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BEVEZETES

A fejlett soksejtliek két alapvetd sejttipusat az ivarsejtek és a testi
sejtek képezik. Az ivarsejtek a szaporodast szolgaljak, a testi sejtek
pedig a kozosségi feladatok ellatasaval az egyed egészének
tulélését biztositiak. Mivel a fejlett soksejtli szervezetek Osszes
sejtje egyetlen sejtbdl, a megtermékenyitett petesejtb8l szarmazik, a
testi és ivarsejtek azonos genotipussal rendelkeznek. Ennek
kovetkeztében a testi sejtek az egyed érdekében végzett ,6nzetlen”
mikodését lehetévé tevé gének nem szenvednek szelekcids
hatranyt, hiszen az ivarsejteken keresztil &tadédhatnak az
utddokba. Az ivarsejt-testi sejt funkciok szétvalasztdsa, mint
~evolucids talalmany” a soksejtli szervezetek testfelépitésének gyors
evolucidjat tették lehetévé. Ennek az ,evollcios talalmanynak”
fontossagat jol bizonyitja, hogy a soksejtiivé valas, és egyben az
ivarsejtsors  elkulonulése  tobbszér  egymastél  fliggetlendil
bekdvetkezett az evolucié soran. A fejlédés irdnya minden esetben
egyértelm(i, az egyedek egyre nagyobb és bonyolultabb mikddési
testet fejlesztettek. Létrejott a csodalatosan valtozatos testi felépitést
mutatd soksejtl élévildg. Az ivarsejtek, pedig folytatjdk a testen
bellli, generaciékon ativeld, a fennmaradast szolgald, rejtett
életiiket.

Ritaval, Vilmos Péterrel, Szuperak Milannal, Henn Lészl6val, Varga
Agnessel, akik a dolgozatomban bemutatott eredmények zomét
létrehoztak. Szakmai életemet két kivaldé asszisztens mindennapos
aldozatos munkaja kisérte végig, amiért a legnagyobb tisztelettel
vagyok Mosonyi Andrea és Szathmari Margit irant.

A sors igen nagy adoméanyanak tartom, hogy a szakmai és
csaladi életem sohasem ment egymas rovasara. Mindez csak ugy
valésulhatott meg, hogy feleségem, harom gyermekem sziileim,
feleségem szilei a legmesszebbmenben segitettek céljaim
elérésében, aminek megkdszonésére nehéz lenne megfeleld

szavakat talalni.
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Flgg6 idézetek szama: 113
Osszegzett impakt faktor: 136.485
Els6 vagy utolso szerzds kdzlemények

Osszesitett impact faktora: 63,812**
Az értekezésben targyalt kozlemények

Osszesitett impaktfaktora: 60,327
Az értekezésben targyalt kozlemények szama: 8

** A megosztott utolsé szerzés kdzleményt beszamitva
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CELKITUZES

Ahogyan az evollcié soran tobbszdr megtortént az ivarsejt és testi
sejt sorsok szétvalasa minden ma él6 soksejtli egyedfejl6dése soran
bekdvetkezik. Az elmult években az ivarsejtek egyedfejlédés soran
val6 differencidlodasaval foglalkoztam. Legfontosabb célom az
ivarsejt-testi sejt elvalas folyamatanak jobb megértése volt.
Munkéamat az ivarsejtkutatas egyik legfontosabb
modellorganizmusan a Drosophila melanogasteren, ecetmuslican
végeztem. Dolgozatom az ebben a témakdrben végzett
tevékenységemet foglalja 6ssze.

