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Roviditésjegyzék

CD63: Cluster of Differentiation 63 (63-as differencialddasi csoport)

Cka: Connector of kinase to AP-1 (Kinazt az AP-1-hez kapcsolé fehérje)

Cnx: Calnexin (kalnexin)

DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindole (4',6-diamidino-2-fenilindol)

DMSO: Dimethyl sulfoxide (Dimetil-szulfoxid)

EGTA: Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (Etilén-glikol-bisz(2-
aminoetil-éter)-N,N,N’,N’-tetraecetsav)

ELRO: Endolysosome-related organelle (Endolizoszéma rokon sejtszervecske)

ER: Endoplasmic Reticulum (Endoplazmatikus retikulum)

FCS: Fetal Calf Serum (Magzati borjuszérum)

GFP: Green Fluorescent Protein (Z6ld fluoreszcens fehérje)

GIcNAc: N-Acetylglucosamine (N-acetil-gliikézamin)

GTP: Guanosine Triphosphate (Guanozin-trifoszfat)

HA: Hemagglutinin

HOPS: HOmotypic fusion and vacuole Protein Sorting complex (Homotipikus fuzid és
vakuolaris fehérje szortirozé komplex)

JNK: c-Jun N-terminal Kinase (c-Jun N-terminalis kindz)

LAMP: Lysosome-Associated Membrane Protein (Lizoszdma asszocidlt membranfehérje)
LIMP: Lysosomal Integral Membrane Protein (Lizoszdma integrans membranfehérje)
LRO: Lysosome-Related Organelle (Lizoszémaval rokon organellum)

LTR: LysoTracker Red (Voros LysoTracker)

MHCII: Major Histocompatibility Complex Class Il (F6 hisztokompatibilitasi komplex Il)
MVB: Multivesicular Body (Multivezikularis test)

PBS: Phosphate-Buffered Saline (Foszfat-pufferes sdéoldat)

PBTX: PBS containing Triton X-100 (Triton X-100 PBS-ben)

Pi: Inorganic Phosphate (Szervetlen foszfat)

PIPES: Piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic Acid) (Piperazin-N,N’-bisz(2-etanszulfonsav)



PXo: Pi-sensitive XPR1 Orthologue (Pi-érzékeny XPR1 ortoldg)

Rab: Ras-Related Protein in Brain (Ras-hoz kapcsolt fehérje az agyban)
v-ATPaz: Vacuolar H+-ATPase (Vakuolaris H+-ATP-34z)

Vps: Vacuolar Protein Sorting (vakuolaris fehérje szortirozo)

XPR1: Xenotropic and Polytropic Retrovirus Receptor 1 (Xenotropikus és politropikus

retrovirus receptor 1)

YFP: Yellow Fluorescent Protein (Sarga fluoreszcens fehérje)
Reziimé

A PXo test egy ujonnan felfedezett sejtorganellum, amely a szervetlen foszfat (Pi)
taroldsa, majd felszabaditdsa altal fontos résztvevéje az intracellularis Pi metabolizmusnak és
a homeosztdazis fenntartdsanak. Jelentés szerepe ellenére kevés ismerettel rendelkezilink
réla, ugyanis kialakuldsa, illetve mas sejtszervekkel valé kapcsolata még egydltaldan nem

feltart.

Az adult ecetmuslica bélhdamsejtekben megfigyelhet6é 0Osszes PXo test
elektronmikroszkdpos felvételek alapjan multilamellaris szerkezet(i és nagy hasonldsagot
mutat mas sejtekben megfigyelhet6 multilamellaris lizoszémak és egyes lizoszdmaval rokon
organellumok (LRO-k) morfoldgidjdhoz. Ez felvetette annak lehetGségét, hogy a PXo testek

maguk is lizoszdmak vagy LRO-k lehetnek.

Ennek megvalaszoldsara munkank soran a PXo testek mellett az endolizoszomalis
rendszerre jellemz6 molekuldkat jeldltik immuncitokémiai és egyéb festési eljarasokkal,

valamint elektronmikroszkdpos vizsgalatokat is végeztiink.

Az eredmények alapjan a PXo testek savas pH-val rendelkeznek, valamint kimutathaté
benniik a savas foszfatdz enzim, azonban nem jellemz6k rdjuk a leggyakoribb
endolizoszomalis markerek. Mindez arra utal, hogy hipotézislink részben helyes lehet, de az
biztos, hogy a PXo testek nem klasszikus lizoszdmak. Emiatt vizsgalatainkat mas
organellumokra is kiterjesztettik, és meglep6 mddon ugy taldltuk, hogy a

PXo testek endoplazmatikus retikulum eredet(iek lehetnek.

A kés6bbiekben tovabbi organellumokra specifikus jelolésekkel fogjuk folytatni a PXo
testek karakterizalasat, valamint vizsgdlni fogjuk a PXo testek képzddését eltéré Pi

koncentrdcioju taptalajokon, illetve LRO vagy ER mutans genetikai hattereken.
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Bevezetd és célkitlizések

A lizoszomdk foszfolipid kett6ésmembrdannal korilvett organellumok, melyek szerepe az
endocitdzis, a fagocitozis, vagy az autofagia soran felvett makromolekulak és egyéb anyagok
degradacidja. Azonban a hagyomdnyos lebontd szerepen kiviil részt vesznek szamos
jelatviteli folyamatban, mellyel hozzajarulnak a sejt megfelel6 m(ikodéséhez, adaptacidjahoz
és ezaltal a homeosztazis fenntartasahoz. llyenek példaul a membranjavitas, az immunsejtek
jelatvitele és az anyagcsere. A lizoszdmak mikodésének zavara sulyos korképek
kialakulasahoz vezethet, ilyenek tobbek kozott a lizoszomalis tdrolasi betegségek, a
neurodegenerativ betegségek, az anyagcsere betegségek és a rak (Perera és Zoncu, 2016).
Mindez kihangsulyozza az endolizoszomdlis rendszer normalis  mUkddésének

nélkulozhetetlenségét, ezzel aldtdmasztva az erre irdnyuld kutatds jelentGségét.

