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1. BEVEZETES
1.1. A Drosophila melanogaster mint modellorganizmus
1.1.1. A Drosophila melanogaster alkalmazasa modellszervezetkeént

A Drosophila melanogaster, vagy ecetmuslica (gylimolcslégy) kulcsfontossagu
modellszervezete mind a genetikai, fejl6édésbiologiai és sejtbiologiai kutatdsoknak.
Modellszervezetként valé alkalmazasa visszavezetheté mindazon kedvez6 tulajdonsagaira,
miszerint kénnyen szaporithatd laboratériumi koriilmények kozott, csupan 4 kromoszémaja
(h&rom testi és egy nemi) van, és gyorsan hoz Uj utédnemzedéket. A Drosophila genomja 60%-
ban megegyezik az emberével, mig a human betegségek kialakitasaban szerepet jatsz6 gének
75%-anak van homolégja ecetmuslicdban.® A Drosphila genetikai eszkoztaranak
kulcsfontossagli elemei a balanszer kromoszomak, amelyek dominans markerek révén lehetove
teszik a kromoszomak nyomonkovetését az egyes utddnemzedékekben, igy lehetévé téve a
megfeleld geno- és fenotipusok elkiilonitését, valamint lehetdséget biztositanak recessziv letalis
mutaciok torzsben valod fenntartasara.

Az ivarsejtek, igy a himivarsejtek kialakulasa is egy evollciosan konzervalt folyamat,
amely nagyon hasonloan torténik az ecetmuslicaban, mint az egérben, vagy az emberben.
Tovabba szdmos olyan emberi sterilitdsban azonositott gént ismertiink, amelyek megtalalhatok

ecetmuslicaban.?

1.1.2. A Drosophila melanogaster spermatogenezise

A kiilonb6zo allatcsoportok esetén nagyfoku egyezést mutat a spermiumok szerkezete,
azaz kompakt haploid sejtmagot, a mozgasért felelés axonémat és az energiat szolgaltato
mitokondriumot tartalmazza. Az ecetmuslica 1,8 mm hosszu spermiummal rendelkezik, mely
extrém spermium hosszisag altalanossagban jellemz6 a Drosophila fajokra. A Drosophilat a
spermatogenezis tanulmanyozasara kivaloan alkalmassa teszi, hogy az utdtestébdl konnyen
izolalhato a péros, feltekeredett csére emlékeztetd here, melyben a spermatogenezis minden
Iépése nyomon kovethetd (1. dbra). A spermatogenezis korai szakaszai, azaz a mitotikusan
0sztddd spermatocitak a tesztisz apikalis részén, a meiotikus sejtek és a kerek spermatidak a
tesztisz kozépsé kanyarulataban, mig a tesztisz bazalis vége felé haladva a poszt-meiotikus
fejlodés — megnyulas és individualizacio — 1épései figyelheték meg. A spermatogenezisre
jellemzd, hogy a fejlédé himivarsejtek a kezdetektdl kiindulva cisztaban fejlddnek és
plazmahidakkal 6sszekdttetésben vannak, szinkronizéltan fejlddnek. Az érett, differencialodott

spermiumok a szeminalis vezikulumban tarolodnak a megtermékenyitésig.®



A Dosophila melanogaster spermatogenezise
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1.4bra: A Drosophila melanogaster spermatogenezisének sematikus abréazolasa a stadiumokra
specifikus sejtszervecskék feltiintetésével.®

A tesztisz apikalis régiojaban figyelheték meg a spermatogenezis korai stadiumai,
melynek els6 1épéseként az dsivarsejtekbdl mitotikus osztodasok révén primer spermatociték,
keletkeznek a szomatikus ”hub” sejtek szomszédsagaban. Ezt koveten a primer spermatocitak
négy mitotikus osztddast kovetden 1étrehozzak a 16 sejtes cisztakat, melyeket egyenként kettd
szomatikus cisztasejt hatarol. A 16 sejtes cisztak spermatocitai meiotikus sejtosztodas révén
létrehozzak a 64 darab spermatidat tartalmazd cisztat. A meidzist kovetden a kerek
spermatidakban kialakulnak a spermiumok sejtszervecskéinek eldalakjai. A centroszomakhbol
bazélis test alakul ki, ami citoplazmatikus mikrotubulusokkal kapcsolodik a sejtmag felé
torténd mozgasa soran, ahol az Un. ,centriolar adjunct” 4ltal lesz koriilvéve, amely a

cetroszomakban talalhato pericentriolaris anyaghoz (PCM) hasonldan elektrondenz struktura.
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Miutdn a bazalis test bedgyazddik a sejtmagmembranba, onnant6l kezdve mikrotubulus
organizald kdzpontként funkcional, ami a flagellaris axonéma és perinuklearis mikrotubulusok
Osszeszerel6dését inicialja. A pericentrin szerves részét képezi a centroszéméanak és a bazélis
testnek is, amely multifunkcionalis vazként szolgal szamos fehérje, illetve fehérje komplex
rogzitésében.* Az axonéma kialakulasa a bazalis testbdl kiindulva kezdddik el.®

A sejtmag kozelében a mitokondriumok fiziojaval, hagymahéjszert rétegzédéssel kialakul a
Nebenkern. A bazalis test bedgyazddik a sejtmag membranjaba, ahonnan az axonéma fog
kialakulni. Ebben a régiéban alakul ki a mikrotubulusokban és aktinban gazdag struktura, az
un. dense body is, mely fontos szerepet jatszik a transzportfolyamatokban és a sejtmag
késziilékbol az akroblaszt, amely az akroszoéma eldalakja.’

A poszt-meiotikus fejlodés elsd szakasza a megnyulas, amely a kordbbi szakaszokhoz
hasonloan szinkronizaltan zajlik. A 64 spermatida mindegyikének megnyulésa a cisztan belul
tortenik. A megnyulas korai fazisaban a ciszta polarizaltta valik, azaz a ciszta egyik végere a
sejtmagok, mig masik végére a spermiumok farki részei lokalizakédnak.® A spermatidakban a
sejtmagok kompakt szerkezetet vesznek fel, majd megnyulnak, mig az akroblasztbol kialakul
az akroszéma. A spermiogenezis soran a hisztonok tobbsége atmeneti fehérjékre, majd kés6bb
protaminokra cserélédik.® Ennek soran a hisztonok altal meghatarozott nukleoszéma-alap
kromatinbol a hisztonok poszttranszlacios modositasai €s atmeneti fehérjék kozremitkddésével
protamin-alapt, kompaktabb kromatin szerkezet jon létre a megnyulas soran.” Az axonéma
szinte teljes hossza mentén ER membrannal van kérulhatarolva a megnyulasat kovetéen, amely
a nebenkernbdl kialakuld két mitokondrium szarmazékkal kapcsoldodik.® Az axonéma
keresztmetszeti képére a csillokra jellemzd 9X2+2 mikrotubulus szerkezet jellemz6. A
megnyulas végén a cisztdk még mindig plazmahidakkal vannak osszekapcsolva.® A poszt-
meiotikus fejlddés masodik szakasza az individualizacid, amely sordn a spermatidak egyedivé
valnak, a kozottikk 1évé plazmahidak megsziinnek. A megnyult spermatidakat tartalmazo
cisztaban a sejtmagok koril kialakul az individualizaciés komplex (IC), a tii alaka aktin kapok,
az individualiziciés komplex felépitésében vesznek részt. Az aktin kipok ezt kovetben
elkezdenek szinkronizaltan vandorolni a ciszta bazalis vége felé, ezzel kiszoritva a feleslegessé
valt sejtalkotdkat és a citoplazmat. A spermatidak mentén kialakulnak a folyamatos egyedi
sejtmembranok.® A cisztikus hélyag az IC korul alakul ki, amely egyiitt vandorol a
komplexszel. A cisztikus holyagban két fehérjelebont6 folyamatot azonositottak, a kaszpazok
és a proteaszOma altal iranyitottat. Az apoptdzis soran az egyik kulcsfontossagu esemény a

cisztein proteazok egy specifikus osztalyanak, a kaszpazoknak az aktivalasa, amely aktivitas

6



szikséges a spermatidak individualizacidjahoz.® A tesztisz-specifikus proteaszéma
alegységeknek nagy valdszinliséggel fontos szerepe van az individualizacid szabélyos
lefolyasaban. Az individualizacidé végén a cisztikus holyag cisztardl vald leflizédése mellett a

vandorlas soran kiszoritott sejtalkotok és bomlastermékek a waste-bag-be kertilnek.®

1.2. A proteaszomalis fehérjelebontéas

Az ubiquitin-proteaszéma rendszer (UPS) kulcsfontossagu szerepet jatszik a
fehérjedegradacio szabalyozasaban, valamint néhany esetben a fehérje aktivitasban is. Az
ubiquitinrél tudjuk, hogy egy 76 aminosavbdl 4ll6 polipeptid. Az UPS miikodését egy harom
Iépéses enzim kaszkad inditja, amely a kovetkezé enzimekbdl all: ubiquitin-aktivald enzim
(E1), ubiquitin-konjugalé enzim (E2) és ubiquitin-lighz (E3). A proteolizishez és
degradaciohoz a poliubiquitilalt szubsztratokat a proteaszoma képes felismerni.® Az ubiquitin
kapcsolodasa a molekula glicin maradékanak ATP-fliggd aktivacidja révén kezdédik meg. Az
Ub ezt kovetden aktivalt részként kerll at az E2-be. A szubsztrat ubiquitilaciojanak utolso
Iépese az Ub-toltott E2 és a specifikus E3 altal felépitett komplex kialakulasa, amelyhez a
szubsztrat fehérje kapcsolodik. Ezt kdvetden ez az E2-r6l vagy kdzvetleniil a szubsztrat lizin
maradékahoz szallitodik, ha az E3 gyiiri-ujj (RING-finger) tipusu, vagy az E3-ban egy bels6
cisztein maradékhoz, amennyiben az enzim HECT-domén tipusu, majd legvégul kapcsolodik a
szubsztrathoz. Ugyanazon kaszkad mechanizmus alapjan tovabbi ubiquitin molekulak adédnak
a szubsztrathoz, ezzel létrehozva az Ub lancot.*®
Az ubiquitin proteaszéma rendszer (UPS) kdzponti szerepet jatszik a fehérje homeosztazis
preciz szabalyozasaban, ezzel biztositva bizonyos fehérje csoportok stabilitasat és mennyiséget
a sejtciklus egyes stadiumaiban, illetve az inaktivacidjukat az adott stadiumot kovetden.
Szamos UPS komponensrdl kidertilt, hogy szerepet jatszanak a spermatogenezis folyamatanak
szabalyozasdban. Tovabbd szamos olyan tesztisz-specifikus gént irtak le, amelyek
esszencidlisak és egyedi szerepet toltenek be a spermatogenezis sordn. Az UPS
spermatogenezisben betoltott funkcidjanak feltarasaval atfogé képet kaphatunk a proteom

dinamikéro6l a himivarsejtek fejlédése soran.’



