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Bevezetés

Bioldgiai szempontbdl minden egyes él0lény életében az egyik legfontosabb
feladat a szaporodds. A magasabb rendliekben ezt a feladatot az ivarsejtek latjak el.

Az éllatvilagban az embriondlis ivarsejtek igen valtozatos médon alakulnak ki,
és Kkiiloniilnek el a testi sejtekt6l. Néhdny organizmusban anyailag szintetizalt
ivarplazma hatdrozza meg az ivarsejtsors kialakuldsat (pl. Drosophila melanogaster),
mig mdas éldlényekben sejt-sejt kozotti interakcidk sziikségesek az ivarsejtek
kialakulasdhoz (pl. Mus musculus). Attdl a pillanattél fogva azonban, hogy az
elkiiloniilés megtortént, az egyes fajok ivarsejtjei igen nagyfokd alaktani és
miikodésbeli hasonldsdgot mutatnak. A legszembedtldbb hasonlésdg az ivarsejtek
gombolyli alakja, illetve az aktiv sejtmozgésra vald képesség. Az ivarsejtek tovabbi
kozos sajatossdga a sztemsejt jellegi miikodés, valamint az egyedfejlodés korai
szakaszdban megfigyelt génexpresszids inaktivitds. Ezeken feliil minden eddig
megvizsgdlt allati ivarsejtre jellemzd egy elektrondenz, RNS és fehérje tartalmu
rogokbdl all6 sejtalkotd, az tgynevezett nuage (Snee é€s Macdonald, 2004). Attél
fliggetleniil hogy hogyan indukdlddik az ivarsejtek kialakuldsa, a kiilonbozd fajokbdl
szdrmaz$ primordidlis ivarsejtek kozOs tulajdonsdga, hogy ivarsejteken kiviil
semmilyen mas sejttipust nem tudnak létrehozni ha transzplantédljdk Oket egy maésik
embridoba (Donovan és De Miguel, 2003). Az ivarsejtek kialakuldsuk utdn sok
organizmusban kiilonb6z6 tipusi szomatikus szdveten vandorolnak keresztiil, mig
elérik a gonddok testi sejt eredetli épitdelemeit. Ezekkel egyesiilve alakitjdk ki a
majdani gonddokat (Santos és Lehmann, 2004a). Ezen hasonlésigok alapjan azt
feltételezhetnénk, hogy a kiilonb6z6é fajokbol szdrmazd ivarsejtekben nagyszdmi

homolég gén termékét azonositottdk mdr, ez azonban nincs igy. Meglehetdsen kevés



evoldcidsan konzervélt ivarsejt-specifikus gént azonositottak iddig. Ennek legfobb
oka az, hogy az ivarsejtek bioldgidjat kutatdé csoportok dltaldban a hagyomdanyos
genetika mddszerét alkalmaztak és az ivarsejtek kifejlodését irdnyitd kulcs (szelektor)
gének vizsgélatira helyezték a hangsilyt. Az ivarsejtek kialakuldsdért és miikodéséért
felelos tigynevezett végrehajtd gének azonositisdnak ugyanis mindezidaig technikai
korlatai voltak. A végrehajté gének szama szelektor génekhez képest minden
bizonnyal igen nagy, igy az egyes fajok ivarsejtjei kozott meglévd hasonldsagot csak
transzkriptom szinten lehet értelmezni. Korunk legdjabb génexpresszidt vizsgald
technikdi alkalmasak nagy szdmu gén egyiittes vizsgdlatara, igy lehetévé vilik a
varhatéan evoliciésan konzervalt, végrehajté gének azonositdsdra alkalmas
modszerek kidolgozasa. Dolgozatomban a Drosophila melanogaster embriondlis

ivarsejtjeiben miikodd végrehajté gének azonositdsdra alkalmas médszereket mutatok

be.

Az ivarsejtek kialakulasa és vandorlasa

Az ivarsejtek képviselik az egyedek kozotti folytonossdgot, igy életiik egy
orokké megdjulé ivarsejt-ciklusnak foghaté fel. A Drosophila melanogaster
ivarsejtjei az dj egyedben az embriogenezis 6todik stddiumdban, az embrié poszterior
végén a poszterior kozépbéli primordium kialakuldsi helyéhez kozel leflizddo,
koriilbeliil hisz, gombolyli poléris sejt formdjaban jelennek meg. A gasztruldcid sordn
az embrié dorzdlis oldaldan széllitédnak, szoros kapcsolatban maradva a kézépbél-
primordiuméval. Amikor a primordium betlirédik, az ivarsejtek vele egyiitt az embrid
belsejébe szallitédnak. Ezutdn aktiv mozgéssal atjutnak a kozépbél epitéliuman, majd

dorzilis irdnyba migrdlnak annak bazélis feliiletén. Végiil az ivarsejtek elvdndorolnak



a kozEépbéltdl a szomszédos mezoderma irdnydba, ahol kapcsolatba 1épnek a gonddok
szomatikus prekurzorsejtjeivel. Az embriogenezis tizennegyedik stddiumdban aztin

kozosen alakitjdk ki az embriondlis gonddokat (Santos és Lehmann, 2004a) (1. dbra)

Lateralis nézet Dorzalis nézet
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1. abra. Az embrionalis ivarsejtek vandorlasa az embriéfejlédés soran (Flymove)



A lefizodott és kozépbélhez kapcsolddd ivarsejtek ©Ondlld, aktiv mozgést
mutatnak a blasztoderma &llapotban és a gasztrulacié sordn. Kordbban gy tartottak,
hogy az ivarsejtek nem képesek Ondllé mozgisra. Kimutattdk azonban, hogy a
blasztoderma dallapotbdl szarmazd ivarsejtek a kozépbélbe transzplantilva képesek
athatolni az epitéliumon, tehit elméletileg képesek ©ndllé mozgisra (Jaglarz és
Howard, 1994). Egy a kozelmultbdl szdrmazé kozlemény pedig bemutatta, hogy a
Jak/Stat szignéltranszdukcids tutvonal szerepet jatszik az ivarsejtek és a szomatikus
sejtek szoros kapcsolatdnak kialakitisdban, emellett 4lldbakhoz hasonlatos
nyulvinyokat novesztenek, amelyek segitségével aktiv mozgdsra képesek (Li és
mtsai., 2003). Az aktiv ivarsejtmozgds jeleit elsoként a kozépbél falan vald atjutdskor
figyelhetjiik meg, addig a bélprimordiummal egyiitt vindorolnak. Kimutattak, hogy az
epitélsejtek apikélis junkci6éi meglazulnak, rések keletkeznek, amelyeken az ivarsejtek
képesek atjutni (Callaini és mtsai., 1995). Azokban a mutdnsokban, ahol ezek a 1€ziok
nem alakulnak ki (példdul a serpent vagy a huckebein gének muticiéi esetében), az
ivarsejtek nem képesek athatolni a bélfalon, és csapddba esnek a bélen beliil (Warrior,
1994; Moore és mtsai., 1998). Miutdn az ivarsejtek atjutottak a bélfalon, a bélham
felszinén vandorolnak tovdbb az embrié dorzdlis oldala felé. A mozgds irdnyat
repellens molekuldk hatdrozzdk meg, amelyek a kozépbél ventrilis oldaldn
termelddnek (wunen, wunen-2) (Zhang és mtsai., 1997; Starz-Gaiano és mtsai., 2001).
A kozEpbéltdl az ivarsejtek a majdani ivarszerveket kialakité mezodermdlis szovethez
vandorolnak. Kimutattak egy attraktdnst, amely képes a mezoderma felé vonzani a
vandorlé ivarsejteket, a 3-hidroxi 3-metilglutaril koenzim A-t (Hmgcr). Hmgcr mutins
embridkban az ivarsejtek nem vdlnak el a kozépbéltdl, ektopikusan expresszilva
pedig odavonzza azokat (Van Doren és mtsai., 1998). Az HMGCoAR fehérje a

koleszterin és az izoprenoidok bioszintézisének egyik résztvevdje. Megvizsgiltak



ennek a bioszintézis-ttvonalnak a tobbi résztvevdjét is, és azt tapasztaltdk, hogy a
HMGCoAR-hoz hasonléan képesek irdnyitani az ivarsejtek vandorldsit (Santos és
Lehmann, 2004b). Ezek alapjan azt feltételezik, hogy az attraktdnsnak

izoprenildlédnia kell ahhoz, hogy az ivarsejteket irdnyitani tudja.

A peteérés folyamata

Az ivarsejtek szomatikus partnereikkel egyesiilve kialakitjdk az embriondlis
gonadokat, amelyekbdl majd a feln6tt egyedek ivarszervei kialakulnak. A peteképzés
a felndtt noOstények petefészkét alkotd petecsovek (ovarioldk) csicsi részében

elhelyezkedd germériumokban kezdddik. (2. abra) (Spradling és mtsai. 1997).

petefészek ———5 ARAN XA« germarium

petevezeték

jarulékos mirigy

2. abra A ndstény Drosophila melanogaster szaporito szerve. (Miller, 1950)

A germdrium anterior végében sztemsejt jellegli Osivarsejtek taldlhatok,
melyek aszimmetrikus osztéddssal cisztoblasztokat, illetve udjabb Osivarsejteket
hoznak létre, igy biztositva a folyamat dllandosdgat. A cisztoblaszt négy mitotikus

osztoddson megy keresztiil, amelyeket nem kovet citokinezis. Ennek kovetkeztében



létrejon egy 16 sejtes ciszta, melynek sejtjei gylrticsatornakon (King, 1970) (Warn és
mtsai., 1985) keresztiil kapcsolédnak egymdashoz. A 16 sejtbol 15 dajkasejtté alakul,
mig egy sejt petesejtté differencidlodik. Az ivarsejtképzésnek ezt a modjat cisztds
fejlddésnek hivjuk, és ez a jelenség a Drosophildtél a békakon 4t az egerekig dltalanos
az 4llatvilagban (Pepling és mtsai., 1999; Pepling és Spradling, 1998). A germarium
2a és 2b szakasza kozott elddl, hogy a két, 4 gylrlicsatorndval rendelkez6 sejt koziil
melyik lesz a petesejt (3. dbra). A germdrium 2b jelli szakaszdban a cisztikat
szomatikus eredetdi follikularis sejtek veszik koriil, 1étrehozva a petekamrékat. A 3-as
szakaszban keriil a petesejt a petekamran beliil a poszterior p6lusra, ami meghatdrozza
az Osszes késobbi polarizdlddasi eseményt (Gonzalez-Reyes és St Johnston, 1994). A

germdriumot az elsd stddiumos petekamra hagyja el (3. dbra).

==d ot z 2 I/»
Terminalis , . . = peteseijt
. Osivarsejtek 1
filament follikularis dajkaseijt

seitek

3. abra. A germarium sematikus rajza. Sziirke szin jeloli a szomatikus eredetii sejteket, a fehér az

ivarsejt eredetli sejteket. Az 1, 2a, 2b, 3 a germdrium egyes régioit jeloli.

A dajkasejtek feladata a fejlodo petesejt tipanyaggal, sejtalkotokkal, valamint
anyai hatdsd anyagokkal val6 elldtisa. A dajkasejtek a petefejlodés tizenegyedik
szakaszdban teljes citoplazmatikus dllomdnyukat a petesejtbe iritik, majd
elpusztulnak. A petekezdemény fejlddésében a szomatikus follikuldris sejtek szintén

fontos szereppel birnak. Részt vesznek a petesejt szimmetriatengelyeinek

10



kialakitisaban, valamint 1étrehozzdk a peteburok f6 fehérjéit, majd elpusztulnak. Az

érett petét végiil egyetlen €10 sejt, a megtermékenyitésre kész petesejt alkotja.

4. abra. Kiilonbozé stadiumi petekamrak sematikus rajza. 1S: 1. stidiumd petekamra, 3S: 3.
stddiumu petekamra, 6S: 6. stddiumid petekamra, 8S: 8. stddiumud petekamra, 9S: 9. stddiumdu

petekamra, 11S: 11. stddiumu petekamra, D: dajkasejt, P: petesejt, F: follikuldris sejt.

Morfolégiai adatok alapjan a petekamrdk fejlodését 14 szakaszra osztottdk, ebbdl
mutat be néhanyat a 4. dbra.

A peteérés folyaman a poszterior péluson egy specidlis citoplazmarészlet, az
ugynevezett ivarplazma alakul ki. Az ivarplazma egy meglehetdsen bonyolult
szerkezetll, Osszetett citoplazmarészlet, amelyben RNS é&s fehérjerogdok mellett
mitokondriumok, Golgi késziilékek és riboszomdk halmozdédnak fel nagy
mennyiségben (Cox és Spradling, 2003). Az ivarplazma hidnyit okoz6 muticidk
hatdsira nem fliz8dnek le embriondlis ivarsejtek, az utdd steril lesz, vagyis az eredeti
muticiét hordozé egyednek nem lesznek unokdi, ezért ezt a fenotipust unokétlan
(grandchildless) fenotipusnak nevezziik. Az embriondlis ivarsejteknek szdnt anyagot a
petesejt csak tdrolja és tovabbitja, a szintézis a dajkasejtekben torténik. A kdnnyen

nyomon k&vethetd sorsd embriondlis ivarsejtek egy szellemes embriol6giai kisérlet
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végrehajtasat tették lehetové. Az ivarplazmabdl mintdt vettek, majd azt egy madsik
embrié eliillsd részébe injektaltdk (Illmensee és mitsai., 1976). Az ivarplazma
attiltetése mikodoképes, ektopikus ivarsejteket eredményezett. Mindez azt bizonyitja,
hogy az ivarplazma az ivarsejtek kialakuldsat irdnyité faktorok mindegyikét
tartalmazza, kezdve a szelektor géntermékektdl a szabdlyozasi ranglétra alsé részén
helyet foglal6 végrehajté géntermékekig.

Az ivarplazma Osszeszerel0dése a petesejt poszterior végén torténik, ezt a
folyamatot részleteiben is igen j6l ismerjiilk. Az Osszeszerelddést az elsoként
lokalizdlddé molekula, az oskar gén terméke irdnyitja (Ephrussi és mtsai., 1991).
Abban az esetben, ha az oskar mRNS-t ektopikusan lokalizaljuk, kialakul az
ivarplazma, ami végiil ektopikusan lefliz6d0 embriondlis ivarsejteket eredményez
(Ephrussi és Lehmann, 1992), hasonléan az ivarplazma-atiiltetéses kisérlethez. Az
oskar gén az ivarplazma Osszeszereld funkcidjat koncentriciofiiggden végzi.
Alacsony oskar mRNS koncentrdci6 kevés ivarplazmat és kevesebb szamu lef(iz6d6
ivarsejtet eredményez, mig a vad tipusndl magasabb mRNS koncentricié nagyobb
szdmu ivarsejt kialakuldsdhoz vezet. Azoknak a mutdcidknak a segitségével, amelyek
az oskar mRNS mennyiségét befolydsoljak, irdnyitottan valtoztathatjuk az ivarplazma
mennyiségét, illetve a lefliz0d6 embriondlis ivarsejtek szdméat. Az oskar mRNS teljes
hidnydban nemcsak az ivarplazma, de a potroh sem alakul ki és az embri6 elpusztul.

