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Célkitiizés

A kutatasi program keretében a Drosophila harom olyan génjének - Ketel, aTub67C valamint lodestar - molekularis
szintli szerepét terveztiikk megérteni, amelyek funkcioja sziikséges az embridgenezis elkezdddéséhez. A géneket olyan,
in. dominans negativ ndstény-steril (Fs) mutaciokkal azonositottuk (rendre Ketel®, Kavar® és Horka®), amelyek bar
lehet6vé teszik kiillemre ép peték képzodését, megtermékenyiilését, am a petékben nem kezdédik el az embridgenezis.
Alighanem azért nem, mert a fenti FS mutaciok dominans negativ természetiiek, és az altaluk azonositott ép géneknek
szerepiik lehet az embridgenezis elkezd6désében. Az Fs mutaciokbol kiindulva klonoztuk az ép géneket, hogy aztan
megismerjiik molekularis funkcidikat.

A megkozelités: a genetika, a molekularis és a sejtbiolégia 6tvozete
Munkank kezdetén az - egyebek kozott - embridgenezis elkezdddéséhez sziikséges géneket azonositandd Fs mutaciokat
indukaltunk, izolaltunk és jellemeztiink Drosophilaban (Erdélyi and Szabad 1998; Szabad et al. 1998). Koziiliik
valogattuk Ki azokat, amelyek megengedik latszolag ép peték képz6dését és megtermékenyiilését, am a petékben vagy
el sem kezdddik az embridgenezis, vagy néhany torz kezdeti 1épés utan leall. Feltételeztiik, hogy az Fs mutacid
dominans negativ természetii (az un. funkcionyeréses tipustt mutaciok egyik tipusaba sorolhato), vagyis az Fs allél altal
kédolt mutans géntermék ugy akadalyozza meg az embridgenezis elkezdddését, hogy eliminalja az ép gén termékének
funkciojat, jelezve, hogy az Fs és az ép (+) gén terméke ugyanabban a folyamatban jatszik szerepet. Az Fs mutaciobol
kiindulva megklonozhaté az ép gén, megismerheté molekularis funkcidja. Az Fs mutacioknak harom fontos haszna van.
1. Az Fs mutacié mutans fenotipusa alapjan kovetkeztetni lehet az ép gén funkcidjara.
2. A funkcionyeréses Fs allél masodik mutagenezis soran un. funkciovesztéses (recessziv) allélla alakithato. A revertans
allélok alapjan megallapithaté a funkcidvesztéses mutans fenotipus, az ép gén valdszinii szerepe.
3. Ha a masodik mutagenezis P-elem inszercidjaval torténik (a muslica egyfajta transzpozonjaval), az Fs alléllal
azonositott gén az inverz-PCR technikaval megklonozhato (lasd pl. Szalontai et al. 2009).
Munkaprogramunk - a fenti elv alapjan - harom gén molekularis szint{i funkciojanak a megismerésére iranyult: Ketel
(Importin- B), aTub67C (ad-tubulin), valamint lodestar (Lodestar). Eredményeinket génenként mutatom be.

Eredmények

Importin-p

Az importin-p-t (imp-B) kodolo Ketel gént a Ketel® mutaciok azonositjak (Lippai et al. 2000; Tirian et al. 2000). A
Ketel® kodolt mutans P446L-imp-p vizsgalata soran dbbentiink r4 arra, hogy az imp-p nem csak a sejtmagi fehérje
import egyik eleme, hanem funkcidjara sziikség van a sejtmaghartya 6sszeszerel6dés soran is (Timinszky et al. 2002).
Munkank eredményeként kozoltiik azt a modellt, amely leirja a sejtmaghartya képz6dés mechanizmusat (Tirian et al.
2003). Jeleztiik, hogy az imp-B funkcidjara a magorso kialakulasahoz is sziikség van (Tirian et al. 2000). Az
OTKANI69180 palyazat keretében azt reméltiikk megérteni, hogy

(1) miként szabalyozott a Ketel gén expresszidja.

A Ketel gén csonkolt, valamint mutaciot hordozo prométerének és riporter transzgének expresszids mintazata

alapjan lokalizaltuk azokat a kot6helyeket a DNS-ben, amelyekhez transzkripcios faktorok kapcsoldédhatnak, és

szabalyozzak a Ketel gén szovet specifikus expresszidjat, illetve az expresszio szintjét (Villanyi et al. 2008a).

Megallapitottuk, hogy

- a Drosophila embriok életiik kezdetén az anyai eredetii imp-p-ra hagyatkoznak.

- In silico analizissel meghataroztuk a Ketel gén promoéterének azon lehetséges szakaszait, amelyekhez
transzkripcios faktorok kotddhetnek, és szabalyozhatjak a gén expressziojat.

- Gél-retardacios és ,,band-shift” kisérletekkel megmutattuk, hogy a Ketel gén expresszidjanak szabalyozasaban a
DREF és a CFDD transzkripcios faktorok szerepe alapveto.

- LacZ riporter transzgének alapjan kideritettiik, hogy a zigota Ketel génje a blasztoderma minden sejtben
expresszlodik, majd mikézben a politén larvalis sejtekben megsziinik a Ketel gén expresszioja, a diploid imaginalis
sejtekben folyamatosan kifejezddik a gén.