1.3. A proteaszoma felépitése
A 26S proteaszdma funkcidja a poliubiquitilalt fehérjék lebontésa a citoplazmaban és a
sejtmagban (https://flybase.org/reports/FBgg0000208.html.). A 26S proteaszOma egy hengeres

katalitikus magi 20S proteaszomaboél és ennek mindkét végét sapkaszertien fedo regulator 19S
alegységekbdl all (2. abra). Drosophilaban a 32 proteaszomat alkot6 fehérjék harmadéanak van
paraldg gének altal kddolt tesztisz-specifikus valtozata.'* A 20S magi alegység (CP) és az egy,
vagy kett6 regulator alegység (RPs) kozponti végrehajtdi az UPS-nek (ubiquitin proteaszéma
rendszer) és a fehérje degradacionak. A 20S CP egy 28 alegységbdl allo komplex, amelynek
molekulatomege kb. 750 kDa. Ezek az alegységek 4, egymason elhelyezkedé gyiiriiben
rendezddnek (két azonos kiilsd a, és két azonos belsé B gylirii), ezzel hordoszerli szerkezetet
kialakitva. Az a és B gylriik is hét evolucionarisan konzervalt alegységet tartalmaznak, az al-
a7 és B1-B7 alegységeket. A B1, B2 és a BS alegységek rendelkeznek kaszpazszert, tripszinszeri
¢€s kimotripszinszerli proteolitikus aktivitassal. A két bels6 gytiri hét béta alegységbdl épiil fel,
amelyek egy belso iireget formalnak, amelyben a fehérjék lebontasaért felelds proteolitikusan

aktiv helyek talalhatok.®

B Konvencionilis proteaszéma

feds
195 regulator alegység

alap

O o alegységek

) )
alfo2) oo fosfas)o?) ) « O B alegységek
6 o E)os (o ) ' :
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2. abra: A 26S proteaszOma alegységeinek sematikus abrazolasa. A: CP, magi alegység (20S
proteaszoma); RP, 19S regulator alegység, amely alap- és fedé szubkomplexekbdl all. Az &bra a *
hivatkozas alapjan médositott. B: A konvencionalis proteaszOma sematikus abrazolasa a katalitikus és
regulator alegységekkel.

A 19S regulator alegyseg felismeri, letekeri, és transzlokalja az ubiquitinalt fehérjéket a
katalitikus alegységhbe ATP-fliggé modon (https:/flybase.org/reports/FBgg0000208.html). A

19S alegység egy fehérjekbdl allo bonyolult komplex, amely két fo részbdl all: egy
alapkomplexbdl és egy feddkomplexbdl. A feddkomplex eddig szomatikus sejtekben ismert f6
feladata a megkotott szubsztarok deubiquitildlasa, amely folyamatban az Rpnll

metalloizopeptidaz funkcidja teszi lehetdvé az ubiquitin tjrahasznositasat.?


https://flybase.org/reports/FBgg0000208.html
https://flybase.org/reports/FBgg0000208.html

1.4. A tesztisz-specifikus proteaszoma felépitése

A proteaszomak tesztisz-specificitasa nagymértékben azok egyedi RP és CP
alegységeinek 0Osszetételétél fiigg. Drosophildban a 20S CP alegységek kozel harmada
rendelkezik alternativ paralég génekkel, amelyeknek tobbsége Kkizéarolag a tesztiszben
expresszalodik (pl. az a6 paraldgja a Prosa6T). Ezek a tesztisz specifikus 20S paraldgok
kiz&rélag a Drosophila tesztiszben fejez6dnek ki a spermatogenezis meiotikus stadiumatol
kezd6dben a poszt-meiotikus stadiumain keresztll (3. &bra). Feltételezhet6, hogy fokozatosan
helyettesiti a kanonikus proteaszomat a tesztisz—specifikus forma.® Az emlés
spermatoproteaszoma az a-alegységek szintén egyedi kombinaci6javal rendelkezik, ugyanis az
SP katalitikus részéhez képest a spermatoproteaszoma a-gytriije tartalmaz egy alternativ o4
alegységet, az ods-t, amely nem a proteaszéma Katalitikus aktivitasat valtoztatja meg.
El6fordulasat tekintve megtaldlhato az emldsok tesztiszében, pontosabban a fejlédo
himivarsejtekben. Az o4s alegység tovabba fontos szerepet jatszik a megfeleld
spermatoproteaszoma kialakuléséban tesztiszekben. A spermatoproteaszéma feladata a magi
hiperacetilalt hisztonok lebontasa a spermatocitdkban, valamint a meiodzis megfeleld

szabalyozasaban van.*®

26S proteaszoma Tesztisz-specifikus proteaszoma

primer spermatocitdk kerek spermatidak megnytlé spermatidak

Meidzis
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3. bra: A Drosophila spermatogenezise alatt a 26S proteaszoma tesztisz-specifikus alegységekkel
kiegésziilve hozza létre a spermatoproteaszomat a mei6zist kovetéen.



A proteaszéma alegységek 0Osszetételének legkiterjedtebb szdvet-specifikus véaltozatat a
tesztiszben, és kilonosképp a meidzist kovetden a spermatidédkban figyelték meg. A tesztisz-
specifikus proteaszoma alegységek létezését elészor Drosophila melanogasterben irtak le az
1990-es évek kdzepén. Belote és munkatarsai két a4-tipusu alegységrol is beszamoltak (a4T1,
a4T2), amelyek paralog gének altal kodoltak, és amelyek kizardlag a him csiravonalban
expersszalddnak.* Késébbi vizsgalatok soran nyilvanvalova valt, a proteaszoma alegység gén
duplikéaciok szeleskdrben elterjedtek a D. melanogasterben, a mai napig a 33 26S proteaszéma
alegységbdl 12 olyan alegységet azonositottak, amelyek kettd, vagy akar harom kiilonb6z6
paraldggal is rendelkeznek (4. dbra). A proteaszoma alegységek konvencionalis formai minden
szOvetben és minden vizsgalt fejlédési stadiumban kimutathatok, mig az 6sszes tovabbi paraldg
specifikusan a tesztiszben fejezddik ki. Néhany alternativ alegységet részletesebben is
vizsgaltak riporter transzgének segitségével.'* Ezek a vizsgalatok a him csiravonal sejtjeire

korlatozodo expresszids mintazatot mutattak a spermatogenezis k6z€pso és késoi szakaszaban,

mik6zben a korai szakaszban csak a kanonikus proteaszoma alegységek fejez6dnek ki (5. abra).

Proteaszéma | LCSAST- Proteaszoma Tesztisz- Proteaszoma Tesztisz-
alegység speuﬁ]fus alegység speuﬁl’{us alegység specnﬁlfus
paralog paralog paralég
Mag al - Alap Rptl - Fedo Rpn3
a2 - Rpt2 - Rpn4d
a3 03T Rpt3 Rpt3R Rpn5
ad odT1 Rptd RptdR Rpn6
adT2 Rpt5 - Rpn7
aS - Rpt6 RptoR Rpn8
ab a6T Rpnl - Rpn9
a’ - Rpn2 - Rpnll -
Bl - Rpnl0 -
B2 B2R1 Rpnl3 Rpnl3R Uch37 Uch37R
B2R2
p3 -
p4 B4R1
B4R2
p5 B5R1
p5R2
po
p7

4. &bra: A magi és a regulator (alap- és fedé komplex) proteaszoma alegységek, valamint az egyes
alegységek tesztisz-specifikus paraldgjai.
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5. abra: A 26S proteaszdma transzkriptomikai analizise. A 26S proteaszdma transzkriptjeinek
eloszlasa Cytoscape-vel vizualizalva. A 20S magi proteaszoma az Alfa- és Béta alegységekb6l, mig 19S
regulator proteaszoma Rpn és Rpt alegységekbdl épiil fel. (Vedelek et al. 2018)*

1.5. A PA200 proteaszoma regulator

Emldsokben a PA200 fehérje a proteaszoma szabalyozasaban résztvevo fehérje, amely

kupolaszertien épiil r4 a 20S proteaszomara. A PA200 monomerjei a 20S proteaszéma egyik

vagy mindkét végéhez kapcsolodhatnak, valamint az

a7 alegység kivételével az Osszes a-

alegységgel kdlcsonhatnak. A PA200 a C-terminalis YYA (tirozin-tirozin-alanin) motivumot

hasznalja az 20S proteaszoma a-alegységek atrendez6désének indukalasahoz. A PA200

hianyos egerek eéletképesek, a PA200 hianya a himek fertilitdsadt befolydsolja, mas
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rendellenességet nem mutatnak. A PA200 minden emlds szovetben megtalalhato, de a
legnagyobb mértékben a tesztiszben fejezddik ki ami arra enged kovetkeztetni, hogy a PA200
fontos és kizarolagos szerepet jatszik a spermatogenezis folyamataban.’* A hisztonok
katalizaljak. A PA200 deléci6ja megsziinteti a szomatikus magi hisztonok acetilacio-fiiggd
lebomlasat.® Drosophilaban nincs a PA200 fehérjénck megfeleldje, feltételezziik, hogy a
tesztisz-specifikus  alegysegek proteaszdmaba épllése eredményezi a mddositott

spermatoproteaszomat.
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2. CELKITUZESEK

A célunk az emlésokben lejatszodo spermatoproteaszoma altali fehérjelebontés jobb
megértése a Drosophila melanogasterben megtalalhatd, az eml6s6kéhez hasonlo tesztisz-
specifikus proteaszoma alegységeinek vizsgalatan keresztil.