Az oskar mRNS lokalizdci6jat sokrétli, Osszetett sejtbioldgiai folyamat
szabdlyozza. A 8. stddiumban a petesejt mikrotubulusai pozitiv végeikkel a poszterior
pSlus felé mutatnak és ezen a polarizalt mikrotubulus hdl6zaton a Kinezin I
motormolekula szallitja az oskar mRNS-t (Brendza és mtsai., 2000). Igy az oskar
mRNS felhalmozodasért a petesejt mikrotubulus hdldzatinak épsége és megfeleld

polarizaltsdga sziikséges. Mar kordbban lefrtak olyan géneket, amelyek a petesejt
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mikrotubulus hélézatanak polarizaltsdgaért felelosek. A cappuccino és a spire gének
muticidi a plusz végekkel a poszterior polus felé mutaté mikrotubulus halézat helyett
szubkortikdlis eloszldsi mikrotubulus hdlézatot hoznak létre, és igy akaddlyozzdk
meg az oskar mRNS helyes lokalizacidjat (Emmons és mtsai., 1995). A mago-nashi,
par-1 és rabll gének mutici6éi nem stabilizdljak kelloképpen a mirotubulusok pozitiv
végeit a petesejt poszterior polusdn, ami szintén oskar delokalizicidhoz vezet
(Micklem és mtsai., 1997) (Shulman és mtsai., 2000) (Jankovics és mtsai., 2001). A
Notch és a Delta muticiok megakadédlyozzdk a poszterior follikuldris sejtek
kialakuldsdt, amelyek szigndljai nélkiil az oocitdban szimmetrikus mikrotubulus
halézat alakul ki, ami az oskar mRNS-t kdzépre szallitja (Ruohola és mtsai., 1991).

Az oskar mRNS nem kozvetleniil, hanem egy nagy ribonukleoprotein
komplex részeként kapcsolddik a Kinezin I motormolekuldhoz. Ennek a komplexnek
jonéhdny tagjat biokémiai modszerekkel mar azonositottdk (Me31, orb, Y-sachtel)
(Mansfeld és mtsai. 2002; Nakamura és mtsai. 2001; Wilsch-Brauninger és mtsai.
1997). A Staufenrdl, egy kettdsszali RNS kotd fehérjérdl pedig sejtbioldgiai
modszerekkel mutattdk ki, hogy mindig az oskar mRNS-el lokalizdlédik (St. Johnston
és mtsai., 1991).

Amennyiben az oskar mRNS poszterior lokalizicidja megtorténik, elkezdddik
annak transzliciéja. A helyspecifikus transzlaciét hairom géncsoport teszi lehetové. A
transzlacids represszorok, mint példaul a aret, apontic, Bicaudal-C (Kim-Ha és
mtsai., 1995), (Webster és mtsai., 1997), (Lie és Macdonald, 1999), (Saffman és
megakaddlyozzdk annak transzldloddsit a traszportfolyamatok alatt. A poszterior
poluson ugynevezett derepresszor molekuldk szabaditjdk fel a mRNS-t ez aldl a gétlas

alél, pl. a p50 (Gunkel és mtsai., 1998), p68, staufen (Micklem és mtsai., 2000) gének
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termékei. Az osk transzliciét irdnyit6 gének harmadik csoportjdba a pozitiv
transzl4cids aktivitorok sorolhatdk, mint pl. aubergine (Wilson és mtsai., 1996), vasa
(Breitwieser és mtsai., 1996).

A helyspecifikusan transzlalédott Oskar fehérje a petesejt szubkortikalis
aktinvdzdhoz kotddik. Az Oskar fehérje kihorgonyzdddsdhoz sziikséges gének
termékeit is sikeriilt azonositani. Az aktinvdz épségéért felelos két gén, a Tmll és a
Moesin muticidja az Oskar fehérje poszterior pdlusrdl valé delokalizacidjat
eredményezi (Erdelyi és mtsai., 1995; Jankovics és mtsai., 2002).

E koré a lokalizdlt és helyben tartott Oskar fehérje koré szervezddik az
ivarplazma tobbi komponense, mint példaul a germcell-less, ImtrRNS, smtrRNS, Pcg,
pumillio, nanos és a vasa gének termékei (Cooperstock és Lipshitz 2001).

Az oskar mRNS lokaliz4ciéjaban, helyspecifikus transzldléddsiban, a fehérje
kihorgonyzasaban szerepet jatszo, valamint egyes ivarplazma komponenseket kodold
gének muticiéi kozos, az embrid poszterior részEt érintd fenotipussal rendelkeznek. A
gyenge muticiok ivarsejthidnyos, mig az erdsebbek ivarsejt- és abdomenhidnyos
fenotipust okoznak. Ezeket a géneket az tgynevezett poszterior géncsalddba szoktdk
sorolni (St Johnston és Nusslein-Volhard, 1992).

Az ivarplazmaban tdrolt anyai faktorok szdmédnak azonban jéval magasabbnak
kell lennie, mint amennyit pusztidn az ivarsejt irdnyd differencidcié meginditdsa
igényel. Az embriondlis ivarsejtek ugyanis a testi sejtektdl nagymértékben eltérd
fejlddési programjukat Ggy hajtjdk végre, hogy mindekdzben transzkripcionélisan
inaktivak maradnak egészen addig, mig a gasztrulici6 sordn 4t nem haladnak a
bélfalon (Zalokar, 1973). Ez arra utal, hogy az ivarplazma a korai ivarsejtek

miikodését szabdlyozé faktorokat is tartalmaz. Az ivarplazma Osszetételének
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vizsgdlatdval tehdt az ivarsejtsors kialakuldsdnak mikéntje valamint a korai ivarsejt

miikédésre jellemzd transzkriptumok egyardnt tanulményozhatok.

Az ivarplazma Osszetétele

A poszterior csoportba tartozd gének szisztematikus vizsgdlatival a
kilencvenes évek elején azonositottak néhdny ivarplazmédban lokalizal6do
génterméket. Ezek a Staufen, Tudor és Vasa fehérjék, illetve a nanos, spire és pumilio
RNS-ek (St Johnston és mtsai., 1991; Wang és Lehmann, 1991; Bardsley és mtsai.,
1993; Barker és mtsai., 1992). Padrhuzamosan folytak olyan kisérletek is, amelyek mas
szemszOgbol vizsgdltdk a korai Drosophila fejlodést, melyek sordn tovabbi
ivarplazmédban lokalizdl6d6 RNS-eket azonositottak: CyclinB, germ cell-less és
mtlrRNA (Raff és mtsai., 1990; Jongens és mtsai., 1992; Kobayashi és mtsai., 1993).
A Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP) munkatirsai genomszintli in-situ
hibridiz4ciés kisérletet folytatnak, melynek sordn iddig 5270 gént vizsgéltak meg,
ezek koziil 33-r6l éllapitottdk meg hogy RNS-e az ivarplazméban is megtaldlhatd
(Tomancak és mtsai., 2002).

Az ivarplazma meglétének koszonhetden a Drosophila melanogaster kivdléan
alkalmas forditott irdnyd vizsgédlatokra. Mivel az ivarplazma a testi sejteknek szant
anyai infromdcioktél elkiiloniilve helyezkedik el, lehetdség addédik az
ivarsejtfaktoroknak elhelyezkedésiik alapjan valdé azonositisdra is. Az ivarsejt
faktorok azonositisa ivarplazméban lokalizdlt géntermékek keresésébdl, valamint az
ezeket kodolé gének funkciondlis analizisébdl 4ll. Az utébbi idében tobb forditott
irdnyu, ugynevezett reverz genetikai vizsgélat indult ilyen céllal. Ivarsejthidnyos és

vad tipusi embridk differential display mddszerrel torténd Osszehasonlitdsaval
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azonositottak egy specidlis, fehérjét nem k6dold, az ivarplazméban lokalizdl6dé RNS-
t, melynek génje a polar granule component (Pgc) nevet kapta (Nakamura és mtsai.,
1996). A DNS microarray technoldgia megjelenése 4j lehetdségeket nytjt. DNS
microarray moddszerrel kiillonbozd fejlodési stddiumban levd, vad tipusd és
ivarsejthidnyos egyedek génexpresszids mintdzatait hasonlitottdk ossze, és kozel 100
ivarsejtspecifikus gént azonositottak (Arbeitman és mtsai., 2002). Iddig azonban még

nem azonositottak ivarplazmdban lokaliz4lt RNS-eket microarray technikdval.

Célkitiizés

Erdeklédésem kozéppontjaban két kérdés 4ll. Az egyik az, hogy milyen
géntermékekre van sziikségiik az ivarsejteknek ahhoz, hogy fejlddésiik elkiiloniiljon a
testi sejtekétdl? A masik pedig hogy milyen géntermékekkel litja el az anya az
utédgeneracié ivarsejtjeit, amelyek talélésiikhoz és korai egyedfejlddésiikhoz
elengedhetetleniil sziikségesek?

Az irodalomban jelenleg megkozelitleg otven ivarplazmdban lokalizdl6do
génterméket jegyeznek, de tilnyomd tobbségiik funkcidjarél nincsenek adataink.
Rendelkezésiinkre 4ll a teljes Drosophila genom szekvencia, ami megkonnyiti a
genomszintli vizsgalatok kiértékelését. Napjainkban mér szinte teljesen telitve van a
Drosophila genom beszerezhetd mutansokkal, igy megvizsgdlhatndnk a teljes
genomot az ivarsejtkialakuldsra nézve, de nincs erre alkalmas, megfeleld
hatékonységu assay. Rendelkezésre 4ll a teljes Drosophila genomot lefedé DNS chip,
de ivarplazma komponensek azonositidsdra nem hasznéltdk fel eziddig. Mindezek
alapjan lathatd, hogy a Drosophila melanogaster egy kivalo kisérleti objektum és PhD

munkdm megkezdésekor minden készen 4allt egy genom szintli reverz genetikai
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kisérleti rendszer kidolgozdsdhoz. Munkdm célja tehit olyan genom szintli vizsgalati
rendszerek kidolgozdsa volt, melyek alkalmasak a Drosophila melanogaster
ivarsejtjeinek kialakuldsdban, valamint a korai ivarsejtfejlodésben szerepet jatszd
faktorok azonositdsdra. Célul tiiztiikk ki egy microarray technikdn alapuld, lokalizalt
RNS-ek azonositidsdra alkalmas mddszer kifejlesztését. Megterveztiikk egy nagy
hatékonysdgi funkciondlis assay kidolgozdsat, mellyel az ivarplazmdban lokalizalt
faktorok génjeit vizsgalhatjuk és végrehajtottuk a teljes genomszintii reverz genetikai

kisérletsor modell-kisérletét.
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Anyagok és médszerek

Drosophila torzsek

A Drosophila torzseket hagyoményos éleszto-kukoricaliszt taptalajon tartottuk fenn.
A keresztezéseket 25 °C-on végeztiik, vad tipusként w8 ag izogén vonalakat
hasznéltunk. A SOT torzs hdrom poszterior csoportba tartozé gén (staufen, oskar és
Tropomyosinll) mutdns alléljat hordozza heterozigéta illetve transzheterozigéta
formdban. A TmiII¥*’ egy P elem indukalt hipomorf muticié, a TmlI*° és TmlI***

glexl

mutdciok a P elem impreciz kivdgédasaval jottek 1étre, mig a Tmlil° az eredeti

mtsai., 1995). Az osk-bcd3’UTR egy kiméra transzgén, amely az oskar gén
prométerét és kddold szekvencidit illetve a bicoid gén 3’ nem transzlalodd régidit
hordozza. Az osk™ és osk® mutins vonalak az osk null alléljeit hordozzak

(Markussen és mtsai., 1995).

Microarray lemezek eldallitasa

A Drosophila Gene Collection Releasel (Rubin és mtsai., 2000) cDNS konyvtarbdl
3200 annotalt gén cDNS-ét plazmid specifikus primerek segitségével
sokszorositottuk. A cDNS-ek mennyiségét és mindségét agaréz gél elektroforézis
segitségével ellendriztiik, majd a cDNS-eket MultiScreen PCR plate kittel (Millipore)
tisztitottuk. A tisztitott terméket 50 %-os DMSO-ban oldottuk fel, majd FMB cDNS

targylemezre (Full Moon BioSystems) vittiik fel két példanyban (Hackler, Jr. és
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mtsai., 2003). Az utéfeldolgozas és blokkolds egy mar kordbban leirt médon folyt

(Palotas és mtsai., 2004).

