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Osszefoglalé

Meidzis soran a megfelelé kromoszoma szegregacio elengedhetetlen folyamat, hidnyaban
aneuploid ivarsejtek képzddhetnek. Ha ezek a sejtek részt vesznek a megtermékenyitésben, akkor
a keletkez6 embridok legtobbszor még az anyaméhben elpusztulnak, vagy problémas utdédok
sziiletnek. Ez utdbbinak jo példaja a Down-szindréma, melyrdl az is ismert, hogy kialakulasanak
esélye adott anyai kor felett exponencialisan novekedni kezd. Ujabban feltételezik, hogy ennek
egyik oka a mar embrionalis korban parba allt homoldg kromoszomakat Osszetartd kohezin
fehérje komplexek eloregedése lehet. Ezen fehérje ,,gytrtik™ egyik meiotikus komponense a Rec8
gén terméke.

Munkam soran egy Uj, mesterségesen létrehozott Rec8 mutdns egér torzs infertilitdsdnak
okat igyekeztem felderiteni. Ezen torzs homozigéta mutans ndstényei képtelenek utddok
létrehozasara, azonban érett petesejtek megtalalhatdéak benniik, ami alapjan ez a Rec8 mutaciod
egy funkcié felosztdsos mutacionak bizonyul. Petesejt kromoszéma festéses eljarasokkal a
mutans fehérje centromérekhez kozeli, illetve a kromoszéma karokon torténd kohézioban vald
szerepét vizsgaltam. Tovabba szovettani teljes ovarium rekonstrukcidkat végeztem, melyekbdl
kideriilt, hogy ezek a mutans ndstények joval 1d6 eldtt, mar hét honapos korban elvesztik a teljes
petesejt készletiiket. Ez arra utal, hogy a vizsgalt egér térzs a Rec8 fehérje egyetlen doménjének

mutacidja altal a reproduktiv rendszer felgyorsitott 6regedésének modellje lehet.



Bevezetés

A szexualisan szaporodd ¢l6 szervezeteknek egy specidlis sejtciklus programra van
szlikségiik, mellyel haploid gamétakat képezhetnek a diploid ivarsejtjeikbdl. Ezen meidzisnak
hivott folyamat soran két egymast kovetd osztddasi 1épés valosul meg, kdzbeesd S fazis nélkiil. A
meidzisra determinalt sejtekben réviddel a replikacié utdn a homoldg (apai és anyai eredetit)
kromoszomaparok egymashoz illeszkednek, fizikai kapcsolat alakul ki koztiik és megtorténik a
rekombinacid. A rekombinacié eredményeképp kialakulnak az in. kiazmak és a két parban allo
homolég kromoszéma négy kromatidaja egy Osszefiiggd, bivalensnek nevezett struktirat formal
(1. abra). Ezt a szerkezetet a testvér kromatidak kozotti kapcsolddas (kohézid) alakitja ki, ami
mind a kromoszoma karokon és a centromér kozeli régiokban is megvalosul. A meidzis ezen
fazisaban a testvér kromatidak kinetokorjai egy egybefiiggd entitast képeznek, egy iranyba
néznek (mono-orientdltak). Ez ahhoz sziikséges, hogy a kovetkezé osztédasnal megfelelden
kapcsolodhassanak hozzajuk a magorsd mikrotubulusai és a helyes irdnyba, helyes mennyiségii
orokitéanyagot huzzanak el. Az elsé meiotikus osztddas sordn a testvér kromatiddk kozotti
kapcsolddas szelektiven csak a karokon veszik el €s a magorso fonalak igy a rekombinans, két
kromatidds kromoszémakat huzzék szét. Ezutan a keletkezett lednysejtekben mar un. univalens
kromoszomak talalhatok. A masodik meiotikus osztodasakor a sejtek tovabb felezik az
orokitéanyagukat egy kovetkezd kromoszoéma szegregicios ¢€s osztodasi 1épéssel. Ennek
érdekében az univalenst alkotd két testvérkromatida kinetokorjai kiilonvalnak egymastol és
ellentétes iranyba nézd (bi-orientalt) kinetokoérok jonnek 1étre. Ezaltal a magors6 fonalak mar
kiilon célpontként kezelhetik a kinetokorokat és a kapcsolodas utdn a centromérikus kohézid
elveszésével a testvér kromatiddk is szétvalnak. fgy jonnek létre a haploid petesejtek vagy
spermatocitak (Petronczki et al., 2003).