Célunk a katalitikus Prosp5R1 és ProsB5R2, valamint a reguldtor Rpnl12R alegységek
spermatogenezisben betoltott szerepének vizsgalata mutans torzsek eléallitasan keresztiil,
valamint az alegységek részletes genetikai és molekularis jellemzése. Ennek megvaldsitdsahoz
a CRISPR/Cas9 technoldgiat felhasznalva deléciét tartalmazé muténst szerettiink volna
létrehozni a Prosp5SR2 génben. Ezt ko vetden szerettiik volna feltarni a homozigdta Prosf5R24%
mutéansok fenotipusat.

Célunk volt a mutansok fertilitasanak és részletes spermatogenezis fenotipusanak az
Osszevetése a mar a csoport altal jellemzett tesztisz-specifikus regulator alegység mutansok
fenotipusaval.

Célunk volt a tesztisz-specifikus proteaszomalis fehérjek spermatogenezisen belili
eloszlasanak jellemzeése a feherjék fluoreszcens fehérjével torténé jelolésén keresztiil.

Eredményeinkkel szeretnénk kozelebb jutni a tesztisz-specifikus katalitikus (Prosp5R2,
ProspoR1) eés regulator (Rpnl2R) alegységek vizsgalatan keresztiil a proteaszomalis

fehérjelebontas spermatogenezisben bet6ltott funkciojanak jobb megértéséhez.
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3. ANYAGOK, ESZKOZOK, MODSZEREK
3.1. Klasszikus Drosophila genetikai modszerek

A megfeleldé mutans torzseket keresztezéssel, azaz az 4llatok ivaros szaporitasaval
hoztuk létre. A keresztezési sémék az Eredmenyek és értékelésiik pontban talalhatok.
A torzseket kukoricadards élesztds taptalajon tartottuk fenn vattaval lezart fioldkban. A
keresztezések fenntartasa 25 °C-o0s termosztatban, mig a torzsek fenntartasa 18 °C-on tortént
az allathdzban.

3.1.1. Felhasznalt torzsek

Felhasznalt torzsek Létrehozott mutans, transzgenikus torzsek

wlilis + .+ w  Prosf5SR24%  +
WIIISIT’T’: w/y’  SM6b "+

—; —; TM;ﬁﬁ? gRT\;S INSI W ProspSR2>5 Protamine-GFP

wly Sb/BSR2 gR wy'  Cy0 ' MKRS.Sb

wIf _ Protamine-GFP

w/y’ CyO'  MKRS,Sb w ProspSR2%5  B5SR2-GFP

nos-Cas9 +  + wly’  Cy0 " MKRS,Sb

nos-Cas9’ + ' +

w  SM6b  + W ProspSR2"*  Pericentrin-GFP

wly’ Sco ' + wly'  Cy0O ' MKRS,Sb

w  + PBSR2-GFP

wly ; + ' TM6C W ProspSRI*%, Prosp3R24** TM3,Sb,Ser/+

wiy’ SMéb " CxDI+

w If  TM6, Tb, Hu
wly’ CyO ' MKRS,Sb

w If  Pericentrin-GFP
w/y’ CyO " Pericentrin-GFP
W ProspSRI*® 4+

wly’  SM6b | +

w  Sp  TM3,Sb,Ser
Wiy’ SM6b  CxD
w4 Rpnl2RM
wiy’ +° TMS3, Sb, Ser

3.1.2. Fertilitasi teszt

A kiilénbdz6 him mutansok fertilitasanak ellendrzése céljabol egy himet 3-4 w8 vad
tipusu ndsténnyel kereszteztiink. A keresztezéstdl szamitott néhany napon beliil megfigyelhetd
larvak, babok, majd kifejlett utodok megjelenése vagy hianya alapjan megallapithato volt, hogy

fertilisek-e a mutansok. Az eredményeket a kontroll csoport legyeivel hasonlitottuk dssze.

3.2. Molekularis biolégiai médszerek
3.2.1. Felhasznélt oldatok
= TB puffer (Testis Buffer) (50 ml): 7,5 ml 15 mM kélium-foszfat (pH=6,7), 4 ml 80 mM
KCl, 160 pul 16 mM NacCl, 250 ul 5 mM MgCls, 0,5 g 1% PEG 6000, H,O
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= PBS (1000 ml): 8 g 137 mM NacCl, 0,2 g 2,7 mM KCI, 1,42 g 10 mM NaxHPOg, 0,27 g
2 mM KH2POg4 (pH= 7,4), 800 ml H.O

= PBSTX (50 ml): 1500 pl 10% TritonX, 100 pl 50% Tween, 1X PBS

= Fixalo puffer: PBS, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaxHPO4, 2 mM KH2PO4
(pH=7.4)

= Formaldehides fixald oldat (400 pl): 100 pl 16%-os formaldehid, 300 pl fixalo

= SB puffer (Squishing Buffer) (10 ml): 66,6 ul 10 mM TRIS (pH=8,2), 20 pl 1 mM
EDTA (pH=8,0), 50 ul 25 mM NaCl, ~9,87 ml H,0

= 1% BSA-PBST (10 ml): 0,1 g BSA (por), ~10 ml 0,1% PBS-Triton

= 1X TAE (500 ml): 10 ml 50X TAE (24,2 g TRIS, 5,7 ml ecetsav, 10 ml 0,5 M EDTA),
490 ml H.0

= 2 YT (1000 ml): 16 g Bacto-tryptone, 10 g Bacto-yeast extract, 5 g NaCl, 900 ml H,O,
5 M NaOH-val a pH beéllitasa 7-re, feltéltes desztillalt vizzel, 15 g agar szilard taptalaj
esetén, a karbenicillint kozvetleniil adjuk hozza felhasznalas eldtt (100 mg/ml)

= Green Solution: 10 pl 1 M Tris-HCI, 2 pul 50 mM EDTA, 10 pl 10 mg/ml BSA, 10 pl
0,1 M DTT, 1 ul Triton X-100, 964 pl H20

= Festékek: Texas Red®-X Phalloidin (1:400), DAPI (1:500)

= Ellenanyagok:
- els6dleges: Rpnl12R (1:300), AX049 (1:5000), anti-Caspase-3 (rabbit) (1:200);
- masodlagos: Alexa Fluor 488 (1:400), anti-Mouse Alexa Fluor™ 488 (1:400)

3.2.2. Polimeraz lancreakcio (PCR)
A kiserlet soran a Thermo Scientific DreamTagq DNS polimerazt hasznaltam, a gyarté altal
ajanlott koriilményeknek megfelelden (1., 3. és 4. tablazat). A PCR soran a 2. és a 6. tablazatban

feltlntetett forward és reverse primereket alkalmaztam.

Mennyiségek

Komponensek @5 ul};e) ?ul]
Dream Taq puffer 2,5
MgCl, 0,5
dNTP Mix (10 mM) 0,5
DreamTaqg DNS polimeraz 0,1
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
Templat DNS 0,5
H.O 19,9

1. tAbldzat: A PCR soran elkészitett MasterMix komponensei.
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Primerek Szekvencia
BSR2 fw. TTGTGGTCCTACGGTC
BSR2 rev. (0j) GGGGGCGAGACCCAACCTTG
BSR1 fw. CAGTGAGTGGTTTCATGTACTC
B5R1 rev. TACCGTTGCCAGCTTAGTCTG
2. tblazat: A PCR sorén hasznalt primerek.
Klogr:é%mtt Hoémérséklet [°C] Idétartam | Ciklusszam
95 2 min 1
95 30 sec
B5SR2 50 20 sec 30
72 2 min
72 10 min 1
Kloggonzou Hoémérséklet [°C] | Idétartam Ciklusszam
95 10 min 1
95 30 sec
B5R1 51 30 sec 35
72 1 min 30 sec
72 5 min 1

3. és 4. tablazat: A PCR soran alkalmazott korilmények.

3.2.3. DNS izolalas egy légybol
A muslicat PCR cs6be helyezziik, majd jégre tessziik. Az allatokat 50 ul SB puffer és
0,5 ul Proteindz K oldatban homogenizaljuk. A PCR csodveket 30 percig 37 °C-ra, majd az

enzim inaktivalasara 2 percig 95 °C-ra a PCR gépbe helyezziik. A mintakat -20°C-on taroljuk.

3.2.4. Agardéz gélelektroforézis

A PCR termékek ellendrzése céljabol 1%-0s agaroz gélen futtatjuk 1X TAE pufferben.
A DNS-t MIDORI Green Xtra DNS festékkel tessziik lathatova, amelyet a gélhez keveriink
szilardulas el6tt. A megszilardult gél zsebeibe 10-10 pl mintat toltottiink be, majd 90 V-on
futtattuk 20-25 percig. A DNS méretének meghatarozasahoz a Thermo Scientific MassRuler

High Range létrajat hasznaltuk.

3.2.5. PCR termék klénozéasa

A Kiseérlet soran a Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit-et hasznaltuk, és a
Sticky-End Cloning Protocol szerint dolgoztunk. A protokoll alapjan elészor 5 percig 70 °C-on
inkubaltuk az 5. tablazatban szerepld komponensek oldatat. A mintakat a PCR gépbdl kivéve
jégen hutottiik. Ezt kovetden hozzaadtuk a vektort és a ligdz enzimet a rendszerhez, majd 5
percig 22 °C-on inkubaltuk PCR gépben (5. tablazat).
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Komponensek Mennyiségek (20 pl-re) [ul]
2x Reaction Buffer 10
PCR termék (nem tisztitott)
Viz
DNA Blunting Enzyme
pJET 1.2/blunt Cloning Vector
T4 DNA Ligase
5. tdblazat Tompa végii PCR termék eléallitasa.

