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1. Osszefoglalo

Az ecetmuslica fejlodése soran a larvalis nyalmirigy sejtekben felhalmozodo szekrécios
granulumok beltartalma a babozodaskor kiiiriil. A szekrécid utdn a sejtben maradt
valadékszemcsék lizoszomakkal fuzionadlva bontédnak le (krinofagia), ennek molekularis
hattere kevéssé ismert. Izgalmas kérdés, hogy mi lesz a sorsa a citoplazmdban marado
valadékszemcsék exocitdzishoz sziikséges membranfehérjéinek.

Kutatdsom soran megvizsgaltam egy, a szekrécios granulumok membranjat kijel6lo, és
abban allanddan jelen 1év6 (referencia) transzmembran fehérje, a GFP-vel jelolt human mCDS8
lokalizaciojat a fejlédés soran, 6sszehasonlitva azt az exocitdzisban szerepld transzmembran,
illetve membran asszocialt fehérjékével (Szinaptotagmin, Snap24). Sikeriilt kimutatnom
egyrészt, hogy a szekrécidohoz sziikséges membranfehérjék mar nem mutathatdéak ki normal
koriilmények kozott a krinoszomakon, masrészt pedig a krinofagia gatlasa soran azok a
lebontéasra nem keriilé granulumok membranjaban maradnak. Mindezek alapjan feltételezziik,
hogy a szekrécids granulumok membranfehérjéinek eltdvolitisa azok beltartalmanak

Ezen mechanizmusok feltarasaval pedig nem csak nagyobb betekintést kaphatunk az
emlitett folyamatrdl, de a krinofagiaval kapcsolatos, jelenleg még gyogyithatatlan betegségek

kezelésében is segithet, példaul a Crohn betegség €s a pancreatitis esetében.



2. Roviditésjegyzék

Rovidités Angol Magyar

ATP-az Adenosine Triphosphatase Adenozin-Trifoszfataz

DsRed Discosoma sp. red Discosoma faj piros
fluorescent protein fluoreszcens fehérje

ESCRT Endosomal Complexes Transzporthoz sziikséges
Required for Transport endoszémalis komplex

fkh fork head -

GAL4 Galactose 4 regulon Galaktoz 4 regulon

GF Glue Flux -

GFP Green Fluorescent Protein Z0lden fluoreszkald fehérje

- glue ragaszto fehérje

GTP-az Guanosine triphosphatease Guanozin-trifoszfataz

h hour ora

HOPS komplex

Homotypic fusion and
protein sorting complex

Homotipikus fuzio és
fehérje valogatd komplex

protein 2; 7

Hrs Hepatocyte growth factor Hepatocita novekedési
regulated tyrosine kinase faktor altal szabalyozott
substrate tirozin kindz szubsztrat

Lampl Lysosomal associated Lizoszémahoz kapcsolodo
membrane protein 1 membranfehérje 1

LR Lamp-Ring -

PBS Phosphate Buffered Saline Foszfat-pufferelt sooldat

pH pondus hidrogenii -

RNAI RNA interference RNS-interferencia

Sgs3 Salivary gland secretion 3 -

Syb Synaptobrevin Szinaptobrevin

Sytl Synaptotagmin 1 Szinaptotagmin 1

Rab 2; 7 Ras-associated binding Ras-féle koto fehérje 2; 7

Snap29; Snap24

soluble N-ethylmaleimide
sensitive factor attachment
protein receptor (SNARE)

Oldhato6 N-etilmaleimid
érzékeny-faktor Kot
Fehérje Receptor fehérje 29

subunit 1

protein 29

SNARE Soluble N- Oldhat6 N-etilmaleimid
ethylmaleimidesensitive- érzékeny-faktor Kot
factor Attachment Protein Fehérje Receptor
Receptor

Syx13 Syntaxin 13 Szintaxin 13

TGN Trans-Golgi Network Transz-Golgi haldzat

™ Transmembrane Transzmembran

UAS Upstream Activating Feljebb 1évo Aktivalod
Sequence Szekvencia

Vamp7 Vesicle-associated Vezikula-asszocialt
membrane protein 7 membranfehérje 7

Vhal6-1 Vacuolar H" ATPase 16kD Vakuolaris H* ATP-az 16kD

alegység 1




Vpsl6a; Vps26; Vps32

Vacuolar protein sorting
16a; 26; 32

Vakuolaris fehérje valogato
16a; 26; 32




3. Bevezetés

A sejten beliili megannyi organellum és molekularis partner kozott végbemend
transzport folyamatok megfeleld miikodése esszencialis szerepet tolt be az €16 szervezetek
homeosztazisdnak fenntartdsa érdekében. Az altalam vizsgalt folyamat kozpontjadban a
szekrécios utvonalak, legfoképp a szabalyozott szekrécid all. A regulalt szekrécios utvonal adott
valadék termelésére és kiliritésére specializalodott sejtekre jellemzd, melyek a szervezet
szamara hasznos anyagokat termelnek, majd sziikség esetén azt egy szignal hatasara a sejten
kiviilre juttatjak (1, 2).

Ezen folyamat vizsgalatahoz ecetmuslica (Drosophila melanogaster) larvalis €s fiatal
bab nyalmirigyét hasznaltam (1. A. dbra). Az ecetmuslica metamorfozisa soran ekdizon hormon
hatasara, a larvalis nyalirigy sejtjeiben mukopoliszacharid tartalma ragasztéanyag (glue)
tartalmu szekrécids granulumok kezdenek kialakulni a transz-Golgi halozatrol (TGN) lefiizodo
vezikulak révén (1, 3). Ezen valadékszemcsék még éretlen szekrécios granulumok, vagyis
atmérojik csupan 0,05-0,1 pm. A muslica babozdédasdhoz kozelebbi idopontban azonban méar
kevesebb, de jelentdsen nagyobb méretli, 2,5-3,5 pm atmérdji glue granulumok lathatéak a
nyalmirigysejtekben, azok egyesiilése (homotipikus fuzidja) révén (1. B. abra) (4). A babozddas
elétt par oraval a sejtekbdl ekdizon hormon impulzusra, merokrin szekréciéval a nyalmirigy
lumenébe keriil ez a specidlis glikoprotein tartalmu valadék. Ezt kovetden, a babozodas
pillanatdban a nyalmirigy kivezetdcsdveén keresztiil liriil a homogén véladék a kiilvilagba, a bab
¢s az adott feliilet koz¢, ahova odatapasztja magat a muslica, ami tehat a megfeleld, nyugodt
kornyezetet biztositja az imagoé kifejlddése szdmra (2, 5). A nyalmirigy és ezaltal a sejtekben
maradt glue granulumok lebontasa egy kevéssé ismert autofag folyamat, krinofagia révén zajlik
le. A folyamat soran a sejtben maradt valadékszemcsék savas belter(i, savas hidrolaz tartalmu
lizoszomakkal egyesiilve, ezaltal krinoszomakat létrehozva degradalodnak (1. B. dbra). A
krinofagia tehat egy fejlodésgenetikailag meghatidrozott modon zajlik le a muslicak

