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Altalanos bevezetés és célkituzeés

A génmilkodés poszttranszkripcids szabdlyozasdnak egyik
fontos szintjét képviseli a szubcellularis mRNS lokalizacio, ami
rendkiviil hatdsos modja a génaktivitas korlatozasanak a sejt egy
iranyitasa egy sejtrészbe az egész €lovilagban altalanosan elterjedt
jelenség, hiszen az egysejtll ¢lesztoben €s a fejlett novenyi €s allati
szovetek legkiilonbozobb sejtjeiben egyarant eléfordul. Az mRNS-
ek szubcellularis lokalizalasa szamos eldnnyel jar a sejt
szempontjabol, hiszen a lokalizalt mRNS transzlalasa
gazdasagosan biztosithat magas fehérjekoncentraciot egy adott
sejtreszben. Az mRNS lokalizacid szerepét mar szadmos
¢ldlényben, a legkiilonb6zobb biologiai  jelenségek
szabalyozasaban kimutattak.

Az utobbi évtizedben a lokalizalt mRNS-ek felfedezése utan

a figyelem azoknak a folyamatoknak a feltarasara Osszpontosult,



amelyek az mRNS-ek lokalizacidjat iranyitjak. Bebizonyosodott,
hogy az mRNS-ek szallitasat a felhasznalasi helyiikre a sejtvaz-
rendszer végzi. Mivel az €10 sejtben a kiilonbozd sejtalkotok ¢€s
biologiai folyamatok Osszetett kolcsonhatasban allnak egymassal, a
sejtvaz befolyasolasaval szamos egyéb folyamat hat kozvetetten az
MRNS-ek lokalizalasara. Ilyen folyamat tobbek kozott a kiilonbozo
szignaltranszdukcios utak miikodése, vagy a lokalizalt mRNS-ek
aktivator rendszer jelenléte. A kiillonb6zd sejtekben megvaldsulo
mRNS lokalizacié vizsgélataval ezért a specialis fejlédésbiologiai
események feltarasan tal, alapvetd sejtbiologiai jelensegek
megismeresére is lehetdség nyilik.

Az mRNS lokalizicio vizsgalatara legalkalmasabb ¢és
leggyakrabban hasznalt rendszer a Drosophila melanogaster
(ecetmuslica) petesejtje és korai embridja. Ez egyrészt annak
koszonhetd, hogy szdmos hatékony eszkdz és modszer van a
birtokunkban, melyekkel az mRNS lokalizdci6 folyamata

megismerhetd. Masrészt, a Drosophila petesejtjét és embriojat



viszonylag nagy mérete és konnyll kezelhetdsége is kiilondsen
alkalmassa teszi az mRNS lokalizacio vizsgalatara.

A Drosophila zigoétajanak létrehozasahoz a him és a noi
ivarsejtek nem egyforma meértékben jarulnak hozzd. A petesejt
citoplazméja Orokiti azokat a tapanyagokat ¢és informacids
faktorokat is, amelyek nélkiilozhetetlenek az embrid normalis korai
egyedfejlodéséhez. Ezt a jelenséget anyai hatasnak nevezziik. A
pete citoplazmdjdban lokalizalt aszimmetrikus elhelyezkedésii
morfogén molekuldk hatarozzdk meg az embrid testtengelyeinek
morfogén fehérjék embrion belili helyhezkotott mitkodeése a
feherjeket kodolo6 mRNS-ek lokalizacigjaval és helyspecifikus
Iényegében a petesejttol szarmazik, az embrid polaritasat a petesejt
aszimmetridja hatdrozza meg. A peteérés soran a petesejtben
aszimmetrikusan elhelyezkedd morfogén mRNS-ek szabjak meg

tehat az embrid anterior-poszterior ¢€s dorzalis-ventralis



cr

elkiilontilést.