A lizoszomak az endomembrdn rendszer részeként minden eukaridta sejtben
megtalalhaté organellumok. Atmérgjiik 0,1-1 um kozétt valtozik, de meg is haladhatja azt.
Méretlkon kivul szamuk, alakjuk és funkcidjuk is valtozatos. Ezek egyarant fliggenek a fajtdl,
a sejttipustdl, valamint a szallitott anyagok min6ségétél és bontottsagi szintjétdl.
Elektronmikroszkdpos képek alapjan altaldban igen valtozatos morfolégidju strukturdk,
példaul akar koncentrikus multilamelldris membran struktirdkbdl is allhatnak (Klumperman
és Raposo, 2014). A lizoszémak pH-ja 5 koriil van, mivel ez a lizoszomalis enzimeknek, a savas
hidroldzoknak a pH optimuma. Ezt a vakuolaris ATPaz (v-ATP4az) tartja fenn, amely egy
membranon atéré protonpumpa. A lizoszomak mas organellumoktdl valé elkilonitésében
tovabbi segitséget nyujt a rajuk jellemz6 membranfehérjék azonositasa. llyenek a lizoszéma
asszocialt membranfehérjék (LAMP) és a lizoszoma integrans membranfehérjék (LIMP)
(Winchester, 2001). Ezek kozul kiilon emlitésre méltd a tetraspanin szupercsaladba tartozo
CD63, amely a késGi endoszomdkon, a lizoszémakon, valamint a lizoszomdaval rokon

organellumokon (LRO) egyarant megtaldlhaté (Kobayashi és mtsai, 2000).

Az LRO-k olyan organellumok, amelyek membranja és tartalma részben az
endolizoszomalis rendszerbdl szarmazik. A hagyomdnyos lizoszémakkal ellentétben nem
minden sejttipusban fordulnak el6, altaldban csak meghatdrozott feladat ellatdsara
specializalédott sejtekben taldlhatéak meg. Emiatt rendkiviil sokféle, egymastél markansan
eltéré LRO-k ismertek. Ezek kilonbozhetnek a membranjukban megtaladlhatd markerekben,

illetve a lumenjikben taldlhaté anyag felel6s legtobbszor a sejt adott funkcidjanak az



ellatasaért. llyenek példaul a melanocitdkban talalhaté melanoszémak, amelyek a melanin
termelésben jatszanak szerepet, ezzel kialakitva az emlésok bdérének és szérének
pigmentaciojat, valamint a 2-es tipusu alveoldris hamsejtek lamellaris testei, amelyek
surfactant-ot tartalmaznak, és ezek szekrécidjaval érhetd el a feliileti fesziiltség csokkentése
a tlid6ben, amely a normalis légz6funkcidkhoz elengedhetetlen. Az LRO-k biogenezise kdzos
utvonalon zajlik, a Golgi-késziiléket, a korai endoszémakat és multivezikularis testeket (MVB)
érintve, igy tulajdonsagaik részben a lizoszémaknak és a szekrécids granulumoknak is
megfeleltethet6k. Emiatt a nevezéktan pontositdsa érdekében az endolizoszéma rokon
organellum (ELRO) megnevezést javasoltdk (Delevoye és mtsai, 2019), azonban a
szakirodalomban valé elterjedés hianydban ezen dolgozat sordn a hagyomanyos
elnevezésnél maradok. Az LRO biogenezis Utvonal sériilése esetén, egyszerre tobb,
kilonboz8 sejttipusban megtaldlhaté LRO mikddése szenved zavart, ezzel az egész

szervezetre jellemzé tliinetegylttest okozva.

Szintén jelent@s kutatdsi téma az intracelluldris szervetlen foszfat (Pi) metabolizmus és
jelatvitel tanulmdnyozdsa, hiszen ez a molekula elengedhetetlen az élethez. A Pi szamos
biomolekula felépitésében vesz részt, ilyenek a nukleinsavak, a szénhidratok és a lipidek.
Ezaltal fontos szerepet jatszik az orokitGanyag, valamint a biolégiai membranok
kialakitasaban. A Pi tobbek kozott szikséges a nukleotid-foszfatok (pl.: ATP, GTP)
kialakulasdhoz, ezaltal részt vesz szamos jelatviteli folyamatban, valamint az energia

metabolizmus kézponti résztvevdje is.

Az intracelluldris Pi metabolizmus és jelatvitel megértése céljdbdl a Pi éhezés hatdsat
vizsgaltdk adult Drosophila melanogaster kdzépbelének epitéliumaban. Ennek soran azt
figyelték meg, hogy a Pi éhezés hatasara a PXo (Pi-érzékeny XPR1 ortoldg) fehérje, amely egy
Pi  transzporter, termelése gatlas ala kerllt, amely a kozépbél sejtjeinek
hiperproliferacidjahoz vezetett, a PXo-Cka-JNK jelatviteli kaszkad altal (Xu és mtsai, 2023).
Ezen folyamat tanulmdnyozdsa soran felfedezték, hogy a PXo a Pi-t multilamellaris
organellumokba szallitja, ahol az foszfolipidként keriil tarolasra. Ezt az Ujonnan felfedezett
organellumot, amelyet egyik kordbban ismert organellumnak sem tudtak megfeleltetni PXo

testnek nevezték el (1. abra) (Xu és mtsai, 2023).
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1. dbra: A PXo testek szerepet jatszanak az intracelluldris foszfat homeosztdzis fenntartdsaban
Az ecetmuslica enterocitdiban homeosztdzis esetén a Pi a PXo testekben tdrolddik foszfolipidként. Foszfat
éhezés hatdsdra a PXo testek lebontddnak, ezdltal felszabaditva a Pi-t és helyredllitva a homeosztazist (sajat
dbra, Xu és mtsai, 2023 alapjdn).