nyalmirigysejtjeiben (5).
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1. abra: Az ecetmuslica posztembrionalis fejlodése soran a larvalis (A;1.), korai (A;2.) és kés6i bab
(A;3.) nyalmirigy sejtjeiben lezajld, valadékszemcsekhez kotddo fobb folyamatokat mutatom be. A
larvalis nyalmirigy sejtekben a TGN-16l leftiz0d6 szekrécios granulum kezdemények egymassal
vald egyesiilése révén elérik a megfeleld fejlettségiiket és méretiiket a szekrécidhoz, amikoris a
babozodashoz sziikséges szekrétum kijut, kezdetben a nyalmirigy lumenébe, majd az allat és az
adott feliilet kozé. Késobb a sejtekben maradt szekrécidos granulumok lizoszomakkal torténd
egyesiilés révén degradalodnak (krinofagia) (B).

A krinofagiadt 1966-ban fedezték fel, amely elsGsorban a sériilt, eloregedett vagy
feleslegessé valt szekrécios granulumok elimindldsdnak egyik f6 formaja. A krinofagia
folyamatat szabalyoz6 legelsé molekuldkat megfeleld modellrendszer hidanyaban azonban csak
késon 2018-ban irtak le (5). Felfedezték a folyamathoz sziikséges kis GTP-4zokat (Guanozin-
triphosphatease), a Rab2-t és a Rab7-et (Ras-associated binding protein 2; 7), melyek a HOPS
(Homotypic fusion and protein sorting) panyvazo komplex fehérjepartnereinek toborzasahoz
sziikségesek. Végiil a Syntaxin 13 (Syx13, Snap29 ¢és Vamp7 tartalmu SNARE (Soluble N-
ethylmaleimidesensitive-factor Attachment Protein Receptor) komplex is elengedhetetlennek
bizonyult a lizoszomak és a glue tartalmt szekrécids granulumok fuzidja soran (5). Fontos
tovabba megemliteni, hogy tarsszerzo lehettem egy olyan 2022-es publikacidban, melyben a
fejlodési programtol fiiggetleniil aktivalodo, korai krinofagiat vizsgaltuk ecetmuslicak
nyalmirigyeiben. A retrograd transzportot akadalyozva gatoltuk bizonyos anyagok visszajutasat
az endoszomakbol a TGN-be, ezaltal mar a larvalis nyalmirigy sejtekben elsavasodnak a
szekréciora képtelen, rendkiviil aprd, éretlen fejlodési stddiumban rekedt valadékszemcsék.
Korabbi tanulméanyokban leirtdk mar, hogy a valadékszemcsék normal érési folyamataihoz
nélkiilozhetetlen a rendben zajld retrograd transzport (6). Ezenfeliil egy glue granulum
membranon megtalalhato fehérje (ami az exocitozishoz és a retrograd transzporthoz sziikséges

R tipust SNARE komponens), a Szinaptobrevin (Syb) lokalizacidjat is megvizsgaltuk. Normal
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muslica nyalmirigy sejtekben a Syb a larvalis allapotban még a granulumokon kimutathato,
azonban fiatal bab allapotukban mar lekeriil a valadékszemcsék membranjardl azok lebontasa
soran (7).

A fentebb emlitett muslica nyalmirigyben lezajlé folyamatok tovabbi megértése céljabol
érdekesnek tartottam, egy még nem vizsgalt folyamat, a szekrécidohoz sziikséges,
valadékszemcséken 1évé membranfehérjék eltavolitodasat és késdbbi lebontasat megfigyelni.
Ezen kutatashoz egy tobbnyire az idegtudomanybol ismert, szinaptikus vezikuldk
exocitozisaban részt vevod, kalciumszenzor fehérje, a Szinaptotagmin vizsgalatat (Sytl) tliztem
ki célul (8). Tovabba az exocitozishoz nélkiilozhetetlenek a SNARE fehérjék is, ezért egy, a
szekrécios folyamatokbdl mar jol ismert Qbc tipusi SNARE-t, a Snap24 membran asszocialt
fehérjét 1s megvizsgaltam abbdl a szempontbol, hogy azok milyen mddon kertilhetnek le a ki
nem triilt, tehat sejtben marado valadékszemcsék membranjardl a szekrécid végeztével. Egy
2018-as publikacioban megfigyelték, hogy a Sytl és a Snap24 fehérjéket kés6i endoszomak
bontjak le hobbit (amely egy endoplazmas retikulum fehérjét kodold gén) mutans muslicakban,
melytdl az 4llatok fejléddése is komoly zavart szenved és emiatt kisebb testméretet eredményez
(9). Azonban ezen membranfehérjék lebontasahoz sziikséges mas utvonalakat, illetve esetleges
molekularis partnereket nem ismeriink.

