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Bevezetés és célkituzés

Az allatvilagban az embrionalis ivarsejtek igen valtozatos
modon alakulnak ki, €s kiiloniilnek el a testi sejtektdl. Néhany
organizmusban anyailag szintetizalt ivarplazma hatarozza meg az
ivarsejtsors kialakulasat (pl. Drosophila melanogaster), mig mas
¢lélényekben sejt-sejt kozotti interakcidk sziikségesek az ivarsejtek
kialakulasahoz (pl. Mus musculus). Attél a pillanattél fogva
azonban, hogy az elkiiloniilés megtortént, az egyes fajok ivarsejtjei
igen nagyfoku alaktani és mitkodésbeli hasonlosagot mutatnak. Az
ivarsejtek képviselik az egyedek kozotti folytonossagot, igy €letiik
egy orokké megujuld ivarsejt-ciklusnak foghato fel. A Drosophila
melanogaster ivarsejtjei az j egyedben az embriogenezis 6todik
stadiumaban, az embrid poszterior végén a poszterior kozépbeéli
primordium kialakulasi helyéhez kozel leftiz0do, kortilbeliil husz

gombolyli polaris sejt formajaban jelennek meg. A gasztrulacio



soran az embrio dorzalis oldalan szallitodnak, szoros kapcsolatban
maradva a kozépbe¢l primordiummal. Amikor a primordium
betlirddik, az ivarsejtek vele egylitt az embrid belsejébe
szallitodnak. Ezutan aktiv mozgassal atjutnak a kozépbeél
epitéliuman, majd dorzalis irdnyba migralnak annak bazalis
feliiletén. Végiil az ivarsejtek elvandorolnak a kozépbéltdl a
szomszédos mezoderma iranyaba, ahol kapcsolatba Iépnek a
gonadok szomatikus prekurzor sejtjeivel. Az embriogenezis
tizennegyedik stddiumaban aztan kozosen alakitjak ki az
embriondlis gonddokat. A petekeépzés a felndtt nodstények
petefészkét alkotd petecsovekben torténik. A sztemsejt jellegili
Osivarsejtek cisztoblasztokat fliznek le, amelyek 16 sejtes cisztakat
hoznak létre. A ciszta egy sejtje petesejtte differencialodik, mig a
maradék 15 dajkasejtté alakul. A dajkasejtek latjak el a petét
mindazokkal az anyagokkal, amelyek a fejlédésehez
elengedhetetleniil sziikseégesek. Ezek kozott a faktorok kozott
talaljuk azokat az RNS-eket €s fehérjéket, amelyek egy specialis

citoplazmarészletet, az ivarplazmat alakitjak ki. Az ivarplazma



tartalmazza mindazokat a faktorokat, amelyek az embriondlis
ivarsejtek kialakuldsahoz sziikségesek.

Munkédm cé¢lja olyan genom szintli vizsgélati rendszerek
kidolgozasa volt, melyek alkalmasak a Drosophila melanogaster
ivarsejtjeinek kialakuldsaban, valamint a korai ivarsejtfejlodésben
szerepet jatszo faktorok azonositasara. Célul tiztik ki egy
microarray technikan alapuld, lokalizalt RNS-ek azonositasara
alkalmas modszer kifejlesztését. Megterveztik egy nagy
hatékonysagu funkciondlis assay kidolgozasat, mellyel az
ivarplazmaban  lokalizalt  faktorok  génjeit  vizsgalhatjuk.
Elhatdroztuk a teljes genomszintli reverz genetikai kisérletsor

modell-kisérletének végrehajtasat.



Alkalmazott modszerek

Drosophila torzsek fentartasa, keresztezése

Microarray analizis

Digoxigenin (DIG) jelolt DNS illetve RNS szintézis

RNS in situ hibridizacié embriokon

A staufen oskar Tropomyosinll (SOT) érzékenyito rendszer
tesztelése

Komplementacios analizis

Molekularis DNS-technikak (Genomi DNS tisztitas, a P-elem
inszerciok sz¢li szekvenciajanak meghatarozasa inverz PCR-al)