A PXo test multilamelldris organellum |évén az endolizoszomalis rendszer szamos
organellumdra hasonlit (2. abra). llyenek a multilamellaris lizoszdmak és endoszémak,
tovabba a lamelldris testek, melyek a 2-es tipusu alveoldris hamsejtekben, valamint a
keratinocitdkban megtalalhaté LRO-k. A dendritikus sejtek érése soran az MHCII
kompartmentumot tartalmazé lizoszdmak is multilamelldris strukturat vesznek fel, amelyek
szintén LRO-knak tekinthet6k. Mindezt megfigyelve jelen dolgozat keretében a PXo testek
endolizoszomalis rendszerben valé elhelyezkedésére kerestiik a valaszt, szem el6tt tartva a
hipotézist, miszerint ezek az Ujonnan felfedezett organellumok lizoszdmak vagy LRO-k
lehetnek. A PXo testek vizsgalataval megismerhetjiik az endolizoszomalis rendszerrel alkotott
kapcsolatukat, tovabbi belelatast nyerhetiink a Pi intracellularis metabolizmusaba, valamint
a jov6ben teret nyithatunk a PXo emlds ortoldgja, az XPR1 (xenotropikus és politropikus

retrovirus receptor 1) altal ismereteink klinikai alkalmazasanak is.
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2. dbra: Kiilénb6zé multilamelldris organellumok ésszehasonlitdsa a PXo testekkel

A: PXo test Drosophila melanogaster k6zépbél bélhdmsejtben. Skdla: 1 um. (Xu és mtsai, 2023)
B: Multilamelldris testek GIcNAc-TV-transzfektalt klon M9 sejtben. Skdla: 0,5 um. (Hariri és mtsai, 1999)
C: Lamelldris test (LB) fotdlis egér 2-es tipusu alveoldris hdmsejtben, amely egy multivezikuldris testtel (MVB)
fuziondl. Skdla: 200 nm. (Weaver és mtsai, 2002)
D: Lizoszoma éretlen dendritikus sejtekben, amely az MHCII kompartmentumok tdroldsdval vesz részt az
immunvdlaszban. A CD63 (10 nm arany) és a LAMP1 (15 nm arany) is kimutathaté benne, ezzel alatamasztva
lizoszomadlis eredetét. Skadla: 200 nm. (van der Wel és mtsai, 2003)



Eredmények és megvitatasuk

Az adult Drosophila melanogaster kozépbél epitélium kiterjedt endolizoszomalis

rendszerrel rendelkezik

A PXo testek és az endolizoszomalis rendszer kapcsolatdnak megismerésének elsé
l[épéseként adult Drosophila melanogaster bélsejtjeiben végeztiink el vizsgdlatokat, a
szamunkra Uj szovettipus megismerése érdekében. Az ecetmuslica bélrendszerének
felépitése strukturdlisan és funkcionalisan analég az emberével. K6zépbelének epitéliumat
négy sejttipus alkotja: a bélGssejtek enteroblasztokka alakulnak, amik vagy enterocitakka
vagy enteroendokrin sejtekké differencidlédnak. Az enterocitdk morfolégidja és funkcidja a
bél kiilonb6z6 szakaszain eltér6, alapvetS feladatuk az emésztéenzimek szekrécidja és a

tapanyagok felszivdsa, majd transzportja (Capo és mtsai, 2019).
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3. dbra: Kiilonb6z6 endolizoszomadlis markerek vizsgdlata adult bélsejtekben

A: vad tipus; LAMP, Rab7 immunfestés. B: Vps41-HA; HA, LAMP immunfestés. C: Rab2-YFP; LAMP immunfestés.
D: Rab32-YFP; LysoTracker (LTR) festés. E: vad tipus; Nilus vérés festés.

A sejten beliil az egyes organellumokat a rajuk specifikusan jellemz6é molekulak alapjan
tudjuk megkilonboztetni. Ezek lehetnek példaul membranfehérjék, mint a LAMP, ami a
lizoszdmak membranjaban talalhaté (3. abra/A, B, C). A Rab kis GTPazok szintén segitenek a

membranok identitdsanak meghatdrozasaban. A Rab5 a korai endoszémakra, a Rab7 a késéi



endoszomakra jellemz6 (3. dbra/A). A Rab2 az autofagoszdoma-lizoszéma fuzidban vesz részt,
igy a lizoszémdkra és autolizoszémakra jellemz6 (3. abra/C) (L6rincz és mtsai, 2017b). A
Rab32 pedig az LRO-k biogenezisének fontos szereplGje (3.abra/D) (Bultema és Di Pietro,
2013). A Rab kis GTPazokhoz pdnyvazé faktorok kapcsolddnak a fuzids folyamatok soran.
llyen példaul a tobb alegységbdl allé6 (Vps39, Vps4l, Vpsl8, Vpsll, Vpsl6, Vps33) HOPS
komplex, amely a Rab7-hez kapcsolddva a késGi endoszémak és lizoszomak fuzidjanak fontos
résztvevGje (3. abra/B). A LysoTracker a savas organellumokat festi meg, igy ez kivaléan
alkalmas a lizoszémak jelolésére (3. abra/D). A Nilus vorés egy lipid festék, igy az
intracellularis lipid cseppek jelolésére alkalmas (3. abra/E), valamint a PXo testeket is

megfesti (Xu és mtsai, 2023).

Mindezt figyelembe véve a 3. dbrat megfigyelve lathaté, hogy a bélham felszivd
funkcidja kiterjedt endolizoszomalis kompartmentumot igényel, szamos endoszoma,
lizoszédma, autolizoszéma és LRO taldlhatd meg benne. Tovdbba az is megfigyeltik, hogy ezek

mintdzata és a sejtek mérete a kozépbél kiilénb6z6 szakaszain eltérd.
A PXo testek tobbsége LysoTracker pozitiv

A feln6tt ecetmuslica bélsejtjeinek endolizoszomadlis rendszerének megismerése utan,
a PXo testek tanulmanyozasa kovetkezett, aminek sordn a PXo testek és a lizoszomak vagy
LRO-k egyez6 tulajdonsagait kerestik. A szerz6kt6l elkértik az altaluk el8allitott PXo
testeket kijel6l6 reagenseket, muslicatorzseket. Ezek koziil a GFP-PXo-t kifejez6 mikodott a
legjobban, amin LysoTracker festést végeztiink el. A LysoTracker a savas organellumokat
jeloli ki, igy ezzel az eljarassal a PXo testek pH-jardl nyertlink informaciot.
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4. dbra: LysoTracker festés GFP-PXo t6rzsén

