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Irodalmi attekintés

Drosophila melanogaster modell hasznalata a sejtbiologiaban

A Drosophila melanogaster, ecetmuslica tobb mint szdz éve hasznalt modellszervezet a
klasszikus genetikaban ¢€s a sejtbiologiaban. Az 6roklodés torvényszeriiségeinek megismerése
mellett a fejlodésbioldgia, sejtbiologia, immunoldgia, €lettan és evoluciobiologia egyik gyakran
hasznalt modellszervezete lett (1. abra) (Yamaguchi M. 2018). Széleskort felhasznalhatosagat
bizonyitja az is, hogy 2017-ig nyolc esetben itélték oda az élettudomanyi Nobel-dijat olyan
kutatasokért, melyekben az ecetmuslicat hasznaltadk modellszervezetként. A sejtbiologia €s
fejlédésbiologiai folyamatok nyomonkdvetéséhez az ecetmuslica tanulmanyozasa jelentdsen
hozzajarult, hiszen a genetikai szabalyozasi ttvonalakat térben €s idében elkiilonitve tudjuk
vizsgalni. A Gal4-UAS rendszer segitségével szovetspecifikus transzgén kifejezodést és
genetikai mozaikok eldallitasat tudjuk megvalositani. A nagyszamu klasszikus mutans és a
reverz genetikai modszerek, azon beliil is az RNS interferencia és a CRISPR technologia
elterjedésével lehetdség nyilt tetszéleges genomi régiok modositasara illetve azok in vivo
jelolésére kis fehérjéket kodolo riportergének beépitésével (1. abra A).

A rendelkezésiinkre all6 modern genetikai, molekularis biologiai, biokémiai és mikroszkopi
technikak lehetévé tették a fejlodésbiologiai és sejtbiologiai  folyamatok komplex
tanulmanyozasat.

A sejtciklus szabalyozasaért felelds gének felfedezésében nagy jelentdsége volt az
ecetmuslicanak, hiszen az anyai hatasnak koszonhetden legtobb sejtciklus mutans a larvalis
stadiumokig ¢életben marad, ezaltal a larvalis szervekben tanulméanyozhaté a mutans fenotipus.
A larvalis agy a benne 1év6 0sztotd sejteknek koszonhetden egy kivald szerv a sejtosztodasi,
mitotikus hibak azonositasara. Az ecetmuslicat sikeresen hasznaltdk mind kémiai, mind
transzpozonok altal indukalt mutagenizalasi kisérletek soran, amelyekkel nagyon nagyszamu
mitotikus gént sikeriilt azonositani (Gatti and Baker 1989). A késobbi kutatasok azt is
bebizonyitottak, hogy az azonositott gének konzervaltak, megtalalhatok a
magasabbrendiickben és sokszor kapcsolatba hozhatok sejtburjanzassal, tumorképzodéssel. A
Drosophila genom teljes szekvenalasa és annotalasa lehetové tette géncsoportok azonositasat.
A genomannotalassal egy id6ben felfedezett RNS interferencia megalapozta és lehet6vé tette a
genom ¢€s géncsalad szintli valtozatos revezgenetikai modszerek alkalmazasat. Az ecetmuslica
esetében nemcsak az egyes fejlédési stadiumok és az ott kialakult testrészek, szervek

vizsgalhatok, hanem rendelkezésre allnak sejtvonalak, melyekben az RNS interferenciaval



torténd géncsendesités és egyéb sejtbiologia modszerek jol alkalmazhatok. A sejtciklus egyes
Iépései (G1, S, G2, M) klasszikus mutansok analizise mellett sejttenyészetekben is vizsgalhatod

az RNS interferenciat kovet6 sejtszortirozassal (FACS) vagy immunhisztokémiaval.

Drosophila, mint membrantranszport modell

Az endoplazmatikus retikulum (ER) ER-Golgi hatarfeliilet szervezddése eltéréseket mutat a
kivalo kiilonbozo fejlettségli szervezetekben. A hasadd élesztokben, a protozodkban és a
ndvényekben a Golgi-zsakocskak az ER kilépési feliillet (ERES) kozelében, az ERES-Golgi
egységek kialakitasaval az egész citoplazmaban elszortan helyezkednek el (Brandizzi és
Barlowe, 2013; Glick és Nakano, 2009). A muslica esetében szintén (Kondylis és Rabouille,
2003; Ripoche és mtsai., 1994) a kiilonallo ERES-Golgi egységekben torténd szervezddés
jellemzo. Ezzel szemben a gerincesekben a szétszort ERES-ekbdl szarmaz6 vezikuldk egy ER-
Golgi-intermedier kompartment (ERGIC) kialakitasaban egyesiilnek, amelyen keresztiil a
szallitott fehérjék a centroszoma mellett elhelyezkedd egyetlen juxtanuklearis Golgiba jutnak.
Az élesztd sok éven at a kivald genetikai manipulalhatosaga miatt remek modellnek bizonyult
a membrantranszport folyamatainak, az endocitdzis, exocitoézis ¢és a sejten beliili
transzportfolyamatok kutatasaban (Barlowe és Miller, 2013; Schekman, 2010)

A vezikulatranszportnak a membranok altal hatarolt organellumuk kozotti sejtkomponenesek,
fehérjék szallitisiban van fontos szerepe. Altalanossdgban a folyamat soran egy, a donor
membranrol lefiiz6d6 vezikula tartalmazza a szallitand6 anyagokat, amely a sejtvazon keresztiil
motorfehérjék és citoszkeletalis fehérjék segitségével a fogadd membran kozelébe keril. A
fogadd6 membran felszinén taldlhatdé hosszii coiled-coil kihorgonyzo fehérjék és nagy
kihorgonyz6 komplexek segitségével a vezikula a membran kozelében a SNARE fehérjék
segitségével fuzional a fogadd memebrannal €s tartalma a fogadd membran altal hatarolt térbe
kertil (1. abra B).

Parhuzamosan az ¢leszté modellekkel, a Drosophila melanogastert is elkezdték az allati sejtek
membrantranszport folyamatainak vizsgalatahoz felhasznalni (Littleton 2000; Rabouille et al.
1999; Kondylis and Rabouille 2009). Ennek oka, hogy a gének szintjén 1év6 redundancia kisebb
problémat jelent a Drosophila esetében, mint az emlés modellekben. A klasszikus mutansok
mellett az RNS interferencia technika nagymértékben hozzajarult a sejten beliili
transzportfolyamatok szisztematikus tanulmanyozasdhoz, mind szovettenyészetekben, mind

teljes allatban. A Drosophila S2 sejtekben lehetdség van RNS interferencia segitségével a



csendesitett gének fenotipusanak tanulmanyozasara. Stabil transzformansok létrehozasaval
riportergének lokalizacidjat és mennyiségét tudjuk kovetni a membrankompartmentumok

ko6zott.
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1. abra (A) A Drosophila melanogaster modell hasznilata a kutatasban. (B) A membrantranszport
folyamatok soran torténd vezikula transzport mechanizmusanak sematikus osszefoglaléja az
altalanos komponenesek feltiintetésével.

A Drosophila spermatogenezise

A himivarsejtek szerkezete, miikodése és differencialédasa nagyfok hasonlésagot mutat az
allatvilagban. A Drosophila melanogaster spermiuma ugyanazokbdl a sejtorganellumokbol

épiil fel, mint az eml6sdké vagy az emberé. A spermiumok az erésen kondenzalt kromatinba



csomagolt orokitdanyagot tartalmazo sejtmagbol, a protedzokat tartalmazd akroszomabol, a
mozgast biztositd axonémabol, és az energiat szolgaltatd mitokondriumokbol épiilnek fel,
minimalis citoplazmaval koriilvéve. A Drosophila fajokra altalaban jellemzd, hogy extrém
hosszusaglhi spermiummal rendelkeznek. A Drosophila bifurca esetében ez a méret az
allatvilagban eddig ismert leghosszabb, 58,29 mm, mig a Drosophila melanogaster esetében
1,8 mm hosszusagi. A Drosophila melanogaster kifejlett spermiuma a human spermium
hosszanak 32-szerese. A Drosophila tesztisze egy tompa végil, feltekert csdszeri szerv,
amelyben a spermiumok folyamatosan termelddnek a kifejlett allat egész élete soran. A
folyamatos ivarsejtképzodés a tesztisz apikalis végén indul el az osztodd Ossejt niche-bol
kiindulva. Itt az ivarvonal 6ssejtek aszimmetrikusan osztodnak, és a keletkezett két sejt koziil
az egyikbdl Ossejt lesz, a masik pedig egy gonialblasztta alakul, amely elmozdul a niche-t6]
bazalis iranyba és differencialodik. Minden gonialblasztot két szomatikus cisztasejt vesz koriil,
amelyek ciszta dssejtekbdl szarmaznak. Ezek szintén aszimmetrikusan osztodnak, egy Ossejtet
és egy differencialodd cisztasejtet hoznak 1étre (Fuller 1993). A  Drosophila
spermatogenezisében keletkezett két diploid cisztasejt a spermatogenezis minden stadiumaban
korbeveszi az ivarsejtkezdeményeket és csak az egyedivé valast kdvetden, a feltekeredés soran
szinik meg a kapcsolat a két sejttipus kozott. A szomatikus cisztasejtek a csirasejtek
differencialodasat tamogatd sejteknek tekinthetok, mivel a szomatikus ,hub” struktira
bizonyitottan az ivarvonal Ossejtek és ciszta dssejtek fenntartdsanak és megujulasanak a niche-
je. A Drosophila cisztasejtek a human herék Sertoli-sejtjeinek funkcionalis analdgjai, amelyek
részt vesznek a csirasejtek differencialoddsanak minden szakaszdban. A szomatikus és
csirasejtek  kozotti szoros kolesonhatdsok az allati  spermatogenezisben nagyfoku
konzervaltsagot mutatnak (2. abra).

Egy gonialblaszt négy mitotikus osztédason megy keresztiil, igy egy 16 spermatocitabol allo
ciszta keletkezik. A citokinézis ezeket az osztodasokat kdvetden nem teljes, amelynek
eredményeképpen a 16 sejtet stabil, sejtek kozotti citoplazmahidak, ugynevezett
gylrlicsatornak kdotik 6ssze. A 16 sejtes spermatocita a premeiotikus S fazist kdvetden atvalt a
spermatocita novekedési €s génexpresszids programjara. A spermatocitdk és spermatidak
fejlodéséhez sziikséges géntermékek tobbsége ekkor irodik at. A primer spermatocitadkban
képz6do transzkriptek tobbsége nem transzlalodik azonnal a sejtmagbol valo kilépés utan. Ezek
az mRNS-ek ribonukleoprotein fehérje komplexekben hosszu ideig, egészen a spermatidak
megnyulasi szakaszaig transzlacid nélkiil tarolédnak és a spermatidak megnyuldsa és

individualizacidja soran toltik be funkciojukat (White-Cooper 2010).



Az ivarvonalsejtek mitotikus osztodasat kdvetden a meiotikus osztédas egy 64 sejtes cisztat
eredményez, ahol a spermatidak szinkronizaltan fejlodnek (2. abra). A meidzis alatt szemben a
néstényekkel, a Drosophila himekben nem jatszodik le homoldg rekombinacid, mert hianyzik
a szinaptonemalis komplex. Ez a tulajdonsiga a himeknek megkonnyiti a genetikai
keresztezések kivitelezését ¢€s egyben modellrendszert szolgaltat az akiazmatikus
kromoszomaszegregacido megértéséhez. A meiotikus sejtekben szervezddd osztodasi orsod
segitségével kivaloan tudjuk az orso-0sszeszerelddés mechanizmusat tanulmanyozni klasszikus
mutansok null és hipomorf alléljaiban, illetve letalis mutacidk esetében ivarvonal klonokban

(Giansanti and Fuller 2012).

A Dosophila melanogaster spermatogenezise
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2. abra A Drosophila spermatogenezisének fobb stadiumai és jellemzo sejttipusai, sejtszervecskéi
(Vedelek 2017)



A premeiotikus S fazist kovetden intenziv génatiras torténik, megszintetizalodnak mindazok a
transzkriptek, amelyek a meiozist kovetd stadiumokhoz sziikségesek (Demarco et al. 2014). A
meidzist kovetden csupan néhany lokuszrol mutattdk ki, hogy transzkripcionalisan aktiv
(Fabian and Brill 2012; Demarco et al. 2014). A kromatin tilnyomd tobbsége mind a 4
kromoszoma esetében kompakt heterokromatinizalt allapotban van a meidzis utan. A
differencialodott 64 sejt a cisztaban szinkronizaltan fejlodik tovabb.

A  meidzist kovetéen a spermatidakban 1év0 sejtorganellumok (mitokondriumok,
centroszoma/bazalis test, Golgi, lizoszémak, endoplazmatikus retikulum) jelentds morfologiai
valtozason esnek at (Fabian and Brill 2012) (3. abra). A folyamat végén minden spermatida
egyedi bazalis testtel rendelkezik, amely hozzajarul az axonéma szervezédéséhez (Lattao et al.

2017).
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3. abra Sejtszervecske atalakulasok a Drosophila tesztiszben a spermatogenezis soran

A meidzis végére a bazalis testek a sejtmag felé mozognak, hozzakotdédnek a
sejtmagmembranhoz, és a flagellum axonéméjanak nukledlasival MTOC-ként kezdenek
miikddni (Galletta et al. 2020). Mikdzben a sejtmag felé mozog a bazalis test a citoplazmatikus
mikrotubulusokhoz kapcsolddik, kialakitva a centriolum tartalmi specialis struktira (centriole
adjunct, CA), amelyek foként a centroszémak és a pericentriolaris anyag (PCM) fehérjéit (pl.
y-tubulin, és Cp190) illetve herespecifikus fehérjéket (pl. Mozartl) tartalmaznak (Tates 1971;
Riparbelli et al. 2012; Fabian and Brill 2012; Lattao et al. 2017; Tovey et al. 2018).



A centroszoma ¢és a csillok biogeneziséhez sziikséges legtobb Drosophila fehérje konzervalt az
eukariotak kozott. Az emberi centroszomahoz ¢€s a csillok mikddésének hibajahoz kothetd
betegségekben, mint példaul tumorok kialakulasaban, a mikrokefaliakban, a ciliopatiakban is
szamos olyan gén hibajat azonositottdk, amelyek el6zbéleg az ecetmuslica centroszoma
biogenezise soran lettek részletesen jellemezve (Nigg and Raff 2009; Godinho and Pellman
2014). A centroszomalis gének jelentés hanyada nem esszencialis vagy a null allélok mellett
hipomorf allélok is a rendelkezésiinkre allnak, igy konnyen tanulmanyozhat6 a centroszoémalis
gének szerepe az €érz6 neuronokban vagy a spermiumfejlédés soran. A mikrotubulusok
szervezésében kulcsfontossagli centroszomak jelentds atalakuldson esnek at a spermatocitak
fejlodése soran. A legtobb osztddd sejtnek egy centroszomaja van, kettd centridlummal a
sejtciklus nyugalmi fazisdban, amelyek a replikdciot kovetden megkett6zodnek. A
centroszomak €s a bazalis testek centridlumai valtozatos hosszusaggal és kiils6 mikrotubulus
szervezOdéssel rendelkeznek. A spermatocitdk centroszomai négy hosszil centriolummal
rendelkeznek, amelyek a meidzist kovetden mind a négy meiotikus termékben egy-egy bazalis
test¢ alakulnak. A spermatocita ndvekedési fazisa elott a centroszomak magjat alkotd
centriolumok 0,9 pm hosszuak, 9+1/0 mikrotubulus szerkezettel, de a ndvekedési fazisban a
centridlumok mérete megnd, elérve a ~2,3 um-t (Lattao et al. 2017). A centroszoma-bazalis test
atmenet mar a primer spermatocitdkban elkezdddik, amikor a centridlumok a sejtfelszin felé
allo disztalis végiikon kis méreti ciliumszerli strukturat alakitanak ki. A mei6zis soran a
megnyult centriolumokbdl bazalis testek fejlodnek, amelyek plazmamembrannal egyiitt
lefiizédnek, internalizdlodnak, és a sejtpolusok felé mozognak minden spermatocitdban
szinkronizaltan. A bazalis testek itt mar mikrotubulus szervezd kozpontokként (MTOC)
mukodnek és az asztralis mikrotubulusokat nuklealjak (Fuller 1993). A gytiriiszerii centriolum
tovabbi ismert elemei olyan centroszomalis fehérjék, mint az Unc és a Chibby (Baker et al.
2004; Enjolras et al. 2012).

A bazalis testekben 1év0 centridlumokat 9, egyenként 3 mikrotubulusbdl felépiil6 kiilsé gytira
¢és egy kézponti mikrotubulus jellemzi. Ez a szerkezet az axonéma kialakulasaval atalakul és az
axonémakra jellemz6 9+2-es mikrotubulus parokat tartalmaz (Carvalho-Santos et al. 2012). A
bazalis test elengedhetetlen a normalis méretli és mozgasu axonéma kialakuldsahoz. A
mikrotubulusok alapvetd fontossagu citoszkeletalis komponensek, amelyek szamos funkciot
sejtmozgasban ¢s az intracellularis szallitasban szomatikus és ivarsejtekben egyarant. A
mikrotubulusok de novo képzédnek a mikrotubulus nukleacionak nevezett folyamat soran.

Ennek a folyamatnak a térbeli és idébeli szabalyozasahoz nagymértékben hozzéjarulnak a y-

9



tubulin komplexek, amelyek a y-tubulinbdl és a hozzd kapcsoldédd y-tubulin-gytrikomplex
fehérjéibol (GCP-2,3, 4, 5, 6) allnak (Moritz et al. 2000). A legtobb eukariotaban a
mikrotubulusok egy elore 0Osszeallitott y-tubulin gylriikomplex (y-TuRC) segitségével
novekednek meghatarozott iranyban. Az alfa és béta tubulinok magahoz a y-tubulinhoz
kapcsolodnak ¢€s egyiittesen hatarozzak meg a mikrotubulusok novekedésének helyzetét és

iranyat (4. abra) (Liu et al. 2021).

mikrotubulus nukleacio
y-TuRC T

B-tubulin
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mikrotubulus -end
nuklealo faktorok

4. abra A y-TuRC felépitése és a mikrotubulus nukleacié6 mechanizmusa (Liu et al. 2021) alapjan
médositva. A y-TuSC tagjai (GCP2, GCP3) a feliilnézeti modellen z61d vonallal vannak kiemelve.

A sok évtizedes kutatasok ellenére a mikrotubulus nukleaci6 pontos molekularis mechanizmusa
és a pontos molekularis komponensei nem teljes mértékben ismertek. A koézelmultban, a
krioelektronmikroszkopiai €s szerkezetbiologiai kutatasoknak koszonhetden lehetségessé valt
ay-TuRC miikddési mechanizmusanak modellezése. A y-TuRC egy aszimmetrikus, balmenetes
spiralt formal, amelyet 14 GCP-y-tubulin heterodimer alkot, amelyeket kiilloknek is neveznek,
Az egyenletes sorrendbe rendezett egységek mindegyike egy-egy példany y-tubulinbol és a
GCP fehérjék egyikébdl (GCP2, 3, 4, 5, 6) all. Leirtak azt is, hogy y-TuRC belsejében egy
lumenalis hidnak nevezett redd talalhatod, amely meglep6 méddon egy aktin molekulat is
tartalmaz (Liu et al. 2021; Consolati et al. 2020; Wiirtz et al. 2022; Wieczorek et al. 2020). Ez
az aktin kotés bar konzervalt, a molekularis szerepe nem tisztazott.

A meidzist kvetéen a mitokondriumok un. nebenkerné szervezddnek és szorosan a sejtmag
mellett taldlhatok a kerek spermatiddkban. A nebenkernben a mitokondriumok elvesztik az a
szomatikus sejtekre jellemzo, egyedi klasszikus mitokondrialis strukturajukat, egyesiilnek ¢és
hagymahéjszeriien egymasra rétegzodnek, majd két félre vallnak. Ez a két mitokondrium

szarmazEk a bazalis testtel szoros kapcsolatban marad a fejlédés tovabbi stadiumaiban (5. abra
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A, B). A ciszta megnyulasaval mindkét mitokondrium szarmazék megnyulik a spermium teljes,
1.8mm-es hosszaban, az axonématol fiiggetlen mikrotubulusok segitségével (Noguchi et al.
2011).

A

Mitokondrialis valtozasok a spermatidakon | [ Nebenkern és mitokondrium szarmazékok kialakulasa |

mitokondrium aggregéacié6  nebenkern kialakulasa a két mitokondrium mitokondrium mitokondrium szarmazékok
szarmazék kialakulasa szarmazékok megnyulasa differencialédasa

0 Q
fz0, rho-7, Opaf, knon, Pink1, ‘
[

park, Ref(2)P Pink1, park, clu?, milt, Lis-1 | [park it Miro, neb. Ko7, Toor o7 |

| fzo, rho-7,0paf1, knon |

[ mitokondrium fuzié | [ nebenkern ] [ mi drium szar skok megnyulasa, dfferencialodasa

mitokondrium szérmazékok megnyﬂlésa | megnyulashoz sziikséges gének: nmd, ND-42, milt, miro, neb, khc73, feo,
és tovabbi sejtvaz komponensek, ...

késdi csova stadium koztes megnyllas kés6i megnyulas érett spermium

az érett spermium mitokondrium szérmazékai|

a nagy mitokondrium szarmazék és
a parakristalyos anyaghoz

sziikséges gének: S-lap géncsalad,
Bb8, CG9314, Cat, CG1640, Fum2,

gének a mitokondrium
szarmazékok
kialakitasaban : pink1,
park, fzo, porin, emm,
mfrn, bb8, S-lap gének,
CdsA, mmm, tous, sac,

5. 4bra Mitokondrium specializiacié a spermatogenezisben és human miopatiakban. (A, B) A
Drosophila spermatogenezis poszt-meiotikus stadiumaiban a mitokondriumok morfoldgiai valtozasai.
(C) Forficula auricularia és Pyrrochoris apterus spermium keresztmetszeti képe. A parakristalyos
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anyag a spermiumok mindkét mitokondrium szdrmazékaban jelen van (Dallai 2014). (D) Parakristalyos
anyag felhalmozodas kronikus mitokondrilis miopatias izomsejtekben (Vincent et al. 2016).

Kimutattak, hogy a rendellenes nebenkernképzddést okozo mutaciok, mint példaul a Dinamin
tipust GTPaz fuzzy onion vagy a Diszlokaz no mitochondrial derivative (nmd) mutacidja a
mitokondrium szarmazékok csokkent hosszat eredményezik (Hales and Fuller 1997; Noguchi
et al. 2011). Hasonl6 megnyulasi hibakat figyeltek meg a Drpl mikrotubulus motorfehérje
mutansaiban (Aldridge et al. 2007).

A megnyulés utan az egyik mitokondrium szarmazék elkezdi felhalmozni az un. parakristalyos
anyagot, ez lesz a nagy mitokondrium szarmazék. A parakristalyos anyag nélkiili mitokondrium
szarmazek a megnyulast kovetden méretében csokken, de mindvégig jelen marad az érett
spermiumok farki részében (5. abra B). Osszefoglaléan parakristdlyos anyagnak nevezik
mindazon anyagokat, amelyek bar rendelkeznek kristalyszerkezettel, de az a szabalyos
kristalyoktdl eltérnek, nem egyoOntetiien szabalyos, hanem valtozatos egységekbdl épiilnek fel,
viszont az amorf anyagokhoz képest nagyfoki rendezettséget mutatnak. A parakrisztallin anyag
gyakran el6fordul a rovarok spermiumanak mitokondrium szarmazékaiban (5. abra C) (Dallai
2014). Mar az 1970-es évektdl kezdédden ismert volt szamos rovar spermiumanak részletes
szerkezete, ahol az elektronmikroszkopos vizsgalatok ramutattak, hogy a parakrisztallin anyag
valtozatos modon szervezddhet a mitokondriumokban. Jelen lehet mind a ketté mitokondrium
szarmazékban (Forficula auricularia, Pyrrochoris apterus, Notonecta glauca) vagy csak az
egyikben (Drosophila melanogaster, Ceratitis capitata) (Dallai 2014). A mitokondriumokban
felhalmozodo parakristalyos anyag korantsem korlatozodik a rovarok spermiumaira,
megfigyelték patkany szivizom sejtekben is a mitokondrialis kreatin-kinaz taltermelésnek
koszonheten kialakuld myopatia modellben vagy a sériilt izomsejtek mitokondriumaiban (5.
abra D) (Vincent et al. 2016; Stadhouders et al. 1994). A megnyulasi folyamatok a sejtmag
esetében is megfigyelheték, ahol a folyamattal parhuzamosan a hisztonok lecserélédnek
protaminra, ami egy kompaktabb kromatinszerkezetet biztosit és igy kialakul az érett
spermiumokra jellemzd tliszert sejtmag (3. dbra). A mag megnyulasat a bazalis test és az un.
akroblaszt kozott kialakuld mikrotubulusok iranyithatjak, de ennek pontos mechanizmusa nem
ismert.

