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A palyazat rovid tudoméanyos hattere

Drosophila melanogasterben az ivarsejtek valamint a testi sejtek fejlédési Utjai az
embriondlis élet kezdetén elvalnak egymaéstol. A két alapveto sejtsors elvalasa a pete poszterior
csucsan elkiléndlt citoplazmarésznek, az ivarplazménak hatéséra torténik meg. Régen bizonyitott
tény, hogy az ivarsejtjellegek kialakitasahoz szikseéges 6sszes faktor az ivarplazmaban
megtalalhat6. Drosophilaban tehat az ivarsejtsors kialakuldsénak kutatasa valdjaban az ivarplazma
szerkezeti és muikodési megismerését jelenti. Kordbban az ivarplazméval kapcsolatos kutatas
Klasszikus genetikai megkozelitésen alapult. A kutatds f6 iranya pedig az ivarplazma petén bellli
lokalizaciojanak mikéntjere iranyult mikozben kevés, mintegy fél tucat ivarplazma komponenst
tartak csupan fel. Kiderilt, hogy az ivarplazma 0Osszeszerelédes kulcs lépese az oskar RNS
lokalizacioja, melyet tobb RNS és fehérje bekotédese kdvet. Az RNS kimutatasban bekovetkezett
technikai fejlédés az ivarplazma kutatdsban is Uj lehet6ségeket hozott. A Drosophila
genomprogram reszekent rendszeres RNS in situ hibridizacios kiserletek indultak meg, és ezzel az
ivarplazmaban lokalizalt ismert RNS-ek szdma hirtelen megnétt. Az egyenkénti génexpresszios
vizsgalatok még nagy eréforrasokat felhasznalé Drosophila genom program kereten bell is lassan
haladnak, mindazondltal irdnyt szabnak az ivarplazma kutatasnak is. Realis célnak tinik az
ivarplazma teljes RNS 0sszetételének megéallapitasa, ezaltal az ivarpalzma funkcidjanak reverz
genetikai feltarasa. A palyazat el6kisérleteként egy 3200 cDNS mintat tartalmazo, sajat készitési
chip segitségével ivarplazma hianyos és ivarplazma tulmiikédéses kondiciokat hasonlitottunk
0ssze. Az ivarplazmaban feldUsult RNS-ek in situ hibridizacidjat elvégeztilk. Ezzel bemutattuk a
chip technologia alkalmazhat6sagat az ivarplazma kutatas tertletén.

A palyazat célja

Palyazatunk célja egy microarray alapl, genomszintii reverz genetikai kisérletsor
végrehajtasa volt ivarplazmaban lokalizdlt RNS-ek azonositdsa céljabol Drosophila
melanogasterben. Tovabbi célunk az azonositott transzkriptumok funkcionélis vizsgalata volt.

A palyazat részfeladatai

Munkaterviink harom 6 l1épésbél allt. 1. Ivarplazméban tarolt RNS-ek azonositasa teljes
genom DNS microarray segitségével. 2. A teljes genom microarray eredmények ellenérzése RNS
in situ hibridizacio moddszerrel. 3. A lokalizalt RNS-eket kddolo gének funkciondlis vizsgalata
genetikai interakcion alapulo Kisérletekben. Ivarsejt funkcioval bird gének részletes genetikai és
fejlédésbiologiai jellemzése.

Ivarplazmaban tarolt RNS-ek azonositésa teljes genom DNS microarray segitsegével

Az microarray 6sszehasonlitasokat ivarplazma hianyos, ivarplazma talmiakodeéses és kontroll
kondiciok alkalmazésaval végeztiuk el. Teljes ivarplazma hidnyos Drosophila néstényeket egy
oskar RNS null (oskarA87) és egy feherje null (oskar oskar 54) allelokbdl &ll6 genotipus
segitsegevel allitottuk elé. Ivarplazma tultermelést egy osk bicoid kiméra transzgén hasznélataval
valositottuk meg. Az oskar A87/TM3 és az oskar 54/TM3 genotipusi ndstények reprezentativ
mintajat az ivarplazma hianyos allapotra jellemzé fenotipusra teszteltik és teljes ivarsejthianyra
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utald6 fenotipust kaptunk. Az osk-bicoid transzgenikus nostények fenotipus tesztje teljes
penetrancidju ektopikus oskar expresszidra utalé fenotipust mutatott, jelezve, hogy mind az
ivarplazmahianyos mind az ivarplazma taltermel6 genotipusok alkalmasak a microarray kiserletek
végrehajtasara. Vad tipusi kontrolként a w'''® laboratériumi torzsbél szarmazé néstényeket
hasznaltunk.