A: GFP-PXo, LysoTracker festés. Sdrga nyilak: PXo és LTR kolokalizdcio. A””’: n=7 sejtbél szarmazo jel-eloszlds
dtlagos scatter plot és a sejtekbdl szamolt dtlagos Pearson koefficiens, R=0,5157.
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A 4. abran jol lathatd, hogy a PXo testek tobbsége kolokalizal a LysoTrackerrel, amit az
eloszlds scatter plot és a pozitiv Pearson koefficiens (R=0,5157) is aldtdmaszt. Ezen PXo
testek tehat savas pH-val rendelkeznek. A sejtekben legjellemz6bb savas organellumok a
lizoszomak, ezért ezzel a festéssel konnyen azonosithatok, azonban érdemes szem el6tt
tartani, hogy az LTR pozitiv organellumok nem feltétleniil lizoszdmak. Két lehetséges
magyarazat a megfigyelésre, hogy az LTR pozitiv PXo testek lizoszémadkkal fuzionaltak a
degradacid érdekében, vagy maguk is savasak és bontas folyik bennik, emiatt lizoszémaknak
tekinthet6k. A savassaguk mértéke pedig fligghet a lizoszémaval valé fuziotol, vagy az
érettségi allapotuktél, ami magyardzatot adhat a nem fest6dott PXo testekre. Ezek
meghatdrozasara tovabbi vizsgdlatok szlikségesek, amelyekben lizoszéma és endoszéma

specifikus jeloléseket alkalmaztunk.

A mikroszkopos felvételek készitése soran érdekes dologra lettiink figyelmesek. A PXo
testek nagyobb szamban voltak jelen azokon a bélszakaszokon, ahol az a boncolds sordn
megsérilt, elszakadt. Ennek a jelenségnek az okdra nincs pontos magyarazat, de ugy
gondoljuk, hogy a latszélagos ellentmondas ellenére, a szoveti homeosztazist fenntarté PXo-

Cka-JNK jelatviteli kaszkad lehet a felelés érte, amelynek regenerativ szerepe van.
A PXo testek nem pozitivak az endolizoszomalis rendszerre jellemzé molekuldkra

A PXo testek tovabbi jellemzése érdekében tovabbi immunfestéseket végeztiink el,
aminek soran az endolizoszomalis rendszerre jellemz6 molekuldkat jeloltlik. Ezek kozott
szerepelt a Rab5, ami a korai endoszémakat, a Rab7, ami a kés6i endoszomadkat, valamint a
LAMP és a katepszin (CathL), ami a lizoszdmdkat jeloli ki. A kisérletek soran a GFP-PXo torzs

feln6tt egyedeit vizsgaltuk.

A 5. dbran jol lathatd, hogy a PXo testek nem kolokalizalnak egyik altalunk vizsgalt
endolizoszomalis markerrel sem. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PXo testek nem

klasszikus lizoszémak, és nem szerepelnek a klasszikus endocitotikus lebonté Utvonalban.
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Rab5 .

GFP-PXo

GFPPXo, , M0im|Rabs - ., T4 |Rab7 &FP-PXo
5. dbra: A PXo testek nem kolokalizdlnak az endolizoszomdlis rendszerre jellemzé markerekkel

A: GFP-PXo, Rab7, LAMP immunfestés. B: GFP-PXo, Rab7, CathL immunfestés. C: GFP-PXo, Rab7, Rab5
immunfetés.

A PXo testek nincsenek jelen larvalis szovetekben

Az ecetmuslica kivald genetikai, fejl6édésbiolégiai és sejtbioldgiai modellszervezetnek
bizonyul, tobbek kozott konnyl fenntarthatésaga, gyors egyedfejlédése, magas
szaporoddképessége, és bioldgiai Utvonalainak konzervéaltsaga miatt. A kutatdcsoport egyéb
kutatdsai soran larvalis szovetekkel dolgozik, hiszen ezek gyorsabban elérhetéek, mint a
feln6tt egyedek, tovabba a garland sejt nefrocitdk és a zsirtestek kivaléan alkalmasak az
endocitézis, az autofdgia és egyéb endolizoszomdlis folyamatok résztvevdinek
tanulmanyozasara. Xu és munkatarsai csak felnGtt bélsejtekben vizsgaltdk a PXo testeket,
larvdlis szovetekben nem, a fentebb emlitett okok miatt azonban fontosnak tartottuk

megvizsgalni a PXo testek jelenlétét ezekben a sejttipusokban is.

A garland sejt nefrocitdk a nyel6csé koril formalnak gydrdt. Molekularis,
ultrastrukturdlis és funkcionalis értelemben egyarant hasonlitanak a gerinces podocitakra,

igy a vesebetegségek kivald modelljeként szolgdlnak. A kivalasztd szerv funkciét az
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endocitézis altal toltik be, aminek soran az ecetmuslica vérébdl, vagyis hemolimfajabdl
vesznek fel anyagokat. Ezutdn a lebontandd anyagok a lizoszomaba kerilnek és
degradalddnak, a hasznos anyagok pedig reciklizalédnak a hemolimfaba (Helmstadter és
mtsai, 2017). A garland sejt nefrocitak két sejtmagja koril koncentrikus kérokben jelennek
meg a kiilonb6z6 érettségli endolizoszomalis sejtalkotdk, ami tovabbi elény ezen rendszer

vizsgalata soran.

p
i

GFP-PXo" %

GFP-PXo-, ®10um | Raps

6. dbra: A PXo testek nem kolokalizdalnak az endolizoszomadlis rendszerre jellemz6 markerekkel a Ildrvdlis
garland nefrocitakban

A: GFP-PXo, Rab7, LAMP immunfestés. B: GFP-PXo, Rab7, CathL immunfestés. C: GFP-PXo, Rab7, Rab5
immunfetés.

