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Roviditesjegyzek

Rovidités  Feloldas Feloldas magyarul
Atg autophagy related gene autofagiaval kapcsolt gén
cle clathrin klatrin
CMA chaperon-mediated autophagy chaperon-medialt autofagia
eMI endosomal microautophagy endoszomalis mikroautofagia
endosomal sorting complexes transzporthoz sziikséges endoszomalis szorting
ESCRT required for transport komplexek
GAL4 galactose4
GFP green fluorescent protein
HA hemagglutinin
homotypic fusion and vacuole
HOPS protein sorting
hepatocyte growth factor-
Hrs regulated tyrosine kinase substrate
Hsc70-4 heat shock cognate
heat shock protein family A
HSPAS member 8
ILV intraluminal vesicle intralumenaris vezikula
L3 larvae3
lysosome-associated membrane
LAMP2A  protein2 A lizoszomahoz kapcsolodé membranfehérje
It light
mCh mcherry
MVB multivesicular body multivezikuldris test
PI3K(ID) phosphoinositide 3-kinase(I1I) foszfoinozitid-3-kindz
PI3P phosphatidylinositol 3-phosphate  foszfatidil-inozitol-3-foszfat
RME-§ receptor-mediated endocytosis-8
SNX1 sorting-nexin-1
UAS upstream activating sequence
UV radiation resistance-associated
UVRAG gene
Vps vacuolar protein sorting




Bevezetés

Autofagianak nevezzilk az eukaridtdkban azt az evolliciosan konzervalt katabolikus
folyamatot, melynek sordn fehérjék, hibas organellumok a sejt litikus organelluméba, a
lizoszomaba vagy késdi endoszomaba, ndvények €s gombak esetén a vakudlumba szallitodnak,
majd ott lebomlanak ((/-3)). A folyamat megfeleld miikodése elengedhetetlen a sejt
homeosztazisanak fenntartdsdban, igy az autofdg lebontds hibdja szdmos neurodegenerativ,
rakos ¢€s vesebetegséggel kapcsolatba hozhatd (7, 4). Az autofdgidnak harom f6 tipusat
kiilonithetjiik el: a makroautofagiat, chaperon-medialt autofagiat és mikroautofagiat.

Makroautofagia (1. abra a,) esetén egy kettdsmembranu struktira, a fagofor korbeveszi a
lebontand6 anyagot, igy kialakul az autofagoszéma. Ezt az autofagoszéma és lizoszéma fizigja
koveti, melynek eredményeképp 1étrejon az autolizoszoma, igy a felvett anyag bomlasnak
indulhat (5).

A masodik tipus, chaperon-medialt autofagia (CMA) soran a cargo olyan citoplazmatikus
fehérje, amely KFERQ-motivumot tartalmaz. Ezt a motivumot a Hsc70-4 (HSPAS)
hésokkfehérje ismeri fel, s ezaltal a lizoszomahoz szallitja az adott fehérjét, ahol a LAMP2A
(lysosome-associated membrane protein 2 A) csatornan at bekertil a litikus organellumba. CMA
csak madarakban és emldsokben figyelhetd meg, ugyanis benniik van jelen a LAMP2A
csatornafehérje (6).

A mikroautofag uitvonal sordn a lizoszomak vagy kései endoszomak kozvetleniil veszik fel a
lebontani kivant cargot, ez torténhet lizoszomalis ki- €és betiiremkedéssel, vagy endoszomalis
betiiremkedéssel (7).

Az utobbi folyamatot endoszomalis mikroautofagianak (eMI) nevezziik (1. dbra b,). Az igy
1étrejott, intralumendris vezikulakat (ILV) tartalmazo képletet multivezikularis testnek (MVB,
multivesicular body) is nevezzilk. Az eMI a cargo szempontjabol lehet szelektiv, és
nemszelektiv. Az -altalunk is vizsgalt- KFERQ-szelektiv eMI soran a lebontasra szant anyag
egy KFERQ-motivummal ellatott fehérje, amely a Hsc70-4 hdsokkfehérje kozvetitésével keriil
a kései endoszomak kozelébe, ugyanis Hsc70-4 képes a C-termindlis kationos doménje altal a
kései endoszomak felszinén 1évo negativ toltésii foszfatidilszerinhez kétni (8). Ezt kovetden a
cargo képes lesz bejutni az endoszémaba azaltal, hogy az ESCRT (endosomal sorting
complexes required for transport) az endoszomalis felszin PI3P-ben (foszfatidil-inozitol-3-
foszfat) gazdag részeihez toborzddik, ott 6sszeszerelddik. Az ESCRT-0 komplex Hrs alegysége
FYVE cink ujj doménjén keresztiil képes a PI3P kotésére, és ugyanez az alegység fogja a

klatrint az endoszomalis felszinre toborozni. Ennek kdszonhetd, hogy membranbetiirddés
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formalodik, illetve a Hsc70-4 is képes az endoszoma membran deforméalasara azaltal, hogy C-
terminalis doménjével képes kotni az endoszoma membran negativ toltésii foszfatidilszerinjeit
(6, 9, 10). Ahogy emlitettem, az ILV-genezishez sziikséges még a klatrin jelenléte is, amely
“flat clathrin” forméban, egy kétrétegii lapos racsként jeldli ki a betlir6dések helyét, interakcios
feltiletet képezve a cargot is koté ESCRT-komplexek szamara (77, 12). A Hsc70-4 fehérje
feladata lesz az endoszomalis membran klatrin-boritotta teriilet méretének szabalyozasa is. A
hésokkfehérje endoszéma membranhoz toborzasat az RME-8 (receptor-mediated endocytosis-
8) végzi, amely az SNX1 (sorting-nexin-1) fehérjéhez fog kotddni, és mindkettd képes a PI3P
kotésére (13). Az mar ismert, hogy utdbbi hidnyaban felborul az endoszomalis rendszer klatrin
mintazata (/4).

