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BEVEZETES

A petesejtek, peték vagy tojdsok az oogenezis termeékei.

A muslica (Drosophila melanogaster) petéi két sejttipus

Osszehangolt funkcidjdnak az eredményei. Az ivarsejtvonal
eredet( pete— és dajkasejtek foleg a peték citoplazmdjanak
szintézisében, a mezodermdlis eredetl burkold follikuldris
sejtek elsﬁsorban a peték vedo rétegeinek képzéseert felelo-
sek (1. dbra) (King, 1970; Gehring és mtsi.*, 1976; Mahowald
és Kambysellis, 1980). Az ivarsejt-vonalat alkotd sejtek az
embridk d.n. sarki sejtjeib6l szdrmaznak, melyek az embrioge-
nezis mdsodik d¢rdjdban képzodnek. Néhany osztddds utan egy
részilkk a testliregbe vandorol, ahol mezodérmélis eredetd bu-
rok veszi Oket koriil: kialakul a petefészek kezdeménye
(Bodenstein, 1950; Poulson, 1950; Gehring és mtsi., 1976). A
petefészekkezdemények mindegyikét 5-7 Gsivarsejt és nehany
tucatnyi mezodermdlis eredet( sejt alkotja (Sonnenblick,
1950). Az Gsivarsejtek a ldarvdalis élet folyamdn mitotikusan
osztédnak, szdmuk a babozéddskor 90-100-ra tehets (King,
1970; Wieschaus és Szabad, 1979).

Az adult petefészkek kialakulésa a babozddds utdn kezdo-
dik. A mezodermdlis eredetﬁ‘sejtek benének az Gsivarsejtek
kozé és azt petefészkenként 16-18 petecsore osztjdk
(1. ébra). A petecsOvek végét germdriumnak, a petevezetokhoz
csatlakozd részt pedig vitelldriumnak nevezik. A germarium-
ban alakulnak ki a petekezdemények, a vitelldriumban érnek

meg a peték: szintetizdlddnak és megfeleld helyen és forma-

*ntsi.=munkatérsai



ban helyezkednek el a petesejtek citoplazma-anyagai.

A peték differencidldddsa egy nappal a bdbok kialakuldsa
utdn kezdddik. Egy-egy germdrium cslcsi része 2-3 mitotiku-
san osztdédé, a sarki sejtekbdl leszdrmazott csirasejtet
tartalmaz (Wieschaus és Szabad, 1979). Az utddsejtek egyike

O6scsirasejt marad, a mdsik petévé differencidlddik: beldle

négy mitotikus osztddds utdn egy 16 sejtb6l 4116 sejtcsoport [/, [

képzddik. A 16 sejt egyike a petesejt, a tovdbbi 15 dajka-
sejtként a petesejt "feltoltésében" jatszik szerepet. A pete-
€s a dajkasejteket gydricsatorndk kotik dssze. Ardajkasejtek
poliploidok. Bennik erds mRNS es fehérje szintézis folyik.
(A petesejt genomja csaknem teljesen inaktiv.) A dajkasejtek
citoplazmdja a gylrlicsatornakon at a petesejtébe omlik.

A 16 sejtet a germdrium csicsi régiéjdban kb. 80 mezoder-
mdlis eredetd sejt veszi korul: megformdldédik az egysejtréte-
gd follikulédris kopeny, kialakul egy petekezdemény. A pete-
€s a dajkasejtek térfogatdnak novekedésével egyiddben a fol-
likuldris sejtek mitotikusan osztddnak, mikdzben szémuk
80-rél 1200-ra n6. Rovidesen megkezdddik a follikuldris sej-
tek differencidlddédsa is. Mig a petesejt koril elhelyezkeddk
oszlopszerlien megnyudlnak, a dajkasejtek feliletén elhelyezke-
dbk ellaposodnak. Az U.n. hatdrsejtek, melyek specidlis fol-
likuldris sejtek, megkezdik vandorldsukat a pete eliilsd csu-
csa felé a dajkasejtek kozott (2.a dbra). A hatdrsejtek hama-
rosan elérik a dajkasejtek-petesejt hatdrvonalat. Az elilsé
oszlopalaki follikuldris sejtek a pete- és az egyre kisebb

dajkasejtek kozé nyomulnak, mintegy "lelokik" a degenerdlo-



dott dajkasejteket (2.b dbra).

A kovetkez6 fdzisban a follikuldris sejtek megkezdik a
peték burkold rétegeinek szintézisét: a belsé vitellin har-
tydt és a kiilsé koriont. A burkold rétegek jellegzetes keép-
zGdményei a hdtoldali fiiggelékek valamint a mikropilus, ahol
a spermium behatol a petébe (2.c 4bra; Margaritis és mtsi.,
1980). Az iddkozben degenerdlédott dajkasejtek a petese]t
eliils6 végén mar csak "sapkdt" alkotnak. A dorzdlis filiggelé-
kek benydlnak a sapka ald és folé. Kozben a hatdrsejtek ki-
alakitjdk a mikropilust. Befejez6dik a hatoldali fliggelékek
fejlodése és kialakul az érett pete (2.c és 6. dbra).

A petesejtet védo héj 5 rétegld (3.4bra). Alkotdi a ko-
vetkezsk:

1. A vitellin membrdn amely rendezetlen része&skékbél

all.

2. A viaszréteg; tobbrétegld hidrofdéb lemezek alkotjdk.

3. A bels6 koriont kristdlyos récsozat alkotja (ICR).

4. A korion kozéps6 része rostos szerkezetl: az alsd és

fels6 rostos lemezeket gerenddzat tartja dssze.

5. A kilsbt réteg laza rostokbdl d11. KétréteglG, a belso

kevésbe tomor szerkezetd.

Az operkulum a pete eliils6 végén taldlhatd lapos, fedd-
szer( képlet. Akkor jatszik fontos szerepet, amikor a széle
felreped ¢és az igy képzodG résen "kikel" a ldrva a petébol.
Feliletén - kilonosen a mikropilus korili részen és a fligge-
lékek belépésénél - a sejtlenyomatok mintdzata eliit a pete

tobbi részétol.



A hdtoldali korion fiiggelékek, melyek valdszinGleg az
embrié oxigénellatdsaban Jjdtszanak fontos szerepet, 250 um
hosszuak, nagyobbrészt hengeres alaklak a végiikon kissé lapi-
tottak. Alapjukndl mért dtmeérdjik 15-20 um. Sejtszerd minta-
zat csak alapjukhoz kozel figyelhetd meg.

Az oogenezisr6l szerzett ismeretek részben morfoldgiai
leirdson (King és Mohler, 1975) részben genetikai analizi-
sen, nostény-steril mutdcidk vizsgdlatédn alapulnak (Konrad
és mtsi., 1985). A follikuldris sejtek eredetét, fejlodését
es funkciéjét_ illetGen ismereteink meglehettsen szerények.
Nem ismerjik a follikuldris sejtek differencidcidéjdnak Jjel-
legzetességeit. Nem tudjuk, hogy a genom hanyad része és
milyen szerepet tolt be a follikuldris sejtek életében. Alig
vannak ismereteink annak az 'informdacidcserének a jellemzdi-
rol, amely a pete- és a dajkasejtek valamint az oket burkold
follikuldris sejtek kozott lejdtszodik. Csak nagyon keveset
tudunk arrdl, hogy milyen szerepet toltenek be a follikuld-
ris sejtek a petékben fejlddo embrick életében.

Az eldzd bekezdésben feltett kérdések egy része>megvéla—
szolhatd mutdnsok vizsgdlatdval. Vdrhatdan néstény—sterili—
tds a fenotipusa azoknak a mutdcicdknak, amelyek olyan‘ géne-
ket azonosifa;;k; amelyeknek szerepe van a follikuldris sej-
tek életében (Wieschaus és mtsi., 1981; Konrad és mtsi.,
1985; Galanopoulos és mtsi., 1989). Mi az MTA Szegedi Biold-
giai Kozpontjdban 75 domindns néstény-steril mutdcicdt (Fs)
izoldltunk (Erdélyi és Szabad, 1989; Szabad és mtsi., 1989).

Az Fs mutdnsok mozaik analizise sordn deriilt arra fény, hogy
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négyGjik (Fs(3)Apc, Fs(3)Avar, Fs(2)Ugra és Fs(2)Etre) a fol-

likuldris sejtek funkcigjat befolydsolva eredményez domindns
nostény-sterilitdst. Mivel FS(B)AECKéellegzetes mutdns feno-
tipust okoz, t.i. é peték elilso részének fejletlenségét, az
Apc mutdcié igéretes eszkoznek bizonyult néhdny, a follikulé-
ris sejtek funkcidjdra vonatkozd kérdés megvdlaszoldséara
(Szabad és Hoffmann, 1989). Apc/+ sejtekben mitotikus rekom-
bindcidval +/+ sejteket indukdltunk, mintegy "megszabaditva"
nehany follikuldris sejtet attdl a "tehertél", melyet az Apc
mutdcidé Jjelent. A +/+, immdron vadtipusiként-viselkedd se]j-
tek egy mozaik foltot alkotnak. E mozaik foltok, ha alkalmas
meretlek és a follikuldris sejtek megfeleld részét alkotjdk,
~ menekithetik a mutdns fenotipust. Az Aggf.mozaik foltok vizs-
galata alapjan megdllapitottuk, hogy az Apc mutdcidé a pete-
kezdemények eliuls6 follikuldris sejtjeinek funkciéjat befo-
lydsolja. A mutdns fenotipus ugy alakul ki, hogy elmarad
vagy nem teljes a follikuldris sejtek benyomuldsa a pete- és
a dajkasejtek kozé a peték érésenek egyik utolsd fdzisdban
(King, 1970). A tokéletlen follikuldris sejt véandorlds miatt
az operkulum és a hdtoldali fiiggelékek fejletlenek maradnak,
ami mié;t kiluril a petesejt eliils6 citoplazmdjdnak egy ré-
sze. Az Aggf mozaik foltok vizsgdlata azt is megmutatta,
hogy legaldbbis a petekezdemények kialakuldsakor, a sejt-le-
szdrmazds szempontjdbol ngm‘elkUlﬁnUltek azok a sejtcsopor-
tok, amelyek majdan a hétoidali fliggelékeket és az operkulu-
mot képezik. Bizonyitottuk, hogy egy-egy hdatoldali fiiggelék

képzésében tobb mint egy follikuldris sejt vesz részt



(Szabad és Hoffmann, 1989).
Dolgozatom az Fs(3)Apc mutdcié jellemzdit és az Aggf klé-
nok vizsgdlatdn alapulva a follikuldris sejtek fejlodését

irja le.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

A Drosophila torzseket ZSDC—on, hagyomdnyos koridlmények
kozott Drosophila tdptalajon tartottuk (kukoricaliszt, cu-
kor, agar és éleszté; Ashburner és Thompson, 1978).