Ahogy emlitettem a szekrécids granulumok ecetmuslica fiatal babok nyalmirigyében
krinofagia utjdn degradalodnak, igy elképzelheté ezen folyamat szerepe a szekréciohoz
elengedhetetlen membranfehérjék eltavolitdsanak esetében is. Kutatdsaim sordn kivancsi
voltam tehat, hogy a szekrécidhoz sziikséges membranfehérjék milyen modon tavolitddnak el
a sejtben marado valadékszemcsék membranjar6l. Krinoszomava kell-e alakuljanak a
szekrécios granulumok, hogy a szekrécidhoz nélkiilozhetetlen membranfehérjéik 1is
eltavolitasra €s lebontasra keriiljenek? Ha igen, sziikségesek lehetnek-e ehhez a mar jol ismert
lizoszémakhoz kdthetdé mechanizmusok (multivezikularis lizoszomak képzddése, lizoszoma
reformacio), ha nem, milyen mas folyamatok szabéalyozhatjak? Eppen ezért fontosnak tartom
ezen folyamatokhoz kothetéen a szekrécids granulum-lizoszoma flhzidban feltart gének
vizsgalatat (HOPS komplex alegységeit kodolo gének, Syx13, Snap29, Rab7), valamint az
ESCRT komplex (endosomal complexes required for transport) (Hrs, Vps32) lehetséges
szerepét felderiteni a folyamatban. Az ESCRT komplex ugyanis a kés6i endoszoma/lizoszéma
membranjat ugy hajlitja meg, hogy azok belsejébe kisebb vezikuldk formajaban fel tudjak venni
a lebontasra szant citoplazmatikus anyagokat, illetve az endoszoma/lizoszoma
membrankomponenseit, ezzel multivezikularis endoszomakat létrehozva (10). Emellett a

lizoszoma reformacioban szerepet jatszé retromer komplex szerepének vizsgalatat is célul
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tliztem ki. Egy 2021-ben a retromer komplex (Vps26) szerepét vizsgalva Drosophila larvélis
nyalmirigyben megfigyelték ugyanis, hogy Szinaptotagmint képes reciklizdlni a glue
granulumok felszinérdl, hogy azok részt vegyenek az ijabb valadékszemcsék kialakitasaban
(11).

A felsorolt folyamatok megértése mellett, megemlitem az orvosbiologiai relevanciajat
ezen kutatdsoknak. Kiemelném a krinofagia miikodésével dsszekothetd diabéteszt és a jelenleg
is igen sulyos problémat okoz6, ma még gyogyithatatlan Crohn betegséget és a nagy mortalitast

akut pancreatitist (12).

4. Célkituzések

Elsésorban szeretném beazonositani a folyamatot, ami altal a szekrécioés granulumok
exocitdzishoz sziikséges membranféhérjéinek delokalizacidja torténik azok membranjarol, a
merokrin szekréciot kovetden. A valadékszemcesék lizoszomava alakulva, a szekréciot kovetden
mar nem tartalmazzdk a szekréciohoz nélkiilozhetetlen membranfehérjéket, igy a krinofagia
egy potencialis mechanizmus lehet ezen fehérjék eltavolitasara is. Ehhez a Szinaptotagmin, egy
a granulumok membranjan fellelheto fehérje lokalizacidjanak valtozasat fogom megfigyelni és
nyomon kovetni a krinofagidhoz sziikséges molekularis partnerek csendesitése folyaman.
Tovabba esszencialis megvizsgalni mas lehetséges lizoszomahoz kdthetd folyamatok szerepét
a membranfehérjék eltdvolitdsa soran. Valamint elengedhetetlennek tartom a tovabbi,
szekrécids granulumok membranjan eléforduld fehérjéknek a eltavolitodasat is feltérképezni,
illetve nem csak tultermelt torzseket hasznalni, hanem esetleg immunfestéssel is megfigyelni a
membranfehérje lokalizacidjat. Fontos kérdés tovabba, hogy mi lesz ezeknek a
membranfehérjéknek a sorsa a sejtben a szekrécio végeztével: reciklizdlodnak, vagy

degradalodnak?

5. Anyagok és modszerek

5.1. Drosophila melanogaster torzsek

Sgs3-GFP (Glue-GFP)3%84 385 Sog3-DsRed (Glue-Red), UAS-GFP-Lamp1, fkh-GALA4.
Tovabbi torzsek a Bloomington Drosophila Stock Center-b6l: AB1-GAL4!'824, UAS-Sytl-

GFP6926, UAS-H’ICDS-GFP5137, Snap29JF25862, Vpsl6aGD23769, Vha16-lGD49290, HI'SJF28026,


http://bdsc.indiana.edu/stocks/1824
http://bdsc.indiana.edu/stocks/6926
http://bdsc.indiana.edu/stocks/5137

Vps269P183%  Valamint a Vienna Drosophila Resource Center-bsl: Syx139P8361

VpS32KK106823(5).

Az éllatokat ¢éleszté ¢és kukoricaliszt keverékébdl eldallitott taptalajon,
tenyésztdcsovekben 25 °C-on tartottam. Kovetkeztetéseimet minden vizsgalt genotipusbol
minimum 7 par Drosophila nyalmirigy megfigyelése alapjan tettem. A muslicak nyalmirigyét
kiilonboz6 id6pontjukban vizsgaltam meg, az altalam -6h-asnak jeldlt allatok, babozddasuk
elott koriilbeliil 6 oraval lettek megfigyelve, ezen allatok mar a taptalajbol elébujtak és az
ivegeso falara masztak. Tovabba megfigyeltem -2h-as, a muslica babozodasa elott koriilbeliil
2 oraval megegyezd nyalmirigyeket, ezen allatok mar egyhelyben tartozkodva lathatdak az
iiveg falan, boncolas utan pedig lathaté nyalmirigyiik lumenében a glue. A Oh-as allatoknak a
fehér bebabozodott egyedeket vettem, illetve még 2h-as nyalmirigyet is megfigyeltem, ezen

allatokat bebabozodaskor megjeloltem és 2 ora elteltével vizsgaltam oket.

5.2. Fluoreszcens riporterrendszerek

Az UAS-transzgént tartalmazé fehérjemarkerek és a tultermelt torzsek kifejezddése
érdekében, egy nyalmirigy specifikus, GAL4 transzgént haszndlok. A GAL4 az UAS
enhanszere, tehat ahogy a GAL4 az UAS-hez kotédik, az UAS-t kdvetd gének elkezdenek
atirodni.

A szekrécidos granulumok savasodasat kovetd Glue Flux (GF) rendszer, ennek
genotipusa: Sgs3-GFP (Glue-GFP), Sgs3-DsRed (Glue-Red); valamint egy nyalmirigy
specifikus GAL4 forras. Larvalis muslica nyalmirigy sejtekben a glue granulumok mind GFP-
re és mind DsRed-re pozitivak lesznek, ezek a kompozit képeken fehér szinnel mutatkoznak
meg. Azonban az allat bebabozddasa utan a pH érzékeny GFP jele kioltodik a lizoszoma savas
hidrolaz hatasatol, a granulumokkal valo fizidja kovetkeztében, ezért innentdl kezdve mar csak
DsRed-re lesznek pozitivak.
genotipusa: Sgs3-GFP, UAS-GFP-Lampl; valamint egy nyalmirigy specifikus GAL4 forras. A
muslicdk nyalmirigy sejtjeiben babozddasuk eldtt 2 o6raval (-2h) kezddédik el a granulum-
lizoszoéma f0zid, ekkor a GFP-Lampl gytiriik jelennek meg a valadékszemcsék membranjat
kijelolve, utalva a sikeres késdi endoszoma/lizoszoéma fuziora. Mivel a Lamp1 C-terminalisan

talalhaté a GFP, a krinoszoma membranjaban igy a lumindlis oldal felé tekint, ezaltal babokban
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http://stockcenter.vdrc.at/control/main

mar nem fog latszédni a gyliri a GFP levagddasa és reverzibilis inaktivalddasa végett, a
krinoszomakban.