A DROSOPHILA IVARSEJTKUTATAS MERFOLDKOVEI

August Weismann az ivarplazméat, a csiravonal folytonossagéat
biztositd citoplazmarészletet, tobb mint szaz évvel ezelbtt,
kétszarnyu embriéban irta le, ezzel a legyeket, koztiik a Drosophila
melanogastert az ivarsejtkutatas fontos modellszervezetévé tette. Az
1970-es években Karl llimensee és Antony Mahowald citoplazma
atlltetéssel igazoltdk, hogy az ivarplazma az 0Osszes faktort
tartalmazza, amely az ivarsejtek fejlédését a testi sejtek sorsatol
elktloniti. Anne Ephrussi és Ruth Lehmann 1991-ben azonositotta
az ivarplazma 0&sszeszerel6dés meginditasahoz szikséges és
elégséges morfogént az oskar gén termékét. Az oskar morfogén
felfedezés utan a Drosophila ivarsejtkutatas két f6 részre bomlik. Az
egyik f6 irany a morfogén lokalizaciéjanak tanulmanyozasa. A masik
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f6é irany az oskar géntermék altal lokalizalt végrehajté ivarsejtfaktotok
azonositasa. Az utobbi husz évben vilagossa valt, hogy oskar
géntermékek lokalizacidjat Osszetett sejtbiolégiai  folyamatsor
iranyitia melynek része a follikularis sejtek és a petesejt kozotti
kommunikacio, a petesejt polaritasanak megfelel6 atalakulasa, az
oskar RNS sejtmagi exportja, majd hosszu tavu transzportja, a
transzport folyamat alatti taranszlaciés gatlas, hely specifikus
transzlacio, és végil a petesejt hatulso részén vald kihorgonyzédas.
Munkank kezdetekor 1994-ben az oskar géntermék A&ltal az
ivarplazmaban lokalizalt faktorokbol is ismerink méar néhanyat
(tudor, vasa, valois, nanos, germcell-less, small mt rRNS, large mt
rRNS).

A DOLGOZATBAN BEMUTATOTT EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

Dolgozatomban az elmult masfél évtizedben végzett munkam azon
részét foglaltam Ossze, melynek sordn a Drosophila embrionalis
ivarsejtek  kialakulasat és muikoédését vizsgaltam genetikai,
molekularis és sejtbiologiai mddszerekkel. Az iddszak, melyet a
dolgozatom atfog jelentés technikai és szemléletbeli valtozasokat
hozott a Drosophila genetikdban. Munkam soran térekedtem arra,
hogy az adott kor adta technikai lehet6ségeket kihasznaljam a
valtozatlan, és azéta is f6 tevékenységemnek tekintett
ivarsejtkutatasaim soran. A dolgozat megirasakor arra torekedtem,
hogy bemutassam az olvasonak azokat a megfontolasokat, melyek

4

7 LIPPAI M, TIRIAN L, BOROS | , MIHALY J , ERDELYI M ,
BELECZ |, MATHE E, POSFAI J , NAGY A, UDVARDY A ,
PARASKEVA E, GORLICH D, SZABAD J GENETICS 156: 1889-
1900 (2000) IF: 4.687

8 TIRIAN L, PURO J, ERDELYI M , BORES |, PAPP B, LIPPAI M,
SZABAD J The Ketel(D) dominant-negative mutations identify
maternal function of the Drosophila importin-beta gene for cleavage
nuclei formation

GENETICS 156: 1901-1912 (2000) IF: 4.687

9 JUHASZ G, CSIKOS G, SINKA R, ERDELYI M, Sass M The
Drosophila homolog of Autl is essential for autophagy and
development

FEBS LETT 543: 154-158 (2003) IF: 3.609

10 CSIKOS G, LIPPAI M, LUKACSOVICH T, JUHASZ G, HENN L,
ERDELYI M, MAROY P, SASS M A novel role for the drosophila
epsin (Igf) involvement in autophagy AUTOPHAGY 5: (5)636-648
(2009) IF: 6.829

11 SZALONTAI T, GASPAR |, BELECZ |, KEREKES |, ERDELYI M,
BOROS |, SZABAD J Horka(d), a chromosome instability-causing
mutation in drosophila, is a dominant-negative allele of lodestar
GENETICS 181: (2)367-377 (2009) IF: 3.889

12 ADAM C, HENN L, MISKEI M, ERDELYI M, FRIEDRICH P,
DOMBRADI V Conservation of male-specific expression of novel
phosphoprotein phosphatases in drosophila DEV GENES EVOL
220: (3-4)123-128 (2010) IF: 2.