Mindkét osztodasi 1épés soran eléfordulhatnak olyan meiotikus problémak, amik hibas
kromoszéma szegregaciohoz és ezaltal aneuploid gamétak 1étrejottéhez vezetnek (Hassold et al.,
2007; Siegel és Amon, 2012). Ha egy aberrans kariotipussal rendelkez6 sejt részt vesz a
megtermékenyitésben, akkor egy aneuploid embrid alakul ki. Az ilyen embriok legtobbszor in
utero elpusztulnak (Nagaoka et al., 2012), ellenkez6 esetben viszont aneuploid utodok jonnek
vilagra. A legjobban ismert példa erre az esetre a human 21-es kromoszoma triszomiaja, amely
Down-korhoz vezet (Hassold és Hunt, 2001). Mara mar elfogadott, hogy a legtobb aneuploid

fogantatds anyai eredetli, mivel a ndi meidzis joval hibara hajlamosabbnak bizonyul a férfi



meiozishoz képest (Nagaoka et al., 2012). Ezért a petesejtek fejlodésének és az ezekben torténd
kromoszdma szegregacios torténéseknek a molekularis vizsgalata igen nagy jelentéséggel bir.
Azt mar az 1930-as években felismerték, hogy a Down-szindromas kisbabak nagyobb
valosziniiséggel sziiletnek idésebb édesanyaktol (Penrose, 2009). Manapsag tendencia, hogy a
nok magasabb életkorban vallalnak gyermeket, ezért az un. ,,anyai kor hatds” okainak és
mechanizmusanak kideritése egy egyre inkdbb intenziven kutatott, orvosilag erésen relevans
témakor. Tobb mai tanulmény is arra utal, hogy a testvér kromatidakat 6sszetartdé kapcsolatok
idével torténd elgyengiilése, kimeriilése és az ezéltal kialakult problémds kromoszoma
szegregacid, egy az anyai kor hatas mogott allo faktor lehet (Chiang et al., 2010; Hodges et al.,
2005; Lister et al., 2010). Azonban, az ezért a jelenségért felelés pontos molekularis

mechanizmus tovabbra sem ismert, a kérdés maig megvalaszolasra var.
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1. abra
A meiozis f6 lépéseinek sematikus rajza

Az 4bran lathato, ahogyan az univalens, két testvér kromatidabdl allé kromoszémak a kiazmak révén valnak
bivalens strukturakka. Fekete golydkkal a testvér kromatiddkat Gsszetartd kohézid van jeldlve. Az elsé
meiotikus osztéddskor a testvér kinetokdérok osszeolvadva egy irdnyba néznek. Ennél az elsG szegregacids
Iépésnél specifikusan csak a kromoszéma karokon torténé kapcsoltsag szlinik meg, rekombindns univalneseket
eredményezve. A mdsodik osztdédaskor a kinetokdrok mar ellentétes irdnyba néznek, igy a centromérikus
kapcsoltsag elvesztése utan az egyes kromatidak keriilhetnek az ellenkezé leanysejtekbe. (Kudo, 2006) abraja
alapjan médositva.

A testvér kromatidak kozotti fizikai kapcsolatrol ismert, hogy a DNS replikédcio soran

alakul ki (Uhlmann és Nasmyth, 1998), amely folyamat az eml6s ndi meiocytak esetében egy



nagyon korai, embrionalis stddiumban torténik meg. Egy friss kutatdsbol kideriilt, hogy egér
petesejtek novekedési fazisa sordn nem észlelheté azon makromolekuldk cserélédése (turnover-
e), amik a kromoszoéma kohézid fenntartasaban fontosak (Tachibana-Konwalski et al., 2010).
Tehat elképzelhetd, hogy ugyan azok az egyedi fehérjék lehetnek felelések a bivalens
kromoszoma strukturak életen at tartd Osszetartasaért, amik embrionalis korban kialakitottak
azokat. Ez egerek esetében honapokat, embereknél pedig éveket, évtizedeket jelentene.
Amennyiben tényleg igaz, ez a jelenség tovabb erdsitené az oregedés soran, fokozatosan
elgyengiilé kromoszoma kohézid szerepét az anyai kor hatas okai kozott.