Az Fs(3)Apc mutdcié (tovdbbiakban Apc) a harmadik kromo-
szomahoz kapcsolt, etil-metdn-szulfondttal indukdlt domindns
néstény-steril (Fs) mutédcié (Erdélyi és Szabad, 1989). Az
Apc-ot hordozd kromoszoéma az mwh €s e marker-mutdcickkal je-
1olt (mwh= multiple wing hairs; e= ebony, fekete test;
Lindsley és Grell, 1968).

Az Apc mutdciét egy olyan torzsben tartjuk fenn, amely-
ben T(1;3)0R60/TM3 nbstényeket Apc/TM3  himekkel kereszte-
ziink. A T(13;3)0R60 a himek domindns 1etalitését okozd transz-
Egkécié, a IM3 pedig egy, a meiotikus rekombindcickat kiki-
szob0ld, domindns marker-mutdcicdkkal jelolt d.n. balanszer
kromoszéma (Lindsley és Grell, 1968).

A kisérletek tulnyomd részében Apc/rucuca genotipusu nds-
tényeket haszndltunk. (A rucuca egy nyolc recessziv marker-
mutdciét hordozd kromoszéma, amely letdlis mutdcicktdl men-
tes és éltalébén. mutdcick térképezésére haszndljdk.) Az
Apc/rucuca néstények rucuca ndstények és Apc/TM3 himek ke-
resztezeséb6l szarmaztak.

Az Apc/+/+ genotipusi nostényeket, amelyek az Apc mutdci-
6t és annak két vad alléljdt hordozték Dp(3;3)/IM3 ndstények
és Apc/TM3 himek pdrositdsabdl nyertink. (A Dp(3;3) tandem

duplikdciét jelsl.)



A mutdns fenotipusdnak 1eiréséhoz felhaszndlt médszerek

A peték fenotipusdnak leirdsdhoz peteprepardtumokat ké-
szitettiink, olyan médszerrel, hogy a peteburok, a korion il-
letve annak nggeiékei épen maradjanak (Wieschaus és
Nisslein-Volhard 1986).

A petéket egy detergens (Na-dodecil-szulféat) 10 %-os ol-
datdban mostuk, hogy a szennyezGdéseket eltdvolitsuk, majd
60°C-on ecetsav és glicerin 3:1 ardnyd keverékében 1 Ora
hosszat fixdltuk. A fixdlt petéket Hoyer reagens:tejsav 1:1
aranyd elegyében fedtik le és egy napon at 60°C-on deritet-
tik. Az 1ly médon eldkészitett petéket soteét latdoterd, vagy
faziskontraszt mikroszkdpban vizsgdltuk.

A petefészkeket kiboncoltuk, és lO_S.Q/ml DAPT tartalmd
Ringer oldatban lefedtiik, majd fluoreszcens mikroszkdépban
vizsgdltuk. (A DAPI= diamino-fenil-indol egy ONS-hez kotodd,
nagy fluoreszcencia hatdsfokd  festék; Handke-Kociok és

Liebrich, 1986.)

Vizsgdlatok kimérdkkal
a. Petefészek kimérak

A nostények fertilitdsa tobb szerv (petefészek, agy,
zsirtest stb.) Osszehangolt funkcidjdnak eredménye (King,
1970; Szabad és Fajszi, 1982). Barmelyik szerv hibds funkcid-
Ja sterilitdshoz vezet.

Annak megdllapitdsdra, hogy az Apc mutdcid fdkusza a pe-
tefészekben vagy mds szervben van-e, petefészek kimérékat 4l-
litottunk eld. Apc/rucuca genotipusu larvékbol petefészkeket

boncoltunk ki és vékony lvegbfl késziilt tdvel +/Fs(1)K1237



genotipusi lérvékba iiltettiik 4t (Ephrussi és Beadle, 1936).

Az Apc/rucuca ldrvdk rucuca/rucuca néstények és Apc/CxD hi-

mek keresztezésébGl szdrmaztak. Mivel az Apc-ot hordozo és a
rucuca kromoszoma is tartalmazza az e mutacidt, de a CxD ba-
lanszer kromoszéma nem, az Apc/rucuca lérvékat konnyd volt
elkidloniteni, mert 1égzényildsaik sotéten pigmentdltak. Az
Fs(1)K1237 mutdcidt hordozd néstények Osivarsejtjei degenera-
lédnak, de a mutdcid a testi sejtek funkcidjdt nem erinti
(Busson és mtsi., 1983; Perrimon, 1984). A K1237 mutdcicdt
hordozé Osivarsejtekb6l nem szdrmaznak peték. A kifejlodott,
Apc/rucuca petefészket is hordozé kimérdkat vizsgdltuk: rak-
nak-e Apc tipusid petéket, vagy sem. Ha igen, Ugy az Apc mutd-
cié a petefészek funkcidjat befolydsolja. Ellenkezd esetben
az Apc fenotipus kialakuléséért a nostények valamely mds
szerve felelds.

Egy mésodik kisérletben ép petefészkeket (valdjdban az

fs(1)K10 w mal marker-mutdcickra homozigdta larvék petefész-

keit) transzplantdltuk Apc/rucuca lérvékba. Az fs(1)K10 re-
cessziv ivarsejt-vonal fliggd, jellegzetes alaku petéket ered-
ményez6 mutdcié (Wieschaus és mtsi., 1978). A mal marker-mu-
tdcidét hordozd petefészkek hisztokémiailag azonosithatok:
bennik inaktiv az aldehid-oxidédz enzim (Janning, 1972). A do-
nor lérvék homozigdtdk a white (w) marker-mutdcidra és szin-

telen Malpighi edényiik miatt konnyen felismerhetok.

b. Ivarsejt-vonal kimérak

A petefészkeket ivarsejt-vonal és mezodermdlis eredetd,
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féként follikuldris sejtek alkotjdk. Ivarsejt-vonal kimérdk
vizsgdlatdval eldonthetd, hogy a tanulmdnyozott mutdcid az
Osivarsejtek vagy a mezodermdlis eredet( sejtek funkcidgjét
befolydsol ja-e. Az'ivarsejt—vonal sejtek Osei, az G.n. sarki
sejtek az embriogenezis kezdetén jél felismerhetdk, 15pm-nyi
uvegtivel Osszegy(jthetdk, mds embridkba 4tiiltethetdk, csira-
vonal kimérdk dl1lithatck eld (Lehmann és Nisslein-Vollhard,
1986). Ha egy Apc/+ ivarsejtvonal sejteket és ép testi sejte-
ket hordozd kiméra Apc tipusud petéket rak, dgy arra kovetkez-
tethetink, hogy az Apc mutédcid az ivarsejtek funkcigjdt befo-
lyasolja. Ellenben, ha a kimérék ép petéket raknak, gy bizo-
nyitottnak tekinthetjik, hogy az Apc mutdcicé a testi sejtek
funkcigjat befolydsol ja. .

El6szor rucuca/rucuca néstények és Apc/TM3 himek keresz-

tezésébdl szdrmazd embricdk sarki sejtjeit tltettik 4t olyan
embrickba, amelyek vad tipusi ndstények és Fs(1)K1237/Y hi-
mek keresztezésebll szdrmaztak. Egy embridba csak egyféle ti-
pusi sarki sejteket transzplantdltunk. A kikeld ndstényeket

rucuca/rucuca himekkel pdrositottuk. A kimérdkat egyenként

vizsgdl tuk.
Egy mdsodik kiserletekben y v f mal homozigéta embrick

sarki sejtjeit ultettlk rucuca/rucuca néstény és Apc/TM3 him

szilokt6l szdrmazd embrickba. (y, v, f és mal recessziv mar-
“ker-mutdcicok. Kozilik csupan a mal birt jelentfseggel kisér-
leteinkben.) A kifejl6dd ndstényeket y v f mal himekkel ke-
reszteztik. A kimérdk pete- és utddprodukcidjat 14-16 napig

figyeltilkk. Ezutdn petefészkeiket kiboncoltuk és hisztokémiai
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lag festettik a mal homozigdta (hem festddd) petekezdemények

kimutatdsdnak céljdbdl (Janning, 1972).

Apc’ klénok indukcidja mitotikus rekombindciéval

Rontgensugdrzds segitségével mitotikus rekombindcidt in-
dukdlhatunk az Apc/+ petekezdeményekben az egyedfejlddés ki-
16nb6z6 szakaszaiban (4. dbra). A mitotikus rekombindcidt ko-
vetden képzddd +/+ (=Apc’) sejtek "megszabadulnak" az Apc mu-
tdns alléltdl, vadtigqs@ként viselkgdyg»folytathatjék fejlo-
désiiket, "menekithétik" a mutdns fénotipust. Usszességében
tehdt mitotikus rekombinacid kivetkeztében Aggf mozaik fol-
tok keépzodhetnek, melyek eredményeként vdrhatdan ép vagy ko-
zel ¢ép peték fejlodhetnek, melyeket "kivételes'" petéknek ne-
veztink.

Az Apc” Klénokat Apc/rucuca genotipusi ndstényekben indu-
kdltuk 1000 rontgen ddézissal (150 kV; 0.5mm aluminimum szG-
ré; 500 R/min) az egyedfejlodés kilonbozd stadiumaiban:
blasztoderma, fiatal harmadik stédiumd lérva, fiatal bdb és
kifejlett adult (rendre 2,5-3,5; 70-74; 118-122; 348-372 Oréa-
val az egyedfejlGdés kezdete utédn). A kifejlédé nostényeket

egyenként 2-3 rucuca/rucuca himmel kereszteztik és 11-30 na-

pon &t vizsgdltuk Ugy, hogy oket naponta friss tdptalajra he-
lyeztik (Wieschaus és Szabad, 1979). Figyeltiik a petehozamot
es az Apc-tol eltérd alaki peték megjelenését. Utdbbiakat,
ha belBlik larvadk nem keltek ki, oOsszegy(jtottik és mikrosz-
képikusan vizsgdlatuk.

Eredményeinket statisztikai mddszerekkel értékeltik.






-1 =

EREDMENYEK
Az Fs(3)Apc mutdcié dltaldnos tulajdonsigai

Az Apc/+ nostényektdl, barmilyen genotipusi himekkel pé-
rositva Oket, nem szarmaznak utddok: Agg_egy domindns nbés-
tény-steril mutdcié. Az Apc/+ néstényektéi szdrmazd petéek
kb. 0,2%-dban az embriendlis fejlédés ugyan megindul de ko-
ral szakaszdban elakad és szinte sohasem jut el a 1lérvdlis
kutikula képzodéséig.

A mutdcid életképességet befolydsold tulajdonsdgdt megha-
térozandé Apc/TM3 himeket kereszteztiink CxD/TM3 ndéstények-
kel. Ebbél a keresztezésbdl 141 Apc/TM3 és 136 CxD/TM3  utdd
szdrmazott. A kontroll kisérletben, ahol mwh e/TM3 himeket
kereszteztiink Cx0/TM3 ndstényekkel, liO mwh e/TM3 és 103
CxD/TM3  utddot kaptunk. (Az Apc mutdciét egy mwh e kromoszd-
man indukdltuk.) Mivel az Apc mutdcidé az utddok gyakorisagdt
nem befolydsolta (P<0,05; XZ proba), arra kovetkeztettink,
hogy az Apc mutdcidnak a hordozck életképesseégere nincs hatd-
sa.

