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A kutatas el6zményeinek dsszefoglalasa

A Drosophila  melanogaster (ecetmuslica) genetikai
modellszervezet jo lehet6séget nyujt fejlédésbioldgiai
folyamatok, azon bell is a spermatogenezis
tanulmanyozasara.  Feltekert, vakon végz6d6 csére
emlékeztet6 heréiben a spermatogenezis minden szakasza
egyszerre megfigyelhet6. A Drosophila spermiuma ugyan
harminckétszer hosszabb az ember spermiumdhoz
viszonyitva, viszont ugyanazokbdl a sejtalkotékbol All,
szerkezete konzervalt.

A Drosophila poszt-meiotikus fejl6édése sordn a spermatidak
megnyulnak, a megnyulashoz nélkilozhetetlen a fuziondlt
mitokondriumokbdl kialakuld két mitokondrium szdrmazék. A
mitokondrium szarmazékok végigfutnak a spermatidak farki
részének teljes hosszdban. A  megnyllds  soran
differencidléodnak, kialakitjdk a nagy  mitokondrium
szarmazékot, ami parakrisztallint halmoz fel, valamint a kis
mitokondrium szarmazékot.

A spermatidak szinkronizalt fejl6dését plazmahidak
biztositjdk, amik a spermiumok egyedivé valasaig
megmaradnak. Az individualizacié folyaman a sejtmagok koral
kialakul az individualizaciés komplex, melynek aktinban
gazdag kuap alakd strukturai szinkronizalt vandorlasuk soran
kiszoritjak a feleslegessé valt sejtalkotokat és kialakitjak a
spermiumok egyedi sejtmembranjait. Az individualizacio
folyamataban aktiv lebontd folyamatok figyelhet6ek meg; az
ubikvitin proteaszdma rendszer tobb eleme sziikséges az
individualizacids komplex szabalyos vandorlasahoz, valamint a
nem apoptotikus kaszpaz kaszkad aktivalasahoz. A nem



apoptotikus kaszpdz kaszkad hianyaban a spermatiddk nem
képesek egyedivé valni.

Az  ecetmuslica egy genetikailag jol  jellemzett
modellszervezet, ahol a klasszikus és modern genetika és
molekuldris biolégia gazdag eszkoztara all rendelkezésiinkre.
A transzpozon inszercidos  torzsgyljtemények remek
lehetdséget biztositanak az ivarsejtfejlédésben sziikséges
gének azonositasahoz. Csoportunk tobb |épcs6s szlirésen
keresztil szamos him- és ndsténysteril allélt azonositott.
Dolgozatomban az altalunk kiszlrt bb8 és ago génekkel és
himsteril mutans alléljeikkel foglalkoztam.

Kutatasunknak célja volt, hogy meghatarozzuk a bb8 és az ago
gének spermatogenezisben betoltott szerepét. Célul tliztik ki,
hogy genetikai modszerekkel jellemezzik a bb8 és ago gének
eddig nem jellemzett himsteril alléljeit. Célunk volt
meghatarozni, hogy a spermatogenezis mely stadiumai
hibdsak a mutdns legyekben, tovabbd a mutans fenotipusok
menekitése és a Bb8 és az Ago fehérjék szubcellularis
lokalizacidjanak meghatdrozasa.



Alkalmazott modszerek

1. Klasszikus genetikai médszerek:
-fertilitasi tesztek
-komplementacids tesztek
-P és Minos transzpozon remobilizalas
-mutdns allélok rekombindlasa
-transzgenikus torzsek el&allitasa, jellemzése és azok
mutans hattéren torténd vizsgalata