Mind a mitotikus €és a meiotikus testvér kromatiddk kozotti kromoszoéma kapcesolatok egy
evoluciosan erdsen konzervalt fehérje komplex révén valosulnak meg, amit kohezin gytriinek
neveznek. Meiodzis sordn ezek a komplexek azok, amik a bivalenseket mind a kromoszéma
karokon és a centromerek kozelében is Osszetartjak (Buonomo et al., 2000), tovabba ismert, hogy
fontosak a megfelelé rekombinacio kialakitasaban (Klein et al., 1999), illetve a kinetokorok
alegységbdl allo gytlirli, ami kortil zarja a testvér DNS molekuldkat. Az eml6sokben hasznélatos
nomenklatira alapjan a mitotikus gytrli egyik része Smc
fehérjékbol, az Smcla-bol és az Smc3-bdl all, melyek
egy V-alakt heterodimert alkotnak. Ezt koti Ossze egy
Gn. o-kleisin alegység, a Rad21 fehérje (2. 4abra). Smc3 smcla

Smclp
Tovabba, a Stagl ¢és Stag2 fehérjék komplexe

crer

is kevés adat ismert. Ezen alap fehérjék koziil tobbnek

ismert meiozis specifikus variansa: ilyen a-kleisin-ek a

Rec8 és a Rad21L, valamint ismert egy Smclf és egy 5 WC

Stag3 fehérje is (Nasmyth és Haering, 2009). ﬁzﬁ;l Stag1/2
Stag2
A DNS kohezin gyiiriib6l vald kijutasa egy Rad21L
proteolitikus hasitas révén valik lehetségessé, ilyenkor 2. abra

A kohezin komplex
Kéken és pirosan a két SMC alegység,

alegységet ¢és az ut a testvér kromatiddk szamdra  zolden az a-kleisin lathats. A fekete

y g ] . feliratok a mitotikus, a borddék a
szabadda valik (Uhlmann et al., 2000). Korabbrol ismert,  meiotikus komponenseket  jeldlik.

(Nasmyth és Haering, 2009) 4abraja
alapjan médositva.

egy szeparaz nevl cisztein proteaz elvagja az a-kleisin

hogy az els0 meiotikus szegregacid6 soran a Rec8



hasadasa engedi a bivalensek univalensekre valasat (Kudo et al., 2006) és most mar az is
bizonyitott, hogy a Rec8 az a-kleisin alegység, amely mind az els6 és a masodik osztddaskor,
al.,, 2010). Két korabbi, Rec8 funkciot vizsgald cikk is kimutatta, hogy ez a fehérje a
rekombinacidhoz és a fertilitashoz is sziikséges: Rec8 hidnyaban az oogenezis nem megy végbe,
igy sem follikulusok, sem petesejtek nem detektalhatok a Rec8” 4llatokban 6t nappal sziiletés
utan (Bannister et al., 2004; Xu et al., 2005). Ezek az adatok mind megerésitik, hogy a Rec8

fehérje fontos tényezd a néi emlds meiocytak fejlddésében és osztodasi folyamataiban.

Kisérleti hattér és Célok

Munkam soran az euploid petesejtek és embriok kialakitasahoz sziikséges folyamatokat
igyekeztem vizsgalni, egy Uj Rec8 mutdns egértdrzs karakterizdlasan dolgoztam. Az egyik
korabban mar emlitett cikkben (Tachibana-Konwalski et al., 2010) a Rec8 szerepének
megértéséhez tobb Uj egértorzset is 1étrehoztak. Ezekben az endogén gént kiilonbdzd genetikailag

modositott allélra cserélték le. Egyik ilyen torzs a Rec8EV/TEY

, amelyben a Rec8 gén tizedik
exonjaba harom egymast koveté TEV (Tobacco Etch Virus) proteaz hasitohelyet vittek be a
kutatok (3. abra). Az ilyen egerek fertilisek és nem mutatnak semmilyen fiziologias defektust.