Szamitogepes szekvencia elemzés



Eredmények és kovetkeztetések

Kidolgoztunk ¢és sikeresen alkalmaztunk egy 1) mddszert a
Drosophila melanogaster fejlédé petéinek poszterior polusan
lokalizdlod6 RNS-ek azonositasara. A kisérletsorozatunk a
microarray analizist Ujszeri megkdzelitésben, RNS stabilitas
mérésére hasznalta fel. A feltételezésiink az volt, hogy ha az
ivarplazma Osszeszerelodesét megakadalyozzuk, akkor az ott tarolt
RNS-molekuldk stabilitasa lecsokken, amit az RNS-molekulak
kimutathatunk. Az ivarplazma mennyiségét szabalyozd mutaciokat
hordoz6 ndstények petefészkeibdl RNS-t tisztitottunk, azokrol
jelolt cDNS-cket készitettiink, és 3200 ismert Drosophila gén
cDNS-¢ét tartalmazd  microarray lemezekre  hibridizaltuk.
Kivalasztottuk azokat az RNS-eket, amelyeknek mennyisége az
ivarplazma mennyiségével valtoztatasaval egyiitt novekedett és
csokkent. RNS in situ hibridizacioval ellendriztiik, hogy az igy

kapott 60 jelolt koziil melyek azok a gének, amelyek RNS-ei



valdban a poszterior poluson lokalizalodnak. 17 esetben
beigazolodott a feltételezésiink, ivarplazmaban lokalizaloédd RNS-
eket detektaltunk.

Az ivarplazma Osszeszerel0désében, az embrionalis 1varsejtek
kialakulasdban szerepet jatszd gének azonositasara kidolgoztunk
egy genetikai interakcion alapuld kisérleti rendszert amely
alkalmas a DNS-microarray kisérletbdl szarmazd gének
funkcionalis analizisére 1is. Rendszeriink alapjat egy olyan
Drosophila teszteld torzs képezi, amely harom, az ivarsejtek
heterozigbta formaban. A teszteld torzs Onmagdban gyenge
ivarsejthidnyos fenotipust mutat, ami genetikai interakcidk révén
erdsodhet. A teszteld torzset ugy alakitottuk ki, hogy genomjaba
Ujabb mutaciokat egyetlen keresztezéssel bevihetiink. Amennyiben
egy bevitt mutacio felerdsiti a teszteld tOrzs ivarsejthianyos
fenotipusat, Ugy a mutacioval azonosithatd génnek minden
bizonnyal szerepe van az  ivarsejtek  kialakulasdnak

szabalyozasdban. Ezt a kisérleti rendszert egy harmadik



kromoszdmas, letalis P-elem gylijteményen teszteltiik. 680 mutans
vonalat kereszteztiink az érzékenyitett hattérhez, és ebbdl 24
emelte a teszttorzs alappenetrancia-értékét az altalunk szigortian
megszabott értek folé. A genetikal interakcios vizsgalati
modszeriink alkalmasnak bizonyult nagy szami mutans vonal
gyors €s egyszerll funkcionalis analizisére. A jeloltek vizsgalatabol
eredd tapasztalataink azt mutattak, hogy az érzékenyitett hattéren
er0s enhanszerként viselkedd mutansok kozott vannak olyanok
melyek nmagukban nem mutattak ivarsejthianyos fenotipust (nem
kozolt adat). Valoszintileg ezek a gének redundéans funkcidjaak, €s
helyettesithetdk mas gének termekei altal. Az a tény viszont, hogy
interakciot mutattak a tesztelo rendszeriinkben, arra sarkallt
minket, hogy eredményeinket a redundans genetikai funkcio
elemzesére alkalmas haldzati biologia modszereivel ertékel;jiik.
Kidolgoztunk egy fehérje-fehérje interakcion alapuld biologiai
halozatot melyben egyiitt szerepelnek a poszterior géncsalad azon
elemei, melyekkel a két kisérletsorozatban azonositott gének

kozvetleniil, vagy egy 0sszekotd tagon keresztiil kapcsolodnak. A



halézat elemzésének kezdeti eredményei azt mutatjak, hogy a
fehérje-fehérje kolcsonhatasok alapjan bovitett génhalozat 1j,
ivarsejtkialakitasban szerepet jatsz6 gének felismerését teszi
lehetove.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy kidolgoztunk egy olyan
tobbkomponensii  tesztrendszert, melynek segitségével a
Drosophila melanogaster ivarsejtjeinek kialakulasaban szerepet
jatszo géneket azonosithatunk nagy mennyiségben, genomi
szinten. Ez a két tesztrendszer, valamint a fehérje interakcidkon
alapuldé halozatba rendezés egyetlen, reverz genetikai kisérleti

metodussa szervezheto.
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