Egy domindns nostény-steril mutdcid jellemzéséhez tud-
nunk kell, hogy a muténs fenotipus vdltozik-e a genetikai
hattér filggvényében: ezért megvizsgdltuk a mutdcid penetran-

cidjdt és expresszivitdsdat. Mivel az Apc/TM3; Apc/CxD;
1

Apc/+7;  Apc, +2; Apc/rucuca és Apc/OR-60 ndstények mindegyike

steril volt és a mutdns fenotipus sem fiiggott a genetikai

hattertdl, arra kovetkeztettiink, hogy az Apc mutdcié penet-
rancidja és expresszivitdsa is (a nostény-sterilitdst illetd-

en) 100%-os.

1 és 2= két kilonbozd vadtipusd torzsb6l szdrmazd genetikai

hattér.
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Az Apc/IM3 genotipusi néstények 10,8+8,8, mig a kontroll-
ként vizsgdlt mwh e/TM3 ndstények 65,3+19,2 petét raktak na-
ponta. (12-12 nostény, 4 napon 4t). A két gyakorisdg szigni-
fikdnsan kilonbgzik (P<0,01; t-prdba), jelezve, hogy az Apc
mutacidé csokkenti a hordozd néstények petehozamdt.

A petefészkek DAPI festésével kimutattuk, hogy a petekez-
demények Jjelentds hanyada degenerdlddott. A degeneréciét |
dajka-sejtek magJjainak piknotikus jellege mutatja, a konden-

zdlddott, szétesofélben 1évo kromatin (5. dbra).

Az Fs(3)Apc fenotipusa

Az Fs(3)Apc/+ genotipust ndstények az d.m: vadtipusitdl
eltér6 alakd petéket raknak (6. dbra). A peték 95%-a a lera-
kds utén Osszeesik, kilril. ﬁajtuk a hdtoldali korionfiliggelé-
keknek csak a nyomai taldlhatdk meg. A petéknek kb. 5%-a nem
dril ki. Rajtuk csak cstckevenyes fliggelékek figyelhettk meg.
Az operkulum legtobbszor hidnyzik. A mikropilus alatt nin-
csen gallérszeri képzodmény. Ugyanakkor a pete felszinén a
follikuldris sejtek hatdrait jelz6 korion mintdzat megfelel
a vadtipusénak (6. dbra).

Mikroszkopos vizsgdlataink megmutattdk, hogy a vitelloge-
nezist megeldzden a petekezdemények szdma a vadtipuséval azo-
nos. Az egy petekezdeményt burkold follikuldris sejtek szémd-
ban sem tapasztaltunk eltérést. A follikuldris sejtek vdndor-
ldsa a petekezdemény feliiletén csak abban tér el a vadtipus-
tél, hogy az elilsé follikuldris sejtek benyomuldsa a pete-

€s a dajkasejtek kozé nem vagy csak részlegesen torténik
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meg. A follikulédris sejtek hibds funkcidja lehet a mutdns fe-
notipus oka: a petekezdeményekben a petesejtet véddé rétegek
és filggelékek képzodése a peték eliils6 részén nem, vagy csak
reszlegesen torténik meg. Ez azt eredményezi, hogy a pete-
sejt citoplazmdjdnak egy része kiiriil, elfolyik. Ezért a pe-
ték mar kezdemény formdjdban degenerdlddnak, vagy roviddel a
lerakds utdn elvesztik alakjukat. Tehdt az Apc mutdcié az

oogenezis egyik specifikus lepeset, az elils6 struktdrak kia-

megakaddlyozdsdval.

Az Apc mutscio fokusza

Egy mutdcid fokuszdn azt a szervet, szovetet, vagy sejt- —

csoportot értjuk, amely funkcicjdt a mutécid befolydsolja.

A 1~

<

Az Apc mutacié fokuszat két lépésben hatdroztuk meg. = /€

1. Petefészek kimérak

Amikor Apc/rucuca genotipusi lérvék petefészkeit tranéé;&'
plantéltuk +/K1237 larvékba, a 11 kiméra mindegyike Apc feno-
tipusu petéket rakott. (1. tédblazat).

A reciprok kisérletben, amikor ép (valdjdban K10 w mal
homozigéta) 1ldrvék petefészkeit iiltettik Apc/rucuca larvak-
ba, a kimeérdk az Apc fenotipusu petek mellett a donorra jel-
lemzgéeket 1is raktak. A petefészek kimérdk vizsgdlata megmu-
tatta, hogy az Apc mutacid a petefészek funkcicjat befolya-

solja és nincs hatdssal az egyéb testi szervekre, szovetek-

re: az Apc mutdcié fékusza a petefészkekben van.
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2. Csiravonal-kimérak

Csiravonal-kimérak vizsgdlatdval a mutdcid fokusza to-
vdbb pontosithaté. Eldonthetd, hogy akmutécié a pete- és a
dajkasejtek, vagy a petefészek mezodermdlis eredetl sejtjei-

nek funkcidjat befolydsol ja-e.

E16sz8r rucuca/rucuca ndstények és Apc/TM3 himek keresz-
tezéséb6l szdrmazd embridk sarki @ sejtjeit dltettik 4t
+/K1237 embridkba (2.A tdbldzat). A 74 ndstény kozil 24 volt
kiméra. Valamennyilk normdlis alaku petéket rakott. A peték-
b6l larvak keltek ki, majd adultbkké fejlédtek.

A transzplantdlt sarki sejtek genotipusdra a kikeld utd-
dok fenotipusébdl kdvetkeztettiink: 14 kiméra Apc/rucuca, 10
rucuca/TM3 sarki sejteket hordozott. Vagyis, az Apc mutdcidt
hordozd ivarsejtvonal sejtekEél utédok fejlddhetnek, gmgnpxi—
ben ép follikuldris sejtek veszik koril 6ket. Ez az eredmeny
azt Jelzi, hogy az Apc mutdcid fokusza nem lehet az ivarse]jt-
vonal sejtekben.

A médsodik kisérletben y v f mal/y v f mal genotipusd emb-
rick sarki sejtjeit Ultettik 4t Apc/rucuca vagy rucuca/TM3
embridkba. (2.B tdbldzat). A 37 rucuca/TM3 genotipusd, d.n.
belsé kontrollként haszndlhatd nostény koziul 10-t6l1 szdrmaz-
tak y v f mal utddok. Az utddok 2-24%-a volt y v f mal. A 42
Apc/rucuca noéstény mindegyike kizdrdlag Apc fenotipusi peté-
ket rakott. A kontrollban megfigyelt 10/37 ardny alapjan fel-
tételezhetjik, hogy a 42 Apc/rucuca néstény kozil 11-12 hor-
dozott y v f mal genotipust ivarsejtvonal sejteket. Mégis,

egyikikttl sem szérmaztak y v f mal utddok. Ez az eredmény
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azt jelzi, hogy az Apc mutdcidé fokusza a E?f?§¢§ZK?B mgggder-
Téliqmegedetﬂvkomponenseinek egyikében, valdszinCleg a folli-
kuldris sejtekben van.

Annak a 10 EEEESE/IME kiméranak, melyek y v f mal utddok-
nak is életet adtak 14-16 nap elteltével B;QOncqltuk a pete-
fészkeit és aldehid-oxiddz enzimaktivitds alapjén qggf?stet-
tik. Hg}éj?%ben olyan petekezdeményeket azonositottunk, ame-
lyek nem'gestédtek, benniuk a pete- és dajkasejtek mal homozi-
gotdk voltak. (E 7 kiméra utddai kozott fordultak eld legna-
gyobb gyakorisdggal y v f mal utddok.)

A 42 Apc/rucuca genotipusi nésfény kozil 7 tartalmazott
nemfest6dd petekezdeményeket (7. dbra). Bar a nemfestdds pe-
tekeidemények funkcicdképes pete- és dajkésejteket tartalmaz-
tak, mégsem fejlddtek ép petekke a petefészek Apc testi sejt-
jei miatt.

Az ebben a fejezetben leirt eredmények amellett szdlnak,
hogy az Apc tipusu peték kialakuldsdért a‘petefészek mezoder-
malis eredetld sejtjei feleldsek, nem pedig a pete- és a daj- !

kasejtek.

Y A
NI
1 (Ij i

Az Apc mutdcid’ térképezése

Az Apc/rucuca Gsivarsejteket tartalmazd kimérdktol rekom-
bindns utddok is szarmaztak. Mi az utddok kozil nostényeket
izoldltunk, és vizsgdltuk: hordozzdk az Apc mutdciét vagy
sem. A rekombindnsok analizise megmutatta, hogy az Apc muta-
cié a harmadik kromoszdma bal karjén, a h és a th marker-mu-

tdacidkkal hatdrolt szakaszon lokalizdlhatd. A kiilonféle tipu-
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si rekombindnsok sterilitdsa vagy fertilitdsa alapjdn térkeé-
peztik az Apc mutdcidt. Amint azt a 8. dbra mutatja, az Apc
mutdciéd a h-th tdvolsdgot 68/18 aranyban osztja. Tekintve,
hogy a h és a th lokuszok helye 26,5 illetve 43,2 cM, az Apc

&

mutdcid helye»39,5 cM.

Az Apc mutdcié jellege

A térképezési adatok ismeretében létre 1lehetett hozni 5

Apc/+/+ noOstényeket, amelyek hordoztdk az Apc mutdciét és
annak vad alléljat, két képidban. Mivel az Apc/+/+ néstények
ugyanolyan petéket raktak mintraz Apc/+ nbstények, arra ko-
vetkeztettink, hogy az Apc mutdcid neomorf tipusd (Miller,

1932), a mutédns fenotipus "funkcidnyerés" kovetkezménye.

A rontgensugdrzds hatdsa az Apc/rucuca nostényekre

Az Apc mutdcid pontosabb fékuszardél informdcidkat nyerhe-
tink, ha Apc/rucuca néstényeket rontgensugdrzdsnak tesziink
ki. RoOntgensugdrzds hatdsdra mitotikus rekombindcidé jdtszdd-
hat le (esetleg bekdvetkezhet az Apc mutdcid reverzidja):
olyan sejtek kepzbdhetnek, melyek nem hordozzék az Apc mutd-
ciot. Ezek a sejtek részt vehetnek a peték képzodésében és
végeredményben olyan peték fejlédhetnek, melyek részlegesen
vagy tokéletesen épek.

A fentiek alapjdn 413 adult ndstényt sugaraztunk be és
vizsgdltunk 1legaldbb 28 napon 4t 10-es csoportokban. A 42
csoport koziil 21-b8l szdrmaztak utddok. Véletlenszerd klonin-

dukciét feltételezve egy Poisson-eloszlds alapjdn megbecsiil-
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tik az Apc® klénok szamdt és azt 29-nek taldltuk
(3. tébléazat). A mozaikossdg gyakorisdga 7% volt.