Egy masik torzs, a Rec8EVMye/TEVMyc

, ebben a TEV proteaz hasitohelyek harmasa a tizenotodik
exonban talalhato, illetve a fehérje C-terminalisan egy Myc-cimke is kodolt, az immuncitokémiai
detektalas megkonnyitésének érdekében (3. dbra). Meglepd, hogy ezen egértdrzs homozigota
mutansai sterilek, azonban érett petesejteket lehet benniik talalni. Korabbrol ismert, hogy a Rec8
null mutansok steril €és petesejteket nélkiilozé fenotipusa menekithetd egy olyan Rec8 transzgén
hozzaadasaval, aminek a C-terminalisan Myc-cimke talalhat6 (Kudo et al., 2006). Ez a tény arra
utal, hogy a TEV proteaz hasitohelyek tizenotds exonban valo jelenléte okozza a steril, de
emellett érett petesejteket tartalmazo fenotipust. Az emlés Rec8 fehérjében harom endogén
szepardz hasitohelyet azonositottak in vitro (Kudo et al., 2009) és a Rec8"EYMYYTEVMYC 1yytans

torzsben a TEV hasitohelyek a masodik és a harmadik szeparaz cél szekvencidk kozott

talalhatdak, ezért a fehérje ezen részét ,,szepardz 2/3 doménnek” neveztiik el.
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3. dabra

A kiilonb626 létrehozott Rec8 mutansok
A tizes exonba bevitt TEV hasitohely nem okoz gondot, fertilis allatok szliletnek. A tizentdtds exonban
[év8 TEV hasitohellyel és C-terminalis Myc-cimkével rendelkezd Rec8 fehérje viszont infertilis, de
petesejteket tartalmazd fenotipust eredményez. Mivel a Rec8 null mutdnsok defektiv fenotipusa
menekithet§ egy transzgenikus, C-termindlis Myc-cimkét tartalmazé Rec8 bevitelével, ezért a
tizendtds exonban 1évé TEV hasitéhely kell felelds legyen a Rec8™"™/™EM¥¢ aoerekben tapasztalhaté
fenotipusért.

A Rec8TEVMYITEVMYE o5 orek kiilonleges fenotipusa arra utal, hogy a Rec8 fehérje bizonyos

funkcidit képes betdlteni intakt szepardz 2/3 domén nélkill is, azonban madas funkcidihoz
sziikséges ennek a doménnek a sértetlensége. Tehat ezek az egerek a Rec8 szempontjabol funkcid
felosztasos mutansoknak tekinthetok.

Munkdm kezdeti célja az volt, hogy megvizsgiljam a szepardz 2/3 domén esetleges

szerepét a kromoszoma karokon és a centromérek kozelében torténd kohézidban.
Anyag és modszer

Egértorzsek genotipizalasa

A felhasznalt egerekbdl farok mintakat vettem, melyek lizis pufferben (10mM Tris,
100mM NaCl, 10mM EDTA, 0.5% SDS, 800 pg/ml Proteinaz K, pH=8) 37°C-on egy ¢éjszakan at
oldédtak. 70°C-on 20 perc inaktivalas utan a mintat kihigitva hasznaltam PCR-hez templatként, a
reakcioban vad tipusra és TEV inszerciés mutansra specifikus, eltérd termék méretet ado

primereket alkalmazva.



Petesejt izolalas

Petesejt izolalaskor, a megfeleld Osztrusz ciklust mutatdé egerekbdl cervicalis dislocatio
utan az ovariumokat eltavolitottam, majd ezeket M2 médiumban (Millipore) 200 mM 3-isobutyl-
1-methylxanthine (IBMX) (Sigma) mellett steril tiikkel dezintegraltam (az IBMX foszfataz
inhibitor, igy a petesejtek M fazisba valo 1épését meginditd szignalizacids utvonalak gatolva
maradtak). Az érett petesejteket morfologia alapjan szelektaltam, majd a sejtek 1-2 oran at
termosztatban 37°C 5% CO, mellett regeneralodtak. A sejtek iddzitett, in vitro meidzisra
inditdsa IBMX mentes M16 médiumban, termosztatban tortént. 90 perccel az inhibitor mentes
tapba helyezés utdn csak azokkal a sejtekkel dolgoztam tovabb, melyekben ekkorra a

sejtmaghartya mar lebomlott, jelezve, hogy a sejtek valoban érettek voltak.

