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1. BEVEZETES

A magasabbrendU élélények tobbsége ivarosan szaporodik. Az utédok a ndi és
a him ivarsejtek 6sszeolvadasabol keletkezé egyetlen sejtbdl, a zigétabdl fejlédnek
ki. Az ivarsejteknek, hogy 6rokité funkcidjukat betdltsék, megfeleld szerkezetleknek
kell lenniok és tartalmazniuk kell mindazokat az Osszetevoket, (épitéelemeket,
tapanyagot, genetikai informaciét) melyek az utdéd fejlddésének megindulasahoz
szUkségesek. Az Orékséghez a him és a néi ivarsejtek nem egyforman jarulnak
hozza. A spermiumok a haploid genomon kivul rendszerint csak a centroszomat
orokitik az utodokra. A zigota sejtszerkezete lényegében a petesejttél ered, igy az
egyedfejlédés meginduldsa jorészt a petesejtek felkészitésén mulik. Az utodok
életének indulasara az anyak nagyobb hatassal vannak mint az apak. Ezt a
jelenséget szokas anyai hatasnak nevezni.

Miben all a petesejt felkészitése? Milyen szerkezeti, tapanyag és informaciés
molekulakat kell a nédsténynek a petesejten keresztul a zigétanak atadni, hogy beldle
Uj egyed keletkezhessen? A feltett kérdéseket a ,genetikai boncolas” modszerével is
megvalaszolhatjuk: mutaciokkal azonosithatjuk azokat a géneket, melyek az
ivarsejtek felkészitéséért felelések. A mutans fenotipusbdl kovetkeztetink a
vadtipusu gének funkcidjara. A petesejtek felkészitésében résztvevd, anyai hatasu
génekben bekdvetkezé mutaciok funkcioképtelen néi ivarsejteket, veégeredményben
steril néstényeket eredményeznek. A szaporodas elemeit genetikai médszerekkel, a
ndstények sterilitasat okozo un. nésténysteril mutaciokkal azonosithatjuk.

A szakirodalom a steril mutaciokat két nevezéktani csoportba osztja. Steril
mutaciokrol beszélunk, ha a fenotipus a petesejtképz6édés folyaman nyilvanul meg,

aminek kdvetkeztében a vadtipustol eltéré szerkezet( petesejtek keletkeznek, vagy
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egyaltalan nem képz&dnek ivarsejtek. Anyai hatasu letalis mutacidknak hivjuk azokat
a mutaciokat, amelyek a petesejtek szerkezetében lathatd valtozasokat nem
okoznak, de a petesejtbél képz6dd zigotaban az embriogenezis el sem indul, vagy

kéros formaban jatszodik le.
1.2. Célkitiizés

A dolgozatom alapjat képezé munka célja a muslica, Drosophila melanogaster
szaporodasanak genetikai boncolasa dominans ndsténysteril (Fs) mutaciokkal.
Dolgozatom egy dominans nésténysteril mutaciokbol allé mutansgydjtemény leirasa.
Bemutatom a mutaciok izolalasahoz, a fenotipus leirasahoz, a térképezéséhez, a
fokusz ~meghatarozasahoz, a mutansok komplementaciéjahoz alkalmazott
modszereket, és a gyUjtott eredményeket. Bemutatom egy Fs mutaciokkal

azonositott gén részletes genetikai jellemzését.

1.3. Miért muslican végeztiik kisérleteinket?

A muslica a genetikai kutatasok kozismerten halas kisérleti alanya. Valodi
soksejtes él6lény létére genomja az éleszté genomjaval 6sszemérhetd méretl és
mindéssze négy kromoszémara tagolodik. Politén szdveteib8l oriaskromoszoma
preparatumokat készithetink, amely nagyfelbontasu citologiai térképezést tesz
lehetévé. Generaciés ideje mindGéssze tiz nap. A muslica szapora, olcsé és
baratsagos. A szazadel6 ota Osszegyllt genetikai és fejlédésbiologiai ismeretek
megbizhatd hatteret adnak az Uj eredmények értelmezéséhez. Kicsi genomja,

kénnyl genetikai kezelése nagyléptékl genetikai kisérleteket tesz lehetéve, pl.



reménnyel lehet teliteni a genomot egy bizonyos mutansféleséggel, igy genetikai
boncolassal egy adott életfolyamatnak akar 6sszes genetikai eleme azonosithato.

A muslica az anyai hatas vizsgalatara is kitind kisérleti alany. A néstények
nagyszamu, naponta testtémgg({lir]ek megfeleld mennyiség_fj petét raknak. A
petefészek mikddése és a benne fejl6dd petekezdemények szerkezete jol ismert. Az
anyai testen kival fejlédé embriok megdfigyelése egyszerld. A vadtipusu
embriogenezis részletezo fejlédésbioldgiai leirasa rendelkezésre all. A muslica pete

fejlédésének és korai embriogenezisének leirasat a fuggelékben talalja a kedves

olvaso.

1.4. Miért dominans nésténysteril mutacidokat izolaltunk?

A muslica peteképzésben ill. a korai egyedfejlédés anyai hatasu iranyitasaban
résztvevd gének tulnyomo tébbsége a testi és az ivarsejtekben egyarant kifejezédik.
Ezen gének kétféle fejlédésbioldgiai szerepét kétféle, steril és letalis fenotipusu
alléljai mutatjak meg. Altalaban egy gén teljes biolégiai szerepkérét tébb allélbol all6
allélsor izoladlasa és jellemzése adja meg. A dominans, funkcionyeréses allélok
elénye a recessziv, funkcidévesztésesekkel szemben az, hogy segitségukkel a gén
jellemzéséhez szikséges allélsor a fenotipusos reverzio modszerével konnyebben
eléallithato (2.4. fejezet).

Egy dominans nésténysterii (Fs) mutaci6 nemcsak egyetlen gén
szaporodasban bet6ltott szerepét tisztazhatja. Az Fs mutacidkat az ivarsejtképzés
szelektiv markermutaciéjaként is hasznalhatjuk. Az Fs-technika segitségével,
rontgensugarzas indukalt mitotikus rekombinacioval letalis mutacidkra (m)

homozigota ivarsejteket allithatunk elé ugy, hogy a ndstények testének nagyrésze



heterozigota a letalis és az Fs mutacidkra. Ha egy ilyen genetikai mozaik nésténytél
utéd szarmazik az csak a letalis mutaciora homozigéta, és egyben Fs mentes
ivarsejt kezdeménytdl eredhet. Ez azt jelenti, hogy a kérdéses letalis mutaciénak
nincsen hatasa a peteképzddés folyamatara. Ha a vizsgalt mutaci6 homozigéta
formaban a petekezdemény fejlédését megakadalyozza az Fs/m heterozigéta
nésténynek besugarzas utan sem lesz utédja. (17. oldal 4. abra, Wieschaus 1980,
Perrimon és Gans 1983, Perrimon 1984). Az Fs technikat ezidaig megfeleld
mutaciok hianyaban csak az els® kromoszéman, és a masodik kromoszéma jobb
karjan lokalizalt gének esetében alkalmazhattak.

Dominans ndsténysteril mutansokat célzottan, a varhaté elényék ellenére sem
izolaltak. A kulénb6z6 célu mutansizolalasi kisérletekben felbukkand Fs allélokat az

1. tablazatban foglaltam 6ssze.

1. tdblazat. A korabban is ismert Fs |6kuszok felsorolasa.

A GEN NEVE AZ Fs MUTACIOROL TUDOSITO DOLGOZAT

Fs(2)D Yarger és King (1971)

dorsal Nusslein-Volhard (1979)

Dicephalic Lohs-Schardin (1982)

ovo Komitopoulou és mtsai (1983)

Toll Anderson és Nusslein-Volhard (1985)
easter Anderson és Nusslein-Volhard (1986)
Bicaudal® Mohler és Wieschaus (1986)
Bicaudal® Wharton és Struhl (1989)



A tablazatban fe!sorolt allélokon kival Taska és Suzuki (1972)
hémérsékletérzék‘eny letlalis mutaciok izolalasa kézben tizenegy Fs mutaciot
azonositott, amelyeket sem akkor, sem késébb nem jellemeztek. Jurgens és mtsai.
(1984) eés Nusslein-Volhard és mtsai (1984) recessziv, embridletalis mutaciokat
izolaltak. Kisérleteik hérom) harmadik kromoszémas Fs allélt és harmincegy, nem
teljes penetranciéju:nl)ésodik kromoszomas| dominans nd&sténysteril mutaciét is

A

eredményezett, amelyeket szintén nem jellemeztek.
1.5. Muslica recessziv nésténysteril mutansgyijtemények

A szorvanyosan felbukkand steril mutaciokrol tudositdo kézlemények korat
Aimee Hayes Bakken recessziv ndsténysteril mutacidk (fs) izolalasardl szold
dolgozata zarta le (Bakken 1973). Ezutan tébb fs mutansgyCjteményt publikaltak:
Rice 1973, Gans és mtsai 1975, Mohler 1977, Schipbach és Wieschaus 1989,
1991. A mutansgydjteményekben dsszesen mintegy haromszaz steril allél szerepel.
Az extenziv mutagenezis kisérletek alapjan a recessziv nésténysteril fenotipusuva
mutaltathatd gének szamat a muslica 6sszes génjeinek tiz szazalékara becsulik
(Mahowald és mtsai 1984). Ez azonban nem jelenti azt, hogy a muslica minden
tizedik génje kizardlag a pete képzését iranyitana. Az fs fenotipusuva mutaltathatéd
gének tulnyomo6 tébbsége a testi sejtekben is expresszalédik, amorf, alléljaik
letalisak, a részleges funkciovesztéssel jaré, hipomorf alléljaik, vagy a
funkcionyeréses alléljaik steril fenotipustiak (Garcia-Bellido és Robbins 1983,
Perrimon és mtsai 1989). A testi és az ivarsejtekben egyarant expresszalédo gének
esetében a steril fenotipust specidlis, ezért ritkdbban bekévetkezd mutacios

esemény okozza. Az fs mutansgyljteményekben a hipomorf letalis allélokkal
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azonositott géneket legtdbbszér kevés vagy csak egyetlen allél képviseli (Perrimon
és mtsai 1986b, Schupbach és Wieschaus 1989). Az ivarsejtspecifikus genek,
amelyek amorf alléljai n&sténysteril fenotipust okoznak rendszerint tébb alléllal
képviseltetik magukat az fs mutansgyUjteményekben. Az un. valédi steril mutaciok
szamat a muslica gének egy szazalékara becsulik.

A ndésténysteril mutaciok segitségévél nem egy altalanos fejlédésbioldgiai
kérdés boncolasa valt lehetévé. A muslica steril mutacidkkal azonositott génjeinek
vizsgalata vezetett el oda, hogy a korabban elméleti uton megjosolt morfogenetikai
gradiensek meglétét mara kisérletesen bizonyitottak, molekularis moédszerekkel |
lathatéva tették (Driever és Nusslein-Volhard 1988a). A mutansgydjteményekben
leirt nagyszamu allél vizsgalata nyoman részletes, és vilagos kép alakult ki az anyai
hatés jelent6ségérél. A peteképzbdés és a korai embriogenezis genetikai boncolasa
tébb kisérleti rendszert kinal a sejtkommunikacié egyedfejlédést iranyitd szerpenek

vizsgalatahoz (Id. a fuggeléket is).
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2. ANYAGOK, MODSZEREK

2.1.1. A Dominans nésténysteril mutacidk izolalasa

A dominans nosténysteril (Fs) allélokat EMS-sel (etil-metan-szulfonattal)
indukaltuk a kévetkezd letalis mutacioktél mentes un. izogén masodik és harmadik
kromoszémakon: Oregon-R és Canton-S vadtipusu valamint a It bw, a red e és az
mwh e recessziv markermutacidkkal jel6lt kromoszémakon. A dolgozatban szerepl6
genetikai szimbolumok jelentését a fluggelék tartalmazza. Az izogén tdrzsekbdl
egy-két napos himeket gydijtéttink. A himek nyolc 6ran at olyan oldattal
taplalkozhattak, amely 1% glukozt és mutagénként 25mM EMS-t tartalmazott (Lewis
és Bacher 1968). A mutagenizalt himeket SM5 ill. TM3, Sb Ser balanszer
kromoszomat hordozo6 néstényekkel paroztattuk. A mutagenizalt himeket harom nap
mulva eltavolitottuk, hogy csak az érett spermiumoktdl szarmazzanak utédok, vagyis
egy mutacids eseményt csak egy utéd reprezentaljon. A kikelé SM5 ill. TM3, Sb Ser

heterozigéta himek mindegyike egy-egy mutagenizalt masodik, illetve harmadik
kromoszomat hordoz. A himeket egyenként kereszteztik a masodik kromoszémas
kisérletekben CyO/In(2LR)Pm, a harmadik kromoszémasakban TM3, Ser/Sb
néstényekkel.

Mivel az SM5/CyO, az SM5/In(2LR)Pm, a TM3, Sb Ser/TM3, Ser és a TM3, Sb
Ser/Sb kombinéacidk életképtelenek, a kovetkez6 generacidban csak a mutagenizalt

kromoszémakra heterozigéta néstények és himek fejlédnek ki (1. abra).
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Be It bw Cxd mwh e
X X
SM5 It bw TM3, Sb Ser mwh e
In(2LR)Pm \ It bw Sb \ mwh e
X X
CyoO SM5 TM3, Ser TM3, Sb Ser
It bw /N It bw mwh e Z\ mwh e
X X
In(2LR)Pm Cy O Sb TM3, Ser
l 7 | |
Steril? Steril?

1. dbra. A: a masodik, B: a harmadik kromoszémas Fs mutéaciok izolalasahoz hasznalt keresztezési
sémak.

Az utodokat friss taptalajra helyeztik, azaz inter se kereszteztuk, és figyelttk

lesznek-e utédaik. A steril néstényeket tartalmazo fiolakbdl CyO ill. TM3, Ser
himeket gy(jtéttink, és Cy Roi/Bc, Gla ill. TM3, Sb Ser/CxD, két-két

balanszerkromoszémat hordozé néstényekkel kereszteztik ©ket. Miutan az Fs
fenotipust megeré&sitettik, térzseket alapitottunk a 7(7,2)OR64, a T(1,2)BLD, és a

T(1,3)OR60 him letalis és steril transzlokaciok segitségével (2 és 3. abra).

Szul6k T(1,2)BLD/T(1,2)OR64 Fs/T(1.2)BLD
Utédok N&stények Himek
Fs/T(1.2)BLD ELETKEPTELEN FERTILIS
Fs/T(1,2)OR64 ELETKEPTELEN ELETKEPTELEN
T(1,2)BLD/T(1,2)OR64 FERTILIS ELETKEPTELEN
T(1,2)BLD/T(1,2)BLD ELETKEPTELEN ELETKEPTELEN

2. abra A masodik kromoszémas Fs mutéaciok fenntartdsa (Yarger és King 1971).
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Sziilék T(1,3)OR64/TM3, Sb Ser Fs/TM3,Sb Ser
Utodok N&stények Himek
Fs/TM3,Sb Ser STERIL FERTILIS
Fs/T(1,3)OR64 STERIL STERIL
T(1,3)OR64/TM3, Sb Ser FERTILIS STERIL
TM3,Sb Ser/TM3,Sb Ser ELETKEPTELEN ELETKEPTELEN

3. dbra. A harmadik kromoszémas Fs mutéaciok 6nfenntarté rendszere.

2.1.2. A mutagenezis hatékonysaga

Az EMS kezelés a mutagenizalt kromoszémakon recesziv letalis mutaciokat is
indukalhat. A mutagenezis hatékonysagat az indukalt Fs és recessziv letalis
mutaciok gyakorisagaval jellemeztiuk. A letalis mutaciok indukcidjanak gyakorisagat
a kovetkez6 modon hataroztuk meg. A mutagenizalt himek Oregon-R/Bc, Gla és
mwh e/CxD genotipusu him utédait egyenként Bc, Gla/Cy, Roi ill. CXD/TM3, Sb Ser
un. kettésbalanszeres néstényekkel kereszteztik. A kévetkezd generaciot inter se
kereszteztuk, és figyeltik lesznek-e a mutagenizalt kromoszomakra homozigéta
utédok. A homozigéta utédok hianya ujonnan indukalt recessziv letalis mutaciot

jelez. Meghataroztuk a recessziv letalis mutacidkat hordozé és nem hordozé

EMS-kezelt kromoszomak aranyat.
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2.2. A mutans fenotipusok vizsgalata

A mutans fenotipusokat a kovetkezé médon hataroztuk meg: Fs/+ heterozigéta
néstényeket vadtipusu himekkel paroztattuk, majd petéket gydjtéttink téluk. A
petéket a taptalaj feltletérdl lemostuk, és finom acélhaldébdl készilt kosarkakba
gy(jtéttuk. Ezutan a kosarkakat a kulonféle moso, fixalo és festd oldatokba
meritetttk. A mutans fenotipus jellemzéséhez haromféle eljarassal készitettink
preparatumot. A moddszereket Wieschaus és Nusslein-Volhard (1986) irta le

részletesen.

2.2.1. A petealakot befolyasolé mutans ndstények petéit detergens oldattal
(10%-o0s SDS natrium dodecil-szulfat oldattal) mostuk, majd egy éran at 60°C-os
hémérsékletli ecetsav:glicerin 1:1 aranyl keverékében fixaltuk. A petéket
targylemezre cseppentett Hoyer-féle médiumba helyeztik, lefedtik és egy napig
60°C-os hémérsékleten tartottuk. A preparatumokat soététlatoteri mikroszkoppal

vizsgaltuk.

2.2.2. A , korai” embridletalis utéodokat eredményezé mutans néstények petéi,
melyekben nem képzddik larvalis kutikula, Handke-Kociok és Liebrich (1986)
modszerével vizsgalhatok. A petéket Ringer oldattal mostuk, majd a kériont, a pete
kulsd burkolé rétegét NaOCI (hypo) oldattal eltavolitottuk. A dekorionizalt petéket két
percre heptanba meritettik, hogy a vitellin membrant a festékmolekulak szamara
atjarhatova tegyuk. A petéket friss metanol:ecetsav 3:1 aranyu keverékében fixaltuk

fél oraig szobah&mérsékleten, majd 7,4 pH-ju 0,18 M-os Na foszfatpufferrel mostuk,
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végul 105g/ml DAPI (diamino-fenil-indol) oldattal festettik. A DAPI egy
DNS-hezké6tédd fluoreszcens festék. A DAPI-val festett petéket puffercseppben

fedtuk le, és fluoreszcens mikroszkdpban vizsgaltuk.

2.2.3. A ,késéi” embridletalis utédokat eredményezé mutans ndéstények
petéiben larvalis kutikula képzédik. A kutikulapreparatumokat a kévetkez6 médon
készitettik. A petéket Ringer oldattal mostuk, NaOCI oldattal eltavolitottuk a kériont,
és Ujra Ringer oldattal mostuk. A petéket Hoyer-féle médium:tejsav 1:1 aranyu
keverékében targylemezen lefedtiuk, majd egy napig 60°C-on deritettik. Az
Uvegszer(ien atlatszéva valt embriok kutikulajat faziskontraszt mikroszképban, vagy

sotétlatoter elrendezésben vizsgaltuk (Wieschaus és Nusslein-Volhard 1986).

2.3. Térképezés

A dominans ndsténysteril mutaciét hordozé néstényeknek nincsenek utdédaik. A
Drosophila melanogaster himek ivarsejtieiben nem jatszodik le meiotikus
rekombinacio, amiért az Fs mutaciék hagyomanyosan nem térképezheték. Az Fs
mutacidink tébbségét rontgensugarzassal indukalt mitotikus rekombinacioval

térképeztik. Négy médszert alkalmaztunk:

2.3.1. Mitotikus rekombinacioé néstény ésivarsejtekben

Fs(2)/al nub It stw sca sp, Fs(2)/al dp b pr c px sp és Fs(3)/ru h th st cu sr e ca

transzheterozigota néstényeket sugaraztunk be 1500 R (1000 R/perc, 150 kV O,5

mm Al sz(rdé) dozisu réntgensugarzassal. A sugarzas kovetkeztében a néstények
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6sivarsejtjeiben mitotikus rekombinacio jatszdédhat le (Wieschaus és Szabad 1979).
Az Fs mutaciotol proximalisan lejatszodoé mitotikus rekombinacio az Fs allél és a
markermutaciok rekombinacidjat eredményezi. A rekombinacié Fs allél mentes, Fs*
leanysejtet eredményezhet, mikézben ugyanez a sejt az Fs mutaciétdl disztalisan

elhelyezked6 markermutaciokra homozigétava valik (4. abra).

Osivarseit

Mitotikus rekombinacié

*
4. dbra. Az Fs allél és a centromeron kozétti mitotikus rekombinacié Fs mentes lednysejtet eredményezhet.

Az Fs alléltél ,megszabadult” ivarsejt ép petekezdeménnyé, majd utdédda fejlédhet.
Az utédok genotipusat a megfelel6 térképezd kromoszémaval torténd teszteld
keresztezéssel hataroztuk meg.

Az Fs mentes klon-indukcid gyakorisagat meghatarozandd, a sugarkezelt
néstényeket tizes csoportokban 24 napon keresztul petéztettik. Figyeltik, hogy
hanyadik napon szarmazott t6luk az elsé életképes pete. A 24. nap elteltével
megszamlaltuk az életben maradt néstényeket. A tulélé ndéstények aranyaval
jellemeztuk Fs mutaciot hordozo néstények életképességét.

A rekombinacié adatait a kovetkezé logika szerint értékeltuk: az Fs*

homozigo6ta &sivarsejtek koételez6en homozigdtak az Fs mutaciotol disztalisan 1évé
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markermutaciokra. Vagyis, a tesztel6 keresztezésben csak az Fs mutaciotol
proximalisan elhelyezked® markermutaciok vad alléljai jelenhetnek meg. Nagyszamu
utod fenotipusanak vizsgalataval meghatarozhatjuk, hogy melyik az Fs mutaciéhoz
legkézelebb fekvé proximalis markermutacid (Busson és mtsai 1983, Erdélyi és
Szabad 1989). Megjegyezzik, hogy a fenti gondolatmenet csak akkor alkalmazhat6

ha az Fs mutacio az 6sivarsejtek funkcidjat befolyasolja.

2.3.2. Nem teljes penetranciaju dominans ndsténysteril mutaciok térképezése

Nyolc Fs(3) mutacié penetrancidgja a ru h th st cu sr e ca térképezd
kromoszémaval transzheterozigéta allapotban nem érte el a szaz szazalékot, t6luk
ritkan utédok szarmaztak. A nyolc Fs(3)mutacié térképhelyzetét a hagyomanyos

meiotikus térképezéssel hataroztuk meg.

2.3.3. Mitotikus rekombinacié him &sivarsejtekben

Fs(2)/al dp b pr c px spill. Fs(3)/ru h th st cu sr e ca transzheterozigdta himeket
sugaraztunk be O-4 éraval a babozddas utan 1500 R (1000 R/perc, 150 kV, 0,5
mm Al sz(rd) doézisu rontgensugarzassal. A fiatal babok heréiben nagyszamd,
meiotikus osztddasok el6tt alld, elsédleges spermatocita van (Bodenstein 1950,
Lindsley és Tokuyasu 1980). A spermatocitdk néhany szazalékaban a sugarzas
mitotikus rekombinaciot indukalhat (Anderson és mtsai 1985). A kezelt himeket a
megfelel6 térképezd kromoszémara homozigéta ndéstényekkel kereszteztik. A

rekombinans utdd néstények fertilitasat teszteltuk.
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2.3.4. A testi sejtek funkcidjat befolyasolé dominans nésténysteril mutaciok

térképezése.

Négy Fs mutacié esetében a sterilitas a testi sejtek megvaltozott funkcidjanak
kévetkezménye. A testi sejt fuggd Fs mutaciok térképezéséhez ivarsejtkimérakat
allitottunk el6 (2.6.1 fejezet). A kimérak, amelyeknek testi sejtjeik épek voltak és
ivarsejtjeik a négy testi sejt figgd Fs mutacio valamelyikét hordoztak fertilisek voltak,
a meiotikus rekombinacids térképezés lehetévé valt. Az Fs allélokat tesztel6
keresztezéssel térképeztuk. Ugra/al dp b pr c px sp, Etre/cn bw sp, Apc/ru h th st cu
sr e ca és Ava/ru h th st cu sr e ca sarki sejteket Ultettunk at vad fenotipusu
embriokba. A kiméra ndstényeket a megfeleld térképezé kromoszdémat hordozéd

himekkel paroztattuk, majd a rekombinans néstény utodok fertilitasat teszteltik.

2.4. A dominans nésténysteril allélok fenotipusos reverzidja

A funkcionyeréses tipusu Fs allélok masodik mutagenezisben funkciovesztéses
allélokka alakithatok. A reverzid kévetkezménye a dominans sterilitas elvesztése.
Kulonb6zé mutagén agensekkel kezeltik az Fs mutansokat, és szelektaltunk a

fertilis allélokra, a revertansokra (FsF).

2.4.1. Fenotipusos reverzi6 rontgensugarzas és EMS hatasara

Fs(2)/SM5 ill. Fs(3)/TM3, Sb Ser himeket sugaraztunk be 4000 R (1000

R/perc, 150 kV, 0,5 mm Al sz(iré) dézisu rontgensugarzassal, vagy kezeltuk
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25 mM-os EMS oldattal az 2.1.1. fejezetben leirtak szerint. A mutagenizalt himeket
CyO/In(2LR)Pm ill. TM3, Ser/TM1, Me sbd? balanszer kromoszémakra
transz-heterozigéta ndéstényekkel paroztattuk. Az SM5/CyO, SM5/In(2LR)Pm, és
T™M3, Sb Ser/TM3, Ser, TM3, Sb/TM1, Me sbd? balanszerkombinaciok
életképtelenek A fenti keresztezésekbdl szarmazé utédok mindegyike hordozza a
mutagenizalt Fs kromoszémat. Az Fs revertans mutaciokra heterozigéta néstények
kivételével minden ndéstény steril. Az utddokat friss taptalajra helyeztik, a fertilis
néstények utédaibol a Cy, Roi ill. a TM3, Sb Ser kromoszdmakkal kiegyensulyozott

torzseket alapitottunk.