Az utddok kozil véletlenszerlen 55 ndstényt vdlasztot-
tunk ki. Kozilik 23 fertilis volt. A tovébbi 32 jellegzetes
Apc petéket rakott. Vagyis az Aggf klénok lehetdvé teszik,
hogy az Apc/+ ivarsejtekbdl utddok szdrmazzanak. Ez az ered-
mény megerdsiti az ivarsejtvonal-kimérdk esetében megfigyel-
teket: az Apc mutdcid nem az Gsivar-, hanem a petefészek
mezodermalis eredetl sejtjeinek  funkcidjdt befolydsolja.
Erdekes, “hogy a besugarzott néstények minden utodja a besu-

garzast kovetd 14. nap utdn lerakott petekbdl szarmazott.

A mutins fenotipus menekitése rﬁntgen%ugérzéssal

A peték morfoldégiai bélyegeiéft a follikuldris sejtek fe-
lelosek. Ezért, a mozaik (Apc/+ és +/+ follikuldris sejteket
hordozd) peték morfoldgidjdbol kovetkeztethetiink a follikuld-
ris sejtek genotipusdra. Mozaik petéket ugy hoztunk 1létre,
hogy az Apc allélt mitotikus rekombindcidval bizonyos sejtek-
b6l eltavolittottuk, AEET kldnokat indukaltunk. Amennyiben a
besugdrzdst kdvetden a peték alakja (elsdsorban az Qperkglum
€s a héﬁoldali fliggelékek) akdr részlegesen is heiygééll,
Ugy arra kovetkeztethetiink, hogy az Apc mutédcié az eliilsG
follikuldris sejtek funkcicdjat befolydsolja. A fenti ;éi<ér—
dekében Apc/rucuca embricdkat, ldrvékat, bdbokat és adultokat
sugaraztunk be, majd figyeltik a kifejlodd nostények petéit.
A részlegesen helyredllt morfoldgidji petéket a tovébbiakban

"kivételes" petéknek nevezzik. A "kivételes" kategdéridn be-






= 19 =

1liil megkiulonboztetiink "heterogén" petéket, melyeknek egy,
masfél, vagy két vékony hatoldali filiggelékik volt. Varhatd
volt tovdbbd, hogy a "kivételes" peték némelyikében az embri-
ogenezis, teljesen vagy esetleg csak részlegesen, de 1lejdat-
szadik.

A mitotikus rekombindcidéval az égyedfejlédés klilonbozo
stddiumaiban indukdlt Aggf klénokbdl, a "kivételes" peték
gyakorisdgdbdl és  tipusdbdl  kovetkeztetéseket reméltﬂnk
levonni az (1) Apc mutdcid foékuszéra, (2) a korionfiiggeléke-
ket szintetizdld sejtek fejlGdeésbioldgiai jellemzéiregncsifé-
vonal jellegere es determindltsdgi fokara. o

A 374 kontroll, be nem.sugérzott néstény kozil qégy ra-

kott "kivételes" petét, Osszesen 10-et (4.tdbldzat). Koziilik
9 volt vad kiillem( egy pedig egy dtlagos méret(i és egy csoke-
vényes fiiggeléket hordozott (6. dbra). A»yad fenotipusuak ko-
zil kettobol kelt ki lérva.

A rontgensugdrzds hatdsdra a mozaikossdg gyakorisdga
szignifikdnsan nott (P<0,05; XZ teszt) (4.tdbldzat). Az
egyedfejlcédés kesCbbi stddiumaiban indukdlt Aggf klénok gya-
koribbak, ugyanakkor kisebbek mint az egyedfejldodés kezdeten
indukdltak.

A blasztoderma stdadiumi embridk besugérzdsandl 8, a kora-

i harmadik stddiumos larvékndl és fiatal bdbokndl 12, a fel-

n6tt korban besugarzott dllatokndl pedig 17}Q§pnyiﬁvizsgélat
volt szikséges a mozaik nostények legaldbb 95%-dnak azonosi-
tdsdhoz (15. dbra és 4. tdblézat).

Az adult nGsténykent besugdrzott 385 ndstény kozil 119
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(30,9%) volt mozaik. Kiziiltk 76 (63.9%) egyenként csupan
egy, 25 (21%) egyenként 2, 8 (6.7%) 3, 10 (11.9%) pedig tobb
mint 3 "kivételes" petét rakott.

A varhatd gyakoriségokat, hogy t.i. hdny néstény hordoz-
hatott 0, 1, 2 illetve 23 Apc klént, egy Poisson-eloszlds
alapjadn becsiiltik. A 266, mozaikossdgot nem mutatd ndéstényt
dgy tekintettiik, hogy nem hordoztak Aggf klont. Anglgafglé—
: lf}ps kategéria alapjdn Udgy becsiiltik meg, hogy 98, 18 és
2;3» ndéstény hordozott 1, 2 vagy =3 Aggf klént (4. tédblazat).
FeltGné, hogy minddssze 2-3 olyan néstényre szdmithatunk,
amelyekt6l egyenként =3 "kivételes" pete szérmazna, mégis 18
ilyen noéstényt figyeltink meg. A kU}ﬁnbség szignifikans
(P<0,01; %2 teszt).

Azokbdl az Aggf klonokbdl, amelyek a mar kialakult pete-
kezdemények follikuldris kopenyében képzddnek, csupdn egyet-
len "kivételes" pete szdrmazhat. Valdszini, hogy a két "kivé-
teles" petét rakd néstények petéi két fiiggetlen, két petekez-
demény follikuldris kopenyeiben képzodott Aggf klénokat rep-
rezentdlnak. A fiiggetlen kldnindukcid alapjdn mindGssze 2,4
olyan néstényre szdmithattunk volna, amelyektél egyenként
hdrom "kivételes" pete szdrmazott volna, és egyre sem, amely-
t6l négy vagy tobb. Ezzel szemben 18 olyan néstényt figyel-
tiink meg, amelyek egyenként 23 "kivételes" petét raktak (&t-
lagban 5,4-et; 4. tdblazat). Ez az eredmény azt Jjelenti,
hogy vannak olyan Aggf klonok, amelyekb6l egynél tobb "kivé-
teles" pete szdrmazik, léteznek Gssejt tipusd d.n. prefolli-

kuldris sejtek muslica ndstényekben.
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Szoros Osszefiiggest tapasztaltunk az Aggf klonok indukci-
Gjdnak iddpontja és a "kivételes" peték morfoldgidja kozott:
minel elébb tortént a klonindukcid, anndl nagyobb volt a vad-
fipﬁshoz hasonld "kivételes" peték ardnya. Hasonldéan Ossze-
fliggés mutatkozott a kldnindukcid idBpontja és a "kivételes"
peték '"sorsa" kozott: minél eltbb tortént a kldénindukcid,
anndl nagyobb ardnyban keltek ki ldrvék a "kivételes" peték-
b6l (6. téblazat).

A '"kivételes" peték legtibbje a vadtipushoz hasonld
volt. A hdtoldali fliggelékek morfoldgidja - kiilonosen azok-
ndl a petéknél, amelyek csak egyet hordoztak - vdltozatos
volt alak, méret és vastagsdg tekintetében. De a hdtoldali
fiiggelékek kiilonbozhetnek az olyan '"kivételes" peték eseté-
ben 1is, amelyek két nggeléket hordoztak. A "heterogén" pe-
ték (amelyeknek egy, masfél illetve két fliggelékik volt) aré-
nya 7-8% (57/460) volt, amikor a kldnokat ldrvakban illetve
fiatal bdbokban indukdltuk. Feln6tt néstények besugdrzdsat
kovetéen ez az ardny 17,6%-ra emelkedett (5. és 6. tdblézat;
10. &bra).

Amig a 41, egy filiggeléket hordozé "kivételes" pete koziil
minddssze 4-b6l kelt ki lérva (9,7%) addig a 45 mdsfél fiigge-
léket hordozé kézil mér 12 (20,8%). Nyilvéanvald, hogy minél
kordbban tortént az Agg+ klénok indukcicdja, anndl nagyobbak
az Aggf kl6nok és anndl nagycbb az esély a mutdns fenotipus
menekitésére. Igy érthetd, hogy a normdlis alaki peték ara-
nya, amelyekbdl utéd is fejlodik nagyobb a lérva és a babdl-

lapotban végzett besugdrzast kovetfen, mint a kifejlett nos-
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tények esetében. Az eredmények a vdrakozdsnak megfelelCen
alakultak. A larvék és a bdbok besugdrzdsdt kovetben a "kivé-
teles" peték 92,6%-a vadtipusinak tint és 90%-ukbdl larvak
keltek ki. Amikor kifejlett nistényekben indukdltuk az Aggf
kloénokat, a '"kivételes" petek 82,4%-a tint vadtipusinak de
csak 29,1%-ukbdl keltek ki ldarvék. Erdekes, hogy amikor
adult noOstényekben indukdltunk Aggf klonokat, a 119 mozaik
néstény koziil 101-t6l1 szdrmazott egy vagy két "kivételes" pe-
te és csak 21,6%-ukbdl kelt ki ldarva. S6t a 23 petét eredme-
nyezo Aggf klénok esetében sem kelt ki ldrva mindegyik peté-
b6l (5. és 6. tdbldzat).

Erdekes, hogy adult néstények besugdrzasat kovetden a
"kivételes" peték kiilonbozo tipusai hasonld gyakorisdggal
képzGdtek, fliggetleniil attdl, hogy egy, két vagy =3 "kivéte-
les" petét eredményezé Aggf klénbdl szarmaztak-e (10. és
13. dbra; 5. tdblézat). A 806 '"kiveételes" pete kozil
minddssze 16-ban fejlodtek majd pusztultak el az embrick a
lérva-stddiumban (12. dbra). Egyetlen kivétellel a 1lérvélis
kutikuldt olyan petékben figyeltik meg, amelyek két, a
vadtipusi petékhez hasonld fiiggelékeket hordoztak. A kivétel
olyan pete volt, melynek csak egy fliggeléke képzodott. Taldn
nem véletlen, hogy a hidnyzdé fliggeléek oldaléan a fejre
jellemz6 képletek nem alakultak ki (12. dbra).

A "kivételes" peték megjelenésének idobeli lefolydsat
adult noOstények besugdrzdsat kovetben a 10., ldrvakra vonat-
kozdlag pedig a 11. dbra mutatja. Az adult néstények besugdr-

z4s4dt kovetten az elsé "kivételes'" pete dtlagban a besugdr-
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z4st  kovetd 10-11. napon jelent meg (14. dbra). A "hetero-
gén" peték 95%-dnak azonositéséhdz a besugdrzdst kovetden
14, a vadtipusuak esetében pedig csak 21 napra volt sziikség,
vagyis a ndstények a "heterogén" petéket Osszeségiikben kordb-

- ban rakjék le mint a vadtipustakat (15. dbra).
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AZ EREDMENYEK MEGVITATASA
Az Fs(3)Apc mutdcié az oogenezis egyik specifikus 1épését

gatolja.