Kromoszoma preparatum készitése és festése

Négy oraval a sejtmaghartya lebomlasa utdn a sejtek megfeleld korai metafazisos
stadiumba jutnak, igy ekkor fixaltam 6ket. El6szor 1-2 perces savas tyrode oldatban mostam a
petesejteket a zona pellucida eltavolitasa végett, majd 37°C-ra elomelegitett agar lemezen 1évo
hipotonids oldatba (1:1 PBS:Fetal Calf Serum) helyeztem O6ket 14 percre. A lyuggatott
targylemezekre elore kicseppentett fixalo elegybe (1% paraformaldehid PBS-ben, 0.15 % Triton
X-100, 3 mM dithiotreitol) pipettaztam a sejteket. A targylemezek ezutan sotét, parasitott
dobozban alltak egy ¢jszakan keresztiil.

Masnap a targylemezeket 2x5 percig 0.08% Kodak Photoflo oldatban, 2x5 percig PBS-
ben és 2x5 percig ,,immuno mosé” oldatban (0.1 % Tween, 0.2 % Bovine Serum Albumin, PBS-
ben) mostam. Az elsédleges ellenanyagokat (egér anti-myc 1:500; human anti-CREST 1:500)
blokkol6 oldatban (2.5 % BSA, 10 % kecske szérum (Sigma), 0.1 % Tween, PBS-ben) higitottam
fel. Az elsddleges festés 37°C-on, sotét, parasitott dobozban tortén 1.5 6raig. Ezutan 3x10 percig
immuno mos6 oldatban mostam a mintakat. A masodlagos ellenanyagokkal (Alexa Fluor 488
kecske anti-egér 1:500; Alexa Fluor 594 kecske anti-human 1:500) valo festés 1 oOran at,
szobahOmérsékleten tortént. 3x10 perc 0.1 % Tween PBS-ben valé mosas utan 10 percig 1:1000
higitast Hoechst oldattal festettem meg a DNS-t, szintén sotét, parasitott dobozban. 10 perces

natur PBS-ben val6é mosés utan Vectashield bedgyazé médiummal fedtem le a mintakat.



Szovettan

Az ovariumok fixalasa 4%-os paraformaldehidben tortént 6-8 oOrdn keresztiil, majd a
szerveket paraffinba blokkba agyaztam. A 3 um-es metszeteket kerekes mikrotommal
készitettem, azokat 48 oran keresztiil szaritottam 55°C-on a targylemezekre. A haematoxylin-

eosin festés konvencionalis protokoll alapjan tortént.

Képalkotas és analizis

A kromoszéma preparatumokrol egy Zeiss LSM 710-es mikroszkoppal, 63x/1.4 plan-
apochromat Oil DIC objektivvel, Zen szoftverrel készitettem 0.3 um-es intervallumonként Z-
stack képeket amelyek maximum intenzitds projekcidjaval jutottam a véglegesen analizalhatd
képekhez. A szovettani metszetek digitalizalasat egy Mirax Slide Scanner-rel végeztem, majd a
3D-s rekonstrukciokat és a mozikat az Imaris és Autoaligner szoftverek segitségével hoztam

1étre.
Eredmények

Mind a centromérikus és a karokon 1év6 kohézid is gyengiilt a Rec8TEVMyc/TEVMyc petesejtekben
Annak érdekében, hogy teszteljik a szepardz 2/3 domén szerepét a funkcionalis
kromoszéma kohézidban, korai metafazisos petesejtekbdl készitettem kromoszdéma

Rec8 EVMYITEVMYC oo hasonld id8s kontroll egerek

preparatumokat. Ezt eldszor 2 hoénapos
(Rec8 ™EVMY™* &5 TG Rec8-myc) felhasznalasaval végeztem. Ez utdbbi torzsek sejtjei normalis, a
vad tipussal azonos kromoszéma fenotipust mutatnak: husz darab bivalens kromoszémajuk van,
egy iranyba néz0 kinetokorokkal.

