ugyanigy. Mivel a mago mutansokban a Barentsz perinuklearis
lokalizacidja a dajkasejtekben megsziinik, lehetséges, hogy a Mago sziikséges a
funkcidképes Barentsz fehérjéhez és ez a két fehérje ugyanannak a komplexnek a tagja
mar a petesejtbe szallitodadst megelézden, bar erre még nincsenek biokémiai
bizonyitékok. Az a tény, hogy a Barentsz fehérje a dajkasejtek nuklearis membranjaval
lokalizalodik, a Mago f6leg nuklearis, de a membranon is megtalalhatd és hogy az osk
mRNS a dajkasejtek magjaban expresszalddik, felveti annak a lehetdségét, hogy a Mago
kotddik a magban az osk MRNS-sel, majd a Barentsz akkor kapcsolodik a komplexhez,
amikor az a citoplazméba szallitodik. Ezzel 6sszevag az is, hogy az emberi homologja a

Mago-nak interakcioba 1ép egy magi citoplazmatikus szallitd fehérjével, az RBM8/Y 14-
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gyel, ami az érett mRNS-khez kapcsolodik, majd kapcsolatban marad azokkal a
citoplazmaba szallitodas utan is.

Az RNS koté Tsunagi fehérje kolokalizalodik a Mago nashi fehérjével és
immunoprecipitacios kisérletekben is azonos komplex tagjaiként mutattak ki dket (Mohr
és mtsai., 2001). A tsunagi mutans petekezdeményekben a petesejt magja nem tud
elvandorolni az anterior-dorzalis sarokba, az 0Sk mRNS nem lokalizalodik a poszterior
polusra és dorzalis-ventralis hibak is megfigyelhetok. Ezek alapjan tigy gondoljak, hogy
azonos komplex tagjaiként egyiittesen sziikkségesek az 0Sk mRNS megfeleld
loklizéaciojahoz..

Mind az emberben, mind a Drosophildban, a Y14 nukleéris fehérje interakcioba
1ép a Mago-nashi fehérjével. Immunhisztokémiai eredmények alapjan a Y14 elsésorban
nuklearis, de az 0sk MRNS-el egyiitt lokalizalodik a poszterior poluson. Az Y 14 mutans
petesejtekben az osk mRNS lokalizacidja hibas, de az aktin vaz érintetlen és mind a
gurken, mind a bicoid mRNS lokalizacidja normalis. A Y14 funkcidjara vonatkozdlag
Y14 az RNS splicing-ban jatszik szerepet és ha Drosophila-ban is ez a funkcidja, akkor
elképzelhetd, hogy az oSk MRNS splicing-jaban jatszhat szerepet. Az Y14 mutansokban
valoszinlileg nem képzddik megfeleld mRNS, amely gatolja a szallitd és/vagy rogzitd
komplex Osszeszervezddését (Hachet és Ephrussi, 2001).

Sokaig az Exuperantia fehérjét a bicoid mRNS lokalizacidjahoz sziikséges
faktornak tartottak (Wang és Hazelrigg, 1994). Az Exu mind az anterior, mind a
poszterior poluson felhalmozodik az oocitaban. Az 0Sk mRNS poszterior poélusra

szallitasa el6tt, az osk mRNS és a bic mRNS idélegesen egyiitt lokalizalodik az anterior
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poluson. Az exu null mutansokban mind a dajkasejtekben, mind a petesejtben hibas az
osk és a bicoid mRNS lokalizacidja és ezek apikalis felhalmozodasa figyelhetd meg
dajkasejtekben. Ezek az eredmények alatamasztjak azt a lehetdséget, hogy ez a két
mRNS szallitdsa egylitt torténik (Wang ¢és Hazelrigg, 1994). Késobb leirtdk, hogy
csokkent mennyiségli 0sSk mRNS lokalizalodik mar az exu mutans oocitak poszterior
polusan, bar ennek penetrancidja nem teljes. Az exu mutdnsokban a poszterior hiba
Osszekapcsolodik az 0sk mRNS lokalizaciojanak csokkenésével a 9-10. stadiumban,
amely viszont részben orvosolhato a beinduld citoplazmatikus 4aramlas révén
odasodrodott 0sk mRNS poszterior lokalizacigjaval. Ennek a feltételezésnek az
alatdmasztasat szolgalja a fluoreszcensen jelolt osk mRNS injektalasa a petesejtekbe,
amely a citoplazmatikus aramlas beindulasaval képes volt a poszterior polusra szallitodni
¢és ott kihorgonyozodni (Glotzer és mitsai., 1997). Az osk mRNS lokalizacidjanak
Osszetett mechanizmusa indokolja azt a tényt, hogy az exu mutdnsok nem mutatnak
kimondott poszterior fenotipust.

