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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

,Omne vivum ex ovo.” (Minden é16 a petéb6l/tojasbol lesz.)

William Harvey megallapitasa, legalabbis a tobbsejtiiek vildgéban,
altalanos érvényil. A petesejtek, peték vagy tojasok az ovogenezis termékei,
az uj élet forrasai.

A muslica (Drosophila melanogaster) petéje két sejttipus dsszehangolt
miikodésének az eredménye: az ivarsejtvonal eredetii sejtekének és a testisejt
eredetii follikularis sejtekének. Az ivarsejtvonal eredetii pete- és dajkasejtek
féleg a peték citoplazmajanak szintéziséért feleldsek. Az utébbi idében a
follikularis sejtekkel kapcsolatos ismeretek robbanasszeriien megszaporodtak
és felértékelddtek. Ma mar bizton allithatjuk, hogy a follikuléris sejtek nem
csak a pete védéburkait alakitjak ki, mint azt korabban hitték, hanem a
petekezdemény egészének, a benne fejlédé petesejtnek majd —
megtermékenyités utdn — az embridok aszimmetridjanak kialakitéséban. is
részt vesznek. Szamos follikularis sejtekben mikod6é gént ismeriink
melyeknek mutacidja a pete és a benne fejlédé embrid fejlédését
befolyasolja.

Az MTA SZBK Genetikai Intézetében Szabad Janos laboratoriumaban
szisztematikus domindns nOsténysteril mutans izolalasi kisérletben négy
follikularis sejt fiiggdé mutaciét azonositottunk. Az Fs(3)Apc, Fs(3)Avar,
Fs(2)Ugra és Fs(2)Etre heterozigota a follikularis sejtek diszfunkciéja miatt

sterilek.



Dolgozatom els6 része az Fs(3)Apc mutacio jellemzését tartalmazza,
tovabba az Apc’ (+/+) mozaik foltok vizsgalatan alapulva a follikularis
sejtek fejlodését irja le. Dolgozatom maésodik része az Fs(2)Ugra mutacid
fejlédésgenetikai analizisét tartalmazza. Dolgozatomban leirom, hogy a két
mutacié hogyan alkalmazhaté6 mint dominans szelektiv marker a follikularis
sejtek genetikai analizisében. A dolgozat utolsé részében egy ivarsejtfiiggd
génnek a tulipano vagy Nupl54 génnek a follikularis sejtek fejlodésére
gyakorolt hatdsat mutatom be.

Dolgozatom célja a petekezdemény fejlédésének jobb megértése a
follikularis  sejt-fiiggd domindns ndsténysteril mutaciok genetikai
vizsgalataval: a follikularis sejtek eredetének, életének jobb megismerése,
sejtvonal kapcsolatainak felderitése, és olyan metodika kifejlesztése volt,
amely lehetévé teszi a génexpresszié tanulmanyozasat a follikularis

sejtekben.

Az Apc mutacié fejlodésgenetikai elemzése

Az Apc mutacié dominans ndsténysteril mutacio, olyan gén funkcidjat
érinti, amely a ndéstényekben, az ovogenezisben jatszik szerepet. Az
ovogenezis egy specialis 1épését, a centripetalis sejtek vandorlasat gatolja.

A petefészek kimérak vizsgalata megmutatta, hogy az Apc mutacid a
petefészek funkcidjat befolyasolja és nincs hatassal az egyéb testi szervekre,
szovetekre: az Apc mutacié fokusza a petefészkekben van. A csiravonal-
kimérédk analizise megmutatta, hogy a fokusz a petefészek testi sejtjeiben

van.



A rekombinans ivarsejvonal sejtekbdl szarmazo utdédok elemzésével az
Apc mutaciét a harmadik kromoszéman, a 39,5 cM-nal jellemzett helyre
lokalizaltuk.

Mivel a mutans fenotipus azonos volt az Apc/+ és az Apc/+/+ nOsté-
nyek esetében, arra kovetkeztettiink, hogy az Apc mutdcié 0.n. neomorf
tipust: a mutans fenotipus fiiggetlen a vad allélok szamatol.

