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Bevezetés

A Drosophila melanogaster modell felhasznaladsaval sejtbiologiai és fejlddésbiologia
folyamatok klasszikus genetikai, molekularis genetikai és biokémiai tanulmanyozasara nyilik
modunk. A reverz genetikai modszerek felfedezésével lehetdségiink lett az RNS interferenciat
¢s a CRISPR technologiat egyarant sejttenyészetekben ¢és stabil transzformansok
alkalmazéséaval genetikailag modositott allatokban alkalmazni. A fejlddésbiologia egy fontos
kérdése a szervek kialakitasa sordn az egyes sejttipusok specializaciojat iranyitd és
meghataroz6 fehérjék azonositdsa, azok feladatanak megértése. Az ivarsejtképzodés
tanulmanyozasa alapvetd sejtbioldgiai folyamatoknak, Gigy, mint a mitotikus és meiotikus
sejtosztodas szabalyozasanak, a sejtorganellumok kialakulasanak, specializacidjanak és
vandorlasédnak vizsgalatara, valamint az ivarsejt €s szomatikus sejtek kozotti morfologiai és
molekularis kiilonbségek vizsgalatara is alkalmas.

A sejtek kozotti és a sejteken beliili kommunikacié fontos komponensei az eukariotdkban a
membranok altal hatarolt sejtszervecskék. Ezek dinamikus mozgasa és egymasba alakulasa
hozzéjérul a sejtosztodastol az autofagian at a szignalizacios folyamatok szabalyozashoz.

A meidzist kovetden a spermatiddkban megfigyelhetd sejtorganellum atalakuldsok jelentds
mértékben tesztisz-specifikus géntermékek kozremiikodésével torténnek. Mindazok a
géntermékek, amelyek hozzdjarulnak a haploid, kozel 1,8mm-es spermatidak fejlodéséhez, a
meidzist megeldzden irddnak 4t és RNS-ek vagy fehérjék formajaban vannak jelen a fejléddés
poszt-meiotikus stddiumaiban. A meidzist kovetden a kromatin kompakt és transzkripcid csak
né¢hany lokusz esetében lett kimutatva.

Klasszikus mutdnsok analizisével és a transzkriptomikai adatokbol is egyértelmiien
kirajzolodott, hogy a Drosophila spermatogenezise soran a mitokondriumok miikdodéséhez,
szerkezetiik kialakitasahoz kothetd gének és azok paraldgjai nagymértékben hozzajarulhatnak
a meiozist kovetd jelentds morfologiai valtozasokhoz. A mitokondrium szdmazékok az azokat
korilvevd axonéma-fiiggetlen mikrotubulusokkal egyiitt biztositjak a spermatidadk
megnyulasat, amely egy kozel 280-szoros méretnovekedést jelent. A megnyulassal
parhuzamosan megvaltozik a mitokondriumok belsd szerkezete, felhalmozodnak benniik a
tesztisz-specifikus mitokondridlis enzimek ¢és a nagy mitokondrium szarmazékban
OsszeszervezOdik a parakristalyos anyag, amely a Hexapoddk spermiumaiban valtozatos
formaban ¢€s eloszlasban van jelen. Bar a 1970-es években leirtdk mar a parakristalyos anyag
felhalmozdodasat a mitokondrium szarmazékokban, a molekuléris Osszetevéi és funkcidja

ismeretlenek voltak ezidaig.



Célkitiizés

- A sejtciklus és a membrantranszport folyamatok szabalyozasaban szerepet jatszo eddig
nem jellemzett gének azonositasa a sejtbioldgiai és genetikai moddszerekkel is
vizsgalhato Drosophila modell felhasznalasaval

- A Golgi lokalizalt kihorgonyz6 fehérjék és fehérje komplexek membrantranszportban
betoltott szerepének megértése szovettenyésztett sejtekben és a spermatogenezis soran.

- A lipidbioszintézis jelentdségének és komponenseinek a vizsgalata a spermatogenezis
intenziv membranatrendezddésekkel jellemzett meidzist kovetd szakaszaiban.

- A sejtorganellum valtozdsok tanulmanyozasa ¢s molekularis komponenseinek
azonositdsa a spermatogenezis soran.

