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Bevezetés

Hétéves lehettem, amikor felfigyeltem a tojasok egyik furcsasagara: legtobbjikbdl
édesanyam finom rantottat készitett, am a néhdny szép nagyot kotlé alad tette. Ben-
nik 21 nap alatt tortént meg az a csoda, amely megragadta, és mdig fogva tartja kép-
zeletem: nemcsak kifejlédott bennilik egy-egy pelyhes csibe, hanem minden szerviik
a helyén volt (1. dbra). A csoda lattan olyan csacskanak tiné kérdésekkel fordultam
szlileimhez, mint pl. miért csak egy csére van egy csibének, és nem kett6. Miért két
szeme, és nem egy? Miért éppen ott fejlédik ki a csére, a szeme, a szérnya, a laba, ahol
a helyiik van? Talan a tojas sargajatol sarga a csibék pihetolla? Es ha igen, mi a helyzet
a fekete vagy plane a tarka csibékkel? A kérdéscsokor az évek soran béviilt: mi minden
van egy tojasban, petében, hogy keriilnek oda, és azok a valamik miként hatarozzak
meg az embridk fejlédését? Alighanem a tojas és a csibék csodaja — sok massal egye-
temben - volt az a motivacié, amely az élettudomanyok felé terelte érdeklédésem,
életem folyasat.

1. abra. Egy tojas tartalma, és két benne rejlé lehetéség

Az anyai hatas jelenségével - hogy tudni illik az embriogenezis kezdeti [épéseit nem
az embrio sajat génjei, hanem a tojasok (peték, petesejtek) citoplazmdjaban levé mRNS
és fehérjemolekuldk hatarozzak meg — Rolf Nothiger mihelyében taldlkoztam (2. dbra).
Az anyai hatas témakorében sok izgalmas kérdés fogalmazédott meg. Mi az anyai ere-
detli tényezbék szerepe? Hogyan, és mikor valnak a petesejt citoplazma részévé? Hol
vannak a petesejtben? Az anyai eredet( tényez6k ismerete segithetne megérteni azokat
a mechanizmusokat, amelyek pl. egy csibe kifejlédéséhez vezetnek.



2. abra. A Nothiger miihely Ziirichben, 1975-ben. Hatul: Trudi Schiipbach,
Rolf N6thiger, Sigi Strub, Kurt Dibendorfer, Eric Wieschaus és Szabad Janos.
El6l: Andreas Dubendorfer, Ursula Nothiger és Emil Steiner.

Minthogy egy-egy petesejtben, petében ezerszam vannak mRNS- és fehérjefélesé-
gek, azok szerepének egyenkénti megismerése meglehetésen nehéznek, vagy inkdbb
lehetetlennek tlnt. Mivel az anyai hatasért felel6s mRNS és fehérjemolekuldkat az anya
génjei kodoljdk, a jelenség megismerésére az Un. genetikai boncolas médszere tlint
a legalkalmasabbnak: indukaljunk véletlenszerlien mutacidkat, hogy aztdn genetikai
keresztezések nyomdan olyan mutans él6lényeket készitsiink, amelyekbdl hianyzik az
Leltaldlt” gén funkciodja (3. dbra). A mutacié ,eredménye” (fenotipusa) alapjan kovetkez-
tethetiink az ép gén funkcidjara.

Az 1970-es években csak egyetlen olyan soksejt(i faj Iétezett, amely alkalmas volt
a genetikai boncoldsra, az anyai hatas tényez6inek azonositasara: a muslica (Drosophila
melanogaster; Szabad, 2009). [Zardjelben emlitem, hogy a muslica, mint modellfaj, az
1900-as évek kezdetétdl szolgalja a tudomanyt. Muslica mutansok voltak az alapjai hat
Nobel-dijas munkdjanak: Thomas H. Morgan (1936), Herman J. Muller (1946), Edward B.
Lewis, Christiane Nusslein-Volhard és Eric Wieschaus (1995), Jules A. Hoffmann (2011)]



Az anyai hatasu gének azonositasa

Az anyai hatdsban szerepet jatsz6 gének azonositasanak elvi alapja a kovetkezé. Ha
mutacié nyoman valamelyik gén elveszti funkciojat, a recessziv mutaciéra homozigéta
néstények petéiben minden anyai hatdsi molekulaféleség benne lesz, azt az egyet
kivéve, amely nem funkcional (3. dbra). Varhatd, hogy a mutaciéra homozigéta ndsté-
nyektél ugyan szarmaznak peték, amelyek meg is termékenyiilnek, dm az anyai eredeti
MRNS és/vagy fehérje hidnydban az embriogenezis elakad, vagy tévutra jut, az emb-
ri6 elpusztul. A mutans néstényeknek — homozigétak lévén egy un. néstény-steril (fs)
mutaciéra — nem lesznek utdédaik (3. dbra). A gondolatmenet megfordithaté: ha az anyai
hatasban szerepet jatszé géneket mutacidkkal terveziink azonositani, el6bb indukaljunk
nagyon sok néstény-steril mutdciot. Koziilik vélaszthatjuk ki azokat, amelyek a ben-
niinket érdeklé fenotipust mutatjak. A fenotipus alapjan kovetkeztethetilink az ép gén
funkcidjara. A mutacidk Iényegében olyan eszkdzok, amelyek ép géneket azonositanak.
A mutans allél — az ép gén sériilt funkcidju valtozata - térképezhetd: meghatarozhato,
hogy melyik kromoszémanak, és melyik pontjaban van. A térképezés utan klénozhato
az ép gén, megismerheté molekularis funkcidja. Az itt felvazolt gondolatmenet alap-
jan sokan, és sok muhelyben indukaltak és izolaltak muslica fs mutaciokat. Kozulik
alighanem Christiiane Nusslein-Volhard, Eric Wieschaus és Trudi Schiipbach munkai a
legjelentésebbek. Az fs mutaciokbol kiindulva valt vildgossa példaul, hogy a muslica
bicoid génje kddolja a fej képzddéséhez sziikséges fehérjét, vagy a dorsal gén azt, amely
meghatarozza a hasoldali sejtek fejlédési programijat.

Vadtipusa fslfs

3. abra. A muslica pete citoplazma tartalma vadtipust, egy recessziv néstény-steril (fs) mutaciora

homozigéta, valamint egy dominans néstény-steril (Fs) mutaciét hordozé néstényben. A/ jel azt mu-

tatja, hogy a petesejt citoplazmajabdl hidnyzik az fs mutacidval azonositott ép gén funkcidképes terméke.
(B6vebb magyarazat a szovegben.)



Ivarsejt-vonal kimérak, mozaikok

Béven lehetnek azonban olyan gének is, amelyeknek nem csak a pete(sejt) citoplazma
elkészitésében van szerepiik, hanem a testi sejtek életében is. Erthetd, hogy az ilyen
gének funkcidjanak vesztése letalitdshoz, és nem ndéstény-sterilitdshoz vezet. Azt, hogy
valamely letdlis mutaciéval azonositott ép génnek van-e szerepe az anyai hatdsban,
ivarsejt-vonal kimérakkal, vagy ivarsejt-vonal mozaikokkal szokds tanulményozni. Az
ivarsejt-vonal kimérak készitése azt jelenti, hogy valamely u mutéciéra homozigéta
embrié néhany Gsivarsejtjét olyan gazdaembridba Ultetjik, melynek testi sejtjei épek.
Az ivarsejt-vonal mozaikok esetében u/+ heterozigéta sejtek egyikében-masikjaban
mitotikus rekombinaciét indukalnak, hogy u/u sejtek képzddjenek. Az u/u sejtek ,visel-
kedése” alapjan kovetkeztethetiink az u-val azonositott ép gén szerepére az ivarsejt-
vonal sejtek életében.

Miel6tt az ivarsejt-vonal kimé-
rakkal és mozaikokkal megismerked-
nénk, rovid kitéréként bemutatom,
hogy a muslica néstények mindegyi-
kének két petefészke van, egyenként
kb. 17 petecsével (4. dbra). A pete- : A»
fészkek a petevezetékhez csatlakoz- 4 ;‘.,_Stjm
nak. A petevezeték az un. genitalis
imagokorongbdl fejlédik ki a babo-
z6das utadn, és teremt kapcsolatot
a petefészkekkel. A petevezeték az
uteruszban folytatodik. Az uteruszba
érkezve a petét a tarolt spermiumok
egyike termékenyiti meg. A pete-
csovek végén 3-4 diploid csirasejt ' Dajkasejtek
Ul, az O&sivarsejtek leszarmazottai. £k Petesejt
Osztédasuk nyomdan egy-egy olyan
sejt képzédik, amelyek négy tovabbi
osztdédasa nyoman 16 sejt formalo-
dik: a petesejt, valamint az 6t taplalo
15 dajkasejt. A 16 sejtet citoplazma-
csatornacskadk kotik Ossze. Egy-egy
petekezdemény akkor alakul ki, ami-
kor a 16 sejtet mezodermalis eredetd
follikularis sejtek egyetlen rétege bur-
kolja be (4. dbra). A follikularis sejtek
funkcidja kettds: egyrészt részt vesz-

Uterusz N

Hatoldala

. 20 o 4. dbra. Muslica néstény petefészkek, egy petecsé,
nek a petesejt feltdltésében, masészt  penne érésben levé petekezdeményekkel, valamint
elkészitik a petéket burkold rétegeket. egy pete képe.
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Ivarsejt-vonal
kiméra

5. abra. Séma ivarsejt-vonal kimérak készitésére. A modszer alapja az Osivarsejtek atiiltetése olyan

gazdaembridkba, amelyek testi sejtjei épek. A gazdaembridk gyakorta valamely grandchildless (gs) muta-

ciéra homozigdta nésténytdl szarmaznak, akiknek bar nem képzédnek sajat Gsivarsejtjei, kivaldo gazdak.

Gazdaembrioként szokas vadtipusi ndstények, és Fs(1)K1237/Y himek keresztezésébdl szarmazd embridkat

is haszndlni. Az Fs(1)K1237/+ gazdaembridk sajat petekezdeményei degeneralddnak. Testi sejtjeik viszont

tokéletesen funkcionalnak. (Lasd pl. Taubert and Szabad 1987, Galanopoulos et al. 1989, Cumberledge
et al. 1992)

A csirasejtek 1étét, osztodasuk mechanizmusat, valamint a follikularis 6ssejtek 1étezését
leird elsé dolgozatok munkaink eredményeként sziilettek (Wieschaus and Szabad 1979,
Szabad and Hoffmann 1989).

Ivarsejt-vonal kimérakat' Ssivarsejtek &tiiltetésével szokas késziteni. Az Ssivarsejtek a
muslica embriogenezis harmadik 6rdjaban képzédnek a muslica embridk hatulsé végé-
ben. A mintegy negyven sejt — kb. 12 um atmérgji - Gvegtlcskével 6sszegy(jthetd, és
két-harom gazdaembrié hatulsé végébe lltethetd (5. dbra). A gazdaembriodk testi sejtjei
épek, funkcioképesek. Az u/u donor embridk u/+ heterozigéta szlil6kt6l szarmaznak
(5. dbra). (Minthogy az u/u embridk nem ismerheték fel, csak minden negyedik sejtatil-
tetés az 6hajtott tipusu. Valdjaban csak minden nyolcadik, mert a néi ésivarsejtek a him
gazdaembridkban, illetve a him &sivarsejtek a néi gazdaembridkban nem ,fogannak
meg”. Az u/+ és a +/+ donor embridk Un. belsé kontrollként toltenek be fontos szere-
pet; Taubert and Szabad 1987, Az ép testi kdrnyezetbe helyezett u/u sejtek fejlédnek,
kivéve, ha az u mutéacioval azonositott ép génnek fontos szerepe van a peték és/vagy

TA kimérak olyan élélények, amelyek testét alkoté sejtek kiilonféle forrasokbdl erednek. Tébbnyire embriék
fuzidja, vagy sejtek atiltetése nyoman képzédnek.
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6.abra. Mitotikus rekombinacié és a dominans ndstény-steril technika lényege. Egy u és egy domindns
néstény-steril (Fs) mutaciora transz-heterozigdta Gsivarsejtbél mitotikus rekombinacié nyoman egy olyan
u/u lednysejt képzédik, amely megszabadult az Fs terhétdl, és petévé fejlédhet. (Mitotikus rekombindcidt
altaldban 1000 Rad rontgensugarzassal indukalnak.) Az idedlis Fs mutacié megakadalyozza a peték képzé-
dését. Itt u tobbnyire egy zigotikus letélis, vagy egy ndstény-steril mutacio jele. Amint fentebb emlitettiik,
ha az u mutaciéval azonositott ép génnek nincs szerepe az Gsivarsejtek életében, az u/u sejtbdl ép pete,
amibdl utdd fejédik. Ha az ép génnek van szerepe a pete, vagy az embridképzdédésben, az u/u sejtbdl nem,
vagy rendellenes pete és/vagy embri6 képzédik.

az embriok fejlédésében. llyen esetekben a kiméra petekezdeményekbdl — amelyekben
az u/u pete- és dajkasejteket ép follikularis sejtek burkoljak, és a petekezdemény ép testi
sejtek kornyezetében fejlédik — vagy nem képzédnek peték, vagy ugyan képzédnek
peték, am abnormadlisan zajlik az embriogenezis. Ha viszont az u mutaciéval azonosi-
tott ép génnek nincs szerepe sem a peték, sem az embridk képzédésében, a kiméra
petekezdeményekbdl ép peték és utdédok szarmaznak.

Ivarsejt-vonal mozaikokat? mitotikus rekombinaciéval is szokas generélni. Mitotikus
rekombinacié nyoman az u/+ heterozigdta sejtek egyik leanysejtje u/u homozigétava
valik, mikozben a tobbi ésivar- és follikularis sejt is ép, funkcidképes marad (6. dbra).
Lényegében az ivarsejt-vonal kimérakéhoz hasonlé helyzet all els. Am csak hasonlé.
Ha ugyanis az u mutacioval azonositott ép gén (+) a mitotikus rekombinacié idépontja
elétt aktiv, Ugy terméke benne lehet az u/u sejt citoplazmajaban, és betoltheti funkcio-
jat. Egészen addig, amig le nem bomlik, és/vagy ki nem higul. (A jelenséget, hogy ti.
az ép gén terméke segiti az u/u sejtek életét, perdurancidnak nevezik; Garcia-Bellido
and Merriam 1971a.)

Vajon miként lehet kildnbséget tenni az u/u és az u/+ sejtek kdzott? Az un. domi-
nans néstény-steril technika elegans megoldast kindl: ha az u/+ sejtek hordoznak egy
olyan Fs, domindns néstény-steril mutaciét, amely megakadalyozza peték képzddését,
csak az u/u sejtbdl képzddhetnek peték (6. dbra). Kivéve, ha az u mutaciéval azonositott
gén funkcioja létfontossagu a peték és/vagy az embridk képzddésében.

2 A mozaikok az olyan élélények, amelyek testét alkotd sejtek mindegyike a zigétabol szarmazik, am a sejtek
geno- és/vagy fenotipusa kiilonbozik.
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Dominans néstény-steril mutaciok

Az elsé, un. domindns ndstény-steril (Fs) mutaciordl, Fs(2)D-r6l Yager és King adott hirt
1971-ben. Az Fs(2)D felhasznaldsaval dolgozta ki Eric Wieschaus az un. dominans nds-
tény-steril technikat, amely lényegét a 6. dbra mutatja (Wieschaus 1980). A technika
bevalt, alkalmazasaval nagyszer( eredmények sziilettek. Am minthogy Fs(2)D a masodik
kromoszéma jobb karjan van, csak az ezen a karon levé mutéciokat lehetett a technika-
val tanulmdnyozni, a muslica génjeinek csak mintegy 6todét. Kimaradtak azok, amelyek
a masodik kromoszéma bal karjahoz, az elsé (= X), illetve a harmadik kromoszémahoz
kapcsoltan oroklédnek. Kézenfekvé volt a feladat: indukaljunk olyan Fs mutacidkat,
amelyekkel a dominans néstény-steril technika kiterjesztheté a még le nem fedett kro-
moszémakarra, a harmadik és az X kromoszémadra. Az itt felvazolt megfontolds alapjan
indukalta és izoldlta Katia Komitopoulou Fs(1)K1237-et, amely az X kromoszémahoz kap-
csoltan 6roklédik (Komitopoulou et al. 1983). (Fs(1)K1237 ma ovoP’ néven ismert.) Az Fs(1)
K1237/+ néstényektdl nem szarmaznak peték. Azért nem, mert Fs(1)K1237 tonkreteszi az
Osivarsejtek funkcidjat (Taubert and Szabad 1987). Mindekdzben a testi sejtek funkcidja
érintetlen marad. Fs(1)K1237 modfelett sikeresnek bizonyult: hasznat szazszamra emlitik
tudomanyos dolgozatok. Mi olyan Fs mutaciék indukalasara adtuk fejlinket, amelyek a
masodik, illetve a harmadik kromoszémakhoz kapcsoltan 6roklédnek. Voltak azonban
mas motivaciok is!

Bar az 1980-as évek kozepén funkcidvesztéses tipusu, recessziv fs mutacidkkal sok
anyai hatasu gént azonositottak, csak b6 két tucatnyi molekuldris funkcidjat ismerték
meg. A médszer ugyanis meglehetésen munkaigényes, koltséges és hosszadalmas. Mi
azt gondoltuk, hogy egyszer(ibb lehet, ha nem funkciévesztéses, recessziv, hanem funk-
cidnyeréses tipusu, Fs mutacidkkal azonositunk géneket (3. dbra). Kdztiik olyanokat is,
amelyeknek az embriogenezis elkezdédésében van szerepiik. Azt is elképzelhetének
tartottuk, hogy az Fs mutéaciokkal azonositott gének kdzott olyanok is lehetnek, ame-
lyek funkcidvesztéses alléljai homozigéta forméban életképtelenek. Az Fs mutécidkbol
kiindulva reméltiik megtudni, hogy mi az a jel, amely az embriogenezis elkezdédéséhez
sziikséges, hogy miként ,veszi észre” egy pete(sejt), hogy megtermékenyiilt, és elkez-
dédhet egy Uj élet kialakuldsa?

A dominans mutdcioknak tobb tipusa van (1. tdbldzat). A funkcidnyeréses tipusuak
olyan fehérjék képzédését kodoljak, amelyeknek ugyan van funkcidjuk, am azok eltér-
nek az ép, un. vadtipusu fehérjékétdl. A funkcionyeréses mutaci6 dominans negativ
tipusy, amennyiben az ép és a mutans allél terméke ugyanabban a folyamatban vesz
részt. Ugy, hogy a mutans fehérje akadalyozza az ép funkcidjat (1. tdbldzat). Minthogy
a dominans nagativ Fs mutaciok esetében a mutans allél terméke megakadalyozza az
ép funkciodjat varhatd, hogy a funkcidnyeréses és a funkcidvesztéses mutans fenotipus
ugyanolyan, vagy meglehetdsen hasonlé (3. dbra). Az egyébként ritka neomorf tipusu
mutaciok terméke olyan folyamatba ,kotnyeleskedik bele”, amelyben a gén ép valto-
zatanak semmilyen szerepe sincs.

il



Az Fs mutdciok indukalasat és izolalasat tehat két gondolat motivalta: késziljenek
Uj eszk6zok a dominans ndéstény-steril technika kiterjesztéséhez, és azonositsunk olyan
géneket, amelyek funkcioja az embriogenezis elkezdédéséhez sziikséges.

1. tablazat. A mutaciok tipusai és néhany jellemzgjiik

i Fenotipus egy tovabbi
Jellege Tipusa ép (+) allél jelenlétében
Recessziv Funkciovesz- ~ Eppé valik
téses (u/u) u/u/+
Haplo-elégtelen Eppé valik
u/+, vagy —/+ u/+/+ vagy —/+/+
Dozisérzékeny
Triplo-abnormélis Sulyosbodik
+/+/+ +/+/+/+
Dominans
Dominans negativ | Csokken sulyossaga
D/+ D/+/+
Funkciényeréses
Neomorf Valtozatlan marad
N/+ N/+/+
+ az ép gén, u egy funkcidvesztéses mutans allél, ,—" pedig egy olyan deficiencia jele, amely eltavolitja a gént.

Az Fs mutaciok indukalasaba és izolaldsaba 1984-ben kezdtiink az MTA Szegedi Bio-

|6giai Kozpontjaban (SZBK),
a Genetikai Intézetben
Erdélyi Mikléssal, aki akkori-
ban még egyetemi hallgaté
volt (7. dbra). Kutatétarsaink
korében altalanos volt a
vélekedés, hogy az Fs muta-
ciok modfelett ritkak, és
Fs(2)D alighanem kiilonds
kivétel. Es ha mégis sike-
rilne izoldlnunk Fs mutaci-
okat, hogyan bontanank ki
a bennik rejlé lehetésége-
ket? Miként térképeznénk
be 6ket? Kbzismert ugyanis,
hogy crossing over - a
genetikai térképezés alapja
- muslicdban csak a nésté-
nyekben torténik, a himek-
ben nem. Vagyis: minthogy

7. abra. Csoportunk 1991-ben, az SZBK el6kertjében. Hatul, balrol

jobbra: Jésvay Kati, Erdélyi Miklés, Lehoczki Klara. El6l: Szabad Janos,
Mihaly Jézsef és Mathé Endre.

12



az Fs/+ néstények sterilek, az Fs EMS mutagenezis
mutacidk a megszokott mddon
nem térképezheték. Miként alla-
pitanank meg, hogy az Fs muté-
ciok mely géneket azonositjik,
és miként ismernénk meg az ép
gének molekularis funkcidjat?  CxD/TMS3, *Is'b Ser Q% ele 38

A sok kérdéjel ellenére mi mégis v
SbITM3, Ser Q9 x  e/TM3, Sb Ser &

azt Igondolt}JIf, hogy’ az otllet A himek mindegyike
megér egy kisérletet, és belevag- egy-egy mutagenizalt
tunk az Fs mutéciok indukalasaba, . krom"sz‘f“‘a"ak felel meg
izollasaba. !

A sémat, amely alapjan dol- TMS!;!TA?;;J) Sz’ fT:;Sb
goztunk, és a harmadik kromo- 3 ,Sw 355“ “ 3 Ser

- oty Letalis kombindciok Fertilisek?
szémdahoz kapcsoltan 6rokl6dé Sterilek?
Fs(3) mutéciokat indukaltuk, izo- e
i i o Ha a néstények sterilek, az
ldltuk, a 8. dbra szemlélteti. Egy Fs(3) e/TM3, Ser testvér himekbél
olyan harmadik kromoszémat torzset alapitunk

valasztottunk, amely az e (ebony, 8. abra. Séma a harmadik kromoszémahoz kapcsoltan
sotét testszin) marker-mutacio- 6'r6.k'I6f16 D'rt?sc’)phila d’ominéns’néli.stény:steril-fs(3)—mu-
_— ) taciok izolalasara. Amig a *-gal jel6lt fioldban levd, Fs(3) mu-
val volt megjelGlve, és nem hor- taciot hordozé néstényektél nem szarmaztak utdédok, a masik
dozott letalis mutaciot. (A mar-  haromban larvak és babok is voltak. (Részletes magyarazat a
ker-mutacié lehetévé teszi a szévegben.)
megjeldlt kromoszéma nyomon
kovetését az egymast kdvetd generaciok folyamaban.) Ezutan e/e himeket kezeltlink
EMS-sel (etil-metanszulfonattal), a kémiai mutagének egyikével. Annak reményében,
hogy kromoszémaik egyikében-masikaban véletlenszerlien indukalédnak Fs mutaciok.
A himeket CxD/TM3, Sb Ser n6éstényekkel kereszteztiik. (CxD és TM3, Sb Ser olyan, un.
balanszer kromoszémak jelei, amelyek Iényegében kikiiszobolik a rekombinans kromo-
szdmak képzd&dését, balanszirozzak a kromoszomakat. A balanszer kromoszémak, hogy
hordozéik felismerhetéek legyenek, olyan dominans marker-mutacié(ka)t is hordoznak,
mint pl. a D, a Sb vagy a Ser. A Drosophila mutaciokrél a http://flybase.org/ honlapon
tudhat meg bévebbet az érdeklédé.) Az utdd e/TM3, Sb Ser himek mindegyike egy-egy
mutagenizalt kromoszémat reprezentdl. Az e/TM3, Sb Ser himeket egyenként Sb/TM3,
Ser néstényekkel kereszteztiik. A muslica b6 szazéves genetikdjanak hozadékaként volt
elérhetd, hogy csak az e/Sb és az e/TM3, Ser utdédok maradtak életben, lehetett meg-
vizsgélni, hogy fertilisek, vagy sterilek. Amennyiben a néstények sterilek voltak, és az
e-jelolt kromoszémajuk Fs(3) mutaciét hordozott, a testvér Fs(3) e/TM3, Ser himekbdl
torzset alapitottunk (8. dbra).

A torzs lényegében olyan egymast kovetd keresztezések sorozata, amelyekbdl szar-
mazé utédok koziil csak azok fertilisek, amelyek genotipusa sziileikével azonos. A tor-
zsekben a mutaciok kényelmesen, elvileg barmeddig fenntarthatok. Az Fs(3) mutacidkat
fenntartd torzsek lényegét a 2. tdbldzat mutatja be.
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Itt mondjuk el, hogy egy muslica nétény nagyjabdl 2,5 mm hosszu, a tdmege kb.
1,5 mg. A himek némileg rovidebbek, és mintegy 1 mg-osak. Egy pete 0,5 mm hosszu,
tdmege 10 pg. Az embriogenezis egy, a larvadllapot 4, és a babdllapot is 4 napig tart.
Egy muslica kb. egy hénapig él. Ezalatt egy néstény akdr ezer petét is rakhat. Itt fel
nem sorolt tovabbi kivalé tulajdonsagai tették a muslicat az egyik legjobban bevalt
modellfajja (Szabad 2009).