Az akroblaszt a spermatogenezis sordn az ivarvonal sejtjeiben a meidzist kdvetéen
OsszeszervezOdott Golgi apparatus, amely a lizoszomakkal egylitt alakul 4t az un. akroszémava,
amely a mag csucsi részén talalhatd. Az akroszoma az allatvilagban altalanosan jelenlévo

membrannal hatarolt sejtszervecske a spremiumok cstcsi részén. A lumenében protedzokat
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tartalmaz, melyeknek a megtermékenyitésnél van fontos szerepiik (Alavi et al. 2014; MEIZEL
1984). Az ecetmuslicaban az akroszoma a megtermékenyitést kovetden, a spermium petesejtbe
jutasa utan aktivalodik és eldsegiti a pronukleuszok egyesiilését (Wilson et al. 2006) (2, 3. abra).
A megnyulast kovetéen a cisztdkban a magoktol disztalis irdnyban kialakul az un.
individualizacids komplex, melynek a f6 strukturalis elemei az aktinbol felépiil6 aktin kupok
(2. abra). Az individualizacios komplex Osszeszervezddését kovetden az aktin kupok disztalis
iranyba haladnak a cisztdk hossza mentén. Az individualizacidos komplex elérehaladasat
kovetden a cisztikus holyagban megindul a citoplazmatikus fehérjék degradacioja, aktivalt
kaszpaz fehérjék kozremitkodésével. A kaszpazok aktivacidja nem jar egylitt apoptozissal a
poszt-meiotikus cisztdkban (3. abra) (Muro et al. 2006). Az individualizacié soran a cisztaban
talalhaté citoplazmatikus hidak eltlinnek, folyamatos egyedi plazmamembran boritja a
spermatidakat a folyamat végére. A citoplazma maradékai az un. ,,waste bag” nevii membrannal
hatarolt zarvanyba keriilnek, amely az individualizacié végén lefiizédik a cisztarol. Az egyedi
spermiumok  feltekerednek, és a szeminalis vezikulumba keriilnek, ahonnan a
megtermékenyités soran a szeminalis folyadékkal egyiitt jutnak at a néstényekbe (Fuller 1993)

(2-3. ébra).
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Eredmények

Sejtbioldgiai folyamatok tanulmanyozasa

Kozismert, hogy a sejtosztédas soran a fehérjék aktiv-inakiv allapotanak szabalyozasadban
kulcsfontossaguak a foszforilaciéo altali poszttranszlaciés modositasok. A fehérjék
foszforilaciojat a protein kinazok végzik. A reverz genetikai megkozelitések sikerességének
demonstralasara jo példa a protein kinazok szisztematikus vizsgéalata. 228 kindz sejtciklusban
betoltdtt szerepét Drosophila S2 sejtekben a kindzokra specifikus RNS interferencia
felhasznalasaval jellemeztiik. Mintegy 80 esetben talaltunk a sejtciklus folyamataban hibat az
adott protein-kinaz csendesitésének eredményeként. A mar ismert sejtciklus regulatorok mellett
(polo, auroraB) azonositasra keriiltek 1j, addig nem jellemzett gének, mint a mitotikus
fenotipussal rendelkez6 SAK, fray, gwl, CG10522. Megkiilonbdztettiink orsod dsszeszerelddési
hibat, centroszéma hibat és citokinezis hibat eredményezd fenotipusokat. Azonositottunk
szignaltranszdukcidban szerepet jatszo protein-kinaz géneket is mitotikus fenotipusuk alapjan,
mint a pvr, for, nmo. A reverz genetikai RNS interferencia megkozelités bizonyitotta, hogy a
géncsoportok szisztematikus vizsgalataval lehetdség van az alapvetd sejtbiologiai folyamatok
részletesebb jellemzésére ¢és 1ij szabalyozd elemek azonositasara. Hasonldan a kindzok
sejtciklusban betoltott szerepének vizsgalatahoz, 117 protein-foszfataz esetében is elvégeztiik
az RNS interferencia utani részletes fenotipikus jellemzést. Megallapitottuk, hogy a INK MAP-
kinaz gatlo foszfataza, a Puckered, sziikséges a G2-M atmenethez. A Cdc25 homolog string
mellett a PP2C szintén a G2-M atmenethez sziikséges. A PP1-Flapwing esetében kromoszoma
Osszerendezddési és szegregacios hibat tapasztaltunk a csendesitést kovetden. Megallapitottuk,
hogy a PP2A foszfataz komplexnek szdmos szerepe van a mitdzis soran. Szerepet jatszik a
kromoszomak metafazisban torténd egyenlitdi sikba rendezédésében és az anafazisban torténd
szétvalasaban. A protein foszfatazok erds konzervaltsaga azt sugallja, hogy a Drosophilaban
azonositott funkcidk a magasabbrendiiekben is jelen lehetnek.

Az RNS interferencia géncsendesitési technika Ilehetévé tette a sejten Dbeliili
transzportfolyamatok  szisztematikus  tanulmanyozdsat = magasabbrendtiekben. A
Saccharomyces cerevisiae ¢élesztoben elvégzett genetikai sziirések szamos, a szekrécios
utvonalban résztvevd sejtszervecske specifikus fehérjét azonositottak, amelyek tobbségének
ortologjai magasabbrendii eukariotdkban is jelen vannak. Annak vizsgéalatara, hogy vannak-e
tovabbi a szekréciohoz sziikségesek fehérjék a metazoakban, amelyek az élesztoben nincsenek

jelen, genom szintli RNS-interferencia sziirést alkalmaztunk. A Drosophila S2 sejtekben
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lehetdség van stabil transzformansok létrehozasara, majd ezt kovetéen RNS interferenciaval a
csendesitett gének fenotipusanak tanulméanyozasara. S2 sejtekben egy rekombinans luciferaz
befolyasold géneket. A szekrécios titvonalak tanulmanyozasara a szekretalt luciferaz fehérje
mennyiségét mértiik egy genomi szintii géncsendesités soran S2 sejtekben. A luciferaz riportert
egy methallothionein promoter szabalyozta, amelyet CuSO4 hozzaadasaval tudtunk indukalni.

384 lyuku tenyészedények és pipettazorobotok felhaszndlasaval tudtuk 24000 egyedi kett6s

crey

A C Unknow s Exocytosis
-
Metallothionein  Signal Firefly
promoter peplide luciferase
Misc.
B
dsRNA Cu* Asssy Extraceliutar
5d o/n luciterase Endocytosis
Intermediary
— — metabolism
I s - Protein synthesis
yn
el B (medium+ Regulators
and motors

cells) RNA processing

Transcription

3. abra A szekréciohoz sziikséges gének genom-szintii RNSi sziirése Drosophila S2 sejteken. (A) A
sziiréshez hasznalt stabil S2 sejtvonal eléallitasdhoz hasznalt riporterkonstrukcié sematikus abréja. Az
indukalhaté metallothionein promoter és a BiP szignalpeptid (Drosophilabdl szarmazik) a luciferaz
génnel van fuzionaltatva. (B) A sziirési protokoll Osszefoglaldsa. A dsRNS-sel torténé S2 sejt
transzfekciot kovetden a szekrécids utvonal mikodését a metallothionein promotert CuSO4-tal
indukaltuk és a teljes luciferaz-aktivitds azon héanyadat hataroztuk meg, amely szekretalodott a
tapfolyadékba (azaz A/A +B). (C) A szilirésbdl szarmazo 108 talalat génfunkcid szerinti eloszlasa.
(Wendler et al. 2010).

A szilirés a szekréciohoz nélkiilozhetetlen élesztégének kozel 60%-anak Drosophila ortologjat
is azonositotta, amely a vizsgalati modszer sikerességét mutatja. Sikeriilt a szekrécios utvonal
két, az embertdl a novényekig konzervalt, ij komponensét azonositanunk. Az egyik a TRAPP
komplex egyik alegysége a Grysun, a masik pedig egy Kish nevii fehérje. A fehérjék pontos
sejten beliili lokalizaciojat egy kis méretli jelzOmolekulaval a V5-tel tettiikk lathatova, és
megallapitottuk, hogy az azonositott fehérjék a Golgi komplexhez ¢és az endoplazmatikus
retikulumhoz lokalizalodnak (7. abra). A sejtekben tapasztalt fenotipus alapjan a Gryzun és a
larvalis nyalmirigyet hasznaltuk, amely egy jelentds szekrécioval rendelkezd szerv. A
szekretaloddo CD8-GFP riportert és az indukalhatdo dsRNS-eket kifejezd transzgenikus torzsek

segitségével az RNS interferencia hatasara megvalosuld szekréciét monitoroztuk
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nyalmirigyben. A Gryzun ¢és a Kish fehérjék hidanyaban a CD8-GFP szekrécio sériilt a
nyalmirigyben. Megallapitottuk, hogy mind a két konzervalt fehérje sziikséges a normalis
szekréciohoz.

Tekintettel az RNS interferencia szlirésben vizsgalt gének nagy szamara, az azonositott 10j
komponensek kis szdma arra utal, hogy a korabbi feltételezésekkel ellentétben a szekrécios
utvonal esszencialis, 6 komponensei nincsenek sokkal nagyobb szamban a metazoakban, mint
az ¢élesztében. Ez az elemzés arra is felhivta a figyelmiinket, hogy a szekrécioban és a
membrantranszportban szerepet jatszo fehérjék kevesebb homologgal vannak reprezentalva
Drosophildban, mint emberben. A Drosophilat hasznalva igy lehetéség van a

membrantranszport folyamatok egyszertibb modellezésére.

A vsiag @ dGM130 @  Merge Vilag @  dGMI30 @ Merge

~
aGm1ad

CG14193 @ |dGM130

C Gene Human orhologues Location 52 calls
gryzun Caoridil Golgi + cytoplasm
SH3PX1 | SNX8, SNX18, SNX33 Plasma membrana
TANGD1 | MIAZ/CTAGE-S, MIAZ IER/Golgi
Tao-1 TADK1, TADKZ, TADK3 Plasma membrang
CGE233 | KIAATI10/FLI10081 MNucleus
CG14199 | TMEM167A, TMEM167B | Golgi + ER
CG17665 | INTS3 Golgi
CG17883 | TBCID20 ER

4. abra A sziirés soran azonositott jeloltek egy csoportjanak szubcellularis lokalizaciéja. (A, B)
Konfokalis mikroszkopos felvételek transzfektalt S2 sejtekrdl, ahol a jelzett géneket C-terminalisan V5
riporterrel fhzionaltattuk. Immunfestésben a dGM130 Golgi markert vagy az ER kilépési hely
komponens dSec16-ot hasznaltuk a kolokalizaciéo megallapitasara. Mérce: 5 um (A) vagy 1 mm (B). (C)
A lokalizacios adatok Osszefoglalasa a nyolc kivalasztott génre vonatkozoan, a human ortolégok
feltiintetésével.
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Az evolucidsan konzervalt, az élesztotol az emberig megtalalhatd Golgi lokalizalt kihorgonyzo
fehérjék (GRIP domén tartalmti Golgin fehérjék) membrantranszportban betoltott szerepének
megallapitasat genetikai és sejtbioldgiai modszerekkel valositottuk meg. A Golginok nagy
méreti kihorgonyz6 fehérjék, amelyek coiled-coil doméneket tartalmaznak és kis GTP-azokon
(Rab, Arl vagy Arf) keresztiil kapcsolodnak a rajuk jellemzd membranfeliiletekhez. A
kihorgonyzo fehérjék a Golgi apparatus kialakitasaban és a Golgi-endoplazmatikus retikulum,
valamint az endoszomak kozotti vezikulatranszportban nagyon fontosak. Hozzajarulnak a
szallitott vezikuldk fogaddsahoz, membranhoz torténd rogzitéséhez. A Drosophila Golgi
hasonlit az eml6sok Golgi-késziilékéhez, azzal a kiilonbséggel, hogy a zsdkok nem formalnak
egy szalagszerii struktirat a mikrotubulus szervezd kozpont koriil, hanem szétszortan
helyezkednek el a szomatikus sejtek citoplazmajaban. A legtdbb sejttipusban a Golgi a cisz és
transz végeken 1évo markerek (GM 130, Lava lamp, Golgin fehérjék, COG, GARP komplexek)
segitségével mar fénymikroszkopidval is konnyen elkiilonithetok, vizualizalhatok (Kondylis
and Rabouille 2009; Farkas et al. 2003; Fari et al. 2016a; Jones et al. 2008). A periférialis
membran fehérjék hozzajarulhatnak az adott sejtorganellum vagy vezikula mozgasahoz, a
membrantranszport iranyanak és modjanak meghatarozasahoz. Az eukariota sejtekben nagyon
fontos a vezikuldk pontos szortirozasa és azok szallitasa a kiilonbdzé sejtorganellumok kozott,
beleértve az endocitozissal felvett és a szekrécioval kijuttatott vezikulakat is.

A GRIP domén tartalmtl hosszi coiled-coil fehérjék szisztematikus vizsgalatat, a sejten beliili
pontos lokalizaciojuk megallapitasaval kezdtiik. Kisérleteinkben azonositottuk a négy Golgi
asszocialt GRIP domén tartalmt kihorgonyzo6 fehérje kis GTP-4z partnereit.

A fehérjék ellen termeltetett specifikus ellenanyagok segitségével megallapitottuk, hogy a
Drosophila GRIP domén tartalmu hosszi coiled-coil fehérjék (dGolgin245, dGolgin97,
dGCC88, dGCC185) a Golgi apparatus transz felszinéhez lokalizalodnak, mind
fénymikroszképos, mind immuno-gold elektonmikroszkopos vizsgalatokkal, hasonléan az
¢élesztd ¢és a human fehérjékhez. Ismert volt, hogy a Golginok kis GTP-azokat kotnek és
feltételeztiik, hogy ez a reverzibilis kotés teszi lehetové a vezikulak dinamikus mozgasat a Golgi
¢és az endoszomak kozott. A Rab/Arl fehérjék dinamikusan aktiv GTP kotott és inaktiv GDP
kotott allapotban talalhatok. Az inaktiv allapotii Rab/Arl fehérjéken a GDP GTP-re cserélést a
GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) fehérjék valositjdk meg, mig az inaktivalast
specifikus GAP (GTPase Activator Protein) fehérjék hajtak végre. A GEF-ek és a GAP-ek is
periféridlis membran fehérjék, amelyek akar mas Rab/Arl fehérjék segitségével

kapcsolodhatnak a kdtopartnerhez. A kotési helyek pontos feltérképezésére kihasznaltuk, hogy
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ezek a kis GTPazok GDP (inaktiv) és GTP (aktiv) kotott formaban is vizsgalhatok élesztd két
hibrid rendszerben. Elkészitettiink egy 27 tagbol all6 GTPaz panelt, amely reprezentalta a Golgi
apparatuson ¢€s az endoszomakon jelenlévé kis GTPazokat. Minden fehérje esetében
eloallitottuk a stabilan GTP és a GDP kotott valtozatot. Teljes hosszisagi és csonkolt
fehérjékkel is megvizsgaltuk a Golginok és a kis GTPazok kdlcsonhatasat.

Megallapitottuk, hogy a Golgi lokalizalt Arll kis GTPaz GTP kotott formaja képes mind a négy
GRIP fehérje C-terminalis részéhez kotdédni. A Rab6, Rab19 GTP kotott formaja a dGCCE8-
hoz és a dGolgin97-hez, mig a Rab30 GTP kotott formaja a dGCC88, dGolgin97 és a
dGolgin245-tel mutatott kapcsolatot. A dGolgin245 az Arll mellett a Rab2 GTP kotott
formajahoz is kotddott. Az élesztdé két-hibridben kapott eredményeket GST pull-down
kisérletekkel is megerositettiik, felhasznalva a specifikus Golgin ellenanyagokat. Az emlds
rendszerekben a Rab19 és a Rab30 GTPazok partnerei nem voltak ismertek, igy ezekben az
esetekben fontos eredmény volt a dGrip245, dGrip97 és a dGCC88 kapcsolatok bizonyitasa. A
GRIP domént tartalmaz6 Golginokon kiviil megvizsgaltuk a cisz-Golgihoz lokalizalodo
dGMAP210 és dGM130 fehérjék kis GTP-az kotését és megallapitottuk, hogy a dGM130
kapcsolodik a Rab30 GTP kotott forméajahoz, mig a dGMAP210 a cisz-Golgi lokalizalt Rab2
GTP kotott formajahoz kotédik. A kis GTP-azok partnereinek azonositdsa céljabol
tomegspektrometriai modszerekkel a GRIP domén tartalmu fehérjéken kiviil szamos eddig nem
jellemzett Rab30 partnert sikeriilt azonositanunk, tobbek kozott a dpl115 és a BicD fehérjéket
is, amelyek szintén coiled-coil fehérjék. (8. abra).

Osszességében ezek az eredmények egy olyan modell megalkotasat tették lehetdvé, ahol a
Golgi lokalizalt coiled-coil fehérjék kis GTPazokon keresztiil kapcsolodnak a Golgi
felszin¢hez. Feltételezhetéen, ezek a nagy méretli flexibilis fehérjék képesek a Golgirol
lefiiz0d6 vezikulumokat a transzport utjara bocsajtani, mig a retrograd transzport altal a Golgi
apparatushoz szallitott vezikulakat megkotni a vezikul felszinén talalhato kis GTPazokon
keresztiil. A hosszu fehérjék coiled-coil szakaszanak flexibilitasa lehetové teszi a fehérjéknek,
hogy a vezikuldkat az egyes Golgi kompartmentek kozott athelyezzék, illetve a fehérjék
hajlékonysaga lehetové teheti a vezikulumok legordiilését a belsé kotéhelyek segitségével. A
folyamat dinamikussagat a GTPazok reverzibilis GTP kotése szabalyozhatja. Mivel jelent6s
atfedést tapasztaltunk az egyes Golginok GTPaz koto képessége kozott, feltételeziink egy

jelentds funkcionalis redundanciat a fehérjék kozott.
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5. abra A Rab-kotohelyek feltérképezése a GRIP-domén fehérjéken. (A) A jelzett kis GTPaz
fehérjék (valamennyi konstitutivan aktiv GTP kotott forma) és a dGCCS88, dGolgin-245 és dGolgin-97
GRIP domén fehérjék, valamint a dGMAP és dGM130 cisz-Golgi coiled-coil fehérjék fragmentumai
kozotti élesztd két-hibrid kolcsonhatasok dsszegzése. A préda fragmentumokat a Gal4 aktivalé domén
C-termindlisdhoz fuzionaltuk és teszteltik a GTP-azokkal torténd kolcsonhatasukat szelektiv
lemezeken. (B) Az A panelen bemutatott kélcsonhatasok Osszefoglalasa. A Rab2 a GCC88-hoz és a
GCC185-hoz is kotddik, de az elébbi kolcsonhatast két hibriddel nem sikeriilt kimutatni, az utobbit
pedig teljes hosszisagi cDNS-klon hianyadban nem térképeztiik fel. A szinek jelolik a tlnyomorészt
coiled coil (sziirke) vagy a GRIP domének (sarga) régioit. A narancssarga a GRAB (GRIP-related Arf-
binding) domént jeloli.

Ezt tAmasztja ala az is, hogy példaul a dGolgin245 mutécidja nem befolyasolja az ecetmuslica
¢letképességét vagy fertilitdsat, valdsziniileg a tobbi Golgin helyettesitd funkcidjanak
kdszonhetden. In vitro kisérletekkel megallapitottak, hogy jelentds atfedés van a Golginok altal
befogott vezikulakban 1év6 fehérjék tekintetében, ami a kdlesonds helyettesithetdséget sugallja.
Ez a megéllapitdsunk megerdsitést nyert az egyszeres és tobbszords mutansok vizsgalataval,
amelyekkel bebizonyosodott, hogy a Golginok képesek egymas feladtat ellatni. Kizardlag a
tobbszords mutansok lettek letalisak, csak azok mutattdk a membrantranszport folyamatok

sériilésének jeleit a vizsgalt szovetekben (Park et al. 2022).
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A Golginok vizsgalata ramutatott, hogy a periférias membranfehérjék gyakran kapcsolddhatnak
kis GTPazokon keresztiil. A hosszu coiled-coil fehérjéken talalhatdo valtozatos GTPaz
kotohelyek biztositjak a Golgi kdzelébe érkezo vezikulak pontos célbajuttatasat, szortirozasat.
Ugyanakkor a Golginokon kiviil viszonylag korlatozott szamban ismeriink a Rab GTPazokhoz
kapcsolodo egyéb effektor fehérjéket, fehérje komplexeket. A Drosophila melanogaster genom
27 Rab fehérjét tartalmaz, melyek koziil 23-nak van emlés homologja. Ez a 23 Drosophila
fehérje a 66 human Rab fehérjébol 50 fehérjének a Drosophila ortologja.. Elkészitettiik mind a
23 Drosophila Rab fehérje baktériumban expresszalhato, GST fluzios valtozatat és
helyspecifikus mutagenezissel eléallitottuk az aktiv GTP kotott és az inakiv GDP kotott
valtozatukat. GST pull-down kisérletekben Drosophila S2 sejtek lizatumat hasznaltuk a Rab
partnerek azonositasara. A kolcsonhaté fehérjéket tomegspektrometriai analizissel
azonositottuk. A modszer tesztelésére a korai endoszomakhoz lokalizaloddé Rab5 fehérjét
hasznaltuk, amellyel bizonyitottuk, hogy a modszer alkalmas az ismert kotopartnereken
(Rabankyrin-5, Rabaptin-5, Rabex-5 stb.) kiviil 4j partnerek (Hook, Cbx, CG3558, CG6607,
CG11490 (TBCIDI15) stb.) azonositisara is. Erdekes, addig nem jellemzett fehérje
kapcsolatokat taladltunk a Rab2 esetében is, amelynek a Golgihoz k&tdds, Golgi-ER
Rab2 kot6édott a HOPS és a CORVET komplexek alegységeihez is kotodott. Feltételezheto,
hogy a Rab2 un. szallitd6 komplexeken utazik a Golgi és az endoszémak kozott és a GTP
hidrolizisével valik le az endoszoma membranjarél. Emlitésre mélté még a Rab2 BicD-hez vald
kotodése, amely egy dinein adaptor fehérje, melynek szerepe lehet a mikrotubulusok minusz
vége felé iranyitott motorfehérjék valmint a Golgihoz torténd szallitisban. Erdekes
interakciokat azonositottunk a transz-Golgihoz lokalizal6d6 Rab6 esetében is, melynek szerepe
a retrograd transzportban volt ismeretes. Ujonnan azonositott coiled-coil fehérjéken kiviil a
Rab6-16l kideriilt, hogy a TRAPPII komplex alegységeivel is kapcsolodik. Hasonloan meglepd
volt, hogy a Rab4 interakcioba 1épett a retrograd transzportban fontos GARP komplex ismert
tagjaival, valamint egy eddig nem jellemzett, a Vps54-hez hasonlo fehérjével, a CG4996-vel.
A CG4996 fehérje konzervaltsaga magasabbrendiiekben felvetette annak a lehetdségét, hogy a
GARP komplexnek egy evolucionarisan konzervalt alternativ forméja is létezik, ahol a VPS54
helyett a CG4996 kapcsolodik a komplexbe. A pontos bioldgiai relevanciaja ennek az alternativ
komplexnek még nem tisztazott. A GARP-on kiviili egyéb ugynevezett panyvazé komplexek
is specifikusan kotddtek bizonyos Rab fehérjékhez (COG-Rab2,-Rab6, -Rab30, -Rab39,
Exocyst-Rab6, -Rabl1, -Rab30, HOPS-Rab2, -Rab5, RZZ-Rab6, -Rab18, TRAPP-Rab6)

bizonyitva ezzel, hogy a membranok kozotti kiillonbség meghatirozdsdban valdszintileg
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kozdsen vehetnek részt. Osszességében a jellemzett 23 aktiv Rab kdtépartnereinek azonositésa
¢és a 11 Rab fehérje partnereinek validalasa bizonyitotta, hogy az affinitdskromatografia egy jo
modszer a kis GTPazok intakt fehérje partnereinek azonositasara, valamint kozelebb vihet
benniinket a membrantranszport folyamatok jobb és arnyaltabb megértéséhez. Az interakciok
részletes analizise kapcsan jobban megérthetjiik a szekréciora képes polarizalt nyalmirigy
sejtek miikodését. A GTPaz fehérjepartnerek azonositasa a sejtes krinofagia molekulainak
feltarasaban is segithet, de az exocitdzis utolséd 1épéseihez sziikséges fehérjék megismeréséhez
is hozzéjarulhat (Thomason et al. 2017; Prince et al. 2019; Csizmadia et al. 2018).

A szovetspecifikus, specializalt transzportfolyamatok tanulmanyozasara a tobbsejti
modellszervezetek alkalmasak. A Golgi esetében is bizonyitast nyert, hogy a larvalis
diszkuszokban a sejtekben apikalis-bazalis iranyban a Golgihoz lokalizal6do fehérjék eloszlasa
eltér6, ami nem meglepd annak ismeretében, hogy a szignalizacids utvonalak aktivitasai is
eltéréek apikalis-bazalis iranyban (Yano et al. 2005). A szignalizacios tvonalak segitségével
szallitddo receptorok és ligandok sejten beliili megfeleld szortirozdsahoz jarulhat hozza az
aszimmetrikus eloszlas. A redundancianak koszonhetéen a panyvazo komplextagok hianya
altalaban viszonylag enyhe fenotipust eredményez, attol fliggden, hogy az alegység mennyire
tolt be szerkezeti szerepet a komplex kialakitdsaban (Cheung and Pfeffer 2016). A COG
komplex esetében az egyik alegység (lobe A) mutansai sulyos fejlddési rendellenességekkel
rendelkeznek, mig a masik (lobe B) alegység fehérjéinek hianya enyhébb, pl a Cog5 esetében
pszichomotoros betegség kialakulasat eredményezi (Chaves 2011). Drosophilaban a Cog5

mutacié himsterilitast eredményez (Farkas et al. 2003).

A spermatogenezis és a membrantranszport kapcsolata

A GARP komplex, a transz-Golgihoz torténd retrograd transzportban fontos protein komplex,
fehérjéi interakciot mutattak a Rab fehérjecsalad tobb tagjaval (Gillingham et al. 2014).
Klasszikus genetikai vizsgalatokkal a GARP komplex egyik tagjanal, a Drosophila Vps54
(scat) gén mutansanal himsterilitast tapasztaltunk (Fari et al. 2016a; Wakimoto et al. 2004). A
mutansok fenotipikus jellemzése kideritette, hogy a spermatogenezis a késoi fejlédési
stadiumokban 4ll le, a sejtmagok és egyben a spermatidak megnyulasanal. A scat mutans
cisztakban a sejtmagok lekerekednek, szétszortan helyezkedtek el és azok megnyuldsa nem
torténik meg, a sejtmagok szétszorodnak a cisztakban. Ismert volt, hogy egérben a Vps54 része

az akroszomanak (Paiardi et al. 2011). A Drosophila Scat fehérje szomatikus sejtekben a
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Golgihoz lokalizalodik és az ivarvonal sejtjeiben a kerek spermatidakban az akroblaszthoz. Az
akroblaszt egy nagyon specialis formaja a Drosophila Golgi-késziiléknek, hiszen a szomatikus
sejtekhez képest, ahol a sejtben elszortan talalhatd zsakocskak vannak, az akroblasztban ezek
OsszeszervezOdnek a mag koriil. A meiozist kdvetden az akroblaszt kialakulasa soran a Scat a
Golgi transz oldalan halmozodik fel, amely a sejtmaghoz kozel, proximalisan helyezkedik el,
szemben a cisz-Golgi komponensekkel, amelyek a sejtmagtol tavolabb helyezkednek el. Ez az
elrendezddés ellentétes a szomatikus sejtekben megfigyelhetd Golgi poziciondlasaval,
amelynél a mag felé a cisz-, mig attol tavol a transz-Golgi talalhatd. A sejtmag megnyulasat
kdvetden a tesztisz-specifikus Golgi lokalizalt Sneaky €s a lizoszomalis Lamp fehérjék kijelolik
és részei is az akroszémanak, de sem a transz-Golgi lokalizalt Scat fehérje, sem a cisz-Golgi
lokalizalt fehérjék nem talalhatok meg az akroszomaban (9. abra).

