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1. Bevezetés

Sejtjeinkben a karos kornyezeti hatdsok (magas hdémérséklet-ingadozasok,
oxigénhianyos allapot, toxinok stb.) kovetkeztében karosodnak az azokat felépitd
makromolekuldk, mindenekeldtt a fehérjék. Erre a karosité hatasra valaszként a sejt
fokozza az ugynevezett stresszfehérjék szintézisét. E fehérjék elsddleges feladata a
stresszhatds sordn kdrosodott egyébb fehérj¢k szerkezetének kijavitasa, reménytelen
esetben pedig lebontdsa vagy kozvetitése egyébb lebontd strukturak, példaul a
proteaszomak felé. Ilyenforman a stresszfehéjék nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a
sejtet ért kdrosodasok kdvetkezményének mérséklesében, az egyenstly helyreallitdsdban.

E fehérjék azonban nyugalmi allapotban is jelen vannak a sejtekben. Egyes
képviseldi, mint példaul a Hsp90 jelzést, jelentds mennyiségét, akar 1-3 %-at is kiteheti a
sejt Osszfehérjetartalmanak. E fehérjecsalad bizonyos tagjai segitenek az ujonnan
szintetizal6do fehérjék betekeredésében, végleges szerkezetiik elnyerésében (ezért Oket
még dajkafehérjéknek, angolszdsz szakirodalomban chaperon-oknak is nevezik). Masok a
nyugalmi  allapotban is  el6fordulé  fehérjeaggregatumok ,szétcincalasara”,
megsziintetésére specializalodtak. Megint masok fontos sejten beliili jelatviteli utakban
toltenek be nélkiilozhetetlen szerepet, bizonyos enzimeket aktivalnak vagy éppen az
alapanyagcsere soran fellépd oxidacio ellen védnek, résztvesznek a sejt
homeosztazisanak fenntartdsdban (Csermely, 2001).

A sejtben betoltott diverz funkcioik ellenére a stresszfehérjékrél minddssze a
hatvanas ¢évek elejétdl van tudomasunk. Ritossa és munkatarsai a Drosophila
melanogaster ecetmuslicat hasznalva modellszervezetként, azt észelték, hogy a larvak
magas hémérséklettel valdo  kezelése  (hdsokkoldsa) wutdn az  kipreparalt
oriaskromoszémakon kis kidudorodasok, kipuffosodasok jelentek meg. Ez a jelenség az
adott helyen talalhatd gének intenziv atirddasara, transzkripcidjara utal. A jelenséget
alaposabban kivizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hdsokkra valaszul a
szervezet felfokozza bizonyos fehérjék szintézisét. E fehérjéknek fontos szerepe van a
sejtekben bekovetkezd karosodasok mérséklésében, a stressz elviselésében (Ritossa és

mtsai, 1962).



Mivel e fehérjecsalddot el6szor a magas homérsékletes kezelések soran irtdk le,
szamos képviseljiiket hosokkfehérjének hivjak, angolszasz elvezése Heat shock protein,
roviditve Hsp.

A mi kutatdsunk targyat is egy ilyen hdsokkfehérje, nevezetesen a Hsp70 jelzéssel
ellatott képezi (a 70, arra utal, hogy molekulatomege 70 kDa) (1. abra)

A Hsp70-csalad tagjai valtozatos szerepet toltenck be a sejten beliil. Normal,
stresszmentes koriilmények kozott segitenek az Ujonnan szintetizalodo fehérjéknek
mitkodéképes végsd, nativ szerkezetiiket megtalalni. Ugyanakkor a csekély mutaciot
elszenvedd fehérjéket is képesek bizonyos esetekben normalis allapotba felgéngyoliteni,
igy egyes mutaciok rejtve maradhatnak.

Stressz (mondjuk hdésokk) soran a roncsolddott, sériilt szerkezetli fehérjéket a
Hsp70-esek képesek kijavitani, igy jelentds szerep jut neki a sejt stressztlird
képességének novelésében. Ebben a helyzetben fellépd fokozott hdsokkprotein
igénybevételt a sejt ugy igyekszik kompenzalni, hogy ndveli mennyiségiiket szintézisiik
fokozasaval. Ezért a citoszolban és a sejtmagban kimutathaté egy allanddan jelen 1évo
(konstitutiv) és egy hdindukalt Hsp70 (Csermely, 2001).

A Hsp70 szerepének fontossdgat mi sem bizonyitja jobban anndl, hogy az 6t
kodold gének szinte valtozatlan forméaba fennmaradtak az evolicid soran és
megtalalhatéak ugy a baktériumokban, mint a muslicdban és az emberben is.
Baktériumokban egyetlen ilyen gén van (jelolése DnaK), az emberben valtozd szamu,
mig az altalunk modellszervezetnek hasznalt muslicaban jol definidlhatéan 10 darab
egyforma ilyen gén van.

Habéar molekuléris szinten jol meghatarozott a miikodési mechanizmusa ennek a
fehérjecsaladnak, a szervezet magasabb szintli ¢lettani folyamataiban (életkor,
termékenység, egyedfejlédés, anyagcsere stb.) betdltott szerepei maig nincsenek
egyértelmiien meghatarozva.

Korabbi kutatasok kimutattdk, hogy ha enyhébb stresszel kezeljik a sejtet, a
szervezetet (igymond prekondicionaljuk), akkor késdbb konyebben visel el sokkal
zordabb kornyezeti rahatasokat. Példaul a tomegstresszelt ecetmuslicdknak nagyobb a
hésokktiird képessége a nem tomegstresszeltekéhez képest. Ez a jelenség tobbek kozt a

crer

(Kovécs, 2004; Borash ¢és Ho, 2001; Csermely, személyes kommunikacio).



A Hsp-k szerepe az egyedfejlddésben és bizonyos alaktani elvaltozdsokban is
tetten érhetd. Gausz Janos és munkatdrsai kimutattak, hogy a kevesebb hsp70 génkopiat
(1-2-6t a 10 helyett) hordozd Drosophila mutdnsok hosszi, megnyult potrohhal,
deformalt szarnnyal, lagy kutikuldval rendelkeznek (Gausz és mtsai, 1979; Gausz,
cikktoredék).

Nem kozvetleniil a Hsp-ket, hanem egyik legfontosabb szabalyozé fehérjéjiiket, a
hosokkfaktor 1-et (roviden HSF1) egérben vizsgaltak. Azt talaltdk, hogy ez az enzim
befolyasolja igy az embrionalis, mint a posztembriondlis fejlodést, illetve részt vesz a
gyulladasok elleni védelemben (Christians és Benjamin, 2005; Xiao és mtsai, 1999).

A hoésokkfaktor Drosophila analogjat vizsgalva megallapitottak, hogy benniik az
emlosoktdl eltérden kisebb szerep jut a HSF-nek. Az egyedfejlodésben betoltott szerepe
csupan az ovogenézisre €s a larvastadiumra korlatozodik (Jedlicka és mtsai, 1997).

A HSF és a Hsp70 kapcsolata csak stresszes koriilmények kozott igazolt. Nem
végeztek vizsgalatokat arra vonatkozédan, hogy nyugalmi koriilmények a HSF vajon a
Hsp70-en keresztiil hat-e, vagy (mint Jedlicka és munkatarsai felvetése szerint) egyébb
géneken keresztiil fejtené ki hatdsat.