2. tablazat. A T(7;3)OR60/TM3, Sb Ser nostények és az Fs(3) e/TM3, Sb Ser himek
keresztezésébol szarmazé utédok tipusai, jellemzéi

Utédok Nemiik Tulajdonsaguk

N&stények Sterilek

Fs(3) e/TM3, Sb Ser
Himek Fertilisek — torzsfenntartds
N&stények Sterilek

Fs(3) e/T(1;3)OR60
Himek Letalic kombindcia
N&stények Fertilisek — torzsfenntartas

T(1;3)OR60/TM3, Sb Ser
Himek Letalis kombindcia
N&stények tetdlis kombinaeid

TM3, Sb Ser/TM3, Sb Ser
Himek Letalis kombindcia

Megjegyzés: a T(1,3)OR60 olyan kromoszomaétrendezddést jeldl, amely csak a néstényekben életképes, a himek-
ben nem.

Nagy 6romiinkre, mar az elsé mutagenezis kisérlet sikerrel jart: néhdny ezer EMS-
mutagenizalt kromoszéma kozil négy hordozott Fs(3) mutacidt. A kezdeti sikeren fel-
buzdulva tovabbi EMS-mutagenezisek kovetkeztek, és végeredményben 51 Fs(3) muta-
Ciét izoldltunk, nagyjabdl 6tvenezer mutagenizalt kromoszémabdl (Erdélyi and Szabad
1989). Az 1/1000 arény egészen jo, kilondsen, ha figyelembe vesszik, hogy a kisérlet
nem koltséges, iddigénye nem tul nagy, és konnyl kiszlrni a Fs(3) mutaciot hordozd
vonalakat (8. dbra). Egy mellékkisérletben arra is fényt deritettlink, hogy az Fs(3) muta-
ciék valéban ritkak: kb. 2500 indukalt letalis mutaciéra egy Fs(3) jut (Erdélyi és Szabad
1989). A 8. abran bemutatotthoz meglehetésen hasonlé séma alapjan 24, a masodik
kromoszémahoz kapcsoltan 6roklé6dé Fs(2) mutdciét is izolaltunk (Szabad et al. 1989).

Funkcionyerésesbodl funkciovesztéses

Ha helyes volt feltételezésiink, és a 75 Fs mutacié valéban funkcidényeréses tipusu,
ugy az Fs mutaciok masodik mutagenezis soran funkcidvesztéses, recessziv, un.
revertans allélokka alakithatok. E megfontolas alapjan valamennyi Fs mutaciét masodik
mutagenezisnek vetettiik alda: EMS-sel, rontgensugarzassal és/vagy P-elemmel, a Dro-
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sophila egyik transzpozonjaval
LJombaztuk” 6ket. Az Fs(3)
mutacidk esetében a 9. dbrdn

Masodik mutagenezis

bemutatott sémat alkalmaztuk. X
A masodszor mutagenizalt Fs(3) _ ; i
e/TM3, Sb Ser himeket Sb/TM3, Ser jom——
néstényekkel kereszteztiik. Amint SbITM3, Ser 29 Fs(3) e/TM3, Sb Ser 33
fentebb lattuk, csak az Fs(3)-at v

, , . | y Fs(3) e/Sbh A nostények
hordozé utédok élnek tul, amely Sb/TM3, 5b Ser Fs(3) o/TM3, Ser § sterilek

néstények pedllg ,sterllek: Am TM3, Ser/TM3, Sb Ser Fs(3) elSh A néstények
ha az Fs(3) allélbél a masodik Letalis kombinaciok Fs(3)r e/TM3, Ser§  fertilisek
mutagenezis nyoman Fs(3), funk- M

cidvesztéses tipusu, recessziv allél

Az Fs(3) e/TM3, Ser
nostényekbdl és himekbol

képz6dott, az Fs(3)'/Sb és az Fs(3)'/ torzset alapitunk
TM3, Ser néstények fertilisek, lesz- 9. dbra. Séma revertans, Fs(3)" allélok izolalasara.
nek utédaik. Vagyis az Fs(3)" allé- (Magyarazat a szvegben.)

lok kénnyen, kényelmesen izolal-
hatok, és torzsekben fenntarthatdk (9. dbra). (Az Fs(2)" allélok indukalasara és izolalasara
kidolgozott séma a Szabad et al. 1989-es dolgozatban lelhet6 fel.)

A masodik mutagenezis sordn a 75 Fs mutdacié kozil 72-nek képzddtek revertans
alléljai. Tobbnyire néhany szaz, esetleg néhany ezer masodszor is mutagenizalt, Fs-t
hordozé kromoszéma kozil egy hordozott revertans allélt (Erdélyi and Szabad 1989,
Szabad et al. 1989). Az Fs" allélok modfelett értékesek. Komplementaciés analizisiik
sordn megallapithatjuk, hogy mely Fs" allélok azonositjdk ugyanazt az ép gént, vagy
esetleg valamely mar ismert gént. A Fs” allélokbdl kiindulva klonozhaté az Fs mutéciéval
azonositott ép gén, és megismerheté molekularis funkcidja. Az a hdrom Fs mutécio alig-
hanem haplo-elégtelen tipust, amelyeknek nem képzddtek revertans alléljai. igéretes
volt, hogy a legtdbb Fs mutacié funkcionyeréses tipusd. Reményeink szerint dominans
negativak.

Az Fs mutaciok térképezése

Az Fs mutdcidkat rontgensugdrsassal indukalt mitotikus rekombinacié alapjan térké-
peztlk. Genetikai keresztezések sordn olyan néstényeket készitettlink, amelyek egyik
kromoszémdja az Fs mutdcidk egyikét, a masik pedig recessziv marker-mutacidkat
hordozott (10. dbra). A diploid 8sivarsejtek osztddasa soran csupa Fs/+ &sivarsejt kép-
z6dik, amelyek egyikébdl sem szarmazik utdd. A rontgensugarzas kromoszéma toré-
seket indukal, amelyek egyike-masika nyoman mitotikus rekombinacié kovetkezik be.
(Rekombinacid, mert az esemény soran olyan un. rekombinans kromoszémak képz&d-
nek, amelyeknek anyai és apai eredet( szakaszai is vannak, mitotikus, mert az esemény
a mitdzis révén valik nyilvanvaléva.) A mitotikus rekombinacié eredményeként olyan
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10. abra. Séma Fs mutaciok térképezésre. Itt g, b, c és d recessziv marker-mutdciok, + a vadtipusu allélok

jele. Amennyiben az Fs mutdcio az &sivarsejtek funkcidjat érinti, csak a zolden jelolt sejtbdl szarmazhatnak

utdédok. Ha a néstényeket a b ¢ d/a b ¢ d himekkel keresztezziik, az utédokban - mikdzben a b, és a b*, a ¢

és a ct, valamint a d és a d* allélok allélok egyfarma gyakorisdggal vannak jelen - csak az a allél fordul el6,

jelezve, hogy az Fs mutéacié az a és a b marker-mutdacidk kozotti szakaszban van. (Részletes magyaréazat a
szovegben.)

lednysejt is képzddhet, amely megszabadult az Fs mutaciétdl, és beléle immaron utéd
szarmazhat. (Feltéve, hogy az Fs mutdcié az 6sivarsejtek funkcidjat akadalyozza.) Az
Fs-mentes sejt homozigdta arra a marker-mutéciéra, amely a mitotikus rekombinacio
helye és a kromoszéma kar vége kozott van (a 10. dbrdn a-ra). Amennyiben a nésté-
nyeket olyan himekkel keresztezziik, amelyek homozigétadk a recessziv marker-muta-
ci6k mindegyikére, az utdédokban a marker-mutaciok mutans és vadtipusu (+) alléljai is
felbukkannak, fele-fele aranyban. Kivéve az(oka)t a marker-mutacié(ka)t, amely(ek) az
Fs-t6l ,kintebb” van(nak), amely(ek)nek csak a muténs allélja lelheté fel az utédokban.
Az itt bemutatott modszer alapjan meghatarozhato, hogy a Fs mutacio mely két mar-
ker-mutacié kozotti szakaszban van (Erdélyi és Szabad 1979, Szabad et al. 1979).

Bar az itt bemutatott modszer bevalt, értek benniinket meglepetések. (1) Egy
korabbi munkankban kifejlett muslica néstényekben indukalunk mitotikus rekombina-
Ciot, jeloltiink meg marker-mutaciokkal sejteket (Wieschaus and Szabad 1979). A gene-
tikailag megjelolt sejtekbdl fejlédo elsé petéket kb. tiz nap elteltével rakjak le a muslica
ndstények: a peteképzédés mintegy tiz napot vesz igénybe. Nos, legalabb 15, olykor
21 napot is kellett arra varnunk, hogy az Fs/+ néstények lerakjak azokat a petéket, ame-
lyek mitotikus rekombinacié nyoman képzddtek, és Fs-mentessé valtak (10. dbra). Vajon
mi a késedelem oka? A magyarazat kézenfekvd: a mitotikus rekombinacié indukcidjakor
az Fs mutans allél terméke mar benne van az ésivarsejtek citoplazmdjaban, és funkcio-
nal az Fs-mentes sejtekében is. Addig akadalyozza az Fs-mentes sejtek életét, ameddig
le nem bomlik, és/vagy ki nem higul. A jelenség minden bizonnyal azt mutatja, hogy
az Fs-azonositott ép gén funkcional az &sivarsejtekben, és szerepe modfelett valdszini
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az anyai hatasban. (2) A 75 kozott volt négy olyan Fs mutdcié is, amelyek esetében
mitotikus rekombinacié nyoman képzddtek utédok, akikben azonban minden marker-
mutdcié mutans és vadtipusu (+) allélja egyarant jelen volt, és raadasul azonos gya-
korisaggal (Erdélyi és Szabad 1989, Szabad et al. 1989). A legvalészinlibb magyarazat
az, hogy az Fs mutacié nem az 6sivar-, hanem példaul a follikularis sejtek funkciojat
befolyasolja, vagyis az Fs-azonositott ép génnek nem az Osivar-, hanem a testi sejtek
valamelyik tipusaban van szerepe.

Az Fs mutacidk ugy is térképezhetdk, hogy — amint azt Christiane Nusslein-Volhard
laboratériumaban kidolgoztak (Anderson et al. 1985) — diploid spermatogonialis sej-
tekben indukalnak mitotikus rekombinaciét, a 10. dbrdn bemutatott séma szerint.
A besugarzott himeket olyan néstényekkel keresztezik, amelyek homozigétak a recesz-
sziv marker-mutacidkra. Az utdédok kozul kivalogatjdk a rekombinans néstényeket,
és megvizsgaljak: sterilek, vagy sem. Ha egynapos babokat sugarazunk be mitotikus
rekombindcié indukcidjara, és a kifejlédd himek utddait vizsgaljuk, kozottiik kb. minden
szdzadik rekombinans (Erdélyi and Szabad 1989).

Kimérak, kimérak

A kérdést, hogy ti. a térképezés sordn kiilonosen viselkedd Fs mutéaciok valdban nem az
Osivar-, hanem valamely testi sejttipus funkcidjat akadalyozzak, ivarsejt-vonal, valamint
petefészek kimérak tanulmanyozasaval dontottik el. Ivarsejt-vonal kimérakat 6sivarsej-
tek atlltetésével készitettlink (71. dbra). El6szor Fs/a b ¢ d embridk Ssivarsejtjeit tltettiik
+/Fs(1)K1237 gazdaembridkba. (Itt a, b, ¢, és d recessziv marker-mutdciokat jelol. A +/
Fs(1)K1237 muslica néstények ivarsejt-vonal sejtjei — amint fentebb emlitettiik - dege-
neralédnak, testi sejtjeik viszont épek, funkcioképesek.) A kifejlédé Fs/a b ¢ d//+/Fs(1)
K12347 ivarsejt-vonal kimérdkat a b c d/a b ¢ d himekkel kereszteztiik. Amennyiben az
Fs mutacié az ivarsejt-vonal sejtek funkciojat akadalyozza, a kimérdk az Fs mutacié jel-
legzetességét mutatjak. Ha viszont az Fs mutacié nem az ivarsejt-vonalat, hanem a testi
sejtek valamely tipusanak funkcidjat teszi tonkre, a kiméraknak lesznek utédaik. S6t,
az Fs/a b c d ivarsejt-vonal sejtekbdl rekombinans utédok is szarmaznak. Ha a kimérak
partnerei a b c d/a b c d himek, a kimérak rekombinans néstény utdédait megvizsgalva
térképezhet6 az Fs mutacié. (Nemcsak két marker-mutacioé kézé, hanem - itt nem rész-
letezett ok miatt — meglehetésen pontosan; Erdélyi and Szabad 1979.)

A forditott iranyu sejtatiltetéssel — amit a 71. dbra B része mutat - Ugy készitet-
tlnk ivarsejt-vonal kimérakat, hogy ép Gsivarsejteket Ultetliink Fs/a b ¢ d embridkba.
(Valojaban az ép 6sivarsejtek homozigotak voltak a mal marker-mutaciéra, ami okan
felismerheték a petekezdemények, és az utddok is. A TM3/a b ¢ d gazdaembridk bels6é
kontrollok voltak.) Ha az Fs mutacié az ivarsejt-vonal sejteket teszi tonkre, és a testi
sejteket épen hagyja, ugy a mal/mal//Fs/a b ¢ d kiméraktol szarmaznak utédok. Ha ellen-
ben az Fs mutacio a testi sejtek valamelyik tipusanak életét akadalyozza, a kiméraknak
nem lesznek utédaik.
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11. abra. Ivarsejt-vonal kimérak készitése Gsivarsejtek atiiltetésével. A: Fs-hordozé Gsivarsejteket Ul-
tettlink ép testi sejtek kdrnyezetébe. (Az Fs(1)K1237 mutacié az ivarsejt-vonal sejtek degeneraciojat okozza,
a testi sejtek funkciéjat nem befolyasolja. A TM3/a b ¢ d embridk belsé kontrollként szolgaltak a kisérletek
sikerét.) Ha az Fs mutacio a testi sejtek funkcidjat befolyasolja, az Fs/a b c d//+/Fs(1)K12347 kiméraktol gy Gjtott
rekombinans kromoszémék alapjan térképezheté az Fs mutacid. B: ép (valéjaban a mal recessziv marker-
mutacioval genetikailag megjeldlt) dsivarsejteket Ultettlink Fs/a b ¢ d kdrnyezetbe. A kimérak tulajdonsagai
alapjan eldonthetd, hogy az Fs mutacio az ivarsejtvonal, vagy a testi sejtek funkcidjat befolyasolja. (Részletes
magyarazat a szévegben.)

A fent bemutatott tipusu kimérdk vizsgdlata megmutatta, hogy a 75 Fs mutacié
kozott négy ugy okoz dominans néstény-sterilitast, hogy a testi sejtek funkciojat zavarja:
ApcP, Avar®, EtreP és UgraP (Erdélyi and Szabad 1989, Szabad et al. 1989). Kéziiliik kilé-
ndsen Avar® bizonyult érdekesnek. Az Avar®/a b ¢ d//+/Fs(1)K1237 ivarsejt-vonal kimérak
mindegyikétdl sok-sok utdd szarmazott. (Koztiik rekombinansok is, amelyek alapjan
Avar® helyét megallapithattuk; Erdélyi and Szabad 1989.) Ellenben a mal/mal//Avar®/a
b c d kimérakban bar fejlédtek kiméra petekezdemények (amelyekben a mal/mal pete-
és dajkasejteket AvarP/a b ¢ d follikularis sejtek burkoltak), és peték is, am azokat a
kiméra néstények nem raktak le. (A kimérdk éppen ugy ,viselkedtek”, ahogy az Fs(3)
Avar®/+ néstények: nem raktak le szazszamra képz6dott érett petéiket.) Vagyis Avar®
nem a follikularis, hanem valamely mas testi sejttipus funkciéjat befolyasolja. Melyikét?

A kérdést megvilaszolandd petefészek kimérakat készitettlink (72. dbra; lasd pl.
Cumberledge et al. 1992). Az elsé kisérletben egy-egy Avar®/a b c d larvalis petefészket
Ultettlink +/Fs(1)K1237 larvakba. A beliltetett petefészkekbdl peték és utddok is szarmaz-
tak. (Minthogy a kimérdkat a b ¢ d/a b ¢ d himekkel kereszteztiik, megvizsgalhattuk,
hogy a rekombindns utédok sterilek, vagy sem, Avar-t térképezhettiik.) A kisérletbdl
kideriilt, hogy AvarP-nek nincs szerepe a petefészkek életében. Amikor egy-egy ép (mal/
mal, genetikailag megjeldlt) larvélis petefészket lltettiink Avar®/a b ¢ d gazdalarvakba,
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12. abra. Petefészek kimérak készitése larvalis petefészkek atiiltetésével. A kapcsolat a petefészkek

és a petevezeték kozott a bdbozodas utén alakul ki, mikdzben a petevezeték a genitélis imagokorongbdl

kifejlodik. A megfeleld helyre Ultetett larvélis petefészek kapcsolddik a petevezetékkel, miutan a benne
képz6do6 petékbdl utddok szarmazhatnak. (Részletes magyarazat a szovegben.)

a kifejl6dé kimérak egyetlen petét sem tojtak. Annak ellenére, hogy bennik a mal/
mal petefészkek a petevezetékhez kapcsolddtak, és bennik sok tucat pete érett meg.
(A kimérak egyik sajat petefészke a petevezetékhez kapcsoléddott, a masik szabadon
volt a potrohban. Mindkettd tele érett petékkel.) Nyilvanvalé, hogy Avar® megakada-
lyozza a peték lerakasat. Eleddig nem kozolt eredményeink azt mutatjak, hogy azért
nem, mert a petevezeték megcsavarodik, elzérul. Azért csavarodik meg, mert az Avar®/+
ndstények kissé himmé transzformaltak. (A muslica himek genitélis imagdkorongja a
babozdédas utan 180 fokot fordul, hogy a beldle képz6dé strukturak a helyiikre kerdil-
jenek.) A kismérték( néstény — him transzformacié oka az, hogy Avar® jelenlétében a
doublesex-pre-mRNS érése részleges, és tokéletlen is (Timinszky Gyula személyes koz-
Iése). Tudvalevé, hogy muslicdban a doublesex-pre-mRNS érése a nemi differenciacié
fontos lépése (Pomiankowski et al. 2004, Salz 2011, Ruiz et al. 2015).

Fs mutaciok: eszk6zok a dominans nostény-steril
technikahoz

Az Fs mutacidk indukalasanak, izoladlasdnak egyik célja az volt, hogy legyenek olyan
tovabbiak, amelyekkel a domindns néstény-steril technika kiterjesztheté a teljes
genomra. Reménykedtlink a sikerben, hisz’ az elséként megismert két Fs mutacié -
Fs(2)D, és Fs(1)K1237 - kivald eszkdznek bizonyult. Meglepetésiinkre, az altalunk izolalt
75 Fs mutdacié kozott mindossze csak négy olyan volt, amelyek valamelyikét hordozé
néstények nem tojtak petéket, vagy csak néhany torzat, 6sszeesettet: Fs(2)1, Fs(2)UgraP,
Fs(3)ApcP és Fs(3)Avar® (Erdélyi and Szabad 1989, Szabad et al. 1989). Kéziiliik csak Fs(2)1
akadalyozza az ivarsejt-vonal sejtek életét. Ugra® és Apc® a follikularis sejtek funkciojat
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zavarja, Avar® — mint lattuk — a petevezetékét. Fs(2)1, amely a masodik kromoszéma
bal karjan van, kivalo eszkdznek bizonyult: vele tucatnyi letalis, valamint néstény-steril
mutdcié hatasat vizsgaltdk meg a néstény bsivarsejtekre (Irish and Gelbart 1987, Szabad
et al. 1987, Szabad et al. 1988, Clifford and Schiipbach 1989, Szabad et al. 1991, Liu and
Jack 1992, Szabad 1998).

Id6kozben Chou and Perrimon (1996) klénozta Fs(1)K1237-et, és transzgének forma-
jaban ,beékelte” a muslica masodik és harmadik kromoszémdjanak mindkét karjaba.
S6t, olyan megoldast is alkalmaztak, amely hésokkal indukdal mitotikus rekombinaciot,
feleslegessé téve a rontgensugdrzas alkalmazasat. Az immaron az egész genomra kiter-
jesztett, a néstény 6sivarsejtek funkciojat vizsgalé dominans ndstény-steril technika
hasznarél dolgozatok szazai szélnak.

UgraP és ApcP viszont lehet6vé tette a dominans néstény-steril technika kiterjeszté-
sét a follikularis sejtekre, Ugy, amint azt a 6. 4bra bemutatja. (Ugra® a masodik kromo-
széma bal, Apc® a harmadik kromoszéma bal karjan van.) UgraP és ApcP esetében ront-
gensugarsassal indukalunk mitotikus rekombinaciét, és mikézben valamely follikularis
8ssejt megszabadul UgraP-t8l (vagy ApcP-tél), homozigétava valik a tanulmanyozott
letdlis, vagy recessziv néstény-steril mutaciéra. Amennyiben a tanulméanyozott mutacioé
nem befolyasolja a follikularis sejtek életét, ép peték fejlédnek, amelyekbdl utdédok
szarmaznak. Ha ellenben a mutaciéval azonositott ép gén funkcioja fontos a follikularis
sejtek életében nem képzdédnek peték, vagy bar képzddnek peték, bennlik nem fejléd-
nek, vagy abnormadlisak az embridk (Szabad et al. 1989, Szabad et al. 1991, Mahone et
al. 1995, Szabad 1998, Sapir et al. 1998, Lamnissou and Galanopoulos 2000, Barth et
al. 2011).

Az UgraP/+ és az ApcP/+, kifejlett néstényekben indukalt, mitotikus rekombinacio
nyoman képz6dé +/+ sejtek, a beldlik szarmaté peték, utédok vildgosan megmutat-
tak, hogy a petecsovek felsé részében follikularis csirasejtek vannak (4. abra). Bel6lik
szarmaznak azok a follikularis sejtek, amelyek beburkoljak a petekezdeményeket, és
amelyek hallatlanul fontosak a peték és az utédok képzdédésében (Szabad and Hoff-
mann 1989, Szabad et al. 1989).

Komplementacios analizis

Azt eldontendd, hogy az Fs mutaciok mely géneket azonositjdk, és hogy esetleg ugyan-
annak a génnek két, vagy tobb Fs alléljat is indukaltuk, a funkcidvesztéses (revertans,
recessziv) allélokkal komplementaciés analizist végeztiink. Ha két recessziv allél
komplementadlja (kiegésziti) egymast, mas-mas gént azonositanak (713. dbra). Ha ellen-
ben két allél nem komplementdlja egymast, ugyanazt a gént azonositjdk. Ez utébbi
esetben a transz-heterozigéta egyedekben a gén funkcidvesztéses allapotara jellemzé
mutdans fenotipus alakul ki.

A komplementéciés analizis alapjan derilt arra fény, hogy az 51 Fs(3) mutacio kozil
Ot a Toll, négy az easter gént azonositja (Erdélyi and Szabad 1989). A 24 Fs(2) mutacid
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13. abra. A komplementaciés analizis elvi alapja. Amennyiben két recessziv mutécié (u’ és u?) két kiilén-

b6z6 gén funkcidjat szlinteti meg, a transz-heterozigéta (u'/u?) utddok életképesek, fertilisek; a két mutécioé

komplementalja, kiegésziti egymast. Ha viszont a két mutacié ugyanannak a génnek a funkcidjat szln-

teti meg (u’ és u’), az ép génfunkcié hianyaban a transz-heterozigéta (u'/u’) egyedek jellegzetes mutans

fenotipust mutatnak; a két mutacié nem komplementélja egymast. Az ép, vadtipusu allélok jelét (+) csak
a szul6k esetében tintettik fel.