* Megosztott utolso szerzd

Sajat kbzlemények szama: 20
Idézetek szama: 787
Flggetlen idézetek szama: 674

13



dc_39 10

8 VILMOS P, JANKOVICS F, SZATHMARI M, LUKACSOVICH F,
HENN L, ERDELYI M Live imaging reveals that the Drosophila actin-
binding ERM protein, moesin, co-localizes with the mitotic spindle
EUR J CELL BIOL 88: (10) 609-619 (2009) IF: 3.314

Egyéb kdzlemények

1 SZABAD J, ERDELYI M , SZIDONYA J Characterization of
FS(2)1, a germ-line dependent dominant female sterile mutation of
Drosophila. ACTA BIOL HUNG 38: 257-266 (1987) IF: 0.215

2 KLINGLER M, ERDELYI M , SZABAD J , NUSSLEIN-VOLHARD
C Function of torso in determining the terminal anlagen on the
Drosophila embryo.

NATURE 335: 275-277 (1988) IF: 15.758

3 ERDELYI M , SZABAD J Isolation and characterization of
dominant female sterile mutations of Drosophila melanogaster. I.
Mutations on the third chromosome. GENETICS 122: 111-127
(1989) IF: 3.485

4 SZABAD J , ERDELYI M , HOFFMANN G , SZIDONYA J ,
WRIGHT TRF Isolation and characterization of dominant female
sterile mutations of Drosophila melanogaster. Il. Mutations on the
second chromosome.

GENETICS 122: 823-835 (1989) IF: 3.485

5 ERDELYI M , MATHE E, SZABAD J Genetic and developmental
analysis of mutant Ketel alleles that identify the Drosophila importin-
b homologue. ACTA BIOL HUNG 48: 323-338 (1997)

6 GUICHET A, COPELAND JWR, ERDELYI M , HLOUSEK D,
ZAVORSZKY P, HO J, BROWN S, PERCIVAL-SMITH A, KRAUSE
HM, EPHRUSSI A The nuclear receptor homologue Ftz-F1 and the
homeodomain protein Ftz are mutually dependent cofactors.
NATURE 385: 548-552 (1997) IF: 27.368

12

folyamatos metodikai Utkeresésre 0Osztdonoztek. Igyekeztem a
munkam egyes féazisaiban hasznalt eljarasokkal kapott
eredményekbdl csupan a leglényegesebbeket kiemelni.

Munkam célja az volt, hogy az embriondlis ivarsejt determinécio
genetikai hatterét a lehetd legpontosabban feltarjam. Ez valdjaban a
folyamatot iranyit6 gének azonositdsa és fenotipusos jellemzése
volt. Drosophildban az ivarsejtek az embriogenezis legkorabbi
szakaszaban kialakulnak, a korai ivarsejtekben miikddé faktorok
kizar6lag az anyatdl szarmaznak. A folyamatot tehat anyai hatasu
ivarsejthianyos mutacidkkal lehetett vizsgalni. Korabban ismert tény
volt, hogy a Drosophila ivarsejt determinacié kdzponti eleme az
oskar gén temékeinek petesejten bellli lokalizaciéja valamint lokalis
aktivalodadsa. Természetes tehat, hogy az Ujonnan azonositott
ivarsejthidnyos mutéciok fenotipusat mindig az oskar généhez
mértik. Génazonositasra forward és reverz genetikai eljarasokat is
alkalmaztunk. Osszefoglalva elmondhaté, hogy a forward irany az
ivarsejt determinacidban szerepet jatszé génhierarchia oskar feletti,
a reverz irany pedig oskar alatti elemek felkutataséara volt alkalmas.
Munkam soran munkatarsaimmal nagy atereszt6 képességil reverz
genetikai rendszereket dolgoztunk ki, melyek az ivarsejt
determinéci6t irdnyitd génhierarchia 0j elemeinek felfedezését tették
lehetévé. Laboratériumuk tevékenységének elkdvetkezendd néhany

évét az ujonnan azonositott gének részletes vizsgéalata fogja kitenni.
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A dolgozatban 6sszefoglalt fobb eredmények

- A Drosophila ivarsejtsors meghatarozasban kulcs szerepet jatszo
oskar gén RNS-ének transzlaciétdl fluggetlen, a petekezdemények
fejlédésében betdltott funkcidjat irtuk le. Kimutattuk, hogy ezért az
RNS alapa funkciéért a transzkriptum 3’ nem transzlalodé része a
felel6s.