Az eMI mellett ismert az is, hogy a Hsc70-4 ¢és klatrin az endocitdzisban is részt vesznek, a

lefiiz6do6 klatrinburkos vezikuldkrol ebben az esetben is a Hsc70-4 tavolitja el a klatrint (1. dbra

c,) (15).



plazmamembréan

N\ (4

Na”

! R o
¢, endocitozis *
klatrinburkos

vezikula

fagofér reciklizacio

a, makroautofégia

\ autofagoszéma

b, eMI

S\ /
‘ korai endoszéma

kései endoszdéma Kiatrii ,’l
ZE | |
Hsc70-4 )
KFERQ-motivumos fehérie @
d, makroautofdg eredetii makroautofag
amfiszéma e, mikroautofag eredet( cargo

amfiszoma

1.abra A makro- és mikroautofag, valamint endocitotikus utvonal taldlkozasa: a kései
endoszoma (MVB)
Ahol az a, a makroautofagia folyamatat, b, az eMI-t, ¢, az endocitotikus ttvonalat jeloli. D,

mutatja a makroautofag, e, a mikroautofag eredetii amfiszomakat (sajat abra).

A foszfoinozitidek fontos szerepet jatszanak a membranidentitas meghatarozasaban azaltal,
hogy az egyes membranokon a rajtuk talalhatd foszfatcsoportok szdma szerint toltéseloszlasi
mintazatokat alakitanak ki. {gy a membrénfeliiletekhez effektorokat, mint pl. HOPS (homotypic
fusion and vacuole protein sorting) panyvazo-komplexet képesek toborozni. Az egyes
foszfoinozitidek egymasba képesek alakulni azaltal, hogy foszfatazok defoszforilaljak, és

kindzok foszforilaljak az inozitol gylrli egyes szénatomjait (/6). A PI3P legfoképp a korai



endoszomakra, autofagoszomakra jellemzd foszfolipid, de eléfordul kései endoszomakon is.
Ennek 1étrejottéhez elengedhetetlen a Ill-as tipust foszfatidil-inozitol-3-kindz enzimkomplex
(PI3K(IIT)) megfelelé miikodése. Drosophila melanogasterben két tipusu PI3K(III) is jelen
van.

Mindkettének részét képezi a Vps34 alegység, amely maga a kinaz, és mellette két regulacios
egység, az Atgb ¢és VpslS. Az Il-es tipusu komplexhez Atgl4 kapcsolodik, ez az
autofagoszomakon hozza létre a PI3P-t, mig a II-es tipus, amelyhez UVRAG kapcsolodik, az
endoszomalis PI3P 1étrejottéért felel (2. abra) (17-19).

PI3K(III)

l-es tipus ll-es tipus

2.abra: Az I-es és II-es tipusu PI3K(III)-komplex

A két komplex kozos elemét képezi a Vps34 kindz enzim, és mellette az Atg6 as Vpsl5
regulacios egységek. Az I-es tipusu komplexben emellett Atgl4, a II-esben UVRAG vesz részt
(sajat abra).

Kisérleteinket Drosophila melanogaster modellallat larvalis garland nefrocitainak
hasznalataval végeztiik. Ezek a sejtek feleltethet6k meg a human vese podocitainak, emiatt nagy
bazalis endocitotikus aktivitdssal birnak. Ennek k&szonhetéen nagy, jol megfigyelhetd
endoszomakkal rendelkeznek, ami idealis modellé teszi az endolizoszomalis rendszer
megfigyelésére irdnyulo kisérletek szdmara (20).

A fent emlitett tény, miszerint az ecetmuslicaban nem taldlhato meg a CMA-ban résztvevo
LAMP2A csatornafehérje, alkalmas vizsgalati modellé teszi ezt az eMI tanulmanyozasahoz,
hiszen, ebben az organizmusban CMA-val nem kell szdmolnunk.

Az altalunk vizsgalni kivant transzgének szdvetspecifikus -esetliinkben garland nefrocitakra
specifikus- kifejezddését a prospero-GAL4 rendszer teszi lehetdvé. A rendszer egyik {6 része a
GALA4 transzkripcios aktivator, amelynek szovetspecifikus expresszidjat endogén enhancerek

biztositjak. A masik f0 része maga a transzgén, amelynek promoter régdja az UAS (upstream



aktivacios szekvencia) szabéalyozasa alatt 4ll. igy, ha GAL4 géntermék kifejezédik, az kotddik
UAS-hez, ezaltal fog termelddni a célfehérjénk (/8).

A fentiek mellett az ecetmuslica mellett sz6l az is, hogy a gerinces modellekhez képest olcso
¢s konnyli a fenntartdsuk, genetikai hatteriik kellden feltart, a recessziven letalis mutaciok
fenntartasara pedig balanszer kromoszomak alkalmazhatok. Eletciklusuk révid, bebabozodasuk
elott harom larvastddium kiilonithetd el, amelyek koziil mi az L3-as, ugynevezett vandorlo

stadiumu allatokat hasznaltuk.
Eldzetes eredmények

Kutatocsoportunk eldzetes kisérletei mutatjak, hogy a I1-es tipustt PI3P(III) hianyaban felborul

a korai €s kései endoszémak rendezettsége (3.4abra).

a-Rab5

3.abra: Az endoszomalis rendszer mintazata PI3K(III)-komplex-tagok hianyaban

7061d csatornan a Rab5 festéssel a korai, a piros csatornan Rab7-tel a kései endoszomakat
lathatjuk, a kék csatorna jelzi a Hoechst-tel festett sejtmagot. Méretvonal: 20u. (Nagy Aniko
képei)

A Rab7 és Rab5 is egy kis GTP-az, melyek koziil Rab5 a korai, mig Rab7 a kései
endoszomakra jellemzd, ezek kontroll sejtekben gytirtikként jelennek meg. Ezeknél a sejteknél
lathato, hogy az endoszomalis rendszerre jellemz06 rendezettség szerint a korai, Rab5-pozitiv

endoszomak kiviil, mig a Rab7-pozitiv kései endoszomak beljebb helyezkednek el.



Ehhez képest a II-es tipust PI3K(II)-tagok hianyéaban felborult ez a rendezettség, a membran
alatti kortikalis Rab7 jel mellett Rab5- és Rab7-pozitiv rogok voltak. Mivel az Atg14 hidnyaban
kontrollszerti képet figyelhettiink meg, arra kdvetkeztethetlink, hogy az I-es tipusi komplex

nem sziikséges a megfelelé endoszomalis rendezettség kialakulasahoz.