A microarray analizis folyamata

3-5 napos gs]/gs], egg/egg, egzo/egzo, gs]ex]/gs]ex], osk-bed/+, wwosk™ Josk™,

A87, 154 . 1118
w+osk™ Josk™, és w

genotipusu, jOl beetetett ndstények ovariumdbol totdl RNS-t
tisztitottunk. Az RNS tisztitds a Macherey-Nagel (Macherey-Nagel, Diiren, Germany)
cég altal forgalmazott RNS tisztitd kit-tel tortént a mellékelt dtmutaté szerint. A
tisztitott RNS-t a szilika membranrdl eludltuk és a tovdbbiakban 30U Prime RN-dz
inhibitor (Eppendorf) jelenlétében —80C%-on tdroltuk. A tisztitott RNS mindségét
agardz gélelektoforézissel, mennyiségét spektrofotometridval (NanoDrop, Rockland,
DE, USA) ellendriztik. A cDNS dtirds és a jelolés a Genisphere cég dltal
forgalmazott kit-tel tortént a gyarté utasitdsai szerint (Genisphere Expression Array
350 Detection Kit system). A tisztitott RNS-b6l 2 mikrogrammot SuperScript IT RN-
dz H Reverz transcriptdz (Invtirogen, Carlsbad, CA, USA) enzimmel cDNS-sé
alakitottunk. A reakcié 0.2 pg/pl random primer, 0.1 pg/pl oligo-dT primer, 1x First-
Strand Buffer (250mM Tris-HC1 (pH.:8.3), 375mM KCl, 15mM MgCl,), 500nM
dNTP mix (500nM) 0.01M DTT, 40U Prime RN4z inhibitor (Eppendorf) és 200 units
SuperScript II RN4dz H™ Reverz transcriptiz (Invtirogen Carlsbad, CA, USA)
jelenlétében, 20ul végtérfogatban, 42C%on 2 6ran keresztil zajlott. A reverz
transzkripciét (RT) megelézoen az RNS és a primerek elegyét 80C%on 10 percig
denaturdltuk. Az analizdland6 és a kontroll mintit minden esetben a kiilonbozo
fluoreszcens festékeket (Cy3 és Cy5) hordozé dendrimerekre specifikus

oligonukleotidokkal jeloltik. Az elsd hibridizdlasi 1€pésben a specifikus
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oligonukleotidokat tartalmazé cDNS keriilt a 3200 annotilt gén cDNS-ét hordoz6
targylemezekre. A hibridizdciét 42 °C-on hat 6rdn at végeztiik FGL2 hibridizacids
pufferben (10x Denhart oldat, 0,25M pH 7.0 natrium-foszfat, ImM EDTA, 1x SSC,
0,5% SDS) (¢DNS hiridizdcio). A mésodik hibridizdlasi 1épésben pedig a fluoreszcens
festékeket hordoz6 dendrimereket hibridizaltuk a chip feliiletére. Ez a 1&pés 200 pl
2,5-2,5 ul Cy3 és Cy5 Dendrimert tartalmazé ,,Chiphyb” hibridizdlé oldatban
(Ventana) tortént két 6ran 4t 42 °C-on (jelélés). A hibridizaciok utdn a lemezeket 0,2x
SSC-ben mostuk kétszer tiz percig, szobah6n, majd megszdritottuk. A mosast
kovetden a lemezeket konfokdlis 1ézer szkennerrel (ScanArray Lite, GSI Lumonics)
leolvastuk, detektiltuk a Cy3 és Cy5 fluoreszcencia értékeket. A szkennelés és az
adatok nyers kiértékelése a kordbban leirt médon tortént (Puskas és mtsai., 2003). A
pontok kiértékelése ScanAlyze és GenePix analizdlé programmal tortént. A
szdmszerlsitett adatokat Excell program segitségével, mindségi paraméterek
figyelembe vételével értékeltiik és normalizaltuk. A fenti kisérleteket Zvara Agnes, a
Funkciondlis Genomikai Labor munkatirsa végezte el. Az egyes microarray pontokon
mért Cy3 és Cy5 emissziok medidn érékét egymdshoz ardnyitottuk. Az egyes
mérépontokra szamolt ardnyokat az Osszes mérOponton mért ardnyok medidnjira
normalizdltuk, majd a cluster nevli program segitségével az eredményeket K-means
modszerrel hasonlésaguk alapjan 100 csoportba rendeztiik. Ezutdn az eredményt a
treewiev program segitségével szinkddokkal vizualizaltuk (Eisen és mtsai., 1998).
Meghataroztuk azokat a csoportokat, melyeknek tagjai a leginkdbb hasonlitottak az
altalunk elvart mintdzathoz, és ezek koziil a részletes analizishez végiil hatvanat

valasztottunk ki.
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Digoxigenin (DIG) jelolt DNS, illetve RNS szintézis

DNS jeloléshez a kivant célszekvencidt hordozé plazmidot megfeleld
enzimekkel linearizdltuk, majd gélbdl visszaizoldltuk. 1 pg DNS-t tiz percig
denaturéltuk 100 °C-on, majd hozzdadtunk random hexanukleotid keveréket, a jelolt
nukleotidokat is tartalmazé dNTP keveréket és Klenow enzimet, majd 16 6rdn at
inkubdltuk az elegyet 37 °C-on (a Roche protokollja szerint). A reakciét 2 ul 0,2M pH
8-as EDTA-val dllitottuk le, majd 2,5 ul 4M LiCl-ot és 75 ul -20 °C-0s 96%-os
etilalkoholt adtunk hozza és -80 °C-on a termékeket kicsaptuk. Centrifugalas és 75%-
os alkohollal valé mosds utdn a csapadékot beszdritottuk, majd 50 ul TE pufferben
oldottuk fel. A préba ellendrzéséhez 1ul mintdhoz 5 ul 5xSSC-t adtunk, az elegyet 5
percig forraltuk, majd gyors lehiités utn tiz-, szdz- és ezerszeres higitast készitettiink,
és 2 pl-t pozitivan toltétt poliamid membranra cseppentettiink. Szaradds utdn a DNS-t
UV fénnyel keresztkotottiik a membranra. A filtert eppendorf csébe helyeztiik, majd
kétszer 6t percig mostuk PBT-ben. Ezutdn a mintit harminc percig 4llni hagytuk
blokkolé oldatban (0,5% Roche blokkol6 reagens PBT-ben). A membrant
kétezerszeres higitasu alkalikus foszfatdzzal konjugélt anti-Digoxigenin ellenanyaggal
inkubdltuk egy 6rdn keresztiil, majd festd pufferrel (100mM 9,5 pH Tris, 100mM
NaCl, 50mM MgCl,) mostuk haromszor 6t percig. A szinreakcié el6hivd pufferben
(3,5 pl X-foszfatot és 4,5 ul NBT-t tartalmazd festé puffer, 1 ml) jatszodott le, amit
kétszeres PBT-s mosdssal dllitottunk le. A jelolés sikerességét a Roche jelolt
kontroljaihoz hasonlitottuk.

Az RNS-jeloléshez a kivant célszekvencidt hordozé plazmidot megfeleld
enzimekkel linearizaltuk, majd 2,5 ul 4M LiCl-ot és 75 ul -20 °C-os 96%-0s

etilalkoholt adtunk hozza és a termékeket -80 °C-on kicsaptuk. Centrifugélds és 75%-
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os alkohollal valé mosds utdn a csapadékot beszaritottuk, majd 50 ul DEPC kezelt
vizben feloldottuk. A jel6ld reakcidelegybe 1,5 pg DNS-t, 4 pl 5x transcripcids
puffert, 1 pl ribonukledz inhibitort, 2 ul RNS polimerazt és 1,5 ul Digoxigenin jelolt
NTP-t is tartalmazé NTP keveréket tettiink, majd a reakcidelegyet vizzel
kiegészitettiik 20 ul-re. A reakcidelegyet egy éjszakan 4t 37 °C-on inkubdltuk. A
reakciét 2 pl 0,2M EDTA hozzaadasaval éllitottuk le, majd a termékeket LiCl-os

kicsapdssal tisztitottuk. A jelolt RNS-eket 50 ul hibridizécids oldatban oldottuk fel.

RNS in-situ hibridizacié embriokon

A Drosophila Gene Collection Releasel cDNS gylijteménybdl szdrmazé
plazmidokat Promega miniprep express plazmidizolald Kkittel tisztitottuk, majd
megfeleld enzimekkel linearizdltuk. Antiszensz digoxigenin-jelolt RNS probékat
szintetizaltunk DIG RNS jeldls kit segitségével (Roche). w''’® és osk-bed3’UTR
transzgént hordozé egyedeket aktiv szenet tartalmazé tdptalajon petéztettiik. 0-3 6rds
petéket gyujtottiink, 50%-os hypoban enyhe rdzogatdssal 2-3 perc alatt
dekorionizaltunk, végiil mlanyaghdlon 0Osszegyljtve folyd vizzel alaposan
ledblitettiik. Az embridkat n-heptan:fixdlé oldat 1:1 ardnyd elegyében razatva 20
percig fixaltuk (a fixalé osszetétele: 0,05M EGTA, 10% formaldehid PBS oldatban).
A fix4l6t tartalmazé alsé fazist -20 °C-os metanolra cseréltiik le, és erds rdzdssal az
embriok vitellin burkat eltavolitottuk. Ezutan eltavolitottuk a felsoO, szerves fazist,
majd az embridkat néhdnyszor metanollal mostuk. A fixalt embridkat vagy rogton
felhasznéltuk, vagy a tovdbbi kisérletekig -20 °C-on tdroltuk. Az embridkat
metanol:PBT (0.1% Tween20-at tartalmazé PBS) 1:1 ardnyu elegyében 5 percig

forgatva rehidréltuk, majd a mintikat 4% formaldehidet tartalmaz6 PBT-ben 25
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percig djra fixaltuk. A fixdl6 oldatot 6tszori PBT-ben valé moséssal tavolitottuk el.
Az embridkat Sug/ml Proteindz-K-t tartalmazé PBT oldattal kezeltiikk. A mintét djra
0tszor mostuk PBT-vel, majd 4%-os formaldehid tartalmi PBT-ben utéfixaltuk. Négy
Ujabb mosds utin az embridkat PBT:hibridizdciés oldat (50% formamid, 0.1%
Tween20, 0.05 mg/ml heparin és 0.1 mg/ml tRNS 5XSSC oldatban) 1:1 ardnyu
elegyében inkubdéltuk 10 percig szobah6n, majd hibridizédciés oldatban 55 °C-on egy
6rdan 4t. 100 ng DIG jelolt RNS-t 6t percig 80 °C-on kezeltik, majd 50 ul
hibridizdciés oldatban feloldottuk, majd a mintdkra helyeztiik, és 55 °C-on egy
éjszakdn 4t hibridizaltattuk. Mdsnap az embridkat hibridizaciés oldatban mostuk
hatszor hisz percig 55 °C-on, majd egy Ordn keresztiil 2000-szeres higités,
embridkon kimeritett, alkalikus foszfatdzzal konjugélt anti-Digoxigenin ellenanyaggal
inkubdltuk. Az ellenanyagot kétszer tiz perces PBT-s moséssal tdvolitottuk el, majd a
jelet 0,45% NBT-t és 0,35% X-foszfatot tartalmazé festd oldat segitségével hivtuk
eld. Az embridkat mosds utan targylemezre helyeztiik, és glicerin:10xPBS 9:1 ardnyu
elegyében fedtiik le, majd Zeiss Axioscope II interferencia-kontraszt mikroszképpan
vizsgéltuk, és a késziilék Axiocam CCD kamerdjdval és Axiovision szoftverével

képeket készitettiink.

RNS és DNS in situ hibridizacié ovariumokon

A kétnapos, jol taplalt ndstények petefészkeit jégen, PBT oldatban boncoltuk
ki, majd 4% paraformaldehidet, 0,2% CLOROX hypo-t és 10% DMSO-t tartalmaz6
PBT-ben fixaltuk 20 percen keresztiil. Kétszeri dtperces PBT-s mosds utdn 5 percig
50 pg/ml toménységli Proteindz-K oldattal kezeltik. A Proteindz-K enzimet-t 2

mg/ml-es glicinnel blokkoltuk, a petefészkeket 5 percig PBT-vel mostuk, majd 20
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percig -20 °C-on metanol:DMSO 9:1 ardnyu elegyében inkubdltuk. Ezutdn a mintdkat
kétszer ot percig PBT-ben, majd o6t percig PBT:hibridizal6 puffer 1:1 ardnyd
elegyével mostuk. A prehibridizéciét 55 °C-on, hibridizdlé pufferben végeztiik. A
hibridizacié hibridizal6 pufferben szdzszorosdra higitott DIG-jeldlt probakkal 55 °C-
on 16 6rdn keresztiil tortént. A petefészkeket ezutdn 15 percig 55 °C-os hibridizdl6
pufferben, majd wjabb 15 percig szobahdmérsékleti PBT:hibridiz4dlé puffer 1:1
aranyu elegyében mostuk. A mintdkat kétszer tiz percig PBT-vel oblitettiik, majd egy
o6ran 4t 2000-szeres higitdsd, ovariumokon kimeritett anti-DIG ellenanyaggal
inkubdltuk szobahémérsékleten. Az ellenanyagot kétszer tiz perces PBT-s mosassal
tavolitottuk el, majd a jelet 0,45% NBT-t és 0,35% X-foszfatot tartalmazo festd oldat
segitségével hivtuk eld. Az embridkat moséds utdn SuperFrost tdrgylemezre helyeztiik,
és glicerin:10xPBS 9:1 ardnyu elegyében fedtik le, majd Zeiss Axioscope II
interferencia-kontraszt mikroszképpan vizsgaltuk, és a késziilék Axiocam CCD

kamerdjaval és Axiovision szoftverével képeket készitetiink.

A staufen oskar Tropomyosinll (SOT) érzékenyito rendszer

A harmadik kromoszémas, P-elem indukalt mutacidkat hordozé himeket SOT
szliz nOstényekhez kereszteztik (6. &dbra). Az utédnemzedékbdl a balanszer
kromoszémak hidnya alapjan a stau™ osk’ és TmII™ allélekre valamint a P-elem
inszercidra transzheterozigéta F1 nostényeket kivalogattuk é&s testvéreikkel

kereszteztik.
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P + 3 PlacW g3 X 9Q stau e’ 3 st osk* TmIl™?
+ TM3 Sb Ser SM6b cn’ MKRS

\ \
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F1 stau™ cn® s st oosk TmII'™ @ X & testvér
+ PlacW

I

F2 sterilitasi teszt, a nOstények felboncoldsa

6. abra. A dominans interakcios kisérlet keresztezési sémaja.

Az F2 genetriciéban kikeld ndstény utédokat felboncoltuk, az ivarsejthidnyos
fenotipus penetrancidjit megallapitottuk és szdzalékos ardnyban adtuk meg. Azokkal
a torzsekkel, amelyek szignifikdns mértékben emelték meg az érzékenyitett hattér
alappenetrancidjat, megismételtiik a kisérletet. Amennyiben djra magas értéket adtak,
akkor az adott torzset a tovdbbiakban jeldlteknek nyilvanitottuk, és megtartottuk a

tovébbi vizsgéilatokhoz.
Komplementacios analizis

Mivel a harmadik kromoszémds P-elem inszerciés mutdnsgyiijtemény
tagjainak citologiai térképhelyzete rendelkezésre 4allt, a megfeleld régiobol a
nyilvdnos torzskozpontokban elérhetdé mutdnsokat elkértiik, és komplementécios

keresztezéseket végeztiink veliik. (http://flystocks.bio.indiana.edu/). A megrendelt

muticik mindegyike homozigéta formaban letdlis volt, és a kodvetkezd balanszer

kromoszémak egyikével voltak kiegyenstiilyozva: TM1, TM3 Sb Ser, MKRS, TM6b
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Th. Amennyiben a komplementiciés keresztezésbol nem keltek ki tdléld
transzheterozigéta egyedek, a két torzset nem komplementilénak, tehat allélikusak

tekintettiik.