- Az altalunk kordbban azonositott dominans hideg érzékeny Ketel
allélnak és annak dominans szupresszoranak felhasznalasaval
kettés szelekcion alapuld, nagy atereszté képességl automatikus
muténsizolalasi rendszert fejlesztettink ki. Ennek segitségével
létrehoztuk  az  akkor legnagyobb P elem indukélta
mutansgyljteményt és azt anyai hatasu ivarsejthianyos mutaciok
szlirésére hasznaltuk fel.

- Azonositottunk egy az oskar RNS poszterior lokalizaciéjahoz
szikséges Uj faktort a Tmll gén altal kddolt aktin koté tulajdonsagu
cellularis tropomiosin (cTm) fehérjét. Kimutattuk, hogy a cTm fehérje
az oskar RNS lokalizacié utolsé lépéséhez, a petesejt poszterior
pélusran térténd valo lokalizaciohoz sziikséges. Ujabb vizsgalatokkal
kimutattak, hogy a cTm fehérje az oskar RNS-t szallit6 RNS-fehérje
komplex tagja. A c¢Tm fehérje legval6szinibb feladata a
szubkortikalis aktinvazhoz megérkez6 oskar-t szallité partikulumok
helyben tartasa.

- Hobo transzpozon mutagenezis Kkisérletben anyai hatasu
ivarsejthianyos fenotipusaval azonositottuk az ivarsejt specifikus
Drosophila poirot gént. Kimutattuk, hogy gén funkci6ja az Oskar

rovid fehérje izoforma poszterior péluson valé megtartdsa. A poirot
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is megtapasztaltuk, hogy egy adott fejlédéstani folyamatban nagyon
sok gén jatszhat, sokszor azonban nagyon gyengén tetten érhet6
szerepet. A fenotipus elemzésnek egyfajta hatarozatlanséagi relacioja
kezd kibontakozni. Egyes mutansokkal a gének funkcidja jol
meghatarozhaté, de igy csak a genom egy része vizsgalhato.
Tobbes mutadns analizissel az egész genom vizsgalhato, de a
fenotipusok nagyon keveset &rulnak el az egyes interakcios
rendszereinket elsd szlrének hasznaljuk, és ezutan az igy
azonositott gének egyedi funkcidjat hagyomanyos mutans
analizissel probaljuk kideriteni. igy az interakciés rendszerek adta
lehetéségek kdzll csak a nagy atereszté képességet hasznaljuk ki.
Sokszor tapasztaltuk, hogy az interakciés rendszerekben
szignifikAns fenotipust add jeldltek a hagyomanyos egyes mutans
analizis soran semmilyen fenotipust nem mutatnak. Tapasztalataink
kijelolik a tovabbi kutatasi iranyt, torténetesen bioinformatikusok,
hal6zati modellezéssel foglalkozé kutatok bevonaséaval 0 utakat kell

keresni a tdbbes mutans analizis eredmények értékelésében.
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fenotipusok vizsgalataval megmutattuk a két Oskar izoforma eltéré
biologiai szerepét. A hosszu Oskar izoforma az lokalizalt oskar
géntermékek magas szintiének eléréséhez sziikséges pozitiv
autoregulacioért, mig a rovid izoforma az ivarsejtek kialakulasahoz
szlkséges ivarplazma 6sszeszervezéseért felelds.

- Kialakitottunk egy ivarsejtekben mikod6é kettds szelekcioju
Drosophila géncsapdazé (GT) transzpozont, melynek segitségével
anyai hatasu ivarsejthianyos fenotipusi mutacidékat azonositottunk.
A GT transzpozonos mutagenezis soran anyai hatdsu
ivarsejthianyos alléljaval azonositottuk a Moesin gént.

- Moesin mutans petekezdemények mikroszkopos analizisével
el6szor adtuk sejtbiolégiai bizonyitékat annak, hogy a szerkezeti
adatok alapjan kordbban is aktin-sejtmembran keresztk6té
tulajdonsagunak josolt Moesin fehérje valéban az aktin sejtvaz és a
sejtmembran keresztkotd agense.

- Moesin mutans petekezdemények mikroszképos vizsgélataval
megmutattuk, hogy a szubkortikélis aktin vaz ektopikusan is képes
az Oskar fehérienek és RNS-nek helyben tartdséra. Ezzel
bizonyitottuk azt a korabbi sejtést, hogy az ivarsejt determinaciéban
kulcsszereppel biré oskar poszerior lokalizacié az aktin sejtvazon
valésul meg.