Kutatocsoportunk tagjai Vps34 és Hsc70-4 hianyaban garland sejtek elektronmikroszkopos
felvételein citoplazmarészletet tartalmazo endoszémakat lattak, amik vélhetéen amfiszomak (4.
abra B, C). Az amfiszomak az autofagoszémak autolizoszémava érésnének egy fazisat képezik.
Kontroll garland sejtekre nem jellemz6 a jelenlétiik, de vélhetden a lizoszomalis lebontas hibaja

miatt felhalmozdodnak. Az amfiszomak keletkezhetnek makroautofagia soran autofagoszoma és

kései endoszoma fuzidjaval (1. abra d,), illetve eMI utjan is (1. dbra e,) (21).

’Y : « _.A..»..
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Hsc70-4 RNSi S g =gl 2t 8™ Hsc70-4 RNSi =i N
4. abra Vad tipusi (A, A’) és Vps34 (B, B’) és Hsc70-4 (C, C’) RNS interferencia genetikai

hatterii garland nefrocitak elektronmikroszkopos képei

Ahol L: lizoszoéma, M: mitokondrium.



Az A és B képen a kék nyilak az endoszomalis betlirddéseket jelolik, mig a pirosak olyan
beflizddéseket, amik nem tudtak lecsipddni. B panel csillag: citoplazmarészletek, C’ panel

nyilak: citoplazmarészletek. (Dr. Lorincz Péter képei)

Az elektronmikroszkdpos képek a varakozasainknak megfeleléen -hiszen PI3K hidnyaban
nincs autofagoszéma képzddés- az utobbi esetre utalnak, ugyanis endoszomalis
betiiremkedések lathatok, valamint a 1étrejott amfiszomak sosem tartalmaztak mitokondriumot,
ami makroautofag eredetli amfiszomakban jelen lenne (4. dbra A, B). Hsc70-4 hianyaban ehhez
hasonl6 fenotipust lathatunk (4. dbra C, C’). A Vps34-ben ¢és Hsc70-4-ben taldlhato
citoplazmarészletek talan megfeleltethetok egymasnak, s ha igen, azok lehetnek a Rab7-pozitiv
rogok. Hogy ezt megvizsgaljuk, Hsc70-4 hianyaban is elvégeztiik a Rab5 Rab7 festéseket.

Hsc70-4 hidnyaban is a PI3K(III) hidnyéaban jelentkezd fenotipust lattunk (4. bra).

Hsc70-4 Ri

a-Rabi

Hsc70-4 DN

5. abra: Az endoszomalis renciszer képe Hsc70-4 hianyaban

7061d csatornan a Rab5 festéssel a korai, a piros csatornan Rab7-tel a kései endoszomakat
lathatjuk, a kék csatorna jelzi a Hoechst-tel festett sejtmagot. Méretvonal: 20u. (Nagy Aniko
képei)
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Célkituzések

Meg szerettiik volna vizsgalni a PI3K(III)-komplexek és a Hsc70-4 hésokkfehérje szerepét

eMI soran. Ennek érdekében az alabbi immuncitokémias kisérleteket végeztiik el az egyes

PI3K-komponensek és a Hsc70-4 hdsokkfehérje hianyaban.

1.

Rab7 és It mintazat vizsgalata annak érdekében, hogy megtudjuk, valtozik-e a HOPS-
komplex toborzasa.

Lakunafestések elvégzése, hogy megtudjuk, hogyan valtozik a garland sejtek
lakinamintézata.

Atg8a ¢és p62 mintazat vizsgalata a csendesitések makroautofagidra kifejtett hatdsdnak
vizsgélatahoz.

Rab7 és FYVE mintazat vizsgalata, hogy megfigyeljiik a PI3P mintazatat és azt, hogy
képes volt-e egyaltalan kialakulni az adott genetikai hattérrel.

Rab7, klatrin és LAMP mintdzat megfigyelése a klatrin és lizoszomalis rendszer
mintdzat-valtozasainak tanulmanyozasahoz.

Rab7 és a KFERQ-motivumos fehérjék vizsgalata, hogy megfigyeljiik, torténik-e

valtozas az eMI-ben.
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Anyag ¢és modszertan

Légymunka

A muslicatorzsek standard koriilmények kozott, azaz 25°C-on, 12-6ras megvilagitas mellett,
standard kukoricaliszt-agar-éleszt6 alapu taptalajon voltak tartva. A keresztezéseket 29°C-on
tartottam az RNS-interferencia jobb kifejezoddése érdekében. A felhasznalt torzseket a 6. dbra
tartalmazza. Az Atg6 hianyat kétféle csendesités esetén is megvizsgaltam, ezeket jeloli a ,,GD”
¢és ,,JF”. A kiilonbséget az képezi a két torzs kdzott, hogy az atgb gén mas részén tortént az
RNS-interferencia. Hsc70-4 hidnyanak megfigyelésére az RNS-interferenciat tartalmazo torzs
mellett tobb esetben megvizsgaltam dominans negativ ,,DN” mutaci6 hatasat is. A dominans
negativ torzs haszndlata azért elényds, mivel a Hsc70-4 szdmos folyamatban chaperon
fehérjeként fontos szerepet tolt be, igy a teljes hidnya gyakran madr larvakori letalitdst

eredményezett.

Immunfestés

Az immunfestés els6 napjan a muslicak L[3-as stddiumu vandorld larvait MSB puffer
cseppben targylemezen felboncoltam, elkiilonitve beldle a garland nefrocita sejteket. Az MSB
puffer osszetétele 80 mM PIPES, SmM EGTA, 1 mM MgCI2 desztillalt vizben oldva. A
preparatumokat ezutan egy Eppendorf csdben MSB fixaloban 25 °C-on 40 percig fixaltam. A
fixalo osszetétele MSB pufferben oldva 3,7% FA, 0,25% GA, 0,2% Triton X-100. Ezt kovetden
PBS-oldatban kioblitettem a mintdkat, majd 2 mg/ml Na-borohidrid- PBS-oldatban tartottam 5
percig majd ezt is PBS 06blités, és benne 10 percig mosas kovette. Ezutan 15 percig 0,1%-o0s
PBTX (Triton X-100 PBS-ben oldva) oldatban, majd 30 percig FCS-PBTX 5%-o0s blokkolo
oldatban tartottam a sejteket. Mindezek utan a preparatumokat a kivant elsédleges ellenanyag-
blokkolo oldatba tettem, amibe 1:100 aranyban Na-azidot is kevertem. Ebben inkubaltam egy
¢jszakan 4 °C-on.