R ko=

3.2.5.1. Plazmid transzformalésa

A transzformalas soran 100 pl kompetens sejthez 2 pl-t adunk a ligalt termékb61, majd
30 percig jégen tartjuk a mintat. Ezt kovetéen a mintdkat 45 masodpercre termoblokkba
helyezziik 42 °C-on, majd visszahelyezziik 2 percre jégre. A mintakhoz 900 ul 2YT folyékony
tapoldatot adunk, majd 37 °C-on 1 o6ran at vizfiirdén inkubaljuk. Hig szélesztés esetén a
novesztett kulturabol 100 pl-t szélesztiink szilard karbenicillines 2 YT taptalajon. Koncentréalt
szélesztéshez a maradek mintat 3 percig 2500 rpm-en lecentrifugdljuk, majd pipettaval
leszivunk 800 pl feliiluszot és a cs6 oldalahoz tapadt pelletet felszuszpendaljuk, végil a

megmaradt 100 pl-t szélesztjik. A lemezeket éjszakara 37 °C-ra helyezzik.

3.2.6. Koldnia PCR

A transzformalast kovetéen az antibiotikum rezisztens baktériumtelepekbdl egyedi
telepeket oltunk le 3 ml karbenicillines folyékony 2YT taptalajba. Ezt éjszakara 37 °C-ra
helyeztiik allandé 250 rpm-es keverést biztositva. Masnap az egyedi telepekbdl inditott
baktériumokat a nagy tisztasagu DNS kitisztitasa eldtt kolonia PCR-rel ellendrizziik. Ehhez a
templat DNS-t a baktérium kulttrabol készitjik ugy, hogy 1 pl-t 6sszekevertiink 9 pl Green
Solution-nel, majd a 8. tablazatnak megfeleléen PCR reakcioval ellendrizziik az inszertek
jelenlétét a vektorokban. PCR csovekbe 19 pl Mixture-t és 1 pl templatot mértiink 6ssze (7.
tablazat).

Primerek Szekvencia
pJET 1.2. forward CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJET 1.2. reverse AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

6. tablazat: A koldnia PCR soran alkalmazott primerek.
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Mennyiségek
Komponensek 20 pk-re) [ul]
Dream Taq puffer 2
dNTP Mix 0,5
DreamTaq DNS polimeraz 0,1
pJET 1.2. fw. 0,5
pJET 1.2. rev. 0,5
Templat DNS 1
H.0 16,4
7. tdblazat: A koldnia PCR soran elkészitett MasterMix komponensei és a szilkséges mennyiségek.
Kl6nozott gén Hdémérséklet [°C] Idétartam Ism.
95 2 min 1
95 30 sec
B5SR2 55 20 sec 25
72 1 min
72 10 min 1

8. tablazat: A koldnia PCR soran alkalmazott kortilmények.
3.2.7. Plazmid DNS izolalas
A baktériumbol torténd DNS izolalasa soran célunk nagy tisztasagu plazmid DNS
kinyerése. A kolonia PCR soran készitett sejtkultirabol a Thermo GeneJet Plasmid Miniprep
Kit segitsegével tisztitottuk ki a DNS-t, a gyart6 ajanlasanak megfeleléen.

“z ez

készulékkel mértiik meg.

3.2.8. Restrikcids emésztés
Az inszert beépiilésének ellendrzésére restrikcios enzimekkel torténd emésztést

alkalmaztunk (9. tablazat).

Komponensek Mennyiségek (20 pl-re) [ul]
H>O (nukledz mentes) 14,7
10x Buffer Orange 2
DNS (0,5-1 pg/ ul) 3
Bglll. restrikcios enzim 0,3

9. tdblazat: A restrikcios emésztéshez hasznalt komponensek és szlikséges mennyiségeik.

Ezt kovetdéen a mintakat inkubaljuk Termoblokkban 37 °C-on 1,5 Orén at, majd agaréz

gélelektroforézissel ellendrizziik a DNS fragmentek méretét és jelenlétét.

3.2.9. Mikroszkédpia, immunfestés
3.2.9.1. Drosophila melanogaster tesztisz izolalas

A tesztiszeket a Drosophila melanogaster utotestébdl lehet izolalni, mely soran a
legyeket bonccsipesz segitségével TB pufferbe helyezziik, majd boncoljuk sztereomikroszkop

alatt. Ezt kdvetden az izolalt tesztiszeket Eppendorf csében 1évé TB pufferbe, vagy fixalas
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esetén 4%-os formaldehid és fixalo oldat keverékébe (200 pl/minta) helyezziik. A fixalt és nem

fixalt mintak ezt kdvetden targylemezre helyezhetdk, majd fénymikroszkdppal vizsgalhatok.

3.2.9.2. Drosophila melanogaster tesztisz aktin-DAPI festés
Ez a festési eljards a sejtmagok és az individualiz&cié soran kialakulé aktin kipok
festésére alkalmas, mely a kovetkezd 1épésekbdl all:

1. Tesztiszek (10-15 db) izollasa a 3.2.9.1.-ben leirtaknak megfeleléen.
2. 15 percre allni hagyjuk a tesztiszeket formaldehides fixalo oldatban.
3. A formaldehides fixalé oldatot leszivjuk pipetta segitségével, majd 3-szor &tmossuk ~500
ul PBSTX pufferrel. A mosasi 1épések soran 500 ul PBSTX-et a mintara pipettazunk,
forgatdra helyezziik, majd 10 perc forgatas utan leszivjuk a puffert, és ismételjik az egyes
Iépéseket.
4. A festekanyagokat higitjuk PBSTX-ben, majd hozzaadjuk a mintakhoz.
5. A mintakat 30 percre billegtetére helyezziikk. A mintdkat kozben sotétben tartjuk,
letakarjuk a festékanyagok fényérzékenysége miatt.
6. Leszivjuk pipettaval a higitott festékanyagokat tartalmazé PBSTX puffert, majd kétszer
10 percig PBSTX-xel, egyszer 10 percig PBS oldattal mossuk a mintdkat a 3. pontban
megfogalmazottaknak megfelelden.
7. A tesztiszeket felszivjuk pipettaval és targylemezre helyezziik dket sztereomikroszkop
alatt. Eltavolitjuk az esetleges szennyezddéseket, €s pipettaval leszivjuk a PBS jelent6s
részét.
8. A mintakhoz egy csepp SlowFade™ Diamond Antifade Mountant-ot adunk. (DAPI
festés esetén egy csepp: SlowFade™ Diamond Antifade Mountant with DAPI.)
9. A mintakat lefed;jiik feddlemezzel, rogzitjiik a sarkait, majd fluoreszcens fénymikroszkop

alatt vizsgaljuk a megfestett tesztiszeket.

3.2.9.3. Drosophila melanogaster tesztisz immunfestés
Az immunfestés soran a fehérjék sejten beluli elhelyezkedése lathatova tehetd. A festési

eljaras soran elsédleges-, és fluorofdrral ellatott masodlagos ellenanyagot hasznalunk, mely
detektalhatdva teszi a vizsgalni kivant fehérjét az adott sejtben, szévetben.

A festési eljaras a kovetkezd 1épesekbdl 4ll:

1. Tesztiszek (10-15 db) izolalésa a 3.2.9.1.-ben leirtaknak megfeleléen.

2. A formaldehides fixal6 oldat kimosasa: kétszer 15 perc PBSTX, majd egyszer 10 perc

PBS oldattal (500 pl).
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3. A PBS leszivéasa pipettaval, majd 10 ml blokkolé (1% BSA PBSTX oldoszerben oldva)
hozzéadasa a mintahoz. A tesztiszeket 1 6ran at a blokkoldban hagyva forgatjuk.

4. Az els6dleges ellenanyagot higitjuk PBSTX és BSA oldataban.

5. Teljes éjszakéra 4 °C-ra helyezzik a mintékat.

6. Haromszor atmossuk a mintakat 500 ul PBSTX + BSA oldattal.

7. A mésodlagos ellenanyagokat higitjuk PBSTX + BSA oldatban. A mintakra ramérjik a
masodlagos ellenanyagot tartalmazé oldatot, majd 2 6rara billegtetére helyezziik.

8. Pipettaval leszivjuk a masodlagos ellenanyagot tartalmaz6 oldatot, majd 500 ul PBSTX-
xel mossuk a mintat.

9. A festékanyagokat higitjuk PBSTX-ben, majd hozzéadjuk a mintakhoz.

10. A mintakat 30 percre billegtetére helyezziik. A mintakat kdzben sotétben tartjuk,
letakarjuk a festékanyagok fényérzékenysége miatt.

11. Leszivjuk pipettaval a higitott festékanyagokat tartalmazo PBSTX puffert, majd egyszer
10 percig PBSTX-el, és egyszer 10 percig PBS oldattal mossuk a mintakat.

12. Atovabbiakban a 3.2.9.2. festési eljarasnak a 7., 8. és 9. Iépéseit alkalmazzuk.

A mintakat fluoreszcens és konfokalis mikroszképon vizsgaltuk (Olympus BX51
fluoreszcens mikroszkdp és Olympus Fluoview Fv10i konfokalis mikroszkop). Az
elkészitett felvételeket GIMP programmal szerkesztettik. Az axonéma hosszanak

statisztikai vizsgalatat Fiji programmal végeztik.
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4, EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. Homozigo6ta Prosfp5R242°> mutansok létrehozasa CRISPR/Cas9 technoldgiaval

A proteaszoma kdzponti részében a katalitikus B5 alegységnek két tesztisz-specifikus
paralégja van, a B5R1 és B5R2. A laboratdriumunk altal elvégzett RNS szekvendlasi adatok
alapjan ezek a spermatogenezis késéi szakaszaban vannak jelen és akkor jatszhatnak fontos
szerepet (6. abra).’® A ProspSR2 gén (hivatalos nevén: Proteasome B5 subunit-related 2) a 2.
kromoszdma bal karjan lokalizalt, egyetlen, 840 bp hosszisagu exonbdl all, intront nem
tartalmaz. A Prosp5R2 gén altal kodolt fehérje 279 aminosavbol all. Kifejezddése a szomatikus
szovetekben nem szamottevd, legnagyobb mértékben a tesztiszben expresszalodik
(https://flybase.org/reports/FBgg0000208.html).