A Scat fehérjére specifikus ellenanyaggal és riportergénnel jeldlt transzgenikus vonalban is a
transz-Golgihoz lokalizaloédik, amely a sejtmagoktdl tavolabb az individualizacios komplex
kornyékén halmozodik fel a spermatogenezis eldrehaladtaval. A scat mutansban a Golgi
szerkezete sériil és nem alakulnak ki az akroszomak a magok csucsi részén, a bazalis testtol
atellenesen. Egy masik, a retrograd transzportban fontos fehérjekomplex, a COG komplex egy
tagjat (fws) is megvizsgalva szintén az individualizacié elmaradasat és az akroszoma
kialakulasanak hibajat tapasztaltuk. Ezek az eredmények ramutattak, hogy egy erds kapcsolat
és egymasra ¢épiilés figyelheté meg a vezikula transzport és a Golgi szerkezetének

atalakuldsaban a spermium fejlodése soran (9. abra A-G).
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6. abra A kihorgonyzo-komplexek szerepe az akroblasztok/akroszomak integritasaban és az
akroszomak kialakitasaban. (A-C) Konfokalis képek a Scat-RFP-t (piros) expresszalo tesztiszekrol,
dGM130 (z6ld) immunfestéssel. (A) primer spermatocitak, (B) meiotikus spermatidak, (C) megnyult
spermatidak. DAPI-val (kék) a sejtmagokat jeldltiik. (D-F) Megnyult spermatidakban a Snky-GFP jeloli
az akroszomakat (D) a vad tipusban. A (E) scat’ és (F) fws” mutdnsokban az akroszomaék kialakulasa
hibés vagy elmarad. A nyilhegyek az akroszomakat jeldlik. A nyilak az akroszoma hianyat jeldlik a
scat’ és fws” mutdnsban. Mérce: 10 um. (H) Vad tipust spermatiddkban (fent) a COG és a GARP
komplexek retrograd transzporton keresztiil hozzajarulnak az akroblasztként ismert Golgi apparatus
megfeleld morfologiajahoz. Ez a miikodéképes akroblaszt azutan az akroszoma kialakitasahoz jarul
hozza. A nem megfeleld retrograd transzport miatt a Golgi hibas, ami az akroblast/akroszéma
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Eredményeink bizonyitottak, hogy az akroblaszt kialakulasa elengedhetetlen az akroszéma
kialakuldsahoz, valamint ramutat a retrograd kihorgonyzé komplexek fontossdgara a him
ivarvonalsejtekre specifikus Golgi szervez6désében. A himsteril mutdnsok vizsgalata
ramutatott, hogy a retrograd transzport folyamatok elengedhetetlenek a perinukledris Golgi
kialakulasahoz a meidzist kovetden (9. abra H) . Ez egybevag azzal az emlds Golgi modellel,
ahol a mikrotubulusok segitségével megvalositott anterograd transzport mellett a GARP és
COG komplexeket, és ezeken keresztiil magat a retrograd transzportot teszik feleldssé a Golgi
ciszternak szalagszer(i 6sszeszervezddéséért (Bonifacino and Hierro 2011). Annak a kérdésnek
a megvalaszolasa még varat magara, hogy a retrograd transzport soran a vezikuldk tartalma
vagy maga a megfeleld protein homeosztazis sziikséges-e a szalagszer(i ciszternarendszer

kialakulasahoz.

A lipidbioszintézis vizsgilata a spermatogenezis alatt

A Drosophila spermatogenezise soran fejlddé cisztdk nemcsak az ivarsejtfejlodés
tanulmanyozasara, de az egyedfejlodés soran jelen [évé sejtbiologiai folyamatok
tanulmanyozasara is alkalmas. Ilyenek példaul a szabalyozott sejten beliili €s sejteket hatarold
membranok dinamikus valtozésai. A spermatogenezis kezdeti stadiumaihoz képest a cisztak
megnyulasa soran egy kozel 150-szeres méretnovekedés tapasztalhatd, ami jelentOs
felilletnovekedéssel parosul. A membranok altal hatarolt sejtorganellumok lipiddsszetétele
jelent6s eltéréseket mutat, az altalanosan felhalmozo6do lipidek mellett a mitokondriumok
membranja kardiolipint, nagy mennyiségi foszfatidil glicerolt, valamint foszfatidsavat is
tartalmaz (Guan et al. 2013; Laurinyecz et al. 2016). A Golgi-késziilék jellemzoen
szfingomielint is tartalmaz, valamint a tobbnyire plazma membranra jellemzd foszfatidil
inozitolt (PI), kiilonb6z6 foszforilaltsagu allapotait. A spermatidakban taldlhatd hatdrolo
membranok dinamikusan valtoznak a spermatidak fejlodésével, a membranok novekedésével a
lipid bioszintézisnek is Osszehangoltan sziikséges valtozni. Taldn az egyedfejlédésben és a
sejtbiologiai folyamatokban a legsokrétiibben jellemzettek a foszforilalt PI tipusok, melyek a
sejtvandorlasban is szerepet jatszanak (Brill et al. 2016). Ismert, hogy a spermatocitak
citokinezise érzékeny a PI4P szintjére, hiszen a PI-4-kinase III beta (fwd) vagy a PI traszporter
(giotto) hianyaban a folyamat leall, aktin hibak figyelhetok meg a citokinezis soran és az allatok

himsterilitast mutatnak (Giansanti et al. 2006; Polevoy et al. 2009).
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7. abra A foszfolipidek bioszintézisének utvonala és a Cds4™! mutans fenotipusa. (A) A
foszfatidsav, PA az iitvonal egyik kozponti foszfolipide. A PA a diacil-glicerin kindz (DGK) altal DAG-
ga, vagy a CDP-DAG szintaz (CdsA) altal CDP-DAG-g4 alakithato. A CDP-DAG a foszfatidil-inozitol-
szintdz (PIS) hatasara foszfatidil-inozitolla (PI) alakul, ami a foszfoinozitidok szintézisének prekurzora:
PI4P és PIP2. A CDP-DAG a foszfatidil-glicerin (PG) és igy a kardiolipin (CL) szintézis szubsztratja
is. A DAG a MAG, TAG, PC és PE kozvetlen prekurzora. A PLA2 és a lizofoszfolipid aciltranszferazok
(LPLAT) katalizaljék a lizofoszfolipidek eldallitasat: LPA, LPC, LPS és LPE. A himsteril CdsA™’
mutans individualizacidés hibakat mutat, amit az individualizacidos komplexekben 1évé aktinkupok
Phalloidinnel t&rténé festését kdvetden tudunk vizualizalni. A CdsA™' mitokondrium hibdira utal a Dj-
GFP transzgén abnormalis szakaszos felhalmozodasa a mutans cisztakban. Mérce: 40 pm.

A kés6i stadiumokban is fontos a megfeleld PIP2 jelenléte, hiszen hianyadban a megnyulés, a
bazalis test kialakulasa és az axonéma szerkezete is hibas (Wei et al. 2008). Egyértelmii volt,
hogy a lipid metabolizmus elengedhetetlen a normalis spermiumképzddéshez, de a
membranlipid alkotoérészek eloszlasa illetve a kiilonbdz6 sejtorganellumok érzékenysége nem
volt ismeretes. A lipidek az endoplazmatikus retikulumban keletkeznek, ahonnan
transzportfolyamatok révén keriilnek at a megfeleld sejtorganellumokba. A CDP-diacilglicerol
szintaz (CDS) egy fontos enzime a lipid bioszintézis titvonalanak, ami a foszfatidsavbol (PA)
torténd citidine-difoszfat-diacilglicerol (CDP-DAG) szintézisért felelés. A CDP-DAG fontos
koztes terméke a PI foszfolipidnek valamint a foszfatidil glicerolnak (PG) és a kardiolipinnek

(CL) (10. 4bra A).
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8. abra A spermatidak ultrastruktiraja morfolégiai hibikat mutat a Cds4™' tesztiszekben
transzmisszios elektronmikroszképos felvételeken. (A, B) A vad tipusi és a CdsA™' (C-F)
tesztiszekben 1évé megnyult spermatidakat tartalmaz6 cisztak keresztmetszeti képei (A, B) A megnyult
ciszta 64 szinkronizalt spermatidat tartalmaz. Axonémak (ax, zold vonal), a nagy (M) (piros szinnel) és
a kis (m) (sarga szinnel) mitokondrium szarmazékok az (A) individualizacié eldtt és (B) utan. (B) A
szomatikus sejtek mitokondriumai csillaggal vannak jelolve. (C-E) Az individualizacié el6tti, megnytlt
CdsA™! cisztak reprezentativ keresztmetszeti képei 64 szinkronizalatlan spermatidat tartalmaznak,
amelyek azonos méretii vagy megnagyobbodott mitokondrium szarmazékokkal (nyilhegyek) és
axonémarol levalt axialis membrannal, annak tilndvekedésével rendelkeznek (nyilak). (F) A CdsA™'
cisztak rendezetlenek a mitokondriumok tilndvekedése jellemz6 (nyil). (B, F) A szomatikus
mitokondriumok normalis szerkezetet mutatnak (csillag). Mérce: 2 um (A—C, E,F) és 1 pm (D).
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9. abra A lipidosztilyok és a lipid molekuliris alosztalyok vizsgalata tesztiszekben. (A-G)
Lipidosztalyok és -alosztalyok valtozasai vad tipusa (WT), CdsA™' muténs és B2tub-dPIS; CdsA™"
mutans tesztiszekben tomegspektrometrias modszerrel mérve. (a) A 6 lipidosztalyok eloszlasa: (A) PE,
PC, PE-PI, TAG, (B) PS, PI, PC-O, CerPE, DAG, MAG, (C) kisebb lipidosztalyok: CL, PG, PA, Cer,
GlCer és d ) lizofoszfolipid osztalyok: LPS, LPE, LPA. A lipid tipusok eloszlasa: (E) CL, (F) PI, (G)
PA. A szinteket az §sszes membranlipidre normalizaltuk. A hibasavok az atlagot + a kozépértéktol valo
eltérést jelzik, n=5. *p , 0,05; **p , 0,01; ***p , 0,001 (Student t-proba). (H) A CdsA és dPIS
transzkriptek relativ expresszids szintjét kvantitativ RT-PCR segitségével szdmszerisitettiik a vad
tipust, CdsA™' homozigota, b2tub-dPIS és b2tub-dPIS herékben; Cds4™".

Drosophilaban csupan egy CDS enzimet kddold gén talalhato, a CdsA. El6zdleg a rhabdomer
kialakulasaban irtdk le a szerepét, illetve hidnyaban kimutattdk a lipid dropletek
felhalmozodasat a larvalis nyalmirigyben (Wu et al. 1995; Raghu et al. 2009). Transzpozonos
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mutdnsok szisztematikus vizsgalataval és genetikai jellemzésével egy hipomorf CdsA™! allélt
azonositottunk, ami himsterilitist mutatott. A Cds4™! mutinsban a spermatidik egyedivé
valasa soran all le a spermatogenezis, €s az individualizacios komplexek szétcsusznak (10. abra
B-C). A megnyulas, az axonéma kialakuldsa és az akroszoma szervezédése nem sériil a CdsA™!
mutansban. Az individualizacié soran a citoplazma alkotdéi egy nem-apoptotikus kaszpaz
Utvonal segitségével lebomlanak. A CdsA™! mutansban is aktivalodnak a kaszpazok és
megtalalhatok a cisztakban, de az individualizacios hiba miatt nem halmozodnak fel a cisztikus
holyagban. A megnyult cisztak teljes hosszan végigfuté mitokondrium jol lathatova tehetd a
poszt-meiotikusan felhalmozod6d DJ-GFP transzgén segitségével (Santel et al. 1998). A vad
tipusban lathat6 egyenletes szalas lokalizaciéval szemben, szakaszosan figyelhet6 meg a DJ-
GFP jelenléte a CdsA™' mutansban, ami a mitokondrium hib4jara utal. Transzmisszids
elektronmikroszkopiaval a normalis axonémak koriil az endoplazmatikus retikulum (ER)
eredetli axialis membran hibait és megnagyobbodott mitokondrium szarmazékokat
figyelhettink meg, szemben a mutdns szomatikus sejtjeiben megfigyelhetd normalis
mitokondriumokkal (11. abra). Elképzelhetd, hogy a megndvekedett endomembran rendszer
gatolja az individualizaciés komplex normalis vandorlasat. Mivel a CDS enzimatikus
funkcioval rendelkezik, fontos volt a lipidosszetétel megvaltozasanak vizsgalata a mutans
tesztiszekben. Megallapitottuk, hogy jelentdsen csokkent a PI mennyisége ¢s megemelkedett a
PA mennyisége a mutansokban, ami egybevagott a CDS enzimatikus funkciojanak hianyabol
varhato valtozasokkal (12. abra). A Drosophila szdvetek lipidomikai elemzése jelentds
kiilonbségeket mutatott a kiillonbozé szovetek PA tartalmaban. Mig a zsirtestben és az agyban
alig van mérheté mennyiségii PA, addig a bélben, a szarnydiszkuszban és a tesztiszben jelentos
mennyiség talalhatd beldle. Feltételezhetd, hogy a CdsA™! mutinsban felhalmozodo PA a
kupszeri szerkezetének koszonhetéen a membranok gorbiiletét megvaltoztatva jarul hozza az
endomembranok méretbeli valtozasdhoz. Ismert, hogy maga a CdsA fehérje az ER-hoz
lokalizalodik integralis membranfehérjeként. Az ER €s a mitokondriumok kozotti kozvetlen
kapcsolat egy evolucionarisan konzervalt jelenség. Feltételezziik, hogy a CdsA™! mutansban
az ER eredetli axialis membranrol a vele kozvetlen kapcsolatban 1évé mitokondrialis
membranra terjed at a CDS enzim hianyaban felhalmozod6 PA. A mitokondrialis membranba
épilve a PA a membran gorbiiletet okozhatja, ami a membranfelillet megndvekedését
eredményezheti. A PA mellett mas lipid osztalyok is szignifikansan megvaltoztak, ami a
megemelkedett PA-nak lehet a kdvetkezménye. Ezek a lipidosztalyok (PG, LPE, LPS, LPA)
szintén hozzajarulhatnak a hibas mitokondrium fejlédéshez €s a spermatogenezis leallasahoz.

A CdsA™! mutansban torténé Pl-szintdz taltermelés a himsterilitds visszaszoruldsat
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eredményezte, ami azt jelzi, hogy a PI szintdz valahogyan - valosziniileg indirekt médon- a PA
szint visszaszorulasat okozza a cds4 gén talmukdodése nélkiil (12. abra H). Ezek a kisérletek
egyértelmiien bizonyitottak, hogy egy lipidbioszintézisben szerepet jatszo génnek pleiotrop
hatdsa van a lipid metabolizmusban, ami a tesztisz esetében himsterilitast eredményez.
Eredményeink azt is bizonyitottdk, hogy a tesztisz lipidom megvaltozasa jelentsen

befolyasolja a késoi stadiumokban az endomembranok strukturajat (Laurinyecz et al. 2016).

A poszt-meiotikus szabalyozas elemeinek azonositasa transzkriptomikaval

A meidzist kovetéen a spermatiddk sejtmagjai transzkripciondlisan inaktivak, ezért nincs
lehetéség kompenzacidos mechanizmusok beinditasara a meidzist kovetéen, a mar
megszintetizalt RNS mennyiségbdl kell az intenziv morfologiai valtozasokat megvaldsitani. A
cisztdk megnyuldsa és a membranspecializaciok kialakuldsa a tesztiszben egy érzékeny
rendszernek tekinthetd, amely a sejtek alap- és specializalt funkcioit érinté fehérjék
mennyiségében bekovetkezd valtozasokra a folyamat ledllasaval reagal. Ide sorolhatok az
individualizaciét megvalositdo fehérjék, az akroszoma alkotok, a kés6i mitokondrium
specializacidohoz sziikséges géntermékek, a Hiszton-Protamin csere fehérjéi és a flagellum
felépitésében és miikodésében résztvevo fehérjék. Ennek az egyedi szabalyozasnak a megléte
sarkallt benniinket arra, hogy megvizsgaljuk a transzkriptum Osszetételét a tesztisz egyes
régidiban (13. abra A) (Vedelek et al. 2018).

A spermatogenezis alatti sejtdifferencialodas jobb megértése érdekében gy dontottiink, hogy
Osszehasonlitjuk a Drosophila tesztisz kiillonb6zo részeinek RNS Gsszetételét. A tesztiszeket
kiboncoltuk és harom részre vagtuk: apikalis, kozépso és bazalis darabokat izolaltunk, amelyek
a spermatogenezis eldrehalado egyes szakaszait reprezentdlo sejteket tartalmaztak, az azokra a
sejtekre jellemzé RNS osszetétellel. A csticsi részben talalhatok az Gsivarsejtek és a mitotikus
osztodassal keletkezd spermatocitakat tartalmazo cisztdk. A kozépsé régidban tulnyomo
tobbségben a meiotikus osztodason atesett 64 sejtes cisztak taladlhatok. A tesztisz bazalis
harom régiot izolaltunk, majd ezekbdl totdl RNS-t tisztitottunk és ujgeneraciés RNS
szekvenalassal meghataroztuk az egyes régiok RNS Osszetételét. A transzkriptom 0sszeallitasa
és a régio specifikus felhalmozodas vizsgalata lehetévé tette 15015 stadium-specifikus
Drosophila melanogaster RNS jelenlétének azonositasat az egyes régiokban. Megallapitottuk

azt is, hogy 2397 gén nem fejezddik ki a tesztiszben.
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10. abra A Drosophila tesztisz transzkriptomikai anilzise. (A) A tesztisz kiilonboz6 régidiban a
transzkriptek meghatarozasa RNS szekvenalassal tortént. n= az analizishez felhasznalt tesztisz régiok
szama. (B) Azon gének szama, amelyek azonositva lettek (kék grafikon) és azon transzkriptek szama,
amelyek szignifikdns kiilonbséget mutatnak (szlirke grafikon) az egyes vizsgalt tesztisz régidokban
(FDR-korrigalt p-érték< 0,05).

A transzkriptek szintje nem feltétleniil reprezentdlja a fehérjék eloszlasat a szomatikus
sejtekben, hiszen a fehérjék féléletideje és a folyamatos transzkripcid arnyalhatja a
kiilonbségeket egy szerven, szoveten, sejttipuson beliil. Ebben a tekintetben a tesztisz egyedi,
hiszen a meidzist kovetéen, néhany kivételtdl eltekintve nincs transzkripcid, a kromatin
kondenzalt (Barreau et al. 2008). Az a tény, hogy bizonyos fehérjekodolo gének RNS termékei
a késoi stadiumokban nagyobb mennyiségben vannak jelen, azt jelzi, hogy feltehetéen az
atirodo fehérjék is a késoi stddiumokban jatszhatnak szerepet. A korai stddiumokban
felhalmozodd RNS-ek esetében a fehérjék stabilitasa befolyasolhatja a fehérjék jelenlétét a
késobbi stadiumokban. 14331 géntermék az apikalis régioban, 13858 géntermék a k6zepsd

régidban, mig 13755 géntermék a bazalis régioban volt detektdlhatd. Osszességében 12942
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géntermék mindharom régiodban detektalhato volt, 537 géntermék az apikalis, 189 géntermék a
kozéps6, mig 302 géntermék a bazalis régiora volt specifikus (13. abra B). Az RNS szekvenalas
lehetévé tette, a spermatogenezis egyes stadiumaira specifikus, szintén poli-A farokkal
rendelkez6 2061 hosszi nem kodold RNS-ek (IncRNS) azonositasat is. A IncRNS-ek szerepe
kevéssé tisztazott az egyedfejlodés soran, de szerepiik lehet a transzlacié szabalyozasaban, az
RNS-ek ¢letidejének befolyasolasaban. A 203 apikalis-bazalis irdnyban szignifikans eltérést
mutatd IncRNS koziil 167 a bazalis régidban, a késoi fejlodési stadiumokban halmozodik fel,
ahol a transzlacid szabalyozasarol keveset tudunk. Feltételezziik, hogy a kés6i stadiumokban
az RNS-ek stabilitdsaban illetve a transzlacié finom szabalyozasban jatszhatnak szerepet ezek
a IncRNS-ek. Az RNS szekvenalasbol kapott régio-specifikus felhalmozodasokat szamos
esetben RNS in situ hibridizacié segitségével is megerdsitettiik.

Az irodalmi adatokbol mar tudtuk, hogy szamos tesztisz-specifikus gén génduplikacio
eredményeképpen keletkezett (Ding et al. 2010). A génduplikacié olyan alapvetd folyamat,
amely 0j gének, géntermékek kialakulasahoz vezethet, hozzajarul és noéveli a biologiai
sokféleséget. A retrogének az eredeti gének mRNS-ének reverz transzkripcidja révén
keletkezett intron nélkiili génmasolatok, amelyek a genom részévé valnak (Fablet et al. 2009).
A retrogének az inszercids hely kornyezetében tovabbi exonokkal épiilhetnek Ossze, amely
révén novelhetik az eredeti gének komplexitasat. Kimutattak, hogy szamos retrogén tesztisz-
specifikus funkciot nyer foemldsokben és Drosophildban egyarant, hozzdjarulva a
spermatogenezis soran végbemend komplex fejlodési program megvaldsitasahoz (Diaz-
Castillo and Ranz 2012).

A publikusan elérheté szerv-specifikus Drosophila melanogaster RNS szekvenalasok
eredményeinek a segitségével meghataroztuk a tesztisz specificitasi indexét minden, az RNS
szekvenalas soran azonositott génnek. Megallapitottuk, hogy a magasabb tesztisz specificitasi
indexszel rendelkezd géntermékek altalaban a késdi stadiumokban halmozodnak fel, azokban
a stadiumokban, ahol a spermatidakra jellemz6 specialis sejtorganellumok kialakulnak. A
transzkriptomikai adatok €s a tesztiszpecificitasi index vizualizalasara a Cytoscape programot
hasznaltuk, ahol a géntermékek mennyiségét, azok csokkenését vagy emelkedését az apikalis-
bazalis tengely mentén, valamint a tesztisz specificitasi indexet is egyszerre tudtuk
megjeleniteni. A teljes transzkriptum analizise mellett, az egyes géncsaladok tagjainak
tesztiszen beliili jelenlétét, azok térbeli és mennyiségbeli viszonyait is abrazolni tudtuk (14.

abra).
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11. abra A 26S proteaszomat transzkriptumainak eloszlasa Cytoscape program segitségével
vizualizalva. A 20S kozponti proteaszoma Alpha és Beta alegységekbdl, a 19S regulator alegység pedig
Rpn és Rpt alegységekbdl épiil fel. A tesztisz-specifikus paralogok jellemzden a késéi stadiumokban
halmozddnak fel (z6ld szimbdélumok), mig a kanonikus proteaszoma alegységek kevésbé tesztisz-
specifikusak és a korai stadiumokban magas a transzkriptjeik szintje (piros szimbdlumok).

Az iranyitott fehérjelebontdsnak fontos szerepe van nemcsak a mitdzisban, de a meidzist
kovetden is a megnyult 64 spermatida egyedivé vallasa soran. Megvizsgalva az ubikvitin-
proteaszoma rendszer ismert elemeit, megallapitottuk, hogy szdmos ismert E2-, az E3-enzim
az irodalmi adatoknak megfeleld transzkript felhalmozodast mutat a késdi stddiumokat
reprezentald bazalis régioban. Az E2 enzimek koziil 8 mutat magas transzkriptszintet a
tesztiszben, tobbek kozott az ismert poszt-meiotikus funkcidval rendelkezé dBruce, amely a

CRL komplex tagja, az individualizacié soran van fontos szerepe. Az E3 enzimekre sokkal
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nagyobb variabilitas jellemz6. Az ismert poszt-meiotikus funkcidval rendelkezé E3 fehérjék
késoi transzkript felhalmozodast mutatnak és szamos eddig nem jellemzett E3 esetében is késoi
funkcid josolhato az adatokbol.

A Drosophila tumorszupresszor archipelago (ago) egy F-box fehérjét kodol, amely
szubsztratspecifikussagot ad az SCF ubikvitin-ligdz komplexnek. Az Ago human ortologjat az
FBW?7 tumorszuppresszor kodolja. Az Ago-nak kdzponti szerepe van olyan folyamatokban is,
mint példaul a sejtproliferacio, sejtdifferencialodas, vagy a hipoxia altal indukalt génexpresszio.
Kisérleteinkben kimutattuk az Ago egy eddig ismeretlen szovetspecifikus szerepét a
spermatidak differencialédasaban. Azonositottuk az ago egy klasszikus mutansat, amely szemi-
letalis ¢és himsteril. Az ago tesztisz-specifikus funkcigjat a meidzist kovetd
spermatidfejlodéshez  kotottikk. Megallapitottuk, hogy az Ago a cisztdk normalis
morfologidjanak kialakitdsdhoz, a mitokondridlis strukturdk és az individualizacio
szabalyozasan keresztiil jarulhat hozza.

Az altalunk elvégzett transzkriptomikai vizsgélatokbol azonosithatok voltak a késdi
felhalmozodast mutatd és egyben tesztisz-specifikus dezubikvitinald enzimek is. Az
irodalombdl mar ismert volt a tesztisz-specifikus proteaszoma alegységek 1éte, de azok pontos
lokalizacioja és funkcidja nem (Belote and Zhong 2009). RNS szekvenalassal megallapitottuk,
hogy a tesztisz-specifikus proteaszoma alegységek transzkriptjei a késdi fejlodési
stadiumokban 1€v0 cisztakat tartalmazd bazalis régioban vannak jelen, ami a poszt-meiotikus
funkciojat feltételezi a tesztisz-specifikus proteaszomanak (14. abra ). In situ hibridizacioval és
fluoreszcens transzgének segitségével a proteaszomak esetében és mitokondrialis funkcidval
rendelkez0 jeldltek esetében is megerdsitettilk az RNS szekvenalasi adatokat, a stadiumokra
jellemz6 RNS felhalmozodast (14, 15. abra).

A tesztisz-specifikus proteaszoma alegységek transzkript felhalmozodasa is a késdi
stadiumokat reprezentalé bazalis régiora jellemzd. A proteaszomak e késdi stddiumokra
jellemz6 funkcidja konzervalt magasabbrendiiekben is, hiszen emlds6kben azonositottak egy
PA200 fehérjével kapcsolodott katalitikus alegységekbdl felépiild tesztisz-specifikus
proteaszomat, aminek a meidzist kdvetden a hiper-acetilalt hisztonok lebontasaban van szerepe
(Qian et al. 2013). Drosophilaban a PA200 fehérje nem talalhaté meg, viszont génduplikacio
eredményeként a 34 proteaszoma alegységet kodold gének koziil 12 génnek van tesztisz-
specifikus paralogja, tobbnek akar kettd is. Tovabbi vizsgalatainkkal tisztazni kivanjuk a

tesztisz-specifikus proteaszoma dsszeszerelodését és annak funkciojat.
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12. abra A transzkriptomikai adatok validdldsa in situ hibridizacioval és riportergének
felhasznalasaval. (A) Pozitiv kontroll (CycB) és negativ kontroll (kodol6 szal specifikus proba) in situ
hibridizacioja tesztisz mintakon. (B-G) A kiilonb6z6 géncsoportok génjeinek transzkripteloszlasa DIG-
RNS in situ hibridizacidval. A jobb fels6 sarokban a gének RNS-szekvenalas adatait mutatjak Cytoscape
programmal megjelenitve (piros szibolum az apikalis felhalmozodast, zold szimbdlum a bazalis
felhalmozodast mutatja). (H) A tesztisz-specifikus malat-dehidrogenazok, a CG10748-GFP ¢és a
CG10749-mCherry expresszios mintazata a tesztiszben. Nyil: nebenkern. Mérce: 200 pm

A spermium fejlédése szempontjabol a flagellumot alkoto fontos fehérjék a sejtvazfehérjék
csoportjahoz tartoznak. Ide sorolhatjuk az aktin, tubulin, dinein géneket és az ezekhez
kapcsolodd motorfehérjéket kodold géneket is. Az adatok egyértelmiien mutatjak, hogy az
axonémalis kiilsé és belso kart alkotd dineinek a bazalis régioban halmozodnak fel, amikor az
axonéma kialakulasa torténik. Nem minden tagja jellemzett ezeknek a fehérjecsaladoknak, de
az elemzésiink segitségével azonosithatok azok a jeldltek, amelyek szerepét a rohamosan
fejlodd reverz genetikai eszkoztarral kozvetlenill is vizsgalni tudjuk (Vedelek et al. 2018).
Elemzésiink soran kitlint, hogy a Hsp fehérjék kiilonboz6 csoportjai eltéréen halmozodnak fel
az egyes régiokban. A Hsp60l-es géncsoport tagjai foleg a bazalis régidoban, mig a Hsp60Il
géncsoport tagjai az apikalis régioban halmozodnak fel. A Hsp90, Hsp70 és Hsp40 csalad tagjai
egyarant tartalmaznak korai és kés6i stadiumokra specifikus tagokat, mig a S-Hsp csalad tagjai
jellegzetesen bazalis felhalmozodast mutatnak. Megerdsiti ezt a megfigyelést az a tény is, hogy
a Hsp67Bc fehérje az érett Drosophila spermium proteom részeként is azonositva lett

(Wasbrough et al. 2010). A Hsp fehérjék funkcidjara vonatkozoan a spermatogenezis soran
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nincs sok adat, de a mennyiségiikbdl itélve jelentds szereppel birhatnak (Nowicka-Bauer et al.
2018).

