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1. Bevezetés
1.1 A Drosophila melanogaster alkalmazasa, mint genetikai modellszervezet

A gylimolcslégy vagy ecetmuslica (Drosophila melanogaster) az egyik legjobban ismert
genetikai modellszervezet. Drosophilat laboratdriumi vizsgalatokhoz elGszor William Castle
harvardi csoportja hasznalt 1901-ben (Kohler 1994), azonban a Drosophila kutatasok, és ezzel
a modern genetika megalapozdja Thomas Hunt Morgan volt. Morgan 1933-ban kapott Nobel
dijat a kromoszémak oroklédésben betoltott szerepének kimutatasaért. Herman Muller
(Morgan tanitvanya) pedig az 1920-as években végzett kisérleteivel mutatta ki a gamma-
sugdrzas mutagén hatasat, amelyet 1946-ban Nobel dijjal jutalmaztak. Ezek a felfedezések
megalapoztak a Drosophila hasznalatat a kutatd laboratdriumokban, igy az elmult 100 év
soran az ecetmuslica a genetika, a fejl6édésbioléga, a neurobioldgia, a viselkedéstan, és az
élettan modellszervezete lett. A kis testméret, a gyors generdcios id6 és a magas utédszam
alkalmassa teszi a Drosophilat laboratdriumi tenyésztésre. A muslicak generacios ideje 25°C-
on 10 napig tart, az imagoék korilbelil 60 napig élnek. A Drosophila melanogasternek egyszer(
a genomja, amely minddssze négy par kromoszomabdl all, megkonnyitve ezzel a klasszikus
genetikai vizsgalatokat. A Drosophila genomja volt az egyik elsé szekvenalt eukariéta genom
(Adams és mtsai. 2000). A szliz nGstények gy(ijtése biztositja, hogy azok késGbb csak az adott
keresztezésben felhasznalt himekkel parosodjanak. A n&stények parosodast kovetéen a him
spermiumait a spermiumtarisznyajukban taroljak és ritkan parosodnak Ujra. A nGstények akar
napi szaz petét is rakhatnak, igy életiik soran akar a kétezer utddot is Iétrehozhatnak.

A Drosophila melanogaster egyedfejl6dés alapvetd szabalyozd mechanizmusainak (pl.:
anterior-poszterior, dorzalis-ventralis testtengelyek meghatarozasa) megismerését kévetben
kidertlt, hogy azok altalanos alapelvek szerint mlkoédnek. A Drosophila embriogenezis
genetikai szabalyozasanak feltarasaért Christiane Nisslein-Volhard, Eric Wieschaus, és Ed
Lewis Nobel dijban részesiilt 1995-ben. A Drosophila modell tovabbi el6nye, hogy
vizsgalatahoz hatalmas genetikai eszkoztar all rendelkezésiinkre, koszonhetéen a kémiai,
rontgen  és  transzpozonos  mutagenezissel  elGallitott  mutdnsgyljteményeknek
(pontmutansok, delécidk, duplikacidk, transzpozon inszercidk). A Drosophila genetikai
tanulmanyozasahoz mesterséges transzpozonok sokasaga érhetd el a torzsgylijteményekbdl

(Bellen és mtsail. 2004; Ryder és mtsai. 2004). A transzpozonok felhasznaldsa a beépiilésiik



altal okozott mutacidk tanulmanyozasatdl kezdve, mesterségesen Osszeépitett idegen DNS
szakaszok genomba épitésén at, deléciok vagy rekombinaciok célzott elGidézéséig terjed
(Parks és mtsai. 2004; Ryder és mtsai. 2004). Drosophildban lehet&ségiink van a reverz
genetika szamos megkozelitését is alkalmazni. A baktériumok antiviralis védekezésénél
megismert genetikai manipuldcidra alkalmas CRISPR/Cas9 rendszert is sikeresen adaptaltak
Drosophilaban (Port és mtsai. 2014). Az éleszt6kbdl izolalt Gal4-UAS rendszer kivaldan
m(ikodik az ecetmuslica szomatikus és ivarsejtjeiben egyarant. Az UAS rendszer
felhasznaldsaval célzott, szovet-specifikus transzgén kifejeztetés és géncsendesités is

el6idézhet6 (Fischer és mtsai. 1988; Phelps és Brand 1998).

1.2 A Drosophila spermatogenezise

Az ivarosan szaporodo allatokra jellemzd, hogy az ivarsejtek morfolégidja himekben és
néstényekben kilénb6z6. A himivarsejtek, azaz a spermiumok szerkezete nagyfoku
hasonlésagot mutat a kilonb6z6 allatcsoportok esetében. A rovarok spermiuma is
ugyanazokbdl az elemekbdl all, mint az emI&soké, nevezetesen erésen dsszecsomagolt DNS-t
tartalmazd sejtmagbdl, akroszdmabdl, axonémabdl, mitokondriumokbdl, redukalt
sejtplazmabdl, és sejtmembranbdl. Az akroszoma Drosophilaban a megtermékenyités utan a
pronukleuszok egyesiiléséhez, mig magasabbrendliekben a petesejt plazmamembranjanak
feloldasahoz, a spermium petesejtbe torténd bejutasdhoz sziikséges (Loppin és mtsai 2015).
A spermatogenezisre jellemz6, hogy a fejl6d6 himivarsejtek plazma hidakkal kapcsolédnak,
szinkronizaltan fejlédnek és cisztat alkotnak. Az élGvilagban jellemz6, hogy altaldban
jelentésen tobb spermium képzdédik, mint petesejt. Kivételt képez a Drosophila bifurca, az
eddig ismert leghosszabb (58,29 mm) spermiumaval, ahol a spermiumok szama nem haladja
meg jelentésen a nd@stények petesejtjeinek szamat. A D. bifurca n6stényekben a
megtermékenyités soran a hosszu, egészséges spermium elényt élvez a rosszabb min&ségd,
rovidebb spermiumokkal szemben (Pitnick és mtsai 1995). Ez az ivari szelekciés hatds, a
néstény preferencia legszélsGségesebb formaja az élGvilagban (Lipold és mtsai. 2016). A
Drosophila fajokra altaldban jellemzd az extrém hosszusagu spermium. A Drosophila
melanogaster is 1,8 mm hosszu spermiummal rendelkezik, ami a human spermium hosszanak
a 32-szerese. Ennek ellenére a Drosophila melanogaster esetében a spermiumok szdma

jelentésen meghaladja a néstények petesejtjeinek szamat.



A Drosophila melanogaster tesztisze a himek utétestébsl konnyen izoldlhatd és
tanulmanyozhaté. A Drosophila spermatogenezisének minden Iépése nyomon kovethet§ a
feltekeredett csére emlékeztet6 paros herékben (1. Abra). Az Gsivarsejtek egyenlétlen
osztdédasaval |étrejon az dgynevezett gonidlblaszt, amibdl az dgynevezett primer
spermatocitdak keletkeznek. A meidzist kovetéen a fejl6d6 ivarsejteket spermatidaknak
nevezzik. A tesztisz apikalis, csucsi részén figyelhetjiik meg a spermatogenezis korai
szakaszait, a mitétikus osztodassal keletkez6 spermatocitdkat, az apikalis végétél tavolabb, a
tesztisz kanyarulatdban figyelhetjik meg a meidtikus sejteket valamint a kerek spermatidakat.
A tesztisz bazalis vége felé haladva pedig a poszt-meiotikus differencidcio Iépései, a megnyulas
és az individualizacid kovethetSk. A differencidlédott egyedi spermiumok a szeminalis

vezikulumban tarolddnak a megtermékenyitésig (Fuller 1993).
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1.2.1 A spermatogenezis korai szakasza

A spermatogenezis korai fejl6édési stadiumai a tesztisz csucsi, apikalis részén figyelhet6k meg.
Atesztisz apikalis részén talalhatdk az Gsivarsejtek és a beldliik mitotikus osztddassal keletkez6
elsédleges (primer) spermatocitak, valamint a szomatikus hub sejtek. A szomatikus hub sejtek
biztositjak az Gssejt niche fenntartasat. Az Gssejt niche-ben a csiravonal Gssejtek osztédasaval
parhuzamosan a szomatikus cisztaGssejtek is osztédnak. A cisztak kialakitdsahoz két
szomatikus cisztasejt differencialodik, amelyek korilveszik a spermatocitdkat (de Cuevas és
Matunis 2011). Az igy kialakult cisztdkban zajlik a csiravonal sejtek osztéddsa és
differencialddasa.

A primer spermatocitak négy mitotikus osztddas utan hozzak létre a szomatikus cisztasejtek
altal hatarolt 16-sejtes cisztdkat. A cisztdban a spermatocitak gylrlcsatorndkkal kapcsolatban
maradnak egymassal és szinkronizaltan fejlédnek. A primer spermatocitak felhalmozzak a

meiotikus, valamint a poszt-meiotikus fejl6déshez sziikséges faktorok nagy részét.

1.2.2 A meiotikus cisztak, kerek spermatidak

A 16 sejtes cisztak spermatocitdi meiotikus osztdddson mennek keresztiil, kialakitva a 64 darab
kerek spermatidat tartalmazd cisztat. A meiotikus spermatocitak a tesztisz csucsi részétdl
tavolabb, a tesztisz kanyarulataban taldlhatdk. A meidzist kovetSen a kerek spermatidak még
mindig plazmahidakkal kapcsolédnak egymashoz és kialakitjdk a spermiumokra jellemz6
sejtszervecskék elGalakjait. A sejtmag egyik oldalan létrejon az akroblaszt, az akroszéma
el6alakja. A sejtmag akroblaszttal atellenes oldaldan a mitokondriumok faziondlnak,
hagymahéjszerlien egymasra rétegzédnek és kialakitjadk a sejtmaggal megegyezé méreti
ugynevezett Nebenkernt. A centroszémabdl (bazalis test) kiindulva elkezd kialakulni az
axonéma. A sejtszervecskék eloszlasa és egymashoz viszonyitott helyzete a cisztakban
talalhato Osszes ivarsejtben megegyezik, ez hatarozza meg a fejl6dé ivarsejtek polaritasat és
a ciszta irdnyultsagat a tesztiszen beliil.

A Drosophila spermatidak poszt-meiotikus fejl6édéséhez elsGsorban a primer spermatocitak
altal felhalmozott géntermékek sziikségesek, ugyanis a meidzis utan a transzkripcié minimalis

(Barreau és mtsai. 2008).



1.2.3 A poszt-meiotikus fejl6dés els6 szakasza, a megnyulas

A spermatidak poszt-meiotikus fejl6édése hasonldan a kordbbi stadiumokhoz, szinkronizaltan
zajlik. A kerek spermatidak megnyulasa soran kialakul az akroblasztbdl az akroszéma. A
spermatidakban a sejtmagok kompakt szerkezetet vesznek fel és megnyulnak. A hisztonok a
szorosabb kromatin szerkezet kialakitdsa érdekében protaminokra cserél6dnek (Raja és
Renkawitz-pohl 2005; Rathke és mtsai. 2007). Az axonéma a spermatidak teljes farki részen
végigfut. Az axonémat az endoplazmatikus retikulumbal kialakuld axialis membran veszi koriil
keresztmetszeti képe a mozgasra képes csillékra jellemz6 9X2+2 mikrotubulus szerkezetet
mutatja. A Nebenkern letekeredik, és két mitokondrium szdrmazékot alakit ki, amik az
axonéma mellett a farki rész teljes hosszaban végigfutnak. A megnyulas sordn a cisztak bazalis
végén citoszkeletalis elemek halmozddnak fel és kialakitjak az elongdacids komplexet (EC)
(Ghosh-roy és mtsai. 2004). Az elongaciés komplexben megfigyelhet6 egy aktinhald, valamint
egy jellegzetes struktura, a spektrinek és intermedier filamentumok altal kialakitott fuzéoma,
ami gy(r(icsatornakon keresztiil 6sszekoti a megnyuldé spermatiddkat. A megnyulas végére a
kezdeti 20 um atmérdjd sejtekbdl 1,8 mm hosszusadgot eléré spermatiddk alakulnak ki. A
cisztak feji része a megnyult magokkal a tesztisz bazalis részén talalhato, mig a farki résziik
A cisztak megnyulasa soran kiemelt szerep jut a Nebenkernbdl kialakuld két mitokondrium
szarmazéknak. A megnyuld cisztakban a mitokondrium szarmazékokhoz Ugynevezett jarulékos
mikrotubulusok kapcsolédnak és egylittesen szabdlyozzak a megnyuldsi folyamatot (Noguchi
és mtsai. 2011). A megnyulas soran a két mitokondrium szarmazék eltéré fejlédésen megy
keresztiil; az egyikben elindul a parakrisztallin felhalmozddas, kialakitva a nagy mitokondrium
szarmazékot, mig a kis mitokondrium szarmazék szinte teljesen eltlinik a spermatogenezis
végére. A parakrisztallin elektronmikroszkdpos felvételeken megfigyelhet§ elektrondenz
kristalyszerU struktura, amelynek 0sszetétele ismeretlen. A nagy mitokondrium szarmazék és
feltehet8en a parakrisztallin szerkezeti tdmaszt nydjt az 1,8 mm hosszu spermiumnak

(Tokuyasu 1974). A megnyulas végére a cisztdk még mindig plazmahidakkal kapcsolddnak.
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1.2.4 A poszt-meiotikus fejlodés kés6bbi szakasza, az individualizacié

A megnyulast kovetl lépés a spermatidak egyedivé valasa, az ugynevezett individualizacio.
Ennek elsé lépése az individualizacids komplexek (IC) 6sszeszerel6dése a sejtmagok koril. Az
individualizacids komplex kialakuldsa soran a ciszta minden sejtmagja koéril lIétrejon egy f6leg
F-aktinbdl allé, kup alaku szerkezet (aktinkup), melyet a MyoVI fehérje stabilizal (Hicks és
mtsai. 1999). Az individualizacid soran a kupok elkezdenek szinkronizaltan vandorolni a ciszta
bazalis vége felé, kiszoritva a citoplazmat és a feleslegessé valt sejtalkotokat, valamint
kialakitva a folyamatos egyedi sejtmembranokat a spermatidak koril. Az aktinkdpok
fenntartasaban és vandorlasaban a MyoV, Ctp (Ddlcl), Arp2/3, Wasp fehérjék szerepét
azonositottak (Fabian és Brill 2012). A spermatida egyedi membranjanak kialakitasahoz a
Shibire, Vps28 és Lasp fehérjék szerepét mutattdk ki (Fabian és Brill 2012). A vandorld
individualizacids komplex koril kialakul, a cisztikus hélyag, ami egylitt vandorol a komplexszel.
A cisztikus holyagban két kiilonb6z6 fehérje lebonto folyamatot azonositottak, a proteaszoma
és a kaszpdzok altal irdnyitottat (Zhong és Belote 2007; Arama és mtsai. 2003). Az
individualizacié szabalyos lefolyasaban ismert a Poe ,a Ntc-SCF, a Klhl10/cul3/Roclb E3
enzimek, valamint a tesztisz specifikus proteaszoma alegységek szerepe is (Fabrizio és mtsai.
1998; Bader és mtsai. 2010; Kaplan és mtsai. 2010; Zhong és Belote 2007). Az aktivalodé
kaszpaz kaszkad térben és id6ben szigoruan szabdlyozott ezért nem okoz apoptdzist.

Az individualizacio végén a cisztikus hdlyag lefliz6dik az egyedi spermiumokat tartalmazo
cisztardl és a vandorlas soran kiszoritott sejtalkotok és bomlastermékek az ugynevezett
,waste bag”-be kerilnek.

A megnyulas és az individualizacio soran nagymérték(i membran atrendezédések térténnek a
spermatidakban. Az endoplazmatikus retikulumbdl kialakul az axidlis membran, a
mitokondriumok megnyulnak, kialakul a spermatidak egyedi sejtmembranja. Az 1,8 cm-es
spermatidak membranjai a megnylldas és az individualizdcé soran jelent6s felilet
novekedésen mennek keresztiil, ami intenziv membran, illetve lipid bioszintézissel parosul
(Tokuyasu 1975). A membranok lipidosszetétele meghatarozé jelentéségli a spermatidak

normalis fejlédéséhez (Laurinyecz és mtsai. 2016).
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1.3 A mitokondriumok szerepe a spermatogenezis soran

1.3.1 A mitokondriumok szerkezeti valtozasai és annak szabdlyozasa a Drosophila
spermatogenezise soran

A primer spermatocitdk mitokondriumai morfoldgiailag nem kilénboztethet6k meg a testi
sejtek mitokondriumaitdl. A 16 sejtes cisztakban a spermatocitak mitokondriumainak szama
megemelkedik (Dorogova és mtsai. 2013). A kerek spermatidakban kialakulé Nebenkernben a
mitokondriumok fuziondlnak, egymasra rétegz6dnek melynek soran a fuzionald
mitokondriumok bels6é membranszerkezete megvaltozik. A spermatidak megnyulasaval a
Nebenkernbdl a két mitokondrium szarmazék fliz6dik le, amelyek végig futnak az axonéma
mentén. A mitokondriumok megnyuldasa soran a nagy mitokondrium szarmazék
parakrisztallint halmoz fel, a kis mitokondrium szarmazék 6sszezsugorodik.

A Drosophila spermatogenezisében a mitokondriumok az anyagcsere utakban betoltott
szerepik mellett kilondsen fontosak a spermiumok szabalyos fejlédésében és mikodésében,
melyet tesztisz-specifikusan kifejez6d6 mitokondridlis fehérjék segitségével valdsitanak meg.
Erdekes jelenség, hogy a Drosophila genomban fellelhets génduplikacidk jelentds részében a
génpdrok egyik tagja tesztisz-specifikus expressziét mutat (Ranz és mtsai. 2003). A
spermatogenezis soran a magban kodolt, mitokondrialis |égzési lancban szereplé fehérjék
78%-a rendelkezik tesztisz-specifikus valtozattal, ami azt sejteti, hogy a Drosophila herében
egy tesztisz-specifikus mitokondridlis proteom alakulhatott ki (Tripoli és mtsai. 2005).
Szamos olyan himsteril mutanst izolaltak, ahol a fenotipus hatterében a mitokondridlis
funkcidk spermatogenezis soran tortént megvaltozdsa all. Ezek egyike a mitokondriumok
mennyiségi szabalyozasaban szerepet jatszé gén az nmd (no mitochondrial derivative) mutans
allélja (Noguchiés mtsai 2011). Az Nmd fehérje a mitokondrium kils6 membranjaban
elhelyezkedd ATP-3az. Az nmd mutans Drosophila tesztiszében a mitokondriumok
felhalmozdédasa a 16 sejtes cisztakban elmarad, ezért a mitokondriumok fuziéjabol kisebb
méretl Nebenkern alakul ki. Az nmd mutdnsokban a kisebb méretli Nebenkern mellett a
megnyult cisztak hossza alig éri el az 1 mm-t (Noguchi és mtsai 2011).

A Nebenkern kialakitasa soran mikrotubulusok mentén szallitédnak a mitokondriumok és
aggregaciojukhoz sziikséges a Drpl dynamin fehérje (Aldridge és mtsai. 2007). A
mitokondridlis fuzié folyamatahoz sziikség van a fzo (fuzzy onions) gén termékére (Hales és

Fuller 1997). A Fzo fehérje a mitofuzinok csaladjaba tartozd GTP-az, hianyaban a
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mitokondriumok nem fuzionalnak megfelel6en, ezaltal tobb kisméretl Nebenkern alakul ki,
ketténél tobb mitokondrium szarmazék keletkezik és a spermatidak megnyuldsa is sérdl
(Noguchi és mtsai 2011). A Nebenkern kialakuldsdhoz sziikséges még az Opa-1 dynamin,a Rho-
7 szerin endopeptidaz és a Milton miozin-kots fehérje. Ezeknek a géneknek a mutansaiban
hasonlo fenotipust tapasztaltak, mint az fzo mutdnsban (Poole és mtsai. 2008; McQuibban és
mtsai. 2006; Noguchi és mtsai 2011; Deng és mtsai. 2008).

A kerek spermatiddk megnyuldsa soran a Drpl fehérje sziikséges a mitokondriumok
lefliz6déséhez (Aldridge és mtsai. 2007). A Pink1/Parkin Utvonal is fontos szerepet tolt be a
mitokondrium szarmazékok letekeredésében. A Parkin E3 ligdz enzim hianyaban a Nebenkern
kialakul, azonban csak a nagy mitokondrium szarmazék f(iz6dik le (Poole és mtsai. 2008). Az
utvonal tobbi ismert tagja, a PINK1 protein kindz és a DJ-1la szabalyoz6 fehérjéket kddolo
gének mutdnsai is hasonlo fenotipust mutatnak (Poole és mtsai. 2008).

A spermatiddk megnyulasat a mitokondrium szarmazékok a jarulékos mikrotubulusokkal
egylttmUkodve szabdlyozzdk. A kapcsolatot a mitokondrium és a jarulékos mikrotubulusok
kozott a Milton miozin koté és a dMiro mitokondridlis Rho GTP-az fehérjék medialjak
(Noguchi, és mtsai 2011). A mitokondriumok megnyulasahoz a Fascetto, Nebbish, Khc73
mikrotubulus keresztkot6 fehérjék is sziikségesek (Noguchi és mtsai. 2011).

A parakrisztallin normalis felhalmozdddasahoz sziikséges a Mitoferrin (dmfrn) vas transzporter
fehérje (Metzendorf és Lind 2010).

A Don Juan (D)) egy tesztisz-specifikus kisméreti fehérje, aminek szerepe még nem tisztazott
a spermatogenezisben (Santel és mtsai. 1998; Santel és mtsai. 1997). Ismert, hogy a dj mRNS
az elongacio végéig transzlacios gatlas alatt all, ezért a dj-GFP transzgén csak a megnyult
spermatidak mitokondriumaiban figyelhet6 meg és igy jél haszndlhaté a késbi spermatidak
mitokondriumainak vizsgalatahoz (Santel és mtsai. 1997). Aram és munkatarsai 2016-ban
kimutattak, hogy a DJ fehérje a megnyult nagy mitokondrium szarmazék matrixaban
halmozdédik fel (Aram és mtsai. 2016).

A mitokondriumoknak az individualizacié folyamatdban is szereplik van, a mitokondriumbdl
felszabadulé Citokrom-c-distal (Cyt-c-d) szlikséges a kaszpaz kaszkad aktivalasahoz (Arama és
mtsai. 2003). Az individualizacid soran a szukcinil koenzim A szintetdz B alegysége a
mitokondrium szarmazékok felszinére keriil, és ott kihorgonyozza a kaszpdz kaszkad
aktivitasaért felel6s Klhl10/Cul3/Roclb E3 enzim komplexet, ami a mitokondrium

szarmazékok kozvetlen kornyezetére korlatozza a kaszpdz aktivitast (Aram és mtsai. 2016).
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Drosophilaban a mitokondrium a spermium teljes farki részét kitolti és a megtermékenyités
soran a teljes spermium bejut a petesejtbe. A mitokondrialis genom ugyanakkor maternalisan
oroklédik a Drosophila esetében is, mert a him mitokondrialis DNS, az individualizacio soran

egy endonukledz, az EndoG aktivitasanak koszonhetSen lebomlik (DeLuca és O’Farrell 2012).

1.4 A glutamat anyagcsere

A munkank soran azonositottunk egy himsteril alléllal rendelkezé glutamat dehidrogenaz
fehérjét kdédolé gént. A glutamat dehidrogenaz enzim minden él6lényben el6fordul és
kozponti szerepet tolt be az alapvet6é anyagcsereutakban. A glutamat dehidrogendz a
glutamatot reverzibilis folyamatban ammodniara és alfa-ketoglutaratra, a citromsav ciklus
egyik kozti elemére bontja, e kdzben NAD(P)* kofaktort hasznél elektrondonornak (2. Abra). A
glutamat egy sor amyagcsere Utvonal kdzponti eleme, mely sziikséges a prolin, glutaminsav,
hisztidin és az arginin aminosavak bioszintéziséhez, valamint a glutathion antioxidans egyik
alkotdeleme. A glutamatrdl ismert, hogy az anyagcsereutakon kivil jelatviteli utakban is
szerepet jatszik (Brosnan és Brosnan 2013; Newsholme és mtsai. 2003). A glutamat az
emlGsokben a legaltaldnosabb serkentd hatasu neurotranszmitter, valamint el6anyaga a gatlo
hatasu neurotranszmitternek, a GABA-nak.

A glutamat dehidrogenaz kapcsolatot teremt az aminosav metabolizmus és az energiatermel6
kozponti metabolizmus kozott. A glutamat dehidrogenaz enzim a szabad glutamat bontasa
révén extra energidhoz juttathatja a sejteket (Gibala és mtsai. 1997; Smith 1978). A rakos
sejtek a glutamatot energiatermelésre is felhaszndljak (Moreadith és Lehninger 1984).
Ugyanakkor az ilyen irdnyd energianyerés hosszd tdvon nem fenntarthatd, hiszen az
aminosavak elGallitasa energiaigényes a sejteknek, és a nagymértékl bontasuk miatt hiany
léphet fel a fehérjék szintézise soran (Aledo 2004). A glutamat dehidrogenaz enzim a nitrogén
haztartast is szabdlyozza, hiszen a glutamat bontasa soran ammaonia is keletkezik (Spanaki és

Plaitakis 2012).
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Glutamét dehidrogenaz

A glutamat funkcidi:
- anyagcsere intermedier
- neurotranszmitter

- fehérjék épitoeleme NADPH + H* NADP*
- fehérjék aktiv centruma
- poliglutamat
- glutamin&z inhibitora Glutamat + H,O0 g Alfa-ketoglutarat + NH,*
-karbamoil-foszfat szintetaz
alloszterikus aktivatora
-transza_t_miné_léson NADH + H* NAD*
keresztil aminosavak
bioszitézise
Glutamat ——— > Glikoneogenezis y
Glutamin
\ y (ammonia transzporter)
Gluthation Hisztidin Citromsav ciklus
(antioxidans)
GABA Pyrrolin
(Géatl6 neurotranszmitter) 5-karboxilat —® Prolin
(gyenge aktivatora a glicin
| receptornak és az ionotropikus
Glutamin glutamat receptoroknak)

S Ornitin
(purin bioszintézis) (urea ciklus)

Newsholme et al. 2003,
Arginin Young et al. 2000 és
(NO bioszintézis, ...) Brosnan et al. 2013 alapjan

2. Abra A glutaméat metabolizmus attekintése (Young és Ajami 2000; Newsholme és mtsai.
2003; Brosnan és Brosnan 2013)

A glutamat dehidrogendz fehérjék egy mitokondridlis szignalpeptidbdl, egy dimerizacids és egy
NAD(P) kot6é doménbdl allnak. Kiemelt szerkezeti elemiik még az Ggynevezett antenna régié
és a tengely hélix. Az antenna régidnak szerepe van az enzimkomplex 6sszeszerel6désében,
és a tengely hélixszel kdzosen az enzim aktivitas allosztérikus szabalyozasaban (Papadopoulou
és Louis 1999; Banerjee és mtsai. 2003). A glutamat dehidrogendz fehérje homo hexamer
formaban alkotja a holoenzimet (Smith és mtsai. 2001).

