A zéarojelentes beszamoldja

A kutatasi program célja az volt, hogy megértsiik a Horka, a Kompolt és a Himca gének
szerepét a Drosophila peték megtermékenyulésében. Harom olyan genét, amelyeket a
Himca®, a Horka®, valamint a Kompolt® dominans néstény-steril mutaciokkal azonositottunk,
mely genek termékeinek szerepe van a megtermékenyiilésben, az embridgenezis
elkezdédéseben. Celul tiiztik ki

(i)  aHimca®, a Horka®, valamint a Kompolt® mutaciokkal kapcsolatos mutans
fenotipus jellemzését,

(i)  amutaciok természetének (hogy t.i. dominans negativ, neomorf, vagy haplo-
elégtelen) megallapitasat,

(iii)  aHimca®, a Horka®, valamint a Kompolt® mutacidkkal azonositott ép gének
molekularis klonozasat,

(iv)  olyan transzgének készitését, amelyek az ép géneket tartalmazzak, menekitik a
funkciovesztéses allélokkal kapcsolatos defektusokat,

(v) az ép Himca, Horka és a Kompolt gének termékeinek lathatova tételet, vagy
ellenanyaggal, vagy ,,nyomjelz6” fluoreszcens fehérjével jel6lt fehérjék
vizsgélataval,

(vi)  tudomanyos eléadasok, dolgozatok, Ph.D. értekezesek készitését.

Azért, hogy molekuléris szinten ismerjik meg a megtermékenytilés korabban soha nem latott
jellegzetességeit, kiillonos tekintettel a spermium szerepére. Munkank kezdetén fogalmunk
sem volt a harom gen lehetséges funkciojarol. A késébbiekben bemutatottakbdl kidertl, hogy
a vallalt feladatokbdl mind a hat teljesult, vagy kdzel van a beteljesiiléshez.

A Himca®, a Horka®, valamint a Kompolt® mutéciokbél kiindulva az ép Himca, Horka és
Kompolt gének funkcioirdl a kdvetkezéket tudtuk meg.

Himca

A HimcaP, valamint a himca™ mutans allélok, mint azt korabbi jelentéseimben
0sszefoglaltam, a Drosophilanak azt a CG4026 genjét azonositjak, amelynek terméke az
inozitol-1,4,5-trifoszfat-kinaz enzim. Az enzim az inozitol-1,4,5-trifoszfatbol inozitol-1,3,4,5-
tetrafoszfatot (ITF) készit, a masodlagos hirvivék egyikét. A masodlagos hirvivé a Ca** ionok
belso raktarakbdl torténo felszabadulasaért felelés. Azt gondoljuk, hogy ITF hidnyaban (a
HimcaP/+, himca"™/- hemizigota néstények petéiben) a Ca?* ion-hullamok rendellenes
lefutdsa (vagy hianya) okozza a megtermékenyuléssel, a spermiumfarok elhelyezkedésével,
illetve az embriodgenezis elkezdédesevel kapcsolatos problémakat. Vélekedésiinket igazolando
Ca®" ionokat fluoreszkalva érzékeld (in. kaméleon fehérjék vizsgalatat tervezziik. (A
kameéleon fehérjék képzédését olyan transzgén kodolja, amely mar rendelkezésiinkre all.)
Tervezzik tovabba olyan Himca-GFP transzgének készitéset is, amelyek terméke, a Himca-
GFP fuzids fehérje, lathatova teszi a Himca feherjét az egyedfejlédes kiilonféle stadiumaiban,
a kulonféle szovetekben. 2007. kezdetén bizonyosan tudjuk, hogy mely gént azonositjak a
Himca®, és a himca'™ mutéans allélok (a CG4026-ot). Elvégeztilk a mutans fenotipusok
jellemzését, és érteni véljik a CG4026 gén funkciogjat. A Himca torténetben mar csak néhany
feladat varat magéra: a Ca®* ion-hullamok lefutasanak tanulmanyozésa, a Himca fehérje
kimutatasa Himca-GFP transzgén alapjan, és talan a Himca® allél molekularis természetének
megismerése. Becslésem szerint félévnyire vagyunk a Himca project elsé kdzleményének
Osszeallitasatol.