A mitokondrialis fehérjék legtobbje a kromoszomalis genomban van kodolva és a fehérjék
transzportfolyamatok segitségével jutnak be a mitokondriumba. A transzkriptomikai
vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy a meidzist kovetden a mitokondridlis enzimek tesztisz-
specifikus paralogjai a spermatogenezis késéi stadiumaiban halmozddnak fel, amikor a
mitokondriumok egy jelentds strukturalis és méretvaltozdson mennek keresztil. A KEGG
adatbazis felhasznalasaval a kozponti metabolizmust és a mitokondrialis elektrontranszportlanc
tagjait is azonositottuk Drosophila melanogasterben (Goto et al. 1996). A Cytoscape
progammal torténd vizualizacio egyértelmiien elkiilonitette a tesztisz-specifikus kifejezodést
mutatokat a szomatikus sejtekre jellemz6 transzkriptektdl. Ezek az eredmények valoszinisitik,
hogy a spermatidak specializalt mitokondriumai egy tesztisz-specifikus enzimkészlettel
valésitjdk meg a specializalt mitokondridlis mikddést. Jo példak erre a glutamat
dehidrogenazok, ahol a szomatikus sejtek a gdh gént expresszaljak, mig a tesztiszben a gdh
mellett a bb8 gén terméke latja el a poszt-meiotikus glutamat dehidrogenaz funkciot. A tobbi
mitokondridlis enzimnél is megfigyelhetd egy tesztisz-specifikus retrogén (Irp-1A és a CG4706
paros, az MDHI1, Mdh2, valamint a tesztisz-specifikus CG10748 és CG10749) jelenléte.
Analizisiink a szomatikus malat-dehidrogenazok mellett, kettd tesztisz-specifikus gént is
azonositott, egyiknek a korai, mig a masiknak a kés6i stadiumokban mutattuk ki a
felhalmozodasat (bb8 és gdh). A transzgének segitségével a mitokondriumokhoz lokalizaltuk a
tesztisz-specifikus malat dehidrogenaz enzimeket. A CG10748-GFP a korai stadiumokban
mutatott transzkript felhalmozodasnak megfeleléen a meidzis el6tti stadiumokban mar a
mitokondriumokhoz lokalizalodik, de a fehérje még a meidzist kovetden a nebenkernekben is
felhalmozodik, majd fokozatosan csokken a mennyisége, a megnyult mitokondriumokbdl pedig
mar hidnyzik. A CG10749-mCh a korai stddiumokban nincs jelen, a poszt-meiotikus
mitokondriumokhoz lokalizalédik, a transzkriptomikai adatokbdl kapott késoi felhalmozodast
alataimasztva és egyben megerdsitve a poszt-meiotikus funkcidjat a fehérjének (15. dbra). A
citrat ciklushoz hasonldan az elektron-transzportlanc €s az oxidativ foszforilacio elemei is a

bazalis régiodban felhalmozodo transzkriptekkel vannak reprezentalva (Vedelek et al. 2018a).
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A spermatidak specializalt mitokondriumainak felépitése és miikodése

Az 0Osszes sejtszervecske koziil a mitokondriumok mennek at a legdramaibb valtozason a
meidzist kdvetden, hiszen nemcsak méretiik valtozik meg, de a belsé membranszerkezetiik is
atalakul, illetve a nagy mitokondrium szarmazékban parakristalyos anyag halmozodik fel. A
parakristdlyos anyag gyakran eléfordul a rovarok spermiuméanak mitokondrium
szarmaze¢kaiban (5.abra C) (Dallai 2014). Mar az 1970-es évektol kezdodden ismert volt szamos
rovar spermiumanak részletes szerkezete, ahol az -elektronmikroszkdpos vizsgalatok
ramutattak, hogy a parakristalyos anyag valtozatos modon szervezddhet a mitokondrium
szarmazékokban. Jelen lehet mind a ketté mitokondrium szarmazékban (Forficula auricularia,
Pyrrochoris apterus, Notonecta glauca) vagy csak az egyikben (Drosophila melanogaster,
Ceratitis capitata) (Dallai 2014) (5.4bra C). Ezen példak alapjan is érdekesnek talaltuk a
spermatidak mitokondriumaban jelen 1év0 parakristalyos szerkezetli anyag kialakuldsanak és
Osszetételének részletes vizsgalata.

A spermiumokban talalhatd parakristalyos anyagot felépité molekuldkra vonatkozdan pontos
informaciok nem voltak elérhetok. Mivel a Drosophila melanogaster spermiumaban a nagy
mitokondrium szarmazék egy jelentds részét tolti ki a parakristalyos anyag, ezért célunk volt a
molekularis dsszetevOinek a meghatarozasa. A hatoniszo poloska spermiumanak vizsgélata
ramutatott, hogy a parakristalyos anyag rezisztens az SDS kezelésnek (Baccetti et al. 1977). Az
elektronmikroszkdpos metszeteken 1%-os SDS kezeléssel a fehérjék nagy része kioldodott a
spermium metszetekbdl, az axonémat alkotd fehérjéket is beleértve, de a mitokondrialis
parakriszallin anyag a kezelés utdn is jelen volt. Ennek a modszernek az adaptalasaval
tisztitottuk a parakristalyos anyagot a szemindlis vezikulumbdl nyert érett Drosophila
spermiumokbodl. A fehérjéket akrilamid gél elektroforézissel szeparaltuk és megallapitottuk,
hogy az SDS rezisztens frakcidban az 50-60 kDa-os molekulasuly tartomanyban jelentOs
mennyiségl fehérje halmozodik fel. Tomegspektrometriai elemzéssel megallapitottuk az 50-60
kDa-os tartomany fehérje Osszetételét mind az SDS rezisztens, mind a SDS szolubilis
fehérjefrakcioban (Laurinyecz et al. 2019). Ezzel a modszerrel 15 fehérjét azonositottunk,

amelyek az SDS rezisztens frakcioban voltak megtalalhatok (16. abra).
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vad tipusu spermium extraktum Protein Protein

Kocassiisn Gene MW Protein Domain
p sn p sSn  Mw(kDa)

Q7K259 S-Lapé 56723,2 |Sperm-leucyl aminopeptidase
Q7K5K9 5-Lap8 57779,5 |Sperm-leucyl aminopeptidase
Q8T4FL S-Lap5 59616,3 |Sperm-leucyl aminopeptidase

—130 Q9VsM6 | S-lapl | 61514,8 [sperm-leucyl aminopeptidase
— 1 00 Qavsm7 5-lap2 61373,2 |Sperm-leucyl aminopeptidase
N 70 Q95R35 S-Lap4 57523,5 |Sperm-leucyl aminopeptidase
55 kDa SDS 5 QIVCN3 bb8 59914,7 |Glutamate dehyd‘mgenasle
. S _[ - 55 Q5004 S-Lap7 57438,4 |Sperm-leucyl aminopeptidase
rezisztens frakcio QI6IWS S-Lap3 57702,2 |Sperm-leucyl aminopeptidase
40 QsvLie CG9314 57974,2 |Catalase
Qssu38 skap 54911,3 |Succinyl-CoA ligase subunit beta
QiKkv27 CG1640 63129,1 |Aminotransferase
—35 P17336 Cat 57150,1 |Catalase
25 QIW3X5 | CGA095-RA | 54518,7 |Fumarate lyase
QIvVM14 muc 54251,9 |2-oxoacid dehydrogenase acyltransferase
[CIN] c
2% 3
g S
§ e
o Q.
O

13. abra A vad tipusu spermium SDS-rezisztens frakciojanak vizsgalata. (A) SDS-rezisztens pellet
frakeio (p) és SDS-oldhato feliiliiszo (sn) vizsgalata Coomassie Brilliant Blue festett poliakrilamid gélen
valamint immunoblotton. *A B-Tubulin féként a lizatum SDS altal denaturalt fehérjéket tartalmazé
feliiltiszo frakcidjaban van jelen (anti-B-Tubulin ellenanyag) (B) A spermium lizdtum SDS-rezisztens
pellet 50-60 kDa-os frakcidjanak tomegspektrometrias elemzése. Az azonositott fehérjék listajaban zold
szinnel kiemeltek a Spermium-Leucin aminopeptidaz fehérjecsalad tagjai.

Koziiliik 8 fehérje a tesztisz-specifikus Spermium-Leucin-aminopeptidaz (S-Lap) csaladhoz
tartozott. Kiugrdéan nagy peptidszammal mind a 8 tagja az S-Lap fehérjecsaladnak azonositva
lett. Az S-Lap fehérjecsaladon kiviil a CG9314, CG4095, BbS ¢s a Skap fehérjék is jelen voltak
az SDS rezisztens frakcidban és tudjuk a transzkriptomikai €s proteomikai adatokbol, hogy ezek
a géntermékek is tesztisz-specifikusak. Az S-Lap csalad tagjai, a CG9314, CG4095 és a Bb8
fehérjék a spermium proteom alkotorészeként is azonositva lettek (Wasbrough et al. 2010). Az
S-Lap fehérjecsalad a Drosophila melanogaster spermium proteome egyik legnagyobb
mennyiségben jelen 1évé fehérjecsaladja, 2:1 aranyban talalhat6 meg az axonémat alkotd
tubulinnal 6sszehasonlitva (Dorus et al. 2011). Ez tovabb erésitette azt a hipotézisiinket, hogy
egy fontos, akar strukturalis szereppel rendelkezdé fehérjecsalad tagjai lehetnek az S-Lap
fehérjék (Laurinyecz et al. 2019). A genetikai jellemzéshez az S-Lap gének klasszikus vagy
RNS interferenciaval csendesitett mutansait hasznaltuk fel. Az S-Lap fehérjék egyenkénti
hidnya himsterilitast eredményezett. Megallapitottuk, hogy az S-Lapl?” mutans esetében
haploelégtelenség is megfigyelhetd. Az S-Lap mutansokban a spermatogenezis normalisan
elindul, a meidzis is zavartalanul lejatszodik, a magok és a cisztak teljes hosszukban
megnyulnak. A mitokondriumok vizsgalata mar fénymikroszkoppal is tobb rendellenességet
feltart. Bar a meiozist kovetoen a mitokondrium szarmazékok kialakulnak és azok megnyulnak,

a mitokondrialis markerek, mint a Dj-GFP vagy Mitotracker abnormalis eloszlast mutatnak. A
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megnyult cisztak belsd struktarajat transzmisszios elektronmikroszkopia segitségével
tanulmanyoztuk alaposabban. A keresztmetszeti felvételek alapjan megallapitottuk, hogy az S-
Lap mutansokban az axonéma szabalyos felépitésii és bar a mitokondrium szarmazékok
kialakulnak, a nagy mitokondrium szdrmazékban a parakristalyos anyag nem szervezddik 6ssze
szabalyos strukturava, diffuzan van jelen. Az S-Lap mutansokra jellemz0 parakristalyos anyag
hibaja a hosszmetszetek vizsgalataval is megerdsitést nyert (Laurinyecz et al. 2019) (18. abra
A-F). Az S-Lap fehérjék szekvencidjanak vizsgalata kideritette, hogy minden S-Lap fehérje
tartalmaz egy potencialis mitokondrialis lokalizacids szignalszekvenciat. Az S-Lap1 és S-Lap6
esetében a prediktalt lokalizacids szignalt tartalmazé els6 60 aminosavat dsszeépitettiik egy
GFP fehérjével és a sajat 5’ szabalyozo régio felhasznalasaval kovettiik a fluoreszcens fehérje
lokalizaciojat a tesztiszekben. Mindkét esetben a GFP jel a poszt-meiotikus
mitokondriumokban volt megfigyelhetd, ami megerdsitette az S-Lap fehérjék mitokondrialis
lokalizaciojat. Az S-Lap kettés mutansok domindns genetikai interakciot mutatnak, mar
heterozigdta formaban is jelentésen csokkent fertilitas jellemzi 6ket. Ez arra utal, hogy az S-
Lap fehérjék mennyiségére érzékeny a spermatogenezis folyamata, valamint hogy az S-Lap
fehérjék valosziniileg a spermiumfejlédés ugyanazon részében jatszhatnak szerepet. Az S-Lap
fehérjék ¢és az MI17 leucin-aminopeptidaz fehérjék filogenetikai analizise, valamit a
funkcionalis domének Osszehasonlitdsa azt josolta, hogy bar az M17 leucin-aminopeptidaz
csaladdal mutatnak rokonsagot, a benniik talalhato katalitikus és kétértékii kationkotd helyeken
talalhat6 kulcsfontossagu aminosavak nem konzervaltak (17. abra A), ami felvetette az
enzimatikus aktivitds elvesztésének lehetéségét. Az L-Leu-AMC szintetikus szubsztrat
segitségével megmértilk az S-Lap mutansokbodl izolalt tesztiszekben az aminopeptidaz
aktivitast. Azt tapasztaltuk, hogy a mutansokban nem valtozott meg szignifikansan az 6sszes
leucin-aminopeptidaz aktivitds a vad tipushoz viszonyitva. Ez valdsziniisiti, hogy az S-Lap
fehérjék wvaloban enzimatikusan inaktivak. Tovabbi bizonyitékként baktériumban is
megtermeltettiik és egyenld mennyiségben tisztitottuk mind a szomatikus sejtekre jellemzd
Grsm leucin-aminopeptidaz fehérjét, mind az S-Lap fehérjék koziil az S-Lapl és S-Lap6
fehérjét. A szintetikus szubsztrat jelenlétében csak a Grsm-nek volt enzimatikus aktivitasa,
mind az S-Lapl, mind az S-Lap6 inaktiv volt. Ezek az eredmények tovabb erdsitették azt a
feltevésiinket, hogy az S-Lap fehérjék az evolicid soran elveszitették enzimatikus aktivitasukat
¢s egy szerkezeti szerepet tolthetnek be a parakristalyos anyag kialakitasaban (17. abra B-D).

Az S-Lap muténsok jellemzése soran menekitési kisérleteket is végeztiink, ahol vad tipusa
transzgénekkel menekitettiik a mutansokat. Azt tapasztaltuk, hogy az S-Lapl transzgén

kizardlag az S-Lap 147 mutanst tudta menekiteni, nem volt képes a tobbi mutéans fertilitdsanak
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visszaallitasara, hasonloan az S-Lap6 transzgénhez. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az

S-Lap fehérjék nem redundansak, minden S-Lap fehérjére sziikség van a normalis

spermiumképzédéshez.
A
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14. abra Az S-LAP fehérjék enzimatikus aktivitisinak vizsgalata. (A) Az M17 tipust leucin-
aminopeptidazokban a kétérték{i kationok kotésében résztvevd és a katalitikus aktivitasért felelds
konzervalt aminosavak a LAP tipusu fehérjék filogenetikai tavolsagéaval abrazolva. A kationkotd helyek
esetében az M17 leucin-aminopeptiddz konszenzussal megegyez6 aminosavak pirossal vannak
kiemelve, az M 17 leucin-aminopeptidazok egyéb fémkotd aminosavainak helyettesitését rozsaszinnel,
anem M17 leucin-aminopeptidazok fémkoté aminosavainak helyén 1évé aminosavakat fehérrel jeloltiik
(Dorus et al. 2011 alapjan). (B) A homozigota S-Lap mutansok tesztiszeib6l mért leucin-aminopeptidaz
aktivitas. A relativ fluoreszcencia-intenzitas a fluoreszcens szubsztrat L-Leu-AMC hozzaadasa utan
mértiik. Az S-Lap mutansokban nem figyelhetd meg az aminopeptidaz-aktivitds szignifikans
csokkenése a vad tipushoz (WT) hasonlitva. A hibasavok az atlagot +s.e.m. jelzik. n=3. (C)
Baktériumban expresszaltatott His S-Lap1, His-S-Lap6, His-Grsm fehérje ellenérzése Western blottal,
anti-His ellenanyag hasznalatdval. (C) A His-S-Lapl, His-S-Lap6 és His-Grsm rekombinéns fehérjék
azonos mennyiségét vizsgaltuk a leucin-aminopeptidaz-tesztben a fluoreszcens szubsztrat L-Leu-AMC
relativ fluoreszcencia-intenzitasanak mérésével. A His-S-Lapl, His-S-Lap6 fehérjék enzimatikusan
inaktivnak bizonyultak, mig a His-Grsm fehérjének volt enzimaktivitasa.

crer

termeltetett ellenanyagot hasznaltunk. Az S-Lap fehérjék nagyfoku hasonlosaganak
koszonhetden nem tudtunk olyan fehérje szakaszt kivalasztani a rekombinans fehérje

termeléshez, ami kizarélag az S-Lap1 fehérjére specifikus, igy a teljes hosszisagu fehérje ellen
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termeltettiik az ellenanyagot, annak a tudataban, hogy az ellenanyag a tébbi S-Lap fehérjét is

azonosithatja.

15. abra Parakristidlyos anyag képzdédésének hibai az S-Lap mutinsokban transzmisszids
elektronmikroszkopiaval vizsgalva. (A) A vad tipusi spermatiddk mitokondrium szarmazékai
szinkronizalt fejlédést mutatnak a megnyulo cisztakban. Az axonéma (piros szaggatott vonal) és a nagy
mitokondrium szdrmazék (sarga szaggatott vonal) talalkozasanal kezd kialakulni a parakristalyos anyag
(nyilak A-ban), majd a névekvé mitokondriumokban egybefiiggd siirii anyagként halmozodik fel (nyilak
A'-ban), végiil az individualizacido végére szabalyos elrendezésii struktaraban tolti ki a nagy
mitokondrium szarmazék belsd terét (nyilak A"-ban), mig a kis mitokondrium szarmazék (zo6ld
szaggatott vonal) visszafejlédik (A"). (B-E) Az S-Lap mutinsok (S-Lapl?’, S-Lap2""'*#?, S-
Lap3"®131%) szinkronizalatlan mitokondriumfejlddést mutatnak, strukturalatlan parakristilyos anyag
jelenlétével a nagy mitokondrium szarmazékban (nyilak B, C, D, E). Mérce: 0,5 um. (E-G) Vad tipusu
(F), S-Lap1?” (G) és S-Lap2"™*7 (H) muténs tesztiszekmegnyilt spermatiddinak hosszmetszeti képe.
A parakristalyos anyag tomor és egységes a f6 mitokondrium szarmazékon belill (sarga szaggatott
vonal) a vad tipusban (F), de az S-Lap mutansokban struktiralatlan szerkezetben van jelen (G, H,
nyilhegyek). Mérce: 0,5 pm.
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S-Lap1-HA™
sn p

16. abra A parakristalyos anyag jellemzése és lokalizdlasa az S-Lap1-HA™ transzgenikus torzs
felhasznalasaval. (A) Immunoblot a S-Lap1-HA™ transzgenikus vonal spermium lizadtumaibol anti-HA
ellenanyag felhasznalasaval, SDS-oldhato feliiltiszo (sn) és SDS-rezisztens pellet (p) frakciokbol. Az S-
Lapl-HA™ féként a spermium lizdtum SDS-rezisztens, oldhatatlan frakciéjaban van jelen. (B, C, D) A
transzgenikus S-Lap1-HA™ megnytlt spermatidék (barna szaggatott vonal) keresztmetszeti képén (B)
és hosszmetszeti (D) képen vad tipusa (B) és S-Lap/®’ mutans (C, D) hattéren az immuno-
elektronmikroszkopos felvétel megmutatja az S-Lapl-HA™ fehérje eléfordulasat (fekete pontok,
nyilhegyek) a nagy mitokondrium szarmazékon beliil (sarga szaggatott vonal). A HA ellenanyag arany
részecskékkel volt megjeldlve. Az axonéma (piros szaggatott vonal) és a kis mitokondrium szarmazék
(z6ld szaggatott vonal) szintén lathato. Mérce: 0,5 pm.

Az S-Lapl ellenanyag segitségével az S-Lap1 fehérjét a poszt-meiotikus mitokondriumokhoz
lokalizaltuk fluoreszcens mikroszkopiaval. A lokalizaciot tovabb pontositottuk immuno-gold
jeloléssel, ahol az S-Lapl fehérjét a megnyult nagy mitokondrium szarmazék parakristalyos
anyagot is tartalmazo struktirajahoz lokalizaltuk. A vad tipusii spermium extraktum
vizsgalataval az SDS rezisztens pellet frakcidoban mutattuk ki az S-Lapl fehérjét az
ellenanyaggal. Annak érdekében, hogy kizarolag az S-Lapl fehérjét tudjuk nyomon kovetni,
mind vad tipust, mind mutans hattéren, készitettiink egy hemaglutininnel (HA) fuzionalt S-
Lap fehérjék térszerkezeti modelljére illesztve egy olyan felszinhez illesztettiikk a HA-t ahol az

valoszintileg a fehérje szerkezetét nem befolyasolja, hiszen tudtuk, hogy a C-terminalis fiziok
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nem eredményeztek funkciondlis fehérjét. Az S-Lapl1™HA transzgén képes volt az S-Lapl4’
mutans menekitésére, a HA jelz6 fehérje a parakristalyos anyagot tartalmazo SDS rezisztens
pellet frakcidban halmozddott fel, igy a transzgén funkcionalitasa bizonyitast nyert. Mind
fluoreszcens-, mind elektronmikroszkopiaval a mitokondriumhoz és azon belill is a
parakristalyos anyaghoz lokalizaltuk az S-Lapl fehérjét (19. abra A-D). Megvizsgaltuk az S-
Lap1i™HA transzgén lokalizacidjat az S-Lap mutans hattereken és megallapitottuk, hogy képes
minden esetben a mitokondriumba bejutni, de a himsteril fenotipust csak az S-Lap4” mutins
esetében volt képes menekiteni. Ez arra engedett kdvetkeztetni benniinket, hogy a fehérjék nem
tudjak egymast helyettesiteni. A biokémiai frakcionalds soran is az S-Lapl1™HA feldtsulasat
kizéardlag az S-Lap127 hattéren voltunk képesek kimutatni, a parakriszallin anyagot tartalmazo
pellet frakcioban. Ez tovabbi bizonyitékul szolgalt arra vonatkozolag, hogy az S-Lap fehérjék
nem redundansak, azok egyedi jelenléte sziikséges a parakristalyos anyag megfeleld

kialakitasahoz és ez a funkcidjuk elengedhetetlen a normalis fertilitishoz (20. abra).

axonéma

sejtmag

mitokondrium
szarmazék
S-Lap fehérje tartalmu
parakristalyos anyag

17. abra A Drosophila spermium sematikus rajza a keresztmetszeti képpel. Az axonéma mellett
talalhaté nagy mitokondrium szarmazékot kitoltd parakristalyos anyag f6 alkotoeleme az S-lap
fehérjecsalad tagai

A térszerkezeti modell alapjan feltételezziik, hogy az egyes S-Lapok altal alkotott hexamerek
osszeépiilnek és ezek alkotjak a f§ vazat a parakristalyos anyagnak. Erdekes megjegyezni, hogy
a tomegspektrometriai analizis a Bb8 glutamat-dehidrogenazt is azonositotta, ami szintén képes

hexamer kialakitasra.
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18. abra A BbS8 tesztisz-specifikus glutamat-dehidrogenaz jellemzése. (A) A bb§ 10kusz genomi
kdrnyezete és a Mi{ET1} CG4434"8%% transzpozon inszercidja a bb§ génben. A vastag sziirke savok
az UTR szekvencidkat, a vastag kék savok a kodolo szekvenciakat, a vékony fekete savok pedig az
intronikus és nem kodolo régiokat jeldlik. A génszerkezett alatt a genomi menekitd konstrukciot (bbS*")
barna sav és a GFP riporterkonstrukcio (bb8"'%?) eléallitisahoz hasznalt genomi régiot sotétzold sav
mutatja. A nyilak a transzgének klonozasahoz (fekete) és a q-RT-PCR-hez (kék) hasznalt primerparokat
nyilak jelzik. (B-C) Filogenetikai 6sszehasonlitisa a BbS8 tipust fehérjéknek a Drosophila fajokban (B)
és magasabbrendiiekben (C). Maximum-likelihood (B, C) mddszert hasznaltunk fehérje szekvenciak
filogenetikai analiziséhez €s a genetikai tavolsdg megallapitasdhoz. Az un. bootstrap-értékek a
megfelel6 csomopontok mellett vannak feltiintetve. (D) A bbS8 mRNS expresszidja a tesztiszre
korlatozodik, és erds csokkenést mutat a bbS™ mutans tesztiszekben. A relativ bb§ expressziot q-RT-
PCR segitségével mértiik vad tipusbol (WT) és bb8™ mutansbol izolalt fej-, test- és tesztisz mintakbol
bb8 és rp49 specifikus primereket hasznalva. A méréseket haromszor ismételtiik és referenciagénként
az rp49-et hasznaltuk.

Feltehetden az S-Lap fehérjék alkotta vazhoz kapcsolodik a tébbi parakristalyos anyagot alkotod
fehérje, de ennek pontos modellezése, illetve kisérletes bizonyitasa még a jovo kutatasainak
feladata. Eml6s spermiumokban is kimutattak a Lap fehérje jelenlétét, de annak pontos szerepe

nem ismert (Dorus et al. 2010; Skerget et al. 2013). Az emlés spermiumokban a
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mitokondriumok a nyaki részben szervezddnek 6ssze, de benniik parakristalyos anyag nem
halmozodik fel.