Gén Genotipus
a a‘la* | ala | a'lat | a'la* | a‘la® | ala | a'la*
b b*/b* | b*/b* | b7/b- | b*/b* | BP/b* | BP/b* | BP/b*
c ctlet | c¢tlet | clet | ¢l | ctlet | ctlet | e

Fenotipus — | Vadtipusu | dorzalizalt | dorzalizalt | dorzalizalt | Ventralizalt | Ventralizalt | dorzalizalt

4 }.7’

Vadtipusu dorzalizalt Ventralizalt

14. abra. A genetikai hierarchia megallapitasa dominans mutaciéval.
Az ép a, b vagy ¢ gén barmelyikének funkciévesztése nyoman olyan un. dorzalizélt «csupahat» muslica
embridk képzédnek, amelyek hasoldali sejtjei is a hatoldali fejlédési programot kovetik: az a, b és c géneknek
a hasoldali fejlédési program megvalésitasaban van szerepiik. A b gén B° dominans negativ mutéans al-
Iélja jelenlétében a hatodali sejtek is a hasoldali programot hajtjak végre, ami nyoman un. ventralizalt,
,csupahas” embriok képzédnek. Minthogy a B allél tulajdonsaga a~/a~; B°/b*; c¢t/c" genetikai hattér ese-
tében megnyilvanul, am a*/a*; BP/b*; c/c hattérben nem, nyilvanvalé, hogy a harom gén funkciéjanak
sorrendjea —> b — c.

kozul négy a dorsal, egy pedig a torso gént azonositja (Szabad et al. 1989). A Toll, az
easter, a dorsal és a torso géneknek a muslica embridk dorzélis/ventralis polaritdsanak
meghatdrozasaban, illetve az immunrendszer funkcidjdban van alapveté szerepe. Mole-
kuldris funkciéjukrél a FlyBase honlapjan (http:/flybase.org/), illetve szakirodalomban
tudhat meg tdbbet az érdekléds. Mi a torsoP%?’ mutécié felhasznaldsaval modszert
dolgoztunk ki a genetikai hierarchia megallapitasara (74. dbra; Klingler et al. 1988).
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A névado

1989-ben, amikor az Fs mutaciokrol sz6l6 dolgozataink megsziiletében voltak ugy tdnt,
hogy a Toll, easter, dorsal és torso kivételével az Fs mutaciok ismeretlen géneket azonosita-
nak. Az Fs mutdcidkat ,sziiletésiikkor” az EMS-mutagenezis sorszamaval, valamint azokon
bellil az Fs-jeldltek betdjével kédoltuk. (Pl. Fs(3)HorkaP jele 12h, Fs(3)LaborcP-jé 17c volt.)
Bar a ,korai” jel6lés laboratoriumi hasznalatra megfelelt, az Fs mutaciok publikalasa elétt
nevekkel illettiik 6ket, amint az a muslica genetikdban régéta megszokott. A ,keresztel6n”
Kristoé Gyula, Makk Ferenc és Szegf(i LaszI6 (1973 és 1974) kivald szegedi torténészek mun-
kaiban leltiink neveket. Olyan magyar csaladok nevei kdzott valogattunk, amelyek bar
a 14. szazad kezdetére kihaltak, dm neveik helynevekben fennmaradtak (75. dbra). Arra
azonban Ugyeltiink, hogy a nevekben ne legyenek kettés massalhangzok, valamint &, é,
i, 6, 6, 6, 4, U és (. maganhangzok. Bar a névadas sikeres volt, akadtak meglepetések.
El6adasaim sordn gyakran megkérdezték: mi az a vords vonal a térkép belsejében (75.
dbra)? Egyik el6adasom utan egy izraeli kollégam azt mondta, hogy Ketel héberil lenya-
kazast jelent. Egy chilei kutatotél azt tudtam meg, hogy az ottani egyik bennszllott
nyelvben Ketel a mi Hamupip6kénk megfeleldje... Mégis, ma mar néhany régi magyar
csaladnév ismer&sen cseng a muslica genetikusok, molekularis sejtbioldgusok korében.
(Lasd a Flybase honlapjat is: http://flybase.org/.)
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15. abra. Helynevek, amelyek alapjan az Fs mutaciokat elneveztiik.
A zolden kiemelt gének molekularis funkciéjat a mihelylinkben, Szegeden ismertiik meg.
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Es még valami: miutan megtudtuk, hogy a mutagenezis sordn mely gént és hany-
szor ,talaltunk el”, megbecsiultik, hogy az Fs-é alakithatd gének hanyad részét azonosi-
tottuk: a harmadik kromoszéma génjeinek mintegy 60, a masodikénak 65-75 szdzalékat
(Erdélyi and Szabad 1989, Szabad et al. 1989). Vagyis maradt még néhany. Az egyikiiket
(rf¢m, vagy Sevenmaker) Ernst Hafen, a masikukat (Pitkin®) Gunter Reuter laboratériu-
maban indukaltak, izolaltdk Zirichben, illetve Halléban (Brunner et al. 1994, Kuhfittig
et al. 2001). Az Fs mutaciokkal dolgozva olyan tapasztalatokat gydjtottiink, amelyek
alapjan viszonylag egyszer( volt az itt emlitett két Fs mutaciot térképezni, beldlik -
masodik mutagenezis sordn - revertdnsokat késziteni, azokkal komplementaciés ana-
lizist végezni, majd klénozni és megszekvenalni az ép géneket, és a mutans alléljaikat
is. Az re™ allélbél kiindulva a szignél-transzdukciés utak halézatardl tanultunk Uj, és
izgalmas dolgokat (Brunner et al. 1994). A Pitkin (hivatalos nevén Su(var)3-9P") mutacio
az egyik olyan gént azonositja, amely terméke a kromatinszervezédés fontos kompo-
nense (Kuhfittig et al. 2001, Ebert et al. 2004).

Ismét a kezdeti célokrol

Az Fs mutacidk indukélasanak, izoldlasanak egyik célja az volt, hogy azonositsunk olyan
géneket, amelyek funkciéja ahhoz sziikséges, hogy a megtermékenyitett petékben
elkezd6djon az embriogenezis. Célunkat elérend6 az Fs mutaciok kozil kivalasztottuk
azt a néhanyat, amelyek barmelyikét hordoz6 ndéstényektdl ép peték szarmaznak, és
amelyek bar megtermékenyliilnek, benniik vagy el sem kezdédik az embriogenezis,
vagy a kezdeti Iépés utan elakad, és elpusztul az embrié. A megkdzelitést azért talaltuk
izgalmasnak, mert nem tudhattuk, hogy a kivalaszott Fs mutacié a sejtbioldgia mely
terlletére fog sodorni benniinket. Kezdeti reménykedésiink bevalt: miihelylink nagy-
jabol huszéves munkélkodasa sordn négy olyan gén molekuldris funkciéjat ismertik
meg, amelyek sejtbiolégia négy teriiletével ismertettek meg benniinket. Es nem csak
megismertiink négy modfelett izgalmas teriiletet, hanem - azt gondoljuk — hozza is
jarultunk fejlédésiikhoz. A négy teriilet a kdvetkezo.

1. LaborcP azt a Dhc64C gént azonositja, amely a citoplazmatikus dinein nehéz lan-
cat koédolja. Funkcidja — mint kiderlt - sziikséges a centroszomak képzédéséhez,
és hogy kapcsolat legyen a replikacié és a centroszéma ciklus kozott.

2. A Ketel gén terméke az importin-f, amely - amint megmutattuk — nem csak a
sejtmagi fehérje import fontos szerepl6je, hanem funkcidja szlikséges a sejtmag-
hartya képzddéshez, valamint a magorsé kialakuldsahoz is.

3. A Kavar® allélok azt az aTub67C gént azonositjak, amely az anyai eredet(, un.
a4-tubulint kédolja. Az a4-tubulin ahhoz sziikséges, hogy a muslica embriogenezis
kezdetén gyorsan képzédjenek olyan interpoldris mikrotubulusok, amelyek
mikozben a sejtmaghdrtydhoz tapadnak, a lednycentroszomakat a sejtmaghartya
mentén az atelleni pélusokba toljak, hogy aztan megszervezhessék a magorsék
képzddését.
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4. HorkaP a lodestar gént azonositja. Terméke, a LODESTAR fehérje a helikaz-szer(
fehérjék egyike. Funkciéja ahhoz sziikséges, hogy a lednykromatidakat 6sszetartd
kohezin komplexek a kromatinra kertiljenek, és biztositsdk a kromoszémak sta-
bilitdsat az osztodasok folyaman.

A muslica embriogenezis di6héjban

Miel6tt attekintenénk a négy (Laborc, Ketel, Kavar és Horka) torténetet, nagy vona-
lakban ismerjik meg a muslica embriogenezis kezdeti lépéseit. Egy muslica pete
Iényegében abban a percben termékenyiil meg, amelyben valamelyik petefészekbdl
az uteruszba érkezik, hogy aztdn a nésténybdl a kiilvilagba keriljon (4. abra). A sper-
mium részeként érkezé centroszéma el6bb osztédik, hogy aztan megszervezze az elsé
magorsot. (Lasd a cimlapon levé abrat.) Ettél kezdve 8-10 percenként lezajlik egy olyan
magosztddas, amely sordn nem képzddnek sejtek, amely ciklusokban csak S és M fazi-
sok vannak. A muslica embri6 életének kezdeti szakasza egy szincicium: egyetlen sejt
sok-sok sejtmaggal (76. dbra). Az els6 9 magosztddas a citoplazma mélyén torténik
a tizedik osztédas soran a magvak a pete kérgi részébe jutnak, ahol harom tovabbi
osztddas torténik. Az utolsé megosztodas utdn a magvak kordl sejthartya képzddik:
kialakul a balsztoderma.

A folyamat kilonlegessége, hogy az embridé sajat génjei csaknem a blasztoderma
stadiumig be sem kapcsolnak. Az embriogenezis kezdeti |épéseit, beleértve annak
elkezdddését, olyan anyai eredeti mRNS és fehérjemolekulak irdnyitjak, amelyek képz6-
dését az anya génjei kddoljak, és a peték képzédése soran valnak a citoplazma részévé.

16. abra. A muslica embriogenezis kezeti Iépései. A citoplazma vildgossziirke, a sejtmagvak fehérek.
A nyilak az embridk hatulsé végén képz6dé Ssivarsejteket mutatjdk.
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A jelenség nem tul meglepd, ha tudjuk, hogy a muslica nagyjabdl 16,5 ezer génje
kozil kb. 60%-nak a terméke mRNS és/vagy fehérjemolekuldk formajaban benne van a
petesejtek citoplazmajaban (Szabad 1998). Anyai eredetl géntermékek hatarozzak meg
példaul azt, hogy hol képz&djon a muslica embridk feje, hasa, vagy hogy képzédjenek
Osivarsejtjei. Az, hogy a blasztoderma stadiumhoz kézeledve expresszaléddni kezdenek
az embrié sajat génjei nem jelenti azt, hogy az anyai hatas csak addig tart. Nem, nem.
Az anyai eredetl molekuldk még sokaig részt vesznek a fejlédében levé muslicék éle-
tében. Példaként az importin-p-t emlitjlik: az anyai eredet(i importin-B-molekuldk még
hat nappal az embriogenezis kezdete utan is jelen vannak, és funkcionalnak a muslica
babokban (Villanyi et al. 2008a).

A blasztoderma sejtcsoportjainak fejlédési programja meglehetdésen pontos. ,Tud-
jak”, hogy mely szegment részei, mely szovettipus fog beldlik kifejlédni. Azt a ,térké-
pet”, amely a blasztoderma sejtcsoportok fejlédési programjat mutatja sorstérképnek
nevezik (17. dbra).

17. abra. A muslica blasztoderma-sorstérkép. A sorstérkép azt abrdzolja, hogy a

blasztoderma mely sejtcsoportjaibdl a majdani embriodk, larvék és imagdk mely testalko-

t6i fejlédnek. Amig a fej, a tor és a potroh testtajak szelvényezettek, az acron és a telson
nem szelvényezett. A nyil a hatulsé végen képz6d6 &sivarsejtekre mutat.

A Ketel-torténet

A Ketel’/+ néstények petéibe pillantva roppant érdekes kép tarult szemiink elé (18.
dbra). A petékben ugyanugy egymasra taldl a petesejt és a spermium magja, mint a
vadtipustiakban. A spermiumfarok tévében latszik a centroszéma. Am amig a vadtipusu
embridkban a centroszéma osztodik, és miutan a lednycentroszémak a sejtmaghdrtya
ellentétes pélusaiba jutnak megszervezik az elsé magorsét, addig a Ketel?/+ néstények
petéiben a centroszéma osztodik, am a lednycentroszomak egymas kdzelében marad-
nak, és egy nagy mikrotubulus bojtot képeznek (18. dbra; Tirian et al. 2000). Talan azért
nem kilonilnek el a lednycentroszomak, mert — amint azt a 18f dbra jelzi — szétesik a
sejtmaghartya? Az embriogenezis a ,bojtos” allapotban véget ér, az embridk elpusz-
tulnak.
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Vadtipust KetelP/+ néstényt6l szarmazo

18. abra. Az embriogenezis kezdeti Iépései vadtipusu (a-d) és Ketel’/+ (e-g) néstényektél szarmazé
petékben. A nyilak a centroszomakra mutatnak. A hosszu sziirke vonal a spermium farka. A vizszintes
fekete vonalkak 10 pm-t jeleznek. (Részletes magyarazat a szovegben.)

A mutans fenotipus modfelett érdekesnek tlint. Azt gondoltuk, hogy az ép Ketel*
génnek a centroszomak elkilonilésében lehet szerepe, vagy taldn a sejtmaghartya
életében, amely kilsé felszine mentén a lednycentroszémak az ellentétes polusokba
jutnak (Venkei et al. 2006). Tekintettel arra, hogy a két folyamat molekularis alapjai az
1990-es évek kdzepén ismeretlenek voltak, Ugy hataroztunk, hogy a Ketel® allélokbol
kiindulva megismerjuk az ép Ketel* gén molekularis funkciojat. Vajon melyik ép gént
azonositja a négy Ketel’® mutans allél?

A KetelP allélokbél akkor lehet kiindulni, és megismerni az ép Ketel* gén moleku-
laris funkcidjat, ha azok funkcidnyeréses természetliek. (Zardjelben emlitem, hogy a
24 Fs(2) allél kozdtt négy volt KetelP; Szabad et al. 1989, Erdélyi et al. 1997. Minthogy
mas-mas EMS-mutagenezis kisérletbdl szarmaztak, nem lehettek egyetlen mutacié
kopidi.) A Ketel” allélok természetét elddntendé Ketel°/+ néstények petéibél egy kevés
(kb. 60 pikoliter) citoplazmat gyujtottiink vékony Uveg tlcskével, és fiatal vadtipusu
embridkba injektaltuk. Oda, ahol azok a sejtek fognak képzédni, amelyekbdl a majdani
larva fején két jellegzetes érzékszerv fejlédik. Minthogy a beinjektalt embridkbdl olyan
larvak fejlédtek, amelyekben nem alakultak ki a jellegzetes érzékszervek arra kovet-
keztettiink, hogy a Ketel’/+ néstények petéinek citoplazmaja mérgezé, vagyis a Ketel”
allélok funkcidnyeréses tipusuak (719. dbra; Tirian et al. 2000). Ha dominans negativak is,
van értelme belevagni az ép Ketel" gén molekuldris szint( vizsgalataba.

Azt, hogy a KetelP allélok valéban dominans negativ természetlek, a Ketel’/+/+
ndstények mutattdk meg: petéikben nemcsak tovabb fejlédtek az embridk a fentebb
emlitett bojtos allapotnal, hanem ezer pete kozil atlag harombol utédok szarmaztak.
Lévén a Ketel’ allélok dominans negativ természetiiek, belevagtunk az ép Ketel* gén
azonositasaba, molekularis funkcidjanak megismerésébe.
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19. abra. Két muslica larva fejkutikulaja. A larvak olyan fiatal embridokbol fejlédtek, amelyekbe vadtipusu

(a), illetve Ketel°/+ nésténytél szarmazé (b) pete citoplazmajat injektaltuk. Amig a vadtipusu citoplazma in-

jekcidjanak nincs hatasa a fej jellegzetes érzékszerveinek (MxSO és AntSO) kifejlédésére, a Ketel’/+ eredetl
pete citoplazma megakadalyozta az érzékszervek kifejl6dését azon az oldalon, ahova injektéltuk.

A ketel’-revertdnsok

Réntgensugarzassal és EMS-sel a négy Ketel® mutaciobdl kiindulva 27 ketel revertans
(funkcidvesztéses, recessziv) allélt indukdltunk, izoldltunk (Erdélyi et al. 1997). A ketel
allélok transz-heterozigéta formaban letdlisak, és a masodik larva stddiumban pusz-
tulnak el. (A kérdést, hogy addig miként fejlédhetnek el, lentebb vélaszoljuk meg.)
A kovetkezé lépésben a rontgensugdrzassal indukalt ketel® allélok nyalmirigyeinek
oridaskromoszémait annak reményében vizsgaltuk meg, hogy leszek koztiik olyanok,
amelyek kromoszématorések és -atrendezddések nyoman képzédtek. A kozds toréspont
nemcsak megmutatja az ép Ketel* gén helyét, hanem lehet6séget ad annak molekularis
klénozasara is. Az driaskromoszomak vizsgalata megmutatta, hogy az ép Ketel* gén a
genom 38E5-38E6 helyén van, a masodik kromoszéma bal karjan (Lippai et al. 2000).

Megismerve az ép Ketel" gén helyét Ketel®/+/+ n6stényeket készithettiink, és tudtuk
meg — amint az imént emlitettem —, hogy a Ketel® allélok dominans negativ természe-
tlek. A ketel” revertans allélokat néhany tovabbi kérdés megvilaszoldsara is hasznéltuk,
amint azt lentebb olvashatja az érdekl6dé.

A Ketel* gén az Importin-f képz6dését kédolja

Annak tudataban vagtunk bele az ép Ketel* gén kldénozasaba, molekuléris funkcioja-
nak megismerésébe, hogy az a 38E5-38E6 helyen van. A klénozas médszere az un.
+kromoszéma séta” (angolul chromosomal walk) volt: olyan rovid, egymassal atfed6
DNS-szakaszokat — un. préba DNS-eket - jeléltiink meg 32P-vel, amelyek a 38E5-38E6
kornyékérdl szarmaztak, és addig ,sétaltunk”, ameddig a proba DNS mar része volt a
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20. abra. A Southern hibridizacié sematikus abrazolasa. A ha-
rom savban valamely ketel”/- larvakbél szarmazé, restrikciés en-
zimmel emésztett, kilonféle hosszisagu és egyszald DNS-mole-
kuldk vannak nitrocellul6z laphoz kotve. A hdrom savhoz harom
DNS-prébaval hibridizaltunk. Ha a DNS-préba nem érinti azt a to-
réspontot, amely ,eltérte” az ép Ketel* gént és a ketel” allél képzé-
déséhez vezetett, a hibridizécié sordn csak egyetlen csik képzddik
(1. és 2. savok). Ha viszont a toréspont a préba DNS teriletére esik,
két csik képzbdik, jelezve, hogy a préba DNS része a Ketel* génnek.

Az elektroforézis iranya

Ketel™ génnek. A proba DNS-ekkel Southern-hibridizaciok® sorozatat végeztiik olyan
DNS-mintakon, amelyek ketel™/- larvakbol szarmaztak. (Itt ketelX egy olyan, réntgensu-
garzassal indukalt allélt jelol, amely egyik toréspontja az ép Ketel* génben volt, a — jel
pedig egy olyan deficienciat, amely eltavolitja a Ketel* gént és néhany szomszédjat is;
Erdélyi et al. 1997) A ketel”/- DNS-t valamely restrikciés enzimmel megemésztettiik,
és a 32P-jeldlt DNS-probakkal - hibridizaciok soran — addig Iépegettiink, ameddig a
Southern hibridizacié eredményeként olyan DNS-szakaszra leltiink, amely része volt a
Ketel* génnek (20. dbra).

Miutdn megszekvenaltuk azt a DNS-fragmentet, amelyrél a Southern hibridizacidk
alapjan kiderilt, hogy a Ketel* gén része, megtudtuk, hogy a muslica Ketel* génje az
Importin-p (Imp-P) fehérjét kddolja, a sejtmagi fehérjeimport fontos résztvevéjét (Lippai
et al. 2000, Tirian et al. 2001). Az 1990-es évek kdzepén, amikor a Ketel* gént klénoztuk,
mar ismert volt Imp-B, és a sejtmagi transzport folyamatok mechanizmusa is (21. dbra;
Stewart 2007, McPherson et al. 2015). Olyannyira, hogy a sejten beliili transzport folya-
matok felderitéséért Glinter Blobel 1999-ben kiérdemelte a Nobel-dijat.

A ,felfedezés”, hogy ti. a Ketel* gén Imp-3 képz6dést kodol egyrészt elszomoritott
benniinket (mert mar ismert funkcioju génre bukkantunk), masrészt bizakodéva tett.
Minthogy a 876 aminosavbdl allé 97 kilodalton tdmeg(i muslica Imp-f aminosav sor-
rendje 60,3 szazalékban azonos és 78,2 szazalékban hasonlé természetl azember Imp-3-
javal (Lippai et al. 2000), hasznalhaténak reméltiik azt a digitoninnal permeabilizalt HelLa
sejt technikat, amelyet a sejtmagi fehérje import tanulmanyozasara masok kidolgoztak,

3 Hibridizdcié: komplementer nukleinsav szilak egyesiilése.
- Southern hibridizdcié: eljaras, amely soran nitrocelluldz, vagy nylon laphoz rogzitett, kiilénféle hosszu-
sagu egyszalu DNS-fragmentek valamelyike egyesiil a komplementer, valamilyen médon (pl. 32P-vel) megjeldlt
egyszalu DNS-szallal, a ,préba” DNS-sel.
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hasznaltak. (A digitonin a piros gyu-
sz(ivirdgbdl - Digitalis purpurea - izo-
lalhaté szteroid tipusi detergens.
Vele permeabilizdlhaté a sejthartya,
a sejtek citoplazmdjabdl kimoshatd
sok fehérjeféleség. Hela pedig tenyé-
szetben tartott méhnyakrak eredet(
sejtek jele) Azt gondoltuk, hogy a
Ketel’ allélok Ugy okozzék a Ketel’/+
néstényektdl  szarmazé  embridk
pusztulasat, hogy a kédolt mutans
Imp-B-molekuldk megakadalyozzak a
sejtmagi fehérje importot. Ugyanak-
kor kételkedtiink is: miként lehetnek
életképesek a Ketel’/+ muslicék, hisz’
minden sejtjiikben hordozzak a Ketel”
allélt? Vagy talén arrol van szé, hogy a
Ketel® allélok altal kédolt mutans Imp-
B-nak csak az anyai hatasu funkcidja
van?

A kérdéseket megvalaszolandd
vadtipusi muslica Drosophila petefé-
szek kivonatot készitettlink, és meg-
vizsgaltuk, hogy segiti, vagy sem a sejt-
magi fehérjeimportot a digitoninnal
permeabilizalt HelLa sejtek magjaba.
Abban a kisérletben, amelyben a
digitoninnal permeabilizdlt Hela sej-
tekhez vadtipusu muslica petefészkek
kivonatdt, valamint NLS-fikoeritrint
(NLS-PE), egy vorosen fluoreszkald
fehérjeféleséget adtunk, az NLS-PE
molekuldk importalédtak a sejtmagba,
és kivilagitottak azokat (22. dbra). Fon-
tos eredmény sziletett: a muslica
petefészek kivonat tartalmazza mind-
azokat a komponenseket, amelyek
Hela sejtekben a sejtmagi fehérje
importhoz sziikségesek. Ezutan leir-
hatatlan varakozassal kezdtlink abba
a kisérletbe, amelyben Ketel’/— nésté-
nyek petefészek kivonatat adtuk Hela
sejtekhez, természetesen NLS-PE-vel

o)

Importin-f}

CITOPLAZMA

Sejtmaghartya

SEITMAG

O o

21. abra. Az Importin-p szerepe a sejtmagi fehérje-
importban. Az Imp-f kozvetlenil vagy kozvetve kap-
csolédik az NLS-t (angolul: nuclear localisation signal)
LCimkét” tartalmazé fehérjemolekulakkal. Az Imp-f3-NLS-
fehérje komplex a sejtmagporus komplexek valamelyi-
kén at a sejtmagba importalodik. Itt, mikdzben az Imp-
a Ran-GTP-hez ,partol”, az NLS-tartalmu fehérje szabad-
da valik. Az Imp-B-Ran-GTP komplex a citoplazmaba ex-
portélédik, ahol Ran-GAP hatdsara Ran-GDP képzddik,
mikozben az Imp-B készen all a kovetkez6 importciklus-
ra. A sejtmagba importélédott Ran-GDP a kromatinhoz
kotott Ran-GEF hatasara alakul Ran-GTP-vé.

Kromatin

Vadtipusu

22, abra. A vadtipusu és a Ketel’/- néstények

petefészek kivonatai egyforman hatékonyan

segitik az NLS-fikoeritrin importjat a digitoninnal
permeabilizalt HeLa sejtek magjaba
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egyetemben. Azt gondoltuk, hogy a Ketel’/— néstények petefészek kivonata megaka-
dalyozza a sejtmagi fehérjeimportot. Hegyeztiik a tollunkat, hogy irjuk a dolgozatot!
Hogy biztosak legyiink dolgunkban, olyan Ketel’/— néstényekbdl készitettiink petefé-
szek kivonatot, amelyek nem hordoztak az ép Ketel* gént. Nos, a kisérlet eredménye
kidbrandité volt: Ketel’/— néstények petefészek kivonata épen olyan hatasosan segitette
az NLS-PE importjat a sejtmagba, mint a vadtipusu petefészek kivonat. Az eredmény
kételyekkel toltotte el kis csoportunkat. Taldan nem is az Imp-t kdédolé gént klénoztuk
meg, és értelmetlenil dolgoztunk, morfondirozott Tiridn Laci és Timinszky Gyula, két
kivalé doktorandusz hallgaté. Azt fontolgattak, hogy emelik kalapjukat, és elkdszonnek.
Szerencsére, vagy inkdabb a kovetkezé kisérletnek kdszonhetéen maradtak.

A kontrollkisérletben vadtipusu pete citoplazmahoz NLS-PE-t kevertiink, majd injek-
taltuk vadtipusi muslica embridkba. Amint varhaté volt, az NLS-PE molekuldk a sejt-
magvakba importalédtak, és kivildgitottak azokat (23. dbra). Aztdn elkdvetkezett egy
magosztddas, amely sordn az NLS-PE molekuldk a citoplazmaban vildgitottak. Néhany
tovabbi perc multan az NLS-PE molekuldk a frissiben képzédott, immaron megdupla-
z6édott szamu magvakba importalodtak, és kivilagitottak éket (23. abra). Ezutan Ketel/—
ndstényektél szarmazoé peték citoplazmdjahoz kevertiink NLS-PE-t, és injektaltuk vad-
tipusu embridkba. A Hela sejtekkel végzet kisérlet alapjan szamitottunk arra, hogy az
NLS-PE molekuldk a sejtmagvakba importaldnak, és kivilagitjdk azokat. A torténések
megfeleltek varakozasunknak: az NLS-PE molekuldk a magvakba importalédtak, azok
fényesen fluoreszkdltak (23d. dbra). Hamarosan elkovetkezett a magosztddds, amely
soran az NLS-PE molekuldk a citoplazmaba jutottak. Ezutan oromteli percek kovetkez-
tek: mikdzben az embrié abban a részében nem képzédtek magvak, amely Kete/°/— nés-

KetelP/-

Vadtipusu

23. abra. NLS-fikoeritin tartalmazé vadtipusu (a, b és c), illetve Ketel®/—

néstényektol (d, e és f) szarmazo peték citoplazmajanak hatasa muslica

embriok osztodoé magjaira. A citoplazma injekciokat a «-lal jelolt helyen

adtuk. A fényes pottyok az NLS-PE-vel kivilagitott magvakat jeldlik. (Magya-
rdzat a szovegben.)
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tény petéjébdl szarmazoé citoplazmat tartalmazta,
a tavolabbi helyeken — ahova a kis NLS-PE mole-
kuldk el tudtak diffundalni - képzédtek magvak,
és azok ki is voltak vilagitva (23f dbra). A megfi-
gyelés azt jelenti, hogy Imp-B-ra nem csak a sejt-
magi fehérje importban van sziikség, hanem a
sejtmaghdrtya kialakuldsdhoz is a mitézis végén.
Nagyszerd, paratlan eredmény: az Imp-3 uj funk-
ciéjat ismertiik meg!

