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Altalinos bevezetés és célkitiizések

Az ecetmuslica petefejlédése sordn végbemend sejtvandorlasi folyamat
tanulményozdsa volt mukam célja. Az Gjonnan formal6dé petekamra kialakuldsa
utan kétféle eredetii sejttipust tartalmaz. A 15 dajkasejt és a petesejt csiravonal
eredetil, ezeket a szomatikus eredetil follikulus sejtek egysejti rétege veszi
koriil. Az oogenezis sordn a follikulus sejtek poszteror irdnyba kezdenek
elmozdulni. Ezzel egyidében az anterior pdluson 6-10 sejt elvalik a tobbitdl,
majd a dajkasejtek kozott a petesejt irdnydba indulnak, és a dajkasejtek és a
petesejt kozotti hatrig véndorolnak. Innen kaptik a hatdrsejt elnevezést. A
vandorlasi folyamat térben €s id6ben szigorian szabélyozott. Ha a folyamat
barmi zavart szenved, akkor a fejlddés késébbi szakaszaban a mikropile nevii
struktira, ami a megterméknyitéshez elengedhetetleniil sziikséges, hibés lesz, és
a kialakul6 peték nem termékenyithet6k meg. Azok a néstények tehat, amelyek
ilyen hibas fejlédést petéket raknak, sterilek.

Ismertek olyan mutici6k, melyekben a hatirsejtek vandorldsa zavart
szenved. Az un. slbo (slow border cells) mutins petekamrdkban példdul az
anterior follikulus sejtek egyéltaldn nem mozognak, vagy legaldbbis késnek, a
sibo allél erGsségétél fiiggben. A slbo lokusz a Drosophila C/EBP nevii
trnszkripciés faktort kdédolja. Kordbban mar igazoltdk, hogy a C/EBP gén
kifejez6dik a hatdrsejtekben, és a géntermék nélkiilozhetetlen a sejtek

véandorldsdnak ideje alatt. A slbo fenotipus, és az a tény, hogy C/EBP egy



transzkripcids faktor, azt sugallja, hogy valdsziniileg olyan géneket regulal,
melyeknek szerepe van az anterior follikulus sejtek vadndorldsdban. Ennek a
lehetdségnek a vizsgalatara egy ujtipusi mutdns kollekciot hoztunk létre, és
tagjainak felhasznaldsival genetikai interakcién alapulé vizsgélatokat
folytattunk.

Ha egy gént tulexpresszaltatva erdsithetjiik vagy gyengithetjiik egy mésik
gén meglevé fenotipusat, akkor a két génrdl elmondhatjuk, hogy valdsziniileg
ugyanabban a folyamatban jdtszanak szerepet, vagyis interakcié van kozottik.
Ez az alapja az altalunk elvégzett interakcids kisérleteknek, melynek sordn
killondz6 géneket tilmiikodésre késztettik specifikusan a  vandorlo
hatdrsejtekben egy kiildnleges, érzékenyitett hattéren. Ehhez az A4ltalunk
létrehozott EP vonalak koziil 2083-t tilexpresszaltattunk az anterior follikuius
sejtekben slbol muténs allél jelenlétében. Az olyan kontrol néstények, amelyek
hordozzik ezt az allélt, sterilek, a hatdrsejtek vandorldsdnak silyos zavara miatt.
88 olyan torzset taldltunk, melyek slbo szupresszorként visekedtek tesztjeink
soran, vagyis menekitették a nOsténysteril fenotipust. Szidmos olyan gént
azonositottunk, melynek behatébb vizsgédlata nagyban hozzdjarulhat a

hatérsejtek vandorldsdnak hétterében lezajl6 folyamatok jobb megértéséhez.



Alkalmazott médszerek

-Drosophila mutins gyljtemény Iétrehozdsa transzpozonos mutagenezises
moédszerrel egy \ij tipustd transzpozon, az EP elem felhasznéldsaval

-Az anterior follikulus sejtek vandorlasdban szerepet jitszé mutnsok izol4ldsa
(dominins genetikai interakcién alapulé mutdnsizoldldsi kisérletekben,
funkciényeréses mutdnsok vizsgilatdval)

-A transzpozon inszercidk térképezése genetikai és molekuldris mddszerekkel
(genetikai  térképezés, az EP-elem inszerciék hatdrolé szekvencidinak
meghatérozasa)

-Mutdcidk fenotipusos analizise 3-Gal festéssel petekamrdkon

-Muticiét szenvedett gének meghatérozdsa cDNS konytar analizisével
-Molekuldris DNS és RNS technikdk (genomikus DNS izoldlds, PCR, plazmid
menckités, Southern analizis, cDNS konyvtér analizis, mRNS izol4lds, Northern
analizis)

-Mutdcidk részletes analizise immunhisztokémiai mddszerekkel (poliklonalis

ellenanyag termeltetése, immunfestés petekamrdkon)