2.4.2. Fenotipusos reverzio transzpozon inszerciéval

Fs(3)Laborc'”e/TM3 Sb Ser himeket kereszteztink TM3, Sb Ser/Gl genotipusu,
kb. 6tven transzpozont, az un. ,P” elemet tartalmazo néstényekkel (Bingham és
mtsai 1981). Az utédok kozul az Fs(3)Laborc's/TM3, Sb Ser himeket kivalogattuk,
és ujra a ,P” elemeket tartalmazé TM3, Sb Ser/Gl néstényekhez kereszteztuk 6ket.
Az eljarast még kétszer megismételtik, hogy olyan Fs(3)Laborc’’e/Tm3, Sb Ser
P-tipusi himekhez jussunk, amelyek minél tobb "P"elemet hordoznak. A P-tipusu
himeket TM3,Sb Ser/CxD genotipusu, M-tipusu, néstényekkel paroztattuk, amelyek
nem hordoztak ,P” elemeket. Az M-tipusu néstény X P-tipusu him keresztezési irany
(transzpozon hordozoé him, transzpozon mentes néstény) mobilizalja a ,P” elemeket,
un. diszgenikus utddok jonnek létre, amelyek Osivarsejtieiben a ,P” elem inszerciok
mutacidkat okozhatnak (Engels 1983).

A mutagenizalt Fs(3)Laborc’’/TM3, Sb Ser néstények &sivarsejtjeinek egy

részében a dominans nésténysteril allél revertalédhatott, bel6luk utod szarmazhatott
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A mutagenizalt néstényeket ,P” elem mentes TM3, Sb Ser/CxD transzheterozigéta
himekel kereszteztik, majd figyeltik, hogy lesznek-e utdédaik. A néstény utddokat
ujra és ujra TM3, Sb Ser/CxD genotipusu himekkel keresztezve revertans vonalakat
alapitottunk. A fenti keresztezési irany (transzpozon mentes him, transzpozonokat
tartalmazé néstény) gatolja a ,P” elem ugrast, ennek segitségével stabilizalhattuk a

reverziot okozo ,P” elem inszerciot a Laborc I6kuszban (Good és Hickley 1987).

2.4.3. A transzpozon inszercio reverzidja

Annak igazolasara, hogy a Laborc ,P” elemmel indukalt revertans (Laborc'7°RF)
mutacié valdban P’ elem inszerci6 hatasara j6tt létre, az Fs(3)Laborc’RP
feltételezett inszerciés allélt ujra ,P” elem aktivald genetikai kérnyezetbe vittik. Ha
az Fs reverzié oka ,P” elem inszercio volt, ugy a ,P” elem elugrasa az eredeti Fs
fenotipus visszaallasat eredményezheti.

Fs(3)Laborc’™RF/TM3, Sb Ser n&stényeket gyuUjtoéttunk, és a kb. étven ,P”
elemet tartalmazé TM3, Sb Ser/GI himekkel paroztattuk 6ket. Ez a keresztezési irany
mobilizalta a ,P" elemeket az utdédok Osivarsejtjeiben, igy mobilizalta a Laborc
|6kuszban Ul6t is (Id. még a 2.4.2. fejezetet is). Az Fs(3)Laborc'”eRF/ TM3, Sb Ser him
utédok a kémiai mutagenezisben bemutatott séma (1. abra) mutagenizalt himjeinek
felelinek meg. A P’ elem tavozasa a Laborc |6kuszbol az eredeti dominans
noésténysteril fenotipus visszadllasat eredményezheti. A keresztezésbdl Fs
kromoszémakat hordozé egyedeket gyUjtéttlink, majd azt vizsgaltuk hogy mutatjak-e
az Fs fenotipust, vagyis ugy jartunk el mint ahogy az 2.1.1. fejezetben leirt, harmadik

kromoszomas Fs izolalasi kisérletek esetében
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2.5. Komplementacio

A revertans allélokkal komplementacios analizist végeztunk, hogy
megallapitsuk a 75 Fs mutacid hany lokuszt reprezental. Komplementacios
analizissel hataroztuk meg azt is, hogy az Fs mutaciok kézo6tt vannak-e olyanok,
amelyek korabban ismert fs mutaciokkal allélikusak. A komplementacios analizist
csak azokkal az FsR allélokkal végeztik el, amelyeknek dominans ,8sei” azonos
fenotipus csoportba tartoznak. Az Fs mutacioknak kb. felét a ,korai’, masik felét a
,késo6i” fenotipus csoportba soroltuk (3.2. fejezet).

Kulénb6zd Fs(2)R/Cy, Roi ill. Fs(3)R/TM3, Sb Ser térzsekbél szarmazo
egyedeket kereszteztiink egymassal. A kdvetkezd generacioban figyeltik lesznek-e
az utddok kozott olyanok, amelyek nem hordozzak a balanszer kromoszémakat. Az
életképes revertans transzheterozigota kombinaciok fertilitdsat teszteltik. Az
életképes, de steril és az életképtelen allélparokat nem komplementaloknak,

allélikusaknak tekintettuk.
2.6. Ivarsejt- és petefészekkimérak

A néstények fertilitasa a testi és ivarsejtek ©sszehangolt mikodésének
eredménye (King 1970). Azt eldéntendd, hogy a mutans fenotipus a testi, vagy az
6sivarsejtek (vagy mindkettd) megvaltozott mikodésének a kévetkezménye, mutans
Gsivarsejteket Ultettlink at ép testi sejteket hordozé embroékba, un. ivarsejt kimérakat
allitottunk el6. Amennyiben a mutans fenotipus kialakulasaért a testi sejtek voltak a

felelések, petefészek kimérakat is konstrualtunk, olyan kimérakat amelyeket mutans
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petefészek és vad fenotipusu testi sejtek ill. mutans testi sejtek és vad fenotipusu
petefészkek alkottak, majd meghataroztuk, hogy a mutacidk fokusza a

petefészekben vagy azon kivul van-e.

2.6.1. lvarsejtkimérak

Az ivarsejtkimérakat sarki sejtek (embriondlis ivarsejtek) attltetésével hoztuk
Iétre (Lehmann és Nusslein-Volhard 1986). A donor embriok az al dp b pr ¢ px sp
markermutacidkra homozigéta néstények és Fs(2)/Cy, Roi himek ill. a ru h th st cu sr
e ca markermutaciokra homozigéta ndéstények és Fs(3)/Tm3, Sb Ser himek
keresztezésébdl szarmaztak. Bel6luk vékony uvegkapillarissal gyujtéttik Gssze a
sarki sejteket és Ultettuk at az Oregon-R ndstények és Fs(1)K1237/Y himek
keresztezésbdl szarmaztd gazdaembriokba. Az Fs(1)K1237=ovoP? egy kizarélag az
ivarsejtek funkciojat befolyasold6 dominans nésténysteril mutacié (Busson és mtsai
1983, Komitopoulu és mtsai 1983). A +/Fs(1)K1237 gazda néstények testi sejtjei
épek de sajat ivarsejtjeibdl, az Fs(1)K1237 mutacidé miatt, sohasem fejl6édnek érett
peték. Tehat az +/Fs(1)1237 ndstényektél szarmazé peték csak a bedltetett
ivarsejtekbdl eredhetnek (5. abra).

A kimérakat al dp b pr c px sp ill. ru h th st cu sr e ca homozigéta himekkel
paroztattuk. A markermutaciok segitségével meghataroztuk, hogy vannak-e a
kimérak kozul Fs(2) ill. Fs(3) allélt hordozok. Ha kimérak néstény utddai sterilek, a
vizsgalt Fs mutacidé fokusza nem az ivarsejtvonalban van. Ha az Fs kromoszémat
hordozd utéodok nem fejlédnek ki (a kimérak sterilek) akkor az Fs mutacio

befolyasolja az ivarsejtek funkciojat.
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Fs(1)K1237 + Fs(2) al dp b pr c px sp

v |+ Cy Roi ardp b pr ¢ pxsp

Cy Roi/al..
Kontroll

5. dbra Fs ivarsejtekbdl és ép testi sejtekbdl all6 kimérak elballitasa

A Cy, Roi ill. TM3, Sb Ser balanszerkromoszémat hordoz6 kimérak fertilisek, Oket
belsé kontrolként hasznaltuk.

Ha egy Fs mutacio testi sejt fuggdnek bizonyult vele elvégeztik a kévetkezo
sarki sejt atultetést is. y v f mal homozigéta embridk sarki sejtjeit Ultettlk olyan
embriokba, amelyek Fs(2)/Cy, Roi X al dp b pr ¢ px sp/al dp b pr ¢ px sp ill.
Fs(3)/TM3, Sb Ser X ru h th st cu sr e ca/ru h th st cu sr e ca keresztezésekbdl
szarmaztak. A gazda néstényeket kikelésuk utan y v f mal himekkel paroztattuk. Ha
a transzplantalt néstényektél nem szarmaztak utédok felboncoltuk 6ket, és aldehid
oxidaz festéssel ellenériztik hogy, vannak-e a petefészkeikben mal homozigota,
nem fest6d6é petekezdemények (A mal homozigéta petekezdeményekben nincs
aldehid oxidaz aktivitas, ezért hisztokémiai modszerrel azonosithatok Janning 1972.)

A mal fenotipusi petekezdemények jelenlétével bizonyitottuk a transzplantacio
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sikerességét. A kimérak sterilitdsa azt mutatja, hogy a mutacio fokusza valdban a
testi sejtekben van

Az Fs allélokat hordozé kimérak Cy Roi/al dp b pr ¢ px sp és TM3, Sb Ser/ru h
th st cu sr e ca genotipusu testvér néstényeibe is Ultettink y v f mal 6sivarsejteket.
Az ilyen kimérak fertilisek, téluk y v f mal utédok is szarmaznak. Oket belsd

kontrolként hasznaltuk.

2.6.2. Petefészekkimérak

A petefészek testi eredetli sejtieinek vagy a petefészken kivuli sejteknek a
megvaltozasai egyarant okozhatjak a testi sejt fuggdé Fs fenotipus kialakulasat.
Petefészekkimérakkal allapitottuk meg, hogy a testi sejt figgd Fs mutaciok fokusza a
petefészken belul vagy kivul van.

Fs(2)/In(2LR)Gla, Bc himeket al dp b pr ¢ px sp markermutaciéra homozigéta
néstényekkel ill. Fs(3)/TM6, Tb himeket ru h th st cu sr e ca homozigbta
néstényekkel kereszteztunk. A Bc és a Tb larvalis korban is szelektalhaté dominans
markermutacié. A Bc és Th markermutaciokat nem hordozé Fs(2)/al dp b pr ¢ px sp
és Fs(3)/ru h th st cu sr e ca harmadik stadiumos néstény larvakat valogattunk ki,
majd petefészkiket Gvegkapillarissal +/Fs(1)1237 gazdalarvakba transzplantaltunk
(Ephrussi és Beadle 1936). (Az Fs(1)1237 mutacio a testi sejtek mikoédését nem
befolyasolja.) Minthogy a petfészek és a petevezeték kozétt a babozédas soran
létesul kapcsolat, mod van arra, hogy az egyik petevezeték a bedlltettett
petefészekhez kapcsolodjon. A kikeld kimérakat a/ dp b pr ¢ px sp ill. ru h th st cu sr
e ca homozigéta himekkel paroztattuk. A +/Fs(1)1237 gazdan&stények sajat

petefészkeib6l nem szarmaznak peték, vagyis a petézd +/Fs(1)1237 néstények
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mindegyike kiméra. Ha a kimérak sterilek, akkor a vizsgalt Fs mutacié fokusza a
petefészekben van. A fertilis kimérak azt jelzik, hogy az Fs mutacio fokusza a
petefészken kivul van.

A testi sejt fuggd Fs mutaciokkal elvégeztuk a kdvetkezd transzplantaciot is: y v
f mal homozigéta larvak petefészkeit Ultettuk at Fs(3)/ru h th st cu sr e ca larvakba,
majd kifejlédésuk utan y v f mal hemizigéta himekkel kereszteztik 6ket. Ha a gazda
néstényektdl nem szarmaztak utédok, felboncoltuk éket, és aldehid oxidaz festéssel
igazoltuk kiméra voltukat (Id. még a 2.6.1 fejezetet is). Ha a beultetett petefészek a
petevezetékre feltapadt és nincsenek utédok,az azt jelenti, hogy az Fs mutacio
fokusza a petefészken kival van. Ha a bedltetett y v f mal petefészekbdl utod

szarmazik az Fs mutacié a petefészken kivuli tesrészek funkcidjat nem érinti.

2.8. Citologiai preparatumok készitése

KetelR/Bc Gla genotipusi himeket kereszteztink Oregon-R, vadtipusu
néstényekkel. Az utédokat 18°C-on neveltuk fel harmadik stadiumos larva korukig. A
Bc, larva korban szelektalhatdé markermutacio alapjan kivalogattuk a Ketel/+
larvakat. A larvak nyalmirigyét 45%-os ecetsav oldatban boncoltuk ki és 60%-os
ecetsav:tejsav 1:1 aranyu keverékében oldott, 3%-0s orcein oldatban festettik. A
megfestett nyalmirigyeket 60%-0s ecetsav:itejsav 1:1 aranyu keverékében
targylemezen lefedttk és er6telies ujjpeggyel torténé nyomassal az
oriaskromoszémakat szétteritettik. A kromoszomakat faziskontraszt mikroszképpal
vizsgaltuk, és a Bridges 1942-es modositott citogenetikai térkép szerint értékeltuk

(Lindsley és Zimm 1992).
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3. EREDMENYEK

3.1.1. A dominans nésténysteril mutacidk izolalasa

Az Fs mutacidkat EMS-sel indukaltuk letdlis mutacioktdl mentes
kromoszémakon. A mutagenizalt kromoszémak kb. 0,1 %-a (74/68860), hordozott
Fs mutaciét. Huszonegy fuggetlen mutagenezis kisérletben &sszesen 18732
mutagenizalt masodik kromoszéman 20 Fs(2) mutaciét indukaltunk (2. tablazat).
Harom mutagenezisben egyenként ketté, 18-bol 1-1 Fs(2) mutéaciét izolaltunk. A
Himca, Teke/e)‘a Barsa®, KeteF és a Tarhos, Told mutaciéparok szarmaztak azonos
mutagenezis kisérletbdl. Kulénbdzé térképhelyzetuk, fenotipusuk és revertansaik
komplementacioja kizarja, hogy azonos mutaciés eseményt képviseljenek. Az Etre,
Hont, dlorsal’® és dlorsal’” mutaciék T.R.F. Wright munkacsoportjatél szarmaznak. A
Billa mutaciét G. Reuter izolalta.

Tovabbi huszonnyolc fuggetlen kisérletben 50128 mutagenizalt harmadik
kromoszémat vizsgaltunk meg. Koézuluk 54, a mutagenizalt kromoszémak O,1%a
hordozott Fs(3) mutaciét, 51-bél tudtunk torzset alapitani a T(7,3)OR60
transzlokacioval (3. tablazat). Az azonos mutagenezis kisérletben izolalt Fs(3)
mutaciok koézul csupan a Huba®* és a Huba®* bizonyult a késébbiek folyaman

allélikusnak.

3.1.2. A mutagenezis hatékonysaga
Kilencszaznyolcvannégy EMS-sel kezelt /t bw kromoszémat vizsgaltunk meg,

hogy hordoznak-e Ujonnan indukalt recessziv letalis mutacidkat. Kézuluk 589 nem
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2 tablazat. A masodik kromoszémas Fs mutéaciok jellemzése.

Utédszam
Nésténycsoportok szama a csoportokban Revertansok Ivarsejtkimérak
Osszesen Utéd nélkil Fs(2)' Klénok Vizsgalt A Klonindukcio EMS  Réntgen Kimeérak
Fs(2) Hordoz6 ™) ) b néstények Jyakorisaga 1 2 >3 ;:I;k Fs  Napok slzé- Terke B ViZSQalt  <eceeemmmmeemmeeeee -
Kol al az ma az eiso erkep- ettar- Reté

a Kromoszémak < edciban petiig helyz’;t i) néstények Fs(2) Kontroll
Fs(2)1 Ore-R 28 9 30 132 22.7 4 2 13 10-14 al-dp 4.7+£0.3 2/2009
Barsa’ It bw 26 23 3 171 1.8 1 1 1 15-25 nub-stw 6.6 & 2.4%* 4/5124 32 4 0
Barsa® It bw 30 26 4 242 1.7 2 0 2 12-18 2L 8111 3/4099 31 7 1
Barsa® It bw 18 17 1 119 0.8 1 0 0 2L 6.6 £ 1.6%* 1/4030 45 5 2
Barsa® Canton-S 38 20 24 190 12.6 9 3 6 13-17 al-dp 4.0 £ 0.6* 3/4356
Billa Vadtipus 95 93 2 806 0.2 0 0 2 1 0 17-24 nub-lt 8.5+1.5 0/2575 93 10 15
ar°t It bw 19 7 19 133 14.3 2 3 7 2 2 9-14 al-nub 7.0 £ 1.1%* 1/5252 43 6 2
di°’ Ithw 16 6 15 134 11.2 6 2 2 1 5 11-15 al-nub 8.4 £ 1.0* 2/4533 31 4 3
dl°° pr 55 53 2 526 0.4 1 0 1 1 1 17,18 2L 9.6 £ 0.7 1/2150
die? pr 91 84 7 856 0.8 4 2 1 1 1 14-21 2L 9.4+0.8 1/2625
Dorog it bw 16 14 2 117 1.7 0 1 1 14, 21 2L 7.3 £ 1.2%* 6/4014 20 2 1
Etre pr 73 72 1 617 0.2 1 0 0 19 2-71.4 85+1.6 L/ 31 4 8
Himca Vadtipus 40 38 2 364 0.5 1 0 1 16-21 2L 9.1+0.9 2/3800 14 1 0
Hont Ore-K 171 146 27 852 3.2 14 7 4 11 0 13-18 al-dp 5.0%0.3 2/ 10 1 2
Ketel' It bw 25 16 11 233 4.7 4 3 2 0 1 12-18 It-sca 9.3+ 1.6 3/6576 30 9 2
Ketel? Ore-R 34 11 25 170 14.7 10 7 6 10 14 11-16 nub-sca 7.4 £ 0.8%* 1/2975 23 6 1
Ketel® It bw 22 16 7 182 3.8 5 1 0 14-20 2L 83 £1.3* 4/4660 21 2 1
Kompolt Canton-S 154 124 33 1520 2.2 15 9 6 23 1 15-21 al-dp 9.9+ 0.6 8/3250 24 3 ]
Tarhos it bw 14 13 1 94 1.3 0 1 0 5.5 + 1.8%* 9/2836 6/4450 40 1 3
Tekele Vadtipus 152 130 24 741 3.2 11 5 6 14 1 14-19 al-nub 4.9+0.3 15 3 3
Told it bw 26 10 25 175 14.3 6 2 8 9 1 9-13 nub-sca 6.7 £ 1.4%* 4/2839 46 3 4
torsoP40%! Vadtipus 138 133 5 1323 0.4 4 1 0 18-25 lt-sca 9.6 +0.7 4/2712  14/1549 113 11 6
Ugra it bw 24 22 2 211 0.9 1 0 1 1 2 18, 25 2-18 8.8+1.0 1/6873 57 6 3
Vaja it bw 19 2-15.1 89+1.2 15/4763 38 8 3

a: Az Fs(2)mutaciokat a 14. szazadig kihalt magyar csaladokrél neveztiik el (Kristé6 és mtsai. 1973,
1974).

b: a poissoneloszlas szerint becsiilt érték

c: a klénok szama/a vizsgalt néstények szama X 100

d: a 21 napot tulélé néstények atlagos szama a csportokban +- szoras. Kontrollként It bw/al dp b pr ¢
px sp néstényeket vizsgaltunk 10-es csoportokban. A 21 napot tllélt néstények szamanak atlaga
9.3+- 1,5 volt. Az Fs(2)1, a Barsa®, a Hont és a Tekele mutaciok életképességét 5-6s cspoprtokban

vizsgaltuk. * és ** jeldli a kontrolltél valé P<O,05 és 0.01 szintli szignifikans eltéréseket (t-teszt).
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Az N(i) klént tartalmazé csoportok szama ® 2
Avizsgalt  Aklénin- A csoportonkénti utédszam Az 6ssz Fs+ és |

Az éssz néstények  dukci6 (%) utéd- allélok

Fs(3)* N N° N' N? N? N* klén szam széma gyakorisaga©® 1 2 >3 szam az utédokba
Ape'™ 42 21 14.6 5.0 1.2 0.2 29 413 7.0 0 2 19 183 23 3
Avar® 38 33 4.7 0.3 5 348 1.4 0 1 4 76 12 1
Baksa'* 32 30 2 305 0.7 0 0 2 14 4
Bercel*'' 21 21 0.0 0 174 0 0 0 0 0
Bercel™ 46 35 9.6 1.3 0.1 13 356 3.7 4 1 6 33 8
Bojla™ 49 48 1.0 1 477 0.2 0 0 1 7 0
Botond ' 49 40 8.1 0.8 10 470 20 7 1 1 14 3
Damasa'® 54 46 7.4 0.6 9 521 1.7 2 2 4 64 74 1
Damasa®™ 71 41 22.5 6.2 Tl 0.2 39 670 5.8 15 6 9 149 22 2
eg U™ 39 30 7.9 1.0 10 381 2.6 7 0 2 33 13
eal)*"?? 16 11 4.1 0.8 0.1 6 135 4.4 3 0 2 28 14
ea”!? 45 37 7.2 0.7 0.1 9 444 2.0 6 1 1 13 4
ta*% 43 40 2.9 0.1 3 378 0.8 2 1 0 4 2
Farkas* 25 21 3.7 0.3 4 248 1.6 3 0 0 3 0
Gerec'™ 42 41 1.0 1 359 0.3 0 1 0 2 0
Hodos'” 58 44 12:9 1.7 0.2 16 401 4.0 4 2 8 85 29 1
Horka'* 41 35 5.5 0.4 9 379 1.6 3 9 1 13 5
Huba*'*" 33 19 10.5 2.9 0.5 18 284 6.3 7 6 1 22 3
Huba®" 35 29 5.5 0.5 6 323 1.9 1 9 3 15 6
Huba'" 39 33 5.5 0.5 6 372 1.6 4 1 1 10 3
Huba'¥ 30 25 4.6 0.4 5 284 1.8 3 0 9 17 1
Jutas™ 40 30 1.0 1 352 0.3 0 0 1 3 1
Kavar'™ 48 45 2.9 0.1 3 445 0.7 1 0 2 19 6
Kavar®" 34 28 5.4 0.5 6 327 1.8 2 1 3 11 7
Kavar?®'® 34 32 1.9 0.1 2 309 0.7 1 0 1 5 1
Keled™ 41 27 11.3 2.4 0.3 17 395 4.3 5 1 8 36 6
Keve'™ 32 20 9.4 2.2 0.3 15 292 5.1 5 3 4 66 10
Kun?" 67 44 18.5 3.9 0.5 28 640 4.4 12 4 7 42 14
“Laborc'™ 50 47 2.9 0.1 3 465 0.7 3 0 0 3 1
Palat" 20 6 7.2 4.3 1.7 0.5 24 184 13.0 5 1 8 74 17
Pilis"” 56 48 7.4 0.1 8 214 3.7 3 2 3 32 2
Tevel™ 56 44 10.6 1.3 0.1 14 516 27 6 0 6 30 17
Toll’ 47 19 17.9 7.8 2.4 0.5 43 455 9.5 10 6 12 72 23 1
Toll'™ 29 26 2.8 0.2 3 279 1:1 1 1 1 8 3
Toll "™ 43 36 6.4 0.6 8 411 2.0 4 1 2 21 2
Tomaj*"' 85 68 15.2 159 0.1 19 823 2.3 14 1 2 24 6
Tomaj’ 18 16 1.9 0.1 D 174 1.2 1 1 0 3 0
Tomaj'* 13 35 7.2 0.7 0.1 9 395 2.3 3 2 3 42 3
Tonuz 33 24 7.6 1.2 0.1 10 310 3.2 6 0 3 16 9
Varas™ 36 31 4.6 0.4 5 336 1.5 1 0 4 25 7
Zerind '™ 121 115 5.8 0.1 6 1187 0.5 5 1 0 7 1
Zerind "™ 56 44 10.6 1.3 0.1 14 535 2.6 6 2 4 31 14
Zombor "™ 45 35 8.8 Lzl 11 400 2.8 3 3 4 52 21




3. tablazat. A harmadik kromoszémas Fs mutaciok jellemzése.