Masnap 0,1% PBTX 6blités utdn 15 percig 4%-os PBTX-NaCl-so6oldatba tettem a mintakat,
amely 1:200 aranyban tartalmaz Hoechst sejtmagi festéket. Ezt PBTX 6blités, majd kétszer 15
percig tartd mosas kovette. Ezutan 30 percig 5%-0s FCS-PBTX blokkol6 oldatban tartottam a
preparatumokat, ezt kovette a 3 6rads inkubélas a megfelelé masodlagos ellenanyag-blokkold

oldatban, fénytdl elzartan. Ezt haromszori PBTX-6blités kovette, majd 15 percig inkubalas
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Hoechst-0s sdoldatban, majd 2x15 perc PBTX mosas, végiil haromszor PBS 6blités, majd 2x15
perc mosas benne. A mintadkat ezutdn targylemezre tettem 13 pl fedomédiumban, melynek
Osszetétele: 1 rész 10X PBS, 9 rész glicerin, 0,1 rész 20%-os propil-gallat dimetil-szulfoxidban
oldva, majd dvatosan targylemezt helyeztem rd, aminek a sz¢leit koromlakkal rogzitettem. A
kisérletsorozatokat legalabb kétszer megismételtem genotipusonként 7-7 éallat felhasznalasaval.

A felhasznalt ellenanyagokat a 6. abra tartalmazza.

Lakunafestés

A muslicak L3-as stddiumu larvait M3 médiumban felboncoltam, és ezt kovetden 4%-os
formalinos oldatban fixaltam szobahdn 5 percig. Ezutan M3-mal atoblitettem, majd haromszor
5 perces PBS-mosas kovetkezett. Utdna BSA-Alexa Fluor 647 festék 0,2 mg/ml-es
oOblités utan ismét formalinos fixalas kovetkezett 45 percig. Végiil négyszer PBS-ben mostam

a mintat. A kisérletet legalabb kétszer elvégeztem genotipusonként 7-7 allat felhasznalasaval.

Mikroszkopia

A fluoreszcens felvételekhez hasznalt mikroszkop tipusa Axiolmager M2 (Carl Zeiss),
kiegészitve Apotome2 grid konfokalis egységgel (Carl Zeiss), a kamera tipus: Orca Flash 4.0
LT sCMOS kameraval (Hamamatsu Photonics), az 4ltalam hasznalt objektiv Plan Apochromat
63%x/NA=1.40 (Zeiss) immerziés. A mikroszkopos felvételek feldolgozasdhoz ZEN 2.3
programot (Carl Zeiss), mig a panelek elkészitéséhez Adobe Photoshop CS3-at hasznaltam.
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Rovid név Genotipus Torzsszam
lucRi UAS-pLUC RNAi JF BDRC: 31603
Ajandék Bruce Edgartol, emlités:
PG4 +;DCR;ProsperoGal4/TM6 (23)
PG4, It-HA +;DCR;ProsperoGal4, It-HA/TM6 Itt késziilt: (23)

+;UAS-GFP-myc-

FYVE; PG4/TM6 2xFY VE;ProsperoGal4/TM6 BDRC: 42712
clc-GFP +;DCR;ProsperoGal4, clc-GFP/TM6 BDRC: 7109
KFERQ-mCh +;UAS-KFERQ-PA-mCh Ajandék Dr. Kovacs Tibortol

KFERQ-mCh;PG4/TM6

+;UAS-KFERQ-PA-mCh;Prospero-
GAL4/TM6

Sajat készités

Atg6 GD VDRC: v22123
Atg6 JF BDSC: 28060
Atgl4 KK VDRC:v108559
Hsc70-4 Ri BDSC: 28709
Hsc70-4 DN BDSC:5845
UVRAG HMS BDSC:34368
Vps34 HMS +;Vps34/ST6 BDSC:33384
Hrs JF BDSC:28026

+;Vps34 HMS/SM6; Hrs JF/TM6

VﬁS34 HMS; Hrs JF Saiét készités

Higita
Név Tipus S Forras
anti-Rab7 egér 1:10 DSHB
anti-Rab5 nyul 1:100 | Abcam
anti-GFP csirke 1:1000 | Invitrogen
anti-Atg8a patkany 1:300 | Tanszéki (24)
anti-p62 nyul 1:1000 | Tanszéki (25)
anti-mCherry tengerimalac 1:500 | Tanszéki
anti-GFP tengerimalac 1:300 | Tanszéki
anti-HA nyul 1:200 | Sigma-Aldrich/Merck

Alexa Fluor 568-konjugalt anti-egér

Ajandék: Andreas Jenny

anti-LAMP1 ni'il 1:1000 | (26)

1:1000 | Invitrogen

Alexa Fluor 488-konjugalt anti-nyul

1:1000 | Invitrogen

Alexa Fluor 488-konjugalt anti-csirke

1:1000 | Invitrogen

Alexa Fluor 658-konjuglt anti-patkany

1:1000 | Invitrogen

Alexa Fluor 647-konjugalt anti-nyul

1:1000 | Invitrogen

DyLight 550-konjugélt anti-tengerimalac

1:600 | Thermo Scientific

DyLight 488-konjugalt anti-tengerimalac 1:600 | Thermo Scientific
BSA-Alexa Fluor 647 1:10 Invitrogen

6.abra: Felhasznalt torzsek, ellenanyagok listaja
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Eredmeények:

1.PI3K és Hsc70-4 hidnyaban seriil a HOPS toborzas

tHA It-HA

kontroll i AT il Vps34 RNSi

It-HA

Atg6 JF RNSi

It=HA

Atg6 GD RNSi

Hsc70-4 DN Rab7 Y, ! Atg14 RNSi

7. abra: PI3K(III)-komplex-tagok és Hsc70-4 hianyanak vizsgalata Rab7, It-HA festéssel

A piros csatorna mutatja a Rab7 festéssel jelolt kései endoszémakat, zold csatornan pedig a
HA-val jelolt Lt HOPS-komplex-tag lathato, a kék csatorna a Hoechsttel festett sejtmagot jelzi.

