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Absztrakt

Az allatvilagban a spermium alakja, szerkezete, funkcidja, nagyfoki
konzervaltsagot mutat. Az eukariota modellszervezetek koziil az egyik
legelterjedtebb a Drosophila melanogaster, az ecetmuslica. A Drosophila
tesztiszben a spermatogenezis 0sszes stadiuma konnyen vizsgalhato. A folyamat
egyik végso 1épése az individualizacid. Ebben a folyamatban az addig cisztaban
1évé spermiumok sajat membrant kapnak, a felesleges sejtalkotoktol
megszabadulnak. A folyamatban tobb E3 ligaz szerepe is ismert. Ezek a ligazok
az individualizdcié soran egy nem apoptotikus kaszpdz-3 utvonalat
szabalyoznak, mutansaikban nincsenek érett, mozgd spermiumok. A
kovetkezokben egy hasonldo E3 ligaz vizsgalatanak eredményeit szeretném
bemutatni.
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Bevezetés

Az elmult idészakban ndvekedett a spermatogenezis iranti
tudomanyos érdeklodés, melynek f6 oka a human infertilitasi
problémakban keresendd. A parok 15%-a fertilitasi problémakkal kiizd,
ennek fele him eredetii (Poongothai et al 2009).Ujabb publikaciok
alapjan a spermium feladata nem ér véget a megtermékenyitéssel, a korai
zigotikus fejlodésben is fontos szerepe van (Sutovsky és Schatten 2000).
A spermium alakja, szerkezete, szerepe nagyfoku konzervaltsagot mutat
az ¢élovilagban. A megfigyelt hisztopatologiai elvaltozasok is hasonléak
az ember, az egér és az ecetmuslica k6zott. A Drosophila melanogaster
himsteril mutansai igen valtozatos fenotipust mutatnak, megfigyelhetéek



az Osivarsejteket, a meidzist és az individualizaciot érintd mutaciok is.
Ezen mutansok segitségével a spermatogenezis valamennyi stadiuma
vizsgalhato.

Drosophila spermatogenezis

A Drosophila tesztisz kivaléoan alkalmas a spermatogenezis
vizsgalatara. A tesztisz egy felcsavart, vakon végzddd csd, amiben a
spermatogenezis kiilonboz6 stadiumai egyszerre megfigyelhetéek. Az
apikalis végen az Osivarsejtek tartjdk fent a primer spermatocitdk
A kialakult cisztdkban a sejteket plazmahidak kotik Ossze, amiken
keresztiil tovabbra is kapcsolatban maradnak. A 16 sejtes cisztak
meidzisa utdn a masodlagos spermatocitdk 64 sejtes cisztat alkotnak. A
spermatocitadk ezutan elkezdenek specializalodni, az érett spermium
organellumainak prekurzorai mar megfigyelhetok ezekben a cisztdkban.
A 64 sejtes cisztak megnytlnak, tovabb differencidlodnak. A megnytlas
utdn az érésiik egyik utolsé 1épése az individualizdcid, amikor a
felesleges sejtalkotoktdl megszabadulnak, valamint 0©nallo egyedi
membrant kapnak. A folyamatban meghataroz6 szerepe van az
individualizaciés complexnek (IC). Az IC a sejtmagnal formalddik, majd
elkezd vandorolni a ciszta bazalis vége felé, kiszoritva a feleslegessé valt
sejtalkotokat. Az IC-k a cisztdban szinkronizéltan vandorolnak, ami
soran egy jellegzetes plazma kitiiremkedés jon 1étre, a cisztikus holyag.
A folyamat végén a cisztikus holyag leflizodik, létrehozva az un.
,wastebag” struktirat. Az individualizdc6 folyaman kaszpaz-3 aktivitas
is megfigyelhet6, mely folyamat nem apoptotikus, felteheten a lebonto
folyamatokat gyorsitja meg, és hibaja esetén az individualizdcié nem
megy végbe. Az individualizadlodott spermiumok felcsavarodnak és a
tesztisz bazalis végéhez csatlakozd szemindlis vezikulumban tarolodnak.

E3 ligazok az individualizaciéban

A cisztak individualizacidja soran kaszpéaz-3 aktivacid nélkiil az
individualizacios komplexek szétcsusznak, ¢és nem tudjdk ellatni
feladatukat. A nem apoptotikus kaszpaz-3 utvonal szabalyozasaban tobb
E3 ligaz komplex is ismert. Az egyik ilyen jol jellemzett ligdz @ Cul3testis-
Roclb-KIhl10 E3 komplex (Arama et al 2007 Kaplan et al 2010), a



masik ismert E3 komplex a Cullin-1, SkpA, Nutcracker komplex (Bader
et al 2010).

