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1. Bevezetés

1.1. A mikrotubulusok sejten beliili jelentésége

A sejtek mikrotubulusai a mikrotubulus szervezé kozpontokbol (MTOC) erednek. A
mikrotubulusok minden eukariota sejtben megtaldlhatdéak. Habar evoluciésan konzervaltak,
viselkedésiikben, funkciojukban és strukturdjukban eltérhetnek a kiilonbozo fajok kozott. (1.)
Elengedhetetlenek a  kromoszomak  szétvalasanal — sejtosztodaskor, intracellularis
transzportfolyamatokban, sejtszervecskék lokalizaciojdban és mozgatasaban, valamint a sejtek
mozgasaban. (2.) Ezek a mintegy 25nm atmér6jii tireges henger alaku, citoszkeletalis
filamentumok olyan heterodimerekbdl épiilnek fel, mint az alfa-Tubulin és béta-Tubulin. (1.)
13 lanc alfa és béta-Tubulin alkot egy protofilamentet. Az altalanos alfa— és béta—Tubulin
izoformak erésen konzervaltak a tavoli fajok kozott. Néhany izoforma valésziniileg egy
specialis mikrotubulus funkciora johetett 1étre (1).

sejtekben elsédlegesen a centroszomak toltik be ezt a feladatot (3.), de lehetnek ilyen kézpontok
neuronokban dendritikus MTOC-vel, a petekezdemény anterior belsé felszinén vagy a
mitokondrium felszinén Drosophila spermiumban (4).

A centroszomakhoz lokalizalodik a gamma-Tubulin amely a mikrotubulus felépitésénél

kiindul6 szervezofehérjeként szolgal (3.).

1.Abra: Kiilonb6z6 mikrotubulus szervezé kozpontok (MTOC) (fekete nyilak). A: oszt6dé
szomatikus sejt, B: fejlodé Drosophila petesejt (10.stadium), C: Epithel sejt, D:Neuron,
E: Drosophila spermium bazalis testtel.



1.2. Gamma-Tubulin gyiiriikomplex

A mikrotubulus koétegek kialakulasahoz az evolicidosan konzervalt gamma-Tubulin
gytirikomplexek (y-TuRC) elengedhetetlenck. A gyliriikomplex magjat a gamma-Tubulin Kis
komplex adja (y-TuSC). Az emlds y-TuSC két gamma-Tubulinbol és egy GCP2 illetve GCP3
proteinbél all (2. Abra). A GCP2 és GCP3 fehérjék a C-terminalis y-Tubulin gyiirt fehérje 2
(GRIP2) doménjiikon keresztiil képesek egy-egy y-Tubulin kotésre és heterotetramer
formalasra. Hét y-TuSC alkot egy egymenetes hélixet, majd tovabbi GCP proteinek (GCP4,
GCP5 és GCP6) hozzakapcsolodasaval kialakul a y-TuRC. A gytirikomplex ezek hidnyéaban is
elkezd beépiilni a mikrotubulus szervezd kozpontokba. A GCP4, GCP5 ¢és GCP6 fehérjék
szerepe a magasabb rendi eukaridtakban tovabbi y-TuRC specifikus fehérjék kotése és ezaltal
a stabil MTOC-k kialakitasa (2.). A konzervalt y-TURC Drosophila melanogasterben a Grip84
¢s a Grip91 altal alkotott y-TuSC-bdl, valamint a hozza kapcsolodo Grip75, Grip128 és Grip163
fehérjekbol all szomatikus sejtekben (2). Hasonléan a magasabb rendiiekhez, a Grip84 és
Grip91 gének esszencialisak Drosophilaban (5.), mig a Grip128 mutansa életképes, de him ¢€s
ndsténysteril.

A konzervalt y-TuRC tagokon kiviil még jarulékos partner fehérjéket is azonositottak. Egyik
ilyen a Drosophila ovariumaban kifejezdd6 Grip71 gén, amelynek terméke nem tartalmaz GCP
domént, hanem az N termindlis végén egy WD40 ismétlédést (2). A kindz NME7
megnodveli a nukledcids aktivitast, ennek jelentdsége azonban mdas parhuzamosan zajlo és
eredményéeben ugyanazt ado folyamatokkal szemben csekély. Egy masik konzervalt jarulékos
fehérje a MOZART1 (Mzt1). Ez a fehérje harom alfa hélixet tartalmaz és kozvetlentil érintkezik
a GCP3 ¢és GCP5(Grip91 és Gripl28). fehérjék N-terminalisdval, ezzel szabdlyozza a
gylirikomplex és az ahhoz ko6t6dd fehérjék kapcsolatat (2., 5.). Mztl hianyaban a mitdzis
folyamata magasabbrendiiekben hibas. Drosophilaban a mztl nélkiilozhetd, hidnya a himek

oregedéssel kapcsolatba hozhato fertilitas csokkenését fokozza (2.).
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2. Abra: A gamma-Tubulin gyiiriikomplex sematikus felépitése

1.3. A Drosophila melanogaster spermatogenezise

Drosophildkban a himivarsajtek érésének korai stddiumai a tesztisz apikalis (csucsi) részén
zajlanak. Itt talalhatok az ivarvonal és a szomatikus dsivarsajtek, melyekbdl mitdzissal primer
(elsédleges) spermatocitak és szomatikus hub sejtek keletkeznek (6.). A csiravonal éssejtekkel
parhuzamosan a szomatikus cisztadssejtek is osztodnak. Két szomatikus ciszta Jssejt
differencidlodasaval jonnek Ilétre a cisztdk, melyek ezt kovetden koriilveszik a
spermatocitakat.(7.) Ezekben a kialakult cisztakban megy végbe a sejtek differencialodasa és
osztodasa (6.). Az els6dleges spermatocitak négy mitotikus osztddas utan 16 sejtes cisztat
hoznak létre. A spermatocitdk a cisztan beliil szinkronizaltan fejlédnek az dket 0sszekotd
gyliricsatornaknak kdszonhetden (6.).

A spermatogenezis kovetkezd 1épésében a 16 sejt szinkronizalt meiotikus osztdédason megy
keresztiil, amely folyaméan kialakul a 64 kerek spermatidat magaba foglalo ciszta. Ezek a
képletek mar a tesztisz kanyarulatdban foglalnak helyet. Itt alakulnak ki a sejtszervecskék
eldalakjai. Ilyenek példaul az akroblaszt (akroszoma eldalakja), ami a sejtmag egyik oldalan
alakul ki, a masik ellentétes oldalon pedig a Nebenkern, ami egymasra rétegzddott
mitokondriumok 0sszessége. A sejtszervecskék elhelyezkedése szigortian szabalyozott fejl6do

ivarsejtekben és a fejlodo cisztan beliil minden spermatidaban azonos.



