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Elszor is szeretném megkoszonni Sziics David Professzor Urnak, hogy elvallalta értekezésem
birdlatat. Koszonom véleményét és tdmogatésat.

A feltett kérdésekre az alabbiakban valaszolok.

. Az 0sszes 23 Drosophila Rab GTPaz GTP- és GDP-kotott formaival végzett pulldown
tomegspektrometrids kisérletek uj kotopartnereket és mas eddig nem ismert interakciokat
azonositottak. Végeztek-e azéta masok hasonlé atfogé kisérleteket a human Rab fehérjékkel?
Vannak-e, varhaték-e lényeges eltérések a Drosophila interaktémhoz képest?

Tudomdsom szerint teljesen azonos kisérleti elrendezésben nem vizsgéltdk a human Rab fehérjéket.
Az altalunk azonositott, de a cikk elkésziiltekor még nem vizsgalt kotOpartnerek koziil az elmult
években tobb is megerdsitést nyert.

Az 6sszes emberi €s Drosophila Rab evolucids kapcsolatabol kidertilt, hogy a 27 altalunk vizsgalt Rab
fehérjének 66 human megfelel6je van. Vannak olyan Drosophila Rab fehérjék, amelyeknek csak egy
human megfeleldje van, (Rab18, Rab23, Rab 30, Rab10, Rab14, Rab26, Rab35) és vannak, amelyek
tobb paraldggal is rendelkeznek.

Az altalunk alkalmazott Rab fehérje kotépartnereinek azonositdsban Drosophila S2 sejteket
hasznaltunk, amelyek 24 o6rds embridkbol szarmaznak és a sejtvonalat alkotd sejtek hemocita
morfologidjuak. Ez kivéléan alkalmas az endomembran rendszer altaldnos komponenseinek
azonositasara, de a specializalt kotépartnerek nem feltétleniil deritheték fel ebben a kisérleti
elrendezésben. Ot olyan Rab gén ismert (Rabl, Rab5, Rab6, Rab7 és Rab11), amely megtalalhaté az
Osszes eukariota genomban, ezek mind esszencidlisak. Ezeknek a fehérjéknek a mar el6zéleg ismert
kotdpartnerei koziil tobbet azonositottunk, amely egyben validalta az altalunk alkalmazott mddszert.
A szovet-, sejttipus-specifikus RNS szekvendlasoknak koszonhetéen tudjuk, hogy az éltalanosan
expresszalodd Rab fehérjék mellett ismertek szovetspecifikusan kifejez6d6 Rab GTP-azok is
(10.1038/nature12962). Példaként emlithetd a Rab3 fehérje, ami a Drosophila S2 sejtekben nagyon
alacsony expressziot mutat, és Drosophildban valamint emldsokben is az idegsejtekben irtak le a
feladatat.  (10.1016/j.neuron.2009.11.002,  10.1016/j.brainresrev.2008.04.006) Az ilyen
szovetspecifikusan kifejez6dd fehérjék esetében varunk lényeges eltéréseket.

. A Drosophila szovetek lipidomikai elemzése mennyire végezheté szovetspecifikusan? Mi lehet a
magyarazata annak, hogy a CDS enzim hidnydban a foszfatidsav féként a tesztiszben
halmozddik fel?

A tesztisz lipidomikai, transzkriptomikai és proteomikai vizsgalatanal is teljes tesztisszel dolgoztunk,
amelyek jelent6s hanyadat az Osivarsejtekbdl differencidlodd kiilonboz6 fejlodési stadiumu
ivarsejtkezdemények (Osivarsejtek, spermatocitdk, spermatidak, spermiumok) toltik ki. A tesztisz
teljesen jol izolalhatd, egyéb szovet sejtjeinek kontaminécidja szinte kizarhatd. Bar a tesztiszt
koriilvevod izomsejtek, terminalis epitélium és cisztasejtek is részét képezteék a lipidomikai analizisnek,
azok szama és morfologiaja a vad tipussal megegyezd a CdsA mutdnsban. A CdsA mutacié az
ivarvonal sejtekben, a spermatidak fejlodésében okoz fejlédési abnormalitast, a tesztisz szomatikus
sejtjei normalisnak mutatkoztak. A lipidomikai analizisnél azonos szamu és kord tesztisz minta
Osszehasonlitasara keriilt sort, igy a szovetre jellemzd lipidomikai profilt kaptunk. A pontos