A fent emlitett gentotipusu, fenotipusosan bevizsgalt egyedek ovariumait kiboncoltuk, majd
Trizol extakcioval majd Quiagen RNeasy RNS tisztitd kit hasznélataval teljes RNS kivonast
vegzunk. Az RNS minta minéségét az Agilent 2100 Bioanalyzer muszer segitségével ellendriztik.
Mindharom kondiciébdl harom-harom tisztitast végeztink. A kilenc mindségellenérzétt RNS
mintan reverz transzkripcidval egyes szl DNS lenyomatokat allitunk el, melyet linearis PCR
reakcioval Cy5 fluorokrommal jel6liink. Minden mintat két-két, 6sszesen 18 darab kereskedelmi
forgalomban kaphatd (Drosophila Genomics Resource Center) 3800 gén reprezentativ részét
tartalmazo cDNS chipre hibridizaltuk.

A microarray kisérletek eredménye harom kondicidbdl szarmazo kilenc minta vadtipushoz
illetve egyméashoz valo paronkenti dsszehasonlitasanak szamadatai voltak. Az Agilent Bioanalyzer
hasznélatanak kdszonhetéen az elékisérleteknél tapasztalt kisérleti zaj ugyan jelentésen csokkent,
de az eredmények statisztikai értékelése meg igy is erds kiserleti zajra utalt. A statisztikai analizis
megmutatta, hogy az ivarplazmaban tarolt RNS-ek mennyiségi kuldnbségeinek kimérése
pontosabb mérést igényel. Ugy itéltik meg, hogy a microarray méréseink pontatlansagaért nem a
minta el6készités, hanem a valasztott jellési mod, valamint a microarray lemezek minésége
egylttesen voltak felel6sek. Ezért ugy hataroztunk, hogy kisérleteinket Affymetrix (Drosophila
genechip 2) oligonukleotid microarray lemezeken, Affymetrix jel6lési eljarassal készilt prébakkal
megismételjik. w''®, osk*®*/osk>, TmI®®/TmII®®, osk-Bcd/+, gentotipust, fenotipusosan
bevizsgalt 3-5 napos jol taplalt nostény egyedek ovariumait kiboncoljuk, majd Trizolos kivonassal
majd Quiagen RNeasy RNS tisztitd kit hasznalatival teljes RNS tisztitast végzink. Az RNS
mintdk mingsegét az Agilent 2100 Bioanalyzer segitségével ellenériztik. A mintdkat Affymetrix
protokoll alapjan jel6ltuk, hibridizaltuk. A hibridizacio korilményeit 6 bedllitd chip segitségével
optimalizaltuk. A vizsgalatot 5 bioldgiai ismétléssel végeztiik. Az eredményeket az Agilent
Genespring analizaldo programjéval értékeltik ki. A statisztikai analizis megmutatta, hogy az
Affymetrix platformon val6ban kisebb héattérzaju, a korabbi kisérletiinknél reprodukélhatobb
eredményeket kaptunk.

A munkatervtol valo eltérés: Munkaterviinkben csupan a Drosophila Genomics Resource
Center cDNS chipjének alkalmazdsa szerepelt. Az Affymetrix Drosophila genechip 2
oligonukleotid microarray alaklmazésa jelentés anyagi terhet jelentet, melyet kilsé forrésbol
kellett fedezniink. Mindazonéltal a palyazati célok csak ezzel a munkatervtol vald eltéréssel voltak
megvalosithatok.

A teljes genom microarray eredmenyek ellendgrzese RNS in situ hibridizacio médszerrel

Az affymetrix microarray eredmenyeinkbél, 200 jel6lt gént valasztottunk ki, melyek in situ
RNS hibridizacids kisérleteit megkezdtik. A jobb dsszehasonlitas erdekeben Ugy dontéttink, hogy
az in situ hibridizaciohoz sziikséges génmintékat egységes modszerrel, PCR technikaval allitjuk



elé. Elhataroztuk, hogy a PCR amplifikaciét a DGRC altal hasznalt egységeses olvadaspontl
(55°C), génspecifikus primerpéarokkal hajtjuk végre. Ez lehetévé teszi szamunkra, hogy egyszerre
nagyszamu genmintat allitsunk el6. 26 db primerpart megszintetizaltattuk, majd genomi DNS-en
vegzett PCR reakciokban kiprobaltuk. 24 esetben egyetlen, megfelelé mereti PCR terméket
kaptunk. Eredményeink azt mutatjak, hogy ezzel a modszerrel az §sszes vizsgalni kivant génminta
eléallithato.

