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Osszefoglalé

A mikrotubulus-organizalast két nagy kategoriaba sorolhatjuk: centroszoma altali, vagy
nem centroszomalis mikrotubulus-nukleéalas. A centroszomalis MTOC-ra a mikrotubulusok ra-
dialis szervezése jellemz6, mig az ncMTOC a mikrotubularis vazat akar parallel vagy antipa-
rallel modon is szervezheti. A mikrotubulus-organizalé kézpont tipusa €s funkcidja fiigg a sejt
tipusatol, differencidcidjatol és a sejtciklustol. Az ncMTOC komponenseinek miikodése az
MTOC-ot alkoto fehérjékhez képest még kevéssé ismert. Az ncMTOC-nak kell olyan fehérjé-
ket tartalmaznia, melyek képesek kolcsonhatni a mikrotubulusok minuszvégeivel, illetve olyan
adaptereket, amelyek képesek ezeket a megfeleld szubcellularis helyhez poziciondlni, illetve
rogziteni.

Kutatasunk célja az ncMTOC komponenseinek karakterizalasa, ezek szerepének vizsgalata
az autofag organellumok pozicionalasaban ¢és a lebontasban. Kisérleteinket az ecetmuslica
(Drosophila melanogaster) larvalis zsirtest-sejtjein végezziik. Megvizsgaltuk, hogy az egyes
komponensek hogyan vesznek részt az ncMTOC muikddésében €s ezaltal az autofag struktirak
pozicionalasaban. Az autofagia jelentdségét mutatja, hogy szamos sulyos koérképpel kapcso-
latba hoztdk, példaul a rakkal, neurodegenerativ betegségekkel, mikrobidlis fertézésekkel, il-
letve az oregedéssel. Ezaltal az autofagia mechanizmusanak pontosabb megismerése jelentds

érdekl6désre tarthat szamot.
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Roviditésjegyzék

MTOC — Microtubule Organizing Center, mikrotubulus-organizal6 kézpont

ncMTOC — non-centrosomal Microtubule Organizing Center, nem-centroszomalis mikrotubu-
lus-organizal kézpont

PCM - Pericentriolar Material, pericentridlaris anyag

Msp300 - Muscle-specific protein 300 kDa

Shot - Short stop

Msps - Mini-spindles

CAMSPAP - Calmodulin-regulated Spectrin-Associated Protein

RNSI - RNS interferencia

Vps16 - Vacuolar protein sorting-associated protein 16
FIp — Flip rekombinaz

CD2 - Cluster of Dedifferentiation 2

FRT - Flippase Recognition Target

UAS - Upstream Activating Sequence

GFP - Green Fluorescent Protein

Atg8a - Autophagy-related 8a

Lampl - Lysosomal associated membrane protein 1
PBS - Phosphate Buffered Saline

PBTX - PBS és Triton X-100 oldata

FCS - Fetal Calf Serum, magzati szarvasmarha szérum
TBST - Tris Buffered Saline, pH 7,4 + 0,1% Tween20

AP - Alkaline phosphatase, alkalikus foszfataz
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1. Bevezetés

A mikrotubulus-organizalast két nagy kategoriaba sorolhatjuk: centroszoma altali, vagy
nem centroszomalis mikrotubulus-nuklealas. A centroszomalis MTOC-ra (= Microtubule Or-
ganizing Center, mikrotubulus-organizald kézpont) a mikrotubulusok radialis szervezése jel-
lemz0, mig az ncMTOC (= non-centrosomal Microtubule Organizing Center, nem-centroszo-
malis mikrotubulus-organizal6 kdzpont) a mikrotubularis vazat akar parallel vagy antiparallel
modon is szervezheti. A mikrotubulus-0rganizald kdzpont tipusa €s funkcioja fligg a sejt tipu-
satol, differenciaciojatol és a sejtciklustol. Az ncMTOC komponenseinek mitkodése az MTOC-
ot alkotd fehérjékhez képest még kevéssé ismert. Az ncMTOC-nak kell olyan fehérjéket tartal-
maznia, melyek képesek kolcsonhatni a mikrotubulusok minuszvégeivel, illetve olyan adapte-
reket, amelyek képesek ezeket a megfeleld szubcelluldris helyhez pozicionalni, illetve rogziteni
(Wu és Akhmanova, 2017).

Azon sejtekben, ahol a mikrotubulus-halézat radialisan rendezett, a mikrotubulusok plusz
vége a sejthatar (plazmamembran) felé orientalt, mig a minusz végiik az alabb bemutatott
MTOC/ncMTOC-ba agyazott (Goodson és Jonasson, 2018).