Azt, hogy az Imp-B funkcidja valdban sziik-
séges a sejtmaghartya képzédéshez a mitdzis
végén ugy bizonyitottuk, hogy vadtipusy, illetve
Ketel’/— néstény petéjébdl szarmazéd citoplaz-
mat injektaltunk olyan embriokba, amelyek sejt-
magjainak bélését lamin-GFP molekuldk vilagi-
tottak ki. (GFP, a zolden fluoreszkald protein a
lamin-GFP molekulak része volt; lasd Gaspar és

KetelP/-

®o e

Szabad 2008.) A vadtipusu citoplazma injekcidja
nem befolyasolta a sejtmagvak viselkedését: a
kivilagitott bélési sejtmagvak lebomlottak, majd
Ujraalakultak (24. dbra). A Ketel’/— eredet(i pete
citoplazma injekciéja nyoman viszont elmaradt
a sejtmaghdrtya képz6dés. Vagyis megerdsitést
nyert a fenti megallapitds: az Imp-f funkcidja
nem csak a sejtmagi fehérje importhoz, hanem
a sejtmaghartya képzdédéshez is szikséges
(Timinszky et al. 2002).

(Zarojelben és csupa aprd betlvel irom,
hogy a felfedezésiinket leir6 kéziratunkat egy

50 um

24, abra. A lamin-GFP-vel kivilagitott
sejtmaghartya  ,viselkedése” vad-
tipusu (a, b és ¢), valamint Ketel’/—
noéstény petéjébdl szarmazoé citoplazma
injekcidjat kovetéen (d, e és f). A cito-
plazmat olyan muslica embridkba injek-
taltuk (v), amelyekben GFP-lamin fehérje
molekuldk vilagitottak ki a sejtmaghartya
bélését. Emlitést érdemel, hogy a Droso-
phila sejtmaghértya csak részlegesen bom-
lik le @ mitdzis soran. Az dbra b és e részén
halvanyan fluoreszkald alakzatok a mitozist
,atvészeld” sejtmaghartya részek.

jeles folydiratba kuldtik el kozlésre. Kisvartatva

udvarias levél kiséretében visszakaptuk a kéziratot: a szerkeszté a birdldk ,érdekes”
véleménye alapjan nem kozolte dolgozatunkat. Ahogy ilyenkor szokds, a kéziratot
elkildtik egy masik folyéiratba, ahol megjelent, és ,szépen” hivatkoznak ra. A sors
ugy hozta, hogy néhany honap multan taldlkoztam a szerkesztével, aki — mikozben
egy kellemes vacsora kozben beszélgettilk — elmondta, hogy meglepddtek, amikor a
Balkdn peremérdl kaptak egy érdekes kéziratot az importin-3 szerepérél a sejtmag-
hartya képzédésben. Igen, az a mi kéziratunk volt. ,El tudod képzelni, Janos, hogy a
Nobel-dijas Glinter Blobel nem vette volna észre az importin-f ezen funkciojat?” Igen,
el, hisz’' 6 digitoninnal permeabilizalt sejtekkel dolgozott. Olyanokkal, amelyek sohasem
osztdédnak, nem bomlik le és képzédik Ujra a sejtmaghartydjuk. A szerkesztd sajnalta,
hogy nem ismerte egyikiinket sem, és hogy nem kozolte dolgozatunkat. Mi pedig
levontuk a tanulsagot: arulni kell a portékat, és benne kell éIni a vildig tudomanyos
forgatagaban.)
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Imp-B és sejtmaghdrtya képzédés

Hogy Imp-B valdéban sziikséges a sejt-
maghartya képzédéshez, tovabbi kisér-
letekben bizonyitottuk (Tirian et al.
2003). 2000-ben jelent meg egy dolgo-
zat, amely leirta, hogy miként lehet in
vitro nyomon kovetni a sejtmaghartya
képzédést szefaroz gyongyocskéken
(Zhang and Clarke 2000). (A szefaréz
gyongyocskék keresztiil-kasul 6sszeko-
tott agardz poliszacharid molekulakbdl
allnak. A gyongyocskék felszinéhez kova-
lensen kotheték fehérjemolekuldk.) Az
elsé kisérletben - ahogy azt Zhang és
Clarke (2000) javasolta — RanGDP mole-
kuldkat kotottiink szefaréz gydngyodcs-

Vadtipusu Ketel”/—

RanGDP

RanGDP és Imp-

kék felszinére, és azt tanulmanyoztuk, 2 8Pra- Maghartya képzédés RanGDP-vel bur-
kolt szefar6z gyongyocskék koriil vadtipusu,

hogy képzddik maghartya a gyongyocs- illetve Ketel’/- néstények petéinek citoplazma-
kék felszinén, vagy sem. (RanGDP a sejt- jaban.

magi fehérje import fontos komponense;

21. abra.) A gydngydcskéket vadtipusy, illetve Ketel’/— néstények petéiébdl szarmazd
citoplazmaban inkubdltuk két 6ran at. Amint a 25. dbra mutatja, amig a vadtipusu pete
citoplazméban képz6ddtt maghartya a gydngyocskék koriil, a Ketel’/— néstények peté-
inek citoplazmdjaban nem. (A sejtmaghartya valédi volt, benne sejtmagpérus komple-
xekkel, amelyeken keresztil folyt a sejtmagi fehérje import; Tiridn et al. 2003.) Amikor
a petekivonathoz Imp-B-t is adtunk, a maghartya képzédés percek alatt megtortént.
Am ha a kivonat mutéans Imp-B-t is tartalmazott, nem képzédétt maghartya (25. dbra).
A kisérlet eredménye dsszhangban van a fenti megéllapitassal: a Ketel’-kddolt mutans
Imp- gétolja a sejtmaghartya képzédést.

A kdvetkezd kisérletben Imp-B-val, illetve a KetelP-kédolt mutans P446L-Imp-B-val
vontunk be szefar6z gydngydcskéket, és azt tanulmanyoztuk, hogy képzédik-e mag-
hartya a gyongyocskék koriul vadtipusu ndstények petéinek citoplazmajaban, vagy
sem. Nos, amint a 26. dbra mutatja, az Imp-p-val, illetve a P446L-Imp-f-val bevont
gyongyocskéken is képzédik maghartya, és raadasul egyforma gyorsan. (Mondogatta
is Timinszky Gyula, hogy bar a kisérlet ritka nagy ostobasagnak tlnt, gondolkodtato
eredményre vezetett.) Miként lehetséges, hogy ha a citoplazmaban van a P446L-Imp-f3
akadalyozza a sejtmaghartya képzddést, am a szefaréz gyongyok felszinén meg segiti?

Miel6tt a rejtélyre fény deriilne, elmondom, hogy az egyik Ketel” allélt megszekvenalva
kiderilt, hogy a mutacié alapja a Ketel* gén 4114. helyén levé C=G bazispar cseréje
T=A-ra, aminek a kdvetkezménye a prolin**® — leucin aminosav csere (Timinszky et al.
2002). (Innen a P446L-Imp-B jeldlés.) S6t, az is nyilvanvaléva valt, hogy a négy Ketel” allél
kozll haromnak ugyanaz a (=G — T=A bazispar csere az oka a Ketel* gén 4114. helyén.
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(A harom Ketel® allél nem egy mutécid
harom kopidja. Figgetlen mutagenezisek
Jtermékei”)

A muslica Imp-3 876 aminosavbdl all.
(Az emberé 884-bdl) A 876 aminosav
19 Un. HEAT motivumot alkot, amelyek
spanyolgallér-szer(ien vannak elrendezve
(27. dbra). A 446. prolin szerepe kulcsfon-
tossagu az Imp-B molekuldk életében:
sarokpdnt szerepet tolt be, mikdzben a
molekula alakja valtozik a sejtmagi fehérje
import soran. A prolin**® — leucin amino-
sav csere nyoman két szomszédos a-hélix

[mportin-p

P446L-Importin-3

26. abra. Az Imp-B-val, illetve a P446L-Imp-B-val

burkolt szefar6z gyongyocskék felszinén egy-

arant képzédik maghartya vadtipusi muslica
peték citoplazmajaban.

egyesiilt, ami miatt a P446L-Imp-p alakja rogziilt, és egyben elvesztette a RanGTP-t
kot képességét (27. dbra; Timinszky et al. 2002). Am mas fehérjeféleségeket tovabbra

is tud kotni.

A P446L-Imp-B kilonos viselkedése, hogy ti. ha a citoplazmédban van, megakada-
lyozza a sejtmaghartya képzédést, am szefardz gyongyocskék felszinén segiti, tovabbi
kisérletekre Osztokélte csapatunkat. Anti-Imp-B ellenanyagot készitettiink (amely az
Imp-B-t, és a P446L-Imp-B-t egyarant felismeri), és arra hasznéltuk, hogy meglassuk:

Prolin

Leucin->

P4461-Importin-3
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27.abra. Az Imp-f és a P446L-Imp-f szamitogépes modellje. Az Imp-B-t alkoté aminosavak 19 un. HEAT

motivumot képeznek, egyenként csigavonalban feltekeredett szakaszokkal. (Hasonldéan ahhoz, amint a spa-

nyol gallér fodrai vannak elrendezve.) A prolin*® — leucin aminosav csere kdvetkeztében megvaltozott a
molekula szerkezete, és elvesztette Ran-GTP-t kotd képességét. NPC = sejtmagpodrus komplex.
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Importin-f3 P446L-Importin-f3

Nincs Ran. nincs ATP

Van Ran. van ATP

5 um

28. abra. Az Imp-B és a P446L-Imp-B helye digitoninnal

permeabilizalt sejtekben Ran (és a sejtmagi fehérje importban

résztvevo tarsak) valamint ATP hianyaban, illetve jelenlétében.
(Magyarazat a szévegben.)

hol van az ép és a P446L-Imp-f3 a digitoninnal permeabilizalt HeLa sejtekben (28. dbra;
Tiridn et al. 2003). Ha sem Ran-t (és a sejtmagi fehérje importban részt vevé tarsait),
sem ATP-t nem adtunk a sejtekhez, az Imp-f molekuldk zome a sejtmaghartya mentén
gyulekszik. Ha Ran-t (és tdrsait), valamint ATP-t is adunk a sejtekhez, az Imp-f3 mole-
kuldk zdme — amint varhat6é — a sejtmaghartydban (valéjadban a sejtmagpoérus komp-
lexekben), illetve a sejtmagban bukkan fel (28. abra; Tiridn et al. 2003). Ran és ATP
hidanyaban a P446L-Imp-B molekuldk - az Imp-B-khoz hasonléan - a sejtmaghartya
kornyékén halmozédnak fel. Ran és ATP jelenlétében az P446L-Imp-f3 molekuldk zome
a citoplazmaban oszlik el, és nem a sejtmaghartydban, vagy a sejtmagban (28. dbra).
Minthogy ez utébbi mintazat kisértetiesen emlékeztetett bennlinket a mikrotubulusok
eloszlasara, megvizsgaltuk, hogy mi a viszonya a P446L-Imp-B molekuldknak és a
mikrotubulusoknak a digitoninnal permeabilizalt HelLa sejtekben. Olyan korilmények
kozott tettlk lathatova a P446L-Imp-B molekulakat, és a mikrotubulusokat, amelyekben
adottak a feltételek a sejtmagi fehérje importhoz.

Minthogy a P446L-Imp-B-rél és a mikrotubulusokrél készilt optikai metsze-
tek tokéletesen fedik egymadst nyilvdnvaléva valt, hogy a P446L-Imp-B molekuldk
a mikrotubulusokhoz kotottek (29. dbra; Tiridn et al. 2003). Lényegében arra deri-
tettiink fényt, hogy a P446L-Imp-B - csakigy, mint az Imp-f - kapcsolédhat a
mikrotubulusokhoz. (Az Imp-f és a mikrotubulusok kapcsolatarél a Tirian et al. 2003
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29, abra. P446L-Imp-B és a mikrotubulusok olyan digitoninnal permeabilizalt HeLa sejtben, amely-
ben minden feltétel adott volt a sejtmagi fehérje importhoz. (Amint a 28. abra jobboldali alsé képén
lathatd.) (Magyarazat a szovegben.)

dolgozat szél részletesen.) Csakhogy amig az Imp-f3-molekuldk RanGTP-vel kapcso-
I6dva levélnak a mikrotubulusokél, a P446L-Imp-B - minthogy elvesztette RanGTP-t
kété képességét — a mikrotubulusokhoz kdtve marad, és stabilizalja azokat. Es minthogy
mindekodzben a P446L-Imp-B a nukleoporinok (a sejtmagporus komplexeket alkotéd
fehérjék) egyikével-masikaval is kapcsolodik, azokat ,kivonja a forgalombél”, ami miatt
elmarad a sejtmaghartya képz6édés (Tirian et al. 2003).

Eredményeink alapjan modellt dolgoztunk ki a sejtmaghdrtya képzédésre (Tirian
et al. 2003). A modell Iényege az, hogy az Imp-B-molekuldk részt vesznek azoknak a
nukleoporinoknak a kromatinhoz t6rténé szallitdsaban, amelyek nukleoporinok kristalyo-
sodasi gocként funkcionalnak a sejtmaghartya kialakulasa folyaman. Es minthogy a sejt-
maghartya az felszin, amely mentén az interpolaris mikrotubulusok a lednycentroszémakat
az atelleni polusokba toljak (Venkei et al. 2006), és minthogy a P446L-Imp-3 megakada-
lyozza a sejtmaghartya képz&dést immaron érthetd a 18. dbran bemutatott jelenség:
a Ketel’ néstények petéiben, sejtmaghartya hianyaban az egymas szomszédsagaban
rekedt leanycentroszomak nem kiilénilnek el, mikrotubulus pamacsokat képeznek.

Hogyan lehetnek életképesek a Ketel’/+ muslicdk?

A fentiek alapjan nyilvanvalé, hogy a KetelP-kédolt P446L-Imp-f toxikus, elpusztitja a
KetelP/+ néstények embridit, koztiik a +/+ genotipustakat is. Adodik a kérdés: miként
lehetnek életképesek a Ketel°/+ muslicdk, amelyek +/+ néstények és Ketel’/+ himek
utédai? Talan gy, hogy az apai eredetli KetelP allél az embriogenezis korai szakaszaban
nem expresszalodik, és nem tudja kifejteni aldatlan hatdsat? A kérdést megvalaszolandé
megvizsgaltuk, hogy mikor bukkannak fel az embriogenezis folyaman az apai eredet
Imp-B molekuldk, amelyeket — hogy lathassuk 6ket — GFP-vel vilagitottunk ki. Amint a
30. dbra mutatja, ez az idépont a korai gasztrulacioé alatt nagyjabdl négy éraval az emb-
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30. abra. A zigéta apai eredetii ketel°"” génje a korai gasztrulacié soran kezd expresszalédni.

A kromatint vorosen fluoreszkald hiszton-RFP molekuldk vildgitjak ki. Azok az Imp-3 molekulak, amelyek

képz6dését a zigdta apai eredet(i kete/° génje kddolja zélden fluoreszkélnak, és kivilagitjak a sejtmagpé-

rus komplexeket (). Az Imp-B-GFP-molekulak négy éraval az embriogenezis kezdete utan, a gasztrulacid
soran bukkannak fel.

riogenezis kezdete utan kovetkezik el (Villanyi et al. 2008a). Minthogy az Imp-3-GFP és
a P446L-Imp-f3 képz6dését ugyanaz a promaéter szabdlyozza (Villanyi et al. 2008b), és az
apai eredet( P446L-Imp-f3 nem toxikus, nyilvanvald, hogy csak az anyai eredet(i P446L-
Imp-B mérgezd, és hatdsa az embriogenezis korai, meglehetdsen kilonleges szakaszara
korlatozédik. Arra, amelyet a roppant gyors magosztédasok jellemeznek (16. abra).

Miként élhetnek hdrom napot Imp-B nélkiil a ketel™"/— embridk, Idrvdk?

Miutan indukaltunk kete/" mutans allélokat és deficienciakat is (amelyek eltavolitjak az
ép Ketel* gént; Erdélyi et al. 1997), olyan ketel""!/- zigétakat készitettiink, amelyeknek
nincs Imp-B-t kddold génjiik. Meglepve tapasztaltuk, hogy a zigétak Imp- hianyaban
harom napot élnek: tokéletesen hajtjak végre az embriogenezist, tovabba az elsd és
a masodik larvastadiumot is. A jelenség azt mutatja, hogy az anyai eredetl Imp-f-
molekuldk hatékonyan teszik dolgukat. Am miutan elbomlanak, és/vagy kihigulnak,
elébb lelassul, majd véget ér a sejtmagi fehérje import, ami utan a kete/™!!/- larvak
elpusztulnak.

Azt, hogy az anyai eredet(i Imp-B-molekulak valéban hosszu életliek ugy mutat-
tuk meg, hogy ketel°"/+ néstények utddaiban vizsgéltuk, hogy fejlédésiik mely sta-
diumaig lathatéak az anyai eredet(i Imp-B-GFP-molekulak (Villanyi et al. 2008a). Nos,
nem kis meglepetésiinkre, az anyai eredet(i Imp-B-GFP-molekuldk egyike-mdasika még
az embriogenezis kezdete utani hatodik napon, a babozédé larvakban is vilagit a sejt-
magporus komplexekben. A jelenség nem tul meglepé, hisz’ ismert, hogy a kilonféle
komplexekben levé fehérjemolekuldk védettek a fehérjebonté mechanizmusoktdl, ami
miatt hosszu életliek lehetnek. Legjobb tudomasunk szerint az Imp-B a muslica leg-
hosszabb életl fehérjefélesége.
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Imp- és a mitokondriumok képzédése

A ketel""!!/- larvakat tanulmanyozva azt figyeltiik meg, hogy életiik végéhez kozeledve
lelassulnak, mikdzben a szdjszerviik koordindlatlanul remeg. Minthogy a koordindlatlan
mozgas jelensége mogott a mitokondriumok, az ATP hidanyat és/vagy csokkent funkcio-
jat sejtettik, megvizsgaltuk eme jeles sejtszervecskék allapotat a sejtekben. Vadtipusu
és ketel™"/- larvakat boncoltunk, és festettiik szoveteiket a JC1 jelii festékkel. (A JC1
specifikusan festi a mitokondriumokat: a mitokodriumokban levé JC1-molekuldk kék
gerjesztd fény hatdsara 595 nm hosszusagu fluoreszcencia fényt bocsatanak ki. A cito-
plazmaban levé JC1 molekulaktél szarmazé fluoreszcencia fény hulldmhossza 535 nm.)
A vizsgadlat igazolta varakozasunkat: amig a vadtipusu larvakban béségesen voltak
mitokondriumok, addig a kete/™/- arvék sejtjeiben csak néhany mitokondrium ,lézen-
gett” (31. dbra; Villanyi et al. 2011). Minden bizonnyal azok, amelyek még a pete cito-
plazméajabol szarmaztak. Mitokondriumok és ATP hidnyaban érthet, hogy a ketel™/~
larvak lelassulnak, elpusztulnak. Az eredmény az jelzi, hogy az Imp-B-nak szerepe van
a mitokondriumok képzédésében, és érthetd, hogy a folyamat Imp-3 hianyaban elma-

Vadtipusa ketelmit/—

Trg

Malpighi edény

20 pm

31. abra. A ketel™!/- larvakban nem képzédnek mitokondriumok.
A képek konfokalis mikroszkopban a voros és a zold csatornaval késziilt
optikai metszetek 0sszevonasaval késziltek. A nyilak mitokondriumokra
mutatnak. A bal als6 kép betétje olyan sejtekrol késziilt, amelyekben a
mitokondriumok funkciéjat kikapcsoltuk.
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rad. Alighanem azért, mert
a ketel™!!/- |arvéakban Imp-p
hidnydban nem torténik meg
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(Villdnyi et al. 2011). Elsé - 4

. 4 4

Iépésben lelassult, remegd 32, 4bra. S& K lanitisira. h v aének kif
. ., . abra. S>ema annak megallapitasara, ho me ene ITe-

szajszervii ketel!/-, vala- 5 2p gy mey g

jezoédése valtozik Imp-B hianyaban. (Részletes magyarazat a sz6-
mint kete/"/+ (ép, kontroll) vegben.)

larvakbol mRNS-t izolaltunk

(32. dbra). (Itt ketel"! egy olyan mutans allélt jelsl, amely nem kédolja funkcidképes
Imp-B-molekuldk képzdédését, ,—" pedig egy olyan deficiencia jele, amely eltavolitja az
ép Ketel* gént.) Az mRNS-molekuldk azokat a géneket reprezentaljak, amelyek aktivak,
kifejez6dnek. Az mRNS-ek alapjan cDNS-eket szintetizaltunk. Ugy, hogy kézben a cDNS-
eket zolden, illetve vordsen fluoreszkdld festékekkel jeldltiik meg. (A fluoreszenciat kék
fénnyel gerjesztjiik.) A kovetkez6 |épésben olyan DNS-csipre hibridizéltuk a megjeldlt
cDNS-molekuldkkal, amely a muslica joszerivel minden génjének DNS-ét hordozta,
rendezett mintazatban, apré kis foltok sokasagaban. Ha valamely gén a kete/™/- és
ketel""!/+ kontroll larvakban egyarant, és egyforma intenzitassal fejezédik ki, a gént
reprezentalé cDNS-ek egyforma intenzitdssal kapcsoléddnak (szakszéval: hibridizalnak) a
csipen levé komplementer DNS-szalakkal, amely foltocskak aztan sargan fluoreszkalnak.
Ha valamely gén a kete/™/~ |arvakban nem expresszalédik, am a kontrollban igen, a
DNS-csip egyik-masik foltja vérosen fluoreszkal. Ha egy masik gén a kete/""!!/- larvéakban
kifejezédik, am a ketel™//+ kontroll larvakban nem, a gént reprezentélé foltocska zdl-
den fog fluoreszkalni (32. dbra). Lényegében tehat a DNS-csip fluoreszcencia mintazata
alapjan meg lehet hatérozni, hogy Imp-3 hidnyadban mely gének kifejezé6dési mintazata
véltozik, mely géneknek lehet szerepe a mitokondriumok képz6édésében.

A fenti kisérletbdl az deriilt ki, hogy a megvizsgalt 10 500 gén koziil mindossze 30 kife-
jez6dése valtozik Imp-f hidnyaban: 7 kifejez6dése csokkent (megsz(int), 23-é fokozodott
(Villanyi et al. 2011). Koziiliik a peroxiredoxin-6005 (prx6005) szerepe veheté bizonyosra a
mitokondriumok képzédésében: azokban a larvakban, amelyekbdl elimindltuk a prx6005
gén funkcidjat a mitokondriumok sejtenkénti szama mintegy a dupldja volt annak, mint
amit a kontroll larvak sejtjeiben szamoltunk (33. dbrg; Villanyi et al. 2011). A peroxiredoxin
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fehérjecsaldd tagjai egyrészt a H,0, Vadtipusa
karos hatdsa ellen védik a sejteket, ’
masrészt szerepet jatszanak abban a
folyamatban, amely sejtekben az oxi-
dacios-redukcios folyamatok egyensu-
lyat biztositja. (A H,0, az O, alapu lég-
zés hozadéka.) A peroxiredoxin-6005
gén terméke tagja annak a jeltovab-
bité rendszernek, amelynek szerepe
van a mitokondriumok képz&désében
(Villanyi et al. 2011).

prx6005-RNSi

Malpighi edény

Miként szabdlyozott a Ketel* gén
kifejezédése?

A fent emlitett harml,nc ”gen kézott 33. abra. A peroxiredoxin-6005 gén funkcidjanak
vannak olyan transzkripcios faktorok hianyaban sejtenként mintegy kétszer annyi mito-
is, amelyek Imp-f révén importdléd- kondrium képzédik, mint a kontroll larvak sejtjei-
nak a sejtmagba, ahol a DNS-hez kap-  ben. A képek a 31. dbran bemutatottak szerint késztiltek.
csolddva géneket kapcsolnak be, vagy Az RNSi-vel (RNS-interferencia) kiolthatd a gén aktivitasa.
ki, koztlik a peroxiredoxin-6005 gént is.

Vajon milyen transzkripcios faktorok, és hogyan szabalyozzak a Ketel* gén kifejezé6dését?
A kérdést megvalaszolandé olyan Un. riporter transzgéneket készitettlink, amelyek a
Ketel* gén promoterét, vagy annak egy részét hordoztak, valamint az E. coli LacZ génjét
(34. dbra; Villanyi et al. 2008b). A riporter transzgénekben a LacZ gén kifejez6dését a
Ketel* gén promotere, vagy annak csonkolt valtozatai szabalyoztak. A LacZ gén kifejez6-
dését annak terméke, a B-galaktozidaz enzim aktivitasa, illetve az altala katalizalt reak-
ciéban képz6dé kék csapadék alapjan kovettik nyomon (35. dbra; Villanyi et al. 2008b).