Genomi DNS tisztitas feln6tt Drosophila melanogasterbol

A P-elemeket tartalmazd torzsekbdl genomi DNS-t tisztitottunk. 100 pl feltar6
pufferben (0,2M szacharéz, 0,1M, pH 9,2 TRIS puffer, 0,1M NaCl, 0,05M EDTA,
0,5%-0s SDS) 30 felndtt egyedet homogenizaltunk, majd a homogenizdtumot 30
percig 65 °C-on inkubdltuk. 100 pul 8M Na-acetdt hozzdaddsa utdn a mintat 30 percig
jégen éallni hagytuk, majd 10 percig 4 °C-on 12000 rpm-mel centrifugdltuk. A
feliilaszot dj csObe gytijtottiik, és hozzdadtunk 660 ul, 96 %-os etilalkoholt. A minta
alapos Osszekeverése utdn 2 ordig hagytuk -20 °C-on kicsapddni a nukleinsavakat.
Ezutan 6t percig szobah6n, 12000 rpm-en centrifugdltuk, majd a feliildszot
eltavolitottuk, végiil a csapadékot 70 %-os etilalkohollal mostuk. A csapadékot 6t

percig vakuumban szdritottuk, majd 100 pl steril TE pufferben (pH 8) oldottuk fel.

A P elem inszerciok széli szekvenciainak meghatarozasa

A PlacW-transzpozon sz€li szekvencidinak meghatirozdsara a Berkeley Drosophila

Genom Project (BDGP) altal kidolgozott modszert hasznéltuk

(http://www fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html). 10 pl (3 1égynek megfeleld)

tisztitott genomi DNS-t négy bdzis felismerésii restrikciés enzimekkel (Mbol, Hpall)
3 6raig 20 pl végtérfogatban emésztettiik. (10 pl gDNS, 2 pl 10x puffer, 1 pul RNaz 10

mg/ml, 6 pul dH,O, 1 pl enzim.) Az emésztés soran létrejott fragmenteket éjszakdn 4t
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tar6 T4 DNS ligdz kezelésel 4 °C-on korré zéartuk. (10 pl gDNS, 40 pl 10x ligaz
puffer, 350 pl desztillalt viz és 2 pul T4 DNS ligdz.) A széli szekvencidk amplifikalasat
inverz PCR segitségével, P-elem specifikus primerekkel (Plac1, Plac4) végeztiik el. A
reakcidelegy Osszetétele: 3 pl ligdlt, megkozelitdleg 1/15 felndtt 1égynek megfeleld
genomi DNS, 1 pyl 10mM-os dANTP keverék, 1 ul 10uM-os forward primer (Plac4), 1
pl 10uM-os reverse primer (Placl), 5 pl 10x Taq puffer, 3 ul MgCl,, 35.5 ul dH,O és
0.5 pl rekombindns Taq polimerdz (Fermentas). Az amplifikiciét a kovetkezd PCR
program segitségével hajtottuk végre: 1x: 95 °C 5 perc, 35x: 95 °C 30 sec./ annealing
hémérséklet: 60 °C, 1 perc/ extenzidés hdmérséklet: 68 °C, 2 perc, 1x: 72 °C 10 perc,
majd 4 °C.

A Plac4 primer B Splac2 primer Spl primer
/ I I

» <
| <

! | )
inverted repeat genomi szakasz
—
\Placl primer l
genomi DNS szakasz  visszaizoldl4s, szekvendlds

~— amplifikalt szakasz

7. abra. Az inverz PCR folyamata. A: Az els6 1épésben a megemésztett és cirkularizalt
fragmentrél két kiils6, Placw-elem specifikus primerrel (Placl, Plac4) amplifikdltuk a széli
szekvencidkat. B: A nagyobb tisztasdg érdekében két belsd primerrel (Spl és Splac2) egy tdjabb

reakciot inditottunk el.

A PCR reakci6 1/10-ét 1%-os agardz gélen vizsgaltuk meg. Ha a termék nem
volt kell§ tisztasdgu, akkor az els6 PCR reakcidelegyet az 1000-szeresére higitottuk,
majd azt templatként haszndlva egy masodik, nested PCR-t inditottunk, két belsd, P

elem specifikus primerrel (Spl és Plac2). A mdsodik PCR reakcié paraméterei
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megegyeztek az elsdvel, kivéve az annealing homérsékletet, ami ebben az esetben 55
°C volt.

A PCR reakciokbol a termékeket 1%-os, preparativ agaréz gélen vélasztottuk
el. A PCR termékeket gélroncsoldsos fragmentizoldldsi technikédval izolaltuk, majd
Miniprep Express DNS tisztité métrix segitségével tisztitottuk. A tiszta DNS mintdkat

az Spl primer segitségével megszekvenaltattuk.

Szamitégépes szekvenciaelemzés

Az inverz PCR eljards sordn kapott termékek P-elem szekvencidkbdl és a
keresett sz€li genomi szekvencidkbdl dllnak. A szamitégépes elemzés eldtt a P-elem
szekvencidkat eltavolitottuk. Az igy nyert tisztdn genomi szakaszokat a BDGP kereso
szervere segitségével a Drosophila teljes genomjdval Osszehasonlitottuk

(http://www .flybase.org/blast), €és az inszerci0 helyét bdazispar pontossdggal

megallapitottuk. A Drosophila annoticiés adatbdzis felhasznédldsadval meghataroztuk,

hogy a P-elem inszercids helyek milyen gént azonositanak (http://flybase.net/annot/).

Az igy azonositott géneket a Flybase integralt adatbazisa segitségével vizsgaltuk

tovabb (http://flybase.bio.indiana.edu/).
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Eredmények

A microarray analizis kidolgozasa

Az ivarplazmaéban lokalizdl6dé RNS-ek azonositdsara kidolgozott médszeriink
egyrészt azon az elgondoldson alapult, hogy az ivarplazma mennyiségének
csokkentésével, illetve teljes megsziintetésével, az abban normadlis esetben
lokalizal6dé RNS-ek stabilitdsa csokken, masrészt azon, hogy a csokkenés mértéke a
cDNS microarray technika segitségével kimutathat6. Tudjuk azt, hogy az oskar
mRNS mennyiségének csokkentése az ivarplazma mennyiségének csokkenésével,
novelése annak novekedésével jar (Smith és mtsai., 1992; Ephrussi és Lehmann,
1992). A vizsgélataink sordn kiillonb6z6 muticiok segitségével tobb, eltérd mértékben
csokkent, illetve megnovekedett mennyiségli oskar RNS-el rendelkez6 peték RNS-
einek mennyiségét hasonlitottuk vad tipushoz. Esetiinkben tehdt a microarray
technoldgidt nem a szokdsos expresszids mintdzatbeli kiilonbségek detektdldsara
hasznaltuk fel, hanem mRNS-ek stabilitasanak mérésére. Irodalmi ismereteink szerint
ivarsejtfaktorokat mRNS-eik stabilitdsa alapjdn még nem azonositottak.

Az oskar mRNS mennyiségét annak regulicidjdban szerepet jatsz6 génnek, a
Tropomyosinll-nek hirom kiilonb6z0 erdsségli mutéicidival (eg9, eg20 és gsl)
kiilonbozé mértékben csokkentettiik (Erdelyi és mtsai., 1995). Mivel az eg9 és eg20
muticidk a transzpozon indukélta gs/ allél szdrmazékai, ezért a hirom muticid
genetikai hattere nagymértékben hasonlé. Annak érdekében, hogy a Tmll muticidkat
hordozé vonalak genetikai hatterébdl szarmaz6 kisérleti zajt csokkentsiik, microarray
kisérleteinkben felhasznaltuk a gs/ allélnek egy vad tipusu revertdnsat (gs/ “lyis. A

gsI® allél nem mutat csokkenést az ivarplazma mennyiségében, ugyanakkor
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genetikai hattere nagymértékben hasonlit a fenti 7mlI allélokéra. A gslexl revertins
allél haszndalata lehetdvé teszi tehat, hogy a vad tipussal valé Osszehasonlitds soran
megkiilonboztessiikk a genetikai hattérbol adéddé expresszids kiilonbségeket az
ivarplazma hidnydbd6l adédé mRNS stabilitdsi kiilonbségektdl.

Az ivarplazma teljes hidnyat az oskar gén két erds alléljének kombindcigjaval
értiik el (osk*/osk™). Az oskar muticioktdl fiiggetlen genetikai hattér ellenérzése
céljabol két kiilonbozd genetikai hattéren hoztuk létre ezt az allélkombinaciét
(ww osk**fosk™ és w+ 0skA87/0sk54).

Az oskar mRNS mennyiségének megnovelésére egy oskar-bicoid kiméra
transzgént hordoz6 torzset hasznéltunk fel. Ebben a mutdnsban a kiméra RNS a bicoid
lokalizaciés szigndlnak megfelelden a pete anterior végébe szallitddik. A kiméra RNS
hatdsdra teljes értékli ivarplazma szerelddik Ossze, aminek kovetkeztében végiil az
embrié anterior végén is ivarsejtek flizOddnek le, igy nagyobb mennyiségii

ivarplazmadban loklizdlt mRNS stabilizal6dik (Ephrussi és Lehmann, 1992).

Osszehasonlitasok

Minden muténs kondiciét izogenizdlt white torzshdz hasonlitottunk, melyet
gyakorlatilag vad tipusnak tekinthetiink.

A Tmlil alléleket hordozé mutdns torzsekben kevesebb az ivarplazma
mennyisége, csokken a lokalizdl6dé RNS-ek stabilitdsa, ezért intenzitdsbeli
csokkenést varunk a vad tipushoz képest. Kontrolként a kiugrasztott revertans allélt
haszndltuk, ahol nem vérunk az ivarplazmdban lokalizdl6dé RNS-ek stabilitdsdban

kiilonbséget a vad tipushoz képest.
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Az oskar mutansok felhaszndldsdval létrehozott, teljes ivarplazmahiinyos
kondiciékban nagyobb mértékii stabilitdscsokkenést varunk a vad tipushoz képest,
mint a Tmlil allélokat hordozé mutidnsok esetében. A valddi stabilitdsi adatok
regisztrdlasdnak érdekében kiilonb6zd genetikai héttérrel rendelkezd oskar mutins
torzseket hoztunk létre.

Az oskar-bicoid kiméra transzgént hordoz6 torzs és a vad tipus
Osszehasonlitdsdban azt vartuk, hogy az ivarplazmdban lokalizdl6d6 mRNS-ek
stabilitdsa megnovekszik, ezért tobb marad fenn a petékben a vad tipushoz képest.

Annak érdekében, hogy csokkentsiik a mérés zajszintjét, vagyis leszikitsiik az
Osszehasonlitdsban szerepld mintdk mRNS komplexitdsat, a vizsgdlandé ndstények
ovariumait kiboncoltuk, és ezekbdl tisztitottunk RNS-t. Reverz transzkripci6
segitségével cDNS-t készittettiink réluk, és fluoreszcens festékekkel megjeldltiik. Egy
3200 annotdlt gén cDNS-ét tartalmazé gyljteménybdl microarray lemezt
készittettiink, és erre a lemezre hibridizaltattuk a mintdkat. A mintdkban jelen levo
RNS-ek mennyiségét a fluoreszcencia intenzitdsa alapjin hatdroztuk meg. Mivel
kisérletiinkben az mRNS-ek mennyiségi véltozdsit stabilitdscsokkenés, és nem
expresszids szintbeli valtozdsok eredményezik, a valddi valtozdsok kivdlasztisara
nem a microarray kisérleteknél hagyomdnyosan alkalmazott szignifikanciaszinteket
alkalmaztuk. Ugy gondoltuk, hogy esetiinkben sokkal kisebb mértékii mennyiségbeli
valtozéasok is fontosak lehetnek. Rdadasul egyes ivarplazméban lokalizal6dé6 RNS-ek
menyisége igen csekély is lehet, melyek stabilitdsi vdltozdsait a hattérzajtél a
hagyomanyos értékelési mod képtelen megkiilonboztetni. Kidolgoztunk egy kvalitativ
kiértékelési rendszert, amely alkalmasabbnak mutatkozott az ivarplazmdban lokalizalt
mRNS-ek kimutatdsdra. Ennek érdekében az egyes microarray pontokon mért

intenzitasértékek medidnjaibdl képzett ardnyokat a microarray pontok median értékére
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normaltuk. Ezeket a normalt adatokat a Cluster nevii kiértékeld program segitségével
hasonlésdg alapjan csoportokba rendeztiik. A TreeView nevii program segitségével az
értékek mellé szinkddokat rendelve a csoportokat lathatévd tettiik. Az értékelés
kvalitativ médon tortént. Kivalasztottuk azokat a géneket, amelyeknek RNS-ei az
egyes Osszehasonlitisban az 4ltalunk elvart mintdzathoz a legnagyobb mértékben
hasonlé6 mintdzatot mutattdk: kevesebb oskar RNSt tartalmazé kondiciékban
mennyiségiik csokkent, az osk-bcd kimérat hordozé héttéren novekedett, a revertans
Tropomyosin II allél esetében pedig nem valtozott. Hét kiilonbozd kondicidt
vizsgdltunk, minden kisérletet megismételve Osszesen 14 adatsorral rendelkeztiink. A

fenti kiértékeld6 modszerrel Osszesen hatvan gént valasztottunk ki a 3200 koziil

tovabbi vizsgdlat céljabol (8. dbra).

askbed 3 UTR
oskbed 3 UTRR
exl

exIR

WiWoskAST osk54

WoskART osk54
WoskAST osk34R

8. abra. A microarray kisérletbél kivalasztott 60 jelolt szinkodja a 14 6sszehasonlitasban. A zold
szin az RNS mennyiségének csokkenését jelenti a vad tipushoz képest, a piros novekedést, a fekete
pontokon nincs eltérés a két kondicié kozott, mig a sziirke jelek nem értékelheté mérést jelentenek. A
jobb oldali szinskdla az altalunk elvart mintazatot jelképezi. Az els6 harom Osszehasonlitds a
kiilonbozo Tmll allélekkel altali ivarplazmacsokkentést, a piros szin az osk-bcd kiméra RNS-t
tartalmaz6 Osszehasonlitast jeloli. Fekete szinnel a revertins Tmlil allél felhaszndldsaval késziilt
vizsgélat eredményét jeloltiik. Az utolsé két 6sszehasonlitds az osk null mutdnsokat vizsgélta. Minden

kisérlet duplan volt elvégezve (R).
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A microarray analizis ellendrzése

A legtobb microarray kisérlet esetében a valtozdsokat real-time PCR
segitségével szoktdk ellendrizni. Lokalizalt mRNS-ekkel dolgozva azonban lehetdség
adédik a microarray eredmények in vivo ellendrzésére is. Mivel a microarray
kisérletben azonositott jelolt génektdl azt vartuk, hogy RNS-iik a poszterior péluson
lokalizalodik, a legkézenfekvobb ellen6rzd eszkoznek az RNS in-situ hibridizécié
tint. Az Osszes jelolt gén cDNS-e rendelkezésiinkre allt, igy DIG jeldlt antiszensz
RNS-t készitettiink réluk, és ezekkel végeztiik el az in situ RNS hibridizaciét frissen
lerakott petéken és harom 6rds embridkon. A hatvan jel6ltbdl 17-r6l bizonyosodott be,
hogy az RNS valéban a poszterior p6luson lokalizalédik. Ebbdl a 17 génbdl haromrdl
(Miro, shu és myoglianin) mér kordbban leirtdk, hogy termékiik az ivarplazmaban
lokalizalédik (Tomancak és mtsai., 1998; Lo és Frasch, 1999), illetve a Pros45-r61
ismeretes, hogy mRNS-e a lefliz6dé embriondlis ivarsejtekben megtaldlhaté (Cheng
és mtsai., 1998). Ezek a tények megerdsitik a feltevésiink helyességét, miszerint a
microarray mddszer alkalmas lokalizdl6dé RNS-ek stabilitdscsdokkenését kimutatni.