Dolgozatomban bemutatasra keriil a nem-centroszomalis mikrotubulus organizalo-kézpont
(ncMTOC). Annak ellenére, hogy az ncMTOC-ok szamos sejttipusban és él61ényben megtalal-
hatok, molekularis 6sszetételiik és szerkezetiik nagyrészt még ismeretlen (Sanchez és Feldman,
2017). Kutatasomban a mar leirt, bizonyitott szereppel rendelkez6 fehérje komponenseinek sze-
repét vizsgaltam az autofag lebontasban az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) larvalis zsir-

testében.

1.1 Mikrotubulusok

A mikrotubulusok a-, illetve B-tubulinbol 4ll6 heterodimerekbdl felépiild hosszu polime-
rek, melyek csészertiek, belsejiik tireges. Ezek hossza alig 1 um-t6l akar t6bb mint 100 um-ig
terjedhet, koriilbeliil 25 nm szélesek.) Oly modon kapcsolodnak egymashoz, hogy a szélak egy-
mashoz képest 0,9 nm-rel legyenek elcsusztatva, ennek kdszonhetden képes kialakulni a mik-
rotubulusok hengerformaja, illetve ezaltal polarizaltak lesznek. Rendelkeznek egy un. ,,gyors”
(,,fast-growing”), vagy plusz véggel, amelyen szabad B-alegységek talalhatok. A ,lasst”

(,,slow-growing”), vagy minusz vég pedig szabad a-tubulint hordoz (Sui és Downing, 2010).
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1.2 A centroszéma

A centroszoma egy membran nélkiili sejtorganellum, amely a foszervezdje a mikrotubularis
citoszkeletonnak az eukaridta sejtekben. Ketté hordé alaku strukturabol all, melyeket centrio-
lumnak neveziink. A centriolumok hengeres felépitésiick, melyek kilencszeres szimmetriaval
rendelkeznek. Ezeket egy fehérjematrix veszi koriil, melyet pericentrioldris anyagnak (PCM =
Pericentriolar Material) hivunk. A PCM a y-tubulin gytirti komplexet toborz6 fehérjék matrixa.
Ezaltal platformként szolgal a mikrotubulusok nukledlasdhoz, illetve kihorgonyzasahoz.
Amennyiben a mikrotubulusok a centroszémaban lettek nuklealva, centroszémalis mikrotubu-
lusnak nevezhetjiik azokat, illetve amikor a centroszoma mikrotubulust nukleal, azt mikrotubu-

lus organizal6 kdzpontnak nevezziik (Hannaford és Rusan, 2024).

1.3 Centroszomalis és nem-centroszomalis MTOC 6sszehasonlitasa

Altalanosan elmondhato, hogy a ncMTOC-ok esetében is a nukleator szerepet a y-tubulin
gytirikomplex t6lti be. Drosophila zsirtestben a nem-centroszomalis MTOC-ot a Nesprin csa-
ladba tartozo Msp300 horgonyozza ki a sejtmaghartyahoz, illetve toborozza a Shot-ot (=Short
stop). Muslicaban a Shot az egyediili spectraplakin, hianyaban a perinuklearis ncMTOC helyett
egy ektopikus organizal6 kézpont alakul ki a citoszol egy pontjan. A zsirtest-sejtekben talalhatod
MTOC-nal sziikséges az Msps a mikrotubulusok nuklealasahoz (Zheng és mtsai., 2020). A
Shot-hoz asszocialédik a Patronin nevii fehérje, mely stabilizatorként van jelen, a
CAMPSAP/Nezha/Patronin csaladba tartozo fehérje, amely a y-tubulin-hoz hasonléan megvédi
a minuszvégeket a depolimerizaciotol, azonban nem képes mikrotubulus-nukleélasra, vagy a
centroszomahoz kapcsolasra. A kihorgonyzasért a Ninein felelds, bar ennek ellenére nem mu-
tathato ki, hogy kozvetlen interakcidba tudna 1épni a mikrotubulusok minusz végeivel (Sanchez
¢s Feldman, 2017) (1. abra). A zsirtest-sejtekben talalhatdé ncMTOC egyes komponenseinek

hianya a mikrotubulushal6zatra kiilonféle hatast gyakorol (2. abra).

OQ
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1. dbra: a Drosophila zsirtestben mar ismert funkcioval rendelkezé ncMTOC fehérjekomponensek. N -
Nucleus; MT — Mikrotubulus (sajat készitésii abra, (Zheng és mtsai., 2020) alapjan).
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2. abra: kiilonbozé neMTOC komponensek hatdsa a mikrotubuldris halozatra (Zheng és mtsai., 2020).