Kromoszoma

DNS

Szabilyozo
szakasz LacZ
IR 4 IR

|
AAANANANANANANNANN

B-galaktozidaz

34, abra. Egy riporter transzgén ,szerkezete”. Az E. coli baktérium LacZ génjének kifejez6dését a muslica
Ketel* génjének promotere szabalyozza. A LacZ-kédolt 3-galaktozidaz olyan kémiai reakciét katalizal, amely
terméke kék csapadék. (Lasd a 35.abrat.) A mini-w* in. marker szekvencia alapjan ismerhetjiik fel a transzgént
hordoz6 muslicakat: az 6 szemiik narancssarga, a transzgént nem hordozéké fehér. Az IR (Inverted Repeat)
szekvenciat a muslica egyik mobilis genetikai elemétdl vettiik kdlcson. Ahhoz sziikséges, hogy a riporter
gén valamelyik kromoszéma DNS-ébe ékel6djon, a DNS részévé valva 6roklédjon generaciérdl, generaciora.
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35. abra. A Ketel* gén kifejez6dését szabalyozo6 szekvenciak azonositasa. A riportergén-sorozatban a

LacZ gén kifejez6dését a teljes prométer (lila kettds vonal, fellil), annak csonkolt részei szabélyozték, illetve

egy olyan promoter (alul), amelyben egyetlen pontmutéciéval (%) harom transzkripcios faktor kétéhelyét

szlintettiik meg (Villanyi et al. 2008b). A LacZ kifejez6dési helyein B-galaktozidaz képzédik, amely szintelen

szubsztratbol kék csapadékot készit. A nyilak (T) dn. restrikcids helyeket, illetve kiilonféle transzkripcios

faktorok kotShelyeit (1) jelolik. A Ketel* gén transzkripcidja a — helyen kezdédik. A here itt larvélis herét,
az szk szarnykezdeményt jeldl.

A riportergén-sorozattal megerdésitettiik egy korabbi eredménylinket, hogy ti. a Ketel*
gén minden sejtben kifejezédik (Lippai et al. 2000). A csonkolt promoterekkel meg tudtuk
hatdrozni, hogy a Ketel* gén prométerében hol vannak azok a szekvencidk, amelyek-
hez transzkripcids faktorok kotédnek, és a gén szovetspecifikus kifejez6dését biztosit-
jak (35. dbra). Eredményeinket bioinformatikai és molekuldris bioldgiai mdédszerekkel
is megerésitettiik (Villanyi et al. 2008b). Leny(igozott benniinket: milyen megoldasok
léteznek arra, hogy egy gén kilonféle sejttipusokban fejezédjon ki, vagy ,maradjon
csendben’, terméke megfeleld koncentraciéban legyen jelen a sejt életének megfeleld
szakaszaban.

A Ketel-csapat

A Ketel* gén molekularis szint( vizsgalataba az 1990-es évek elején az MTA Szegedi Bio-
I6giai Kbzpontjanak Genetikai Intézetében kezdtiink Erdélyi Mikldssal és Mihaly Jézsival
(7. dbra). Munkank soran hathatods segitséget kaptunk hazai és kulfoldi kutatoktol is.
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A Ketel-program 1993-t6l a Szegedi Tudomdanyegyetem Orvosi Bioldgiai Intézetében
folytatédott. A Ketel-kutatasok eredményeként muhelylink négy fiatal munkatarsa
érdemelte ki a Ph.D. fokozatot: Lippai Monika, Tiridn Laci, Timinszky Gyula és Villanyi
Zoli (36. dbra). Ma mind a négyen sikeres kutatok, egyetemi oktatok.

Tiridn Laci 1 zky’ al “VHlanyi X
2001 2003 7/ : 2008
36. abra. Egykori doktorandusz hallgaték, akik a Ketel-kutatasok eredményeként
érdemelték ki a PhD-fokozatot.

A Kavar torténet

Abban a mutagenezis sorozatban, amelyben a harmadik kromoszémahoz kapcsoltan
6roklédé Fs(3) mutacidkat indukaltunk, harom TomajP, két Kavar® és két Damasa® muté-
ci6 bukkant fel (Szabad et al. 1989). Ma mar tudjuk, hogy ez a hét Fs(3) mutaci6 azt az
aTub67C gént azonositja, amely a4-tubulin képzédést kodol, az a-tubulinok un. anyai
hatdsu valtozatat (Matthews et al. 1993, Mathé et al. 1998, Venkei et al. 2005). Az 1980-as
évek kozepe tdjan azonban ugy tlnt, hogy a hét Fs(3) mutdcié harom gént azonosit:
a mutans fenotipusok meglehetésen kiilonboztek, a térképezés és a komplementacids
analizisek eredményei is furcsak voltak. Melléfogtunk. Az ilyesmi bizony meg-megesik,
ha az ember olyan teriletre téved, ahol elé6tte még senki sem jart. A muténs allélok
eltérd viselkedésére részben az a magyarazat, hogy a mutacidk az aTub67C gén kulon-
féle pontjain kovetkeztek be, részben pedig az, hogy a mutans a4-tubulin-molekulak
nem egyedil, hanem térsakkal kapcsolddva képeznek mikrotubulusokat. De ne sza-
ladjunk a dolgok elé. A Kavar térténetet a két legjobban jellemzett allél — Kavar'®c és
Kavar’'9 - tikrében mutatom be.

Kavar'® és a mikrotubulus bojtok

A Kavar'®/+ néstények petéi megtermékenyiilnek és bar a centroszéma osztodik, a
lednycentroszémak csak alig kiilonllnek el (37. dbra). Mikozben a lednycentroszomak
egy kicsiny mikrotubulus bojtot képeznek, véget ér az embriogenezis (Venkei and
Szabad 2005). A jelenség emlékeztet arra, amit a Ketel’/+ néstények petéiben lattunk
(18. 4bra), és arra 6sztokélte csapatunkat, hogy ismerjiik meg a Kavar'®c-vel azonositott
ép gén molekularis funkcidjat.
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37. abra. Kavar'®‘/+ és a kavar™"/- néstények petéiben nem kiiloniilnek el a lednycentroszémak, és
mikozben kis mikrotubulus bojtok képzédnek, véget ér az embriogenezis. Itt kavar™! egy funkciéjat
vesztett muténs allél, — egy olyan kis deficiencia jele, amely eltavolitja az ép (+) gént.

Kavar'® funkcidonyeréses természetét citoplazma injekciéval bizonyitottuk. Abban a
kisérletben, amelyben vadtipusu pete citoplazmat injektaltunk olyan embriékba, ame-
lyekben a mikrotubulusokat GFP-vel vilagitottuk ki, a lednycentroszémak elkiilonultek,
és ép magorsok képzédtek (38. dbra). Ellenben a Kavar'®/+ néstények petéibdl szarmazéd
citoplazma megakadalyozta a lednycentroszémak elkiloniilését, magorsok képz6dését,
jelezve, hogy a Kavar'®¢-kédolt termék toxikus (38. dbra; Venkei et al. 2006). Két kérdés
meriilt fel: vajon dominans negativ természet(-e a Kavar'®¢, és melyik gént azonositja?

18¢

Kavar'®c az aTub67C gént azonositja

Minthogy a Kavar'®¢-t a harmadik kromoszéma bal karjara térképeztiik (Erdélyi and Sza-
bad 1989), olyan Kavar'8‘/+ néstényeket készitettiink, amelyek a harmadik kromoszéma
egy-egy szakaszat duplikacié formajaban is hordoztdk (Venkei and Szabad 2005). Az
olyan Kavar'®/+/+ néstények petéiben, amelyek a citoldgiai térkép 67. szakaszat hor-
doztak két kdpiaban, a bojtos allapotnal sokkal tovabb haladt az embriogenezis. Es bar
a sok ezernyi pete egyikébdl sem kelt ki larva, a megfigyelés azt jelezte, hogy Kavar's¢
dominans negativ természet(, és hogy a citologia térkép 67. szakaszaban van (Venkei
and Szabad 2005).
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38. abra. A Kavar'®/+ néstények petéibél szarmazé citoplazma injekcidja megakadalyozza a

lednycentroszémak elkiiloniilését, magorsok képzédését. A kisérletben vadtipusu, valamint Kavar'¢/+

ndéstények petéibél szdrmazo citoplazmat injektaltunk olyan embridkba, amelyekben a mikrotubulusokat
GFP vildgitotta ki. A nyilak a centroszomakat mutatjak.

A kovetkez6 lépés az DF3L)55
volt, hogy a korabban izo-
lalt kavar” funkcidvesztéses Surry CG16717 CG6767 UbeD4
(revertans, recessziv) allé- -—|‘_—.—
lokat olyan deficiencikkal alub67C

kombinaltuk, amelyek a 67.

citoldgiai régio kulonb6z6 . . L . ] i

k it eitik ki. A kavar/— 39. abra. A genom pirosan jelolt szakaszat tartalmazo transzgén-
sza as.zall .(?J K. o v nek része az aTub67C gén, amelyet a Kavar és a kavar” mutaciok
kombinaciok vilagosan  azonositanak. A Df(3L)55 jelti deficiencia a genom 30 kilobazisnyi
megmutattak, hogy a kavar”  szakaszat tavolitja el. A szakaszban négy gén van, egyikiik az aTub67C.

mutans allélok a muslica

genom egy 30 kilobazisnyi szakaszaban vannak (39. dbra): a kavar'/- néstények petéi-
ben lényegében ugyanigy nem kiildniilnek el a lednycentroszdmak, mint a Kavar'®/+
néstények petéiben, és ugyanolyan kis mikrotubulus pamacsok képzédnek (37. 4bra).
A kis deficiencia teriiletére négy gén esik (39. dbra). A genom egy-egy szakaszat fel-
haszndlva el6bb olyan transzgéneket készitettlink, amelyek a négy gén valamelyikét
tartalmaztak, majd olyan Kavar'®/+ és kavar’/- muslicakat is, amelyek a transzgének
valamelyikét hordoztak. Két fontos eredmény sziiletett. 1. Azoknak a Kavar’®/+ muslica
ndstényeknek a petéiben, amelyek az aTub67C transzgént hordoztdk, a bojtos allapotot
messze maghalado stadiumig fejlédtek az embridk. 2. Azok a kavar’/- néstények fertili-

S5kb
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sek, amelyek az aTub67C transzgént hordoztak (Venkei et al. 2005). (A masik harom gén
barmelyikébdl készitett transzgének hatastalanok voltak.) A transzgénekkel folytatott
kisérletek vilagosan megmutattak, hogy a Kavar'®® az aTub67C gént azonositja.

Az eredmény meglepett benniinket, hisz’ az aTub67C génnel kordbban mar taldlkoz-
tunk: a Tomaj® mutéciok is ebben a génben kdvetkeztek be (Mathé et al. 1998). Ezek
utdn komplementacios analizist végeztiink a kavar’, a tomaj" és a damasa’ revertans
allélokkal. Kidertlt, hogy valamennyien az aTub67C gént azonositjak (Venkei and Szabad
2005). A kérdés immaron az volt, hogy mi az a4-tubulin szerepe a muslica embridk
életében?

Tubulinok, mikrotubulusok

Az eukariota sejtekben a tubulinok azok a globularis fehérje molekulaféleségek,
amelyekbdl a mikrotubulusok, kis 24 nm atmér6jd csévecskék képzddnek (40. dbra).
A mikrotubulusok nemcsak a sejtvaz alkotéi, hanem egyuttal olyan palyak is, amelye-
ken mikdzben motor molekuldk haladnak, terhet széllitanak. Csodalatos tulajdonsagulk,
hogy gyorsan képesek Ossze- és szétszerel6dni, a sejt pillanatnyi szlikséglete szerint:
olykor sejtvazként és palyaként funkciondlnak, hogy aztan a sejtosztédas kezdetén
beldlik épiiljon fel a magorso.

A mikrotubulusok ,téglacskai” olyan tubulin dimerek, amelyekben egy a-, valamint
egy B-tubulin-molekula kapcsolédik (40. dbra). A tubulin molekuldk szerkezeti eleme
egy-egy GTP, ami ahhoz is szlikséges, hogy tubulin dimerek képz&djenek, és polimeri-
zélédjanak. A GTP-t kdzvetleniil, vagy egy Mg?* ionon 4t aminosav oldallancok tartjak
a helyén (40. dbra). A Kavar'®¢ mutacié nyoman annak a negativ toltési glutaminsavnak
a helyét pozitiv toltési lizin foglalja el, amelynek a Mg?'-ionon &t a GTP régzitésében
van szerepe. (A Kavar'® alapja a gén 224. G=C bazisparjanak A=T-re tértént cseréje, ami

¥, 4 [-tubulin

u-tubulin %

40. abra. Mikrotubulus és épité elemei. Egy a- és egy B-tubulin-molekula kapcsolddasaval képzédnek
azok a tubulin dimerek, amelyekbél a mikrotubulusok felépilnek. Mindkét tubulinféleség szerkezeti eleme
a GTP, amely aminosavakkal kapcsolédik, koztiik - egy Mgz+—ionon at - egy glutaminsav (Glu™) oldallan-
céval. A Kavar'®-kédolt E82K-a4-tub molekuldkban a Glu™ helyén pozitiv t8ltésd lizin van, ami nyoman az
E82K-a4-tub molekula instabil, csakigy, mint az a mikrotubulus, amelybe beépdil.
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nyoman a 82. aminosav - egy glutaminsav (E) — helyét lizin (K) foglalja el; Venkei and
Szabad 2005.) Bar az E82K-a4-tub molekulak beépiilnek a mikrotubulusokba, instabilla
teszik azokat. Nem véletlen tehat, hogy a Kavar'®/+ néstények petéiben csak révid
mikrotubulusok képzédnek (37. dbra).

a4-tubulin, az anyai eredet( tubulin féleség

A tubulinok az evolucié sordn bevalt, aminosav sorrendjikben erésen megérzott mole-
kuldk (41. dbra). Az a4-tubulin a muslica négy a-tubulin féleségének egyike, a korai
embriogenezis soran hasznalt, un. anyai eredet( a-tubulin (Matthews et al. 1993, Venkei
and Szabad 2005; Venkei et al. 2006). Az embriogenezis azon szakaszban jatszik sze-
repet, amelyben a sejtmagvak a sejthartyatol tavol, a citoplazma mélyén vannak, és
nyolcpercenként osztédnak (16. dbra). Az a4-tubulin a pete citoplazma a-tubulin kész-
letének 20%-at alkotja, a tovabbi 80% az al-, illetve a vele csaknem azonos aminosav-
sorrendl a3-tubulin, az a két a-tubulin-féleség, amely mindig, és minden sejtben jelen
van. Azt, hogy az a4-tubulinra sziikség van, az bizonyitja legjobban, hogy hidnyaban
nem kezddédik el az embriogenezis, és csak egy kicsiny mikrotubulus bojt képzédik (37.
abra). Kérdés, hogy mi a szerepiik az a4-tubulin-molekuldknak az embriogenezis korai
szakaszaban? A kérdést megvalaszolando olyan anti-a4-tubulin ellenanyagot készitet-
tink, amellyel (i) az a4-tubulin molekuldk lathatéva tehetdk, és amely ellenanyag (ii)
nem ismeri fel a tobbi tubulin féleséget (Venkei et al. 2006).

Az anti-a4-tubulin ellenanyaggal folytatott vizsgédlatok vildgosan megmutattak,
hogy az a4-tubulin, ugyanugy, mint az al-, illetve az a3-tubulin-molekuldk, beépil a
mikrotubulusokba (42. dbra). Az is nyilvanvald, hogy az a4-tubulin-molekuldk elészere-
tettel éplilnek be azokba az un. interpolaris mikrotubulusokba, amelyek a sejtmaghar-
tya kilsé felszinéhez tapadnak, és az egyik centroszématél a masikig nyulnak (Venkei et

] » » ] L] © " » 0 "
Sz. marha a-tub MRECISIENGQAGUQIGMACHEL‘(‘CLEI{GIQPDGQMPSDK‘T GGGDDSFNTFFSETGAGKHVPRAVFVDLEPTVIDEVRTGTYRQLFHPEQLITGKEDAA

Muslica al-ub M ST IGNACWELYQLEHGT] F! PEQLIEGKEDAA
Muslica a4-tub  MRE! Slm:[GNNCWEL LEHIGI rﬂtm m :Iﬂ:m PEQLIBGKEDAA
Km arlse Tomaj'od

1 (-]
Sz. marha o-tub NNYARGHYTIGKEII DLVLDRIRKI.ADQC'DGLQGFS FHSFGGGTGSGFTSLLHZRLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTAW‘EE‘YNSILTTHT]‘EHSDC

Muslica al-ub N‘I’YAR mﬁmﬁ[’m&h\mcn FHS crrcssn'sx.:ﬁ g il lﬂ :l.?lzs‘mmp\m ILTTH! HSDC
Muslica ad-tub NN‘:’A.R KI GFLIFHSHGGGTGSGETS LLEERL SBDY SKKEKLEFARY! STAVVEPYNRLLTTH HSDC
Sz. marha a-tub amvnun:'\m:CRRNLD:'EaPr\:‘rNLNR'L:G\zwss:fmmmwnmsmuwwpk HEPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAETTNACFERAN
Muslica al-tub FFMVDNEAIYDI NRLI ws E| m_\.rp PRIHFPLY AE| ‘NACFE
Muslica a4-tub mvnusnnmn: NLNRLI I\.I'S ma ﬂuwp FRIHFPLml miq-:mcsz
e
Sz. marha a-tub  QMVKCDERHGHYMACCL LYRGWVPKD\FNMIATIK‘TKRTIQFVWCPTGEKVGINY memomxvqmvmwmuazmmwuxmmm
Muslica al-mub CDPREGK] CMLYRGDVVPKDVN, g;:lmwwcwsr lls‘g mmwmm.ﬂ:’xmw
Muslica ad-tub  MyvECDPRAGK CMLYRGDVVPKDVN 1 IQFVDWCPTGE! IN'Y D! LSNTTAI KEDLM
an o e &0

SLMc-mb KRAFW’MWGECHEEGEFSEAREU MLEKDYEEVG Dﬁ EGEGEEEGEEY
Mulica ad-tub §3$$§§Z$E§$ e
Km ar J“
41. abra. A szarvasmarha és a muslica két a-tubulin-féleségének aminosavsorrendje. A szarvasmarha
és a muslica al-tubulinja csak a sargdval jelolt helyeken kilonboézik. A muslica a4-tubulinja a lilaval jelolt

helyeken tér el az al-tubulintél. Az 52. helyen beékelédott, 11 aminosavbol all6 blokk szerepe maig isme-
retlen. A Kavar'® E82K-, Tomaj'% E90K-, Kavar’'9 E426K-a4-tubulin képz6dését kédolja.
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al- és a3-tubulin a4-tubulin DNS Osszevont

Korai profazis

Metafazis

42. abra. Az al- és a3-tubulin, valamint az a4-tubulin is a mikrotubulusok alkotéja. Az a4-tubulin
elészeretettel van jelen azokban az un. interpolaris mikrotubulusokban, amelyek a sejtmaghértya mentén
futnak centroszomatél centroszomaig (¢).

al. 2006). Mikdzben névekszenek, az interpolaris mikrotubulusok a lednycentroszémakat
a sejtmaghdrtya mentén az ellentétes polusokba toljak. A megfigyelés azt jelzi, hogy
az a4-tubulinnak az interpolaris mikrotubulusok életében lehet kitlintetett szerepe.
Minden bizonnyal az, hogy kapcsolatban legyenek a sejtmaghartyaval. Nem lehet
véletlen, hogy a muslica embriogenezis kezdeti szakaszaban a magok nagyok, gorbu-
leti sugaruk kicsi, és felszintiket anélkil kovethetik az egyébként meglehetésen merev
mikrotubulusok,  hogy

eltornének vagy levalna- 12 18.8

nak a sejtmaghdrtyardl. %
9 { l . { l l 14,1

Am amint a magvak a
sejthartya kozelébe érnek,
és azt tampontként hasz-
nalhatjdk, mar nincs
sziikségiik az interpolaris
mikrotubulusokra, a sejt-
magvak mérete a kordb-
binak felére, harmadara 6
csokken (43. dbra; Venkei
et al. 2006).

Az a4-tubulin  sze-
repére azok az in vitro

Magatméro (pum)

94

Az atellenes pontok kézotti tavolsag (pum)

kisérleteink deritettek 3 T T4 6 8 10 12 4.7
fényt, amelyekben a mik- Szincicialis osztodasi ciklus
rotubulusok  névekedé- 43, sbra. A magatmérs valtozasa az osztédasi ciklusok soran mus-
sét kovettik nyomon az lica embriékban.
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A mikrotubulusok hossza (pum)

10 20 1d6(perc) 30

44, abra. Az a4-tubulin-molekuldk hianyaban csak lassan névekszenek a mikrotubulusok. A nyolc
percet jel6l6 szaggatott vonal egy magosztédasi ciklus hosszat mutatja. (Magyarazat a szovegben.)

id6 fliggvényében (44. dbra). A kisérletet menete a kdvetkezé volt. Citoplazmat izo-
laltunk vadtipusu (+/-), valamint kavar™'/— néstények petéibél. A citoplazméhoz a
mikrotubulusok képzdédését segitendd GTP-t adtunk, majd megmértik a képzddott
mikrotubulusok hosszat. Nem kis meglepetésiinkre a mikrotubulusok 30 perc alatt egy-
forma hosszlra névekedtek (44. dbra). Am nyolc perc utan a4-tubulin jelenlétében mint-
egy kétszer olyan hosszuak voltak a mikrotubulusok, mint a4-tubulin nélkil (44. bra).
A megfigyelés azt jelenti, hogy az a4-tubulin a mikrotubulusok gyors novekedéséhez
szlikséges az embriogenezis kezdetén (Venkei et al. 2006). Igyekezetiik érthetd, hiszen
az embriéban egy ciklin/ciklin-dependens-kinaz ciklus zakatol, és szabalyozza a magosz-
tédasokat. Akkor is, ha a centroszoémak a sejtmaghartya mentén mar az ellentétes polu-
sokba juthatnak, és akkor is, ha még nem. A kavar™/— néstények petéiben, a4-tubulin
molekuldk hidnyaban a mikrotubulusok lassan novekszenek, a centroszémékat csak
csekély mértékben tudjak eltolni egymastél, ami miatt nem képzédnek magorsok,

Interpolaris
mikrotubulus

Leanycentroszomak
L

45. abra. A lednycentroszomakat azok a névekvé interpolaris mikrotubulusok toljak a sejtmaghar-
tya mentén az atelleni pélusokba, amelyek a4-tubulin-tartalmuknal fogva gyorsan novekszenek,
és a sejtmaghartyahoz tapadnak.
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- . . a magvak nem osztdédnak, az
Mikrotubulus Centroszoma I )
; b e embridk elpusztulnak. Vagyis

Profazis \ @ﬁ ~ | az a4-tubulin a mikrotubulusok
*: a @ 5 gyors ndvekedéséhez sziikséges,

M““’[ﬁ:‘m -4 valamint ahhoz, hogy a névekvé

interpoldris mikrotubulusok -

mikozben a lednycentroszémakat

az atelleni polusokba toljak - a

| . : sejtmaghartydhoz tapadhassa-

: Q{ qs.a 5 nak (45. dbra; Venkei et al. 2006).
@ R ] @ R Miutdn a magvak a muslica

‘ 3 pete kérgi részébe érnek (46.

TTammTTT e > dbra), a lednycentroszomak elki-
Anafazis I6nulése és a magorsok szerve-

z6dése egy masik mechanizmus
Qs. ' 5 alapjan torténik: a sejthartya
@ ' @ 1 és a hozza tapado sejtvaz-mat-

rix adja azt a szilard feliiletet,
s = amely - motor molekuldk koz-

Metafazis
Motor

46. abra. A magorsok pozicionalasa a muslica pete kérgi ré- rem(ikodésével - tampont a
szében. A kiilonféle szinek és nyilak mas-mas motor molekula ~ centroszémak vandorlasahoz
féleségeket, illetve az altaluk a mikrotubulusokra kifejtett erék (46, dbra; Sharp et al. 2000,
|ra'nyzf\t sz’lmbollzaljak. A (’1|e”n|nmolekulasz1t d.{n?ktlnok .kotlk.a\ Loppin et al. 2015). Immaron
sejthdrtyahoz, a barna szini motorok a kis koérokkel szimboli- . L, X

zalt végukkel a mikrotubulusokhoz régzitettek, a masikakkal a nincs szlkség az a4-tubulin-
mikortubulusok mentén araszolnak (Sharp et al. 2000 alapjan). molekulakra. Legaldbbis nem a

lednycentroszémak elkiilonitésé-
ben. Az a4-tubulin-molekuldk tovabbra is jelen vannak, és részt vesznek pl. a kdzponti
idegrendszer kialakitdsdban (Mathé et al. 1998).

Kavar?'9 és a késlekedd szdllitds

A Kavar’9/+ néstények embriéiban gyakoriak a kromatin és a mikrotubulus hibak, ami
miatt kiilénbdz6 nagysagu foltok maradnak tresen (47. dbra). Erthets, hogy a Kavar?'9/+
ndstények embridi elpusztulnak, a néstények sterilek (Erdélyi and Szabad 1989, Venkei
and Szabad 2005). Megfigyeltiik, hogy a centroszomak egyike-masika ugyan kijut a
pete citoplazma kérgi részébe, am a megszokottnal sokkal késébb (48. dbra). A mutans
fenotipus alapjan azt feltételeztiik, hogy a Kavar’’9-kédolt mutans a4-tubulin mole-
kuldk beépiilnek a mikrotubulusokba, és mint kis buckdk vagy katyuk akadalyozzdk a
mikrotubulus-motorok haladasat, a transzportot (49. dbra). Feltételezésiinket fényesen
bizonyitottak a Gaspar Imrével folytatott, lentebb bemutatott kisérleteink (Gaspar and
Szabad 2009a and 2009b).

A Kavar’' allél szekvendlasa soran kideriilt, hogy a mutacié alapja az aTub67C
gén 1276. helyén levd G=C bazisparjanak A=T-re tortént cseréje, ami nyomdan az
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Vadtipusu ndstény Kavar?'s/+ néstény

Tubulin-GFP Hiszton-RFP

47. dbra. A Kavar’'9/+ néstények embriéiban nagy teriileteket nem népesitenek be az oszt6dé mag-
vak. Azért maradnak Uresen, mert a gyakori kromatin- és mikrotubulus-hibak miatt megsemmistilnek azok
a magvak, amelyek utddai a terlletet benépesithetnék.

ipusu

r

Vadt

Kavar?'8/+

48. abra. Centrosomin-GFP-vel kivilagitott centroszémak viselkedése vadtipust és Kavar?’9/+ nés-

tények embridiban. (Centrosomin a centroszémakat alkotd fehérjeféleségek egyike; Heuer et al. 1995.)

