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Transzplantacios kisérletek



Az embrio sejtjeinek fejlédése lehet determinalt vagy
regulacios (nem determinalt)

donor donor
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Q transplant Q transplant

__D J
host host
A sejtek természetes Az atlltetett sejtek sorsa Az atiltetett sejtek sorsa
sorsa regulacios (nem determinalt) determinalt fejlédés
fejl6dés esetében esetében

A sejt determinaltsagi foka transzplantaciods kisérletekkel vizsgalhatd: ha idegen
kdrnyezetbe jutva koveti az Uj helynek megfelel6 fejlédési programot, (még)
szabalyozhaté allapotban van, nem determinalt a sorsa. Ha az uj helyen is a korabbi
helyzetének megfelel6 programot koveti: determinalt.

Egy sejt sorsa sokkal korabban eldblhet, miel6tt ez kiils6 jelekben megmutatkozna

sejtmemoarial).
( J ) Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



Animalis polus

Az embrié fejl6désében a Sarki test =< poe
sejtek kommunikaciojanak ©=< Spermium
v Vegetalis polus

oriasi szerepe van

Bizonyos sejtek kapcsolata
lehet olyan szoros, hogy
szikséglk van egymasra a

tovabbi fejl6déshez, masok Az embrio felezése
kapcsolata viszont a kés6bbi '
egyedfejl6dés szempontjabol
meég nem meghatarozo.

»
Csak vegetalis Csak animalis
sejtek sejtek

y A ., Vegetalis és animalis sejtek
kisérletek tengeri stin embridval



A kétéltlek (béka, gbte) embridjaval is régota kisérleteznek

A kétéltlek (Xenopus, karmosbéka) fejlédése a hdlyagcsira allapotig

1 mm

1 hour, 1 cell

3 hours, 8 cells 4 hours, 64 cells

A kétéltlek gasztrulacidja (bélcsira kialakulasa)
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yolk plug of blastopore
VEGETAL POLE
oldalnézet keresztmetszet
A kétéltlek petesejtje oriasi. Megtermékenyités utan igen gyors sejt-
osztdédasok kovetkeznek (embrionalis sejtciklus, S—M — S — M), a sejtek
egyre kisebbek lesznek. Nincs id§ zigotikus génatirasra az elsé 12 osztddas

soran, minden, az embrid életéhez sziikséges anyag a petesejtb6l szarmazik.
Alberts: Molecular Bioloav of the Cell. 2008




Transzplantacios kisérletek I. Az embrionalis indukcio
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Mas sejtcsoportok atliltetés utan is sajat
programjukat kovetik, és specialis esetekben
Bizonyos sejtcsoportok atlltetés | | 3 kérnyezetiik sorsat is befolyasoljak. llyen a
utan kovetik az uj helynek kétéltli embriok felsS ajka (dorsal lip; a sejtek
megfelelS fejl6dési programot: pl.| | bevandorlasanak helyénél).
szem, izomszovet lesz belblik Ez az embrionalis indukcié.



Az emlOsok petesejtje viszonylag kicsi, elsé sejtosztddasai
joval lassabbak - az eger fejl6désének elsé [épései

megtermékenyitett kétsejtes szedercsira szedercsira hélyagcsira
egér petesejt embrid 8 sejt, 16 sejt, keresztmetszet,

—_— 1,5nap — 2,5nap —— 3nap —— 4nap

polar
.~ body

zona maternal and
pellucida  paternal pronuclei

50 um

Az emberi zigdta sajat génjei mar a kétsejtes allapotban bekapcsoldodhatnak.

Alberts: Molecular Bioloayv of the Cell. 2008



Transzplantacios kisérletek Il. Totipotens embridsejtek
eml6sokben
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_ izolaltak, egyltt fejlédtek anyaegér mehébe

Osszekeverték tovabb liltetve kiméra egérke
fehér egérszil6ktdl holyagcesirava szliletik

szarmazoé embrid
A korai emlGs embrid egyik sejtjének fejlédése sem determinalt még , és az

egyes sejtek kezdetben totipotensek.