Apc mutacioé csak az eliils6 follikularis sejtek funkcidjat befolyasolja.
Rontgensugarzassal mitotikus rekombinaciot indukaltunk Apc/+ sejtekben.
A mitotikus rekombinacié folytan keletkezé Apc' follikularis sejteket (is)
tartalmazd petekezdeményekb6l teljesen vagy részben ép peték
szarmazhatnak, melyeket , kivételes” petéknek neveztiink.

Az adultként besugérzott néstények kb. harmada rakott ,kivételes”
peté(ke)t. Valdszinii, hogy az egy petébdl all6 klénok dontd tobbsége a mar
kialakult petekezdemények follikularis kopenyében indukalédott Apc’
klonokat reprezentalta.

A két fliggeléket képezd sejtek egységes sejtvonalat alkotnak a
follikularis sejtkopeny kialakulasakor; kozosen fejlédtek és egyenértékiiek.

A felnéttként besugarzott néstények petéi kozott voltak olyanok is,
amelyeknek a fiiggelékei rovidebbek és vékonyabbak voltak, mint a
vadtipusuaké (,,heterogén” peték). A , heterogén” peték puszta létezése dontd
érv amellett, hogy a figgelékek szintézisében tobb sejt is részt vesz.

A ,kivételes” peték egy részébdl kikeld larvak azt bizonyitjak, hogy az

Apc sejtek utddaibol normalisan fejlett operkulum és gallér is keletkezhet.



Az osszes eliilsd fliggelék képzddéséért felelos follikularis sejtek egyetlen
sejtvonalba tartoznak, legalabbis a petekezdemények kialakulésakor.
A larvaillapotban indukélt Apc” klénok elvarasainkat megerdsitették,

jelezve azt is, hogy a "kivételes" peték valoban Apc klonkat reprezentalnak.

Az Ugra mutacio

Az Ugra dominans nésténysteril mutacio. Az Ugra/+ néstények
agametikusak, petéik nincsenek.

Petefészek ¢€s csiravonal kimérdk segitségével tortént annak a
kimutatasa, hogy az Ugra mutacié fenotipusa az ovarium szomajatél fiigg.
Az Ugra' klénok analizise kimutatta, hogy a mutécié megakadalyozza, hogy
a follikuléris sejtek funkcidjukat kifejtsék. Az ovogenezis 10. stadiumat
kovetden a dajkasejtek sejtmagjai piknotikussa valnak, kromatinjuk jol
kivehetéen kondenzalédik, és a petekezdemények degeneralodnak.

A besugarzott Ugra/+ néstényeknek alig tobb mint 1 %-a rakott
petéket. ki. Nagy résziiknek hati fiiggelékei nem voltak hasonloak. A felnétt
egyedekben indukalt Ugra® klénok tovabbi sajatsaga, hogy a néstények a
klonokat hordozo6 petéket késéssel, 18-24 nappal a besugarzas utan rakjak le.
Az Ugra mutéici6é altalanos follikularis sejt funkcidkat érint, az Apc
mutaciétol eltéréen csak nagy Ugra' klénok esetén jelennek meg vadtipus,
vagy csaknem vadtipusu peték.

Apc mutacié alkalmas eszkoznek bizonyult, annak vizsgalatéra:
¢érintik-e bizonyos recessziv néstény-steril (fs) vagy zigotikus letdlis (/)

mutaciok az eliilsé follikularis sejtek funkcidjat; az Ugra mutacié pedig,



hogy a kérdéses mutciok érintik-e altalaban a follikularis sejtek funkciojat.
Mindkét mutéciot eredményesen alkalmaztdk a dominans ndsténysteril