Eml6sdkben magas glutamat dehidrogendz aktivitdst mutattak ki a majban, az agyban, a
vesékben, a hasnyalmirigyben, a szivben, a petefészkekben és a herékben (Newsholme és
mtsai. 2003). Az emberi genom kett6 glutamat dehidrogenazt kodol, a GLUD1 és a GLUD2
enzimfehérjéket. A GLUD1 gén duplikaciéjaval jott Iétre a GLUD2, korilbelul 22 millié éve a
f6eml6sok torzsfejlédése soran (Varki 2004). A GLUD1 és GLUD2 fehérje kdz6tt minddssze 15

15



aminosavnyi eltérés van. A GLUD1 gén altalanosan expresszaldodik, a rola késziilt fehérje
héstabil, az enzim alap aktivitasa magas, amit az ADP és az |-leucin serkent, mig a GTP gatol. A
GLUD2 expresszidja szovet-specifikus (retina, agy, here), nem hdstabil, alap aktivitasa
alacsony, az ADP és az |-leucin sziikséges az aktivalédasahoz, viszont a GTP nem gatolja
(Plaitakis és mtsai. 2000; Zaganas és mtsai. 2014).

A human GLUD enzimeknek Drosophilaban két ortolégja van, a Gdh és a CG4434/Bb8. A Gdh
enzimnek Drosophildban négy formajat azonositottak, kett6 mitokondrialis szignalpeptidet
hordoz és kett6ben ez a szakasz hidnyzik, ami feltehet6leg citoszolikus jelenlétet biztosit
(Tiwari és mtsai. 2014)(modENCODE). A citoszolikus formak féleg a larvakban
expresszaléddnak. A mitokondrialis célpeptiden kivil a funkcionalis fehérjéknek két formaja
van, a kett6 kozotti kilonbség az enzimmiikodését szabdlyozd antenna régidjadban talalhaté
(Papadopoulou és Louis 1999; Banerjee és mtsai. 2003). A Gdh szabalyozasa hasonlé a human
GLUD1-hez: ADP aktivalja, GTP represszalja (Bond és Sang 1968).

A CG4434/Bb8 fehérjével kapcsolatban funkciondlis analizist még nem végeztek.
1.5 Fehérjelebontas a spermatidak individualizacidja soran

1.5.1 Az ubikvitin proteaszoma rendszer

A fehérjék egyik poszt-transzlaciés mddositasa az ubikvitinacid, mely sordn egy 76 aminosav
hosszu fehérje, az ubikvitin kapcsolddik a célfehérjéhez. A mddositas hatdsa eltéré lehet,
okozhat valtozast a fehérje funkcidjaban, lokalizacidjaban, de okozhatja a fehérje célzott
lebontasat is. A legaltalanosabb és legismertebb mddositas a poliubikvitinacio a fehérjék lizin
oldallancan, a poliubikvitin l[anc kijeldli a fehérjét a proteaszdma altali lebontdshoz. A fehérjék
célzott lebontdsa sziikséges a sejtciklus, a szignalizacids Utvonalak, a transzkripcids faktorok,
valamint az enzimaktivitas szabalyozasahoz, ugyanakkor a hibas szerkezet( fehérjék egy része
is ezen az utvonalon bomlik le (Hershko és Aaron 1998). A rendszer hatékonysagat és
pontossagat leginkabb talan az bizonyitja, hogy a sejtciklus szabalyozdsa is az ubikvitin
rendszeren keresztil valdsul meg, ahol a szabalyozé faktorok tér- és id6beli jelenléte nagy
jelent6séggel bir. A ciklin fliggd kinazok, és maguk a ciklinek is ilyen mdédon degradaldodnak
(Teixeira és Reed 2013).

Az ubikvitinacio folyamatahoz tobb enzim egyittm(ikodése sziikséges (Hershko 1992)(3.
Abra). Az E1 enzimek ATP felhasznalasaval aktivaljak az ubikvitint, majd az aktiv

kozpontjukban [évé ciszteinre tioészter kotéssel kovalensen csatoljak az ubikvitint. Az E2
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ubikvitin konjugald enzimek atveszik az aktivalt ubikvitineket az E1 enzimektél, az ubikvitin igy
a sajat aktiv centrumjukban talalhato ciszteinre keril. Az E2 enzimek az E3 enzimhez szallitjak
az ubikvitint, ahol az E3 enzim azt egy (kozvetlenil az E2 enzimrél) vagy két (az E3-ra kerdl
elGszor) lépésben a célfehérjére csatolja (Metzger és mtsai. 2012). Az E1 és E2 enzimek szama
viszonylag csekély, Drosophildaban 8 E1 és korilbelll 30 E2 taldlhatd. Drosophildban az E3

enzimek pontos szama nem ismert, szaznal is tobb lehet bel6lik.

Proteaszéma

3. Abra Az ubikvitin proteaszéma rendszer sematikus abrazolasa

Az E3 enzimek harom csoportra oszthatok doménszerkezetik alapjan: a RING (really
interesting new gene) a HECT (homology to E6AP C terminus) és az RBR (RING between RING)
csoportokra (Metzger és mtsai. 2012). A legnépesebb csoport a RING tipusu E3 ligdzok, melyek
miikddhetnek monomerként, dimerként vagy nagyobb komplexekként (Li és mtsai. 2008). A
RING tipusu SCF (SKP, Cullin, F-box) E3 ligazok enzim komplexbe szervezédnek. A cullinok
alkotjak az SCF komplex vazat, mig az enzim komplex célfehérjéit az F-box fehérjék hatarozzak
meg (Metzger és mtsai. 2012). Az SCF E3 enzim komplexek homo- és heterodimereket

alkothatnak (Ponyeam és Hagen 2012; Choo és Hagen 2012).

1.5.2 Tesztisz-specifikus protein degradacidban szerepet jatszé fehérjék
A proteaszoma alegységei kozott tobb tesztisz-specifikus forma létezik (Prosa3T, ProsadT1,

Prosa4T2, Prosa6T, ProsB5R1, ProsB5R2, ProsB4R2, ProsB4R1, ProsB2R2, ProsB2R1), ami arra
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enged kovetkeztetni, hogy a tesztisz-specifikus proteaszomaknak fontos szerepe van a
spermatogenezisben. Bizonyitott, hogy a Prosa6T proteaszoma alegység szikséges a
spermatidak sejtmagjainak éréséhez, és a normalis individualizacidhoz (Zhong és Belote 2007).
A FLyAtlas és ModENCODE online expresszids adatbazisok alapjan szamos tesztisz-specifikus
E3 alegység létezik (tesztisz-specifikus F-box alegységek: CG32085, CG2247, CG7707, CG9316,
CG13088, CG30466, CG34025, ntc; tesztisz-specifikus Skp alegységek: SkpB, SkpC, SkpD, SkpE,
SkpF; egyéb tesztisz-specifikus E3 elemek: Cullin3 — Cullin3testis, Roclb). Azonban a
spermatogenezisben szerepet jatszé gének nem szikségszerlien tesztisz-specifikusak. Az
altaldnosan expresszalddo Poe (Purity of essence) fehérje egy kalmodulin fligg6 E3 ubikvitin
ligdz. A Poe tesztisz-specifikus szerepét az individualizacidban irtak le, mutansdban a
sejtmagok szétszérodtak, az individualizaciés komplex kialakuldsa sériilt és a vandorld
komplex kisebb méret(i volt (Fabrizio és mtsai. 1998). A Poe pontos miikddési mechanizmusat
még nem vizsgéltak (4. Abra).

Tovabbi két E3 enzim komplex hozhaté Osszefliggésbe az individualizacié folyamataval, a
KIhI10/Cul3/Roclb és a Ntc/Cull/SkpA (Ntc-SCF) E3 komplex (4. Abra). Mind a két komplex
célfehérjéje a dBruce E2 ubikvitin transzferdz és apoptdzis inhibitor fehérje, amely
lebontasaval az individualizacio folyamataban szerepet jatszo kaszpazok aktivalddnak (Arama
és mtsai. 2007; Bader és mtsai. 2010; Kaplan és mtsai. 2010). A KIhl10/Cul3/Roclb komplex a
kaszpaz aktivacid finomszabalyozasdhoz sziikséges. A megnyuld cisztakban a poszt-
meiotikusan expresszalddd Scotti (Soti) fehérje gatolja a Klhl10/Cul3/Roclb komplexet. A
megnyulas végén a Soti degradalodik, ezaltal az E3 enzim gatlasa megsz(inik, igy a dBruce
fehérje is lebomlik (Kaplan és mtsai. 2010). A dBruce gatld hatdsanak hianyaban a kaszpazok
aktivalodnak. A Soti fehérje egy ndvekvd koncentracidju gradienst alkot a megnyuld cisztak
bazilis vége felé, ami ellentétes irdnyu az individualizalddé cisztakban az aktivalt kaszpazok
gradiensével. igy a kaszpazok aktivitdsa féleg a cisztikus hélyag kérnyezetére korlatozodik.
Ugyanakkor a Soti gatlasa aldl felszabadult KIhl10/Cul3/Roclb komplex a mitokondrium
szarmazékok felliletén a szukcinil koenzimA szintetadz B alegységéhez kapcsolddik, ezaltal a
KIhl10/Cul3/Roclb a korai kaszpaz aktivaciot a mitokondriumok koérnyezetére korlatozza
(Aram és mtsai. 2016).

A Nutcracker F-box fehérjérdl kimutattak, hogy felismeri és befedi a DmPI31 fehérje C-
terminalis végét, ezaltal stabilizalja a DmPI31 fehérjét, ami pedig a proteaszdma aktivitast

serkenti (Bader és mtsai. 2010; Bader és mtsai. 2011). A nem apoptotikus kaszpaz kaszkad az
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individualizacié meginduldsaval egyszerre aktivalodik (Arama és mtsai. 2003). Az aktivator
kaszpazok az aktin kupok bazalis végén aktivalddnak, a tesztisz-specifikus Cyt-c-d (Citokrom-C
distal) mitokondriumbdl torténé felszabaduldsanak kovetkezményeként (Arama és mtsai.
2003). A kaszkad sziikséges az individualizacidhoz, hianyaban az aktin kipok vandorlasa hibat

szenved, és az individualizacid nem megy végbe.

Szubcellularis elhelyezkedés:

-mitokondrium szarmazékok -individualizaciés komplex,
felszine cisztikus holyag

o
D @
07\/

dBruce _L
/ ?
A spermiumok Nem apoptotikus Proteaszéma
sejtmagjanak védelme kaszpaz kaszkad aktivitas
L I I N\  Spermatid
. individualizacio
A t al. 2003 Kaplan et al. 2010, Bader et al. 2010,  Fabrizio et al. 1998
rama et ak Aram et al. 2016 2011

4. Abra Az individualizacidban szerepet jatszé E3 enzimek attekintése



1.6 Az archipelago gén

Az archipelago (ago) gén az SCF (SkpA, Cull, F-box) komplex 1326 aminosav hosszu, a
célfehérjék felismeréséért felelGs F-Box alegységét kddolja. (Moberg és mtsai. 2001). Human
ortoldgja az FBW7 (FBXW?7, hCDC4, hAgo, hSel-10) ami ismert tumor szupresszor fehérje, ezért
a tudomanyos érdeklédés kozpontjaban all. Az FBW7-nek fontos szerepe van a sejtciklus és
szignalutak szabalyozdsdban, célfehérjéi kozott taldlhatod a Ciklin-E, a c-Myc, a c-Jun, az Mcl és
a Notch (Davis és mtsai. 2014). Az FBW7-nek ismert célfehérjéje a PLK-1, ami a Golgi és a
sejtciklus S fazisanak mindségellenérzésében fontos (Girdldez és mtsai. 2014). Az FBW7
szerepét a koleszterin bioszintézisben is kimutattdk a SREBP-2 szabalyozasan keresztil
(Sundqvist és mtsai. 2005).

Caenorhabditis elegans modellszervezetben az ago ortoldgjat sel-10-nek nevezik és a Notch
szignalut szabalyozasaban ismert a szerepe (Hale és mtsai. 2012). A Sel-10 egy masik F-box
fehérjével, a Lin-23-mal kozbsen a centroszéma fenntartasaval is 6sszefliggésbe hozhato (Peel
és mtsai. 2012). ElesztSben az FBW7 ortholdgja a CDC4, célfehérjéi kozott szerepel a hiszton-
deacetildz Hst3, ami a genom stabilitdsdanak fenntartdasdhoz nélkilozhetetlen (Edenberg és
mtsai. 2014).

Drosophila melanogaster modellszervezetben az ago fehérjének szamos szévetben leirtak a
funkcidjat. Az Ago ismert célfehérjéi kozott van a Ciklin-E, a dMyc, a Trachealess (Doronkin és
mtsai. 2003; Moberg és mtsai. 2004; Mortimer és Moberg 2007). Az ago hianyanak hatasat
kimutattak az idegrendszerben, az embrionadlis trachea képz6dés soran, a fejl6dé
szovetekben, a szemekben, és az oogenezis folyamataban is (Giangrande és mtsai. 2009;
Mortimer és Moberg 2007; Mortimer és Moberg 2013; Nicholson és mtsai. 2011; Nicholson
és mtsai. 2009; Doronkin és mtsai. 2003). Az Ago fehérjének két nagyobb jellemzett, a fehérje-
fehérje interakcidkért felelSs szerkezeti eleme van, az F-box domén és a WD40 domén, ami
egy béta korong masodlagos fehérjeszerkezethez kothetS, és a célfehérjékhez torténd
kotédést biztositja (Moberg és mtsai. 2001). Nagy atereszt6képességli fehérje-fehérje
kolcsonhatasokat vizsgdld algoritmusok és kisérletek tovabbi potencidlis Ago célfehérjéket

sejtetnek.

20



2. Célkitlzés

A spermatogenezis folyamata nagyfokd konzervdltsdgot mutat az élGvilagban.
Munkacsoportunk a spermatogenezisben szerepet jatszo gének azonositasan és jellemzésén
dolgozik. Ennek megvaldsitasdhoz Drosophila  melanogastert hasznalunk, ami
modellszervezetként a nagyfoku genetikai konzervaltsaggal és a rendelkezésre allo genetikai
és molekularis eszkdzrendszerek széles valasztékaval rendelkezik, kivalé modell a fejl6dés- és
sejtbiolégiai kérdések megvalaszolasdhoz. Transzpozon inszercids, eddig nem jellemzett
Drosophila vonalak tesztelésével szamos himsteril mutans vonal azonositasara kertlt sor
munkacsoportunkban. Célom volt a poszt-meiotikus fejlédési stadiumokat szabalyozé gének
genetikai és molekularis vizsgalata az azonositott jeloltek segitségével. A spermatidak
megnyulasa a spermatidak jelent6s méretnovekedését eredményezi. A megnyulast
szabdlyozo faktorok csupan részlegesen ismertek, igy a pontos mechanizmus tisztazdsa még
varat magara. Célom volt CG4434/big bouble 8 (bb8) glutamat dehidrogenazt kédold gén
himsteril mutans alléljének részletes fenotipikus jellemzése valamint a bb8 gén kifejez6dési
mintazatanak és a géntermék szubcellularis lokalizacidjanak vizsgalata és a bb8 gén tesztisz
specifikus funkciojanak megallapitasa.

A spermatidak megnyulasat kovetGen a citoplazma és a benne talalhato sejtalkotok jelentés
része egy iranyitott lebontd folyamat révén keril eltavolitasra. Ebben a folyamatban mar
azonositottak két E3 komplexet (KIhI10/Cul3/ Roclb és a Ntc/Cull/SkpA (Ntc SCF) komplex),
melyek célfehérjék ubikvitinalasan keresztll inditjak be a kaszpazok altali fehérje lebontast.
Ezzel a folyamattal egy id6ben zajlik a spermatidak egyedivé valasa, az individualizacié
folyamata is. Csoportunk azonositotta az ago gén egy mutans alléljat, melyben a spermatidak
individualizacidja séril. Célom volt az ago mutans genetikai és molekuldris jellemzése és az
ago gén altal kédolt E3 ubikvitin ligdz fehérje szerepének meghatdrozasa a spermatogenezis

soran.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt Drosophila torzsek, klasszikus genetikai vizsgalatok

A Drosophila melanogaster torzseket 25°C-on illetve 18°C-on neveltiik, standard kukorica
keményit8s taptalajon (Lakovaara 1969). Az etetési kisérletek soran a taptalajt 5mM, 10mM,
20mM 100mM alfa-ketoglutarattal egészitettiik ki (Shmihel 2015).

A kisérletekhez haszndlt torzsek a kyotdi (Kyoto Stock Center) valamint a bloomingtoni
torzskdzpontbdl (Bloomington Drosophila Stock Center) szarmaztak. Kivételt képeznek azok a

torzsek, amik utan feltiintettlik a referenciat.

Felhasznalt torzsek:

Oregon-R wit8 UbiGFP-PACT

wllié Imp-GFP (James J Fabrizio és mtsai. 2008)
w8 MI{ET1}CG4434MB10362 (hp8™s) Snky-GFP (Wong és mtsai. 2005)

wlli8: Df(3R)Exel9012 /TM6B, Th? w1118 phac{WH}ntcf072>9

wlli8: Df(3R)BSC619/TM6C, cu® Sb? wlli8: p{DJ-GFP.S})AS1/CyO

wlll8: noc[Sco]/SM6a, P{hsILMIT}2.4 ago’/TM6 (Moberg és mtsai. 2001)
w18 P{RS5}ago>"A-2780 (ggo™s) ago®/TM6 (Moberg és mtsai. 2001)
w18 Df(3L)BSC370/TM6C, Sb1 cul y[1] sc[*] v[1];

w!l18: Df(3L)GN50 P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMC04797}attP40
w18 Sp/SM6b;: DF(37C)ry/TM3,Sb,P{A2-3} ' Tft/Cyo; P{Bam-Gal4}

W1118,' P{H i SZAVT:AVic\GFP-S65T}

w*; P{ProtamineB-eGFP}1 / CyO

Kontroll térzsnek az Oregon-R torzset, valamint a faziskontraszt mikroszképidhoz a w8
torzset hasznaltuk. A transzgenikus markert hordozé vonalak esetében, a vizsgalt mutaciot
(ago™/ago>HA2760 hph8™s|CG4434MB10362) nem hordozd torzs egyedeit haszndltuk kontrollnak.
Az itt nem emlitett vonalakat a munkdm soran alapitottuk. A vonalak alapitasahoz hasznalt
keresztezési sémak a 10.2 fuggelékben talalhatok.

A fertilitasi tesztek sordn a vizsgalt egyedi himeket 4-5 vad tipusu sz(iz nGsténnyel, a nGstények
esetében pedig a vizsgalt egyedi ndstényeket 4-5 vad tipusd himmel kereszteztiik. A fertilitast

a keresztezést kovet6 5. naptdl vizsgdltuk, a larvak jelenléte alapjan. A transzpozon
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remobilizdlashoz, a transzgenikus markerek vizsgalatahoz, a kett6és mutansok elGallitasahoz,
valamint a rekombinansok létrehozasdhoz hasznalt keresztezési sémak, a 10.2 Fliggelékben

talalhatok.
3.2 Molekularis bioldgiai médszerek

3.2.1 DNS izolalas

DNS izolalas egyedi him muslicabdl

A legyet 50 pl squishing pufferben (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 25 mM NacCl, frissen hozzaadott
0,2 ug/ul proteinazK) pipettahegy segitségével szétroncsoltuk. A mintat 37°C-on 30 percig
inkubaltuk, majd 95°C-n 2 percig inaktivaltuk a proteinazK-t. Az elkészilt mintakat -20°C-n
taroltuk, majd PCR reakciokban hasznaltuk.

Nagy tisztasagu DNS izolalas

A muslicakat (30) -20°C fagyasztast kovetGen liveg homogenizatorban 1 ml Grinding pufferben
(250 ml-hez: 17,115 g szacharéz, 25 ml 1M Tris pH 9,2, 12,5 ml 2 M NaCl, 2 ml 0,9 M EDTA,
12,5 ml 10% SDS, 175 ml H,0) homogenizaltuk, majd 30 percig 65°C-n inkubaltuk. Ezt kovet6en
150 pl 8 M K-acetatot adtunk a mintdhoz, és tobbszori keverés mellett 30 percig jégen
tartottuk. Asztali centrifugan 13000 rpm fordulatszammal 5 percig centrifugaltuk a mintat. A
fellluszot két részre osztottuk, és azonos térfogatnyi -20°C-os etanollal egészitettik ki. A
kicsapodott DNS-t 13000 rpm fordulatszdamon centrifugaltuk 5 percig. A felliliszét
eltdvolitottuk és a pelletet -20°C-os 70%-o0s etanollal mostuk. Ezt kovetéen a DNS pelletet

beszaritottuk, végil 150 ul TE oldatban (10 mM Tris pH 7,5, 1 uM EDTA) oldottuk fel.

3.2.2 Transzpozon remobilizalas molekularis ellendrzése

A transzpozonok kivagddasat, a transzpozon markergénjét (miniwhite, GFP) nem hordozé
egyedi muslicakbdl izolalt DNS mintakon végzett PCR reakciokkal ellenériztiik DreamTag DNS
polimerdz (Thermo Fisher Scientific) felhaszndldsaval a gyarté dltal javasolt
reakciokoriilmények alkalmazasaval. Genomi régidé specifikus és transzpozon-specifikus
primerek alkalmazasaval gy6z6dtiink meg a transzpozonok preciz kivagodasardl. A genomi
régid szekvencia ellenérzését DNS szekvenaldssal végeztik (MTA SZBK). A felhasznalt primerek

a 10.1 Fuggelékben talalhatok.
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3.2.3 Transzgének létrehozasa

A transzgének klénozasahoz Phusion DNS polimerazt (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk a
gyarto javaslatai szerint. A felhasznalt primerek a 10.1 Flggelékben taldlhatok. A PCR
termékeket 1%-os agardz gélen futtattuk TAE (1l-hez: 4,84 g Tris, 1,14 ml ecetsav, 2 ml EDTA
(0,5 M) pufferben és a PCR termékeket Genelet Gel Extraction kittel (Thermo scientific) gélbdl
izoldltuk.

A P{bb8gr} genomi menekité transzgén létrehozdsahoz a géntél upstream elhelyezkedd 1081
bp-t és a gén teljes genomi szakaszat amplifikdltuk, majd a PCR terméket Notl, illetve Xbal
restrikcids endonukledzzal hasitottuk. Az emésztett terméket agardz gélen futtattuk, majd
gélizolalds (Genelet Gel Extraction kittel (Thermo scientific)) utan PUAST Drosophila
transzformacios vektorba ligaltuk T4 DNS ligdzzal. A ligalast kovet6en a plazmidokat kémiailag
kompetenssé tett 2T1 Eserichia Coli torzsbe transzformaltuk standard DNS transzformacios
protokoll szerint (Maniatis). A transzformalt baktérium kulturakat karbenicillinnel kiegészitett
2YT (1 |-hez: 16 g tripton, 10 g éleszt6 kivonat, 5 g NaCl, 15 g agar pH 7) taptalajon egy éjszakan
at 37°C-on novesztettik, majd karbenicillinnel kiegészitett 2,5 ml folyékony 2YT tdpoldatban
szaporitottuk egy éjszakan at 37°C-on. A pozitiv klénok kivalasztasahoz CloneChecker™
rendszert (ThermoFisher Scientific) alkalmaztunk a gyarté altal javasolt médon. A pozitiv
restrikcios mintazatot mutatod kultirdkbdl plazmid DNS izolalast végeztiink Qiagen miniprep
kit felhasznaldsaval, a gyartd altal elGirt médon. A 3097 bazispar és a 8897 bazispar nagysagu
restrikcids mintazattal rendelkezé klédnokat szekvendlasra kuildtiuk. A szekvenalds alapjan
hibatlan szekvencidval rendelkezd klonokbdl nagyobb mennyiségu, és tisztasagu plazmid DNS-
t izolaltunk Qiagen Midi plazmid DNS preparalo kit segitségével, a gyarto altal eléirt médon.
A dolgozatban szereplS transzgének létrehozasa a P{bb88} vektor el6allitdsahoz hasonld
médon tortént, az aldbbi mdédositasokkal. A P{bb8N093s.GFP} esetében a PCR terméket el§szdr
pJET1.2 vektorba illesztettiink a CloneJET PCR Cloning Kit (Life Technologies) segitségével. A
pozitiv klénokat szekvendltuk és a pJET-bb8N1093s plazmidbdl az inszertet Notl és Xhol
emésztéssel vagtuk ki, majd azt PUAST vektorba ligaltuk.

A P{bb8-GFP}  transzgén l|étrehozasahoz cDNSrél (Lasd génexpresszids vizsgalatok)

e se s

«se s

2005).
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A P{mCherry-Ago} transzgén létrehozasahoz az LD21322 szamu cDNS klénbdl amplifikaltuk az
mCherry vektorba illesztettik, majd szekvendlassal ellendriztik a kdédold régio
hibamentességét (Wong és mtsai. 2005).

A tisztitott plazmidokat (PUAST-bb8", PUAST-bb8"1%0%-GFP, TV3-bb8-GFP, TV3-mCherry-ago)
Drosophila embridkba injektaltattuk az MTA SzBK injektald szolgalataval (10.1 fliggelék).