A meiotikus stadiumot a poszt-meiotikus fejlédési szakasz koveti. Az un. kerek spermatidak
megnyulnak, és kialakul az akroblasztbol az akroszéma, amely a megtermékenyitést kovetden
a pronukleuszok egyesiilésénél jatszik szerepet. A mitokondriumok a sejtmag mellett
csoportosulnak és egymasra rétegzOdve a kerek orids mitokondriumot az un. Nebenkernt
hozzak létre. A centroszomak a meiotikus osztodas sordn bazalis testté alakulnak, amely a
meiozist kdvetéen tovabb moddosul és ,.centriolum adjunkt”-ként a megnyalé mag mellett
helyezkedik el, az akroszomaval ellentétes oldalon. A sejtmagban a hisztonok protaminra
cserélddnek €és a mag tii alaktira nyulik. A bazalis test vagy ,,centriol adjunkt” az eredési helye
a 9+2 alfa és beta tubulin dimerekbdl felépiilé axonémanak, amely a teljes farki részben
végigfut. Az axonémat az endoplazmikus retikulum eredetli axidlis membran veszi koriil. Az
axonémaval parhuzamosan, a ciszta teljes hosszaban megtalalhato a Nebenkern letekeredésével
létrejovo két mitokondrium szarmazék. A megnyuld mitokondrium szarmazékoknak és a
feliiletiikh6z kapcsolodo jarulékos mikrotubulusoknak fontos szerepe van a ciszta megnyulasi
folyamataban (8.). A megnyulassal parhuzamosan morfologialag és szerkezetileg is elkiiloniil
a két mitokondrium szarmazék. A nagy mitokondrium szarmazékban parakrisztallin szer(
anyag felhalmozodasa indul el, mig a kis mitokondrium szarmazék Osszezsugorodik. A
megnyulast kovetden az individualizacid, a spermatidak egyedivé valasanak folyamata zajlik.
Kialakitasra kertil az individualizaciés komplex, ami a cisztak bazalis részén 1évo
citoszkeletalis elemek tomege. A megnyulds alatt és azt kovetéen a cisztdk kozotti
Osszekottetést plazmahidak biztositjak.

Ennek soran el6szor a sejtmagok koriil individualizacios komplexek jonnek 1étre, amelyekben
jellegzetes kup alakban F-aktint halmoznak fel, kialakulnak az un. aktinkapok (9.). Az
aktinkupokat tartalmazo individualizacioés komplex az un. cisztikus holyagban a ciszta bazalis
vége felé vandorol és proteolizis segitségével a nem apoptotikus hatdsu kaszpazok segitségével
a spermatiddk citoplazmaja degradalodik és kialakul a kompakt egyedi membrannal
koriilhatarolt spermium (6.). A folyamat végén a cisztikus holyag lefiizédik és a felesleges

anyagok a ,,waste bag”-be keriilnek (6.).
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3.Abra: A spermatogenezis sematikus rajza Drosophila tesztiszben

1.4. Alternativ gamma-Tubulin gyiiriikomplexek

A mikrotubulusok kozponti szerepet toltenek be a spermatocitak osztodasaban, a
sejtorganellumok atalakuldsdban a meidzist kdvetden, valamint a spermatiddk megnytlasaban
(5.). Drosophilaban nagy szamban lettek azonositva tesztisz-specifikus géntermékek, amelyek
a kés6i spermatogenezis soran jatszanak szerepet (10., 11., 12., 13.). Megfigyelték, hogy ezek
mutansaiban az el6bb emlitett képletek kialakulasa, miikodése érintett, ami a himek sterilitasat
okozza. (5.). Munkacsoportunk korabban mar leirta, hogy a szomatikus Grip gének ( Grip&4,
Grip9l, Gripl28, Gripl63, Grip71) transzkriptjei leginkabb a tesztisz apikalis végén
halmozodnak fel. Sikeriilt azonositani harom tesztisz specifikus y-TURC paraldog gént, a t-
Grip84, t-Grip91 és a t-Gripl128-t. A tesztisz-specifikus paralogok termékei a tesztisz bazalis
részen halmozodtak fel, a poszt-meiotikus stadiumokban. Fehérje lokalizacios és biokémiai
vizsgalatokkal egyarant jellemezték az azonositott tesztisz-specifikus y-TURC-t.

Klasszikus mutdns analizisével megmutattdk, hogy a t-Grip128 nem sziikséges a him
fertilitashoz, viszont a t-Grip84 himek sterilek, a t-Grip91 himek pedig szemi-sterilitast
mutatnak. A t-Grip84 és a t-Grip91 tovabbi vizsgalata megmutatta, hogy a mitotikus és
meiotikus osztédasok rendben voltak, normalisan lezajlott az elongacido és az axonéma
kialakulasa, viszont a bazalis testek és a sejtmagok elvaltak egymastol. Az aktin kapok
kialakulasuk utan szétszortan helyezkednek el, ami a ciszta individualizacidjanak leallasat

eredményezte a mutansokban. Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az alternativ, tesztisz-



specifikus y-TuRC a spermatogenezis késdi stddiumaiban nélkiilozhetetlen. A t-y-TuRC
fehérjék a meidzist kovetden kiillonbozé6 MTOC-khez lokalizalodnak. El6szor a bazalis testbol
kialakul6 centriolum adjunkhoz, majd parhuzamosan a megnyuld sejtmag apikalis végére €s

végiil a mitokondriumok felszinén (12., 14.).

5 G

sejtmag —.‘mitokondrium axonéma ® MTOC akroszoma —, denz test
-—

4.Abra: A t-y-TuRC fehérjék a bazalis testhez, a megnyilé sejtmag apikalis végéhez és a
mitokondriumok felszinéhez lokalizakodnak

Biokémiai modszerekkel azt is bizonyitottak, hogy mind a harom t-y-TuRC fehérje képes a
gamma-Tubulin kotésére és a t-Grip91 N-terminalis vége felelhet a t-y-TuRC és Mztl
kapcsolataért.

A Grip75 és 128 valamint a t-Grip84 ¢és a t-Grip91 him steril mutdnsok azt bizonyitjak, hogy
spermatogenezis poszt-meiotikus fazisa igen érzékeny a gytriitagok megvaltoztatasara (5.).

A t-Grip128 esetében nem tapasztaltunk fertilitas valtozast, amely akar a szomatikus Grip128-
cal fennall6 redundancianak is koszonhetd lehet. A Grip163-rol azt tudjuk, hogy bar tesztisz-
specifikus paraloggal nem rendelkezik, a Drosophila spermium proteom részeként

azonositottak proteomikai modszerekkel (5.).
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5.Abra: A spermatogenezis soran jelen 1évé MTOC-k és y-TURC-k

1.5 CRISPR-Cas9 rendszer alkalmazasa genomszerkesztésre

A Drosophila melanogaster idealis modellként szolgal kiilonb6z6 biokémiai utvonalak és
betegségek modellezésére, és azok mechanizmusdnak kutatasdhoz. A génexpresszid
megvaltoztatasara alapuld technikakat széles korben alkalmazzak kiilonboz6 Drosophila
kutatasokban, mint példaul a GAL/UAS és FLP/FRT(15.). Az utobbi években rohamos
fejlédésen mentek keresztiil az in vivo és in vitro hasznalt technikak, itt is elérhetévé valt a
genomszerkesztés egyik legujabb és legmodernebb tipusa, a CRISPR/Cas9 rendszer. A
CRISPR/Cas9 rendszert eldszor baktériumokban irtak le, mint az adaptiv immunrendszer része,
ami detektalja és kivagja az idegen DNS-t. CRISPR/Cas9 rendszer kettds torést okoz a
célpontul valasztott génben. Ezeket a toréseket altaldban magasabb rendliekben olyan javito
mechanizmusok javitja ki, mint a nem homolog végekkel valé illesztés, azonban ezen javitasok
kovetkeztében kisebb deléciok/inszerciok johetnek létre(15.). Magasabb rendiiekben vald
alkalmazhatdsaga miatt gyorsan a reverz genetika egyik legdinamikusabban fejl6do

technikdjava valt.