Az éllando (referencia) szekrécios granulumok membranjat kijelolé fehérje rendszer és
annak genotipusa: Sgs3-DsRed (Glue-Red); UAS-mCD8-GFP, fkh-GAL4. A muslica
babozodasa eldtt 6, illetve 2 oraval (-6h, -2h) és annak babozodasakor (Oh), valamint
babozodasa utan 2 oOraval (2h) is folytonos lokalizaciot lathatunk a kontroll nyalmirigyek
sejtjeiben a valadékszemcsék koriil.

A valadékszemcsék exocitdzisahoz sziikséges granulum membranfehérje rendszere és
genotipusa: Sgs3-DsRed (Glue-Red); UAS-Syt1-GFP, valamint egy nyalmirigy specifikus
GALA4 forras. A glue granulumok koriil gytiriit alkot a Szinaptotagmin 1 (Sytl) -6h-as és -2h-
as allatok nyalmirigyében, ezzel szemben Oh-as és 2h-4s ecetmuslicdban mar nem talalhaté meg

a valadékszemcsék membranjan.
5.3. Mintaelokészités és képalkotas

Az adott genotipusu és megfeleld stadiumu Drosophila melanogaster allatokat Zeiss
Stemi DV4 sztereomikroszkép alatt boncoltam, 20% formaldehidet tartalmazo PBS-ben
(Phosphate Buffered Saline). Ezt kovetéen minimum 10 percig hagyom 9:1 aranyu PBS-10%
Triton €s a hozzaadott 1:100 Hoechst (magfestés) elegyben, majd lefedem.

Az immunfestéshez PBS-ben boncoltam Sgs3-GFP; egy nyalmirigy specifikus GAL4
forras és Sgs3-DsRed; fkh-GAL4 genotipusu ecetmuslicdkat, majd 0,05%-0s PBTX-Doc (1:1
aranyu 0,1%-o0s PBTX-Doc (0,1% Triton x-100, 0,05% natrium-deoxikolat PBS-ben oldva) +
PBS) oldatba helyeztem 6ket, ezutan 3x PBS-el dblitettem és 4%-o0s formaldehid-PBS oldatban
fixaltam 40 percig. Az 1d6 leteltével ujbol PBS-el dblitettem és mostam 4t a mintdkat, majd 1
oran at blokkoltam 10%-o0s FCS-PBTX-Doc-ban. Ezt kdvetden a mintdkat attettem az elobb
emlitett oldatba, ami mar tartalmazta az els6dleges antitestet is (1:50 anti-Rabbit Snap24) (13)
¢s 4 °C-on 2 ¢éjszakan keresztiil taroltam. A két éjszaka letelte utdn, friss 0,1%-0s PBTX-Doc
oldatba tettem ¢€s ezzel Oblitettem at a mintakat, majd 30 percig blokkoltam 10%-0s FCS-
PBTX-Doc-ban. Utana 3 6rat hagytam a masodlagos antitestet tartalmazo blokkold oldatban
(1:1000 anti-Rabbit-Red). Az id6 leteltével PBTX-Doc 6blités utan, 15 percig 4%-os NaCl,
0,1%-0s PBTX-Doc és Hoechst elegybe rakom, végiil 0,1%-0s PBTX-Doc, majd PBS 6blités

és mosas utan fedem le a mintakat.
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Utédna Carl Zeiss Axiolmager Z1 ApoTome-mal felszerelt epifluoreszcens mikroszkop
40x-es nagyitasit EC Plan-NeoFluar objektivét hasznaltam, majd AxioVision 4.8.2 szoftverrel

tettem lathatova a felvételeket.

6. Eredmények
6.1. Az mCDS8 referenciafehérje és a Szinaptotagmin jelenlétének

vizsgalata a szekrécios granulumok membranjan

A szekrécids granulum membranfehérjék lebontasanak megfigyeléséhez, alkalmaztam
egy referencia transzmembran markert, az mCD8-at, amely kijeloli a membranokat (igy az
intakt és a leboml6 valadékszemcsék membranjat is) a sejtekben. Létrehoztam egy vizsgalati
rendszert, melyben az mCD8 GFP-vel, a glue granulumok pedig DsRed markerrel vannak
megjelolve. Az mCD8 a kontroll Drosophila nyalmirigy sejtekben a szekrécios granulumokat
jeloli ki. Lathatdé ahogy kiilonbozd fejlodési stddiumokban kimutathato az mCDS8 a glue
granulumok membranjan. A szekrécios granulumok krinofagia 4ltali lebontasanak ellenére (5)

a vandorlo, késoi larvalis (2. A. és B. abra) és a fiatal babok allapotaban (2. C. és D. dbra) is

megmarad a mCD8 gyirt.
A Kontroll Kontroll

, Hoechst

GlueDsRed,

2. abra: A zolddel jelolt human mCD8 lathatoan kirajzolja a DsRed pozitiv intakt és a degradalodo
szekrécios granulumok membranjat (sarga nyil) kontroll muslica nyalmirigy sejtjeirdl késziilt
idésorozatban (A-D).
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Készitettem egy Drosophila konstrukciot, az el6z6hoz hasonldan, csak ezesetben a
Szinaptotagmin 1-el (Sytl) , amelyr6l tudjuk, hogy sziikséges a valadékszemcsék fejlédéséhez
¢s uritéséhez is. Ebben a rendszerben a Sytl-GFP-vel, a glue granulumok pedig DsRed-el
latszédnak. Az mCD8-al ellentétben a Sytl szekrécidohoz sziikséges membranfehérje az iirités
elotti idopontig, a vandorld és késdi larvalis nyalmirigyben lokalizal a valadékszemcsék

felszinén (3. A. és B. dbra). Az mCD8-al ellentétben a szekrécids granulumok exocitdzisa utan,

tehat a muslica babozddéasakor €s utana, mar nem taldlhaté meg azok membranjan a Sytl fehérje

(3. C. és D. abra).
A Kontroll -6h

B -2h

Kontroll

, Hoechst

Kontroll

74
/l'

|

GlueDsRed,

3. abra: A zolddel jelolt exocitozishoz sziikséges membranfehérje, a Szinaptotagmin 1 (Sytl)
kirajzolja a DsRed jelolt glue granulumok membranjat kontroll vandorld muslica nyalmirigy
sejtjeiben (sarga nyil) (A, B). Azonban a babok nyalmirigy sejtjeiben mar nem lathatd zold Sytl
gylri a granulumok koriil (C, D).