AJ muslica (Drosophila melanogaster) petekezdeményei

szovettani szempontbdl kétféle sejttipusbdl erednek: a pete-
és ennek 15 testvérsejtje, a dajkasejtek, egyetlen Gsivar-
sejtb6l differencidlddnak. A 16 ivarsejtvonal eredetl sejtet
burkolé egyrétegd follikuldris kopeny pedig a mezodermdbdl
szarmazik (King, 1970). A két sejttipus 0©sszehangolt
funkcidja eredményezi a peték kialakuldsat.

Az oogenezis egyik utolsd fdzisdban a follikuldris sej-
tek a petesejt eliils6é végen a pete- és a dajkasejtek kdoze
nyomulnak: mintegy lelokik a mar feleslegessé vdalt, kiiriilt
dajkasejt maradvdnyokat, mely sejtek citoplazmdja kordbban a
petesejtbe omlott. A petekezdemények eliilsd részét burkold
follikuldris sejtek hozzdk létre a peték védoburkait, a vi-
tellinmembrant és a koriont a jellegzetes fiiggelékekkel (2.
és 3. dbra; King, 1970). Az Fs(3)Apc domindns ndstény-steril
mutdcidé részben vagy teljesen megakaddlyozza, hogy a folliku-
léris sejtek a pete- és a dajkasejtek kozé nyomul janak. A mu-
tdns fenotipus a follikuldris sejtekhibésyfdﬁkctﬁj;hak ko-
vetkezménye. A védorétegek részleges vagy teljes hidnydnak
kovetkeztében a citoplazma egy része kiiril és emiatt a pete-
kezdemények 3/4-e degenerdlddik, felszivddik (5. dbra), a le-
rakott peték dontd tobbsége pedig dsszeesett, lres. Az elil-

sO0 follikuldris sejtek hibds funkcidja miatt 656kevényesek a
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korion-fliggelékek ¢és a peték eliilsé pdlusdt borité struktu-
rék (6. dbra).

Fontos kérdés: hol, melyik szervben, sejtcsoportban fej-
ti ki hatdsat az Apc mutdcid, hol van a fdkusza.

A petefészek-kimérdk vizsgdlata megmutatta, hogy a mutéa-
cié fokusza a petefészekben van. Az ivarsejt-vonal kimérak
vizsgdlatdnak eredményei amellett szdlnak, hogy az Apc feno-
tipusd peték abnormdlis fejlodéséért a petefészek mezoderma-
lis eredetl sejtjei a felelosek.

Az Apc/+ heterozigdta nostények besugérzését kovetben a
petek egy részeének az elilsd burkold rétegei és a hdtoldali
figgelekek 1is részlegesen vagy teljesen vadtipusidak voltak.
(Ezeket a petéket neveztik "kivételes" petéknek; 9. dbra.) A
muténs fenotipus menekitéset valdszindleg azok az Aggf
kldénok teszik lehet6vé, melyek a rontgensugdr-indukdlta mito-
tikus rekombindcic kovetkeztében jottek létre. Az a megfigye-
lés, hogy a besugdrzott Apc néstényektdl szdrmaznak "kivéte-

n

les" petek, melyek eliils6 részének morfoldgidja az Apc mu-
tans ¢€és az ép peték kozotti, bizonyiték arra, hogy a mutdcic
a follikuldris sejtek funkcigjat valtoztatja meg: az Apc
fenotipus a follikuldris sejtek genotipusdatol fiigg. Sajnos,
olyan marker mutdciok, amelyek segitségével az Aggf klénokat
a petek feliiletén felismerhetnénk, nem ismertek, igy az
egyetlen lehetfség az Aggf klonok kimutatdsdra a dorzdlis
fiiggelékek megfigyelésén alapul.

Pusztdn a mutdns fenotipusbdl nem kdvetkezik egyértelmd-

en, hogy hol van a mutdcid fokusza. Tobb olyan recessziv nos-
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tény-steril mutdcié ismeretes, amelyek fokusza bdr a pete-
sejtben van, mégis a follikuldris sejtek funkcidjat befolyd-
soljak (Wieschaus» és mtsi., 1978; 1981; Perrimon és Gans,
1983; Galanopoulos és mtsi., 1989). Igy pl. az olyan petekez-
demeényekb6l, amelyek pete- és dajkasejtjei homozigdték az
fs(1)K10 mutdcidra mig a follikuldris kopeny sejtjei vadtipu-
stak, olyan peték fejlodtek, melyeknek a szokdsos kettdovel
szemben négy hdtoldali filiggelékiik van, mintha két hdati olda-
luk képzddott volnma. Forditva, az olyan petekezdeményekbdl,
melyeknek ivarsejt-vonala vadtipusi, de a follikuldris kdpe-
nye fs(1)K10 homozigéta, ép peték szérmaénak. Ez az eredmény

azt Jelzi, hogy bér a héﬁoldali ngge;?kek a follikg}é;is

sejtek termekei, a dontd szerepet legaldbbis a K10 gént-ille-
téen az ivarsejt—vonal,eredetﬂ_sejtekujét5§;ék‘(Wieschaus és
mtsi., 1978). Erdekes, hogy a K10 petékben d.n. "csupahdt"
embrick fejlodnek, Jelezve, hogy a peték és az embridk ha-
si-hdti koordindtdit ugyanazok a gének hatdrozzdk meg
(Wieschaus, 1980).

Az f£s(2)gurken (grk) mutacicra homozigdta ndstényeknek
d.n. "csupahas'" petéi fejlodnek, melyeknek nincsenek hdtolda-
1i fiiggelékeik és a korion sejt-mintdzat is "csupahas" jelle-
gd. A grk petékben "csupahas" tipusi embridk fejlédnek és
elpusztulnak (Schiipbach, 1987). Bar a grk mutdcié fdkusza
éppen Ugy, mint az f£s(1)K10-é, a pete- és a dajkasejtekben
van, meégis hatdssal van a follikuldris sejtekre, amint azt a

peték korion-mintdzata mutatja.

Galanopoulos és mtsi. (1989) nyolc olyan recessziv nds-
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tény-steril mutdcidé fokuszdt hatdroztdk meg, amelyek fejlet-
len, hidnyos vitellin hdrtya és korion szintézis révén okoz-
nak sterilitdst. A mozaik peték vizsgdlata megmutatta, hogy
egyetlen kivétellel a mutdcidk olyan géneket azonositottak,
- amelyek funkcidjdra az ivarsejtvonal eredetl sejtekben van
szikség.

Az elbzbekben tGsszefoglalt eredmények azt jelzik, hogy a
peték kialakuldsa a két sejttipus Osszehangolt funkcidjdnak
az eredmenye. A pete- és a dajkasejtek valamint a follikuld-
ris kopeny sejtjei kozotti informdcidcsere molekuldris alap-
Jairél semmit sem tudunk. Bizonyosnak ldtszik azonban, hogy
a sejtek kozotti informdcidcsereben dontd szerepet az ivar-
sejtvonal eredetd sejtek Jjdtsszdk.

Az aldbbi tények; amellett szdlnak, hogy Apc mutdcicd
csak az elils6 follikuldris sejtek funkcidjat befolydsolja:

1. A follikuldris sejtek szdma és vdndorldsa petekezde-
mények korai fejlodési stddiumaiban nem tér el a vadtipusu-
tél.

2. Az eliilso rész kivételével a korion mintdzata megfe-
lel a vadtipustnak.

3. Két tovabbi follikuldris sejt-fliggd domindns ndstény-

steril mutdcié (Fs(2)Ugra és Fs(2)Etre) esetében, melyek a

kiilsd korion réteg egészének kialakuldsat zavarjdk, a mutdns
fenotipus rontgensugdrzdssal nagysdgrenddel kisebb %-ban me-
nekithet6, mint azt az Apc mutdcié esetében 1ldttuk. (Példdul
amig a rontgensugarzas menekitl hatdsa az Apc mutdcid eseté-

ben 30,9 az Ugra-ndl midossze 1,3%; Szabad és mtsi., 1989).
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4. Néhdny '"kivételes" petében olyan embridk képzédtek,
amelyeknél a feji struktirdk hidnyosan fejlettek és a szeg-
mentdcid sem tokéletes (12. dbra). Ugyanilyen tipusd rend-
ellenességek tapasztalhatdk az olyan vadtipusti embrickndl,
amelyek olyan petében fejloédtek, amelyek eliilsd részébdl a
citoplazma egy részét eltdvolitottdk (Frohnhofer és mtsi.,
1986). Az olyan anyai hatdsu mutdcidk esetében, amelyeknél a
peték elilsd citoplazmdjdt szervezt kozpontok nem kielégito-
en mikodnek, szintén a feji strukturdk hidnyos fejlddése fi-
gyelhetd meg. Ilyen mutdcick a bicoid (Frohnhofer és
Niisslein-Vollhard, 1986), a swallow (Perrimon és mtsi.,
1986), az exuperantia (Schiipbach és Wieschhaus, 1986). Ugy
gondoljuk, hogy a "kivételes" petékben kifejlodott embrick
feji rendéllenességei az eliils6 citoplazma elfolydsanak, kii-

rilésének kovetkezménye.

Az Apc muticié természete

Minthogy az Apc mutdcid sem a hordozdk eletképességet
sem a himek fertilitdsat nem befolydsolja, dgy gondoljuk,
hogy az Apc mutdcid olyan geén funkcigjat érinti,vamely a nos-
tényekben, az oogenezis sordn Jdtszik szerepet. A "hagyoma-
nyos" genetikai megkozelités d.n. funkcidvesztéses tipusu,
tobbnyire recessziv mutdcicdk vizsgdlata sordn kovetkeztet a
gén funkcidjdra. Nem ismerjik az Apc gen funkcidvesztéssel .
jaré alléljait 1ill. az azokkal kapcsolatos mutédns fenoti-
pust. Sikertelenek voltak azok a kiséletek, amelyekben az

Apc mutdcidé revertdnsait, a remény szerint "funkcidveszté-
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ses" allélokat igyekeztiink el6dllitani. Annak ellenére, hogy
2938 etil-metdn-szulfondt és 3730 rontgensugdrzdssal ke-
zelt, az Apc mutdcidt hordozd kromoszdmdt vizsgdaltunk meg.
(A domindns nostény-steril mutdcick reverzidjanak &tlagos
gyakorisdga kb. 1/300; Erdélyi és Szabad, 1989; Szabad és
mtsi., 1989)

Az Apc mutdcd természetét meghatdrozandé volt szikseég a
mutdcid helyének meghatdrozésdra. Mivel (1) a muslica himek-
ben nem jétszddik le rekombindcid a meidzis folyamdn és (2)
az Apc/+ nostények sterilek, Uj megolddst kellett kidolgozni
a mutdcio térképezésére. Az Apc mutdciot annak alapjan térke-
peztik, hogy az Apc/+ ivarsejtvonal-sejtekbdl szdrmaznak
utddok, amennyiben ép follikuldris sejtek burkeljsk cket: Az
Apc/rucuca ivarsejteket hﬁrdozé kimérdktol rekombindns
nostényeket Qyﬂj%ﬁ%tﬂnk, €s az 0 vizsgdlatuk alapjan az Apc
mutdciot a harmadik kromoszémdra, a 39,5cM-al Jjellemzett
helyre lokalizdltuk (Szabad és Hoffmann, 1989).