Egyre tobb eredmény tamasztja ald, hogy egyes sejtvaz fehérjék és globularis fehérjék is
képesek filament képzésre, ahol szabalyozo hatasa lehet a filament struktiranak az enzimek
aktivitasara. Részletesen a citoplazmatikus CTP-szintaz enzimet vizsgaltak, ami képes un.
citoophydium képzésére baktériumoktdl az élesztén at Drosophilaig (Aughey and Liu 2016;
Shen et al. 2016; Liu 2010). A CTP-szintaz alkotta filament az enzimaktivitas szabalyozasan
tal egy vazat, allvanyzatot is biztosithat biokémiai folyamatokhoz. Egyre tobb anyagcsere
enzimrol bizonyosodik be, hogy képes filamentképzésre, tobbek kozott az élesztd és az emlds
glutamat-dehidrogenazrol is kimutattdk. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a tesztisz-
specifikus Bb8 glutamat dehidrogenaz is képes lehet filament képzésre és ezzel kdzvetlentil
hozzajarulhat a parakristalyos anyag kialakitasdthoz a  Drosophila  spemiumok
mitokondriumaiban.

A transzkriptomikai adatokbdl és a klasszikus genetikai adatokbol is tudtuk, hogy a tesztisz-
specifikus glutamat-dehidrogenaz is a késdi stadiumokban jatszhat fontos szerepet. A
Drosophila melanogasterben a glutamat dehidrogenazokat a gdh és a CG4434 (bb8) gének
koédoljak (21. abra). Evolucionarisan konzervaltak, a glutamat alfa-keto-glutarat atalakulast

katalizaljak.
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19. abra A bb8™ mutians tesztiszekben a poszt-meiotikus, megnyult spermatidak hibasan
fejlodnek. (A-B) A vad (WT) (A) és a bb8™ (B) tesztiszekben a cisztak megnyulasa elindul, de a bb8™
cisztakban és a cisztak kozott nagy vezikulak figyelheték meg (nyilak) faziskontraszt mikroszkopidval.
Meérce: 100 pm. (C, D) ATP5a antitesttel festett megnyult spermatidak mitokondriumai (C) vad
tipusban és bb8™ (D) mutansokban. A cisztdkban 1év6 nagyméretii vezikulak mitokondrialis mivoltat
az ATP5a pozitiv festddés jelzi (nyil). Mérce: 50 pm. (E, F) A mitokondrialis JC-1 festéssel nem
tapasztalunk mitokondrium megnagyobbodast (E) a vad tipusban, de a (F) bb8™ tesztiszekben
nagyméretii mitokondrialis struktirak vannak jelen (nyilak). Mérce: 25 um.

A klasszikus bh8™ mutans himsterilitast mutat, ahol a spermatogenezis az individualizacid
soran all le. Kimutattuk, hogy a fehérje a mitokondriumhoz lokalizalédik. Részletes
morfologiai elemzéssel a poszt-meiotikus mitokondriumokban tobb hibat is felfedeztiink.
Megfigyelheté a megnyulas hibaja és megamitokondriumok képzddése, amely a cisztak teljes
hosszara kiterjed, valamint a parakristalyos anyag hibas felhalmozddasa mind a kettd
mitokondrium szarmazékban (22, 23. &bra). A mitokondridlis glutamat-dehidrogendzok
(GLUD-o0k) az L-glutamat alfa-ketoglutaratta torténd reverzibilis reakcidjanak kdzponti
katalitikus enzimei, amelyek NAD(P)+ és/vagy NAD(P)H+ koenzimeket hasznalnak
(Mastorodemos et al. 2005). Az irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a megemelkedett glutamat
szint megamitokondrium képzddést indukal tenyésztett Drosophila sejtekben (Shim et al.

2009).

< bb8ms

20. abra Rendellenes parakristalyos anyag képzédés a bb8™* mutansokban. (A-B) Transzmisszios
elektronmikroszkopos keresztmetszeti felvételek (A) vad tipusa (WT) és (B) Hb8™ mutansok
tesztiszeir6l. A szomatikus mitokondriumokat piros nyil jelzi (A, B). A WT preindividualizalt
cisztakban (A, C) minden spermatidanak (C) két mitokondrium szarmazéka van, a nagy szarmazékban
parakristalyos (sarga nyil) és egy axonéma (piros vonal). (B, F) bb8™ preindividualizalt spermatidak
elvesztették szinkronizalt fejlodésiiket, a mitokondrium szarmazékban 1éve parakristalyos anyag
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gyakran fragmentalodott (sarga nyil). A (B, E, F) bb8™ cisztakban szdmos megnagyobbodott
mitokondrium szarmazék talalhatdo (sarga nyilak és sarga vonal). A bb8™ cisztdban mindkét
mitokondrium szarmazékban elkezd a parakristalyos anyag felhalmozodni (D-F) (sarga nyil). Mérce: 2
um (A, B, F) 0,5 um (C-E).

A bb8™ mutansban a megemelkedett glutamat szintet biokémiailag is kimutattuk és
megallapitottuk, hogy az okozhatja a megamitokondrium képzodését (27. abra). A bb8™
mutansban mind a kettd mitokondrium szarmazékban elkezd6dik a parakristalyos anyag
felhalmozodasa, de egyikben sem szervezddik Ossze szabalyos kristallyd. Az eredményeink
egyértelmiien azt sugalljak, hogy a glutamat/glutamin bioszintézis fontos a parakristalyos anyag
kialakulasanak iniciaciojaban vagy annak gatlasaban. A bb8™ mutansban a Bb8 fehérje hianya
beindithatja a parakristalyoa anyag kialakulasat a kis mitokondrium szarmazékban, feltehetdleg
a megemelkedett glutamat szinten keresztiil, ami felveti annak a lehetdségét, hogy vad tipusban
a Bb8 terméke gatolhatja ott a parakristadlyos anyag kialakulasat. Ugyanakkor a bb8™
mutansban a parakristalyos anyag mindkét mitokondrium szarmazékban megfigyelhetd, ami
azt jelzi, hogy a parakristalyos anyag tovabbi alkotorészei bizonyos mértékig bejutnak mindkét
mitokondrium szdrmazékba, de ott nem képesek Osszeszerelddni szabalyos szerkezetté (24.

abra). Ez tobb lehetdséget is felvet a Bb8 funkciojara vonatkozoan.

megnyulé | vad tipusu ciszta I bb8™ ciszta

cisztak

=
1
1
N

Sejtmag —_— Kis mitokondrium szarmazék —_—
Axonéma Nagy mitokondrium szarmazék — <>
Parakrisztallin ® bb8™ mitokondrium szarmazék = O

21. abra A bb8™ mutansok mitokondrium fenotipusai. A vad tipusi a spermatidakban a nagy
mitokondrium szarmazékban torténik meg a parakristalyos anyag felhalmozodasa a cisztak megnyulasat
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kovetéen. A bb8™ mutansban mind a mitokondrium szarmazékok differenciacidja, a parakristalyos
anyag felhalmozodasa sériilt és jellemz6 a megamitokondriumok képzddése.

Elképzelhetd, hogy a Bb8 enzim altal katalizalt reakcio terméke vagy annak hianya okozza a
mitokondrium szdrmazékok differencialodasanak zavarat; illetve az is elképzelhetd, hogy a
Bb8-nak két fiiggetlen feladata lehet, egyrészt a mitokondrium szarmazékok definialdsa,
masrészt hozzajarulhat a parakristalyos anyag szerkezetének kialakitdsahoz. Ez utébbi modellt
tamogatja, hogy a Bb8 fehérje térszerkezete nagyon hasonlatos a magasabbrendiiekben is
megtalalhat6 glutamat-dehidrogenazokhoz. Elképzelhetd, hogy az enzimatikus funkcion tal, a
Bb8 egy szerkezeti funkciot is betolt a parakristalyos anyag kialakitasaban, de ennek részletei
még nem ismertek.

A tesztisz specifikus gének kevésbé konzervaltak, és tobbre jellemz6 a neofunkcionalizacio,
mint azt lattuk az Slap fehérjék esetében is, igy sziikségesnek éreztiik a Bb8 fehérje enzimatikus
aktivitasanak részletesebb vizsgalatat. A glutmatszint mérésével kimutattuk, hogy a Bb8 null
mutansban a glutamat szint megemelkedik, amit a vad tipust genomi transzgénnel menekiteni
tudtunk, ami egyértelmiien bizonyitotta, hogy a Bb8 enzimatikusan aktiv, tehat glutamat-
dehidrogenaz aktivitassal rendelkezik (27. abra). Megallapitottuk, hogy bar a haztartasi Gdh, és
a tesztisz specifikus Bb8 fehérjék kozott jelentds szerkezeti kiillonbségek vannak, mindkettd

enzimatikusan aktiv.
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22. dbra A glutamat-dehidrogenizok enzimatikus és szerkezeti tulajdonsagainak vizsgalatara
létrehozott transzgének és azok tesztelése. (A) A glutamat-dehidrogenazok vizsgalatdhoz 1étrehozott
transzgenikus konstrukciok sematikus abrazolasa. A vastag savok exonokat jeldlnek, a Drosophila
gének narancsvords arnyalattal, a human szekvencidk pedig kékkel, a szabalyozé régidk és az UTR
régiok sziirkével, mig a Bb8 mitokondrialis szignal szekvencidja vilagos naranccsal van kiemelve. A
fertilitasi vizsgalatokban a boxplotok a (B) glutamat-dehidrogendz menekitd konstrukciok (hb8“*:5
bb8**7A bb8-Gdh, bb8-GLUDI és bb8-GLUD2) bb8™ hattéren torténd vizsgalatat mutatjak. A vad
tipushoz képest szignifikans kiilonbségeket az egyes oszlopok tetején jeloljiikk, €és az 0sszekapcsolt
oszlopok felett a tovabbi szignifikanciaértékek lathatok. A genotipusok felett a fertilitasi vizsgalatokban

részt vevo egyedek szama van jelolve. (A) ngi/keresztezés=5S; (B) nyi/keresztezés=3.
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A fehérjék filogenetikai analizise azt is megmutatta, a Bb8 jelentdsen kiilonbozik a Drosophila
Gdh ¢és a human glutamat-dehidrogenazoktol. A Bb8 44%-os fehérje szekvencia hasonldsagot
mutat a human GLUDI és GLUD2-vel, valamint 45%-o0s hasonlosagot a Gdh-val; tgy, hogy a
Gdh 64%-o0s szekvencia hasonlosagot mutat a GLUD1 és GLUD2-vel.

A tobbi GDH-val valo viszonylag alacsony szekvencia-hasonlosadg ellenére a Bb8 alfa-
ketoglutarat-koté zsebében (aktiv centrum) a glutamat-dehidrogendzokra jellemz6, korabban
leirt konzervalt aminosavak talalhatok. A szabalyozé doménekben 1év6 konzervalt aminosavak
azonban valtozatosabbak: A NAD-kot6 zsebben 13-bdl 8, az ADP-k6t6 zseb(ek)ben 24-bol 13,
a GTP-kotd zsebben 14 aminosavbol 4 azonos a human GLUD1 aminosavaival. Erdekes modon
a Bb8 konzervalt szabalyozo NAD-kotd zsebe nagyobb aminosav-szekvencia hasonlosagot

mutat a GLUD2-vel.
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23. abra A parakristalyos anyag stabilitasi vizsgalata. A transzgenikus torzsek (* bb8“FS, bbS™474,
bb8-Gdh, bb8-GLUDI és bb8-GLUD?2) tesztiszmintainak 1%-os SDS kezelését kovetden a lizdtumok
frakcionalasa centrifugalassal tortént. Az "sn" a feliiliszot, a "p" pedig a pelletet jelenti. A vad tipusban
a parakristalyos anyag a pellet frakcioban halmozodik fel. A piros nyil a hb8™ mutans mintdkban
hianyz6 SDS-rezisztens frakcidkat (~55 kDa) mutatja, amely a stabil parakristalyos anyag hianyat jelzi.

A fehérjék kozotti funkcionalis hasonlosdg mérésére kiméra transzgéneket készitettiink, ahol a

crcr

fazionaltattuk a Bb8, Gdh, Glud1, Glud2 kédolo régidjat. A transzgenikus torzseket fenotipikus

¢és biokémiai vizsgalatokkal elemeztiik (25. abra A).
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A transzgének funkcionalitdsat a menekitd képesség vizsgalataval kezdtiik. Valamennyi
transzgenikus konstrukcid képes volt a bh8™ sterilitas részleges menekitésére (25. abra B). Az
utddok szdma alapjan a legjobb menekitési képességet a bb8 genomi menekitdé konstrukcioval
figyeltiik meg, amelyet a bbS-GLUD2, bb8-GLUDI és bbS-Gdh konstrukciok kovettek (25.
abra B). A Bb8 enzimaktivitas funkcionalisan kiilonbozik a haztartasi Gdh-aktivitastol, mivel
a bb8-Gdh transzgenikus menekités nem volt képes a vad tipusu fertilitas helyreallitasara.

A Bb8, Gdh, Gludl és Glud2 fehérjék szerkezeti modellezésével és a mar jellemzett
kotofelszinek aminosav — Osszetételének  Osszehasonlitisdval ugy dontottink, hogy
megvizsgaljuk a Gdh 231, 389 és 528 pozicidoban 1évé aminosavainak jelentdségét. A in vitro
mutagenezissel az emlitett aminosavakat a Bb8-ban és a Glud2-ben konzervalt aminosavakra
cseréltiik és transzgenikus vonalakban vizsgaltuk a menekitési képességet. Megallapitottuk,
hogy az utddszam tekintetében a bb8-Gdh<bb8-GdhG>*""A < bb8-GdhG?!#N-V376>T-G01>A <
bb8-GdhG'#N-V376T gorrendben emelkedik a menekitési képesség (25. abra). Ugy véljiik,
hogy a modositott aminosavak vagy megkonnyitik a szubsztratok kotését, vagy novelik az
enzimatikus  reakcié  hatékonysagat az enzim NADH-hoz valé affinitdsanak
megvaltoztatasaval; de a pontos mechanizmus még meghatarozasra var (29. abra).

A bb8™ mutans €s a létrehozott transzgénikus torzsekben a parakristalyos anyag SDS-sel
szembeni stabilitasat is vizsgalatuk, amelybdl a parakristalyos anyag szervezodésének szintjére
tudtunk kovetkeztetni. Megallapitottuk, hogy a 6b8™ mutansokban az SDS-rezisztens frakcid
nem mutathat6 ki (26.4bra), ami biokémiailag is meger0siti a Bb8 fontossagat a parakristalyos
anyag képzodésben. A bb8™ mutansokban kifejeztetett bbS genomi menekité konstrukcio,
valamint a bb8-GLUD2, bb8-GLUDI ¢és a bb8-Gdh vonalakban az SDS-rezisztens
parakristalyos anyag képzodése megfigyelhetd. A transzgenikus vonalak esetében a
parakristalyos anyag szerkezetét TEM felvételeken is megvizsgaltuk és megallapitottuk, hogy
a vad tipussal Osszehasonlitva szamos szabalytalansag figyelheté meg a nagy mitokodrium

szarmazékban szervezddo parakristalyos anyagban (28. abra).

50



Glutamate levels

Rk
£T3
T T n.s.P>0.05
EXT) . n.s. - *P<0.05
'_né,_. **P<0.01
n.s. *** P <0.001

*

o

glutamate (uM)

~

0

x

\

&
&

»<’.° 09»

ﬁ@;;ﬁ

y"’

@\*’ "@g’jf&e

24. abra A glutamat szint vizsgalatok Osszefoglalasa. A vad tipushoz képest a transzgenikus
torzsekben mért szignifikans kiilonbségek az oszlopok felett vannak jelolve. A bioldgiai ismétlések
szama az egyes oszlopok aljan taladlhatok. Minden biologiai ismétlés 20 1égybdl késziilt.

51



*"f"?\ ‘ & :r“.‘ ¥ ‘ 8 g (B 3 o) i,
bb8™247>4; bbgs et h; bbg™ . D1; bbs™ 4

bb8-GLUD1; bbg 8
PR —

o

25. abra A parakristilyos anyag és a mitokondriumok morfologiai vizsgalata transzmisszids
elektronmikroszopiaval transzgenikus tozsekben. A vad tipus, a bb8™ és a bb8™  hattéren
expresszaltatott transzgének (bbS®S, bb8**7* bb8-Gdh, bbS-GLUDI és bbS-GLUD2) esetében a
megnyulo cisztak keresztmetszeti képein a piros nyilak a megamitokondriumokat, a sarga nyilak pedig
azokat a spermatiddkat jelolik, ahol mindkét mitokondrium szarmazékban parakristalyos anyag
halmozodik fel. A hosszértékeket a felettiik elhelyezett méretaranyos savok mutatjak.

Végiil a glutamat szinteket is megmértiik a transzgenikus vonalak esetében ¢s megallapitottuk,
hogy az alacsonyabb volt minden transzgén esetében, mint a hb8™ mutans tesztiszekben,

bizonyitva ezzel a transzgének glutamat-dehidrogenaz aktivitasat (27. abra).
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A human GLUDI1 és GLUD2 enzimek a nagy szekvencia-hasonlosag ellenére eltérd
szabalyozassal rendelkeznek, ami azt is megmagyarazza, hogy a bb8-GLUDZ2 miért mutatott
jobb menekitési képességet, mint a bbS-GLUDI. Ezzel szemben a Gdh és a Bb8 viszonylag
alacsony fehérje szekvencia-hasonlosaggal rendelkezik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy
ezek akar szerkezetileg is kiillonbozhetnek. A bbS-GLUD?2 transzgén a bb8-GLUDI-hez és a
bb8-Gdh-hoz képest jobb menekitési képessége arra utal, hogy a két szovetspecifikus glutamat-
dehidrogenaz, a Bb8 ¢s a GLUD2 kozott funkciondlis hasonlosag van. Ez felveti azt a
hipotézist, hogy a Bb8 és a GLUD2 konvergens evollicié eredményeként jott 1étre azaz hasonld
molekularis szabalyozasi mechanizmusokkal, hasonl6 sejten beliili kdrnyezetben mitkddhetnek

(29. abra).

bb8™ rescue - Bb8 functional similarities with GLUD2

least efficient rescue | |Bb8 ~ GLUD?2 | | most efficient rescue

bb8-Gdh < bb8-GLUD1 < bb8-GLUD2 < Bb8

least efficient rescue | | Gdh —#=Bb8/GLUD2 | | most efficient rescue
bb8—Gdh< bb&-Gdhs501>A < bb8-GdhG218>N-V376>T-G501>A < bb8-Gdht218>Nv376>T

26. abra A bb8™* mutans kiméra transzgénekkel torténé menekitésének dsszefoglalasa

A glutamat natriumséja a mononatrium-glutamat (MSQG), amelyet élelmiszeripari izfokozoként
hasznalnak, az umami izért felelds. Az emberi fogyasztds szempontjabol altalaban
biztonsagosnak tekinthetd, azonban MSG-allergia eléfordulhat az arra érzékeny egyéneknél, és
kiilonféle tiineteket okozhat, mint példaul fejfajas, kipirulas vagy mellkasi fajdalom (Kazmi et
al. 2017). Még érdekesebb, hogy az MSG ragcsalokban himivarsejtek megtermékenyitd
képességének csokkenését okozza, mig az MSG emberi szaporodasra gyakorolt hatdsa még
ismeretlen (Kayode et al. 2020). Mindazonaltal a ragcsalokon végzett vizsgalatok felvetik
annak a lehet6ségét, hogy az emelkedett glutamatszintek altalaban negativ hatassal vannak a
spermatogenezisre, ¢€s hogy a glutamat-anyagcsere kulcsfontossagi a megfeleld

spermatogenezishez, nemcsak a Drosophilaban, hanem valdszintileg az emldsokben is.
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A citoszkeletalis valtozasok modellezése a spermatogenezis késéi stadiumaiban

rrrrr

részben ismertek. A tesztiszek transzkriptomikai analizisével szdmos tesztisz-specifikus sejtvaz
komponens paralogot sikeriilt azonositanunk, amelyek a spermatogenezis poszt-meiotikus
stadiumaiban mutatnak jelentds RNS felhalmozodast (Vedelek et al. 2018). Ezeknek a
géncsaladoknak a vizsgalataval kozelebb kertilhetiink a meidzist kovetd sejt és sejtszervecske
megnyulasi folyamatok soran lejatszodo sejtvaz atrendezodések megértéséhez. Ezeknek a
faktoroknak az azonositdsa hozzajarulhat a kozel 150-szeres hosszndvekedés molekularis
hatterének megértéséhez. A késoi stadiumokban torténd felhalmozodast szamos kinezin és
dinein motorfehérjérol, tubulinokrol és mikrotubulus asszocialt fehérjékrol is kimutattuk.
Drosophilaban is, mint minden magasabbrendiiben, a y-TuRC felelés a mikrotubulusok
yTuRC a y-tubulin mellett legalabb hat fehérje alegységet tartalmaz. Ezek koziil a Dgrip84
(human GCP2) és a Dgrip91(human GCP3) a y-tubulint koétve alakitjak ki a kis y-tubulin
gytrikomplexet (yYTuSC), amely a tobbi alegységgel (Dgrip128, Dgrip75 és a Dgrip163)
kiegésziilve formalja a nagyobb y-tubulin gyiirikomplexet (yTuRC-t) (Gunawardane et al.
2000). (30. abra).
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27. abra A Drosophila y-TuRC-t felépito fehérjék (Gunawardane et al. 2000, alapjan).

A tesztisz transzkriptomikai analizisével harom tesztisz specifikus y-TuRC paralogot
azonositottunk. A y-TuSC mindkét tagja reprezentdlva van tesztisz-specifikus paraloggal (-
Grip84, t-Grip91), mig a yTuRC esetében csak a Grip128 alegységnek van tesztisz-specifikus
paralogja (¢-Grip128) (31. abra A).

A t-y-TuRC-t kodolo gének funkcidjanak tisztazasara a klasszikus mutansok analizisét

valasztottuk.
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28. abra A tesztisz-specifikus y-TuRC azonositdsa és a mutansainak a jellemzése. (A) A kanonikus
¢és a tesztisz-specifikus Drosophila y-TuRC filogenetikai tavolsaga a megfeleld human homoldgok
feltiintesével. Az expresszids mintazat tesztiszen beliili valtozasat RNS szekvenalas alapjan szinkodolva
abrazoltuk a filogenetikai fan. Az apikalis régioban (piros) a y-TuRC tagok, a bazalis régioban (zo1d) t-
v-TuRC tagok mutatnak transzkriptfelhalmozodast. (B) A t-y-TuRC mutansok fertilitasanak vizsgalata
soran a t-Grip84™ himek sterilnek, mig a +-Grip91™ himek szemi-sterilnek (70%) bizonyultak.

Osszegytijtottiik a rendelkezésre 4llo klasszikus transzpozon mutagenezisbél szarmazod
mutansokat (&-Grip84MBO73%4 (1-Grip84™), t-Grip9IM03374 (¢-Grip91™), és null mutans allélt
hoztunk létre a +-Grip128 génben a CRISPR-Cas9 génszerkesztés modszerével (¢-Grip128'6%)
(31. dbra B). A mutansok molekuldris jellemzése utan az allatok fertilitasat vizsgaltuk himekben
¢és nostényekben. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt mutans ndstények fertilitdsa nem valtozott,
ellenben a himek esetében 7-Grip84™ esetben himsterilitast, mig a -Grip91™ mutdnsnal him
szemisterilitast tapasztaltunk. A homozigota ¢-Grip128'%° himek fertilisnek bizonyultak (31.
abra B). A részletes jellemzés részeként megvizsgaltuk a spermatogenezis egyes stadiumait a
sejtorganellumokra specifikus transzgének és immunhisztokémiai modszerek segitségével. Az
ultrastuktiurdkat transzmisszidos  elktronmikroszkopia —segitségével tettiik  lathatova.
Megallapitotttuk, hogy a t-Grip84™ és a t-Grip91™ mutansok esetében is a spermatogenezis
korai stadiumai és a meidzis is normalisan lezajlik, ami vad tipusu kerek spermatidakat
eredményez, ahol a sejtmag:nebenkern arany (1:1) és méret is megegyez6. Kialakulnak a
megnyult cisztdk, a vad tipusra jellemz0 hosszisagi axonémakkal, amelyeket a poliglicilalt

tubulinra specifikus, Axo49 ellenanyagos festéssel tettiink lathatova (32. abra A-C).
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29. abra A t-y-TuRC mutansok fenotipusanak jellemzése. (A-C) A poliglicilalt megnytlt axonémak
AX049 immunfestéssel (z6ld), az individualizacios komplexek (IC) Phalloidin (piros) festéssel
vizsgalva. A t-Grip84™ és t-Grip91™ mutansok axonéma-megnyulasa hasonl6 a vad tipushoz. (A-A’)
Az aktinkupok mozgasa szinkronizalt (nyil) és (A) a szeminalis vezikulum érett spermiumokkal van tele
(nyilhegy) a vad tipusu tesztiszekben. (B-C') A t-Grip84™ és t-Grip91™ mutansokban szétszort
aktinktipok (nyilak) és iires szemindlis vezikulum (nyilhegy) jellemz6. Mérce: C-E 100 pum, (C'-E') 20
um. (D) Az IC képzddését és mozgasat Phalloidin és DAPI festéssel vizualizaltuk vad tipusu, t-Grip84™
és t-Grip91™ mutans tesztiszekben (n=30 tesztisz minden genotipusban). A sejtmagoknal 1évé 1C-k
szignifikanciat egyiranyG ANOVA-val hataroztuk meg (p<0,001). (E-F) Transzmisszios
elektronmikroszopiaval (E) vad tipusu spermatidak keresztmetszeti képén a mitokondrium szarmazékok
(narancs és kék) és az axonémak (z06ld) egymashoz csatlakoznak. (F) A #-Grip84™ muténs cisztakban
az axonémak a mitokondrium szdrmazékoktol elvallnak.
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Az individualizacié folyamatat az aktin kipok kovetésével vizsgaltuk. A vad tipusban
tapasztalhatd szinkronizalt, egy vonalban elhelyezkedd aktin kip megjelenéshez képest a ¢-
Grip84™ és a t-Grip91™ mutansokban az aktin kiipok egymastol szétcsuszva helyezkedtek el a
megnyult cisztadkban (32. dbra A-D). A fenotipus penetrancidja a ¢-Grip8§4™ mutansokban
kifejezettebb volt, ezért a tesztiszeket transzmisszios elektronmikroszkopia segitségével is
megvizsgaltuk (32. abra E-F). A #-Grip84™ muténsban a vad tipusi axonéma/mitokondrium
szarmazek elhelyezkedés mellett az axonémaktol eltavolodott mitokondrium szarmazékokat
figyeltink meg, ami az aktin kap szétcstiszashoz vezethet. Tekintve, hogy a y-TuRC a
mikrotubulus szervezd kézpontok egyik kulcsfontossagl fehérje-komplexe, megvizsgaltuk a
bazalis testek helyzetét a mutansokban. A y-tubulin a y-TuRC-hez k&tddo fehérje, amely
egyben mind a centroszoémak mind a bazalis testek egyik kulcsfontossagi fehérjéje. A z-
Grip84™ és a t-Grip91™ mutansok esetében a poszt-meiotikus cisztdkban a y-tubulin a bazalis
testeken jelentés mértékben citoplazmatikussa valt, szemben a vad tipussal, ahol az a bazalis
testeken halmozodik fel (33. dbra A-C). Bar a t-Grip84™ és a t-Grip91™ mutansok cisztadinak
megnyuldsa a bazalis test jelenlétét feltételezi, ennek bizonyitasara két tovabbi bazalis test

fehérje jelenlétét is megvizsgaltuk.
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30. abra A bazalis testek vizsgalata a t-y-TuRC mutinsokban. A y-tubulin (piros, nyilhegy) a vad
tipusban a bazalis testhez lokalizalodik. (B,C) t-Grip84™ és a t-Grip91™ mutansok esetében vy-
tubulin nem koncentralodik a bazalis testen (nyil) (D-F) Az Anal (piros) és a GFP-PACT (z6l1d)
kolokalizalodik a (D, nyilhegy) vad tipusban, (E, F nyilak), de a t-Grip§84™ ¢€s a t-Grip91™
mutdnsokban a bazalis test levalik a sejtmagrol. (G) A bazilis test specifikus GFP-PACT
mutansok megnyult cisztaiban (n=12 par tesztisz minden genotipusban). A statisztikai szignifikanciat
egyirdny ANOVA-val hataroztuk meg (p<0,001). Mérce: 20um.
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A centridlum kulcsfontossagu fehérje-komponense, az Anal, a vad tipusban a bazalis testen
egyiitt lokalizalodik a pericentriolaris anyag kialakitasdhoz sziikséges Plp fehérje GFP-PACT
doménjével. t-Grip84™ és a t-Grip91™ mutansok esetében az Anal és a GFP-PACT lokalizacio
megmarad, de a sejtmagoktdl eltavolodnak, ami a bazalis testek €s a sejtmagok kozotti
kapcsolat hibait jelzi (33. dbra D-G).