A rendszer miikodésénél egy kis CRISPR RNS (crRNS) és egy transz-aktivalodéo CRISPR RNS
(tracRNS) mitkddnek egyiitt, melyek segitségével a Cas9 endonukleaz megtalalja a célpontul
szolgalo DNS-t. Az egyszerlibb miikddés érdekében a crRNS és tracRNS flzional és mint
,»single-guide” RNS (sgRNS) miikodik. Ebben a sgRNS-ben van egy kb 20 bp hosszisagu
szakasz, ami komplementer a célpontul szolgalo DNS szakasszal, ami mellett pedig egy PAM
(photospacer szekvencia) helyezkedik el. fgy a Cas9 jelenlétében csak ezt a kb 20 bp-nyi

szakaszt kell megtalalni a genomom beliil, hogy elérjiik a célgént. A rendszer egyszeriisége,



hatdsossaga ¢és specifikussdga miatt jol hasznalhatd kiilonb6z6 organizmusok kiillonbozo

sejtvonalain, de egész allatokban is sikerrel alkalmazhato.

Drosophiladkban tobb ilyen CRISPR/Cas9 rendszert hoztak Iétre stabil mutaciok generaldsara.
Ezek kozott a kiilonbségek a Cas9 és sgRNS bejuttatasaban vannak. Bejuttatés torténhet példaul
DNS plazmid beinjektalasaval, in vitro atirodott RNS beinjektalasaval, vagy transzgének
segitségével bevitt gRNS-ek felhasznalasaval (15.).

Kis méretii deléciok segitségével leolvasasi kereteltolodasi mutaciok idézheték elé a
fehérjekodolo génekben, de kiilonbozo jelold fehérjék is bevihetok. Null mutans eldallitasahoz
altalaban kettd sgRNS-t hasznalunk, amelyek egymastdl elkiilonitve a gén 5° és 3’végét
célozzak meg . Ezzel a modszerrel a modellszervezeteken kiviil eddig nem vizsgalt €161ények
is genetikailag manipulalhatovd vélnak és a CRISPR-Cas9 rendszer humén alkalmazasara

vonatkozoan is mar klinikai vizsgalatok folynak.

Target ‘ ’ IdSDNA
=

Cleavage

6.Abra: CRISPR/Cas9 rendszer felépitésének sematikus rajza



2. Célkituzések

A t-y-TuRC tagjainak jellemzése soran felmeriilt a kérdés, hogy vajon a kiilonbdzo
mikrotubulus organizalé kézpontokban lokalizalodo t-y-TURC Osszetétele eltéré-e. A Gripl63
egyediiliként keriilt azonositasra a y-TURC fehérjék koziil a spermium proteomban. Az embrid
centroszémaja a spermiumtol 6roklodik, ezért a centroszomalis komponensként ismert Grip163
spermatogenezis alatti elhelyezkedése, valamint az esetleges jelenléte a t-y-TURC-nek fontos
fejlédésbiologiai kérdésekre adhat valaszt.

Célunk volt tovabba a Gripl163 szerepének meghatarozasa a Drosophila spermatogenezisének
kiilonb6z6 staddiumaiban.

Ennek megvaldsitasahoz a CRISPR-Cas9 rendszerrel klasszikus mutans eldallitasat és annak
genetikai és morfoldgiai jellemzését tiiztiik ki célul.

A Gripl63 fehérje spermatogenezisen beliili elhelyezkedését a CRISPR-Cas9 technoldgia

crer

kivantuk leirni.

10



3. Alkalmazott modszerek

3.1. Drosophila fenntartasi koriilmények és felhasznalt torzsek
A torzseket fioldba Ontott agarral szilarditott, kukoricadara, liszt, élesztd €s dextrdz tartalmu
taptalajon, vattadugdval lezarva tartottuk 25°C-on, inkubatorban (16.). A taptalaj hozzaadott,
fungicid hatast Nipagint tartalmazott.
Felhasznalt torzsek:
w1118 (kontroll)
y[1] M{RFP[3xP3.PB] GFP[E.3xP3]=vas-Cas9}ZH-2A w[1118]/FM7c (BL51323)
wiw;+/+ , TM2,Ubx,e/TM6, Sh, e
w/w;Sp/SM6b;Cxd/TM3,Sh,Ser
w;gRNA-Gripl163;+
w/w;+/+;TM3,Sb,Ser/TM6,Th,Hu

3.1.2. Fertilitasi tesztek
A vizsgalni kivant torzsekb6l szarmazo homozigota himeket egyesével kereszteztiik 3-4 vad

tipus, wili

szliz ndsténnyel. Ezzel egyidében kontroll keresztezések is késziiltek, ahol
mindkét nem tekintetében W8 torzset hasznaltunk. A fertilitast 6-8 nap elteltével a larvak,

babok jelenlétével allapitottuk meg.

3.2. Molekularis biolégiai modszerek

3.2.1. Felhasznalt oldatok

SB: Squishing Buffer: (10 ml): 66,6 ul 10 mM TRIS (pH 8.2), 10 ul 1 mM EDTA, (pH 8.0), 50
ul 25 mM NacCl, 9,87 ml H20

IXTAE (500 ml): 490 ml H20, 10 ml 50X TAE (24,2 g TRIS, 5,7 ml ecetsav, 10 ml 0,5 mM
EDTA)

Tesztisz Puffer (TB) (50 ml): 9,15 ml 182 mM KClI, 0,47 ml 47 mM NaCl, 0,5 ml 10 mM Tris-
HCI (pH 6,8), H20

PBS (1000 ml): 8 g 137 mM NacCl, 0,2 g 2,7 mM KClI, 1,44 g 10 mM NazHPOg, 0,24 g 2 mM
KH2PO4 (pH 7.4), 800 ml H20

PBSTX (50 ml): 300 ul 50% Tween20, 500 ul 10% TritonX, 49,2 ml 1 X PBS

Fixalo oldat: PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaxHPO4, 2 mM KH2PO4 pH 7.4,
Formaldehides fixalo (400 pl): 100 ul 16% formaldehid, 300 pl fixalo oldat
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3.2.2. DNS izolalasa egy ecetmuslicabdl

A kivalasztott genotipusu allatot (him) PCR csObe helyeztem, és jégre tettem. Csovenként 49,5
ul SB puffer és 0,5 ul Proteinaz K-t hasznaltam. Az oldatok hozzamérése utan a pipetta
hegyével 0sszezuztam az allatot, ¢s PCR gépbe a kovetkezd beallitasokkal izolaltam a DNS-t:
30 percig 37°C és 2 percre 95°C. A program lefutdsa utdn még aznap hasznalva 4°C-on, késébbi
felhasznalas esetén -20°C-on taroltam a mintakat.

PCR templatként az egy 1égybdl izolalt DNS-t hasznaltam.

3.2.3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

Sziikséges
Komponensek mennyiség (25ul
végtérfogatra)

10x DreamTaq Puffer 2,5 ul
dNTP mix (10mM) 0,5ul
Forward primer (10uM) 0,5ul
Reverse primer (10uM) 0,5ul
Templat DNS Tl
DreamTaq DNS

polimeraz (1U) 0,3ul

H20 19,7ul

1. Tablazat: A PCR-hoz hasznalt MasterMix komponensei és mennyiségiik

Hasznalt primerek Szekvencia
Grip163test_fw. ATGCAATCACAGCGTCCTCG
Gripl63test_rev. GCCAGATGGAGCTCAACAGG
Grip163test_fw2. CCGCCAGAAAAGCTAATTCC

Gripl63test rev2. AGCAACCCTAATCGATCACCT
GFP Grip163_fw. |GAAACCCCTGATGGTGAGCAAGGGCGAG
GFP Grip163_rev. |GCTGTAGTTGCTTGTACAGCTCGTCCATG

2. Tablazat: PCR soran hasznalt primerek és szekvencidjuk
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Primer parositasok | Homérséklet (°C) | Idétartam| Ciklusok

95 2 min 1
Grip163test_fw2. % 15 sec

Gripl63test_rev2. 52 15sec 35
- 72 20sec

72 5min 1

95 2 min 1
GFP Grip163_fw. 95 15 sec

GFP Grip163_rev. 65 1556 35
- 72 1min

72 5min 1

95 2 min 1

GFP Grip163_fw. 22 112 ::s .