Az Apc mutdcié helyének ismeretében olyan ndstényeket
allitottunk eld, amelyek az Apc mutdcidt és annak vad allél-
jét hordoztdk két kdpidban (Apc/+/+ nGstények). Minthogy a
mutdns fenotipus azonos volt az Apc/+ és az Apc/+/+ nisté-
nyek esetében, arra kovetkeztettink, hogy az Apc mutécic
G.n. neomorf tipusud (Miller, 1932): a mutdns fenotipus fig-
getlen a vad allélok széﬁétélf A neomoLf Jelleg azt is Jelen-
‘ti, hogy az Apc mutdcié funkcidnyeréses tipusu, ugyanugy
mint az Fs mutdcidk dont6 tobbsége (Erdélyi és Szabad, 1989;

Szabad és mtsi., 1989).
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" Az eddig. molekuldrisan jellemzett hdrom Fs mutdcid is
funkcidnyeréses tipus.

A Toll gén egy receptorfehérjét kédol, amely része a
petesejt kiils6 membrénjdnak. Ligandja valdszinlleg az easter
és/vagy a snake gének dltal kddolt fehérje (Hashimoto és
mtsi., 1988). Domindns alléljai olyan, a receptorrészt érin-
16 pontmutdcidk eredményei, amelyek a Toll-receptor molekuld-
Jénak a ligand jelenlététdl fliggetlen aktivdcidjat okozzdk.
A Toll mutdns fehérjeék aktivitdsa mds gének ektopikus kifeje-
zodésehez vezet, és ennek kovetkezménye a mutdns fenotipus,
a '"csupahas" embri 6k képzddése. A Toll gén funkcidvesztéses
recessziv alléljaira homozigdta néstényektél "csupahdt" emb-
rick szarmaznak, melyeknek nincs hasi oldala.

Az easter gén egy szerin-protedz aktivitdsd feheérjét
kédol. A funkcidvesztéses allélokra homozigdta ndstényektol
"csupahdat" embrick szdrmaznak. A domindns, funkcidnyeréses
allélok esetében viszont '"csupahas' embridk képzodnek. Az
easter domindns allélok molekuldris szintl vizsgdlata mutat-
ta meg, hogy a funkcidnyerés allélok pontmutécidk eredme-
nyei: a mutdns gentermek ligandtdl fiiggetlenil aktivdlodik.
Az ektopikus easter aktivitds mds gének kifejez6déséhez ¢és
végeredmeényben "csupahas" embridk  képzodéséhez vezet
(DeLotto és Spierer, 1986; Chasan és Anderson, 1989).

A torso gén terméke membranhoz kotott fehérje (Sprenger
6és mtsi., 1989). Karboxil-csoport feldli része a citoplaz-
mdba épiul és tirozin-kindz aktivitdssal rendelkezik. N-termi-

ndlis reésze sejten kivili receptor. Ligandja a torsolike
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fehérje, amely a follikuldris sejtekben szintetizdlddik
(M. Klingler személyes kidzlése). A torso gén funkcidveszté-
ses alléljainak bdrmelyikére homozigdta néstényekt6l olyan
embrick szdrmaznak, melyeknek nem képzodnek termindlis vége-
ik (Schipbach és Wieschaus, 1986; Klingler és mtsi., 1988;
Sprenger és mtsi., 1989; Strecker és mtsi., 1989). A funkcio-
nyeréses, domindns allélok esetében viszont "csupavég" embri-
6k fejlddnek, amelyek elpusztulnak (Klinger és mtsi.,‘ 1988
Szabad és mtsi., 1989). A torso domindns allél molekuldris
szintd vizsgélata megmutatta, hogy a vdltozds egyetlen amind-
savcéere. kovetkezménye. Az amindsavcsere a torsc-fehérje
receptor reészét érinti és a receptor ektopikus aktivdcigjat

idézi elo (C. Nisslein-Vollhard személyes kozlése).

A follikuldris sejtek rokonsdgi viszonyai

Az Apc mutdcidét eddig leirt sajdtsdgai alkalmassd teszik
arra, hogy megismer]jik a follikuldris sejtek leszdrmazdsi
viszonyait. Rontgensugdrzdssal mitotikus rekombinacidt indu-
kdltunk Apc/+ sejtekben. A mitotikus rekombindcid nyomdn az
Apc mutdciétdsl mentes +/+ (=Apc’) follikuldris sejtek
képzédnek. Az Apc’ follikuldris sejteket (is) tartalmazd
petekezdemeényekbdl teljesen vagy részben ép peték szarmazhat-
nak (melyeket "kivételes" petéknek neveztiink). Az Apc® kldno-
- kat az egyedfejlodés kiilonboz6 stddiumaiban indukdltuk, majd
a kifejlodd adult nostényeket vizsgdltuk, pontosabban az 6

"kivételes" pete-produkcidjukat.
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Egy és sok
Az adultként besugdrzott ndstények 31%-a rakott "kivéte-

les peté(ke)t.‘A mozaikok 85%-dt6l ndstényenként minddssze

egyetlen "kivételes" pete szdrmazott. Valdszini, hogy az egy
petébdl 4116 kldénok dontd tobbsége a mér kialakult petekezde-
meények follikuldris kopenyében indukdlddott Aggf kldnokat
reprezentdlta. E feltételezést tdmasztja ald az a megfigye-
lés 1is, hogy az egy "kivételes" petéb6l 4116 klénok a besu-
garzast kovetd 19:}}. napon bukkantak fel. Mint ismeretes,
egy petekezdemény kialakuldsa és érése mintegy 11-13 napot
vesz igénybe (Wieschaus és Szabad, 1979).

Erdekes, hogy bar az egy petekezdemény follikuldris kope-
nyét alkotd sejtek mitotikusan osztddnak a peték érése folya-
man (mikﬁzsen szamuk a kezdeti 80-rol 1200-ra né) és igy
Aggf—klénok kialakuldsdra van lehetdség, semmilyen jelét nem

~tapasztaltuk a peteke;demények gérése sordn képzédé-éggf klo-
noknak. Az ilyen tipusud kldnokat vérhatdan a besugarzast
kovet6 nehdny napon beliil megjelend "rendkiviili" peték repre-
zentdlndk. Annak, hogy a peték érésének kései szakaszaiban
képzod§ Aps’. Kidnok hem mutethatek i, ket cke Ishetssges.
1. Az anyasejttél oroklott Apc mutdns géntermék perdurancia-
ja (Garcia-Bellido és Merriam, 1971) megakaddlyozhatja a
+/+, nem mutdns stdtusd sejtek vad fenotipusdnak megnyilvanu-
1ldsét. 2. A +/+ sejtek részleges autondémiéja is megakaddlyoz-
hatja a minddssze néhdny sejtbol 4116 Aggf klonok kifejlo-
dését: az Aggf sejtekbdl Apc mutdns gentermek diffunddlhat a

+/+ sejtekbe (Garcia-Bellido, 1972).
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A kifejlett ndstények kb.15%-a nem egy, hanem 3 vagy
tobb "kivételes" petét rakotétnMiQéi nagyon ‘valészinﬁtleﬁ;
hogy ezen peték mindegyike nggétlen Aggf klonokbdl szarma-
zott, feltételezhetjiik, hogy a =23 "kivételes" petét rakd nés-
tények Aggf prefollikuldris sejteket tartalmaztak. Az Aggf
prefollikulédris sejtek csirasejtekként osztdédtak és utddjaik
tobb  petekezdemény follikuldris rétegenek képzédéséhez ja-
rultak hozza. Igy szdrmazhatott =3 "kivételes" pete egyetlen
Aggf klonbcol. A prefollikuléfis csirasejtekb0l szarmazé
"kivételes" peték, amint az varhatd, az Aggf klénok indukcio-
jat kovetd 9-11. naptél‘keidve Jelentek meg folyématosan a
néstények életének hatralevd heteiben. Tobbnyire épek voltak
és beldlik ldrvdk keltek ki. A csirasejt jellegG follikuld-
ris sejtek létezéset bar korébban mar King (1970) feltételez-

te, mi mutattuk ki oket elcszor.

Aggf klénok és a follikuldris sejtek szérmazasviszonyai

A felnott nostények 'egyke" Aggf kldénjaibdél szdrmazo
peték 82,4%-a 2 ép hdtoldali fliggeléket hordott. Ebbdl kovet-
kezik, hogy a két fiiggeléket képezt sejtek egyseges sejtvona-
lat alkotnak a follikuldris kopeny kialakuldsakor; kozos
dton fejlodtek és egyenértékiek. Ha ez nem igy lenne, dgy
csak olyan '"kivételes'" peték képzddnének, melyeknek egyen-
ként csak egy hdtoldali filiggelékik volna.

Megfigyeltik, hogy a felnOttként besugarzott ndstények
petéi kozott 17,6%-ban voltak olyanok is, amelyeknek a fiigge-

g -

lékei rovidebbek és vékonyabbak voltak, mint a vadtipusudake
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("heterogén" peték). A "heterogén" peték puszta létezése don-
t6 érv amellett, hogy a fiiggelékek szintézisében tﬁbp sejt
is reészt vesz. Ha csak egy sejt lenne érdekelt, a filiggelékek
a "minden Qagy sehmi" elv alapjdn vagy épek lennének, vagy
meg sem Jelennének.

Kordbbi vizsgdlatok (King, 1970; Margaritis, 1985) sze-
rint a vadtipusndl a korion filiggelékeit és az operkulumot 3,
egyenként B80-120 sejtbdl 4116, mozgdsban levé follikuldris
sejtcsoport hozza létre. Mivel megfeleld marker-mutdcié nem
dllt rendelkezésiinkre, az Aggf klonok hatdrait nem tudtuk
meghatarozni. Igy azt sem, hogy 1. vajon a "heterogén" peték
hatoldali fiiggelékeit milyen mertékben alkotjdk az Apc és az
Aggf follikuladris sejtek termékei és 2. mennyi a hati
fiiggelékek kialakitdséban résztvevo sejtek szdma.

A follikuldris klénokbol szdrmazd "kivételes" peték egy
részeben lezajlott az embriogenezis és 21,6%-ukbdl 1drvak
keltek ki (5. tdblazat). Ez az eredmény azt jelenti, hogy a
follikuldris kopeny kialakuldsa idején az Apc sejtek utddai-
bél normdlisan fejlett operkulum és gallér is keletkezhet.
Tehat az Osszes elililsd fiiggelék képzodéséért felelds folliku-
ldris sejtek egyetlen sejtvonalba tartoznak, legaldbbis a pe-
tekezdemények kialakuldsakor.