- A mitokondrium differenciaciéban szerepet jatsz6 gének azonositasa
- A mitokondriumokban 1év6 parakristalyos anyag 0sszetételének meghatarozasa

- A spermatiddk megnytlasa soran kialakuld valtozatos mikrotubulus szervezd
kdézpontok Osszetételének jellemzése



A értkezezésben bemutatott kisérletek soran alkalmazott modszerek

Klasszikus Drosophila genetikai médszerek:
-klasszikus forward genetikai ¢és reverz genetikai technikék
-transzgenikus torzsek létrehozasa, fenntartasa, keresztezése

Sejttenyésztés
-Drosohila S2 és Dmel sejtek tenyésztése, transzfektalasa, RNSi, FACS

Molekularis bioldégiai mddszerek:

-klonozas (klasszikus restrikcios enzim alapu, Gateway, Gibson assemly)
-q-RT-PCR

Sejtorganellumok vizsgalata:

-immunhisztokémia

-in-situ hibridizacio,

-mikroszkopos modszerek (fluoreszcens, konfokalis és TEM)

Biokémia modszerek:
-immuno-blot,
-emzimaktivitas mérése
-¢lesztd két-hibrid technologia

Omikai megkdzelitések:
-lipidomika
-transzkriptomika
-proteomika




Az j tudomanyos eredmények osszefoglalasa

A reverz genetikai technoldgidk felfedezésével és alkalmazasaval, mint az RNS interferencia,
lehetdség nyilt egyes géncsoportok vagy akar a genom teljes fehérje kodolo részének a funkcio
vesztéses vizsgalatara. A sejtciklus szabalyozasdban kulcsfontossagu kindzok és foszfatazok
szisztematikus vizsgalatdval bebizonyitottuk, hogy az RNS interferencia egy sejtekben
egyszerlien és hatékonyan alkalmazhaté moédszer fenokopidk 1étrehozésara és azt kdvetden
sejtbiologiai vizsgalatokra és ezaltal 01j sejtciklus szabalyozo fehérjék azonositasara. Mintegy
kozel 80 kinaz és 22 foszfataz esetében allapitottunk meg a sejtciklushoz kothetd szerepet és
45 protein kinaz funkcidjat kotottiik a mitozis kiilonbozé stddiumaihoz. (Bettencourt-Dias et al.

2004; Chen et al. 2007).

1. A sejtek kozotti és a sejteken beliili kommunikacié fontos komponensei az eukariotakban a
membranok altal hatarolt sejtszervecskék. Ezek dinamikus mozgasa és egymasba alakulasa
hozzajarul a sejtosztodastdl az autofagian at a szignalizacids folyamatok szabalyozasaig. Az
RNS interferenciat felhasznalva a membrantranszport folyamatokban kulcsfontossag gének
azonositasdra és tanulmanyozéséara is lehetdségiink volt (Wendler et al. 2010). Ebben a
szisztematikus analizisben szamos, a vezikulatranszportban szerepet jatszd gént azonositottunk
és jellemeztiink. Ezek koziil kiilondsen érdekesnek bizonyultak a vezikuldk membranfelszinhez
torténd kihorgonyzasat eldsegité nagy méretl coiled-coil fehérjék, a Golginok.
Megallapitottuk, hogy a Golginok véltozatos modon kapcsolddnak kis GTPaz fehérjékkel és
kihorgonyz6 komplexekkel. Munkank sordan kimutattuk, hogy a Golginok (dGCC88, dGolgin-
245 ¢és dGolgin-97, dGCC185, dGMAP, dGM130) toébb az Arl és Rab tipust kis GTPaz
kotésére is képesek, amely egy szelektivebb, de ugyanakkor specifikus membrankapcsolodésat
teszi lehetévé ezeknek a nagy fehérjéknek és rajtuk keresztiil a szallitott vezikuldnak (Sinka et

al. 2008).

2. A Rab kis GTPéazok interakcids partnereinek biokémiai azonositdsa soran szamos
kulcsfontossagl,, j fehérje-fehérje kapcsolatot tartunk fel, amelyek az endoplazmatikus
retikulum-Golgi, intra-Golgi, Golgi-endoszomalis rendszer és az endoszoma-lizoszoma
kapcsolatok ¢és atalakuldsok jobb megértéséhez vitt kozelebb benniinket (Gillingham et al.
2014).



mikrotubulus szervezé kézpontok valtozatossaga a Drosophila spermatogenezisében
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A Drosophila spermatogenezisének fobb stadiumai a stadium specifikus mikrotubulus szervezé
kozpont és mitokondrium atalakulasok feltiintetésével. A pirossal kiemelt gének jellemzése az

értekezésben talalhato.