Normadlis korilmények kozott a centroszomdak a megtermékenyiilést kdvetd 35. percben jutnak a pete

citoplazma hatulsé kérgi részébe, ahol elkezdédik az Gsivarsejtek (¢) képzédése. Masfél dra maltan kialakul

az Bsivarsejtek csoportja, valamint a majdani testi sejtek egyetlen rétege. A Kavar’'9/+ néstények petéinek

kérgi részébe, ha egyaltalan érkezik is néhany centroszéma, akkor is csak nagy késéssel, elmulasztva annak
lehet6ségét, hogy &sivarsejtek képzédjenek.
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a4-tubulin  426. aminosavanak, egy
glutaminsavnak (E) a helyén lizin (K) van;
E426K-a4-tubulin molekuldk képzdédnek

+~— Rakomany

5o .b b b b b b b b b b (Venkei and Szabad 2005). Az E426K-
LR e e .. 0.9y a4-tubulinnal  kapcsolatos jelenségek
R et A B P P, alapjan a mikrotubulusok és a motor
molekuldk kapcsolatarél tanultunk fon-

E426K-a4-tubulin tos dolgokat.

Az E426K-a4-tubulin szerepét ugy
vizsgaltuk, hogy lipidcseppecskék utjat
kovettik nyomon muslica petekezde-
ményekben a konfokalis reflexiés mik-
roszképia médszerével (Gaspar and Sza-
bad 2009a and 2009b): alkalmas meg-

49. abra. A Kavar’'9-kédolt E426K-a4-tubulin mo-  vilagitasban a lipidcseppecskék szorjak

lekulak beépiilnek mikrotubulusokba, és megne- 4 fényt, ami a konfokalis mikroszkop

hezitik a motor molekulék haladasat. Minthogy az eqvik csatorndidban  Gsszeqviithetd
a4-tubulin a pete citoplazma a-tubulin készletének 9y ) ayy ’

mintegy 20%-a varhato, hogy az E426K-a4-tubulin Mindekdzben egy masik csatornan a
molekuldk a tubulin heterodimereknek mintegy 10%- petekezdemény egy masik, kivilagitott

aban vannak jelen. komponense - pl. a mikrotubulusok
- figyelhetd meg, sorozatfelvételek
alapjan. Megallapitottuk, hogy a minden sejtben jelen levé kinezin motor molekuldk
- mikdzben a mikrotubulusok mentén araszolnak, 726 nm/s sebességgel haladnak.
Am nem folyamatosan lépkednek, hanem le-leesnek a mikrotubulusokrél. Egy-egy
Iépéssorozat hossza dtlagosan 716 nm, és 1026 ms-ig tart (Gaspar and Szabad 2009a).
Miutan egy kinezin leesett egy mikrotubulusrél, kb. 213 ms-ig vesztegel, ami utan fel-
kapcsolodik a kozelében levé mikrotubulusok valamelyikére, és halad az el6z6, vagy
azzal ellentétes iranyba. Mi mutattuk meg, hogy a kinezin nem folyamatosan Iépe-
get a mikrotubulus mentén, hanem Iépésenként kb. 1% annak esélye, hogy a koztiik
Iévé kapcsolat megszakad, a motor leesik palyajarél. Nos, amennyiben a mikrotubulus
E426K-04-tubulint is tartalmaz, a kinezinmolekuldk a megszokottnal sokkal gyakrabban
valnak le a mikrotubulusokrdl, révidebbek a ,lépés-sorozatok”, és persze csokken a
transzport sebessége is, ami megmagyarazza a Kavar’'9 mutéciéval kapcsolatos jelen-
ségeket (Gaspar and Szabad 2009b).

Medgfigyeléseink azt mutatjak, hogy az a4-tubulin 426. helyén levé glutaminsavnak
abban van fontos szerepe, hogy lépegetésiik sordn a kinezinek a mikrotubulusokhoz
kapcsolédva maradnak. (Zaréjelben emlékeztetjik az olvasét: az a4-tubulinban az 51.
aminosav utan egy 11 aminosavbdl allé blokk van beékel6dve. Vagyis a 426. glutaminsav
a tébbi a-tubulin-féleségben a 415. helynek felel meg; 41. dbra.) Vajon miként koéti az
a-tubulinok 415. helyén levé glutaminsav a kinezineket? A 415. glutaminsav (E415) annak
a 12. a-hélixnek a része, amely aminosavsorrendje erésen konzervalt (50. dbra). Amikor
az ADP-vel kapcsolédd kinezin a mikrotubulushoz kotédik, a negativ toltési E415 a
kinezin két pozitiv toltésl argininjanak (R346 és R350) szomszédsagaban van (51. dbra).
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A tizenkettedik a-hélix

401 40 430 ' 440 450
Ember al-tubulin KRAFVHWWGEGMEEGEFSEARE DMAALEKDYEEVGUD SVEGEGEEEGEERY

Drosophila al-tubulin KRAFVHWYVGEGNEEGEFSEARE DLAALEKDYEEVGMD SGDGEGEGA-EEY
Drosophila a4-tubulin KRA.'E‘VHWYVGEGyEE GEFT EAREN IAVLEKDIEEVG LD NAEEGGDEDFDEF

a12 420 40 450 460
Kavars”
50. abra. Az a-tubulinok 12. a-hélixe erésen konzervalt. A tobbi a-tubulintdl kissé kiilonb6z6 a4-tubulin
12. a-hélixe a tébbi a-tubulinnal 88% azonossagot, és 100% homoldgiat mutat. A Kavar’'9-kédolt mutans
E426K-a4-tubulin molekuldkban a negativ toltési glutaninsav (E) helyén pozitiv toltésd lizin (K) van.

o-tubulin -tubulin u-tubulil: B-tubulin

51. abra. Modell a 415. glutaminsav szerepérdl. (Részletes magyarazat a szovegben.)

Az E415, valamint az R346 vagy az R350 kozotti ionos kotés koti — meglehetdsen gyen-
gén — a kinezint a mikrotubulushoz. Amennyiben az E415 helyén pozitiv t6ltésd lizin
(K) van, megsz(nik a kinezin kotése, és levélik a mikrotubulusrél. Ugy tinik, hogy az
E415-nek akkor is szerepe van a mikrotubulus-kinezin kdlcsénhatasban, amikor a kinezin
ATP-vel kapcsolédik: a kinezin 343. helyén levd szerinjével (S343) hidrogénhid kotést
képez (51. abra; Gaspar and Szabad 2009b).

Az E415 és a kinezinek kolcsdnhatdsarél mondottak helyességét igazolhatja, hogy
kinezincsalad tagjainak aminosavsorrendjében erésen konzervalt mind az arginin, mind
pedig a szerin aminosavak pozicidja (52. dbra).

Lényegében tehat a Kavar® és a kavar’ mutaciokbol kiindulva a mikrotubulusok szer-
vez6désérdl és funkcidjardl, kapcsolddasukrol a kinezin motor molekulakkal tudtunk
meg kordbban ismeretlen dolgokat. Munkdnkban nemcsak oréminket leltiik, hanem
hasznunkat is: az a4-tubulinnal kapcsolatos kutatasaink eredményeibdl sziiletett Mathé
Endre (1996; 7. dbra), Venkei Zsolt (2006) és Gaspar Imre (2008) PhD-disszertacidja.
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52. abra. A kinezincsalad tagjaiban modfelett konzervaltak azok

az aminosavak, amelyek az a-tubulinok 415. aminosavaval (az

E415-el) kolcsonhatasba lépnek, és kotik a motor molekulakat a

mikrotubulusokhoz. A pozitiv toltésii argininokat (R) kék, és lizineket (K)
kék, a szerineket (S) és a treonint (T) voros betdk jeldlik.

Békdgets mikrotubulusok és sejtmag-poziciondlds

Mikozben a lipidcseppek széllitdsat tanulmanyoztuk muslica petekezdeményekben
(Ugy, hogy optikai metszetekbdl késziilt filmecskéket gyorsitva vetitettlink le), arra let-
tlnk figyelmesek, hogy a petesejtet burkolé follikularis sejtek magjai izegnek-mozognak
(Szikora et al. 2010 és 2013). Az izgést-mozgast azért vehettlik észre, mert a sejtmaghar-
tya porus komplexeket (NPC) importin-B-GFP-molekulak vilagitottak ki (53. dbra). Meg-
figyeltik, hogy az NPC-k egymashoz viszonyitott helyzete hosszu perceken at stabil,
és hogy ahany sejtmag, annyi féle az elmozduldasmintazat. A szakirodalmat attanulma-
nyozva megtudtuk, hogy bar a jelenséget el6ttiink mar oten is leirtak (tenyészet sejtek
magjaiban), dm a sejtmagmocorgas mechanizmusa és értelme is ismeretlen volt.

A sejtmagmocorgas részletes vizsgalata megmutatta, hogy a sejtmagvak elfordu-
lasanak irdnya, szoge és sebessége is valtozd (54. dbra). Az elfordulds atlagos kerileti
sebessége 1,3+0,3 pm/perc, percenként 2,9+0,2 elfordulds torténik, egy elmozdulds
11,6+5,8 fokos, és 13,8+3,7 masodpercig tart.

Vajon csak a sejtmaghdrtya mocorog, mikdzben a sejtmag tartalma egyhelyben
all? Itt nem részletezett vizsgalataink megmutattak, hogy az egész sejtmag mocorog,
s6t vele egytitt az endoplazmatikus retikulumnak (ER) a sejtmaghartyaval szomszédos
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53. abra. A sejtmaghartya egy-egy pontja helyének valtozasa hat perc alatt, hat muslica follikularis

sejt magjanak esetében. A baloldali kép egy olyan sejtmagot mutat, amely sejtmaghartya pérus komplexeit

importin-3-GFP vildgitotta ki. A kép hat olyan optikai metszet 6sszevonasaval késziilt, amelyek egyditt atérik a

sejtmagot. A hat tovabbi kép mindegyike tiz felvétel szuperponaldsaval késziilt. A tiz felvétel mindegyike hat, a

sejtmagot ,atolel6” optikai metszet 6sszevondsa nyoman allt 0ssze. A hat felvétel elkészitése 6,4 masodpercet

vett igénybe. A kiszemelt NPC vandorlasdnak kezdeti 1épései zolden, a kdvetkezbk sargan, az utolsék pedig
vordsen tlnnek eld.
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54, abra. A sejtmagmocorgas paraméterei. Az X, és az Y tengelyre vetitett elmozdulasok vildgosan mutat-

jak, hogy a kis elmozdulasok hirtelen torténnek (< és 1). A sejtmagot bemutato kép 81 olyan kép Gsszevona-

sabdl késziilt, amelyek mindegyike hat, a sejtmagot ,4toleld” optikai metszetbdl allt 6ssze. Az dbra jobboldala
a kerdlileti sebesség valtozasat mutatja harom sejtmag esetében az id6 fliggvényében.

része is. (Koztudott, hogy az ER nem mds, mint a sejtmaghartya kiilsé részének beti-
remkedése a citoplazmaba.) Valéjdban az ER lengéscsillapitéként szerepel a sejtmag
mocorgasa folyaman (Szikora et al. 2013).

A kovetkezé kérdés az volt, hogy mi mozgatja a sejtmagot a follikularis sejtekben. Itt
nem részletezett kisérleteink vildgosan bizonyitottak, hogy a névekvé mikrotubulusok
felel6sek a jelenségért: taxol (ami stabilizalja a mikrotubulusokat) vagy kolhicin (@mi
hataséra lebomlanak a mikrotubulusok) kezelés nyoman megszlnt a sejtmagvak
mocorgasa (Szikora et al. 2013). Kézenfekvd volt a kdvetkezé 1épés: egyszerre vilagit-
suk ki az NPC-ket és a mikrotubulusokat. Az elgondolds toébb okbdl is kivalonak bizo-
nyult. Meglattuk és lefilmeztiik, amint a mikrotubulusok a sejtmaghartyaba (tkoznek,
és meggorbiilnek. A gorbilés biztos jele annak, hogy a mikrotubulusok erét fejtenek
ki a sejtmaghartyara (55. dbra). A felvételek alapjan ugy tlinik, hogy a mikrotubulusok
az NPC-kkel kapcsolédnak, mikdzben egy kicsit elforditjak a sejtmagot. A megfigyelés
nem véletlen: elséként mutattuk meg, hogy a mikrotubulusok kapcsolédnak az NPC-ket
alkoté nukleoporin fehérjék némelyikével (Tiridn et al. 2003). A mikrotubulusok hosszé-
nak és rugalmassagi allandéjuk ismeretében az F =n’El/L? képlet alapjan kiszamolhat6
az az eré, amelyet a mikrotubulusok a sejtmaghartyara kifejtenek. (Itt El az un. rugal-
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Optikai metszet

Osszevont optikai
metszetek

55. abra. A mikrotbulusok bokogetik a sejtmaghartyat. Az NPC-ket
és a mikrotubulusokat GFP-vel kivilagitva tettlk lathatova, és filmeztik
Oket é16 muslica petekezdemények follikularis sejtjeiben. (A kiboncolt pe-
tecsoveket halokarbon olajjal fedtiik le kevés tapoldatban. A halokarbon
olajban lélegzenek a petekezdemények, nem szaradnak ki. Orakon &t
életben maradnak.) A mikrotubulusok némelyike a sejtmaghartyanak
utkozik és elgorbil (), erét fejt ki. Ugy tinik, hogy a mikrotubulusok
az NPC-knél fesziilnek neki a sejtmaghartyanak (). A szaggatott vonal
a sejthartya helyét jel6li, azt a helyet, ahonnan mikrotubulusok névek-
szenek a sejt belseje, a sejtmag felé.

massagi tényezd, amely értéke a mikrotubulusok esetében — mds-mas szerzék szerint
— 4 és 40x1072* Nm?, L a mikrotubulusok hossza, ami 2,5 és 6,5 um kozott valtozik.)
Méréseink és szamitdsaink alapjan arra derilt fény, hogy a novekvd, a sejtmaghar-
tyaba Utkozo, elgorbiilé mikrotubulusok 5-40 pikonewton erét fejtenek ki a sejtmag-
vakra. Amikor erékifejtésiik hatarara érnek hirtelen lebomlanak, abbamarad a sejtmag
elfordulasa (Szikora et al. 2013). A sejtmag mocorgdsat |ényegében azok a novekvd
mikrotubulusok okozzdk, amelyek nekilitkdznek a sejtmagnak, novekedésiik kdzben
erét fejtenek ki, mialtal egy kicsit elforditjak a sejtmagokat. A kérdés immaron az, hogy
mi a jelenség értelme?

Mikézben azt tanulmanyoztuk, hogy miként bokodik a mikrotubulusok a sejtma-
got, azt vettlik észre, hogy a sejtmagvak a follikularis sejtek apikalis végébdl a bazélis
felszin kozelébe jutnak (56. dbra). Mindekézben a nagyjabol 60 um? térfogatu sejtek
380 um3-esre ndvekszenek, sejtmagjaik 5 um-t hagynak maguk mégétt egyetlen nap
alatt (Szikora et al. 2013). Miutén elérik rendeltetési helyiiket, aktin mikrofilamentumok
panyvazzak ki 6ket, a sejtek pedig hamarosan elkezdik a peteburkok készitését. Bar a
kipanyvazott sejtmagokat a mikrotubulusok tovabb bokdodik, azok nem mozdulnak.
Ha megakadalyozzuk az aktin mikrofilamentumok képz&dését, a sejtmagvak a bazalis
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56. abra. A petekezdemények, a follikularis sejtek novekedése soran a sejtmagvak a sejtek apikalis
végébol a bazalis kozelébe jutnak.

felszinig sodrédnak (Szikora et al. 2013). Lehet, hogy a sejtmagvak helyilikre bokogetése
a folyamat [ényege? A kérdést eldontendé taxollal megakadalyoztuk a mikrotubulusok
ndvekedését, azt, hogy bokdgessék a sejtmagokat. Es valdban, taxol jelenlétében bar
névekedtek a follikularis sejtek, magjaik az eredeti helyiikdn maradtak. Ertheté, hogy
taxol jelenlétében a follikularis sejtek funkcidja 6sszezavarodott, a petekezdeményekbdl
nem képzédtek peték (Szikora et al. 2013). Vagyis annak célja, hogy a mikrotubulusok
a sejtmagokat bokodgetik nem mas, mint az, hogy a sejtmagvak a megfelelé helyre
jussanak. Lényegében a sejtmagvak pozicionalasanak egy korabban ismeretlen médjat
fedeztiik fel (Szikora et al. 2013).

Id6kozben kiderllt, hogy a jelenség, hogy ti. a mikrotubulusok ,masszirozzak” a sejt-
magokat nem szokatlan jelenség. Vannak, akik ugy vélik, hogy szerepe van a kromatin
szervez8désében, a génexpresszid szabalyozasaban (Gerlitz et al. 2013).

Munkdank eredményeként a sejtmagpozicionalds Uj modelljét alkottuk meg (57. dbra).
(A korabban ismert modellekrél Szikora et al. 2010 munkdja ad attekintést.) A follikuldris

57. abra. A sejtmag-pozicionalas uj modellje. A névekvo follikularis sejtek magjat a mikrotubulusok boko-
dik a helyukre. Miutan rendeltetési helylkre keriltek, aktin mikrofilamentumok rogzitik a sejtmagot
(Szikora et al. 2013).

sejtek kérgi részébdl ndvekvé mikrotubulusok mikdzben a sejtmagot bokdgetik, a helyére
taszigaljak. Az oldalrél a sejtbe bendvé mikrotubulusok a sejtmagot a sejt kdzépvonala-
ban tartjak, az apikalis vég fel6l névekvék a bazalis felszin felé, a bazalis felszin kdzelébdl
novekvék az apikalis felé |16kogetik a sejtmagot. Minthogy az el6bbibdl 2,3-szor annyi van,
mint az utdbbibdl, érhetd, hogy a sejtmag az apikdlisbol a bazalis felé halad (Szikora et
al. 2013).

A Kavar® mutaciokbdl kiindulva a tubulinok, a mikrotubulusok szervez6désérdl,
funkciéjardl tanultunk Uj és érdekes dolgokat. Munkénk eredményeként sziletett
meg Mathé Endre, Venkei Zsolt, Gaspar Imre és Szikora Szilard és PhD-disszertacioja
(58. dbra). Ma mind a négyen sikeres kutatok.
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58. abra. Egykori doktorandusz hallgatok, akik a mikrotubulusokkal kapcsolatos kuta-
tasok eredményeként érdemelték ki a PhD-fokozatot.

A Horka/lodestar torténet

Fs(3)HorkaP (HorkaP) a harmadik kromoszémahoz kapcsoltan 6roklédé dominans nés-
tény-steril mutaciok egyike (Erdélyi and Szabad 1989). A Horka®/+ néstények emb-
rioi roppant koran elpusztulnak. Bennik kromoszémak, mikrotubulusok és két-két
lednycentroszéma kavalkadja latszik (59. dbra; Szalontai et al. 2009). Bar a mutans
fenotipus érdekesnek tiint, elhatarozasunkat, hogy ti. megismerjiik a HorkaP-vel azo-
nositott ép gén molekularis funkciojat, a véletlen sziilte. Egy alkalommal gyorsan, és sok
HorkaP/+ néstényre volt sziikkségem. Mivel éppen béven voltak y v f mal/y v f mal sz(z
néstényeim, X/Y; HorkaP/+ himekkel kereszteztem &ket. (Zardjelben harom megjegyzés
kivankozik ide. 1. A genetikai hattérbél fakadé esetleges bonyodalmakat elkeriilendé az
Fs mutaciokat hordozé néstényeket nem a masodik tablazatban bemutatott torzsekbdl
gyujtjuk, hanem genetikai keresztezések utddai kozil. 2. A y v f mal torzset, amelyben
az X kromoszéma négy recessziv marker-mutacioét hordoz, elészeretettel hasznaltuk
kisérleteinkben; lasd pl. Wieschaus and Szabad 1979, Szabad et al. 1979; Cumberledge
et al. 1992; Szabad and No6thiger 1992. A genetikai szimbdélumok jelentése a kdvetkezé:
y sarga test, v rikitod piros szemek, f villas szérzet, mal barna szem és az aldehid-oxizaz

Vadtipusu HorkaP/+ horka™"/—

59. abra. A HorkaP/+ néstények petéiben kromoszémak, mikrotubulusok és

centroszémak sszevisszasaga latszik. A horka™!'/- néstények petéiben felt(inéen abnor-

malisak a magorsdk, és rendellenes a kromoszémak elhelyezkedése. A képeken a DNS kék, a

mikrotubulusok zold, a centroszomék vords szinben latszanak. (Itt ,-" egy olyan deficiencia
jele, amely eltavolitja az ép gént.)
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enzim hidnya. 3. Az X kro-
moszéma hordozta a négy
marker-mutdcié vadtipusu
alléljat.) Mikozben az uto-
dok kézil az XX; HorkaP/+
ndstényeket  gyujtdttem,
alig hittem a szememnek: az
XX utédok tobb mint 20%-a
gynander volt, XX//X0, n6s-
tény//him mozaik (60. dbra;
0 az X kromoszéma hianyat
jeloli; Szabad et al. 1995).

A gynandereket korabbi ) . I N .
L. R 60. abra. Egy muslica gynander, valamint egy haplo-4 mozaik.
munkainkbol jol ismertem g 5 gynander (xX/X0, néstény//him mozaik) bal oldala XX nés-
(Kiss et al. 1996; Szabad et  tény, és nem mutatja a recessziv marker mutacik fenotipusat, ad-
al. 1979; Szabad and Fajszi dig a jobb oldala X0 him, és mutatja a recessziv marker mutaciok
1982, Szabad and Néthiger fenotipusat (y sdrga kutikula, w fehér szem). A gynander X0 oldalan a
1992' Villdnyi et al. 2008a) szarny, a himekre jellemzéen rovid. A haplo-4 mozaik jobb oldalén a

. o sz6rok vékonyabbak, és rovidebbek, mint a baloldalon
Ugy képzédtek, hogy az (Szabad et al. 1995).

X/Y; HorkaP/+ himekben

a spermatogenezis folyaman instabilld vélt az X kromoszéma, amely aztan az utéd
embriok egyik-masik sejtmagjabdl elveszett. Az X kromoszéma vesztése nyoman kép-
z8dtek az XX//X0 mozaikok (Szabad et al. 1995). A gynanderek képz6dése azt mutatja,
hogy HorkaP instabilla teszti az X kromoszémat (és mint kider(lt — az Y kivételével - a
tobbit is; Szabad et al. 1995). A kromoszémainstabilitast az is mutatja, hogy Horka® a
spermatogenezis sordn nagy gyakorisaggal okoz nondiszjunkciét: olyan spermiumok
képzddését, amelyekben a megszokottnal tobb vagy kevesebb kromoszéma van (Sza-
bad et al. 1995). A HorkaP-vel kapcsolatos jelenségek azt jelzik, hogy a HorkaP-vel azo-
nositott ép génnek a kromoszémak stabilitdsanak megdérzésében lehet szerepe, egy
olyan folyamatban, amely megértéséhez segithet az ép gén molekularis funkciojanak
megismerése.

HorkaP a lodestar gént azonositja

A HorkaP-bél kiindulva akkor ismerheté meg az ép gén molekuldris funkciéja, ha Horka®
funkcionyeréses tipusu, és dominans negativ természet( (1. tablazat). HorkaP termé-
szetét eldéntendd elészor HorkaP/+ néstények petéjébdl szarmazéd kevéske citoplaz-
mat injektaltunk olyan embridkba, amelyekben a mikrotubulusok zélden, a kromoszé-
mak vorosen voltak kivildgitva. A citoplazma injekcid nyoman abnormalis magorsok,
kromatinhidak és szabad centroszémak képzédtek, az un. mitotikus katasztrofa jelensé-
gének jol ismert bélyegei (61. dbra; Szalontai et al. 2009). A mitotikus katasztrofa és a kro-
moszéma/genom stabilitas kapcsolata jol ismert (Vakifahmetoglu et al. 2008, Vitale at al.
2011), és munkank folytatasara dsztokélt benniinket. Azt, hogy HorkaP® dominans termé-
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szeti-e, a mar kordbban
bemutatott médon don-
tottik el: olyan HorkaP/+
ndéstényeket készitettlink,
amelyek a két kromoszo-
magarnitdra mellett a har-
madik kromoszéma jobb
karjanak egy-egy szaka-
szat is hordoztak. Azoktol
a HorkaP/+ néstényektdl,
amelyek a 84-85. citol6-
giai régid extra kopidjat
hordoztdk, néhany utéd
szarmazott. Vagyis Horka®
dominans negativ ter-
mészet( (Szalontai et al.
2009), érdemes belevagni
a kovetkezd l1épésbe, a gén
klénozasaba.

