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Bevezetés

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) az ivarvonal-fejlédés
vizsgalatanak elfogadott modellje. Az ivarvonalsejtek az embriogenezis korai
szakaszaban, anyai hatasu faktorok hatasara alakulnak ki. Az embrionalis
ivarvonalsejtek a gasztrulacidé soran a kozépbél-kezdemény faldhoz
kapcsolddva az embrid belsejébe tiiremkednek, majd aktiv mozgassal attérnek
a bélkezdemény falan. Ezutdn vonzo és taszitd szignalok hatisara a fejlédo
embrid testiiregében vandorolnak. Az embrionalis ivarvonalsejtek vandorlasuk
soran két csoportra oszlanak, és az embriondlis ivarszerv-kezdemények
szomatikus prekurzorsejtjeivel 0Osszekapcsoldodva az embrionalis fejlodés
végére kialakitjak az ivarszerveket. Az ivarvonal differencidloédasa a larvak, a
babok és a kifejlett allatok ivarszerveiben folytatodik. A kifejlett allatok
ivarszerveiben az  dssejt  jellegli  ivarvonalsejtek  osztédasaval  és
differencialodasaval keletkeznek az érett peték és himivarsejtek.

Az embrido poszterior polusan lefliz6dé ivarsejtekben a zigotikus
transzkripcid sokaig represszalt, csak az embrionalis gasztrulacio idejétol
aktivalodik fokozatosan, ett6l az id6ponttol kezdve tehat az anyai eredetii és a
zigotikus kifejez6désli géntermékek egyiittesen iranyitjak az ivarvonal-fejlodés
lépéseit. Az RNS interferencian alapuld géncsendesités az embrionalis
ivarvonal-fejlodés kivald vizsgalomodszere, hiszen az anyai és zigotikus
eredetli géntermékek (mMRNS-ek) egyarant inaktivalhatok, és igy a vizsgalando

gének funkciovesztéses fenotipusai megfigyelhetok.



Célkitizések

— A biologiai adatbazisok intenziv fejlédése lehetové tette, hogy Osszeallitsuk a
Drosophila embrionalis ivarvonalban specifikusan kifejez6d6 gének listajat, és
ez alapjan reverz genetikai kisérletsorozatot tervezziink. PhD munkam témaja
az ivarsejt specifikus kifejez6dést mutatdo gének funkcionalis genetikai
jellemzése RNS interferencia alapu reverz genetikai kisérletsorozattal.

— Az RNS interferencia kisérletsorozatban azonositott gének ivarvonal-
fejlodésben betdltott szerepét ugy kivantuk igazolni, hogy a gének mutans
alléljainak hatdsat az ivarvonal fejlédés szempontjabdl érzékenyitett genetikai
hattéren vizsgaltuk.

— Munkank tovabbi részében az RNS interferencian alapul6 kisérletsorozat jelolt
génjei evolucids viszonyainak feltarasat, és a gének funkcidjanak felderitését
tiiztiik ki célul.

— Az RNS interferencia kisérletsorozatban azonositott gének ivarvonal-fiiggd
szerepét ivarvonal-specifikus géncsendesitési eljarassal kivantuk vizsgalni.

— A bemutatott munkaban valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy az embrionalis
ivarsejt transzkriptoma funkciondlisan redundans-e, vagyis, hogy az
ivarsejtekben kifejez6dd, hasonld szerkezetii fehérjék képesek-e helyettesiteni
egymas funkcidjat.

— Célul tiztik ki az RNSi kisérletsorozat néhany igéretes jeldlt génjének

részletesebb genetikai vizsgalatat.



Alkalmazott médszerek

— Génexpresszios adatbazisok és embrionalis ivarszerv CDNS-gyijtemény
alapjan azonositottuk az embrionalis ivarvonalban specifikusan kifejez6do
géneket.

— Géncsenedesitd kettds szala RNS-eket terveztiink, és szintetizaltunk in vitro
transzkripcié modszerével.