3. Ezek a vizsgalatok sarkalltak benniinket a membrantranszport folyamatok vizsgélatara a
spermatogenezis soran, hiszen ismert volt, hogy jelentds endomembran atalakulasok zajlanak a
meiozist kovetden. Kiilondsen jol megfigyelhetdé ez a spermatiddk megnyuldsanak idején,
amikor a teljes Golgi és endo-lizoszémalis rendszer atszervezddik, kialakul a spermiumokra
jellemz6 akroszéma a Golgi és lizoszomak egyesiilésével. A GARP ¢és a COG komplexek
altalanosan jelen vannak a Drosophila sejtekben, jelenlétiik elengedhetetlen a spermatogenezis
soran. Megallapitottuk, hogy a retrogrdd membrantranszport sziikséges a sejtmagok

megnyuldsdhoz és a specializalt Golgi, az un. akroblaszt, illetve az abbol szarmazé akroszoma

kialakitasahoz (Fari et al. 2016).

4. Munkank sordn azonositottuk a membranok kialakitashoz szorosan kapcsolhato, lipid

bioszintézisben szerepet jatszo6 CdsA gént és leirtuk a foszfatidsav (PA) szintjének



megemelkedését a CdsA™ mutansban. Megallapitottuk, hogy a meidzist kovetd RNS szintézis
leallasa miatt a sejtek nem képesek a megemelkedett PA-szintet kompenzalni a CdsA™
mutansban a dPI-szintdz és mas faktorok mennyiségének novelésével, és feltételezziik, hogy a
PA beépiilve a bels6 membranokba azok feliiletét megndveli, ami a spermatidak fejlodését

akadélyozza (Laurinyecz et al. 2016).

5. A Drosophila tesztiszben a spermatogenezis egymast kovetd stadiumaiban 1évo cisztak jol
elkiilonithetd régidkban taldlhatok apikalis-bazalis irdnyban. A  tesztisz régidk
transzkriptomikai analizisével azonositottunk mintegy 15015 transzkriptet, amelyekrdl a
tesztisz specificitasi index ¢és a fejlodésistadium-specifikussag megallapitasdval azonositottuk
a kiilonb6zé géncsoportok altalanosan és tesztisz-specifikusan kifejez6dé komponenseit.
Azonositésra keriiltek a protein foszforildcioban kulcsfontossagu tesztisz-specifikus kindzok és
foszfatazok, valamint a fehérje degradacioban jelentds szereppel bir6é E2, E3, DUB
fehérjecsalad tagjai, valamint a tesztisz-specifikus proteaszoma alegységek. Ezek a gének a
kés6i stadiumokban megfigyelhetd, intenziv fehérje lebontds szabdlyozéasaért lehetnek
felelosek. A transzkriptomikai vizsgalatokbol nyilvanvalova valt, hogy a poszt-meiotikus
fejlédés soran kialakuldé mitokondrium szarmazékok a szomatikus sejtektdl eltérd tesztisz-
specifikus géntermékekkel rendelkeznek. Mind a citrat-ciklus, mind az oxidativ foszforilacio
génduplikacioval keletkezett tesztisz-specifikus paraldogjai a késoéi fejlodési stadiumokban
halmozodnak fel, amikor jelentds morfoldgiai és strukturalis véltozasok is bekovetkeznek a
mitokondriumokban. A fehérje kodold géncsaladok szisztematikus elemzésével kozelebb
jutottunk a poszt-meiotikus folyamatok szabalyozdsdnak jobb megértéséhez. A
transzkriptomikai analizis segitségével a tesztisz-specifikus hosszii nem kodolo RNS-eket is

crer

fontosak. (Vedelek et al. 2018).

6. Klasszikus mutansok hipomorf alléljeinek tesztelésével azonositottuk és jellemeztiik a
tumorszupresszor Ago gén egy himsteril alléljat. Megallapitottuk, hogy az Ago az
individualizacié folyamataban jatszik szerepet, ott is feltehetden az irdnyitott fehérjelbontas

szabalyozasaban (Vedelek et al. 2021).