2. Molekularis bioldgiai és mikroszkdpos mddszerek:
- genomialis és plazmid DNS izolalas
-transzgének elSallitasa klasszikus klénozassal
-qRT-PCR
-RNS izolalds és cDNS szintézis kiilob6z6 Drosophila
szovetekbdl
-DIG jel6lt RNS prdba készitése
-él6 mintdk, sejtszervek in vivo festése tesztisz
preparatumokon
-immunfestés tesztisz preparatumon
-RNS in situ hibridizacid tesztisz preparatumon
-TUNEL jelolés tesztisz preparatumon
-fazis kontraszt mikroszkdpia
-fluoreszcens mikroszkdpia
-konfokalis mikroszkdpia
-elektronmikroszkdpia (kooperaciéban)

3. Bioinformatika:
-online adatbazisok és eszk6zok hasznalata

-primerek, prébak, klénozasok tervezése



-képek elemzése (GIMP, Image))

-t6bbszoros szekvencia illesztés (Ugene, ClustalW)
-filogenetikai fa épitése (Mega 6)

-3D molekula modellek kezelése (Chimera, MODELLER)
-qRT-PCR adatok elemzése (Bio Rad CFX manager)
-statisztikai elemzések (R)



Elért eredmények és kovetkeztetések

A bb8™ mutdns himsteril allél azonositisa, Minos elem
inszercios torzsgyUljteménybdl torténd szlirést kdvetben.

A komplementaciés analizis, revertdlas és menekitési
kisérletek segitségével bebizonyitottuk, hogy a himsteril
fenotipusért a bb8 génbe éplilt Minos elem a felelds.

A bb8™ mutdns tesztiszekben a bb8 transzkript szintje
korilbelliil 80% csokkenést mutatott, aminek kovetkeztében
100% himsterilitast tapasztaltunk.

Megallapitottuk, hogy a bb8 gén egy glutamat dehidrogenazt
kddol. Drosophilaban két glutamat dehidrogenazt kédold gén
talalhatd a Gdh és a bb8 (CG4434). Aminosav szekvencia
elemzéseink és 3D molekula modellek alapjan arra jutottunk,
hogy nagy valdszin(iség szerint a Bb8 fehérje egy funkcionalis
glutamat dehidrogenaz, amelynek szabalyozasa eltéré lehet a
Gdh enzimétél. A glutamat dehidrogenazokon végzett
filogenetikai elemzéseink kimutattdk, hogy a Bb8 kevésbé
konzervalt szerkezet(i, mint a Gdh. A Bb8 a szekvenalt
Drosophila  fajok  mindegyikében el6fordul, amibdl
megdllapitottuk, hogy a Bb8 a Drosophila félék korai
Megallapitottuk, hogy mig a Gdh expresszidja altalanos, a bb8
tesztisz specifikusan, a 8 sejtes cisztaktdl kezd6d6en fejez6dik
ki és jelent6sen felhalmozddik a meiotikus, poszt-meiotikus
stadiumokban.

A bb8™ mutdans tesztiszekben a korai fejlédési stadiumoknal
nem figyelhet6 meg rendellenes fenotipus. A meidzist
kovetGen azonban a cisztdk megnyulasa séril, és az



individualizacié folyamata is hibds, ami a spermatogenezis
ledllasat eredményezi. A bb8™ mutdnsban nem alakulnak ki
érett spermiumok.

Megallapitottuk, hogy a Bb8 fehérje a mitokondriumokba
lokalizalédik a spermatogenezis korai stadiumaiban, és a
meidzist kévetben is. A bb8™ mutdnsban mitokondrialis
rendellenességeket mutattunk ki a meidzist kovetSen. A
bb8™ mutdns megnyulé cisztdkban a mitokondrium
szarmazékok elvesztik identitasukat, mind a kettd hibas
szerkezet( parakrisztallint halmoz fel. Kimutattuk, hogy a
bb8™ muténs cisztakban megamitokondriumok képz&dnek.
Kimutattuk, hogy a megamitkondriumok egy része membran
potenciallal rendelkezik.

Feltételezzik, hogy a hibas mitokondrium szerkezet okozza a
cisztak hibas megnyulasat.