Him rekombinacié Ivarsejtkimérak Revertansok
Utédok Kimérak
Napok az - S o g = SESSRESEm——————
térkép az elsd Fs' Tulélsk Osszes Rekom- % Térkép- A rekombinan- Tgsztelt
helyzet petéig binans helyzet sok szama néstények  Fs(3) Kontroll EMS Roéntgen
h—th 9.8+ 0.5 74 14 10 0/2938 0/3730
h—th 10-14 9.2+ 0.5 18 3 2 0/900
3L 15, 20 9.6 £0.5 5453 44 0.8 ru=h 1 23 5 2 3/954
ND 8.3 % ]1.2%* 24 2 5 3/375 1/143
ru-h 11-16 71 £ 1.B** 1/515 1/500
3L 12-18 9.7+05 5356 64 1.2 h-th 3 19 2 5 1/1339
3L 14-20 9.6 £0.7 21 7 4 1/4225
ru-h 11-16 9.6 0.7 2/2400
3L 13-18 9.3 +£12 21 2 3 7/3675
3R 13-17 9.8 0.3 4384 50 1.1 sr—e 2 25 7 1 1/1361 1/2310
3R 12-17 8.4+ 1.2%* 2750 25 0.9 cu-e 9 14 1 1 — 1/2709
sr—e 16-21 9.8+0.5 2/1366 0/1236
sr—ca 14-19 88+1.3 5/1155
ru=st 16-22 9.9+ 0.3 32 7 2 0/675
h-th 8h& p2* 35 8 2 1/873
ru-h 10-14 6.9 £ 2.3%* 24 1 B 3/2075
3R 12-17 9.2 +0.9 58 8 11 1/925
h-th 12-17 8.6+ 1.2% 44 7 4 6/697
h-th 12-17 9.2+1.0 42 3 7 4/897
ru-h 12-17 9.5+ 0.6 27 4 5 1/925
th—sr 14-19 9.5+0.8 79 18 12 2/683
3R 19-24 8.8 £ 1.2% 4276 46 1.1 sr—e 3 33 4 5 1/220
ru=h 21-27 95 1.1 37 5 9 2/731
3L 12-19 9.6 £ 0.6 1/2156
ND 12, 18 9.0 £ 0.9% 2/1985
cu-sr 10-14 9.6 £0.5 8 1 1 1/2223 1/1200
h-th 13-19 9.1+1.1 2389 23 1.0 L 11 16 3 2 3/391 2/1297
e—ca 11-16 9.5+0.7 11 1 2 3/854
3L 14-19 9.3+0.7 64 6 8 2/4525
ru-h 9.2+ 1.1 10 1 3 1/1340
sr—e 14-20 3.8:& 1.4%% 2132 2 0.1 3R 2
h-th 20-28 9.2% 1.1 31 4 3 2/896 5/2404
e—ca 9.7 £0.5 43 2 3 1/1102
e—ca 13-18 9.6 £0.9 3/219
sr—e 12-18 9.6 £ 0.6 31 2 4 2/1530
h-th 14-21 9.7+£0.5 3662 32 0.9 ru—cm 1 34 8 6 1/450
ND 17, 21 9.6 £0.7 1623 21 1.3 8L, 4 1/848
ND 14-20 9.2+0.9 36 3 7 3/605
3R 17-22 9.4%0.9 4290 46 1.1 sr—ca 3 39 3 8 1/1511
ru-h 24-30 9.3+0.8 36 7 5 5/5350
3R 15-20 94+0.9 3941 48 1.2 st—cu 10 15 2 1 3/638
e—ca 16-22 9.6 = 0.6 3/1023
h-th 22-28 8.9+ 1.2 65 2 4 2/295

?;; ;A4z) Fs(3) mutaciokat a 14. szazadig kihalt magyar csaladokrél neveztiik el (Kristd és mtsai 1973,

b: A poissoneloszlas alapjan becsiilt érték, N(i)=NP(i), P(i)=v'e/i!, ahol e“=N°/N

c: A klénok szamalvizsgalt néstények szamaX100

d: A 21 napot tulélt néstények atlagos szama a 10-es csoportokban +- sz6ras. * és ** a kontrolltél
valé P<O,05 és 0,01 szintl szignifikans eltéréseket jelzi. Kontrollként mwh e/ ru h th st cu sr e ca
néstények tizes csoportjainak atlag alettartamat hataroztuk meg (9,6 +- 0,7).
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hordozott recessziv letalis mutaciot. A poissoneloszlas alapjan meghataroztuk, hogy
egy mutagenizalt kromoszéma atlagosan 0,6 recessziv letalis mutaciét hordozott.
Mivel az EMS-kezelés a 18732 mutagenizalt masodik kromoszéman 20 Fs és 18732
X 0,6 = 11239 recessziv letalis mutaciét indukalt, az Fs(2) mutacidk relativ
indukciés gyakorisaga a letalisokhoz viszonyitva 1:546. Az Fs(2) mutaciot hordozé
kromoszdmak kozul kilenc csékkenti a ndéstények életképességét szignifikans
mértékben (2. tablazat 28 oldal). A csékkent életképességet az Fs és a veluk egyutt
indukalt mutaciok egyarant okozhatjak.

Szazhusz mutagenizalt mwh e kromoszémat teszteltink recessziv letalis
mutaciok jelenlétére. A mutagenizalt kromoszémak koézul mindéssze hat volt
homozigota életképes. A poissoneloszlas alapjan meghataroztuk, hogy egy EMS-sel
kezelt kromoszoma atlagosan 2,7 letalis mutaciot hordozott. Az 50128 EMS-kezelt
kromoszoma 54 Fs és 50128 X 2,7 = 135347 recessziv letalis mutaciot hordozott.
Az Fs és letalis mutaciok aranya a harmadik kromoszoman 1:2506. Kilenc Fs(3)
mutaciot hordozé kromoszoma a heterozigota néstények életképességét szignifikans
mértékben csékkenti (3. tablazat 29 oldal).

A Pilis, Bercel’'a, Bercel’?, Levente, és Keve mutaciok dominans szér
fenotipussal jarnak egyutt. A Pilis, Levente és Bercel®'» mutaciokat hordoz6 egyedek
az un. Minute szér fenotipust mutatjak (Lindsley és Zimm 1987). A Pilis és Levente
esetében az Fs és a Minute fenotipust rekombinacioval elvalasztottuk egymastol. A
Bercel*s és Keve mutaciot hordozé egyedeknek a Minute-tol eltéré szor fenotipusuk
van, amelyeknél az Fs és a sz¢r fenotipus nem valaszthato szét (6. abra).

A Keve és a Bercel*® mutaciok esetében az Fs és a sz6r fenotipusok kozds

eredetét az is mutatja, hogy az Fs fenotipus reverziéjaval egyidejileg a dominans

sz6r fenotipus is revertalodott.

30



) D E Fo—
Ve

6. abra. Mutans szér fenotipussal jaré Fs mutécidkat hordozé néstények szkutellaris szérei A: Oregon-R

(vadtipus), B: Pilis, C: BerceP''s, D: Levente, E: Keve, F: Bercel*

3.2. A dominans ndésténysteril mutaciok fenotipusai

A hetvenét Fs mutacid kézul minddssze kettd agamétikus. Az Fs(2)Ugra
heterozigéta néstények nem raknak petéket. Bennik a petekezdemények a King
szerinti 10. stadiumig, a szikanyagnak a petesejt citoplazmajaba térténé lera-
koédasaig fejlédnek. Petekezdeményeikben rendes szamu és alaku follikularis sejtet
figyelhetink meg, kialakul a 15 dajkasejt, és megkezdddik a vitellinmembran
szintézise (King 1970). Késébb a dajkasejtek magjai szétesnek, a petekezdemeény
elpusztul (7. abra).

Az Fs(3)Avar mutacid hatasara a ndstények visszatartjak az egyébként vad
fenotipusu, érett petéiket. A mutacié penetrancidja és expresszivitasa néhany
genetikai kombinaciéban nem 100%-os, igy az Fs(3)Avar/CxD genotipusu
néstények mintegy 2%-a rak néhany petét, melyekbdl olykor egy-egy utéd

szarmazhat.
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7. abra. Vadtipusu,(A és C) és az Fs(2)Ugra hordozé ndstények petefészkében fejlédé petekezdemények

(B és D). A és B: egész petekezdemények DAPI festéssel, C és D: félvékony metszetek.

3.2.1. Petealak mutansok

Hét Fs(2) mutacid befolyasolja a peték alakjat. Az Fs(2)1 heterozigéta
néstények kevés, osszeesd petét raknak, melyekrél mindig hianyoznak a hati
kérionfuggelékek (8. abra). A Barsa allélokat hordozd néstények petéi zémokek,
kérionfuggelékeik vastagok és rovidek, a vadtipusunal hatrébb erednek, alapjuknal
gyakran 6sszeforradnak (8. dbra). A Barsa* anyatdl szarmazd petékben ennek
ellenére az embriogenezis néha elkezdédik, a bennuk fejl6dd embriok fejvaza
azonban rendellenes, az embriok elpusztulnak. A Billa mutacié fenotipusa a Barsa
allélokra hasonlit. A Dorog néstények normalis szamu petéin csak egészen kicsi hati
fuggelék van (8. abra). Az Etre hordozé ndstények a vadtipusnak megfelelé szamu

petét raknak, de ezek kérionmintazata halvany, a hati figgelékek nagyon vékonyak.
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8. abra. A petealakot befolyasol6 Fs mutaciok fenotipusa. A: Oregon-R (vadtipus), B: Fs(2)Billa, C:

Fs(2)Barsa*, D: Fs(2) Dorog, E: Fs(2)Barsa? F és G. Fs(2)Barsa’ H: Fs(2)1, |: Fs(3)Vencellin

Két Fs(3) allél eredményez mutans petealakot. Az Apc esetében a peték ellls6
végén a korion rendellenesen vékony, az elvékonyodott részen keresztul sokszor a
pete citoplazméaja kifolyik, a peték 6sszeesnek. A hati korionfuggelékek is
csokevényesek. A Vencellin mutacié a hati fuggelékek erés redukciojat okozza. A
fuggelékek csokevénye a szokasosnal hatrébb ered (8. abra). Hasonl6 fenotipusu
recessziv nésténysteril allélok vizsgalata nyoman ezt az elcsiszast a pete hasi-hati

polaritdsanak megvaltozaval magyarazzak (Schipbach 1987).

3.2.2. ,,Korai” embridletalitast okozé mutaciok

A Ketel és Himca mutaciotkat hordozd néstények normalis alaku és szamu

petét raknak. A petékben azonban az embridk elpusztulnak}mielétt elérnék a sejtes
/
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blasztodema allapotot. A Hont, a Ketel' és a Ketel® mutacié esetben a petékben mar

a meiodzis sem jatszodik le, benntuk DAPI festéssel abnormalis meidzist, vagy énnak_

telies elmaradasat mutattuk ki. A Ketel?/Cy Roi néstények petéinek fele nem
termékenyll meg, mig a masik fele eléri a szincicialis blasztoderma stadiumot. A
Himca allélt hordoz6 néstények petéi megtermékenyllnek, lejatszodik a meidzis, a
tovabbi fejlédés azonban elmarad.

A kovetkezé mutaciokat rendellenes sejtmagosztodasok jellemzik. A Kompolt
néstények petéiben az embriogenezis 20-28 sejtmag képz&déséig halad. A Tarhos
nésténytél szarmazé embriok hatulsé végében nincsenek sejtmagok. A Tekele

mutacié esetében a sejtmagok elrendez6dése szabalytalan (9. abra).

9. abra. Rendellenes sejtmagosztédasokat okozé Fs(2) mutéaciok fenotipusai. A: Oregon-R (vadtipus),

B: Kompolt, C: Tarhos, D: Tekele

A harmadik kromoszomas dominans nd&sténysteril mutaciok tébb mint fele
(27/51) korai embridletalis fenotipust okoz. Kézulik csupan egy, a Zeind'*® mutatott

meidzis hibat. Bar a Baksa, a Botond, a Pudur, a Damasa’®, a Damasa?'™ és
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a Tomajf*°9" nEstények petéiben a megtermékenyitést szabalyos meidzis koveti, az
embriogenezis tovabbi szakaszai elmaradnak. A Botond, Pudur, Damasa petékben
az embridk esetenként a blasztoderma allapotig is eljuthattak. A Tonuz, Varas, Kun,
Bojla, Laborc, Zerind és Huba néstények petéinek fejlédése szintén a meidzis utan
reked meg, de esetikben a spermium magja osztédik. A Bojla mutacional akar nyolc,
feltehet6éen spermium erdetG mag is képzédhet, melyek a pete belsejében, a

hossztengely mentén helyezkednek el (10. abra).

10. abra. Rendellenes sejtmagosztédasokat okoz6 Fs(3) mutacidk fenotipusai. A: Pudur, B: Varas,

C: Laborc'’, D: Bojla, E: Jutas, F: Kartal.

A Laborc’ eredetli petékben a DAPI festés nagy, szabalytalan magokat
mutatott ki, melyek feltehetéen sejtmagosztdédas nélkuli kromoszdéma replikaciok
utan jénnek létre (10. abra). A Gerec, Horka, Tomaj*?, Tomaj'*? és a Huba¥*
mutaciot  hordozé  néstényektdl olyan  peték  szarmaznak, amelyek
megtermékenyllnek és bennik mind a him, mind a néstény pronukleuszok

kialakulnak. Néha a pronukleuszok 6ésszeolvadnak, de tobbé nem osztodnak. A

Tomaj®? mutacid expresszivitasa nem teljes, igy az embridk 20-30%-a a
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blasztoderma stadiumig fejlédik. A Farkas, Zombor, Hodos és Huba®# eredet(
petékben a him és ndéstény eredetl pronukleuszok ¢sszeolvadas nélkul osztodnak
néhanyszor.

A Huba® a Jutas, a Kartal, és a Levente eredetli embridk pronukleuszai
Osszeolvadnak, de a kovetkezd magosztodasok rendje eltér a vadtipusutél. A
Huba ndstények petéiben csak harom magosztédas jatszodik le. A Jutas mutaciot
hordozé anyak petéiben néhany szabalytalan magosztédas torténik (10. abra). Bar a
Kartal noéstények petéinek 20%-aban az embridk a blasztoderma stadiumig
fejlédnek, de az embridk testén a sejtmagok nagy foltokban hidanyoznak. A Levente

eredetl embridk a szincicialis blasztoderma stadiumig fejlédnek, majd elpusztulnak.

3.2.3. ,,Késébi” embridletalitast okozé mutaciok

Hét Fs(2) mutaciot kés6i embridletalis fenotipus jellemez. Az embridk larvalis
kutikulat képeznek. Kutikulajuk mintazata azonban jellegzetes torzulasokat mutat. Az
embriok fejlédési rendelleneségeit a megvaltozott kutikula mintazattal jellemeztuk.

A dIP4 a dPs, a diPe és a dIP?, az altalunk izolalt Uj dominans allélok a korabban
ismert dorsal’ allélok fenotipusskalajat mutatjak (Nusslein-Volhard 1979 és
Nusslein-Volhard és mtsai 1980, Govind és Stevard 1991). Oket alléler6sséguk
szerinti mértékben feji, hasi és oldalso kutikulahianyok jellemeznek.

A torsoP4021 egy korabban recessziv anyai hatasu mutaciokkal azonositott toso
gén dominans allélja (Nusslein-Volhard és mtsai 1987). Mind a dominans mind a
recessziv fenotipus kutikulahiannyal irhatdé le. A dominans mutaciét hordozo
néstények utédaiban minden sejt a vadtipusi nem szelvényezett akron és telzon

testtajékra jellemz6 fejlédési utat koveti, a szelvényezett testtajak hianyoznak.
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A recessziv (funkciovesztéses) allélok fenotipusa ellentétes a dominanséval:

bennuk akron és telzon nem képzddik, mig a k6zépsd strukturak épek (Klingler és

mtsai 1988, Strecker és mtsai 1989).

A Told eredeti embridk 15%-aban a fej és az elsé szelvények hianyoznak,
vagy erésen csokevényesek. A Vaja mutacio is feji rendellenessegeket eredményez.
A fenotipus a genetikai hattértdl fugg, a majdnem vadtipustdl a teljes fejhianyig
valtozhat. A Vaja fenotipus emlékeztet a Bicaudal’ dominans nésténysteril mutacié
fenotipusara (Mohler és Wieschaus 1986).

Az Fs(3) mutaciok kozul 21 okoz ,kés6i” embridletalis fenotipust. A Bercelf'a és
a Bercel*s esetében csak alaktalan kutikula régok képzédnek a petékben (11. abra).
A Keled és a Pilis eredetli embriok 50%-aban olyan kutikulafoszlanyokat lattunk,
melyeken a sorstérkép leghatsoé részen elhelyezkedd strukturakat fedeztunk fel mint
pl. a filzkérper (Jurgens 1987). Gyakran a hasi horogsorok nyomai is felismerhetdk
voltak (Harteinstein és mtsai 1985). A Keve eredeti embridkban csak a legelsd és a
leghatso strukturak fejlédnek ki (11. abra). A Palat, Rosd és Kavar?' fenotipusok fej
torzulassal irhatok le (11. abra). A tovabbi két Kavar allél a Kavar'® ill. a Kavar?"
fenotipusa kulénb6zoétt a Kavar?’e-etél: az embridknak minddssze 5%-a fejlesztett
kutikulat és azokon is csak hatso strukturak latszodtak.

Ot Uj Toll és négy Uj easter® allélt izolaltunk (3. tablazat 29. oldal). Fenotipusuk
azonos a korabban leirt Toll és easter® mutansokéval. Mindannyian az un.
ventralizalé fenotipust mutatjdk: a hasi horogsorok oldaliranyban kérosan
megndvekednek az oldalsé ill. a hati strukrdrak rovasara (Anderson, és mtsai. 1985,
Anderson és Nusslein-Volhard 1986). A hasi jellegek tulnévekedését gyakran feji és

telzondefektusok kisérik. A Tevel heterozigéta néstények utédai szintén ventralizald
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fenotipusuak, amit mindig erés fejdefektus kisér A Zolta eredetli embriok csaknem

vadtipusuak, mindéssze a fejvazuk un. hati karja felfelé és kifelé all.

11. abra. ,Késdi" embridletalitast eredményezd Fs(3) mutaciok fenotipusa. A: Oregon-R (vadtipus),
B: BercePs, C: Keve, D: Kavar'®, E. Keled, F: Rosd, G. Bercel*®, H: Pilis, |. Palat, J. TolF¢, K:

easterc%2
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3.3. Térképezés

3.3.1. Térképezés nbstény Gsivarsejtekben indukalt mitotikus rekombinacioval

Huszonkét Fs(2) mutaciét rontgensugarzassal indukalt — mitotikus
rekombinacioval térképeztink. A besugarazott Fs(2) heterozigéta ndstények
utddaiban a markermutaciék mutans és vad alléljainak el6fordulasi aranyat figyeltik.
Az Fs(2) mutaciét nem hordozé kromoszémakaron 1évé markermutacidk esetében a
mutans és a vad allélok megkdzelitéen 1:1 aranyban jelentek meg, mig a

nésténysteril allélt hordozo kar esetében az arany eltért az 1:1 aranytdl (4. tablazat).

4. tablazat . Fs(2)mutaciok térképezése mitotikus rekombinacioval, az utédokban
megjelend alléleloszlas alapjan.

Fs(2) A markermutaciok vad és mutans alléljainak megjelenési gyakorosaga az utédokban térkép-
allélok helyzet
al/all dp/dp* b/b* pr/pr* c/c* px/px* sp/sp*
Fs(2)1 167/5 133/39 136/36 139/33 86/86 85/87 85/87 al-dp
Barsa* 41/0 39/2 39/2 33/8 12/29 13/28 13/28 al-dp
Kompolt 72/0 72/0 66/6 44/28 26/46 29/43 29/43 dp-b
al/al* nub/nub* /it stw/stw* sca/sca* sp/sp*
Tekelf 34/0 33/1 22/12 12/22 11/23 9/25 al-nub
Ketel® 20/22 26/16 22/20 28/14 29/13 24/18 ?
6/4 9/1 10/0 8/2 7/3 5/5 nub-sca
5/9 2/12 0/14 0/14 1/13 7/7 nub-sca

A"téblézatt?'an szerepld utc}dok az Fs(2)/al dp b pr c px sp vagy az Fs(2)al nub It stw sca sp besugarazott
nostényektdl és a megfeleld teszteld (térképezd) kromoszémara homozigéta himek parosodasabol jottek létre.
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Példaul a Kompolt/al dp b pr c px sp besugarazott n&stényektdl 26 cid6 c* és 29 pxi
43 px* fenotipust utddot kaptunk. A bal karon az aranyok a kovetkezdk voltak: 72
dpiO dp* és 66 bi 6 b*. Ezek alpjan a Kompolt mutaciét a dp és a b markermutaciok
kéze térképeztik. Az Fs(2)1/al dp b pr ¢ px sp heterozigota néstények besugarzasa
nyoman 167 al és 5 al' utéd képz6dott. A 133 dp fenotipusu egyedre 39 dp* jutott.
Ugyanakkor a jobb kar markermutacidinak vad és mutans alléljai megkdzelitéen 1:1
aranyban jelentek meg a tesztel6 keresztezésbdl szarmazd utddokban (4. tablazat).
Az Fs(2)1 mutaciot a bal karra, az al és a dp markermutaciok kézé térképeztik. Az
Fs(2)1/al dp b pr ¢ px sp heterozigétak besugarzésa utan azonositott 5 afl*
fenotipusi  utdd megjelenését egyarant magyarazhatja kettés mitotikus
rekombinacid, az Fs allél reverzidja vagy az Fs(2)1'/+ mozaikos petekezdemények
kialakulasa, amely lehet6ségeket a 4.3. fejezetben részletezem.

Az Fs(2)1 esetéhez hasonléan, a varakozassal ellentétben, a térképez6
kromoszoman lévd 6sszes markermutacié vad és mutans allélia megjelent a
harmadik kromoszomas térképezési kisérletekben. Tizenegy esteben a
markermutéciok mutans és vad fenotipusanak megjelenési aranya kulénbdzé volt a
két kromoszoma karon, és az Fs(3) mutaciok helyét a megjelené markermutacio
aranyokbol allapitottuk meg. igy térképeztik példaul a Zombor mutaciot. A
Zombor/ru h th st cu sr e ca néstényeket sugaraztunk be és kereszteztik ru h th st
cu sr e ca homozigota himekkel. Figyeltik a markermutaciok alléljainak megjelenési
aranyat az utédokban. Amig a jobb karon a mutans és vad allélok aranya kézel 1:1
volt, a bal karon lokalizalt markermuaciok esetében a kdvetkezdket figyeltik meg:
ru:ru*=51:2, h:h*=52:1, th:th*=47:6. A Zombor mutaciét a h és a th I6kuszok kézé

térképeztuk (12. abra).
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Fs(3)

Zombor'8e

Zerind'%9

Hodos'%¢

Keve'7d

Keled®b

Tol/3¢

th st cu

muténs allél

/

% =az Fs(3) mutaciok
térképhelye

h
Ehads 4 R S A !
51 52 47 25 26 31 28
Gsszes 3 1 6 28 27 22 25
15 14 14 24 29 30 31
bsszes 16 17 17 7 2 1 o]
osszes 67 48 43 44 46 52 54
18 37 42 41 39 33 31
. e 29 20 16 10 11 12 18
fertilis néstények °; S 7o 17 F
% 2 1 2 2 3 5 8
steril néstények g 9 8 8 7 5 2
33 26 27 22 23 28 30
GSSZGS 33 40 39 44 43 38 36
ili Aatéd 10 10 6 4 4 3 7
fertilis nostények . 5 ey < = 5
steril néstények ! 0 251 L L z
5 6 4 5 5 5 4
16 14 1617 20 23 18
Gsszes 20 22 20 19 16 13 18
fertilis néstények 3 4 5 6 5 4 3
3 2 1 (o] 1 2 3
: 1 0 0 o 0 3 4
steril ndstények & 5 6 S 3 >
6sszes 27 27 22 24 24 35 28
35 35 40 38 38 27 34
6 5 6 11 1119 18

fertilis néstények 15

steril néstények 190

12. abra. Az Fs(3) mutéciok térképezése mitotikus rekombinaciéval A: az utédokban megjelend

allélgyakorisag alapjan, B: az utédokba atjutott Fs allélok alapjan.

Hasonloan egyértelm( alléleloszlast tapasztaltunk a Baksa, Zerind'™, Tonuz,

Kun, Kavar'®, Kavar*", Tevel, ea®*°%, ea®'? eaP*°? és a Varas nev( Fs(3) mutaciok

térképezésekor (3. tablazat 29. oldal).

Tizenkilenc Fs(3) mutacié esetében a markermutéciok mutans és vad alléljai

mindkét kromoszémakaron kézel azonos aranyban jelentek meg. Mind a 19 esetben

az Fs" allélok mellett, varakozasunkkal ellentétben, az Fs allélok is megjelentek az

utodokban. Ezeket az Fs mutacidkat ugy térképeztik, hogy megvizsgaltuk a

rekombinans ndstények fertilitasat (12. abra). Példaul a Keve'” térképezése soran a

bal karon 33:33 (ru) 26:46 (h) mutans:vad allélaranyt figyeltink meg. A jobb karon is

a mutans:vad arany kozelitéleg 1:1 volt: 23 sr: 43 sr', 30 ca : 36 ca’. Az el6z6ek

alapjan a Keve'”” mutacio térképhelyét nem tudtuk meghatarozni (4.3 fejezetet).
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Megvizsgaltuk a rekombinans néstények fertilitasat. A fertilis rekombinansokon a th

st sr e ca markermutaciok vad alléljai megjelentek (13. &bra).

ru h th st . cu sr e ca
Steril
Rekombinans
ndéstények
Fertilis
—> térképezd kromosszéma ' — Fs(3)17d kromoszéma

13. abra. Térképezés a mitotikus rekombinacié soran az utédokba atjutott Fs allélok segitségével.

Vagyis ha a rekombinans kromoszoma th-st-sr-e-ca régidja az Fs
kromoszomabdl szarmazik a rekombinans néstények fertilisek, ennek alapjan az Fs
allél a th-st-sr-e-ca szakaszon kivul, a ru-th intervallumban helyezkedik el. A steril
rekombinansok mindegyikének h kromoszomarégidja az Fs kromoszémabol
szarmazott (mindegyik h* volt), jelezve hogy a Keve'™ mutacio a h régioba, a ru és a
th markermutaciok kézé térképezédik.

Tizenkét Fs(3) mutacio esetében mindéssze 3-8 utdd szarmazott az Fs(3)/ru h
th st cu sr e ca besugarazott n&stényektdl. Kozuluk négy (Zerind*°4, Tomaj®s,
Bercel®’a és Kavar?'s) allélikusnak bizonyult mas, ismert térképhelyzetli Fs(3)
allélokkal. A Toll"o®, a Toll"®a és az eaP?°" ismert térképhely( anyai hatasu letalis

mutaciokkal allélikusak.
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Mikézben az Fs/+ néstényekben +/+ klénokat indukaltunk, a mozaikossag
jellemzdéibdl a térképezésen tul, az Fs mutacidknak az ivarsejtekre gyakorolt
hatasara is koévetkeztettink. Feltlint, hogy az Fs* klénok ritkak és kicsik voltak,
tovabba késdén nyilvanultak meg. A +/+ klénok gyakorisagat az fs(1)K10 recessziv
nésténysteril mutacié mitotikus rekombinaciés adataihoz hasonlitottuk. Wieschaus
és Szabad (1979) erdményei szerint az fs(1)K10 heterozigota kifejlett néstények
besugarzasa utan az elsé fs(1)K10 peték a 9-12. napon jelennek meg. Mindéssze
hét Fs mutacié esetében figyeltink meg a fs(1)K710 kisérletben mért idétartamnak
megfeleld értéket. A tébbi Fs allélt hordozé néstény az elsé Fs mutaciét nem
hordoz6 petét, melybdl utdd fejlédétt, a kontrollnal hosszabb id8, csak a 11-28 nap
elteltével rakta (2. és 3. tablazat 28. és 29. oldal).