Gripl63test_rev2.

72 70sec

72 5min 1

95 2 min 1
Grip163test_fw. 95 15 sec

Gripl63test_rev2. 52 20sec 35
72 90sec

3. 72 5min 1

4. Tablazat: PCR soran alkalmazott beallitasok

3.2.4. Agaroz gélelektroforézis

A PCR termékeket 1%-0s, illetve 2%-0s agaroz gélben futtatva ellendriztem. A gélhez 30ml,
60ml vagy 80 ml mennyiségii 1xXTAE puffert mértem ki attol fiiggéen hany mintat futtatunk
meg, majd a megfeleld6 méreti Erlenmeyer lombikba Ontve hozzaadtam a megfeleld
mennyiségii ( 0,39, 0,69 és 0,8g) agardzt. Mikrohullam siitében az agar6z teljes feloldodasaig
melegitettem az elegyet, majd hozzaadtam a megfelelé mennyiségii ( 1,5 ul, 3 ul vagy 4 pl)
Midori Green Xrta festéket, amely megfesti a DNS-t. A gél megszilardulasa utan 5 pl
ThermoScientific FastRuler Low Range DNS Iétrat mértem az elsd zsebbe a méret
meghatarozasahoz és 10ul mintat mértem az egyes zsebekbe. A gélt 90V-on futtattam 20
percig. A futtatas eredményét kék fénnyel megvilagitasnal készitett képpel dokumentaltam.

A pozitivnak vélt mintdkat specialis 4%-0S Metaphor agardz gélben futtatva is ellendriztem.
Ehhez 30ml, 60ml vagy 80ml mennyiségii (a mintak mennyiségétdl fliggéen) IXTAE pufferbe
folyamatos keverés mellett a kimért 1,29, 2,49 vagy 3,29 Metaphor agardzt hozzdadtam. 15
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percig allni hagytam a keveréket. A lombikba magneses kever6t helyeztem, lefedtem és
folyamatos keverés mellett forrasig melegitettem, majd 10 percig forrasban tartottam a
keveréket. Ezutdn hozzdadtam a Midori Green Xrta festéket. A gél megszilardulasa utan Sul
Low Range DNS Iétrat mértem az elsé zsebbe ¢és 10ul mintat az egyes zsebekbe. A gélt 70V-
on futtattam 40-50 percig. A futtatds eredményét UV megvilagitasnal készitett képpel

dokumentaltam.

3.2.5. Szekvenciaanalizis

Az agar6z gélelektroforézis alapjan jeldltnek bizonyuld mintakbol kivalasztottakat elkiildtiink
szekvenaltatni, ehhez el6szor kitisztitottuk a mintaul szolgalo DNS-t. Ehhez a Macherey-Nagel
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit-et hasznaltuk.

A PCR termékbdl 20 pl-hez 30 pl H2O-t adtunk, majd 100 pl NTI Puffert. Ezt a mixet mértiik
ra egy tiszta Eppendorfba helyezett oszlopra. A mintdkat 30 masodpercig 11000xg
centrifugaltuk. A cs6 aljaban Gsszegytlt folyadékot ledntottiik. Hozzaadtuk a 700 pl NT3
puffert és Gjra centrifugaltuk 30 masodpercig 11000xg-n. Ismét ledntottiik az alul Gsszegytilt
folyadékot és ijra centrifugaltuk 1 percig 11000xg-n. Uj Eppendorf csovet rakva az oszlop ala
ramértiik a 16 ul NE puffert és szobahémérsékleten inkubaltuk egy percig. Ezutan ismét
centrifugaltuk 1 percig 11000xg-n. Az oszlopon atfolyt mintaknak ellendriztiik a tisztasagat. A
megfeleld tisztasagh mintakbol 3 ul-hez a megfeleld primert és HoO-t hozzamérve, felcimkézve
elkiildtiik a Microsynth céghez szekvenalasra. A kapott szekvenciakat a SnapGene, Flybase és

NCBI Blast programok segitségével értékeltiik ki.

3.2.6. Tesztisz izolalasa, fixalasa és festése

A vizsgalni kivant Drosophila melanogaster torzsekbdl gyiijtott himeket boncoltunk hideg
Tesztisz pufferben hegyes anatomiai csipesszel. A kiboncolt tesztiszeket jégre helyezett
Tesztisz puffert tartalmaz6 Eppendorf csovekbe helyeztiik. Az izolalt tesztiszeket vagy rogton
targylemezre helyeztiik és fixalas utan fénymikroszkoppal vizsgaltuk, vagy immunfestettiik
Oket.

Aktin- DAPI festés

A kiboncolt tesztiszeket formaldehides fixald oldatba helyeztiik (200 ul) 15-20 percre. Ezt
kovetéen mostuk haromszor PBSTX oldattal 10-10 perc sziinetet tartva az egyes mosasok
kozott. Mosasasonként 400-600 pl oldatot hasznaltunk. A mosasok utdn mintanként
Osszemértiik a kovetkezoket: 100 ul H2O + 0,2 pl Dapi festék+ 0,25 ul Phaloidin festék. Az
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Osszeallitott mixet 30 percig allni hagytuk a mintan. A festési 1épés utan Gjra mostuk a mintakat
PBSTX oldattal szintén haromszor. Végezetiil a tesztiszeket PBS-be helyeztiik, majd onnan
targylemezre. Mountain Medium racseppentése és a fed6lemez rahelyezése utan fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltuk.

Immunfestés

A kiboncolt tesztiszeket formaldehides fixalo oldatba helyeztiik ( 200 ul ) 15-20 percre. Ezt
kovetden mossuk egyszer PBSTX oldattal és kétszer PBST oldattal, a mosasok koézott 10-10
percet varva egy-egy mosasnal 500 pl oldatot hasznaltunk). A  blokkolashoz
PBSTX+BSA(1%) oldatot hasznaltunk, ebben 1 6ran at inkubaltuk a mintak folyamatos
mozgatasa mellett. A blokkolés utan hozzaadtuk az elsédleges ellenanyagot tartalmazoé oldatot,
és egy ¢jszakan at 4°C-on taroltuk. Masnap ujra mostuk a tesztiszeket haromszor
PBSTX+BSA(1%) oldattal. Ezutan hozzdadtuk a masodlagos ellenanyagot tartalmazo oldatot
¢s folyamatosan mozgatva 1,5 6ran at hagytuk benne a tesztiszeket. Az utolsé mosasi fazisban
szintén haromszor PBSTX+BSA(1%) oldattal mostuk a mintakat. Végiil PBS-es mosas utan
targylemezre helyeztik a mintdkat és Mountain Medium (DAPI-t tartalmazo) oldatot

cseppentve ra lefedtiik fed6lemezzel és konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

Elsodleges ellenanyagok

Gamma Tubulin mouse (1:500)
ANAI rabbit (1:500)
Asl rabbit (1:300)

Masodlagos ellenanyagok
Alfa mouse ALEXA488 (1:400)
Alfa rabbit ALEXA546 (1:400)
Alfa rabbit ALEXA633 (1:400)

4. Tablazat: Immunfestés soran hasznalt ellenanyagok
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4. Eredmények

4.1. Grip163 mutans torzsek CRISPR/Cas9 rendszerrel valo létrehozasa és molekularis

ellenorzése

A Gripl63 gén a 3. kromoszoma bal karjan a 68F1 térképpozicidban, a genom 1993274-
11998138 szekvenciai kozott helyezkedik el (6. Abra). A gén 5 exonbdl és 4 intronbol all és
egy 1351 aminosavbol allo fehérjét kodol. A fehérje N- és C-termindlisin megtalalhatok a
konzervalt gamma-Tubulin kotésért felelés GCP domének.