Egy 8-sejtes embrid (vagy akar a hélyagcsira bels6 sejtcsomdjanak) barmely

sejtje képes a kiméra barmely sejttipusat , akar 6sivarsejteket is |étrehozni.
Teratdma: embrionalis sejtb6l szarmazo, kifejl6dott szovetben burjanzasnak

induld daganat-féleség

Embrionalis Ossejt (ES sejt): embridbdl szarmazé, megfelel6 kornyezetben

fenntartott, barmeddig osztéddképes, pluripotens sejt (¢ szoveti 6ssejtek!)
Alberts: Molecular Bioloav of the Cell. 2008



Génfunkcid megismerése ,,knock-out” technikaval
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Modszer knock-out
elolény készitésére : N Sejtek injektaldsa
5 gazdaembridba

Rekombinans embrionalis
Ossejtek gyljtése
sejttenyészetbdl (neomicin
tartalmu taptalajon)

Faen, A betltetett sejtek az
=} embrid részévé valnak,
injekcids kiméra képzodik

/ Az embridkat gazda
nostények méhébe iiltetik

\ e Injekcios kimerak
o e = e
l

Egér kiméra

Az elsé knock-out eoé 5 Megfelel0 keresztezések nyoman
z €lso knock-out eger g golyan egerek sziiletnek, amelyek
1989-ben sziiletett a beiiltetett sejtekbdl szarmaznak.



Nobel-dij 2007: "for their discoveries of principles for
introducing specific gene modifications in mice by the use of
embryonic stem cells”.

Oliver Smithies Mario R. Capecchi Martin J. Evans



Hogyan johet |étre egyetlen sejt
osztodasabol a tobbsejtlieket jellemzd
rengeteg sejtféleség?



Az utodsejtek kulonbozbek lehetnek, mert:

1. aszimmetrikus a sejtosztodas: az ,,anyasejt” citoplazmajaban nem
egyenletesen oszlanak meg egyes molekulak. Ekkor eleve eltéré

sejtek jonnek létre.

O,
@“‘%

2. a sejtosztodas szimmetrikus, de az utddsejteket eltérd hatasok érik

Alberts: Molecular Bioloayv of the Cell. 2008



A szomszeédos sejtek kozotti, eredetileg csekély kilonbség
feler6sodhet a lateralis gatlas altal
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( Az atmeneti eltérés kis
aszimmetriat okoz

60 08

J POZITIV VISSZACSATOLAS:

az aszimmetria fokozodik

. “®

,BISTABILITAS”:

a ,, minden \{gdgK semmi” kimenet stabilan
meg6rz6dik a sejt memoriajaban

A lateralis gatlast biztositd szabalyozo rendszer még egyforma utddsejtek kozott is
kialakithatja az aszimmetriat! (A bioldgiai rendszerek sohasem allanddak, minimalis

fluktuacio is feler6sédhet igy). Alberts: Molecular Bioloav of the Cell. 2008



A Notch-Delta jelatvitel a lateralis gatlas klasszikus
példaja, az egyik legaltalanosabb szabalyozasi utvonal a

sejtek/szovetek differencidlédasa soran

Notch: transzmembran receptor; az innen kiindulo jelatvitel sok egyedfejl6désben
szerepet jatszo gent szabalyoz!! Delta: transzmembran ligand

elta

(kontaktusfliggé
jelatvitel példaja!)

)

http://www.tau.ac.il/~davidsp/interests.html



A Notch-Delta jelatvitel a lateralis gatlas klasszikus
példaja, az egyik legaltalanosabb szabalyozasi utvonal a
sejtek/szovetek differencidlédasa soran

membrane-bound receptor
inhibitory signal protein
protein (Delta) (Notch)
4\ z
. . L .8
L7
"'l.-
. = Y
nerve cell \
unspecified developing from inhibited
epithelial cells epithelial cell epithelial cell