A legtébb Fs mutacié esetében a mozaikos néstények a varttol eltérd
utédeloszlast mutattak. Az Fs/+ Gsivarsejtekbél a mitotikus rekombinaciot kévetéen
létrejott  Fs* leanysejtek két fejlédési utat kovethetnek. Ha kdzvetlendl
petekezdeménnyé valnak, bel6luk csak egyetlen utod fejlédik. Ha megmaradnak
differencialatlan csirasejteknek, bel6lik sok Fs mentes petekezdemény, és sok utod

szarmazhat (14. abra, Néthiger és mtsai 1978, Wieschaus és Szabad 1979).

Osivar
g sejtek

Egy
=G,
N\

utoéd
=y -
S z Osivar
() ()
14. abra. Az ésivarsejtek sorsa mitotikus rekombinacié utan.

\ Sok
utéd

43



A leanysejtek véletlenszerlen ,valasztanak” a két fejlédési ut kézul igy elméletben
egy rekombinaciés eseményt az esetek felében egy, masik felében egynél tébb utéd
jelez. Ha egy ndstény két Osivarsejtjetben is térténik rekombinacio, két eset
lehetséges: mindkét fluggetlen rekombinaciébdl egyetlen utéd szarmazik, ez az
esetek egynegyedében kdvetkezik be és két utédot eredményez. Ha az egyik, vagy
mindkét rekombinacié tébb utédhoz vezet, az esetek fennmaradé haromnegyed
részében, természetesen ketténél tébb utédra szamithatunk. Osszességében az
esetek tobb mint felében a néstény dsiversejtek mitotikus rekombinacidja ketténél
tébb utddot eredményez. llyen utodeloszlast természetesen csak az ivarsejtfuggé Fs
mutaciok esetében varunk. Az elméleti eloszlast csupan az Fs(2)1, Ketel’, dI*, és
Told masodik, és Bercel*a, Keled, Tevel és Palat harmadik kromoszémas mutaciok
mozaik analizisekor figyeltink meg (2. és 3. tablazat 28. és 29. oldal).

Az Fs(3)Apc, és az Fs(3)Avar mutaciok esetében olyan klént, amelybdl csupan
egy utdd szarmazott nem észleltink. E két mutaciordl ivarsejt atultetésekkel
bebizonyitottuk, hogy a mutans fenotipus nem az dsivarsejtek genotipusatél fugg
(3.6 fejezet). A fennmarado Fs allélok sem az elvart utédeloszlast mutattak. Az Apc
és az Avar mutacié esetében az egy és két utddot produkald ndstények szama
haladta meg az elméleti értéket a ketténél tobb utédu kategoria rovasara (2. és 3.
tablazat 28. és 29. oldal). Osszefoglalva az +/+ klonok a vartnal késébb jelentek meg
és eloszlasuk jellegzetesen eltorzult: az egyes és a kettes klonok aranya megnétt a

ketténél tobb utdédot Iétrehozd kategodria rovasara.

3.3.2. Mozaikos follikularis sejtek

Az Fs(2)Ugra heterozigétak a 18-25. napon raktak le elsé életképes petéiket.

Az Ugra mutaciorol ivarsejt és petefészek kimérakkal kimutattuk, hogy a mutans
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fenotipus kialakitasaért valamelyik petefészket alkoto testi eredeti sejttipus a felel6s
(3.6 fejezetet). Elvégeztik az Ugra mutacié részletes mozaik analizisét, hogy
informaciot szerezzink az Fs fenotipust kialakitd sejtekrél. Kuldénféle fejlédési
stadiumban Ugra/t bw heterozigota néstényekben +/+ klénokat indukaltunk
rontgensugarzassal. A kulénféle életkorban besugarzott néstények kulénb6z6
aranyban és szamban raktak petéket. A blasztoderma korban 3,8 a korai harmadik
stadiumos larva korban 10,1 és az egynapos bab korban besugarzott néstények
12,8 %-atédl szarmaztak vadtipusu peték. A kifejlett néstények 1,3 %-a rakott Ugra*

petéket a besugarzas utan (5. tablazat).

5. téablazat. Az Ugra mozaikossag jellemzdi.

A besugarzas stadiuma Néstények

L - A peték %-:
- S o Néstényenkénti Naponkénti A napok szama melyekbdl 3@1 Rendellenes

o Kklénszam * klénszam az elsé klonig®  fejlodott peték %-a

K
;mmu 511 4 0.8 3.0+ 2.4 0.14 — 22.1 41.7
I 1209 46 3.8 29.1 + 56.0 2.01 3.8 69.2 4.7
Fiatal harmadik st lava 1059 107 10.1 5.8+ 9.4 0.22 5.7 66.0 9.6
Egy'napOf b:"ib 171 22 12.8 2.7+ 1.8 0.13 7.9 32.0 24.7
Kifejlett nGstény 374 5 1.3 26=*1.5 0.11 17.7 17.2 46.2

a: A 24-28 napig tarté kisérleti idé alatt.
b: A napok szama a kikeléstél ill. a felnétt besugarzas esetén a besugarzasrtél szamitva. A klénok 95%-nak

észrevételéhez a kilonb6zé stadiumokban a blasztoderma stadiumtél kezdve sorban 8, 12, 13 és 24 nap
kellett.

A sugarzas nélkali kontroll néstények O,8%-atol szarmaztak vadtipusu petek. A
blasztodermakorban indukalt mozaik foltbdl néstényenként 29,1 a fiatal harmadik
stadiumos larvaban indukalt foltbdl 5,8 az egy napos bab korban indukaltbdl pedig
2,7 Ugra* pete szarmazott (5. tablazat). Az életkorral névekvé mozaik gyakorisag azt

jelzi, hogy az Fs fenotipust kialakité sejtek 6seibdl embrioé korban kevés, a késébbi

életszakaszokban egyre tbb talalhaté a néstények testében, az Fs fenotipusért
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felelés sejtek klonalis fejlédést mutatnak. A korai életszakaszban indukalt +/+ klénok
a mozaik néstény fejlédése soran névekedhetnek, ezért a korai sugarkezelés keveés,
de nagy mozaik foltot eredményez (Poulson 1950, King 1970). A kés&bbi
életkorban toérténd besugarzas nagyobb szamu, de kisebb +/+ klénokat
eredményezett. A klonméret csékkenésével az abnormalis mozaikos peték aranya
noévekeédett. A feln6tt néstényekben indukalt kisméretld +/+ klonok 46.2 %-a nem volt
elég nagy ahhoz, hogy a peteburok teljes mértékben vad tipusu legyen, a lerakott
peték felének burka mozaik volt. A blasztoderma korban térténd besugarzas
mind6éssze 5 % abnormalis petét eredményezett. A +/+ foltok gyakran aszimetrikus
korionfuggelékeket alakitottak ki.

A feln6tt néstényekben indukalt klénok bizonyitjak, hogy az Fs fenotipusért
felel6s sejtek kifejlett korban is osztédnak. A Drosophila petefészkét alkotd testi
sejtek kozul csak a follikularis sejtek osztddnak kifejlett korban, tehat a mozaik
analizis adatai alapjan az Ugra mutacio fokusza a follikularis sejtekben van. Szabad
és Hoffmann (1989) az Fs(3)Apc testi sejt fuggd mutaciorol szintén a klonanalizis
modszerével bizonyitottdk, hogy a mutacié fenotipusa a follikularis sejtek

genotipusatal fugg.

3.3.3. Nem teljes penetranciaju dominans ndsténysteril mutaciok

térképezése

A Vaja az egyetlen Fs(2) mutacié, amelynek sem penetranciaja sem
expresszivitasa nem 100%-0s. A Vaja/al nub It stw sca sp néstények mintegy
30%-atél néhany utdéd szarmazott. Az al nub It stw sca sp himekkel végzett teszteld

keresztezésbdl szarmazo utddokban figyeltik a Vaja és a térképezd kromoszéma
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aléljainak megjelenését. Tizenharom rekombinaciét detektaltunk az al-Vaja és 36-ot
a Vaja-nub 16kuszok koézétt. Figyelembe véve az al (2-O.1) és a nub (2-47.0)
I6kuszok helyzetét és azt, hogy a koztuk lévé tavolsagot a Vaja rekombinansok
13:36 aranyban osztjak, a Vaja mutacioét a 2-15.1 poziciéba térképeztik. |

Nyolc Fs(3) mutacid penetrancidja és expresszivitdsa nem volt teljes a ru h th
st cu sr e ca kromoszdmaval transz-heterozigéta allapotban. A heterozigotak
10-100%-a rakott olyan petéket melyekbdl utddok szarmaztak. A Kartal?,
Levente¥, Pudur®!, Rosd?", Toll?>, Toll?% Vencellin®2 és Zolta?®> mutaciok helyét

meiotikus térképezéssel allapitottuk meg (6. tablazat).

6. tablazat. A nem teljes penetranciaju Fs(3) mutaciok jellemzéi.

Revertansok Him rekombinacié Ivarsejtkimérak
Afertilis  Térkép- A rekom- ) Utédok Avizsgalt A kimérak szama
Fs@) néstények helyzet binansok EMS Rontgen . o - Térkép- A rekombinansok NGStenyek ----------ooooeroooeee
%-a? széma Osszes  Rekombinans % helyzet szama szama Fs(3)  Kontroll
Kartal™?* 100 cu—ca 60 5/149  2/749 2246 45 2.0 cu-sr 4 14 ) 1
Levente™ 10 80.7 58 7299 126 1.7 cu-ca 19 12 4 2
Pudur’’? 23 ru—cu 4 5/194 1/2709 3344 57 1.7 st—cu 12 18 3 5
Rosd?"” 14 cu-sr k5 4/1375 5035 50 1.0 cu-sr B 20 2 4
Toll* 23 89.5 80 2/820 37 8 8
Toll®" 65 89 10 1/1875 7158 7 1.1 sr—ca 8
Vencellin**? 81 28.1 54 1/675 1/688
Zolta®" 26 cu-sr 7

a: az Fs(3)\ru h th st cu sr e ca genotipusu, fertilis néstények aranya.
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3.3.4. Térképezés himivarsejt-vonalban indukalt mitotikus rekombinacioval

torsoP+21/al nub It stw sca sp fiatal babokban indukaltunk mitotikus
rekombinaciot rontgensugarzassal. Kivalogattuk a himeket, majd tesztel6
keresztezést végeztink vellik. Az utédok O,4 %-a, 10959-bdl 44 volt rekombinans.
A néstény rekombinansokat megvizsgéltuk, hogy vajon az Fs vagy Fs* allélt
hordozzak. A huszonegy néstény rekombinans kézul két al* nub* It* stw* sca sp
fenotipusut azonositottunk. Az egyik hordozta a torsoP+?’ mutaciot, torsoP
fenotipusu, életképtelen petéket rakott, a masik fertilis volt. A fertilis néstényt a stw
és torsoP#21 kozotti rekombinaciéd okozta. A steril néstény torsoP#?! és sca kdzott
rekombinans kromoszémat hordozott. A torsoP#2?’ mutaciot a stw és a sca
markermutaciok kéze térképeztuk.

A harmadik kromoszémas Fs mutaciok kozul 16-ot térképeztink indukalt
himrekombinacioval (3. és 6 tablazat 29. és 47. oldal). Fs(3)/ ru h th st cu sr e ca
him babokat sugaraztunk be. Megvizsgaltuk a tesztel6 keresztezésbél szarmazd
rekombinans utddok fertilitasat. Az adatokat a hagyomanyos meiotikus térképezés
szabdlyai szerint értékeltik. Kontrollként azt az mwh e kromoszoémat hasznaltuk
amelyen az Fs(3) mutaciok zémét indukaltuk. mwh e/ru h th st cu sr e ca fiatal
babokat sugaraztunk be az Fs térképezési kisérletekkel azonos kérulmények kozo6tt.
Az utodok 1.5%-a volt rekombinans (175/11663). A harmadik kromoszomas
himrekombinacios kisérletekben 0,8-2%-os indukalt rekombinacidés gyakorisagot

tapasztaltunk (3. és 6. tablazat 29. és 47. oldal).
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3.3.5. Testi sejt fliggé dominans nésténysteril mutaciok térképezése

Fs(2)Ugra és Fs(2)Etre ivarsejtkimérakat allitottunk el6. A vadtipusu testi
sejteket és a testi sejt fuggd Fs/+ heterozigéta ivarsejteket hordozd kiméra
néstények fertilisek, ivarsejtieikben meiotikus rekombinacidk zajlanak le (3.6 fejezet).
A kimeéraktol szarmazo rekombinans utddok tesztelheték az Fs allélok jelenlétére ill.
hianyara.

Az Fs(2)Ugra/al dp b pr c px sp 6sivarsejtekbél és vadtipusu testi sejtekbdl allo
kimérakat al dp b pr c px sp himekkel paroztattuk. Az utédok koézétt a kdvetkezd
rekombinansok képzédtek; 3 dp-Ugra-b*, 4 dp*-Ugra*-b, 13 dp-Ugra*-b* és 19
dp*-Ugra-b. A dp-Ugra és az Ugra-b l6kuszok kézotti rekombinaciok aranya 7:32. A

dp (2-13.0) b (2-48.5) tavolsagot 7:32 aranyban osztva az Ugra |6kusz helye 2-19.4

(15. abra A).
dp b dp b
4 13
A
X N X
- Ugra bw cn Ugra bw
17 43
8 X o X
h Etre th h Etre th
29 13
e
h Apc th h_ AP th
13 9
D
X v 1o X
Avar Avar

15. abra. A: az Fs(2)Ugra, B: az Fs(2)Etre, C: az Fs(3)Apc és D: az Fs(3)Avar mutaciok meiotikus

térképezése ivarsejtkimérak segitségével.
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Az Etre/cn bw sp ivarsejtek és vadtipusu testi sejtek alkotta kimérakat
hasznaltunk az Efre mutacié térképezésére. 19 cn-Etre-bw*, 17 cn*-Etre*-bw, 43
cn-Etre*-bw* és 43 cn*-Etre-bw rekombinans alapjan az Etre mutaciot a 2-71.4
pozicidba térképeztik (15. abra B).

Az Fs(3)Apc és az Fs(3)Avar testi-sejt fuggd mutaciokat is kimérakkal
térképeztik. Bennuk az Fs(3)/ru h th st cu sr e ca ivarsejteket vadtipusu testi sejtek
vették koérul. Az Apc mutacio esetében a 34 h-Apc-th*, 29 h*-Apc*-th, 13 h-Apc*-th*
és az 5 h*-Apc-th rekombinans a h-th tavolsagot 63:18 aranyban osztotta. A h
(3-26.5) és a th (3-43.2) lokusz térképhelyzete alapjan az Apc l6kuszt a 3-39.5
térképhelyre illesztettik (15. abra C).

Hasonléan a 14 h-Avar-th*, 13 h*-Avar*-th, 9 h-Avar*-th* és a 10 h*-Avar-th
kimératél szarmaz6 rekombinans utéd alapjan az Avar a h-th tavolsagot 27:19

aranyban osztja, ami alpjan az Avar lokuszt a 3-36.3 térképhelyre tettik (15. abra D).

3.4.1. A dominans ndsténysteril mutaciok fenotipusos reverziéja EMS-sel és

réntgensugarzassal.

A fenotipusos revertansokat (Fs?) a dominans steril allélok masodik, EMS-sel
vagy rontgensugarzassal indukalt mutagenezisével allitottuk elé. Az FsR allélokkal
végeztik el a komplementacios kisérleteket, ill. hataroztuk meg néhany esetben az
Fs lokuszok funkciovesztéses fenotipusat. Az EMS-indukalt revertansokat Fs®E, a
rontgensugarzassal indukaltakat FsRX-szel jeldItuk.

Az Fs(2) mutaciok eltéré gyakorisaggal revertaltak. Amig atlgosan kb.
haromszaz Tarhos hordozé mutagenizalt kromoszéman egy revertans képz&6dott,

addig az Ugra esetében 6900-bdl csak egy. Az Ujra mutagenizalt masodik kromoszo-
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mas dominans ndésténysteril mutaciokbol atlagosan kb. minden ezredik revertalt az
EMS kezelés hatésara. A Told mutacid revertansai részlegesen megbérizték a
dominans steril fenotipust. A Billa és Tekele kivételével mindegyik Fs(2) allélnak
eldallitottuk legalabb egy (6sszesen 98) fenotipusos revertansat (2. tablazat 28.
oldal).

Az Fs(3) mutacidk kézul a Toll’°b revertélt a legkénnyebben: a 219 EMS-kezelt
kromoszéman harom reverzié kovetkezett be. Ezzel szemben a 4225 mutagenizalt
Bototnd allél kézul csak egy revertalt. Atlagban 350 mutagenizalt Fs(3)
kromoszoman koévetkezett be egy fenotipusos reverzido. Az atlagos reverzios
gyakorisagot jéval meghaladé szamban vizsgaltunk meg (2938 EMS-sel, 3730
réntgensugarzassal) mutagenizalt Apc mutaciot hordozé kromoszomakat, de kdzuluk
egy sem hordozott revertans allélt. Az Apc, Avar, Farkas, Levente, Pilis, és Zolta
mutaciok reveransait sem EMS-sel sem rontgensugarzassal nem sikeruilt
el6allitanunk. Az egyetlen Botond®R allél részlegesen megérizte a dominans steril
fenotipust. A BotondR heterozigéta néstényektél szarmaznak ugyan utédok, de a
peték nagyrészében az embridk elpusztulnak. Végeredményben 44 Fs(3) mutacid

113 revertansat allitottuk elé (3. és 6 tablazat 29. és 47. oldal).

3.4.2. Az Fs(3)Laborc'’c mutacio transzpozon indukalt reverzidja

A transzpozonnal indukalt revertansok el6allitasaért P tipusu, kb. étven ,P”
elemet tartalmazé Laborc’</TM3, Sb Ser himeket kereszteztink ,P’elem mentes két
balanszerkromoszomat hordozé néstényekhez. Mind a him mind a néstény utddok

ivarsejtieiben a transzpozonok aktivalddtak, mutacidkat indukalhattak. Osszesen

30690 mutagenizalt himivarsejtbél szarmazd néstényt vizsgaltunk meg anélkul,
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17c

hogya Laborc' allél reverziojanak nyomat lattuk volna. Ugyanakkor a 6963
mutagenizalt ndstény egyiketdl 3 utdéd szarmazott. A harom utddot minden bizonnyal
egyazon genetikai esemény okozta. A transzpozon az &sivarsejtben indukalta a
reverziot és mind a harom utéd egyetlen, a reverziét hordozd G&sivarsejt
leszarmazottja. Mindharom utédbdl térzset alapitottunk, de a tobvabbiakban azonos
revertansnak tekintettuk dket.

A Laborc l6kuszba inszertalddott ,P”’elemet genetikai médszerrel mutattuk ki. A

transzpozonnal indukalt Laborc'**"

allélt hordoz6 egyedekkel ujra ,P"elemet aktivald
keresztezéseket végeztink, hogy a reverziot okozé ,P” elelmet az Laborc |6kuszbdl
eltavolitsuk. Ha a transzpozon eltavolitdsa az eredeti Fs fenotipus visszaallasat
eredményezi, ugy az Fs allél reverzidjat valéban ,P” elem inszercid okozta.
Kilencszazoétvenkilenc Laborc’*fP kromoszdmat vittink ,P” elemet aktivalé genetikai
kérnyezetbe. Huszonegy esetben visszadllt az eredeti Fs fenotipus, tehat a

17cRP

Laborc valéban egy ,P” elem indukalt allél.

3.5. Komplementacios analizis

Az Fs és a bel6luk készitett revertans allélok heterozigdéta kombinaciéban
néhany kivételtél eltekintve életképtelenek. A letalitas egyarant lehet az Fs I6kuszok
jellegzetessége, vagy azoknak az un. second-site letalis mutacioknak a
kévetkezménye, amelyek az Fs allélok indukcidjakor képzddtek. Ugyanazon Fs allél
revertansai transz-heterozigéta kombinacioban altalaban életképtelenek. Mivel a
letalitas az Fs kromoszéman indukalt letalis mutaciok kévetkezménye is lehet, a

letalis fenotipust nem jellemeztuk.
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A huszonnégy FS(2) mutacidé kozil huszonegyet vontunk be a
komplementacids kisérletekbe. (A Billa és Tekele alléloknak nincs revertansa, a Told
revertansai részlegesen megébrizték a dominans fenotipust 3.4.1 fejezet.) A
kulbnb6zé Fs allélok revertansai altalaban komplementaltak egymast: a
transzheterozigota néstények életképesek és fertilisek voltak. Harom, tébb Fs alléllal
azonositott komplementacios csoportot azonositottunk. A dorsalP  allélok
revertansaira heterozigéta néstények sterilek, petéikben un. dorzalizalé embridk
fejlédtek, amelyeknek nem képzd&dik hasi oldaluk és elpusztulnak (Nusslein-Volhard
és mtsai 1980). A Barsa revertansok nem komplementaltak egymast: revertansaik
transzheterozigota allapotban elpusztultak. A Ketel komplementaciés csoportot
harom dominans allél és azok revertansai alkotjak. A Ketel nem komplementalo
fenotipusa szintén letalitas. Végeredményben a 21 Fs(2) allél 13 komplementacids
csoportot alkot.

Az Fs(2) revertansokat néhany korabban azonositott recessziv nésténysteril
alléllal is komplementaltuk. Kiderult, hogy négy Fs(2) mutacio a dorsal gén dominans
allélja. Revertansaikra és a dorsal mutaciora heterozigota néstények életképesek,
de sterilek. Petéikben un. dorzalizalé6 embridk fejlédtek. A torsoP+°?! revertansai a
torso recessziv nésténysteril allélokat nem komplementaltak. A transzheterozigota
néstényektdl szarmazé embridk a jellegzetes torso fenotipust mutattak: az embriok
nem szelvényezett Un. terminalis észei hianyoztak, ami miatt elpusztultak
(Schupbach és Wieschaus 1986). A torsoP#02! mutacio a torso gén dominans allélja.
A Barsa és Dorog mutaciokat hordozé néstényektdl szarmazd petéken a hatoldali
korion fuggelékek rovidebbek és szélesebbek a vadtipusénal ez a ,ventralizald”
kérionmintazat hasonlit a gurken és torpedo fenotipusra. A Barsa és Dorog

revertansok komplementaltak a gurken és torpedo fenotipust. A komplementacios
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kisérletekben még a kovetkez6, a peteképzés ill. az embriogenezis iranyitasaban
szerepet jatszo recessziv nésténysteril allélok szerepeltek (Id. még a fuggeléket is).
A torpedo, exuperantia, staufen, trunk, tudor, vasa €s valois melyek dominans
alléljait az Fs(2) mutansok egyike sem azonositja. A Vaja dominans fenotipusa
emlékeztet a BicaudalP’'34 fenotipusra (Mohler é€s Wieschaus 1986, Id. még a
fuggeléket is). A nem 100 %-os penetranciaju BicaudalP’'34 és VajaR heterozigdtak
sterilek, az altaluk rakott peték 50 %-aban BicaudalP fenotipusu embridk fejlédnek.
A részleges komplementacio és a hasonlé fenotipus alapjan ugy gondoljuk, hogy a
Vaja mutacié a BicaudalP gén uj allélja.

Osszesen 44 Fs(3) mutacid 113 revertansaval végeztunk komplementacids
analizist. Az Apc, Avar, Farkas, Levente, Pilis, és Zolta mutacioknak nincsenek
revertansaik, a BotondR allél részleges revertansnak bizonyult (3.4.1 fejezet).
El6sz6r a revertansokat az eredeti Fs alléljaikkal kombinaltuk. Az Fs allélokkal
egyszerre indukalt recessziv letalis mutaciék miatt -két kivétellel- az Fs/FsR
heterozigotak életképtelenek. A Keve/Keve??2 genotipusu néstények életképesek és
fertilisek. A Tevel mutacionak hét fenotipusos revertansat allitottuk el6. Mind a hét
életképesnek bizonyult a Tevel dominans alléllal heterozigéta formaban. A
Tevel/Tevelr? néstények steril fenotipusa a Tevel/+ heterozigdtakéval azonos volt. A
KeveR*2 és a TevelR allélok valoszinlleg nem Fs revertansok, hanem rekombinacio
révén jottek létre, vagy dominans szupresszor mutaciot képviselnek. Ugyanazon Fs
mutaciok revertansai transzheterozigéta allapotban altalaban életképtelenek voltak.
Mivel a letalitast az Fs mutaciokkal egyutt indukalt recessziv letalis mutaciok is
okozhattak a letélis fenotipust nem hatatoztuk meg.

Az Fs mutaciokat fenotipusuk szerint két csoportba soroltuk. A  korai”

embridletalis csoprtot képezé mutans néstények embridi a blasztoderma stadium
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elétt elpusztulnak. A késéi” csoportba tartozé mutansok embridiban larvalis kutikula
is kialakulhat. A komplementaciot az azonos fenotipusos csoportba tartozd Fs(3)
mutaciok revertans alléljaival végeztik el. A kialénb6z6 Fs(3) allélok revertansaibol
képzett heterozigéta kombinaciok altalaban komplementaltak egymast: életképesek
es fertilisek voltak. Harminckét nem komplementalé allélpart azonositottunk. Azaz
eredményeket az 16. abra foglalja 6ssze.