A kérdés egyértelmli megvalaszoldsdhoz olyan kisérlet sziikséges, amely
kozvetleniill a Hsp70-nek nézné példaul az ovogenézisben betoltott szerepét.
Drosophilaknal az ovogenézis hatékonysaganak becslésére az adott genotipusu néstények
termékenységét hasznaljak (a lerakott és kikelt peték ardnybol jol lehet kovetkeztetni az
ovogenézisre gyakorolt anyai hatésra).

Kutatdsunk annak megallapitasara iranyult, hogy vajon miként befolyédsolja a
szervezetben a Hsp70 stresszfehéjét kodold gének szdma annak termékenységét.

Modellszervezetként a Drosophila melanogaster ecetmuslicat hasznaltuk.



2. Felhasznalt anyagok és modszerek

2.1. A muslicatenyésztésre hasznalt taptalaj

A kisérleteinkeben hasznalt Drosophila melanogaster torzseinket standard
kukoricaliszetes taptalajon tartottuk fent &és kereszteztiik. Ez a Szegedi Biologiai
Koézpontban hasznalt protokoll szerinti aranyban tartalmazza a kovetkezdket (a
mennyiség csokkend sorrendjében): viz, kukoricaliszt, szahardz, gliikéz, éleszto,
bakteriologiai agar, CaCl, (a kitinpancél képzddését segiti). A gombak és baktériumok
elszaporodasa ellen foszforsav-propionsav keveréket vagy Nipagint (metil-4-
hidroxibenzoat) hasznéltunk. Ezek a vegyszerek az adott taptalajbeli koncentracional

(<0.5%) nincsenek semmiféle hatassal a modellszervezetre.

2.2. A ecetmuslica (Drosophila melanogaster) torzsek

Kisérleteinkben az 1970-es években Gausz Janos és csapata altal izolalt mutans
Drosophila  torzseket hasznaltuk  kiindulopontnak. Ezekbdl aztan kiilonbozo
keresztezésekkel ujabb mutans torzseket izolaltunk. A mutaciok jellegiik szerint
kromoszomalis deficiencidk, amelyek a 3. kromoszdma jobb karjanak 87A7 (molekularis
térkép szerint: 87A2) és a 87C1 10kuszok kozotti régiojat érintik (2. dbra). A muslica
kromoszémankénti 5 darab hsp70 kopidja ezen a régio beliil talalhato: két hsp70 gén a
87A7 lokusz koré, a masik harom pedig a 87C1 16kusz koré tomoriil (3. abra).

A 87C1 l6kusz koriili 3 darab hsp70 gén kilitését egy un. karmoisin jellegli
deficienciaval (jel6lése tovabbiakban: kar ) biztosithat6. Nevét onnan kapta, hogy a
deficiencia a hsp70 géneken kiviil érint még egy szemszint befolydsold kar gént is.
Elénye ennek a deficiencianak, hogy a kar gén miatt fenotipikusan is jol észlelhetd
(4.4bra), hatranya, hogy csak koriiltekintéssel alkalmazhatd, mert érint hdrom darab
homozigoéta letdlis és egy homozigota ndstény steril gént. E gének a hsp70-esek és a kar
gén kozott huzodnak meg. Viszont mivel hatdsuk csak a deficiencia homozigota

allapotaban érvényesiil, egy normalis vagy balanszer homoldgot haszndlva a karos



fenotipus elnyomva marad. Ennek a deficiencianak két véltozata van: a Df(3R) kar”,
amely érinti a hsp70 géneket (a tulajdonképpeni hsp70 defficiencia) és a Df(3R) kar’",
amely nem ¢érinti a hsp70 géneket, csak tolik a kar-ig tartd részt (kontrollként
hasznalhato) (5. abra)

A 87A7 l6kusz koriili 2 darab hsp70 gén kilitése egy 229 jelolésii deficiencia
eléallitasaval valosithatd meg. Ez egy viszonylag pontos mutécio, a hsp70 géneken kiviil
csak egy kis részt érint, amely nem tartalmaz sem letalis, sem ndsténysterilitast okoz6
géneket.

Lathaté, hogy a 229 és a kar” mutaciok kombinalasaval eléallithato olyan
kromoszoma, amely nem hordoz hsp70 géneket.

A fentieken kiviil eldallitottak olyan deficienciat is, amely egyszerre {iti ki a 87A7
¢és a 87C1 lokuszokon talalhatd hsp-géneket. Ez nem érinti a kar régiot, viszont kiejti a
két 10kusz kozotti szakaszt (5. abra). Ezen a részen szamos letéalis gén is talalhatd, viszont
a letalitds megnyilvanuldsa takarhaté egy ¢ép homoldggal. E deficiencia jelolése
Df(3R)T65, illetve Df(3R)P21 (ugyanazt a deficienciat jelentik, csak mas modon voltak
indukalva).

A fenti mutaciokat hordozé muslica torzsek tehat a normalis 10 darab hsp70 gén

helyett, ennél kevesebbet hordoznak. Alabb lathatoak felsorolva ezek a torzsek.

A rendelkezésere allo torzsek jelolése* A hsp70 gének szama a genomban
Df(3R)229+kar”’/MRS 5
Df(3R)T65/MRS 5
Df(3R)P21/MRS 5
S15/TM3 7
Df(3R)229+kar’ /MKRS 8

* a TM3, MRS, MKRS jelélések a homolog balanszer kromoszomakra vonatkoznak

A mutans torzsek a vad tipusti Oregon-R torzsbdl izolaltak. A himeket EMS (etil-
metil-szulfonat) kémiai mutagénnel kezelték (kivéve a P21 esetén, ahol a deficinecia
transzpozon indukalt) és az utodaikat teszteltétk a mutaciokra a ,,Fly Pushing”

szakjegyzetben is leirt protokoll szerint (Greenspan, 1997).




A fenti torzseket hasznalva tervezett keresztezések soran sikeriilt eldallitanunk
olyan mutansokat, amelyek csupan csak két illetve harom hsp70 gént hordoztak a
genomjukban. A keresztezések soran osszehoztuk az SI5, illetve a 229+kar”
kromoszomakat a teljes hsp70-deficinecias T65 kromoszomaval (6. és 7. abra). A harom
teljes deficiencias koziil ez utdbbi felel meg csak a tobbi deficiencids kromoszémaval
valé tarsitasra, ugyanis nem hordoz a tobbeikkel komplementer deficiens régiokat
(kivéve a hsp70 lokuszokat), igy nem kerlilnek az érintett letalis mutaciok homozigdta
allapotba.

Az igy kapott hsp70 gén kopiaszamara transz-heterozigdta mutansokat vetettiik
ala a peterakasos mérésnek.

KézenfekvOnek tlinik, hogyha a torzsek az Oregon-R standard torzsbdl lettek
izolalva, akkor ezt hasznaljuk kontrollként. Viszont egy masik torzset, a fehér szemi
W''"8.at szoktak hasznalni élettani kisérletekhez, genetikai hatterének paraméterei ilyen
szempontbol jobban ismertek. Ezért mi a kisérleteinkben ezt a torzset hasznaltuk
kontrollként. A kiilonbozd hattér miatt adodd esetleges termékenységbeli kiillonbségek
nem szignifikdnsak, hiszen mindkét esteben ép hsp70 génszamu és egyébb génre is ép

alléllal rendelkez6 izogén torzsekrdl van szo.

2.3. A termékenység mérése

A ecetmuslicak termékenységének (fertilitdsanak) mérésére a Szegedi
Tudomanyegyetem Orvosi Biologiai intézetében, Szabad Janos professzor laborjdban
rendszeresitett modszert alkalmaztuk. A moddszer alapjaul egy kis milianyag
csOvecskékbol és Petri-csészékbdl megfelelden Osszedllitott eszkdz, Un. petéztetd racs
,rack”) szolgalt (8. abra).