A garland nefrocitdk immuncitokémiai vizsgalata soran jol elkilonitheté PXo testeket
nem figyeltink meg, igy az endolizoszomalis rendszerrel valé kolokalizaciéjuk sem volt
megfigyelhetd (6. dbra). A GFP-PXo jel a sejtmag koriil helyezkedett el, azon a teriileten, ami
ebben a sejttipusban az endoplazmatikus retikulumra (ER) jellemz6. Ennek magyardzata
lehet, hogy a PXo valdban az ER-ben helyezkedik el, vagy hogy a PXo testek biogenezise

soran innen szallitédik a fehérje az organellumokba. A jelenség madsik lehetséges
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magyardzata, hogy a detektalt jel csupan mitermék, amely az ER-ben elakadt tultermelt
riportert jeloli ki.

Az ecetmuslica zsirtestjei szintén kivaléan alkalmasak a sejttani folyamatok
vizsgalatara. Ezek kozil kiemelked6 szereppel bir az autofagia tanulmanyozasa, ugyanis a
zsirtestek tapanyagraktarként szolgdlnak, igy éhezés esetén lipideket, szénhidratokat, és
aminosavakat juttatnak a hemolimfdba, ezzel fenntartva a homeosztazist. Ennek
kdszonhetben a zsirtestekben éheztetéssel indukalhatd az autofagia, ami megkonnyiti ennek
a folyamatnak a tanulmanyozasat. Tovabbi el6nyei ennek a sejttipusnak, hogy a zsirtestet
alkoté két lebenyben egy vagy legfeljebb két sejtrétegben helyezkednek el a sejtek, igy

mikroszkdppal kénnyen vizsgalhatdk (Lérincz és mtsai, 2017a).

A zsirtestek immuncitokémiai vizsgalata sordn ugyanazokat az endolizoszomalis
markereket vizsgdltuk, mint a garland nefrocitdk esetében, vad tipusiu és PXo-HA
ecetmuslicdkban. Ebben az esetben azonban egyik vizsgdlt torzsben sem taldltunk

értékelhetd jelet.

A larvalis szovetek vizsgdlatdnak eredményeit Osszegezve arra a megallapitdsra
jutottunk, hogy azok nem alkalmasak a PXo testek tanulmdanyozasara, mivel bennik a PXo

testek vagy nincsenek jelen, vagy az ER-hez lokalizalédnak.

A PXo testek valtozatos ultrastrukturaval rendelkeznek, valamint kimutathaté benniik a

savas foszfataz enzim

A PXo testek tanulmanyozasa soran elektronmikroszkdpos vizsgalatokat is végeztiink
az ultrastrukturalis és morfoldgiai elemzés érdekében, vad tipusu felnétt kbzépbeleken. E
soran elvégeztiik a savas foszfataz enzimcitokémiai vizsgalatot is, amely a lizoszomadlis enzim,

a savas foszfataz kimutatasara alkalmas.

Az elektronmikroszképos vizsgdlataink alatdmasztjak Xu és mtsai eredményét,
miszerint a PXo testek multilamellaris morfoldgidjuak. Viszont ezen fellil szamos Uj
megfigyelést tettliink: példdul a PXo testekben a Ilamelldk pdrhuzamosan, vagy
koncentrikusan helyezkednek el a metszésiranytdl figgden. A 7. dbran megfigyelhetd, hogy a
PXo testek rendkivil valtozatos formaban jelennek meg. Alakjuk a keresztmetszeti képeken
kerek vagy elnyult. Sokszor tartalmaznak kilonb6z4 citoplazma részleteket (7.abra/B, C).

Valamint kiilonb6z6 érettségli lizoszdmakban is megtaldlhatdk (7. abra/D-G).
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7. abra: A PXo testek ultrastrukturdlis vizsgdlata és a savas foszfatdz enzimcitokémiai vizsgalat

Az dsszes dbran felnétt ecetmuslica vad tipusu bélhdmsejteket vizsgdltunk. Skdla: A, F, G, | esetben 0,5 um, B, C,
D, E, H esetben 0,25 um. A: Koncentrikusan multilamelldris PXo testek, melyek nem tartalmaznak citoplazma
részleteket. B és C: Citoplazma részleteket (kék csillag) tartalmazé PXo test szer(i organellumok. A piros nyilak a
hatdrolé membrant jelélik. D-G: Autolizoszomdba zdrt degraddlodo PXo testek (sdrga csillag) és degraddlodo
membradnnal kériilvett citoplazma részletek (piros csillag), amelyek a lebontds kiilénbé6z6 szakaszaiban vannak.
E: PXo test és lizoszoma fuzio (z6ld nyil). H: Formdlodo PXo test, amely membrdnjdan riboszomdk figyelheték
meag. I: Savas foszfatdz enzimcitokémiai vizsgdlat, a kék nyilak a PXo testben kimutathato savas foszfatdzt

jeldlik. (A részletes magyardzat a térzsszévegben olvashatd.)

A PXo testek fuziondlhatnak a lizoszdmakkal, a 7.abra/E jél mutatja ezt a folyamatot,
amelyen a bal alul lathaté citoplazma részletet tartalmazé PXo test fuzional a jobb feliil
taldlhatd lizoszémaval, amelyben a kevésbé kifejezett lamelldk alapjan egy bontdson
keresztlilmend PXo test figyelhet6 meg. Mindez arra utal, hogy a PXo testek lebontasa
lizoszomalis Uton megy végbe. A PXo testek lamelldinak szdma is valtozatos, amely az
organellum érettségi, vagy lizoszomalis degradacid esetében a bontottsagi szintjével van

Osszefuiggésben. Példaul a 7. abra/D esetén a PXo test el6rehaladottabb bontottsagi

15



allapotban van, igy kevesebb lamellaval rendelkezik, mig a 7. abra/F, G esetben a
lizoszdmaban megtalalhatd PXo testekre a kevésbé bontott forma jellemzé. A 7. dbra/H
képen lathatd kevesebb lamellat tartalmazod struktura emlékeztet a PXo testekre, viszont
fontos megfigyelni, hogy ez a feltehetéen még éretlen, éppen képz6d6é PXo test rendkivil
kozel helyezkedik el a durva felszini ER-hez, valamint, hogy a szélsé lamelldakon a DER-hez
hasonldan szintén megfigyelhetéek a riboszomak. Mindez arra is utalhat, hogy a PXo testek
valdjaban az ER-b6l képzddnek, ami megmagyaraznd a benniik sokszor megjelend citoplazma
részleteket, valamint az el6z6 vizsgalatok sordn a lizoszomalis markerek hidnyat, tovdbba a

garland nefrocitdkon végzett vizsgalatokon a PXo riporter elhelyezkedését.