A transzgénikus Drosophilak a miniwhite markergént hordoztdk, a transzgének beépiilését az
F1 generacidban vizsgaltuk. A transzgenikus térzseket w!''8; If/CyO; MKRS/TM6 balanszer
kromoszémakat hordozé muslicdkkal kereszteztiik, majd az F1 generdciébdl kelt utédokat
ismét kereszteztiik w!!8; |f/CyO; MKRS/TM6 genotipusu egyedekkel. igy az F2-bdl meg
lehetett hatarozni, hogy a beépiilés melyik kromoszémara tortént, valamint a balanszirozott
kromoszémak megkdnnyitették a transzgént hordozd kromoszoma kovetését és a mutans
hattéren transzgént hordozd vonalak alapitasat. A keresztezési sémak a 10.2 fliggelékben

talalhatok.

3.3 Génexpresszios vizsgalatok, RT-PCR és q-RT-PCR

A génexpresszids vizsgalatokhoz, kiilonb6z6 szovetekbdl (fej, test), valamint a here
darabolasabdl (egész here, here csucsi része, here meiotikus cisztakat tartalmazé és poszt-
meiotikus cisztakat tartalmazé része) szarmazo darabokbdl teljes RNS-t izolaltunk. A kiboncolt
szoveteket cseppfolyds Nz-ben fagyasztottuk, homogenizatorral poritottuk, majd teljes RNS-t
GenelET RNS tisztito kittel (Thermo Scientific) nyertiik ki. A fej mintahoz 30, a test mintdhoz
10 legyet hasznaltunk. A here mintakhoz 30-60 legyet, a here daraboldasahoz mintanként 100
legyet boncoltunk. A kontroll és a mutans esetében a felhasznalt allatok szama minden
kisérletnél megegyezett. A cDNS-t a RevertAid™ First Strand cDNS szintézis Kit (Life
Technologies) felhasznalasaval, random hexamer primerekkel, a gyarto altal ajanlott protokoll
szerint allitottuk el6. Szemikvantitativ, reverz transzkripcidval kapcsolt PCR reakcidkkal
ellendriztiik a cDNS mintakat és a kvantitativ real time PCR-hoz (QRT-PCR) hasznalt primereket.
A gRT-PCR reakciéhoz a Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mixet (Life Technologies)
hasznaltuk, a mintdkat a CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) gép segitségével
analizaltuk. A reakciékorilmények a kovetkezék voltak: 95°C 10 perc, 50 ciklusig — 95°C 15
masodperc, 54°C 30 masodperc, 72°C 30 masodperc. Minden kisérletet harom fliggetlen

biolégiai mintan végeztink el. A kisérletekben az rp49 haztartdsi gént hasznaltuk
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referenciaként. A stadium specifikus RNS eloszlas vizsgalatanal a CG10252 gén RNS terméke

volt a referencia. A felhasznalt primer szekvenciak a 10.1 fliggelékben vannak feltiintetve.

3.4 RNS in situ hibridizacio

A CG4434 génrdl atirddd mRNS tesztiszen belili eloszldsat vizsgaltuk a DIG jeldlt RNS in situ
hibridizacid segitségével. A teljes RNS izoldlast (lasd 3.3) kovetéen cDNS-t irtunk at random
hexamer segitségével. A proba készitéséhez egy 1183 bp hosszu terméket amplifikaltunk, ami
ellentétes oldalain hordozza a T7 (FW) és SP6 (Rev) RNS polimerdzok transzkripciés start
helyeit. Tisztitott PCR terméket hasznaltunk templatnak a DIG jel6lt RNS atirasanal DIG RNA
Labeling Kit (SP6/T7) (Roche) felhasznalasaval, a gyarté altal elGirt médon. A DIG jeldlt szensz
probat SP6 polimerdzzal, az antiszensz probat T7 polimerazzal szintetizaltuk. Az in situ
hibridizacié soran pozitiv kontrollként a CycB génre specifikus (626 bp hosszu) prébat
hasznaltunk. A mintak preparaldsat, és az in situ hibridizaciét Morris és munkatdrsai altal leirt
protokoll alapjan végeztiik, azzal a valtoztatassal, hogy a Hibridizalé puffert tRNS-sel
egészitettik ki 100 pg/ml végkoncentracidban (Morris és mtsai 2009). A jel el6hivasat
kovetben felszallo (30% 50% 70% 90% 96% 10 perc) és leszallé alkohol koncentracidkat (96%
90% 70% 50% 30% PBS) alkalmaztunk a hattér csokkentésének érdekében, majd a mintakat
80% glicerolban fedtiik le. A kész preparatumok vizsgalata Olympus BX51 mikroszkdppal, DIC

optika felhaszndlasaval tortént.
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3.5 Immunfestés, mikroszkopia

A heréket hideg tesztisz pufferben (183 mM KCI, 47 mM NacCl, 10 mM Tris-HCl, pH 6.8)
boncoltuk, majd 20 percig fixaltuk (PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, 10 mM Na;HPQO4, 2 mM
KH2PO4 pH 7.4, 4% formaldehid frissen készitve). A fixalé oldatot eltavolitottuk és a mintakat
3X20 percig mostuk PBSTX-ben (0.1% tween20-at 0.3% TritonX-et tartalmazd PBS). Egy 6ran
keresztil PBSTX + 1% BSA—ban (1% BSA-t tartalmazd PBSTX) blokkoltuk, majd az elsédleges
ellenanyaggal egy éjszakan keresztil inkubaltuk 4°C-on. A tesztiszeket ezt kdvet6en 3X20
percig PBSTX-ben mostuk szobahémérsékleten, majd a preparatumokat a masodlagos
ellenanyaggal 1,5 -2 6raig inkubaltuk szintén szobahdmérsékleten. A DAPI (1 pg/ml) és
phalloidin (TexasRed vagy Alexa 488 jeldlt) (1:250) festést 20 percig PBSTX-ben végeztiik. Ezt
kovet6en a mintakat 3X20 percig PBSTX-ben mostuk. A mintakat SlowFade® Gold antifade
reagent (Life Technologies) médiumban fedtik le. Ezzel a mddszerrel végeztik az AXO49, a
kaszpaz-3, az alfa-spektrin, a Soti és a dBruce immunfestéseket.

A tesztiszek vizsgalata soran ugynevezett squash prepardtumot is készitettlink, amelyben a
kiboncolt tesztiszeket csipeszek és rovartlik segitségével felszakitottuk és tartalmukat
pozitivan toltott vagy poly-L-lizinnel kezelt targylemezre folyattuk. Ezt kdvetGen szilikonizalt
22X22 mm-es fed6lemezzel lefedtik, és cseppfolyds nitrogénben lefagyasztottuk. A
fagyasztott mintardl egy szike segitségével lepattintottuk a fed6lemezt, majd a mintat -20°C
etanolban inkubaltuk 10 percig. Ezt kdvetéen 10 percig fixaltuk (4% formaldehid PBS-ben). A
mintakat, nedves kamraban (md{anyag petricsésze megnedvesitett papirtoriékkel) taroltuk, és
a fentebb leirt mdédon végeztik az immunfestést. Az igy készitett mintakon az ATP5A
ellenanyagot hasznaltuk.

Az in vivo festések esetén, a tesztiszeket csipeszekkel és rovartikkel felhasitottuk, pozitivan
toltott targylemezre folyattuk. Ezt kovet6en a mintat 10-15 percig inkubaltuk a targylemezen
a Mitotracker vagy JC-1 festékkel kiegészitett tesztisz pufferben. A puffereket pipettazassal
tavolitottuk el. Kétszeri tesztisz pufferrel torténd oblitést kovetéen az él6 mintakat tesztisz
pufferben fedtik le. A mikroszképiat Olympus BX51 és Olympus Fluoview Fv10i
mikroszkdpokkal végeztiik. Az elkésziilt képeket GIMP és Imagel programok segitségével
értékeltuk ki.

A TUNEL jel6léshez Click-iT® TUNEL Alexa Fluor® 594 Imaging Assay (Life Technologies) kitet

hasznaltunk M. V. Kibanov publikalt protokollja alapjan (Kibanov és mtsai. 2013).
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Felhasznalt fluoreszcens festékek, ellenanyagok:

Festékek k(,)rlc?ntrécié/ Gyarté / ,
higitds forgalmazd
DAPI 1 pug/ml Life Technologies
Texas Red®-X Phalloidin 1:250 Life Technologies
Alexa Fluor® 488 Phalloidin 1:251 Life Technologies
Mitotracker Red CMXRos 0.5 uM Life Technologies
JC-1 5 pg/ml Molecular Probes
Els6dleges ellenanyagok higitas tipus Gyarté / forgalmazo
a-pan poliglicilalt tubulin (AX049) 1:5000 egér Merck Millipore
o-ATP5a (15H4C4) 1:100 egér Abcam
a-hasitott kaszpaz-3 (5A1E) 1:200 nyul Cell Signalling Tech.
a-alfa-spektrin (3A9) 1:200 egér DSHB
a-Soti 1:100 tengerimalac Eli Ararr]a'
laboratérium

, Eli Arama

a-dBruce (B710) 1:250 nyul ,
laboratérium

Masodlagos ellenanyagok higitas tipus gyarté
a-egér (Alexa Fuor 488, 546, 633)
a-nydl (Alexa Fuor 488, 546, 633) 1:400 szamar Life Technologies
a-tengerimalac (Alexa Fuor 488, 546,
633)

3.6 Elektronmikroszkdpia
Az elektronmikroszkdpos felvételek esetében a Laurinyecz és mtsai. altal leirt modszert
alkalmaztuk, az ELTE Anatdomiai, Sejt- és Fejl6désbioldgiai Tanszékével kdzremlikodve

(Laurinyecz és mtsai. 2016).

3.7 Statisztikai elemzések, bioinformatika

A glutamat dehidrogenaz ortolég fehérje szekvencidkat a FlyBase és az OrthoDB v8
adatbazisokbol toltottik le. A szekvencidkat ClustalW program segitségével illesztettik. A
Filogenetikai fak maximume-likelihood mddszerrel MEGA 6.06. programmal késziltek. A
filogenetikai fakon a csomdpontoknal feltlintetett értékek az 1000X replikdtum ,bootstrap”
szazalékos értéke (csak a 70%-nal magasabb értékeket irtuk fel).

A bb8™ cisztak hosszanak méréséhez Imagel programot hasznaltuk. A bb8™ cisztak hosszdnak
mérésénél és az ago™ megnyult cisztdinak statisztikai elemzésénél a szoras (+/-) fel van

tlintetve. A Bb8 individualizacios fenotipusat a boxplot analizist R 3.2.4 program segitségével
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abrazoltuk. A szignifikancidt Student-t-teszttel és a boxplot esetében Welch két mintas t-
teszttel allapitottuk meg. A tablazatok és grafikonok Microsoft Excelben késziiltek. A fehérjék
szerkezeti modelljének illesztését az UCSF Chimera 1.11 MODELLER b&vitményével végeztiik.

A modellek elemzése az UCSF Chimera 1.11 program segitségével tortént.
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4. Eredmények

4.1 A Minos transzpozon inszercidja a CG4434/bb8 génben himsterilitast
eredményez

A himivarsejtek kialakitasaban szerepet jatszo gének azonositasara a klasszikus genetikai
modszerek j6 lehetdséget biztositanak. A transzpozonok altal elallitott mutans gyljtemények
torzskozpontokbdl megrendelheték. A mutans vonalak esetében ismert a transzpozonok
beépiilésének helye, ami lehet6séget ad az in silico elemzésre. A bloomingtoni Minos
transzpozon inszercids gyldjteménybdl olyan homozigota életképes vonalakat valasztottunk ki,
amelyekben szegregald balanszer kromoszéma jelenlétét tapasztaltak. A szegregdld balanszer
utalhat szemiletalitasra, illetve sterilitasra. Az igy kisz(rt vonalakat teszteltiik him és n&stény
sterilitdsra. Az azonositott vonalak kozil a MI{ET1}CG4434MB10362 (3z inszerciét hordozd
kromoszémat bb8™-nek neveztiik el, és ezt az elnevezést hasznaljuk az értekezésben) vonal
homozigdta him egyedei 100%-ban sterilnek, mig a ndstények teljes mértékben fertiliseknek
bizonyultak (1. tablazat).

A bb8™ mutans genetikai jellemzését a homozigdétdk és a Df(3R)BSC619 valamint a
Df(3R)Exel9012 atfed6 delécidval létrehozott hemizigéta himek fertilitasi tulajdonsagainak
Osszehasonlitasaval kezdtik. A homozigdéta bb8™ és a hemizigdta bb8™/ Df(3R)BSC619,
bb8™/ Df(3R)Exel9012 himek sterilek voltak (1. tablazat). Ez az eredményiink megerdésiti, hogy

a himsterilitds hatterében a bb8 gén hibaja all.

genotipus:  Vad bb8™ bb8™/Df(3R)BSC619  bb8™/Df(3R)Exel9012  Abbg"B10%62 P{bb89};bb8™

(n=48)  (n=49) (n=35) (n=35) (n=34) (n=35)
fertilis (%) 97,9 0 0 0 100 97,1
steril (%) 2.1 100 100 100 0 2,9

1.tablazat A bb8 mutansok fertilitasa

Az MB10362 Minos elem jelenlétét a CG4434/bb8 gén elsé exonjaban molekularisan is
igazoltuk (5. Abra). A MB10362 Minos transzpozon beépiilését a bb8 génbe PCR reakcidval
igazoltuk a transzpozon 5’ és 3’ végére specifikus valamint a bb8 génre specifikus primerek
felhasznaldsaval. A transzpozon altal okozott mutdcid a transzpozon preciz remobilizalasaval
altalaban revertalhatd (Metaxakis és mtsai. 2005). A MB10362 Minos elem revertaldsanal a

DhydMinos transzpozazt (w!!!8,noc*°/SM6a, P{hsILMiT}2.4) hasznaltunk. A szemben
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kifejez6d6 GFP expresszio elvesztésére szelektaltunk, 10 revertans torzset alapitottunk és az
alapitott torzsek fertilitasat teszteltiik (1. tablazat). A 8 fertilis revertans vonal esetében PCR
technikaval, majd azt kdvetéen a PCR termék szekvenaldsdaval is megerd@sitettiik a Minos elem
preciz kivagddasat.

A genetikai jellemzés egyik fontos Iépése a mutdns fenotipus menekitése, egy, az érintett gén
vad tipust kopiajat tartalmazé transzgénnel (5. Abra). Létrehoztunk egy genomi szakaszt
tartalmazd transzgént, amelyben benne van a bb8 géntél upstream elhelyezkedé 1081
bazisparos szakasz, a bb8 gén feltételezett promoter régidjaval egyiitt, valamint a bb8 gén
teljes kodold régidja P{bb88}. 10 transzgenikus vonalat alapitottunk, ebbdl hdrom vonalon
teszteltiik a himsteril fenotipus menekitését mind a w!!8;P{bb89}; bb8™, mind a
wlli8:p{bb89}; bb8™/Df(3R)BSC619 genotipusu egyedekben. A fertilitds mind a w!!8;P{bb89"};
bb8™s, mind a wlli8;P{bb89"}; bb8™/Df(3R)BSC619 genotipus esetében is vad tipusra allt vissza
(1. Tablazat). Kontrollként a w!l?8; bb8™s és w18 tipusu egyedeket hasznaltunk.

A klasszikus bb8™  allél mellett megvizsgaltuk a bb8 génre specifikus
P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMC04797}attP40 RNS interferencia vonal fenotipusat, Bam-Gal4
driverrel torténd meghajtast kovetden. A géncsendesités eredményeként himsteril fenotipust
tapasztaltuk. Ezek az eredmények megerésitik, hogy valdban a bb8 gén mutacidja okozza a

himek sterilitdsat a bb8™° vonalban.

bb8/CG4434
MI{ET1}CG 4434510362

M _ .

H H H i

3097 bp

bb8

1081 bp . 391bp

bbg10055.GFP
GFP

5. Abra A CG4434/bb8 gén és a létrehozott transzgének szerkezete

(A) A bb8 genomi kérnyezetének sematikus abrazoldsa. (fekete vonalak: intronikus szakaszok;
sziirke mez6k: UTR régidk; kék hasabok: exonikus régidk; nyil: bb8 transzkripcids starthelye;
fekete hdromszog: MI{ET1}CG4434VB10352 transzpozon beépllésének helye; fekete nyilak: a
klénozashoz hasznalt PCR primerek pozicidja; kék nyilak: g-RT-PCR primerek pozicidja) és a
transzgének szerkezetét (vékony fekete vonalak szdmokkal: a transzgének hossza; barna
hasab: bb89" genomi menekit8 szakasz; z6ld hasab: bb8N199%-GFP riporter transzgén).
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4.2 A bb8 gén egy glutamat dehidrogenazt kédol

A Drosophila melanogaster genomja ketté glutamat dehidrogenaz gént kddol a Glutamate

dehhidrogenase-t (Gdh)) és a bb8 -at. Fehérje szekvencidkon alapulé filogenetikai elemzést

végezve azt tapasztaltuk, hogy a Drosophila bb8 génje daltal kodolt fehérje kevésbé konzervalt,

kisebb hasonlésagot mutat a modellszervezetekben taldlhaté fehérjékkel (6. Abra A). ABb8 a

fehérje aminosav szekvencia alapjan 44%-os hasonlésagot mutat a human GLUD1-gyel és

GLUD2-vel, a Drosophila Gdh-val pedig 45%-ot. A Gdh 64%-os aminosav szekvencia

hasonldsagot mutat a human GLUD1 és GLUD2 fehérjékkel. A Bb8 a szekvenalt Drosophila

fajok mindegyikében jelen van, és kevésbé konzervélt, mint a Gdh fehérje (6. Abra B). A Bb8

ortolég fehérjék hasonldsdgainak atlaga a Bb8 fehérjéhez 81%-os, a Gdh fehérjékhez

hasonlitva 44%, mig a Gdh fehérje és ortoldgjai esetében az egymashoz viszonyitott

hasonldsagok atlaga 97% (6. Abra).

A B

93 H. sap (GLUD2)
9L H. sap (GLUD1)
M. mus (Glud1)
X. tro (glud1)
100 X. tro (ENSXETG00000034277)

Da. rer (glud1a)
91
£Da. rer (glud1b)
Dr. mel (Gdh)

C. ele (gdh-1)

Dr. mel (Bb8)

0.1

100

83

D. vir (GJ22871)
D. moj (GI23212)
D. moj (GI23213)
D. vir (GJ22872)
D. gri (GH20746)
D. wil (GK11580)
D. pse (GA18181)
100l D. per (GL23033)
D. ana (GF 18014)
D. yak (GE23967)
D. ere (GG12444)
100| ;D= mel (Bb8)
4] D. sec (GM23576)
961 D. sim (GD18391)
D. pse (GA23808)
D. gri (GH19680)
D. moj (GI22276)
D. vir (GJ24069)
D. per (GL24163)

95

01

6. Abra A glutamat dehidrogenazok filogenetikai elemzése

0] ID. pse (GA18802)
D. yak (GE10843)
D. ere (GG12388)
D. ana (GF17976)
L D. wil (3K11603)
D. sec (GM23525)
D. sim (GD18335)
D. mel (Gdh)

& —

(A) Kiilonb6z6 modellszervezetek és az emberi glutamat dehidrogenaz fehérjék filogenetikai
elemzése. (B) A Gdh és a Bb8 fehérjék filogenetikai elemzése a szekvenalt Drosophila fajokban.
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Az aminosav szekvenciak kiilonbségei ellenére az ismert térszerkezetli GLUD1 fehérje 111f
azonositdju molekulamodelljére (7. Abra A) (Banerjee és mtsai. 2003) szinte tokéletesen
illeszthetd mind a Bb8, mind a Gdh fehérje (7. Abra B). A térszerkezet konzervaltnak ténik a
GLUD1, a Gdh és a Bb8 fehérje kozott. JelentGsebb szerkezeti eltérést két pontban figyeltiink
meg, az egyik a NAD(P) k6t6 domén révid, 6 aminosav hosszu (111f 91-97. as) szakaszdhoz
kothet6. A modellekben a legszembetlinGbb kilénbség az antenna régidban tapasztalhato,
aminek az enzimek allosztérikus szabalyozdsaban és az alegységek trimerizaciéjaban

tulajdonitanak szerepet (Peterson és Smith 1999).
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GLUD1 holoenzim(111f)

antenna

tengely hélix

V) GLUD1 fehérje

B Dimerizacioés domén

GLUD1 Bb8 Gdh-PA lllesztett

zDOPE |Becsiilt RMSD | Becsiilt atfedés (3.5A)
Gdh | -0.72 2.98 0.882
Bb8 -0.6 2.656 0.895

7. Abra A glutamat dehidrogenazok szerkezeti elemzése

(A) Az 1I11f GLUD1 molekula szerkezete és a GLUD1 fehérje és a 6 db GLUD1 fehérjébdl allo
glutamat dehidrogenaz holoenzim szerkezete (B) A Gdh és Bb8 fehérjék illesztése a GLUD1
modelljére. Az egyenes fekete nyilak a dimerizacids doménben Iévé eltérésekre mutatnak, a
korok az antenna régié eltéréseit emelik ki. Az ivelt nyil a fels6 sorban Iévé molekula
modellekhez viszonyitott elforgatast szemlélteti. Az illeszkedés pontossaganak
meghatdrozasara harom értéket tlntettlink fel: zDOPE (normalized Discrete Optimized
Protein Energy) — az atomok tavolsagatol fliggs statisztikai érték, a negativ értékek pontosabb
modellt jelentenek; RMSD (Root-Mean-Square Deviation) — a Ca atomok az illesztett modell
templat modelltdl valo eltérése, a kisebb értékek pontosabb illeszkedést jelélnek; becsiilt
dtfedés (3.54) — 3.5A-on beliili Ca atomok atfedése, a nagyobb értékek pontosabb illeszkedést
jeldlnek.
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Az eml6s glutamat dehidrogenazok aktiv centrumaban talalhaté a szubsztratok kotésében
kiemelt szerepet jatszé6 aminosavak ismertek (Peterson és Smith 1999). Megvizsgaltuk az alfa-
ketoglutarat/glutamat és NAD(P) kotésben szerepet jatszd6 aminosavak konzervaltsagat a
GLUD1, GLUD2, Gdh és Bb8 fehérjék kozott. Azt tapasztaltuk, hogy a glutamat kotéséhez
sziikséges aminosavak teljes mértékben megegyeznek a vizsgalt fehérjék kozott (2. Tablazat).
A NAD(P) kot6 aminosavak esetén kiilonbséget tapasztaltunk (3. Tablazat). A GLUD1 és GLUD2
kozott két aminosavas kilonbség figyelhet6 meg. A Bb8 esetén 8, a Gdh esetén 9 aminosav
egyezik meg a GLUD1-gyel. Erdekesség, hogy a Gdh 9 aminosavban egyezik meg a GLUD1 és
GLUD2 fehérjékkel, ugyanakkor a Bb8 8 aminosava egyezik meg a GLUD1-gyel viszont a
GLUD2-vel 10 aminosav egyezik. A 227-es pozicidban és 384-es pozicioban talalhato

aminosavak csak a GLUD2-ben és a Bb8-ban konzervaltak.

a-Kg zseb Pozicié
egyezés
147 149 171 183 268 406 438 (GLUD1) %
GLUD1 K G K K R N S 7 100
GLUD2 K G K K R N S 7 100
Gdh K G K K R N S 7 100
Bb8 K G K K R N S 7 100

2. Tablazat A glutamat dehidrogenaz enzimek alfa-ketoglutarat és glutamat kotéséért
felel6s aminosavak

NAD(P) zseb Pozicié
egyezés Egyezés
2251226(22712681309(311|332]333(383|384|387(406(431 % %
(GLUD1) (GLUD?2)
GLUD1 D(M|[S|[R|F|NJE|]S|A|]S|Q|N|N 13 100 11 84
GLUD2 DIM]|N R F N E S|TA|T]|Q|N]J|N 11 84 13 100
Gdh DI M| G R F N E H|A|V]|V]|]N|N 9 69 9 69
Bb8 D(V|N|[R|F|N|JE|F|A|T|V|[N|[N 8 61 10 76

3. Tablazat A glutamat dehidrogenaz enzimek NAD(P) kotéséért felel6s aminosavak

Banerjee és munkatdarsai 2003-ban meghataroztak a glutamat dehidrogenazok GTP és ADP
kotéséhez sziikséges aminosavak poziciéjat (Banerjee és mtsai. 2003). A GLUD1, GLUD?2 és
Gdh kiemelt aminosav pozicidihoz hozzadrendeltiik a Bb8 ugyanezen pozicidéjdban szerepld

aminosavakat. A GLUD1 és GLUD2 esetében a kiemelt pozicioban Iévé aminosavak mindkét
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esetben (ADP, GTP zseb) teljesen megegyeztek. Az enzim aktivitasat novel6 ADP molekula 24
db meghatarozott poziciéban |évé aminosavon fejtheti ki hatasat. A GLUD1 fehérjére, ezekben
a pozicidkban a Bb8 fehérjével 13 aminosavban (54%), mig a Gdh esetében 19 aminosavban
(79%) egyezik meg (4. tablazat). A GTP kotGhelyben az eltérések sokkal jelent&sebbek, a
GLUD1-ben meghatarozott 14 aminosav a bb8 fehérje esetében csak 4 aminosavban egyezik
meg (28%), 10-ben eltér, viszont a Gdh esetében csak egy aminosavban tér el és 13

aminosavban (92%) megegyezik a GLUD1 fehérjével (5. tablazat).