Az emlitett domén centromérikus kapcsolodasban betoltott szerepét a kinetokorok
immuncitokémiai megjelenitésével sikeriilt elérni. A kontroll preparatumokkal ellentétben a
homozigoéta mutansok nem mutattdk a konvenciondlis mono-orientdlt strukturdkat, a testvér
kromatidak kinetokorjai egymastol kiilonvaltak (4. abra). Az eredmények szamszerlsitéséhez
testvér kinetokorok kozotti tavolsagot mértem, a két kinetokor jelének kiilso €lét véve alapul. Ez
a technika egy elfogadott modszer a centromérikus kohézid mértékének meghatarozasara (Lister

gTEVMYCt hetafazis I-es

et al., 2010). A mérések megmutattdk, hogy mialatt a kontroll Rec
petesejtek atlagos testvér kinetokorok kozotti tavolsaga 0.68 = 0.09 um volt, addig a homozigota
mutansokban ez az érték 1.19 £ 0.19 um-re névekedett, jelezve a gyenge centromérikus kohézidt

(4. abra).
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4. abra
A Rec8™VMY/TEYMY yotesejtekben gyengiilt a centromérikus kapcsolédas

Az A 3abran egy vad tipusu bivalens kromoszédma lathatd, egy irdnyba nézé kinetokdrokkal, illetve egy
homozigéta mutansban taldlhaté univalens, melyben a két testvér kinetokdr kiilon valt. A sarga vonalak a
kinetokorok kozotti tavolsagok mérésének madjat mutatjak. A B abran a kiilonb6z6 genotipusu egerek testvér
kinetokdrjai kozti tavolsag eloszlasa lathatd. Ezek az adatok atlag kinetokdr tavolsagként dbrazolva lathatdk a €
abran. J6 Iatszik, hogy a kontroll, mono-orientalt tavolségokhoz képest a Rec8 ™"™W/™™ hetesejtekben ez a
tdvolsag majdnem dupldjara emelkedik.

Kovetkezoleg kérdéses volt, hogy ennek a doménnek a kromoszéma karokon torténd
kapcsolodasban vajon van-e szerepe. Ennek vizsgéalatdra a kromoszoma preparatumokon a Rec8-
at a Myc epitopon keresztiil is festettem illetve a kromoszoma tipusok aranyat vizsgaltam. A
kontroll sejtekkel szemben a Rec8"EYMYITEVMYE hetesejtekben egyetlen bivalens kromoszoma sem
volt talalhato, csak univalensek és egyediili kromatidak keveréke volt azonosithato (5. abra). Ez

utdbbi két kromoszoma tipus kozott az arany 53.6 % univalens és 46.4 % egyediili kromatida volt
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a két honapos egerek esetében. Ez az eredmény jelzi, hogy ebben a korban nincs karokon torténd
funkcionalis kohézio a homozigota Rec8 mutansokban.

A heterozigota kontroll petesejtekben a Myc festés szépen jelzi a Rec8 jelenlétét a
bivalens kromoszomak tengelyeiben (5. dbra). Azonban a Rec8"EYMYYTEVMYC ooarekben a festés
nem jeldl pontos struktardkat, joval alacsonyabb intenzitast €s nagy része valdszinileg hattér
jelnek tudhaté be (5. abra). Tovabba az egyediili kromatidak jelenléte ismételten bizonyitja a
meggyengiilt centromérikus kohéziot ezekben a mutansokban.

Erdekes' hogy abh h(')napos RechEVMyc/TEVMyc

petesejtekben az univalensek és az
egyediili kromatidak k6zotti arany 69.8 % és 30.2 %-ra valtozott (5. abra). Ez a jelenség arra utal,
hogy ezekben az allatokban a kromoszoma kohézio elvesztése a kor elérehaladasaval fokozatosan

novekszik.

7 hénapos kor utdan a Rec8TEVMyc/TEVMyc egerek korai ovarium kimeriilést mutatnak

Kivancsiak voltunk, hogy a fent emlitett korfiiggd kromoszéma kapcsoltsag gyengiilés
még id6sebb petesejtekben tovabb fokozddik-e. Ezért 7 honapos egerekbdl is probaltam
petesejtek izolalni, meglepetésiinkre azonban nem tudtam ilyen koru RecgEVMye/TEVMyc
ovariumokbdl oocytakat kinyerni. Tovabbi 0j jelenség volt, hogy ezek az ovariumok
megnovekedett vaszkularizaciét mutattak sima, lathato follikulusok nélkiili feliilettel. gy
sziikségesnek bizonyult, hogy szisztematikusan leteszteljiik: tényleg nem talalhatoak petesejtek a
Rec8TEVMye/TEVMyc egerekben 7 honapos kor utan? A kérdés megvalaszolasara teljes ovarium
preparatumokat készitettem és ezekb6l 3 pum vastag metszeteket szeltem egészen az egyik
végiiktdl a masikig, ativelve a teljes szerven.