— Az ivarvonal specifikus kifejez0dést mutatd géneket a gén-specifikus kett6s
szali RNS-ek korai Drosophila embriokba torténé injektalasaval
csendesitettik. Az injektalt embriok ivarvonalsejtjei a nos-Moe-GFP
fluoreszcens jelz6fehérjét fejezték ki.

— Az injektalt embriok ivarsejtjeinek fejlodését in vivo video-mikroszkopia
segitségével kovettik nyomon. Az azonositott, rendellenes ivarsejt
fenotipusokat kategoriakba soroltuk.

— Az embriondlis fenotipus-elemzésen atesett allatokat felneveltiik, majd a
kifejlett allatok ivarszerveit vizsgalva meghatdroztuk az ivarsejtfejlodés
zavarara utal6 csokevényes ivarszerv fenotipus penetranciajat.

— Az RNS interferencia kisérletsorozatban azonositott gének mutans alléljait
érzékenyitett genetikai hattéren vizsgaltuk.

— A FlyBase és az Ensemble adatbazisok segitségével feltérképeztik a jelolt
gének evolucios viszonyait és funkcioit.

— Meghataroztuk azokat az ivarvonal-specifikus kifejezodésii géneket, amelyek
hasonlo fehérjéket kodolnak. A hasonld fehérjéket kodolod géneket paronkeént,
szimultan csendesitettilk, hogy megbecsiiljik az ivarsejt transzkriptom
funkcionalis redundancidjanak mértékét.

— Az azonositott gének ivarvonal-fiiggd hatasat ivarvonal-specifikus
géncsendesitéssel vizsgaltuk. A rendellenes fenotipusokat immun-hisztokémiai

modszerekkel, konfokalis mikroszkopia segitségével vizsgaltuk.



— A kivalasztott gének részletes genetikai elemzését szintén immun-hisztokémiai

modszerekkel, konfokalis mikroszkopia segitségével végeztiik.

Eredmények

Génexpresszios adatbazisok és embrionalis ivarszerv EST-gyiijtemény
vizsgéalataval 502 gént azonositottunk, amelyek MRNS-e ivarvonal-, vagy
ivarszerv-specifikus kifejezodést mutat embrionalis korban. Ezen 502 génnel
géncsendesitd kisérletsorozatot hajtottunk végre, oly moédon, hogy a génekre
specifikus dsRNS-oldatot olyan korai Drosophila embriokba injektaltuk,
melyek ivarsejtjei fluoreszcens fehérjét fejeztek ki. A fluoreszcens fehérjét
kifejez6 ivarsejtek sorsat in vivo video-mikroszkédpia segitségével kovettiik
nyomon az embrionalis fejlodés végéig. A videofelvételeket részletesen
elemeztiik, a  géncsendesitések  altal  okozott  ivarvonal-fejlédési
rendellenességeket fenotipus kategoriakba soroltuk, valamint megallapitottuk a
kiilonboz6 rendellenes fenotipusok eléfordulasi gyakorisagat. Az embrionalis
fenotipus analizisen atesett allatokat felneveltiik, majd a kifejlett allatok
ivarszerveinek allapotdit megvizsgalva meghataroztuk a csdkevényes
ivarszervek penetranciajat. Kisérleteink soran 48 olyan gént azonositottunk,
amelyek csendesitése reprodukalhatdé modon embrionalis ivarsejt-fejlodési
rendellenességeket vagy a kifejlett allatokban csokevényes ivarszervek

megjelenését idézte eld.

Géncsendesitd kisérletsorozatunk eredményeinek megerdsitéseként a jeldlt
gének mutans alléljait érzékenyitett genetikai hattéren vizsgaltuk. Ebben a
kisérletben a teszteld Drosophila torzs harom, az ivarsejt-kialakulasban

szerepet jatszo gén funkciovesztéses alléljat hordozza heterozigota formaban,



cre

fenotipust idéztek eld kifejlett allatokban. Kimutattuk, hogy a vizsgalt gének
tobb mint 70%-anak alléljai jelent6s mértékben megemelik az ivarsejt-hianyos

fenotipus el6fordulasanak gyakorisagat az érzékenyitett genetikai hattéren.