- A Ketel gén szovet-specifikus expresszidja a DRE motivumon, a DREF, a CFDD, a CF2-II és a BEAF
transzkripcios faktoroktol fiigg.

(2) Hogyan élhetnek a Drosophil larvak sajat Ketel gén nélkiil harom napot?
Eredményeinket egy olyan UAS-Ketel transzgén alapjan gy(ijtottiik, amelyet kiilonféle szovet-specifikus Gal-4
transzgénekkel expresszaltattunk ketel™'/— hemizigota muténs hattéren, valamint egy olyan UAS-Ketel-RNSi
transzgénnel, amelyet az el6bbi Gal-4 transzgénekkel expresszaltattunk. Hasznaltunk egy olyan ketel®™ mutans
allélt is, amely imp-B-GFP képz6dését kodolja. A Villanyi el al. (2008b) dolgozatban megmutattuk, hogy



- Az anyai eredetli imp-f3 molekulak segitik 6ket az embridgenezis, valamint larvalis életiik kezdetén.

- Az imp-p funkcidjara minden sejtben sziikség van.

- Az imp-p alighanem a leghosszabb élettartamu fehérje féleség a sejtekben. Az anyai eredetii imp-f3 molekulak
akar hat napot is élhetnek.

A fenti dolgozatok alapjan készitette el, és védte meg Ph.D. értekezését Villanyi Zoltan 2008-ban.

(3) Mely gének funkcidja és miként okoz halalt importin-p hianyaban? Miért pusztulnak el azok a muslica larvak,
amelyekbdl hianyzik az Imp-B-t kodolo Ketel gén? Amint megmutattuk (Villanyi et al. 2011) azért, mert
- nem képz6dnek benniik mitokondriumok. Vagyis az Imp-B-nak szerepe van a mitokondriumok biogenezisében is.
- A hogyan kérdést megvalaszolando ketel™"/— (amelyekben nincs Ketel gén) és ketel™'/+ (ép) larvakbol késziilt
CDNS-eket hasonlitottunk 6ssze (DNS-csipekkel). Megtudtuk, hogy a kétféle larva minddssze 30 gén expresszio-
mintazataban kiilonbozik. A 30 gén koziil - amint azt RNSi kisérleteink bizonyitottak - a peroxiredoxin-6500 gén
funkcidja sziikséges a mitokondriumok biogeneziséhez.

(4) A fent emlitett ketel®™ allél Imp-B-GFP molekulak képzédését kodolja. Az Imp-B-GFP molekulak kivilagitjak a
sejtmagporus-komplexeket (Szikora et al. 2013). Mikozben a citoplazma aramlast tanulmanyoztuk a muslica
petesejtekben, arra lettiink figyelmesek, hogy
- a follikularis sejtek magjai izegnek-mozognak. (Amint azt a kivilagitott sejtmagporus-komplexek
helyzetvaltoztatasa megmutatta.)

- Izgésiik-mozgasuk kozben a sejtmagok a sejt hossztengelye mentén mintegy 5 um-t tesznek meg egy nap alatt,
mignem elfoglaljak jellegzetes helyiiket.

- Az izgés-mozgas alapja az, hogy a névekvé mikrotubulusok a sejtmaghartyaba iitkoznek, és mikdzben a sejtmagra
mintegy 5-40 pN er6vel hatnak, azt kissé elforditjak, és egy keveset tolnak is rajta.

- Az izg6-mozgo sejtmagokbdl kiindulva a sejtmag pozicionalas eleddig ismeretlen modjat irtuk le (Szikora et al.
2013).

Munkak eredményeit Szikora Szilard Ph.D. értekezése (2012) dsszesiti.

a4-tubulin

Az Gin. anyai eredetli a4-tubulin - ami az egyik a-tubulin izoforma - képzédését kodold aTub67C gént a Kavar® és a
Tomaj® mutéciok azonositjak (Mathé et al. 1998; Venkei and Szabad 2005). Kordbban megmutattuk, hogy az o4-
tubulin az interpolaris mikrotubulusok (MT-ok) gyors novekedéséhez sziikséges. Mikozben ezek a MT-ok ndvekednek,
az atelleni pdlusokba toljak a leanycentroszoOmakat a sejtmaghartya felszinén, hogy aztan a centroszomak
megszervezzék a magorso kialakulasat (Venkei et al. 2006). Mindekozben az interpolaris mikrotubulusok intim
kapcsolatban vannak a sejtmaghartyaval, kovetik annak gorbiiletét. Az OTKA NI169180 jelii kutatasi program
keretében, a Kavar? mutacio, illetve az altala kodolt mutans E426K-a4-tubulin vizsgalata nyoman arra deritettiink
fényt, hogy

- a Glu*® a MT-ok felszinén annak a pontnak felel meg, amelyhez a kinezinek a leginstabilabb, ADP-kétott
formajukban kotédnek. A Glu**—Lys aminosav-csere nyoman a MT-ok E426K-o4-tubulin helyein a kinezinek
leesnek a MT-okrol, miéltal csdkken a transzport sebessége, elpusztulnak az embridk, a Kavar®-t hordozo
ndstények sterilek (Gaspar and Szabad 2009a).