A 17 gén RNS lokalizécié alapjan harom kiilonb6zd csoportba sorolhaté be.
12 transzkriptum oskar-szerien lokalizdlodik, vagyis a frissen lerakott petékben
szorosan a poszterior poéluson taldlhatdé meg, majd a lefliz6d6 embriondlis
ivarsejtekben is kimutathaté marad (néhdny példa a 9. dbran lithato).

Szinte minden megvizsgdlt RNS esetében gyengébb hibridizaciot
tapasztaltunk, mint az oskar kontrolban, ennek nagy valésziniiséggel az az oka, hogy
az oskar mRNS-bol, mint az ivarsejt-kialakulds kézponti szerepldjébdl joval tobb van

jelen, mint az altalunk felfedezett (j ivarplazma komponensekbdl.
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9. abra. oskar-szeriien lokalizalodé RNS-ek in-situ hibridizacioja. Kontrolként az oskar mRNS
lokaliz4cidjat mutatjuk be vad tipusi (A-B), illetve oskar-bicoid kiméra transzgént hordoz6é mutins
embridkon (C-D). Az oskar mRNS szigorian a poszterior pélusra lokalizalédik a frissen rakott
petékben (A), mig a késébbiekben csak a lefiiz6dé embriondlis Osivarsejtekben figyelhetd meg (B).
Példaként a kivdlasztott jeloltekre a CG11371 (E,F,G,H), shu (LJK,L,), Pros45 (M,N,O,P) és tgo
(Q,R,S,T) gének termékeinek lokalizaciéjat lathatjuk vad tipusi (elsd két oszlop) €s osk-bcd kiméra
RNS-t hordoz6 embridkon (harmadik és negyedik oszlop).

A mdésodik RNS lokalizécids tipusba hdrom gént soroltunk be (CG4424,
mRpL54 és CG2976), ezek esetében a frissen rakott petékben gradiensszerli festddést
figyeltiink meg, ami az anterior oldal feldl er6sodik a pete poszterior végéig, mig
végiil a jel a kés6i embridkban a lefliz0d6 ivarsejtekben marad csak fent
(10. abra A-F).

A harmadik csoportba két gén tartozik (CG5455 és CG2493). Ezeknek a
géneknek az RNS-ei oskar-szerlien lokalizdlédnak a frissen rakott peték
ivarplazmdjdban, de nem fliz6dnek le az embriondlis ivarsejtekkel. A CG5455 és
CG2493 gének RNS-einek feltételezhetden az ivarplazma kialakuldsdban, vagy annak

fenntartasaban lehet szerepiik (10. dbra G-J).
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Annak bizonyitasara, hogy az in-situ hibridizaciéval kimutatott poszterior
lokalizcié valdban ivarplazma fiiggd, az oskar-bicoid kiméra transzgént tartalmazé
torzs felhasznalhatd, hiszen itt ektopikusan, a pete anterior polusan funkciondlis
ivarplazma jon létre. Abban az esetben, ha egy RNS valéban az ivarplazmdiban
lokalizalédik, akkor az oskar-bicoid petékben anterior oldali festodést is varunk. Mind
a hatvan jelolt esetében elvégeztiik az RNS in-situ hibridizicids vizsgalatot oskar-
bicoid petéken és embridkon is. A vad tipuson végzett RNS in-situ hibridizacid
eredményeit megerdsitette, hogy a 17 poszterior lokalizdltsdgi RNS-t megtaldltuk az
ektopikus ivarplazmdban is (9-10. dbra). Ezek az eredmények szintén aldtimasztjak a
feltételezésiinket, miszerint a microarray kisérlet segitségével azonositani tudunk

ivarplazmaban lokalizdl6d6 RNS-eket.

10. abra. Az oskar-tol eltéréen lokalizalédé faktorok in-situ hibridizaciés mintazatai. Harom
esetben anterior-poszterior gradiensszerii festodést figyeltink meg (CG4424 A-B, mRpL54 C-D és
CG2976 E-F), mig két esetben a frissen lerakott petékben oskar-szeriien lokalizalédtak az RNS-ek, de
nem mutathatdak ki a lefiz6do Osivarsejtekben (CG5455 G-H és CG2493 1-J, osk-bed kiméra RNS-t

hordozé embridk).
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Gén Funkcio Fehérje domain Biologiai folyamat

tango DNS kotés HLH PAS nem ismert

Ore2 DNS kités Orc2 DNS fliggd DNS
replikdcié

CGI2104 DNS kotés HMG-Box nem ismert

cryptochrome nukleinsav kotés DNS fotolidz, FAD kotd DNS javitas

CG5455 transzkripcids faktor alfa/béta hidroldz nem ismert

CG4424 transzkripcids faktor Zn-finger Tranézkrlpzcm
szabélyozas

shutdown izomerdz Tetratricopeptid ismétlGdés protein folding

(TRP)

Pros45 ATPaz AAA ATPiz proteolizis, peptidolizis

CG2493 karboxipeptidaz Peptiddz S28, alfa/béta hidroldz  proteolizis, peptidolizis

CG2976 aciltranszferaz Protein prenyltranszferaz fehérje zsirsavkotés

RpS5 a riboszbma strukturdlis o) oo 67 fehérje bioszintézis

eleme, nukleinsav koto
mRpL54 nutokonfi Flahs riboszéma nincs ismert domainszerkezet fehérje bioszintézis
strukturdlis eleme

myoglianin novekedési faktor Cystine-knot citokin .Sej/t—sgt kozoui
jelatvitel

Miro nem ismert Ras GTP4z szupercsalad nem ismert

CycA ciklin fiiggd protein kindz  Ciklin domain sejtciklus, oogenesis

CG8408 nem ismert ismeretlen fehérje domain nem ismert

debra nem ismert nincs ismert domainszerkezet nem ismert

1. tablazat. A microarray kisérletben azonositott gének listaja. Az els6 oszlopban a gének neve, a
mdsodikban azok funkcidja taldlhatd, amennyiben ismert. A harmadik oszlop a fehérje
domainszerkezetérdl tartalmaz informaciét, mig a negyedik oszlopban az adott gén bioldgiai

folyamatokban jatszott szerepérol kapunk informaciot.

Az azonositott gének ontologiai jellemzése

Az els6 tdblazat bemutatja a kisérlet sordn azonositott géneket, melyeket
ismert, vagy szekvencidjuk alapjdn kikovetkeztetett funkcidjuk szerint 6t kiilonb6z6

csoportba lehet beosztani. Az els6 nagy csoportba nukleinsav k&td doménnel

o

rendelkezd fehérjéket kodolé gének tartoznak. Kettérol koziilik kizardlag

elektronikus annotdciokbol szarmazé adatok 4llnak rendelkezésre, funkcidjuk a

"o

fehérjeszerkezet alapjan valdszintsithetd (CGI12104 és CG4424). A tango génrol
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ismert, hogy terméke transzkripciondlis szabdlyozdsi folyamatokat szabdlyoz a
Drosophila kozponti idegrendszerében és trachedjdban (Sonnenfeld és mtsai., 1997).
Elképzelhetd, hogy az ivarsejtfejlodéshez sziikséges génexpresszid szabalyozasaban is
szerepe lehet. Az Orc2 gén terméke a DNS replikdcidban jatszik szerepet (Loupart és
mtsai., 2000). A CG5455 génrol kimutattdk, hogy himivarsejt-specifikusan
expresszalodik  (Arbeitman és mtsai., 2004). Jelenlegi tuddsunk szerint a
cryptochrome gén terméke a cirkadidn ritmus kialakuldsat és fenntartdsat szabdlyozza
(Panda és mtsai., 2002).

A kovetkezd nagyobb funkciondlis csoportba szintén hat gén sorolhaté be,
ezeknek termékei fehérjék bioszintézisében, érésében jitszanak szerepet. A hatbdl
kettdrol (shu és Pros45) mér bizonyitottdk, hogy RNS-iik valéban a frissen lerakott
peték poszterior pdlusidn lokalizdlédik. A shut-down gén terméke a sejtosztédds
szabalyozasdban jatszik szerepet a 16 sejtes cisztdk kialakuldsdban (Munn és Steward,
2000). A Pros45 a 26S-es proteoszoma egyik szabalyozé alegységét adja (Cheng és
mtsai., 1998) Elképzelhetd, hogy egyes fehérjék ivarsejtspecifikus lebontasat
szabalyozza. Az azonositott gének kozott taldlunk két riboszomaélis fehérjét (RpSS és
mRpL54). A  CG2493-r61 és a (CG2976-r61  kizarélag  elektronikus
0sszehasonlitdsokbdl szarmazo informécidval rendelkeziink.

A myoglianin és Miro gének RNS-eir6l szintén kimutattidk, hogy az
ivarplazmaban lokalizalédnak (Lo és Frasch, 1999). A Miro-r6l azt is tudjuk tovabba,
hogy mitokondriumok szallitdsdban jatszik szerepet idegsejtnydlvanyokban (Guo és
mtsai., 2005). Figyelembe véve, hogy az ivarplazmdban nagy mennyiségl
mitokondrium taldlhaté, valészinl, hogy a Miro gén termékének a mitokondriumok

poszterior polusra szallitdsdban szerepe van.
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A CiklinA-r6l tudjuk, hogy szerepet jatszik a tizenhat sejtes cisztdban
kitiintetett helyzetben levd petesejt kivdlasztédasdban (Lilly és mtsai., 2000). A debra
nevii gén terméke a Ci transzkripcids faktor poliubiquitinizdcidjaért felelds, és a
szarny anterior/poszterior tengelyének kialakuldsaban jatszik szerepet (Dai és mtsai.,
2003). Tudjuk, hogy a petesejt tengelyeinek kialakuldsdnak elengedhetetlen feltétele
az ivarplazma kialakuldsa, igy konnyen elképzelhetd, hogy ennek a génnek a terméke
ebben a folyamatban jétszik szerepet.

A CG8408 génrol viszonylag kevés adat all rendelkezésiinkre, az éltala kodolt

fehérje egy eddig ismeretlen doménszerkezetet hordoz.

A SOT Kkisérleti rendszer kialakitasa

A microarray moddszer mellett kidolgoztunk egy genetikai interakcion alapuld
tesztrendszert is, melynek segitségével 1ij, az ivarsejtek kialakuldsdban szerepet jatszd
faktorokat lehet hatékonyan azonositani. Kutatécsoportunkban mar folytak korabban
hasonld, genetikai interakcion alapuld kisérletek, amelyek ezt a feladatot céloztik
meg sikerrel. A kordbbi kisérletek is érzékenyitett hittéren folytak, ahol mar ismert,
az ivarsejtek kialakuldsdban szerepet jatsz6 gének mutécidit heterozigéta formaban
hordozé torzseket mutagenizaltak EMS-el. A kisérletsorozat sordn bebizonyosodott,
hogy érzékenyitett genetikai hatterekkel hatékonyan lehet ivarsejthidnyos fenotipust
mutaté muticidkat azonositani (Jankovics és mtsai., 2001). Ezek a kisérleti
rendszerek azonban csak djonnan indukdlt mutdcidk vizsgélatara voltak alkalmasak,
ezért a nagy hatékonysiagi EMS mutagenezist kellett alkalmazni. Az EMS-es
mutinsok feldolgozdsidnal azonban technikai nehézségek meriilnek fel, igy példaul a

muticié pontos helyét nehéz meghatdrozni. Elhatiroztuk, hogy kidolgozunk egy
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olyan specidlis érzékenyitett genetikai hétteret hordozd tesztrendszert, amihez
barmilyen mar meglévd mutdns keresztezhetd, és ivarsejthidnyos fenotipusra
szelektalhatd. Felmeriilt, hogy a jeloltek feldolgozadsa sokkal egyszeriibb és gyorsabb
lehetne, ha mar meglévd P-elem indukdlta mutdnsokat tesztelnénk. A Szegedi
Torzskdzpont jovoltdbol ezekbdl igen nagyméretli mutdnsgylijtemény 4allt helyben
rendelkezésiinkre, amelyet szabadon megvizsgalhattunk.

Az érzékenyitett rendszert az ivarplazma kialakuldsdra haté ismert mutéciok kettds
és harmas heterozigéta kombinaciéibdl alakitottuk ki. Egyetlen kettds heterozigdta
genotipus sem adott értékelhetd fenotipust. A megvizsgalt hdrmas transzheterozigdta
mutinsok koziil azonban tobb is enyhe anyai hatdsi ivarsejthidnyos fenotipust adott

(2. tablazat).

Ismert ivarsejthianyos vad tipusu . teljes
o P . mozaikos . ey sz
fenotipusi mutaciok ovariumok P . ivarsejthianyos
il oz oeze P enotipus P
heterozigéta kombinacioi szama fenotipus
capu grk chal | st osk** TmII*"* 25 5 4
stau® | st osk™ TmIl"'* 33 2 4
Spir™® stau® | st osk’ TmlI*™ 38 2 1
Mago' | st osk’* TmII*"* 35 1 0
Spir®” I st sk’ TmII*" 35 0 0

2. tablazat. Az egyes poszterior gének mutacidinak heterozigéta kombinacidi kiilonbo6zé

erdsségii ivarsejthianyos fenotipust okoznak.

A késobbi munkdkhoz ezek koziil a legkevésbé komplex, értékelhetd eredményt
ad6  stau™, osk’* TmII’* hérmas heterozigéta kombindciét vélasztottuk ki.
Elééllitottunk egy stau™/SM6b ; osk™ TmlII?*/TM6 stabil, kiegyensilyozott torzset

(SOT torzs) amely 12,8 szdzalékban ivarsejthidnyos fenotipust eredményezett. A SOT
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torzsh6z mar barmilyen meglévdé mutins (m) keresztezhetd és a stau™/+ ; osk’
TmII/m transzheterozig6tik a balanszer kromoszémdk domindns markerei alapjan
kivdlogathatok (6. dbra). A tesztnostények utddainak boncoldsaval megéllapithato,

hogy az m mutécié a SOT érzékenyitett rendszer fenotipusdnak enhanszere-e.