Nyolc, tébb allélbdl allé komplementacios csoportot azonositottunk. A Berce/*
mutacid két revertansat allitottuk elé. A Bercel?eRe2 |etdlis, a Bercel**RE? életképes és
fertilis a négy Bercel’= revertans allélal heterozigota formaban. A Bercel's és
Bercel* mutaciot egy komplementacids csoportba soroltuk, mert figyelembe vettik,
hogy azonos kromoszéma szakaszra térképezddnek és hasonlé fenotipussal
rendelkeznek. A Zerind’® mindharom revertans allélja letalis volt a harom
Zerind#1°4rE alléllal heterozigdta formaban. A Huba®#, Huba®#*, Huba'® és Huba'®
mutéaciok revertansai nem komplementaljak egymast, a transzheterozigétak letalisak
voltak. A Tomaj*9 Tomaj*® és Tomaj'® revertansok szintén nem komplementaljak
egymast. A revertans mutacidkra transzheterozigéta néstények sterilek. Mind a hét
Damasa?'m revertans steril fenotipusi a Damasa’®®Re’ és Damasa’®’Re? allélokkal
transzheterozigéta allapotban. A Kavar mutaciok komplementaciés mintazata
Osszetett:  letadlis, fertilis és steril allélkombinaciok is léteznek. A
Kavar'®REz/Kavar?'eRE!  transzheterozigéta ndstények sterilek, petéikben a fej
rendellenességeket mutatdé embridk fejlddnek. A masik harom recessziv steril
kombinacié ,korai” anyai hatasu embridletalis fenotipust mutat: az embridk

elpusztulnak miel6tt elérnék a blasztoderma fejlédési stadiumot (16. abra).
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T letalis kombinacio, S:ndsténysteril kombinacio, fs:nGsténysteril kombinacio, D:dorzalizalé fenotipus,
F:fertilis kombinacid.

16. dbra. Az Fs(3) mutéaciok revertansainak komplementacidja

A kés6i” embridletalitdst okozd Fs(3) mutaciok revertansait harmadik
kromoszomas az un. dorsal csoportba tartozé recessziv anyai hatasu letélis
allélokkal is komplementaltattuk. Az easter, a nudel, a pelle, a pipe, a snake, a
spatzle, a Toll*°RE és a tube recessziv allélok szerepeltek a komplementaciéban
(Anderson, és mtsai 1985, Anderson és Nusslein-Volhard 1986, Id még a fuggeléket
is). Négy Fs mutacié 6sszesen tiz revertans allélja nem komplementalja az easter
mutaciot: transzheterozigota allapotban életképes, de steril néstények fejlédnek.

Petéikben az easter 16kusz funkcidvesztéses ,dorzalizald” fenotipusat mutatéd elhalt
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embridkat mutattunk ki. Az easter?#192, az easter?s°22. az easter”?2 és az easter’2o" a
négy Uj easter dominans allél revertansai egymast sem komplementaltak: a
transzheterozigotak sterilek voltak, petéikben ,dorzalizalé” fenotipusu embriok
fejlédtek. Ot Fs(3) mutacié kilenc revertans allélia a TollP9RE  allélt nem
komplementalta. (A TolleRE a Toll gén funkcidvesztéses allélja). A heterozigéta
néstények sterilek, a téluk szarmazo embriok ,dorzalizald” fenotipusuak voltak. Az
6t, altalunk azonositott Toll allél revertansaival komplementaciés analizist
végeztunk. A transz-heterozigétak sterilek, vagy letalisak voltak. A steril
néstényektdl szarmazé embridk a Toll funkciovesztéses ,dorzalizald” fenotipust
mutattak. Osszességében a 44 Fs(3) mutaciét 27 komplementécids csoportba

soroltuk.

3.6. A dominans nésténysteril mutaciok fokuszanak meghatarozasa kimérak

segitségével

Amikor az Fs/+ heterozigéta néstényekben réntgensugarzassal +/+ kldnokat
indukaltunk, a mozaik néstények nem vart utoddeloszlast mutattak. Harminckét
esetben az Fs mutans allél atoroklédott az utdédokra a klénindukcid utan (2. és 3.
tablazat 28. és 29. oldal). Ez a jelenség utalhat testi, esetleg follikularis sejt fuggd
dominans nésténysterilitasra. Ivarsejtkimérakat allitottunk el6, hogy megvizsgaljuk
vannak-e az Fs allélok kozott olyanok, amelyek fenotipusa a testi sejtek
genotipusatal fugg.

Az Fs(2)/al dp b pr ¢ px sp vagy Fs(2)/cn bw pr ivarsejtekbdl és ép testi
sejtekbdl allé kimérak fertilitasat vizsgaltuk. Husz Fs(2) mutaciot teszteltink igy. (A

Barsa* mutaciénak harom, a dorsalPé, dorsalP” mutacioknak két masik Fs alléllja van,
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ezert fokuszukat kilén nem hataroztuk meg. Az Fs(2)1 mutacié fokuszat a mitotikus
rekombinaciéval indukalt klonok egyértelmien az ivarsejtekre térképezik.)
Tizennyolc esetben az Fs alélt hordozé ivarsejtek az ép testi sejtek kérnyezetében
mutattak a jellegzetes ndsténysteril fenotipust és a kimérak sterilek voltak (2.
tablazat 28. oldal). Az Fs(2) mutaciok tobbségében (18/20) az Ssivarsejtek Fs jellege
elegendd a dominans fenotipus kialakitasahoz.

Az Ugra/al dp b pr ¢ px sp és az Etre/cn bw pr ivarsejtekbdl és ép
(+/Fs(1)K1237) testi sejtekbdl allo kimérak fertilisek voltak jelezve, hogy az Ugra és
Etre mutaciok fenotipusa nem ivarsejtfiggé. Ezt az eredményt a koévetkez6
transzplantaciokkal erésitettik meg: Ugra/Cy Roi, Etre/Cy Roi himek és al dp b pr ¢
px sSp €s cn bw sp ndstényektdl szarmazé embriokba y v f mal embrionalis
ivarsejteket ultettuink. A kifejlédé Ugra/al dp b pr ¢ px sp és Etre/cn bw sp testi
sejteket hordoz6 kimérak sterilek voltak. Tehat az Ugra és Etre fenotipus

kialakitasaért valoban a testi sejtek a felelések (7. tablazat).

7. tablazat. Az Ugra és Etre testi sejtekbdl és ép ivarsejtekbdl 6sszetevodo ivarsejtkimérak adatai.

Az embritk szulei R A kimérdak tipusa
néstények

Donor Gazda +/Fs(2) +/Cy Roi
+/+ #ife

X X 3
Ugra/Cy Roi K1237/Y 51 6

+/+ +/+ g

X X

Etre/Cy Roi  «i1237 31 4 8

Az embriék szilei Gazda néstények

+/Fs(2) +/Cy Roi
Donor Gazda Ysszes Kiméra dsszes Kiméra
d
+/+ e
X X ) 20 4 30 6
+/Y Ugra/Cy Roi
d

+/+ +/+°

X 4 X 15 6 17 9
+ly Etre/Cy Roi

a:aldp b prcpxsp,b: Oregon R, c. cn bw sp, d: y v fmal 58



A transzplantaciéo sikerességét két bizonyiték mutatja. Elészér a kimérak
petefészkeit aldehid oxidaz aktivitasra megfestettik, bennuk kimutattuk a y v f mal
ivarsejtekbdl szarmazd petekezdeményeket. Masodszor a belsd kontrolloktél, a Cy

Roi/al dp b pr ¢ px sp és Cy Roi/cn bw sp kiméraktél szarmaztak y v f mal utédok

(17. 4bra, 7.tablazat).

17. dbra. Az Ugra/al dp b pr c px sp gazdaba Ultetett mal ivarsejtekbél felnétt korban adehid oxidaz,

nem fest6d6 petekezdemények fejlédtek, amelyeket az abran nyillal jelsltunk.

A két testi sejt fuggé Fs(2) mutacié fokuszat larvalis petefészek atlltetéssel
pontositottuk. Ugra/+ és Etre/+ genotipusu harmadik stadiumos larvabdl petefészke-
ket Ultettink at testi sejtjeiket illetéen vad fenotpusu (valdjaban +/FS(1)1237 larvak-

ba. Harom Ugra és 6t Etre kimérat allitottunk el6. A beultetett petefészkekbdl
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utédok nem szarmaztak. Ez azt jelenti, hogy a mutans fenotipust a petefészek
autonom modon eredmeényezi. Azt, hogy a petefészken kivuli testrészeknek valoban
nincs szerepe az Fs fenotipus kialakitasaban a koévetkez6 transzplantaciéval
bizonyitottuk. Ugra/+ és Etre/+ n6éstény larvakba y v f mal genotipusu petefészkeket
Ultettink. A kikeld néstényeket y v f mal himekkel paroztattuk. A két Ugra és a harom
Etre n6stény kiméra fertilis volt. TélUk csupan y v f mal utddok szarmaztak, jelezve
azt, hogy az Ugra és Etre mutaciok fokusza a petefészekben, annak testi eredet(
sejtjeiben van.

Osivarsejtek transzplantacidjaval tovabbi harmincnyolc harmadik kromoszémas
dominans ndsténysteril mutacié fokuszat hataroztuk meg. A Bercel®, Damasa™,
easter’'® easter”®, Kavar’™, Kavar?™ Toll'®, TolP® Tomaj*® és a Zerind™ mutéaciok
tobb tagbol allo komplementacios csoport alléljai, ezért fokuszukat kulén nem
hataroztuk meg. A Vencellin®? és a Zolta®® mutaciokra a fenotipus gyenge
expresszivitasa miatt, a Pilis’”” mutaciéra a hordoz6 egyedek gyenge életképessége
miatt nem kerult sor.

Fs(3)/ru h th st cu sr e ca ivarsejtekbd| és ép testi sejtekbdl (+/Fs(1)K1237) allo
kimérakat allitottunk el6. Az Apc és az Avar kivételével mindnek a fenotipusa az
ivarsejtek genotipusatol fugg (3. és 6. tablazat, 29. és 47. oldal).

Az Apc és Avar/ru h th st cu sr e ca ivarsejtek ép testi sejt kdrnyezetben
funkcioképesek, bel6lik ép petekezdemények majd utdédok szarmaznak jelezve,
hogy a két mutacio fokusza a testi sejtekben van. Azt, hogy az Avar fenotipuseért
valéban a testi sejtek genotipusa a felelés, a kovetkezé transzplantacioval
erGsitettk meg. Ava/ru h th st cu sr e ca embriodba y v f m al ivarsejteket ultettink. A

kifejlédé néstények mind sterilek voltak. Felboncoltuk 6ket és petefészkeiket aldehid

oxidaz festéssel megfestettik. Osszesen 39 ndstény petefészkét vizsgaltuk meg.
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Kozuluk 13 tartalmazott nem festédd, a beultetett mal/mal ivarsejtbdl szarmazo
petekezdeményt. A steril kimérak azt jelzik, hogy az Avar fehotipusért valéban a testi
sejtek genotipusa felel6s. A belsé kontollként szolgaldé TM3, Sb Ser/ru h th st cu sr e

ca gazdaktol utodok szarmaztak (8. tablazat).

8. tablazat. Az Avar kimérak adatai.

Az embriok fenotipusa i A4
p Gazda Kimérak
e b
néstén
Donor Gazda y Avalrucuca +/rucuca
Avalrucuca
b +/K1237 18 3 2
+/rucuca
Az embridk fenotipusa Gazda néstények
Aval/rucuca +/rucuca
Donor Gazda Osszes Kiméra Osszes Kiméra
Ava/rucuca
b
yvfmal +/rucuca 39 13 18 7

a: OregenR, b:Tm3,Sb Ser

Petefészekkimérakat allitottunk el6, hogy eldéntsik vajon a Avar mutacioé
fokusza a petefészekben vagy azon kival van-e. Avar/h th st cu sr e ca
petefészkeket Ultettlink ép testi sejtli (Fs(1)K1237) larvakba. A két néstény kiméra
fertilis volt. A beultetett Avar/h th st cu sr e ca petefészkekbdl utdédok szarmaztak.
Tehat az Avar mutacio fenotipusat a petefészken kivli sejtcsoportok alakitjak ki. Ezt
a kovetkez6 transzplantacios kisérlettel erdsitettik meg: Avar/ru h th st cu sr e ca
gazdakba y v f mal larvakbol szarmazé petefészkeket transzplantaltunk. A

kimérakban aldehid oxidaz festéssel kimutattuk, hogy mind az &t esetben a beultetett
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mal/mal, nem fest6dd petefészek a babozdédas soran a petevezetbvel kapcsolatot
létesitett, vagyis ha az Avar hordozo testi sejtek nem akadalyoztak volna, beldluk

peték szarmazhattak volna (18. abra).

18. abra. Avar/ru h th st cu sr e ca, festédé és y v f mal genotipusu, aldehidoxidaz, nem fest6do

petefészket hordozé kiméra két petefészke.

Az 6t kiméra mindegyike visszatartotta a y v f mal petefészekbdl szarmazo,
érett petéit, azaz mutatta az Avar dominans fenotipust, megerdsitve, hogy az Avar

mutacio fokusza a petefészken kivul van.

3.7. A torso gén a tailless génen keresztiil fejti ki a hatasat

A torsoP+021 egy korabban recessziv anyai hatasu mutaciokkal azonositott gén
dominans allélja (Klingler és mtsai 1988, Szabad és mtsai 1989). Mind a dominans
mind a recessziv fenotipus kutikulahiannyal irhato le. A dominans mutaciot hordozé

néstények utddaiban minden sejt a nem szelvényezett akron és telzon testtajékra

jellemzd fejlédési utat kdveti, a szelvényezett testtdjak hianyoznak (19 B. abra).




A B C D E

19. abra. A torso® fenotipus tailless hattéren visszaszorul. A: Oregon-R, vad tipusu elsé stadiumos larva

kutikula preparatuma. B: tor®?'/+ nésténytél szarmazé letalis embrié C: a tor®®'/+, ti'/+ nésténytdl és
t'/TM3, Sb Ser himtél szarmaz6 utédok 75%-ara jellemzd embridletalis fenotipus. D: a  tor®?'/+ ti'/+
nsténytdl és ti'/TM3, Sb Ser himtél szarmazd embriok 25%-ara jellemzd embridletalis fenotipus. E: a

tailless homozigéta fenotipus. pv: a proventriculus az egyetlen kitines képzddnény a tor®°?'/+ nésténytél

szarmazé utédokban.

A torso recessziv (funkciovesztéses) allélok fenotipusa ellentétes: bennuk
akron és telzon nem képzédik, mig a kdzépsé strukturak épek (NUsslein-Volhard
mtsai 1987, Klingler és mtsai 1988). A zigotikus aktivitasu tailless (tll) gén recessziv
alléljai a torso funkciovesztéses alléljaihoz hasonlé fenotipust mutatnak (Stecker és
mtsai 1988). A forso és a tailless gén az akron és telzon testtajak kialakitasaban
vesz részt. Kettés mutansokkal bizonyitottuk, hogy a két gén ugyanabban a fejlédési

folyamatban jatszik szerepet ugy, hogy az anyai hatasu forso gén a zigotikus
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keresztezésbdl szarmaztak: torsoP4°?’/Cy Roi, tailless’/+ n&stényeket paroztattunk
tailless’/TM3 Sb Ser genotipusu himekkel. Annak ellenére, hogy mindegyik embrid
forsoP anyatél szarmazott, kétféle utod fejlédott. Az embriok haromnegyede forso®,
egynegyede tailless fenotipust mutatott (19. abra). Az utédok egynegyede tailless’
homozigdta genotipusu volt. A tailless géntermék hianyaban a torsoP fenotipus nem
tudott megnyilvanulni, az embriok a failless fenotipust mutattak,vagyis a forso gén

valéban a tailless génterméken keresztul fejti ki hatasat (19. abra).

3.8. A Ketel gén részletes genetikai boncolasa

Dominans nd&sténysteril gyljteményink harom Ketel allélt tartalmaz.
Mindharom allél korai anyai hatasu letalis fenotipusu. A Ketel'/+ és KetelFl+
néstények petéiben a meidzis sem jatszodik le. A Ketel? heterozigota néstények is
sterilek, de minden masodik petéjukben megindul az embriogenezis €s a szincicialis
blasztoderma stadiumig folytatédik (3.2.2. fejezet). Mindharom Ketelfs allél
funkcidvesztéses fenotipusos revertansait el6allitottuk (3.4.1. fejezet). A KetelR
allélokkal komplementaciés analizist végeztink. Megallapitottuk, hogy a
funkcidvesztéses fenotipus zigotikus letalitas, jelezve hogy a Ketel gén terméke az
anyai hatas mellett mas fejl6dési folyamatokban is résztvesz.

Vajon hany fejlédési folyamatban van szerepe a Ketel génnek? Mi az
Osszefluggés a kulénb6zé fenotipusokkal azonositott funkciok kézétt? Mi a kapcsolat
a Ketel és mas, korabban azonositott fejlédésben szerepet jatszé gének kozott?
Célul tlztuk ki a Ketel gén részletes genetikai boncolasat, hogy a fenti kérdéseket

megvalaszoljuk.
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3.8.1. A Ketelrs mutans allélok citogenetikai térképezése.

Mindharom Ketel’s mutans allélnak réntgensugarzassal Uj fenotipusos
revertansait allitottuk el6, és elvégeztik a revertansok citogenetikai vizsgalatat.
Mindharom Fs allélt hordozé kromoszomakat mutagenizaltuk. Az 6sszesen 19975

mutagenizalt kromoszdma kézul hét hordozott Uj, KetelR allélt (9. tablazat).

9. tablazat. A Ketel allélok felsoroldsa eredetiilk szerint. Az Fs allélokat és az EMS indukalta

revertdnsokat a 3.2.2 és a 3.4.1. fejezetekben, a dominans hidegérzekeny allél rontgensugarzas indukalta

revertansait a 3.8.2 fejezetben irjuk le. A spontan revertansokat az Fs térzsek fenntartasa kézben fedeztik fel.

Fs allélok Fs revertansok Dhl revertansok
EMS Spontan EMS Rontgen Réntgen
Ketel! KetelR14/1
Ketel|Phl
Kete|1RE28

Kete|1Rx3

Kete|1Rx6

Kete|1RX20

Kete|PhiRX72
Kete|PhiRx75
Kete|DhiRx89
Kete|bhiRx98
Kete|bhiRx105
Kete|PhiRX172
KeteIDhIRXZQS
Kete|bhiRX300
Kete|PhiRX370
KetethlRXGﬂ)
Kete|PhIRX515

Ketel? Ketel2RE37
Kete|2Rx4
Kete|2RX13
Ketel? Kete[3RE30
Kete'BREEH
Kete|3RE32
Ketel3RrRxe
Kete|3RX15
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Elvégeztik a revertans kromoszémak citolégiai vizsgalatat, hogy megallapitsuk
a KetelFs 16kusz helyzetét. Négy revertans kromoszéma lathaté atrendezddést
mutatott. Harom atfedd deléciét és a delécidk atfedd szakaszan egy (2,3)
transzlokacié masodik kromoszémas téréspontjat azonositottunk. A transzlokacioé
masodik kromoszéman lévé téréspontja a KetelFs allélokat a 38E1.2,3 citologiai

pozicidba térképezi (20. abra).

AB C DIE F A BCDEFA

LTI

a8
KetelgRX13 ey
KetelZRX4 —_—
Yot SRS i
Ketel [RX6
38EL.2,3

20. abra. Ketefs allélok citoldgiai térképezése rontgensugarzas indukalt Fsr allélokkal.

3.8.3. Ketel revertans allélok fenotipusa

A KetelrR/+ revertans heterozigéta néstények fertilisek. Mivel a reverzié lehet
részleges, a KetelRE/Cy Roi n6stényeket Canton-S, vadtipusu himekkel kereszteztik,
és figyeltik, hogy az altaluk rakott petéknek hany szazalékabol nem fejlédik utéd. Ez
az arany a Ketel’™ és Ketel3RE28 allél kivételével a vad tipusra jellemz6 5%-ot

kissé meghaladd, 6,4 és 11,.6% kozott valtozott. Az alacsony peteletalitas azt jelzi,
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hogy a dominans allél reverzidja tokéletes: a masodik mutaciés esemény az Fs
allélokat teljesen inaktivalta. A Ketel™®h/+ és KetelPRE26/+ nostények altal rakott
petéknek 20 ill. 33%-a letdlis, vagyis a Ketel™™" és KetelPRE28 allélok részben

megtartottak az eredeti Fs allélok funkcidnyeréses jellegét.

3.8.3. A Ketel’", egy dominans hidegérzekeny letalis allél jellemzése

A Ketel™" allél dominans hidegérzékeny letalis (Dh/) allélnak bizonyult. A
Ketel™™h/+ genotipusu egyedek 18°C-on életképtelenek. A Kete/™" mutacio
hidegérzékeny periodusat az un. hémérseékleti shift up shift down kisérletparral
hataroztuk meg. Ketel/™™/Cy Roi himeket kereszteztink Oregon-R, vadtipusu
néstényekkel. Az utddok a shift up kisérletekben 2, 4, 6, stb napot téltéttek restriktiv
(18°C-os) hémérsékleten, majd permissziv (25°C-os) hémeérsékletre kerultek. A Shift
down kisérletekben 1, 2, 3, stb napot permissziv hémérsékleten, majd a
tovabbiakban restriktiv hémérsékleten fejlédtek. (Az egyedfejlédés 25°C-on 9 napig
18°C-on 24 napig tart). Az egyes shift kisérletekben meghataroztuk és abrazoltuk az
Oregon-R/Cy Roi és a Ketel™™/Oregon-R utdédok 6ssz utdéd szamhoz viszonyitott
aranyat (21. abra).

A shift kisérletek tanusaga szerint a mutacié hidegérzékeny periédusa a késéi
larva, korai bab korban van. A hidegérzékeny periddust restriktiv hémérsékleten
atélt egyedek bebabozodnak, metamorfozalnak, de a babon belul elpusztulnak. Ez
az eredmény azt jelzi, hogy a Ketel génnek szerepe van a larva és bab fejlédési

szakaszban.
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o-o0-o-shift up

e-o-o-shift down

napok

6
12 14 16 18 20 22 24

21. 4bra. A KetelP"dominans hidegérzékeny allél hidegérzékeny periédusanak meghatarozasa az

an. shift up shift down kisérletparral.

o
60+
50t
40+ e
30t o
20¢—

10t napok

5 4 6 8 10 12 14 16 18 20

22. abra. A Kete/'o" allél dominans anyai hatasanak hémérsékletfliggése.

Annak eldéntésére, hogy van-e Ketel’" allélnak hidegérzékeny periddusa a
peteképzés folyaman a kovetkezd shift kisérletet végeztiuk el: Ketel™"/Cy Roi

néstényeket neveltink fel 25°C-on, a permissziv hémérsékleten, amelyek Canton-S
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vadtipusu himekkel paroztak, majd 18°C-on petéztek. A taptalajt két naponkét
O0sszesen 20 napon at cseréltuk. Az egyes mintakbdl meghataroztuk és abrazoltuk
az életképes peték aranyat a shift idépontjatol eltelt id6 fuggvényében (22. abra 68 .
oldal). A permissziv hémérsékleten mért 20%-os peteletalitas a restriktiv
hémérsékleten 45%-ra emelkedett. A Ketel'™o" allél enyhe dominans anyai hatasu
fenotipusa csak kismérték( hidegérzékenységet mutat.

A Ketel gént anyai hatasu Fs alléljaival azonositottuk. A Ketel/’™o" alléltél, mint
funkcidnyeréses hidegérzékeny alleltél hidegérzékeny anyai hatasu fenotipust
vartunk. A kismértékG mért hidegérzékeny anyai hatas szukségessé tette, hogy
bizonyitsuk, a Dhl mutacidé a Ketel gén allélja. Ennek érdekében meghataroztuk a
hidegérzékeny‘allél citologiai térképhelyzetét.

A dominans hidegérzékeny mutacié fenotipusos reverzidjaval ujabb allélokat
alliottunk el6 (9. tablazat). Ketel’™/Cy Roi himeket sugaraztunk be 4000 R dozisu
rontgensugarzassal. A besugarazott himeket CyO/In(2IR)Pm n&stényekkel
kereszteztik. Az utdédokat 18°C-on neveltik. Mivel a CyO/Cy Roi és Cy
Roi/In(2LR)Pm genotipusu utddok életképtelenek, ill. alacsony, restriktiv
hémérsékletena Kete/P" mutaciot hordozé egyedek is elpusztulnak, csak azok az
utédok fejlédnek ki, amelyek a dominans hidegérzékeny mutacid fenotipusos
revertansait hordozzak. A kisérlet reprezentativ részét permissziv hémersékleten
végeztik, hogy meg tudjuk becsulni hany Dh/ mutaciét hordozd kromoszdémat
sugaraztunk be. Becslésunk szerint 58000 Dhl/-hordozé kromoszémat kezeltunk,
kozuluk 14-en kovetkezett be a dominans hidegérzékeny letalis mutacio fenotipusos
reverzidja. A revertans kromoszomat hordozé torzsekbdl larvakat gydjtéttink és
nyalmirigyukbdl kromoszéma preparatumokat készitettink. A 14 revertans kozott

harom atfedé deléciot és az atfedé szakaszon keét transzlokacids toéréspontot
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azonositottunk (23. abra). A transzlokacios téréspontok a Dh/ allélt a Ketels

allélokkal azonos citolégiai pozicioba a 38E1.2,3 savok kozé térképezik, a Kete/PH

minden bizonnyal egy igazi Ketel allél.

A B C DIE F A BCDEFA

P T T

as
Ketel 1IRDh1RX98
Retel 1RDh1RX29 P
Ketel 1RDh1RX370
Keto] LRDhIRX610 {
38E1.2,3

23. dbra. A Ketel'o allél citoldgiai térképezése rontgensugarzassal indukalt Dh/ revertans allélokkal.