A mérés ndstények estében ugy zajlott, hogy a frissen kikelt adott genotipusu
ndstényeket egyenként a racs egy-egy csovecskéjébe helyeztiik. Melléjiik rendszerint 2-2
standard W'''® himet tettink. A kontrollokat ( W'''® parokat) ugyanabba a rack-be
helyeztiik, mint a mérni kivant mutansokat.

Az igy elOkészitett csovecske-rekesz ald Petri-csészében korommal feketére
festett taptalajt helyeztiink, rajta csovecskénként egy-egy élesztocseppel (lasd 8. dbra),

amely a sziilok taplalasat szolgalta. Ezt a Petri-csészét naponta ugyanabban az 6raban
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lecseréltiik frissre. Ezt a folyamatot egy héten keresztiil (a mérési periddus alatt)
rendszeresen végeztiik.

Az adott napon lecserélt Petri-csészén megszamoltuk, hogy a ndstények hany
petét raktak le. Ugyanezen a Petri-csészén egy nappal késébb megszdmoltuk, hogy az
adott petéknek hany szazaléka kelt ki, illetve, hogy a ki nem keltek (zapok) koziil hany
volt fehér és hany barnult be (ez utébbiaknal mar elkezdddott a cellularizacid mieldtt
elpusztultak volna'). A kapott értékeket tablazatba vezettiik.

Az egyes nostényeket termékenység szempontjabol két értékkel jellemeztiik:

1. Osszpeteszdam: a mérési periodus alatt lerakott peték dsszege

2. Atlagos fertilitds: a mérési periddus egyes napjain mért kiekelési aranyok
(kikelt petek/lerakott peték X 100%) atlaga. Ez utobbi érték bevezetése azért is helyes,
mert figyelembe veszi az egyes napokon lerakott peték szamat is, igy kevésbé torzit, mint
az osszfertilitas (0sszes kikelt pete/6sszpeteszam X 100%).

Az ecetmuslica életciklusat figyelembe véve a mérési periodus hét napos
id6tartama optimalisnak bizonyult. A két napos muslica ndstények pont a mérések
elinditasakor valnak teljesen ivaréretté, kezdenek el petézni, illetve a 5.-6. napon érik el
peterakdsuk maximumat, ami napokon keresztiil konstans marad, majd hanyatlani kezd
(lasd még Bate és mtsai, 1993). Az altalunk bedllitott idészak pontosan a petézés
kezdetétdl az allandd petézési szint eléréséig terjed, igy a kapott eredményekkel
helytalloan jellemezhetéek az adott genotipusti ndstények termékenység szempontjabol.

A himeket gy jellemeztiik termékenység szempontjabdl, hogy frissen kikelt
W' néstényeket petéztettiink az adott genotipusti himek térsasagaban. A fentiekben
leirt paramétereket vizsgaltuk itt is. A himek termékenysége feltehetéen nem a ndstények
Osszpeteszamat, hanem a kikelési aranyt (ezéltal az atlagos fertilitast) befolyéasolja (a

peték megtermékenyitésén keresztiil).

"' A zépok ilyen modon valo elkiilonitésének nincs jelentésége ezen kutatds keretében. A
kés6bbiekben, mas kutatasi tervek keretében szeretnénk az itt kapott eredményeket felhasznalni.
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2.4. A szaporitokésziilék anatomia vizsgalata

Ahhoz, hogy a termékenység (vagy terméketlenség) anatomiai hatterét
megvizsgaljuk, a néstények petefészkét (ovariumat) kiboncoltuk, majd egy DAPI (4,6-
diamino-2-fenilindol) nevii DNS-festékkel lathatova tettik a sejtmagvakat és
fluoreszcens mikroszkopban vizsgaltuk dket (agy fluoreszcens, mint optikai modban).

A petefészek kiboncoldsdhoz alkoholban elaltatott ndstényeket haszndltunk,
melyek mar elézdleg talestek a peterakdsos mérésen. A boncoldst boncolocsipeszekkel
boncoldmikroszkop alatt végeztiik. A vizsgalati anyagot kis feliileti fesziiltséggel
rendelkezé PBS-oldatban usztatva boncoltuk.

A kiboncolt petefészkeket 20-30 perces fixalas és 2 6rds PBST-vel vald6 mosas
utan 3 6ran keresztiil festettilk DAPI-val. Ezutan ijabb mosas kovetkezett, majd az ily

modon eldkészitett petefészkekbdl targylemezre mikroszkopi preparatumot készitettiink.

2.5. Az adatok statisztikai elemzése

A peterakasos mérés adatainak biostatisztikai elemzéséhez a Microsoft Excel
program Adatelemzés programcsomagjat hasznaltuk. A kapott eredményeket tablazat
formajaban jelenitettik meg. A nullhipotézist (hogy a vizsgélt csoportok nem
kiilonboznek lényegesen egymastol) akkor fogadtuk el, hogyha a P érték 0,05-nél
nagyobb volt. A P értéket a mellékletekben taldlhaté tablazatoknal a ,,P (T<=t) two-tail”

mutatja.
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3. Eredmények

3.1. A termékenység mérésének eredményei

A peterakasos mérési periodus soran az Osszegylijtott adatokbol® elsé 1épésként
arra vonatkozdan végeztiink statisztikai elemzést, hogy a «csak az egyik
kromoszomajukon deficienciat hordozo ndstények kozott van-e annak jelentdsége, hogy
az ¢ép homoldg normal (vad tipust, +-al jelolve) vagy balanszer kromoszoma. Erre
vonatkozoan két mintds T-probakat végeztik az SI5/+ és SIS/MRS illetve a
Df(3R)229+kar’"/+ és Df(3R)229+kar’ /MKRS genotipusu ndstények termékenységére
vonatkozéan (I. és II. tablazat). 5% szabadsagi fokndl (a= 0,05) nem mutatkozott
szignifikdns kiilonbség a normal illetve balanszer kromoszomas, de ugyanolyan
deficienciat hordozé ndstények termékenysége kozott. Ebbol arra kovetkeztethetiink,
hogy a vadtipust ¢és a balanszer kromoszémakon taldlhaté ép hsp70 gének expresszidja
kozo6tt nincs jelentds kiilonbség. Ennek az elemzésnek az alapjan a + és a balanszeres
mintak értékeit egyesitettiik egy mintdban és a tovabbiakban csak vadtipusként (+)
jeloltiik.

A tovabbiakban egyenként Gsszehasonlitottuk az SI5/+, Df(3R)229+kar’"/+ és
Df(3R)T65/+ heterozigdtak adatait a W' kontroll adataival (IIL., IV. és V. tablazat). 5%
szabadsagi foknal (0= 0,05) egyik genotipus termékenysége sem kiilonbozott 1ényegesen
a kontrol néstényekétdl. Ezt az eredményt egy mind a négy mintat magaba foglald
egyfaktoros varianciaanalizis (ANOVA) is megerdsitette (V1. tablazat).

A csupan két, illetve hdrom hsp70 génnel rendelkezd SIS/Df(3R)T65 ¢és
Df(3R)229+kar’/ Df(3R)T65 transz-heterozigdta torzsek alacsony termékenysége
szemmel lathaté volt és ezt a biostatisztikai adatelemzés is megerdsitette. A két
genotipust egyenként kétmintas T-probaval Gsszehasonlitottuk a W'''® kontrollal (VII. és
VIII. tablazat). 5% szabadsagi fokndal (o= 0,05) mindkét genotipus termékenysége
lényegesen kiilonbozott a W' kontrollétol.