Vad tipust, azaz ép mikrotubulus-hal6zat esetén Drosophila larvalis zsirtest-sejtekben jelen
vannak a sejtmag koriil futdo korkoros, illetve radialis mikrotubulusok (2. abra) (Zheng és
mtsai., 2020). Msps-csendesités esetén a korkorosek valtozatlanul megvannak, mig a radialisak
rovidebbek, redukaltak. Ennek ellentétje tapasztalhato Patronin RNS-interferencia esetében, itt
a radialisak megmaradnak, a korkordsek pedig redukaltak lesznek. Ninein hiany esetén a vadti-
pushoz hasonl6 fenotipust mutat a mikrotubulus halozat.

Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy az egyes komponensek hogyan vesznek részt az auto-

fag strukturdk pozicionalasaban és az autofagia mitkodésében.

1.4 Az autofagia

A makroautofagia egy konzervalt katabolikus folyamat, melyet minden eukariota élélény-
ben megfigyelhetiink. A folyamat soran a sejt sajat, kivalasztott cellularis komponensei szalli-
todnak a lizoszomakhoz, majd bomlanak le benniik. Ez a feleslegessé valt, sériilt anyagok au-
tofagoszomak altali felvételével kezdddik, majd ezt koveti az autofagoszoma-lizoszoma fuzio
(Lorincz és Juhasz, 2020) (3. abra). Az autofag lebontas helyes mitkodése igényli tobbek kozott
az abban résztvevo organellumok mikrotubularis mozgatasat is (LOrincz és Juhasz, 2020). Az
autofagia jelent0ségét mutatja, hogy szamos sulyos korképpel kapcsolatba hoztak, példaul a
rakkal, neurodegenerativ betegségekkel, mikrobidlis fertézésekkel, illetve az oregedéssel. A
felsorolt példak is szemléltetik, hogy érdemes vizsgalni és ezaltal jobban megismerni az auto-

fagia mechanizmusat (Mizushima és mtsai., 2008).
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3. dbra: a makroautofigia sematikus mechanizmusa. AP - autofagoszoma, L — lizoszoma, AL- autolizo-
szoma (sajat készitésii abra).

2. Célkituzések

Kutatdsom célja a Drosophila melanogaster larvalis zsirtest-sejtekben 1évé ncMTOC fehér-
jekomponenseinek karakterizalasa immunjelolésekkel és fluoreszcens riporterfehérjék felhasz-
nalasaval, géncsendesitések segitségével. Emellett ncMTOC-riporter hasznalataval (Khc-nod-

LacZ) vizsgaltam, hogy egyes csendesitések hogyan befolyasoljak az ncMTOC pozicionalasat.

3. Anyagok és modszerek

Kutatdsom soran a felhasznalt ecetmuslicékat ivegcsovekben, cukrot, agart és élesztot tar-
talmazo, kukoricalisztbdl késziilt taptalajon tartottam fenn. A keresztezéseket 25 °C-on, 60%-
0s paratartalomat biztositd termosztatban taroltam. A vizsgalatokhoz korai L3-as stadiumu lar-
vak zsirtestét hasznaltam, mint modellszerv. A larvakat 3 6ran at éheztettem 20%-o0s szachardz-

oldatban a nagy mértéka autofag indukcio érdekében (Scott és mtsai., 2004).

3.1 A Drosophila melanogaster, mint modellszervezet

A funkcidvesztéses vizsgalatokhoz olyan torzseket hasznaltam, amelyek valamelyik
ncMTOC fehérjekomponens RNS-interferenciaval (RNSI) torténd csendesitését lehetoveé tévo
konstrukciot tartalmaztak. Ezek hatasat mozaikos szovetet 1étrehozo torzsekkel keresztezve
vizsgaltam, amelyek fiziot megengedo, illetve gatlo (Vps16A RNSi) genetikai hatteret bizto-
sitottak. A mozaikos rendszer miikodésének alapja, hogy az embriok sejtjeiben egy hdsokk-

promoter véletlenszeriien aktivalodik, ezaltal ezekben a sejtekben képes kifejez6dni az Flp-re-
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kombinaz (hs-FIp), ami képes eltavolitani a CD2 spacer régiot egy konstitutiv aktin5C-promo-
ter és egy Gal4- transzgén koziil, a CD2-t hatarol6 FRT (= Flippase Recognition Target) szek-
vencidk miatt. Ezaltal az aktin-promoter képes meginditani a Gal4 expresszidjat, amely egy
transzkripcios aktivator. A Gal4 kot az UAS-enhanszer (= Upstream Activating Sequence)
elemhez. Tehat a szovet mozaikossaga az altal képes kialakulni, hogy csak azokban a sejtekben,
ahol a hésokk-promoter éppen aktivalodott, képes az UAS-medialt transzgén-kifejezodés 1étre-
jonni.