1] & O €3

=

Prosbetas

6. abra: A proteaszoma magi részét felépité f alegységek transzkriptomikai analizise. A Prosbetab
tesztisz-specifikus paraldgjai a tesztiszben expresszalddnak, mind a ProsBSR1 és a ProspSR2 a
spermatogenezis késdi stadiumaiban halmozadik fel. Az abra a >-6s hivatkozas alapjan modositott.

A célunk az volt, hogy a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével deléciot hozzunk létre a

crcr
=z =7
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7. &bra: A Prosp5R2 és Prosp5R1 gén elhelyezkedése a Drosophila genomban és a génben
létrehozott delécio vizualizalasa. A Prosp5R2 gén a 2. kromoszoéma bal karjan talalhato
(2L:17.990.418 — 17.991.951), mig a delécidhoz hasznalt specifikusan kot6do gRNS-ek
kot6helye pirossal jelolve lathatd. A delécid soran a gén kodold szakaszanak 17.990.514 —
17.991.316 nukleotidja kozotti rész esett ki, amely 803 bazispar delécidjat jelenti. A Prosp5SR1
gén a 2. kromoszoma jobb karjan talalhatd (2R:23.308.654 — 23.309.816), mig a deléciéhoz
hasznalt specifikusan k6t6dé gRNS-ek kotéhelye pirossal jelolve lathatd. Zold nyilak: a delécio
ellenérzésére hasznalt forward és reverse primerek.

A B5SR2 gRNS-eket tartalmazo plazmiddal transzgenikus vonalakat hoztunk létre, amelyet a

Cas9 enzimet hordozo allatokkal kereszteztiink az alabbi keresztezési séma alapjan (8. abra).

g woo+ BSR2 gRNS X nos-Cas9 + + Q
y ° + ' TM6,Sb/B5R2 gRNS nos-Cas9 ~ + 7 +
S
5-Cas9 + PSR2 gRNS
o W _SMéb =+ x hos £
y' Seo '+ wo T+ ?
g ¥ SM6b L G o)
y Sco + w ' SM6b * +

«—

W ProspSR245 4+
wiy’  SMeb |+

8. &bra: Prosp5R2 génben delécios mutansok létrehozasdhoz hasznalt keresztezési séma.
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4.2. A delécios mutansok molekularis ellenérzése PCR-ral

A létrehozott BSR2 delécids jelolt torzseket PCR felhasznalasaval ellendriztiik. A
torzsek egyedi him &llataibol DNS-t izolaltunk és ezt hasznaltuk templatként a PCR reakcio
sorén. A vad tipusnal egy 2249 bazispar méretti terméket kaptunk. A delécio kdvetkeztében a
muténs térzsben a vad tipusnal kisebb terméket vartunk (9. abra). A 65 keresztezésb61 két vonal
bizonyult pozitivnak. A delécibk PCR-ral torténé megerésitését kovetéen a 25-0s vonalbdl

alapitottunk torzset, és elkezdtik a mutansok fenotipikus jellemzését.

2
9. dbra: Agaroz gélelektroforézis a BSR2 génen végzett PCR termékeirdl. A kontroll 2249 bp
értékéhez képest a 12-es és 25-6s mintak esetén a PCR termék 1446 bp-os terméket ad, ami a génben
tortént deléciodra utal.

A delécidk pontos méretének és a toréspontok szekvenciajanak meghatarozasara a 12-es és a
25-0s mintak PCR termékeit pJet1.2 plazmidba ligaltuk. Az inszert DNS-t tartalmaz6 plazmidot
E. coli baktériumokba transzformaltuk és a DNS plazmidba valé beépiilését kolonia PCR-ral
ellendriztiik egyedi baktérium telepekbdl. Az igy pozitivnak bizonyult telepekbdl miniprepet
készitettiink és plazmidot izolaltunk. A tisztitott plazmidokat restrikciés emésztéssel
ellendriztiik, amelynek termékeit agar6z gélelektroforézis segitségével tettiink lathatova. A
gélkép alapjan a ligalas és a klonozas is sikeres volt, mivel 1500 bazispar koruli terméket
kaptunk (10. abra).

10. abra: Gélkép a BRZ génn végzett kolonia PCR trmékekr(’il. A mintavétel
baktériumkoloniakbol tortént a delécio ellendrzése céljabol. A PCR termékek a tovabbi munkalatokhoz
kivalasztott 12/3 és 25/3 minték esetén is 1446 bp-os értéket mutatnak, amely a delécié meglétét jelzi.
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A plazmidot restrikcios emésztés soran Bglll enzimmel emésztettiik, amely a beépllés két
végén hasitva megmutatja a beépult inszert meretét. A 2974 bp-os plazmidtol jol elkiilonithetd
az 1446 bp inszert agar6z gélelektroforézissel (11. &bra).

A plazmidba épult inszert szekvenalasa a 25/3-as plazmid pJet1.2. forward és pJetl.2. reverse
primerek felhasznalasaval tortént. Az eredményiil kapott nukleotid sorrendet a vad tipust B5R2

gén nukleotid sorrendjével hasonlitottuk 6ssze BLAST program felhasznalasaval.

B Bglll Prosp5R2

Bglll

B v S 14 ; “
11. &bra: A plazmid emésztése Bglll restrikcios enzimmel. A: A gélképen elkiilonitheték az emésztett
mintak (1: 12/2, 3: 25/3), melyek esetén a 2974 bp korili PCR termék a plazmidhoz, mig az 1446 bp-os
PCR termék a Prosp5R2 génhez tartozik. Az emésztetlen mintak esetén csak egy jel detektalhato 4000
bp koruli értéknél (2: 12/2, 4: 25/3). B: pJET1.2. plazmid a beépitett Prosp5SR2 génnel és BglIl
restrikcios hasit6 helyekkel.

Megallapitottuk, hogy a CRISPR/Cas9 technologiaval eléallitottunk a BSR2 génben a genomi
régié 17.990.514-t6l1 17.991.316-ig terjed6 delécidjat (7. abra).

A 25-6s vonal mutans trzs homozigota életképesnek bizonyult. A homozigota Prosp5R24%
allatait megvizsgalva a himek sterilitdsat allapitottuk meg, mig a heterozigotak fertilisnek
bizonyultak.

A korabban a Prosp5R2 mutanshoz hasonléan CRISPR/Cas9 technolégiaval a laboratériumban
eldallitott Prosp5R14%6 mutanst (7. abra) is megvizsgaltuk. A homozigdta Prosp5R14% allatok
életképesek, és a mutans himek fertilisnek bizonyultak. A homozigdta Prosp5R 14?5 mutansok
tesztiszében a cisztak megnyulasa normalis, a sejtmagok a vad tipushoz hasonld, normalis

morfoldgiat mutatnak a megnytlasuk korai és késoi szakaszaban is (18. abra).
4.3. Homozig6ta Prosp5R24% mutans fenotipusanak vizsgalata

A homozigdta Prosp5R24% mutans vonal sterilnek bizonyult, igy a mutans tesztiszek
részletesebb fenotipikus jellemzésével folytattuk a vizsgalatokat. A tesztiszekben talalhat6
kiilonbozd sejtorganellumokat fluoreszcens festékekkel tettiik lathatova. A sejtmagokban

talalhaté DNS festésére DAPI festéket, mig az individualizaci6 nyomon kdvetésére az aktin
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kapokat fluoreszcensen jelolt Phalloidin segitségével tettik lathatova konfokalis mikroszkopiat
alkalmazva (12. &bra).

A homozigdta Prosp5R24%° mutans tesztiszének vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az
individualizécié kezdetére a spermatiddk sejtmagjai a vad tipusban tapasztalt tiiszerl
megnyulast nem minden esetben mutatjak, lekerekednek, és szétszorddhatnak a tesztiszben.
Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a sejtmagok megnyulasa nem megfeleléen torténik
meg a ProsB5R24*° mutansban. Az abnormalis cisztik mellett ugyanakkor megfigyelhetok a
korabbi fejlodési stadiumban 1évé normalis, vad tipusu cisztak is, melyek esetében a sejtmagok
megnyulasa normalisan elindul (20. &bra). Az individualizaciés komplex (IC) kialakulasa és
vandorlasa joI nyomon kovethetd az 1C-ben taldlhaté aktin kipok kdvetésével Phalloidin
festéssel. A vad tipushoz képest a homozigéta Prosp5R24%> mutansban kevesebb a kialakuld
aktin kipok szama, a vandorlasuk pedig nem szinkronizaltan torténik, amely ésszhangban van

a magmegnyulasi hibabol eredd cisztarendellenességekkel.
A B B! B2
~
~A
~A
~h A

12. dbra: Sejtmagok és IC festése fluoreszcens probakkal. DAPI fluoreszcens festékkel megfestett
sejtmagok (kék), Texas Red®-X Phalloidin fluoreszcens festékkel megfestett aktin kipok (piros). A:
kontroll (vad tipusu) tesztisz, tii alaki megnyult sejtmagokat tartalmazd ciszta (fehér nyil), és
szinkronizaltan vandorlé IC (aktin kdpok, fehér nyil); B: homozig6ta ProsBf5R24%° mutans tesztisz:
abnormalis, kér morfoldgiaju sejtmagok (fehér nyil); szétsz6rddott, nem szinkronizaltan vandorlé 1C
(aktin kupok, fehér nyil) (B'); normalisan kialakul6 aktink kapok (fehér nyil) (B?). Mérce: A, B*: 20
um; B, B% 10 pm.
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Annak érdekében, hogy az axonémat is vizsgalni tudjuk, immunfestést végeztiink tesztisz
preparatumokon poliglicilalt Tubulin elleni ellenanyaggal (AX049) (13. abra). A homozigota
Prosp5R24% mutansban az axonéma révidebb, szignifikans kiilonbség figyelhetd meg a vad

tipushoz képest, ahogy azt a statisztikai vizsgalat eredményei is mutatjék (19. abra).