A t-y-TuRC komponensek expressziés mintdzatdnak és szubcellularis eloszlasanak jobb
megeértése érdekében kiilonb6zo riporterfehérjékkel ellatott fuzios transzgéneket hoztunk 1étre.
Minden t-y-TuRC gén esetében a sajat genomi szabalyozé régiot hasznaltuk, az endogén
kifejez6dési mintazat megteremtésére. A transzgének funkcionalitdsat menekitési kisérletekben
bizonyitottuk. A jelolt t-y-TuRC fehérjék jelenlétét kizardlag a spermatidak meiotikus
osztodasok utani stadiumaiban lehetett kimutatni. A t-Grip84-mCh, a t-Grip84-GFP, a
HA-t-Grip91 és HA-t-Grip128 szignalok a kerek spermatidakban jelennek meg eldszor, €s a
centridlum tartalmu tesztisz-specifikus strukturahoz (CA) lokalizalédnak a megnyulas soran. A
t-y-TuRC fehérjék CA lokalizaciojat a t-Grip84-mCh/t-Grip84-GFP, HA-t-Grip91 és HA-t-
Grip128 fehérjék és a y-tubulin egyidejii vizualizalasa is megerdsitette (34.abra A-D). A t-y-
TuRC fehérjék CA lokalizacidja fennmarad a megnyuld spermatidakban, de csokken a teljesen
megnyult spermatidakat tartalmazo cisztakban. A jeldlt t-y-TuRC fehérjék a CA-n kiviil, a
megnyulé magok eliilsé cstcsan is felhalmozodnak (34. abra E-F). A munkankkal
parhuzamosan kimutattak, hogy a y-Tubulin mind a mag csticsi részéhez, mind a CA-hoz
lokalizalodik a megnyulo spermatidakban (Riparbelli et al. 2020). Feltételezték, hogy ez a mag
két polusan torténd rogziilés hozzajarulhat a spermatida magjanak megnyulasahoz. Az altalunk
tapasztalt t-y-TuRC lokalizaciés mintazat tovabb erdsiti ezt a hipotézist.

A spermatiddk megnyuldsaval parhuzamosan a t-y-TuRC fehérjék lokalizacidja a
mitokondriumok felszinén is megfigyelhetd, amit a Tom20-mCherry fizios fehérjével torténd
egylittes lokalizacidval bizonyitottunk (34. abra G).

Megvizsgaltuk a jeldlt t-y-TuRC tagok jelenlétét a t-y-TuRC mutansokban és megallapitottuk,
hogy a t-Grip84-GFP, a HA-t-Grip91 és a y-Tubulin sem lokalizalédik a poszt-meiotikus
MTOC-k egyikéhez sem (35. abra). Ezek az eredmények a fehérjék kozott kialakuld komplex
jelenlétére utalnak. A t-y-TuRC fehérjéknek és magéanak a y-Tubulinnak a CA és a mag apikalis
csucsahoz torténo lokalizacioja arra utal, hogy egyiittesen hozzajarulhatnak a perinuklearis
mikrotubulus halézat szervezédéséhez, valamint az axonéma sejtmaghoz torténé rogzitéséhez.
Az apikalis csucson szervez6dé MTOC hozzajarulhat mind a sejtmagmegnytlashoz, mind az

akroszomat alkoto sejtorganellumok dsszeszervezéséhez.
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31. abra A t-y-TuRC fehérjék lokalizaciéja a spermatogenezis soran. (A) HA-t-Grip91 (piros)
kolokalizacioja a t-Grip84-GFP-vel (z61d) kerek spermatidakban, (B) korai megnyul6, (C) korai kenu
stadiumt spermatidakban. (D) HA-t-Grip128 kolokalizaciolodik a GFP-Mzt1-gyel a megnyult sejtmag
bazalis testénél a centridlum szarmazék kozelében. (E) A HA-t-Grip91, t-Grip84-GFP egyiitt
lokalizalodik a vy-tubulinnal. (F) A t-Grip84-mCh és a HA-t-Gripl28 egyiitt lokalizalodik a
y-Tubulinnal. (G) t-Grip84-GFP a sejtmag apikalis csucsahoz (nyilhegy), a bazalis test kornyéki
cenridlum szarmazékhoz (csillag) és a megnyuld spermatidék farki részén a Tom20mCh-vel jelolt
mitokondriumok (nyil) kézelébe lokalizalodik.
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32. abra A t-y-TuRC fehérjék egymastol fiiggo lokalizacidja. (A-C) A HA-t-Grip91 és a t-Grip84-
GFP kolokalizalodik a centriolum szarmazékok kozelében, a sejtmagok apikalis csiucsan és a
mitokondriumok felszinén (nyilhegyek) a vad tipust spermatidakban, mig a HA-t-Grip91 a t-Grip84™
és a t-Grip84-GFP a r-Grip91™ mutans spermatidakban citoplazmatikus eloszlast mutat (nyilak).

A Mztl szintén a y-TuRC-hez kotédoé fehérje, amely az altalanosan kifejez6dd Grip91 és
Grip128 fehérjék kotOpartnereként ismert és el6zdleg kizarolag a centroszoman és a bazalis
testen mutattak ki a jelenlétét (Tovey et al. 2018). A Mztl fehérjérdl emlds sejtekben
kimutattak, hogy sziikséges a y-TuRC normalis miikodéséhez, annak integritasdhoz. El6zdleg
kisérletesen csak a Mztl és GCP3 alegység kozott tudtak kimutatni kozvetlen kapcsolatot, de
késobb a GCP2, GCP3, GCP5 és GCP6 N-terminalisan talalhatd konzervalt hidrofob
motivumon keresztiili kapcsolatok is biokémiai bizonyitast nyertek (Cota et al. 2017). A Mzt]
Drosophila ortologja csak a tesztiszben mutat erdteljes kifejezodést, de hidnya nem eredményez
himsterilitast, csupan az oregedéssel egyiitt jaro fertilitds csokkenés felgyorsulasat (Tovey et
al. 2018)

A Mztl és a t-y-TuRC tagok kozotti kapcsolat tesztelésére létrehoztunk egy GFP-Mztl
transzgenikus vonalat. GFP-Mztl transzgén segitségével igazoltuk a Mztl mar ismert
centroszomalis és bazalis test lokalizaciojat (36. abra A-D). A publikalt eredményekkel (Tovey
et al. 2018) ellentétben a GFP-Mztl, mar a meidtikus osztédasok alatt a mitokondriumokhoz
lokalizalodik és ez a lokalizacio a kerek spermatidakban is megfigyelhetd. A poszt-meiotikus
stadiumokban a GFP-Mztl ¢s a t-y-TuRC tagok atfedd lokalizaciés mintdzatot mutatnak, a
bazalis testen, a mag apikalis csticsan €s a mitokondriumok felszinén (36. abra E-F).

A t-y-TuRC mutansokban (t-Grip84™ és t-Grip91™) a GFP-Mztl lokalizacioja kizarolag a

meiodzist kovetden tlinik el, a korai stddiumokban megérzi a centroszomalis lokalizaciot.
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33. abra Mztl a y-TuRC tagja a spermatogenezis minden staidiumaban. (A-C) A GFP-Mzt1 (z61d)
¢és a y-tubulin a centroszomakhoz lokalizalodik (A) a vad tipus (B), t-Grip84™ (C) és a t-Grip91™ (H,
K) mutansokban. Mérce: 20pum. (D) t-Grip84-mCh (piros) egylitt lokalizalodik a GFP-Mzt1-gyel (z61d)
a centridlum szarmazékok kozelében. (E) A HA-t-Grip91 (piros) egylitt lokalizalodik GFP-Mzt1-gyel
(z61d) centridlum szarmazékon (nyil) és a sejtmagok apikalis csicsan (nyilhegy) a sejtmag kenu
stadiumaban és a mitokondriumok kozelében (csillag) a sejtmag tii alaka stadiumaban. (F) A GFP-Mzt1
(z61d) a centridlum szarmazék lokalizaciojaval parhuzamosan (nyilhegy) a Tom20-mCh-vel vizualizalt
mitokondrium szdrmazékokkal (nyil) is egyiitt lokalizalodik a kerek spermatida stadiumtdl kezdve. A
kerek spermatidak nebenkernbe szervez6dott mitokondrium szarmazékai (jobb felsé csucsa a képnek)
¢és a 32 sejtes cisztak mitokondriumainal is kimutathato a GFP-Mzt1.

Eredményeink arra engedtek kdvetkeztetni, hogy a poszt-meiotikus stadiumokban a valtozatos
MTOC-k kialakitasdhoz egy alternativ y-TuRC is felépiilhet a y-tubulinnal és a Mzt1-gyel, de

a t-y-TuRC molekuldris 0Osszetétele még tisztazatlan volt. Ennek a kérdésnek a
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megvalaszolasara eloszor éleszto-kéthibrid (Y2H) kisérleteket végeztiink, ahol a harom t-y-
TuRC fehérje egymas kozotti valamint a y-tubulinnal és a Mztl-el kialakuld kolcsonhatasat
teszteltiik (37. abra). A fehérjék nagy mérete miatt mindharom t-y-TuRC fehérjét egy N-
terminalis és egy C-terminalis darabban vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a t-Grip84-N, a t-
Grip91-N és a t-Grip128-C terminalis része az altalanosan expresszalodo y-Tub23C fehérjéhez
kotédik. Valtozatos kapcsolatokat taldltunk a t-y-TuRC tagok kozott. A t-Grip84-N
kolcsonhatasba 1€p mind a t-Grip91-N terminalis, mind a t-Grip91 fehérje C-terminalis felével.
A t-Grip91-C-terminalis darabja a t-Grip84-C-vel és a t-Grip128-C-vel mutat kdtodést. A t-
Grip91-N mind a t-Grip128-N-nel, mind a t-Grip128-C-vel is interakciot mutat az Y2H
kisérletekben. Kimutattuk, hogy a Mztl kizarélag a t-Grip91 N-terminalisahoz kotodik a t-y-
TuRC fehérjék koziil (37. abra). Korabban mar kimutattak az altalanosan kifejezdo Grip91 és
a Gripl28 interakcidjat a Mztl-gyel, azonban ennek a kolcsonhatasnak a pontos helyét a
spermatogenezis soran nem vizsgaltak (Tovey et al. 2018). Eredményeink arra utalnak, hogy a
korai stadiumokban a Mzt1 az altalanosan kifejezdd6 Grip91-en keresztiil kotodhet a y-TuRC-
hez, mig a poszt-meiotikus stidiumokban a Mztla t-Grip91 N-terminalis részén kapcsolodhat
a t-y-TuRC-hez.

A pozitiv Y2H eredmények tovabbi validalasara, valamint a direkt interakciok igazolasara az
in vitro transzkripcids-transzlacios (IVTT) rendszerrel eldallitott fehérjék és a bakterialisan
expresszaltatott fehérjéket kozotti kapcsolat meglétét vizsgaltuk (37. abra) Ehhez a t-y-TuRC
fehérjék N- vagy C-terminalis részéhez GST-t fuzionaltattunk és a fuzios fehérje darabokat
egyedileg  expresszaltattuk  baktériumokban, majd tisztitottuk a  fehérjéket a
Glutation-Sepharose-segitségével. 35S-metioninnal jelolt t-y-TuRC fehérje fragmentumokat, y-
tubulint és Mztl-et szintetizaltunk az IVTT reakciokban. A GST fuziés fehérjék és a 35S-
metioninnal jelolt fehérjék kozotti fizikai kolcsonhatasok kimutatdsara autoradiografiat
hasznaltunk. Az in vitro kotési kisérletek eredményei alatdmasztottak a Y2H megallapitasokat
(37. abra). Kovetkezésképpen két fiiggetlen kisérleti rendszerrel is bizonyitottuk, hogy
mindharom t-y-TuRC fehérje képes kotddni a y-tubulinhoz, de csak az N-terminalis t-Grip91
mutat kolcsonhatast az Mztl-gyel. Tovabba, a t-y-TuRC fehérjék egymassal vald valtozatos

kapcsolodasa feltételezi egy valtozatos t-y-TuRC-k kialakulasanak lehet6ségét.
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34. abra A t-y-TuRC és a partnerfehérjék kozotti kolcsonhatas vizsgalata éleszté két hibrid és
IVTT médszerrel. (A) Az N- és C-terminalis t-y-TuRC fehérjék egymas kozotti, a y-Tub23-C-vel és a
Mztl-gyel vizsgalt Y2H 6sszefoglalasa. (B) A Y2H analizis reprezentativ eredményei 10-szeres soros
higitasban (balrdl jobbra). A kettds transzformans csali- és préda plazmidok jelenlétét a szelektiv -Leu,
-Trp taptalajon, a fehérjék kozotti kdlesonhatast szelektiv -Leu, -Trp, -His, -Ade taptalajon vizsgaltuk.
A negativ kontroll (-ve kontroll) az iires préda a megfeleld csalivektorral. (C) A baktériumbol tisztitott
GST-t-y-TuRC fehérje fragmentumok (GST-Gripl128-C, GST-Grip128-N, GST-Grip84-N, GST-
Grip91-N és az IVTT reakcidoban eléallitott 35S-metioninnal jelolt interakcios fehérjék (t-Grip91-N, t-
Grip91-C, Mztl, y-Tubulin23) kozotti kolcsonhatasokat a mintdk PAGE-t kdvetd autoradiografiai

elemzéssel végeztiik.
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Eredményeink felvetették azt a kérdést, hogy az altalanosan kifejez6dé y-TuRC fehérjéket a
tesztisz-specifikus y-TuRC tagok felvaltjak-e, vagy képesek egyiittmiikodni és egyiittesen akar
kevert komplexek formajaban hozzajarulni a valtozatos MTOC-ok kialakitasahoz a
spermatogenezis késdi szakaszaban. Ennek a megvalaszolasara a CRISPR-Cas9 technologia
segitségével, a sajat genomi kornyezetében megjeldltiikk a Grip163 és Grip84 géneket egy a
GFP riporter fehérjét kodold szakasszal és a létrehozott transzgenikus vonalak segitségével
nyomon kovettiik a kanonikus y-TuRC-t. A Grip163 génnek nincs tesztisz-specifikus paralogja,
ezért alkalmasnak bizonyult a kanonikus y-TuRC kovetésére. A Grip163 gRNS tesztelése soran
egy klasszikus mutanst is eldallitottunk, amely szemben az eddig jellemzett Grip84 és Grip91

génekkel, nem bizonyult esszencialisnak (38. abra A).
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35. abra A Grip163 és Grip84 gének és a réluk atir6dé transzkriptek szerkezete, a gének in vivo
genomi jelolése. (A) A Gripl63 gén szerkezete, a beépitett GFP helyének feltiintetésével és a CRISPR
technologiahoz hasznalt gRNS helyével. A gRNS pozicidja (11,997,349-11,997,371 [+]) és az in vivo
beillesztett GFP riporter pozicidja (11,997,601 [-]) A transzkriptek exon-intron hatarai és a fehérje
doméneket kodolod szakaszok (GCP-N, GCP-C) a Gripl63 RA transzkripten vannak bejelolve. A
Grip163*"" mutans 11bp delécioval rendelkezik (11,997,369-11,997,359). A delécié kornyezetének
DNS ¢és fehérje szekvencigjat abrazoltuk. (B) A Grip84 gén szerkezete a gRNS (19,564,635-19,564,657
[-]) és a GFP riporter (19,564,845 [-]) helyeivel. A beillesztett GFP fehérje mind az 6t Grip84 RNS
izoformaba képes in vivo a sajat genomi kdrnyezetében beépiilni. A transzkriptek exon-intron hatarait
és a fehérje doméneket (GCP-N, GCP-C) a Grip84-RA, -RB, -RC, -RF, -RD transzkripteken jeloltiik.
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A homozigota Gripl632! néstények fertilisek, ellenben a himek sterilek (39. dbra ). Hasonlo
fenotipust figyeltek meg a Grip128 és Grip75 (y-TuRC komponensek) mutansainal (Vogt et al.
2006). A Gripl63*!! mutansok kerek spermatidaiban abnormadlis nebenkern-mag aranyt

talaltunk, ami a rendellenes mitotikus osztddasok kovetkezménye lehet (40. abra A-C).
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36. abra Mitokondrium és axonéma hibak rendellenes spermatida megnyulashoz vezetnek a
Grip1634'! mutinsban. (A, B) A mikrotubulusokat a p2tub-GFP transzgénnel (z61d), mig a sejtmagokat
DAPI-val (kék) tettiik lathatova vad tipusban és a Gripl63*'' muténs spermatidakban (b) A megnyult
cisztdk mind a vad tipusban, mind a Grip163*!! esetében jelen vannak, azonban a Gripl63*'' mutans
szeminalis vezikuluma (szaggatott vonalak) nem tartalmaz f2tub-GFP pozitiv érett spermiumokat. (C,
D) Az individualizacios komplexekben (IC) jelen 1év6 aktin kipok Phalloidinnel (piros) festettiik, (C)
vad tipusban az IC-k szinkronizaltan helyezkednek el a megnyult cisztakban (nyilak), a Gripl63*"
mutansban az IC-k nem alakulnak ki. (E, F) Az érett, megnytlt axonémak Axo49 (poliglicilalt-tubulin)
antitesttel (piros) és a megnyult mitokondriumok DJ-GFP transzgénnel (z6ld) vannak jeldlve (E) vad
tipisu tesztiszekben és az azokhoz kapcsolodd szemindlis vezikulumban (szaggatott vonal). A (F)
Grip163*"" mutansban a cisztak rovidebbek, a megnyult poliglicilalt axonémék és mitokondriumok
rovidebbek, a szeminalis vezikulum pedig iires (szaggatott vonal). (G) A grafikon az Axo49 pozitiv
cisztak atlagos hosszat mutatjak vad tipusban és Gripl63*'! mutansban (vad n=12, Grip163*"' n=22). A
statisztikai varianciat egyiranyu ANOV A- teszttel vizsgaltuk. Mérce= 50 pm.
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Ennek ellenére a Gripl 634! mutansban sok ciszta képes a meidzist kovetéen megnyulni (39.
abra A). Az axonémak megnyulasa a megnyuld mitokondriumoktol fiigg, amelyek feliiletet

biztositanak a mikrotubulus halézat Ujrarendezddéséhez, és az extrém hosszisagl axonéma

kialakulasahoz (Nouguchi 2011).
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37. abra Hibas mitokondrium és axonéma fejlédés a Gripl63" mutians poszt-meiotikus
cisztaiban. (A) Faziskontraszt mikroszkopiaval vad tipusa kerek spermatiddkban 1:1,
sejtmag:nebenkern arany jellemzé (fehér korvonal). (B) A Gripl63*'! mutansban abnormalis
sejtmag:nebenkern arany jellemzé (piros kdrvonal). (C) A sejtmag:nebenkern arany abrazolasa ,,violin
plot” segitségével vad tipusti (n=186) és a Grip163*"" mutans kerek spermatidik esetén(n=112). (D-H)
Transzmisszios elektronmikroszkopos keresztmetszeti felvételek (D, F) vad tipusu ¢és (E, G,H)
Grip163*"" mutans tesztiszekrdl. (F) A vad tipusii megnytld cisztakban az axonémara a 9+2 tubulin
dimerek (zolddel kiemelve) jellemzdek, amihez két mitokondrium szarmazék kapcsolodik (sarga és
narancssarga), a nagy szarmazékban (narancssarga) a parakristalyos anyag felhalmozodasaval. (G) A
Gripl63*"" mutansban a cisztdk axonémai és a hozzajuk kapcsolodd kis és nagy mitokondrium
szarmazékok hibasak. A mitokondriumok és az axonéma nem kapcsolédnak egymashoz, és tobb
mitokondrium szarmazék (narancssargaval és sargaval kiemelve) kapcsolodik egy axonémahoz (zold).
(H) A mitokondriumok 6sszeolvadnak, megnagyobbodnak (kék nyilhegyek) és eltavolodnak (nyil) az
axonématol, valamint az axonémak mikrotubuluskdtegei szétesnek, és az axialis membran kinyilik
(fekete nyilhegyek). (mérce: A-E 2 um, F-H 500 nm)
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A megnyulési folyamat komponenseit, a mikrotubulusokat a f2tub-GFP transzgén, az érett
axonémat az anti-pan poliglicilalt tubulin (Ax049) immunfestés, a megnyulasban fontos a
mitokondrium szdrmazékokat a Dj-GFP transzgén segitségével, valamint az individualizacios
komplex (IC) aktinktpjait Phalloidin festéssel vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az
individualizacié elofeltételét jelentd megfeleld cisztamegnyulas elmarad a Gripl632!
mutansban (39. dbra C-D). A Grip163*!! mutansban a WT-hez képest szignifikansan révidebb
axonémakat figyeltiink meg, ami a spermatidak rendellenes megnyulasara utal (39. dbra E-F).

A tesztiszek elektronmikroszkopos vizsgalata megmutatta, hogy a Gripl63%!! mutinsban a
cisztak  rendezetlenné  valnak, cisztanként kevesebb spermatidaval és  zavart
mitokondrium:axonéma arannyal (40. abra D-G). Gyakran t6bb mitokondrium szarmazék
kapcsolodik egyetlen axonémahoz, és tobb sériilt axonémat is megfigyelhetiink (40. abra H)
Ezek a megfigyelések alatdmasztjak, hogy a Grip163 a normalis axonémaképzddéshez és/vagy
stabilitashoz sziikséges.

Mivel az altalanosan kifejez6dd y-TuRC elengedhetetlen a centroszoma kialakulasdhoz
(Vérollet et al. 2006; Bérenz et al. 2011; Gupta et al. 2020; Barbosa et al. 2000), megvizsgaltuk
a centroszoma/bazalis test jelenlétét Gripl63°!! mutansok spermatogenezisének kiilonbozé
szakaszaiban. Megallapitottuk, hogy a Gripl163°!! mutans tesztiszekben mind a y-Tubulin,
mind a GFP-PACT fehérje gyengén lokalizalodik a centroszémakhoz és a kés6i stadiumokban
a bazalis test a sejtmagtol eltavolodva, szétszortan helyezkedik el. A Gripl63 szubcellularis
lokalizaciojanak vizsgalatahoz in vivo endogén genomi kornyezetben GFP-vel jelolt Grip163
vonalat hoztunk létre. A tesztisz-specifikus y-TuRC tagokhoz hasonléan a GFP-Gripl63 is
kimutathat6 volt a bazalis testen, a sejtmagok apikalis végén, és a mitokondriumok felszinén
egyarant (41. abra A-E). Ezek az eredmények hatarozottan arra utalnak, hogy a tesztisz-
specifikus y-TuRC mellett a kanonikus y-TuRC is jelen van a poszt-meiotikus spermatidakban.
A GFP-Grip163 lokalizacidja a bazalis test/CA-hoz felvetette a tovabbi kanonikus y-TuRC tag
jelenlétét a késobbi fejlodési stadiumokban. Ennek eldontésére a Grip84 fehérje
nyomonkovetését valasztottuk, amely a y-TuSC tagja és rendelkezik tesztisz-specifikus
paraloggal is. A CRISPR technologia segitségével a Grip84 génrdl atirodé mind az 5 potencialis
izoformat internalisan, in vivo a sajat genomi kdrnyezetében jeldltiikk a GFP-vel. A GFP-Grip84
normalis ¢letképessége ¢és termékenysége bizonyitékul szolgalt arra, hogy a GFP-riporter
fehérje nem valtoztatja meg a Grip84 normalis mitkodését, hiszen a Grip84 klasszikus mutansa

letalis (Bourbon et al. 2002) (38. abra B).
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38. abra A GFP-Grip163 lokalizaciéja a spermatogenezis soran. (A-C) Az endogén jelolt GFP-
Grip163 kolokalizalddik a y-Tubulinnal a centroszoman és a bazalis testen a spermatogenezis soran
(nyilak). (D, E) A GFP-Grip163 ezen feliil lokalizalodik a megnyuld sejtmagok apikalis csticsdhoz (D
kis kiemelt négyzet), a megnyuld mitokondriumok kozelébe (nyilhegyek). (E) A t-y-TuRC tag HA-t-
Grip91 a GFP-Grip163-mal egyiitt lokalizalodik a poszt-meidtikus stadiumokban. (mérce: 10 pm)

Megallapitottuk, hogy a GFP-Grip84 a spermatocitak centroszomaihoz, bazalis testjeihez,
valamint a poszt-meiotikus MTOC-khez is lokalizalodik, hasonléan a GFP-Grip163-hoz és a
t-y-TuRC tagjaihoz (42. abra A-E). A GFP-Grip84 centroszomalis lokalizacidja mellett a
spermatocitak citoplazmajaban is erds GFP jelek voltak detektalhatok, amelyek eloszlasa a t-
ER-Golgi-egységekre jellemz6 (42 abra B., 43. dbra A-C). Ismert, hogy az emlds sejtekben a

Golgi-apparatus a centroszoma kormyezetében szervezddik 0ssze un. szalagszeri struktiurava
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(Allan et al. 2002). A Golgi-szervez6dés Drosophilaban specialis, ugyanis a szétszort Golgi-
egységek a transz-ER helyek (t-ER-Golgi) kozvetlen kozelében taldlhatok, fliggetlenek a
szomatikus sejtek centroszomaitol (Kondylis and Rabouille 2009). A GFP-Grip84 t-ER-Golgi
lokalizaciojanak igazolasdhoz a GM130 cis-Golgi, valamint a GCC88 transz-Golgi specifikus
antitesteket hasznaltunk immunfestésnél (abra). A GFP-Grip84 a GM130 cisz-Golgi markerrel
egyiittesen lokalizalodik, ami bizonyitja a GFP-Grip84 t-ER-Golgi felhalmozodasat a
spermatocitakban (43. abra A-C).