Alberts: Molecular Bioloayv of the Cell. 2008



Ha az eredetileg egyforma sejtek kilonb6z6 mértékd induktiv
hatasoknak vannak kitéve, mar eltérd fejl6dési utakra térnek

iInductive signal
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A kapcsolo (relay) jelatadas soran rovid-
l tavu hatasok alakulnak ki, a kozeli fogado
- - sejt kibocsat egy masik jelet, ezaltal
& $ * eee® @ * ,bekapcsolja” a kovetkez0 sejtet, stb.
@ @ @ bt $ @ @ (b) Gradient signaling
seeeceee@® e om o o e
0000099 ® [N p———iy \[
I—— I— Alalnlalala |
cells directed to new WAMAVAUAUAU Y
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Ha a sejtek egy kis csoportja jelet kezd A gradiens jelatadas soran a jel
kibocsajtani, megvaltoztathatja kozeli hosszabb tavon hat, a fogadd sejtek
szomszédainak sorsat, mig a jelet nem pedig eltér6en reagalnak a jel kilonbozé
fogado sejtek mas utat kovetnek koncentracidira.

Alberts: Molecular Bioloav of the Cell. 2008 Lodish: Molecular Cell Bioloay, 2003



A szekvencialis indukcio

Ay
A
A A B sejt iranyabol A C sejt induktiv
A felé kuldott jel hatasara A-bodl D,
hatasara C sejt- B—bdl E sejttipus
' tipus jon létre B jon létre a C sejt
kdzelében kbzelében
- - E
B B

Az embrid korai sejtmintazatat kialakité morfogén-hatasok rovid hatotavol-
saguak (< 1mm), és csak kis szamu eltérd utvonalat indithatnak el. Ugyanakkor
ha mar kialakult néhany kilonboz6 sejt, amelyek osztodnak, ezekbdl kiindulva,
egymast koveto és egymasra épuld lokalizalt szabalyozasok révén - ez a

szekvencialis indukciod - fokozatosan egyre tobbféle sejttipus alakulhat ki.
Alberts: Molecular Bioloayv of the Cell. 2008



A morfogének

Morfogének: a sejtek fejlodési programjat kozvetleniil meghatarozé
jelmolekulak, amelyek egy kozpontbdl (ez lehet egy sejt vagy sejtcsoport is)
kiindulé koncentracio-gradiensiik mentén mas-mas iranyba terelik a rajuk

reagalo sejtek sorsat.
morfogén-forras
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a morfogén egyenletesen oszlik szét

az inhibitor

A
gradienst alkot inhibitor-
forras

morfogén-gradiens alakul ki

vagy: egy inhibitor-termel6 sejtcsoport
lokalizalt, és az inhibitor koncentra-
cidjanak aranyaban gatolja a morfogént,
és alakitja ki az ellentétes gradienst

»
a jelforrastol valé tavolsag

A morfogén-gradiens kialakulhat ugy, hogy
az 6t termeld sejt(csoport) lokalizalt,



Lateralis gatlas

D= — -

Induktiv hatasok, hatarok kialakulasa

Osszegzés: néhany
specialis mechanizmus
az embrionalis fejlédés
soran kulonbo6z6

utodsejtek |étrejottét
teszi lehet6vé

Aszimmetrikus osztédasok

.
O—<
O

Ossejtek szerepe

Sas-

GerY

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S105017380700031X



A test szervezOdését szabalyozo gének
felderitése: a muslica-modell

embrio
\

1 nap"\
‘;
A 1. larva .
Il-.2,5—3 nap o
\ 1 ny/
3. larva

2. larva

e ——



Nobel-dij 1995: ,, a korai egyedfejlodes genetikai szabalyozdasa"

Edward B. Lewis Christiane Eric F. Wieschaus
1918 - 2004 Nisslein-Volhard 1947 -
1942 -



A muslica embrionalis fejlédése

somatic cells

pole cells
{primordial
germ cells)

9 osztddason keresztiil (az els6é két draban) nem alakulnak ki a sejthatarok (,,szincicialis
blasztoderma”). Csak ezutan kezdenek kifejez6dni az embrid sajat (zigdtikus) génjei.

leendé6 fej tor  potroh

2 Oras
embrio

(A)

5-8 oras
embrio

Az embrid sejtjeinek leendd sorsa alapjan sorstérkép készithet6 (azaz: a larva vagy a

kifejlett allat mely testrészei szarmaznak bel6lik) _
Alberts: Molecular Bioloayv of the Cell. 2008