A fenotipus alapjan ugy véljik, hogy a glutamat és glutamin
szint meghatdrozd a parakrisztallin kialakuldsa szempontjabdl
valamint hozzdajarul a megamitokondriumok képzédéséhez. A
mitokondridlis hibak a spermatidak megnyuldsat és a normalis
individualizacidt gatoljak



Azonositottuk az archipelago gén egy P-elem inszercids
himsteril alléljat (ago™).

Genetikailag jellemeztikk az ago™ allélt komplementéciés
analizissel, a transzpozon revertalasaval , valamint a vad
tipusu cDNS-t tartalmazo transzgén kifejeztetésével.
Megallapitottuk, hogy az ago génrél képz6dd6 transzkriptek
szintje ago™ tesztiszekben lecsdkken, és eredményeink arra
utalnak, hogy a himsterilitds kialakitasaért nagy
valdszinlséggel az ago-RB és ago-RC transzkript csokkenése a
felel6s.

Az ago™ mutdns vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy a
spermatogenezis korai stadiumai normdlisan lezajlanak, de a
meidzist kbvet8en az ago™ muténs cisztdk individualizacidja
hibat szenved.

Megallapitottuk, hogy az mCherry-Ago fehérje
spermatogenezis korai szakaszaban a sejtmagokban,
meidzist kovet6en pedig citoszolikusan halmozddik fel
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cisztak farki végén, valamint az individualizacid soran
cisztikus hélyagban figyelhetjik meg.

Az ago™ mutansban az individualiziciés komplex szétcsuszik,
eltér6 méretl aktin kupokat figyelhetiink meg, amiknek az
iranyultsdga is megvaltozhat. Az mCherr-Ago transzgenikus
fehérje jelenlétét kimutattuk a vandorlé individualizacids
komplexek aktin kupjainak bazalis végén, amely felvetette a
nem apoptotikus kaszpaz utvonal érintettségét.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a nem
apoptotikus kaszpaz kaszkdd az ago™ muténs tesztiszekben
aktivalédik, a cisztak teljes hosszdban megfigyelheté. Nem



tapasztaltunk rendellenességet az ago™ mutdnsban a kaszpaz
aktivitast gatlo, dBruce és Soti fehérjék elhelyezkedésében.

A cisztadk farki végén az mCherry-Ago fehérje kolokalizaciot
mutat az Imp-GFP fehérjével. Az Imp-GFP hibas
elrendez6dését mutattuk az ago™ mutdans cisztak farki végén,
amely azt sugallja, hogy az Ago funkcidja szlikséges az Imp
fehérje lokalizaciéjanak kialakitasahoz.

Az ago™ mutdns megnydlt cisztdiban a sejtmagok
rendezetlenil helyezkednek el. TUNEL jel6léssel kimutatnunk
a magi DNS aprdézddasat, amely a hibas cisztak apoptdzisara
utalhat.



Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy azonositottunk kettd a
poszt-meiotikus fejl6dés soran nélkilozhetetlen gént.
Kimutattuk, hogy a bb8 glutamat dehidrogendazt kodold gén
terméke sziikséges a megnyulé spermatidakban a
mitokondrium szarmazékok szabalyos fejl6édéséhez. A Bb8
hidnydban a  mitokondrium  szdrmazékok  elvesztik
azonossagukat és  megamitokondriumokat  képeznek,
feltehet6leg az anyagcsere Utvonalban bekévetkezett
valtozdsok miatt.

Megallapitottuk, hogy az Ago F-box fehérje tobbféle szerepet
jatszhat a spermatidak egyedivé valasa folyaman. Az Ago
fehérjének szerepe lehet a megnyult cisztak farki végén, az
Imp fehérjével interakciéban. A fluoreszcensen jelolt Ago
fehérjét az individualizacié soran sikerult kimutatnunk az
individualizaciés komplex aktin kuapjainak bazdlis végein,
valamint kimutattuk, hogy az Ago fehérje hidnya az
individualizacié hibdihoz vezet. Ezek az eredmények
valdszinUsitik az Ago fehérjének a cisztikus hdlyagban torténé
protein lebontdssal valé kapcsolatat.
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