39. abra GFP-Grip84 lokalizaciéja a spermatogenezis soran. (A-E) In vivo jelolt GFP-Grip84
lokalizalodik mind a centroszomakhoz (A), mind a bazalis testekhez (B, C) (fehér nyilak), és a poszt-
meiotikus megnyal6 cisztdkban a GFP-Grip84 lokalizalédik (D) a megnyuld sejtmagok apikalis
csicsdhoz is (piros nyilak). (C, D) Emellett megfigyelheté a megnyaldé mitokondriumok koriil
(narancssarga nyilhegyek). (C) A spermatocitakban a GFP-Grip84 Golgi-szerii lokalizacidja figyelhetd
meg (fehér nyilhegyek). (F, G) A GFP-Grip84 a meidzis el6tt a spermatocitadk centroszémaihoz
lokalizalodik (kék nyilak), a meidzist kdvetden a spermatidakban atfedd lokalizaciot mutat a t-Grip84-
mCh-vel a bazalis testnél (fehér nyilak) és a megnyuld sejtmagok apikalis cstcsanal (piros nyilak)
(mérce: 20 pm).

A Rab GTPazok effektorfehérjéinek atfogd meghatarozasa soran a Grip84, a Grip91 és a y-
Tubulin egyarant a Golgi-lokalizalt Rab2 és Rab4 interakcios partnereként lettek azonositva
GST pull-down kisérletekben Drosophila S2 sejtek lizatumabol (Gillingham et al. 2014). A
Rab2A ¢és Rab2B fehérjékrdl kimutattak, hogy egerekben nélkiilozhetetlenek az akroszoma
kialakulasahoz és a himek fertilitisahoz (Morohoshi et al. 2021), ezért indokoltnak tiint

megvizsgalni, hogy a Rab2 a Golgi lokalizacié mellett jelen van-e a megnyulo6 poszt-meiotikus
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spermatidak sejtmagjanak apikalis végén, ahol az akroszéma ¢és a y-TuRC-t tartalmazo
ncMTOC is megtalalhatd. A Rab2-YFP transzgén segitségével a Rab2 fehérjét a t-ER-Golgin
¢s a megnyult spermatiddk apikalis végén is detektaltuk (43. dbra D-E). A GFP-Grip84
lokalizacioja a Golgi-apparatusban arra enged kovetkeztetni, hogy a Drosophila y-TuSC az
emlds y-TuRC-hez hasonloan sziikséges a Golgi-szervezddéshez, az apikalis lokalizacidja
pedig felveti az akroszoma/apikalis ncMTOC kialakitasban valo részvétel lehetoségét.

A GFP-Grip84 valtozatos mintdzata arra késztetett minket, hogy megvizsgaljuk a y-TuRC mar
ismert kotOpartnereit az Gjonnan azonositott lokalizacios fokuszokon. A y-Tubulinrél mar
sejtmag felszinén jelen 1év6 mikrotubulusok disztalis végénél (Alzyoud et al. 2021; Riparbelli
et al. 2020). Megvizsgaltuk a y-TuRC fehérjék egyik ismert interakcios partnerének, a
centriolum komponens Sas4-nek a lokalizacidjat a megnyul6 cisztakban, a fehérjére specifikus
ellenanyag segitségével (Gopalakrishnan et al. 2012; Galletta et al. 2016). A Sas4-et a mitotikus
spermatocitak centroszomajan és a spermatidak bazalis teste mellett a meidzist kovetden a
megnyul6 spermatidak magjainak apikalis csucsan is detektaltuk (44. abra A-C).

Mivel a y-TuRC fehérjék mellett a Sas4-nek tobb centriolaris kotdpartnere is van, koztiik a
Sas6, Asl, Anal és Dplp (Dzhindzhev et al. 2010; Gopalakrishnan et al. 2012; Galletta et al.
2016; Gopalakrishnan et al. 2011; Guruharsha et al. 2011), ezeknek a fehérjéknek a jelenlétét
is teszteltiik a poszt-meiotikus sejtmagok apikalis csucsan. A Sas6-ot és az Asl-t a CA ¢és a
sejtmagok apikalis csticsan egyarant detektaltuk, azonban az Anal és a GFP-PACT kizarolag a
az eredmények azt jelzik, hogy a sejtmag apikalis csticsara lokalizalodé6 ncMTOC a y-TuRC
tobb jol definialt kotopartnerét is tartalmazza, de a fehérje dsszetétele eltér bazalis testtol.
Ezutan biokémiailag is megvizsgaltuk, hogy az atfedd lokalizacids mintazat mellett fizikai
kolesonhatas is kialakulhat-e a kanonikus y-TuRC és a t-y-TuRC illetve a t-y-TuRC fehérjék és
a Sas4 fehérje kozott. Az éleszto-kéthibrid vizsgalatokkal kdlcsonhatast talaltunk a t-Grip84-
C-terminalis és a Grip91-N terminalis része kozott, ami a kanonikus €s a tesztisz-specifikus

tagokat is tartalmazo, kevert y-TuRC létezésére utal (45A, 46. abra).
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40. abra A y-TuSC fehérje GFP-Grip84 a Golgi-hoz lokalizil6dik a spermatocitakban. (A) A GFP-
Grip84 kolokalizal a centroszomalis Asl fehérjével (anti-Asl ellenenanyagos festése, fehér nyil) és a
Golgi apparatushoz is (fehér nyilhegy). (B, C) A GFP-Grip84 kolokalizal a GM130 antitesttel festett
cisz-Golgi markerrel a spermatocitdkban (nyilhegyek). (D, E) A Rab2-YFP a GCCS88 transz-Golgi
markerrel egyiitt a Golgi-hoz (nyil) lokalizalddik a spermatocitakban, valamint a megnytlo sejtmagok
apikalis végéhez (nyilhegy). (Mérce: A, C, D 10 um, B, E20 um).
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41. abra A Sas4 a ncMTOC egyik komponense a megnyilé sejtmagok apikalis csiicsan. (A, B) A
a spermatocitdkban a GFP-Grip84 kolokalizalodik az anti-Sas4 ellenanyaggal festett Sas4 fehérjével a
centroszéman (nyilak, piros), de a Golgin nem lathaté Sas4 szignal (nyilhegyek). (C, D) A Sas4 (C,
piros), a Sas6 (D, piros) és az Asl (D, z6ld) a megnyuld spermatidak bazalis testén (nyilak) és ezen feliil
a sejtmagok apikalis cstucsan (nyilhegyek) lokalizalodik a fehérjékre specifikus immunfestést
alkalmazva. (E, F) Az antitesttel festett Anal (E) és GFP-PACT (F) csak a megnyuld spermatidak
bazalis testéhez (nyilak) lokalizalodik, mig a t-y-TuRC komponens HA-t-Grip91 a bazalis testhez (nyil)
és megnytlo spermatida apikalis csucsahoz is (nyilhegyek). (Mérce: 20 pum).
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42. abra A t-y TuRC fehérjék kolcsonhatasai a Sas4-gyel és a kanonikus Grip91-gyel. (A) A t-y-
TuRC fehérjék N- vagy C-terminalis részeinek (a tablazatban jelzettek szerint) a Sas4-gyel, illetve a
Grip91 N- vagy C-terminalis részével valo kolcsonhatasa Y2H-del. (B-E) A tisztitott és immobilizalt
GST t-y-TuRC fehérje fragmentumok és az IVTT reakcidval szintetizalt 35S-jel6lt Sas4 vagy Grip91
kozotti kolesonhatasok vizsgalata kotodési reakciok PAGE-t kovet6 autoradiografiajaval.

A hibrid komplex 1étezését bizonyitja tovabba a Sas4 és a t-Grip91-N, t-Grip91-C, t-Grip128-
N és t-Grip128-C kolesonhatas is (45. abra A). Az Y2H eredményeket IVTT eredményekkel is
alatamasztottuk (45. abra B-E). A spermatidakban tapasztalt y-TuRC/t-y-TuRC fehérjék és
partnerfehérjéinek sejten beliili mintazatai, valamint az in vitro kolcsonhatasok eredményei
egylittesen azt bizonyithatjak, hogy valosziniileg a kanonikus és a tesztisz-specifikus y-TuRC
tagokbdl és a y-TuRC kotdpartnereibdl felépiildé ncMTOC-k vannak jelen a megnyulo
spermatidakban.

Ezek az eredmények kiemelik és bizonyitjak a kiilonb6z6 y-TuRC-k jelentdségét a kiilonbdzo
MTOC-k szervezddésében a sejtorganellumok kiterjedt atrendezddése soran a Drosophila

spermatogenezisben (46.4bra).
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16 sejtes ciszta 64 sejtes

spermatocitak  centroszéma kerek spermatidak

(y-TuRC, Mzt1, Sas4, ...) / \
= \L \ o |
\ : /

b Golgi apparatus

inva (y-TuSC, Rab2, ...)

megnyuloé spermatidak

bazalis test
(y-TuRC, t-y-TuRC, Mzt1, Sas4, ...)

apikalis MTOC
(y-TuRC, t-y-TuRC, Mzt1, Sas4, ...)

mitokondrium kapcsolt MTOC
y-TuRC t-y-TuRC tagokkal, Mzt1, Sas4, Sas6 ...)

pc - pericentriolaris anyag

nk - nebenkern

ca - centriolaris szarmazék

md - mitochondrium szarmazék
dc - mikrotubulus koteg

as - akroszéma

43. abra A spermatogenezis kiilonb6z6 szakaszaiban jelenlévé y-TuRC/t-y-TuRC-t tartalmazé
MTOC-ok lokalizaciéjanak dsszefoglalasa.
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Anyagok és modszerek

A dolgozat terjedelme miatt a kiséreltek soran felhasznalt modszereket vazlatosan irom le,

ahol lehet, ott a vonatkoz6 szakirodalomra hivatkozom.

Sejttenyésztés, RNSi

Drosophila S2 és Dmel2 sejteket (embridkbol szarmazoé sejtvonalak) Schneider médiumban
tenyésztettiink. A sejtek transzfektalasat 10 pug dsRNS-szel és 10 pl Transfast-tal (Promega) hat
lyuka lemezekben végeztiik az altalunk kidolgozott protokol szerint, amely a hivatkozasbol

elérhetod (Bettencourt-Dias et al. 2004).

Drosophila fenntartasi koriilmények, genetikai viszgalatok

A felhasznalt torzseket a gylijteményben 18°C-on, a keresztezésekhez 25°C-on tenyésztjiik
standard taptalajon (szaritott élesztd, agar, kukoricadara, buzaliszt, dextrdz, nipagin). Az allatok
altatasa szén-dioxiddal torténik.

A fertilitasi teszthez 1 him/néstényt allatot 4 sziz néstény/him allattal keresztezziik normal
taptalajon 25°C-on. A keresztezéseket minimum 15 egyedi allattal elvégezziik. A sziiloket
lerdzva 14 nap utan megszamoljuk az utddokat. 3 fiiggetlen alkalommal elvégezziik a fertilitasi
teszteket. A torzseket balanszer kromoszomak segitségével tartjuk fenn.

A transzgenikus torzsek 1étrehozasahoz a Drosophila embriok injektalasat a HUN-REN SZBK
Genetikai Intézet Injektald Szolgalata végezte https://www.drosophila-injection-facility.com.

Az injektalt allatok torzsbeallitasahoz a klasszikus balanszer kromoszomakat hasznaltuk.

Felhasznalt Drosophila torzsek:

Altalanos torzsek, sejtszervecske specifikus riporterek:

A vad tipusnak hasznalt Oregon-R vagy w!//8 a klasszikus mutansok és a balanszer

kromoszémaék a Bloomington Drosophila Stock Center-bdl szarmaznak.

Snky-GFP (Wilson et al. 2006), GFP-PACT, (Martinez-Campos et al. 2004),
Lamp-GFP, (Pulipparacharuvil et al. 2005), ham-Gal4 (Chen and McKearin 2003),
P(His2Av-EGFP.C2), P(protamineB-eGFP). (Raja and Renkawitz-pohl 2005),
w18 P{DJ-GFP.S}AS1/CyO (Santel et al. 1998),

vl vl P{nos-phiC31\int. NLS}X; P{CaryP}attP40

vl, scl, vl, P{y[+t7.7]=nos-phiC31\int. NLS}X; P{y[+t7.7]=CaryP}attP2,

w, P-Tom20-mCherry (Zhang et al. 2016)
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Scat jellemzéséhez

scat!, és a genomi régiora specifikus deléciod : Df(2L)ED680, fws” (fwsKG0?833) és a genomi
régiora specifikus delécio Df(2L)ED1175, (Farkas et al. 2003), GFP-fws (Farkas et al. 2003)

BbS8 jellemzéséhez

w8 Mi{ET1}CG4434MB10362 &5 a genomi régiora specifikus delécid w!!/8; Df(3R)Exel9012

JTM6B, Tb', w'!8; Df(3R)BSC619/TM6C, cu' Sb',

S-Lap géncsaladhoz

yl W*,' Mi{MIC}S—LapZMH4597, yl W67023,' Mi{ET]}S—Lap3MBO]319, W1118 ; Mi{ET]}S—Lap4MB”296,
Y w®; Mi{MIC Hoopin-1M106848 \I118. DA3L)ED4457/TM6C cu! Sb!, Df(2R)CX1, wg'? b’
pri/SMI1, w'18: Df(2R)BSC550/CyO and SLap 7KK103511 | S_J qp8KK106866

v-TuRC géncsaladhoz

Mi {MIC}CG7716M112921 (58006, BDSC), Mi{ET1}CG7716MB73% (26394, BDSC),
Df(3L)BSC375, (24399, BDSC), Mi {MIC}CG18109M95374 (42318, BDSC) and Df(2L)osp29

(3078, BDSC)

A létrehozott transzgenikus torzsek

Scat jellemzés

w,P{UASp-Scat-RFP}
w;P{tv3-Arll-mCherry}
w,P{tv3-GFP-Lerp}

Bb8 jellemzés

w, pUAST-5’genomic-bb8N!%0a_GFP
w; pUAST- bbgeenomic rescue

w,; pUAST-bb8goenemic reulatory region_p rgjgr]
w,; pUAST-bbgoenemic regulatory region_gm Gy ¢
w; pPUAST-bhgoenomic eguistory resion_G gl

w; pUAST-phgoenomic reguiatory region_G (]
w; pUAST-ppgoenomic reguiatory region_G ()2
S-Lap géncsalad

w; S-Lapl1?7
w,pUAST-5upstream-S-Lap-HA ™
w,pUAST-5"upstream- S-Lap1-GFP
w,pUAST-5"upstream-S-Lap1°02-GFP

Biokémia mddszerek

w,pUAST-5"upstream-S-Lap1 genomi
menekito
w,pUAST-5"upstream-S-Lap6 genomi
menekito

y-TuRC géncsalad
pCFD4-Grip128-gRNA
w,pUAST-5"upstream-t-Grip84-mCh,
w,pUAST-5"upstream-t-Grip84-GFP,
w,pUAST-5"upstream-3xHA-t-Grip91,

w,pUAST-5"upstream-3xHA-t-Grip128
w,pUAST-5"upstream-GFP-Mzt1
w,pUAST-5"upstream-y-Tub23C-GFP
w,pCFD5-Grip163-gRNA
w,pCFD5-Grip84-gRNA

w;Gripl163*

w,GFP-Grip163 (in vivo genomi jeldlés)
w,GFP-Grip84 (in vivo genomi jeldlés)



A Western blot kisérletekhez 1xLaemmli pufferben denaturalt fehérjemintdkat SDS-PAGE
segitségével frakcionaltuk és PVDF-membranra vittiik at. 0,1% Tween-20-at tartalmazo TBST-
ben mostuk a membrant. A blokkolast és az antitest inkubaciot majd 5% sovany tejport
tartalmazé TBST pufferben végeztiik. Az elsddleges antitestekkel 25°C-on 2 orat inkubaltuk
membrant, majd 3x15 percig mostuk TBST-ben. A HRP-hez kotott masodlagos antitesteket
(Millipore) 1:5000 higitasban hasznaltuk. Az antitestekkel torténd inkubacidt kovetden a
membranokat TBST-ben mostuk, majd ECL kit-et (GE Healthcare) hasznalva rontgenfilmen
detektaltuk a jelet.

Leucin-aminopeptidaz aktivitds mérése

10 himbdl boncoltunk tesztiszt PBS-ben és 400 pl inkubécids pufferben (50 mM HEPES pH
7,4, 1 mM MnCl2,1 mM DTT) szonikaltuk, majd 15000 rcf-en 4°C-on centrifugaltuk. A

bakteridlisan expresszalt és tisztitott rekombindns His-Grsm, His-S-Lapl ¢és His-S-Lap6
fehérjék azonos mennyiségét hasznaltuk fel egy in vitro aminopeptiddz vizsgalatban. A leucin
aminopeptidaz aktivitast 100 pl here feliiluszobol vagy tisztitott fehérjébol, 100 uM L-Leu-
AMC (Sigma-Aldrich) hozzaadasa utan, 460 nm-en (340 nm gerjesztés) fluoreszcens
emisszioval mértiilk FLUOstar OPTIMA Plate Reader segitségével.

Glutamatszint mérés
A glutamat szintjét Amplex Red glutaminsav/glutamat oxidaz assay kit (Thermo Fisher

Scientific) segitségével mértiikk a gyartd utasitasai szerint. Minden egyes mintadhoz 10 par
tesztiszt boncoltunk 1-2 napos himekbdl, és a mintakat folyékony nitrogénben taroltuk. A
tesztiszeket 200 pL 0,5M Tris-HCI, pH 7,5-ben szonikalassal homogenizaltuk. Minden
genotipust legalabb négy biologiai mintaval képviseltiink, és minden mintat duplikatumban
vizsgaltunk. A 96 lyuka lemezekben minden reakcidhoz 50 pL mintat hasznaltunk, amelyeket
37°C-on inkubaltunk 15 percig. A fluoreszcenciat Synergy HTX multi plate readerrel mértiik.
A koncentraciokat a 0 uM, 5uM, 10 pM, 15 uM és 20 uM-os kalibracios gorbékhez viszonyitva
allapitottuk meg. A koncentraciokat egy par tesztiszre normalizaltuk.

Immunfestés

Az S2 sejtek fixalasa 4%-os formaldehidben tortént 12 percig 25°C-on a festési procedura a
fixalast kovetden megegyezett a tesztiszeknél hasznalttal. A tesztiszeket un. tesztisz pufferben
boncoltuk (White-cooper 2004). A tesztiszek az alkalmazott ellenanyagtol fiiggéen 4%-os
formaldehidben (12 percen keresztiil 25°C-on) vagy metanol/acetone keverékében (5
perc -20°C) voltak fixalva. 3xPBS-es mosast kovetoen vagy kozvetleniil festettiik a mintakat

sejtorganellum specifikus festékkel vagy blokkoltuk dket (5% BSA-PBS+0.1%TritonX100).
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Az elsddleges ellenanyaggal 4°C-on inkubaltuk a mintakat egy éjszakan keresztiil. 3-szor

mostuk PBS-0,1%Triton X100-as pufferrel, majd a masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk a

mintdkat. PBS-0,1%Triton X100 mosast kovetden a sejtmagokat DAPI-val festettiik. A

mintdkat SlowFade Gold reagensbe agyazva tettiik targylemezre.

Ellenanyagok:

fixalasi mod

ellenanyag /festék | higitas Source eredetr
‘(A;::;'HA oW | Sigma-Aldrich/Roche | Cat# 11867423001 Formaldehid
Anti-Sas4 (rat) 1:500 (Fu et al. 2016) Metanol-aceton
Anti-Sas6 (rat) 1:500 (Dzhindzhev et al. 2014) Metanol-aceton
GM130 (rabbit) 1:500 Abcam ab30637 Formaldehid
GCC8S8 (G. pig) 1:100 (Jones et al. 2008) Formaldehid
Anti-GFP (rabbit) | 1:500 Thermo Fisher Scientific | Cat#A-11122 Metanol-aceton
anti-pan Formaldehid
polyglycylated Sigma-Aldrich/Merck Cat#MABS276
Tubulin Ax049 1:3000
(egér)
?:;gry)'T“b“hn 1:5000 | Sigma-Aldrich/Merck | Cat#T6557 Formaldehid
anti-Anal (nyul) 1:5000 (Fu et al. 2016) - Formaldehid
anti-Asl (nyul) 1:1000 (Dzhindzhev et al. 2010) | - Metanol-aceton
Anti-Scat  (tengeri | 1:200 IF L Formaldehid
malac) (teng 12000WB (Fari et al. 2016)
%I;tl-beta-tubuhn 11000 Developmental ~ Studies Formaldehid

. ' Hybridoma Bank
egér
anti-S-Lap1 egér 1:1000 (Laurinyecz et al. 2019)
anti-His antitest 1:3000 Invitrogen, MAT1-21315
anti-ATP5a egér 1:200 Abcam 15H4C4#ab14748
tengeri malac Alexa
Fluor 546 | 1:400 ThermoFisher Cat#A-11074
masodlagos
eger I’Alexa Fluor 1:400 Thermo Fisher Scientific | Cat#A-11029
488 masodlagos
celr Alexa Fluor 44, Thermo Fisher Scientific | Cat#A-11030
546 masodlagos
cger Alexa Fluor| Thermo Fisher Scientific | Cat#A-21052
633 masodlagos
patkany Alexa
Fluor 488 | 1:400 Thermo Fisher Scientific | Cat#A-21208
masodlagos
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patkany Alexa
Fluor 568 | 1:400 Thermo Fisher Scientific | Cat#A-11081
masodlagos

nyul Alexa Fluor

, 1:400 Thermo Fisher Scientific | Cat#A-11008
488 masodlagos

nyul Alexa Fluor

, 1:400 Thermo Fisher Scientific | Cat#A-11010
546 masodlagos

4’ ,6-Diamidino-2-

Phenylindole, . L Cat#D1306
Dihydrochloride 1 pg/ml Thermo Fisher Scientific

(DAPI)

Mikroszkdpos technikak
A képeket Olympus FLUOVIEW Fv10i konfokalis mikroszkop (Olympus FW10-ASW 04.02)

vagy Olympus BX51 fluoreszcens mikroszkép (Olympus cell A 3.3 szoftver) segitségével
készitettiik. A képeket GIMP 2.8.6 programmal dolgoztuk fel, és az AX049-pozitiv cisztak
hosszat ImagelJ szoftverrel mértiik.

A tesztiszek elektronmikroszkopos elemzését Prof Juhasz Gabor laborjaban Dr Kovacs Attila
(ELTE, Anatémiai és Sejtbioldgiai Tanszék) és Dr. Szogi Titanilla (SZTE AOK, Patologiai
Intézet) kutatokkal kollaboracioban végeztik. Mind a hagyomanyos, mind az
immunoelektronmikroszkopidhoz a tesztiszeket felboncoltuk és egy €jszakan at 4°C-on 3,2%
paraformaldehidben, 1% glutaraldehidben fixaltuk. Masnap 1% szacharézt, 0,028% CaCl,-t
tartalmaz6 0,1 N natrium-kakodilatban (pH =7. 4), alaposan atmostuk a tesztiszeket, majd 1
oran at 0,5%-os ozmium-tetroxidban posztfixaltuk, és a gyartd ajanlasainak megfeleléen
Durcupan (Fluka) gyantaba agyaztuk. A hagyomanyos EM-hez 70 nm-es metszeteket vagtunk,
Reynold olom-citratban festettiik meg, és egy Morada kameraval és iTEM szoftverrel
(Olympus) felszerelt JEM-1011 (JEOL) vagy JEOL JEM 1400 elektronmikroszkoppal
vizsgaltuk (JEOL, Tokyo, Japan) értékeltiik ki.

Statisztikai analizis
A boxplotok tobb kisérletet abrazolnak, ahol az egyes kisérletek utdodainak szamat 0 és 100

kozott min-max normalizaltuk. A szignifikancia meghatarozasdhoz a Welsch-féle
szignifikancia tesztet hasznaltuk. A grafikonokat és a kapcsolodo statisztikai elemzéseket a

Python 3.0 programmal készitettitk a NumPy, Pandas, Seaborn és SciPy konyvtarakkal.

Elesztd két-hibrid vizsgalatok
Az élesztd kéthibrid vizsgalatot a Matchmaker kéthibrid rendszer (K1605, Clontech)

segitségével végeztiik. Az egyik csalit pGBT9: a t-Grip91 és a teljes hosszusagl y-Tub23C N-
és C-terminalis részei ¢s a pGADA424: a t-Grip84, t-Grip91, t-Grip128, teljes hosszisagh Mztl
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€sy-Tub23C N- és C-terminalis részei pGAD424 prédak egyikével egyiitt transzformaltuk PJ69
¢lesztésejtekbe (James et al. 1996). Az egyes kolonidkat triptofant és leucint nem tartalmazo
¢élesztd lemezekre szélesztettiik (Y0750, Merck) egymast kovetéen 3-szor. Novekedés utan a
kolesonhatasokat triptofan-, leucin-, hisztidin- és adeninhianyos (Y2021, Merck), 10 mM 3-
amino-1, 2, 4-aminotrizol (3-AT) (A8056, Sigma) tartalmu négyszeres auxotr6f lemezeken
vizsgaltuk (Y2021, Merck).

IVTT

Az IVTT kisérletek Dr Lipinszki Zoltan csoportjaval (HUN-REN Biokémiai Intézet)
kollaboracioban torténtek. Az IVTT kisérletekhez a vizsgalni kivant fehérjét kodolo
fragmentumokat GST-fizios pDEST15 (Thermo Scientific) illetve pJetl.2 (Thermo Scientific)
vektorokban Gateway vagy GIBSON assembly klonozas segitségével készitettiik el. A direkt
szekvenalast kdvetden a GST fuzios fehérje tisztitasa és az IVTT interakcios kisérletek a mar
publikalt protokol alapjan torténtek (Karman et al. 2020).

Filogenetikai analizis

A metazoa fehérje szekvencidkat (S-lap, glutamat dehidrogenazok) az OrthoDB v10.1-bdl
toltottiik le az elérhetd fajokra. A filogenetikai fakat az NGPhylogeny.fr weboldal (MAFFT
alignment, BMGE alignment curation és FastME Tree inference) segitségével épitettiik fel. Az
adatokat ezutdn iTolba exportaltuk a tovabbi vizualizacids lehetdségekhez. A SNAP-
elemzésekhez a clustalW kodon-illesztést (MegaX) hasznaltuk a Drosophilidae 13 BbS és 11
Gdh-szerli génjének CDS-ére. A szinonim és nem szinonim szubsztitiiciok vizsgalatahoz az
online SNAP v2.1.1.1 szervert hasznaltuk (www.hiv.lanl.gov)(Korber et al., 2000).