Mivel a fentebb bemutatott rendszerben a Syt1-GFP til van termelve a mirigysejtekben,
ezért sziikkségesnek lattam, hogy az endogén Sytl lokalizaciot immunfestéssel is ellendrizzem.
Lathatoan a larvalis nyalmirigy sejtek (-6h) valadékszemcséin kimutathatd az endogén Sytl (4.

A. abra), azonban babozddas pillanatdban (Oh) mar nem lathatdak (4. B. abra).
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Kontroll -6h

Kontroll

t1, Hoechst

GlueDsRed,

4. abra: Immunfestés altal zolddel jelolt Szinaptotagmin 1 (Sytl) lokalizacidja figyelhetd meg a glue
granulumok koriil (sarga nyil) kontroll larvélis nyalmirigyben (A). Mindazonaltal a Syt1 gy{irti mar
nem lathaté a DsRed jelolt granulumok kortil kontroll bab nyalmirigyében (B).

6.2. Potencialis szekrécios granulum membranfehérje lebonto

folyamatok vizsgalata

Szeretném elsésorban a krinofagia megfeleld miikodéséhez sziikséges fehérjéket
bemutatni, ehhez azonban eldszor is bemutatnom a krinofagia normal mechanizmusat a kontroll
nyalmirigyekben. A krinofagia sordn a degradalodo valadékszemcsék elsavasodéasat vizsgald
rendszereként a Glue Flux-ot (GF) mutatom be. A glue valadék GFP és DsRed markerrel is
rendelkezik, igy vandorlo (-6h)-as larvak nyalmirigyében ezek a kompozit képeken fehéres
szinnel lathatéak (5. A. abra). A muslica babozodasakor (Oh) a sejtben marad6 szekrécids

granulumok lizoszomakkal egyesiilve bontddnak le és ezen lizoszomalis enzimek miatt, a savas

pH-n a GFP marker kioltodik, igy csak DsRed-el latszodnak a krinoszomak (5. B. abra).
Kontroll Oh

, Hoechst

GlueDsRed,

5. abra: A Glue Flux (GF) fluoreszcens riporterrendszer idosorozata kontroll muslica nyalmirigyben.
A muslica babozddasa elétt 6 oraval (-6h) a glue granulumok GFP-DsRed kettds pozitivitast
mutatnak (A). Ellenben a babozddas pillanataban (Oh) tobbnyire mar csak DsRed jel6lt granulumok
lathatdak, mivel a GFP kioltodott a lizoszoma savas pH-janak hatasara (B).
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A krinoféagia folyamata még inkabb jobban kovethetd egy masik rendszerrel, az altalunk
Lamp Ringnek nevezett rendszerrel (LR). Ezzel jobban figyelhetd maga a lizoszoma-granulum
fuzidja, ugyanis a Lamp1-GFP jelzi a lizoszoémak membranjat, amely a granulumokkal torténd
fuzié utan, azok felszinén gyftiriit rajzol ki. Kontroll -6h-as allatok nyalmirigy sejtjeiben a
DsRed jeldlt granulumok koriil még nem alakult ki a GFP-Lampl gytri, amely a kés6i
endoszomakat/lizoszomakat jeloli, ugyanis a krinofdgia még nem indult be (6. A. abra).
Ellenben bebabozddas eldtt mintegy 2 draval (-2h) mar megjelennek a GFP-Lamp1 gytiriik a
valadékszemcsék koriil, jelezve a szekrécios granulum-lizoszoma fuzid, azaz a krinofagia

folyamatat (6. B. abra).

A -6h

Kontroll

B______Kontroll -2h

, Hoechst

a GlueDsRed,

abra: A Lamp Ring (LR) fluoreszcens riporterrendszerben a glue granulumok DsRed-del, a kés6i
endoszomk/lizoszomak membranja pedig GFP-Lampl-el van megjelolve, melynek idGsorozata
lathato kontroll muslica nyalmirigyben. A vandorl6 larvakban még nem alakulnak ki zold gytirtik a
granulumok koriil (A), azonban azon nyalmirigy sejtekben, ahol mar a nyalmirigy lumenébe (L)
szekretalodott a granulumok egy részének beltartalma, de még nem keriilt kiiiritésre a kiilvilagba (-
2h), mar megfigyelhetd a zold Lamp1 gytirt (sarga nyilak) (B).

A tovabbiakban bemutatom, hogy a krinofagidhoz sziikséges gének csendesitése soran
milyen fenotipust lathatunk, illetve a retromer és az ESCRT komplex esetében, hogy milyen
hatéssal vannak erre a lebont6 folyamatra. A GF rendszert tehat 6sszekereszteztem elsé korben
a korabban mar azonositott krinofagidhoz sziikséges molekuldris partnerek koziil egy nem
HOPS specifikus alegység, a Vpsl6a (Vacuolar protein sorting 16A) (7. B. abra) és egy SNARE,
a Snap29 (7. C. abra) RNS interferenciat (RNSi) tartalmazo torzsekkel. Lathatd, ahogy a
kontrolltol eltéréen nem savasodnak el a Oh-as babokbol kiboncolt nyalmirigyekben a
szekrécios granulumok, hanem tovabbra is fehéres szinliek a kompozit képeken, ugyanis a
krinofagia altali lebontast akadalyoztam meg ezekkel. Mas potencialis membranfehérje
delokalizalo folyamat vizsgélatdhoz az ESCRT komplexet vizsgaltam, illetve a membran
reciklizacidban is szerepld retromer komplexet. Megfigyeltem a Vps26-ot (Vacuolar protein
sorting 26), amely a retromer komplex egyik esszencidlis alegysége, ezesetben a kontrollhoz

hasonl6 modon savasodtak el a glue granulumok (7. D. abra). Tovabba két ESCRT komplex
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alegységet kodold gént is leteszteltem, a Hrs-t (Hepatocyte growth factor regulated tyrosine
kinase substrate) és a Vps32-t (Vacuolar protein sorting 32) a GF rendszerrel és meglepé modon

ebben az esetben savasodasbeli defektust lathatunk. Ebbol kovetkezik, hogy a Vpslo6a, a

Snap29, a Hrs és a Vps32 csendesitése soran hibat szenved a krinofagia lebontéas folyamata.