A molekularis funk-

61. abra. Horka®/+ néstények petéibél szarmazé citoplazma ha-
ciot megismerendd, elé- tasa vadtipusu embridkra. A citoplazma injekci6 nyoman abnor-
sz8r HorkaP-bdl masodik malis magorsoék (egyikiik bekarikazva), kromatinhidak (—), és szabad
p  centroszomak (szaggatott vonallal bekeritve) képzédnek. Az embridk-

ban a mikrotubulusok zélden, a kromoszémak vérésen voltak kivila-
revertans (recessziv, funk- gitva.

ciovesztéses) allélokat

mutagenezis soran horka

készitettiink. A mutagenezist P-elemmel, a muslica egyik transzpozonjaval végez-
tiik (Szalontai et al. 2009). Miutdn a P-elemmel indukalt, un. horka™ allélokat olyan
deficiencidkkal kombindltuk, amelyekbdl a 84-85. citoldgiai régid egyes szakaszai hia-
nyoznak, kideriilt, hogy a keresett gén a 84E1-84E8 szakaszban van: a horka"/- nés-
tények sterilek, petéikben abnormalisak az osztédasok (59. abra). A kdvetkezé [épés
komplementaciés analizis volt: a horka™ allélokat a 84E1-84E8 szakaszban levé gének
mutans alléljaival kombinaltuk. Nos, minthogy a horka'® allélok nem komplementaljak a
lodestar gén muténs alléljait, nyilvanvald, hogy HorkaP és a horka'” allélok a lodestar (Ids)
gént azonositjak (Szalontai et al. 2009). Azt, hogy HorkaP és a horka™ allélok valéban
az Ids gént azonositjak, ugy is bizonyitottuk, hogy olyan horka™/- néstényeket készi-
tettlink, amelyek egy lodestar* transzgént is hordoztak. Az ilyen néstények tokéletesen
fertilisek (Szalontai et al. 2009).

A lodestar génrél kordbban mar megjelent egy dolgozat, amelyben leirtdk, hogy az
Ids/lds n6stények sterilek: embridik elpusztulnak, mert sok benntik az elkall6d6 kromo-
széma (Girdham and Glover 1991). Am a lodestar gén molekularis funkciéja ismeretlen
maradt. Az azonban vildgos volt, hogy a lodestar gén a helikaz-szer( népes csalad egyik
tagja (Flaus et al. 2006). A helikdz-szer( fehérjék olyan folyamatok résztvevéi, mint a
transzkripcié szabdlyozasa, a DNS-hibdk javitgatasa, a rekombinacio, vagy a kromatin
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62. abra. Helikaz-szerii fehérjék. A: a helikaz-szer(i fehérjékben nukleotid-trifoszfat-koté (I, la, Il
stb.), valamint jellegzetes, erésen konzervalt funkcioju (E, F, A stb.) motivumok vannak. Horka® a
megjeldlt helyen bekovetkezett egyetlen bazispar-csere mutécié kovetkezménye. B: a Rad54 - egy
helikdz-szer(i fehérje — térbeli szerkezete. A masodik ujjacskat a 17. és a 18. a-hélixek és az Sket
0sszekotd szakasz alkotja. C: a masodik ujjacska a DNS nagy arkaba fekszik, és mikézben ATP-bél
szarmazo energiaval motorként halad, fehérje molekulakat ,hant le” a DNS-rél (Thoma et al. 2005).

szerkezetének alakitasa. A helikdz-szer(i fehérjék szervez6dése modfelett hasonlé: evo-
luciésan jol megdrzott nukleotid-trifoszfat-kots, valamint jellegzetes funkciét betoltd
motivumok vannak benniik (62. dbra). A kérdés tovabbra is az volt, hogy mi a lodestar
gén molekularis funkcidja?

A lodestar gén molekularis funkcidjat megismerendé, a gént az un. inverz PCR tech-
nikéval klénoztuk (63. dbra). Miutan megklénoztuk a lodestar gént, lehetéségiink nyilt
molekularis funkcidja megismerésére. EI6bb azonban tekintsiik at, hogy mit tanultunk
HorkaP-rél. A HorkaP allél szekvenalasa utan arra deriilt fény, hogy az EMS-mutagenezis
(8. abra) kovetkezményeként a lodestar gén 2424 G=C bazisparja A=T-re cserélédott.
A csere kovetkezményeként az LDS fehérje 777. aminosava — egy alanin - helyére
treonin keriilt. Vagyis a HorkaP-vel kapcsolatos furcsasagok egyetlen bazispar, és egyet-
len aminosavcsere kdvetkezményei, az A777T-LDS fehérjemolekulakkal kapcsolatosak
(Szalontai et al. 2009).

A Rad54- és a lodestar-kodolt fehérjék 6sszehasonlitdsa alapjan valészinGsithetd a
A777T-LDS fehérjével kapcsolatos rendellenességek oka is: az alanin — treonin amino-
sav csere nyoman az A777T-LDS molekuldkban két aminosavval meghosszabbodott
az az a-hélix rész, amellyel a DNS nagy arkdba fekszenek. Az A777T-LDS molekuldk
mintegy ,ragadossd” véltak, csak nehezen valnak le a kromatinrdl (64. dbra; Szalontai
et al. 2009).
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Azt, hogy az A777T-LDS
fehérjemolekulak valéban raga-
désak, ugy bizonyitottuk, hogy
kétféle néstényt készitettiink.
Az egyik tipus néstényei olyan
transzgént hordoztak, amely
LDS-RFP molekuldk képzédését
kédolta. A masikban a transz-
gén A777T-LDS-RFP képzddését
kodolta (65. dbra; Gaspar et al.
kézirat). (A TGPSFFP transzgént
hordoz6 horka™™/— néstények fer-
tilisek, jelezve, hogy a transzgén
altal kodot LDS-RFP molekulak
funkcidképesek. A TG"777T-LDS-RFP
transzgént hordozé néstények —
akik a transzgén mellett két ép
lodestar* gént is hordoznak -
joszerivel sterilek, jelezve, hogy
az A777T-LDS-RFP molekulak

P-elem
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|
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|PCR

— Szekvenalas

63. dbra. Az inverz-PCR technika elvi alapjai. P-elemet tar-
talmazé DNS-t (amit horka™/- muslicdkbol izolaltunk) restrikci-
6s enzimmel (S) emésztettiink. A képz6dé DNS-fragmenteket
gydrdkké ligdltuk. A P-elem szekvencia alapjan primereket ter-
veztlink, amelyekrél — szemben a hagyomanyos PCR elrende-
zéssel — forditva, ,kifelé” indult a DNS-szintézis. A képzddott
PCR-termék a P-elemmel szomszédos gén része, beléle kiindul-
va megklénozhaté a P-elemet tartalmazd gén, esetiinkben a
lodestar (Szalontai et al. 2009).

kifejtik aldatlan hatdsukat.) A kétféle néstény petéiben ugy kovettik konfokélis mikro-
szkoppal az embriogenezist, hogy figyelmiinket a vorosen fluoreszkalé LDS-RFP, illetve
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64. abra. A Rad54, az LDS és az A777T-LDS fehérjék szekvenciarészeinek 6sszehason-

litasa. Mindharom fehérje féleségben konnyen felismerheték a B, a J és a C motivumok,

valamint az a két pozitiv toltésd lizin (K*K*) is, amelyekkel a fehérjemolekuldk a DNS-hez

kotédnek. Egy szoftver alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy az alanin — treonin csere nyoman

megndtt annak esélye, hogy a csere szomszédsagaban levs, 11 aminosavbdl allé a-hélix
immaron 13-bdl all (Szalontai et al. 2009).
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az A777T-LDS-RFP molekuldkra forditottuk (65. dbra). Munkdnk eredménye két fontos
megallapitdsban 6sszegezhetd. 1. Az LDS-RFP molekuldk a metafazisban kivilagitjak a
kromoszomakat, majd a mitodzis elérehaladtaval levalnak réluk. A korai interfazisban mar
nem a sejtmagban, hanem a citoplazmaban vannak (65. abra). A LDS molekuldk visel-
kedésébdl kovetkezik, hogy a mitdzisban, annak is a kezdeti szakaszaban lehet fontos
szerepulk. 2. Az A777T-LDS-RFP molekuldk jelenlétében a kromoszémak elrendez6dése
mar a metafazisban is rendellenes, a mitdzis elérehaladtaval pedig kromatin-hidak ala-
kulnak ki, és maradnak fenn az interfazisban is (65. dbra). Vélekedésiink szerint azért,
mert a ragadds A777T-LDS-RFP molekuldk a kromatinhoz tapadva maradnak. A kérdés
megvalaszolasan, hogy ti. az A777T-LDS molekulak altaldban a kromatinhoz vagy annak
kitlintetett szakaszaihoz tapadnak, 2015 végén is dolgoztunk. Es vajon mi az ép LDS
fehérje funkcioja?

Anafazis Telofazis Korai interfazis

Metafazis

TGEDSREP pGstény

FREF néstény

AT

65. abra. Az A777T-LDS molekulak ragaddsak. Kromatinhidak képzédését («) eredményezik.
(Részletes magyarézat a szovegben.)

LDS fehérje, a kohezin komplexek és a metafdzisu kromoszémdk

Minthogy az LDS fehérjemolekuldk a metafazisu kromoszémakra telepszenek, feltéte-
leztiik, hogy valamely olyan fehérjemolekula-féleséggel lehetnek kapcsolatban, amely
szintén része a metafazisu kromoszémaknak, és szerepe lehet a kromoszémak stabili-
tasdban. Vélasztasunk a kohezin komplexre, illetve annak egyik komponensére esett,
az SMC1 (Structural maintenance of chromosomes 1) fehérjére (Jeppsson et al. 2014).
A kohezin komplexek egészen addig tartjak egyttt a lednykromatidakat, ameddig az
un. orso-0sszeszerelddést ellenérzé kontrollmechanizmus (angolul: spindle assembly
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checkpoint, réviden SAC) mindent rendben taldl (66. dbra). Olyan transzgént készitettuk,
amely SMC1-GFP molekuldk képz6dését kddolja, és kivilagitja a kohezin komplexeket.
Ezutan olyan muslica néstények embridit vizsgaltuk, amelyekben a kromatin vorosen,
a kohezin komplexek zolden voltak kivilagitva, és vizsgaltuk a jeleket a mitézis folya-

o E— ~/CCde20
BubR 1/BubR3 L APC/C |

Kinetochor Securin-

mikrotubulus _ Separase _’_|_-_“ Cdkl1

He—

s

— A —

Kohezin

Kinetochor
Prometafazis Metafazis Anafazis Telofazis
66. abra. Az orso-dsszeszerelodést ellendrzé kontrollpont. A lednykromatidékat a
kohezin komplexek kapcsoljak 6ssze. Amennyiben a Mad és a BubR fehérjék rendben ta-
laljak a metafazisi kromoszomak és a kinetochor mikrotubulusok kapcsolatat, a kohezin

komplexeket a szepardz enzim elbontja, ami utan folytatédhat a mitozis (Peters 2006
nyoman; Soés és Szabad 2012).

man konfokalis mikroszkopban készitett optikai metszetek alapjan. Kétfajta néstényt
készitettlink: vadtipusuakat, amelyek petéiben van LDS fehérje, és SMCT is, valamint
horka™®/— néstényeket, amelyek petéibél hianyzik az LDS fehérje, 4m van benne SMCI.
Amint varhatd, a vadtipusu néstények embridiban az SMC1 fehérjék kivilagitottak a
metafazisu kromoszémakat, am az anafazis kezdetére levaltak a kromoszémakrol (67.
dbra). Bar a horka/— néstények embridiban ugyanigy vannak SMC1-GFP molekuldk,
mint a vadtipustakéban, azok — LDS fehérje hidnydban - nem telepszenek a kromo-
szomakra (67. dbra). Vagyis: az LDS fehérje ahhoz sziikséges, hogy a kohezin komp-
lexek részévé véljanak az osztédasra késziilé6 kromoszémaknak (Gaspar et al. kézirat).
LDS fehérje hidnydban a kohezin komplexek nem valnak a metafazisu kromoszoémak
részeivé, nem tudjak egyditt tartani a lednykromatidakat. Ertheté tehat, hogy a horka™/—
néstények embridiban gyakoriak a rendellenes osztédasok, és olyan sejtmagvak kép-
z8dnek, amelyek a megszokottnal tobb vagy kevesebb kromoszémat hordoznak. A sok
abnormalis sejtmag miatt az embriok elpusztulnak, a horka™/— néstények sterilek.

A HorkaP mutaciébdl kiindulva a kromoszémastabilitas 6rzéinek egyik fontos részt-
vevoéjét, a LODESTAR fehérjét, és annak funkciojat ismertiik meg. Megtudtuk, hogy az
1061 aminosavbol all6 LDS fehérje 777. aminosavanak alanin — treonin cseréje nyoman
ragados A777T-LDS fehérjemolekuldk képzddnek. A ragaddssidg vezet a kromoszomak
instabilitdsahoz, abnormalis szétvaldsahoz az osztédasok soran (Szabad et al. 1995, Sza-
lontai et al. 2009, Gaspar et al. kézirat). Az LDS fehérjemolekuldk hidnyaban viszont
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67. abra. Az LDS fehérje ahhoz sziikséges, hogy a kohezin komplexek a metafazisu kro-
moszémakra telepedjenek. A kohezin komplexeket egyik alkotdjuk, a GFP-vel zlden kivila-
gitott SMC1-GFP molekulak teszik lathatéva. A kromoszémak az RFP-vel vorosen kivilagitott
egyik hiszton féleség nyoman vorésen fluoreszkalnak. A vadtipust néstények embridiban,
az LDS fehérje jelenétében a kohezin komplexek a metafazisi kromoszémakra telepszenek,
amit nem csak az er6s SMC1-GFP jel mutat (<), hanem a kromoszémdk narancssarga szine
is. A horka™/— néstények embridiban bar jelen vannak a kohezin komplexek, az LDS fehérje
hidnydban nem telepszenek fel az abnormalisan elrendezédétt, vords szinben fluoreszkald
kromoszémakra.

horka™!/—

felborul az a kontroll-
mechanizmus, amely a
kromoszomak stabilitasat
biztositja. Azt, hogy az
LDS fehérje jelenléte valo-
ban sziikséges a kromo-
szomak stabilitdsdhoz, a
kovetkez6 fejezet is bizo-
nyitja. A Horka-kutatdsok
eredményeibdl sziiletett
Szalontai Tamas doktori
disszertacidja 2008-ban.
A Horka téman Szalontai
Tamassal, Gaspar Imrével
és Szikora Szilarddal volt/

68. abra. Gaspar Imre, Szalontai Tamas és Szikora Szilard 2015 van szerencsem d0|gozn'
decemberében. (68. dbra).
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Mutagének és muslica mozaikok

Kutatdmunkank soran lépten-nyomon hasznot huztunk a genetikai mozaikokbdl. Egyik
kisérletsorozatban pl. azt tanulmanyoztuk, hogy miként valtozik a sejtek fejlédési poten-
cidlja a muslica szarnykezdeményekben a regeneracié folyaman. VéletlenszerGen jeldl-
tink meg genetikailag sejteket — rontgensugarzassal indukalt mitotikus rekombinacié
soran —, és kovettik nyomon utédsejtjeik sorsat a regeneracié folyaman. Megtudtuk,
hogy regeneracié kezdetén a sejtek fejlédési potencialja el6bb mintegy ,visszaesik” az
embrionalis sejteket jellemzére, hogy aztan a regeneracié elérehaladtaval ugyanazokat
a dontéseket hozzak meg, mint a normalis fejlédés soran (Szabad et al. 1979b). Egy masik
munkankban azt tanulmanyoztuk, hogy miként alakul a muslica azon szarnykezdemény
sejtjeinek sorsa, amelyek mitotikus rekombinacié nyoman homozigétava valnak az un.
discless (dl) mutaciok valamelyikére (69. dbra; Szabad and Bryant 1982). (A dl mutaciok
barmelyikére homozigéta muslica larvdkban nem képz&dnek imagdkorongok.) Olyan
muslica larvakban indukaltunk rontgensugdrzassal mitotikus rekombindaciot, amelyek
heterozigdtak voltak valamelyik dl mutéciéra, és egyuttal két marker-mutéciéra is (69.
abra). Mitotikus rekombinacié nyoman két lednysejt képzddik: az egyik a dl mutaciora
és az egyik marker-mutaciéra, a masik ledanysejt pedig a masik marker-mutaciéra valt
homozigétava. Amennyiben nincs sziikség az ép dI* gén funkcidjara, a genetikailag
megjeldlt lednysejtek leszarmazottai egy-egy, nagyjabdl azonos méretl mozaik foltot —
un. ikerfoltot — képeznek a kifejlett szarnyon (69. dbra). Ha viszont sziikség van az ép dI*
gén funkcidjara, a dl/dl sejtek elpusztulnak, vagy sorsuk abnormalisan alakul, mikdzben
a maganyos tars-mozaikfolt fejlédése normdlis. Nos, amint megmutattuk, a dl/dl sejtek
nem pusztulnak el, &m minthogy képzédésiik utan csak kétszer-haromszor osztédnak,
minddssze néhany utodsejtjiik szarmazik, amelyek az ikerfoltokban kis partnerfoltot
képeznek (Szabad and Bryant 1982). Vagyis a dl mutdaciok olyan géneket azonositanak,
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69. abra. Sejtek genetikai megjelolése mitotikus rekombinacioval, és mozaikfoltok képzddése.
Az mwh u/flr muslica szarnykezdemény sejtek némelyikében réntgensugdrzassal indukalt mitotikus re-
kombinacié6 nyomdn két genetikailag megjeldlt sejt képzédik. Az egyik homozigéta az u (tetszélegesen
vélasztott) mutdcioéra, valamint az mwh (multiple wing hairs) marker-mutéaciéra. A masik lednysejt a fIr (flare)
marker-mutaciéra valt homozigotava. A genetikailag megjeldlt sejtek utddsejtjeikre 6rokitik tulajdonsaga-
ikat. Az utddsejtek egyltt maradnak, és a kifejlett szarnyon mozaikfoltokat képeznek, amint az abra jobb
oldalan levé kép mutatja. Az u mutaciéra homozigdta sejtek sorsa attdl fiigg, hogy sziikség van-e az ép u*
gén funkcidjara az u/u sejtekben. (Részletes magyarazat a szévegben.) A kép jobb oldala pasztazé elekt-
ronmikroszképban késziilt, és egy muslicaszarny egy részét mutatja.
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amelyek funkcidjara a sejtosztéddsok sordn van szikség. A mitotikus rekombindcio
utan képzddd dl/dl sejtek azért képesek kétszer-haromszor osztéddni, mert 6rokolték a
di/dl* anyasejt citoplazmdjat, benne az ép dI* gén termékével (69. abra). Ameddig az
ki nem higul és/vagy le nem bomlik, a dl/dl sejtek normalisan funkcionalnak. A jelen-
ség lényegében a sejtek szintjén megnyilvanulé anyai hatds, amit a szakirodalom
perduranciaként ismer (Garcia-Bellido and Merriam 1971a; Szabad 1998). (Ritkan, am
eléfordul, hogy valamely mutaciéra homozigota sejteket a kdrnyezé heterozigéta tarsak
kisegitik; a mutaciéval kapcsolatos tulajdonsdg nem sejt-autoném.) A mutaciék moza-
ikanalizise alapjan megbecsiilheté, hogy mely sejttipusban a gének hanyad részének
funkcidjara van sziikség (Szabad 1998).

A muslica szdrnykezdemények fejlédése és a marker-mutdciok

A kifejlett muslica epidermisze
kis kezdeményekben, un. imago6-
korongokban fejlédik (70. dbra).
(Az imagodkorongok imaginalis
diszkusz néven is ismertek.) Az
imagokorongok az embrionalis
életszakaszban alakulnak ki. Az
6ket alkoto diploid sejtek mitdzisok
sorozataval szaporodnak a larva
életszakaszban. A babozédas
utan foglaljak el végsé helyiiket,
és kutikulat valasztanak ki.

A szarny-imagokorong aligha-
nem a legismertebb szervkezde-
mény (Handke et al. 2014). Bel6lik
fejlédnek ki a szarnyak, valamint a ~ 70. abra. A muslica epidermiszét alkoté sejtek a larva
tor bizonyos részei. Kezdeményei életszakaszban un. imagékorongokban fejlédnek.
az embrionalis élet soran alakul-
nak ki, egyenként 30-50 sejtbdl. A szarnykezdemény sejtek diploidok, és a larvaalla-
pot elején kezdenek el osztédni. Benniik a mitézisok kb. tizoranként kovetik egymast,
mikdzben a sejtszam exponencidlisan noévekszik (71. dbra; Bryant and Levinson 1985).
A sejtosztodasok eredményeként a sejtszam 10-11 sejtciklus sordn nagyjabol 100 6ra
alatt 50 ezerre nd (Bryant 1970, Garcia-Bellido and Merriam 1971b). Az 50 ezer sejtb6l 30
ezer alkotja a szarnylemez alsé és felsd felszinét. A babozodas kezdetén megsziinnek a
sejtosztodasok, a sejtek elfoglaljak végsé helyliket, és kutikulat valasztanak ki (71. dbra).
A szarnyak lényegében olyan kavakkal erésitett kitinlemezek, amelynek mindkét fel-
szine elhalt sejtek terméke.

A szarny-imagokorongok osztodo sejtjei idealis ,eszkdzok” arra, hogy a barmelyikiik-
ben bekovetkezd genetikai valtozast utddsejtjeikre orokitsék, amik — miutan a szarnyak
kialakulnak —, mozaikfoltot képeznek (Szabad 2009). Kiilénésen hasznos tulajdonsaga a
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71. abra. Egy muslica szarny-imagokorong fejlédése, egy szarnypreparatum, va-
lamint egy szarny képe. A szérnyat alkoté sejtek arrél a teriiletérél szarmaznak, amely
a betétképen bemutatott szarny-imagdokorong fehér szaggatott vonalon beldli része.
(Bryant and Levinson 1985 nyoman.) Egy szarnyat nagyjabol 30 ezer sejt alkot.

szarnysejteknek, hogy mindegyiklk egy-egy sz6rszalat képez, ami lehetévé teszi, hogy
- alkalmas marker-mutdcidval — akdr egyetlen szarnysejt genotipusat meghatdrozzuk.
A muslica bé szazéves genetikai multjanak egyik hozadéka a marker-mutéciok sokasaga
(Garcia-Bellido and Dapena 1974). Kézuliik is kiemelkedik az mwh (multiple wing hairs): az
mwh homozigéta sejtek mindegyikébdl 2-7 sz&rszal ered, szemben a szokdsos eggyel
(69. abra; 1asd a http://flybase.org/ forrast). A szarny-imagdékorongok ismerete, valamint
a marker-mutéciok béséges tarhaza tette lehetévé olyan tesztek kimunkalasat, amelyek-
kel nemcsak kimutathatjuk a legkulonfélébb kdrnyezeti és genetika hatasok mutéciét
okozd (mutagén) képességét, hanem meg is mérhetjiik annak erésségét. A tesztek meg-
szliletésében fontos motivacié volt az is, hogy az 1970-es években valt nyilvanvaléva,
hogy minden mutagén egyben rakkelt is (Szabad 2006a és 2006b).

A mutdciok tipusai

Mutéacion az orokité anyagban hirtelen bekdvetkezd, és 6roklé6dé véltozasokat értjuk.
Harom tipusat szokds megkillonboztetni.

1. A pontmutaciok a DNS rovid szakaszat érintik. Bazispar-cserék, néhany bazispar
kiesése vagy betolddsa nyoman jonnek létre.

2. A kromoszomatorések a DNS mindkét szalanak szakadasat jelentik. Kovetkezmé-
nyei szertedgazéak. Minthogy a mitotikus rekombinacié alapja a kromoszémak
torése, alkalmas indikéatora a bioldgiai, kémiai és fizikai hatasok kromoszématoré
képességének.
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3. Kromoszomak vesztése és/vagy ,nyerése”. Kbzismert tény, hogy az aneuploid
sejtek — amelyek kromoszédmaszama a normalis 2n diploid helyett altaldban 2n-1,
vagy 2n+1 - elpusztulnak, vagy funkciojuk tokéletlen, és gyakorta daganatok
kiindulasi gocai (So6s és Szabad 2012, Giam and Rancati 2015).

Az dltalunk kidolgozott mutagén hatds tesztelésére alkalmas eljarasok az itt emli-
tett haromféle genetikai esemény kimutatasat és erésségének mérését teszik lehetévé.
Alapjuk a muslica, annak szdrnykezdeményei, és tobbnyire az mwh marker-mutdcio.
A muslicaval gy(jtott megfigyelések minden bizonnyal az emberre is érvényesek, hiszen
a DNS, a kromoszémak, a biokémiai reakciok szintjén nincsenek Iényeges kilénbségek
az ember és a muslicak kozott (Szabad 2009).