3.8.6. A KetePre2s egy dominans hémérsékletérzékeny Fs allél jellemzése

A KetelPRE28/+ genotipusu néstények petéinek 33%-abdl (25°C-on) nem
fejlodik utdéd. A letalis peték felében olyan embriok fejlédnek, amelyek az
embriogenezis végén pusztulnak el. A kés6i embrioletalis fenotipust a fej
kitinvazanak torzulasa és a hati strukturakra jellemzé kutikula hianya jellemez, amely
fenotipus az embriok gyenge ventralizaciéjara utal (Schupbach 1987) (24. abra). A
magas peteletalitas részleges reverziot jelez. A Ketel3Re2 allé| esetében a részleges
reverzié mértéke hémérsékletfiggének bizonyult. A 25°C-on mért 33%-rol a letalis
peték aranya kézel 100%-ra névekedett a 29°C-on valo petéztetéskor, visszaallt az
Fs fenotipus. A reverziét okozd masodik mutacié magas hémérsékleten nem, mig
alacsony hémérsékleten kifejezédik: a reverzié hidegérzékeny.
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24. abra. A KetePRe2s/+ néstények késoi anyai hatasu letalis fenotipusa. A: Oregon-R, vadtipusu elsd

stadiumos larva kutikulaja. B: a KetePRe28/+ nostények késdi anyai hatasu letélis fenotipusa.

A reverzid6 hidegérzékeny periédusat shift kisérlettel hataroztuk meg.
KetelPRe28 nGstényeket 25°C-on neveltunk fel, Canton-S, vadtipusu himekkel
kereszteztik 6ket és meghataroztuk az altaluk rakott életképtelen peték aranyat. A
petéztetést 29°C-on folytattuk. A taptalajt nyolc éranként cseréltuk. Meghataroztuk
és abrazoltuk az életképtelen peték aranyat. Amint a 25. abra A része mutatja, az Fs
jelleg mar egy nap elteltével csaknem teljesen expresszalddott, a peték 93%-a letalis
volt, ami azt jelenti, hogy a reverziét okozé mutacié hidegérzékeny periddusa a
peteképzddés utolsd szakaszara esik. Meghataroztuk a shift kisérletben egymast
kévetdé mintakban a letalis peték fenotipusat és abrazoltuk a kutikulat képzé peték
aranyat (25. abra B).

A masodik nap kozepétdl csak a KeteP mutaciora jellemzd korai letalis

fenotipusu petéket észleltink. A fenti eredmények azt bizonyitjak, hogy a Ketel gén
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kifejez6dik a peteképzés utols6 szakaszaban, a génterméknek szerepe van az

embrid hasi-hati polaritasanak kialakitasaban.

%
50
40
30

J 20

EOT 10 4\
+ napok napok
A T SR ' R S
A B

25. abra. A KeteP®*?® mutacié hidegérzékeny periodusanak meghatarozasa. A: a letalis peték aranya a
shift up idépontjatol eltelt id6 fuggvényében. B: a késdi letalis peték aranya a shift up idépontjatol eltelt

id6 fuggvényében.

3.8.5. A Ketel revertans allélok komplementacidja

A Ketel? allélok homozigéta formaban az Fs alléllal ill. a reverziot okozo
mutacioval egyidejlleg indukalt recessziv letalis mutaciok miatt életképtelenek. A
Ketel funkciovesztéses fenotipust a Ketef*"® és KetelP"™, a Ketel régiot atfedd
delécidkkal transz-heterozigota kombinaciokban hataroztuk meg.Annak érdekeben,

hogy az Fs allélokkal egyutt indukalt recessziv letalis mutaciok zavaré hatasat

kiktiszoboljuk KeteP?"%/CantonS heterozigéta néstényeket kereszteztunk Ketel'™®
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és Ketel?R/Canton-S heterozigdta himekkel. A Ketel' eredetli Kete/Ph'Rx% delécidval a
KetelPR allélokat teszteltuk. A transz heterozigoétak a masodik larva stadiumban
pusztultak el. A letalis zigotakat semmilyen lathaté rendellenesség nem jellemzi.

A KetePre0 allél kivételes, hémérsékletfiiggd komplementacios fenotipust
mutat: a Ketel delécio larvaletélis fenotipusat 25°C-on komplementalja, mig 18°C-on
a KetelPRe39/- transzheterozigotak bab korukban elpusztulnak. Vagyis a KetelPRe30 allél

recessziv hidegérzékeny letalis fenotipusu.

3.8.6 A KetelPRe3, egy recessziv hidegérzékeny letalis allél jellemzése

Homérséklet shift down shift up kisérletparral meghataroztuk a KetelPRE®
mutacié hidegérzékeny priodusat. A kisérletekben a Kete/'hRX89 amorf allélt
hasznaltuk. Ketel/™onrRX9|Cy Roi ndstényeket kereszteztunk KetePRE/Cy Roi
himekkel. Meghataroztuk a 25°C-on imagéva fejl6dd KetelPhiRXE/KetelPRe3
heterozigétak aranyat az 6sszes utéd szamahoz viszonyitva. A 25°C-on mért arany
szazalékaban abrazoltuk az egyes shift kisérletekben mért heterozigéta aranyt (26.
abra A). Megallapitottuk, hogy a KetelPRE3® mutacid hidegérzékeny periédusa a
larva-bab atmenet id6szakara esik. A hidegérzékeny periodust restriktiv
hémérsékleten atélt Ketel'PhRX6/Kete?Re3 heterozigotak kifejlett korban a babon beltl
pusztultak el.

A shift kisérleteket forditott iranyu keresztezéssel is elvégeztik. Ha a KetelPRE® allél
a néstényt6l szarmazik a shift up goérbe embridkorban hidegérzékeny periodust
mutat jelezve, hogy a KetelPRE% allélénak hidegérzékeny anyai hatasa van (26. abra

B).
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26. abra. A KetePRE® recessziv hidegérzékeny allél hidegérzékeny periédusanak meghatarozéasa

an.shift up shift down kisérletparral. A: a KetePRe% allél a himektdl, B: a néstényektdl szarmazott.

A hidegérzékeny allél az peteképzés folyaman expresszalédik, a géntemék a petébe
kerul, és az embriogenezis folyaman kifejti hdmérséklettél fuggé hatasat.

A KetelRe30 gllél anyai hatdsa abban is megnyilvanult, hogy a shift
kisérletekbdl szarmazd KetelPhRXe9/KetelPRe30 transzheterozigota néstények sterilek
voltak. A steril fenotipus jellemzéséhez KetelPhRX¢9/KetelPRe30 nstényeket neveltink
fel 25°C-on, Oregon-R, vadtipusu himekkel paroztattuk 6ket és peteikbél kutikula
preparatumot készitettink. A peték zomében az embriogenezis a kutikula képz6dés
el6tt megallt. A peték néhany szazalékaban az embriogenezis elindult, kutikula

képz6dott, majd az embrid elpusztult. A kutikulat fejlesztd, késoi letalis embriokbol
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készult preparatumokon fej defektusokat észleltink és az embridk ,U” alakban
pusztulnak el a peteburokban, ami a legfelsé hati struktura, az amnioszeréza
hidanyara, ventralizalé jellegre utal (Clifford és Schupbach 1989).

A peték 6.6%-anak alakja is eltért a vad fenotipustol: a hati kérionfuggelékek
Osszeforrtak, megrovidultek. Homérséklet shift kisérletet végeztink, hogy eldéntsik
a petealak fenotipus mutat-e hidegézékeny jelleget. Kete/'PhRX89/Kete e
néstényeket 25°C-on, permissziv hémérsékleten neveltink fel és restriktiv
hémérsékleten petéztettik, figyeltik a mutans fenotipust peték aranyat. A restriktiv
hémérsékleten toltott idével aranyosan a peték egyre nagyobb hanyada mutatott a

vadtipustol eltérd alakot (27. abra A).

—
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27. abra. A: a KetePRES/KetePREST nistények altal rakott mutans fenotipust peték aréanya a shift
idépontjatol eltelt id6 figgvényében. B: vadtipusu pete C: a 18 napot restriktiv hdmérsékleten toltott

KetePReX/KetePREST néstényektdl szarmazd pete.
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Tizennyolc nap utan, amikor a petekezdemények kialakulasa teljes mértékben
restriktiv hdmérsékleten tortént az 6sszes pete mutans fenotipusu volt: a hati korion
fuggelékek eltlntek, a pete hati oldalan is a hasra jellemzé korionmintazat alakult ki,
amely fenotipus a torpedo mutacié ventralizalé pete fenotipusaval azonos

(Schupbach 1987, 26 C. abra).
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4. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

4.1. A dominans nésténysteril mutaciok izolalasa

Osszesen 71 Fs mutaciot indukaltunk EMS-sel a Drosophila melanogaster
genom 80%-at hordozé masodik és harmadik kromoszomara. Kérulbelul minden

ezredik mutagenizalt kromoszoman azonositottunk ujonnan indukalt Fs mutaciot.

4.2. A dominans nésténysteril mutacidk fenotipusa

4.2.1 Petealak mutansok

Az Fs(2)1/+ heterozigota néstények kevés, 6sszeesd petét raknak. A mutacio
fenotipusa ivarsejt fluggd. rontgensugarzassal az Fs(2)1 mutaciot hordozoé
néstényekben nagy gyakorisaggal indukaltunk Fs(2)7 mentes ivarsejt klonokat. A
fenti jellemzd6k az Fs(2)1 mutaciot a dominans nésténysteril technika alkalmas
eszkozévé teszik (Szabad és mtsai 1987). Az Fs(2)1 mutacio segitségével példaul
tetsz6leges (m) mutacidkra homozigéta ivarsejteket allithatunk el6, és
megvizsgalhatjuk azok ivarsejtekre gyakorolt hatasat: Fs(2)7/m heterozigota
néstényekben rontgensugarzassal mitotikus rekombinaciot indukalhatunk. A
rekombinacio kovetkeztében az ivarsejtek egy része Fs(2)1 mentessé es egyidejlleg

m/m homozigotava valik (4. abra 17. oldal). A dominans nd&sténysteril technika

lényege az, hogy az m/m homozigéta kiénokat a dominans Fs fenotipus eltlinése
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jelzi: utéd csakaz Fs mentes m/m homozigéta ivarsejtekbdl szarmazhat, hacsak az
m mutacié homozigota formaban nem interferal az ivarsejtek vadtipusu mikoédésével
(Garcia-Bellido és Robbins 1983, Macdonald és Struhl 1986, Irish és Gelbart 1987,

Szabad és mtsai 1989).

Az Fs(2)1 mutacié az al és dp markermutacié kézé, a masodik kromoszéma

s s

mutacidok mitotikus rekombinaciojakor figyelembe kell vennink a kdvetkezdket: Az
Fs(2)1 és az m mutaciok kozotti rekombinacié Fs mentes, de m/+ heterozigota
ivarsejteket eredményez. A dominans ndsténysteril technika ilyen esetekben is
alkalmazhatd, ugyanis a mitotikus rekombinaciok 50%-a a proximalis
heterokromatinban jatszodik le (Garcia-Bellido 1972). igy az Fs mentes klénoknak
legaldabb fele homozigéta lesz a vizsgalni kinant mutaciéra. Az m mutacio
ivarsejtekre gyakorolt hatasara a kontrollal valé 6sszehasonlitasbdl kévetkeztettnk.
Fs(2)1/+ letalis mutacioktdl mentes néstényeket kell kontrollként sugarkezelnink. Ha
az m mutacié az ivarsejtekben mutans fenotipust okoz, az Fs(2)1/m né&stények
besugarzasa utan feleannyi utddot kapunk mint a kontrollban. A besugarzott
Fs(2)1/+ kontroll néstényekkel megegyez® petehozam, és utédszam azt jelzi, hogy a
vizsgalt m mutacidval azonositott génnek nincsen szerepe az ivarsejtek életében.

Az Fs(2)Ugra/+ heterozigéta nostények nem raknak petéket. Ivarsejt és
petefészek kimérakkal bizonyitottuk, hogy a mutacns fenotipus a petefészek testi
eredetl sejtjeinek genotipusatdl fugg. Mozaik analizissel megallapitottuk, hogy a
petefészek follikularis sejtiei felelések az Fs fenotipusért. Az Ugra mutacié a
masodik kromoszoma bal karjara térképezddik (2.18) és segitségével a dominans

nésténysteril technikat a follikularis sejtekben is alkalmazhatjuk (Szabad és mtsai
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1991). Az Ugra mutaciéoval a masodik kromoszéma bal karjara térképez6dé
mutaciok follikularis sejtekre gyakorolt hatasa tisztazhato.

Szabad J. és Hoffmann Gy.(1989) elvégezték az Fs(3)Apc mutacio részletes
mozaik analizisét. Megallapitottak, hogy az Apc mutacié a follikularis sejt fuggd. A
dominans petealak fenotipusa a dominans nésténysteril technika alkalmas
eszkbdzévé teszi. Az Apc mutacié segitségével a harmadik kromoszéma bal
karjan lokalizalt mutacidk szerepe vizsgalhaté a follikularis sejtek életében.

Az Fs(3)Vencellin mutaciét hordozé néstények ,ventralizald” petéket raknak: a
hati korionfuggelékek rovidek, vastagok. A petealakot befolyasold ventralizald
mutaciokhoz (gurken, torpedo és Ketel) hasonléan a Vencellin fenotipusert a
petekezdemény ivarsejt eredetl sejtiei a felelések. A Vencellin revertans allélok a
gurken a torpedo és a KetelR allélokat komplementaljak. Ezek alapjan ugy gondoljuk,

hogy a Vencellin a petealak hasi-hati szimmetriajat kialakité anyai hatasua

géncsoport Uj tagja.

4.2.2. "Korai" embridletalitast okozé mutaciok

Az Fs mutaciok fele, 35 allél "korai" embridletalis fenotipust okoz. A
heterozigota ndéstények vadtipusu petéket raknak, melyekben az embriok a
legkulénfélébb stadiumban elpusztulnak mielétt a blasztoderma fejlédési szakaszt
elérnék. A "korai" embridletalis fenotipusi Fs mutaciok a megtermékenyitéstdl
a cellularizacioig tarto életszakasz "genetikai boncolasat" teszik lehetové.

Ot Fs mutacio esetében az embriogenezis egyaltaldban nem indul el. A peték
meg sem termékenyllnek ill. a meidzis nem jatszédik le (pl. Fs(2)Hont és

- Fs(3)Zerind'). Tovabbi 13 mutans n&steny petéiben a meidzis végbemegy, de az
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embriok fejlédése itt abbamarad (pl. Fs(2)Himca és Fs(3)Tomaj*?"). Kdzuluk 6
esetben az apai eredetl pronukleusz osztédhat néhanyszor, mig az anyai eredet(
inaktiv (Fs(2)Tonuz és Fs(3)Varas). |daig az fs(1)Ya, né&sténysteril allélokkal
azonositott génrdl mutattak ki, hogy szerepe van a pronukleuszok osztodasaban (Lin
és Wolfner 1989) Az Fs(3)Laborc/+ anyak utédaiban két-harom érias sejtmag alakul
ki, hasonléan a giant nuclei (gnu) recessziv nésténysteril mutacié fenotipusahoz. A
gnu homozigota ndstények utdédaiban a replikacid és a centroszoma ciklusok
szétkapcsolodnak (Freeman és mtsai 1986). Hasonld fenotipusuk ellenére az
Fs(3)Laborc és a gnu nem alléljai egymasnak. Fs mutacidink kézul 8 eredményezi a
pronukleuszok rendellenes osztédasat. Példaul az Fs(3)Farkas eredetli embriokban
a pronukleuszok Osszeolvadas nélkul osztdodnak néhanyszor emlékeztetve a
maternal haploid (mh) recessziv nésténysteril mutacio fenotipusara. A mh/mh
eredetll embridkban azonban csak az anyai pronukleusz osztodik, a spermium
inaktiv (Edgar és mtsai 1986). Hat "korai" Fs mutacio fenotipusa a pronukleuszok
osztodasat, Osszeolvadasat nem érintii de a kdvetkezé6 (cleveage)
sejtmagosztdédasok a vadtipustdl eltérnek. Hasonld cleveage osztddasi fenotipusa

van a polo és a abnormal spindle mutacidknak (Sunkel és Glover 1988).

4.2 3. "Késoi" embroletalitast okozo mutaciok

Osszesen 28 Fs mutacid "késéi" embridletalis fenotipust eredményez: a

heterozigbéta néstényektél szarmazé embriodk a larvalis fejlédési stadiumot elérik. A

"kés6i" letalis fenotipust az embriokban megjelené larvalis  kutikula

jellegzetességeivel irtuk le.
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Az Fs(3)Bercel””®, Fs(3)Bercel”®, Fs(3)Keled és Fs(3)Pilis anyaktdl szarmazd
embridkban csak kutikula foszlanyokat mutattunk ki, melyek testtajakra jellemzé
sajatossagokat nem mutattak. Az embridok az epidermisz sejtek differencialodasa
el6tt elpusztultak. A kutikula hianyok sejthalalra utalnak. A Bercel, Keled és Pilis
allélok feltehet&en altalanos sejtfunkcidkat ellatdé gének funkcionyeréses alléljai.

Az embridok hasi-hati szimmetriajat 14 Fs allél befolyasolja. A korabban
azonositott dorsal géncsoport tagjaival komplementaltattuk éket. Kézuluk négy-négy
Uj dorsal és easter és 6t Toll dominans allélt mutattunk ki (Nusslein-Volhard 1979,
Nusslein-Volhard és mtsai 1980, Nusslein-Volhard 1987, Ingham 1988, Govind és

Stewart 1991). Az Fs(3) Tevel/+ heterozigota néstények altal rakott peték 20%-aban
az easter és Toll dominans allélokra jellemzd, ventralizaldé embridk fejlédnek. A
Tevel revertans allélok a dorsal géncsoport tagjait komplementaljak. A Tevel mutacio
fenotipusa alapjan ugy véljuk, hogy altala egy eddig ismeretlen, a dorsal csoportba
tartozd gént azonositottunk (Id még a fuggeléket is).

Az embridk eliils6-hatuls6 szimmetriajat 10 Fs mutacié befolyasolja. A

torsg™o

a terminalis géncsaladba tartoz6 torso gén dominans allélja. A harmadik
kromoszoman az Fs(2)torso® dominans allélok fenotipusara emlékezteté mutaciot
irtunk le. Az Fs(3)Keve hordozé néstényektdl szarmazé embridknak csak a legeltlso
és a leghatso testrészei fejlédnek ki. Az Fs(2)Vaja dominans fenotipusa a Bicaudal’
dominans nésténysteril mutacio fenotipusara hasonlit. A Bicaudal’’** mutaciét a
Vaja revertansok részlegesen nem komplementaltak. A Vaja valoszinuleg a
BicaudalP mutaci6 uj, nem teljes penetranciaju allélja (Id. még a fuggeléket is).

Néhany Fs allél hatasa az embriok feji részére korlatozédik (pl. Fs(2) Told és

Fs(3)Zolta). Az Fs(3)Kavar'® és az Fs(3)Kavar’” mutans anyak petéiben csak a

hatsé testtajak alakulnak ki. Ezeknak az Fs alléloknak a részletes genetikai
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vizsgalata az elulsé-hatulsé embridpolaritas kialakulasanak jobb megértését tehetik

lehetbve.

4.3. Térképezeés

Az Fs mutaciok tébbségét ndstény Gsivarsejtekben indukalt mitotikus
rekombinacioval térképeztik. Ezzel a modszerrel az Fs mutaciokat ismert
térképhelyzetli markermutaciok koézé lokalizaltuk. Az Fs mutaciok mitotikus
rekombinacios analizise az elvarttdl eltérd jellemzoket mutatott:

A besugarzott néstények utédaiban az Fs mutacioktol disztalisan elhelyezkedd
markermutaciok vad allélja is rendszerint megjelent. A jelenségnek tébb oka is lehet.
A kettés mitotikus rekombinacié -Garcia-Bellido (1972) adatai szerint- 10szer
gyakoribb, mint az az egyes rekombinaciok gyakorisagabol poissoneloszlas alapjan
varhaté. A kettés mitotikus rekombinacié gyakran hozhat létre Fs mentes
rekombinans’ kromoszémékat', amelyek az Osszes térképezd mutacidé vad alléljat
hordozzak. A réntgensugarzas hatasara az Fs allélok reverzidja is bekdvetkezhet,
ami szintén a valamennyi térképez6 mutaci®6 megjelenéséhez vezet az
utédgeneraciéban. Az Fs mutacidk fenotipusos reverzidja igen gyakori is lehet, pl a
reverzios kisérletekben minden 100. réntgensugarzassal kezelt Fs(3)Toll'°t allél
revertélédik.

Noha az Fs mutaciok tulnyomé tébbségének fénotipusa Gsivarsejt fugg6, mégis
sok esetben az Fs allélok megjelentek a besugarzott néstények utddaiban. A
jelenséget mozaikos petekezdemények idézhetik eld. A petekezdemény &sivarseijt

eredetl része négy mitdzis eredménye (King 1970, Mahowald és Kambysellis 1980,

Id még a fuggeléket is). A petesejt és a 15 dajkasejt k6l6nbdzd genotipusu lehet, ha
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a négy mitdzis valamelyikében mitotikus rekombinacio jatszodik le. A részben, vagy
egészében Fs mentes dajkasejtek mikddése életképes petét eredményezhet, az Fs
hordozo petesejt atérokitheti a steril allélt.

Az Fs/+ néstényekben a rontgensugarzas hatasara létrejott +/+ kldnok a
kontrollnal 5-15 nappal késébb jelentek meg. Az utdédok néstények szerinti eloszlasa
is jellegzetesen eltorzult: megnétt az egy utddot Iétrehozo néstények szama azokhoz
képest, melyektél tébb utdodo szarmazott. Mindkét jelenség az Fs géntermékek
perduranciajaval magyarazhato (Garcia-Bellido és Robbins 1983, Perrimon 1984). A
funkcidnyeréses allélok mutans génterméke az Fs mutacié rekombinaciodja utan is
jelen lehet. Amig a mutans géntermék hatasa érvényesul a petekezdeményekbdl
életképtelen peték fejlédnek. A funkcidnyeréses géntermék lebomlasahoz szikséges
idével késnek a +/+ klonokat jelz6é utdédok. A +/+ genotipusu de életképtelen peték

szamaval a klonok mérete csokken.

4.4. Fenotipusos reverzi6

A funkcionyeréses mutaciok masodik mutacié hatasara funkcidvesztéses
allélokka, fenotipusos revertansokka alakithaték. Az Fs allélok tobb mint 90%-anak
EMS-sel, rontgensugarzassal és transzpozon inszercioval fenotipusos revertansait
el lehetett allitani, jelezve, hogy az Fs mutacidéink tulnyomé tébbsége
funkcidonyeréses tipusu. Az esetek tobbségében valddi fenotipusos reverziod
kovetkezett be: a masodik mutacio az Fs génben tortént és j, funkcidvesztéses allél
keletkezett. Mindossze egy 'revertans" allél genetikai viselkedése utal Fs génen

Kivali mutaciés eseményre, az Fs(3)KeveR*2/Fs(3)Keve transzheterozigota

néstények fertilisek. A KeveR*? allél a Keve mutacié dominans szupresszora lehet. f
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Néhany Fs allél fenotipusos revertansat nem tudtuk eldallitani. Ezek koézott a
mutacidk koézott lehet, hogy vannak haploid elégtelen tipusuak is. Idaig csak a
BicoidC dominans nésténysteril mutaciérél mutattak ki, hogy az Fs fenotipust haploid
elégtelenség okozza (Mohler és Wieschaus 1986).

A reverzid gyakorisaga az egyes Fs allélok esetében igen kulénb6z6 volt. Az
Fs(3)Bercel?'a, Fs(3)Keve'™d, és a TollP allélok kiemelkedéen nagy gyakorisaggal
revertaltak mind EMS mind réntgensugarzas hatasara. Anderson és mtsai (1985) a
Toll° allélok gyakori reverzidjat a gén nagy fizikai kiterjedésével magyarazzak.

Az Fs fenotipus reverzidja sokszor részleges. Példaul az Fs(2)ToldR/+
heterozigota ndstények csak néhany utddot hoznak létre, a dominans steril
fenotipust mutatjak. A masodik mutaciés esemény csak a mutacid expresszivitasat
csoOkkenti. A TollP mutacioknak kétféle fenotipusu revertansa van. A reverzié sok
esetben a Toll gént csak részlegesen inaktivalta, és recessziv ndsténysteril allélt
eredményezett (pl. 10bRE? 18aR%3). A 2bR*2 és a 3c”! allélok esetében a reverzid a
TollP allélok telies inaktivacidjat okozta, heterozigéta formaban zigotikus letélis
fenotipust adtak a Toll régiét atfedd® deléciokkal. Grettula és mtsai (1988)
eredményeibdi tudjuk, hogy a Toll gén zigotikusan is expresszalodik, az amorf
allélok letalis fenotipustiak. Az Fs(3)Kavar dominans allélok revertansai kozott
recessziv ndésténysteril és letalis fenotipusu allélok is voltak. A Kavar gén a Toll
génhez hasonléan kettés szerepet tolt be a muslica egyedfejl6édésében, anyai
hatasi és zigotikus expresszidja is szlUkséges a vadtipusu fejlédéshez. Az
Fs(3)Laborc mutaciot transzpozon inszercidval is revertaltattuk. Az inszercios allél a

Laborc gén pontos lokalizacidjat és molekularis klénozasat teszi lehetéve.
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4.5. Komplementacio

A komplementacios analizist 65 Fs mutacio revertans alléljaival végeztuk el. A
65 mutacio 40 gént reprezental. A poissoneloszlas szerint az autoszémakon az
Fs fenotipusu allélla alakithatd I6kuszok 55%-at azonositottuk. A
komplementacioban nem szereplé 10 Fs allél, amelyeknek nem tudtunk megfelel6
revertansat el6allitani, Ujabb, ismeretlen szamud dominans né&sténysteril gént
azonosit. Az embridk polaritasat befolyasol6é anyai hatasu gének kézul a gastrulation
defective, az easter, a Toll, a dorsal, a torso, a Bicaudal® és a BicaudalP géneknek
koraban is ismertek voltak Fs alléljai. A Bicaudal® és a gastrulation defective
kivételével mindnek Gj dominans alléljat irtuk le.

A funkcidvesztéses fenotipust (az Fs revertans allélok nem komplementald
fenotipusat) csak a tobb Fs alléllal reprezentalt gének esetében tudtuk
meghatarozni. Az Fs mutacidval egyatt indukalt letalis mutaciok miatt az Fs és a
sajat revertans allélokbol képzett heterozigotak a steril 16kusztdl fuggetlen letalis

fenotipust mutatnak.