A PCR-rel eléallitott genmintak esetében ez megfelelé promaterrel ellatott vektorba valo klonozéast
igenyelne, ami tdmeges analizis esetén nagyon munkaigényes Ut. A PCR-rel eldallitott génmintak
random priminggal valo jeldlése kivihetd, de tapasztalataink alapjan az igy keszult probakkal
vegzett hibridizaciok aspecifikus hattere nagy, igy az ivarplazméban kis koncentracidban
lokalizalddo RNS-ek kimutatdsara csak kevesse alkalmas. Kidolgoztunk egy PCR alapl tdmeges
munkara alkalmas egyszalu jeldlt antiszensz DNS molekulak eléallitasara alkalmas modszert. A
maodszer 1ényege, hogy DGRC &ltal hasznalt primerek segitségével, dUTP nukleotid tartalma exon
specifikus génszakaszt amlifikdkunk. Ezt templatként hasznélva aszimmetrikus PCR eljarassal
egyszalu, Dig-dUTP jel6lt DNS szélat hozunk letre. A templatként hasznélt dUTP tartalmu szal
UDG enzimmel elbonthatd, igy az in situ hibridizaciot csak egy szalu, a kivant gén exonjara
specifikus, jelolt DNS-sel végezzik. Az Uj médszert az oskar génnel kiprobaltuk. Az oskar mRNS-
t a korabbiaknal kisebb aspecifikus hattérrel, sikerrel detektaltuk a poléaris plazméaban. A 200 jel6lt
génbdl in situ hibridizécidja folyamatban van.

A chip kisérletben azonositott 200 jel6ltb6l 42 gén expressziés mintdzata taldlhaté meg a
Drosophila Genom Program RNS is situ hybridizaciés adatbéazisaban illetve egyéb tudomanyos
kozleményekben. Az irodalmi adatok 30% ban tdmasztottdk ald a chip Kkisérletiinkben
tapasztaltakat.  Osszességében ez azt jelenti, hogy az Affymetrix Drosophila gene chip
kisérletinkb6l mintegy hatvan Uj ivarplazmaban lokalizalt RNS-féleséget varunk.

A munkatervtol vald eltérés: A chip analizis nyoman feltételezett ivarplazma lokalizéacidju
RNS-ek RNS in situ hibridizacidval tortén6 ellenérzése még jelenleg is tart. A késedelem oka
egyrészt a palyazati munkdk kezdetének, a Kkifizetés késésébol adddd, féléves késése volt.
Ugyancsak késedelmet okozott a jobb minéségti microarray technikéra vald atallas, valamint az (]
jeloléstechnika bevezetése, melyet az RNS in situ hibridizacié minésegének novelése érdekében
dolgoztunk ki. A késedelmet okozd technikai javitasok adataink minéségi javulasat hozték, igy a
palyazat sikeréhez elengedhetetlenek voltak. A hibridizécios kisérletek folytatasat egyéb forrashbol
finanszirozzuk, és 2008 els¢ félévében lezarjuk. gy a palyazat célkitizései maradéktalanul
megvalosulnak.

A bizonyitottan lokalizalt RNS-eket kddolo gének funkcionalis vizsgalata

Palyazati terviink a lokalizalt RNS-eket kodold gének funkcionalis vizsgalatat klasszikus
muténsoknak genetikai interakcion alapuld fenotipusos vizsgélataval tervezte. Kidolgoztunk egy
genetikai interakcios rendszert, amely harom ivarsejt fenotipusardl ismert gén (staufen oskar
tropomyosin) alléljaibdl épult fel. A harmas homozigota noéstények utodai  14%-ban
ivarsejthianyosak fenotipust mutattak. Ezen az érzékenyitett hattéren az ivarsejtek kialakul&sat
befolyasold gének alléljai mar heterozigéta formaban is mérhetéen megemelik az érzékenyitett
hattér fenotipus erdésségét. A microarray kiserleteinken azonositott, majd az RNS in situ



hibridizacival igazoltan ivarplazma lokalizacioju RNS-t  kodold6  gének  alléljait
mutansgyijteményekbol kivantuk beszerezni azokat az altalunk Kkifejlesztett érzékenyitett
genetikai hattéren megvizsgalni. Mig a klasszikus mutansgyijteményekben a genek mintegy
felére taldlunk mutans alléleket addig a kett6sszali RNS csendesités minden ismert gén esetében
megvalosithato, igy teljes genom szintii vizsgalatokra alkalmasabb eszkdznek bizonyul.

Beszereztink egy 14 500 gén egyenkénti csendesitésére alkalmas kettés szali RNS
gyajteményt, mely elemeit injektalassal illetve Gene gun technologidval korai embridkba
juttathatunk. Kontroll kisérleteinkben hatvan szazalékos tulélés mellett tébb mint nyolcvan
szdzalékos ivarsejthidnyos fenokopiat eértink el az ivarplazméban lokalizalt nanos RNS
csendesitesesre alkalmas kettés szali RNS Gene gun-nal torténé bejuttatdsaval. Az RNS
csendesites modszerével minden egyes gén szerepe vizsgalhatd a korai ivarsejtek kialkulasaban.
Gene gun technologia Drosophila petére torténé adaptalasaval teljesseé valt a teljes genom szinti
Reverz genetikai eljaras Drosophila ivarplazma lokalizlt RNS-ek azonositasara és funkcionélis
analizisére.