technika keretében.
A Nupl54/tulipano gén izolalasa

Munkank soran alapitottunk egy olyan, 2900 torzsbol allo torzs-
gyljteményt, amelyben voltak olyan torzsek is, amelyeknél a P-elem a
szomszédos, régioba ugrott be. A késdbbiekben a torzsgylijteményt sziirtiik
olyan vonalakra, amelyekben az inszercid athelyez6dott az altalunk vizsgalt
génekbe. Tobb steril-, és szemisteril vonalat izolaltunk. Komplementacids
tesztek arra utaltak, hogy kettejitk ugyanazt a gént azonositja, és allélikus az
1(2)01501 letalis mutacioval a 32D 1régioban. A mutaciot tulipanonak (tlp), a
két allélt pedig tlp'- és tlp-nek neveztiik el. Késébb a gén neve Nupl54 lett.
A két allél komplementalja a 32 régioban 1évé egyéb ndsténysteril
mutaciokat. A tlp’ és tlp’ allélok homozigdta allapotban nemcsak ndstény
szemisterilitast, hanem teljes himsterilitast is okoznak.

A gén klonozasa utan kiderilt, hogy fehérjeterméke hasonlit a mar
ismert nukleoporinokhoz. Az izolalt hipomorf allélok jellemzéese lehetdveé
tette a gén funkcidjanak vizsgélatat a him-, és néi gametogenezis kiilonb6z6
lépéseiben.

Az ovogenezis idején a gén sziikséges a petekezdemény zavartalan
fejlodéséhez és az oocita novekedéséhez. A homozigéta ndstények petéi
nagyobbrészt rendellenes hati fiiggelékeket hordoztak, masoknak nem voltak

fiiggelékei. A tlp’ homozigota néstények ovariumaiban a petekezdemények



fejlodésében csak a 9-10. staddium kornyékén tapasztalhatd valtozas: az
oocita mérete elmarad a vadtipusnal tapasztalttol, és a hatrafelé vandorlo
follikularis  sejtek  kapcsolatban maradnak a legposzterioralisabb
dajkasejtekkel, €s nem érik el az oocitat, nem vandorolhatnak be az oocita és
a dajkasejtek kozé, mint normalis esetben. Minden bizonnyal a centripetalis
sejtek hianyanak a kovetkezménye a furcsa, tulipan (kehely) alaka korion.
Mas esetekben talzott szamu follikularis sejt vandorol az oocita anterioralis

polusa koriil, és megvaltozott morfologiaju hati fiiggelékek keletkeztek.



A dolgozat legfontosabb eredményei

1. Tébb testisejt-fliggd dominans ndsténysteril mutaciét izolaltunk,
amelyek koziil kettének a fejlédésgenetikai analizisét elvégeztiik.

2. Petefészek, és csiravonal kimérak, valamint klonanalizis segitségével
bebizonyitottuk, hogy az Apc és Ugra mutaciok fokusza a follikularis
sejtekben van. Az Apc mutacio fokuszat tovabb sziikitettik az
anterioralis follikularis sejtekre.

3. Izolaltuk az els6 olyan (dominans) mutaciot, az Apc mutaciot, amelynek
szerepe van a centripetalis follikularis sejtek vandorlasaban.

4. Rontgenindukalta Apc’ mutacié klonok segitségével kdvetkeztetéseket
vontunk le a follikularis sejtek sztemsejtjeinek 1étére vonatkozdan.

5. Rontgenindukélta Apc’ mutacié klonok segitségével kovetkeztetéseket
vontunk le a follikularis sejtek sejtvonal-sajatsdgaira és a pete
fuggelékeinek fejlodésére vonatkozdan

6. Ujfajta térképezési metédust dolgoztunk ki follikularis sejt fiiggd
mutaciokra.

7. Uj markermutaciok alakalmazdsaval utat nyitottunk a bizonyos gének
expresszidjanak tanulmanyozasahoz a follikularis sejtekben.

8. Lokalis P-elem ugrasok indukéalasaval j nukleoporin gént izolaltunk
Drosophilaban, amelynek szerepe van a centripetélis follikularis sejtek

vandorlasaban is.
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