Tobb kutatdcsoportnak sikertilt a follikulédris sejtek
funkcicjat érintdé mutdcidk klénjait a pete feliletén kimutat-
ni (Wieschaus és mtsi., 1981; Perrimon és Gans, 1983). Ha az
ismert recessziv ndstény-steril mutdciodk koziil taldltunk vol-

na olyat, amely homozigéta dllapotban a pete feliletén latha-
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t6 véltozdst okoz és az Apc mutdcichoz hasonldan a 3. kromo-
széma bal karjdn helyezkedik el, az Aggf klénok hatdrait en-
nek segitségével cdetektdlni tudndnk. Mivel ilyen mutdcid nem
dllt rendelkezésre, 'a follikuldris klodnok kialakuldsa utén
kialakuld tovébbi sejtvonalbeli kotdttségek a pete eliilsé ré-
szének szintéziséért felelds follikulédris sejtek kozott fel-
deritetlenek maradtak.

Larva dllapotban a petefészek mezodermdlis eredetﬁlsejt—
jei még.nem differencidlddtak szﬁvettanilag5még*‘egységesek;
a késti lérva/korai bdbdllapotig osztddnak és csak akkor kez-
denek differencidldédni (Bodenstein, 1950; King, 1970). Vérha-
td, hogy a ldarvadllapotban induk&lt Aggf klénok kevésbé gya-
koriak, de nagyobbak lesznek, mint a felnGtt ndstenyek besu-
gdrzdsakor megfigyeltek. Vérhatd tovdbbd, hogy

1. a 1lérvédlis/korai bdb &llapotban indukdlt klénok né-

hany napon belil felbukkannak

2. tobb, a vadtipusthozhoz hasonld tipusi pete képzodik

3. a peték nagyobb szdzalékdbdl kelnek ki lérvak, mint

azt a felnGtt ndstények besugdrzdsdt kovetfen tapasz-
taltuk

Valdban, a ldrva dllapotban végzett besugdrzdast kdvetden
a mozaik ndstények az elsd "kivételes" petéiket &dtlagban az
5,7 nap utdn rakték le (szemben az adultként besugdrzott nés-
tényeknél tapasztalt 10,7 nappal), petéik nagycbb ardnyban
voltak vadtipusidak, bel6lik nagyobb ardnyban keltek ki 1l&ar-
vdk, mint az adult besugdrzds esetén. Tehdt eredményeink az

elvdrdsokat megerdsitették, jelezve azt is, hogy a "kivéte-
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les" peték valdban Aggf klénkat reprezentdlnak.

Erdekes, hogy a larvakban és a fiatal badbokban indukalt
Aggf klonok tobb mint 50%-4bdl egyenként minddssze egy "kiveé-
teles" pete szérmazotf. Ezt a megfigyelést (Ggy magyardzzuk,
hogy az Aggf klénok nem vdlnak részévé a germdarium prefolli-
likuldris kopenyéhez jdrulnak hozzé. Valdszinl, hogy amikor
a mezodermalis eredetld sejtek bendnek a differencidlatlan Gs-
ivarsejtek kozé, és kialakulnak a petecsdvek, azokbdl az Gsi-
varsejtekb6l, amelyek a petecsovek alsidbb részeiben helyez-
kednek el, egyenként csupdn egy peté differencidlddik

(Wieschaus és Szabad, 1979). Azok az AEC+ klénok, amelyek

sy g o~ .

egy-egy "kozvetlenidl" petévé fejlodd Osivarsejtek kozelében
voltak, 1gy csupdn egyetlen "kivételes" pete képzGdéséhez ja-

rulnak hozzd (Szabad és Hoffmann, 1989).

Az Apc muticidé és a "dominans nostény-steril technika"

Az Apc mutdcic alkalmas eszkoz lehet arra, hogy megvizs-
gdljuk: érintik-e bizonyos recessziv ndstény-steril (fs)
vagy zigotikus letdlis (1) mutécidk az eliils6 follikuldris
sejtek funkcidjdt. Az fs/+ vagy 1/+ heterozigéta follikuld-
ris sejtek mitotikus rekombindcid utén fs/fs vagy 1/1 homozi-
gotdvd valhatnak (16. dbra). Ezutdn tanulmdnyozhatd, hogy
van-e hatdsa az fs vagy 1 mutdcidnak a follikuldris sejtek
életére.

Az fs/fs vagy 1/1 kldénokat hordozé peték nehezen vagy

egydltaldn nem kilonithetoék el azoktdél, melyek follikuldris
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sejtjei fs/+ (vagy 1/+) heterozigétdk. Az Fs(3)Apc mutdcid
segit a fenti probléma megolddsdban: az Apc mutdcidt hordozd
sejtekb6l nem szdrmaznak peték. A mitotikus rekombindcidt
kovetben keépz6dd fs/fs vagy 1/1 sejtek viszont nem hordozzak
az Apc mutdciot, és amennyiben az fs vagy 1 mutdcick a
follikuldris sejtek életére nincseﬁek hatdssal, bel6lik pe-
ték fejlodhetnek (16. dbra). Vagyis a domindns ndstény-ste-
ril mutdcidé mintegy szlroként csak azokat a sejteket "enge-
di at", amelyeket tanulmdnyozni kivdnunk. Az itt leirt megol-
dédst nevezik domindns ndstény-steril technikdnak (Wieschaus,
1980; Perrimon és Gans, 1983).

Eppen az Apc mutdcis segitségével sikerilt bebizonyi-

tani, hogy a torsolike (tor-1) gén (mely terméke a torso

fehérje ligandja) a follikuldris sejtek életében jatszik fon-
tos szerepet. Amikor tor-1/Apc sejtekben indukdltak mitoti-
kus rekombindcicét, olyan petekezdemények képzodtek, melyek
follikuldris sejtjei (vagy egy résziik) nem hordozték az Apc
mutdciét, de homozigdtak voltak a tor-1 mutdcidra. Ha a
tor-1 mutdcid nem befolydsolnd a follikuldris sejtek életét,
(a tor-1 génnek nem volna szerepe a follikuldris sejtek éle-
tében) gy a legtdbb Apc mutdcidét nem hordozé follikuldris
sejteket tartalmazé mozaik petekezdeménybGl peték, majd utcé-
dok szarmazhatnanak. Ellenben a tor-1 mutdcid befolydsoclja a
follikuldris sejtek funkcidjat,--igy a "kivételes" petékben a
torso-like mutdns fenotipust mutaté embridk fejlodnek. Az
erednények azt mutattdk, hogy a mozaik petekezdeményekbdl,

bar ép peték szdrmaztak, de a bennik fejlédé embridknak nem
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képzOdtek végei; ugyandgy néztek ki, mint a tor-1/tor-1 homo-
zigdta nbstények embridi (Nisslein-Vollhard személyes kozlé-
se). Ez az eredmény azt jelzi, hogy a tor-1 gén termékére
szikseg van a follikuldris sejtek ép funkcidjédhoz.

Az Apc mutdcidval minden olyan fs és 1 mutdcié konnyen
tanulmdnyozhatd, amely a muslica 3. kromoszdmdjdnak bal kar-
Jahoz kapcsolt. Egy mdsik, a follikulédris sejtek életét befo-
lydsolé Fs mutdcid (Fs(2)Ugra) azoknak az fs és 1 mutdcick-
nak a vizsgdlatdra alkalmas, amelyek a mdsodik kromoszcéma
bal karjén lokalizdltak (Szabad és mtsi., 1989; J. Szabad és

P.J. Bryant, K. Konrad és L.I. Marsh személyes kidzlése).
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TABLAZATOK



1. tébldzat Petefészek kimérak

Genotipus A peték Kimérdk széma
Donor Gazda tipusa
Apc/rucuca — +/K1237° Apc 11
K10 w mal ———> Apc/rucuca K10 + Apc 3

a, A K1237 (=Fs(1)K1237) mutdcidé megakaddlyozza az olyén pe-

tekezdemények fejlodéset, amelyek hordozzak a K1237 mutd-
ciot. K1237 nincs hatdssal a testi sejtek funkcidjéra.

b, Azokat az eseteket tiintettilk fel, ahol a beiiltetett pete-
fészek feltapadt a gazda néstények petevezetékeére.



2. tdbldzat Csiravonal kimérdk

A
A szilodk genotipusa Gazda A kimérdék tipusa
Donor Gazda nostények®  Apc/rucuca  rucuca/TM3
rucuca/rucuca +/+ (ORE-R)
X —— X 74 14 10
Apc/TM3 K1237/Y

B
A sziilok genctipusa Gazda néstényekb
Apc/rucuca rucuca/TM3
Banae ez Usszes Kiméra (Osszes Kiméra
yv fmal/y v £ mal  rucuca/rucuca
X —_— X 42 7° 37 10
y v f mal/Y Apc/TM3

b., A gazda nostényeket y v f mal/Y himekkel kereszteztiik.

c., Ezek a kimérék tartalmaztak mal/mal, nem fest6dd petekezde-
ményeket.



3. tabldzat A rontgensugdrzds hatdsa Apc/rucuca n63tényekre9

Csoportok ﬁg szami mozaik nostényt NGstények Utdd/csoport Usszes
tartalmaza csoportokb utod
Osszes Utddok 0 1 2 3 4 Vizsg. Mozaik % 1 2 =23
N szarmaztak
42 21 21 14,6 5,0 1;2 0,2 413 29° pi 0 2 19 153

a., 3-5 napos Apc/rucuca ndstényeket sugdroztunk be 1500 R dézissal. A ndstényeket 10-es csoportokban
vizsgdltuk. A nostényeket még a besugdrzds el6tt rucuca himekkel kereszteztiik. Megszamldltuk, hogy a

csoportok kozil hanytdl és hany utdd szdrmazott.
b., Egy Poisson eloszlds alapjdn becsiilt érték; Ni=P(i)N, ahol P(i)=e-vv1/i!, és figyelembe véve, hogy
P(0)=Ny/N=¢""

c., 29=(14,6x1)+(5x2)+(1,2x3)+(0,2x4)



-4, tabldzat A "kivételes" peték képzddésének jellemzdi

Eletkor N(’)stények6 Minimdlis "Kivételes" Usszes Atlagos Klénok szdma Osszes
a besugérzés Vizsgdlt Mozaik % vizggélati peték szdma "kivéte-  kloén- néstényenként klon
idején id6~(nap) nostényenként 1les" pete méret
1 2 23 0 1 2 23
Kontroll 374 4 | - 1 2 2 10 3,5+ 0,7 370 4 0 0 4
3 244 16 6,6 8 11 1 4 71 13,5+13,2 228 15,4 0,5 O 16
72 201 41 20,4 12 16 3 22 460 10,8+10,5 160 36,5 4,2 0,3 46
120 109 24 22,0 12 12 0 12 139 10,6+ 6,7 85 21,1 2,6 0,2 27
360 385 119 30,9 17 76 25 18 223 5,4+ 3,4 226 98,4 18,2 2,4 143

a., 0Ordk a pete lerakdsa utdn. (3= blasztoderma; 72= korai harmadik stadiumd ldrva; 120= fiatal bdb;
360= kifejlett adult.)