Nagyon fontos eredményiink, hogy az érett PXo testekben kimutathatdé a savas
foszfatdz enzim (7. dbra/l). A savas foszfataz jelenléte, lizoszomalis enzim lévén, megerdsiti

azt a feltételezéslinket, hogy kapcsolat van a PXo testek és a lizoszémak kozott.

Az elektronmikroszkdpos vizsgéalatok eredményei alapjan feldllithatd a hipotézis,
miszerint a PXo testek kialakuldsuk utdn éretlen formaban vannak jelen, majd ezutadn
lizoszomaval egyesiilhetnek, aminek hatdsara érett allapotba keriilnek, elsavasodnak, és

jelen lesz bennik a savas foszfataz enzim, amely felszabadithatja a benntik tarolt foszfatot.

A PXo jel az endoplazmatikus retikulum (ER) teriiletén figyelhet6 meg a larvalis garland

nefrocitakban és a feln6tt enterocitakban

A korabban bemutatott eredmények alapjan a PXo jel a garland sejtek
immuncitokémiai vizsgdlata soran az ER teriletén volt megfigyelheté (6. abra). Az
elektronmikroszkdpos vizsgalat sordan a feln6tt enterocitakban valdszinlileg éppen érésen
keresztilmend PXo test (7. dbra/H), pedig szintén az ER kdzelében, arrél lef(iz6dve volt
megfigyelhetd. Ez a két megfigyelés hivta fel a figyelmiinket a lehetséges kapcsolatra a PXo
testek és az ER kozott.

Az ER rendkivil fontos feladatot 1at el egy sejt életében, tobbek kdzott itt mehet végbe
a fehérjék szintézise, érése és a rajuk jellemzé poszttranszlacios mdodositasok egy része is itt
kerll rdjuk, valamint az ER kalcium raktarként is szolgal, ezaltal jelatviteli dtvonalakban is

részt vesz.
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Annak bizonyitasara, hogy az ER-ben elhelyezkedé PXo jel valds, és nem csupan
mitermék, ahogy azt kordbban feltételeztiik, immuncitokémiai vizsgalatot végeztiink el a
GFP-PXo larvalis garland nefrocitdkon és feln6tt bélsejteken, amelynek sordn a kalnexint

(Cnx) jeloltink ki, amely egy ER-re jellemz6 integrans membranfehérije.

GFP-PXo

GFP-PXo

8. dbra: A PXo jel kolokalizdl az ER-rel a larvdlis garland nefrocitdkban és a feln6tt enterocitakban

A: GFP-PXo, larvdlis garland nefrocita, Cnx immunfestés. B: GFP-PXo, felnétt enterocita, Cnx immunfestés.

Az 8. abra jél mutatja, hogy a garland nefrocitdkban a PXo jel, a feln6tt enterocitdkban
pedig a PXo testek egy része kolokalizal az ER markerrel. Ez és az elektronmikroszkdpos
megfigyelés aldtamasztotta a PXo testek és az ER kozotti kapcsolatot. Eredményeink alapjan
ugy gondoljuk, hogy a PXo testek az ER-rél lef(iz6dve képzddnek, igy éretlen allapotukban
megtalalhatd rajtuk a kalnexin, majd érett allapotukban fliggetlenné valnak az ER-t6l és

elveszitik ezt az ER-re jellemzd fehérjét.
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Osszefoglalas és kitekintés

A PXo test a Drosophila melanogaster kozépbél hamsejtjeiben megtaldlhatd Ujonnan
felfedezett multilamelldris organellum (Xu és mtsai, 2023), amely a Pi tdrolasaval és
szabadon bocsatdsdval a Pi metabolizmus és homeosztazis fontos résztvevéje. Kialakulasa és
mas sejtszervekkel valé kapcsolata ezel6tt teljesen ismeretlen volt, igy ezen dolgozat
keretében az endolizoszomalis rendszerrel valé kapcsolatat vizsgdltuk, az egyes LRO-kkal és

multilamelldris lizoszomakkal alkotott morfoldgiai hasonldsdaga miatt.

El6zetes kutatdmunkank sordn megerdsitettiik, hogy az ecetmuslica bélhamsejtek
kiterjedt endolizoszomalis rendszerrel rendelkeznek, szdmos endoszdma, lizoszéma és LRO

megtalalhatd bennik, igy kivaléan alkalmasak a kutatdsunk elvégzésére.

A LysoTracker festés alkalmazdsaval bebizonyitottuk, hogy a PXo testek nagy része
savas pH-val rendelkezik. Azonban az immuncitokémiai médszerek alapjan a PXo testek nem
kolokalizadlnak egyik altalunk vizsgalt (LAMP, CathL, Rab7, Rab5) endolizoszomdlis markerrel
sem. Ezeket a kisérleteket larvalis szovetekben, a zsirtestekben és a garland nefrocitdkban is
elvégeztiik. EI&bbi soran PXo testek nem voltak megfigyelhetdk, utdbbi sordn a PXo jel pedig
az ER teruletén volt megfigyelhet6. A PXo testek hidanyaban arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy ezek a szovetek nem alkalmasak a PXo testek vizsgdlatara. A kozépbélben
megfigyelhet6 PXo testek ultrastrukturalis vizsgalatdnak elvégzése fényt deritett ezen
organellum valtozatos morfoldgidjara. A savas foszfataz enzimcitokémiai vizsgdlat kimutatta,