Osszehasonlitottuk a két transz-heterozigdta genotipus termékenységét is

egymassal (IX. tablazat). A kétmintas T-proba 5% szabadsagi fokndl (o= 0,05) azt

? Az konkrét szamokat nem részletezziik kiilon, azok a statisztikai elemzések tablazataiban talalhatok (1asd
mellékletek
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mutatta, hogy a két transz-heterozigdta genotipus termékenysége nem kiillonbozik
lényegesen egymastol.

Az egyes genotipusok termékenysége kozti kiilonbséget a 9. abra szemlélteti
grafikusan. Ahhoz, hogy az Osszpeteszamot ¢és az atlagos fertilitdst egy grafikonon
abrazolhassuk, az el8bbit is szazalékban kell kifejezniink. A W'''® kontroll egyedeinél
mért Osszpeteszamok atlagat, 202,5-6t vettitk 100%-nak és ennek fiiggvényében fejeztiik
ki a tobbit is.

A grafikonon lathato, hogy a hsp70 gének szamdnak csdkkenésével csokken a
lerakott peték szdma is. Az éatlagos fertilitds esetében nem ilyen egyértelmii ez a
csOkkenés. Hogy a termékenység valtozasat a szemléletesség kedvéért egy értékben
kifejezhessiik, bevezettiink egy uj értéket, a szamolt termékenységi mutatot. Ez az érték
az Osszpeteszdm ¢és az atlagos fertilitds szamtani kozéparanyosa. Ezeket az értékeket
garfikusan abrazolva (10. &bra) jol lathato, hogy a termékenység abszolut értelemben
csokken a hsp70 gének szamanak csokkenésével. Ez a csokkenés a transz-heterozigota
(kettd és harom hsp70 gén), illetve a heterozigota (6t, hét és nyolc hsp70 gén) csoportok
kozott jelentds, €s csoportokon beliil is némiképp csokken.

A grafikonon megfigyelhetd az is, hogy a 7 és 8 hsp70 génkdpiaval rendelkezd
mutansok termékenyésége nem szignifikansan, de nagyobb mint a 10 gén-kopiat hordozo
kontrollé. Ez a jelenség azzal magyarazhato, hogy a kontroll csoport mas un. genetikai
hattérrel rendelkezik. Viszont ez a gének szdmaval nem hozhato kapcsolatban. A jelenség

magyarazata inkabb statisztikusan magyarazhato. A W'''®

populacié az egész genom
tekintetében sokkal diverzebb, az egyes egyedek termékenysége nagyobb szorast mutat,
mint az a hsp70 mutansok esetében van.

A termékenységi tesztet elvégeztiik az SIS/Df(3R)T65 mutans himek esetében is.
Azért csak ezt a genotipust teszteltiik, mert ez mutatta a legkisebb termékenységet. Arra
voltunk kivancsiak, hogy ez a genotipus befojasolja-e a himek termékenyéségét. A két

darab hsp70 gént hordoz6 himek tarsasagaban petéztettink normal W'''®

néstényeket. A
kétmintas T-proba azt mutatta, hogy a mutans €s a normal himek tarsasagaban petéztetett
normal ndstények a termékenység szempontjabdl nem kiilonboztek (X. tablazat). Az
értekeket grafikusan megjelenitve lathatd, hogy az mig Osszpeteszdmban csekély a
kiilonbség, addig a peték kikelési aranya (az atlagos fertilitds) azért sokkal kisebb az

S15/Df(3R)T65 genotipusu apak csoportjaban (11. abra). Ebbdl feltételezhetjiik azt, hogy
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a ndstények teljesitették a genotipusukhoz ,,ill6” teljesitményt, normal szamu petét raktak
le. E peték azonban kisebb aranyban voltak megtermékenyitve az SIS/Df(3R)T65 himek
esetében, igy azok kisebb ardnyban keltek ki. A himek terméknységével kapcsolatos
eredményeink még csak részeredmények, eddig a ndstények termékenységével
kapcsolatban gytijtottiink csak elegendd mennyiségli adatot. Kutatasunk késébbi
szakaszaban nagyobb mintaszdmmal megismételjiik a kisérletet a himekre nézve, igy

feltehetéen egyértelmiibb eredményt kapunk.

3.2. Az anatomiai vizsgalatok eredményei

A petefészek kiboncoldsa ¢és mikroszkopos vizsgalata hozzdjarult annak
megértéséhez, hogy mi allt a hsp70 mutdnsok terméketlenségének hatterében. A
legalacsonyabb (szinte 0) termékenységet mutatd, S1S/Df(3R)T65 genotipusu ndstényeket
vizsgaltuk.

A Drosophila melanogaster petefészkét (az ovariumot) gyongyfiizérhez hasonlo
un. ovaridlumok épitik fel (12. 4bra). Az ovaridlumok egy Un. fejlodeési sort alkoto
kiilonb6z6 fejlodési stadiumban levd petékbdl allnak. Az ovariolum végén van a lerakas
elott allo egyetlen kifejlett, érett pete. Ez kibujik az 6t 6vezd taplald hartya (follikularis
sejtréteg) kozil, majd elindul a hiively fel¢, ahol az elézetesen felvett (az un.
spermatékaban tarolt) spermiumok altal megtermékenyiil, majd lerakodik. Csak ezutan
érik be teljesen a fejlddési sorban az 6t kovetd kovtkezo pete.

1118 .
, mint

A mutans néstények petefészkét Osszehasonlitva a kontroll (tgy W
Oregon-R) ndstények petefészkével, megdobbenve lattuk, hogy a mutansok
petefészkében ovariolumonként nem csupan egyetlen, hanem tébb (3-5) kifejlett,
lerakdsra megérett pete volt (13. dbra). Ezek a lerakatlan érett peték egymashoz voltak
nyomulva, 0ssze voltak tapadva. A felhalmozoddott peték miatt a ndstények potroha jol
lathatéan meg volt duzzadva (15. abra).

A visszamaradt, lerakatlan petéket nagyobb nagyitassal, fluoreszcens modban is
megvizsgaltuk. A DAPI festés miatt jol lathatoan fluoreszkdlnak a petéket taplalod
follikularis sejtréteg magjai. Azt tapasztaltuk, hogy az Osszetapadt kifejlett peték

mindegyikén jelen volt még a follikularis sejtréteg, nem valt le, mint ahogy a lerakas eldtt
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allo petéknél szokott (14. abra). Rdadasul ez a hartya nem egyenként boritotta az
Osszetapadt petéket, hanem folytonos volt rajtuk. A meglévo ¢és folytonos follikularis

sejtréteg alapjan fetételezhetd, hogy a ndstény ezeket a petéket késébb sem rakta volna le.
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4. Kovetkeztetések és tovabbi célkitiuzések

A kiilonb6z6 szdma hsp70 géneket hordozod Drosophila melanogaster
ecetmuslicdk termékenységének mérése alapjan elmondhatjuk, hogy a hsp70
stresszfehérje gének szama befolydsolja a termékenységet. A 70 kDa tomegi
stresszfehérjét kodold gének szamanak csokkenésével csokken az egyedek termékenysége
is, tehat ezen gének szama ¢és a fertilitas pozitiv korrelaciot mutat.

Ez a kovetkeztetéslink egyeldre csak a ndstények termékenységére vonatkozoan
van statisztikailag is bizonyitva. A hsp70 és a himek termékenysége kozotti kapcsolat
tisztazasa tovabbi mérések elvégzését igényli, mert egyelére kevés adat all rendelkezésre.
Mar folyamatban van a méréshez sziikséges torzsek kikeresztezése.