Az altalunk tanulmanyozott morfogén, az oskar (osk) mMRNS
¢s OSK fehérje a petesejt poszterior pdlusan lokalizalodik, és ott
egy rendkiviil specidlis citoplazmarészt, a polaris plazmat alakit ki.
A polaris plazmaban vannak jelen azok az mRNS-ek és fehérjek,
melyek a megtermékenyités utdn az embrid poszterior pdlusan a
potroh és az ivarsejtek kialakitasat iranyitjak. Munkank célja olyan
gének azonositasa volt, melyek a polaris plazma kialakulasat és
milkddését szabalyozzak, és ezaltal a Drosophila potrohanak és
ivarsejtjeinek kialakitasdban jatszanak szerepet. Mivel ennek a
folyamatnak kozponti 1épése az 0sk mMRNS lokalizacidja a petese;jt
poszterior polusara, igy a potroh ¢és az ivarsejtek kialakulasat
befolyasold geének azonositasaval lehetoségiink nyilik az mRNS
lokalizaciot iranyitd tényezOk megismerésére is. Mivel az mRNS
lokalizaci6 nem kizarolag a Drosophila sajatossaga, hanem az

egész ¢lovilagban elterjedt bioldgiai jelenség, az 0sk MRNS



lokalizaciojara hat6 gének tanulmédnyozasaval altalanos érvényli

ismereteket nyerhetiink mRNS lokalizacid szabalyozasat illetOen.

Alkalmazott modszerek

- Drosophila mutansok izolalasa (dominans genetikai interakcion
alapuldé mutédnsizolalas, géncsapda P-elemmel végrehajtott
mutansizolalas)

- mutaciok térképezése genetikai és molekuldris modszerekkel
(rekombinécids ¢és delécios térképezés, P-elem inszerciok
hatarol6 szekvenciainak meghatarozasa)

- mutaciok  genetikai  analizise  (homozigota  fenotipus
megallapitasa, komplementacio)

- mRNS in situ hibridizacio, immunfestés, [-Gal festes
petefészkeken

- 1in vivo GFP detektalas petekamrakon

- molekularis DNS-technikdk (genomikus DNS izolalas, inverz

PCR, RT-PCR)



Western analizis

Eredmények és kovetkeztetések

1. Tropomyosinll (Tmll) és osk gének alléljainak felhasznalasaval

létrehoztunk egy domindns genetikai interacion alapulo
mutansizolalasi rendszert, amit sikeresen alkalmaztunk a potroh
¢s az ivarsejtek kialakulasat befolydsolo gének azonositdsara.
Az autoszoOmakon ujonnan létrehozott EMS-indukalt mutaciok
kozott olyan mutaciokat kerestiink, melyek dominansan
megemelik az érz€kenyitett genetikai hattér okozta fenotipus
penetranciajat (E(To) mutaciok). Kisérletiinkben sikeriilt mar
ismert, a potroh €s az ivarsejtek kialakulasat befolyasolo gének
uj alléljait azonositani, ami modszeriink hasznalhatosagat
bizonyitja. A mar ismerteken kiviil sikeriilt a potroh ¢€s az
ivarsejtek kialakulasat befolyasold gének csoportjat (poszterior

csoport) tiz tovabbi génnel kiboviteniink.



2. Az E(To) mutaciokat rekombinaciosan  térképeztik,

megallapitottuk homozigota fenotipusukat.

. Elveégeztik az egyik, genetikai interakcio alapjan azonositott
gén, a Drosophila Rabll, részletes komplementacios ¢és
fenotipusos analizisét. Bemutattuk, hogy a Rabll mutans
petesejtekben az osk mRNS hibasan lokalizalodik, mig mas
morfogén molekuldk lokalizacidja illetve a petesejt és a
follikularis sejtek kozotti kommunikacié ép marad. In vivo
vizsgalattal megmutattuk, hogy a Rab11l mutansokban a petesejt
mikrotubulusvaza nem normadlis. Az eredmények alapjan a
Rabll-nek a potroh és az ivarsejtek kialakitasdban jatszott
szerepére modellt dolgoztunk ki, melynek lényege, hogy a
Rabll sziikséges az o0sk MRNS-t szallito polarizalt
mikrotubulusvaz helyes miikodéséhez.