Az Exu fehérjét egy nagy RN-4z érzékeny komplex f6 komponenseként
azonositottak, amely még legalabb masik hét fehérjét és kiilonb6zé RNS-ket tartalmaz
(Wilhelm és mtsai., 2000). Az egyik tagja egy RNS kotd fehérje, a Ypsilon Schachtel
(Yps), amely kozvetleniil kapcsolodik az Exu-hoz és egyiitt lokalizalodik vele mind a
dajkasejtekben, mind az oocitaban. Meglepddve tapasztaltak, hogy ez a komplex az 0sk
MRNS-t is tartalmazza, s6t az Exu/Yps partikulumok térbeli és idobeli eloszlasa
megegyezik az osk mRNS eloszlasaval (Wilhelm és mtsai., 2000). Felmeriilt a kérdés,
hogy mi lehet a szerepe a Yps-nek ebben a komplexben. A Yps egy olyan RNS kot6

fehérjecsalad tagja, amely fehérjék a transzlacio szabalyozasaban, illetve az mRNS-kel

87



kotddve masodlagos szerkezet kialakitasdban vesznek részt a Xenopus petesejtjében.
Elképzelhetd, hogy a Yps-nek hasonld szerepe van Drosophildban is, hiszen ismeretes,
hogy az osk mRNS transzlaciésan represszalt allapotban van mindaddig, amig a
poszterior péluson nem lokalizalodik. A Yps-nek ugyanakkor Exu fiiggetlen funkcioja is
van, hiszen a yps széles korben expresszalodik, mig az exu csak az ivarvonalban.
Elképzelhetd, hogy a Yps egy RNS lokalizacidos mechanizmus tagja, az ivarvonalon kiviil
is, hasonloan a Staufenhez, egy RNS koto fehérjéhez, ami mind az ivarvonalban, mind
testi sejtekben az mRNS lokalizdcioban vesz részt. A transzlacids szabalyozasban
betoltott szerepére mar kisérletes biznyitékok is rendelkezésre allnak (Mansfield és
mtsai., 2002). A yps genetikai interakciot mutat az orb-al, ami egy pozitiv regulator az
kapcsolatos osk mRNS lokalizacios és transzlacios hibat az orb™! hipomorf hattéren, ahol
van egy kevés funkcionalis Orb fehérje. Az er6s vagy null orb allélok nem menekitik a
yps mutaciot. A yps, orb kettés mutansokban a yps menekiti az orb osk mRNS
lokalizacios és transzlacios hibajat, mig az orb mutacioval kapcsolatos fenotipusok nem
valtoznak, megmarad a dorso-ventralis korionhiba és a grk mRNS lokalizacios hibaja is.
Valodsziniileg a yps antagonisztikus szerepet jatszik az orb-bal. Biokémiailag azt is
bizonyitottdk, hogy az Orb képes fizikailag kapcsolodni mind a Yps, mind az Exu
fehérjéhez. Ezen modell szerint a Yps és az Orb egymassal kompeticioban vannak az 0sk
MRNS-hez val6 kotédésben (Mansfield és mtsai., 2002).