A anatomiai vizsgalatok eredményei alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy milyen
konkrét fiziologiai hattere volt a tapasztalt terméketlenségnek. A vizsgalt mutans
nostények petefészkében a normalishoz hasonldéan kifejlodtek a peték, tehat nem az
ovogenézis valamelyik szakaszdban torténhetett hiba. A kontrollal ellentétben viszont a
mutansoknal a petéknek csak jelentéktelen szazaléka rakodott le. Az érett peték
felhalmozodtak, dsszetomoriiltek. Nem valt le réluk a petéket taplalo follikularis sejtréteg,
ezért feltehetden a peték késObb sem rakodtak volna le.

A felhalmozodott petéket eddigi ismereteink alapjan két modon magyarazhatjuk,
anatomiai elvaltozasokat, illetve idegrendszeri-etoldgiai tényezdket figyelembe véve.

Egyik feltevésiink, hogy a kevesebb hsp70 gén miatt kisebb mennyiségben
expresszalodott Hsp70 stresszfehéje kovetkeztében valamilyen rendellenességek 1éphettek
fel a szaporito késziilékben. Ismeretesek olyan mutaciok, amelyek a belsd szervrendszerek
szimmetria viszonyait képesek megvaltoztatni és olyan elfordulasokat (torziokat)
idézhetnek eld a petevezetékben, ami miatt a ndstények terméketlenek lesznek. Ismerve a
Hsp70 stresszfehérje mutaciokat elnyomo hatésat, feltételezhetd, hogy e fehérjének a
szervezetben levé alacsonyabb szintje ilyen szimmetriaviszonyokat modositd géneket
engedett megnyilvanulni. E feltevés helyességének azonban kicsi a valdsziniisége, hiszen
ez a noéstények teljes sterilitdsaval jarna egyiitt. A mi esetiinkben viszont csak a
termékenység nagy mértékii lecsokkenését tapasztalhattuk, a ndstények a mérési periddus
alatt nagyon ritkan ugyan de raktak le petéket. Radasul a mikroszkopos képek is ép nemi

késziiléket mutattak az SIS/Df(3R)T65 mutans ndstények esetében (16. abra).
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Van egy masik anatomiai magyarazat is, ami szintén Osszefliggésbe hozhato a
hsp70 génekkel. A Hsp70 stresszfehérje részt vesz olyan fehérje-transzport
folyamatokban, melyek a csillok és ostorok mozgasat segitik eld. Feltehetden a mutans
nostényeknél az ivarjaratot bélelé nyalkahartyanak a peték mozgasat segitd csilloi
szenvedtek karosodast, elégteleniil latjak el feladatukat és ennek kovetkezménye az
alacsonyabb termékenység. Ez sokkal valosziniibb magyardzat, mint az eléz6 ¢és
megengedi az esetenként lerakott petéket is. Emldsok petevezetékében mar mutattak ki
Osszefliggést a Hsp-szint és a csillomozgasok kozott (Sephens és Lemieaux, 1999). Ez
megerdsiti feltevésiinket, amennyiben analdgia all fent a muslica és az emldsok
ivarszervei kozott. Ahhoz, hogy a hipotézisiinket igazoljuk, tovabbi vizsgalatokat
terveziink. El6szor 1s megnézziik Western-blott-on a Hsp70 expresszids szintet a mutans
ndstényekben. A tovabbiakban ujabb fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokat is
aktivitasat. Ertesiiléseink szerint elgondolasunk megvaldsithatd konfokélis mikroszkop és
fluoreszcens tubilin festés segitségével.

A harmadik és egyben legérdekesebb, idegrendszeri-etologia magyardzatot egy
masik megfigyelés alapjan vetjiik fel. A természetben ugyanis a muslica ndstények
kedvezétlen koriilmények kozott (pl. drasztikus homérsékletvaltozas) képesek néhany
napig visszatartani a petéjilket és csak késébb lerakni, amikor mar a karos hatas
megszinik. Feltételezésiink szerint ez is allhat a kevesebb hsp70 génnel rendelkezo
muslica ndstényeink csdkkent peterakasa mogott. Ezeknek az allatoknak a szervezetében
feltehetdéen alacsonyabb a Hsp70 szint, ezért érzékenyebbek a kornyezet mindennapi
stresszeivel szemben. Lehet, hogy a normal kornyezeti feltételeket (25°C, 60%
paratartalom) is folyamatosna stresszként ¢lik meg, ezért visszatartjdk petéiket, a
kontrollokéval elentétben, amelyek jol petéznek. Ez az elgondoldas megmagyardzza az
alacsonyabb peteszamot, viszont nem magyarazza a megmaradt follikularis sejtréteget ¢és a
peték rossz kikelési aranyat. E hipotézisiink igazolasara (vagy elvetésére) tovabbi
kisérleteket terveziink. Osszehasonlitjuk a hsp70 mutiansok és a petéjiiket visszatarto
stresszelt normal egyedek petefészkét. A tovabbiakban a méréseket megismételjiik egy
kissé magasabb, 29°C-os hémérsékleten, abbol a célbol, hogy megnézziik vajon a

mutansok peterkésa javul-e (ez is az elobbi elméletiinket tamasztana ala).
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Végso kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a hsp70 gének szama befolyasolja a
termékenységet, pozitivan korreladl azzal. Hogy milyen konkrét mechanizmusok utjan
torténik mindez, arra vannak elméleteink, de ezek bizonyitasa tovabbi folyamatban levd

kisérleteink targyat képezik.
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1. abra

A Hsp70 stresszfehérje szamitogépes modellje (az RCSB Fehérje Adatbank alapjan).
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2. abra
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a kromoszomak

A Drosophila melanogaster és kromoszomai. Az 3. kromoszdma jobb karjanak 87A7 és 87C1
lokuszai kozti régio képezte vizsgalatunk targyat. E 16kuszok kozott taldlhatoak a hsp70 gének (a
FlyBase adatbazis utan, modositva; megjegyzés: a képen dabrazolt kromoszoma egy
oriaskromoszoma, amelyet larvak nyalmirigyébdl pereparalhatunk).
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3. abra
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az ot hsp70 gén egvmashoz viszonyitott helyzete a kromoszoman

Az 6t darab hsp70 gén egymashoz viszonyitott elhelyezkedése a 3. kromoszoman. Két darab
hsp70 gén a 87A7 16kusz koriil tdmdriil, a masik harom pedig a 87C1 16kusz koriil. A géneket piros
pontok jelképezik (a BBC utan moddositva; megjegyzés: az abra csak az egymashoz viszonyitott
elhelyezkedést szemlélteti, nem méretaranyos).
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4. abra

A szemszint befolydsold karmoisin gén fenotipikus megnyilvanulasa. Az abran a felso,
vilagosabb piros szemii egyed hordozza a kar gént, az also sotétebb szemii egyedbdl pedig hidnyzik
(a szerzok felvétele).
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5. abra
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A kisérleteinkben felhasznalt kromoszomatipusok vazlata. Két ilyen kromoszoma egy allatban
valé kombinalasakor iigyelni kellett arra, hogy a hsp70 géneken kiviil hianyz6 részek ne keriiljenek
fedésbe egymassal (a letalis gének miatt). Ez kiillonosképpen fontos a kar deficiencidk esetén. Ezért a

tobbi kromoszémat csak a Df(3R)T65 tipustval kombinaltuk. (megj.: a balanszer kromoszémak —
TM3, MRS, MKRS — vazlata a normal kromoszéma¢hoz hasonl?).
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6. abra
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A csak két darab hsp70 génnel rendelkezd, SIS/Df(3R)T65 genotipust egyedek eléréséhez
sziikséges keresztezés. Ezeket az allatokat konnyen felismerhettiik, mert nem mutattdk a balanszer
kromoszémakhoz kotott jelzé tulajdonsagokat (rovid szor, flirészes szarny), ellentétben a balanszer
kromoszomakat (itt TM3 ¢és MRS) hordozo utdédokkal (megjegyzés: a palcikak a kromoszomakat, a
piros pottyok az ép hsp70 géneket, a piros X-ek a hidnyzo6 hsp70 géneket jelképezik).
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7. abra