Horka

A Horka® mutacié - amely egyarant okoz dominans néstény-sterilitast, kromoszéma
instabilitast és polispermiat -, valamint funkciovesztéses alléljai (mint pl. horka™") azt a
Horka gént azonositjak, amely a transzkripcio-terminacios-faktor-2 (TTF2) képz6dését
kodolja. A TTF2 a transzkripcid szabalyozas egyik eleme: alkalmas feltételek teljestilése
esetén eltavolitja az RNS polimeraz-11 enzimet a DNS-rél, amivel a transzkripcio abortiv
terminaciojat okozza. A TTF2 szerepe kilondsen fontos a mitdzis kezdetén, amikor az RNS
polimeraz-11-t eltavolitja a kromoszomakrol.

Lévén dominans negativ tipust, a Horka® mutacié megakadalyozza, hogy a Horka®/+
nostények petekezdemenyeiben az ép (+) Horka gén ép TTF2 terméke kifejtse funkcidjat.
Lényegében ugyanaz a helyzet, mint a horka™"'/— hemizigéta néstények petekezdeményeiben,
amely néstényeknek nincs funkcidképes Horka genje. A TTF2 funkciojat ismerve arra
szamithatunk, hogy a Horka®/+ és a horka™"/— néstények petéiben olyan ép gének termékei
bukkannak fel, amelyek rendes kortilmények kézott ott nincsenek jelen (vagy csak csekélyke
mennyiségben), amely géntermékek miatt mérgezé a fenti néstények petéjének citoplazmaja.
Valoban, a mutans néstények petéinek citoplazmajabdl izolalt nyomnyi mennyiséget a
vadtipustl embridkba injektalva azokat megmérgezi. A horka™"/— néstények petéinek
mérgezé citoplazmaja a nostény-sterilitas eddig ismeretlen tipusara deritett fényt: a pete
citoplazma azért mérgez6, mert benne bar ép, de ott rendesen elé nem fordulé gének termékei
vannak jelen.

A kérdést, hogy mely gének expresszi6s mintazata véltozik meg a Horka"/+ és a horka
nostényekben a DNS csip modszerével vizsgaltuk meg: 6ssz-poli-A-RNS-t izolaltunk, melyek
alapjan cDNS-t szintetizaltunk, majd meghataroztuk - DNS csipekkel -, hogy mely gének
expresszids mintazata valtozott meg a kontroll (+/+) néstéenyek petéihez képest.
(Eredményeinket az RT-Q-PCR médszerével megerdsitettiik.) A Horka”/+ és a horka
nostények petéinek RNS mintéazata szinte azonos modon valtozott. Kider(lt, hogy bennik 54
olyan gén terméke van jelen, amelyek rendes koriilmények kdzott ott nem fordulnak el6.

Ha vélekedésiink igaz, készithetiink olyan néstényeket, amelyek genotipusa Horka®/+ vagy
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fejlédesenek esélyei. Igazunkat bizonyitando olyan néstények keszitése is folyamatban van,
amelyek petekezdemény sejtjeiben a nevezetes 18 gén funkciodjat egyenként szlintetjik meg
az RNS-interferencia technikaval.

Probalkozésaink a TTF2 molekulak lathatova tételére sikerrel kecsegtetnek. E16szor
poliklondlis anti-TTF2 ellenanyaggal prébalkoztunk. (Az ellenanyag mintak David Glover,
valamint a David Price laboratériumokbdl szarmaztak, Cambridge-bél és lowa-bol.) 2006.
végén dertilt ki, hogy az a varatlan tény, hogy a TTF2 génnek van egy maig ismeretlen
funkcioju homoldgja Drosophilaban, a CG10445 jelii gén. Minthogy az anti-TTF2 polikonalis
ellenanyag nemcsak a TTF2-t, hanem a CG10445-kodolt fehérjét is felismeri, a TTF2
jelenlétét bemutato, konfoklis mikroszkoppal készitett felvételeink értékiiket vesztették. A
helyzetet komplikalja, hogy a TTF2 és a CG10445 gének szomszédosak, és ugyanazt a
promotert hasznéljak. 1d6kdzben kozel kerultlink a CG10445 gén szerepnek tisztdzasahoz is,
olyan zigotak készitéséhez, amelyekbdl hianyzik a CG10445, &m jelen van a Horka gén.