Eredmények és kovetketetések

1. Az EP transzpozon felhasznaldsaval egy nagyméretii, véletlenszerii
transzpozon beépiiléseket tartalmazd gylijteményt hozzunk [étre.
Munkénk sordn mintegy 2296 uj torzset izoldltunk, és kordbban elvégzett
hasonlé kisérletekkel 6sszehasonh’;va j6néhény technikai mdédositést
vezettiink be. Maga az EP elem egy mddositott P-elem, amely lehetové
tette funkcionyeréses vizsgalatok végzését random gének térben és idében
szabdlyozott mddon torténd expresszaltatisa révén. Mutatorként a
transzpozont egy CyO kromoszémin hordozé torzset hasznaitunk, ami
lehetévé tette azt, hogy mi X kromoszdmas beépiiléseket is nagy szdmban
izolaljunk. Erre azért volt sziikség, mert méas gylijteményekben az ilyen
vonalak szdma alacsony volt az autoszéméds beépiilések szdméval
Osszehasonlitva. A kordbbiakkal ellentétben nemcsak himekben, hanem
nostényekben is idukéaltuk az EP elem mozgasat. Ezzel lehetévé tettik,
hogy a transzpozon mozgisinak mechanizmusit vizsgdlhassdk mds
kutaték mindkét nem csiravonaldban. A létrehozott tdrzseket
torzscentrumokban helyeztiik el, ahol mindenki szdmara hozzaférhetdvé
véltak.

2. Minden egyes EP vonal esetében meghatdroztuk azt, hogy melyik
kromoszémira tortént a transzpozon beéplilése genetikai térképezés

moédszerével.



3. Genetikai interakcién alapul6 kisérletekben olyan géneket kerestiink,
melyeket a vandorlé hatdrsejtekben tdlexpressziltatva menekiteni tudjuk a
homozigéta slbo muticié jelenléte okozta sterilitist néstényekben. 88
olyan torzset taldltunk, melyek slbo szupresszorként visekedtek az elsd
tesztek soran. Ezt kovet6en meghatiroztuk a hatirsejtek vandorlasanak
mértékét ezekben a ndstényekben oly médon, hogy megszamoltuk, hogy a
10. stddiumos petekamrdk hiny szdzalékdban taldlunk vindorlé anterior
follikulus sejteket. 66 torzs esetén a vandorlds mértéke szignifikdnsan
eltérének bizonyuit a kontrol értékekkel 6sszehasonlitva.

4. Ellenorzd kisérletekkel igazoltuk, hogy az éltalunk tapasztalt szupresszié
szigorian Gal4 figgd volt, ami azt sugallta, hogy a jelenséget az EP elem
kozvetlen szomszédsagaban talalhaté gének tulhajtott mitkddése okozta.

5. Elvégeztiik a transzpozon kdmyezetében levé genomikus régiok izolalasat
plazmid menekités médszerével mind a 66 slbo szupresszor esetén. A
kapott DNS darabokat szekvendldsnak vetettiik ald és, ahol ez lehetséses
volt, Drosophila genomikus szekvencidkat tartalmazé adatbdzisokban
végzett kereséssel meghatéroztuk az inszercidt tartalmazé 16kuszokat.

6. A kapott adatok analizise sordn megallapitottuk a kovetkezdket:

e az EP rendszer a hagyominyos, P-elemes, funcidvesztéses
mutagenezises moédszerrel ellentétben alkalmas arra, hogy olyan
redundans géneket is vizsgaljunk vele, melyek atfedd funkcidval

rendelkeznek.  Kordbban hidba generdltuk ezen  gének



funkcidvesztéses mutdnsait, hiszen a rokon funkciéval rendelkez6
dtvehette a hidnyz6 gén feladatat az egyes folyamatokban. Példa rd
a Hsp27 nevil gén (EP(3)297).

o Sikeriilt 4j biol6giai funci6t taldlni mds folyamatokban maér
megismert gének esetében. fgy volt ez pl. az «-adaptin
(EP(2)2519) vagy a big brain nevii géneknél.

e Bizonyitottuk, hogy egyes esetekben az EP elem antiszenz
transzkriptum Gal4 fiiggd létrej6ttét eredményezte moédon, és ez
okozta az dltalunk megfigyelt slbo szupresszor hatdst. Ezt
tapasztaltuk az EP(2)2585 jelii vonal esetén.

7. Megvizsgéltunk olyan vonalakat is, ahol a transzpozon beépiilése még
kordbban nem ismert génben tortént. Ilyen esetekben cDNS kényvtirak
analizisével meghatdroztuk a mutdns gént. Ezek kozil az egyik az
EP(X)1487 jelii torzs volt, ahol az érintett gén a RINI jelii human gén
Drosophila homol6gjénak bizonyult, és sprintnek neveztiik el.

8. Northern analizissel igazoltuk, hogy valéban a sprint 16kuszt
expresszaltattuk til az EP(X)1487 jelil torzsben. Igazoltuk, hogy a ¢cDNS
konyvtar vizsgilata sordn izoldlt mRNS izoformak mindegyike jelen voit
a vadtipust ovériumokban.

9. Megmutattuk, hogy a Drosophila sprint gén funkciondlis homolégja a

humén RINI génnek. RINl-et tilexpresszéltatva a véndorlé anterior



follikulus sejtekben képesek voltunk résziegesenﬁszuppresszélni a slbo
mutans néstények steril fenotipusat.

10.Poliklondlis  ellenanyagot készitettink a sprint protein ellen.
Megmutattuk, hogy az ellenanyag képes felsmerni mind az endogén, mind
pedig a tilexpresszalt sprint proteint, és megvizsgaltuk ezek sejten beliili

lokaliz4ci6jét petekamrdkon végzett immunfestéssel.
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