F1

DI(3R)229+kar3L DEGBR)T65
3 db hsp70 gén

A csak 3 darab hsp70 génnel rendelkezd, Df(3R)229+kar’/Df(3R)T65 genotipusu egyedek
eléréséhez sziikséges keresztezés. Ezeket az allatokat konnyen felismerhettiik, mert nem mutattak a
balanszer kromoszomdkhoz kotott jelzd tulajdonsagokat (rovid szor), ellentétben a balanszer
kromoszomakat (itt MKRS és MRS) hordoz6 utddokkal (megjegyzés: a palcikak a kromoszémakat, a
piros pottydk az ép hsp70 géneket, a piros X-ek a hianyzé hsp70 géneket jelképezik).
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8. abra

A petéteztetd racs (,,rack™). a: a racsot alkoto, éterrel dsszeragasztott kis miianyag csovecskék.
b: a korommal feketére festett taptalaj, rajta a kis fehér pottyok ¢€lesztd cseppek, amellyel a sziilok
taplalkoznak. c: egy lizembehelyezett petéztetd racs. d: a taptalajon mikroszkdpon keresztiil 1atszo
fehér peték, amelyeket meg kell szamolni (a szerzok felvételei).
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I. tablazat

Az S15/+ és SIS/MRS genotipusok 6sszehasonlitasa

F-Test Two-Sample for Variances

F-Test Two-Sample for Variances

Osszpeteszam Atlagos fertilitas
SI5]+ SI5|MRS SI5]+ SI5|MRS
Mean 261.75 245.3333333 | Mean 97.64 86.89
Variance 146.25 21808.33333 | Variance 0.4194 179.5719
Observations 4 3 [ Observations 4 3
df 3 2| df 3 2
F 0.0067062 F 0.0023356
P(F<=f) one-tall 0.0009939 0.001987727 | P(F<=f) one-tail 0.0002063 0.000412547
F Critical one-tail 0.1046891 F Critical one-tail 0.1046891

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances

Osszpeteszam Atlagos fertilitas
SI5]+ SI5|MRS SI5|+ SI5|MRS

Mean 261.75 245.3333333 | Mean 97.64 86.89
Variance 146.25 21808.33333 | Variance 0.4194 179.5719
Observations 4 3 [ Observations 4 3
Hypothesized Mean Hypothesized Mean

Difference 0 Difference 0

df 2 df 2

t Stat 0.1920635 t Stat 1.388257

P(T<=t) one-tail 0.432713 P(T<=t) one-tail 0.1497363

t Critical one-tail 2.9199856 t Critical one-tail 2.9199856

P(T<=t) two-tail 0.865426 P(T<=t) two-tail 0.2994725

t Critical two-talil 4.3026527 t Critical two-tail 4.3026527
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I1. tablazat

A Df(3R)229+kar’"/+ és a Df(3R)229+kar’“/MKRS genotipusok dsszehasonlitasa

F-Test Two-Sample for Variances
Osszpeteszam

F-Test Two-Sample for Variances

Atlagos fertilitas

229+KAR3L[+

229+KAR3L|MKRS

229+KAR3L|+ 229+KAR3L|MKRS

Mean

Variance
Observations
df

F

P(F<=f) one-tail

F Critical one-tail

211.6666667
1716.333333
3

2
1.923421741
0.342064912
19

359.3333333
892.3333333
3
2

0.684129824

Mean

Variance
Observations
df

F

P(F<=f) one-talil

F Critical one-tail

95.80666667
2.616033333
3

2
0.005061954
0.00503646
0.052631579

79.0233333
516.803033
3
2

0.01007292

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances
Osszpeteszam

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances

Atlagos fertilitas

229+KAR3L[+

229+KAR3L|MKRS

229+KAR3L[+ 229+KAR3L|MKRS

Mean
Variance
Observations

Pooled Variance
Hypothesized
Mean Difference
df

t Stat

P(T<=t) one-tail
t Critical one-tail
P(T<=t) two-tail
t Critical two-tail

211.6666667
1716.333333
3

1304.333333

0

4
-5.007648125
0.003725019
2.131846782
0.007450038
2.776445105

359.3333333
892.3333333
3

Mean

Variance
Observations
Hypothesized
Mean Difference

df

t Stat

P(T<=t) one-tail
t Critical one-tail
P(T<=t) two-tail
t Critical two-tail

95.80666667
2.616033333
3

0

2
1.275498358
0.165125287

2.91998558
0.330250574
4.30265273

79.0233333
516.803033
3
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I1I. tablazat

A kontroll és az SI5/+ genotipus 0sszehasonlitasa

F-Test Two-Sample for Variances

F-Test Two-Sample for Variances

P(F<=f) one-tail 0.5123864 0.975227278
F Critical one-tail 4.0990155

P(F<=f) one-tail
F Critical one-tail 4.0990155

Osszpeteszam Atlagos fertilitas
Kontrol SI5|+ Kontrol SI5|+
Mean 202.5 254.7142857 | Mean 75.999 93.03285714
Variance 7531.8333 7419.571429 | Variance 1169.4292 93.08485714
Observations 10 7 | Observations 10 7
df 9 6 | df 9 6
F 1.0151305 F 12.563044

0.0029995 0.005998979

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
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Osszpeteszam Atlagos fertilitas
Kontrol SI5|+ Kontrol SI5|+
Mean 202.5 254.7142857 | Mean 75.999 93.03285714
Variance 7531.8333 7419.571429 | Variance 1169.4292 93.08485714
Observations 10 7 | Observations 10 7
Hypothesized Mean
Pooled Variance 7486.9286 Difference 0
Hypothesized Mean
Difference 0 df 11
df 15 t Stat -1.492587
t Stat 1.2245092 P(T<=t) one-tail 0.0818303
P(T<=t) one-tail 0.119822 t Critical one-tail 1.7958848
t Critical one-tail 1.7530503 P(T<=t) two-tail 0.1636606
P(T<=t) two-tail 0.239644 t Critical two-tail 2.2009852
t Critical two-tail 2.1314495




IV. tablazat

A kontroll és a Df(3R)229+kar’"/+ genotipus dsszehasonlitisa

F-Test Two-Sample for Variances

F-Test Two-Sample for Variances

Osszpeteszam

Kontrol 229+KAR3L[+ Kontrol 229+KAR3L|+
Mean 202.5 285.5| Mean 75.999 87.415
Variance 7531.833333 7585.1 | Variance 1169.429188 292.27171
Observations 10 6 | Observations 10 6
df 9 5| df 9 5
F 0.99297746 F 4.001171334
P(F<=f) one-tail 0.46609844  0.93219688 | P(F<=f) one-tail 0.070526733  0.14105347
F Critical one-tail 0.287219426 F Critical one-tail 4.772465613