A Kontroll Oh B Vps16a®™ Oh

, Hoechst

GlueDsRed,

, Hoechst

GlueDsRed,

, Hoechst

GlueDsRed,

N

abra: A GF rendszer kontroll Oh-as bab esetében (A), és kiilonb6z6 RNS interferenciak
keresztezésével (B-F). A krinofagiahoz sziikséges fehérjék, a Vpsl6a (B) és a Snap29 (C) nem
megfelel6 mikddése lathatoan savasodasi defektust okoz. Azonban kontrollhoz hasonldéan, mar csak
DsRed pozitivak a krinoszomak a Vps26 RNSi esetében (D), tehat a retromer komplex nem tiinik
sziikségesnek a krinofagidhoz. Ellenben az ESCRT komplex elemei, a HRS (E) és a Vps32 (F) is
ugy tiinik savasodasi defektust okoz, és szerepet jatszanak a granulumok lebontasaban.

Az el6bb emlitett géncsendesitéseket megvizsgaltam az LR rendszerrel is. A Vpsl6a (8.
B. abra), Snap29 (8. C. abra), ahogy azt mar kordbban leirtdk a GFP-Lamp]1 pozitiv gytiriik
megjelenése helyett a granulumok koriil annak pontszerli felhalmozdodasat tapasztaltam.

Meglep6 és eddig nem ismert médon a Hrs (8. E. abra) és Vps32 RNSi (8. F. abra) esetében is
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a kontrolltol eltéré eredményt lathatunk a -2h-4s allatok nyalmirigysejtjeiben. Tehat a felsorolt
gének csendesitése soran nem alakulnak ki a GFP-Lampl gytirtik a valadékszemesék koriil,
hanem feltorlédnak a citoszolban, a valadékszemcsék koriil, vagyis a szekrécios granulum-
lizoszéma fizi6 sériil (8. dbra). A Vps26 RNSi (8. D. abra) esetében ismét a kontrollhoz hasonlo
eredményt lathatunk, GFP-Lamp1 gytrik taldlhatéak a glue granulumok kortil, tehat a Vps26
nem szilikséges a krinofagia folyamatahoz, igy ezt a fehérjét a tovabbiakban csak a reciklizacio

szempontjabol vizsgalom.

A Kontroll -2h

I, Hoechst

GlueDsRed,

»1, Hoechst

GlueDsRed, ¢

, Hoechst

GlueDsRed,

ol

abra: A LR rendszer kontroll -2h-as larvalis muslica nyalmirigy sejtek (A) 6sszehasonlitva tobb
RNS interferencia keresztezéssel (B-F). A Vpsl6a (B), Snap29 (C), Hrs (E) és Vps32 (F) esetében
nem alakulnak ki gytiriik, igy a granulum-lizoszoma fizi6 sériil. A Vps26 RNSi-t (D) alkalmazva
azonban a kontrollnak megfelelden kialakulnak a GFP-Lampl gytirtik.

A tovéabbiakban az mCD8 rendszerrel figyeltem meg a krinofagidhoz, ESCRT-hoz és a

retromer komplexhez kapcsolddd gének csendesitése utani fenotipusokat, ugyanis szerettem
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volna prezentalni az altalam hasznalt géncsendesitések fenotipusat egy referenciafehérjével, az
0sszehasonlitas eldsegitése céljabol. Ezesetben Oh-as allatokat vizsgaltam a krinofagidhoz
sziikséges gének csendesitése soran, ehhez Vpslo6a-t (9. B. dbra), Snap29-et hasznéltam (9. C.
abra) és megvizsgaltam még egy masik SNARE komplex génnel, a Syx13-al (9. D. ébra). A
Syx13-at azért valasztottam, mivel ugy gondoltam a lehetséges krinofagia altali lebontast
jobban tdmasztand alda még egy, az emlitett folyamathoz sziikséges fehérje csendesités
fenotipusanak bemutatasa. Kereszteztem ugyanugy a Vps26-al (9. E. édbra), a Hrs-el (9. F. dbra)
és a Vps32-vel (9. G. abra). Ezenfeliill Vhal6-1 (Vacuolar H* ATPase 16kD subunit 1) RNSi
torzsel is megfigyeltem az mCDS8 rendszert, a lizoszomalis lebontas ellendrzése véget. A
Vhal6-1 egy vakuolaris hidrogén ATP-az (Adenosine Triphosphatase), ami az anyagok
lebontasaban jatszikszerepet. A kontrollnak megfelelden (9. A. 4bra), egyik csendesités soran

sem keriilt le az mCDS8 a granulumok membranjarol (9. abra).

18



, Hoechst

, Hoechst GIueDsRed,

GlueDsRed,

9. abra: A humén mCDS8-GFP jelenléte a kontrollnak (A) megfelelden kirajzolja a DsRed jeldlt
szekrécios granulumok membranjat (sarga nyil) a fentebb bemutatott gének csendesitése (RNSi)
ellenében is (B-H).

A fentebb felsorolt géncsendesitésre alkalmas torzseket Osszekereszteztem a Sytl
rendszerrel is, hogy megfigyeljem a Szinaptotagmin jelenlétét a granulumokon a kiilonb6zo

fehérjék mikodésének korlatozasa mellett. Meglepd mddon minden emlitett gén csendesitése
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soran, a Oh-as kontrolltdl eltéréen megmaradtak a Sytl gytiriik a granulumok koriil (10. abra).
Ez azt jelenti, hogy a krinofdgia molekularis partnerei, tehat maga a folyamat, az ESCRT ¢és a
retromer komplex is szerepet jatszhat a szekrécidohoz sziikséges Szinaptotagmin granulumokrol
valo6 eltlintetésében és késdbb azok lebontasaban.