A lar mutansok szervezetlen elrendez6dést follikularis sejtekkel, leallt petekamra
novekedéssel és hianyzd osk mRNS lokalizacioval lettek azonositva. A mutansokban

elmarad a poszterior follikularis sejtek kialakuldsa, mely egyiitt jar a follikuléris sejtek

88



aktin sejtvazanak hibajaval. A Lar fehérje a Laminin-nidogen komplex tagjaként lett
azonositva, feltehetdleg szerepet jatszik a LamininA receptor utban, bar eddig még nem
ismert a mddja, hogy pontosan miként kapcsolodik az extracellularis matrix, a LamininA
¢s a Lar fehérje, illetve hogyan kozvetitenek a petesejt felé (Frydman és Spradling, 2001).
Az Ovarian tumor (OTU) fehérje sziikséges a pumilio és az osk mRNS helyes
eloszlasahoz, de a bic-D, k10 és a staufen mRNS-k vad tipusnak megfeleléen
lokalizalodnak az otu mutdns vonalakban. Az Otu fehérje C-termindlis része homologiat
muata egy emlds mikrotubulus asszocialt fehérjével. Ennek a fehérje résznek az elrontasa
megnovelte az RNS lokalizacios hibakat az otu mutansokban (Tirronen és mtsai., 1995).
Egy ujabb tagja az evolucionarisan konzervalt fehérjének és funkcionak a Par-1
fehérje. A Par-1 fehérje kindz aktivitdsa a poszterior ivarvonal determinansok
lokalizalasahoz sziikséges mind C. elegansban, mind Drosophilaban. A Par-1 korai
funkcioja a petesejt azonossaganak €s az anterior-poszterior tengely kialakitasaban van.
A Parl fehérje fuzoméhoz kapcsolodva megteremti annak Iehetdségét, hogy
aszimetrikusan kivalasztodjon a leendd petesejt (Cox és mtsai., 2001; Huynh és mtsai.,
2001b). A késOi polarizaciohoz szintén sziikséges a Par-1 fehérje aktivitasa, hiszen
hianyaban hibasan lokalizalodik az osk mRNS és a hozza kapcsolodo Staufen fehérje,
amelynek kiilonb6z6 erdsségii poszterior fenotipust eredményez (Tomancak és mtsai.,
2000). Erdekes kérdés, hogy vajon a korai és a kés6i funkcio egymassal dsszefiigghet-e
¢s ha igen, akkor csupan a korai funkcié kovetkezménye lenne a 9. stddiumban
tapasztalhaté 0sSk mRNS loaklizacié hiba? Ez a lehet6ség nem tiinik valdsziniinek, mivel
a 7. stadium alatt az Osszes eddig ismert polaritasi faktor lokalizdcidja megvaltozik, a

korai polaritasi viszonyok felbomlanak és a poszterior follikularis sejtek feldl érkezo jel
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hatasara indul meg az 10 polaritdsi kdzpont kialakuldsa. Ezt erdsiti, hogy a legtobb
hipomorf par-1 mutans petesejtekben az Orb fehérje anterior-poszterior mozgasa
megtorténik és a poszterior lokalizacidja szintén. Tovabba a osk mRNS lokalizacios
hib4ja menekithetd a par-1 transzgénnel, amely csak azutan fejezddik ki, hogy a ciszta
elhagyta a germariumot. Sokkal valdszintibb tehat, hogy a Par-1 fehérjének az oogenezis
két kiilonbozé stddiumaban is szerepe van az anterior-poszterior polarizacid
kialakitasaban (Huynh és mtsai., 2001b) A par 1 fehérjérdl azt is bebizonyitottak, hogy
mind in vitro, mind in vivo képes foszforilalni az Osk fehérjét. Azt is bizonyitottak
kisérletesen, hogy ez a foszforilacid6 megndveli a foszforilalt Osk fehérje stabilitasat
(Riechmann és mtsai., 2002).

A rabl1l gén egy kis monomer GTP fehérjét kodol, amely szerepet jatszik szamos
vezikularis transzport folyamatban, de az 0sk mRNS lokalizaciojahoz is sziikséges. A
rabll mutansokat az osk és tropomiozinll mutaciokat hordozé alacsony penetranciaju
poszterior vagy ivarsejthianyos fenotipust mutato alaptdrzs EMS mutagenizalt vonalaibol
szelektaltdk az alaptorzs fenotipus penetranciajanak szignifikdns emelkedése alapjan. A
rabll mutans petesejtekben az 0sk lokalizacios hiba mellett mikrotubulus vaz hiba is
megfigyelhetd. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a bels6 membran
strukturdk fontos szerepet jatszanak a mikrotubularis hal6zat megszervezésében, ezen
keresztiil az 0sSk mRNS lokalizacidjaban (Jankovics és mtsai., 2001).