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

t Critical two-tail

2.144786681

t Critical two-tail

2.144786681

Kontrol 229+KAR3L[+ Kontrol 229+KAR3L|+
Mean 202.5 285.5| Mean 75.999 87.415
Variance 7531.833333 7585.1 | Variance 1169.429188 292.27171
Observations 10 6 | Observations 10 6
Pooled Variance 7550.857143 Pooled Variance 856.15866
Hypothesized Mean Hypothesized Mean
Difference 0 Difference 0
df 14 df 14
t Stat 1.849675735 t Stat 0.755531311
P(T<=t) one-tail 0.042790467 P(T<=t) one-tail 0.231226626
t Critical one-tail 1.761310115 t Critical one-tail 1.761310115
P(T<=t) two-tail 0.085580933 P(T<=t) two-tail 0.462453253
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V. tablazat

A kontroll és a Df(3R)T65 genotipus dsszehansonlitasa

F-Test Two-Sample for Variances

F-Test Two-Sample for Variances

| Osszpeteszam Atlagos fertilitas
T65[+ Kontrol T65|+ Kontrol
Mean 160.3333 202.5 [ Mean 76.54 75.999
Variance 170.3333 7531.833333 | Variance 108.0196 1169.429188
Observations 3 10 | Observations 3 10
df 2 9| df 2 9
F 0.022615 F 0.09237

P(F<=f) one-tail 0.022306 0.04461189
F Critical one-tail 0.051587

P(F<=f) one-tail
F Critical one-tail 0.051587

0.087379 0.174757401

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

Osszpeteszam
T65|+ Kontrol T65|+ Kontrol

Mean 160.3333 202.5 [ Mean 76.54 75.999
Variance 170.3333 7531.833333 | Variance 108.0196 1169.429188
Observations 3 10 | Observations 3 10
Hypothesized Mean
Difference 0 Pooled Variance 976.4456

Hypothesized Mean
df 10 Difference 0
t Stat -1.48162 df 11
P(T<=t) one-tall 0.084625 t Stat 0.0263
t Critical one-tail 1.812461 P(T<=t) one-tail 0.489744
P(T<=t) two-tail 0.16925 t Critical one-tail 1.795885
t Critical two-tail 2.228139 P(T<=t) two-tail 0.979489

t Critical two-tail 2.200985
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VI. tablazat

A kontroll, az S15/+, a Df(3R)229+kar’"/+ és a Df(3R)T65/+ genotipusok dsszehasonlitasa
egyfaktoros variancia-analizissel

Anova: Single Factor

Osszpeteszam

SUMMARY

Groups Count Sum Average Variance
Kontrol 10 2025 202.5 7531.833
SI5|+ 7 1783 254.7143 7419.571
229+KAR3L|+ 6 1713 285.5 7585.1
T65|+ 3 481 160.3333 170.3333
ANOVA

Source of

Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups 44861.29 3 14953.76 2.184915 0.118504 3.049125006
Within Groups 150570.1 22 6844.095
Total 195431.4 25

Anova: Single Factor
Atlagos fertilitas

SUMMARY
Groups Count Sum Average Variance
Kontrol 10 759.99  75.999 1169.429
SI5|+ 7 651.23 93.03286 93.08486
229+KAR3L|+ 6 52449  87.415 292.2717
T65|+ 3 229.62 76.54 108.0196
ANOVA
Source of
Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups 1434.829 3 478.2764 0.824565 0.494369 3.049125006
Within Groups 12760.77 22 580.035
Total 14195.6 25
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VII. tablazat

A kontroll és az SIS/Df(3R)T65 genotipus dsszehasonlitasa

F-Test Two-Sample for Variances
Atlagos fertilitas

Kontrol SI5|T65
Mean 75.999 21.42785714
Variance 1169.429188 1343.100126
Observations 10 14
df 9 13
F 0.870693975
P(F<=f) one-tail 0.427776252
F Critical one-tail 0.328132509

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances
Atlagos fertilitas

Kontrol SI5|T65

Mean 75.999 21.42785714
Variance 1169.429188 1343.100126
Observations 10 14
Pooled Variance 1272.052924

Hypothesized Mean

Difference 0

df 22

t Stat 3.695462978

P(T<=t) one-tail 0.000631935

t Critical one-tail 1.717144335

P(T<=t) two-tail 0.001263871

t Critical two-tail 2.073873058
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VIII. tablazat

A kontrol és a Df(3R)229+kar’“/Df(3R)T65 genotipus dsszehansonlitasa

F-Test Two-Sample for Variances

F-Test Two-Sample for Variances

Osszpeteszam Atlagos fertilitas

Kontrol 229+KAR3L|T65 Kontrol 229+KAR3L|T6
Mean 202.5 35| Mean 75.999 9.6
Variance 7531.833333 1152 | Variance 1169.429188 15.792
Observations 10 2 | Observations 10
df 9 1|df 9
F 6.538049769 F 74.05106241
P(F<=f) one-tail 0.295171532 0.590343064 | P(F<=f) one-tail 0.089960248 0.17992049
F Critical one-tail 240.5432547 F Critical one-tail 240.5432547

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

Osszpeteszam Atlagos fertilitas

Kontrol 229+KAR3L|T65 Kontrol 229+KAR3L|TE
Mean 202.5 35| Mean 75.999 9.6
Variance 7531.833333 1152 | Variance 1169.429188 15.792
Observations 10 2 | Observations 10
Pooled Variance 6893.85 Pooled Variance 1054.065489
Hypothesized Mean Hypothesized Mean
Difference 0 Difference 0
df 10 df 10
t Stat 2.604403506 t Stat 2.636714187
P(T<=t) one-tail 0.01314604 P(T<=t) one-tail 0.012436928
t Critical one-tail 1.812461102 t Critical one-tail 1.812461102
P(T<=t) two-tail 0.026292081 P(T<=t) two-tail 0.024873857
t Critical two-tail 2.228138842 t Critical two-tail 2.228138842
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IX. tablazat

Az SI5/Df(3R)T65 és a Df(3R)229+kar’"/Df(3R)T65 genotipus sszehasonlitasa

F-Test Two-Sample for Variances

F-Test Two-Sample for Variances

Osszpeteszam Atlagos fertilitas

SI5|T65 229+KAR3L|T65 SI5|T65 229+KAR3L|T6
Mean 3.714285714 35| Mean 21.42785714 9.6
Variance 14.06593407 1152 | Variance 1343.100126 15.792
Observations 14 2 | Observations 14 ‘
df 13 1]df 13
F 0.012210012 F 85.04832296
P(F<=f) one-tail 5.65616E-07 1.13123E-06 | P(F<=f) one-tall 0.084693099 0.16938619
F Critical one-tail 0.214261562 F Critical one-tail 244.6898473

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances
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Osszpeteszam Atlagos fertilitas

SI5|T65 229+KAR3L|T65 SI5|T65 229+KAR3L|T6
Mean 3.714285714 35| Mean 21.42785714 9.6
Variance 14.06593407 1152 | Variance 1343.100126 15.792
Observations 14 2 [ Observations 14 ‘
Hypothesized Mean
Difference 0 Pooled Variance 1248.292417

Hypothesized Mean

df 1 Difference 0
t Stat 1.302436012 df 14
P(T<=t) one-tail 0.208426484 t Stat 0.439490688
t Critical one-tail 6.313751514 P(T<=t) one-tail 0.333506953
P(T<=t) two-tail 0.416852967 t Critical one-tail 1.761310115
t Critical two-tail 12.70620473 P(T<=t) two-tail 0.667013905

t Critical two-tail 2.144786681




9. abra

Termékenység
160
140 -
120 - —‘ —‘
100 r
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2 3 5 7 8  Kontrol
Hsp70 gének szdma