4.6. A Dominans ndésténysteril mutaciok fokuszanak meghatarozasa

Talnyomo tobbségben, négy kivétellel az Fs mutacidok fenotipusa az

ésivarsejtek genotipusatol fiigg. Osszesen 59 Fs mutacioval végeztink
embrionalis ivarsejt atultetést. Az Fs(2)Etre, az Fs(2)Ugra, az Fs(3)Avar és
azFs(3)Apc mutaciok fokusza az ivarsejt kimérak viselkedése alapjan a testi

sejtekben van. Az Avar az egyetlen Fs mutacié, melynek fokusza a petefészken
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kKivali testrészben van. Lehetséges, hogy a steril fenotipus hormonalis vagy idegi

diszfunkcio eredménye (Szabad és Fajszi 1982).

4.8. A Ketel gén részletes genetikai boncolasa

A dominans allélok fenotipusos reverzidjaval harminc tagbél allé Ketel allélsort
allitottunk eld. A reverziot okozd mutaciok legtébbje a dominans fenotipust teljesen
megszuntette: erés hipomorf vagy amorfl allélok keletkeztek. A réntgensugarzas
indukalt revertansok kozott atfedd deléciokat, és transzlokacidkat azonositottunk. A
deléciokkal biztos Ketel amorf allélokat azonositottunk, a transzlokacios
toréspontokkal pontosan térképeztik a Ketel gént. A harom eredeti funkcionyeréses
Fs allél mellett harom Fs revertans allél is funkciényeréses jelleglinek bizonyult. A
funkcionyeréses revertans allélok hidegérzékeny fenotipusuak. Joérészt a
kondicionalis allélok tették lehetéve, hogy egyszerl modszerekkel valaszoljuk meg a

kovetkez6 kérdéseket:

Az egyedfejlédés mely szakaszaban aktiv a Kete/ gén?

A KetelRE3o/- heterozigota mdéstények petefészkében restriktiv hémérsékleten
ventralizalé alaku peték fejlédnek. A fenotipus expresszivitasa és penetranciaja
akkor a legteljesebb, ha a peték a legkorabbi peteképzédési stadiumtol kezdve
restriktiv hémérsékleten fejlédnek. A Ketel gén mar a peteképzédés legkorabbi

szakaszaban aktiv.
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A KetelRf%/+ nbstények fertilitasa hémérsékletfiggh. A Ketef allél Fs
fenotipusa az RE28 mutacié hatasara hidegen visszaszorul, melegen kifejezédik. A
hidegen nevelt Kete"¥?%/+ genotipusi néstényeknek elégséges két napot magas
hémeérseékleten eltdlteniok, hogy a RE28-as reverzid ne expresszalddjon, a hordozé
ndstény teljesen sterillé valjon. A Ketel gén a peteképz6dés késdi stadiumaban is
aktiv.

A Ketel/+ szulbktdél szarmazd Ketel/Ketel ,amorf mutacidkra heterozigéta
egyedek masodik stadiumos larvaletalis fenotipusuak. Az anyatdl szarmazo
vadtipusu Ketel géntermék elégséges az embrio kor ,atvészeléséhez”. A larvaletalis
fenotipus arra utal, hogy a Ketel gén a larvalis szovetekben is aktiv.

A KetePFE/- és Ketel™'/+ heterozigbtak életképtelenek, ha az egyedfejlédés
25°C-on szamitott 6todik napjat restriktiv hémérsékleten toltik. A Ketel gén a

larva-bab atmeneti fejl6dési szakaszban is aktiv.

Mi az 6sszefiiggés a Ketel fenotipusok kézott?

A genetikai boncolas soran a Ketel allélok tébbféle fenotipust mutattak. A
KetelPRE* allélnak ventralizalo pete és embrié fenotipusa is van. A két fenotipus
kozotti Osszefuggés kdzvetlen. A torpedo hipomorf alléljai ventralizald peteletalitast
okoznak, a gyengén hipomorf allélokra ép pete, és ventralizalé embriéfenotipus
jellemz® (Clifford és Schupbach 1989). Az fs(1)K10, capuccino és spire mutaciora
homozigéta néstények dorzalizald petéiben dorzalizald embridk fejlédnek (Govind és
Steward 1991). Ezeknek a korabban ismert géneknek a fenotipusai bizonyitjak, hogy

a pete és a benne fejl6d6 embrid hati-hasi szimmetriajanak kialakulasa egymasra
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épulé genetikai folyamatok eredménye. A Ketel gén e folyamat részeként a pete
és az embrid hati-hasi szimmetria kialakulasaban egyarant szerepet jatszik.

Az eredeti Fs allélok korai peteletalis fenotipusuak. Az Fs mutaciét hordozé
néstényektdl ép kulsejd peték szarmaznak, de bennuk a fejlédés nem indul el. Az Fs
és a ventralizalo petefenotipus kézott a KetelPR®?® kondicionalis Fs revertans allél
shift kisérlete teremt Gsszefuggést. A shift kisérlet folyaman a Ketef % alléira
jellemzé ventralizalé embrio fenotipus folyamatos atmenettel, egyre erésebb kutikula
hianyokat mutatdo embridkon at kozelitette a korai Fs fenotipust. Az Fs allélok korai
peteletalis fenotipusat a pete belsé szerkezetének megvaltozott szimmetria
viszonyaival magyarazzuk.

A Ketel gén a testi sejtekben is expresszalddik. A recessziv hidegérzékeny
letalis allélt hordozo KetelRE*°/+ heterozigbta néstények KetelP 5%/~ utddai alacsony
hémérsékleten embrioletalis fenotipustiak mig a Ketel’®%/+ utodai életképesek. A
zigota altal kifejezett Ketel' géntermék komplementédlja az anyai eredetld mutans
géntermék altal okozott fenotipust. A Ketel gén az embrio fejlédési szakaszban
kifejez6dik és a zigotikus termék az anyai eredetii géntermékkel azonos
funkciot lat el.

A Ketel™' dominans hidegérzékeny allél alacsony hémérsékleten az amorf
fenotipusnal enyhébb késdéi babletalis fenotipust okoz. Ez arra utal, hogy a
Ketel™'/+ egyedekben restriktiv korulmények kozott is marad Ketel aktivitas. A
maradék Ketel aktivitas elégséges a larvalis szévetek vadtipusi mikédéséhez, de
elégtelen a larva-bab atmenet id6szakaban. Ugy véljiik, a larvalis élet alatt a Ketel
gén végig kifejez6dik, de a larva-bab atmenet idészakaban megnévekedett

Ketel géntemék szintre van sziikség.
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Hogyan mikd&dhet a Ketel géntermék?

A Ketel Fs géntermékek fizikai eltavolitasa a dominans fenotipust megszunteti:
pl. a KetePR*=Df(2l )Ketel/+ heterozigota néstények fertilisek. Az Fs géntermék
inaktivacioja részleges is lehet, mint a KetelPRe2® hidegérzékeny revertans allél
esetében: amikor a mutacié csak alacsony hémérsékleten inaktivalia az Fs
gentermeket. A hidegérzékeny fenotipus arra utal, hogy a Ketel géntermék
mUkodése konformacidvaltassal jar. Alacsony hémérsékleten a Ketel® géntermék az
RE28 masodik mutécié hatasara nem, vagy csak csékkent mértékben képes a
mikodéshez szukséges konformaciovaltasra, igy az Fs fenotipus visszaszorul.
Magas hémérsékleten a konformaciéatmenet kisebb energia igényl, igy az RE28-as
mutécid ellenére végbemegy, a Ketel® funkcidnyeréses géntermék aktiv allapotba
kerul, az Fs fenotipus expresszalddik. Feltételezziik, hogy a Ketel géntermék
mikoédése konformaciovaltassal jar.

A Ketel™ allél esetében az Dhl mutacié a Ketel' allél reverziojat, és egyben
dominans hidegérzékeny letalis fenotipust eredményezett. Az Fs és a Dhl allélok a
citolégiai térképezés felbontasi hataranal kozelebb térképezddtek. Ezért
feltételezzik, hogy a reverziét és a hideg érzékeny letalitast egy és ugyanaz a
mutaciod okozta. Az Dhl mutacié a Ketel/’” mutans génterméket eltavolitja és egyben
hidegérzékeny modon tovabbi, vadtipusu Ketel génterméket inaktival, ami dominans
letalis fenotipushoz vezet.

Létrehoztunk egy modellt, melyben a Ketel géntermék dimer formaban,
konformaciovaltas kézben végzi bioldgiai funkciojat (28. abra).

A modell magyarazatot ad a KetelP" ivarsejtek hémérsékletfiggd viselkedesére

is. A Ketel™™"/+ ngstények magas hémérsékleten fertilisek, de petéik 20 %-aban az
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embridk elpusztulnak: a konformaciovaltas nem teljesen gatolt, az Fs fenotipus
részlegesen érvényre jut. Ha a Kete/™™/+ néstényeket hidegen petéztetjuk a
sterilitas mértéke 20%-r6l 50%-ra emelkedik. Bar a konformacidvaltas gatlasa a
mutans Ketel génterméket tartalmazd dimereknél teljes, és igy a dominans Fs
fenotipus teljesen visszaszorul, de ezzel egyidében a Ketel dimerek szama a
vadtipusra jellemz6 érték harmadara csékken ami részleges sterilitast eredményez.

A modell alapjan a KetelPRe®® recessziv hidegérzékeny allél viselkedése is
értelmezhetd. A KetelPRE3/- heterozigotakban csak a mutans Ketel géntermék van
jelen. A mutans dimerek melegen képesek a milkédéshez szlikséges
konformaciovaltasra, a Ketel®* mutacié érvényre jut, a ndstények sterilek. Hidegen a
konformaci-ovaltas elmarad, a Ketel’Re3¢ amorf fenotipust mutat.

A fenti eredmények alapjan a Ketel gént a pete dorzalis ventralis aszimmetriajat

kialakitd géncsoport Uj tagjanak tartjuk (Id még a fuggeléket is).
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A Ketel dimerek konformacidvaltas kdzben "X" faktort kétnek meg. A létrejové

komplex elvégzi biologiai funkciojat.

Haromféle dimer jon létre. A konformaciovaltas végbemegy, de a mutans

Ketel monomereket tartalmazo dimerek Fs fenotipust okoznak.

Az Fs fenotipusért felelés mutans Ketel géntermék egy ujabb mutacio
altal inaktivalédik. Csak vadtipusu dimerek jonnek létre, a Ketel gén

biolégiaiszerepét a mutans géntermék zavard hatasa nélkul képes ellatni.

Az REZ28-as jelG reverziot okozo mutacid hidegérzékeny. Alacsony
hémérsékleten a Ketel’Re228 génterméket tartalmazé dimerek konformacio-

valtasa korlatozott, az Fs fenotipus visszaszorul.

Az Dhl jeli reverziot okozé mutacio a Ketel dimerek konformaciévaltasat
er6sen gatolja. Alacsony hémérsékleten a dimereknek csak a harmada
mikdddképes. A harmadara csokkent Ketel aktiv géntermék szintje az amorf

fenotipusnal (masodik stadiumos larvaletalitas) enyhébb, babletalis fenotipust

eredményez.
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FUGGELEK

A muslica pete képzédése és a korai embriogenezis genetikai boncolasa

nésténysteril mutaciokkal.

Ebben a fejezetben vazlatosan attekintem a vadtipusi muslica peteképzését
és a korai embriogenezisét. Parhuzamosan felsorolom az adott fejlédési
folyamatokban szerepet jatszd jellemzett géneket és réviden ismertetem az ide
vonatkozo6 fs mutacioik fenotipusat.

A kifejlett muslica két petefészkét petecsévek alkotjak. A petecsévek
csucsaban helyezkednek el az @sivarsejtek, melyek egyenlétlenul osztédnak. Az
egyik leanysejt &sivarsejt marad, a masikbdl négy mitotikus osztdodas utan
petekezdemeény fejlédik. (Nothiger és mtsai 1978, Wieschaus és Szabad 1979, |.

abra).

Sperium l
tarisznya—al=2am

Jérulékos
200u Uterus-\ mirigy

I. dbra. A muslica petecso szerkezete
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Az ovo gén erds alléljait hordozé homozig6ta néstények petecsdveiben nincsenek 6sivarsejtek
(Oliver és mtsai 1990). Az Fs(2)D dominans nésténysteril mutaciét hordozé néstények 6sivarsejtjeirdl
lef(iz6d6 sejtek csak egyszer osztédnak. Az fs(2)B recessziv médon éppen ellenkezd fenotipust okoz:
a négy osztodas helyett sok osztddas jatszodik le, a tobb szaz sejt ovarium tumort okoz. Ovarium
tumort okoz még az fs231, ovarian tumor, bag-of marble, orb mutacioé is (Mulligan és mtsai 1988,

Steinhauer és mtsai 1989, McKearin és Spradling 1990, Lantz és mtsai 1992).

Az Gsivarsejt osztédasat kdvetd négy mitdzis soran az utddsejtek szétvalasa
nem teljes, koztik az un. gydricsatornak révén citoplazma kapcsolat marad. A 16
sejtbdl allo képzédmény egyik, négy gydrlicsatornaval rendelkezd sejtie peteseitté, a

tébbi 15 pedig dajkaseijtté differencialodik (Il. abra).
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Il. 4bra A tizenét (D) dajkasejtekbdl és egy (P) petesejtbdl allé petesejt-dajkasejt egyttes kialakulasa

az (O) ésivarsejtbdl.
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A Bicaudal-D géntermék hianyaban a petekezdeményben a peteseijt differencialédas nem zajlik

le, 16 dajkasejt képz6dik (Suter és mtsai 1989). Az egalitarian mutacié szintén petesejt nélkiili 16

egyforma sejtet tartalmazoé petekezdeményt okoz (Schiipbach és Wieschaus 1991).

A petekezdeményt a petecsévek falabol szarmazdé mezoderma eredet(i

follikularis sejtek burkoljak (King 1970, Szabad és Hoffmann 1989). A
petekezdemenyek érése folyaman a dajkasejtek politenizaléodnak, bennuk erés
transzkripcid  kezdbdik. A dajkasejtek altal szintetizalt géntermékek, a
gydrlcsatornakon keresztll, a transzkripcido szempontjabdl inaktiv diploid peteseit
citoplazmajaba émlenek. A follikularis sejtek pedig a hemolimfabdl tapanyagokat
juttatnak a petesejt citoplazmajaba, majd szintetizéljdk a pete belsé burkat, a

vitellinmembrant, késébb pedig a kulsé burkot, a kériont (Margarits 1985) (lll. abra).

I1l. abra. Az érett pete.
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Postlethwait és mtsai (1978) 18, vitellinmembran szintézisre képtelen, recessziv ndsténysteril
mutanst irtak le és jellemeztek. Az apterus, az fs(2)A1 és az fs(2)A18 mutaciok fenotipusat juvenil
hormon adagolasaval menekiteni tudtak, igazoltak, hogy a peteképzés hormondlis szabalyozas alatt
all. Az fs(1)Nasrat és fs(1)polehole amorf allélokra homozig6ta néstények petéin a vitellinmembran
foltokban hianyzik. A peték a peterakas utan nyomban dsszeesnek (Degelmann és mtsai 1990). A
kiils6 peteburok szintéziséért a follikularis sejtekben aktiv kérion gének a felel6sek. Hat f6 korion gént
azonositottak, melyek két nagy csoportban helyezkednek el. Mindkét géncsoport a kérion szintézis
beindulasa el6tt amplifikalodik (Tolias és Kafatos 1990). Amplifikacié hianyaban a korion szintézise
elégtelentil megy végbe, a peték életképtelenek lesznek. A f6 korion géneken kiviil Galanopoulos és

mtsai (1989) nyolc masik, a korion kialakitasban szerepet jatsz6 gént jellemeztek.

Az Osivarsejt osztédasatol az érett pete kialakulasaig tiz nap telik el
(Wieschaus és Szabad 1979). Az érett pete aszimmetrikus felépitési. A pete
hatoldala egyenes, hasi oldala ivelt. A korion mintazata a hasi oldalon témzsi, a hati
oldalon vékony hatszégekbdl all. Az elllsé polust a mikropilus és az operkulum jelzi.

A hatoldalon eldl jellegzetes korionflggelékek vannak (lll. abra 95. oldal).

fs mutaciokkal a pete aszimmetriajat kialakité géneket is azonositottak. Az fsK10, a capuccino
és a spire homozig6ta néstények petéin a hati korion fliggelékek megkett6z6dnek és a hasi oldalon is
a héati oldalra jellemz6 vékony hatszdgli mintazatot taladlunk (Haenlin és mtsai 1987, Manseau és
Schiipbach 1989). A gurken, a cornichon és a torpedo mutaciok fenotipusa ellentétes: a mutans
néstények petéinek hati fiiggeléke csokevényes, a korionmintazat a hati ‘oldalon hasi jellemzéket
mutat (Schiipbach 1987). A Dicephalic mutéciét hordozdé ndéstények petecsdveiben kétfeji”

petekezdemények fejlédnek: a rendesen eldl elhelyezkedé hati koérionfiiggelék a farki végen is

kialakul (Bohrmann és Sander 1987). Osszefoglal6: Govind és Steward (1991).
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A petekezdemenyek képzédésének utolsé szakaszaban a petesejt magjaban
elkezd6dik a meiodzis. Az érett pete az elsé meiotikus osztédas metafazisaban varja
a megtermékenyulést. A muslica petéket a néstény a spermiumtarisznyaban tarolt
himivarsejtek egyikével termékenyiti meg. A megtermékenyulés utan a peteseijt
magja befejezi a meidzist. A négy anyai eredeti haploid magbol harom sarki testté, a
negyedik néi pronukleussza lesz. Ekézben a spermium kromatinja fellazul és a néi
pronukleusszal egyutt kész az elsé mitotikus az un. gonomerikus osztodasra. A
gonomerikus osztédas utan a duplikalodott anyai és apai kromoszémak diploid

sejtmagokka egyesulinek.

Az fs(1)Ya homozigéta néstények petéiben a n6i és him pronukleuszok nem olvadnak 6ssze. A

maternal haploid gén fs fenotipusa hasonld, de esetében a néi pronukleusz osztédik, haploid

magcsoportot hoz Iétre (Lin és Wolfner 1989, Edgar és mtsai 1986).

A két diploid magbdl tiz percenként osztddik. A cleveage osztddasok révén
rohamosan névekedd sejtmagpopulacio keletkezik. A magok nagyrésze a pete kérgi
allomanya felé mozog, mig néhany sejtmag a pete belsejében marad eés
poliploidizalédik. A poliploid un. yolk sejtmagok a szikanyag lebontasaban vesznek

részt (Glover 1991).

A giant nuclei, a plutonium és a pan gu nésténysteril mutaciok szétkapcsoljak a DNS szintézis

és a mitdzis folyamatat. Helyben maradd 6rids sejtmagok jonnek létre, mialatt a centroszomak
78

rendben osztédnak és vandorolnak pete kérgi része felé (Freeman és mtsai 1986, Shamanski és Orr

Weawer 1991). Az abnormal spindle, a polo, a lodestar és az abnormal chromatin mutaciok a

cleveage osztédas hibajat okozzak (Gonzales és mtsai 1990, Sunkel és Glover 1988, Vessey és

mtsai 1991). Osszefoglal6: Glover (1991).
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Azokat a sejtmagokat, amelyek a pete hatulsdé részében talalhatd polaris
plazman haladnak at, a pete sejthartyaja poléris sejtekké, ivarsejt kezdeményekké

fazi le.

A grandchildless mutaciok a polaris sejtek kialakulasat akadalyozzak meg. A gs(2)M, a
gs(1)N26 a gs(1)N41 es a germ cell-less gének valamelyikének mutacidira homozigéta néstények
utédaiban nem képzddnek ivarsejtkezdemények, az utédok sterilek, a sziil6k unokatlanok lesznek

(Mariol 1981, Niki 1984, Niki 1988, Jongens és mtsai 1992).

A vandorlé magok a tizedik osztédas idejére érik el a pete kérgét, szincicialis
blasztodermat alkotva. A szincicium magjai a tovabbi fejlédés szempontjabdl még
egyenértékliek. A szincicidlis blasztoderma stadiumban kezd6édik az embrid
genomjanak transzkripcioja. Eddig a folyamatig az anyai transzkriptumok szerepe
kizardlagos. A szincicialis magok még négyszer osztodnak. Az utolsé szinkron (13.)
magosztodas alatt jatszdédik le a cellularizacio, amikor a petesejt hartyaja a magok
k6zé n6 és valddi sejtekbdl all6 blasztoderma alakul ki (Campos-Ortega és
Hartenstein 1985, Wieschaus és Nusslein-Volhard 1986). A mintegy 5600 sejtbdl
allo blasztodermat mar kulonbozé fejlédési iranyban elkételezett sejtek alkotjak. Az
egyes sejtek hianya az embriobdl kifejlédd larvak testtajainak hianyat okozza.
Lézersugarzassal elpusztitott, vagy mozaik technikaval jelzett blasztoderma sejtek
sorsat kovetve szerkesztették meg a muslica sorstérképét. A sorstérkép
segitségével a larva testtajait a blasztoderma fellletére vetithetjuk (IV. abra)
(Szabad és mtsai. 1979, Lohs-sardin és mtsai1979, Harteinstein és mtsai 1985,

Jurgens és mtsai. 1986, Jurgens 1987).
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IV. @bra A:a muslica blasztoderma sorstérképe Jirgens nyoman. B:a muslica elséstadiumos larva

kutikula mintazata (Wieschaus rajza).

Szamos anyai hatas( letdlis fs mutaciét azonositottak kutikula hidnyos, vagy rendellenes
embrié kutikula fenotipusuk alapjan. Az érintett kutikula teriileteket a sorstérképre vetitve kidertiil,
hogy az anyai hatasa letalis mutaciok kozott vannak olyanok, melyek az embriék hosszanti és
hati-hasi tengelyek szerinti aszimmetridjat zavarjdk meg. (A vadtipusi gének feladata az embridk
aszimmetridjanak kialakitdsa.) Az embridk hosszanti tengelye mentén haté géneket harom csoportba
soroljuk mutans fenotipusuk alapjan. Az eliilsé géncsoport mutacidi a fej és a tor hianyat okozzak. A

hatulsé géncsoport mutéciéi a potroh kialakuldsat akadalyozzak meg. A termindlis gének a nem
szelvényezett akron és telzon kialakulasaért felelések, mutacidik az embriok legelsé és leghatsé

testtajainak kialakulasat akadalyozzak meg (. tablazat). Osszefoglalo: St Johnston és

Nisslein-Volhard (1992).
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|. tablazat. Az embrié hosszanti tengelye mentén haté aszimmetria meghatarozé gének

GENCSOPORT A GENEK NEVE A GENEKROL TUDOSITO DOLGOZATOK

Eliilsé

Hatulso

Terminalis

bicaudal
Bicaudal-C
Bicaudal-D
bicoid
exuperantia
swallow

mago nashi
nanos

~ oscar

pumilio
staufen
tudor
valois
vasa

fs(1)Nasrat

fs(1)pole hole

I(1)pole hole
torso
torso-like
runk

Nusslein-Volhard 1977

Mohler és Wieschaus 1986
Mohler és Wieschaus 1986
MacDonald 1990

Schupbach és Wieschaus 1986
Stephenson és mtsai 1989

Boswell és mtsai 1991

Wang és Lehman 1991

Ephrussi és mtsai 1991

Lehman és Nusslein-Volhard 1987b
Schupbach és Wieschaus 1986
Boswell és Mahovald 1985
Schiupbach és Wieschaus 1986
Hay és mtsai 1988

Degelmann és mtsai 1985
Perrimon és mtsai 1986b
Perrimon és mtsai 1989
Strecker és mtsai 1989

Stevens és mtsai 1990
Schiupbach és Wieschaus 1986

A hasi-hati tengely menti aszimmetriat az embridoban a dorsal géncsoport tagjai és a cactus,

anyai hatasa gének hatarozzak meg. A dorsal géncsoport génjeinnek funkciovesztéses mutacioi a

hasi testtajon is hati fejlédési iranyt szabnak meg. A ,csupahat” embriok elpusztulnak. A cactus

géntermék hianya anyai hatasii médon ,csupahas” embridkat eredményez (Il. tablazat). Osszefoglalo:

Stein és mtsai 1991).

Az egyseijtrétegli blasztoderman jellegzetes befliz6dések keletkeznek, elindul a

gasztrulacio. A gasztrulacié folyaman egyes testtajakon az un. mitotikus szigeteken

2-3 aszinkron mitotikus ciklus jatszodik le (Foe és Alberts 1983, Foe 1989).A polaris

sejtek az embrio testének mélyébe vandorolnak. Az embrié megnyulik, ,U” alakot
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vesz fel a peteburokban, mikézben a szelvényezettség jelei kezdenek mutatkozni.
Megkezdddik a szervképzddés, a szegmentacid teljessé valik, az embrid Ujra
megrovidul, a fej kitiremkedik. Végul, 24 6ra multan az elsé stadiumos larva kibujik
a petébdl (Wieschaus és Nusslein-Volhard 1986).

Il. tablazat. Az embridk hati hasi aszimmetriajat kialakité gének.

A GENEK NEVE A GENEKROL TUDOSITO DOLGOZATOK
gastrulation defective Konrad és mtsai 1988
snake Anderson 1987

easter Chasan és mtsai 1992
patzle Andreson 1987

Toll Hashimoto és mtsai 1991
tube Letsou és mtsai 1991
pelle Stein és mtsai 1991
dorsal Ip és mtsai 1991

cactus Roth és mtsai 1991
nudel Stein és mtsai 1991

pipe Stein és mtsai 1991
windbeutel Stein és mtsai 1991

A blasztoderma kialakulasaval az embri6 korai, anyai eredetl informaciok altal
vezérelt fejlédési szakasza lezarul. Az egyedfejlédés kovetkezd lepéseit a zigota
sajat génjei iranyitjak. A szegmentacio, a gasztrulacié és a szervképz&dés genetikai
boncolasa mar nem anyai hatasu, hanem zigotikus letalis mutaciok azonositasa és
vizsgalata révén lehetséges (lasd a kovetkez6 6sszefoglald munkakat Akam 1987,

Ingham 1988, St Johnston és Nusslein Volhard 1992).