Célunk a Gripl63 gén részletes vizsgalata volt, ehhez el6szor delécids mutans allélok
létrehozasat szerettiik volna megvaldsitani a CRISPR/Cas9 modszer alkalmazéasaval.

A megfeleld gRNS-t a FlyBase adatbazisaban megtalalhato lehet6ségek koziil valasztottuk ki,
figyelembe véve, hogy ne érintse a konzervalt doméneket és az exonikus régioban helyezkedjen

el (7. Abra).

11,993 750 11,995 000 11,996 250 11,997 500
Grip163
P — — - 1 m ™
Gripl63-RA U
1351aa ¢= I

GTGCTTCTCCGGTCCAGGCTGGG
>3 31:11997349..11997371 (+ strand) class=region length=23

7.abra A Gripl63 gén szerkezete és az alkalmazott gRNS pozicidja és szekvenciaja
(Flyabase adatbazis alpjan modositva)

A kivalasztott (GTGCTTCTCCGGTCCAGGCTGGG) szekvenciat a Drosophila CRISPR
technologiara kifejlesztett pCFDS vektorba klonoztuk és szekvenalédssal ellendriztiik a gRNS
jelenlétét. A létrehozott Gripl63-gRNA-pCFD5 vektort a Drosophila genom 2.
kromoszomajara injektaltattuk. Az injektalt torzsekbdl 6 fiiggetlen torzset alapitottunk a white
szemszin markergén kovetésével €s a 2. kromoszdémadjara balansziroztuk az alapitott térzseket.
A Gripl63-gRNA torzsek homozigota életképesnek bizonyultak és a homozigota allatokat
vittik a CRISPR-Cas9-es keresztezésekbe (8. Abra).
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P: VasCas9

Q w gRNA-Gripl63 +
VasCas9

r t g
+ + X y gRNA-Gripl63 +

. VasCas9 gRNA-Gripl63 + w + TM2,Ubx, e
FI: ? \ + + X y + TMB6, Sb,e d
3 VasCas9 gRNA-Gripl63 + X w + TM2, Ubx, e Q
y + + w + TM6, Sb, e
F2: W+ (D) w + TM2,Ubx, e
w/ly + TMS6, Sb, e X w/y + TMB6, Sb, e
PCR ellenorzés
Wt () A ¢) el
F3: @ v T TM6, Sb,e Xy + TM6, Sb,e g

w__+ ——(Gripl163A)--—-
w/y + -——(Grip163A)---

8.Abra: A CRISPR-Cas9 rendszerrel létrehozott Grip163 delécios mutans keresztezési
sémaja

Az ivarvonalban torténé genomszerkesztés eléréséhez az X. kromoszdéman talalhato vas-Cas9
torzset hasznaltuk, amely homozigéta életképes €és a szemben expresszalodd6 GFP markergént
hordozza. A Cas9 enzim hatasara a gRNS felismeré hely kornyezetében vartuk kis méreti
delécio keletkezését (6.abra). Mivel a gRNS a kddold régiora specifikus, ezért akar egyetlen
nukleotid kiesése is megvaltoztathatja a leolvasasi keretet, ezzel megakadalyozva a
funkcionalis géntermék képzddését.

A sziiléként szolgald torzsekbdl 10 keresztezést raktunk dssze. A kikelt F1 utodnemzedékbdl
gyljtott legyekbodl pedig 100 keresztezés lett osszedllitva.

Az F2 utédnemzetéket a szemszin alapjan a Cas9 forrasban talalhato GFP marker elvesztésére
valamint a gRNS elvesztésére szelektaltuk és a 3. kromoszomajat balansziroztuk. 90 egyedi
keresztezés lett Osszeallitva.

Az F2 generacid molekularis sziirésével elkezdtiikk vizsgalni a deléciok jelenlétét. Az F2

generacioban a mutacid heterozigota formaban van jelen. 200-300bp-os PCR termék
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amplifikalasaval lehet6ség volt a PCR soran annak utolso ciklusaban keletkezé herteroduplex
termékek kimutatasara 4%-os agar6z gélelektroforézis alkalmazasaval(17.). A markerek
alapjan azonositott allatokat egyedileg bekereszteztiik balanszeres allatokkal és a keresztezést
kovetd 5. napon a larvak megjelenésével a keresztezést sikeresnek értékeltiik és az F2 sziilOket
eltavolitottuk. Az F2 muténs, jeldlt allatokbol DNS-t izolaltunk és a gRNS kornyezetében a
Gripl63test fw2. és Gripl63test rev2. primerekkel egy 296 bp-os fragmentumot
amplifikaltunk. A vad tipusban egy egyedi savban futott a DNS, mig a mutéans jeldltekben
létraszer(i megjelenése volt a futtatott DNS-nek a keletkezett heteroduplexeknek kdszonhetden
(17.) (9.Abra).

Kozel 70 jelolt torzs molekularis ellendrzésével 41 torzset alapitottunk. Ezeket a torzseket a
balanszirozas utan tovabbi molekularis ellendrzésnek vetettiik ala.

15 delécids jelolt homozigotabol a gRNS kotdhely kornyezetében 1évé genomi régiot

felamplifikaltuk és a PCR terméket tisztitas utdn megszekvenaltattuk.

9. Abra: Reprezentativ példa a deléciés heterozigotakbol amplifikalt PCR termékben
jelenlévé heteroduplex vizsgalatara agaréz gélelektroforézis segitségével. A
szekvenaltatott vonalak zolddel vannak kiemelve, mig a deléciés mutansok pirossal
vannak bekarikazva.
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A szekvenalas kiértékelését a szekvencidk referencia genomhoz torténd illesztésével végeztiik
el. Eltér6 szamu bazis deletalodott a kiillonbozo torzsekben, amely lehetséget adott kiilonbozo
méretli deléciok vizsgalatara. Ennek alapjan a 15 vizsgalt vonalbdl 11 esetben a delécié nem
valtoztatta meg a leolvasasi keretet, un. indel mutaciot hozott 1étre, mig 4 esetben a leolvasasi
keret megvaltozott és ezzel funkcidvesztéses mutaciokat sikeriilt 1étrehozni.

4 olyan torzset valasztottunk ki, amelyekben a delécié megvaltoztatta a leolvasasi keretet és
ezaltal a csonka, csupan 234 aminosavas fehérjében ( Grip1634/%%) | egy korai STOP kodont
idézett el6 (10. Abra). A tovabbiakban a négy frameshift mutacioval rendelkez6 vonalbél egyet
a Grip1637/84-t valasztottuk ki tovabbi részletes fenotipusos jellemzésre.

Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a kivalasztott gRNS alkalmas volt a Grip163 génben kis
méretii delécio elbidézésére. A mutans jellemzésén kiviil ez elére jelezte, hogy in vivo genomi

jelolésre is alkalmas lehet a kivalasztott gRNS.

11,993 750 11,995 000 11,996 250 11,997 500

Grip163

Gripl63-RA

ACGACCTTTTGTGGEECAGCCTGGACCGGAGAAGCACTTCG

(A20.6. )
( AIS4 )
( A56.6. )
(A11.1)

20.6.

FEELETEE] 11
TRAGRICCICCGGR

18.4.