Meéretvonal: 20um.

Célunk az volt ezzel a kisérlettel, hogy megvizsgéljuk az egyes PI3K-tagok és Hsc70-4
hianyanak hatasat a HOPS-toborzasra. A Vps4l (Drosophilaban Lt) a HOPS-panyvazé
komplex egyik tagja, amely a legtobb ismert lizoszomalis és kései endoszomalis fuzidhoz
sziikséges, amelynek detektalasahoz egy Vps41-hez fuzionalt HA-t kifejez6 muslicatorzset
hasznaltunk.

Kontroll sejtek esetén a kései endoszoméak membranjan a Lt-HA jel feldusul, a HA-jel atfed a
Rab7-jellel (7. dbra A panel).

A II-es tipustu PI3K(III)-tagok ¢s Hsc70-4 hianydban azonban Vps41 nem kolokalizal a Rab7
jellel (7. abra B-G panel).

Atgl4 csendesitésnél kontrollszerti sejteket lathatunk (7. 4bra H panel).
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Osszességében az lathaté, hogy a Il-es tipusti PI3K(III) és Hsc70-4 hidnyaban nem toborzodik

a kései endoszomakhoz a HOPS.

2.Vps34 hianyaban sériil a lakinamintazat

4
T
(.‘\ "&‘

: ‘ a .,"‘.
Lakuna. ‘, Lakﬁna"‘!-f 4

kontroll = ==—=| Vps34 RNSI g‘,ﬂ

D

Lakin

L g B

Hsc70-4 RNSi
8. abra: PI3K(III)-komplex-tagok és Hsc70-4 hianyanak vizsgalata lakunafestéssel
Sarga (tavoli voros csatorna) jeloli a lakunakat, kékkel pedig a Hoechsttel festett sejtmag

lathat6. Méretvonal: 20pm.

Meg szerettikk volna vizsgalni a PI3K-tagok ¢és Hsc70-4 hidnydnak hatasat a
laktinamintazatra, ugyanis ismert, hogy Vps34 és Hc70-4 is részt vesz az endocitozisban (75,
18). Ennek érdekében lakunafestést végeztiink el.

Kontroll sejtek esetén a lakunaboritottsag egyenletes, és azok mélysége is kozel megegyezo (8.
abra A panel).

A Vps34 ¢és a Hsc70-4 csendesitett sejteknél azt tapasztaltuk, hogy a lakindk jelentésen
hosszabbak, ¢s tagabbak lettek a kontrollban megfigyelthez képest (8. dbra B, F panel).
UVRAG ¢és Atgb6 GD csendesités esetén a lakundk szintén hosszabbak lettek, de keskenyek
maradtak (8. dbra C, E panel).

Atg6 JF csendesités kitagult, de kontrollhoz hasonl6 hosszusagh lakindkat eredményezett (8.
abra D panel).

Atgl4 csendesitett sejtekben a lakiinamintazat kontrollszerii volt (8. dbra G panel).
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A lakandk mérete fiigg az endocitdzis €s a reciklizacid mértékétdl. Ha a kettd aranya a
reciklizacio felé tolodik el akar azaltal, hogy az endocit6zis mértéke csokken, vagy azaltal, hogy
a reciklizacioé nd, a lakindk mélyebbek lesznek. Ennek oka, hogy az endocitdzis soran

lefiiz6d6 vezikuldk membranjukat a lakinakbol nyerik, és reciklizaciokor oda juttatjak vissza.

3.PI3P hianyaban p62 aggregatumok alakulnak ki

p62 o p62

kontroll il * | Vps34 RNSi

e

p62 o p62

Atg6 JF RNSi

p62

Hsc70-4 RNSi

pe2 p62

Hsc70-4 DN Atg14 RNSi

9.abra: PI3K(III)-komplex-tagok és Hsc70-4 hianyanak vizsgalata Atg8a és p62 festéssel
A piros csatornan az Atg8a-pozitiv autofagoszomak, zold csatornan a p62 fehérje, a kéken

pedig a Hoechsttel jelolt sejtmag lathato. Méretvonal: 20pum.

A kisérlet célja, hogy megvizsgaljuk a PI3K(III)-komplex-tagok és Hsc70-4 hidnydnak
hatdsat a makroautofagiara. Atg8a az autofagoszomakat jeloli, mig p62 egy autofagiaval
lebomlo fehérje.

Kontroll sejtek citoplazméjaban elvétve fordul elé néhany Atg8a-pozitiv és p62-pozitiv potty

(9. dbra A panel).
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A Vps34, Atg6 JF csendesitett sejtekben a tobb p62-rog mellett nagyobb szdmban lattunk
Atg8a-pozitiv rogoket is (9. abra B, D panel).

UVRAG ¢és Hsc70-4 hianyaban kontrolszerti képet lattunk (9. dbra C, F, G panel).

Atgl4 és Atg6b GD RNSI sejteknél a p62-rogok mellett Atg8a-ra és p62-re is pozitivak is
megfigyelhetdk (9. dbra E, H panel).

A tapasztaltak alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a makroautofag utvonal defektusa

kovetkezett be, hiszen p62 -ami tipikusan makroautofagiaval bomlik- felhalmozddott.

4.PI3K hidnyaban diffuzza vélik a FY VE-mintazat, de Hsc70-4

hidnyaban nem

& . . : “a -
v < 5 e < I EYVE.GE
Fmﬁf? &’ i & -Pvd_';.,é; EYVE-GFP

kontroll FYVE-GFP Vps34 RNSi

; : ¢ e
¥ : : Lt @ 9
FYVE-GFP. ' ] AT iy oo ; g . FYVE-GFP- *
G : . ¢ o

UVRAG RNSi FYVE-GFP Atg6 JF RNSIT»

FYVE-GFP ¥ : FYVE P .