A ter94 mutans petesejtekben az 0sk mRNS nem lokalizalodik a poszterior
poluson €s az endoplazmatikus retikulumok is abnormalisak. A Ter94 membran fizids

crer

mitozis alatt. A Ter94 fehérje a dajkasejtekbdl mar bejutott 0sk mRNS lokalizacidjahoz
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kell a petesejtben. A szerzOk felvetették a gondolatot, hogy esetleg az osk mMRNS
membranba csomagolt partikulomokként szallitodhat. (Ruden és mtsai., 2000).

Licorne gén egy Map kinaz fehérjét kodol. A licorne mutans embriokban az anyai
hatast poszterior gének (0sk, vasa, nanos) mutansaira jellemzé szegmentacios hibak
figyelhetok meg. Az embrionalis ivarsejtek szdma csokken, és egyidejiileg a Vasa fehérje
poszterior lokalizacioja is csokken. Megallapitottak, hogy a Vasa lokalizaciojat megel6zo
osk mRNS lokalizacidja is csak a 8. stadiumig normalis. A késobbi stadiumokban az 0sk
mRNS szétterjed a poszterior polusrol az anterior polus felé¢, mennyisége folyamatosan
csokken. Ilyen fenotipus az 0sk mis-sense mutansokban figyelhetd meg, azt sugallva,
hogy az Osk fehérje sziikséges az RNS késébbi lokalizaciojahoz. A licorne mutéans
petekezdeményekben a sejtmag vandorldsa normalis, s6t a mikrotubulusok pozitiv végét
jelolé  kinezin-lacZ lokalizacidja is normalis. Ellenanyagos festéssel a mutédns
petekamrakban nem tudtak fehérje csokkenést kimutatni, ezért ugy gondoljék, hogy az
RNS lokalizacido és a 0sk transzlacio egymastol elvalaszthatdé folyamat (Suzanne és
mtsai., 1999). Ez a hipotézis ellentmondasos, hiszen ha jelentds mértékben redukalodik a
lokalizalt RNS, akkor a fehérje szintjén is meg kellene ennek nyilvanulnia, fliggetlentil

attol, hogy a két folyamat hogyan viszonyul egymashoz.

Az oskar mRNS transzlaciojaban szerepet jatszo gének

Az osk mRNS lokalizacidjat szabalyozo géntermékek €s a transzlacid gatlasaban
szerepet jatszo fehérjék is az 0Sk mRNS 3’UTR szekvenciajahoz kapcsolddnak. A Bruno
az arrest gén altal kodolt RNS-kotod fehérje, amely a petesejtben egyiitt lokalizalodik az

osk mRNS-el.. A Bruno fehérje az osk mRNS 3°UTR szekvencia (BRES) harom
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szakaszahoz kotoédik. Mutans BRE szekvenciakat hordozo 0sk transzgén, 0sk mutans
hattéren 1d6 el6tti 0sk transzlaciot eredményezett (Kim-Ha és mtsai., 1995). Ha az
exuperantia 3’UTR szekvenciakhoz BRE szekvencidkat kapcsoltak, akkor az exuperantia
transzlacid represszidjat tapasztaltak.

Az Apontic fehérje kapcsolddik a Brunoval, amit mind élesztd kettds hibrid
rendszerben, mind biokémiailag bizonyitottak. A transzheterozigdta kombinacidja az
arrest és az apontic mutancioknak az embridoban az anterior, feji struktirak hibajat
mutatjak. Ez a fenotipus szupresszalhat6 a nanos géntermék csokkentésével, azt sugallva,
hogy az ektopikus Osk fehérje okozta a fenotipust. Igy hasonlo szerepe lehet az
Aponticnak az osk transzlacios szabalyozasaban, mint a Brunonak (Lie és Macdonald,
1999).
kapcsolodik. A p50 kotés gyengitése eldsegiti a Bruno kotést (Gunkel és mtsai., 1998).
Sajnos mutaciot még nem azonositottak a p50 génben, de eldallitottak egy olyan
transzgént amelyben a p50 kotés nagyon gyenge volt és ebben a transzgenikus vonalban
id6 el6tti osk transzlaciot tapasztaltak, amelybdl a Brunohoz hasonlé funkciot gondolnak
a p50-nek is, nevezetesen a represszalt allapot fenntartasat.