13. abra: Az axonéma Kkialakuldsanak és hosszanak vizsgélata. DAPI fluoreszcens festékkel
megfestett sejtmagok (kék), Texas Red®-X Phalloidin fluoreszcens festékkel megfestett aktin kipok
(piros), AX049 ellenanyaggal jeldlt axonéma (z6ld). A: kontroll (vad tipusu) teljes tesztisz; B:
homozigo6ta Prosp5R242% mutans teljes tesztisz; C: kettés homozigdta Prosf5R14%%, Prosp5R242% mutans
teljes tesztisz; D: homozigdta Rpn12R™ mutans teljes tesztisz. Mérce: 200 pm.

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a ProspSR2 mutansban megfigyelt
magmegnyulasi hiba a bazalis test hibajaval parosul-e, a Pericentrin-GFP bazalis test markert
hasznaltuk. Pericentrin-GFP-t hordozo transzgenikus torzset allitottunk elé ProspSR2 mutans

hattéren az alabbi keresztezési sema alapjan (14. abra).

w If  Pericentrin-GFP x W Pm\f)"!.‘??’ Prot-GFP Q
y C )-0 Pericentrin-GFP P}.—)sﬁ‘i}?" 5 ' MKRS,Sb

s W Prf).\'ﬁﬁR.?-’-‘j‘ Pericentrin-GFP
wly ' CyO " MKRS,Sb

14. &bra: Pericentrin-GFP-t hordozé Prosf5R2 mutans torzs alapitasa.
A vad tipusu bazalis testek konfokalis mikroszkoppal torténd vizsgalata soran a Pericentrin-
GFP detektalhato volt a korai megnyult stadiumokto6l kezdve a késéi megnyulasi stadiumon at

a megnyult, tii alakd sejtmagokig a centroszéman és a meidzist kdvetden a bazalis testen. A
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Pericentrin-GFP jel a sejtmagok bazalis végén, az akroszomaval ellentétes oldalon detektalhato
a megnyult, teljesen érett spermiumokban (15. dbra). A homozigéta Prosp5R24%° mutansokban
a Pericentrin-GFP jel a megnyult sejtmagok bazélis végén altaldban megtalalhatd, de az
abnormalisan megnyult magok esetében nagyon gyengén detektalhatd, ami a bazélis test
hianyara, elvesztésére utal ezekben a cisztakban (15. &bra, D).

A B

15. abra: DAPI fluoreszcens festékkel megfestett sejtmagok (kék), Texas Red®-X Phalloidin
fluoreszcens festékkel megfestett aktin kipok (piros), bazalis testek jeldlése Pericentrin-GFP-vel (z6ld).
A: kontroll (vad tipusu) teljes tesztisz; B: homozigéta Prosp5R24%° mutans teljes tesztisz; C: normalis,
tii alak( sejtmagokat tartalmazo ciszta (fehér nyil), és normalisan vandorlo IC (aktin kipok) vad tipust
tesztiszben; D: abnormalis sejtmagok (sarga nyil) és aktin kdpok (sarga nyilhegy) homozigota
Prosp5R2%° mutans tesztiszben. A sematikus abra a fenotipusok dsszefoglalasat mutatja. Mérce: A, B:
100 um; C, D: 20 pm.

4.4. A B5R1 gén redundans szerepének vizsgalata a spermatogenezisben

A B5R1 gén mutadnsa homozigota életképes és fertilis. Annak érdekeben, hogy
megvizsgaljuk a két tesztisz-specifikus SR gén szerepét, ProspSR14%%, Prosp5R2%° kettOs
mutanst allitottunk el6. Mivel mindkét B5R gén a 2. kromoszdman talalhatd, rekombinacioval

a 16. abran lathato keresztezési séma alapjan hoztuk 1étre a kettds mutansokat:

W ProsfiSRIY + W ProsfSR2S 4+ o
Y ' ProspsR1%’ + W ProspsR2 " +

+

Sp  TM3,Sb,Ser

W ProsfiSR14%
. . X . :
¢ W ProsfiSR29%" + w ' SM6b  CxD J
o W . ProspsRI**, Prosf5R2* TM3,Sb,Ser X w  Sp  TM3,Sh,Ser Q
y - SM6b ’ } w ' SM6E  CxD
¢ W ProsfiSRI7, ProsfiSR2' TM3,Sb,Ser/s
wiy” ShMob ' CxD/+

16. dbra: Prosp5R14*%, Prosf5R24% kettés mutinsok eléallitasa rekombinaciéval.
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A kettés mutansok ell6allitasanak sikerességét a két génre specifikus PCR segitségével

ellendriztiik (17. abra).

17. abra: Gélkép a pSR1 és a BSR2 génen végzett PCR termékeirél. A kontroll 1935 bp (K, R1) és
2249 bp-os (K, R2) értékéhez képest a heterozigoéta (H) és homozigéta mutans (5, 6, 14, 32 és 35-0s
vonalak) legyekbdl szarmazo fSR 1 mintak esetén a PCR termék 500 bp, mig a fSR2 mintak esetén 1446
bp-os, ami a két gén egyduttes hianyara utal a kettds mutansban.

A mindkét mutaciot tartalmazd ProspSRI4?°, Prosp5R2%%° torzseket PCR segitségével
teszteltik és a mindkét mutéciot hordozo 5-, és 35-6s szama vonalakbol torzset alapitottunk.

A torzsek homozigota formaban életképesek voltak és himsterilitdst mutattak. A himsteril
fenotipust a tovabbiakban a tesztiszek sejtmagi festésével ellendriztiik (18. abra). A sejtmagok
megnyulasa a ProsB5R14%5, Prosp5R2%% kettés mutans spermatidakban a homozigota
vandorlé aktin kupok voltak megfigyelheték, valamint a vartaknak megfeleléen érett
spermiumokat sem tartalmazott a szemindlis vezikulum. Mivel tovabbi abnormalitdst nem
mutattak a Prosp5SR14%°, Prosp5R2%° kettds mutansok, igy megerdsitést nyert, hogy a

ProspB5SR1 gén redundéns funkciot tolt be a spermatogenezisben.

18. &bra: A sejtmagok és az aktinkupok vizsgélata fluoreszcens festékekkel. DAPI fluoreszcens
festekkel megfestett sejtmagok (kék), Texas Red®-X Phalloidin fluoreszcens festékkel megfestett aktin
kapok (piros). A: kontroll (vad tipust) tesztisz, tii alakii megnyult sejtmagokat tartalmazo ciszta (sarga
nyil), és szinkronizéaltan vandorld IC (aktin kapok, fehér nyil); B: homozigdéta Prosp5R14%® mutans
tesztisz, normalis (vad tipusu) morfologiaju sejtmagok (sarga nyil), és szinkronizaltan vandorlé IC
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(aktin kipok, fehér nyil); C: homozigéta Prosp5R242° mutans tesztisz, abnormalis kor morfolégiaju
sejtmagokat tartalmazd cisztdk (sarga nyil), és nem szinkronizaltan vandorld IC (aktin kapok, fehér

s

sejtmagokat tartalmazd cisztdk (sarga nyil), és nem szinkronizaltan vandorld IC (aktin kapok, fehér
nyil). Mérce: A, B, C, D: 10 um; C’: 20 pm.

A statisztikai vizsgalatok alapjan nyilvanvaléva valt, hogy az egyszeres mutansokban
(homozig6ta Rpn12RM, és homozigdta Prosp5R24% mutans), és a homozigdta kettés mutansban
is szignifikans kilonbség van az axonéma hosszaban a vad tipushoz képest (19. abra). Az
Rpn12R és Prosp5R2 gének, valamint a Prosp5R1 és Prosp5R2 gének egyittes hianya is
befolyasolja az axonéma kialakulasat, szervezddését, ezaltal hatassal lehetnek a spermatidak
megnyulasara.

Az axonéma hosszanak valtozisa katalitikus és regulator
alegység mutiansokban
ns P=005
*P<005
**P<00]
*% P < 001

= ke

=15 =15 n=15 n=15

Vad B5R2 mutins PSRRI, pSR2 Rpnl2R mutins
kettds mutins

19. dbra: Az axonéma hosszanak valtozasa katalitikus és regulator alegység mutéansokban. A vad
tipust (kontroll) tesztiszben mért axonémak hosszahoz viszonyitva szignifikans kiilénbség tapasztalhat
a homozig6ta Prosp5R24% és a kettds homozigota Prosp5R14%, Prosp5R24%° mutans, valamint a
homozig6ta Rpn12RM muténsban jelenlévé axonémakhoz képest. A P értéke minden esetben < 0.001.

4.5. Az allatok koranak valtozasaval a sejtmag fenotipusok valtozasa

A sejtmagi abnormalitast kiilonb6z6 koru him allatokban is megvizsgaltuk, hiszen
irodalmi adatokbol tudjuk, hogy a kor elérehaladtaval az allatok fertilitaisa csokken és a
tapasztalt fenotipusok felerésddnek.!” 3, 10 és 20 napos allatokat hasznaltunk a korfliggd
fenotipus valtozas megallapitasara. Azt tapasztaltuk, hogy a kor elérehaladtaval a vad tipushoz

viszonyitva megnd az abnormalis cisztak aranya a homozigéta Prosf5R24%> mutanshan (20.
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dbra). A homozigéta Prosf5R24% mutansok életkoraval korelldlva né az abnormélis

sejtmagokat tartalmazo cisztdk szama.