SOT enhanszerek azonositasa

A SOT rendszer segitségével barmilyen tipusi mutédns, illetve akdr egész
mutidnsgyljtemények is vizsgalhatéak. Valasztdsunk a Szegedi Torzskozpont dltal
fenntartott és részben jellemzett harmadik kromoszémads letdlis P-elem inszercidkat
tartalmazd torzsgylijteményre esett (Dedk és mitsai., 1997). A mutdnsgyiijtemény
egyes tagjai a jellemzés mértékétdl fliggden hdrom csoportba oszthaték. A mutdnsok
mintegy harmaddndl a P-elemek inszerciés helyét in situ hibridizacidval
meghatdroztidk, és az adott kromoszémadlis régidban delécids térképezéssel letdlis
allélt taldltak. Ezeket verified torzseknek nevezziik. A mutdns vonalak egy részében a
P-elem citoldgiai helyén letdlis mutdciot nem sikeriilt azonositani, ezek a mutinsok
alkotjak a falsified kategériat. A mutdnsok harmadik, untested csoportjaba tartoznak
azok a vonalak, melyek esetében a letalitds térképezése, vagy a P-elem citoldgiai

térképezése nem tortént meg.

A SOT rendszerrel a mutdnsgylijtemény verified és untested csoportjaiba tartozé
vonalait vizsgdltuk meg. Az egyes mutdns vonalakbdl 5-6 himet gytijtottiink, majd tiz,
a SOT torzsbol szarmazo szilizzel kereszteztiik oket. Az utédok koziil a balanszer
kromoszémdk markermuticidinak hidnya alapjan 592 torzsbdl sikeriilt stau™/+
osk”* TmII**/m genotipusd transzheterozigéta ndstényeket gylijteni, majd ezeket

testvérhimekkel paroztatni. A SOT rendszer enhanszereit a kovetkezd generdcidban a
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feln6tt egyedek boncoldsaval azonositottuk. Az anyai hatasu ivarsejthidnyos fenotipus
mindkét nemben megnyilvdnul, de a petefészkek hidnyat boncoldssal sokkal konyebb
megallapitani, ezért a kisérletsorozatban csak a ndstény utédok fenotipusat analizdltuk

(11. 4bra).

11. abra. Vad tipusi és mutans ovariumok. A lefiiz6d6 poldris sejtek hidnydban csokevényes
ivarszervek képzddnek, melyekben csak a gonadok szomatikus sejtjei taldlhatok meg (jobb oldal), mig
kevés poldris sejt esetében mozaikos fenotipus figyelheté meg (kdzépen). A bal oldalon vad tipusi

petefészkek lathatdéak.

A tesztgenerdciobdl minden kikeld ndstényt, 4atlagosan 19-et, minimum kettot,
Osszesen 11313 utédot boncoltunk fel. Az eredményeket a 12. 4bra foglalja 0ssze. Az
dbra tandsiga szerint az egyes vizsgalt mutdnsok valtozatos mértékben emelték meg a
rendszer ivarsejthidnyos fenotipusdnak penetranciijat, néhany igen jelentdsen, akar

szdz szdzalékosra, mig sok olyan eset is el6fordult, ahol az alapérték ald csokkent.

Az abran 6tven szdzalék koriil egy véll figyelhetd meg, ami megtori az amigy
normél eloszldsra hasonlité gorbét. Feltételeztiik, hogy ez a kiugrés jelentdséggel bir,
és az Otven szizalék feletti penetranciaértékek genetikai interakcidt, valédi enhanszer
hatdst jelentenek. Ellen6rzésképpen az adatok segitségével készitettiink egy normal
eloszlasi gorbét, és ahhoz illesztettiilk az egyes torzseknél mért penetranciaértékeket

tiz szazalékos csoportositdsban (13. dbra).
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12. abra. Az osszes vizsgalt mutacié ivarsejthidnyos fenotipus (gs) penetrancidja SOT hattéren. A
fiiggdleges tengelyen a penetranciaértékek lathaték szazalékban megadva, a vizszintes tengelyen

néhdny reprezentativ térzset megneveztiink.

Jol megfigyelhetd, hogy Otven szdzalék alatt az oszlopok magassidga
meglehetdsen jOl illeszkedik egymdshoz, mig e folott az érték folott mar jelentds
mértékben kiilonboznek. Ezen adatok szerint kimondhatd, hogy az alappenetranciit
otven szdzalék folé emeld, enhanszer torzsek nem véletlenszerlien emelik meg a

penetrancidt és valdjdban szerepet jatszanak az ivarplazma Osszeszerel6désében.

A fentiekbdl kiindulva azokat a vonalakat tekintettiik tehat jelolteknek,
amelyek Otven szdzalék folé emelték a tesztrendszer alappenetrancia értékét. A
kisérletsorozat végén 55 torzs mutatott ilyen magas értéket. A torzsgylijtemény egyik

nagy eldnye, hogy sok esetben egy mutdns gén tobb alléljit is tartalmazza, igy a
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jelolteket végiil 46 komplementacids csoportba lehetett besorolni, mivel tobb esetben

egy gén tobb allélja is pozitiv eredményt mutatott.

50 60 70 80 90 100

13. abra. A vizsgalt mutansok ivarsejthianyos fenotipusanak a normal eloszlas szerint vart, és a
kisérletben mért eloszlasa. A vizszintes tengelyen az egyes vonalak ivarsejthidnyos fenotipusdnak
penetrancidjat abrazoltuk 10 szazalékos bontdsban. Az oszlopok magassaga az adott penetranciaértékbe
esé mutansok szdmaval ardnyos. A narancssirga oszlopok a normadl eloszlasi értékeket, a zoldek a mért

adatokat mutatjak.

A kisérletet a jeloltekkel megismételtiik. Végiil 24 komplementacids csoportot
tudtunk felallitani, ezeknek tagjai emelték meg uUjra az ivarsejthidnyos fenotipus
penetrancidjat, a tovdbbiakban ezeket valédi harmadik kromoszémds SOT

enhanszerekként kezeltiik.
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A P-elemek inszerciés helyének pontos meghatarozasa

A P-elem indukdlta mutidnsok egyik nagy eldonye, hogy az inszerciés pont
helyét inverz PCR segitségével bdzisparnyi pontossidggal meg lehet hatdrozni. A
kovetkez6 1épés tehat a P elemek sz€li szekvencidinak meghatdrozdsa volt. Az inverz
PCR reakcié sordn keletkezd DNS fragmentek bazissorendjét meghatdroztuk, és a
BDGP keresOszervere segitségével azonositottuk a P elemek pontos helyét. Egy P-
elem inszerciét akkor tekintettiink egy adott gén mutdnsdnak, ha az a gén egyik
exonjiban, intronjdban vagy 5’ szabdlyozd régidjadban helyezkedett el. A szekvencia
alapu térképezési adatainkat Osszevetettiik a Szegedi Torzskdzpont nyilvantartdsival.
Megvizsgaltuk, hogy az dltalunk meghatarozott térképhelyzet megfelel-e a delécidval
térképezett letalitds, illetve az in-situ hibridizéacios térképhelyzetnek. Mind a 24 vonal
esetében egyezést tapasztaltunk, igy az inszercidkat az adott gének uj alléljeinek

tekintettiik. A harmadik tabldzat bemutatja a kisérletsorozat sordn azonositott géneket.
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Gén Penetrancia Fehérje domén Biologiai folyamat
Glutl 100 gliik6z transzporter cukor transzport
Simjang 97,4 Nincs ismert doménszerkezet ?:[?rizlzlzklfg:i (i)i)(s,)g
ncRNA CR33327 97,2 Nincs ismert doménszerkezet nem ismert

Taranis 95 SERTA motivum nem ismert

Ten-m 92,1 Keratin, RhsA domén Sejt adhézid
Calreticulin 90,8 Calretikulin domén unfolded protein k6to
CG10311 88,8 Nincs ismert doménszerkezet nem ismert

gilgamesh 86,4 Szerin/treonin kinaz sejtvandorlds

CG2211 86 Nincs ismert doménszerkezet nem ismert

Ugt86Da 84 UDP-gliikuronozil transzferdz ;?::izfil;anff;lk

Delta 83,3 Delta serrate ligand, Calcium kot Follikularis sejt fejlodés
Twins 83,2 Protein foszfatdz 2A, WD-40 repeat Whnt szigndl dtvonal
a-endosulfine 79,3 Endoszulfin domén oogenezis

Sema-5c¢ 77,8 Semaforin, TSP1 domén sejt adhézid

CycA 91,3 Ciklin domén sejtciklus, oogenesis
extra macrochaetae 73,2 HLH DNS ko6t domén transzkripcids korepresszor
Malic enzyme 71,8 SfcA, Malic enzim domén maldt metabolizmus
miRNA CR33598 67 Nincs ismert doménszerkezet nem ismert

Effete 66.6 ggﬁglifi“ konjugdl  E2 katalitikus ¢ 1 <o biquitinizacis
CG5728 62,5 S1 RNS kot6 domén rRNS érés

CG5147 58,9 RNS polimeréz III alegység tRNS érés

CG6400 58,9 WD-40 repeat, Bromo domén nem ismert

SNF4Ay 58,8 CBS domén f)i‘fjﬁj:;ﬁffgf sejten
seven up 50,9 Zn-finger, HOLI domén hormon receptor,

transzkripcids faktor

3. tablazat. A SOT enhanszer-azonositasi kisérletbél szarmazé gének. A tdbldzat Gsszefoglald

képet mutat az azonositott génekrdl. A géneket ivarsejthidnyos interakcids fenotipusuk erdssége, vagyis

a SOT enhanszerhatdsuk mértéke szerint rendeztiik sorba. A tdbldzat informdciét nyujt az egyes gének

fehérjéinek doménszerkezetérdl, illetve az ismert vagy feltételezett szerepiikrdl egyes bioldgiai

folyamatokban.

A SOT enhanszerek ontologiai jellemzése

A P elemek inszerciés pontjainak meghatdrozdsa utdn az érintett géneket a

Flybase annoticids adatbazisdban vizsgdltuk tovdbb. A 24 jel6ltbdl tizenhét olyan
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géneket érintd mutdcidt hordoz, amelyeket mar kordbban leirtak és elneveztek. Ezek a
kovetkezd gének: Glutl, simjang, taranis, Cyclin A, Tenascin major, Delta, Ugt86Da,
Calreticulin, gilgamesh, twins, endosulfine, Sema-5c, extra macrochaetae, Malic
enzyme, seven up, effete és SNF4Ay. Ot mutici6 eddig nem tanulmédnyozott, csupan
annotéciés szdmmal elldtott géneket érintett: CG10311, CG2211, CG5728, CG5147
és CG6400, azonban ezekrdl is rendelkezésre dllnak fehérje homoldgiai adatok,
amelyek alapjan a fehérje funkcidira kovetkeztetni lehet. A maradék két mutdciot
okoz6 mozgé genetikai elem olyan régidba ékelddott be, amely fehérjévé at nem
ir6d6 RNS-t kédol.

A microarray kisérletbdl szdrmaz6é génekhez hasonléan, a SOT interakcids
kisérletben azonositott gének koziil is a legtobb a transzkripciondlis szabdlyozdsban
szerepet jatsz6 gének csoportjdba sorolhaté. Az emc gén terméke negativ
transzkripcids reguldtor, szerepet jatszik az ivarmeghatdrozasban (Younger-Shepherd
és mtsai., 1992), és kimutattdk, hogy a himivarsejtek érésben is részt vesz (Castrillon
és mtsai., 1993). A svp gén terméke a szteroidhormon-receptorok csalddjdba tartozik,
receptor- és transzkripciosfaktor-aktivitdssal is rendelkezik, szerepet jdtszik tobbek
kozott a Drosophila szem plandris polaritdsanak és az R7-es ommatididnak a
kialakuldsdban (Domingos €és mtsai., 2004). A svp tengeri siin homoldgjardl
kimutattdk, hogy anyai eredetii transzkriptuma az oocitikban megtaldlhat6 (VIahou és
mtsai., 1996). A simjang gén termékérdl adatbdzisokbdl szarmazd hasonldsagi adatok
alapjdn tudjuk, hogy transzkripciés represszort kédol, a p66 nevii emlds gén
homolégja. Drosophildban a szivfejlddés szabdlyozdsdban mutattdk be a szerepét
(Kim és mtsai., 2004). A CG6400 4altal kédolt fehérjérol kimutattdk, hogy kapcsolatba
1ép a moesin fehérjével, melyrol kutatdcsoportunk mar megallapitotta, hogy szerepet

jatszik az ivarsejtek kialakuldsaban (Formstecher és mtsai., 2005; Jankovics és mtsai.,
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2002). Feltételezésiink szerint egy nagy fehérjekomplex részeként szerepet
jatszhatnak az ivarsejtek kromatin szintli génexpresszi6 szabalyozdsaban.

A kovetkezd csoportba azokat a géneket soroltuk, amelyeknek termékei
feltételezhetoen az ivarsejtek vandorlasdban jatszanak szerepet. A Ten-m gén egy
extracelluldris fehérjét kédol, amely szignéltranszdukciés utak bekapcsoldsdban vesz
részt (pl.: engrailed és a wingless), valamint felhalmozdédik a poszterior kdzépbéli
lemezben, ahol a vindorlé embriondlis ivarsejtek is megtaldlhatok (Baumgartner és
mtsai., 1994). Ismert az a tény is, hogy sejtadhéziés folyamatokban vesz részt (Kiger
és mtsai.,, 2003). A gilgamesh gén termékérdl tudjuk, hogy egy szerin/threonin
receptor kindzt kédol, és gliasejtek vandorldsaban (Hummel és mtsai., 2002), illetve a
spermatogenezisben jatszik szerepet (Castrillon és mtsai., 1993). A Sema-5c fehérje
sejtfelszini  szigndltranszdukciés utakhoz kothetd, tovidbba sejt-sejt adhézids
folyamatokban és az axonndvekedésben bizonyitottan szerepet jatszik, és az anyai
eredetii RNS-e korai embridkban kimutathaté (Dudu és mtsai., 2004; Khare és mtsai.,
2000). Az SNF4Ay gén egy AMP aktivdlt kindz enzim egyik alegységét kodolja.
Tudjuk, hogy érzékeli az AMP szintet a sejtben, és az ATP mennyiségének
csokkenésére aktivalodik (Pan és Hardie, 2002). Azt is lefrdk viszont, hogy negativ
regulitora a HMG-CoA reduktiz nevli enzimnek, ami az izoprenoidok
bioszintézisében jitszik szerepet. Ennek az ttvonalnak tdbb résztvevdjérdl is
kimutattdk mar, hogy mutdciéjuk miatt az embriondlis ivarsejtek egy része eltéved az
embriogenezis sordn (Tschape és mtsai., 2002; Santos és Lehmann, 2004b).