ADP zseb Pozicié
egyezés
142]143(169|173|176|177|178|179|439|512|516|545|548|549| 260|261 | 263|264 | 266|444 | 449]450(453|502 (GLUD1) %
GLUD1 H|{R|T|A|D|[V]P]JF|][Y]Y|]R]K|]K]V | S|G|G|H|[K]V]S]|]R]E 24 100
GLUD2 HI{R|T|A|D|[V]|P]F|Y]Y|]R]|]K|]K]V | S|G|G|H|K|V|S|R|E 24 100
Gdh HI|K|T|A|]D|[V|P]F|F]Y|]R|K|T]|T I N|G|G|H|K|V]S|RJE 19 79
Bb8 HIR|T]J]AIN[V]|IP]Y]Y]T]|S|K|JQ|JA|JV]|]H]|G]|]G|N|JK[V]|]S|KI]E 13 54

4. Tablazat Az ADP kotésben szerepet jatszé aminosav pozicidk Banerjee et al. 2003 alapjan

GTP zseb Pozicié
egyezés
266|267(269]270(274]314(315|318(319|322(346|349(503|507 (GLUD1) %
GLUD1 H| G| I S|IR|L|H|[R|]Y|R|K|E]|]KI|[H 14 |100
GLUD2 H|G]| I S|IR|L|H|[R|]Y|R|K|E]|]KI|H 14 |100
Gdh H{G|V|S|R|L|H|R|Y|R|KJ|J]E]|K]|H 13 92
Bb8 N[{G|H|S|R|[S|F|[K]Y[E|N|[F]A|[D 4 28

5. Tablazat A GTP kotésben szerepet jatsz6 aminosav poziciok Banerjee et al. 2003 alapjan

A filogenetikai elemzés és a molekula modellek alapjan azt tapasztaltuk, hogy a glutamat
dehidrogenaz fehérjék térszerkezete a kisebb szintl fehérje szekvencia homoldgia ellenére
nagy konzervaltsagot mutat. A kiemelt pozicidban Iévé aminosav szekvencia hasonlésagok
alapjan feltételezhetjiik, hogy a Bb8 egy funkcionalis glutamat dehidrogenaz. Ugyanakkor a
térszerkezeti modell és az ADP és GTP kotésben felel6s aminosavak eltérései alapjan

feltételezziik, hogy a Bb8 és Gdh paraldgok szabdlyozasa kiilonboz6.

4.3 A bb8 gén expresszidja és a Bb8 fehérje lokalizacidja tesztiszben
A FlyAtlas adatbazis szerint, a bb8 génre tesztisz-specifikus génexpresszid jellemzd. A bb8 gén

expressziojat qRT-PCR reakcid segitségével vizsgaltuk. RNS-t izolaltunk fejbdl, testbdl és
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herébdl, majd az atirt cDNS-b4l a bb8 és a Gdh gén relativ expresszidjat mértiik gRT-PCR
reakciéban. Referenciaként az altalanosan expresszalddoé rp49 riboszomalis gén kifejez6dését
vettiik alapul. A bb8 gén expresszidjat kizardlag a tesztiszbdl izoldlt RNS-ek esetében
tapasztaltunk (8. Abra A), mig a Gdh expresszidja mind a hdrom mintaban kimutathaté volt (8.
Abra B). A bb8 gén expresszidjat megvizsgaltuk vad tipusu, heterozigéta (bb8™/TMé6c) és
homozigéta (bb8™) mutansok tesztiszeiben, ahol a bb8 géntermék 80%-os csokkenését
tapasztaltuk a homozigéta bb8™ mutansok esetében a vad tipushoz képest. (8. Abra C). Ezek

az eredmények azt mutatjak, hogy a bb8™ egy erds hipomorf allél.

>
w

1.2 6

0.8

0.6

0.4

Referencia: rp49
w
|

N - ; e

Fej Test Here Fej Test Here

bb8 relativ mRNs expresszio
Referencia: rp49
Gdh relativ mRNs expresszio

Vad = bb8™ Vad = bb8™

12

0.8

0.6

0.4

0.2 =

bb8 relativ mRNs expresszio
Referencia: rp49

Vad bb8™/TM3 bb8™ms

8. Abra A bb8, Gdh és bb8™ génexpresszidja

A bb8 gén (A) és a Gdh gén (B) expresszidjanak vizsgdlata vad tipusu (kék) és bb8™ mutans
(zold) fejben, testben és herében. (C) A bb8 gén expresszidjanak vizsgalata vad tipusu, bb8™*
heterozigdta és homozigdta herében. Minden esetben az rp49 génterméke volt a referencia.

Elképzelhetd, hogy a bb8™ mutansban a glutamat dehidrogendz enzimaktivitasanak
megsz(inése miatt az enzim metabolikus termékeinek hidnya okozza a himsteril fenotipust. A
Drosophila taptalajanak kiilonb6z6 metabolitokkal (szterol), nyomelemekkel (vas) torténé

kiegészitése menekitheti a mutansok himsteril fenotipusat (Ma és mtsai. 2010; Metzendorf és
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Lind 2010). Az alfa-ketoglutarattal torténd etetés hatdsat is emliti a szakirodalom (Shmihel
2015). Vad tipusu és bb8™ mutans muslicakat neveltiink 5mM, 10mM, 20mM és 100mM alfa-
ketoglutarattal kiegészitett taptalajon, majd az igy nevelt him egyedek fertilitdsat teszteltiik.
A vad tipus minden esetben megdérizte a fertilitasat. A bb8™ homozigéta mutans allatok
sterilek maradtak, még a 100mM-os alfa-ketoglutarattal kiegészitett tdptalajon sem voltak
fertilisek. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az alfa-ketoglutarattal torténé etetéssel nem
menekithet6 a bb8™ himsteril fenotipusa.A bb8 transzkript tesztisz-specifikus eloszldasdanak
megallapitasara, antiszensz, DIG-jel6lt bb8 RNS prébaval in situ hibridizaciot végeztiink. A bb8
MRNS megjelenését mar az elsédleges spermatocitakban tapasztaltuk, illetve a meiotikus és
korai poszt-meiotikus cisztakban megfigyelhettiik a bb8 RNS feldusuldsat (9. Abra A). A DIG-
jelolt szensz bb8 RNS préba nem ad hibridizacids jelet a tesztiszekben, ami megerdsiti az

antiszensz prébaval kapott jel specifitasat (9. Abra B).

9. Abra A bb8 gén expresszios mintazata tesztiszben

(A) In situ hibridizacié az antiszensz bb8 prébdval a bb8 expresszidjat mutatja a 8 sejtes
cisztakban(nyilhegy) és a bb8 mRNS jelenlétét a meiotikus cisztakban (nyil) vad tipusu
tesztiszekben. (B) A bb8 szensz DIG-jelolt préba vad tipusu tesztiszben. Skala méret: 200 um.

A spermatogenezis késGi stadiumaiban térténé bb8 mRNS feldusulas igazolasa érdekében a
tesztiszek apikalis és disztélis részét izolaltuk és belSliik RNS-t tisztitottunk (10. Abra). qRT-PCR
segitségével vizsgdltuk tobb, tesztisz-specifikus gén relativ expressziéjat a kiilénbozd tesztisz
régidkban. A bb8 kifejez6dése mellett mértiik a korai spermatocitakban expresszalédo
CG3927 gén termékét, a poszt-meiotikusan expresszalédd sunz gént, valamint a tipikus késGi

fejlédési stadiumokban felhalmozéddé CG10252 génterméket (Barreau és mtsai. 2008). Az
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adatelemzés soran a kapott adatokat Barreau és munkatarsai altal bemutatott mdédon a
CG10252 expresszios szintjére normalizaltuk. Mig a CG3927 géntermék az apikalis, csucsi
régioban expresszalddik nagyobb mértékben, addig a bb8 géntermék, a vartnak megfelel6en,
a disztalis, poszt-meiotikus sejteket tartalmazd régidban dusul fel, hasonléan a késGi

expressziét mutaté sunz géntermékhez (10. Abra).
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10. Abra A bb8 génexpresszi6 vizsgalata herében

(A) Az RNS izolalashoz hasznalt tesztisz régidk (apikalis (piros), disztalis (sarga)) sematikus
abrdzolasa vad tipusu tesztiszen (a kép faziskontraszt mikroszképidval készilt). (B) Az izolalt
tesztisz régiok expresszidos mintdzata a CG3927, a sunz és a bb8 géntermékek estében qRT-PCR
reakcioval mérve. A CG10252 gént hasznaltuk referencidanak. Skala méret: 200 um.

Az emberi a GLUD fehérjék mitokondrialis és endoplazmatikus retikulumbeli felhalmozddast
mutatnak, amit az N-termindlisan elhelyezked6 szignalpeptid biztosit (Mastorodemos és
mtsai. 2009). A Bb8 fehérje szubcellularis lokalizacidjanak vizsgalatara |étrehoztuk a P{bb8-
GFP} transzgenikus vonalat, amelyben a transzgén egy tesztisz-specifikus expressziét biztositd
B2 tubulin promotert, valamint a bb8 gén teljes kddold régidjat és egy C-terminalis GFP
riportert tartalmaz. A Bb8-GFP fehérje egyértelmlien a mitokondriumokhoz lokalizalédik a
primer spermatocitdkban és a spermatidakban is (11. Abra C). A bb8-GFP transzgén nem
menekiti a bb8™ mutdans fenotipusat, feltehet6en a C-terminalisan Iévé GFP megakadalyozza
az enzim polimerizacidjat és ezaltal a normalis mikodését.

Létrehoztuk a P{bb8N1%9%s.GFP} Drosophila transzformdciods vektort, ami tartalmazza a bb8 gén
el6tti 1081bp szakaszt, a feltételezett promdter szekvencidval és a bb8 gén els6é 391
bazisparjat, ami tartalmazza a feltételezett mitokondrialis lokalizaciés szignalt és a GFP
riporter szekvenciajat. Ezzel a konstrukcidval a bb8 gén expresszidés mintazatat, valamint a
fehérje stadium-specifikus szubcelluldris lokalizacidjat is vizsgalni tudjuk. A P{bb8N190%s-GFP}-t

hordozé transzgenikus vonalak tesztiszeiben a GFP jel mitokondridlis lokalizaciét mutat a 8
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sejtes cisztaktdl kezddédGen, a meiotikus cisztdk Nebenkernjeiben és a megnyuld
spermatidakban (11. Abra A, B). A P{bb8V1%0ss.GFpP} transzgénrSl képzédé fehérje
mitokondrialis lokalizaciojat Mitotracker festéssel erdsitettiik meg (11. Abra A, B). A bb8N100as.
GFP riporter transzgén kifejez6dése megerdsiti az in situ hibridizaciéval megallapitott
kifejez6dési mintdzatot. Eredményeink alapjan kijelenthet6, hogy a Bb8 fehérje a
mitokondriumhoz lokalizalédik, és az ehhez sziikséges szignalpeptidet a fehérje els6é 100

aminosava tartalmazza.

11. Abra A Bb8 fehérje kifejezddése és szubcelluldris lokalizacidja tesztiszben

(A) A P{bb8N100as_GFP} transzgén GFP kifejez6dése a primer spermatocitak (nyilhegy) és a
megnyuld spermatidak (nyil) mitokondriumaiban. (A - Bb8N0%3s_GFP; A’ — Mitotracker; A” —
dsszevetités) (B) A P{bb8N103s_GFP} transzgén GFP kifejez6dése a korai megnyulé spermatidak
Nebenkernjeiben Mitotracker festéssel. A sejtmagokat nyilakkal jeléltiik. (B - Bb8N1003s.GFp; B’
— Mitotracker; B” — faziskontraszt; B’ — Oszevetités) Skala méret: 10 um. (C) A Bb8-GFP
kifejez6dése vad tipusu primer spermatocitdakban (nyilhegy), és kerek spermatidakban
(nyilak). Skala méret: 100 um.

4.4 Késoi spermatogenezis hiba okozza a bb8™ mutansok sterilitasat

A bb8™ himsteril fenotipus hatterének megallapitasara elGszor a tesztiszek morfoldgiai
vizsgalatat végeztiik el. Faziskontraszt mikroszkdpos vizsgalatok alapjan megadllapitottuk, hogy
avad tipussal (12. Abra A, 14. Abra Q) ellentétben a bb8™ mutéans szeminalis vezikuluma lres,

nem tartalmaz érett spermiumokat (12. Abra B, 14. Abra R). A fazis kontraszt képeken
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megfigyelhetjiik, hogy a bb8™ mutans tesztiszekben a korai fejlédési stadiumok normalisak,
és megnyult spermatiddk is kialakulnak. A vad tipusu spermatiddk sejtmagjai a ciszta
megnyulasa sordn kondenzalddnak, tl alakot vesznek fel, és szorosan 6sszetapadd kotegeket
képeznek (12. Abra C). A bb8™ mutdnsban a megnyult spermatidak sejtmagjai normalisan
megnyulnak, azonban tobb esetben eltavolodnak egymastdl, és szétszérddnak a cisztak feji

részén (12. Abra D).
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12. Abra A bb8™ mutans tesztiszekben nincsenek érett spermiumok és a megnyult cisztak
sejtmagjai szétszorodtak
(A) Vad tipusu tesztisz faziskontraszt mikroszkdpos képe, a szeminalis vezikulum sarga

szaggatott vonallal van kiemelve. (B) bb8™ mutdns tesztisz faziskontraszt mikroszképos képe.
Skala méret: 200 um. Vad tipusu (C) és bb8™ mutans (D) megnyult cisztak fluoreszcens
mikroszképos képe, ahol a sejtmagok (kék) és a vad tipusban kialakuld aktin kupok (piros)
vannak jelolve. Skala méret: 25 um.
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A vad tipusban a cisztak megnyulasat kévetben az axonémalis tubulinok poliglicilalédnak, és
kijelolik a megnyult cisztakat (Bré és mtsai. 1996). Poliglicilalt tubulin elleni ellenanyaggal
(AX049) immunfestést végeztiink tesztisz prepardtumokon, majd a tesztiszekben fest6d6
cisztdkat megszamoltuk és a hosszukat is megmértiik mind a vad tipusban (13. Abra A), mind
a bb8™ mutdnsokban (13. Abra B). Atlagosan 7,98 darab AXO049 pozitiv ciszta van a kettd
napos muslicakbdl boncolt vad tipusu tesztiszekben és 4,57 darab a bb8™ tesztiszekben (13.
Abra C). Az AXO49 pozitiv cisztdk hosszaban is eltérést tapasztaltunk, a vad tipusu cisztak
atlagos hossza 1,8 mm, mig a bb8™ mutdns cisztak 4tlagos hossza 1,55 mm (13. Abra D). Ezen

eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a bb8™ mutans herékben a spermatidak megnyulasa

hibat szenved.
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13. Abra A bb8™ mutansban hibas a spermatidak megnyulasa

Vad tipusu (A) és bb8™ mutans (B) tesztiszben a megnyult cisztak axonémait poliglicilalt
tubulinra specifikus ellenanyaggal (AX049, zo6ld), a sejtmagot DAPI festéssel (kék), az aktint
TexasRed-Phalloidin festéssel (piros), festettilk. A vandorld individualizacidos komplexek
(nyilhegyek) a tesztisz apikalis vége felé tartanak, a feltekeredett érett spermiumok (nyil) a
szeminalis vezikulum felé haladnak. Skala méret: 200um. (C) Az AXO49 pozitiv cisztak
szamanak statisztikai elemzése vad tipusban (kék) és bb8™ mutansban (zold). (D) Az AXO49
pozitiv cisztak atlagos hosszanak 6sszehasonlitdsa vad tipusu és bb8™ mutéans cisztakban.
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A spermatidak egyedivé valasanak folyamata, az individualizacid, a cisztdk megnyulasa utan
kovetkezik be. Az individualizacié folyamatat fluoreszcensen jeldlt phalloidin festéssel
konnyen nyomon koévethetjik; a phalloidin az individualizaciés komplexek kup alaku, aktin-
gazdag egységeit festi meg (14. Abra |, K-P 15. Abra A). A vad tipusu cisztakban az aktin kipok
kialakuldsa és vandorlasa is szinkronizaltan torténik (14. Abra |, M, 15. Abra A). A bb8™ mutans
esetében az aktin kiipok elkezdenek 6sszeszerelddni (15. Abra B), azonban t(i alakot vesznek
fel, altaldban nem tavolodnak el a sejtmagtdl, a vandorlas sordn egymastdl szétcsusznak és
szinkronizalt mozgasuk sériil (14. Abra N). A phalloidin festés a szeminalis vezikulum epitélilis
rétegében talalhaté izomrostokat is megfesti, a vad tipusu szeminalis vezikulum nagyobb
méretd, és DAPI festéssel megfigyelhetjik benne a felhalmozddott spermiumok sejtmagjait
(14. Abra Q), mig a bb8™ mutadnsban kis méretli és nem figyelhetiink meg benne a
spermiumokat (14. Abra R). Az individualizacié folyamatat megvizsgaltuk a Abb8M610362
revertdlt és w!li8;P{bb89}; bb8™ menekitett mutdns allatok tesztiszeiben és azt tapasztaltuk,
hogy a folyamat szabalyosan lezajlik (14. Abra K, L, O, P), valamint a szeminalis vezikulumokban
érett spermiumokat figyeltink meg (14. Abra S, T). A bb8™ mutdnsban megfigyelt
individualizaciés hibakrdl statisztikai elemzést készitettiink (15. Abra C). Megszamoltuk a
szétszérodott sejtmaggal rendelkezd cisztak szamat, a sejtmagok koril kialakuld
individualizaciés komplexek (IC) szdmat, a szabdlyosan és rendellenesen vandorld
individualizaciés komplexek szamat (15. Abra C). Megéllapitottuk, hogy a bb8™ mutdans
cisztakban a szétszorédott sejtmaggal rendelkez6 cisztdk szdma jelent6sen magasabb,
kevesebb individualizaciés komplex alakul ki a sejtmagok koril. Az elemzésbél kideriil, hogy
nem nincsenek vad tipusu individualizacios komplexek és a vandorld, hibas individualizacios
komplexek szdma is csdkken (15. Abra C). Az eredményeink azt mutatjdk, hogy a cisztak
megnyulasa hibas a bb8™ mutansokban, és feltehet6en ennek a kovetkeztében az

individualizacio folyamata sem képes lezajlani.
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P{bb8”} :bb8™

Vad tipus

vandrolé IC megnyult sejtmagok megnyult cisztak tesztisz apikalis régio

szeminalis vezikulum

14. Abra A vad tipusu, a bb8™, az MB10362 Minos-elem revertalt és a bb89" transzgénnel
menekitett tesztiszek fenotipusa

(A-H) Faziskontraszt mikroszkopos képek. (I-T) Fluoreszcens mikroszkdpos képek. A bb8™: (B,
F, J, N, R) mutansban megfigyelt fenotipusok nem figyelhet6ek meg sem a vad tipusban (A, E,
[, M, Q), sem a revertalt (Abb8MB10362)(C, G, K, O, S) sem a menekitett (P{bb89};bb8™) (D, H, L,
P, T) torzsekben. Skala méret: 50 um.
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15. Abra Az aktin kipok kialakulasa, és az individualizaciés hiba statisztikai elemzése

(A) Vad tipusu aktin kupok (piros) szervezGdése a sejtmag (kék) koril. (B) A bb8™ mutans
hibas, elvékonyodott aktin kupok (piros) szervezédése a sejtmagok (kék) koril. Skala méret:
10 um. (C) A vad tipusu (kék) és bb8™ mutans (z6ld) individualizaciés fenotipusanak eltérései
melyek statisztikai abrazolasa boxplot médszer segitségével tortént, a szignifikanciat Welch
két mintas t-tesztel szamoltuk ki. ***P<0.001 IC — Individualizacids komplex

45



4.5 A bb8™ mutansok mitokondrium morfolégiai hibakat mutatnak, és
megamitokondriumokat képeznek

Mivel a Bb8-GFP és a Bb8N'903.GFP is egyértelmlien mitokondridlis lokalizaciét mutat,
megvizsgdltuk a bb8™ mutans mitokondrialis fenotipusat. A korai és meiotikus
mitokondriumok vizsgalatdhoz faziskontraszt mikroszképiat és Mitotracker festést
haszndltunk (16. Abra). Mind a vad tipust, mind a bb8™ mutans kerek spermatidakban
faziskontraszt mikroszképidval jél megfigyelhet6 a hagymahéjszerlen szervez6d6 Nebenkern
(16. Abra C, D). A Mitotracker membranpotencial-érzékeny festék, ami a mitokondriumok
bels6 membranjahoz lokalizalédik (Bunting és mtsai. 1989), igy lehet6vé teszi a
membranpotenciallal rendelkezd, azaz mikodbképes mitokondriumok kovetését. A bb8™s
mutdns cisztakban az elsédleges spermatocitdak normadlis, vad tipusi mitokondriumokkal
rendelkeznek és a Nebenkern kialakuldsa, elhelyezkedése és struktirdja sem mutat

rendellenességet (16. Abra).

b b 8!T.'S

16. Abra A primer spermatocitdk és a kerek, meiotikus spermatiddk mitokondrialis
fenotipusa

A primer spermatocitdk szabalyos Mitotracker fest6dést mutatnak a vad tipusu (A) és a bb8™*
mutdns (B) cisztdkban. . Faziskontraszt mikroszképos kép a vad tipusu (C) és bb8™ mutdns (D)
kerek spermatidak hagyma stadiumu Nebenkernjérél. Vad tipusu (E, E’) és bb8™ mutans (F,
F’) kondenzdlédott Nebenkern struktura faziskontraszt mikroszképidval (E, F) és Mitotracker
festéssel (E’, F’). Skala méret: 10 um.
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A meiotikus cisztak megnyulasi hibaja gyakran a mitokondriumok szervez6désében,
szerkezetében bekovetkezett hiba kovetkezménye (Noguchi és mtsai 2011). Az
individualizalédé spermatiddk mitokondriumai jol kovethet6k dj-GFP transzgén
alkalmazasaval (Santel és mtsai. 1997; Santel és mtsai. 1998). A DJ és DJ-GFP fehérje
transzlacidja gatolt a cisztak megnyuldsanak végéig (Santel és mtsai. 1998). A poszt-meiotikus
megnyult spermatiddk mitokondriumait dj-GFP transzgenikus vonal felhasznalasaval
vizsgaltuk (17. Abra). Vad tipusban a DJ-GFP a megnyult cisztdk és az érett spermiumok
mitokondriumaiban halmozddik fel, igy lathatova teszi a spermatidak és a spermiumok farki
részét (17. Abra A). A bb8™ homozigéta mutdnsokban a DJ-GFP a vad tipusnal alkalmazott
expoziciés id6vel (500 ms 1SO200) nagyon gyenge mitokondrialis lokalizaciot mutatott (17.
Abra B). A dj-GFP expresszidjat qRT-PCR-ral teszteltiik (17. Abra E), és a mutansban nagyobb
relativ mRNS szintet detektdltunk, mint a vad tipusban. A magasabb transzkript szintjének
hatterében az allhat, hogy a bb8™ mutansban nem torténik meg a cisztdk szabalyos
megnyulasa és ennek kovetkezében a dj-GFP mRNS felhalmozddik. Feltehetbleg a dj-GFP
MRNS transzlaciés gatldsa viszont megakadalyozza annak fehérjévé irédasat. Hosszabb
expozicios id6t (1500ms 1SO400) vagy konfokalis mikroszképiat hasznalva a vad tipusu
felvételhez képest (17. Abra C) 5% érzékenység és 35% lézer intenzitds novelése mellett a
bb8™ mutans cisztakban a DJ-GFP fluoreszcens jel jobban megfigyelhets, ahol rendellenes

méret(i és alakd mitokondrium szarmazékokat jeldl ki (17. Abra D).

47



o

Referencia: rp49

Relativ dj-GFP expresszid

=)
(&

: 0+ ! L ” L .
bbg™ DJ-GFP  DJ-GFP; bbg™

17. Abra DJ-GFP expresszi6 vizsgalata

A megnyult spermatiddiban megfigyelt DJ-GFP expresszid (z6ld) vad tipusu (A) és bb8™
mutans (B) tesztiszben, a sejtmagok DAPI-val (kék) jel6ltek. Skala méret: 200 um. (C) Vad
tipusi megnyult cisztdak DJ-GFP expresszidja. (D) A bb8™ homozigéta mutdnsban
megfigyelhet6 DJ-GFP expresszids mintdzat (a vad tipushoz képest +5% érzékenység + 35%
|ézerintenzitas). Skala méret: 20 um. (E) A dj-GFP relativ expresszid szintje vad tipusu és bb8™
mutans hattéren. A kisérletben az rp49 génterméket hasznaltuk referencianak.

A bb8™ mutans megnyult cisztdiban nagy, gomb alaku vezikuldkat figyelhetiink meg
faziskontraszt mikroszképiaval (18. Abra A). Ezek a vezikuldk a vad tipusban, valamint a
menekitett és revertalt vonalak esetében nem figyelhet6k meg (18. Abra A, 14. Abra A, C-E,
G,H), igy megjelenésiik a bb8 géntermék hidnyanak kovetkezménye. Hasonlé vezikuldk
talalhatok egy mitokondrialis, vashdaztartasban szerepet jatszd gén, a mitoferrin himsteril
allélje esetében (dmfrn®"11°) is, habar a vezikuldk természetét a hivatkozott publikdciéban nem
hataroztak meg (Metzendorf és Lind 2010). Mivel a Bb8 fehérje a mitokondriumokba
lokalizalédik tovabba, hogy a DJ-GFP mitokondridlis markerrel rendellenes szerkezetet
figyeltiink meg, feltételeztik, hogy a vezikularis struktirdk mitokondridlis eredetlek. A
strukturak mitokondrium voltanak vizsgalatdara az Atp5a ellenanyagot haszndltuk, ami a

mitokondrium bels6 membranjdhoz kapcsolt ATP5-szintaz alfa fehérjét ismeri fel. A bb8™*
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mutdnsok tesztiszében a nagyméretl vezikuldk membranja festédést mutatott az ATP5-
szintdz alfa ellenanyaggal (18. Abra C-F). Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a bb8 gén
funkcidjanak kiesése orias mitokondriumok, ugynevezett megamitokondriumok képz&dését

eredményezi.