7. Munkénk sordn azonositottuk az érett spermiumok mitokondriuméban felhalmoz6do
parakristalyos anyag legnagyobb mennyiségben jelen 1évd alkotdit az S-Lap fehérjecsalad

tagjait. A nyolc S-Lap fehérje génduplikacié révén keletkezhetett a kanonikus grms leucin-



aminopeptidazbol. Bebizonyitottuk, hogy az S-Lap fehérjék enzimatikus aktivitasukat
elveszitve neofunkcionalizacio révén szerkezeti funkciot toltenek be a kozel 2 mm hosszl
mitokondrium szarmazékban. Az S-Lap fehérjék hexamer szerkezetet vehetnek fel, amelynek
koszonhetden filament képzésen keresztiil jarulhatnak hozza a parakristalyos anyag
kialakitdsdhoz (Laurinyecz et al. 2019). Ez nagy jelentéséggel birhat, hiszen bizonyos
myophathidkban is megfigyelheté a mitokondriumokban parakristalyos anyag felhalmozddas,

valamint egyre tobb enzimrdl is kidertil, hogy filamentek képzésére képesek.

8. A tomegspektrometriai vizsgalataink soran az S-Lap fehérjék mellett azonositottuk a tesztisz-
specifikus Bb8 glutamat-dehidrogenazt is, mint a parakristalyos anyag masik fontos
alkotorészét. Ellentétben az S-Lap fehérjékkel, bebizonyitottuk, hogy a Bb8 megtartotta
enzimatikus aktivitdsat. Eredményeink azt sugalljdk, hogy a Bb8 funkcidja tobbrétli a
spermatiddkban. Szerkezeti funkcidja mellett glutamat-dehidrogenaz funkciodja is van, ami a
mitokondrium identitds meghatarozasdhoz jarul hozza. Hianydban mindkét mitokondrium
szarmazékban elindul a parakristilyos anyag képzddése, valamint mitokondrium
megnagyobbodas, ugynevezett megamitokondrium képzOddés tapasztalhatdo, amely a

spermatidak fejlédését gatolja (Vedelek et al. 2016).

9. A szomatikus ¢€s a tesztisz-specifikus glutamat-dehidrogenaz vizsgalataval és a szerkezeti
elemzésekkel, valamint az eml6s homoldgokkal torténd Osszehasonlitassal megallapitottuk,
hogy hasonléan a Drosophildhoz, az emberben is a két glutamat-dehidrogenaz
szovetspecifikusan eltéré funkcidval rendelkezhet. Amig a huméan Glud1 altalanosan, minden
szovetben kifejezddik, addig a Glud2 a tesztiszben és az agyban mutat jelentds transzkript
mennyiséget. A funkcionalis hasonlosagot a Gludl illetve Glud2 és a Drosophila Gdh, Bb8
kozott hibrid transzgének BHS™ mutans hattéren torténd menekitési képességének tesztelésével
vizsgaltuk. Az eredményeink felvetették, hogy a Bb8 ¢és a Glud2 konvergens evolucio
eredményeként keletkezhetett a szomatikusan kifejez6dd glutamat-dehidrogendzbol. Ezt a
fehérjeszerkezeti elemzések és a heterolog menekitési kisérletek is alatamasztottdk. A
mitokondrialis  anyagcserefunkcioval rendelkezd gének transzkriptjeinek (oxidativ
foszforilacio és citrat-ciklus enzimei) késoi stadiumokban torténd felhalmozodasa valdsziniisiti,
hogy az érett spermiumban 1évé mitokondrium nem csak forméjaban és méretében, de az
anyagcsereenzimek tekintetében is tesztisz-specifikus enzimkészlettel miikodik (Vedelek et al.

2023).