A fejlédd muslica ellilsé részének kialakulasaért a petében eldl
talalhato, az anya testébdl szarmazo anyag felelGs — anyai hatas

Nem képzodik fej, az embrio elpusztul



Genetikai ,,boncolas”: melyek lehetnek azon gének, amelyek
terméke felel6s az elllso testtajak kialakulasaért?

bicoid

Nem képzddik feji rész, az embriok
elpusztulnak— a ndsteény steril



bicoid MRNS

sejtmag

BICOID fehérje

B o/
sejtmag



BICOID fehérje koncentracid

Gradiens

transzkripcios faktor

A Bicoid fehérje a morfogének egyike:
kdzvetlenul meghatarozza a sejtek
fejlédési programjat




Genetikai ,boncolas”: melyek lehetnek azok a gének,
amelyeket a bicoid morfogén szabalyoz?

bicoid* bicoid*
~=Dicoid* ~=Dbicoid*
, 1
K . )/ 21got1kus letalis
/ ¢p embrid mutaciot hordozé embrid

hunchback
hunchback

A feji rész hidnyzik, helyén egy
’rés” (gap) tamad.




Melyek azok a gének, amelyeket a bicoid morfogén szabalyoz?
Ezek a zigdtikus gap-gének (mutacidjuk esetén nagyobb hiany,
,res” keletkezik). '

nicoid* bicoid
. . - : * -
icoid? bicoid
Hunchback
/ 1 1
! I A hunChbaCk+ gap gén
v |l‘ expresszmja .
Krippel ‘ :(
- |
£ . ABicoid feherje a hunChbaCk+ gén
\ '| pozitiv regulatora
Knirps e ! A kriippel* gap geén

- Y @(pressmqa
- _— : \ :
Giant

. v s
Kiilonb6z0 gap-geének expresszios A Bicord th,tee d kf; tippel” gen
mintdzata (in situ hibridizacio) negativ regulatora



Az egyre kifinomultabb fejl6dési mintazat egymasra épuld
génaktivitason (szekvencialis indukcid) alapul

ANYAI HATASU GENEK M
(polaritas-gének) ‘

ZIGOTIKUS GENEK
Gap gének

Pair-rule gének

Szelvény-polaritas
gének

- Hedgehog (hh

-Wingless (wg)

-stb.

Szelvény-azonossag
avagy

homeotikus gének

- Bithorax (bx)

-Antennapedia (antp)

- stb.



Az egyre kifinomultabb fejl6dési mintazat egymasra épuld
génaktivitason (szekvencialis indukcid) alapul

ANYAI HATASU GENEK

(polaritas-gének)

ZIGOTIKUS GENEK

—_—

egg-polarity genes

Bicoid
TRRRIPRDI '
ANTERIOR POSTERIOR
gap genes
Kriippel
and
Hunchback
pair-rule genes
Eve
and
Ftz
segment-polarity genes
T F
Engrailed ,"‘

%&;! -
_ ,: TARN
Alberts: Molecular Biolosv of the Cell 2008
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homeotic selector genes




Példa: hogyan szabalyozzak anyai hatasu és gap-gének az eve
(evenless) pair-rule gén 2. savban torténd kifejez6dését?

{a} eve gene transeription regulation

Stripe 2
enhancer

r—b

Start of
transcription

Giant (4}  Krippel (§)
/ /
_A A A
Q O © O O
A Repressors 1{,}_ Bicoid (4} Hunchback [ 4)

@  Activators (4} |

{b} eve stripe 2 regulation

Hunchback {4

/

Giant ()  evestripe 2

/

Kriippel {4}

Bicoid (4)
| |

morfogén koncentracio

4 11 L4 3' rd 7”7
tavolsag az em%rlo elejétol

az eve kifejez6dése az embridban

a2.sav

Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



A kulonboz6 géneket kifejezd sejtek néhany 6ra alatt éles

hatar mentén kulonulnek el.