szamszerUsités helyett az egyes lipidosztalyok egymashoz viszonyitott ardnyait allapitottuk meg az
azonos szamu tesztisz minta sszehasonlitdsdval. A CdsA enzim csokkent mennyisége altalanosan
jellemzé a mutdns vonalra. A spermatogenezis sordn a meidzist kovetéen megfigyelhetd
transzkripcionalis leallas miatt a csokkent mennyiségli géntermékek kompenzalasa vagy alternativ
szintézis utak aktivalasdra nincs lehetdség. A CdsA enzim megfeleld mennyiségének hidnyaban a
foszfatidsav nem tud atalakulni CDP-DAG-4, amely a foszfatidsav megemelkedése mellett csokkent
foszfatidil-inozitol szintet eredményez. Ez a tulajdonsdga teszi a poszt-meiotikus stadiumokat
kiillonosen érzékennyé a géntermékek mennyiségének megvéltozasara, kiilonosen azon gének
esetében, amelyek nem rendelkeznek tesztisz-specifikus paraldggal.

A tesztisz kiilonb6z6 régiéi dsszehasonlité transzkriptomikai elemzésében milyen statisztikai
modszert hasznalt? A 10. Abran szerepld n értékek a felhasznalt mintak szamat jelolik, de ha jol
értem, ezek egyesitve voltak. Osszesen hany minta keriilt szekvenalasra régiénként, és hogyan
lettek statisztikailag elemezve a BenjaminiHochberg FDR korrekciét megel6zéen?

Egy-egy RNS szekvendlashoz a 10. dbran feltiintetett n értékeknek megfeleld tesztisz régiok (n=150-
200) lettek felhasznéalva. Két bioldgia ismétlés volt minden régio esetében €s technikai ismétlések is
késziiltek. A transzkriptomikai adatok elsddleges elemzését kollaboracids partneriink végezte. A
szekvenciaelemzést a BaseSpace felhdalapu szamitastechnikai rendszer segitségével végezték. A
FastQ fajlokat a Dmr6.05 Drosophila melanogaster referencia genomhoz igazitottak a TopHat v2.0.9.
segitségével, majd a génexpresszids elemzést a Cuffdiff v2.1.1. segitségével végezték el. A
kiilonbozden felhalmozodott transzkriptek kivalasztésa a tesztisz hdrom vizsgalt régiojanak paros
Osszehasonlitasaval tortént.

A bazalis tesztisz-régiobdol izolalt mRNS-ek transzKkripcionalisan inaktiv sejtekbdl szarmaznak,
tehat ezeknek még a meidzist megel6zéen, az apikdlis vagy kozépsé régioban Kkellett
kifejezédniiik. Mivel magyarazza ennek fényében a csak a bazalis régioban azonositott
transzkriptek nagy szamat (302, 10B abra)?

A bazalis régidoban felhalmoz6dd RNS-ek valoban a meidzis el6tt expresszalodnak és sokszor stabil €s
transzlaciosan inaktiv formaban vannak jelen a poszt-meiotikus stadiumokig.

Mivel az apikélis €s a kozépsd régio is tartalmazza a korai stadiumok RNS-eit, ezért a késoi
stadiumokra specifikus RNS bar jelen vannak, de azok nem feltétleniil mutatnak
transzkriptfelhalmozodast a korai stddiumokban. A késébbi stadiumokban viszont a korai stadiumokra
specifikus RNS-ek szintje lecsokken, igy a bazalis régidra specifikus RNS-ek is jobban mérhetok.
Megemlitend6 az is, hogy mig a korai stddiumokban az dssejtek mellett a kiilonbozo fejlodési tipust
cisztak véltozatosabb transzkriptumu sejteket tartalmazhatnak (primer és szekunder spermatocitak), a
bazalis régid viszont a poszt-meiotikus cisztdk mellett tartalmaz specializélt sejteket, mint a feji ciszta
sejt, a termindlis epitélium sejtjei, amelyek transzkripciondlisan aktivak, igy hozzajarulhatnak az erre
a régidra specifikus transzkriptekhez.

Megkozelitoleg hany génnek van tesztisz-specifikus homolégja, és ebbdl mennyi retrogén? A
reverz transzkripcioval keletkezett gének kiilonosen jellemzdoek a tesztiszspecifikus
génkészletre?