Az abnormilis sejtmagokat tartalmazo cisztik szimanak valtozisa az életkorral 3, 10 és
20 napos homozigota Prosf5R24% mutins legyekben.

dkk * kK

* *E%
1 P=005

100.00 n.s.P=0.05
" ; ns. . ; *AK . “P<0.05
S 90.00 “Pp <001
] #44 P < 0.001
T 80.00 =
B
v 70.00
-
v B
I 60.00
L2
Z £ 5000 M 3 naposak
s %
EE 40.00 10 naposak
=
£ 7 3000 20 naposak
©
v 20.00
w
)
3 10.00 I
< 0.00
=z Kontroll Muténs Kontroll Mutans

(normdlis (normdlis (abnormdlis  (abnormalis
sejtmagok) sejtmagok) sejtmagok) sejtmagok)

20. &bra: Az abnormélis sejtmagokat tartalmazo cisztak szdmanak valtozasa az életkorral. 3, 10
és 20 napos vad tipust (3 napos n= 110 ciszta, 10 napos n= 101 ciszta, 20 napos n= 54 ciszta) és
homozig6ta ProsB5R24% mutans (3 napos n= 134 ciszta, 10 napos n= 133 ciszta, 20 napos n= 123 ciszta)
tesztiszekben a megnyult cisztak sejtmagjait szamoltuk.

4.6. Hiszton-protamin atmenet vizsgalata homozigéta Prosp5R24% mutansban

A magasabbrendli szervezetekben a spermium kromatinja nagy mértékben kondenzalt
protamin-alapu szerkezetbe szervezédik. A hiszton-protamin csere kondenzalt, szorosabb
kromatin strukturat eredmeényez, mely a poszt-meiotikus fejlédés els6 szakaszaban, a
megnyulas soran torténik.
Annak érdekeben, hogy vizsgalni tudjuk létrejon-e a hiszton-protamin csere, homozigéta

Prosp5R24%5 mutansokat kereszteztiink Protamin-GFP-t hordoz6 transzgenikus torzzsel (21.

abra).
W 1f i Prot-GFP w  Prosfi5R2 125 4 9
y ' CyO" MKRS,Sb w ' Prosf3R245 T+
gV 'meﬂ_ﬂe: ‘i-‘; ProvGFP w ; !|‘ ; Prot-GFP Q
vy’ GO ! w ' CyO ' MKRS,Sb

-

s o W f’r'()m'fijﬁ.?‘:" Prot-GFP X W Prosfi5R2'%  Prot-GFP Q
y ' CyOo " MKRS,Sb w '  CyO " MKRS,Sb

21. dbra: Protamine-GFP-t hordoz6 Prosf5R24%° torzs eléallitasa.
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A hiszton-protamin csere a Prosf5R24% mutansok esetében megtorténik, ugyanis a GFP jel
detektalhaté volt az abnormdlis, szétszérddott sejtmagokban (22. abra). A homozigéta
ProsB5R24° mutansban a cisztak kozel 26%-a abnormalis, de ezek mindegyikében megtorténik

a hiszton-protamin csere (23. abra).

22. abra: A hiszton-protamin atmenet vizsgalata. DAPI fluoreszcens festékkel megfestett sejtmagok
(kék), Protamin-GFP (z6ld), Texas Red®-X Phalloidin fluoreszcens festékkel megfestett aktin kipok
(piros). A: kontroll (vad tipusu) tesztisz megnyult sejtmagokkal, a protamin-GFP jel a sejtmagokban
(fehér nyil) detektalhat6; B: homozigéta ProsB5R24% muténs tesztisz, az abnormalis, kor morfolégiaju
sejtmagokban is detektalhatd a protamin-GFP jel (fehér nyil). Mérce: A, B: 10 um.

A protamin pozitiv cisztak eloszlasa vad (kontroll) és homozigota
Prosf5R24% mutins tesztiszekben.

* *kx n.s.P>0.05
[ —
100 *P <0.05
**P =001
20 *#%P <0.001
b
S 70
2
'—E 60
B mKontroll
S s0 2=300
i Mutéans
- 2=300
2 40
§ 30
g 20
- 10
Protamin pozitiv Protamin pozitiv

normalis cisztdk abnormalis cisztak
23. &bra: A protamin pozitiv cisztak eloszlasa vad (kontroll) és homozigéta ProsB5R24%° mutans
tesztiszekben.

4.7. Kaszpaz-3 jelenlétének vizsgalata a cisztikus hélyagban immunfestéssel

A cisztikus holyagban két kiilonbozd fehérje lebontd folyamatot azonositottak, egyrészt
a proteaszOma, masrészt a kaszpazok altal iranyitottat. Annak érdekében, hogy a kaszpaz
aktivitast vizsgalni tudjuk, immunfestettiik a vad tipust és a Prosp5R24% mutans tesztiszeket

Caspase-3 elsodleges, és fluoreszcensen jelolt masodlagos ellenanyaggal (24. abra).
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A vad tipusban a nem apoptotikus kaszpazok a cisztikus holyagban az IC kdrnyezetében
halmozodik fel, mig a homozigdta Prosp5R24%° mutans tesztiszben bar a kaszpazok
aktivaldédnak az individualizacio kezdetén, azok nem halmozddnak fel a cisztikus holyagban, a
cisztak teljes hosszaban megfigyelhet6k. A mutéansban a cisztikus hdlyagok tobbsége
abnormalis morfoldgiat mutat, vagy teljesen hianyzik (24. abra).

24, abra: A fehérjedegradacio detektalasa a kaszpaz aktivitas kévetésével. Kaszpaz-3 jel6lése o-
rabbit Alexa Fluor 488 masodlagos ellenanyaggal (z6ld), illetve Phalloidin festés (piros). A: kontroll
(vad tipusu) teljes tesztisz cisztikus hélyagokkal (sarga nyil); B: homozigéta ProsB5R24% mutans teljes
tesztisz cisztikus holyagok nélkil/abnormalis cisztikus hdlyagokkal; C: normalis cisztikus holyagok
(sérga nyil) az 1C-vel (kék nyilhegy) vad tipusu tesztiszben; D: abnormalis cisztikus holyag (sarga nyil)
mutans tesztiszben. Mérce: A, B: 200 pm; C, D: 100 um.

4.8. A himsteril mutans fenotipusanak menekitése p5R2-GFP-t hordozo transzgénnel
A himsteril mutans fenotipusanak menekitése soran azt vizsgaltuk, hogy az érintett gén
sterilitasat. Ennek megvalositasara a 3. kromoszomas B5R2-GFP-t hordozé transzgenikus torzs

¢és a B5SR2 mutans torzset kereszteztiik egymassal (25. abra).

g .+ BSR2AGFP o w If  TM6TbHu o
vy + ' TM6C w ' CyO ' MKRSSb

w +  B5R2-GFP X W Prosp5R24%%  Prot-GFP
w ' CyO ' MKRS,Sb w " Prosf5R2475 " MKRS,Sb

W ProsfiSR24%5 B5R2-GFP
w«"y’ CyO " MKRS,Sb

25. dbra: A homozigéta Prosp5R24* mutians menekitése BSR2-GFP transzgénnel.
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A B5R2-GFP-t hordoz6 Prosp5R24% mutans torzs fertilitasat megvizsgaltuk fiolanként és azt a
vad tipussal megegyezének tapasztaltuk (10. tablazat), ami azt jelenti, hogy a jelolt transzgén

funkcidképes és alkalmas lehet a sejten beliili lokalizacié meghatarozaséra.

A vizsgalt genotipus Eredmények (fiola/fiola)
wly; Prosg5R27’/Prosf5R2"*; B5R2-GFP/ B5R2-GFP 15/15 fertilis
wly; Prosp5R2 4%/Prosp5R2 #*°; B5R2-GFP/ MKRS,Sb 15/15 fertilis
wly; Prosp5R2 4% /Prosp5R2 27%; +/+ 15/15 steril
Wy, +/+; +/+ 15/15 fertilis

10. tdblazat: Fertilitasi tesztek.

4.9. A katalitikus BSR2 alegység lokalizacioja

A B5R2 lokalizaciojat a BSR2-GFP transzgénnel menekitett torzsben vizsgaltuk meg,
annak érdekében, hogy a transzgénnek az endogén géntermekkel ne kelljen a komplexbe
torténd beépiilésért versenyezni. A BSR2-GFP a spermatogenezis korai €s a meidzist kovetd
magmegnyulasi szakaszaban a sejtmagokba lokalizalodik, majd az individualizacio soran a
magi lokalizacio mellett a cisztikus holyagban kisebb partikulumok formajaban is
felhalmozddik (26. abra). Az individualizacio kezdetére, az aktin kdpok vandorlasanak
megkezdését megeldzoen a BSR2 alegység a cisztikus holyagban, az aktin kiipok el6tt, valamint
a sejtmagok bazalis végénél is megtalalhatd. Az aktin kupok vandorlasa soran a proteaszoma

az aktin kupok mogé rendezédik a cisztikus holyagban.