2.7 hours after fertilization

pair-rule gének

3.5 hours after fertilization

L LA
5-hour embryo %TI
pm

10-hour embryo

L J
500 pm

adult

az engrailed szegment-polaritas
gén kifejez6dési mintazata
Alberts: Molecular Biology of the Ce

eve ftz alternalva kifejez6d6

|, 2008



A homeotikus mutaciok a szelvény-azonossag géneket

azonositjak
Vadtipusu

bx*

bx*

Bithorax (bx) mutans

bx
e

3¢
bx




Homeozis: egy testtaj helyett egy masik testtajra jellemzé
struktura fejlédik _T1-T3: 1.-3. torszelvény

T1 | T2 | 13| | T2 | T2 T2

S Bithorax (bx)
Vadtipusu mutans
bx* bx
- e
- R
bx* bx
A kétszarnyu rovarokban normalisan csak A bithorax mutans muslicakban a 3.
a 2. torszelvényen van szarny, mert evolu- torszelvényen is szarny fejlédik,

ciojuk soran a 3. szelvényen eredetileg hasonldan rovaréseikhez.
meglévd szarnypar elcsokevényesedett.



Atavizmus:
a torzsfejlédés korabbi

R — allapotanak megjelenése
. mutéci6 kévetkeztében
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Vadtipusu Proboscipedia mutans




A homeotikus gének szekvenciajaban kozos elem a homeobox

Lab Dfd Antp AbdB

[ [ [ [ [ k [ [ [ [
/7 N /7 N\ /7 N /7 N /7 N\ /7 N /7 N\ /7 N
s ~ ’ ~ s ~ s ~ ’ ~ s ~ s ~ s ~
s ~ ’ ~ s ~ s ~ ’ ~ s ~ s ~ s ~
s ~ ’ ~ s ~ ’ ~ s ~ s ~ s ~
s ~ ’ ~ s ~ ’ ~ s ~ s ~ s ~
. ~ . ~ . ~ . ~ . ~ . ~ . ~

HOMEOBOX: 180 bp

|
HOMEODOMAIN: 60 aminosav

Helix-turn-helix motivum

o ¢ N A homeotikus gének

Sl " valamennyien transzkripcios
v k, faktorként mikodnek, tjabb
gének kifejez6désével inditjak
el az adott sejt fejlédési
programjat.




A muslica homeotikus génjei egy kromoszéman talalhatoéak,
két nagy komplexbe rendezddtek, és sorrendjik megegyezik a

térbeli kifejez6désik sorrendjével

AbdB

Lab Dfd Scr

Antp

Ubx

AbdA

Chromosome

- Lab
. [~ Pb
Labial !/
Proboscipedia p %
Deformed !
Sex combs reduced — .
Antennapedia P2 ——_ Antp
Ultrabithorax P =
Abdominal A - -
Abdominal B W
T

3

Antennapedia
complex

Bithorax
complex

Alberts: Molecular Bioloav of the Cell. 2008



A testszelvények azonossagat meghatarozé homeotikus gének

Bcd,
Lab Een} Dfd  Scr  (Ftz) Antp Ubx AbdA Abdg

Drosophila B m ]
Hﬂxcumnlex _D_D_EH_D |_| L . L I.l._l

1 1
Hox! HoxZ2 Hox? Hoxd Hoxs Hoxé (central) Hox7 (posterior)
ancestral _L—I | T . !
Hox complex - Bl e
mammalian ' ¥ J b | 10 1
Hox complex Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A9 A1 AT AlZ
HoxA — 1 [} L} (-
g1 B2 B3 B84 85 E6 B7 g8 89 Bl1z
1 [ 1 1 [ 1 1 [~ 1
Hoxe — M {TH{H—{H— {1} N
C4 Cs Ce 8 C9 Ci0 Cn Q12 A1l
HoxC | e I e I e B e B e B
D1 03 04 D8 p9 DI DIT D12 Dia
[ 1 [ 1 [ 1 [~ 1 [ | [~ 1
HoxD —_] ] e I o I e B [ B o B

spinal cord

anterior posterior

Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008 mesoderm



Az emlbs Hox gének mutacidja is homedzishoz vezethet

™ @ - %

Ep egérben a Hox10 gének az agyéki Ha mesterségesen kifejeztetik a Hox10
régidban aktivak. géneket teljes gerinc hosszaban,
mindenhol agyéki csigolyak képzédnek.