. Géncsapda elven mikodé P-elemmel az X kromoszéman
mutagenezist hajtottunk  végre, mellyel ivarsejthianyos
fenotipusa alapjan izolaltuk a Drosophila moesin (Dmoe) gén

egy alléljat. Komplementacios analizissel a Dmoe gén tovabbi,



kiilonb6z6é erdsségli mutans alléljeit azonositottunk, melyeket
felhasznalva leirtuk a Dmoe mutdns fenotipust és részletesen
feltartuk a Dmoe petefejlddésben jatszott szerepét.

. Bizonyitottuk, hogy a Dmoe mutacioi a petekamrdkban nem
jarnak sem hibas mikrotubulus-szervezddéssel, sem sejtadhézios
hibakkal, a petesejtek aktinvaza azonban abnormalis. Igazoltuk,
hogy a Dmoe mutansokban az aktinvaz elvalik a sejthartyatol,
mellyel bizonyitottuk, hogy a Drosophila petesejtjében a Dmoe
a szubkortikalis aktinvaz €s a sejthartya 6sszekapcsolasat végzi.
. In situ hibridizaciéos ¢€és immunolokalizacios kisérletekkel
bemutattuk, hogy a Dmoe mutdnsok ivarsejthianyos
fenotipusanak oka a helytelen osk mRNS és OSK fehérje
lokalizacio. A Dmoe hatasa az 0sk mRNS és OSK fehérje
lokalizacidjara ivarsejtvonal-fiiggd, ¢s fiiggetlen a petesejt-
follikularis sejt kommunikacidtol. Megmutattuk, hogy a Dmoe a
mikrotubulusoktol fliggetlentil, az aktinvaz befolyasolasaval hat

az osk géntermékek lokalizaciojara.

10



7. Megmutattuk, hogy a Dmoe mutansokban 0sk mRNS és OSK
fehérje poszterior polusra torténd szallitasa normalis, az 0SK
géntermékek azonban nem rogziilnek a poszterior pdluson.

8. Bebizonyitottuk, hogy az osk mRNS ¢és fehérje rogzitését a
poszterior poluson az aktinvaz végzi. A Dmoe potroh ¢€s az
ivarsejtek kialakitasdban jatszott szerepére modellt dolgoztunk
ki, melynek Iényege, hogy a Dmoe az aktin-sejtmembran
kapcsolat stabilizdlasaval lehetévé teszi az osk mRNS-t és OSK
feheérjét a poszterior poluson rogzitd komplex helyes
mikddését. A Dmoe mutansban az 0osk mRNS és az OSK
fehérje rogziteésének hibajat a poszterior poluson az aktinvaz
abnormalitasa erdményezi.

9. Dmoe mutans petesejtek felhasznalasaval leirtunk az o0sk
géntermékeknek egy 1y tipust delokalizacids fenotipusat, ahol
az osk mRNS és az OSK fehérje a petesejt lateralis kérgi részén
lokalizalodott. Ez a megfigyelésiink arra utal, hogy az o0sk
gentermekek lokalizaciojanak a helyét a poszterior poéluson nem

az aktinvdz, hanem a polarizalt a mikrotubulusvaz hatarozza
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meg, azaltal, hogy az osk mMRNS-t a petesejt meghatarozott
helyére szallitja. A helyspecifikus transzlacié utan a poszterior
poluson a keletkez6 OSK fehérje rogziil a kozeli aktinvazon.
10.Megmutattuk, hogy a Dmoe mutans petekamrakban tovabbi
aktinfiiggd folyamatok - a bordersejtek mozgasa ¢és a
gylrlicsatorndk kapcsoloddsa a sejtmembranhoz - zavart

szenved.
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SUMMARY

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

| describe the mutageneric screens and the detailed analysis of two
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new members - Rabll and Dmoesin - of the group of genes

involved osk mRNA localisation (posterior group).
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