GET ATP50.
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18. Abra Mitokondrialis rendellenesség a bb8™ mutansokban

Vad tipusu (A) bb8™ mutans (B) cisztak faziskontraszt mikroszkdpos képe. Sarga nyilak jelolik
a cisztakban talalhato vezikuldkat. Vad tipusu (C, E) és bb8™ mutans (D, F) megnyult cisztak
mitokondrium specifikus ATP5a festése. Szaggatott vonallal jeloltiik a megnyult cisztak
hatarat. A bb8™ mutansban az ATP5a festés kijeloli a megamitokondriumokat (nyilak) (D), a
sejtmagok DAPI festéssel (kék) lathatok (E, F). Skala méret: 50 um (A-D), 10 um (E, F).
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A morfoldgiai valtozasok mellett, megvizsgaltuk a megnyult cisztak mitokondriumainak
membranpotencialjat. Az aktiv membranpotenciallal rendelkez6 mitokondriumok aranyanak
meghatdarozasara tobb in vivo fluoreszcensen jel6lt mitokondrialis festék is alkalmas (Bunting
és mtsai. 1989). Egyik széleskorlien alkalmazott festék a JC-1, amely membranpotencial-
érzékeny. A JC-1 festék monomer formdjaban zdlden fluoreszkal. Amennyiben
membranpotenciallal rendelkezé mitokondriumba jut, ott dimert képez, amely mar voros
fluoreszcencidt mutat (Reers és mtsai. 1991). A megamitokondriumok membran-
potencialjanak ellenGrzésére JC-1 festést alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy a
megamitokondriumok egy része nem veszitette el a membranpotencialjat a bb8™ mutans
cisztakban, vorosen fluoreszkalé membranpotenciallal rendelkez6 mitokondriumok is jelen
voltak (19. Abra B), mig a kontrollban nem figyeltink meg rendellenes szerkezetii
mitokondriumot (19. Abra A). Mitotracker festéssel is megvizsgaltuk a bb8™ muténs
cisztakban a megamitokondriumokat és a JC-1 festéshez hasonldan azt tapasztaltuk, hogy a
megamitokondriumok egy része rendelkezik membranpotenciallal (19. Abra D), mig a
kontrollban szabalyos mitokondrium szerkezetet figyeltink meg (19. Abra C). A
megfigyeléseink alapjan megallapithatjuk, hogy bar a mitokondriumok szerkezete

nagymértékben megvaltozott, mégis egy résziik rendelkezik membranpotenciallal.

Bl BIJ

7 7
[ - e Y07 —

Vad _— bb8ms

19. Abra A megamitokondriumok egy része megérzi a membranpotencialjat

Vad tipusu (A) és bb8™ mutans (B) cisztak membranpotencidl-érzékeny JC-1 festése (A, B zold
monomer, A’, B’ piros dimer- aktiv membranpotencidl A”, B” 6sszevetitett). A bb8™ mutans
cisztak JC-1 festéssel aktiv megamitokondriumait nyilak jel6lik (B, B’, B”). Skala méret: 25 um.
Vad tipusu (C) és bb8™ mutans (D) cisztak Mitotracker festése. A bb8™ mutans cisztdkban az
aktiv megamitokondriumokat nyilhegy jeldli. Skala méret: 10 um.
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A vad tipusli megnyult cisztdkban minden spermatiddban két mitokondrium szarmazék fut
parhuzamosan az axonémaval. A megnyulds soran az egyik parakrisztallint halmoz fel és
kialakitja a nagy mitokondrium szarmazékot, mig a masik veszit térfogatabdl és kialakitja a kis
mitokondrium szdrmazékot, melyben nem taladlhatd parakrisztallin. A bb8™ mutansokban
taldlhatd  abnormadlis  mitokondriumok  részletesebb  vizsgdlatdra  transzmisszids
elektronmikroszkopiat alkalmaztunk. Az elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal megfigyeltiik a
vad tipust megnyult cisztak finom szerkezetét (20. Abra A, C). Az elektronmikroszképos
keresztmetszeti képeken jol megfigyelhet6 az axonéma 9+2-es mikrotubulus szerkezete, ami
nem mutat rendellenességet a vad tipushoz (20. Abra C) képest a bb8™ mutans esetében (20.
Abra D). Az axonémat koriilvevé endoplazmatikus retikulum eredet( axidlis membran sem
kiildnbozik a vad tipustdl (20. Abra C) a bb8™ mutansban, és a mitokondrium szarmazékokat
kérilvevd jarulékos mikrotubulusok is szabdlyosak (20. Abra D). A bb8™ muténs tesztiszek
nem tartalmaznak egyedivé valt érett spermiumokat tartalmazd cisztakat, igy egyedi
sejtmembrannal rendelkezé spermatiddkat nem figyeltiink meg. Az elektronmikroszkdpos
keresztmetszeti képeken a vad tipusban jol megfigyelheté az axonéma mellett mindkét
mitokondrium szdrmazék, azok egymashoz viszonyitott helyzete és a nagy mitokondrium
szarmazékban a kialakulé parakrisztallin is (20. Abra A, C). Az elektronmikroszkdpos képeken
a cisztasejtek szomatikus mitokondriumai vad tipusd morfologiat mutatnak a bb8™
mutansban is (20. Abra A, B). A bb8™ mutdns spermatidak azonban a vad tipustdl eltérd
morfolégidju mitokondrium szarmazékokkal rendelkeznek (20. Abra B, D, E, F). A vad tipussal
ellentétben, ahol csak a nagy mitokondrium szarmazékban halmozdédik fel a parakrisztallin (20.
Abra C), a bb8™ mutansban mind a két mitokondriumban parakrisztallin halmozédik fel az
axialis membran és a mitokondrium talalkozasanal (20. Abra D). A mitokondrium szarmazékok
nem kilondlnek el kicsi és nagy szarmazékra, ami identitas problémara utal. A bb8™ mutans
cisztakban a parakrisztallin felhalmozdddsa szabdlytalan, a kialakuld parakrisztallin szétesik, és
nem szervezddik a vad tipusban megfigyelhetd szabalyos strukttrava (20. Abra B). A bb8™s
mutans cisztakban megfigyelhetiink rendkivil nagyméretld mitokondrium szarmazékokat is,
amelyeknek térfogata tobbszorose a vad tipusu nagy mitokondrium szarmazéknak, ami
valdszin(siti, hogy ezek a struktdrdak a fénymikroszkopos képeken megfigyelt
megamitokondriumok (20. Abra B, E, F). Az elektronmikroszképos felvételeken és a
fluoreszcens mikroszkopban megfigyelt mitokondriumok kozott 10 um  atmérgji

megamitokondriumok is megfigyelhetéek (18. és 19. Abra). A megamitokondriumok &tlagos
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mérete 8 um, ezért adtuk a CG4434 génnek a big bubble 8 (bb8) nevet. Eredményeink alapjan
a Bb8 glutamdat dehidrogendaz a glutamat anyagcsere részeként kulcsfontossagu a
mitokondrium szarmazékok identitasanak meghatarozdsaban és a parakrisztallin szabalyos

szerkezetének kialakitasaban.

20. Abra A bb8™ spermatidak elektronmikroszképos vizsgalata

Vad tipusu (A, C) és bb8™ mutans (B, D, E, F) cisztak elektronmikroszkdpos keresztmetszeti
képe. Piros nyilak jel6lik a szomatikus mitokondriumokat (A, B), sarga nyil jel6li a parakrisztallin
felhalmozédast (B, C, D, F), a piros pontozott vonal az axonémat emeli ki (C, D, F). A bb8™*
mutans cisztdk elektronmikroszképos képén (B, E, F) zold nyilak jelolik a megndvekedett
méret( mitokondrium szarmazékokat. Skala méret: 2 um (A, B, F) 0.5 um (C-E).

4.6 P-elem inszercio az archipelago (ago) génben sterilitast eredményez

Kutatdcsoportunk a transzpozon inszercids torzsgyljtemények szlirése soran azonositotta a

himsterilitdst okozd P{RS5}ago” 42760 (az értekezés tovabbi részében ezt az allélt ago™-nek

5-HA-2760

jeloljuk) P-elem inszerciot. A P{RS5}ago mutaciot hordozé kromoszéman a P-elem az
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archipelago (ago) 5’ nem transzlalédo régidjanak intronikus szakaszaba épiilt be. Az ago™ allél
szemiletalis, valamint homozigdéta formaban a himek és nGstények is sterilek.

Az ago™ vonal genetikai jellemzése sordn megvizsgaltuk az ago gént atfedd delécidra
(Df(3L)BSC370) hemizigdta Df(3L)BSC370/ago™ egyedek életképességét és fertilitasat. A
Df(3L)BSC370/ago™ muslicak szemiletalisak, az életképes utddok him és nésténysterilitast
mutatnak, hasonléképpen a homozigdta ago™ mutansokhoz (6. és 7. Tablazat). Az ago génre
elérhet6k EMS indukalt letalis muténs allélok, az ago? és az ago® (Moberg és mtsai. 2001).
Létrehoztuk az ago’/ago™ és az ago?/ago™ transzheterozigéta allatokat, melyek letalisnak

bizonyultak (6. Tablazat). Megallapitottuk, hogy az altalunk azonositott ago™ hipomorf.

PIRS) aj;cff;”“'mof Df(3L) BSC370 | ago’ (EMS) ago® (EMS)
P{RS} ago[5-HA-2760] . oy . - o s
ago™ szemiletalis szemiletalis letalis letalis

6. Tablazat Az ago™ genetikai interakcioi

A P-elem preciz kivagédasaval az altala okozott mutacid revertdlhaté (Robertson és mtsai.
1988; Sved és mtsai. 1990). A P{RS5}ago> 142760 elemet a P{A2-3} transzpozaz segitségével
remobilizaltuk, majd az utédnemzedékben a miniwhite szemszin marker elvesztésére, a fehér
szemre szelektaltunk. A P-elem preciz kivagédasat PCR reakciokkal és szekvenalassal
ellenériztik a fehér szemszin( muslicakon, 8 darab pontos kivagdédast hordozdé vonalat
alapitottunk. A AP{RS5}ago’ 42760 yvonalban molekuldrisan is igazoltuk a transzpozon pontos
kivagodasat és a muslicak fertilitasa is vad tipusu (7. Tablazat). Ez az eredmény igazolta, hogy
az ago™-re jellemzd fenotipust valéban a P-elem inszercié okozza.

A mutdns fenotipus menekitése érdekében létrehoztunk egy tesztisz-specifikus B2 tubulin
promoterrel meghajtott transzgént. A TV3{62tub-mCherry-Ago} transzgén a vad tipusu ago
gén kodold régidjanak N-terminadlis végéhez fuzionaltatott mCherry gént hordoz. A
TV3{62tub-mCherry-Ago} transzgén ago™ homozigéta mutans hattéren expresszaltatva
részlegesen (55,8%-ban) menekitette a himsteril fenotipust. A részleges menekitésnek tobb
magyardzata is lehet, egyrészt elképzelhetd, hogy az mCherry jelolés interferal a fehérje
funkciojaval, masrészrél a menekit6é transzgén csiravonal specifikus B2-tubulin prométer nem

feltétlenlil biztositja az endogén ago kifejez6désének optimalis idejét és meértékét.
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Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az ago génbe épilt P{RS5}ago’"4-27¢0 elem

felel6s a himsteril fenotipusért.

genotipus:  Vad ago™  ago™/ Df BSC370 Aago™ P{mCh-ago}/Cyo;ago™  ntc™7?/ago™

(n=48) (n=50) (n=14) (n=15) (n=27) (n=10)
fertilis (%) 97,9 2 0 100 55,8 100
steril (%) 2,1 98 100 0 44,2 0

7. Tablazat ago™ homozigéta, hemizigota, revertdlt, menekitett és ntcf72>°
transzheterozigéta egyedek sterilitasa

4.7 Az ago génexpresszdjanak jellemzése

Az archipelago gén a 3. kromoszéman talalhato, és egy 1326 aminosav hosszu F-box fehérjét
kddol. Az ago génr6l harom potencidlis transzkript képzddik, amelyek kddold régidja és 3'UTR
régioja megegyezik, viszont az 5’ nem transzlalodé végeik kiilonbdznek. Az ago-RA, ago-RB, és
ago-RC transzkriptek szerkezete a 21. dbréan lathatd. A P{RS5}ago>"4-27%0 elem az ago gén 5’
A P{RS5}ago’ 42760 elem az ago-RA transzkript 5° nem kddold végét nem érinti, attél
messzebb taldlhatdé. Ahhoz, hogy megéllapitsuk, hogy a P{RS5}ago’>"4270 transzpozon
beépiilése milyen hatédssal volt az ago gén expresszidjara, megvizsgaltuk az ago
transzkripteket vad tipusu, ago™/ago™, ago™/TM3 és Df(3L)BSC370/ago™ mutans muslicak
tesztisz RNS mintdin gRT-PCR reakciok segitségével. A reakciokban a masodik és harmadik
exonra specifikus, az ago-RA, ago-RB, és ago-RC transzkriptekben jelenlévd szekvencidra
specifikus primereket hasznaltunk (21. Abra A). A gRT-PCR reakcidkban referencianak az rp49
gént hasznaltuk. A tesztiszbél szarmazé mintakban az ago™/TM3 heterozigdta esetén kisebb,
az ago™/ago™ homozigdta esetén jelentds csokkenést tapasztaltunk az ago transzkript
mennyiségében a vad tipushoz képest. A legjelentGsebb csokkenést a Df(3L)BSC370/ago™
hemizigdta egyedekben tapasztaltuk, melyek életképessége is gyengébb, mint a homozigota
ago™ allélnek (21. Abra B). Az eredményeink azt mutatjak, hogy az ago™ egy erds hipomorf
allél.

Annak elddntésére, hogy az ago génbe épiilt 5-HA-2760 transzpozon hogyan befolyasolja az
az egyes transzkriptek szintjét, ago-RA, ago-RB, és ago-RC transzkript-specifikus primerekkel
végzett qRT-PCR-t végeztiink (21. Abra A). Azt tapasztaltuk, hogy az ago-RA transzkript szintje

kisebb mérték( csdkkenést mutat, mint az ago-RB vagy az ago-RC transzkripteké (21. Abra C).

54



Ezek alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a himsterilitasért elsGsorban az ago-RB vagy az

ago-RC transzkriptek kiesése a felelds.

A

P{RS} ago[5-HA-2760]

ago’ ago’
ago-RA - - - -
B\ HH[ H[ H H i\
ago-RB - -

R\ \N\—FH "\ O H T H RN

ago-RC

-\ \——1\\ HH H I H N
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=)
N

21. Abra Az ago gén szerkezete és transzkripcidjanak vizsgalata

(A) Az ago génrél atirddd transzkriptek sematikus rajza. A kék savok jelolik a kdédold rész
exonjait, a szlirke savok a nem kddold régiokat, a kozottik Iévé sziirke vonalak szimbolizaljak
az intronikus régiokat. KettGs tortvonal jel6li a folytonossag megszakitasat. A barna haromszog
jeldli a P{RS}ago®>H"A-2780 transzpozon inszercié helyét. Az ago! és ago® pontmutdciok helyét
pedig fuggbleges fekete vonalakkal jeldltik. A transzkripcio vizsgalatahoz felhasznalt gRT-PCR
primerek helyzetét nyilakkal jeloltik. (B) Az ago transzkriptek relativ mennyisége vad tipusu,
ago™ heterozigdéta, homozigdta és hemizigdta genotipusy herékben a kdédold régiora
specifikus primerek hasznalataval. (C) Az ago transzkriptek tesztisz-specifikus expresszidja
csokkent a vad tipushoz képest az ago™ mutdns herékben. Mind a két esetben az rp49
génterméket hasznaltuk referencianak.

4.8 Az mCherry-Ago tesztisz-specifikus kifejezodési mintazata

Ahhoz, hogy meghatarozzuk az Ago fehérje szubcellularis elhelyezkedését a spermatogenezis
kiilonb6z6 szakaszaiban, megvizsgdltuk a menekitési kisérletekben sikeresen hasznalt

B2-tub-mCherry-Ago transzgént hordozo egyedek tesztiszeit. Az els6dleges spermatocitakban
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az mCherry-Ago fehérje a sejtmagban lokalizalédik (22. Abra A), ami megegyezik a
szakirodalombol ismert lokalizacidjaval, melyet a Drosophila larvalis testfal izmok sejtjeiben
irtak le (Mortimer és Moberg 2013). A meidzis utan az mCherry-Ago fehérje citoszolikusan
figyelhet6 meg és a megnyuld spermatidakban egy gradiensszerl felhalmozddast mutat a
cisztak farki végén (22. Abra B).

AX049 poliglicildlt tubulin elleni ellenanyaggal végeztiink immunfestést, hogy az
individualizalddé megnyult cisztakat megfessiik és igy a megnyult cisztakban is meghatarozzuk
az mCherry-Ago fehérje cisztan belili elhelyezkedését. Az individualizalédd cisztak bazalis
végein az mCherry-Ago jel veszit intenzitasabdl a megnyulé cisztakban megfigyelhet6 erésebb
jelintenzitdshoz képest (22. Abra D). Az individualizacié soran az mCherry-Ago a cisztikus
holyagokban, és kés6bb a ,,waste bag”-ekben halmozddik fel azokban a strukturakban ahol a
lebonté folyamatok a legaktivabbak (22. Abra D, 29. Abra C). Az mCherry-Ago er8sebb
feldusulast mutat a vandorlé aktin kipok bazalis végénél (22. Abra C), amihez kozel a tesztisz-
specifikus proteaszémak is megtaldlhaték (Zhong és Belote 2007). Osszességében
elmondhaté, hogy az mCherry-Ago fehérje a spermatogenezis minden |épésénél
megfigyelhet6, azonban szubcellularis lokalizacidja az egyes fejl6dési allapotok kozott valtozik.
Az ago gén szubcellularis lokalizacidja nagymértékld hasonldsagot mutat a cisztikus
holyagokban aktiv Ntc-SCF E3 komplex tagjainak szubcellularis lokalizacidjaval az

individualizalodd spermatidakban (Bader és mtsai. 2010).
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22. Abra A P{B82tub-mCherry-ago} transzgenikus egyedek mCherry-Ago expresszidja
tesztiszben

(A) Primer spermatocitdk sejtmagjaiban az mCherry-Ago fehérje felhalmozodik. (A
mCherry-Ago, A’ faziskontraszt, A” Osszevetitett) Skala méret: 25 um. (B) mCherry-Ago
felhalmozdédas a megnyult cisztak bazalis végén (nyilhegyek), a vandorlé cisztikus hdlyagban
(zarojel), és a “waste bag”’-ekben (nyilak). Skala méret: 100 um. (C) Az mCherry-Ago
felhalmozddasa jellemz6 a cisztikus hdlyagokban, és az aktin kupok bazalis végénél egy
erGsebb jel figyelhet6 meg (nyilak). Az individualizaciéos komplexekben az aktin kupok
Alexa488-phalloidinnel jeldltek. (C phalloidin-aktin, C' mCherry-Ago, C”’ Gsszevetitett) Skala
méret: 50 um. (D) Az mCherry-Ago (piros) disztalis felhalmozddasa gyengébb az AXO49 (zold)
pozitiv cisztakban (nyilak). Skala méret: 50 um.
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4.9 Az ago™ allél himsteril fenotipusanak jellemzése

A himsterilitds okainak meghatdrozdsdhoz vad tipusi és homozigdéta ago™ mutans
tesztiszeken faziskontraszt mikroszképos vizsgalatokat végeztiink. Az Ago fehérje ismert
funkcioi alapjan a spermatogenezis korai szakaszaban vartunk mutans fenotipust, azonban
meglep6é modon a spermatogenezis korai lépéseiben nem taldltunk rendellenességet. Az
ago™ mutans tesztiszekben az elsédleges és meiotikus cisztdk minden esetben a vad tipussal
megegyezd fenotipust mutattak (23. Abra A, B). A cisztdk megnyulasa is megfelels az ago™
mutdnsban, azonban nem figyelhetlink meg ,,waste bag”-eket, és a szeminalis vezikulum nem
tartalmaz érett spermiumokat (23. Abra B). A vad tipusban az aktin kipok parhuzamosan,
szinkronizaltan vandorolnak a tesztisz apikalis vége felé, a megnyult magok rendezetten
helyezkednek el a tesztisz bazalis végén (23. Abra C, E). Ezzel szemben az ago™ mutans
cisztakban azt tapasztaltuk, hogy az individualizacids komplexek kialakulnak a sejtmagok koriil,
de azok vandorlasaban hibdk figyelheték meg (23. Abra D, F). Az aktin kipok a cisztdkban
szétszérdodnak, nem alakulnak ki normalis cisztikus hélyagok és ,,waste bag”-ek. A vad tipusra
jellemz6 rendezetten elhelyezkedd sejtmagok szétszérédnak a muténs cisztakban (23. Abra D,
F). Statisztikai elemzést készitettiink az ago™ mutansok individualizacids hibairdl (23. Abra G),
melyb&l megdllapithatd, hogy a mutansban kevesebb individualizaciés komplex (IC) alakul ki.
Az elemzésbdl kiderlil, hogy ugyan nem taladltunk vad tipusu vandorld individualizacids
komplexeket, a rendellenes komplexek hasonld aranyban kezdik meg vandorlasukat az ago™*
mutdnsban, mint a szabdlyos szerkezetliek a vad tipusban.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az ago™ mutansok spermatogenezise a spermatidak

megnyulasanak késéi szakaszaban vagy az individualizacid folyamatdban szenved hibat.
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23. Abra (el6z6 oldal) Az ago™ mutéansban hibas az individualizacié

Vad tipusu (A) és ago™ (B) mutans tesztisz faziskontraszt mikroszképos képe. A szeminalis
vezikulumok sarga szaggatott vonallal vannak kiemelve. (C-F) Vad tipusu (C) ago™ mutans (D)
tesztisz fluoreszcens mikroszképos képe. DAPI festéssel (kék) a sejtmagok, TexasRed-
Phalloidin festéssel (piros) az individualizaciés komplexekben taldlhaté aktin fest6dik. A nyilak
a vandorld individualizacids komplexeket jeldlik. A bal alsé sarokban a sejtmagok kordl
kialakulé aktin kupok vannak kiemelve. Skdla méret: 200 um, kis kép 20 um. A vad tipusu (E)
individualizaciés komplexek szinkronizdltan vandorolnak (nyil), mig az ago™ muténsban (F)
individualizacios komplexek szétcsusznak. A bal felsé képen a nyilak az aktin kipok méretbeli
kilonbségeit mutatjak, a nyilhegy egy megfordult aktin kipra mutat. Skdla méret: 50 um. (G)
Az ago™ mutadns tesztiszek individualizaciés fenotipusanak statisztikai jellemzése.
IC= individualizacidés komplex

Az Ago fehérje sejtmagban betoltott szerepe alaposan tanulmanyozott, ahol a Trh és dMyc
transzkripcids faktorok és a CiklinE bontdasra torténd kijel6lését végzi (Moberg és mtsai. 2001;
Moberg és mtsai. 2004; Mortimer és Moberg 2007). Tovabba ismert, hogy az éleszt6 CDC4-
nek a Hst3 hiszton deacetildz célfehérjéje, aminek a szerepe a H3K56 acetilacio eltavolitasa
(Edenberg és mtsai. 2014).

Az mCherry-Ago bar a korai stadiumokban megtalalhatd a spermatocitak sejtmagjaban, az
ago™ mutdns nem mutat morfoldgiai hibat a spermatogenezis a korai stddiumaiban. A
sejtmagok meidzis elGtti és poszt-meiotikus stadiumaiban torténé megfigyeléséhez Hiszton-
GFP-t és Protamin-GFP-t hordozo transzgenikus térzseket hasznaltunk. A megnyulds soran a
hiszton—protamin atmenethez sziikséges a hisztonok célzott lebontasa (Raja és Renkawitz-
pohl 2005). Vizsgalataink alapjan a hiszton-protamin csere a vad tipusu spermatidakkal
megegyez6 modon megtorténik az ago™ mutansban és vad tipusu protamin felhalmozodas
figyelhet6 meg az ago™ mutans tesztiszek megnyult spermatidaiban (24. abra). A Protamin-
GFP kijeloli az ago™ mutans herékben a rendezetlen sejtmagokat, melyek kozott
megfigyelhet6k a cisztak teljes hosszaban szétszérddott, kondenzdlt protamin jelek is,

bizonyitva, hogy a rendezetlen sejtmagi strukturak a megnyult spermatiddkhoz tartoznak.
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24. Abra A hiszton-protamin atmenet vizsgélata az ago™ mutansban

(A, B) Vad tipusu (A) és ago™ mutdns (B) tesztisz fluoreszcens mikroszkdpos képe. Nyilak jeldlik
a Hiszton-GFP-mentes (z6ld) megnyult sejtmagokat (kék). Nyilhegyekkel jeloltiik a megnyuld,
még Hiszton-GFP-t tartalmazd sejtmagokat. Nem tapasztaltunk rendellenességet az ago™
mutdnsban. (C, D) Vad tipusu (C) ago™ (D) mutans tesztisz fluoreszcens mikroszképos képe.
Nyilhegyek jeldlik a Protamin-GFP-t (z6ld) felhalmozd sejtmagokat (kék). A jobb alsd sarokban
a megnyult sejtmagokban a Protamin-GFP felhalmozddasa lathatd az ago™ mutansban is
tovabba megfigyelhetjik az szétszérodott sejtmagokat. Nyilakkal jeloltiik a cisztakban nagy
szamban megjelend kondenzalt Protamin-GFP jeleket (kiemelve a bal alsé sarokban) (D). Skala
méret: 200 um, jobb also kis kép: 50 um, bal alsok kis képek: 10 pum.

A megnyult sejtmagok szétszérddasat a megnyulas soran az akroblaszt (kés6bbi akroszéma),
a sejtmag, a bazailis test - axonéma és mitokondriumok meghatarozott helyzetének hibaja
okozhatja (Fari és mtsai. 2016; Texada és mtsai. 2008; Dorogova és mtsai. 2008; Fabian és
mtsai. 2010). Az akroszoma kozvetlenil a sejtmag mellett a spermatida apikalis csucsan
taldlhatd. Az akroszémadkat Snky-GFP-vel tettiik lathatova (Wilson és mtsai. 2006) és azt
tapasztaltuk, hogy az ago™ mutansban a Snky-GFP mind poziciéjaban, mind kiterjedésében a
vad tipussal megegyez6 mintazatot mutat (25. Abra A, B).

A bazalis test a sejtmag akroszémaval atellenes oldalan talalhaté, fontos szerepet t6lt be az
axonéma kialakitasaban. A bazalis test vizsgalatdhoz PACT-GFP-t hasznaltunk (Martinez-

Campos és mtsai. 2004). A vad tipushoz képest az ago™ mutansban szadmos esetben

tapasztaltuk, hogy a GFP jel tavolabb helyezkedik el a sejtmagtdl, leszakadozik (25. Abra C, D).
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Szamfeletti centroszéma jelenlétét leirtak az SCF E3 enzim komplex tagjanak, az SkpA gén
mutdns alléljaiban (Murphy 2003), és a sejtmagokhoz nem kapcsolédott bazalis testek
jelenlétét okozhatja szamfeletti centroszdma. A meiotikus sejtek vizsgadlata soran nem
tapasztaltunk a centroszoma hibdjara visszavezethet6 osztdédasi rendellenességet, igy
feltételezziik, hogy a bazalis test sejtmag-membrdnba torténé beagyazddasa szenvedhetett

hibat, vagy az individualizacié kozvetett hibaja okozza a fenotipust.