Héirom olyan gént azonositottunk, melyek termékei az ivarsejtek
energiaellatdsdban jatszhatnak fontos szerepet. A testi és ivari dssejtek, illetve azok
leszarmazottainak osztoddsa erdsen tdpanyagfiiggd. Gazdag tdptalajon tartott

ndstények hiarom-négyszer annyi petét raknak mint a szegény tdptalajon tartott
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tarsaik. A tdplalékbevitel valtozdsara a petetermelés az inzulin-ttvonal segitségével
vdlaszol. Tobb, ebben az udtvonalban részt vevd gén muticidjardl kideriilt, hogy
nosténysterilitdst okoz (Drummond-Barbosa és Spradling, 2001). Az a-endosulfine
gén termékérdl kimutattdk, hogy sejtspecifikus inzulinszekréciét indukdl (Heron és
mtsai., 1998). A Malic enzimr6l kimutattdk, hogy Xenopus petesejtek
energiaellatisdban vesz részt (Nutt és mitsai., 2005), és muticiéja a petesejt
pusztuldsat eredményezi. A Glutl gén terméke cukortranszporterként biztositja a
sejtek energiaellatasit (Escher és Rasmuson-Lestander, 1999).

A CycA-r6l mér a microarray kisérlet kapcsan leirtuk, hogy szerepet jatszik a
tizenhat sejtes cisztdban Kkitiintetett helyzetben levd petesejt kivdlasztoddsdban, az
effete gén pedig egy ubiquitin konjugal6 enzimet kddol, amely mds fehérjék mellett a
CiklinA-t is ubiquitindlja. Kimutattdk, hogy nagyon pontos szabdlyozis alatt kell
dllnia a ciklinek lebontdsdnak, koztiik a CiklinA-nak is az oogenezis sordn, melyet
mds fehérjékkel egyiittmiikodve az effete gén terméke szabdlyoz (Ohlmeyer és
Schupbach, 2003).

A microarray kisérlethez hasonléan az interakcids tesztrendszerben is
azonositottunk nukleinsavkoto-fehérjéket kodolé géneket. Mindkét gén kizardlag
annoticidés szdmmal rendelkezik. A CG5728-as jeli gén fehérjéje a homoldgidk
alapjdn RNS-k6td doménnel rendelkezik és a rRNS-ek érésében jatszik szerepet, mig
a CG5147 fehérjéjében DNS-kotd motivumok taldlhatdak, és feltételezhetden a tRNS-
ek lebomlédsdban vesz részt.

A Delta génrdl mar kordbban kimutattdk, hogy a poszterior termindlis
follikularis sejtek kialakuldsdban vesz részt, és ezaltal szerepet jatszik a petesejt

anterior-poszterior tengelyeinek kialakuldsdban (Lopez-Schier és St Johnston, 2001).
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Kimutattdk, hogy a Twins fehérje kapcsolatba 1ép az Armadillo fehérjével
(Greaves és mtsai., 1999) és a Wg/Wnt ttvonal pozitiv reguldtora (Bajpai és mtsai.,
2004), igy a follikuldris sejtek érésében és a petesejt petekamrdban vald
elhelyezkedésében bizonyitottan részt vesz (Deng és Lin, 2001; Dobens és Raftery,
2000).

A taranis gént a trithorax gének csoportjaba soroltik be, és valdszinisitik,
hogy a sejtciklus szabdlyozdsdban jatszik szerepet (Calgaro és mtsai., 2002).

A calreticulin  génrdl tudjuk, hogy terméke fehérjekotd képességgel
rendelkezik és az idegrendszer fejlodésében mutattdk ki a szerepét Drosophildban
(Prokopenko és mtsai., 2000).

Az Ugt86Da gén a UDP-glucose-glycoprotein glucosyltransferase komplex
egyik alegységét kodolja. A komplex fehérjék aminosavainak glikozilacijat végzi
(Zuber és mtsai., 2001).

Azonositottunk két kisméretli RNS-t kodold génszakaszt is. A miRNA
CR33598 egy ugynevezett mikroRNS-t koédol, mig az ncRNA CR33327 jeli
génszakaszrdl fehérjét nem kodold transzkriptum irédik at. A kozelmultban egyre
tobb informdcié gyilt dssze arra nézve, hogy sok kis méretli RNS halmozddik fel a
nuage-ban, és szerepet jatszanak az oogenezis folyamataiban specifikus
génexpresszids szabalyozas dtjan (Grun és mtsai., 2005).

Két olyan gént azonositottunk (CG10311 és CG2211), amelyek kizdrolag
annotéiciés szdmmal rendelkeznek, és gyakorlatilag semmilyen informéaciéval nem
rendelkeziink réluk, az éltaluk kédolt fehérjék semmilyen ismert doménszerkezettel

nem rendelkeznek.
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Az Eredmények megyvitatasa

A microarray analizis értékelése

Kidolgoztunk és sikeresen alkalmaztunk egy Uj moddszert a Drosophila
melanogaster fejlodo petéinek poszterior polusan lokalizdlédé RNS-ek azonositdséra.
Kisérletsorozatunk a microarray analizist djszerii megkozelitésben, RNS stabilitds
mérésére hasznilta fel. Kordbban ezt csak mikroorganizmusok esetében tették
(Bernstein és mtsai., 2002; Selinger és mtsai., 2003; Grigull és mtsai., 2004; Wang és
mtsai., 2002). Az RNS-ek stabilitdsa alapjan a vizsgalt 3200 génbdl 60-at
védlasztottunk ki részletes analizis céljabol, 1,9%-at a vizsgélt géneknek. Az in-situ
hibridiz4cidk alapjan 17 génrdl bemutattuk, hogy RNS-iik valéban lokalizalédik az
ivarplazmaéban (a teljes mintdnak 0,5%-a). A tizenhét génbdl négyrdl (Pros45, myo,
shu és Miro) mar kordbban leirtdk, hogy RNS-iik a korai embridk poszterior polusan
lokalizalédik. Ezek az informécidk alatdmasztjdk a kisérlet sikerességét.

Megvizsgaltuk a BDGP in-situ hibridizaciés adatbazisat és 6sszehasonlitottuk
az eredményeinkkel. A genomprogram adatbdzisa 33 ivarplazmdaban lokalizalt RNS-t
tartalmaz. Ezek kozil 12 (CG8231, CG9925, CG15737, CGI3933, CGI4222,
CG14897, CGI10082, CG4710, aret, Pglym78, piwi és SuUR) az altalunk készitett
microarray lemezen is vizsgilhat6 volt, mégsem azonositottuk dket a szinkdd alapjan.
A BDGP honlapjan kozolt in-situ hibridizacids képeket megvizsgalva jol lathato,
hogy ezeknek a géneknek a hibridizdciés mintdzata jelentdsen eltér az ivarplazmédban
lokalizalt RNS-ekétdl (14. 4bra), ezért nem tudtuk azonositani Oket. Ezek alapjan a
képek alapjdn nem tudjuk, hogy miért nevezik a BDGP munkatarsai ivarplazmdban

lokalizalédénak ezeket az RNS-eket. Az viszont konnyen beldthatd, hogy a hatalmas
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mennyiségli, egyenletesen eloszl6 anyai hatdsi RNS-ek stabilitisa nem
csokkentethetd kimutathaté mértékben a kis térfogati ivarplazma hidnydval, igy nem

meglepd, hogy a microarray kisérlet sordn nem azonositottuk ezeket a géneket.

CG8237 CG9925 CGIS737 aret
Pg.t'ym 78 SR CG13933

-t n— -__H-‘\'
CGI4222 CGI14897 CGI0082 CG47IR

14. abra. A BDGP altal ivarplazmaban lokalizalodé RNS-ek ir-situ hibridizaciés képe. Az dbran
azoknak az RNS-eknek a mintizata lathatd, amelyek a microarray lemeziinkon is rajta voltak. Jol
lathatd, hogy kozelsem kizdrélag az ivarplazmdban taldlhatéak meg ezek az RNS-ek, hanem a teljes
petében egyenletesen oszlanak el. Kivételt képez a CG4710 annotdciés szdmmal rendelkezd gén.
Esetében viszont szintén nem beszélhetiink ivarplazma-specifikus lokalizaciérdl, rdaddsul a lefiz6dott

polaris sejtek sem festddnek.

Fény deriilt a genomprogram kisérletsorozatdnak egyéb hidnyossdgdra is.
Tal4ltunk ugyanis olyan géneket, amelyek RNS-ei kimutathatdak az ivarplazméban, a
BDGP adatai pedig mdst mutatnak. Ennek tobb oka is lehet. Az egyik, hogy néhany
esetben kevés korai fejlodési stddiumban levd petét vizsgdlnak, igy az alacsony

mintaszdm nem elegendd a kisérlet kiértékeléséhez. Masrészt az automatizalt
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rendszerek nem elég finomak ahhoz, hogy az egyes RNS-ek mennyiségbeli
kiilonbségébdl adodé kisérleti koriilményeket minden esetben kiilon bedllitsak.
Konnyen el6fordulhat hogy egyes mintdk alulexpondltak, mig mdsokat ,,talhivnak™,
és igy ugy tlinhet mintha sok RNS lenne jelen az adott stidiumban. Mindkét esetre

taldltunk példat (15. 4bra).

D e e o=
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CG5455 CGI2 1M cry
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15. abra. Az altalunk ivarplazmaban lokalizalédé RNS-ek in-situ hibridizaciés mintazata a
BDGP eredményeivel osszehasonlitva. A CG2493 gén esetében megegyezik az eredmény, miszerint
a lefliz6do polaris sejtekben nem mutathat6 ki az RNS, viszont a korai petében nagyon jél kimutathat6,
bar a BDGP képei erosen til vannak expondlva. Sokkal meglepdbb a Miro és shu gének esete, ahol
még a BDGP képein is latszddik a festddés az ivarplazmaban, mégsem soroljak dket ebbe a csoportba.
A kovetkez6 harom gén (CycA, Orc2 és tgo) esetében véleményiink szerint a mintdk tdlexpondltak,
ezért nem detektdlhat6 az ivarplazmaban 6nélléan a festodés. Ezzel szemben a CG5455, a CGI12104 és
a cry esetében a mintdk alulexpondltak. A CG8408 és a Pros45 eredményérdl csak ezeket a kis

nagyitasu képeket kozlik, amelyek igen eltérd festodési mintdzatot mutatnak.
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Osszehasonlitottuk a  hatvan kivdlasztott gén hibridizdciés szinkédjat és
megvizsgiltuk, hogy miben kiilonbozik a valéban lokalizdl6dé tizenhét a nem

lokalizal6doktol (16. dbra).

OO e 000 OOOOCC o000

16. abra. A poszterior péluson lokalizalédé 17 jelolt és a nem lokalizalodé 43 gén szinkédjanak
osszehasonlitasa. A jobb oldalon taldlhat6 a poszterior péluson lokalizdlédé RNS-ek szinkédja, a bal
oldali panel a nem lokalizdléddakat mutatja. JOl l4athats, hogy a jobb oldali panelen intenzivebb
csokkenés tapasztalhat6 a teljes ivarplazmahidnyos héttéren a bal oldali panelhez képest. A kisérletben

elvart szinkddot az abra aljan taldlhat6 csik mutatja.
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Azt tapasztaltuk, hogy a valéban lokalizal6d6k sokkal jelentdsebb csdkkenést
mutattak a teljes ivarplazmahidnyos héttereken mint a Tropomyosinll allélokkal
csokkentett mennyiségii ivarplazmét tartalmazé mintdkon.

A jovOben hasznositani szeretnénk mindezeket a megfigyeléseket, terveink
szerint a kisérletet a teljes Drosophila genomra nézve is szeretnénk elvégezni. Mivel a
3200 génbdl 17 mutatott ivarplazma lokalizdlddast, feltételezésiink szerint a kozel
15000 Drosophila génbdl megkozelitdleg 100 lehet a teljes genomban microarray

analizisben felfedezhetd az ivarplazmdban lokalizdl6d6 RNS fajtdk szdma.

Az interakcios Kkisérletek értékelése

Kidolgoztunk egy olyan genetikai interakcion alapuld, érzékenyitett hatteri
tesztrendszert, amelynek segitségével az ivarplazma létrejéttében, az ivarsejtek
kialakuldsdban szereplé géneket azonosithatunk. A tesztrendszert egy harmadik
kromoszémis, letdlis P elem gylijteményen teszteltiik le, és a megvizsgilt kozel
hatszdz inszerciobol 24 komplementécios csoport viselkedett erds enhanszerként.
Figyelembe véve, hogy jelenleg a Drosophila gének szamét megkozelitéleg 15000-re
teszik, a fenti kisérlet alapjdn nagyjab6l 500 lehet azoknak a géneknek a szdma,
melyeknek termékei szerepet jatszanak az ivarsejtek kialakuldsaban.

Kutatécsoportunkban mar kordbban is végeztek érzékenyitett hatteri
rendszerekkel mutinsizoldlasi kisérleteket (Jankovics és mtsai., 2001). Ebben a
kisérletsorozatban két gén alléljeibdl all6 érzékenyitett hatteret alkalmaztak, és
ardnyaiban megkozelitleg fele annyi enhanszert, 600 megvizsgilt mutinsbol 12

komplementicids csoportot azonositottak. A késdbbi vizsgilatok bemutattdk, hogy a
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12-bol csak egyetlen gén, a Rabll fiiggetlen mutdnsai mutatnak Snmagukban is
ivarsejthidnyos fenotipust, mig a maradék 11 esetében nem volt megfigyelheto ilyen
hatés.