A hsp70 gének szdma és a termékenység kozotti osszefliggés
Megfigyelhetd, hogy a hsp70 gének szamanak csokkenésével csokken az 6sszpeteszam is. Az

atlagos fertilitas tekintetében nem ilyen egyértelmii a csokkenés, viszont a transz-heterozigdtak (2 és
3 hsp70 gén) és a heterozigotak (5-8 hsp70 gén) kozott ez is szignifikansan kiilonbozik.
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10. abra

Szamolt termékenyégi mutaté
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2 3 5 7 8 Kontrol

Hsp70 gének szama

A hsp70 gének szdma és a termékenység valtozasa a szamolt termékenységi mutatoval
kifejezve

Jol lathat6, hogy a termékenység abszolut értelemben csokken a vizsgélt hdsokk-gének
szamanak csokkenésével.
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X. tablazat

A kontroll és a SIS/Df(3R)T65 himek termékenységének az 6sszehasonlitasa

F-Test Two-Sample for Variances

F-Test Two-Sample for Variances

Osszpeteszam Atlagos fertilitas

Kontrol  SI5|T65 him Kontrol  SI5|T65 him
Mean 202.5 204.3333333 | Mean 75.999 43.86666667
Variance 7531.8333 3746.333333 | Variance 1169.4292 1353.870233
Observations 10 3 [ Observations 10 3
df 9 2| df 9 2
F 2.0104547 F 0.8637676
P(F<=f) one-tail 0.3761103 P(F<=f) one-tail 0.3569194
F Critical one-tail 19.384826 F Critical one-tail 0.2349351

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

Osszpeteszam Atlagos fertilitas

Kontrol  SI5|T65 him Kontrol  SI5|T65 him
Mean 202.5 204.3333333 [ Mean 75.999 43.86666667
Variance 7531.8333 3746.333333 | Variance 1169.4292 1353.870233
Observations 10 3 [ Observations 10 3
Pooled Variance 6843.5606 Pooled Variance 1202.9639
Hypothesized Mean Hypothesized Mean
Difference 0 Difference 0
df 11 df 11
t Stat 0.0336658 t Stat 1.4073591
P(T<=t) one-tail 0.4868734 P(T<=t) one-tail 0.0934724
t Critical one-tail 1.7958848 t Critical one-tail 1.7958848
P(T<=t) two-tail 0.9737468 P(T<=t) two-tail 0.1869447
t Critical two-tail 2.2009852 t Critical two-tail 2.2009852
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11. abra

Termékenység
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100 -
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40
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SI5|T65 Kontrol (W)

Az apak genotipusa

A himek termékenység-tesztjének eredményét mutatd grafikon

Lathato, hogy amig a néstények 4ltal lerakott peték szama szinte teljesen megegyezik, addig a
peték kikelési aranya (az atlagos fertilitds) nagy kiilonbséget mutat.
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9. abra

Termékenység
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Hsp70 gének szama

A hsp70 gének szama és a termékenység kozotti 0sszefliggés
Megfigyelhetd, hogy a hsp70 gének szamanak csokkenésével csokken az Osszpeteszam is. Az

atlagos fertilitas tekintetében nem ilyen egyértelmii a csokkenés, viszont a transz-heterozigdtak (2 és
3 hsp70 gén) és a heterozigotak (5-8 hsp70 gén) kdzott ez is szignifikansan kiillonbozik.
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10. abra

Szamolt termékenyégi mutaté
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Hsp70 gének szama

A hsp70 gének szdma és a termékenység valtozasa a szamolt termékenységi mutatoval
kifejezve

Jol lathat6, hogy a termékenység abszolut értelemben csokken a vizsgélt hdsokk-gének
szamanak csokkenésével.
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X. tablazat

A kontroll és a SIS/Df(3R)T65 himek termékenységének az 6sszehasonlitasa

F-Test Two-Sample for Variances

F-Test Two-Sample for Variances

Osszpeteszam Atlagos fertilitas

Kontrol  SI5|T65 him Kontrol  SI5|T65 him
Mean 202.5 204.3333333 | Mean 75.999 43.86666667
Variance 7531.8333 3746.333333 | Variance 1169.4292 1353.870233
Observations 10 3 [ Observations 10 3
df 9 2| df 9 2
F 2.0104547 F 0.8637676
P(F<=f) one-tail 0.3761103 P(F<=f) one-tail 0.3569194
F Critical one-tail 19.384826 F Critical one-tail 0.2349351
t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

Osszpeteszam Atlagos fertilitas

Kontrol  SI5|T65 him Kontrol  SI5|T65 him
Mean 202.5 204.3333333 [ Mean 75.999 43.86666667
Variance 7531.8333 3746.333333 | Variance 1169.4292 1353.870233
Observations 10 3 [ Observations 10 3
Pooled Variance 6843.5606 Pooled Variance 1202.9639
Hypothesized Mean Hypothesized Mean
Difference 0 Difference 0
df 11 df 11
t Stat 0.0336658 t Stat 1.4073591
P(T<=t) one-tail 0.4868734 P(T<=t) one-tail 0.0934724
t Critical one-tail 1.7958848 t Critical one-tail 1.7958848
P(T<=t) two-tail 0.9737468 P(T<=t) two-tail 0.1869447
t Critical two-tail 2.2009852 t Critical two-tail 2.2009852
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11. abra

Termékenység
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Az apék genotipusa

A himek termékenység-tesztjének eredményét mutatd grafikon

Lathat6, hogy amig a néstények altal lerakott peték szama szinte teljesen megegyezik, addig a
peték kikelési aranya (az atlagos fertilitds) nagy kiilonbséget mutat.
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12. abra

mathcoa

e - ovariolum

A Drosophila melanogaster ecetmuslica ndstenyeinek petefészke. a és b : mikroszkopos
felvételek az egész ndi szaporitokésziilékrdl. c: grafika a ndi szaporitokészilékrodl, feltiintetve a
petefészket alkotd gyongysorszerli ovaridlumokat (az ,,a” kép a szerzOk sajat felvétele, a ,b” a
FlyBase adatbazisbol szarmazik)
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13. abra

A normal (kontrol), illetve az SI5/Df(3R)T65 mutans ndstény petefészke. a €s b: a kontrol
petefészek darabkéja (100X nagyitas), illetve egy grafika az egész petefészekrdl. ¢ és d: a mutans
petefészekdarabkaja (100X nagyitas) a felhalmozddott petékkel és egy grafika az egész petefészekrol
(az ,,a” és,,c” képek a szerzok felvételei, ,,b” és ,,d” a FlyBase adatbazis alapjan).
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14. abra

A follikuléris sejtréteg az egymashoz tapadt peték feliiltén fluoreszcens mikroszkdpban
(400X, 200X illetve 100X nagyitas). A kis vilagitdo pontok a follikuléris sejtek magvai (a szerzok
felvételet).
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15. abra

A felhalmozddott petéktdl megduzzadt potroht mutans ndstény (a szerzok felvétele).
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16. abra

Egy SIS/Df(3R)T65 mutans ndstény portrohszerveinek transzmisszios €és fluoreszcens képe
(50X nagyitas). Nem figyelhet6 meg semmilyen torzid (a béltraktus,a Maphigi-féle szerv és a nemi
késziilék nincs spirdlisan megcsavarodva), ami a peterekast akadalyozhatja (a szerzok felvételei).
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