Snky-GFP Snky-GFP

I3

PACT-GFP

Abra 25 Az akroszéma és bazalis test vizsgalata az ago™ mutansban

Vad tipusu (A) és ago™ (B) mutdns fluoreszcens mikroszkdpos képe, a sejtmagok kékek (DAPI)
az akroszémak zoldek (Snky-GFP). A sejtmagok rendezetlenek a mutdnsban, ugyanakkor a
hozzajuk tartozd akroszéma mindig megfigyelhets. Vad tipusu (C) és ago™ (D) mutans
fluoreszcens mikroszképos képe, a sejtmagok kékek (DAPI), a bazalis testek zoldek (PACT-
GFP). A vad tipusban megfigyelhets rendezett sejtmagok a mutansban szétszordédtak, és a
tobb esetben a bazalis testek levaltak a sejtmagokrdél (nyilak). Skala méret: 20 um.
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A bazalis test hibdja okozhatja az axonéma hibas fejl6dését. Az ago™ mutans tesztiszét
transzmissziés elektronmikroszképos vizsgélatoknak vetettik ald (26. Abra). Az
elektronmikroszkdpos képek alapjan az ago™ mutansban az axonéma és mind a kett§
mitokondrium szarmazék kialakul és differencialodik. Megfigyeléseink alapjan a nem

individualizalodott cisztak elvesztik szervezettségiiket és szétesnek az ago™ mutansban.

26. Abra Vad tipust és ago™ mutéans megnyult cisztak elektronmikroszképos képe

Vad tipusu (A) és ago™ mutans (B) megnyult cisztak elektronmikroszkdpos képe. Mind a vad
tipusban, mind az ago™ mutansban szabalyosan kialakul az axonéma (sarga nyilhegy), és
differencialédnak a mitokondrium szarmazékok (sarga nyil: kis mitokondrium szarmazék, piros
nyil: nagy mitokondrium szarmazék). Az ago™ mutdns ciszta szerkezete azonban hibas és
rendezetlen. Skala mérete: 2 um.

A Poe E3 ligdz fehérjének, a KIhl10/Cul3/Roclb és a Ntc-SCF E3 enzim komplexeknek az
individualizacidban betoltott szerepe ismert (Fabrizio és mtsai. 1998; Bader és mtsai. 2010;
Arama és mtsai. 2007). Az ago™ hipomorf mutans fenotipusa a Ntc-SCF és a
KIhl10/Cul3/Roclb komplex tagok hipomorf mutansainak fenotipusara nagymértékben
hasonlit (Arama és mtsai. 2007; Bader és mtsai. 2010). Mivel ezekben a mutansokban a
kaszpaz kaszkad aktivalasa is érintett, ezért megvizsgdltuk a nem apoptotikus kaszpaz
kaszkadot az ago™ mutans cisztdkban. Az aktiv kaszpaz kaszkad kimutatasara a hasitott
kaszpaz-3 elleni ellenanyagot alkalmaztuk (Arama és mtsai. 2003). Vad tipusban a cisztikus
holyagban egy er6s kaszpaz jel figyelheté meg. A kaszpaz jel a még nem individualizalodott
részeken, a farki vég felé egy gyengébb, gradiensszer(ien csdkkend jelet mutat. (27. Abra A)
Az ago™ mutans esetében minden individualizalodd cisztaban a ciszta teljes hosszaban
viszonylag erds kaszpaz jel figyelhet6 meg (27. Abra B). A mutansban nincsenek cisztikus
holyagok és ,waste bag”-ek sem. Az individualizacido soran részletesebben jellemzett E3

enzimek a kaszpdz kaszkad aktivitasahoz szlikségesek. Eredményeink alapjan az Ago
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feltehet6en nem sziikséges a kaszpaz kaszkad aktivalasdhoz, azonban nem zarhatjuk ki a
szerepét, mint a kaszkdd antagonistaja (Nicholson és mtsai. 2009). Ugyan apoptotikus
folyamatok nincsenek leirva poszt-meiotikus cisztakban, feltételezhetd, hogy a térben nem
limitalt kaszpaz aktivitds hozzdjarulhat a cisztak elhaldsahoz. Haldoklé cisztakat
elektronmikroszképpal is megfigyeltiink (26. Abra). TUNEL jeldléssel vizsgaltuk a megnyult
magok DNS-tartalmanak integritasat (Arama és Steller 2006)(27. Abra C, D). A TUNEL a DNS
szalak végének jelolésén alapul, ezért alkalmas a fragmentalddot DNS kimutatdsdra, minél
erGsebb jelet figyeliink meg, annal jelent6sebb a DNS degradalddasa. Tébb TUNEL pozitiv
megnyult cisztat is megfigyelhetliink. Emellett nagyobb mennyiségl sejttormelék is talalhato
az ago™ mutdns tesztiszek bazalis részén, ami a vad tipusra nem jellemz& (23. Abra A, B). Ezek

alapjan az ago™ mutansban az individualizaciéban hibas cisztak elpusztulnak.
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Kaszpaz:3 : Kaszpaz-3

27. Abra Az ago™ mutans kaszpaz aktivitasanak és cisztai integritasanak vizsgalata

DAPI (kék), TexasRed-Phalloidin (piros) és aktivalt kaszpaz-3 ellenanyagos festés vad tipusu (A)
és ago™ mutans (B) tesztiszeken fluoreszcens mikroszképidval. Nyilhegyek jel6lik a ,waste
bag”-eket, nyilak jeldlik az individualizacidos komplexeket, melyek az ago™ mutansban
szétszérodnak. Skala méret: 200 um kis kép: 50 pum. Vad tipusu (C) és ago™ (D) mutans
fluoreszcens mikroszkdopos képe TUNEL jel6léssel (piros) és DAPI (kék) festéssel. Az ago™
mutansban megfigyelhet6k DAPI jel nélkili, degradalédott sejtmagi DNS-sel rendelkezé
cisztak (nyilak), és TUNEL és DAPI pozitiv cisztdk is (nyilhegy). Skala méret: 100 um.

4.10 Lehetséges Ago kolcsonhaté partnerek, és célfehérjék

Az ago™ mutansban tapasztalt individualizacids fenotipus tébb hasonldsagot is mutat a mar
jellemzett E3 enzimkomplexek individualizacids fenotipusaval (Bader et al. 2010; Kaplan et al.
2007), ezért megvizsgaltuk a nem apoptotikus kaszpaz kaszkad ismert negativ szabdlyozo

elemeinek eloszldsat az ago™ mutansban.
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A kaszpaz kaszkad aktivacidjahoz a dBruce degradacidja sziikséges (Arama és mtsai. 2003). Az
ago™ mutansokban a kaszpaz kaszkad aktiv, ezért feltételezhetjik, hogy a dBruce
degradacidja végbemegy. Ugyanakkor dBruce mutdns tesztiszben a ciszta teljes hosszaban
szétszérodott, kondenzalt sejtmagokat figyeltek meg, ami feltiinGen hasonlit az ago™
protaminnal megfigyelt fenotipusahoz (Arama és mtsai. 2003). A hasonldsag okdn anti-dBruce
ellenanyaggal vizsgaltuk a fehérje lokalizaciéjat vad tipusu és ago™ mutans tesztiszben (28.
Abra). A dBruce lokalizdcidja az ago™ mutéans tesztiszben megegyezett a vad tipus
mintazataval, a cisztak farki végén egy kis kiterjedésl gradienst alkottak. Vad tipusu cisztak
dBruce immunfestésével kimutattuk, hogy a megnyult cisztdkban a dBruce fehérje egyszerre
van jelen az mCherry-Ago fehérjével, azonban elhelyezkedési mintazatuk nem hasonlit, a

dBruce jel korlatozva van a farki végen, mig az mCherry-Ago jel kiterjedtebb, hosszabb

szakaszon is megfigyelhetd (29. Abra A).

28. Abra dBruce és Soti lokalizaciéja

Soti (z6ld) és dBruce (piros) lokalizacidja vad tipusu (A) és ago™ mutans (B) cisztakban. Fehér
nyilhegy mutatja a Soti lokalizaciéjat a korai megnyulé cisztakban, a fehér nyilak a késdi
megnyuld cisztadkban. Sarga nyil mutatja a dBruce cisztak végi lokalizacidjat. Skala méret: 200
um.

A Soti egy kisméretl fehérje, ami a dBruce apoptdzis inhibitor bontasra kijelol6
KIhI10/Cul3/Roclb E3 enzim komplexet gatolja. A Soti megnyulast kovetéen nem az ubikvitin
proteaszdma rendszeren keresztil bomlik le, igy nem valdszinl, hogy az Ago fehérje
célfehérjéje volna (Kaplan és mtsai. 2010). Anti-Soti ellenanyaggal megvizsgaltuk a Soti here-
specifikus lokalizaciéjat vad tipusban és ago™ mutdnsban, azonban nem tapasztaltunk

kiildnbséget (28. Abra). A megnyuld cisztadkban a cisztak farki vége felé a Soti névekvé

gradiensben halmozédik fel, hasonléan mCherry-Ago-hoz. Anti-Soti immunfestéssel
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0sszehasonlitottuk a Soti és az mCherry-Ago gradiens mintazatat és azt tapasztaltuk, hogy a
két jel tesztiszenként csak egy-két cisztaban fed &t (29. Abra B).

Eredményeink alapjan az Ago nem lép interakcidba a kaszpdz kaszkad gatlasdért felel6s Soti
és dBruce fehérjékkel. Az individualizacio soran az mCherry-Ago jel szinte tokéletesen atfed az
aktiv kaszpdz-3 immunfestéssel (29. Abra C), és hasonlésagot mutat tébb, a kaszkad
gatlasaban szerepet jatszo fehérje (Soti, dBruce) gradiensszer( lokalizacidés mintazataval, ezért
nem zdarhatjuk ki, hogy az Ago fehérje mas utvonalon szabalyozhatja, vagy korlatozhatja a

kaszpaz kaszkad aktivitasat.

dBruce
dBruce

Caspase-3

29. Abra Az mCherry-Ago és az individualizacié soran jelen 1évé fehérjék lokalizacidja

(A) A dBruce fehérje (zold) a megnyuld cisztak bazalis végén halmozddik fel, az mCherry-Ago
(A") jel kiterjedtebb. (B) A megnyuldé cisztak bazalis végén az mCherry-Ago (piros) jel
ideiglenesen atfed a Soti jellel (zold). (C) Az mCherry-Ago jel atfed az aktiv kaszpaz-3 jellel a
cisztikus holyagokban és “waste bag”-ekben. Skala méret: 100 um.

Feltételezhets, hogy az Ago és a Ntc fehérje is ugyanannak az SCF E3 enzimkomplexnek
(SkpA/Cullin1/F-box) az F-box alegységei (Moberg és mtsai. 2001; Bader és mtsai. 2010). Tobb
esetben is leirtak mar a kiilonbo6z6 E3 ligdzok egylttes hatdsat (Ponyeam és Hagen 2012; Peel

és mtsai. 2012; Giangrande és mtsai. 2009), valamint az enzimkomplexek dimerben torténd
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mUikddését is (Hao és mtsai. 2007; Welcker és mtsai. 2013), igy nem elképzelhetetlen, hogy a
két komplex egyittes hatasanak hianyaban erésebb fenotipus jelenik meg. Az individualizacid
korai szakaszait leszamitva, az mCherry-Ago és Ntc fehérje cisztan bellli helyzete nagyon
hasonld. Az ntd®7?°9 mutdnsban az aktin kipok kialakulasuk utdan nem vandorolnak, ezaltal az
individualizacié hianydban a muslicak sterilek (Bader és mtsai. 2010) Az irodalmi adatok
alapjan indokoltnak lattuk az ago™ és ntc72°? kett8s mutans vonal el8allitasat. Az ago és a
ntc is a harmadik kromoszdman helyezkedik el, ezért a kett6s mutdns elGallitasdahoz
rekombindciét hasznaltunk. Az ago™ és ntcf07?%° transzheterozigéta egyedek nem mutatnak
rendellenességet. Az ago™ és ntc/97?%° kett8s mutansok homozigéta egyedei viszont
életképtelennek bizonyultak. Létezik egy nagyméretl genomi delécid, a Df(3L)GN50, amely az
ago és a ntc koédold régidjat is érinti. Ezért Df(3L)GN50/ntc©7?>° és Df(3L)GN50/ago™
genotipusu allatokat vizsgaltunk, igy a vad tipusu allél és a mutdns allél is hemizigota allapotba
keriil, azonban a Df(3L)GN50/ ntcf0725° esetében a ntc072%%-re jellemz8 stagnalo aktin kipokat,
a Df(3L)GN50/ ago™s esetében pedig az ago™—re jellemzd himsteril fenotipust tapasztaltunk.
A Tv3{B2tub-mCh-Ago}/Cyo; ntcd®’?° genotipusi egyedekben nem tapasztaltunk
rendellenességet az mCherry-Ago mintazataban. Az eredményeink alapjan ugy gondoljuk,
hogy az Ago fehérje, a Ntc fehérjétél eltér6 szereppel rendelkezik az individualizacié soran.

Nagy ateresztGképességli fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokat kimutatd kisérletek alapjan (30.

Abra) az Ago egyik potencidlis célfehérjéje az IGF-Il mRNS koté fehérje (Imp) (Guruharsha és

Az E3 enzimkomplex Ismert funkcié a
tagjai spermatogenezisben

mtsai. 2011).

30. Abra Ago fehérje interakciok a Drosophila Protein interaction Map és a FlyBase alapjan
(Guruharsha és mtsai. 2011)
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Az Imp RNS kot6 fehérje a spermatogenezis korai szakaszaban az Gsivarsejtek fenntartasahoz
sziikséges (Toledano és mtsai. 2012). A spermatogenezis késGi szakaszdban a fehérje
csapdazott mutans vonalakban az Imp-GFP a megnyuld spermatidak apikalis végéhez
lokalizalédik, oda, ahova az mCherry-Ago is felhalmozédik (31. Abra E, F). Ez a lokalizacié
részben atfed az mCherry-Ago lokalizacidjaval. Az Imp-GFP-t ago™ mutans hattéren vizsgalva
azt tapasztaltuk, hogy az Imp-GFP jel kevésbé korlatozodik a ciszta farki végére, mint azt a vad
tipusnal megfigyelhettik (31. Abra A-D). Azt tapasztaltuk, hogy az ago™ mutdnsban az Imp-
GFP a ciszta bazalis vége felé diffuz lokalizaciét mutat. A megnyuld cisztak farki végének
szerkezetét, a fuzomakat, alfa-spektrin festéssel vizsgaltuk, és nem tapasztaltunk
rendellenességet a muténs és a vad tipus kdzott (31. Abra A, B). Az eredmények azt mutatjak,
hogy a megnyulas soran a citoszkeletdlis elemek vad tipusu szerkezettel rendelkeznek, mig az

Imp-GFP jel a farki vég csucsatol disztalisan, ektopikusan is megjelenik a mutdns cisztdkban.
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Imp-GFP ago™s

Imp-GFP

31. Abra Az Imp-GFP lokalizaciéja a megnyult cisztakban

Vad tipusu (A, C) és ago™ mutans (B, D) Spektrin festett (piros) Imp-GFP (z6ld) cisztak
fluoreszcens mikroszkopos képe. (A B — a-spektrin, A’ B’ — Imp-GFP, A”, B” — 0sszevetitett) Az
ago™ mutansban a Spektrin vad tipusu szervez6dést mutat. Az ago™ mutdnsban az Imp-GFP
jel kiterjedését nyil jelzi. Skdla méret: 20 um. Az mCherry-Ago (E, F piros) és Imp-GFP (E’, F’
z6ld) kolokalizacidja vad tipusu herékben. (E” F”’- 6sszevetitett) Skala méret: (E) 25 um, (F) 50
um.
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5. Az eredmények értékelése

A Drosophila poszt-meiotikus spermatogenezise alatt a spermatidak dramai valtozasokon
mennek keresztll. A meidzis utdn a 64-sejtes cisztdban a kerek spermatidak elkezdik
kialakitani a spermiumokra jellemz6 strukturakat. A megnyulas soran differencidlédnak a
spermiumra jellemzé sejtalkotdk, az individualizacid soran a citoplazmahidak megsz(innek, és
ezzel kialakul az egységes plazmamembran. Intenziv lebontdé folyamatok mellett a
spermatidak citoplazmaja redukalodik és az egyedi spermiumok felcsavarodnak. A
spermatidak a szamos egymasra épulé poszt-meiotikus folyamatot gyakorlatilag sejtmagi
transzkripcié nélkil valdsitjak meg, a meidzis el6tt szintetizalt géntermékek felhasznalasaval.
A felhalmozott géntermékek kolcsonhatasain mulik a spermatogenezis sikeressége.
Amennyiben a géntermékek mennyisége csdkken, a ciszta nem képes a fejlédési programot
végrehajtani. Ezzel magyardzhato a poszt-meiotikus fenotipust mutaté mutansok nagy szama
(Fabrizio és mtsai. 1998).

A tesztiszben kifejez6d6 gének tobb mint 60%-a mutat emelkedett expresszids szintet a
meiotikus cisztakban, ez alapjan szerepiik lehet a meidzis utani fejlédésben. Ezen gének kozil
szamos génduplikacido eredménye, aminek koévetkeztében az altaldnosan expresszalddd gén
mellett egy tesztisz-specifikus forma jelent meg. A magban kddolt mitokondridlis gének koziil
szamos rendelkezik tesztisz-specifikus paraldggal. A mitokondridlis oxidativ foszforilaciéhoz
sziikséges gének 78%-anak van tesztisz-specifikus paralégja. Genomi és génexpresszids
mintazatok elemzése arra utal, hogy a tesztisz specializadlt mitokondriumai alternativ, tesztisz-
specifikus géntermékekkel miikédnek (Tripoli és mtsai. 2005).

A specializalt mitokondriumok nagy jelentGséggel birnak a spermatogenezis soran. A
megnyuld cisztak teljes hosszaban, az axonémadval parhuzamosan végigfut a két mitokondrium
szarmazék, melyek nélkiilozhetetlenek a megnyulashoz; szerkezeti tdmaszt nyujtanak az
elongacidhoz sziikséges jarulékos mikrotubulusoknak. A megnyulast kovetSen is fontos szerep
jut a mitokondriumoknak; a parakrisztallint felhalmozd nagy mitokondrium szdarmazék a
spermium farki részének rigiditasaért felel. A szerkezeti ismereteken tul, a megnyult
mitokondriumok energetikai jellemz8irél hianyosak az ismereteink. Ezért indokolt a tesztisz-
specifikus mitokondrialis fehérjék vizsgalata.

A Bb8 és a Gdh fehérjék filogenetikai elemzése kimutatta, hogy minden vizsgdlt Drosophila
fajban el6fordulnak, és kilonalld filogenetikai agat képviselnek. A Gdh fehérjeszekvencidk
magas konzervaltsdgot (97%) mutatnak, és minden Drosophila fajban egy képiaban vannak
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jelen. Ezzel szemben a Bb8 fehérje a szekvencidja alapjan kevésbé konzervalt (81%), valamint
a Drosophila mojavensis, a Drosophila viridis és a Drosophila pseudoobscura is tébb bb8
ortoléggal rendelkezik. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a bb8 gén a Drosophila fajok korai
torzsfejlédésében tortént génduplikacio eredménye lehet, melynek soran a transzlalodé Gdh
fehérje megérizte altaldnos funkcidjat, a Bb8 fehérje pedig alkalmazkodhatott a tesztisz-
specifikus szerepre.

A fehérjeszekvencidk kozotti eltérések ellenére a Drosophila Bb8 és Gdh fehérjék hasonld
mértékben, nagy pontossaggal illeszthet6k a GLUD1 (111f) térszerkezeti modelljére. A
modellben megfigyelt kilonbségek (antenna régié, dimerizacios domén) elsGsorban az
enzimaktivitas szabdlyozasaban sejtetnek eltéréseket. Ezt tdmasztja ala az a megfigyelésiink
is, hogy a glutamat dehidrogendzok allosztérikus szabdlyozasdban szerepet jatszé6 GTP
kotésért felel6s aminosavak a Bb8 fehérjében nem konzervaltak, ami arra utal, hogy a GTP
gatldsanak nincs hatdasa Bb8 fehérjére. Ugyanakkor az ADP kot6 aminosavak 54%-ban
konzervdltak a GLUD1-hez viszonyitva, ami 10%-kal tobb , mint a teljes szekvencia 44%-os
hasonldsaga. Ez alapjan nem kizart, hogy az ADP serkentheti az enzimaktivitast. A GLUD1 és
GLUD2 példdjan keresztll ismert (Banerjee és mtsai. 2003), hogy a fehérjeszekvencidkban
torténd minimalis valtozasok jelent6s kihatdssal lehetnek az enzimek miikodésére. A
vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a Bb8 fehérje aktiv centrumaban taldlhatd, a
szubsztratok kotésében szerepet jatszd aminosavak nagymértékben konzervaltak.
Feltételezhetjiik, hogy a Bb8 fehérje egy funkcionalis glutamat dehidrogendz, azonban a Bb8
részletes biokémiai jellemzése sziikséges ahhoz, hogy a pontos molekularis szerepére fény
dertljon.

A szomatikus sejtekhez képest a poszt-meiotikus sejtek mitokondriumainak alakja és funkcidja
is modosul. Ezt tamasztja ala az is, hogy szamos ismert tesztisz-specifikus gén (fzo, parkin,
Hsp60, cyt-c-d) és eddig nem jellemzett mitokondrialis funkcidval rendelkezé gén expresszidja
magasabb a meiotikus cisztakban (Vibranovski és mtsai. 2009) (sajat nem publikalt adatok). A
bb8 gén génexpresszids vizsgalataink eredményei is arra engednek kdvetkeztetni, hogy a Bb8
fehérje feltehet6en a poszt-meiotikus stadiumokban jatszik szerepet, amit megerGsit a bb8™*
mutdans késéi spermatogenezisben mutatott fenotipusa, valamint az a tény, hogy a Bb8 fehérje
a proteomikai elemzések szerint az érett spermiumban is jelen van (Wasbrough és mtsai.

2010).
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A mitokondrium szarmazékok nélkiilozhetetlenek a Drosophila spermatidak megnyuldsahoz.
A spermatidak megnyulasi hibajat szamos olyan gén mutans allélja mutatja, ahol a vad tipusu
géntermék a mitokondriumok 16-sejtes cisztaban Iévé mennyiségének ndveléséhez, a kerek
spermatidakban torténd fuzidjahoz, a Nebenkern kialakitdsahoz, vagy a mitokondrium
szarmazékok letekeredéséhez sziikséges (Noguchi, Koizumi, és Hayashi 2011; Poole és mtsai.
2008; Aldridge és mtsai. 2007). A Drosophila spermatogenezise sordan a mitokondriumok
megnyulasahoz szikséges lipidek 30%-at a Nebenkernben halmozza fel, a maradék 70% a
megnyulas soran szintetizalodik (Tokuyasu 1975). A lipid bioszintézis fontossagat
kutatécsoportunkban is igazoltuk, ami soran kimutattuk, hogy a foszfatidsav megemelkedett
szintje az axonémalis és mitokondridlis membran véltozasan keresztiil himsterilitashoz vezet
(Laurinyecz és mtsai. 2016). Feltételezve, hogy a spermatidaknak ugyanannyi idé és
nyersanyag all rendelkezésére a megnyulds soran, a bb8™ mutdnsban megfigyelt korilbelil
14%-0s rovidiléshez minddssze a mitokondrium szarmazékok keriiletének 0,2 um-es,
atmérgGjik 0,02 um-es novekedése sziikséges. A bb8™ mutdns esetében a spermatidak
mitokondrium szarmazékainak atmérdje tobbszorose lehet a vad tipusnak, ami 6nmagaban
indokolhatja, hogy a bb8™ mutdnsban a megnyuld spermatidak nem érik el a vad tipusu
spermatidak hosszat. Eredményeink alapjan feltételezzilk, hogy a bb8™ mutansban a
megnyulasi hiba a mitokondrium szdarmazékok morfolégiai valtozasainak és a
megamitokondrium képzSdésnek koszonheté (32. Abra), valamint a mitokondrialis

rendellenességek miatt séril az individualizacio folyamata.
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32. Abra A bb8™ mutans cisztak fenotipusanak sematikus rajza

Kisérleteink soran kimutattuk a bb8 RNS kés6i meiotikus felhalmozodasat, ami
Osszeegyeztethet6 poszt-meiotikus funkcidjaval. Kimutattuk a Bb8 fehérje mitokondridlis
lokalizacidjat. A Bb8 fehérje hidnya megamitokondrium képz6dést, mindkét mitokondrium
szarmazékban torténd parakrisztallin felhalmozdédast és abnormalis parakrisztallin szerkezetet
eredményez. A Bb8 szekvencia homoldgia alapjan egy glutamat dehidrogenaz enzimet kddol.
Hianya okozhatja az alfa-ketoglutarat és ammonia szint novekedését és a glutamat
csokkenését, vagy a glutamdt szint novekedését és az alfa-ketoglutarat és ammonia
csokkenését is. Mivel a késGi megnyuld cisztakban feltehetbleg a lebontd folyamatok vannak
tobbségben, ezért valdszinlibb a masodik lehetdség. A bb8™ muslicdk alfa-ketoglutarattal
torténd etetése nem menekitette a himsteril fenotipust, és a vad tipusu kontroll
termékenységére sem volt hatassal. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az alfa-ketoglutarat
mennyiségének novekedése nem okoz himsterilitast, és nem a hidnya okozza a mutans
fenotipust. Nem zarhatjuk ki ugyanakkor, hogy az alfa-ketoglutarat a bélben belép a citromsav

ciklusba és a tesztiszhez mar nem jut elegendé mennyiségben.
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Megamitokondrium képz6dést korabban mar kimutattak S2 sejtekbdl, ahol a glutamin szint
emelkedését érték el egy szelenofoszfat szintdz (SelD) transzkripcids faktor csendesitésével
(Shim és mtsai. 2009). A csendesités hatdsdra egy glutamat transzporter és a glutamin szintaz
szintie emelkedett meg (Shim és mtsai. 2009). A dmGlut glutamat transzporter
csendesitésével S2 sejtekben megakadalyoztak a mitokondrium glutamat felvételét, ezzel azt
is kimutattak, hogy a glutamat szintje a limitalé a megamitokondriumok képz6déséhez (Shim
és mtsai. 2011). Erdekesség még, hogy a FlyAtlas adatai alapjan a dmGlut expresszidja az
ovariumban viszonylag magas, tesztiszben viszont rendkiviil alacsony mérték. Ez arra utalhat,
hogy a tesztiszben Iévé mitokondriumok nem szallitanak citoszolikus glutamatot a matrixukba,
ami azt jelezheti, hogy a spermatogenezis folyaman a spermatiddk mitokondriumai
érzékenyek a bennik taladlhaté glutamdat mennyiségére. A SelD csendesitésének, vagy a
dmGlut és glutamin szintaz tultermeltetésének kovetkeztében az S2 sejtekben kialakult
megamitokondriumok a membranpotencialjukat meg6rizték (Shim és mtsai. 2009). Az S2
sejtekben megfigyelhet6 megamitokondriumok és a bb8™ mutdnsban megfigyelhetd
megamitokondriumok fenotipusa rendkiviil hasonld, ebbdl kifolydlag elképzelhetd, hogy a
bb8™ mutdansban, a SelD csendesitéséhez hasonldan, a glutamat szint emelkedése indukalja
a megamitokondriumok képz6dését. Terveink kozott szerepel a mutans és vad tipusu
tesztiszek glutamat és glutamin szintjének meghatarozasa.