A munkatervtol valo eltérés: A munkaterv dsszeallitasdnak idején a funkciondlis vizsgalatok
Kivitelezéséhez még csak klasszikus mutansgyijteményekre szamithattunk, melyek csak a gének
felére tartalmaznak muténs alléleket. A palyazat beadasa utan kerultek kereskedelmi forgalomba
olyan kettés szald RNS gyijtemények, melyekkel azonban méar minden egyes gén analizise
levégezhet6. A microarray Kkisérlethez hasonléan a funkcionalis analizis esetében is az Uj,
magasabb minéségi, az eredeti tervtol eltéré eljaras adaptalasat valasztottuk. A kettés szald RNS
csendesités esetében ez az RNS preparatumok témeges bejuttatasara alkalmas BioRad gene gun
technoldgia Drosphila petékre torténd adaptéalasat tette sziiksegesse.

Ivarsejt funkcidval bird génnek részletes genetikai és fejlgdésbioldgiai jellemzése

A dMoezin RNS az ivarplazméban és az embriondlis ivarsejtekben feldusul. Korabban
megmutattuk (Jankovics és mtsai Curr Biol. 2002 10;12(23):2060-5), hogy a dMoesin mutaciok az
embrionalis ivarsejtek hidnyadhoz vezetnek. Az ivarsejthianyos fenotipus leirasakor fedeztik fel,
hogy a fixalt mintdkon az ivarsejtek egy részében a dMoesin az ivarsejtek magjaban is
megtalalhat6. Id6felbontasos mikroszkopiaval kimutattuk, hogy a magi lokalizacid sejtciklus
fliggo, a mitozis profazisanak kozepétol a magosztodas végeig figyelheté meg. A magi lokalizacio
dinamikajat FRAP (Flourescence Recovery After Photobleaching) analizissel, valamint a
szamitogépes feherjeanalizis nyoméan feltételezett nuklearis lokalizacios szignél eltvolitasaval
vizsgaltuk. Eredmeényeink szerint a magi lokalizacié a mitozis sordn fokozatosan megnyild
maghartyan keresztil passziv diffazidval tértenik meg. Konfokalis mikroszkopidval megmutattuk,
hogy a dMoesin fehérje a magban a magorsé anyagdhoz kotédik. A magorsohoz vald fizikai
kotodés jelentoségét aldtdmasztja, az a megfigyelésiink, hogy az dMoesin mutans alléljaink a
Klasszikus larvaagy preparatumokon a kromoszomaszétvalas hibait mutatjak. Kisérleteink nyoméan
a dMoesin fehérje G funkcitjara derilt fény. Az ivarsejthianyos fenotipust a hibas magorsokbol
adodo sejosztddasi hibdkra vezetjik vissza. Megfigyelésiink jelent6segét az adja, hogy nagy
valdszintiséggel a dMoesin magi funkcidja az emlésok ezrin, moesin es radixin fehérjebsl allé
ERM csaladjara is megfigyelhetok lesznek.

Az oskar RNS az ivarplazmaban legelsoként lokalizalt faktor, mely a polaris plazma
Osszeszerelodésének helyét kijeldli, majd az 0©sszeszerelodést iranyitja. Oskar mutansok



molekuléris vizsgélatakor bukkantunk egy RNS null és egy kevés RNS-t eredményezd, hipomorf
mutans valtozatra. Az Gjonnan azonositott RNS null és hipomorf allélek a peteképzédés zavarahoz
vezettek, mig a kordbban ismert oskar protein null mutacidk eép peteképzodés mellett az utodok
ivarsejthianyos fenotipusédhoz vezettek. Az RNS és protein null fenotipusok killénbdz6sége arra
utal, hogy az oskar RNS-nek transzlaciotol fuggetlen szerepe is lehet. A transzlaciot akadalyozo
hairpin-t fromal6 RNS szakasz, nonszensz és frame shift mutaciok egyittes alkalmazasaval
elééllitottunk egy oskar RNS véltozatot ami bizonyosan nem volt képes transzlalodni. Ezzel a
mutans RNS képes volt az RNS null mutéciok fenotipusat komplementalni. Ezzel bizonyitést
nyert, hogy az ivarplazma f6 RNS komponensének kettés biologiai funkcidja. Az oskar RNS
nemcsak az oskar fehérjét kddolja tehat hanem sajat RNS funkcidja is van.

Kiegészitg mingsitési eljaras iranti kérelem
Eredményeink egy részének kozlését késébb, 2 éven belll tervezziik, ezaton kerjik, hogy a

jelentésben foglaltak alapjan sziletett mindsitést az OTKA kiegeszité eljardsban késobb
modositsa, figyelembe véve a késébb megjelent kdzleményeinket.