Elkezdtiik a SOT kisérletbdl szdarmazd gének részletes analizisét. Jelenlegi
ismereteink és megfigyeléseink alapjan kijelenthetjiik, hogy tobb gén bizonyithatéan
szerepet jdtszik az ivarsejtek kialakuldsdban. Szdmos erds enhanszer esetében a
korédbbi interakcids kisérletekben tapasztalhatd jelenség lépett fel. Azt tapasztaltuk
ugyanis, hogy sem fiiggetlen alléljaik, sem homozigéta mutdnsaik nem mutatnak
ivarsejthidnyos fenotipust. Nagyon valdszinii, hogy ezeknek a géneknek a funkciéi
redunddnsak. Nemcsak azt feltételezziik hogy az ivarsejtkialakulds mellett még maés
folyamatokban is részt vehetnek, de az is elképzelhetd, hogy helyettesithetdek egy
maésik, kozel azonos funkci6ji gén termékével. A hagyomanyos genetikai analizis
eszkoztardval ezeknek az atfedd funkcidju géneknek az ivarsejtek kialakuldsidban
jatszott szerepe nem vizsgdlhaté. Ashburnernek és munkatirsainak a 2,9Mb hosszi
ADH régi6 telitési mutagenezis-kisérletekbdl szdrmazé adatai szerint a sajt
fenotipussal nem rendelkezé gének szdma meglehetdsen magas. Az ADH régiéban
taldlhat6 218 annotdlt génbdl 148-nak egyaltalin nem taldltak kimutathatd, sajit
fenotipust (Ashburner és mtsai., 1999). Ezek az eredmények 0sszeegyeztethetdek a mi
eredményeinkkel. Megfigyeltiik tovabb4, hogy genetikai interakcids kisérleteinkben
az érzékenyitd elemek novelésével emelkedik a tesztrendszer érzékenysége, €s egyre
tobb enhanszert taldlunk. Ez a két gondolatmenet elvezetett minket a hélézatok
biol6gidjdhoz. Ma mar tudjuk, hogy a bioldgiai hdlézatok miikdodését sok esetben
sokkal er6sebben lehet gitolni ha tobb, optimadlis esetben 3-5 halézati csomépontot
részlegesen gyengitiink, mintha egy fontos csomépontot teljesen kiiktatunk (Agoston

és mtsai., 2005). A bioldgiai hil6zatok redundans funkcidji elemekbdl 4116 komplex
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rendszerek, melyekben csak nagyon ritkdn taldlunk egyenes lefutdsd szabalyozasi
dtvonalakat. Igy az egyes csomépontok (gének) kiiktatdsa 6nmagaban nem feltétleniil
eredményez értékelhetd fenotipust, mig az érzékenyitett hétterti genetikai rendszerek
tobb udtvonal egyiittes gyengitésével redunddns gének funkcidjat is feltdrhatjak.
Konnyen elképzelhetd, hogy a SOT tesztrendszer esetében enhanszerként viselkedd
gének termékei alternativ, redunddns ttvonalak gyengitésével érik el az érzékenyitd
elemek az ivarsejthidnyos fenotipus er0sodését. A teljes Drosophila genom leirdsa
utdn jelenleg az egyes fehérjék élesztd kéthibrid interakcidinak feltérképezése folyik
(Giot és mitsai., 2003). Az elérhetd élesztdé kéthibrid és genetikai interakcids
informdciok és az Osprey nevi interakciés halozatépitd program segitségével
elkészitettilk az 4ltalunk jelenleg ismert ivarsejt kialakuldsban résztvevd fehérjék
interakcids térképét, amelyre felvittiikk a két kisérletben Gjonnan azonositott géneket
(17. abra).

Az dbra jol szemlélteti, hogy a két dltalunk kialakitott tesztrendszer altal
azonositott ivarsejt-kialakuldsban szerepet jatsz6 gének tobbsége egy-egy Uj
interakcios partner beillesztésével (fekete szinkdd) hélézatba szervezhetd. A
hil6ézatba szervezés tehdt tobb mint kisérleti eredmények konnyen atlathatd
dbrazoldsa, hiszen 4ltala az ivarsejtekben miikodé génhierarchia dj elemeit

azonosithatjuk.
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17. abra. Az altalunk ismert, ivarsejtkialakulasban szerepet jatszo gének interakcios halozata.
Zold szinnel jeloltiik az irodalombdl mar ismert géneket, kékkel pedig a két kisérletsorozat folyaman
azonositott géneket. A fekete pontok olyan géneket jelolnek, amelyek Osszekottetéseket alkotnak a
hdlézaton beliil a mér ismert és az altalunk azonositott gének kozott. Kiilon tiintettiik fel azokat a
géneket, amelyeket djonnan azonositottunk, de nem taldltunk olyan partnert, amely egy 1épésen beliil

"o

ehhez az egyszertisitett hal6zathoz kapcsolna Oket.

A két Kkisérletsorozat kapcsolata

A két kisérletsorozat alapvetden eltérd irdnybdl kozeliti meg az ivarsejtek

kialakuldsdban szerepet jatsz6 gének azonositdsit, mégis az eredményekben
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hasonlésagok fedezhetok fel. A microarray analizis sordn azonositott gének termékei
az ivarplazméban lokalizdlédnak. Ez alapjdn szerepet jdtszhatnak magédnak az
ivarplazmanak az Osszeszerelodésében és mads, szintén a poszterior poéluson
lokalizdl6dé anyagok transzportjdban. Ilyenek lehetnek az egyes nukleinsavkotd
fehérjék. Ugyanezen fehérjék viszont feleldsek lehetnek akdr a majdani
ivarsejtspecifikus génexpresszidért, vagy éppen a sokdig fenndlld transzkripcids
gatlasért.

Meglehetdsen sok fehérjeéréssel kapcsolatos gén terméke is lokalizalédik az
ivarplazmaban. Konnyen elképzelhetd, hogy az embriondlis ivarsejtekbe az anya altal
bejuttatott RNS-eknek meghatirozott idopontban és helyen kell atirédnia, és ezeket a
folyamatokat segitik a szintén anyai hatdst gének altal kédolt enzimek.

Az azonositott gének kozott egyes jelatviteli utak résztvevoit is megtalaltuk.
Tudjuk, hogy nagyon intenziv jelatvitel figyelhetd meg a petesejt és az azt koriilvevo
follikularis sejtek kozott, ami elengedhetetlen a majdani embridé tengelyeinek
kialakuldséhoz.

A CiklinA-t mindkét kisérletinkben azonositottuk. Ez a tény nemcsak
kapocsként szolgdl a két kisérletsorozat kozott, de arra is utal, hogy a CiklinA-nak az
ivarsejtfejlodés késObbi szakaszdban is fontos szerepe lehet. De nemcsak a CiklinA
hoz létre kapcsolatot a két kisérletsorozat kdzott. A SOT torzs segitségével azonositott
gének kozott is taldlunk nukleinsavkotésre képes fehérjéket kodold géneket.
Feltételezésiink szerint ezek kozott is lehet olyan gén, melynek terméke az
ivarsejtspecifikus génexpresszid szabédlyozasat végezheti.

Mindezek alapjin elmondhatjuk, hogy kidolgoztunk egy olyan
tobbkomponensii tesztrendszert, melynek segitségével a Drosophila melanogaster

ivarsejtjeinek kialakuldsdban szerepet jatsz6 géneket azonosithatunk nagy
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mennyiségben, genomi szinten. Ez a két tesztrendszer, valamint a fehérje
interakci6kon alapulé hélézatba rendezés egyetlen, reverz genetikai kisérleti
metddussa szervezhetd. A genom szintll microarray kisérletet egy in-situ hibridizacios
ellendrzési folyamat koveti majd, az djonnan azonositott gének mutinsait a SOT
rendszerben interakcids vizsgdlatoknak vethetjiilk ald, és végiil az eredmények
segitségével tovabb bdvitve a haldzatot az djonnan felfedezett elemek mutdnsait
szintén ellendrizhetjiik. Ez a kisérleti felépités lett laboratériumunk kovetkezd ot

évének a kutatasi terve.
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Osszefoglalas

A magasabbrendi éldlények kozott szdmos fajt taldlhatunk, melyekben a
felnott egyed ivarsejtjeinek kialakuldsaért felelds faktorok a petesejt egy jol
meghatdrozott citoplazma-részletében helyezkednek el. A Drosophila melanogaster
ezen fajok kozé tartozik. Az oogenezis sordn a petesejt poszterior pélusin létrejon az
ugynevezett ivarplazma, melyet az embriogenezis sordn az ott lefiz6dd sejtek
magukba épitenek. Az ivarplazmit magukba zard sejtek az ivarsejtsors irdnydban
differencidlédnak tovabb. Az ivarplazma létrejéttének mechanizmusat és Gsszetevoit
régbta nagy érdeklddéssel vizsgiljadk. Mig az ivarplazma Osszeszerel0dését irdnyitd
sejtbioldgiai folyamatok meglehetds részletességgel ismertek, addig az ivarplazmat
alkoté faktorok koziil csak néhanyat ismeriink. Munkédnk célja az volt, hogy olyan
kisérleti rendszereket dolgozzunk ki, melyek segitségével a Drosophila melanogaster
ivarplazplazmdjdnak Osszeszerelodésében szerepet jatszo, illetve az ivarplazmdaban
lokalizalt faktorok a lehetd legnagyobb szdmban azonosithatok.

Az ivarplazmédban RNS formdban lokalizalt faktorok azonositisira a DNS
microarray technikdt hasznéltuk fel. A feltételezésiink az volt, hogy ha az ivarplazma
Osszeszerel0dését megakadalyozzuk, akkor az ott tarolt RNS-molekuldk stabilitdsa
lecsokken, amit az RNS-molekuldk koncentricidjdnak mérésére szolgilé DNS-
microarray technikdval kimutathatunk. Az ivarplazma mennyiségét szabdlyozd
muticidkat hordoz6é ndstények petefészkeibdl RNS-t tisztitottunk, azokrdl jelolt
cDNS-eket készitettiink, €s 3200 ismert Drosophila gén cDNS-ét tartalmazé
microarray lemezekre hibridizaltuk. Kivélasztottuk azokat az RNS-eket, amelyeknek
mennyisége az ivarplazma mennyiségével valtoztatdsidval egyiitt ndvekedett és

csokkent. RNS in situ hibridizdcidval ellendriztiik, hogy az igy kapott 60 jelolt koziil
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melyek azok a gének, amelyek RNS-ei valéban a poszterior p6luson lokalizalédnak.
17 esetben beigazolddott a feltételezésiink, ivarplazmédban lokalizalédé RNS-eket
detektéltunk.

Az ivarplazma Osszeszerelodésében, az embriondlis ivarsejtek kialakuldsdban
szerepet jatszd gének azonositdsara kidolgoztunk egy genetikai interakcién alapuld
kisérleti rendszert amely alkalmas a DNS-microarray kisérletbdl szdrmazé gének
funkciondlis analizisére is. Rendszeriink alapjat egy olyan Drosophila teszteld torzs
képezi, amely hdrom, az ivarsejtek kialakuldsédban szerepet jatszé gén mutdcidjat
hordozza transz-heterozigta formdban. A teszteld torzs Onmagdban gyenge
ivarsejthidnyos fenotipust mutat, ami genetikai interakciok révén erdsodhet. A
teszteld torzset dgy alakitottuk ki, hogy genomjdba tdjabb muticidkat egyetlen
keresztezéssel bevihetiink. Amennyiben egy bevitt muticid felerdsiti a teszteld torzs
ivarsejthidnyos fenotipusat, igy a muticidval azonosithaté génnek minden bizonnyal
szerepe van az ivarsejtek kialakuldsdnak szabdlyozdsaban. Ezt a kisérleti rendszert
egy harmadik kromoszémads, letdlis P-elem gyljteményen teszteltiik. 680 mutdns
vonalat kereszteztiink az érzékenyitett hattérhez, és ebbdl 24 emelte a teszttorzs
alappenetrancia-értékét az daltalunk szigortian megszabott érték folé. A genetikai
interakcids vizsgalati médszeriink alkalmasnak bizonyult nagy szdmud mutdns vonal
gyors és egyszerl funkciondlis analizisére. A jeldltek vizsgélatdbdl eredd
tapasztalataink azt mutattdk, hogy az érzékenyitett hattéren erds enhanszerként
viselked6 mutdnsok kozott vannak olyanok melyek Onmagukban nem mutattak
ivarsejthidnyos fenotipust (nem kozolt adat). Valdsziniileg ezek a gének redundéns
funkcidjuak, és helyettesithetok mas gének termékei dltal. Az a tény viszont, hogy
interakciot mutattak a teszteld6 rendszeriinkben, arra sarkallt minket, hogy

eredményeinket a redundédns genetikai funkcié elemzésére alkalmas hal6zati biol6gia
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modszereivel értékeljiikk. Kidolgoztunk egy fehérje-fehérje interakcién alapul6
biol6giai halézatot melyben egyiitt szerepelnek a poszterior géncsaldd azon elemei,
melyekkel a két kisérletsorozatban azonositott gének kozvetleniil, vagy egy sszektd
tagon keresztiil kapcsolédnak. A héalézat elemzésének kezdeti eredményei azt
mutatjdk, hogy a fehérje-fehérje kolcsonhatdsok alapjdn bdvitett génhdldzat Aj,
ivarsejtkialakitasban szerepet jatszé gének felismerését teszi lehetové.

Ph.D. dolgozatomban ismertetem, hogy a microarray és a genetikai interakcids
vizsgdlati mddszereinkbdl hogyan alakitottunk ki egy komplex kisérleti rendszert,
melynek segitségével a Drosophila genom egészének vizsgdlatit djabb

ivarsejtfaktorok azonositdsa céljabdl laboratériumunk mar elkezdte.
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Summary

Embryonic germ cell development in Drosophila melanogaster depends on
the germ plasm, the most posterior part of the ooplasm. There is experimental
evidence that the germ plasm contains all the factors necessary for the formation of
the embryonic germ cells. Though most of the germ plasm components have not been
identified yet, it is known that at least in part the germ line factors are stored in the
form of RNA. Besides factors that make the difference between the germ cell and the
somatic cell fate, pre-localized germ plasm might also contain gene products that
govern early development of the germ cells since their own genome becomes
transcriptionally active only during the gastrulation stage when the germ cells move
into the midgut invagination. In addition, determinants needed for the proper
development of the posterior part of the soma are also localized in the germ plasm.

Assembly of the germ plasm is a stepwise process. First, during mid-oogenesis
a founder molecule, the oskar (osk) mRNA, is tightly localized to the posterior pole
where it gets translated. Then the posterior-restricted Osk protein recruits the other
germ plasm components. The focus of germ cell formation depends exclusively on the
site of the osk RNA localization since the anterior mislocalized osk mRNA results in
anterior germ cells. A group of genes, collectively called posterior group genes, have
been identified by their somatic mutant phenotype similar to that of osk loss of
function mutations.

The aim of my work was to establish a method to identify novel germ plasm
componets on a genome scale level. To achieve our goals, we combined the cDNA

microarray method with a genetic interaction type of assay.
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In the cDNA microarray experiments, we compared deficient, normal and
ectopic germ plasm conditions. We assumed that it was possible to affect the
concentration of germ plasm specific RNAs by germ plasm mutations if the stability
of such RNAs was dependent on the level and the existence of the germ plasm. In our
experiments, we tried to measure differences in the stability of pole plasm specific
RNAs. To do so, we performed transcript profiling of seven conditions in which the
level of the germ plasm was genetically modified. Sixty RNA species out of 3200
were selected as exhibiting the expected microarray pattern. We investigated their
distribution in wild type and ectopic germ plasm containing embryos using the in situ
RNA hybridization technique. We found that seventeen out of sixty showed germ
plasm specific localization.

For the functional analysis of the localized RNAs and in order to identify
additional germ plasm specific RNAs, we established a genetic interaction type of
assay. The assay is based on a Drosophila strain that carries thr