A poszt-meiotikus fejlédés soran a nagyobb mitokondrium szarmazék parakrisztallint halmoz
fel. A parakrisztallin anyaga és a parakrisztallin képz6dés folyamata még ismeretlen. A bb8™s
mutansban a parakrisztallin kialakuldsa mind a két mitokondrium szarmazékban megindul,
valamint a késGbbi fejl6dés soran a vad tipushoz képest kisebb a mennyisége és a szerkezete
rendellenes. Eredményeink azt mutatjak, hogy a megnyuld spermatidakban a parakrisztallin
normalis, kizardlag a nagy mitokondrium szarmazékban torténd felhalmozoddasahoz sziikséges
a Bb8 fehérje. Elképzelhets, hogy a Bb8 hozzajarul a parakrisztallin képz6déséhez a nagy
mitokondrium szarmazékban, de az is lehetséges, hogy a kis mitokondrium szarmazékban
gatolja annak kialakulasat, de nem zarhatjuk ki egy a glutamatot magaba foglald intracellularis
szignalizacios utvonal jelenlétét sem.

Hasonlo parakrisztallin képzédéssel jaro fenotipus figyelheté meg az emmenthal és mitoferrin
(dmfrnsH11%) muténs tesztiszekben (Metzendorf és Lind 2010; Dorogova és mtsai. 2013). Az
emmenthal mutacidé esetében az érintett gén ismeretlen. A mitoferrin gén egy mitokondridlis

vas transzporter fehérjét kodol. Mitoferrin hidnyaban a dmfrn®#11> mutans mind a két
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mitokondrium szarmazékban kis mennyiségl parakrisztallint halmoz fel. A dmfrn®11®
mutdnsban a sejtmagok megnyulnak és gyakran szétszorédnak a cisztak hosszaban, valamint
csak korai individualizalédé cisztak figyelhet6ek meg, vandorlé aktin kupokat nem. A
dmfrn®f1> mutdns esetén a megnyuld cisztakban fazis kontraszt mikroszkdppal gyakran
figyeltek meg fehér vezikula szerld képz6dményeket (Metzendorf és Lind 2010). Azt
tapasztaltuk, hogy dmfrn°"1> és a bb8™ mutans fenotipusa felt(in6en hasonld, mind a két
mutansban megfigyelheté megamitokondrium képz6dés, és a parakrisztallin felhalmozddas
mindkét mitokondrium szarmazékban. Ez a megfigyelés felveti annak a lehet&ségét, hogy a
glutamat anyagcsereut mellett a vashaztartas is kiemelt szerepet jatszhat a megnyult
spermatidakban differencidlédd kis és nagy mitokondrium szarmazékok azonossaganak
kialakitasaban. Az is ismeretes, hogy a vas a glutamin szintetdzt gdatolja (Levine 1983).
Drosophildban két glutamin szintetaz gén van, azonban egyik sem tesztisz-specifikus. Erdekes
kérdés, hogy gatolja-e a vas a glutamin szintézist? A kérdés megvalaszolasdahoz etetési

kisérletet és a herékben a glutamin szintjének a mérését tervezziik. (33. Abra)
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Megamitokondrium képz6dés S2 sejtekben Glu - Glutamat
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33. Abra Megamitokondrium képz6dés molekularis hattere S2 sejtekben, és feltételezett
mechanizmusa a spermatidak mitokondriumaiban.

Fe

A hibas mitokondrium szerkezet mogott tobb tényezd is dllhat. Nem zarhatjuk ki, hogy a hibas
morfogenezis és az individualizacios komplex hibas 0Osszeszerel6dése energiahiany
kovetkezménye. A Drosophila metabolit-térképe alapjan a glutamat és a glutamathoz kothet6
aminosavak a hét legnagyobb mennyiségben el6forduldé anyagcseretermék kozott vannak.
Tesztiszben a glutamat és glutamin szintek magasabbak, a prolin és hisztidin szintek
hasonléak, mig az arginin szintje alacsonyabb a teljes testre kiterjedd, altalanos metabolit
szinthez képest (Chintapalli és mtsai. 2013). Ismeretes az is, hogy a gyorsan oszt6do sejtek sok
glutamint/glutamatot haszndlhatnak energiaforrasként (Moreadith és Lehninger 1984), igy
elképzelhet6, hogy a Bb8 fehérje hidnyaban a megnyuld cisztak nem jutnak hozza a

glutamin/glutamat altal képzett energia tartalékhoz. Ez okozhat energiahianyt, ami gatolja a
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mitokondriumok normalis fejl6dését és az individualizacido korai |épéseit. A megnyuld
spermatidak jelent6s morfoldgiai valtozasokon mennek keresztil, ami jelentés membran
atrendezdédéssel, és lipid bioszintézissel jar (Tokuyasu 1975). Amennyiben a fejl6d6
mitokondriumok energia termel6 folyamataikhoz glutamint és glutamatot hasznalnak fel, az
azt eredményezheti, hogy a citromsav ciklusban felhasznalddé acetil-koenzim A mennyisége
csokken, és igy az acetil-koenzim A felhaszndlhatéva valik zsirsavak de novo szintéziséhez
(Parlo és Coleman 1984). A zsirsavak pedig nyersanyagot szolgaltatnak a spermatidak
fejl6édéséhez sziikséges foszfolipidek bioszintéziséhez. A mitokondriumok membranpotencial-
érzékeny festése csak a membranpotencidl jelenlétérél ad bizonyitékot, az energia termeld
folyamatokrdl nincs informacionk. Erdemes megemliteni, hogy a vad tipust spermatidak
mitokondrium szarmazékainak az energiatermelésben betdltott szerepe még nem vizsgaltak.
A tesztisz specifikus Bb8 glutamat dehidrogenaz vizsgalta felhivta a figyelmet arra, hogy hogy
az alapvet6 anyagcsere utvonalaknak jelent6s szereplik van a sejtorganellumok

morfogenezisében a Drosophila spermatogenzisében.

A mitokondrium szarmazékok a megnyulas irdnyitasan és a parakrisztallin felhalmozddasan tul
a megnyult mitokondriumok az individualizacié soran biztositjdk a kaszpaz aktivitashoz
sziikséges Cyt-c-d fehérjét valamint a felszinlikre horgonyozzak a szukcinil koenzimA szintetaz-

B fehérje kozrem(ikodésével a Klh110/Cul3/Roclb E3 enzimkomplexet.

Az archipelago egy altalanosan kifejez6d6 gén, az altala kodolt Ago fehérje SCF E3 ubikvitin
ligdz alegységeként szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasdban, a larvalis trachedk
fejlédésben és eredményeink alapjan a spermatogenezisben (Moberg et al. 2001; Mortimer &
Moberg 2007; Mortimer & Moberg 2013). Az archipelago génrdl harom transzkript irédik at.
P{RS5}ago>"A2760 elem a géntermékek jelentds mérték(i csokkenését eredményezi. Az ago-RA
transzkript Mortimer és Moberg eredményei alapjan az altaldnos sejtmiikodéshez, mig az
ago-RC transzkript a trachedk szabalyos fejlédéséhez sziikséges (Mortimer és Moberg 2013).
Vizsgalatainkkal megallapitottuk, hogy az ago-RA transzkript az ago™ mutdnsban kisebb
mértékben csdkkent, feltehetGen ez a csokkent génexpresszio is elegendd a sejtciklusban
betoltott szerep elldtasahoz. Ezt tamasztja ala az is, hogy a WD40 domént kodold

szekvencidban hibas, de vad tipusu F-box doménnel rendelkez8 ago? és ago? allélokat hordozd
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transzheterozigdéta ago™ muslicak letalisak, feltehetéen az EMS allélok dominans negativ
hatasanak koévetkeztében. Mivel a P-elem inszercid miatt az ago-RA szintje nem csdkkent
jelent8s mértékben, azt feltételezzlk, hogy a sterilitasért az ago-RB és az ago-RC transzkriptek
kiesése felelbs.

Az Ago fehérje sejtmagi szerepe jol ismert, a CycE és dMyc bontasan keresztiil szabalyozza a
sejtciklust, a Trh és Sima transzkripcids faktorok szintjének szabalyozasaval befolyasolja a
larvalis tracheak fejl6dését (Moberg és mtsai. 2001; Moberg és mtsai. 2004; Mortimer és
Moberg 2007; Mortimer és Moberg 2013). Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy az
mCherry-Ago fehérje a spermatogenezis korai szakaszaiban a spermatocitdk sejtmagjaban
lokalizalodik. Az ago™ mutdnsok korai spermatogenezis staddiumai normalisak, nem
tapasztaltunk sejtciklus hibajadbél ered6 rendellenességet. Az mCherry-Ago fehérje
lokalizacidjabol arra kovetkeztethetlink, hogy az Ago eloszldsa a meidzist kovetéen
megvaltozik. A magi mCherry-Ago jel megszlinik, majd a cisztak farki vége felé novekvé
gradiensszer(i, diffuz felhalmozddast mutat, amit egy, az individualizaciés komplexek
jellegzetes strukturainak végén, az aktin kipok disztalis részén megfigyelheté lokalizacio valt
fel. Térben és id6ben az Ago poszt-meiotikus lokalizacidja egybeesik az intenziv lebontd
folyamatokkal jellemzett individualizacié folyamataval, amikor a megnyult spermatidak
citoplazmadja redukalédik és a sejtek kozotti plazmahidak felszamolasra kerilnek.

Az Ago fehérje magon kiviili elhelyezkedése, citoplazmatikus célfehérjékhez és komplexekhez
torténd hozzaférést biztosithat. A megnyulé cisztak farki végén az elongdcidés komplex szdmos
citoszkeletalis eleme mellett a Soti és dBruce fehérjék is jelen vannak, amelyek a lebontd
folyamatokban jelentds kaszpaz kaszkad szabalyozasaban vesznek részt (Arama és mtsai.
2003; Kaplan és mtsai. 2010). Az ago™ mutansban az elongdacié normdlisan megy végbe, de az
azt kovet6 individualizacid hibat szenved, az individualizaciés komplexek szétcsusznak. A
kaszpaz kaszkad aktivalddik, de annak gradiense a cisztikus hdélyagtdél a ciszta farki vége felé
nem mutat gradiens eloszlast, az individualizalddé cisztak teljes hosszaban egységes kaszpaz
jelet figyelhetlink meg.

Az Ago éleszt6 ortoldgja, a CDC4 fehérje genomstabilitasban betoltott szerepe mar ismert
(Edenberg és mtsai. 2014). A Cdc4 a Hst3 hiszton deacetilazt jeloli ki lebontasra, igy kdzvetett
maodon szabalyozza a hiszton kddot. Az Ago és a His2Av hiszton fehérje kdlcsonhatasat kettds
hibrid kisérletben mutattak ki (Formstecher és mtsai. 2005). Megvizsgaltuk, hogy az ago™

mutdnsban a meidzist kovetéen megtorténik-e a kromatin atszervez6dése a megnyuld
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spermatidakban. Azt tapasztaltuk, hogy az ago™ mutansban a hiszton-protamin csere
Iétrejon, ugyanakkor a sejtmagok szétszérdodnak, a cisztak disztdlis részében pedig kerek
kondenzalt protamin pozitiv sejtmagok halmozdédnak fel. Ez a fenotipus a dBruce mutans
fenotipusara hasonlit (Arama és mtsai. 2003). A dBruce fehérje a kaszpaz kaszkad inhibitora a
spermatogenezis sordn, a kaszpdz aktivitas beinditdsa a dBruce fehérje lebomlasat kovetben
torténik. A dBruce lokalizacidja az ago™ mutansban nem sériilt ezért nem valdszind, hogy az
Ago fehérjének szerepe volna a lebontasaban. Elképzelhets, hogy a megfigyelt sejtmagi
rendellenességek hasonldsaganak hatterében a szabalyozatlan kaszpaz aktivitas all, ugyanis
az ago™ mutdnsban a cisztak teljes hosszaban megjelenik a kaszpaz aktivitas. Ugyanakkor az
sem kizarhato, hogy amennyiben a dBruce kdlcsonhatasba lép az Ago-SCF-komplexszel, akkor
azt nem mint célfehérje teszi, hanem mint E2 enzim.

A sejtmagok rendellenességére utal az is, hogy az ago™ mutansok esetén a megnyulds sordn
a sejtmagtodl gyakran elvalik a bazalis test. A bazalis test a centroszomabadl alakul ki és a
spermatidak fejl6édése soran a sejtmag-membranba horgonyzdédik. A C. elegans esetében a
Sel-10 (Drosophila ortolog Ago) egy masik F-box fehérjével a Lin-23-mal (Drosophila ortolég
Slimb) egyuttmikddve szabalyozzdk a centroszémak duplikaciojat (Peel és mtsai. 2012).
Drosophilaban kimutattak, hogy az Slimb és az Ago fehérjék kozosen szabalyozzadk a Gem
fehérje szintjét, ezzel a gliasejtek szamat (Giangrande és mtsai. 2009). A szakirodalombol
ismert, hogy a Drosophildban is van szerepe az SCF komplex SkpA alegységének a
centroszomak duplikacidjanak szabalyozasaban (Murphy 2003). Az ago™ mutansokban nem
tapasztaltunk centroszéma duplikacidval jaré fenotipust, sem az axonéma szerkezeti
megvaltozasat. Az eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy az Ago fehérjének a magi szerepe
nem ér véget a meidzissal, ugyanakkor az mCherry-Ago fehérje sejtmagi lokalizaciojat nem
sikerdlt kimutatnunk sem a megnyulds, sem az individualizacio soran. Azt is kijelenthetjik,
hogy az ago™ mutdnsban a sejtmagot érint6 fenotipusok nem egységesek.

Az individualizacio soran az mCherry-Ago fehérje a bazalis végrél a cisztikus holyag teriletére
lokalizalédik, majd a ,waste bag”-be. Az aktin kipok korai szervez6désénél az mCherry-Ago-t
nem tudtuk kimutatni, viszont a vandorld aktin kipok bazalis végén feldusulasat tapasztaltuk.
Az individualizacié soran a Ntc F-box fehérje is az aktin kipokhoz, és a cisztikus hdlyagba
lokalizalddik, azonban mar az aktin kupok formaldédasanal is jelen van (Bader és mtsai. 2010).
A ntcf07259 muténs esetén az aktin kupok kialakulnak, azonban vandorlasukat nem kezdik el.

Az ago™ mutdnsban azt tapasztaltuk, hogy individualizacids komplex megkezdi vandorlasat,
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az aktin kupok szétszorodnak, méretiik sok esetben kiilonbdzik, és vandorlasuk iranya is
megvaltozhat. Az ago és a ntc kozott genetikai interakciét nem sikertlt kimutatnunk,
ugyanakkor elképzelhet6, hogy mig a Ntc az individualizdci6 megkezdésében és korai
szakaszaban jatszik szerepet, addig az Ago szerepe elsGsorban a vandorld individualizacios
komplexhez kothetd. Nem zarhatd ki annak a lehet6sége, hogy a fenotipusos kiilonbségek
hatterében a kilonb6z6 mutansok erdssége all.

Az Ago fehérje interakcids kisérletben azonositott kélcsonhatd partnere az Imp fehérje
(Guruharsha és mtsai. 2011). Kisérleteinkben az Imp-GFP fehérjecsapdazott vonal az ago™
mutans hattéren vizsgalva rendellenes Imp-GFP lokalizaciot mutatott. A cisztdak végén a
citoszkeletalis elemek (aktin, spektrin) szerkezetében nem tapasztaltunk rendellenességet az
ago™ mutdns megnyuld farki végén. A poszt-meiotikus fejl6dés bizonyos szakaszaiban az
mCherry-Ago és az Imp-GFP fehérje atfedd szubcellularis lokalizaciot mutatott. A kdzvetlen
kapcsolat kimutatdsara tovabbi biokémiai kisérletek szlikségesek. A ,,cup” és ,,comet” tipusu
poszt-meiotikusan expresszalodé gének mRNS-einek felhalmozdddsa a cisztdk farki végén
torténik, ami az Imp-GFP megnyult spermatidakban megfigyelt szubcellularis lokalizacidéjahoz
hasonlit (Barreau és mtsai. 2008). Bar az Imp fehérje szerepe a spermatogenezis késsi
szakaszaiban nem ismert, de feltételezett RNS-k6t6 tulajdonsaggal rendelkezik, emiatt
szerepet jatszhat a poszt-meiotikusan expresszalédd mRNS-ek lokalizaciéjanak a
kialakitasaban (Munro és mtsai. 2006; Toledano és mtsai. 2012).

Az Ago fehérjének a Drosophila Protein interaction Map alapjan a Cut up (Ctp) vagy Ddlcl egy
potencidlis cél fehérjéje (Guruharsha és mtsai. 2011). A ctp egy dinein fehérje. A ctp mutansok
tobbféle kilonb6z6 spermatogenezis fenotipust mutatnak. A Ctp-nak az Gssejt niche
fenntartasaban van szerepe a szomatikus cisztasejtekben, a megnyulas soran az elongacids
komplex szervezGdésében és a sejtmagok megnyulasaban vesz részt, majd individualizacid
soran az aktin kupok fenntartdsaban jatszik szerepet (Ghosh-roy és mtsai. 2004; Joti és mtsai.
2011; Ghosh-roy és mtsai. 2005).. A ctp mutansban a megnyuld cisztak farki végén rendezetlen
fuzdma figyelhet6 meg és a spermatidak vége visszahajlik, ami az ago™ mutdnsra nem
jellemzd. Az ago™ mutansban a spermatiddk farki végén az Imp-GFP lokalizacidja hibas, mas
rendellenességet nem tapasztaltunk. A Ctp individualizacié sordn az aktin kupok csucsi
részéhez, mig az mCherry-Ago fehérje az aktin kipok bazalis végéhez lokalizalodik (Ghosh-roy
és mtsai. 2005). A ctp mutansban, az ago™ mutanshoz hasonldan, az individualizacidés komplex

szétcsuszik, de az aktin kipok mérete, irdnya valtozatlan marad. Erdemes megjegyezni, hogy
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a Ctp-n kivil még mas citoszkeletalis fehérjék mutansai (miozin VI, miozin V, DIcOOF) is hasonld
fenotipust mutatnak az individualizacié soran (Mermall és mtsai. 2005; Hicks és mtsai. 1999;
Li és mtsai 2004). A tesztisz-specifikus proteaszéma alegység, a Prosa6T mutansdban is
megfigyelhetjiik az aktin kupok szétcsuszasat (Zhong és Belote 2007). Ezek alapjan azt
feltételezhetjlik, hogy az individualizacid sordn a citoszkeletalis elemek dinamikaja az ubikvitin
proteaszdma rendszertdl flgg, illetve a lebonto folyamatok hibajara az aktin kipok vandorlasa
kiemelten érzékeny.

Az ago génr6l elmondhatd, hogy a kaszpazok aktivitasat szabalyozdé génektdl fuggetlendl
sziikséges a spermatidak szabalyos fejlédéséhez.

A Klhl10/Cul3/Roclb és a Ntc-SCF komplexektdl eltekintve, az E3 enzimek tesztiszben
betoltott szerepérél viszonylag keveset tudunk. A nagyszamu tesztisz-specifikus E3 alegység
jelenlétébdl arra kovetkeztethetlink, hogy az E3 ubikvitin ligdzok még szdmos ismeretlen
szereppel rendelkezhetnek a spermatogenezis soran. Az SCF komplex esetében a tesztisz-
specifikus alegységekbdl elméletileg akdr 40 kiilonb6z6 komplex is létrejohet. Az utdbbi
években kimutattak, hogy az E3 ligazok is képezhetnek homo- és heterodimereket (Ponyeam
és Hagen 2012; Welcker és mtsai. 2013). Osszességében elmondhatd, hogy az E3 enzimek egy

valtozatos szabdlyozasi rendszert hozhatnak létre a Drosophila spermatogenezise soran. (34.

Abra)
Szubcelluléris elhelyezkedés:
-mitokondrium szarmazékok -individualizaciés komplex, -individualizaciés komplex,
felszine cisztikus hoélyag cisztikus hoélyag

sl r

dBruce
A spermiumok Nem apoptotikus Proteaszéma
sejtmagjanak védelme kaszpaz kaszkad aktivitas
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individualizacio
A t al. 2003 Kaplan et al. 2010, Bader et al. 2010, Fabrizio et al. 1998
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34. Abra A Drosophila poszt-meiotikus spermatogenezisében ismert E3 ubikvitin ligdzok
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8. Osszefoglalé

A Drosophila melanogaster nagyfoku genetikai konzervaltsaganak és a rendelkezésre allo
genetikai és molekularis eszkdézrendszerek széles valasztékanak kdszonhetben egy kivald
modellszervezet a spermatogenezis vizsgalatdara. A himivarsejtek kialakitasaban szerepet
jatszé gének azonositasara a klasszikus genetikai médszerek j6 lehetdséget biztositanak. A
transzpozon mutagenezis kisérletekben létrehozott, eddig nem jellemzett vonalak
tesztelésével szamos himsteril mutans vonal azonositasara kerult sor kutatécsoportunkban.
Dolgozatom elsé felében az igy azonositott vonalak kdzll a MI{ET1}CG4434MB10362 (pp8™s)-vel
foglalkoztam. Kimutattuk, hogy a bb8™ vonal homozigdta him egyedei 100%-ban sterilek, mig
a ndstények teljes mértékben fertilisek. Genetikai mddszerekkel meggy6z6dtiink rdla, hogy a
sterilitasért valdban a bb8 génbe épiilt Minos MB10362 elem a felel6s. Az MB10362 elem
remobilizaldsa visszadllitotta a vad tipusra jellemzd fertilitast. A bb8™ mutans hattéren
kifejeztetett vad tipusu bb8 transzgén menekitette a himsteril fenotipust. Fehérje szekvencia
homoldgia alapjan a bb8 gén a glutamat dehidrogendzokkal mutat nagyfoku hasonldsagot.
Drosophilaban ismert egy masik glutamat dehidrogenaz (Gdh) is. Fehérje szekvenciak alapjan
filogenetikai elemzést végeztiink, ami alapjan megallapitottuk, hogy a Drosophila Bb8 kisebb
konzervdltsagot mutat a modellszervezetekben megtaldlhaté glutamdat dehidrogena:z
ortolégokkal, mint a Gdh. Azt is kimutattuk, hogy a Bb8 fehérje ortoldgjai minden eddig
szekvenalt Drosophila fajban megtalalhatdk, bar az aminosav sorrendjiik kevésbé konzervalt
a Gdh-hoz viszonyitva. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a Bb8 és a Gdh szétvalasa a Drosophila
félék torzsfejlédésének korai szakaszaban torténhetett. A Bb8 fehérjét in silico szerkezeti
vizsgalatnak is alavetettiik. 111f human GLUD1 szerkezeti modellje alapjan illesztettiik a Gdh-
t és a Bb8-at. Azt tapasztaltuk, hogy az aminosav sorrendben megfigyelhet6 kilénbségek
ellenére a fehérjék térszerkezeti modellje nagymértékben megegyezik, a kiilonbségeket a
szabdlyozasért és komplex képzésért felel6s antenna régidban taldltunk. A GLUD1 és GLUD2
human glutamat dehidrogendzok vizsgalatdnal meghatdroztdk az enzimek nukleotid (ADP,
GTP) kotésért felelGs, az allosztérikus szabalyozdsaban kiemelt aminosavak pontos helyzetét.
Ezek az aminosavak nagymérték( konzervaltsagot mutatnak a GLUD1 és Gdh koz6tt, azonban
kimutattuk, hogy a Bb8 fehérjében a GTP kotésért felel6s aminosavak jelentds része nincs
jelen, és az ADP kotésért felel6s aminosavak 54%-0s konzervaltsagot mutatnak. Ezek alapjan
kijelenthetjlik, hogy a Bb8 fehérje egy olyan glutamat dehidrogenaz, aminek szabalyozasa
jelent6sen eltér a Gdh-tdl.
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Génexpresszids vizsgdlatokkal igazoltuk, hogy a Gdh-nak 3ltalanos, ezzel szemben a bb8
génnek tesztisz specifikus az expresszidja. A bb8 mRNS a 8 sejtes cisztdkban volt el6szor
kimutathatd, majd felhalmozddasat figyeltik meg a meiotikus és korai posztmeiotikus
stadiumokban. bb8V100s-GFP riporter transzgén expresszaltatasaval megallapitottuk, hogy a
Bb8 fehérje mar a 8 sejtes cisztakban jelen van, és megfigyelhet6 a meiotikus és a megnyulé
cisztdkban is. A bb8-GFP és a bb8V199%s_GFP riporter transzgén kifejeztetése feltarta, hogy a
Bb8 fehérje a mitokondriumhoz lokalizalodik. Megallapitottuk, hogy a bb8™ mutdnsban az
individualizacids komplexek kialakulasa hibas, az aktin kipok szdma és vandorlasa eltér a vad
tipustdél. A bb8™ mutansban az individualizdcid nem zajlik le, érett spermiumok nem
képzddnek. Megallapitottuk, hogy a bb8 géntermék kiesése a bb8™ mutadns herékben
mitokondridlis rendellenességekhez vezet. Azt tapasztaltuk, hogy a bb8™ mutdns herékben a
mitokondrium szarmazékok identitasa sériilt, a parakrisztallin hibdsan mindkét mitokondrium
szarmazékban felhalmozaddik és megamitokondriumok keletkeznek. A megamitokondriumok
alaposabb vizsgalataval arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a méretiik ellenére nem vesztik
el teljesen a membranpotencidljukat. Ugy véljik, hogy a mitokondrialis rendellenességek
vezetnek a bb8™ mutansban a cisztdk megnyulasanak hibdjahoz és a késébbi individualizacids
rendellenességekhez.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a Bb8 fehérje feltétlendil sziikséges a himivarsejtek poszt
meiotikus fejl6déséhez, a mitokondrium szarmazékok identitdsanak kialakitasahoz és a
parakrisztallin kialakitdsdhoz.