- A kordbban szigordan citoplazméas fehérjeként szadmon tartott
Moesin fehérje sejtmagi lokalizaci6jat mutattuk ki Drosophila ivar és
testi sejtekben, valamint sejttenyészeteken. Kimutattuk, hogy a
Moesin fehérje a sejtmagi aktinnal kolokalizal és valészinlen az

aktin alapu un, orsomatrix alkotéeleme. RNS interferencia
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mddszerrel megmutattuk, hogy a Moesin fehérjének szerepe van az
osztédasi orsé kialakitasaban és mikodésében.

- Két, oskar és Tropomiosinll allélokbdl all6 genetikai interakcion
alapulé fenotipusos szilrérendszert hoztunk létre, melyekkel akar
recessziv letélis fenotipusu, pleiortop gének ivarsejkialakulasban
betdltott szerepe is vizsgalhato. A két szlrdérendszer egymas utani
alkalmazasaval kémiai mutagenezis kisérletet hajtottunk végre,
melyben az oskar fenotipusnak enhanszer mutécioit, koztik a
Rab11 gén alléljait is azonositottuk.

-A vezikulatranszportban szereppel bir6 Rab GTPaz csaladba
tartozd6 Rab11 gén életképes alléljaival megmutattuk, hogy a Rab11
részt vesz a fejléd6é petesejtben a mikrotubulus vaz polaritdsanak
kialakitdsaban, és az oskar RNS poszterior lokalizacidjaban.

- Ivarplazmaban lokalizalt RNS-eket azonositottunk microarry
technikaval.

- In situ RNS hibridizaciés adatbazisokbdl, publikacidkban kdzolt és
sajat adatok felhasznalasaval 6sszeallitottuk a lehet legteljesebb
transzkriptbmot, ami az ivarsejteket kialakulasuktél az embrionalis
gonadformalddasig jellemzi.

- Gén specifikus kettés szald RNS injektalassal, valamint
automatikus videomikroszképiaval elvégeztilk az embrionalis ivarsejt
transzkriptom funkciondlis analizisét. A fenotipusok részletes
jellemzésével, valamint az adatok hierarchikus klaszterezésével a
hasonl6 fenotipus eloszlasuk alapjan funkciondlis géncsoportokat
hoztunk létre. Az egyes géncsoportokba tartoz6 gének egyittes
vizsgalataval, a Drosophila embrionalis ivarsejtek o0sztédasat,
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vandorlasat, a testi sejtekkel vald kapcsolattartdsat, illetve a
gonadformalédas mikéntjét tudjuk majd vizsgalni.

A jovo feladatai

A genetikai analizis fenotipusok vizsgalatan alapszik, legyen az
reverz vagy forward genetikai vizsgalat. A jelenlegi fenotipuselemzés
korlatait Ashburner és munkatarsai Az ADH genomi régio
vizsgalataval kijelolték. A Drosophila genomprogram eléfutaraként
elkészitették a 2,9 Mb kiterjedésli ADH régioé génjeinek annotalasat,
valamint  klasszikus  muténsokkal val6 telitését. Adataik
Osszevetésebdl vildgosan kiderllt, hogy a szamitégéppel szerkezeti
kritériumok alapjan annotélt géneknek kevesebb, mint fele mutat
funkciovesztéses mutans fenotipust egyes mutans kisérletekben.
Mas szavakkal, a hagyomanyos mutagenezis kisérleteket végz6
kutat6 szaméara a géneknek fele lathatatlan. A lathatatlan gének
minden valdsziniség szerint olyan funkciokat kodolnak, melyek
redundansak, az egyedfejlédés szabalyozasanak robosztussagat,
vagy éppen a természetben talalhaté valtozatos kiilsé ingerekre vald
adekvat valaszok kialitasahoz kellenek. Ezeknek a géneknek
funkciondlis vizsgélataban a tobbes mutans analizis, finomabb,
molekularis szint(i fenotipusok detektalasa, illetve a fenotipusoknak
véltozatos korilmények kozott valé megfigyelése segithet. A harom
gén alléljaval érzékenyitett genetikai rendszertinkkel (SOT) magunk
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