%" - . C - & -« =
) el Sy ‘ o it
Atg6 GDRNSI R Atg14 RNSIeE> of FYVE.Grr R

FYVEGFP, & % % o ey et el riore

Hsc70-4DN Rab7 ‘| FYVEGFP T | Hscro-4 RNSI Rab? FYVE.GFP
10.abra: PI3K(IIT)-komplex-tagok és Hsc70-4 hianyanak vizsgalata Rab7 és FYVE-GFP
festéssel
A piros csatorna a Rab7-pozitiv kései endoszomakat, a z61d a FY VE-GFP-vel kimutatott PI3P-
t, a kék a Hoechsttel jelolt sejtmagok mutatja. piros nyil: FYVE-pozitiv membranszerii

struktara. Méretvonal: 20pum.
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A kisérlet célja, hogy megvizsgaljuk a FYVE-jelen keresztiil a PI3P-mint4zat alakulasat az
egyes PI3K(III)-tagok és Hsc70-4 hianyadban. A GFP-jel jeloli szamunkra a PI3P-t tartalmazo
membranokat olyan modon, hogy két FYVE-domén (ami a PI3P kotésére képes) van a GFP-
hez fuzionalva (22).

Lathato, hogy ez a jel kontroll sejtekben tobbnyire atfed a Rab7-pozitiv kései endoszomakkal
(10. abra A panel).

A Vps34 és Atgb6 csendesitések esetén diffuz FYVE-GFP jelet lathatunk (10. dbra B, D, E
panel).

A Hsc70-4 hidanyaban FY VE-pozitiv rogdk, membranszert struktarak (10. abra H panel nyil)
figyelhetOk meg, ami immaron nem kolokalizal a Rab7 jellel (10. dbra G, H panel).

UVRAG hidnyaban a FY VE kortikalisan detektalhatd csupan, itt sem gytriis elrendezédésben
(10. &bra C panel).

Atgl4 csendesitett sejtekben kontrollszerti fenotipust tapasztalunk (10. abra F panel).
Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a normal endoszomalis PI3P-mintdzat kialakitasaban

a II-es tipusu PI3K-komplex részt vesz, de a Hsc70-4 és az I-es kindz-komplex nem.
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5. PI3K és Hsc70-4 hianyaban felborul a klatrin-mintazat

clc-GRP
-~ %
o S
S

Hoechst \ % -~ A
kontrol Rab7 + Hoechst & , clc-GFP#fioechst

Hoechst
Vps 34 RNSi clc-GFP + Hoechst

clc-GFP g g~
A A .

)
>

Hoechst .
UVRAG RN'SF Rab7 + Hoe;hst » clc-GFP + Hog;:hst

cle-GRP.

Hoechst i
Atg14 RNSi LAMP + Hoechst

clc-GFP

Hoechst
Vps RNSi; Hrs RNSi

clc-GFP ©

Hoechst
Hsc70-4 RNSi Rab7 + Hoechst clc-GFP + Hoechst LAMP + Hoechst

11.abra: PI3K(III)-komplex-tagok és Hsc70-4 hianyanak vizsgalata Rab7, LAMP és clc-
GFP festéssel

A piros csatorna mutatja a Rab7-tel jelolt kései endoszomakat, a z6ldon cle-GFP-vel jelolt

klatrin, mig a kéken a LAMP-pozitiv lizoszomak lathatok. Méretvonal: 20um.
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Ezen kisérletek célja, hogy megfigyeljiik az PI3K(III)-tagok €s Hsc70-4 hianydnak hatasat a
lizoszomalis rendszerre, valamint az eMI-ben és endocitdzisban is résztvevd Kklatrin
mintazatéra.

Lathatjuk, hogy kontroll sejtekben a klatrin-GFP jel kortikdlisan feldusult. A lizoszémakon
eléforduld6 membranfehérjéket megjel6ld6 LAMP festés szerint a lizoszomak a klatrinburkos
vezikuldktol és kései endoszomaktol is beljebb helyezkednek el egyenletesen a citoplazmédban
(11. &bra A panel)

Vps34 és Hsc70-4 csendesités kovetkeztében azonban a klatrin megjelenik a sejt belsejében is,
¢és olykor nagyobb rogoket képez. Emellett a lizoszomalis rendszer rendezettsége is felborul, a
kontroll allapothoz képest kortikalisabban is megjelennek, és gyakran méretiik is megn6 (11.
abra B, F panel).

UVRAG hianyaban a LAMP-jel kortikalis, mig a klatrin szintén beljebb kertil, és rogoket
formal (11. abra C panel).

Atgl4 csendesités kontrollszerti képet mutat (11. dbra D panel).

Mindezekbdl az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy az Atgl4 kivételével az 0sszes vizsgalt fehérje
sziikséges a lizoszomalis rendszer rendezettségéhez, valamint a klatrin eltavolitasahoz.

Ahhoz, hogy kideritsiik, honnan ered a sejt belsejében megjelend klatrin, megvizsgaltuk a
klatrin-mintéazat alakulasat Vps34; Hrs kettds csendesitett allatokon is. Ez azért volt sziikséges,
mert a Il-es tipust PI3K(III)-tagok és Hsc70-4 hianyaban is a klatrin megjelenik a sejt
belsejében is. Emellett tudjuk, hogy endocitézis soran a Hsc70-4 részt vesz a klatrin burok
eltavolitdsaban, ha ez nem valdsul meg, sériil az endocitdzis. Emiatt lehet, hogy ebben az
esetben az endocitotikus vezikuldkrol el nem tavolitott klatrint latjuk megjelenni a sejt
belsejében, de az is lehet, hogy az eMI sériilése kovetkeztében az endoszomakon rajta ragadt
klatrint. A kettds csendesitésben a Hrs hidnya biztositotta szamunkra az endoszomalis klatrin
hidnyéat, ugyanis a Hrs az ESCRT-0 azon alegysége, amely tobbek kozott a klatrin endoszéma
membranra valo toborzasaért felel. Igy, ha a Vps34; Hrs kettés csendesitett sejtekben is a sejt
belsejében megjelend klatrint 1atunk, az vélhetéen az endocitozis defektusdnak tudhatd be.
Ebben az esetben, a Vps34 hidnydban tapasztalthoz nagyon hasonlé fenotipust lattunk, azaz a

klatrin itt is a sejt belsejébe kertilt (11. abra E panel).
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6.PI3K ¢és Hsc70-4 hidnyaban sériil az eMI