Dolgozatom masodik felében az archipelago (ago) gén jellemzésével foglalkoztam. Az ago egy
E3-enzimkomplex F-box alegységét kédolja. Megallapitottuk, hogy a gén 5’ nem transzlalodé
intronikus régidjaba épult P{RS5}ago>tA2760 elem (ago™) a homozigdta 4allatok
szemiletalitasat és az imagok sterilitasat okozza. Genetikai mddszerekkel igazoltuk, hogy ezt a
fenotipust a 5-HA-2670 elem beépiilése okozza. Az ago™s/Df(3L)BSC370 és ago™/ Df(3L)GN50
hemizigdta muslicak is szemiletalisak, és sterilek. Az ago! és ago® EMS allélok az ago™ allélal
transzheterozigdta formdban letélisak. A P{RS5}ago"A>27%0 elem transzpozazzal torténd
remobilizalasat elvégeztiilk, és a revertansok fertilisnek bizonyultak. A mutans hattéren
kifejeztetett mCherry-ago transzgén pedig részlegesen menekitette a fenotipust.

Munkank soran gRT-PCR-ral megallapitottuk, hogy az ago™ egy hipomorf allél. Az archipelago
génrdl harom transzkript keletkezik. Transzktipt specifikus qRT-PCR—ral azt tapasztaltuk, hogy

az ago-RA transzkript szintje kevésbé csokken, mint az ago-RB vagy ago-RC transzkriptek
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szintje. Ebbd4l arra kovetkeztettiink, hogy az ago-RB és az ago-RC transzkriptek mennyisége a
meghatarozo a normalis spermatogenezisben.

Meghataroztuk az mCherry-ago transzgén szubcelluldris lokalizacidéjat a spermatogenezis
soran, és azt tapasztaltuk, hogy a primer spermatocitakban az mCherry-ago a sejtmagokban
figyelhet6 meg. A meidzist kovetéen azonban citoszolikus felhalmozédast mutatott, a
megnyulo cisztak farki végén tapasztaltunk gradiens szerlen er6s6dé mCherry-Ago jelet, ami
a poliglicilalt axonémaval rendelkez6 megnyult cisztakban mar nem volt jellemz8. Az
individualizacié soran az mCherry-Ago a cisztikus hélyagokban az aktin kipok bazalis végén
mutatott er6sebb felhalmozddast, hasonldan a Ntc és Cull fehérjékhez. Az mCherry-Ago jel
megfigyelhet volt a késadi cisztikus holyagban és ,,waste bage” —ben is.

Az ago™ vizsgdlata soran megallapitottuk, hogy a spermatogenezis korai szakaszai
szabalyosan végbemennek. Az ago™ mutans herékben megfigyeltiik a megnyult cisztakat,
azonban érett spermiumokat nem. Megfigyeltiik, hogy a hiszton-protamin atmenet lezajlik, az
axonémadk is normalisan kialakulnak az ago™ mutansban. Kimutattuk, hogy az ago™
mutdnsban az individualizacio folyamata hibas, az individualizaciés komplex szétcsuszik és az
aktin kupok mérete nem egységes. Azt tapasztaltuk, hogy az ago™ mutansban aktivalddik a
nem apoptotikus kaszpaz kaszkadd, ami a cisztak teljes hosszaban megfigyelhets. Az
individualizacid hidnydban a cisztdk elpusztulnak, amelyet TUNEL festéssel, valamint
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal is megerdsitettiink.

Az E3-ubikvitin ligazoknal el6fordul, hogy tébb F-boksz fehérje egylittesen szabalyoz bizonyos
funkcidkat. Azonban az Ago fehérje és az individualizacidban leirt E3-ligdzok kdz6tt nem
sikertilt kimutatnunk hasonld interakciot. A KIhl10/Cul3/Roclb komplexet gatld Soti fehérje és
a dBruce apoptézis inhibitor fehérje vad tipusu lokalizaciét mutatott az ago™ mutdnsban. A
ntc és ago mutans allélok vizsgdlatdval nem tapasztaltunk szinergisztikus hatasra utald
fenotipust.

Az Ago fehérje lehetséges interakcids partnereit is vizsgaltuk. Az egyik az Imp RNS kot6 fehérje,
ami az mCherry-Ago jellel atfedé mintazatot mutat a megnyult cisztakban. Az ago™ mutdans
cisztakban az Imp eloszldsa eltér a vad tipustdl. Az Imp fehérje szerepét csak a
spermatogenezis korai szakaszadban irtak le. Az Imp RNS koté fehérje késbi szerepe nem
ismert, viszont a megnyult cisztakban lokalizacidja atfed a felhalmozddo cup és comet gének
MRNS-eivel. Az Ago és az Imp fehérjék kozotti kozvetlen kapcsolat felderitése késébbi terveink

kozott szerepel.
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Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az Ago F-boksz fehérjének szerepe van a
spermatogenezis soran, a megnyult cisztak egyedivé valasaban. Megallapitottuk, hogy az Ago
fehérje az eddig azonositott lebontd Utvonalak ismert elemeitdl fliggetlendl fejti ki a hatasat.
Megallapitottuk, hogy a nem apoptotikus kaszpaz Utvonal aktivalddik, de a cisztikus hdlyag
kialakulasa és az individualizaciés komplex vandorldsa nem torténik meg, melynek a
spermatogenezis leallasa az eredménye.

Az altalunk vizsgdlt bb8 és ago gének vizsgalata arra vilagitott ra, hogy mind az alapvetd
metabolikus enzimek, mind az 3ltaldanosan ismert lebontdé folyamatok specialis funkcioval
rendelkezhetnek az ivarsejtfejl6dés poszt-meiotikus szakaszaban. A sejtorganellumok
specidlis szerkezetet és eloszlast vesznek fel a megnyulas soran és a sejtek citoplazmaja is
jelent6sen degradalédik. A dolgozatban jellemzett mitokondrialis Bb8 fehérje a mitokondrium
identitds meghatdrozasahoz nélkiilozhetetlen, mig az Ago fehérje a cisztikus hdlyagban

torténd lebontd folyamatokban vesz részt.
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9. Summary

Drosophila melanogaster is an ideal model organism to study spermatogenesis, as the process
of it is similar to higher organisms and there is a high degree of genetic conservation between
Drosophila and mammals. A wide range of genetic and molecular biological methods could be
applied in Drosophila, which made this model organism a favorable choice to developmental
biologists for many years.

We did an in silico screening of the publicly available transposon insertion lines and identified
several male sterile lines. Characterization of the affected genes allow us to understand better
the difficult process of spermatogenesis, especially regulation of post-meiotic spermatid
elongation and individualization.

The first part of my work is about the characterization of the bb8 gene, which is a putative
glutamate dehydrogenase. We identified and characterized the Mi{ET1}CG4434MB10362 (pp8g™ms)
transposon insertion line with male sterile phenotype. The bb8™ homozygous males are 100%
sterile, but females are fertile. We verified that the sterility is caused by the Minos MB10362
element insertion with genetic methods. The bb8™ / Df (3R) BSC619 and bb8™ / Df (3R)
Exel9012 hemizygous flies showed the same male sterile phenotype as the homozygous bb8™,
The precise excision of the MB10362 Minos element reverted the fertility back to wild type.
The expression of the wild type copy of the genomic region of bb8 (bb89") rescued the male
sterile phenotype of homozygous bb8™.

Due to the Minos element insertion expression of the bb8 gene is reduced approximately 80%.
Based on protein sequence homology Bb8 is a glutamate dehydrogenase and it is exclusively
expressed in testis. In Drosophila, there is also a ubiquitously expressed glutamate
dehydrogenase, Gdh. We performed phylogenetic analyses of known glutamate
dehydrogenases and we determined that the Gdh shows higher similarity to the glutamate
dehydrogenases of classical model organisms than Bb8. Phylogenetic analysis of the
glutamate dehydrogenase orthologues from sequenced Drosophila species showed that Gdh
and Bb8 is present in all of the tested species. Gdh-s are highly conserved, but Bb8 paralogs
are more diverse. We assume that the divergence of Gdh and Bb8 could happen in an early
stage of the Drosophilidae evolution. We performed an in silico analysis of the Drosophila
glutamate dehydrogenases, using the human Gdh (protein database id: 111f) 3D model to
determine the structure of Gdh and Bb8. In both cases the alignment was highly similar. The
differences that we noticed mainly affect the regulatory antenna region. The exact position of
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allosteric regulation sites of the human GLUD1 and GLUD2 enzymes was determined. We used
sequence alignment to identify the amino acids of the GTP and ADP binding pockets. We found
that, the Bb8 binding pockets are less conserved, and the GTP binding pocket only have 28%
similarity with the human GLUD1. We concluded that the regulation of the Bb8 protein might
be different from the Gdh and GLUD proteins.

We performed gene expression analyses on bb8 gene and concluded that bb8 expression is
started in 8 cell cysts using in situ hybridization and by the expression pattern of bb8"1%0%s-GFp
reporter transgene. The bb8 mMRNA accumulates also in the round and early elongating
spermatids, which was confirmed by stage specific gRT-PCR.

The transgenic Bb8-GFP and bb8V199%-GFP reporter expression revealed the mitochondrial
localization of Bb8 protein.

The loss of bb8 in mutant testes leads to post-meiotic mitochondrial disorders. The post-
meiotic Dj-GFP mitochondrial localization is damaged and we observed megamitochondria
formation in the bb8™ mutant. The diameter of the megamitochondria is in a range between
5-10 um with an average of 8 um. We examined the membrane potential of the
megamitochondria in bb8™ mutant and found activity in them. Ultrastructural analysis of the
elongated bb8™ cysts revealed that the two mitochondrial derivatives are formed, however
the accumulation and the structure of the paracrystalline material are abnormal and both of
the derivatives start to accumulate it.

We believe that the mitochondrial malformation in bb8™ mutant leads to the failure of cyst
elongation and subsequently to individualization disorders. We found that the formation and
movement of investment cones are damaged and there are no individualized cysts, therefore
no mature sperms are developed in the bb8™ mutants.

Overall, the Bb8 glutamate dehydrogenase is required for the post-meiotic development of
the sperm mitochondria. Bb8 is required for the normal formation of mitochondrial
derivatives and paracrystalline accumulation in the larger one.

In the second half of my thesis | characterize the role of archipelago (ago) in spermatogenesis.
ago gene encodes an F-box subunit of an E3 ubiquitin ligase enzyme complex.

We found that the P{RS5}ago® 42750 (ago™) element inserted in the 5’ untranslated intronic
region of ago, causing semilethality and sterility of the homozygous flies. With genetic
methods we confirmed that the incorporation of the 5-HA2760 element responsible for the

observed phenotype. The ago™/ Df (3L) BSC370 and ago™/ Df (3L) GN50 hemizygotes are
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>-HA-2760 alement and we found wild type

semilethal and sterile. We remobilized the P{RS5}ago
fertility in the revertants. We established a transgenic line expressing mCherry-ago and with
this transgene the male sterile phenotype of the ago™ mutant is partially restored to wild
type.

We determined that the ago™ is a strong hypomorphic allele and reduction of the ago-RB and
ago-RC transcripts might be responsible for sterility.

Expression of mCherry-ago revealed the subcellular localization of Ago during
spermatogenesis. We observed mCherry-Ago signal in the nuclei of the primary
spermatocytes and after meiosis we detected a cytosolic accumulation of it in the caudal end
of the late elongating cysts. Subsequently Ago signal accumulates in the cystic bulges near the
basal end of the actin cones. This localization is very similar to the localization pattern of Cull
and Ntc, two members of an E3 ligase complex, which is active during individualization of
spermatids. After individualization Ago accumulation was observed in the waste bag.

The phenotypic characterization of ago™ testes revealed that the early stages of
spermatogenesis are normal, we observed elongated cysts, but there were no mature sperms
in the seminal vesicles. The histone-protamine transition is completed in ago™ mutant,
however the nuclear bundles are disturbed and there are hypercondensed and dispersed
nuclei in the ago™ testes.

We found that the individualization process of the ago™ mutant is defective, the
individualization complexes are disturbed, the actin cones are scattered and their size are not
uniform. The non-apoptotic caspase cascade is activated during individualization in the ago™
mutant, and instead of concentrating around the investment cones it can be observed in the
entire length of the cysts. We showed that in the lack of individualization the cysts are dying,
and we observed the degradation of nuclear DNA with TUNEL staining and the disordered
cysts with transmission electron microscopy.

There are several examples that different E3 ubiquitin ligases may act on the same biological
processes. The two known E3 ligase complex regulators, Soti and dBruce distribution was
normal in ago™ mutant cysts. We tested and did not find synergistic effects with Ntc mutants,
suggesting that there is no interaction between the E3 ligases during individualization.

We tested the potential interaction partners of Ago using the available data of high
throughput protein-protein interaction screens. One of them is the RNA binding protein Imp.

The role of Imp protein was described in early stages of spermatogenesis, and its localization
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to the caudal end of the elongated cysts is known. We found that Imp-GFP colocalizes with
mCherry-Ago signal in elongated spermatids. Moreover in ago™ mutant testes the Imp-GFP
signal shows dispersed distribution, suggesting that the Ago function could be necessary to
the restrict Imp to the caudal end of the elongated cysts.

Based on our results Ago protein is essential in the individualization of spermatids probably

via the regulation of protein degradation during investment cone migration.
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10. Fiiggelék

10.1 Felhasznalt oligonukleotidok jegyzéke

Transzgének elGallitasahoz felhasznalt primerek:

AGO_FW_Xhol
AGO_Rev_Xbal
Bb8GFP_FW_Mfel
Bb8GFP_Rev_Xhol
bb8 Resc_Rev_ Xbal
bb8 Resc_Fw_Notl
bb8 Rep Rev_Xhol
GFP_Fw_Xhol
GFP_Rev_Xbal
mCh_FW _EcoRl
mCh_Rev_Notl

5-ACTGCGCTCGAGATGGAAAGAGGATGCCCAGCT-3’
5-ACTGCGTCTAGACTATGAGCACTTCACACATGCACC-3
5-ACTGCGCAATTGATGCTTCGTTATACGGCACG-3’
5-ACTGCGCTCGAGCTGTTGGGAAATTCCGGAGC-3’
5-ACTGCGTCTAGAATGCCAATATAGGTTGTAAGTTG-3’
5-ACTGCGGCGGCCGCCGAGCGTTATTGTTTACCAAG-3’
5-ACTGCGCTCGAGGGGAAAATTAACCTCCACCGA-3’
5-ACTGCGCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGG-3’
5-GCTCTAGACTATTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’
5'-ACTGCGGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGA-3'
5'-ACTGCGGCGGCCGCTCTTGTACAGCTCGTCCAT-3'

P és Minos elem specifikus primerek:

Mi5R

FKMi12

Pry4

Placl
PWH_ntc_FW
PWH_ntc_rev

RT-gRT-PCR primerek
Ago gpcr rev

Ago gpcr fw

Ago-U

Ago-RA

Ago-RB

Ago-RC

p49-Fw

rp49-Rev
sunz_QPCR_FW
sunz_QPCR_Rev
CG3927_QPCR_FW
CG3927_QPCR_Rev
CG10252_QPCR_FW
CG10252_QPCR_Rev
GDH_QPCR_Rev
GDH_QPCR_FW

bb8 QPCR_Rev

bb8 QPCR_FW

5 -TTGCTCTTGAGATTAAGGTA-3’
5-CGCCTTCTATGAAAGGTTGG3’
5’-CAATCATATCGCTGTCTCACTCA-3’
5’-CACCCAAGGCTCTGCTCCCACAAT-3’
5'-GCATGAATTAGTGTACGTTGTCT-3'
5'-TTGAGTGCACAAATCGCAGTA-3'

5’-TGACCAACCAAAGTGCGCAGGC-3’
5 -GTGTATTGTCATCGGAGCCGGAC-3’
5-ATTCAAAAGTGGGTAATGCGTTCTC-3’
5-CAGTTTGCGCTTGTTGCGTG-3’
5’-AACAAATTGTGCCCGCTAAAGTGGG-3’
5’-GTACAGAGTCATCTGAAAAACGC-3’
5’-TCGTGAAGAAGCGCACCAAG-3’
5-CTTGAAGCGGCGACGCAC-3’
5 -GTGTGTTCTTCAACGGAAGTCTG-3’
5-GTGAAGAATTGTTCAATGGCCAC-3’
5’-GTCGGCCAAGAAAAGTAACGGAC-3’
5-TACTTGGGAGCCCTATTCCTG-3’
5’-GTCCCAATGCCTACAAGTACG-3’
5-CCCGGAGAATTCGTCTTGTTC-3’
5’-CACGTTACCGAAGCCCTGGAC-3
5’-GCCTGGAGAACTTCATCAACG-3’
5’-CATGAATGCCCCGATAGTCAAC-3’
5-GATATCCGCCTCTGTGGTGC-3’
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Szekvenald primerek

pJET1.2 FW Seq 5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’

pJET1.2 Rev Seq 5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3'

Ago_s F1 5'-GAACCTGGCTTTGGGAAGATGT -3'

Ago_s_F2 5'-CAACAGGATCAGGAGGAGAATGT-3’

Ago_s_F3 5'-GATTTTGCATCTACGCCGCGCT-3’

Ago_s_F4 5'-ACACACTTCAGGGGCATACGT-3’

Ago_s_R1 5'-AGCAGACGTCCCTCGTTGAAC-3’

ISH primerek

ISH_bb8 FW_T7 5'-GCAACGTAATACGACTCACTATAGGGTAGTGCAGGGATTTGGCAATG-3'
ISH_bb8_Rev_Sp6 5'-GCAACGTAATACGACTCACTATAGGGCTGTGGTGCATTGTTGTATCCTC-3'

Transzgenikus konstruktok

P{bb8e} P{bb8N'0%=s_GFP} Xhol
3097 bp

1472 bp 716 bp

PUAST
8897 bp

P{bb8-GFP} P{mCherry-ago}
Xhol
1608 bp 716 bp N o 3981 bp
711 bp

EcoRI/Mfel o) CcDS Xbal EcoRlI ago Cpg Xbal

TV3

9270 bp
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10.2 Jelmagyarazat és keresztezési sémak:

Him: &
NGstény: @
Torzs: S
Vizsgalni kivant allélek*:
(A): dj-GFP, Prot-GFP, H2-GFP, PACT-GFP, Snky-GFP, mCh-Ago, Bb8-GFP, Bb88", BbgN100%s_GFp
(B): ntc™72%°, ago™s, bb8™s
A vizsgalt allélhoz tartozé balanszer kromoszomak:
-masodik kromoszéma: SMX
-harmadik kromoszéma: TMX
Dominans markerek: Cy (Porge szarny), Roi (durva szem, szabalytalan omnatiddk), If (szabalytalan ommatidak), Tb (rovidebb utotest), Hu
(szdmfeletti sz6r a kdzéptest anterio-dorzalis végén), Sb (révidebb sz6rok), Ser (csipkézett szarny), Sco (scutellumon kevesebb sz6r), Sp (kbzépsé
ldbnal szamfeletti sz6r)
Balanszer kromoszomak: FM7c (X), SM6 (2.Kr), CyO (2. Kr), TM3 (3. Kr), TM6b (3. Kr), TM6c (3. Kr), MKRS (3. Kr)

*a vizsgalt torzsek fel vannak sorolva az anyag és mddszer fejezetben

102



Fertilitasi teszt
Homozigéta Hemizigota Transzheterozigota [ Transzheterozigota I1

A @ (A) 4 DA A @) A _®

TM‘X/ TMX TM‘X/ TMX TM‘X/ TMX TM‘X/ TMX
A8« wrQ 3By wrQ 3B x wr@ g%x wr®

(A) Df(A) (A7)

Egyedi himek (n=15-50) keresztezve 3-4 db vad tipusu szliz nosténnyel. A vizsgalt allélok pontos genotipusa az anyag és
modszerek fejezetben megtalalhato

Transzpozon remobilizalas

P{RS5}ago™H427% elem remobilizalasa Mi{ET1}CG4434MB1932 elem remobilizalasa
Wiiis . Sp ) Df(37(.)l‘y X wiis . + ) ago)"’“'?’ﬁ" s Sp . MKRS X s + . CG4434MB10362
Sm6b TM3,Sb,42-3 + M3, Sb Sm6a,hsMiT — TM6b, Th, Hu + TMéc, Sh
“Jumpstarter”: mozaikos szem Larvéakat 3 napon at 1 h 37°C
hosokkolni
6\ i n _ ago™Tw N + ) ™2 9 6 i + CG 4434510362 X s + ™ 9
d d , ’ y N N whis . R
Sm6b/Sp w + ™6 Sm6ahsMiT  TM6b, Th, Hu + M6
jeloltek: feheér szem jeloltek: GFP expresszio
s T ; Aago*Ha-7 N + _ M2 hianya a szemben
Smo6b/Sp TM6 + TM6 whis . + ; ACG4434MB10362 X i + ; TA2
+ T 1:[6/ + TM6
$ ‘VHM’ . + . AagOS—HArQT{;U $ w”m v + ' ACG4434‘.‘»1HIUMJ
Sm6b/Sp TM6 e T™6
150 jumpstarter himet hasznaltunk jelslt vonalak alapitashoz. 100 himet hasznaltunk jel5lt vonalak alapitashoz.
Az alapitott Aago™ 7" yonalak fertilitdsat és életképességét Az alapitott ACG4434'™%> vonalak fertilitasat és életképességét
ellenoriztiik. A remobilizalast molekularisan PCR-ral és ellenériztiik. A remobilizaldst molekularisan PCR-ral és szekvenalassal
szekvenalassal ellendriztiik. 8db preciz exciziot hordozo torzset ellendriztiik. 8db preciz exciziot hordozo torzset izolaltunk.
izolaltunk.
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Rekombinansok eloallitasa

ago™ nic'" ago™ - sOtét szemszin
TM3, Si/ TM3, Sh ntc™?¥ - vilagosabb szemszin
ago™ TM2 . .
9 g X 6\ 200 egyedi vonal alapitasa
mcmi/ TM6c
ms 072359 TA2
6\ ago™ nic X 9
TM6 M6
6 ago™ ntcd"?¥ 96 szemiletalis, sotét szemii vonal

ago nia2se

P-clemek ellenérzése PCR reakciokkal: 3 db rekombinans

Transzformansok vizsgalata

?P() - transzgén beépiilés miniwhite markergénre szelektalhato

?P() P . If MKRS
Py ; 0 . 0 Wi : :
( + A+/ CyQ TMé6b, Th, Hu
2P ?P ’ If MKRS
Py ; 0 . 0 Wi - .
' CyO TM6b, Th, Hu Cyo TM6b, Th, Hu
I MKRS
/AN v ; wis il ; MKRS wiiis . I . il
o TM6b, Tb, Hu CyO/If  TM6b, Th, Hu CyO  TM6b, Th, Hw/MKRS
Csak himekben, vagy Cikk-Cakk Masodik kromoszomas beépiilés Harmadik kromoszomas beépiilés

oroklésmenetet mutat, nemi
kromoszomara triént beéplilés Egyik eset sem: 4. kromoszdmara torténd beépiilés.



Masodik kromoszoma balanszirozasa

9 whis . (A) _ + < wilis If ‘ MKRS 6\
SMX %\Cyo TMGb, Tb, Hu
Q witis . (A) . + X whis . (A) . MKRS
CyOo TMo6b, Th, Hz:/ CyO +
$ wIHS . (A) . MKRS
CyO TM6b, Th, Hu
Harmadik kromoszoma balanszirozasa
B
9 wllis . * . ®) X wiis . If . MKRS Cg\
+ %CyO TM6b, Th, Hu
9 wis . + ) (B) ¢ whis . If . (B)
CyO TM6b, Th, Hz:/ + TM6b, Th, Hu
$ WHJS . ]‘f . (B)

CyO TM6b, Tb, Hu
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Transzgének, mutans hattéren torténd expresszilasa

ws . (A)  MKRS « .Y ®
CyO TM6b, Th, Hu CyO TM6b, Th, Hu

g wi (A) (B)
CyO  TM6b, Th, Hu

Imp-GFP; ago™ vonal létrehozasa

Imp-GFP + . + " Wittt If ' MKRS
Imp-GFP + i/ CyO TM6b, Th, Hu
9 Imp-GFP ~ + . + 5 Amp-GFP if . MKRS 2
Wi CyO TMGb, Tb, Hu Y + +
A homozigota IMP-GFP nostények szemszinre
valogathatok
Imp-GFP  If/[CyO MKRS X wis If _ ago™ 8
Imp-GFP, + " TM6b, Th, Hu \\Y‘ CyO " TM6b, Th, Hu
9 Imp-GFP  If/CyO MKRS Imp-GFP  [f/CyO ago™ 6\
,. ; X :. ’.
Imp-GFP + TM6b, Tb, Hif/ Y + TM6b, Th, Hu
$ Imp-GFP  If/CyO ago™
Imp-GFP + " TMG6b, Th, Hu
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