10. A sejtalkotok sejten beliili mozgasaért felelos sejtvaz komponensek vizsgalataval
azonositottuk és jellemeztiik a y-TuRC eloszlasat, molekularis Osszetételét és partnerfehérjéit a
spermatogenezis alatt. A spermatocitdk, spermatiddk intenziv sejtvdz atalakulasai egy
dinamikusan valtoz6 mikrotubulus rendszert igényelnek, mind a sejtosztdédasi, mind a
spermatidak megnyulasi fazisaban. Az eddig ismert centroszoma/bazélis test szervezésében
betoltott funkcion kiviil a laboratériumunk eredményeibdl valt ismerté, hogy a y-TuRC
kanonikus és tesztisz-specifikus tagjai egyarant részt vesznek a sejtmagok apikalis végén,
valamint a mitokondriumok felszinén szervez6d6 nem-centroszémalis MTOC-k
kialakitasaban. Genetikailag jellemeztiik a tesztisz-specifikus y-TuRC (t-Grip84, t-Grip91, t-
Grip128) valamint a kanonikus y-TuRC komplex Grip84 és Gripl63 fehérjéjét és
megallapitottuk azok dinamikusan valtozé eloszlasat a spermatogenezis egymast kovetd

stddiumaiban (Alzyoud et al. 2021).

11. Egy eddig nem ismert alternativ y-TuSC lokalizaciot is elsdként irtunk le a Grip84 gén
endogén modon GFP riporterrel torténd jelolésével. A Grip84 gén interndlis jelolésének
koszonhetden a gén mind az 5 izoforméjanak egyiittes jelolésére lehetdségilink nyilt.
Megallapitottuk, hogy a kanonikus Grip84 a mar ismert centroszémalis lokalizacioja mellett a
Golgi apparatushoz is lokalizalédik a primer spermatocitdkban (Alzyoud etal., 2024). A
meglepd Golgi lokalizaciot megerdsitik a kordbban a kis GTPazok kotopartnereinek
szisztematikus vizsgalata sordan kapott eredményeink, ahol a Rab2 GTPaz esetében
tomegspektrometriai vizsgalattal azonositottuk az interakcios partnerek kozott a y-TuSC tagjait
(Grip84 ¢és Grip91) és magat a y-Tubulint is Drosophila S2 sejt lizatumbdl (Gillingham et al.
2014). A Rab2 fehérjérdl ismert, hogy a Golgihoz lokalizalodik, de a spermatogenezisen beliili
funkcidja Drosophilaban nem volt vizsgéalva. Az egér Rab2 fehérjérdl azonban kimutattak, hogy
az akroszoma membranjdhoz kapcsolddik. Az ismert Golgi lokalizacié mellett a sejtmagok
apikalis végén, az akroszoma szervezOdés helyén is kimutattuk a Rab2 fehérjét, ezért
feltételezziik, hogy a Drosophila Rab2 fehérjének a Golgiban betoltott funkcido mellett az
akroszoma kialakitasaban is szerepe lehet (Alzyoud et al., 2024). Eredményeinkkel kozelebb
jutottunk a spermatogenezis soran bekodvetkezd sejtszervecske atalakuldsok, specializaciok
kialakitasaért felelés mechanizmusok megértéséhez, a résztvevd molekuldk azonositasan és

jellemzésén keresztiil.



Kitekintés

A Drosophila  melanogaster  spermiogenezisének tanulmanyozisa hozzdjarul a
sejtorganellumok differencidlodasanak jobb megértéséhez, ¢és boviti ismereteinket a
szovetspecifikus fehérjekomplexek szervezddésével és azok feladataval kapcsolatban.

A spermiumok szerkezete nagyfoku hasonlosagot mutat az allatok valamint az ember kozott. A
spermiumokban jelenlévé kondenzalt sejtmag, az akroszoéma, az axonéma jelenléte és a
specializalt mitokondrium szerkezet altaldnosnak tekinthetd az éldvilagban. A szerkezeti
hasonlésagok mellett molekularis szinten is felfedezhetok jelentés hasonldsagok, mint a
Hiszton fehérjék Protaminra torténd kicserélddése, a tesztisz-specifikus proteaszomak jelenléte,
valamint az anyagcsere utvonalak ivarsejtekre jellemzd specializacidja.