A 2 és 7 hénapos kontroll vad tipusti ovariumok, illetve a két honapos Rec8'EVMYC/TEVMye
ovariumok azonos szdvettani képet mutattak, egészséges petesejtekkel, szamos kiilonbozd
stadiumban 1évo tiiszokkel (6. abra). A 7 honapos homozigdta mutans ovariumokbol azonban
teljesen hianyoztak a petesejtek és barmilyen tiiszék (6. abra). Az egyes metszeteket egymasra

illesztve rovid mozikat készitettem, amelyeken jol latszik, hogy a petesejtek az ovarium minden

pontjardl hianyoznak (kiegészitd video 1. és 2.).
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Nl Recg EVMye/TEVMYC RecgEVMYc/TEVMye
TEVMyc/TEVMyc [ g -
Recd A kiil6nb6z6 kromoszéma
tipusok aranya Rec8TEVMy</TEVMye
petesejtekben
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TEVMyc/+  TEVMyc/TEVMyc TEVMyc/TEVMyc
2 hénapos 2 hénapos 5.5 hénapos
B Bivalensek ® Univalensek Egyedili kromatidak
5. abra
TEVMyc/TEVMyc AL Lt ses t 4K ..
A Rec8 kromoszémak kozoétt idével fokozatosan csokken a kapcsolat
A kontroll (TG) Rec8-Myc petesejtekben lathatd, hogy a Rec8 a bivalens kromoszomak tengelyében
TEVMyc/TEVMyc
helyezkedik el. Ez a Rec8 esetében mar nem észlelhetd, itt a Rec8 jele joval gyengébb és nem
strukturalt. A homozigéta mutansokban egyetlen bivalens sem taldlhaté. Osszehasonlitva a 2 és 5.5
TEVMyc/TEVMyc
hénapos Rec8 kromoszomakat, el6tlinik, hogy az id&sebb sejtekben nagyobb aranyban

jelennek meg egyediili kromatidak.
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6. abra
TEVMyc/TEVMyc A L. . .
A Rec8 egerek korai ovarium kimeriilést mutatnak
Vad tipusu ovariumokban mind 2 és 7 hdnapos korban taldlhatéak kilonb6z6 stadiumban |évé
TEVMyc/TEVMyc

follikulusok, benniik egészséges petesejtekkel (fekete nyilak). A Rec8 egerek ovariumairdl két

hénapos korban még ugyanez elmondhatd, azonban 7 hdnapos korukra ezek az egerek elvesztik a teljes
petesejt készletiiket. Az ovariumok erésen vaszkularizaltak, bevérzéseket tartalmaznak (fehér nyilak) és
semmilyen follikulus sem azonosithatd bennik.
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Diszkusszio

Ezen Uj Rec8 mutans torzs vizsgalata ravilagitott, hogy sértetlen szeparaz 2/3 doménre
van a fehérjének sziiksége ahhoz, hogy fenn tudja tartani a kromoszomak kozotti kapcsolatokat.
A Rec8™EVMYITEVMYE agarek vizsgalt doménjében egy 28 aminosav hosszt TEV protedz
hasitohely inszercioja talalhato. Az ennek hatasara megjelend univalens kromoszomak ¢és egyedi
kromatidak jelzik, hogy a kohézi6 meggyengiilt, azonban a jelenség mogott allé molekuléris
mechanizmus még kideritésre var. Lehetséges magyardzat, hogy a TEV hasitohely ebben a
doménben vald jelenléte destabilizalja a Rec8 és az Smc fehérjék kozotti kapcsolatot, ezaltal
magat a kohezin gytrit. Az is elképzelhetd, hogy hatasmechanizmusukban még nem ismert, de
leirtan stabilizalé faktorok pont a szepardz 2/3 doménen keresztiil erdsitik meg a gytiriit. Ilyen
fehérje lehetne példaul a mit6zisbol ismert stabilizaldé Sororin (Nishiyama et al., 2010).