A Bic-C egy in vitro RNS kotésre képes fehérje. A bic-C heterozigota ndstények
embrioi kozott bicaudal fenotipusu is el6fordul, ami egy ektopikus, anterior Osk
aktivitasra utal. A homozigota bic-C mutans petékben az 0sk mRNS nem lokalizalodik a
poszterior polusra, kordbban transzlalodik, mint a vad tipusban. Ezek alapjan Ggy tlinik a
Bic-C-nek szintén az 0sk mRNS transzlacidjanak gatlasaban van szerepe (Saffman és

mtsai., 1998).
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egyarant sziikséges. A Staufen fehérje kettds szali RNS ko6td doménjei kozil a 2-es az
osk mRNS lokalizalasahoz sziikséges, mig az 5-0st az 0sk mRNS transzlacids gatlasanak
feloldasdhoz. A Staufen szerepét nem konnyl tisztazni, hiszen az RNS lokalizacid
hianyaban a transzlaciéo sem valosulhat meg. Kiilonboz6 in vitro mutaltatott transzgének
segitségével tudtdk a domének funkcidjat megallapitani. Az 5-0s domén kiiitésével
hasonl6 0sk transzlacios hibat tapasztaltak, mint osk mRNS derepresszorok elrontasaval
(Micklem és mtsai., 2000).

Az Orb fehérjér6l bebizonyitottak, hogy az Exu-RNP komplex tagjaként
kozvetleniil kotddik az osk MRNS-hez (Mansfield és mtsai., 2002). Az orb mutansokban
az osk mRNS nem lokalizalodik a petesejt poszterior polusan és 0Sk mRNS transzlacioja
is hibas. Az Orb fehérje nagy homoldgiat mutat a Xenopus citoplazmatikus
is poliadenilacion keresztiil aktivalja (Chang és mtsai., 1999).

Az Aubergine fehérje mindkét Osk izoforma felhalmozodasahoz sziikséges,
hianyaban az 0Sk mRNS nem képes a poszterior polusra lokalizalodni, és ezért kevés Osk
fehérje képzodik. Ha az osk mRNS 3’UTR szekvenciajat a bicoid mRNS 3°’UTR
szekvenciajaval helyettesitették, akkor az anterior részen kifejez6dé osk mRNS az aub
mutansokban is leforditodik és a fehérje az anterior poluson lokalizadlodik. Ezért
valoszinll, hogy az Aub fehérje nem az Osk fehérje stabilitdsahoz, hanem a transzlacid
aktivaciojahoz sziikséges az endogén 0sk mRNS 3’UTR szekvencia jelenlétében (Wilson

és mtsai., 1996). Az Aubergine fehérje az embrionalis ivarsejtekben halmozodik fel, ahol
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kapcsolodik a transzlacios inciacios faktor 2C (TIF2C) fehérjével és az osk mRNS

A Me31B DEAD-box fehérje tagja az Exu-t, a Yps-t és az Orb-t, s6t az osk
MRNS-t is tartalmazo citoplazmatikus RNP komplexnek (Nakamura és mtsai., 2001). Az
oogenezis alatt a fenti fehérjék és a Me31B fehérje egyiitt lokalizalodik a fejlodd
petekezdeményekben, s6t a Me31B fehérje a bic, nos, orb, pgc és a gcl RNS-kkel is
egyiitt lokalizalodik. A me31B mutans petekezdeményekben a lokalizalt RNS-k (osk,
bicaudal-D) id6 elétti transzlacidja figyelheté meg mar a dajkasejtekben. Az eredmények
alapjan tigy gondoljak, hogy a Me31B fehérje korai RNS transzlacid visszaszoritasaban
jatszik szerepet az RNS-k szallitdsa soran. Mivel egy RNP komplexben talalhaté mind az
osk mRNS, mind a Me31B fehérje, igy az a modell is Gijabb bizonyitékot nyert, hogy az
RNS szallitas és transzlacios szabalyozas 0sszekapcsolodik, a szabalyozo fehérjék és a

szabalyozott RNS-k egyiitt utaznak (Nakamura és mtsai., 2001).
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Summary