hogy a PXo testekben jelen van a savas foszfataz lizoszomalis enzim.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az endolizoszomalis markerek
hidnyaban a PXo testek nem klasszikus lizoszémak, azonban savas pH-juk és savas foszfataz
tartalmuk miatt nem zarhaté ki, hogy egy ujfajta LRO tipusrdl van szd. Az ultrastrukturdlis
vizsgalat bebizonyitotta, hogy a PXo testek és a lizoszdmak kozott fuzido mehet végbe. Ezzel
bebizonyult, hogy a PXo testek lizoszomalis uton degraddlédnak, viszont felmerilt annak a
lehet6sége is, hogy a PXo testeknek két fejlédési dllapota lehet: egy éretlen forma, amely
nem savas, és savas foszfatazt sem tartalmaz, és egy lizoszomaval fuzionalt, érett forma,
amelyben a pH savas és jelen van a savas foszfatdz enzim, ezaltal benne feltehet6en foszfat
felszabaditas torténik. Ezt aldtamasztja az is, hogy bar szamos PXo test savas, vannak
kevésbé savas és semleges pH-ju PXo testek is. Emellett az ultrastrukturdlis vizsgalat sordn

egy esetben azt figyeltik meg, hogy a PXo test a DER kozelében képz6dik, és szélsé
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membranjaiban megtaldlhaték a DER-re jellemz6 riboszomak. Ez felvetette a PXo testek ER
eredetét, amelyet a garland nefrocitdkon immuncitokémiaval elért eredmény is
aldtamasztott, igy eredeti munkatervinktél eltérve az ER-re is fdékuszaltunk késébbi
vizsgalatainkban. Azt tapasztaltuk, hogy a PXo jel valéban kolokalizal az ER-rel, a larvdlis
garland nefrocitdkban és a feln6tt enterocitdkban egyarant, ezaltal tovdbb er@sitve a

feltételezésiinket, miszerint a PXo testek az ER-b6l szarmaznak (9. abra).

A tovabbiakban folytatjuk a PXo testek karakterizaldsat és biogenezisiik tisztazasat.
Mindezt immuncitokémiai mddszerekkel vissziik majd véghez, amely sordn LRO és ER
specifikus jeloléseket fogunk alkalmazni, a tovdbbiakban LRO és ER mutans genetikai
hattereken. Ezen kivil szeretnénk megvizsgdlni a PXo testek képzG6dését Pi éhezés és Pi

tobblet esetén is, amihez majd eltérd Pi koncentracidju taptalajokat vesziink igénybe.

A PXo testek képzG6désének, tulajdonsadgainak és kapcsolatainak feltardsaval mélyebb
betekintést nyerhetlink az intracellularis Pi metabolizmusba és homeosztazis fenntartasaba,

amely elengedhetetlen a normalis életfolyamatok fennmaradasahoz.

savas pH

/III”‘\\\ \
savas foszfataz

PXo test

9. dbra: Eredményeinket 6sszefoglalo abra

A PXo testek multilamelldris organellumok, amelyek savas pH-val rendelkeznek, és megtaldlhato benniik a savas
foszfatdz enzim. Az dltalunk vizsgdlt endolizoszomdlis markerek, a katepszin, a Rab5, a Rab7 és a LAMP nem
voltak megfigyelhetbk a PXo testeken. Viszont jellemzé rdjuk az ER membrdnfehérje, a kalnexin, amely arra utal,
hogy a PXo testek ER eredetiiek. Mindezek dltal arra kévetkeztetiink, hogy a PXo testek nem klasszikus
lizoszomak, azonban LRO létiiket nem tudjuk elvetni.
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Anyagok és modszerek
Drosophila melanogaster torzsek fenntartasa

A Drosophila melanogaster torzseket standard tartdsi koérilmények kozott, 25 °C-on,

atlag 12 6ras megvilagitas mellett tartottuk kukoricaliszt-agar-éleszt6 alapu taptalajon.

Felhasznalt torzsek

Torzs azonositdja vagy

Forras
referencia

Vad tipus, wl1® BDSC 5905

Expresszids rendszerek

MyolAGal4 Norbert Perrimon Xu és mtsai, 2023

prospero-Gald BDSC 80572

Riporter torzsek

Vps41-HA L6rincz Péter L6érincz és mtsai, 2019
Rab2-YFP BDSC 23246

Rab32-YFP BDSC 62558
GFP-PXo Norbert Perrimon Xu és mtsai, 2023
PXo2*HA Norbert Perrimon Xu és mtsai, 2023

1. tablazat: Felhaszndlt térzsek

BDSC: Bloomingtoni Drosophila Térzsk6zpont

Immuncitokémia

Az adult néstény Drosophila melanogaster kdzépbélmintakat szén-dioxidos altatas,
majd dekapitdlds utan, PBS-ben boncoltuk, majd 4% formalin PBS-ben fixaltuk
szobah6émérsékleten 45 percen keresztill, majd 3 PBS 6blités utan, 15 percig inkubaltuk 0,1%
PBTX-ben. Ezutan 30 percen at blokkold oldatban (5% FCS, 0,1% PBTX-ben) inkubaltuk.
Ezutan az els6dleges antitesteket tartalmazé oldatban egy éjszakan at 4 °C-on inkubdltuk (5%

FCS, 0,1% PBTX-ben).
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A larvalis garland nefrocitakat és zsirtesteket 45 percen keresztiil, szobahémérsékleten
3,7% formalin és 0,25% glutdraldehid tartalmu oldattal fixaltuk, amely 80 mM Na-PIPES, 5
mM EGTA és 1 mM MgCl, tartalmu pufferben volt oldva. Ezutan 2 percig 2 mg/ml natrium-
borohidrid oldatban inkubaltuk, majd 10 percig mostuk PBS-ben. Ezutan 15 percig inkubaltuk
50 mM ammadnium-kloridot és 50 mM glicin tartalmazé Tris pufferben, majd 30 percen at
blokkold oldatban (5% FCS, 0,1% PBTX-ben) inkubaltuk. Ezutdn az els6dleges antitesteket
tartalmazo oldatban egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk (5% FCS, 0,1% PBTX-ben).