Az Archipelago gén

Csoportunk kiilonb6z6 transzpozon inszercidés (P-elem, Minos
elem, PiggyBac elem) mutdns torzsgyilijteményekbdl izolalt himsteril
mutansokat. Az Archipelago (Ago, human homolog: Fbw7) gén
intronjaban talalhatd P-elem a legyek him ¢&s ndstény sterilitasat
eredményezi. Az Ago fehérje egy SCF (Skp, Cullin, F-box) tipusti E3
ligaz komplexbe épiil be, annak specifitasaért felelés F-box fehérjeként.
Ismert funkcioval bir szamos bioldgiai folyamatban (Nicholson et al
2009; Doronkin et al 2003; Koepp. et al 2001; Mortimer et al 2007),
azonban szerepét tesztiszben még nem vizsgaltak.

Felhasznalt modszerek:

A felhasznalt Drosophila torzsek 18 és 25 °C-on neveltiik
kukoricakeményitds agar taptalajon.

Genetikai komplementacios tesztekhez felhasznalt torzsek a
nemzetkozi torzsgylijteményekbdl elérhetok ezek az Ago lokuszra P-
elem mutansok, EMS mutansok és delécios torzsek.

Fertilitast homozigdta him egyedekkel szliz Oregon-R vad tipust
ndstényekkel teszteltik. Amennyiben 5-7 nap utan nem jelentek meg
larvak, a torzset sterilnek mindsitettiik.

Mutans, ¢és vad egyedek sejtorganellumainak kdvetésére
fluoreszcens transzgént hordoz6 torzseket hasznaltunk (SNKY-GFP, DJ-
GFP, Tubulin-GFP).

Mikroinjektaldssal  transzgenikus torzseket hoztunk létre
(mCherry-Ago), az injektalast az SZBK Genetikai intézetében végezték.

Tesztisz prepardtumokat 0-3 napos adult himekbdl készitettiink.
(White-cooper 2004) Festékek: DAPI (lpug/ml), Texas Red®-X
Phalloidin (Molecular Probes) 1:400

Immunfestés (White-Cooper 2004), nyul anti-cleaved-caspase3,
1:200 (clone 5A1E, Cell Signalling); anti-nyal Alexa Fluor 488



(Molecular Probes) 1:400. Anti-fade agens: Fluoromount (Southern
Biotech)

A TUNEL jelolés Click-it TUNEL Alexa Fluor 594 Imaging
Assay (Molecular Probes) kittel tortént.

Transzgénikus konstrukt eldallitasahoz, cCDNS-r6l tortént az
amplifikédcié Phusion DNS polimerdzzal. Az Ago N-terminalis végére
fuzionaltatott —m-Cherry  konstruktot TV3  vektorba klonoztuk
spermatocita specifikus Béta2 tubulin prométer mogé. A szekvencia
ellendrzését Baygen intézetben torténd szekvenalassal végeztiik.

qPCR-hoz adult legyek tesztiszébdl izolaltunk RNS-t RNeasy
Plus Kit (Quiagen)-tel, cDNS-s¢ irtuk RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific). A PCR-hoz Luminaris Color HiGreen
gPCR Master Mix (Thermo Scientific) kitet hasznaltunk, a reakcid
CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) gépen futott.



Eredmények

Csoportunk  P-transzpozont tartalmazo  torzseket tesztelt
fertilitasra. Egyik altalunk azonositott mutacio az Archipelago (Ago) gént
érinti. Az Ago mutans allélja (Ago™) szemiletalis, az adult legyek pedig
him- ¢és ndsténysterilek. A hemizigota legyek hasonld fenotipust
mutatnak, mig az EMS all¢lokkal keresztezett transzheterozigota legyek
nem ¢érik meg az adult kort. qPCR eredmények alapjan az Ago gén
expresszioja a heterozigota egyedekben nem véltozott, a homozigota
Ago™ legyekben jelentdsen csokkent, csakiigy, mint a hemizigbta
egyedekben. (1. abra) Az Ago génben ilé intronikus P-elem
remobilizalasa menekiti a himsteril fenotipust.
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1. abra Az Ago gén expresszidjanak vizsgalata qPCR technikaval:
1. oszlop vad tipusu tesztiszZAQOmRNS mennyisége, rp49 referencia RNS-
hez normalizdlva 2. oszlop Ago™heterozigbta tesztiszZAgOMRNS
mennyisége, 3. oszlop Ago™ homozigbta mutans AGQOmRNS mennyisége 4.
oszlop Ago™hemizigéta mutins AJOmRNS mennyisége