Az embrio teskoordinatainak kialakulasa

A korai embriogenezis genetikai boncolasa feltarta, hogy az embrék testtajait

anyai hatasu gének szabjak meg (V. abra).
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V. abra. Az (A) akront és (T) telzont a terminalis géncsoport, a (F) fejet és a (To) tort az elulsé, a (P)

potrohot a hatulsé géncsoport hatarozza meg. A has-hati géncsoport az embrié hossztengelye kéruli

aszimmetriajat alakitja ki.

A hasi-hati aszimmetria kialakulasa

A hasi-hati aszimmetriat kialakité géneket két csoportba sorolhatjuk. A korai
gének a pete és az embridk alakjat is befolyasoljak. A késdi gének csak az embrid
polaritasat szabalyozzak. A korai gének petére és embriokra kiterjedd hatasa arra
utal, hogy a pete és az embrié hati-hasi aszimmetrigjanak kialakulasa egymasra
épuld folyamat (VI. abra).

VI. abra 1. A petekezdemény hati hasi aszimmetrigjat a petesejt dajkasejt
egyuttes indukalja. Az aszimetrikus jel kialakulasanak elsé ismert lancszeme az
fs(1)K10 gén altal kédolt DNS koété fehérje (Proust és mtsai 1988). Az fs(1)K10
fehérje a hati oldalon elhelyezkedd petesejtmagban valdszinlleg a transzkripcio
szintien fejti ki aszimmetrikus hatasat, a hasi oldalon gatolja, a hati oldalon

megengedi a ,hati jel” kialakulasat (Cheung és mtsai 1992). A gatlo funkcio
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kialakulasaban és fenntartasaban a capuccino és a spire géntermékeknek van
szerepe (Manseau és Schupbach 1989). Az fs(1)K10, a capuccino és a spire
géntermékek hianya kovetkeztében a ,hati jel” hasi oldalon is kialakul, csupahat
peték és embriok keletkeznek.

VI. abra 2. Harom gént azonositottak, melyeknek szerepe lehet a ,hati jel’
kialakitasaban: a gurken a cornichon és a Ketel géntermékek hianyaban a ,hati jel”
nem képes kialakulni, ,csupahas” peték képz&édnek ( Schiupbach 1987, Manseau és
Schupbach 1989, 3.8 fejezet).

VI. dbra 3: A pete alakjat a follikularis sejtek és a petesejt kézésen hatarozzak
meg. A hati jelnek a petesejt dajkasejt egyuttesbdl a follikularis sejtekbe at kell jutni.
A DER (Drosophila epidermis growth factor receptor homolog) gén a follikularis
sejtekben expresszalodik. A DER gén torpedo fenotipusu mutacioi csupahas petéket
és embriokat okoznak. Minden bizonnyal a hati jel a torpedo génterméken keresztul
jut be a follikularis sejtekbe. Az aktiv receptor ismeretlen elemekbdl allo, feltehetéen
mas fejl6édési folyamatokban is szerepet jatszdé altalanos jelatvivé rendszeren
keresztll aktivalja a follikularis sejteben a végrehajtd géneket, amelyek a korion hati
jellegeit alakitjak ki.

VI. dbra 4: A DER aszimmetrikus aktivitdsa a kés&i génekre is kihat: az aktiv
receptor gatolja a az embrid hasi iranyu fejlédést a hati oldalon. A receptor hianya
ventralizalé embridkat eredményez. A vadtipusu petékben a hasi oldalon a DER
receptor inaktiv allapota lehetévé teszi a follikularis sejtekben egy aszimmetrikus
,hasi jel” kialakitasat. A késéi hati-hasi gének mindegyike a ,hasi jel” kialakitasaban
és tovabbitasaban vesz részt. A késbi gének funkcidvesztéses mutacioi (a cactus
késébb targyalt gén kivételével) ,csupahat’” embridkat okoznak. VI. abra 5 A ,hasi

jel” aszimmetrigjat a follikularis sejtekben kifejez6d6 harom gén a pipe, nudel
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HAT

FOLLIKULARIS
SEJTEK

PETESEJT SEJTMAG

A B

VI. abra. A:a korai hasi-hati gének szerepe a pete alakjanak kialakitasaban. B:a kés&i gének szerepe

az embrid alakjanak kialakitasaban.

és windbeutel gének asszimetrikus miikédése biztositja. A pipe, nudel és windbeutel
géntermékek a petesejt és a follikularis sejtek kozotti térbe szekretaldodnak, ahol a
snake, a gastrulation defective, az easter és a spatzle ivarsejt eredet(
géntermékekkel egyutt kialakitjak az embrié fejlédéséhez szikséges ,hasi jelet” VI.
abra 6 (Stein és mtsai 1991, Manseau és Schipbach 1989). Ezidaig az easter, a

gastrulation defective és a snake gének bazissorrendjét hataroztak meg, amelyek

szerin proteazokhoz hasonlé szekvenciakat tartalmaznak (De Lotto és Spierer 1986,
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Chasan és Anderson 1989). A ,hasi jel” valdszinlleg proteolitikus hasitasok
sorozatan keresztul alakul ki.

Ha barmelyik ,hasi jelet” kialakitd géntermék hianyzik a perivitellin térbél a hasi
jel nem alakul ki, és csupahat embridk jonnek létre. A  hasi jelet” kialakitd gének
kézul egyedul az easter génnek vannak dominans funkcidnyeréses fenotipusu
mutécioi (Chasan és Anderson 1989, Erdélyi és Szabad 1989). Az easter® mutaciok
fenotipusa a funkcidvesztéses fenotipussal ellentétes: csupahas embridk. A
dominans fenotipus arra utal, hogy az easter génnek kulcsszerepe van a hasi jel
kialakitasaban. Az easter fehérje a tripszin tipusu szerin proteazok csoportjaba
tartozik. A tripszinhez hasonldéan az aktiv easter fehérje proteolitikus hasitas révén
az easter zimogénbdl alakul ki. Chasan és mtsai (1992) in vitro mutagenezissel
olyan csonkolt easter cDNS valtozatot allitottak el6, amely proteolitikus hasitas
nélkul is aktiv. A csonkolt cDNS dominans fenotipust okozott: a vadtipusu embridkba
injektalt cDNS hatasara az embridk hasi jellegzetességeket mutatnak az oldalso és
hati tertleteken is. Ez azt bizonyitja, hogy a ,hasi jel” az easter zimogén
aszimmetrikus hasitasaval alakul ki. A zimogén hasitast nem igényl6 csonkolt cDNS
okozta dominans fenotipus pipe, nudel, windbeutel, gastrulation defective és snake
mutans hattéren is kifejezédik, ami arra utal, hogy az emlitett hasi jel kialakitd gének
a szabalyozasi folyamatban az easter gén el6tt helyezkednek el. A vadtipusu
embriok perivitellin terében szerepuk az easter zimogént aszimmetrikusan hasitd
fehérjekomplex kialakitasa lehet. Egyedul a spatzle mutans hattér szoritja vissza a
csonkolt cDNS fenotipusat, jelezve, hogy az easter gén a spatzle génterméken
keresztul hat. A spatzle génterméket az aszimmetrikusan aktiv easter csak a hasi

oldalon aktivalja, ezzel kialakitja a végs6 ,hasi jelet”.
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VI. abra 7 A Toll géntermék hianya a ,hasi jelet” kialakité gének hianyakor
tapasztalt csupahat embridkhoz vezet. A Toll gén bazissorrendje az interleukin 1 és
a Gp1b trombin receptorokkal mutat szekvencia homolégiat (Hashimoto és mtsai
1988). A Toll fehérje valodi receptorként viselkedik: a szincicidlis blasztoderma
sejthartyajan egyenletesen oszlik el, az aszimmetrikus Toll aktivitds egy
aszimmetrikusan jelenlévé ligand révén, (a ,hasi jel” révén) jon létre. (Hashimoto és
mtsai 1991). A ,hasi jel” a Toll gén altal kédolt receptoron keresztul jut a szincicialis
blasztoderma citoplazmajaba.

A Toll génnek funkcionyeréses dominans alléljai is vannak (Anderson és mtsai
1985, Erdélyi és Szabad 1989). A dominans fenotipus a funkcidévesztésessel
elléntétes: ,csupahas” embridk joénnek létre. A dominans mutaciok szekvencia
vizsgalata azt mutatta, hogyha a mutaciés valtozasok a receptor molekula sejten
kivali részét kézvetlenul a membranon ativelé szakasz kozelében érintik. A mutans
receptor ligand hianyaban is aktiv és a hati oldalon is hasi fejlédési iranyt szab meg
(Schneider és mtsai 1991).

VI. abra 10: A Toll receptor altal kozvetitett ,hasi jel” végul a dorsal géntermék
aszimmetrikus sejtmagi lokalizaciéjan keresztul fejti ki hatasat a végrehajtd géneken.
A dorsal fehérje a friss pete citoplazmaban egyenletesen oszlik el. A blasztoderma
koru embriok sejtmagjaiban azonban a dorsal fehérje mar hasi-hati iranyu csékkend
gradiens szerint oszlik el (Roth és mtsai 1989). Ha a ,hasi jel” nem alakul ki, vagy
nem kozvetitddik a szincicialis blasztoderma citoplazmajaba a dorsal fehérje
sejtmagba térténd bejutasa elmarad.

A dorsal gén szekvencia hasonlésagot mutat a c-rel gerinces onkogénnel, és a
B sejtek Nf-kB komplexének p50-es DNS koté alegységével (Steward 1987). Az

Nf-kB polipeptid a B sejtek citoplazmajaban az /kB inhibitor proteinhez kétve
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helyezkedik el. Az inhibitor foszforilacidja felszabaditja az Nf-kB polipeptidet, ami
dimerizalodik és bejut a sejtmagba, ahol transzkripciés szabalyoz6 faktorként
mukoédik (Ghosh és mtsai. 1990). A dorsal géntrmék maga is transzkripcios faktror A
sejtmagokba torténé bejutasa az Nf-kB-hez hasonldé mddon szabalyozddhat (Doyl és
mtsai 1989, Ip és mtsai 1991). E modell szerint a cactus gén terméke lenne az
inhibitor, ami a dorsal fehérjével a citoplazmaban inaktiv komplexet képez.

VI. abra 9: A cactus géntermék gatlé természetére utal funkcidvesztéses
fenotipusa. A fehérje hianya az embridk hasi jellegének oldal iranyu kiterjedését
eredményezi. A cactus mutans fenotipus az oldals6 és hati testtgjakon a
megndvekedett sejtmagi dorsal szint eredménye. A dorsal géntermék a cactus
homozigdéta anyak petéiben is, a vadtipustol eltérd, sejtmagi gradienst képez, ami
arra utal, hogy a dorsal géntermék sejtmagi lokalizaciéjanak a cactus génen kivul
mas szabalyozd elemei is vannak (Roth és mtsai 1991).

VI. abra 8: A dorsal sejtmagi gradiens kialakitasaban a cactus génen kivul még
két génnek lehet kdzvetlen szerepe. A pelle és a tube gének a Toll gén utan, a
dorsal gén elétt helyezkednek el a hasi jelatadasi lancon (Anderson és mtsai 1985).
A pelle és tube gének szerepe a dorsal protein sejtmagba valé bejutasanak
elésegitése lehet (Letsou és mtsai 1991). A pelle és tube mutaciok a gatlo
természet(i cactus gén mutacidival ellentétes fenotipust, ,csupahat’” embriokat
okoznak.

VI. abra 10: A dorsal fehérje az embrié hati-hasi aszimmetrigjat kialakito
morfogén (Steward és mtsai 1989). A blasztoderma sejtmagokban gradiensszerlen
eloszlé morfogén az anyai hatasu hati hasi aszimmetriat kialakitd gének mikodését
Osszegzi és mint transzkripciés faktor a hasi, az oldalsé és a héti régiokban

kulébnb6zd zigotikus hatasu géneket kdzvetlenl aktival és inaktival. Végsd soron
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kialakitja az embrié hossztengely koéruli aszimmetrigjat (Doyl és mtsai 1989, Ip és

mtsai 1991).

Az embrié eliils6 és hatulso testtajainak kialakulasa

Klasszikus embrioldgiai vizsgalatokbdl az un. Iékeléses kisérletekbdl tudjuk,
hogy a muslica peték citoplazmaja az embridk hossztengelye menti aszimmetriat
kialakito jeleket tartalmaz. Ha a pete citoplazmajanak elllsé részét tvegkapillarissal
eltavolitiuk a petében fejl6édé embrid elllsé része nem alakul ki. A pete hatulsé
citoplazma részletének eltavolitdsa az embriok potroh szelvényeinek hianyat okozza
(Frohnhofer és mtsai 1986b, Sugiyama és Okada 1990). A hatulsé citoplazma
lékelés az embriok leghatso telzon testtajanak kialakulasat nem befolyasolja. A
lékeléses vizsgalatok harom aszimmetriat kialakito jel létezésére utalnak, melyek az
embriok ellls®, hatulso és terminalis testtajait alakitjak ki.

N&sténysterii mutaciokkal négy olyan gént azonositottak, melyek a
petekezdemények szerkezetét és az embridk hossztengely menti aszimmetriajat
egyarant érintik: A Bicaudal-C és a Bicaudal-D géneknek kézés dominans anyai
hatasu letalis fenotipusuk van. Az embriok feje és tora hianyzik, helyette a
potrohszelvények tukérszimmetrikusan duplikalédnak (Mohler és Wieschaus 1986).
A Bicaudal-D funkciovesztéses fenotipusa a petekezdemény szerkezetét valtoztatja
meg: a petekezdeményben petesejt nem differencialédik, tizenhat dajkasejtbdl allé
egyuttes alakul ki. A Bicaudal-D vadtipusu géntermék a fejl6dd petesejt-dajkasejt
egyuttes a petesejt elllsd részében lokalizalodik. A gén bazissorrendje a miozin

nehéz lancat kodolé génnel mutat homoldgiat. Feltételezik, hogy a géntermék

szerepe a dajkasejt eredetii RNS-molekulak, igy a petesejt differencialédashoz
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szUkséges géntermék, és az ,elulsd jel” petesejtbe torténd szallitasa és
helybentartasa lehet (Suter és mtsai. 1989).

A Bicaudal-C gén funkcidvesztéses alléljai a pete elulsé részén megnyilvanuld
petealak fenotipust okoznak. A Bicaudal-C eredet( peték burkanak elulsé része nem
zarddik (Schupbach és Wieschaus 1991). A dominans fenotipus szintén a petesejt
elUlsd részét érintd, de enyhébb szerkezeti elvaltozas eredménye. A dominans
fenotipus a petealakot nem, csak az eltilsé jel lokalizaciojat érinti.

A bicaudal gén funkcidvesztéses fenotipusa a Bicaudal-C és Bicaudal-D
dominans fenotipussaval azonos. A bicaudal mutaciok kettés heterozigéta
kombinacidoban mindkét dominans allél fenotipusat erdsitik (Mohler és Wieschaus
1986). Ez azt jelzi, hogy a harom bicaudal gén funkcidja kéz6s. A petesejt eltlsé
részének citoplazma-szerkezetét alakitjak ki, ahol a dajkasejtekbdl szarmazé elllsé
morfogén is lokalizalédik.

A Dicephalic mutacié hatasa ellentétes a bicaudal fenotipussal. A Dicephalic
néstények petefészkében a petesejt hatso része érintett. A dajkasejtek a petesejnek
nemcsak az elllsé, de a hatulsd oldalan is megtalalhatok (Bohrmann és Sander
1987). A petesejt két oldalan elhelyezkedd dajkasejtek két eltlsé polust alakitanak ki
és az embridnak két feji része fejlédik. Ez arra utal, hogy az embrié fejlédéséhez
szukséges elulsé jel a dajkasejtekben keletkezik. A kétfejli embriok léte azt
bizonyitja, hogy a hatsé oldalon kialakul6 elllsé jel képes a hatso jelet elnyomni. A
bicaudal anyatol szarmazo embriok megerésitik a két poélus kozotti ala- és
folérendeltségi viszonyt: az elllsd jel hianyaban a hatulso jel képes az elllsé oldalon

is kialakulni.
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Az eliilsé jel kialakulasa

A muslica embrid fej és tor kialakulasaért a bicoid morfogenetikai gradiens
felel6s. A bicoid RNS a frissen lerakott pete elulsé részében helyezkedik el (Berleth
és mtsai 1988). A kicsi citoplazmarészre lokalizalt RNS-rél a megtermékenyités utan
fehérje transzlaldédik. A bicoid fehérje diffuzioja és konstans degradacidja hozza létre
a bicoid gradienst (Driever és Nusslein-Volhard 1988b). A bicoid fehérje a
szekvencia specifikus transzkripcios faktorok egyik csoportjara jellemzé DNS-k6td
fehérjeszakaszt az un. homeodomént tartalmaz. A bicoid fehérje koncentraciotol
fuggd modon az elusd és kozépso testtajakat kialakitd zigotikus aktivitdsu gének
kifejez6dését szabalyozza (Frigerio és mtsai 1986, Berleth és mtsai. 1988).

Azt, hogy a bicoid fehérje azonos a citoplazma-atultetéses kisérletek ,eltlsé
faktoraval” bicoid RNS injektalassal bizonyitottak. In vitro szintetizalt bicoid RNS-t
injektaltak vadtipusu peték hatulsé részébe. Az elllsd citoplazma injekcidval egyez6
hatast értek el. Az RNS injekcidhoz kozeli helyen kialakulo sejtek feji
jellegzetességeket mutattak, az injekcio helyétdl tavolodva a fejtdl tavolodd rendben
torra jellemzé jegyeket figyeltek meg (Driever és mtsai 1990).

A bicod RNS lokalizacidjahoz ép sejtvaz és legalabb harom anyai hatasu géntermék
szikséges. A bicid RNS a petekezdemények dajkasejtjeiben szintetizalodik, és azok
perinukledris terében megkotédik. A vadtipusu petekezdeményekben mikrotubulus
mérgek hatdsara a perinukleéris kotédés megszinik. Az exuperantia homozigéta
néstények petekezdeményeiben sem lehet a bicoid RNS perinuklearis kotédését

kimutatni (Pokrywka és Stephenson 1991). Ez arra utal, hogy az exuperantia

géntermék altal a bicod RNS a mikrotubulus rendszerhez kétédik. A petekezdemény
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fejlddésének késbbbi szakaszaban, a peteseijt feltdltése soran, a bicoid RNS a tébbi
anyai eredetl transzkriptummal egyutt a gy(rlcsatornakon keresztul a petesejtbe
jut. A bicoid RNS-t a petesejt ellilsé részének kérgi citoplazmaja ,csapdaba ejti”. A
swallow homozigota néstényekben a kérgi lokalizacié elmarad, jelezve, hogy a
swallow fehérje a kérgi lokalizacio egyik eleme (Stephenson és mtsai 1989). A
megtermékenyulés el6étt a bicoid RNS felszabadul a citoplazma alig 5um vékony
kérgi részébdl és a citoplazma elllsé részében lokalizalédik. Ezért a végleges
lokalizalasért valdszinlileg a staufen géntermék a felelés (St Johnston és mtsai
1989). A staufen fehérje a petesejt citoplazmajanak elulsé részében a bicoid RNS
végleges helyén mutathatdo ki. A staufen géntermék szerepe a bicoid RNS
diffuzidjanak megakadalyozasa, a végleges lokalizacié fenntartasa lehet (St

Johnston és mtsai 1991).

A hatulso jel kialakulasa

A hatulsé géncsoport mutaciéi a potroh hianyat okozzak. A géncsoport
tagjainak tébbsége (cappuccino, spire, staufen, oskar, vasa, valois, tudor és mago
nashi) a polaris plazma kialakitasaért felelés. A poléris plazma a pete hatulsé
részének fénymikroszképosan is felismerhetd citoplazma részlete. A polaris plazma
tartalmazza a potroh kialakuldsahoz szikséges ,hatulsd” jelet és az Gsivarsejtek
kialakulasahoz szukséges géntermékeket is. A fenti gének barmelyikének mutacioja
kettés fenotipust eredményez. A homozigéta anyak utédaiban sem potroh sem az
ivarsejtek Gssejtjei sem alakulnak ki. A potrohhidnyos fenotipus nem a hatulsod

morfogén hianyanak, hanem a morfogén vadtipustdl eltéré lokalizacidjanak

kévetkezménye (Sander és Lehmann 1988, Lehmann és Nusslein-Volhard 1991).
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A posterior géncsoportba tartozé nanos és pumilio gének specifikusan a potroh
kialakitasaért felel6sek, mutacioik a polaris sejtek kialakulasat nem befolyasoljak
(Lehmann és Nusslein-Volhard 1991).

E két gén terméke koézul a nanos fehérje azonos a citoplazmainjekciok altal
kimutatott hatulso jellel. A nanos anyatél szarmazé peték citoplazmaja nem tartalmaz
hatsé jelet (Lehmann és Nusslein-Volhard 1991). In vitro szintetizalt nanos RNS
injekciojaval az 6sszes hatuls6 géncsoportba tartozé gén mutacidjanak potroh
hianyos fenotipusa menekithetd.

A frissen rakott petékben a nanos RNS a pete leghatsd részében, a polaris
plazmaban lokalizalodik. A nanos géntermékre azonban el6rébb, a potroh testtajon
van szukség. A nanos fehérje transzportja aktiv médon, a pumilio géntermék
kozremUkodésével torténik. A pumilio anyatdl szarmazd peték potroh nélkuli
fenotipusat pumilo anyaktdl szarmazé peték citoplazmajaval sikerult javitani, ha a
peték leghatso részébdl szarmazo citoplazmat a potroh régidba injektaltak (Lehmann
és Nusslein-Volhard 1987a).

A nanos fehérje kdzvetetten iranyitja a potroh fejlédést. A huchback a fej és a
tor kialakulasaért felelés zigotikus aktivitasu gén. A hunchback gén zigotikus
transzkripcioja az ,elulsé jel”, a bicoid morfogén szabalyozasa alatt all (Driever és
Nusslein-Volhard 1989). Zigotikus transzkripcié csak az embriok eltlsé, magas
bicoid koncentracioju testtajaiban a fejben és a torban folyik.

A nanos morfogén szintén a hunchback gén szabalyozasan keresztul fejti ki a
hatasat. A hunchback génnek anyai hatasu transzkripcidja is van. Az anyai eredetl
hunchback RNS a frissen rakott petékben egyenletes eloszlasu. Az embrid
fejlddésének cleveage stadiumaban a leendd potroh részen a hunchback RNS a

nanos fehérje hatasara megkétédik. A nanos mutans anyak utddaiban az egyenletes
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hunchback RNS eloszlas megmarad és ezt a hunchback gén pozitiv autoregulaciéja
egyenletes hunchback fehérje eloszlassa forditja le (Tauz és Pfeifle 1989). Ezek
szerint a nanos fehérje szerepe a hunchback zigotikus kifejez6désének, igy az
elulsé fejlédési iranynak megakadalyozasa a potrohban.

A nanos fehérje szerepe egyedul a hunchback gatlasra korlatozédik. Mitotikus
rekombinaciéval anyai hunchback és nanos mentes petéket allitottak el6. A kettds

mutans petékben ép, fertilis utddok fejlédtek (Hulsklamp és mtsai 1989).

A terminalis géncsoport miikédése.

A terminalis géncsopotba tartozé gének amorf fenotipusa kézés. A torsolike a
trunk az fs(1)Nasrat az fs(1) pole hole a torso és az I(1)pole hole homozigota
anyaktol szarmazé embridk nem szegmentalt akron és telzon testtgjai hianyoznak.
Pete citoplazmalékeléses kisérletekkel ezt a fenotipust nem lehet eléallitani, ami
arra utal, hogy a terminalidkat nem a pete citoplazmaban elhelyezkedé morfogén
alakitja ki. A terminalis géncsoport tagjainak genetikai és molekularis biologiai
vizsgalata, megeréGsitve a lékeléses vizsgalatok negativ eredményét feltarta, hogy a
terminaliak kialakulasa a follikularis és az ivarsejt eredetli sejtek kozott
sejtkommunikacio eredménye.

A sejtkommunikacié kulcseleme a torso gén altal kédolt tirozin kinaz receptor
(Sprenger és mtsai 1989). Az anyai eredet(i torso RNS a megtermékenyulés utan
transzlalédik és a fehérje a petesejt membranjaban lokalizalédik (Casanova és
Struhl 1989). A torso fehérje egyenletes eloszlast mutat a membranban, ilymédon a
terminalidkra korlatozott receptor aktivitds a receptor ligandjanak specialis térbeli

eloszlasanak lehet eredménye (Klingler és mtsai 1988, Strecker és mtsai 1989).
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A torso génnek dominans (tor®), funkcidnyeréses alléljai is Iéteznek (Klingler és
mtsai. 1988, Strecker és mtsai 1989, Szabad és mtsai 1989). A funkcionyeréses
fenotipust a ligand nélkul is aktiv receptormolekulak hozzak létre. A funkcidnyeréses
fenotipus terminalis géncsoportra jellemz6 funkciovesztéses fenotipussal ellentétes.
A terminaliak kialakulnak, mig az embridk kozépsd, szegmentalt testtajai
hianyoznak. A terminalis géncsoport tagjai kozul a torso® fenotipust egyedul az /(1)
pole hole mutans hattér szupresszalja (Ambrosio és mtsai 1989, Stevens és mtsai
1990). Az /(1) pole hole a c-raf onkogénnek, tébb ismert tirozin kinaz
szignaltranszdukcios lanc tagjanak Drosophila homolégja (Nisida és mtsai 1988).

A torso like gén a folikularis sejtejpen aktiv. A vadtipusu terminaliak
kialakulasahoz a farki véget boritd kb 30 follikularis sejt forso like aktivitasa
elégséges (Stevens és mtsai. 1990). .Ezek alapjan ugy gondoljak, hogy a torso like
gén kodolja a torso receptor helyhez kétott inaktiv ligandjat. A frunk az fs(1)Nasrat
és az fs(1)pole hole gének az ivarsejtekben fejezédnek ki és szerepuk feltehetben a

torso like inaktiv génterméknek aktiv formaba hozasa.
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