UVRAGRNSi . KFERGmCh b KFERQ-mCh

Rah7
Rab7

o

Atg6é GD RNSi KFERQ-mCh ’ KFERQ-mCh

Atg14 RNSi KFERQ-mCh

12.abra: PI3K(III)-komplex-tagok és Hsc70-4 hianyanak vizsgalata KFERQ-mCh és
Rab7 festéssel

Piros csatorna mutatja az mCherry-jelolt KFERQ-motivumos fehérjéket, a zold a Rab7-pozitiv
kései endoszomdkat, mig a kék a Hoechsttel megjeldlt sejtmagot mutatja. A nyilak a

felhalmozodott KFERQ-mCh-t jeldlik. Méretvonal: 20.

A kisérlet célja, hogy megvizsgéljuk a PI3K-tagok és Hsc70-4 hianyanak hatasat az eMI-re.
A szelektiv eMI vizsgalatat egy olyan muslicatorzs felhasznalasaval tettiik, amelyben a
KFERQ-motivumos fehérjék mCherry riporterrel lettek fuzionaltatva.

Kontroll sejtek esetén a KFERQ-mCh jel egyenletesen oszlik meg a citoplazma egészében (12.
abra A panel).

A Vps34, Hsc70-4, UVRAG csendesitett sejtekben a Rab7-jellel nagyrészt kolokalizald
KFERQ-pozitiv rdgok jelentek meg (12. abra B, C, F panel), és Atg6 hianyaban is a KFERQ-
motivumot tartalmazo fehérjék felhalmozodasat lathatjuk az endoszémak koriil (12. abra D, E
panel).

Atgl4 csendesités esetén kontrollszerli mCh-jelet kapunk (12. dbra G panel).
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A felhalmozodott KFERQ-mCh jel alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a Il-es tipusu
PI3K(III) és Hsc70-4 eMI-ben betdltott szerepe elengedhetetlen.
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Diszkusszio

Mivel a Il-es tipust PI3K(III)-komplex valamennyi tagjanak hidnyaban felhalmozodtak a
KFERQ-motivumos fehérjék, akarcsak Hsc70-4 hianyaban, igy arra kdvetkeztethetlink, hogy
az eMI ttvonal sériilése tortént, és ez a komplex szintén sziikséges eMI-hez. Mivel Atgl4
hianyéaban kontrollszerli képet kaptunk, valdsziniileg az I-es tipusu komplex nem vesz részt az

eMI-ben.

Arra a kérdésre is kerestiik a valaszt, hogy mi a Hsc70-4 és PI3K(III) viszonya a folyamatban,
melyik van upstream?
Mivel a II-es tipust PI3K(III) hianydban nem alakult ki a normal PI3P mint4zat, mert diffuz
FYVE-jelet lathatunk, de Hsc70-4 hianyaban létre tudott jonni az endoszomalis PI3P. igy
feltehetdleg nem a Hsc70-4 toborozza a Vps34-et.

Tudni szerettiik volna azt is, hogy miért keriilt be a klatrin a sejt belsejébe Vps34 és Hsc70-4
hidnyaban. Egy lehetséges magyarazata a felborult FY VE-jelnek, hogy a Hsc70-4 hianyaban
azért nem lesznek a klatrinburkos vezikulak PI3P-pozitivak, mert a Hsc70-4 igy nem tavolitja
el onnan a klatrint, ami miatt a PI3K(III) nem tud odatoborzoddni, €s ezzel egylitt normal PI3P
jelet kialakitani. Fenntartdsunk ezzel az elmélettel kapcsolatban, hogy a klatrin racsba be
kellene, hogy férjen a komplex. Ez a modell a Hsc70-4 els6bbségét feltételezi a PI3K(III)-

komplexszel szemben az utvonal soran.

Masik magyarazat szerint a [I-es tipust PI3K(III) hidnyaban nem keriil le az endocit6zis soran
a klatrin, mivel nem tud kialakulni a PI3P jel, igy nem toborzodhat oda Hsc70-4, ami leszedné

a klatrint.

Elképzelhetdnek tartjuk azt is, hogy a Il-es tipusu PI3K(III) hidnydban, de Hsc70-4
jelenlétében az endocitoziskor lefiizddd klatrinburkos vezikulardl el tudja tavolitani a klatrint
Hsc70-4. Azonban a kindz-komplex hidnyaban nem jon 1étre az endoszomalis PI3P (ezt jelzi a
komplex hianyaban fennallo diffuz FYVE-GFP jel). Emiatt nem tud majd megtorténni a kései
endoszéma membranjdhoz a Hsc70-4 odatoborzasa (ha nincs PI3P, nem lesz, mihez kotddjon
a Hsc70-4-et toborzo RME-8), igy az endoszémakrél nem tavolitodik el a klatrin. Emellett a

HOPS-komplex sem toborzddik az endoszomadlis felszinhez, igy azok lizoszomaval torténd
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fuzidja is gatolt. Feltételezésiink szerint ezek az endoszomak lesznek a képeken lathato “klatrin

rogok”.

A fent leirtak tobbnyire a PI3K elsébbségére utalnak az endocitdzis és eMI soran, de lathattuk
azt is, hogy Hsc70-4 nélkiil a PI3P sem rendszerinti, igy szinergista hatas képzelheto el a kettd

kozott, azaz, hogy erdsitik egymas toborzasat.

A Vps34; Hrs kettds csendesités eredményei -mely szerint szintén megjelent a sejt belsejében
a klatrin- az endocitdzis sériilésére utalnak, a klatrin az endocitotikus vezikulakrol le nem
szedettel egyenértékii. Ha a kisérlet ezekben a sejtekben a belsd klatrin hidnyat mutatta volna,
az eMI sériilését feltételeztiik volna, mivel ilyenkor vélhetden az endoszémakon rajta maradt a
klatrint lattuk.