The embryonic polarity of many organisms is defined by maternally provided
determinants that are localised in the oocyte during egg development. Localisation and
the subsequent site-specific translation of mMRNAs provides one of the mechanisms that
restrict the biological functions of determinants to specific cytoplasmic regions within the
oocytes. This type of regulation has been studied most extensively in Drosophila
melanogaster, since the antero-posterior and the dorso-ventral embryonic body axes, and
germ line differentiation is governed by maternally provided localised determinants. In
many organisms the germ-cell determinants, germ plasm, are localised to an identifiable
part of the cytoplasm of the developing embryo (Beams and Kessel, 1974; Eddy, 1975).
The assembly of the germ plasm is interconnected with processes required for
forming the anterior-posterior axis of the oocyte and for localising RNAs to specific
place during oogenesis. Germ plasm contains all of the components required to
determinant the germ cell fate. As a first step of germ cell formation a small subset of
syncytial nuclei migrate into the germ plasm and the arriving nuclei are directed into a
germ cell fate by molecules stored in the posterior cytoplasm as a collection of
mitochondria, fibrils, and electrodense polar granules (Mahowald, 1962). This induce the
formation of the pole cells, which are restricted to germline fate in the posterior end of
the blastula Drosophila embryo (Hay et al., 1988; Lasko and Ashburner, 1990). The pole
cells undergo a patterned migration to the embryonic gonad during the later gastrulation.
Embryonic germ cell formation and abdomen development in Drosophila requires
localisation and site specific translation of oskar (osk) mMRNA in the posterior part of the

oocyte. Targeting of osk function to the posterior pole of the oocyte needs a large set of
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proteins and RNAs, encoded by posterior group genes. Consequently, mutations in the
posterior group genes can result in embryos without abdomens and/or germ cells.
Posteriorly anchored Osk protein is a key component of the germ plasm and subsequent
embryonic germ cell formation. Although, the anchoring process is an important aspect of
osk regulation very little is known about its mechanism. Genetic analysis of the anchoring
mechanism is especially difficult, since Osk anchoring is interdependent both on the
presence of the mRNA and the protein at the posterior region (Markussen et al., 1995).
Therefore, mutations of regulatory genes that interfere with Osk protein localisation often
also result in mRNA delocalisation, making it impossible to separate these two processes.
An example of the above is provided by the Tmll mutation, which abolishes the
localisation of both osk MRNA and protein (Erdelyi et al., 1995; Tetzlaff et al., 1996).
Therefore, the actin binding Tmll protein and the actin cytoskeleton may be directly
connected, not only to the mRNA but also the Osk protein, at the posterior pole.

Thus, by making use of the germ cell-less phenotype, very sensitive genetic
screens can be developed for isolating new members of the posterior gene hierarchy.
Several posterior group genes have been identified in this way (Siegel et al., 1993;
Erdelyi et al., 1995). To isolate novel grandchildless genes we decided to use a hobo
mutator element developed by (Smith et al., 1993), which has a pattern of insertion
different from that of the commonly used P elements, and allows the rapid cloning of the
tagged genes. We screened a non-lethal hobo induced mutant collection, and isolated prt%
as a new grandchildless mutation.

We found that null mutant of prt produces embryos that display a significant

reduction in the number of germ cells, show a reduction of short Osk protein levels and
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abnormal Osk distribution. We showed that prt% and the BTK29A mutations interact
genetically. We found the PRT protein in large protein aggregates that are localized
subcortically in the oocytes.

Interestingly, in prt® mutants the Osk protein delocalisation does not seem to be
coupled with osk mMRNA delocalization. While osk mRNA was localised normally at the
posterior pole in all stages of oogenesis, some Osk protein was detached from the
subcortical region in prt%®/prt% mutant ovaries. This delocalisation can reduce Osk
concentration significantly at the posterior pole. The decreased Osk level leads to germ
plasm reduction and the formation of fewer pole cells, which explain the prt mutant
phenotype. As in early stages of oogenesis Osk localisation seems completely normal and
only becomes abnormal gradually during the subsequent stages, prt is very unlikely to
interfere with Osk translation, rather it plays a role in Osk protein anchoring at the
posterior pole or increases the stability of the anchored Osk protein.