13th rib

13th rib

Hox10 knock-out egerekben az agyéki és
keresztcsonti csigolyak is torzscsigolyaként

Ep eger, fellinezet fejlédnek: bordakat hordanak
Alberts: Molecular Bioloav of the Cell. 2008

lumbar sacral



A homeotikus gének a végtagképzédésben is szerepet jatszanak

HoxD9 HoxD10 HoxD11 HoxD12 HoxD13

Kéztocsontok

Ujjpercek

Alberts: Molecular Bioloayv of the Cell. 2008



A gerinces végtagkezdemények kialakulasa: kisérletek
csirkeembriokkal (nagy, konnyen , hozzaférhet6”)

Apical
Ectodermal
Ridge

X




Az ,Apical Ectodermal Ridge” szerepe a végtagképz6désben:
a proximalis-disztalis (kozeli-tavoli) tengely kialakitasa
rai végtagkezdemény

AER

csak felkar

Mezoderma
' 4

AER

felkar és alkar



Koral Vegtagkezi‘?nf?{n Az , Apical Ectodermal Ridge” szerepe

coderm @ VEgtagképzddésben: a proximalis-
disztalis tengely kialakitasa

\ kes01 Vegtagkezdemeny

B
> .\(2 felkar, alkar, alkar, ,kéz”

| =

'
i

Az AER-bdI| egy morfogén-gradiens indul ki.
késoi vegtagkezdemeny A kifejl6d6 végtagrészlet minGsége attdl
' fugg, hogy a létrehozd sejtek az AER-hez
képest a kezdemény melyik pozicidjaban

—
D \ helyezkednek el.

korai vegtagkezdemeény

1
— D felkar, , kéz”
/ ) @’




A ZPA (zone of polarizing activity) szerepe
az eltls6/hatulso differenciacioban

ANTERIOR

develops into

polarizing region
of wing bud

POSTERIOR
(B)

ANTERIOR

/ develops into
>

POSTERIOR

polarizing region cut from donor wing bud
grafted to anterior region of host wing bud

A ZPA-ban kifejez6d6 legfontosabb morfogén: sonic hedgehog ( a muslica
hedgehog szegment-polaritas génjének homoldgja)
Alberts: Molecular Bioloav of the Cell. 2008



A dorzalis/ventrdlis polaritds meghatdrozottsaga
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A hatulso illetve ellils6 felszinen (az ektodermaban) kilonb6z6 morfogének

expressza IOd na k htto://www.evol.nw.ru/labs/lab38/snirov/aifs/limb-net.aif



Osszegzésiil: a gerinces végtagfejl§dés tengelyei mentén
hato faktorok

ANTERIOR

PROXIMAL VENTRAL Ent (Engrailed homolog)
apical ectodermal ridge
: ‘o expresses Notch and
DORSAL DISTAL > :: ~:::: . secretes FGF4 and FGFS8
- ‘s-~

POSTERIOR RSeo
Wnt7a (Wingless homolog)

Lmx1 (Apterous homolog)

Bmp2 (Qpp homolog)

posterior mesenchyme
Y secretes Sonic hedge
(A) L J 9

S00 pm (8)

-A végtagfejl6désben szerepet jatszo, a szimmetria- engrailed szelvény-
tengelyeket kialakito folyamatokat irdanyitd gének polaritas gén
morfogénekként viselkednek. Ezeknek a géneknek
dontd tobbségét eredetileg muslicaban azonositottak,
ahol hasonld szerepet jatszanak (pl. szarnyfejlodés!)

-Jellemzd, hogy gének kis csoportja aktivalodik ujra és
Ujra az egyedfejl6dés egymast kovetd szakaszaiban



valamennylien KOSzonjuk az egyutt toltott
idot!!

It's a rather interesting phenomenon. Every time| press this
lever, that post-graduate student breathes a sigh of relief.