S m;’:}? ﬂ\ 9 =

26. abra: BSR2-GFP transzgén lokalizacidja a spermatogenezis soran. Homozigéta ProsB5R24%;
BSR2-GFP tesztiszeket fixalas utdn DAPI-val és Phalloidinnel (IC) festettik és konfokalis
mikroszkopiédval vizsgaltuk. BSR2-GFP (z6ld), DAPI fluoreszcens festékkel megfestett sejtmagok
(kék), Texas Red®-X Phalloidin fluoreszcens festékkel megfestett aktin klpok (piros). A: apikalis régio;
B, C és D: a B5R2-GFP a sejtmagokban lokalizalodik a spermatocitakban (B), a korai megnyulo (C és
D) stadiumokban; E: a BSR2-GFP a késo6i stadiumokban cisztikus holyagban, az aktin kapok eldtt (sarga
nyil), valamint a sejtmagok bazalis végénél lokalizaladik (fehér nyil), F: kezdetben a sejtmagtél elvald
aktin kupok (fehér nyil), G: az aktin kupok vandorlaséval a proteaszOma az aktin kupok mogé
rendezddik (fehér nyil). Mérce: A, E, G: 20 um; B, C, D, F: 10 pm.
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4.10. Rpn12R lokalizaci6janak vizsgalata homozigéta Prosp5R24%> mutansban
immunfestéssel

Az Rpnl2 a proteaszOma regulator alegységének a része. A Drosophila
melanogasterben két Rpnl2 gén talalhato, az altalanosan kifejez6dé Rpnl2 és a tesztisz-
specifikus Rpn12R, melyek a human PSMD8 génnel ortoldgok. Célunk a tesztisz-specifikus
Rpnl2R fehérje lokalizacidjanak megallapitisa és annak a katalitikus alegységek
lokalizacidjaval torténd osszehasonlitasa. Az Rpnl2R mutéans torzset a kutatdcsoport korabbi
munkaja soran azonositottak és jellemezték. A homozigéta Rpn12RM mutans himek sterilek, a
sejtmagok megnyulasa normalisan megtorténik, de a spermatiddk megnyulasa és egyedivé
vélasa hibas (13., 19. &bra).
Az Rpnl2R lokalizaciojat az Rpnl2R-re specifikus ellenanyag segitségével vizsgaltuk
immunfestést kovetden fluoreszcens- és konfokalis mikroszkoppal vad tipusban és homozigéta
Prosp5R24%° mutans tesztiszben. A vad tipushban kezdetben a tesztisz apikalis régiojaban
talalhato 4-16 sejtes cisztakban az Rpn12R a citoplazmaban talalhatd. A meiozistol kezdédéen
az Rpnl2R a sejtmagban lokalizalodik, majd a megnyulast kdvetéen a cisztakban tovabb mar
nem detektalhatd. A ProspbR2-GFP jelolt katalitikus alegység esetében tapasztalt cisztikus
holyag specifikus festési mintazatot az Rpnl2R fehérje esetében nem tapasztaltuk. A
homozigota Prosp5R24% mutanshan a vad tipussal azonos lokalizacidés mintazatot mutat az
Rpnl12R. Kovetkeztetésként levonhatd, hogy a Prosp5R2 gén hianyaban a vad tipushoz
hasonldan a regulator alegység (Rpn12R) jelen van a korai stadiumokban, valamint a késoi
stadiumokban a sejtmagi jel mar nem detektalhato (27. abra). Ez azt sugallja, hogy vad tipushoz
hasonléan a homozigdta Prosp5R24%° mutansban a proteaszoma a fedékomplexxel egyiitt
Osszeszerel6dik, stabil marad, és a meidzistol kezdédden mar a sejtmagban lokalizalodik (27.

abra).
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27. dbra: Vad tipus (VT) és homozigéta Prosp5R24* mutans tesztiszérél késziilt felvételek;
Rpnl2R elsédleges és a-rabbit Alexa 488 masodlagos ellenanyag (z6ld), DAPI fluoreszcens festékkel
megfestett sejtmagok (kék). A: apikalis régid, a 4-16 sejtes cisztdkban az Rpnl2R a citoplazmaban
lokalizalédik; B, C és D: az Rpn12R a sejtmagokban lokalizalddik a meiotikus stadiumoktol kezdéd6en
(B), a ,leaf’(C) és korai kenu (D) stadiumokban; E: az Rpnl2R eltiinik a megnyult, valamint az
abnormalis sejtmagokbol (sarga nyilak). Mérce: A: 50 um; B, C, D, E’: 10 um; E: 20 pum.



5. OSSZEGZES, KONKLUZIO

Célunk volt a tesztisz-specifikus proteaszoma jellemzése klasszikus mutansok
eléallitasan, jellemzésén és a fehérjék spermatogenezis soran torténd elhelyezkedésének
vizsgalatan keresztll. A vizsgalatok kiterjedtek mind a katalitikus (Prosp5R1, Prosp5R2), mind
a regulator alegység (Rpnl2R) egy-egy tesztisz-specifikus tagjara. A Kisérletek sorédn a
Prosp5R2 gén kodold régidjanak eltavolitasa CRISPR/Cas9 technoldgidval tortént, majd ezt
kdvette a létrehozott delécios mutansok vizsgalata klasszikus genetikai és molekuléris bioldgia
modszerekkel, valamint fenotipusuk jellemzése mikroszkdpidval. A kordbban a ProspSR2
mutanshoz hasonléan CRISPR/Cas9 technologiaval eldallitott ProsBSR1 és a P elem
segitségével elballitott Rpn12R mutansok fenotipusat is megvizsgaltuk. A fertilitasi teszt
alapjan a homozigota Prosp5R14%% mutansok fertilisnek, mig a homozigdta Prosp5R24%° és
Rpn12RM mutans himek sterilnek bizonyultak. A kettds homozigdta Prosf5R14%%, Prosp5R24%
mutansok szintén himsterilnek bizonyultak. Mivel a himsteril mutans fenotipusok
menekithetok a BSR2-GFP, illetve a vad tipusi Rpn-12R transzgennel, igy megallapitottuk,
hogy a B5R2-GFP transzgén kifejezOdési mintazata, illetve az Rpnl2R transzgénnel atfedo
Rpnl12R ellenanyagos festés hiien tiikrozi az endogén expresszids mintazatot.
A Prosp5R24%° mutansoknal a spermatogenezis korai stadiumai normalisan megtérténnek és a
meidzist kovetden jellegzetes sejtmagi fenotipust mutatnak. A sejtmagok nem képesek a vad
tipusnak megfeleléen megnyulni, lekerekednek. A sejtmagi hiba mellett a cisztdk hosszaban is
jelentds abnormalitas figyelhetd meg. A fenotipusok az életkor fliggvényeben erésodtek, a
mutansok ¢életkoraval korreladlva né az abnormalis sejtmagokat tartalmazo cisztdk szama.
Immunhisztokémia mddszereket alkalmazva az egyes proteaszomalis alegységek hianyaban
kialakul6 fenotipusokat vizsgaltam, valamint jelentds figyelmet forditottam az Rpn12R fehérje
mennyiségi és lokalizacios vizsgalatara immunfestési technikakat alkalmazva.
A ProspsR24% mutans sejtmagi fenotipusanak jellemzéséhez a Protamin-GFP riportert
hasznalva megallapitottuk, hogy Prosp5R2 gén a hiszton-protamin atmenethez nem, de a
sejtmagok megnyulasahoz elengedhetetlen. A homozigéta Prosp5R14%°, Prosp5R24% kettds
mutéansokon végzett vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy mig a Prosp5R2 gén esszencialis
a normalis fertilitashoz, addig a ProspSR1 gén redundans funkciét tolt be a
spermatogenezisben, mivel hidnya a kettés mutansban sem erdsitette a mutans fenotipust. A
homozigdta Prosp5R24% mutanshan a sejtmagok megnyuilasa hibas, sok esetben a bazalis
testek a sejtmagoktdl eltdvolodnak, az axonémak kialakulnak, de hosszuk nem éri el a vad
tipusban talalhatd hosszt. Feltehetéen a bazalis testek magi beagyazodasa hibas a Prosf5R24%

muténsban. Fluoreszcens riportergének segitségével megallapitottuk a Prosp5R2 pontos
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lokaliz&cidjat, mely soran nyilvanvald valt, hogy B5R2-GFP a spermatogenezis korai és
magmegnyulasi szakaszaban a sejtmagokban lokalizalodik, majd az individualiz&cios
komplexhez a cisztikus hélyagokban. A regulétor alegység Rpnl2R tagjanak vizsgalataval
megallapitottuk, hogy a Prosp5R2 gén hianyaban a regulator komplex bar jelen van a korai
stadiumokban, de jelenléte a késdi stddiumokban mar jelentésen csokken. A regulator alegység
hianya nem befolyasolja a magok megnyGlasat, de esszencidlis a spermatogenezishez.
Eredményeink alapjdn meger6sitést nyert, hogy a specializalodott proteaszomanak, azaz a
tesztisz-specifikus proteaszdmanak kulcsfontossagu szerepe van a spermatogenezis poszt-
meiotikus stadiumaban.

Az emldsokben a spermatogenezis soran jelenlévé konstitutiv ubikvitilacios utvonal ellenére a
hiszton degradacié a here-specifikus PA200-proteaszéma altal valosul meg acetilacio-fiiggd
médon.*® Ismert, hogy a PA200 egy acetil-lizin-kotd bromodomént (BRD) tartalmaz, amely
képes felismerni az acetilalt hisztonokat. A PA200 C-terminalis része a 20S katalitikus alegység
al-02 hatarfeliiletén 1évo kotézsebhez kotddnek, PA200-20S vagy PA200-20S-PA200
mintazatban. Drosophilaban sem a PA200-nak nincs homologja, valamint az al-oa2-nek sincs
tesztisz-specifikus megfeleldje. Ez azt sugallja, hogy a hiszton-protamin atmenetet megvalosito
folyamatok nem feltétleniil konzervaltak a spermatogenezisben. Ezt erdsiti az a megfigyelés is,
hogy a vizsgalt himsteril mutansokban (Prosp5R2, Rpnl2R) a hiszton-protamin atmenet
megtorténik. Ugyanakkor a spermatoproteaszoma magi lokalizacidja konzervalt,
megfigyelhetd a rovaroktdl az emlGsokig. A sejtmagban talalhatd polimerazok, transzkripcios
faktorok, valamint a sejtmagon bellli transzportfolyamatokat iranyito fehérjék a
spermatogenezis e¢lérehaladtaval degradalodnak, amely folyamatban a sejtmagi tesztisz-
specifikus proteaszomak jelentés szerepet tolthetnek be. Az altalunk létrehozott mutansok és
eszkozrendszer lehetéséget nyujt a spermatogenezis késéi stadiumaiban jelen 1év6 sejtmagi

proteaszomalis aktivitas vizsgalatahoz és jelent6ségének megértéséhez.
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