- Munkank soran 4j modszert dolgoztunk ki a MT-ok mentén torténd transzport vizsgalatara: a konfokalis reflexios
mikroszkopiat, illetve a lipid cseppecskék szallitisanak kovetését a Drosophila fejlddé petesejtjeiben (Gaspar and
Szabad 2009b).

A témaval kapcsolatos dolgozataink alapjan készitette el és védte meg Ph.D. értekezését Gaspar Imre 2008-ban.

Lodestar
Horka®, az Fs mutaciok egyike (Erdélyi and Szabad 1989). Am korabban arra is fény deriilt, hogy Horka® (i) a
himekben a spermatogenezis soran nagy gyakorisaggal okoz nondiszjunkciot, és (ii) tigy teszi instabilakka a
kromoszomakat, hogy azok elveszhetnek az utddokban, azok embriogenezisének kezdetén (Szabad et al. 1995). Az
instabil kromoszomak vesztése nyoman un. haplo-mozaikok képzddésnek koztiik az XX//X0, ndstény//him mozaikok,
gynanderek. Az OTKANI69180 kutatasi program keretében azt reméltiik megérteni, hogy
(1) mely gént azonositja Horka® és a bel6le készitett funkciovesztéses (horka™) mutans allélok.
(2) Mi az ép gén szerepe a kromoszémak stabilitasaban.
(3) Milyen mechanizmus alapjan okoz a Horka® mutécié abnormalis kromoszéma szegregaciot, valamint a
kromoszémak instabilitasat.
A horka"™ mutans allélok tanulméanyozésa alapjan bizonyitottuk, hogy
- HorkaP és a horka™ muténs allélok a lodestar gént azonositjak, a helikéz-szerii géncsalad egyikét (Szalontai et al.
2009).
- A szakirodalomban megjelent dolgozatok ,,0gy tudjak”, hogy a Lodestar fehérje a transzkripcids terminacios
faktor 2. Ez a vélekedés bizonyosan téves. Kozlésre eldkészitett munkankban (Gaspar et al. 2013) azt mutatjuk meg,
hogy a Lodestar fehérje ahhoz sziikséges, hogy a Cohesin komplexek a kromoszoémakhoz kapcsolodjanak. Lodestar
fehérje hianyaban gyakoriak a rendellenes kromoszéma szegregaciok, képzédnek aneuploid sejtek.



- Kideritettiik, hogy Horka® egyetlen bazispar-csere tipust mutacioé eredménye, valamint azt is, hogy a HorkaP-kédolt
AT777T-Lodestar mutans molekulak ragadosak, és rendellenes kromoszoéma szegregaciot okoznak (Szalontai et al.
2009).

A HorkaP-vel kapcsolatos eredmények alapjan készitett el Ph.D. értekezését és védte meg Szalontai Tamas 2008-ban.

A HorkaP-vel kapcsolatos kromoszoma/genom instabilitas volt az egyik mozgato rugdja annak a munkanknak,
amelyben kérnyezeti és genetikai ,,agensek” kromoszoma vesztést okozo képességét (i) vizsgaljuk és (ii) ,,mérjik”
(Szabad et al. 2012). A médszer lényege a kovetkezé: az mwh™ transzgént egy Y kromoszoémaba ékeltiik. Az mwh™
transzgén jelenlétében nem nyilvanulhat meg az mwh (multiple wing hars) marker mutacio fenotipusa. (Az mwh/mwh
homozigota szarnysejtek mindegyike 2-5 sz6rocskét fejleszt a szokasos sejtenkénti egyetlen helyett.) Mikézben a
szarnykezdemény sejtek osztodnak, egyikiikbél-masikukbol elveszhet az mwh™Y kromoszéma. Minthogy az Y
kromoszéma vesztése nem befolyasolja a sejtek életképességét, az mwh™Y kromoszoma nélkiili sejtek tovabb
osztoddhatnak, utosejtjeik egylitt maradnak, és a képz6d6 szarnyon mwh mozaik foltot képeznek. (Természetesen csak
mwh/mwh genetikai hattérben.) A mozaik foltok gyakorisaga és mérete alapjan kimutathatd és megmérheté barmely
kornyezeti, vagy genetikai hatds kromoszoma-veszejto képessége (Szabad et al. 2012). Az itt didhéjban bemutatott
mddszer alapjan vilagosan kideriilt, hogy

- Horka® nagy gyakorisaggal indukal kromoszoma vesztést a Drosophila szarnykezdemény sejtekben.
- Lodestar fehérje hianyaban (horka™/horka™ szarnykezdemény sejtekben) gyakran elvész az mwh*Y kromoszoma.
- A benzol nagy, a parkett lakk és egy higito kis gyakorisiggal indukalja az mwh™Y kromoszéma vesztését (Soos and
Szabad 2013).
Az utdbbi pontra vonatkozd eredmények alapjan készitette el Ph.D. értekezését Sods Istvan 2013-ban.
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