A FlyBase adatbdzis 2025-0s frissitett adatai alapjan a 17872 génbdl 10773 génnek van paralogja. A
10773 paralog génpar koziil 3273 olyan van, ami nagyobb mértékti hasonldsaggal rendelkezik (8-asnal
magasabb DIOPT score-u paraléggal (https:/fgr.hms.harvard.edu/diopt). Ezek koziil 1154 mutat
jelentdsebb tesztisz-specificitast. Ezek koziil 397 gén van, aminek az expresszidja tesztiszben
jelentdsen feldusult. A tesztisz-specifikus paralégok koziil 280-nak van egyetlen transzkriptje, és 153
rendelkezik egyetlen exonnal és 139-nek van egy exonja és egy transzkriptje. Ezek alapjan
feltételezhetjiik, hogy ezek a gének retrogének, hiszen jelentdsen kisebb a transzkriptjeik és exonjaik
szama. Ugyanakkor a paral6gok paronkénti 6sszehasonlitasa jelente csak bizonyossagot.

A retrogének jellemzéek a tesztisz-specifikus génkészletre. Ez némileg Drosophila specifikus,
feltehetden a sok retrotranszpozon jelenlétnek koszonhetden, amelyek a Drosophila telomert alkotjéak.
Ez fokozottan esélyt ad a retrogének keletkezésére, amik aztan a permissziv expresszid, és az egyszerii
tesztisz-specifikus promoterek miatt ki tudnak fejezédni a primer spermatocitdkban. Ha a korai
stadiumokban negativ hatast fejtenek ki, akkor gyorsan szelektalodhatnak, viszont ha semlegesnek
vagy elényosnek bizonyulnak, akkor j6 alapanyagot szolgaltatnak az evolicids folyamatokhoz.

. Az S-Lap aminopeptiddzok milyen sztochiometriaval vannak jelen a spermiumokban? Valéban
barmelyiknek a hidnya megzavarja a parakristilyos anyag kialakulasit? Van szerkezeti
modelljiik a nyolcféle fehérje interakcidjara?

Az S-Lap fehérjék pontos sztdchiometridja nem ismert. Genetikai vizsgalataink azt mutattak, hogy az
S-Lap fehérjék barmelyikének hidnya megzavarja a spermiumképzédést. Megallapitottuk, hogy az S-
Lapl kulcsfontossagl, annak hidnya maér heterozigota formaban is befolyasolja a fertilitast,
haploelégtelenséget okoz, mig az S-Lap4 hidanya homozigéta forméaban szemisterilitést eredményez.
Az elektronmikroszképos felvételeken jol latszik, hogy a mutdnsokban a parakristdlyos anyag
szerkezete sériilt, az rendezetlen modon helyezkedik el a mitokondrium szdrmazékokban. Egyeldre
még nincs megbizhatd szerkezeti modellink az S-Lap fehérjék interakciojara, sem a pontos
partnerfehérjéikre, de a jovébeni kutatasok erre is fényt derithetnek.

. Milyen evoliciés tutvonalon alakulhatott ki az S-Lap fehérjék strukturalis szerepe a
spermiumokban?

Az Osszehasonlité genomika fejlddésével nyilvanvaldva valt, hogy az evoluci6 soran az Gj gének
létrehozasa széles korben elterjedt folyamat, és hogy a szaporodassal osszefiiggd géncsalddok
Osszetétele dramaian eltérhet az egyes fajok kozott. Az S-Lap fehérjék filogenetikai analizise
megmutatta, hogy az S-Lap fehérjék a Granny-smith leucin-aminopeptidazbol alakulhattak ki. 8
fehérje van, ami a Granny-smith leucin-aminopeptidazzal atlagosan 17,4%-0s aminosav azonossagot
mutat, melyek mindegyike kizardlag a tesztiszben kifejezddik ki. Az S-Lap fehérjék 2 klaszterbe
csoportosulnak. Az evolucios tdvolsag azt mutatja, hogy a géncsalad a Drosophila evolicio soran mar
régen elkiiloniilt, de més rovarfajokban is jelen vannak (10.1186/1471-2164-12-177).