...... TIGTIGACC.
(ARRERENERN]

GAGAAGCACTICGTITICGGATARATIGIT GAACTT

10. Abra: A Grip163 génben indukalt deléciék helyzete. A mutinsok szekvenalisa utin a
kapott szekvenciakat a referencia genomhoz illesztettiik. (szaggatott fonal mutatja a
delécio helyét)
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4.2. Grip163 mutans torzsek fenotipusanak jellemzése

4.2.1. A mutansok fertilitasanak tesztelése

Miutan molekularis moédszerekkel is bizonyitottuk a delécid meglétét a leolvasasi keret
eltolodast eléidézd deléciés Gripl63? mutans vonalakban, azok fenotipusos jellemzését
végeztik el. Megallapitottuk, hogy minden vonal esetében a mutacid6 homozigdta formaban
¢letképesnek bizonyult.

A keresztezések soran elsoként az allatok fertilitasat teszteltiik. A homozigéota mutans himeket
¢s ndstényeket egyenként fertilitasi tesztben vizsgaltuk.

A néstények minden térzsben homozigéta formaban fertilisnek bizonyultak, nem mutattak
eltérést az utodszamban a vad tipushoz képest.

A homozigéta himek szintén fertilisnek bizonyultak, kivéve a leolvasasi keret eltolodasi
mutéciot hordozé Grip16347/1 Grip16342°, Grip1634/%4, és a Grip1634°%5 vonal esetében,
ahol a homozig6ta himek teljesen sterilnek bizonyultak (5. Tablazat). A fertilitasi tesztekben a

heterozigota testvéreket, illetve vad tipusu himeket hasznaltuk kontrollként.

Gén Mutans allél | Delécié(bp) | Homozigota formaban
Gripl63411.1. 1 Him steril
. Grip163420.6. 5 Him steril
Grip163 .
Gripl63418.4. 11 Him steril
Gripl63456.6. 11 Him steril

5. Tablazat:A fertilitasi tesztek eredménye a leolvasasi keret eltolodasi mutaciot
tartalmazo torzseknél

4.2.2. A mutansok tesztiszének morfoldgiai jellemzése

A mutacié okozta sterilitas tovabbi jellemzésére a spermatogenezis stadiumainak részletes

34784 jelii torzs esetében. A homozigota Grip1634/%# himek

analizisét végeztiik el a Gripl6
tesztiszének boncolasat és faziskontraszt mikroszkopias vizsgalatat kovetden megallapitottuk,
hogy a szeminalis vezikulumok nem tartalmaznak érett mozgd spermiumot. Vizsgaltuk tovabba
a mitokondriumok szerkezetét a korai és késéi stadiumokban (11. Abra). A kontroll mintaban
a kerek spermatidakban a sejtmag:Nebenkern arany 1:1 volt, ami jelentdsen eltért a Grip16347%-

mutansokban tapasztalt aranyokt6l (11. Abra). Sok esetben a mitokondrium szarmazékok nem
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alakultak ki és a cisztak rendezetlenek voltak. Ez a korai fenotipus nem figyelhet6 meg a t-y-

TuRC gének mutansainal.

11.Abra Tesztisz faziskontraszt mikroszképos vizsgalata vad tipusa (A, B, C) és
Grip1634/%4 (D, E F) mutansban vizsgalva. Voros nyilak jelzik a kerek spermatidakat és
azokban a mitokondrium szarmazékokat (Nebenkern), illetve a megnyult spermatidakat
(F). Lépték: 50 pm.

A tovabbi jellemzés céljabol a sejtmagok (DAPI) és az aktin citoszkelton (Phalloidin)
vizualizalasaval kivantuk a részletesebb analizist folytatni.

A festés soran hasznalt DAPI az adenin és timin gazdag sejtmagokat festi, mig a Phalloidin az
F-aktinbol allo aktinkupokat, mely a Drosophila spermium cisztdiban a bazalis vég felé
talalhatéak. A kontrollban a sejtmagok megnyulasa, az aktinkupok kialakuldsa és az érett
spermiumok jelenléte a szeminélis vezikulumban is megfigyelhetd (12. Abra). A Grip1637/54
mutans esetében a meidzist kovetden a sejtmagok rendezett megnyuldsa nem volt
megfigyelhetd és az aktin kapok sem alakultak ki. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a
Grip1637/54 mutans esetében mar a meidtikus stadiumok is érintettek lehetnek (12. Abra). Mig
a t-y-TuRC mutansok esetében késoi, poszt-meiotikus fenotipusok figyelhetok meg, ahol a

3A18.4

ciszta megnyulasa, és az aktin kapok kialakulasa normalis, addig a Grip16 esetében egy

korabbi stadiumokat érintd hiba miatt 4ll le a spermatogenezis.
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12.Abra Aktin (A,C) és sejtmag (B,D) festés vad tipusi és Gripl634/%4 mutans
tesztiszeken, DAPI és Phaloidin festékkel. Az aktin kupok és a megnyilt sejtmagok, illetve
azok hianya sarga nyillal van jelezve Lépték: 50 pm

A t-y-TuRC fehérjékrdl kutatocsoportunk megallapitotta, hogy képesek kotni a gamma-
megfigyelhetd. Szerettiikk volna megvizsgalni, hogy vajon a Grip163/%¢ mutans esetében a
gamma-Tubulin lokalizaciéja érintett-e. Vad tipusu és Gripl6374# homozigota mutéans
himekbdl tesztiszeket izolaltunk és fixaltunk, majd gamma-Tubulinra és az Asterless (Asl)
centroszomalis fehérjére immunfestettiik 6ket, valamint a sejtmagot DAPI-val tettiik lathatova,

majd konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk a mintakat (13.4bra)
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13.Abra:Kontrollként szolgalé vad tipust izolalt Drosophila tesztiszek gamma-Tubulin és
Asterless immunfestéssel és DAPI-val festve, (A) Tesztisz apikalis régioja a lokalizalodé
gamma-Tubulin és centroszomakkal (zold nyil), (B) Meiotikus szakasz kerek spermatidai,
lokalizaciok zold nyillal, (C) Poszt-meiotikus stadium vandorlé aktinkupjai (zold nyil),
Lépték:10 pm

Vad tipusban a spermatogenezis soran a tesztisz apikalis részén , a szomatikus y-TURC Grip
fehérjék nagy mennyiségben vannak jelen, jol lathaté a gamma-Tubulin lokalizacioja a
centroszomakhoz ( 13. abra: (A) , sarga nyilak). Az apikalis cstcstol tavolodva a kerek
spermatidak esetében, a gamma-Tubulin a bazalis testhez lokalizalodik (13.abra: (B) , sarga
nyilak). A poszt-meiotikus megnyulasi szakaszban az individualizacios komplex kialakulasa
soran lathatjuk az F-aktinbol all6 kupokat, amelyek a cisztak sejtmagjai koriil jonnek 1étre (
13.4bra (C) sarga nyilak). Ezek az aktinkapok szinkronizaltan vandorolnak a tesztisz bazalis

vége felé.
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14.Abra: Homozigota Grip1634/54 tesztiszek immusfestése gamma-Tubulin és Asterless
ellenanyaggalvalamint DAPI-val. (A) Apikalis tesztisz régio részben lokalizalédo gamma-
Tubulinokkal, (B, C) Korai stadiumok részben lokalizalodé gamma-Tubulinnal,
(D,EF,G) Bazalis rész felé kozeledve a lokalizacio hianya valamint hianyzé aktin
kiapok(zold nyil:lokalizacio, zold nyilhegy: nem lokalizalodé sejt Lépték: 10 pm
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A Grip1634/54 delécios mutdns esetében a csficsi részen részleges a gamma-Tubulinok
lokalizaciojat tapasztaltuk (14.abra A). Ez arra utalhat, hogy a gytiriitkomplex csak részlegesen
kezdett 6sszeszerelddni. A meiotikus staidiumban azonban az eltérés mar jelentds mutat a vad
tipushoz képest. A sejtmagok rendezett megnyuldsa elmaradt és aktinkipok sem alakultak ki a
Grip1637/54 mutansban(14. Abra C,D ). Ez a megfigyelés azt bizonyithatja, hogy ellentétben
a t-Grip génekkel, ahol meiotikus stddiumokban a vad fenotipus volt megfigyelhetd a Grip163
valosziniileg mar a meidzist elétti gyiiriikomplexekben is fontos szerepet tolt be. A poszt-
meiotikus stadiumokban mind a cisztak megnytlasa elmarad és az aktinkiipok sincsenek jelen
a Grip1634/8 delécios mutansban.