b., A vizsgdlathoz 1000 R dézissal az egyedfejlodés kiilonbozé stddiumaiban besugdrzott Apc/rucuca
nostényeket haszndltunk fel

c., A mozaikok 95%-dnak azonositdsdhoz sziikséges idd.
d., Az adatok a=3 petét tartalmazé kldnokra vonatkoznak.

e., Egy Poisson_sloszlés alapjdn becsiilt értékek; NizP(i)N, ahol P(i)=e “v!/it, figyelembe véve, hogy
P(0)=NO/N=e (hasonldan az 1. tdbldzathoz)



5. tdblazat A feln6tt korban besugdrzott ndstények "kiilonleges"
petéinek megjelenési gyakorisdga és tipusaia

Egy petébdl 4116 23 petébdl alle

kldénok k1ldnok
db % db %
"Heterogén" Nem kelt ki 20 16.0 15 15.3
peték Kikelt 2 1.6 4 4.1
Vadtipusihoz Nem kelt ki 78 62.4 3l 52.0
hasonld peték  Kikelt 25 20.0 28 28.6
Osszesen 125 100.0 98 100.0

a., Azokat a nostényeket, amelyektidl egyenként egy "kivételes" pete
szarmazott, képviseli az "Egy petébdl 4116 kldnok" csoportja.
Azokat amelyektdl =3 "kivételes" pete szdrmazott a "Follikuldris
Ossejt eredetd klénok" jelentik, amelyek valdszinlleg a prefolli-
kuldris sejtekben indukalddott Aggf kldnokat reprezentdl jak.



6. tablazat Az Apc' mozaikossdg jellemzdi®

Besugdrzds ideje

A mozaikossdg gyakorisdga
("kivételes" peték)

A besugérzott nostények hdny szdzalékatol
szarmazott utdd

Apc/Apc” allélek aranya az utddokban
Egyetlen "kivételes" pete/Aggf kldn
Tobb "kivételes" pete/Apc’ kldn

Vad tipushoz hasonlé "kivételes" peték
"Heterogén" petek

Vad tipushoz hasonld "kivételes" peték,
amelyekbdl larvak keltek ki

"Heterogén'" peték, amelyekbdol
larva kelt ki

Az elsd "kivételes" pete megjelenésének
gtlagos ideje (nap)

A mozaikok 95%-anak azonositdsdhoz
sziikséges idd (napok)

A "heterogén" peték  95%-dnak
azonositdsahoz szilkséges idd (napok)

Vad tipushoz hasonlé "kivételes" peték
azonositdsahoz sziikséges id6 (napok)

Feln6tt

BY.
3.
82.
17.

29,

10.

10.

17.

o\°

o\

o\®

Ldrva

46.0

o\°

54.0

o\°

92.6

o\

87.0 %

29.4 %

12.0

a., 1000 R-t hasznaltunk az Aggf mozaikosséag

kivéve a b., esetet.
b., 1500 R-t haszndltunk.

n.v.= nem vizsgdltuk

induk&dlésdhoz,
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Follikuléris
sejtburok

"
Gyurucsatorna

Dajkasejt

Petesejt

" SN
Speriun
tarisznya—ag.s
iszny L= o ,
Jarulekos

2004 Uterusi/) mirigy

l.dbra Az oogenezis sematikus  dbrdzoldsa Drosophila

melanogasterben.

A., a néstény Drosophila belsd szaporito szer-
vei

B., egy petecsd (ovariola) rajza, benne kiilon-
bdzo stdadiumd petekezdeményekkel

C., egy petekezdemény nagyitott rajza

(King, 1970 nyoman).



2.3bra A peteérés utolsé mozzanatainak dbrdézoldsa

A.,

A follikuldris sejtek megkezdik hcriyomuldsukat a
pete- és dajkasejtek kozé. A follikuldris sejtek
fokozatosan beboritjdk a petesejt eliils6é reészét
és megkezdik a vitellinmembrén és a korion szin-
tézisét. A hatarsejtek elérték a petesejt- dajka-
sejtek hatdrvonalat és megiﬁdul a mikropilus
szintézise. |

A dajkasejtek mdr csak "sapkdt" alkotnak a pefe—
kezdemény elils6 veégén. A hati filggelékeket a
degenerdlddd dajkasejtek mellett eldrenyomulo
follikuldris sejtek alakitjak Kki.

Egy kifejlett pete részei

A kifejlett petét burkoldé korionnak Jjellegzetes
sokszogletd mintézata van.

(A muslica egy kifejlett petéje 0,5 mm hosszu.)



Vandorlo follikularis
| sejtek

Hatarsejtek

Korion filiggelekek
kezdemenye

Operkulum
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Mikropilus
Galler
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3.4bra

A Drosophila melanogaster pete védGburkainak héj-

szer(i szerkezete
vm - vitellinmembran
en - endokorion
icl- legbelst korionréteg (innmermost choerionic
layer)
- wm - viaszreéteg
A szaggatott vonalakbdl 4116 téglalap étmgttszetet

jeldl.



4 .3bra

mitotikus

rekombindcié

Az Apc mutdcidt nem tartalmazd Aggf sejtek kiala-

kuldsa mitotikus rekombinécid utan. Az utddsejtek
egyike nem tartalmazza az Apc allélt, igy tovdbb
fejlodhet. A vékonyabb ill. vastagabb vonalak az
apai 1ill. anyai kromoszémdkat jelképezik. A + jel

a vadtipusd allélt szimbolizdlja.



5.4bra

Vadtipusd (bal oldalt) és az Apc mutdcidt hordo-

z6 petekezdemények. A felvételek DAPI festés
utdn fluoreszcens mikroszkdpban késziltek. Jdl
ldthatdk a 15 dajkasejt nagy és a follikuldris
sejtek kis sejtmagjai. Mig a vadtipusu dajkase]j-
tek magjai épek, az Apc mutdcidét hordozdkék pik-
notikusak, szétestek, kilondsen a fejlettebb pe-
tekezdeményekben (nagyitds 280x, kivéve a Jjobb

oldali alsd felvételt, ahol 560x).



6.4bra

Apc- (balra) és vadtipusd (jobbra) peték sotétls-

toterG (fels6) és fdziskontraszt (alsd) képe. Az

Apc petek korion-fiiggelékei, melyek a peték h&tol-

dalén elcl képzbodnek, fejletlenek.



7.4bra

Az Apc/rucuca, y v f mal &sivarsejteket is hordo-
zG6v kiméra nosténygk“nehany petecsove. A mal homo-
zigota Osivarsejtekbdl szarmazo petekezdemények
nem festddnek. (Megjegyzés: a mezodermdlis erede-
td sejtekben nincs aldehid-oxiddz enzimaktivitds,

ezért nem festddnek a follikuldris sejtek.)



8.4bra

59 5

34 13

+ Apc + &

A szdmok az Apc/rucuca Osivarsejteket és +/K1237
testi sejteket hordozd kimérdktdl szdrmazd kiilon-
féele genotipusu rekombindns néstény utddait jelc-

lik. Az utddok genotipusdra a rucuca/rucuca himek-

kel végzett keresztezés alapjdn kovetkeztettink.



9.dbra A ‘'kivételes" peték Apc”  klonokat jeleznek.

Hatoldali fiiggelékeik alakban €s meretben is nagy

mérteékben kilonbozhetnek.



10.4bra

A kifejlett nostények besugdrzasat kovetden meg-
jélené "kivételes" peték iddbeli 4brdzoldsa.

Az lires korok Jelképezik azokat a petéket,
melyekbdl ldrvdk keltek ki. A kitoltottek azo-
kat, amelyekb6l nem keltek ki iérvék. A hatolda-
1i filiggelekeket csak a kiilonleges esetekben je-
leztik. A vizszintes szaggatott vonalak az 1,
2, 23 "kivételes" petét raké osztdlyok hatdrait
Jelzik. Az egyvonalban lev6é jelek egy mozaik nés-
tény petéit reprezentdljék. (Ha a néstény egy na-
pon tobb petét rakott, kis szammal jeleztik.) A
sorveégi rovid vonalak a megfigyelés iddtartamat

jeldlik.
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A kilonféle tipusid "kivételes" peték megjelenésé-

11.8bra

idobeli lefutédsa lérvdk besugdrzdsa

esetén.

nek

abrén ldthatdkkal.

A jeldlések megegyeznek a 10.



12.4bra

Sotét 1latoterd felvételek mozaik petékben fejlé-
dott és elpusztult embridkrél. A hasoldalt és a
szegmenteket kitin horogsorok jelzik. A petékben
larvak fejlédtek, de nem tudtak kikelni. A felsé
sor kozepén lévé larva kozel azonos a vadtipusi-
val. Az elsd sor jobb oldaldn 1évd ldrvdnak hid-
nyoznak a feji strukturdi, és szegmentjei is fej-
letlenek. A jobb alsd petének csak egy hdtoldali
fiiggeléke volt. A benne kifejlddott lérvanak hi-
dnyzik néhany feji struktirdja, éppen azon az ol-

dalon, ahol nem fejlddott ki hdtoldali fiiggelék.
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13.4bra A "kivételes" peték megoszlasa annak fiiggvényeé-
ben, hogy az egyedfejl6dés mely szakaszdban indu-

kdltuk az Apc’ kldnokat.

3 6ra - blasztoderma
72 éra - fiatal harmadik stddiumd ldrva
120 déra - fiatal bdb
360 6ra - 5 napos adult

A feketével jelzett petékb6l nem keltek ki lar-

vak, mig a fehérrel jelzettekbdl igen.
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l4.3bra Az oszlopdiagrammok azt abrazol jék, mikor raktsk
le a kiilonféle tipusd "kivételes" petéiket a fel-

nottként besugdrzott ndstények.
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15.ébra A '"kivételes" peték megjelenésének iddbeli lefu-

tdsa

O - 1é4rvélis (72 d6ra) besugérzds utédn

® - adult (360 d6ra) besugdrzds utdn

3% - heterogén (egy, mdsfél vagy két rovid hdtol-
dali figgelékO)peték megjelenése adultok be-
sugdrazésa utan

@ - az ép petek megjelenése adult besugdrzds

nyoman



ANYASEJT

16.34bra

LEANYSEJTEK

mitotikus

rekombindcid

Dominédns ndstény-steril technika sematikus &bra-
zoldsa.

Mitotikus rekombindcid utdn egy, a vizsgdlt muté-
cidra homozigdta lednysejt képzodik, amely foly-
tathatja fejlodését, amennyiben a m mutacio azt
nem akaddlyozza. A nGstény Osszes tobbi sejtje

az Fs mutdcid miatt fejlodésképtelen.