A himsteril fenotipus alaposabb megértéséhez tesztisz
preparatumokon fénymikroszkopos vizsgalatokat végeztlink.
Faziskontraszt mikroszkopos vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a
spermatogenezis korai szakaszai nem mutatnak rendellenességet,
megnyult spermatocitdkat is megfigyelhetiink, viszont érett mozgd
spermiumok nincsenek a szeminalis vezikulumban. A megnyult
spermatocitak sejtalkotoinak vizsgalataihoz fluoreszcens mikroszkopiat
hasznaltunk. Organellum specifikus fluoreszcens transzgéneket vittiink
be genetikailag az Ago™ mutins tdrzsbe, majd a homozigéta himek



tesztiszét vizsgaltuk mikroszkoppal. Megvizsgaltuk az akroszomak
integritasat (Snky-GFP), az axonémak és megnytlt mitokondriumok
struktarajat (Tub-GFP; DJ-GFP),de ezen organellumok nem mutattak
rendellenességet az Ago™ mutdnsban. A megnyult sejtmagokat DAPI
festéssel tettiikk lathatova, melyek az aktinkipok véandorlasdnak
beindulasaval gyakran szétcstisznak az Ago™ mutansban.

A megnyult spermatocitdkban az IC-k kialakulésat vizsgaltuk. Az
IC-k f6 alkotéeleme az aktin, ezért phalloidin festéssel konnyen
vizualizalhat6. Mutansunkban azt tapasztaltuk, hogy az 1C-k elvesztik
szinkronitasukat, a sejtmagtol tavolodva egyre rendezetlenebbek lesznek.
A cisztikus holyag megnyulik a vad tipushoz képest, valamint ,,waste
bag” is csak ritkdn formalédik az Ago™ tesztiszekben. Az
individualizaci6 soran lezajlé nem apoptotikus kaszpdz aktivaciot az
aktiv, hasitott kaszpaz-3-ra specifikus ellenanyaggal vizsgaltuk.
Eredményeink azt mutattak, hogy az Ago™ mutansban az tvonal aktiv.
A festés alkalmas még a cisztikus holyagokés ,,waste bag”-ek kovetésére
is, a tapasztalt fenotipus megerdsitette a fentebb leirtakat (2.4bra).

A muténs tesztiszrdl készitett elekronmikroszkopos képek alapjan
nem taldltunk jelentds morfologiai eltérést a vad tipushoz képest,
azonban a cisztdkon beliil a szinkronizaltsag felbomlik. Ezen feliil erésen
fest6dod, szétesd cisztakat is megfigyeltiink, ami apoptdzisra utalhat.
TUNEL festés alkalmazasaval sikeriilt kimutatni, hogy az
individualizacidoban megrekedt cisztak valdéban apoptoézissal pusztulnak
el (2. abra).

2. abra (kovetkezo oldal) Fluoreszcens mikroszkopia:
A megnyult sejtmagok (DAPI, kék) a vad tipusban(A) rendezetten helyezkednek el, mig a
Ago™ mutinsban (B) a rendezettség bizonyos esetekben elveszik.
A megnyult individualizal6dé cisztakban megfigyelheték az individualizaciés komplexek
phalloidin TR festéssel (vords) vad (C, E) és Ago™ (D, F) mutins esetén. Az Ago™
mutansban nem mozognak szinkronizaltan (D).
Megnyult, individualizalodo cisztak cisztikus holyagjai (kapocs) hasitott kaszpaz-3(zold)
immunfestéssel vad (E) és Ago™mutins (F) spermatocitdkban. A kaszpaz-3 ellenanyag
kifesti az individualizal6do cisztékat is. Az Ago™ muténs esetén a megnylt cisztikus holyag,
és a szétcsuszott aktin kiipok jol megfigyelhetdek (F).
Sejtmag (DAPI, kék) TUNEL végjelolés (voros) vad tipusa megnyult cisztakon (G), és
Ago™mutansokban (H). A vad tipusban nem figyelhetd meg TUNEL jeldlés, mig a mutins
cisztakban részlegesen (nyilhegy) vagy teljesen (nyil) felvalthatja a DAPI jelet.