In prt% mutants only the short Osk isoform level was found to be reduced while
the long isoform remained at wild type levels. This may explain the normal Osk mRNA
distribution, since the long Osk isoform can maintain its own mRNA at the posterior pole
as described earlier (Markussen et al., 1995). However, the isoform specificity of prt%
reveals that the two Osk isoforms may utilise independent posterior anchoring
mechanisms or can be subjected to different post-translational regulation processes
during their anchoring. On the other hand genetic and molecular evidences suggest that
some residual short Osk must still be present in prt® null mutants, because the complete

loss of the short Osk isoform would not only result in grandchildless but rather a
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complete abdomen and germ cell-less phenotype. This result also demonstrates that prt
function in Osk anchoring must be redundant.

Subcellular localisation of PRT is reconcilable with osk regulatory function, since
at the subcortical region their localisation overlaps. This colocalisation potentiates the
functional interaction. Some osk translational regulatory proteins, which form a large
ribonucleoprotein (RNP) complex, demonstrate a similar expression pattern during their
transport to oocytes to that of PRT. Biochemical evidence exists that this RNP contains
EXU and at least seven other proteins in addition to osk and bicoid mRNAs (Wilsch-
Brauninger et al., 1997; Wilhelm et al., 2000). We demonstrated that Exu, Orb, and
Me31, three elements of the above RNP complex, as well as CUP, an RNP independent
protein with similar localisation pattern (Keyes and Spradling, 1997), are not colocalised
with PRT in nurse cells. Consequently PRT aggregates, in spite of their similar
subcellular localisation, have an independent transport system to either the EXU or the
CUP complexes.

The genetic interaction found between prt and BTK29A indicates that the the PRT
regulatory function is evolutionary conserved. This is especially interesting, since the
Drosophila BTK homologue is not required in germ cell formation(Baba et al., 1999).
However, our germ line clone analysis of the two hypomorhic alleles failed to reveal a
role in germ cell formation. The Drosophila genome contains a single BTK homologue
Btk29A, which encodes for two protein species. Btk29A has several pleiotropic functions
such as male fertility and ring canal formation. It is expressed in the adult head, the larval
immune system, the male and female gonads and several other tissues (Vincent, et al.,

1989; Wadsworth et al., 1990).
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Based on the structural conservation of the Sab and PRT proteins, we anticipated
that PRT might also exhibit a negative regulatory function similarly to Sab. According to
this hypothesis, when PRT, the presumed negative regulator is absent, an ectopic BTK
activity would interfere with the normal function of the posterior gene hierarchy. Being
normally suppressed, loss of function of such a negatively regulated gene would not be
expected to cause any posterior phenotype. Indeed, the suppression of prt% phenotypes by
hypomorphic Btk29A alleles indicates that in Drosophila, also PRT negatively regulates
BTK29A.

Therefore we propose that, in wild type oocytes, PRT inactivates the BTK protein
in the subcortical region. In prt%® mutants however, unregulated BTK interferes either
with the localisation of subcortical cellular components in the oocyte, or it modifies the
phosphorylation pattern of the short Osk protein itself. We find that the latter is a less
feasible explanation, because in prt%® mutants we do not find increased levels of
phosphorylated short Osk that would be the result of extra kinase activity, instead the
level of 57 kDa phosphorylated short Osk isoform is also significantly reduced. We
suggest that uncontrolled BTK kinase activity modifies the anchoring capability of short
Osk directly or indirectly to the subcortical region, resulting in delocalisation and
degradation of both phosphorylated and unphosphorylated short Osk proteins. Since only
the phosphorylated short Osk isoform was detected in prt% mutants, we suppose that
either this protein is more stable or it is better anchored to the posterior pole, compared to
the unphosphorylated one. The weakly anchored Osk protein is displaced by the

cytoplasmic streaming and loses its pole plasm organizing activity. Future research
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should be directed towards determining the precise biochemical function of PRT and

elucidating the anchoring mechanism of Osk protein.
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