Az is jol dokumentalt, hogy az 1j retrogének gyakran fejezddnek ki a tesztiszben. Az S-Lap gének
esetében 4 génben talalhato intron, mig 4 gén esetében intron nélkiili transzkriptek ismertek, amely a
retrogénekre jellemzdek. Ezekben a tesztiszben expresszalodo fehérjékben az is k6z6s, hogy a leucin
amipeptidaz aktivitasukat elvesztették. Az M17 aminopeptidaz aktivitasban kulcsfontossagu illetve a
kation kotésben szerepet jatszo aminosavakban eltérések tapasztalhatok (10.1186/1471-2164-12-177).
A leucin-aminopeptiddzokrdl kimutattédk, hogy hexamereket képeznek, ahol az enzimaktivitdsban
fontos aminosavak a hexamerek belsejében helyezkednek el, azok nem befolyasoljak a hexamerek
képzddését (10.1186/1471-2091-12-46). Az ecetmuslica spermiumaban talalhaté mitokondrium



szarmazekok az 1.8 mme-es farki rész teljes hosszat kitoltik. Ennek a jelentds méreti mitokondriumnak
a stabilitasat novelheti a benne kialakuld parakristalyos anyag. A parakristalyos anyag jelents részét
az S-lap fehérjék alkotjék, de a proteomikai analizistinkbdl kideriilt, hogy mas mitokondrialis enzimek
is megtaldlhatok benne, mint példaul az é&ltalunk is jellemzett tesztisz-specifikus glutamat-
dehidrogendz. Bizonyos enzimekrdl ismert, hogy dimerek, tetramerek vagy hexamerek formajaban
miikddnek, ilyenek a leucin- aminopeptidazok és a glutamat dehidrogenazok is. Azt feltételezik, hogy
ez azért eldnyds, mert igy az enzimaktivitds szabalyozasanak ujabb mddja valdsul meg, valamint az
enzimek raktarozhatokka véalnak. Egy ilyen tulajdonsagt enzim, ha elveszti az aktivitasat elméletileg
konnyen felvehet egy szerkezeti funkcidt.

A parakristadlyos anyag a kiilonb6z6 Hexapoda-k esetében nagyon valtozatos mitokondrialis
felhalmozddast mutathat, akar mind a két mitokondrium szarmazékban is kialakulhat.

Mi a valésziniibb, részt vesz a Bb8 glutamit dehidrogenadz a parakristalyos anyag felépitésében,
vagy csak a glutamatszinten keresztiil szabalyozza azt?

A parakristalyos anyag proteomikai analizisénél is azonositottuk a Bb8 glutamat-dehidrogenazt, tehat
fizikélisan részét képezi maganak a parakristalyos anyagnak. Ugyanakkor a hb8 mutansban a kis és
nagy mitokondrium szdrmazékban is elindul a parakristalyos anyag felhalmozddasa, de maga a
parakristalyos anyag nem épiil 6ssze megfelelden. Azt gondoljuk, hogy a mitokondrium differenciacio
soran elséként a megfeleld glutamat szint sziikséges a mitokondrium identitas eléréséhez, amelyhez
sziikséges a Bb8 enzimatikus aktivitasa, majd az Bb8 beépiil magaba a parakristalyos anyagba.

A spermatiddk mikrotubulus szervezé struktirainak részletes elemzése megmutatta, hogy a
tesztisz-specifikus és a normal gamma-TuRC fehérjék egyarant jelen vannak ezekben, és
valésziniileg egymassal is képesek komplexeket alkotni. Milyen specifikus szerepe lehet a két
rokon fehérjekészletnek a spermatidak sejtvazanak szabalyozasiaban?

A spermatiddk megnyuldsa sordn egy 12um-es sejtbdl 1800um-es sejt lesz. A megnyulas kiterjed a
sejtmagra, a mitokondriumokra és kialakul a bazélis testbdl az axonéma.

Ezen véltozésokhoz szamos 0j mikrotubulus szervezé kozpontra van sziikség. Mivel a meiozis utan
mar gyakorlatilag nincs transzkripcid, igy a szomatikus sejtekhez vagy a korai stadiumokhoz
viszonyitott, jelentdsen megnovekedett mikrotubulus-nukledcidhoz sziikséges y-TuRC a tesztisz-
specifikus komplextagok expresszidjaval biztositott. A hasonlosag ellenére jelentés szerkezeti
kiilonbségek 1s vannak a paraldgokrdl atirodéd fehérjék kozott. A t-Grip91 bar képes kapcsolodni a
kanonikus Grip84-gyel, az N-terminélisan egy jelentds hosszusagu coiled-coil régiot tartalmaz, amely
tesztisz-specifikus partnerfehérjék kotését valoszinisiti.

Még egyszer nagyon kdszonom a feltett kérdéseket €s a dolgozatom alapos biralatat.
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Tisztelettel, %M

Dr. Sinka Rita