A géncsendesitdé kisérletsorozat jeldlt génjeinek evollcios viszonyait
vizsgalva azt talaltuk, hogy a gének 72%-a erésen konzervalt. Koziiliik tobbrol
kimutattdk, hogy az Drosophila, vagy mas modellszervezet ivarvonal-
fejlédésben szerepet jatszanak. Kisérletsorozatunk egyik legjelentésebb
eredményének azt tartjuk, hogy 29 olyan, tobbségében evoliciésan konzervalt
gént azonositottunk, melyeknek funkcidjat az ivarsejt-fejlodés folyamatban

korabban még nem irtak le.

Kisérleteinkben az embriondlis ivarsejtekben kifejez6dé gének mintegy
tizedének csendesitése okozott ismételheté mutans fenotipust az ivarvonal-
fejlodés soran. A fenotipussal rendelkezé gének alacsony szamara
magyarazatot adhat a vizsgalt gének kozotti funkcionalis redundancia. Mas
modellszervezetekben kimutattak, hogy a paraldég és hasonlé doménszerkezetii
fehérjék képesek funkcionalisan helyettesiteni egymast, igy biztositva a
fejlodés robosztussagat. Annak eldontésére, hogy a Drosophila embrionalis
ivarvonalban milyen mértékii a hasonld fehérjék funkcionalis redundancidja,
kettdés géncsendesitési kisérletsorozatot hajtottunk végre. Hasonlo fehérje
szekvenciaju, azonos doméneket hordozé fehérjéket kodolo, valamint a paralog
géneket paronként, egyiittesen csendesitettiik. Minddssze egyetlen génpar (trio
és Gapl) esetében tudtunk kimutatni genetikai kélcsonhatast. Eredményeink
alapjan ugy véljiik, hogy az ivarsejt transzkriptoma funkcionalis redundanciaja

alacsony szinti.



A géncsendesit kisérletsorozatunk soran a célgénekre specifikus kettds
szali RNS-eket korai Drosophila embridkba injektaltuk. Mivel az injektalt
RNS-ek az ivarsejtekben és a testi sejtekben is hatékonyan miitkddnek, nem
tudtuk kizarni, hogy a megfigyelt ivarsejt-fenotipusok a testi sejtek hibainak
kovetkezményei. Az ivarsejt-fliggd hatas bizonyitdsat miRNS utvonalon hatd,
transzgenikus  géncsendesitd short hairpin-RNS-ek (ShRNS) ivarvonal
specifikus kifejeztetésével végeztikk el. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a
csendesitett gének nagy része, ivarsejt fliggd modon, de legalabbis ivarsejt
fliggé modon is hozzajarul az ivarvonal-fejlédéséhez. A transzgenikus
géncsendesitd ShRNS-ek ivarsejt-specifikus kifejeztetésének hatasa elsGsorban
larvak ¢és kifejlett allatok ivarszerveiben vizsgalhatd, ezért az eljaras jol
kiegészitette az embridkon végzett géncsendesitési kisérletsorozatot, mely

foként az embrionalis ivarsejtek fejlédési hibainak kimutatasara volt alkalmas.

A pleiotrép hatasu gének szerepe az ivarvonal-fejlédésben nehezen
vizsgalhato. A géncsendesitési eljaras azonban lehetdvé teszi olyan, atmeneti
erdsségli fenotipus kondiciok eldallitasat, melyekben az ivarsejt hibai
megfigyelhetdk, azonban a testi sejtek elvaltozasai kisebb mértékiiek, mint a
gén teljes funkcidvesztése esetén. Munkank soran tobb, testi sejtekben is
mitkod6, pleiotrop hatastt gén ivarsejt-fejlédésben betoltott szerepét is
részletesen megvizsgaltuk. A RhoGEF fehérjét kodold pebble (pbl) gén
csendesitése az embrionalis ivarsejtek szamanak csokkenését, az ivarsejtek
eltévedését, az embriondlis ivarszervek Osszeszerelddésének hibait, és ezen
okok kovetkezményeként a gonadok hidnyat okozta. Megfigyeltiik, hogy a pbl
mutdns embriokban nemcsak az ivarvonal sejtjei, hanem az embrionalis
ivarszervek szomatikus komponensei is abnormalis elhelyezkedéstiek,
jelezvén, hogy az embrionalis fenotipus legalabb részben a testi sejtek