Annak ellenére, hogy a specializalt mitokondrium szerkezetében kulcsfontossagl
parakristalyos anyag kialakitdsdhoz sziikséges fehérjék azonositdsdban, a tesztisz-specifikus
szerepet jatszo fehérjék azonositasaban elérehaladast értek/értlink el, ezeknek a folyamatok és
a spermatidak morfogenezisének mas aspektusai még mindig nem teljes mértékben ismertek.
Az, hogy milyen energetikai valtozasok zajlanak a poszt-meiotikus mitokondridlis specializacio
soran, illetve, hogy a két mitokondrium szarmazék kozott a parakristalyos anyag
felhalmozodasan kiviil egyéb funkcionalis kiilonbség is van-e, az a jovO kutatasainak a témaja.
Hasonldan a spermatidak megnyulasa soran keletkez6 valtozatos MTOC-k pontos molekularis
Osszetétele 1s meghatarozasra var. Egy masik érdeke, és nagy tudomanyos érdeklédést kivalto
kutatési teriilet a hosszu nem kodolé RNS-ek vizsgalata kiilonb6z6 szovetekben, sejtekben,
beleértve az ivarsejteket is. A hosszl nem kdodolé RNS-ek bar nem kodolnak fehérjét, az azt
kifejezd sejtekben, szovetekben feltehetden szabalyoz6 funkcidt tdltenek be. Jelenlétiiket
kimutattdk mar a human spermiumokban is (Joshi and Rajender 2020; Zhao et al. 2021;
Kyrgiafini et al. 2022; Zhang et al. 2019). Az altalunk elvégezett transzkriptomikai elemzés is
megmutatta, hogy Drosophila melanogasterben 2061 kiilonb6zd hosszu nem kdodoldé RNS
fejezodik ki tesztisz-specifikusan. Vizsgalatainkkal parhuzamosan a szakirodalomban szamos
tanulmany megerdsitette az altalunk talalt hosszi nem kodold RNS-ek tesztisz-specifitasat, de
ezek spermatogenezisben betdltott funkcidja még mind a mai napig nem teljesen ismert (Wen
et al. 2016). Az 6sszehasonlitoé elemzések lehetdséget adnak a konzervalt hosszi nem kodolo
RNS-ek azonositasara és azok célzott genetikai és funkcionalis jellemzésére Drosophilaban.
Transzkriptomikai vizsgalatok felhasznalasaval mar azonositottak olyan konzervalt géneket,

amelyek egyarant szerepet jatszanak a rovarok és az emlésok spermatogenezisében (Lécureuil



et al. 2021; Yu et al. 2023; Sotillos et al. 2022; Yuan et al. 2019). A nagy konzorciumok éaltal
elvégzett transzkriptomikai vizsgalatok eredményei szabadon hozzaférhetévé valtak a
tudomanyos k6zosség szamara az elmult évek soran (Moreno et al. 2022). A transzkriptomikai
vizsgalatok azt is kimutattadk, hogy az élovilagban altalanosan jellemzd, hogy a tesztiszben a
haztartasi géneken kiviil tesztisz-specifikus gének is kifejezddnek, biztositva ezzel a szomatikus
sejtektdl eltérd sejtosztddashoz és a spermium specifikus sejtorganellumok (axonéma,
kondenzalt specializalt kromatin szerkezettel rendelkezd sejtmag, akroszoma, specializalt
mitokondriumszerkezet/elhelyezkedés) kialakitasahoz sziikséges géntermékeket (Guo et al.
2018; Pineau et al. 2019). A tesztisz-specifikus gének nagy evolucids potenciallal is
rendelkeznek, és tobb elmélet is sziiletett arra vonatkozolag, hogy az evolucidsan fiatal gének
a tesztiszben fejezddnek ki elészor, majd ezt kdvetden szereznek 1j kifejezddési mintazatokat
¢s jelennek meg tovabbi szovetekben (Kaessmann 2010; Kondo et al. 2017; Assis and Bachtrog
2013, 2015). Az allatmodellekkel meglévé nagyfokii hasonlosadgnak kdszonhetéen
eredményeink kisérletesen is ellendrizhetdk és modellezhetdk a jovoben. Az irodalmi adatok
alapjan széles korben ismert, hogy a férfi medddség vagy a fertilitas jelentds csokkenése a férfi
altalanos egészségi allapotat is tiikkrozheti €és eldjele lehet szamos késébb manifesztal6odo
betegségnek. Osszefiiggést talaltak a meddéség diagnozisa és a késébbi sziv-, anyagcsere- és
onkologiai betegségek kialakuldsanak valésziniisége kozott (Joseph and Mahale 2021).
Hosszutava célunk azon gének megismerése, szamanak tovabbi bdvitése, amelyek a

spermatogenezisen kiviil a fent emlitett folyamatok barmelyikéhez kthetdk.
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