Osszefogalva elmondhato, hogy a Grip163 gén hidnya nem okozta az allatok letalitasat, de a
homozigoéta himek sterilnek bizonyultak. A Grip1634/%4 mutansban bar a spermatogenezis
korai stadiumai lezajlanak, a kés6i stadiumok nem alakultak ki, a bazalis test komponensei

jelentds abnormalitast mutattak.

4.3. Grip163 in vivo GFP jelolt torzsek létrehozasa és molekularis ellendrzése

A Grip163 gRNS sikeresnek bizonyult a genom modositasara, ezért ennek segitségével a gén
in vivo GFP jelolését tiiztiik ki tovabbi célul. Ennek megvalositasahoz eldszor 1étre kellett hozni
a gRNS kornyezetére specifikus homoldg karokat és a leolvasasi keretbe illeszkedé GFP-t
tartalmazo vektort. Ebben a vektorban a PAM szekvencidk mutaltatva voltak, hiszen csak a
genomban talalhato gRNS felismerd helyen kivantuk a DNS vagasat eldidézni (Fliggelek).
Csoportunk munkatarsai allitottdk eld ezt a vektort és teljes szekvenalasat kovetden
rendelkezésemre bocsajtottak.

Az in vivo jeldléshez az embridban egyszerre kell a gRNS-nek, a Cas9-nek, valamint a homolog
karokat ¢s GFP-t tartalmaz6 vektornak jelen lenni, hogy a genom mddositasa megtorténhessen.
A gRNS torzset és a vas-Cas9 torzset dsszekeresztezve 210 embrioit injektaltak az ELKH,
SZBK, Genetikai Intézetének injektald szolgalatanal, az altalunk adott pJet-Gripl63-GFP
vektorral.

A kapott embriokbol kikelt allatokat a 15. abran lathato keresztezési séma alapjan allitottuk

torzsbe.
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A Kkeresztezés embrioiba injektaltik a pJet-GFP-Grip163 vektort

Fl1:
vasCas9 gRNA-Gripl63 ?-(GFP-Grip163)-? w + TM3, Sb, Ser
w/y + + w/y + TM6, Tb, Hu
F2: Q@ w + ~(GFP-Gripl63)- X w £ TM3, Sb,Ser &

w + TMB3, Sb, Ser y + TMs, Tb, Hu

g ¥ + -(GFP-Gripl63)- w + TM3, Sb, Ser Q
y + TMB3, Sb, Ser X w + TM6, Tb, Hu
PCR ellenorzés
w + +(GEFP-Gripl63)- X w + -(GFP-Gripl63)- g
w + TM6, Tb, Hu y + TM6, Tb, Hu

w + -(GEP-Gripl63)-
wly + ~(GFP-Gripl63)-

15. Abra: in vivo jelolt GFP torzsek létrehozasanak keresztezési sémaja

Az Fl-ben osszeallitott 140 egyedi keresztezésbdl kikelt F2 utdédnemzedékben fluoreszcens
sztereomikroszkoppal szelektaltunk a Cas9 eltiinésére. A Cas9 transzgén egy szemben
expresszalodo GFP markert tartalmaz, igy ennek hidnyéra, valamint a gRNS plazmidban
talalhatd mini-white marker eltlinésére sziirve valogattuk ki azokat az allatokat, amelyeket a
balanszeres torzzsel tortént keresztezést kovetd 5. napon PCR segitségével teszteltiik.

A GFP Gripl63 génbe torténd beépiilését a GFP-Gripl63 fw. és rev. primerrel PCR
ampilifikacioval dontottiik el. A PCR termékeket 1% és 2%-o0s agaroz gélben futtattuk (16.
Abra).
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16. Abra: GFP jelolt legyek PCR-val valé tesztelése. A vart termék egy 1500 bp
hosszusagu termék volt. Az elsé futtatas alapjan pozitivnak bizonyulo jeloltek( elsé
gélképen zold szinnel) a tovabbiakban ellendrzések céljabol lettek ujra futtatva.

(HV.: Homolég kart tartalmazoé vektor plazmid, H.: Heterozigota, G.: Homozigéta)

A kozel 40 db PCR ellen6rzés soran pozitivnak bizonyult torzsbdl stabil vonalakat alapitottunk.

8 db homozigdta jel6lt vonalbol a beépiilés helyének kornyezetét ismét amplifikaltuk és a PCR

terméket megszekvenaltattuk.
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A szekvenalas kiértékelése utan a beépiilt GFP-t tartalmazé vonalakbol torzseket alapitottunk
a 16. abran lathato keresztezési séma alapjan. 6 fiiggetlen vonalat alapitottunk, amelyeket vart
beépiilés kornyezetére specifikus szekvenalassal is ellendriztiink. Stabil GFP-Grip163 torzseket

alapitottunk.

4.4. Gripl63 in vivo GFP jelolt torzsek fenotipusanak jellemzése és kifejezodési

mintazatanak leirasa

A Gripl63-GFP vonalak jellemzését a homozigéta allatok fertilitasanak tesztelésével
ellendriztiik. Abban az esetben, ha a GFP beépiilése nem zavarja meg a fehérje képzodését és a
fehérje mikodoképes, akkor a homozigota himek fertilisek. Mind a 6 vizsgalt Grip163-GFP
vonalban normalis fertilitast és tesztiszmorfologiat tapasztaltunk.

A Grip163-GFP sejten beliili eloszlasat fluoreszcens mikroszkopia segitségével vizsgaltuk. A
stabil vonalakbdl tesztiszeket boncoltunk és fixalas utan konfokalis mikroszkopiaval vizsgéltuk
a GFP jel eloszlasat. A Gripl63-GFP jel bar gyengén, de egyértelmilen centroszomalis
felhalmozodast mutatott a fejlodo ivarsejtekben. A tesztiszeket gamma-Tubulin ellenanyaggal
immunfestettiik és megvizsgaltuk a Grip163-GFP kolokalizaciot. A mikroszkopos felvételeken
egyértelmiien latszik, hogy a Gripl63-GFP és a gamma-Tubulinok a spermatogenezis minden
stadiumaban atfedd lokalizacidt mutattak (17.Abra). A poszt-meiotikus stadiumok részletes
vizsgalata megmutatta, hogy szemben a t-y-TuRC fehérjékkel, amelyek a meidzist kdvetden
harom fiiggetlen mikrotubulus szervezé kozponthoz is kapcsolodtak (bazalis test, apikalis
magfelszin, mitokondrium felszine) , a Grip163-GFP csak a bazalis testhez lokalizalodott, sem
a mag apikalis végén, sem a poszt-meidtikus mitokondriumok felszinén nem tapasztaltunk GFP
jelet.