A Kontroll Oh

B Vps16a”"

oh

, Hoechst

Snap29®”"st gh

\'4

, Hoechst GlueDsRed,

(9}

Vps32RNsi  gp

GlueDsRed,

10. abra: Az exocitdzishoz sziikséges Szinaptotagmin 1 (Syt1) a kontroll (A) bab muslica nyalmirigyt6l
eltéréen kialakit gytiriiket a glue granulumok koriil (sarga nyil) a kiilonb6z6 RNS interferencidk
(RNSi) alkalmazasanal (B-H).
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6.3. A szekrécios granulum membran asszocialt Snap24

lokalizacioja

Megvizsgaltam egy masik, a véaladékszemcséken megtalalhatdé membran asszocialt
fehérje, a Snap24 lokalizaciojat is, mivel egyrészt ez nincs tlltermelve, masrészt meg szerettem
volna vizsgalni tobb, szekrécidhoz sziikséges fehérje sorsat is, harmadrészt pedig ez a fehérje a
Sytl-el ellentétben nem tartalmaz TM domént. Immunfestéssel pirossal jeldltem a Snap24-et,
illetve a glue granulumok ezesetben GFP-vel latszodnak. A kontroll -6h-as nyalmirigyekben
gyuriként jelenik meg a Snap24 a valadékszemcsék koriil (11. A. abra), tehat a Sanp24 a
valadékszemcsék membranjan lokalizal. Meglepd modon, a Sytl esetében tapasztaltakkal
ellentétben Oh-4s allatokban azonban mar a granulumok lumenében lathatjuk (11. B. 4bra),
valoszinlileg a Sytl lebontas céljabol. Kiemelném azt a jelenséget is, amikor a bab allatok
szekrécids granulumai még halvanyan GFP pozitivak, de mér a piros Snap24 is lathat6é a
granulumok belsejében (11. B. abra piros nyil), ez valoszintileg a korai fazisat jelzi a Snap24

Megvizsgaltam tovabba Snap29 csendesitéssel is a Snap24 lokalizacidjat, vizsgalva
ezzel a krinofagiat, mint potencialis lebont6 Gitvonalat. A Oh-as bab nyalmirigyekben a Snap29
csendesités miatt még mindig megtalalhatdak a Snap24 gytriik a granulumok kortil, feltehetéen
azok a krinofagia altali lebontas defektusa miatt maradnak meg (11. C. abra).

A Snap24 lehetséges lebontasat tovabb vizsgalva az ESCRT komplex egyik egységét, a
Hrs szerepét figyeltem meg. Meglepé modon a Hrs csendesitett Oh-as babokban a kontrollhoz
hasonloan lathatunk csak Snap24-re pozitiv organellumokat, melyek azonban mégis joval
halvanyabb intenzitassal nyilvanulnak meg. Megfigyeléseim alapjan ugy tiinik tehat, hogy a
Snap24 endoszoémakba valo felvétele a lebontas céljabol ESCRT fiiggd folyamat lehet és a Hrs
csendesités megakadalyozza ezt. Tovabba azon szempontbol is kiilonbozik a kontrolltol, hogy
a citoplazmaban sokkalta nagyobb mennyis¢gben megmaradt a Snap24, mivel a lebontashoz

sziikséges endoszomakba keriilése hibat szenvedett (11. D. abra).

21



Kontroll

>

, Hoechst

Kontroll

aSnap24,

11. abra: A membréan asszocialt Snap24 immunfestés eredménye, hogy a kontroll vandorlé muslicak
nyalmirigy sejtjeiben a Snap24 a glue granulumokra lokalizal (sarga nyilak) (A), mig a babokban
ez nem lathato jelenség, ezesetben tobb piros Snap24 jelolt organellumot latunk (sarga csillag) (B).
A babokban megfigyelhetd tovabba az a jelenség is, amikor a glue GFP-je még nem oltddott ki
teljesen, de mar a Snap24 piros jel lokalizacidja a granulum belsejében is megtalalhato (piros nyil)
(B). Fiatal bab nyalmirigyek Snap29 csendesitése soran megmaradnak a Snap24 gytirtik (sarga nyil)
(C), ellenben a Hrs csendesitéssel, ahol Snap24 gyiirii nem marad meg, azonban a kontrolltol eltéro
intenzitassal jelennek meg a csak piros Snap24-re pozitiv sejtszervecskék (sarga csillag) (D).

22



7. Diszkusszio

A lebont6 utvonalak, foként a krinofagia egy olyan potencialis kutatasi teriilet, melynek
nagyon sok ma még meg nem fejtett aspektusa van. Jelen dolgozatom nem csak a krinofagia
témakorében probal uj, fel nem fedezett mechanizmusokat €s kotdpartnereket beazonositani,
hanem a szekrécios tevékenységet végzo sejtek valadékot tartalmazd granulumjain talalhato,
szekrécidhoz nélkiilozhetetlen membranfehérjéinek még nem ismert folyamatait feltarni. Az
eddigi kutatasok a krinofagia folyamatat, valamint a szekrétum lebomlasanak mechanizmusat
céloztdk meg (5, 7, 14). Kevés szakirodalom létezik a szekrécids granulumokon fellelhetd
membranfehérjékrol, legfoképp azok lebontdsardl, mely kutatdsi eredményeim alapjan a
krinofagiaval szorosan 9sszefiiggd mechanizmus.