Az immuncitokémia masodik napjan az elsGdleges antitest oldatot Hoechst 33342 és
4% NaCl oldatra cseréltiik, amelyben a mintdkat 15 percig inkubaltuk, majd kétszer 15 percig
0,1% PBTX-ben mostuk. Ezutan 30 percig blokkold oldatban inkubaltuk (5% FCS, 0,1% PBTX-
ben), majd a masodlagos ellenanyagot tartalmazé oldatban inkubaltuk (5% FCS, 0,1% PBTX-
ben) 3 6éran keresztil, letakarva, szobahémérsékleten. Ezutan Ujbol Hoechst 33342 és 4%
NaCl oldatban inkubdltuk 15 percig, majd kétszer 15 percig 0,1% PBTX-ben mostuk. Ezutan 3
PBS Oblités, majd kétszer 15 perc PBS-ben valé mosds kovetkezett. A mintdkat a

targylemezre vald kihelyezésig PBS-ben taroltuk 4 °C-on.
Y Hivatkozas/forras Higitas

Els6dleges ellenanyag

nyul poliklonalis anti-Rab5 Abcam: ab31261 1:100
egér monoklonalis anti-Rab7 DSHB: Rab7 1:10
nyul poliklonalis anti-HA Sigma-Aldrich: H6908 1:50
patkany monoklonalis anti-HA Roche: 3F10 1:50

Andreas Jenny

nyul poliklonalis anti-LAMP (Chaudhry és mtsai, 1:100
2022)
nyul poliklonalis anti-CathL Abcam: ab58991 1:100

Norbert Perrimon
nyul poliklonalis anti-PXo 1:200
(Xu és mtsai, 2023)

egér monoklonalis anti-Cnx99A DSHB: Cnx99A 6-2-1 1:10
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Mdsodlagos ellenanyag

Alexa Fluor 568 |6 anti-egér Invitrogen 1:900
Alexa Fluor 647 szamar anti-nyul Invitrogen 1:900
Alexa Fluor 568 kecske anti-nyul Invitrogen 1:900
Alexa Fluor 488 kecske anti-nyul Invitrogen 1:900

Alexa Fluor 568 kecske anti-patkany Invitrogen 1:900

2. tablazat: Az immuncitokémia sordn alkalmazott reagensek
LysoTracker festés

A kozépbélmintakat PBS-ben boncoltuk, majd 3 percig inkubaltuk LysoTracker Red PBS-
ben (1:1000, Thermo Fisher Scientific), ezutdn PBS-sel Oblitettiik, majd végul 5 pg/ml

Hoechst, glicerin és PBS oldatdban (8:2 ardanyban) fedtik, és azonnal lefényképeztik.
Nilus voros festés

A kozépbélmintakat 4% formalin PBS-ben fixadltuk szobah&mérsékleten 30 percig,
ezutan haromszor oblitettiik PBS-ben, majd 15 percig 2 pug/ml Nilus vorés (Thermo Fisher
Scientific) PBS-ben inkubaltuk, végul 5 pg/ml Hoechst, glicerin és PBS oldataban (8:2

aranyban) fedtiik.
Elektronmikroszkdpia

Az elektronmikroszképiat és a savas foszfatdz enzimcitokémiai vizsgalatot a hivatkozott
cikkben leirt protokoll alapjan végeztiik, Dr. L6rincz Péter és Palfia Sarolta kozrem(ikodésével

(L6rincz és mtsai, 2014).
MintaelGkészités, mikroszkdpia

A mintakat fed6médiummal (10X PBS-t, glicerint, és propil-gallatot 1:9:0,1 aranyban
oldva DMSO-ban) fedtik a képkészitést megel6z6en. A képek készitéséhez Axiolmager M2
epifluoreszcens mikroszképot (Carl Zeiss) és Orca Flash 4.0 LT sCMOS kamerat (Hamamatsu
Photonics) alkalmaztunk, amelyek ApoTome2 grid konfokalis egységgel (Carl Zeiss) voltak
felszerelve. A hasznalt objektivek: EC Plan-Apochromat 40x/0.95 Air (zsirtestek) és Plan
Apochromat 63x/NA=1.40 immerzids (k6zépbél és garland sejtek). A hasznalt szoftverek:

Zeiss ZEN 2.3, Adobe Photoshop CS6.
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Adatok kiértékelése

A kolokalizaciés elemzéshez az LTR festés esetén az Image) szoftvert alkalmaztuk, a
Pearson korrelacios egyltthatd (R) kiszamitasat a coloc 2 plug-in segitségével, a scatter plot
létrehozdsat pedig a Manders-koefficiens plug-in segitségével végeztik el. 7 sejtrél, 3 bélbdl
(n=7) generaltunk plotokat és szamoltunk R-t. A scatter plotok atlagolasat Adobe Photoshop

CS6 segitségével végeztik el.
Szerz6i hozzdajarulas

e Az ecetmuslicdk fenntartdsat és keresztezését én végeztem.

e A haszndlt torzsek egy részét torzskdzpontokbodl szereztiik be, a GFP-PXo és a PXo-HA
torzset Prof. Norbert Perrimon bocsatotta rendelkezésiinkre.

e Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz a teljes protokollt én végeztem, a képeket én
készitettem.

e Az elektronmikroszkdpos vizsgalatokhoz az ecetmuslicdkat én boncoltam és fixaltam, a
protokoll tovdbbi lépéseit Palfia Saroltdval és témavezetémmel, Dr. Lérincz Péterrel

kdzosen végeztik.
K6szonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni témavezetémnek, Dr. LGrincz Péternek, a rengeteg segitséget,
iranymutatast, motivaciét és tiirelmet, amelyet a kisérletek kivitelezése és a dolgozat
megirasa soran nyujtott, nélkiile ez a dolgozat nem johetett volna létre.

Koszondm a segitséget Palfia Saroltdnak az elektronmikroszképos mintdk
el6készitésében.

Koszéndom Dr. L6éw Péter tanszékvezet6nek, hogy ilyen kivald kornyezetben
készithettem el a dolgozatot. Tovdabba kdszéndm a tanszék Osszes dolgozéjanak a
segitGkészségiliket.

Koszondm a kutatdcsoport tagjainak a rengeteg segitséget, tlirelmet és befogadd
légkort, amit nap, mint nap nydjtanak, ezzel hozzajarulva a fejl6désemhez. K6sz6ném az
értelmes valaszokat az értelmetlen kérdéseimre, a megnyugtatd valaszokat az aggodalmas

kérdéseimre.

Végiil, koszonom szeretteimnek, hogy mindenben tamogatnak.
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