Fehérje szerkezeti modellezés

Az in vivo internalis riporter jeloléshez vagy a helyspecifikus mutagenizalashoz a fehérjék
szerkezeti modelljét (S-lapl, Bb8, Gdh, GLUD1, GLUD?2, Grip163, Grip84) AlphaFold 2.0
online elérhetd program segitségével vizualizaltuk.

Az intracellularis lokalizacios szignal elemzését a Predotar (Small et al. 2004) segitségével
végeztilk, majd a mitokondrialis szignal szekvencidt a MitoFates (Fukasawa et al. 2015)
segitségével hataroztuk meg. Az 6sszehasonlitdo szerkezeti modellezést az UCSF Chimera
(Pettersen et al. 2004) és a Modeller (Sali and Blundell 1993) segitségével végeztiik.

In situ hibridizacid

A cDNS-t vad tipusu tesztiszekbdl izolaltuk €s PCR segitségével amplifikaltuk a probaként
hasznalt templatot (900-10009 bp), amelyet tisztitas utana a DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
(Roche) segitségével (a gyartd utasitasai szerint) hasznaltuk a szintézis¢hez (nem kodolo és

kodolo szalra specifikus probakhoz). Az in situ hibridizaciot a White-Cooper altal korabban
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leirtak szerint végeztiik a kovetkezo eltérésekkel: a hibridizacios puffer tovabbi 100 pg tRNS-
t (Sigma) tartalmazott . Negativ kontrollként sense DIG-jelolt bbS RNS-t hasznaltunk, amellyel
nem talaltunk festédést (S1 D abra).

Lipidomika

A lipidomikai vizsgalatokat a Prof. Vig Laszl6 (HUN-REN Biokémiai Intézet)
kutatocsoportjaval kollaboracioban torténtek Dr Balogh Géabor és Péter Maria segitségével. A
lipidek kivondsdhoz ismétlésenként 6t part tesztiszt hasznaltunk. Minden genetikai hattérben 6t
fliggetlen ismétlést elemeztlink. A tesztisz mintdkat 400 ml metanolban (amely 0,001% butilalt
hidroxitoluolt tartalmazott antioxiddnsként) 5 percig szonikaltuk, majd tovabbi 5 percig
razattuk, végiil 5 percig 13 000 fordulatszamon centrifugaltuk. A feliiluszot 4j Eppendorf-csébe
toltottiik, és -80°C-on taroltuk a tdmegspektrometrias elemzésig. A lipid standardokat az Avanti
Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) cégtdl szereztek be. Az extrakcidhoz és a
tomegspektrometriai elemzésekhez hasznalt oldoszerek a Merck (Darmstadt, Németorszag)
folyadékkromatografiads mindségi, illetve a Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Optima LCMS mindségii oldoszerei voltak.

Proteomika

A proteomikai elemzéshez a mintakészités soran 10 napos legyek 50 szeminalis vezikulumat
vagy 20 par tesztiszt boncoltunk és homogenizaltunk 100 pl modositott RIPA pufferben (140
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1% Triton-X-100, 0,1%
natrium-deoxikolat, 1% natrium-dodecil-szulfat (SDS), 1 mM PMSF). A sejttormeléket 2000
rpm-en 2 percig pelletaltuk, majd a feliilaszot 15000 rpm-en 15 percig 4°C-on centrifugaltuk,
eltavolitottuk és 20 pl 6xLaemmli mintapufferben vettiik fel. Az oldhatatlan pelletet kétszer
mostuk 0,75 M Tris-HCl-lal (pH 7,6) és 15 percig 15000 rcf-en centrifugaltuk, majd 120 pl
IxLaemmli pufferben szuszpendaltuk. A mintdkat 10%-os SDS poliakrilamid géleken (Bio-
Rad) valasztottuk szét. A proteomikai elemzéshez a gélt Coomassie Brilliant Blue-val festettiik,
majd 40%-os etanol és 10%-os ecetsav keverékével defestettiik. Az oldhatd és az oldhatatlan
minta 50-65 kDa régidjat a gélben emésztették (Migh et al. 2018). A proteomikai vizsgalatokat
a Dr. Darula Zsuzsannaval (HUN-REN Biokémiai Intézet) kollaboracioban torténtek. Az MS-
spektrumokat az Orbitrapban (felbontas: 60000), az MS/MS-spektrumokat a linearis
ioncsapdaban vették fel. A nyers adatokat a PAVA szoftverrel (Guan et al. 2011) csucslistakka
konvertaltak, és a ProteinProspector keresomotorral (v.5.16.0) az UniProt adatbazisban
(2015.12.14 letoltés) a Drosophila melanogaster fajkorlatozassal (42462 fehérjeszekvencia)
kerestek.
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Transzkriptomika

Oregon-R-t hasznaltuk vad tipusu torzsként. Az szeminalis vezikulum nélkiili tesztiszeket jégen
hiitott PBS-ben boncoltuk ki az allatokbol, majd 0,25 mm atmérdji rovartiivel levalasztottuk a
helyeztiikk at a darabokat, amelyeket minden 10 herét kovetdéen folyékony nitrogénben
lefagyasztottunk. Az Osszevont tesztisz régiobol szdrmazd mintdkbol a ReliaPrep RNA
Miniprep Sytem (Promega) segitségével a gyartd ajanlasait kovetve totdl RNS-t izolaltunk. A
transzkriptomikai analizist Dr. Bodai Laszlé csoportjaval kollaboracioban végeztiikk (SZTE
TTIK Molekulédris Biologiai ¢és Biokémiai Tanszék) Az RNS mindségét kapillaris
gélelektroforézissel ellendrizték Bioanalyzer 2100 miiszerben (Agilent) az Agilent RNA 6000
Qubit 2.0 fluorométerrel (Thermo Fisher Scientific) a Qubit RNA HS Assay kit hasznalataval.
Az indexalt RNA-Seq konyvtarakat 800 ng teljes RNS-bdl allitottak eld a TruSeq RNA Library
Prep Kit v2 (Illumina) segitségével, a gyarto altal megadott TruSeq RNA Sample Prep v2 LS
protokollt kovetve. Ez roviden Osszefoglalva magéaban foglalja a poli(A) mRNS tisztitasat
oligo-dT magneses gyongyokkel, RNS-fragmentalast, kettds szali c¢DNS szintézisét
SuperScript II reverz transzkriptazzal (Invitrogen), indexalt Illumina-adapterek ligalasat és
korlatozott ciklusi PCR-rel torténd amplifikaciot. A szekvenald konyvtarakat kapillaris
elektroforézissel validaltdk az Agilent DNA 1000 kit segitségével a Bioanalyzer 2100
miuszerben, majd a Qubit dsDNS HS Assay Kit segitségével kvantitaltak a Qubit 2.0 miiszerben
¢s a KAPA Library Quantification Kit (KAPA Biosystems) segitségével egy Piko-Real Real-
Time PCR rendszerben (Thermo Fisher Scientific). A 4 nM szekvenalé konyvtarakat
Osszevontak, 0,1 M NaOH-val denaturaltak, majd higitas utan végezték a szekvenalast [llumina
MiSeq szekvenaléval a MiSeq Reagent Kit V3-150 hasznalataval. Az elsddleges
szekvenciaelemzést a BaseSpace felhdalapu szamitastechnikai rendszer segitségével végezték.
A FastQ fajlokat a Dmr6.05 Drosophila melanogaster referencia genomhoz igazitottuk a
TopHat v2.0.9. segitségével, majd a génexpresszios elemzést a Cuffdiff v2.1.1. segitségével
veégeztiik el. A kiilonbozden felhalmozddott transzkriptek kivalasztasa a tesztisz harom vizsgalt
p-értekek 0,05-nél kisebbek, a Benjamini-Hochberg moddszerrel végzett tobbszoros

Osszehasonlitasok korrekcidja utan) kiillonbozo kifejezodésiinek tekintettiik.
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Osszegzés
Az 1j eredmények osszefoglalasa

A Drosophila melanogaster modell a sejtbiologiai és fejlodésbiologia folyamatok klasszikus
genetikai, molekularis genetikai és biokémiai tanulmanyozasat teszi lehetévé. A reverz
genetikai modszerek felfedezésével lehetdségiink van az RNS interferenciat ¢s a CRISPR
technologiat egyarant sejttenyészetekben és stabil transzformansok alkalmazasaval
genetikailag modositott allatokban alkalmazni. A fejlodésbiologia egy fontos kérdése a szervek
kialakitdsa soran az egyes sejttipusok specializacigjat iranyitd és meghatarozé fehérjék
azonositasa, azok feladatanak megértése. Az ivarsejtképzodés tanulmanyozasa alapvetd
sejtbiologiai folyamatoknak, mint a mitotikus és meiotikus sejtosztodas szabalyozasanak, a
sejtorganellumok kialakulasanak, specializacigjanak és vandorlasanak vizsgalatara, valamint
az ivarsejt €s szomatikus sejtek kozotti morfologiai és molekularis kiilonbségek vizsgalatara is
alkalmas.

A sejtek kozotti és a sejteken beliilli kommunikacié fontos komponensei az
eukariotdkban a membranok 4altal hatarolt sejtszervecskék. Ezek dinamikus mozgéasa és
egymasba alakulasa hozzajarul a sejtosztodastol az autofagian at a szignalizacios folyamatok
szabalyozasaig. A reverz genetikai technologiak felfedezésével és alkalmazasaval, mint az RNS
interferencia, lehtdség nyilt egyes géncsoportok vagy akar a genom teljes fehérje kodold
részének a funkcid vesztéses vizsgalatara. A sejtciklus szabalyozasaban kulcsfontossagu
kindzok ¢és foszfatazok szisztematikus vizsgalataval bebizonyitottuk, hogy az RNS interferencia
egy sejtekben egyszerlien és hatékonyan alkalmazhaté modszer fenokopiak létrehozasara és azt
kdvetden sejtbiologiai vizsgalatokra. Az RNS interferenciat felhasznalva a membrantranszport
folyamatokban kulcsfontossagu gének azonositasara és tanulmanyozasara is lehetdségiink volt.
Ebben a szisztematikus analizisben szdmos, a vezikula transzportban szerepet jatszo gént
azonositottunk és jellemztiink. Ezek koziil kiilonosen érdekesnek bizonyultak a vezikulak
membranfelszinhez torténd kihorgonyzasat eldsegitd nagy méretli coiled-coil fehérjék, a
Golginok. Megallapitottuk, hogy a Golginok valtozatos modon kapcsoldédnak kis GTPaz
fehérjékkel és kihorgonyz6 komplexekkel. Munkank soran kimutattuk, hogy a Golginok
(dGCC88, dGolgin-245 ¢és dGolgin-97, dGCC185, dGMAP, dGM130) tobb az Arl és Rab
tipusu kis GTPaz kotésére is képesek, amely egy szelektivebb, de ugyanakkor specifikus
membrankapcsolodasat teszi lehetoveé ezeknek a nagy fehérjéknek €s rajtuk keresztiil a szallitott

vezikulanak. A kis GTPaz interakcids partnerek biokémiai azonositdsa soran szamos
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kulcsfontossagt, 1j fehérje-fehérje kacsolatot tartunk fel, amelyek az Golgi, az endoszomalis
rendszer és az endoszoma-lizoszoma kapcsolatok ¢és atalakuldsok jobb megértéséhez vitt
kozelebb benniinket. Ezek a vizsgalatok sarkalltak benniinket a membrantranszport folyamatok
vizsgalatara a spermatogenezis soran, hiszen ismert volt, hogy jelentds endomembran
atalakulasok zajlanak a meidzist kovetden, kiilondsen a spermatidak megnytlasakor. A GARP
¢s a COG komplex vizsgalataval megallapitottuk, hogy a retrogrdd membrantranszport
elengedhetetlen a sejtmagok megnyulasahoz €s a specializalt Golgi, az un. akroblaszt , illetve
az abbol szarmazd akroszoma kialakitdsdhoz. Munkéank sordn azonositottuk a membranok
kialakitashoz szorosan kapcsolhato, lipid bioszintézisben szerepet jatszé CdsA gént és leirtuk a
PA szintjének megemelkedését a CdsA™ mutansban. Megéallapitottuk, hogy a meiodzist kovetd
transzkripcionalis inaktivitdas miatt a sejtek valosziniileg nem képesek a megemelkedett PA-
szintet kompenzalni a CdsA™ mutansban a dPIszintdz és mas faktorok mennyiségének
novelésével, és feltételezziilk, hogy a PA a bels6 membranokba beépiilve azok feliiletét
megnoveli, ami spermatidak fejlodését leallitja.

A meidzist kdvetden a spermatidakban megfigyelhetd sejtorganellum atalakulasok
jelent6s mértékben tesztisz-specifikus géntermékek kozremiikodésével torténnek. Mindazok a
géntermékek, amelyek hozzajarulnak a haploid, kdzel 1.8mm-es spermatidak fejlodéséhez, a
meidzist megeldzden irodnak at és RNS-ek vagy fehérjék formajaban vannak jelen a fejlodés
poszt-meiotikus stddiumaiban. A meiozist kovetden a kromatin kompakt, transzkripcié csak
néhany lokusz esetében lett kimutatva (Barreau et al. 2008). Ezt figyelemebe véve végeztiik el
a tesztisz régiok transzkriptomikai analizisét. Az RNS szekvendlds soran azonositottunk
mintegy 15015 transzkriptet, amelyekrdl a tesztisz specificitdsi index ¢és a stadium-
specifikussag megallapitasaval azonositottuk a kiilonb6z6 géncsoportok altalanosan és tesztisz-
specifikusan kifejez6d6 komponenseit. Azonositasra keriiltek a protein foszforilacioban
kulcsfontossagl tesztisz-specifikus kinazok és foszfatazok, valamint a fehérje degradacioban
jelent6s szereppel bird E2, E3 és DUB fehérjecsalad tagjai. Ezek a gének a kés6i stadiumokban
megfigyelhetd, intenziv fehérje lebontas szabalyozasaért lehetnek felelosek.

Klasszikus mutansok hipomorf alléljeinek tesztelésével azonositottuk és jellemeztik a
tumorszupresszor Ago gén egy himsteril alléljat. Megallapitottuk, hogy, az Ago az
individualizacié szabalyozasaban jatszik szerepet, ott is feltehet6en az iranyitott fehérjelbontas
szabalyozéasaban.

Ismert, hogy a proteaszoma aktivitas elengedhetetlen a nem apoptotikus kaszpaz aktivitas
bekapcsolasahoz, amely a spermatidak egyedivé valasa soran hozzajarul az érett spermiumban

sziikségtelen citoplazma alkotok lebontasdhoz (Bader et al. 2011). A transzkriptomikai
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adatainkbol kirajzolodott, hogy a proteaszoma katalitikus és a regulator alegységeinek tesztisz-
specifikus paraldgjai a poszt-meiotikus stadiumokban vannak leginkabb reprezentalva. A
pontos szerkezeti ¢€s enzimatikus funkcidjuk, valamint a tesztisz-specifikus proteaszoma
szubsztratjai még azonositasra varnak.

Klasszikus mutansok analizisével és a transzkriptomikai adatokbol is egyértelmiien
kirajzolodott, hogy a Drosophila spermatogenezise soran a mitokondriumok miikddéséhez,
szerkezetének  kialakitasdhoz kotheté gének és azok paraldgjai  nagymértékben
hozzajarulhatnak a meidzist kovetd jelentés morfologiai valtozasokhoz. A mitokondrium
szamazékok az azokat koriilvevé axonéma fiiggetlen mikrotubulusokkal egytitt biztositjak a
spermatidak megnyulasat, amely egy kozel 280-szeres méretnovekedést jelent (Noguchi et al.
2011) (Tokuyasu 1975). A megnyuléssal parhuzamosan megvaltozik a mitokondriumok belsé
szerkezete, felhalmozodnak benne a tesztisz-specifikus mitokondrialis enzimek és a nagy
mitokondrium szarmazékban 0sszeszervezodik a parakristalyos anyag, amely a Hexapodak
spermiumaiban altalanosan jelen van, valtozatos forméaban ¢és eloszlasban. Bar a az 1970-es
években leirtak egy parakristalyos anyag felhalmozodasat a mitokondrium szarmazékokban, a
molekularis 0Osszetevéi ezidaig ismeretlenck voltak. Munkank soran azonositottuk a
parakristalyos anyag molekularis 0sszetevoi kozott az S-Lap fehérjecsaladot, amelynek 8 tagja
génduplikaciok révén keletkezhetett a kanonikus grms leucin-aminopeptidazbol.
Bebizonyitottuk, hogy az S-Lap fehérjék enzimatikus aktivitasukat elveszitve
neofunkcionalizacié révén szerkezeti funkciot toltenek be a kozel 2 mm hosszi nagy
mitokondrium szarmazékban. Polimerizacidjuk a hexamer szerkeztiiknek koszonhetéen
valosulhat meg, ami filament képzésen keresztiill jarul hozza a parakristilyos anyag
kialakitasahoz. Ez nagy jelent6séggel birhat, hiszen bizonyos myophatiakban is megfigyelhetd
a mitokondriumokban parakristalyos anyag felhalmozddas, valamint egyre tobb enzimrdl is
kidertil, hogy filamentek képzésére képesek. (Laurinyecz et al. 2019) (Aughey and Liu 2016)
(Stadhouders et al. 1994; Wucherpfennig et al. 2003). A tomegspektrometriai vizsgalataink
soran az S-Lapok mellett azonositottuk a Bb8 glutamat-dehidrogenazt is, mint a parakristalyos

anyag masik fontos alkotorészét.
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mikrotubulus szervezd kézpontok valtozatossaga a Drosophila spermatogenezisében
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44. abra A Drosohila melanogaster spermatogenezise soran bekovetkezd sejtorganellum
valtozasok a mikrotubulus szervezé kozpontok és a mitokondrium specializaciojaban szerepet
jatszo gének feltiintetésével. A folyamatokhoz kapcsolhatd, altalunk jellemzett gének pirossal kertiltek

kiemelésre.

Szemben az S-lap fehérjékkel, a Bb8 megtartotta enzimatikus aktivitasat. Eredményeink azt

sugalljak, hogy a Bb8 funkcidja tobbrétii a spermatidakban, szerkezeti funkcidja mellett

glutamat dehidrogenaz funkcioja is van, ami a mitokondrium identitds meghatarozasahoz jarul

hozza. Hianyaban mindkét mitokondrium szarmazékban elindul a parakristalyos anyag

képzddése, valamint mitokondrium megnagyobbodas, megamitokondrium képzddés

tapasztalhatd. A szomatikus és a tesztisz-specifikus glutamat-dehidrogenaz vizsgalataval, és

szerkezeti 0sszehasonlitasokkal valamint az eml6s homologok vizsgalataval feltételeztiik, hogy

hasonléan a Drosohilahoz, az emberben is a két glutamat-dehidrogendz szdvetspecifikusan

eltéré funkcioval rendelkezhet. A Gludl altalanosan minden szovetben kifejezédik, mig a

Glud2 a tesztiszben és az agyban mutat jelentds transzkriptmennyiséget. A funkcionalis

hasonlésagot a Gludl illetve Glud2 hibrid transzgének BbS8™ mutans hattéren torténd
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menekitési képességének tesztelésével vizsgaltuk meg. Eredményeink felvetették a Bb8 és a
Glud2 konvergens evolucio eredményeként keletkezhetett, amelyet fehérjeszerkezeti
elemzések €s a heterolog menekitési kisérletek is alatamasztottak.

A mitokondrialis anyagcsere funkcioval rendelkezé gének transzkriptjeinek (oxidativ
foszforilacio ¢és citrat ciklus enzimei) kés6i stddiumokban torténd felhalmozodasa,
valdszintisiti, hogy az érett spermiumban 1év6 mitokondrium, egy nem csak formdjaban és
méretében, de az anyagcsereenzimek tekintetében is egy tesztisz-specifikus enzimkészlettel
miikodik.

Végezetiil a sejtalkotok sejten belilli mozgasaért feleldés sejtvaz komponensek
vizsgalataval azonositottuk és jellemeztiik y-TuRC eloszlasat, molekularis Osszetételét és
partnerfehérjéit a spermatogenezis alatt. A spermatocitak, spermatidak intenziv sejtvaz
atalakulésai egy dinamikusan valtozé mikrotubulus rendszert igényelnek mind a sejtosztodasi,
mind a spermatiddk megnyuldsi fazisdban. Az eddig ismert centroszoma/bazalis test
szervezésében betoltott funkcion (Vérollet et al. 2006) kiviil, a laboratéoriumunk
eredményeinkbdl valt ismerté, hogy a y-TuRC kanonikus és tesztisz-specifikus tagjai egyarant
részt vesznek a sejtmagok apikalis végén, valamint a mitokondriumok felszinén szervez6do
nem-centroszomalis MTOC-k kialakitasaban. Genetikailag jellemeztiik a tesztisz-specifikus y-
TuRC (t-Grip84, t-Grip91, t-Grip128) valamint a kanonikus y-TuRC komplex Gripl63
gén genomialisan GFP riporterrel jelolt transzgenikus torzsének segitségével. A Grip84 gén
internalis jeldlésének koszonhetéen mind az 5 izoforma egyiittes vizsgélatara lehetdségiink
nyilt. Megallapitottuk, hogy a kanonikus Grip84 a Golgi apparatushoz lokalizalodik a primer
spermatocitakban. A Golgi lokalizdciot megerdsitik a kordbban a kis GTPazok
kotopartnereinek szisztematikus vizsgalata soran 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 lizitumbol. A Rab2
fehérjérdl ismert, hogy a Golgihoz lokalizalodik (Tisdale and Balch 1996) és interakcios
partnerei kozott a Golgi lokalizalt dGMAP fehérjét mi is azonositottuk. Az egér Rab2 fehérjérdl
azonban kimutattak, hogy az akroszéma membranjahoz kapcsolddik (Morohoshi et al. 2021).
Az ismert Golgi lokalizacio mellett a sejtmagok apikalis végén, az akroszoma szervezddés
helyén is kimutattuk a Rab2 fehérjét, ezért feltételezziik, hogy a Drosophila Rab2 fehérjének a

Golgiban betoltott funkcid mellett az akroszoma kialakitasaban is szerepe lehet.
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Eredményeinkkel kozelebb jutottunk a spermatogenezis soran bekdvetkezo
sejtszervecske atalakuldsok, specializaciok kialakitasaért felelés mechanizmusok megértéséhez

a résztvevo molekulak azonositasan és jellemzésén keresztiil.

Kitekintés

A Drosophila  melanogaster  spermiogenezisének tanulmanyozésa hozzajarul a
sejtorganellumok differencialodasanak jobb megértéséhez, és boviti ismereteinket a
szovetspecifikus fehérje komplexek szervezodésével és azok feladataval kapcsolatban.

A spermiumok szerkezete nagyfoku hasonlosagot mutat az allatok valamint az ember kozott. A
spermiumokban jelenlévé kondenzalt sejtmag, az akroszoma, az axonéma jelenléte és a
specializalt mitokondrium szerkezet altalanosnak tekintheté az élovilagban. A szerkezeti
hasonlosagok mellett molekularis szinten is felfedezhetok jelentds hasonlosagok, mint a
Hiszton fehérjék protaminra torténd kicserélddése, a tesztisz-specifikus proteaszomak jelenléte,
valamint az anyagcsere utvonalak ivarsejtekre jellemzd specializacioja.

Annak ellenére, hogy a specializalt mitokondrium szerkezetében kulcsfontossagu
parakristalyos anyag kialakitasahoz sziikséges fehérjék azonositdsdban, a tesztisz-specifikus
szerepet jatszo fehérjék azonositasaban elérehaladast értek/értiink el, ezeknek a folyamatok és
a spermatiddk morfogenezisének mas aspektusai még mindig nem teljes mértékben ismertek.
Az, hogy milyen energetikai valtozasok zajlanak a poszt-meiotikus mitokondrialis 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.
Hasonloan a spermatidak megnyuléasa soran keletkezd valtozatos MTOC-k pontos molekularis
Osszetétele is meghatarozasra var. Egy masik érdekes, és nagy tudomanyos érdeklodést kivalto
kutatasi teriilet a hossz(i nem kodoldo RNS-ek vizsgalata kiilonboz6 szovetekben, sejtekben,
beleértve az ivarsejteket is. A hosszlii nem kodolé RNS-ek bar nem kodolnak fehérjét, az azt
kifejezé sejtekben, szovetekben feltehetden szabalyozd funkciot toltenek 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 kiilonb6z6 hosszi nem kodolé RNS
fejezodik ki tesztisz-specifikusan. Vizsgalatainkkal parhuzamosan a szakirodalomban szdmos

tanulmany megerdsitette az altalunk talalt hosszi nem kodolé RNS-ek tesztisz-specifitasat, de
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ezek spermatogenezisben betdltott funkcidja még mind a mai napig nem ismert (Wen et al.
2016). Az dsszehasonlitd elemzések lehetéséget adnak a konzervalt hosszii nem kddold RNS-
ek azonositasara és azok célzott genetikai és funkcionalis jellemzésére Drosophildban.

Transzkriptomikai vizsgalatok felhasznaldsaval 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 altal
elvégzett transzkriptomikai vizsgalatok eredményei szabadon hozzaférhetévé valtak a
tudomanyos kdzosség szamara az elmult évek soran (Moreno et al. 2022). A transzkriptomikai
vizsgalatok azt is kimutattak, hogy az ¢ldvilagban altalanosan jellemz6, hogy a tesztiszben a
haztartasi géneken kiviil tesztisz-specifikus gének is kifejezddnek, biztositva ezzel a szomatikus
sejtektol 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 evolucidés potenciallal is
rendelkeznek, és tobb elmélet is sziiletett arra vonatkozolag, hogy az evolicidsan fiatal gének
a tesztiszben fejezddnek ki eldszor, majd ezt kdvetden szereznek 10j kifejez6dési mintazatokat
és jelennek meg tovabbi szovetekben (Kaessmann 2010; Kondo et al. 2017; Assis and Bachtrog
2013, 2015). Az éallatmodellekkel meglévé nagyfoki hasonldsdgnak koszonhetéen
eredményeink kisérletesen is ellendrizhetOk és modellezhetdk a jovoben. Az irodalmi adatok
alapjan széles korben ismert, hogy a férfi medddéség vagy a fertilitas jelentds csokkenése a férfi
altalanos egészségi allapotat is tiikrozheti és eldjele lehet szdmos késébb manifesztalodo
betegségnek. Osszefiiggést taldltak a medddség diagndzisa és a késébbi sziv-, anyagcsere- és
onkologiai betegségek kialakulasanak valosziniisége kozott (Joseph and Mahale 2021).
Hosszatavih célunk azon gének megismerése, szamanak tovabbi bdévitése, amelyek a

spermatogenezisen kiviil a fent emlitett folyamatok barmelyikéhez kothetok.
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