Ezek az eredmények felvetik annak a lehetdségét, hogy a szomatikus sejtekre jellemz0, tesztisz-
specifikus paraloggal nem rendelkez6 y-TURC tagok is jelen lehetnek a spermatogenezis késéi
stadiumaiban és a t-y-TuRC fehérjékkel kozosen alkothatnak komplexet. A tovabbiakban
tovabbi festési eljarasokkal szeretnénk megbizonyosodni a GFP-Grip163 pontos lokalizacios
mintdzatarol. Ennek a felvetésnek a biokémiai és hisztokémiai bizonyitdsa a csoport jelenlegi

¢€s jovobeli kutatasdnak témaja.
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17. Abra: Grip163-GFP7°6 homozigéta himek tesztiszének immunfestése gamma-Tubulin
ellenanyaggal valamint DAPI-val. (A) tesztisz apikalis régioja (B) kerek spermatocitak
(C, D) megnyult spermatidak. Lépték: 15um
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5. Osszefoglalas

A mikrotubulusok fontos szerepet jatszanak a kromoszomak szétvalasanal a sejtosztodas soran,
az intracellularis transzportfolyamatoknal, a sejtszervecskék lokalizacidjaban és mozgatasaban,
valamint a sejtek mozgédsaban. A mikrotubulusok iranyitott névekedése az evolucidsan
konzervalt gamma-Tubulin gytrikomplexbdl (y-TuRC) indul. A sejten beliili valtozatos
mikrotubulus halézat egy dinamikusan valtozd, adott esetben specializalt y-TuRC létezését
feltételezi. A gylriikomplex belsé magja egy gamma-Tubulint k6td kisebb komplexbdl épiil fel
(y-TuSC, Grip84, Grip91), amelyhez tovabbi fehérjék (Gripl128, Gripl63, Grip75)
kapcsolodnak, létrehozva a y-TURC-et. Csoportunknak korabban sikeriilt azonositani és
jellemezni harom tesztisz-specifikus y-TuRC paralog gént (5). A t-Grip84, t-Grip91 és t-
Grip128 fehérjék a spermatogenezis poszt-meiotikus stddiumaiban sziikségesek a
spematidakban jelen 1évé mikrotubulus szervezd kdzpontok kialakitdsdhoz a bazalis testen, a
megnyul6 sejtmagok apikalis csucsan, valamint a mitokondriumok felszinén.

A t-y-TuRC tagjainak jellemzése soran felmeriilt a kérdés, hogy vajon a kiilonbdzo
MTOC-kben lokalizal6dé t-y-TuRC Gsszetétele azonos vagy eltérd lehet. A y-TuRC fehérjék
koziil a Gripl163 volt egyediiliként azonositva a spermium proteom részeként, sugallva ezzel
annak jelenlétét a spermatogenezis alatt. Célul tiztiik ki a Grip163 szerepének meghatarozasat
a Drosophila spermatogenezisének kiilonb6z6 stadiumaiban.

Célunk megvalositasat egy klasszikus delécios mutans eldallitasaval kezdtiikk. Az utdbbi
években nagy sikerrel alkalmazott CRISPR-Cas9 rendszer lehetévé teszi, hogy a kivalasztott
génben a specifikus gRNS-ek fliggvényében indukdljunk kisebb vagy nagyobb delécidkat. A
Grip163 génben egy a gén elejére specifikus gRNS-t kivalasztva kis méretli deléciokat idéztiink
eld és mutans torzseket alapitottunk. A homozigéta mutans vonalak klasszikus genetikai és
molekuléris jellemzésével megallapitottuk, hogy a Grip163 null mutansok ¢letképesek, de a
himek sterilek. Az azonositott 4 mutans vonal (Grip163/-/, Grip1634%°°, Grip1634/54, ¢s a
Grip163#56 ) kozill a Gripl634/%¢ vonalat részletesen jellemeztiik. A fenotipusos
kiértékelésbdl arra kovetkeztettiink, hogy a Grip163/% vonal esetében bar a spermatogenezis
korai stadiumai lezajlanak, azok hibasak, a meiotikus osztddasok soran abnormalis cisztak
jonnek létre és azok megnyulasa nem torténik meg. A sejtmagok és a citoszkeleton festésével
megerdsitettiik a Grip1634/% korai spermatogezis hibajat, valamint bemutattuk, hogy a bazalis
test komponensei jelentés abnormalitast mutatnak. A t-y-TURC mutansok ezzel ellentétben

mind a spermatidak fejlédésének késoi stadiumaiban mutattak fenotipust. Ezen eredmények
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alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a kivalasztott gRNS alkalmas lehet a CRISPR-Cas9 rendszer
felhasznalasaval a gén in vivo sajat kromoszomalis kdrnyezetében torténd jelolésére is.

A Grip163 fehérje N-terminalis végéhez kozel terveztiink egy internalis GFP beépitést, ezzel
intakt moédon hagyva a fehérje N- és C-terminalis végét, valamint a benne talalhaté GCP
doméneket. A homolog karokat és a GFP-t tartalmazo vektort a gRNS-t és Cas9-et egyarant
kifejez6 embriokba injektaltattuk. Torzsalapitds ¢és molekularis jellemzést kovetden
megallapitottuk, hogy a GFP a leolvasasi keretbe, a kivalaszott pozicioba épiilt be a Grip163
kodold szelvenciajaba. Az alapitott torzsek homozigota életképeseknek és fertiliseknek
bizonyultak, jelezve, hogy a GFP nem zavarja a fehérje funkciojat, ezért hiien tiikkrozheti annak
sejten beliili lokalizacigjat. A GFP-Gripl63 jelet a spermatogenezis korai stddiumaiban a
centroszomakon, majd a meiodzist kovetden a bazalis testeken detektaltuk. A t-y-TuRC
fehérjéknél tapasztalt apikalis magi, valamint a mitokondrium felszini lokalizacié nem volt
megfigyelhetd. Eredményeink megmutattdk, hogy a tesztisz-specifikus paraloggal nem
rendelkez6 Gripl63 y-TuRC fehérje jelen van a spermatogenezis késoi stadiumaiban is, de
szemben a t-y-TURC fehérjékkel, a GFP-Gripl63 a harom lokalizacios fokusz koziil csak a
bazélis testen halmozodik fel. Csoportunk jelenlegi kutatasai az eltérd felépitésti y-TURC
biokémiai és hisztologiai jellemzésére fokuszalnak. Ezek az eredmények kozelebb vihetnek
benniinket az alternativ . MTOC-k és a bazalis test Osszetételének jobb megértéséhez a
spermatogenezis alatt, valamint az embriokban jelenlévd, a spermiumok altal szolgaltatott

centroszoma-osszetétel pontosabb megismeréséhez.
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6. A Grip163 gén homolog karjait és GFP-t tartalmazé pJet vektor térképe
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Nyilatkozat

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Németh Déra nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benyujtott ,A tesztisz-specifikus

gamma-tubulin gyiiriikomplex funkciéjanak és osszetételének vizsgilata Drosophila

melanogasterben” cimi palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében

vettem részt:

Részfeladat

A részvétel mértéke

(6tfokozatu skalan” jellemezve)

Drosophila térzsek fenntartasa, klasszikus genetikai

s ; 5
kisérletek tervezése, kivitelezése.
A palyamunkéaban bemutatott keresztezési sémdk 5
tervezése/osszeallitasa.
A Drosophila tesztisz preparatumok elokészitése, fixalasa, 5
immunhisztokémiai festése
A pélyamunkéban leirt immunhisztokémiai festések 5
mikroszkopizalasa.
A palyamunkaban bemutatott mikroszkopi felvételek 5
illesztése, abrak elkészitése.
Szekvencia analizisek elvégzése. 5
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