A homozigdta mutansokban az egyediili kromatiddk aranyanak 5.5 honapos korra vald
megndvekedése sugallja, hogy a meggyengiilt kohézi6 a kor fiiggvényében romlik le a
kromoszomakrol (4. abra). Tovabba, a 2 honapos mutansokban a bivalens kromoszomak teljes

hianya felveti a kérdést, hogy fiatalabb Recg™=VMVe/TEVMye

egerekben 1éteznek-e ilyen megfeleld
kohézidval Osszetartott strukturak. A kérdés megvalaszolasahoz érett petesejtekre van sziikség,
mivel csak ezekben megfeleld kondenzéltsagh a kromatin, ami eldfeltétele annak, hogy a
kiilonb6zé kromoszoma tipusokat (bivalensek, univalensek, egyedi kromatiddk) meg lehessen
kiilonboztetni. Természetes folyamatok révén egerekben csak 8 hetes korra alakulnak ki érett
petesejtek, azonban hormonok injektalasaval kivaltott szuperovulacioval érett petesejtek
nyerhetdek mar 3-4 hetes egerekbdl is. A jovoben ilyen kisérletekkel is szeretném megvizsgalni,
hogy egy korabbi stadiumban a homozigéta mutansokban jelen van-e megfelelé kromoszoma
kapcsoltsag vagy az még kordbban veszik el, esetleg ki sem alakul? Amennyiben 1 hénapos
petesejtekben talalhat6ak bivalens kromoszomak, tigy elmondhatnank, hogy bizonyos okokbol
pont 1 és 2 honapos kor kdzott torténik a petesejtekben a karokon 1évd kohézio elvesztése.

Mivel a Rec8-nak a rekombinacidban is kimutattak a szerepét (Xu et al., 2005), ezért
érdekes lenne megvizsgalni, hogy a fehérje szeparaz 2/3 doménje ebben a folyamatban is
szereppel rendelkezik. Pachytén stadiumban 1évé embrionalis egér petesejtek MLH1 (MutL
protein homolog 1) antitesttel valo festésével a leend6 kiazmak vizualizalhatok (Anderson et al.,

1999). Ezzel a technikdval szeretném a Rec8'EYMYYTEVMYC ooorekben meghatrozni az atlagos
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crossover frekvenciat, amit a vad tipussal Osszevetve kideriilhet, hogy a szepardz 2/3 domén
fontos-e a normalis rekombinaciés folyamathoz.

A szovettani kisérletek eredményei a szepardz 2/3 domén egy ujabb jelentdségére
vezetnek rd. Vad tipusu egerekbdl még 15 honapos korban is izolalhatdéak érett petesejtek,

azonban a ReC8TEVMyc/TEVMyc

egerekben a teljes petesejt készlet elveszik 7 honapos korra (6.
abra). Ennek a korai ovarium elégtelenségnek az oka a TEV hasitohellyel megzavart szeparaz 2/3
domén kell legyen, azonban a folyamat pontos mechanizmusa tovabbra sem ismert. Erdekes
kérdés, hogy erre a korra vajon az Osszes ivari leszdrmazéasu sejt eltlinik-e a homozigota
mutansok ovariumabol. A jovOben egy ivarsejt leszarmazasi vonalra specifikus Ddx4 (DEAD
box protein 4) fehérje (Fujiwara et al., 1994) immunhisztokémiai festésével szeretném
megvizsgalni ezt a kérdést.

Osszefoglalva, a RecgEVMyc/TEVMyc

egér petesejtekben tapasztalt fokozatos centromérikus
kapcsoltsag elvesztése és a korai ovarium elégtelenség arra utal, hogy ez az egértérzs nem csak a
Rec8 funkciojanak mélyebb megértésében lehet hasznos, hanem egy jo modellként is szolgalhat a
ndi reproduktiv rendszer egyes komponenseinek felgyorsitott Sregedésére. fgy ennek a trzsnek a
tovabbi vizsgalata hozzasegithet egy manapsag egészségiigyileg is fontos probléma molekularis

mechanizmusainak megértéséhez.
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Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarodl a palyamiiben leirt eredményekhez

Alulirott Borsos Maté

az egér torzseket genotipizaltam PCR-el,

beldliik petesejteket izolaltam

amikbdl kromoszoma preparatumokat készitettem és festettem

ezeket konfokalis mikroszkdppal fotoztam és a képeken kinetokorok kozotti
tavolsagokat mértem

ovariumokat preparaltam, fixaltam, metszettem, festettem,

a metszeteket beszkenneltem és szamitogépes szoftverekkel mozit, 3D-S
rekonstrukciot készitettem beldliik

alairas

Budapest, 2013 januar 09.
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