Foltok, méretiik és a mutagén hatds er6ssége

A muslica szarnykezdeményt alkoté sejtek szama exponencialisan névekszik a larvaal-
lapot folyaman (71. dbra; Bryant 1970, Garcia-Bellido and Merriam 1971b, Bryant and
Levinson 1985). Nyilvanvalé, hogy ha a genetikai valtozas akkor kdvetkezik be, amikor
a szarny-imagoékorong még kevés sejtbél all, csak kevés, am nagyon nagy mozaikfolt
képzédik. Am ha a genetikai valtozas akkor térténik, amikor a szarny-imagoékorongot
mar nagyon sok sejt alkotja, sok, am kis folt képzédik. Minthogy az imagdkorong sej-
tek mindegyike lényegében azonos mértékben jarul hozza a szarny kifejlédéséhez, a
mozaikfolt mérete (m) alapjan meghatarozhatd, hogy hany sejtbél all egy szarnykez-
demény a genetikai esemény bekdvetkeztekor: annyibdl, ahdnyad részét a genetikailag
megjelolt sejtek a szarny 6sszes sejtjének kiteszik. Vagyis, ha egy kifejlett szarnyat C sejt
alkot (ami kb. 30 ezer), és egy ikerfoltban m sejt van, egy imdgdkorongban a mitotikus
rekombinacié bekovetkeztekor C/m sejt van. (Amennyiben a mitézist kovetden csak az
egyik leanysejt van megjeldlve, gy m-et kettdvel szorozzuk.) Ha tehat egy kisérletben
N szarnyat vizsgalunk meg, a hatdsnak kitett sejtek szama = N C/m. Lévén, hogy egy-
egy mozaikfolt egy-egy olyan sejtbél ered, amelyben mitotikus rekombinacio tortént,
és az N szdrnyon n mozaik folt képz6dott, a mozaikfoltok képzédésének gyakorisaga,
vagyis a mutagén hatds er6ssége f = n m/N C (Szabad et al. 1983, Szabad et al. 2012).
Ha a mozaikfoltok gyakorisaga szignifikdnsan meghaladja a kontroll értékét, kijelent-
hetjiik, hogy a tanulmdnyozott hatds mutagén, képes mutacidk indukcidjara. A muta-
gén hatas erésségét pedig az f= n m/N C 6sszefliggéssel mérhetjik. A teszt-rendszerek
érzékenysége akkor jo, ha sok sejtet tehetlink ki a vizsgalt hatasnak, vagyis viszonylag
,1d8s” larvakat kezellink. Olyanokat, amelyekben bar egy-egy szarny-imagdkorong mar
tobb ezer sejtbdl all, am azok még osztdédnak, genetikai megjeldltségiiket atorokithetik
utddsejtjeikre. A kezelésre legalkalmasabb életkor a pete lerakdsat, az embriogenezis
kezdetét kdvetd 96. ora korul van. llyenkor egy szarnylemez kezdeményben mar mint-
egy haromezer sejt van. Ha egy kisérletben mondjuk szaz szarnyat vizsgalunk at, a
tanulmanyozott hatasnak kitett sejtek szdma tobb, mint szazezer! Minthogy a 96. ératdl
még két-harom mitdzis van hatra, az ilyentdjt indukalt, és mwh-jeldlt mozaik foltok 2-4
sejtbdl alinak, konnyen felismerheték. A kezelt larvakbol kifejlédé muslicak szarnyaibol
preparatumot készitlink, amelyeket mozaikfoltok utan kutatva vizsgalunk (71. abra).
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Kromoszématdrések és foltos szdrnyu muslicak; a SMART teszt

Az un. SMART (somatic mutation and recombination test) médszert annak tudatdban
alkottuk meg az 1980-as évek elején, hogy (i) a mitotikus rekombinacié a kromoszéma-
torések indikatora, és hogy (ii) kivalé marker-mutaciok léteznek a mitotikus rekombina-
cié kimutatasara (Szabad et al. 1983). (A SMART név Fritz Wiirgler svajci kutatétol szar-
mazik; Graf et al. 1984.) Az eljaras lényege az, hogy mwh/mwh és fir/TM2, Ubx muslica
szlil6ket keresztezlink (72. dbra). A sziil6kt6l tobbnyire nyolc 6ran at gy(jtiink petéket,

mwh " Sr
b T -
mwh h by
| |
¥
mwh . Mitotikus rekombinacio
1 o kimutatasara
mywh ° Pontmutacio
f =' = kimutatasara
vk TAM2, Ubx

72. abra. Egy genetikai keresztezés sémaja. A keresztezés soran mwh/mwh szil6-
ket keresztezlink fIr/TM2, Ubx-ekkel. TM2, Ubx egy olyan, un. balanszer kromoszéma
jele, amely minthogy harom inverziét hordoz, |ényegében megakadélyozza a homo-
|69 kromoszomék kozotti rekombindciot. (A vékony szaggatott nyilak az inverzidk
egyik toréspontjatol a masikig futnak. Ubx egy domindns marker-mutécié jele.) Az
mwh/flr utédok szarnyai a kromoszématorések (kozelebbrél a mitotikus rekombi-
nacidk), az mwh/TM2, Ubx-eké az mwh*génben bekovetkezett pontmutacidk kimu-
tatasara szolgal.

a beldlik kifejlédé larvakat négy nap multan tessziik ki annak a hatasnak, amely kro-
moszématord képességét vizsgaljuk. Olykor csak néhany percre (mint pl. a réntgen-
vagy Y-sugarzas esetében), néhany 6rdra (mint amikor pl. etil-metanszulfonat oldatban
Lfurdsztottik” a larvakat), vagy olyan taptalajra tessziik 6ket, amelybe belekevertiik a
tanulmanyozott vegyiletet (pl. formaldehidet). Fontos, hogy a hatas in vivo természet,
vagyis a hatdéanyagok éI6 larvak él6 sejtjeiben fejtik ki hatdsukat. Lehet6ség van arra
is, hogy az un. indirekt mutagének a larvakban &talakulhatnak, és a bel6lik képz6dd
szarmazékok okozhatnak mutdcidkat. A larvakbdl kifejlédé mwh/flr utddok szarnyaibdl
preparatumot készitlink, a szarnyakat mikroszkdpban 400-szoros nagyitdassal vizsgaljuk.
Szarnyanként feljegyezziik a mozaikfoltok tipusét (iker-, mwh vagy flr maganyos folt),
szamat, méretét és helyét.

A SMART technikaval gy(jtott eredményeink egy csokrat a 3. tdbldzat foglalja ssze.
Bar kis gyakorisaggal (3,2 x 107°), mitotikus rekombinaciék mindenféle kezelés nélkiil
is torténnek a mitdzissal szaporodo sejtekben. A jelenség nem meglepé, hisz’ a sejtek
életéhez hozzatartoznak a DNS kettds szalu torései, és azok javitgatdsa. (A szakterlet
értékét Tomas Lindahl, Paul Modrich és Aziz Sancar 2015-ben kiérdemelt Nobel-dija
jelzi.) Azt gondolom, hogy a 3. tablazat adatai magukért beszélnek. Az altalunk kifej-
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lesztett SMART technika széles korben elterjedt (Marcos and Carmona 2013). 2014-ig
mintegy 300 kiilonféle hatds kromoszomatord képességét vizsgaltak meg vele (Marcos
et al. 2014). S6t, 2015-ben Lombardot és munkatarsai olyan automata megoldast tettek
kozzé, amellyel gyorsan lehet a szarny mozaikfoltjait detektalni, jellemezni. Mi elégedet-
tek vagyunk a SMART technika sikerével: 2015 végéig tobb mint szdzszor hivatkoztak
az 1983-ban megjelent (Szabad et al. 1983) dolgozatunkra.

Pontmutdcidk és foltos szdrnyu muslicdk

A 72. dbrdn bemutatott keresztezésb6l mwh/TM2 utddok is szarmaznak. Szarnyaikon
I[ényegében harom genetikai esemény nyomdn képzdédhetnek mwh mozaik foltok.
() Ha valamely szarny-imagdkorong sejtben, a TM2 kromoszoma mwh* génjében
pontmutdacié kovetkezik be (mikdzben egy Uj mwh mutans allél képzédik). (ii) Elvész,
deletadlodik az mwh* gén. (iii) Génkonverzi6 nyoman az mwh* gén helyén mwh allél
képzddik. (Zardjelben jegyzem meg, hogy a két utébbi esemény meglehetdsen ritka.)
A kromoszématorést kovetd mitotikus rekombinacié nyoman aligha képzédnek élet-
képes sejtek. Azért, mert a TM2 kromoszéma harom inverziét is hordoz (72. dbra), és
rekombinacié nyoman olyan lednysejtek képzédnek, amelyekbdl a genom nagy szaka-
szai hidnyoznak, illetve vannak jelen szamfeletti kdpiaban.

Az mwh/TM2-es muslicdk szarnyainak mozaikossagara a 4. tdblazatban mutatunk
eredményeket. Mutaciok, amint az az 1950-es évek 6ta ismert, spontan is bekdvet-
keznek. A spontan mutaciok gyakorisaga muslicaban 107°-10~% mutécié/gén/generacié
kdzott valtozik, a gén méretétdl fliggben. Az altalunk mért 1,4 x 107 érték az mwh*
— mwh mutdacidgyakorisdg szépen illik kordbbi ismereteinkbe, és mutatja az mwh/
TM2 muslicdk alkalmassagat pontmutdciok kimutatasdra, és erdsségének mérésére.
Vélekedésiinket er6sitik az etil-metanszulfonattal (EMS) kapcsolatos eredményeink
korisagat szazszorosan fokozza (4. tdbldzat). Fontos eredménynek gondoljuk, hogy a
nitrozoszdrmazékoknak is van mutagén hatdsa. Egyikiik-masikuk novényvédd szerek
bomlasterméke, vagy gyogyszerekbdl képzédik a gyomrukban nitritek jelenlétében (4.
tablazat; Surjan et al. 1985). Minthogy az mwh/flr és az mwh/TM2 larvak ugyanabbdl a
keresztezésbdl szarmaznak, és egyszerre tessziik ki 6ket a tanulmanyozott hatasnak, a
kétféle hatds 0sszehasonlithaté (Surjan et al. 1985).

Kromoszémavesztés és a foltos szdrnyu muslicdk

A legtobb magasabb rendd él6lény élete egy néi-, valamint egy himivarsejt fuziéjaval
kezdédik. Sejtjeik diploidok (2n): egy-egy anyai- és apai eredet(i kromoszémagarniturat
hordoznak. Sejtjeink (és természetesen mi is) akkor érzik jol magukat, ha bennik két
kromoszémagarnitdra van. Megsinylik, ha kromoszémat ,nyernek”, vagy plane ha veszi-
tenek. Az Un. aneuploid sejtek, amelyekben a megszokottal szemben altaldban eggyel
tobb (2n+1) vagy eggyel kevesebb (2n-1) kromoszéma van, tébbnyire elpusztulnak
(kiildnosen, ha a ,nyert” vagy elvesztett kromoszéma a nagyobbak kéziil valé). Am ha
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életben maradnak, abnormalisan funkcionélnak, és gyakorta rékos daganatok kiindulasi
gocai. Az aneuploid allapot és a daganatképz&dés kapcsolata oly szoros, hogy a kromo-
szomafelesleg és/vagy -hidny a rdkos daganatok egyik ismérve (Giam and Rancati 2015).

A kromoszéma-,nyerést” és/vagy -vesztést elkerlilendé az evolucié folyaman olyan
mechanizmusok alakultak ki, amelyek &rzik kromoszémdink stabilitdsat, illetve olyan
is, amely igyekszik kigyomlalni az olyan sejteket, amelyek genetikai allomanya eltér a
2n-t6l. A kromoszéma/genom stabilitads 6rzésének egyik fontos eleme az ,ors6-6ssze-
szerelédést ellenérzé pont” (angolul Spindle Assembly Checkpoint, SAC; 66. abra).
A SAC csak azutan engedélyezi, hogy mitdzis metafazisat kovesse az anafazis, ha min-
den rendben taldltatott (Sods és Szabad 2012). Ha a sejtosztdédas sordan mégis hiba tor-
ténne, az aneuploid sejtekre az un. mitotikus katasztréfa mechanizmus var, amely arra
hivatott, hogy (i) - a centroszémak inaktivalasa révén — megakadélyozza az aneuploid
sejtek osztodasat, és (i) arrdl is gondoskodik, hogy a széban forgé sejtek elpusztuljanak
(Soos és Szabad 2012).

A CLADS technika

Az elmult néhany évtized soran sok olyan modszert dolgoztak ki, amelyek a legktlon-
félébb hatasok pontmutaciét indukald és/vagy kromoszématoré képességének kimuta-
tasara alkalmasak. Am olyat nem, amely a genetika eszkdztaraval, soksejtl él6lényben
mutat ki kromoszémanyerést és/vagy -vesztést, és amely rutinszer(ien hasznalhato is.
Az els6t mi dolgoztuk ki, és publikaltuk 2012-ben, és neveztiik el CLADS technikanak
(chromosome loss assay in Drosophila soma; Szabad et al. 2012, Sods and Szabad 2014).

A maddszer elvi alapja a kdvetkez6 (73. dbra). Muslicaban az Y kromoszéma hianya,
vesztése nem befolyasolja a sejtek életképességét. (Az X0 muslica himek életképesek,
am sterilek. Es — amint korabban lathattuk — az XX//X0, néstény//him mozaik muslicak is
életképesek. A muslica Y kromoszéma minddssze kilenc gént hordoz. Legtobbjlik funk-
ciéja a spermiumfarok mozgatdsdhoz sziikséges.) Az Otlet a kdvetkez6: készitsiink egy

Sejtek egy muslica
szarny-imagokorongban

73. abra. Az mwh'Y kromoszéma vesztése nyoman mwh mozaikfolt képzédik.
(Részletes magyardzat a szovegben.)
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olyan mwh*Y kromoszémat, amelybe az ép mwh* gént tartalmazd transzgént ékellink
be. (Az mwh*Y kromoszdéma elkészitése két éviinkbe telt. Azért, mert az Y kromoszéma
zOmét heterokromatin alkotja, amibe nem egyszer(i transzgéneket beékelni. Kiloénle-
ges megoldasokkal tudtuk elérni célunkat; Szabad et al. 2012.) Bar az X/mwh*Y; mwh/
mwh muslica himek homozigétdk az mwh recessziv marker-mutéciora, szarnysejtjeik
mindegyike mégis csak egyetlen szérszalat képez. Azért, mert funkcional benniik az ép
mwh™ gén. Ellenben, ha elvész az mwh*Y kromoszéma, a leanysejtek egyike és annak
utédsejtjei immaron mutathatjak az mwh mutacié fenotipusat: sejtenként 2-7 sz6rszalat
képeznek (73. dbra). Ha tehat X/mwh*Y; mwh/mwh muslica larvékat teszink ki olyan
hatasnak, amely kromoszémavesztést okoz, varhato, hogy szarnyaikon a kontrollt meg-
haladé gyakorisaggal képzédnek mwh mozaik foltok. A kromoszémavesztés er6sségét a
mar ismert f=n 2m/N C 6sszefliggéssel mérhetjlik (Szabad et al. 2012). A CLADS technika
haszndlhatésagat az 5. tdblazatban 6sszefoglalt eredményeink mutatjak.

Az mwh*Y kromoszéma bar kis gyakorisaggal (1,7x107%), de el-elvész. A vesztés gya-
korisagat fokozza a Horka® mutécié kédolt A777T-LDS fehérje jelenléte, valamint az LDS
fehérje hianya is (a horka'/- sejtekben), jelezve, hogy az LDS fehérjének valdban fontos
szerepe van a kromoszémak stabilitasaban (5. tablazat; Szabad et al. 2012). A kolhicin
dramai hatdasa nem meglepd, hisz’ tudott, hogy a mikrotubulusok szétejtésével zavarja,
akadalyozza a sejtosztodasokat. Erthetd a formaldehid - a sejtalkot6 szerves moleku-
lakat keresztbekotd egyik vegyiilet — kromoszémavesztést indukalé erés hatasa is. Am
az EMS-¢é, pontmutéciok indukalasara hasznalt vegyllet kromoszdémavesztést indukald
hatasa meglepé (Szabad et al. 2012).

A CLADS technika hasznalhatésagat illusztralandé vizsgaltuk meg a benzol - egy
ismert kromoszémavesztést indukdalé vegyllet —, egy parkettalakk, valamint egy higité
hatasat az mwh'Y kromoszéma vesztésére (So6s and Szabad 2014). Ugy, hogy ismert
koncentracidban benzolt, parkettalakkot vagy higitét tartalmazé zart Iégtérben tartot-
tunk X/mwh™Y; mwh/mwh muslica larvakat. Az eredmények tobb szempontbdl is meg-
lepéek. A kontrollban az oxigénfogyas kovetkezményeként a ,szabadtérinél” nagyobb
gyakorisdggal képzédtek mwh mozaik foltok (164/108 és 259/64; 5. és 6. tdbldzat).
A magyarazat a magorso-rendszer tokéletlen funkcidjaban rejlik, ami pedig a csokkent
oxigén és ATP-elldtottsaggal kapcsolatos. A 24 6ran at minddssze 47 ng/ml-nyi benzolt
tartalmazoé légkorben tartott muslica larvakban a kontrollt szignifikdnsan meghalado
gyakorisdggal képzédtek mwh mozaikfoltok. A 175 ng/ml benzolt tartalmazé légkdrben
mar négyoranyi benzolgéz kezelés is hatasos volt (6. tablazat). Bar kis gyakorisaggal,
de a parkettalakk telitett gbéze, valamint a higitd6 géze is okoz kromoszémavesztést,
ami minden bizonnyal az aromas szénhidrogének, illetve olyan szarmazékainak tudhato
be, amelyek a szervezetben képzddnek (Sods and Szabad 2014). Eredményeink nem-
csak megerésitették a benzol kromoszémavesztést indukald hatasat, hanem felhivjik a
figyelmet arra a veszélyre, ami az aromas szénhidrogének, a kromoszémavesztés és a
daganatképzédés kozott fenndll. Tudta a kedves olvasé, hogy a dohdanyfiist modfelett
gazdag benzolban, és mas aromds szénhidrogénekben, koztiik benzpirénben?

Orok kérdés, hogy a muslica mennyire alkalmas mutagén hatas kimutatasara, illetve
hogy érvényesek-e a muslicaval gyUjtott adatok emberre is. Kdézismert, hogy azok a
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5. tablazat. Az mwh"Y kromoszémavesztése kiilonféle hatasok nyoman

. A mozaik- A mozaik-
mwh A mozaik-
. . foltok foltok
Szarny | mozaik- | foltok gya- . . g
Kezelés folt korisaga mérete indukcidjanak
9 (sejt/folt) gyakorisaga
N n n/N m f=n2m/NC
Kontroll 108 164 1,5 1,7+ 1,0 1,7 x 1074
HorkaP/+ 14 73 5,2%% 1,7+1,0 59 x107*
horka/- 24 164 6,8%* 19+1,0 8,7 x10™*
Réntgensugarzas; 1000 Rad . 3
(150 kV; 0,5 mm Al; 500 Rad/perc) 12 19 99 26 +1,5 1,7x10
Kolhicin
1 pg/ml a taptalajban, 4 63 15,8%* 28+15 29x1073
84-92 6ras koruktdl
Etil-metanszulfonat
25 mM négy 6ran at, 18 57 3,2% 22+ 14 4,6 x 107
84-92 6ras korukban
Formaldehid
0,05 M a taptalajban, 46 136 2,9%* 1,4+0,7 2,8 x 1074

84-92 6ras koruktol

Megjegyzések

- Az adatok forrasa a Szabad et al. 2012 dolgozat

- Atlag * szoras

- * és **: a kontrolltdl P<0,05, illetve P<0,01 szinten szignifikdnsan kiilonbozik.
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http://flybase.org/reports/FBal0004758.html

6. tablazat. Az mwh*Y kromoszéma vesztése benzol, egy parkettalakk és egy higito

hatasara
mwh A mozaik- A mozaik- fol- A mozaik foltok
Szarny . foltok tok mérete indukcidjanak
Kezelés mozaikiokt gyakorisaga (sejt/folt) gyakorisaga
N n n/N m f=n2m/NC
Kontroll 64 259 4,0 117 £ 0,78 32x10™*
0,005 40 188 47 1,14 +£ 0,74 36x%x10™
0,016 3 30 173 5,8 1,14 £ 0,71 4,4 %1074
0,047 :§ 30 218 7,3* 1,18 £ 0,79 57 %107
0,140 8 12 107 8,9% 1,24 + 0,85 74 x 107
0,175 18 227 12,6%* 1,22 + 0,81 10,3 x 1074
1 6ran at 38 176 4,6 1,18 £ 0,76 3,6 x 1074
0,175 2 6ran at 12 80 6,7 1,20 + 0,79 53 x 107*
4 6ran at 20 236 11,8%* 1,17 £ 0,76 9,2x 1074
o 2 6ran at 36 189 53 113 £ 0,74 4,0 x 1074
% ’_§ 6 6ran at 40 188 4,7 1,14 + 0,72 39x 107
% 5’? 12 6rén at 38 226 59 1,15 0,75 4,6 %107
= 24 6ran at 28 216 7,7% 1,22 £ 0,81 6,3x 1074
1 6ran at 38 180 4,7 1,15 £ 0,80 3,6 x 1074
S35 |26ran at 40 202 51 115+ 0,79 39x 107
% ;_I, 4 6ran at 44 310 7,0* 1,19 £ 0,76 59x 1074
8 6ran at 12 107 8,9*% 1,19 £ 0,78 71 x 107
Megjegyzések

- Az adatok forrasa a Sods and Szabad 2014 dolgozat

- Atlag * szoras

- * és **: a kontrolltdl P<0,05, illetve P<0,01 szinten szignifikdnsan kiilénbozik.

- A benzol gézének telitési koncentracidja 0,44 pg/ml, amit az a 95,1 Hgmm (25 °C) parcialis nyomasa
alapjan kiszamithato.
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mechanizmusok evoluciésan
er6sen konzervaltak, amelyek a
DNS épségének megdbrzésén
6rkodnek, és azok is, amelyek a
kromoszomak «igazsdgos» elosz-
tasara Ugyelnek a lednysejtek
kdzott. Ertheté, hogy a musli-
caval kapcsolatos eredmények
nagy valdszinlséggel érvényesek
az emberre is. Es természetesen
nemcsak a magunk, hanem a
vellink egyltt él6 fajok egész-
ségét is ovnunk kell a kilonféle
mutagén és egyben rakkelt

hatdsoktél. Egy biztos: a mus-

74. abra. Héjja Gyéngyi és So6s Istvan a mutagén hatas  |icaval és mas modellfajokkal

tesztelésére alkalmas modszerek kidolgozasaban vett
részt.

gyUjtott eredmények legaldbbis
figyelemkelt6 értékiek.
Lényegében tehat a kutata-
saink sordn felhalmozott ismereteink gyakorlati hasznositasaként olyan moédszereket
dolgoztunk ki, amelyek gyakorlati haszna nyilvanvalé. A SMART és a CLADS modsze-
rek kidolgozasaban Héjja Gyongyi és Sods Istvan volt tarsam (74. dbra). Pista a CLADS
technikaval kapcsolatos eredményei alapjan érdemelte ki a PhD-fokozatot (Sods 2013).

Kromoszdma-,nyerés” és -vesztés

Természetesen jo lenne, ha a kiilonféle tanulmanyozott hatasok esetében nemcsak kro-
moszoma vesztést, hanem a ,-nyerést” is ki lehetne mutatni. Es nemcsak az ivarsejtvo-
nalban (Szabad 1986), hanem a testi sejtekben is. A réges-régi 6hajt megvaldsitandé
dolgoztuk ki azt a moédszert, amely lIényege a kdvetkezd (75. dbra; Szabad and Wiirgler
1987). Az X kromoszémdhoz kapcsoltan 6roklédé white (w) mutacidt hordozd w/Y mus-
lica himek szeme fehér. (Valojaban szintelen.) Am a w/w'Y himek szeme téglapiros,
mert hordozzdk a w'Y kromoszémat, benne a szem festékanyagok jelenlétéért felelés
w* gént. (Az w'Y kromoszéma, amely hordozza az ép w* gént, egy X — Y transzloka-
cié nyoman képzédott.) Ha mitotikus nondiszjunkcié kovetkezik be a szemkezdemény
sejtek valamelyikében, az egyik leanysejt ,nyer” egy w'Y kromoszémat, mikozben a
masik elveszti azt. Az egyik lednysejtben két w* gén lesz, a masikban egy sem (75. dbra).
Nos, ha az X kromoszéma hordozza a zeste (z) gén funkcidvesztéses alléljat is, Ugy a
z w/wY/wtY sejt és utddsejtjei a z mutacio és a wt gén két kodpidja miatt sargak lesz-
nek (http:/flybase.org/). Ugyanakkor a w*Y kromoszomat nem tartalmazé z w/0 sejt
és utodsejtjei fehérek. Vagyis a z w/w'Y voros szemi himek szemében képz6do sarga
foltok kromoszoma ,nyerést”, a fehérek kromoszémavesztést jeleznek. Ha a kulonféle
kezelések nyoman a kontrollnal gyakrabban képzédnek sarga és/vagy fehér mozaik fol-
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Szemkezdemény
C%) sejtek
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75. abra. Mitotikus nondiszjunkcié nyoman sarga//fehér ikerfolt képzédik a z w/w*Y himek szemé-
ben. A kép illusztracid. (Magyarazat s szévegben.)

tok a z w/w'Y himek szemében, kijelenthetjiik, hogy a tanulmanyozott kezelésnek van
kromoszoémainstabilizal6 hatasa (Szabad and Wiirgler 1987). Bér az itt felvazolt modszer
nemcsak papiron, hanem a valésagban is ,mikddik”, mégsem vonult be a rutinszeriien
hasznalt tesztek népes taboraba. Két ok miatt nem. (i) Mivel a szem mozaik foltjainak
és az ocellusok hatdra nem esik egybe, a kis mozaikfoltok nem, vagy csak bizonytalanul
azonosithatok. Azért, hogy a szem mozaikfoltjai nagyra ndvekedjenek, fiatal larvékat
kell kitenni a tanulmanyozott hatdsnak. Bennuk viszont csak kevés célsejt van, ami miatt
csOkken a tesztrendszer érzékenysége. (ii) A sarga foltok olyan halvany sargak, hogy
nem konny( ket megkulonboéztetni a fehérektdl.
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Utoszo

Mint minden mdhelyé, a mienk ideje is kitelt. 2015. december 21-én meglepetés-
Osszejovetelre invitalt Erdélyi Miklds. Valéban nagy meglepetés volt: 15 olyan egykori
munkatarsunk jott el kdszonteni nyugalomba vonuldasom alkalmabdl, akik mihelytnk-
ben dolgozva érdemeltek ki tudomanyos fokozatot. A hosszu és kellemes este 6sszeg-
zése roviden igy foglalhaté 6ssze: bar sokat dolgoztunk, valéjaban jatszottunk. A fele-
ségem azzal toldotta meg a gondolatot, hogy a férje igazabdl egész életében jatszott.
Sok igazsag van véleményében. Eletem egyik nagy ajandéka, hogy olyasmivel, és olyan
tarsakkal tolthettem/tolthetem életem, amiben és akikben kedvem leltem/lelem.

76. abra. Tizen6ten a miihelyiinkben tudomanyos fokozatot kiérdemeltek koziil.
Balrdl jobbra Villanyi Zoltan, Mészaros Lidia, Gaspar Imre, Lippai Ménika, Ordég Balazs, Mihaly Jozsef,
Szikora Szilard, Tiridn Laszld, Timinszky Gyula, Belecz Istvan, Szalontai Tamas, Héjja Gyéngyi, Soos Istvan,

Erdélyi Miklos és Hoffmann Gyula.
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