Probalkozéasaink olyan transzgének készitésére, amelyek vagy az N-, vagy a C terminalis
végiikon CFP-vel (YFP-vel vagy mRFP-vel) fluoreszcensen jeldlt TTF2, illetve a Horka®-
kodolt A777T-TTF2 képzodéset kodolja, sikerrel jartak. Elsé 1épésben tizenkét DNS
konstrukciét készitunk: olyanokat, amelyek az N-, illetve a C-terminalis végen CFP-vel YFP-
vel vagy mRFP-vel jelolt TTF2, illetve A777T-TTF2 képzédését kodolja. A DNS
konstrukcidkat - hogy josagukrél meggyo6zédjiink - elészor S2 jeli, tenyésztett Drosophila



sejtekbe transzfektaltuk. Mivel az S2 sejtekben a 12 DNS konstrukcié mindegyike
,mkodott”, vagyis Kivilagitotta a sejtmagot, a DNS konstrukciok alapjan elkezdhettik a
transzgének készitését. Azért, hogy jellemezhessiik az ép és a mutans A777T-TTF2 szerepét a
megtermékenyulésben, a sejtek és a kromoszomak életében. Az els6 CFP-TTF2 és CFP-
Horka® transzgénikus muslicak a napokban fognak megsziiletni...

A Horka génnel kapcsolatos kutatasi eredményeinkbdl maig két kézirat sziletett, valamint
egy Ph.D. értekezés van készilében:
- Szalontai, Tamas, Belecz, Istvan, Kerekes, Irén, Erdélyi, Miklés, Boros, Imre and Szabad,
Janos, Absence or the presence of a dominant negative form of transcription termination
factor 2 alters germ line function in Drosophila through the induction of excess chromosome
tangling and instability.
(A kéziratot a Genetics folydiratba szandékozunk kozlésre benyujtani.)
- Janos Szabad, Tamas Szalontai, Imre Gaspar, Istvan Belecz and Laszlé Puskas, Lack of
transcription-termination-factor-2 in Drosophila results in abnormal deposition of normal
proteins into the egg cytoplasm causing chromosome tangling, death of the embryos and
female sterility.
(A kéziratot a Nature Genetics folyoiratba szandékozunk kozlésre benydjtani.)
- Tamés Szalontai, The Horka® and the horka™" mutant alleles of Drosophila identify the
transcription-termination-factor-2 gene and reveal a novel type of female sterility. Ph.D.
thesis.
(El6késztiletben.)

Kompolt

Jellemeztiik mind a Kompolt® dominans negativ természetii néstény-steril mutaciéval, mind
pedig a kompolt™" funkci6vesztéses mutans alléllal kapcsolatos mutéans fenotipust. (A mutans
fenotipusok leirasét a korabbi jelentések tartalmazzak.) Egy P-elemmel indukalt kompolt™
allelbdl kiindulva az inverz PCR technika mddszerével megklonoztuk a Kompolt génr (amit a
Drosophila genom projektben még CG7466-ként ismernek). Megtudtuk, hogy a Kompolt gén
terméke egy olyan, meglehetésen nagy transzmembran fehérje, amely tobbféle, és tobb
kopidban meglevd, és ismert doment tartalmaz (CUB, EGF, PSI, Kelch). Szamitogépes
vizsgélataink azt jelzik, hogy a doménoknak a spermium adhézioban, a sejt-sejt
kolcsonhatasban, valamint a szingnaltranszdukcidban van szerepe.

A Kompolt fehérjét meglatando polipeptid tipusu anti-Kompolt poliklonalis ellenanyagot
készitettlink nyulakban. Az ellenanyag vilagosan megmutatta, hogy a Kompolt fehérje része
az akroszomanak, és a peték citoplazmajanak is. A Kompolt fehérje eloszlasénak jellemzése
az 00-, illetve a spermatogenezis folyamataban befejezésehez kdzeledik.

Dolgozunk olyan transzgén készitésén is, amely GFP-Kompolt fehérje képzodését kddolja.
A feladatot neheziti, hogy a Kompolt gén nem tul révid (kb. 12 kbp), és nem tul egyszerii
olyan transzégén készitése, amely Kompolt gén mellett tartalmazza a marker mutéciot,
valamint a GFP-t kodolo szekvenciat is.

A Kompolt gen jellemzésének, molekularis funkciojanak vizsgalatat kdzlésre elokészitettik,
és reményeink szerint még 2007-ben benyujtjuk kozlésre.