A kettds csendesités eredményei mellett a laktinafestések is az endocitozis hatékonysaganak
csokkenésére utalnak, ugyanis mélyebb lakunakat lathatunk Vps34 és Hsc70-4 hidnyaban is.
Ezt az onnan lefliz6d6 vezikuldk mennyiségének csokkenése (illetve az oda reciklizal6dod
vezikuldk mennyiségének novekedése) eredményezheti.

A Rab7, Lt-HA festéses kisérleteknél latottak hatterében allhat, hogy a Il-es tipusu PI3K-
komplex hianyakor a HOPS-komplex nem lesz képes a fuzids feliiletekhez toborzodni, igy az
endoszomakban felhalmozddott, alapvetden lebontand6 anyagok bontdsa nem torténhet meg, s

ez rogokkeént, vagy nagyobb endoszoémakként mutatkozik meg.

Mivel csak az I-es PI3K(III)-komplex-tagok hidnyaban halmozddott fel p62 és Atg8a, igy
arra kovetkeztethetlink, hogy a makroautofag utvonalban a II-es komplex és Hsc70-4 nem vesz

részt.

Eredményeink amellett, hogy 1jszeri informacéval is szolgaltak, a korabbi,
szakirodalmakban feltiintetett megallapitasokkal is Osszhangban vannak, példdul Hsc70-4
endocitozisban vald szerepét illetden. Azonban eltérés lathatdo a PI3P megjelenését illetden,
ugyanis legtobbszor leginkabb a korai endoszomakra jellemzé foszfolipidként irjak le, viszont

a mi esetiinkben a FYVE-GFP jel alapjan a Rab7-pozitiv kései endoszomaknal lokalizalodott.

Kisérleteink, ugy gondolom, hozzajarultak az endolizoszomalis rendszer szertedgazo
mechanizmusainak mélyebbszintii megértéséhez, ami iddszerli, hiszen tobb betegség

hatterében valamilyen lizoszomalis lebontasi defektus all. Ide sorolhaté az Alzheimer-kor is,
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amely sordn egy KFERQ-motivummal rendelkez6 -igy potencidlisan eMI szubsztrat- fehérje, a
tau hiperfoszforilaltsaga miatt nem képes lebomlani, és aggregatumokat képez a neuronokban
(27). Emellett a tumorfejlddésben is szerepe van az autofigianak, korai stadiumu tumorra
gatlolag hat, ugyanis ekkor potencidlis onkogén molekuldkat is lebont, azonban
elérehaladottabb allapotti tumorndl mar serkentheti a tumorfejlodést az 4altal, hogy a

sejtproliferaciot gatlol stresszt is eliminalja (26).

Lathatjuk azt is, hogy szamos, a sejt normal miikodéséhez kardinalis folyamatban kdzos
fehérjék is részt vesznek. A PI3K(III)-komplex az endoszomalis mikroautofagia mellett az
endocitozisban is részt vesz, vélhetden szoros egyiittmiikodésben a Hsc70-4 hdsokkfehérjével.
Annak érdekében, hogy még mélyebbre menden feltérképezhessiik a PI3K(III)-komplex és
Hsc70-4 kapcsolatat, a jovOben immunoprecipitacios kisérletek nyujthatnak segitséget.
Emellett az ESCRT-komplexek felhalmozodasat is megvizsgalndnk western-blot
alkalmazasaval az egyes PI3K(III)-komplex-tagok ¢és Hsc70-4 hidnyaban, utalvan az eMI

defektusara.
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Osszefoglald

Autofagianak nevezziik azt az eukariotakban evolucidsan konzervalt katabolikus folyamatot,
amelynek soran a lizoszomak, vagy kései endoszomak -névények és gombdk esetén a
vakuolumok- lebontjak a mar nem sziikséges, vagy hibas fehérjéket, organellumokat. Az
endoszomalis mikroautofagia (eMI) az autofigia egy olyan tipusa, amely soran kései
endoszémak endoszomalis betiiremkedéssel felveszik a lebontdsra szant anyagot, majd

lizoszomava érve lebontjak azt.

Ez torténhet nemszelektiv és KFERQ-szelektiv modon is. Mindkét folyamat soran a
lebontésra szant cargo a Hsc70-4 chaperonfehérje és az ESCRT-komplexek kozremiikodésével

jut az endoszomalis felszinhez, és keriil az endoszoma lumenébe.

Kutatasunk célja az eMI szabalyozas hatterének felderitése, amely egyelére igen kevéssé
ismert folyamat. Megvizsgaltuk tobbek kozt az endoszomalis membran identitasat is
meghatdroz6 foszfatidilinozitolok foszforilalasat végzd kinaz-komplex, a PI3K(III)-tagok, a
klatrin és a Hsc70-4 fehérje hidnyanak hatasat az endolizoszomalis rendszerre. Azt tapasztaltuk,
hogy a Hsc70-4 ¢s PI3K(III) hidnyaban is felborul a lizoszomalis lebontas hatékonysaga, az
endolizoszomalis rendszer rendezettsége ¢s a klatrin az endoszémakon ragad. Mindebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy ezen fehérjék szoros kapcsolatban éallhatnak az eMI szabalyozasat

illetéen.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy mind a Hsc70-4, mind a II-es tipusu PI3K(III)-komplex
részt vesz az eMlI-ben, az endocitdzisban, valamint sziikségesek a normal klatrin-mintézat
kialakitasahoz is. Emellett elengedhetetlenek a HOPS-toborzashoz is, viszont az I-es tipust
PI3K(III) nem vesz részt az emlitett folyamatokban. Lathattuk azt is, hogy a makroautofag
aktivitas csupan az I-es tipust PI3K(III)-tagok hianydban sériilt, igy vélhetéen Hsc70-4 és I1-
es tipusu PI3K(III) nem részesei ennek az utvonalnak. Emellett a Il-es tipust PI3K(III)

elengedhetetlen a normal PI3P mintdzat kialakulasahoz is, azonban Hsc70-4 nem.
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