Jelenlegi dolgozatban arra a megfigyelt jelenségre kerestem a valaszt, hogy a szekrécios
granulum exocitozishoz sziikséges membranfehérjéi milyen modon keriilnek eltavolitodasra a
degradalodd valadékszemcsék membranjarél a szekrécid utdn. Bemutattam egy a
valadékszemcséken megtalalhatd kalciumszenzor membranfehérje, a Szinaptotagmin
lehetséges eliminalési ttvonalat. Normal esetben az ecetmuslica larvalis nyalmirigy sejtjeiben
a Szinaptotagmin a granulumok membranjara lokalizal, azonban a glue granulumok szekrécigja
utan, az allat bebabozodéasa utdn, mar nem talalhaté meg a sejtben marado valadékszemcsék
felszinén. Kezdetben a granulumok elsavasodasat is okozo, krinofagia degradacios utvonalat
vizsgaltam, mint potencidlis membranfehérje eltavolitdé/lebontd mechanizmus. Néhany, a
krinofagidhoz sziikséges gént lecsendesitve (Vpsl6a; Snap29; Syx13), a kontrolltol eltérd
fenotipust tapasztaltam. A Szinaptotagmin rajta maradt a granulumok felszinén, tehat annak
eltavolitddasa a granulum membranrdl nem ment végbe. Mivel ebbdl az kovetkezik, hogy a
valadékszemcsének feltétlen szekunder lizoszomava (krinoszémava) kell alakulnia ahhoz, hogy
az Uritséhez nélkiilozhetetlen membranfehérjék eltavolitodjanak azok felszinérdl, igy
megfigyeltem tovabbi, lizoszomak membrandinamikajat szabalyozd gének csendesitését is,
ilyen a retromer komplex egyik alegysége, aVps26, illetve az ESCRT komplexek Hrs és Vps32
alegységei. Az el6bb emlitettek esetében sem tudott lekeriilni a Szinaptotagmin a granulumok
felszinérdl. Tovabba az alacsony pH kialakitdsdhoz és fenntartdsahoz nélkiilozhetetlen Vha
komplex 16-0s alegységének (Vhal6-1) a szerepét is megvizsgaltam az emlitett folyamat soran.
A vhal6-1 csendesitett, babozodd allatokbol (Oh) szdrmazd mirigysejtekben a
valadékszemcséken még kimutathaté volt a Sytl-GFP, de a tobbi fenotipussal ellentétben
némileg annak belsejében is felhalmozddott, ami a mikroautofag ttvonal, ezaltal pedig az

ESCRT szerepét is alatdmasztja ezen membrankomponensek eliminicidjaban. Ez az Gtvonal
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pedig valoszinlileg inkabb a lebontas felé tereli ezeket a membranfehérjéket a reciklizacio
helyett. Ennek fényében fontos megemliteni, hogy a vps26 (retromer alegység) csendesitett
sejtekben is a valadékszemcséken maradt a GFP-Sytl, jelezvén, hogy ezen fehérje membranbol
valo eltavolitdsa nem csupan ESCRT fiiggd (tehat nem korlatozodik a lebontasi utvonalra),
hanem jelentds része ujrahasznositasra keriilhet a citoplazma felé valé6 membranleflizédés utjan
a retromer komplex segitségével.

Az eddig emlitett kutatast taltermelt Szinaptotagmin GFP jelolt torzzsel folytattam,
ezért fontosnak tartottam egy mdsik membranfehérjével is alatdmasztani ezen lehetséges
eltavolitodasi és lebontasi utvonalakat, illetve ezt immunfestéssel végeztem, a pontosabb
lokalizaciot figyelembe véve a granulumok felszinén. A Snap24 granulum membran asszocialt
SNARE fehérjével figyeltem meg a krinofagia (Snap29) és az ESCRT komplex (Hrs) lehetséges
szerepét annak eltavolitodasaban, illetve lebontasaban. Kontroll larvalis nyalmirigyben a
Snap24 a granulumok membranjara lokalizal, hasonloan a Sytl-GFP-hez, amely eltinik azok
felszinérdl a mar bebabozodott allatokban. Az endogén Snap24 a granulumok felszinérdl a mar
kezdetleges elsavasodasban (krinofagia) részt vevo valadékszemcsék belterébe keriil, vélhetden
lebontds céljabol. Ez jelentésen eltér a Sytl-GFP-vel tapasztaltaktol, hiszen Vhal6-1
csendesitett hattéren nem tapasztaltam ekkora mértékli GFP felhalmozodast a képzd6do, de
inaktiv krioszomak lumenében. Ezt bizonyitottam a Snap29 csendesitéssel, mely gatolja a
krinofagia folyamatat , ezért is taladltunk tovabbra is a babok nyalmirigyében Snap24 gytirtiket
a granulumok felszinén. Az ESCRT komplex szerepét is megvizsgaltam, mivel feltételeztem,
hogy a kontroll esetben tapasztalt rendkiviili Snap24 felhalmozodas a képz6dd krinoszomak
lumenében nem csak a membran kotott, de a citoplazmatikus Snap24 mikroautofag uton vald
felvételéhez is szilikséges (a Snap24-nek nincsen TM doménje). Eredményeim szerint a
specifikusan Hrs géncsendesitett babokban a Snap24 citoszolikusan felhalmozodik a
granulumok/lizoszomalis strukturak koriil €s nagyon kis mértékben keriilnek csak be a lebontast
végz6 organellumok lumenébe, mint ahogy azt normal esetben az ESCRT komplex véghez
tudna vinni (12. abra).

Végsd soron tehat a szekrécidos granulumok exocitdzisahoz esszencidlis
membranfehérjék lebontdsa és reciklizacioja torténhet az ESCRT, illetve a retromer komplex
segitségével is, attdl fliiggden, hogy az adott membranfehérje lebontasra vagy reciklizalasra
keriil majd a sejtben, mindehhez pedig nélkiilozhetetlen a krinofdgia mechanizmusa. Utdbbi,
mivel minden fehérjeszekrécios tevékenységet végzd sejtben fellelhetd, szamos betegség

kezelésében és megsziintetésében is kulcsfontossagu informacioval szolgalhat.
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Remélem sikeriilt érzékeltetnem az olvasdval ezen kutatdsom fontossagat és még megannyi

potencialis lehetdségét,

mind a

lebontéasi

folyamatok megismeréséhez,

mind a

membranfehérjék tovabbi kotopartnereinek kikutatasa érdekében.
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12. abra: A dolgozatom kutatasi eredményeit 6sszefoglald abra, feltiintetve a szekrécids granulum
membranfehérjéinek potencialis lebontasi és reciklizacios utvonalait.

8. Szerzoi Hozzajarulas

Feladat

Felkészités utan
onalléan végeztem a
dolgozathoz sziikséges
mennyiségben (%-ban

Folyamatos segitséggel
végeztem a
dolgozathoz sziikséges
mennyiségben (%-ban

megadva) megadva)
A vizsgalt allatok és 100 0
dllattorzsek fenntartasa
A megfelelo allatok 100 0
valogatasa, keresztezése és a
vizsgalt torzsek létrehozasa
A fénymikroszkopos mintak 100 0
elokészitése és fenykepezése
Immunhisztokémiai vizsgalat 100 0

végzese
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immaron egy masik orszagbol is azonnali tanacsokkal lat el.
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