Ago™ mutans




A cisztikus holyagban torténd iranyitott fehérje lebontasban mar
ismert az E3 ubiqutin ligazok szerepe. Ezen ligaz komplexek aktiv
formai a lebontas helyén ¢és attdl bazalis irdnyban halmozodnak fel. Az
Ago fehérje cisztan beliili eloszlasdnak vizsgalatara sikeresen
eldallitottunk egy tesztisz specifikus promoéterrel rendelkez6 mCherry-
Ago transzgént expresszald vektort. Transzgenikus ecetmuslica torzseket
alapitottunk, majd megvizsgaltuk az mCherry-Ago  fehérje
tesztiszspecifikus kifejezddését és lokalizaciojat. Ago fehérje a cisztikus
holyagban, az aktin kapoknadl, illetve a megnyult spermatocitdk bazélis
végén halmozodik fel, azon a helyen, ahol az Ago™ cisztak megrekednek
a fejlédésben (3. abra). A tovabbiakban az Ago fehérje tesztisz specifikus
partnereit szeretnénk biokémiailag is azonositani.

3. abra A tesztis specifikusan Kkifejeztetett mCherry-Ago szubcellularis
lokalizacidja megnyult cisztakban. A megnyult cisztak bazalis(csillag) végén (A)
illetve az individualizalodo cisztak cisztikus holyagjaban (A nyil, B) mutat
citoplazmatikus feldusulést, valamint az aktin kipokhoz (z61d) is kothetd (nyilhegy).



Osszefoglalas

A Drosophila melanogaster idealis modell a spermatogenezis
vizsgalatara. Az ecetmuslica spermatogenezisének egyik fontos 1épése az
individualizacio. Azonositottunk egy E3 ubikvitin ligdz komplexbe €piild
F-box fehérjét érintd muticiot (Ago™), mely az individualizacio
folyamatanak leallasat okozza. Az Ago pleiotrép hatdsa eddig is ismert
volt, azonban funkci6jat még nem vizsgaltak tesztiszben. Az Ago EMS
allélek letdlisak, azonban az Altalunk vizsgalt Ago™ allél hipomorf,
esetében csak részleges funkciovesztést tapasztalunk. Ez lehet az oka a
szemiletalitasnak, melyet a qPCR eredmények is alatamasztanak.

Az Ago™ mutins tesztisz fenotipusos vizsgilata megmutatta,
hogy a tesztiszben a spermatogenezis korai szakaszai rendben lezajlanak
egészen az individualizacioig. A spermatocitak fobb organellumai mint a
mitokondrium, axonéma és akroszoma nem mutatnak morfoldgiai
rendellenességet. Az mCherry-Ago tesztiszspecifikus kifejezodésu
transzgén segitségével kimutattuk az Ago fehérje lokalizéciojat a
megnyult cisztak bazalis végén, a cisztikus holyagokban, valamint az
aktin  kapoknal. Az individualizdci6 sordn megfigyeltik az
individualizacios komplexek normalis kialakulasat, azonban az IC-k a
vandorlasukban mar hibat szenvednek. A vandorlds soran a kupok
szétcsusznak, a cisztikus holyagok elnyulnak, ,,waste bag”-ek ritkan
alakulnak ki, valamint a hibasan individualizalodo cisztak sejtmagjai is
rendezetlenséget mutatnak. Hasonlo fenotipust figyeltek meg mas E3
ligazok esetén is. A Nutcracker nevii F-box fehérje a cisztikus
holyagokhoz, valamint a kialakuldé aktin kupokhoz lokalizalodik, a
nullmutansban nem keletkeznek aktin kupok, €s a kaszpaz kaszkad sem
aktivalodik, a hipomorf mutdnsban azonban megfigyelhetdk abnormalis
aktin kupok, és kaszpaz aktivitas is (Bader et al 2010). A masik
individualizacidban szerepet jatsz6 E3 komplex esetén is hasonlo
fenotipus figyelheté meg, a Cul3ggis-Roc1b-KIhl10 E3 komplex esetén is
a klhl10 nullmutansban nem figyelhetink meg kaszpaz aktivitast,
ugyancsak a cul3 nullmutansban sem, viszont a hipomorf cul3 mutansban
a kaszpaz aktivitds csokkenése, ¢és a rendezetlen aktin kipok
kimutathatok. (Arama et al 2007, Kaplan et al 2010). Ehhez képest az
Ago mutansunkban a kaszpaz-3 szabalyosan aktivalodik, nem figyeltiink
meg csokkenést, sem aktivitds novekedést a vad tipushoz képest. Az
aktin kupok kialakulnak, de szinkronizaltsagukat elvesztik.



Osszességében elmondhato, hogy az Ago fehérje az eddig ismert
E3 ligazok altal medialt atvonalaktol eltérd, mas utvonalban jatszhat
szerepet, amely ¢éppugy nélkiilozhetetlen az érett spermium
kialakulasdhoz.
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