hib4janak kovetkezménye. lvarvonal-specifikus géncsendesitéssel azonban



kimutattuk, hogy a pbl ivarsejt-figgd modon is hozzajarul az ivarsejtek
fenntartasahoz. A mikrotubulus ko6t6 fehérjét kodolo fascetto (feo) gén
csendesitése esetén nem figyeltiink meg rendellenességeket az embrionalis
ivarsejtek fejlodése soran. Larvalis ivarszervekben ellenben kevés szamu, de
rendellenesen nagyméretii ivarsejtet tudtunk kimutatni. Ezt a fenotipust mutans
allélal és ivarvonal specifikus géncsendesitéssel is reprodukaltuk, utobbi
bizonyitja a feo ivarsejtfiiggd hatdsat. Vizsgalataink szerint a Feo fehérje az
osztodo ivarsejtek telofazisa alatt az osztddasi ors6 kozépvonalaban
lokalizalodik. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a feo larvalis ivarsejtek

osztddasahoz sziikséges.

A mei-P26 gén TRIM-NHL tipusti cink-k6té fehérjét kodol. A génrél
korabban bizonyitottak, hogy 0Osszetett szerepe van a kifejlett ndstények
ivarvonalaban, azonban a korabbi egyedfejlédési stadiumokban ivarvonal-
specifikus szerepét még nem irtak le. Munkank soran azonban kimutattuk,
hogy a mei-P26 az embrionalis és larvalis ivarsejt-fejlédés szabalyozasaban is
szerepet jatszik. A gén csendesitése az embrionalis ivarsejtszam csokkenését
eredményezi, mely annak koszonhet6, hogy a Mei-P26 hidnyaban az
embrionalis ivarsejtek szomatikus iranyba differencialodnak. Kimutattuk
tovabba azt is, hogy a mei-P26 a larvalis ivarszervekben az Ossejt jellegii

ivarvonalsejtek fennmaradasahoz is sziikséges.

A szumoilaci6é konzervalt poszttranszlacids fehérjemoddositdé mechanizmus,
mely a célfehérjék aktivitdsat, intracellularis lokalizaciojat, stabilitasat
szabdlyozza. = Géncsendesité  kisérletsorozatunkban a  szumoilacids
emzimrendszer két tagjat, a SUMO-aktivator alegységet kodolé Aosl és a
SUMO-ligazt kodold Supressor of variegation 2-10 (Su(var)2-10) gént

azonositottuk. Mindkét gén csendesitése csokevényes felndttkori ivarszervek



kialakulasat eredményezte. Ivarvonal-specifikus géncsendesitéssel az emlitett
géneken kiviil megvizsgaltuk a SUMO aktivator enzimkomplex masik tagjat
kodolé Uba2, illetve a SUMO fehérjét kodoldo smt3 gén hidnyanak hatasat.
Eredményeink szerint a szumoilacié a him ivarvonalban a csiravonal dssejtek
fenntartasahoz, mig néstények esetében a csiravonal dssejtek fenntartdsan tul,

azok differencialodéséhoz is sziikséges.

Eredményeink 0Osszefoglalasaként elmondhatd, hogy géncsendesitésen
alapuld reverz genetikai kisérletsorozatot végrehajtva, 48 ivarvonal-fejlodésben
szerepet jatszo gént azonositottunk. Feltartuk e gének evolicids viszonyait, és
kimutattuk, hogy a gének csendesitése milyen rendellenességeket okoz az
egyedfejlodés kiillonbdzd stddiumaiban. Bemutattuk, hogy az embrionalis
ivarsejt transzkriptom redundancidja alacsony szintii. Részletesebb genetikai
vizsgalatok segitségével leirtuk a pbl, a feo és a mei-P26 gének, tovabba a

szumoilacid ivarvonal-fejlddésben betoltott szerepét.
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