Az altalam hasznalt mozaikos Drosophila torzsek mindegyike tartalmazott valamiféle
UAS-GFP (z61d) fluoreszcens riportert, illetve emellett UAS-DCR2-t (Dicer2), mely fokozza
az RNSi hatasat. Maguk az RNSi-konstrukciok is UAS-enhanszer altal voltak szabalyozottak.
A fluoreszcens riporter teszi lehetévé szamunkra a mozaikosan létrehozott csendesité sejtek
konnyli beazonositasat.

Az autofagoszomak egyéb autofag struktiraktol valo elkiilonitésére két olyan torzs allt ren-
delkezésiinkre, melyben a mar ismertetett mozaikos rendszer mellett a HOPS-komplex Vps16A
alegységének csendesitése altal gatoljuk az autofagoszoma-lizoszoma fiziot (Takats és mtsai.,
2014). A kettd kozott a kiilonbség az, hogy az egyikben talalhatd egy zsirtestben kifejez6do
promoterrdl expresszald mCherry-Atg8a transzgént. Ez a piros fluoreszcens riporter vizuali-
zalja szdmunkra az autofag struktarakat.

A mozaikos torzsek pontos genotipusai az alabbbiak:
= hsFLP; 3xmCherry-Atg8a, UAS-2XEGFP; actinkCD2<GAL4, UAS-DCR2
= hsFLP; Vpsl6A RNSi, UAS-DCR2; actinkCD2<Gal4, r4-mCherry-Atg8a, UAS-
GFPnls

= hsFLP; Vps16A RNSi, UAS-DCR2; actin<CD2<Gal4, UAS-GFPnls

= hsFLP; 3xmCherry-Atg8a, UAS-GFP-Lampl; actinckCD2<Gal4, UAS-DCR2

Ezeket kereszteztem az alabbi, RNS-interferencia-alapu géncsendesité konstrukciot hor-
dozo torzsekkel: Msp300 RNSi HMS 32377, Msp300 RNSi HMS 32848, Msps RNSi HMS
38990, Ninein RNSi HMJ 62414, Shot RNSi HMJ 64041, Shot RNSi JF 28336 (BDSC, Blo-
omington Drosophila Stock Center); Patronin KK 108927, Patronin GD 27654 (VDRC, Vienna
Drosophila Resource Center). A mozaikos torzsekben szereplé Vps16A RNSi szintén a VDRC-
bdl szarmazott (GD 23769).

Kontrollként luciferaz RNS-interferenciat (JF 31603) alkalmaztam (BDSC).
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3.2 Fluoreszcens mikroszkopia

A fluoreszcens mikroszkopiat igénylé vizsgalatokhoz Plan-Apochromat 40x (NA=0,95)
objektivvel (Zeiss), Orca Flash 4.0 LT sCMOS kameraval (Hamamatsu Phototonics), Apo-
tome2-egységgel (Zeiss) és ZEN 2.3 szoftverrel (Zeiss) ellatott Zeiss Axiolmager M2 fluoresz-
cens mikroszkopot hasznéltam.

A 3 orat éheztett korai L3-as ecetmuslica zsirtesteket 80% glicerint, 20% PBS-t (Phosphate
Buffered Saline) és Hoechst sejtmag-festéket (5 ug/ml) tartalmazoé lefedéoldatban boncoltam
Ki.

3.3 Immunhisztokémia

Els6 nap a larvakat 4%-0s formaldehid (PBS-ben higitva) oldatban boncoltam és ugyaneb-
ben 40 percig fixaltam. A mintakat fixalast kovetden 3-4-szer atoblitettem PBS-ben, majd két-
szer 15 percig PBS-ben mostam. A kovetkez6 1épesben 20 percen keresztiil 0,1%-0s PBTX
(PBS + 0,1% Triton X-100) oldatban permeabilizaltam. Ezt kovetden torténik a mintak blok-
kolasa 5% FCS (= Fetal Calf Serum; magzati szarvasmarha szérum, 0,1% PBTX-ben oldva)
oldatban 30 percig. Az elsddleges antitesteket szintén FCS-PBTX-ben oldottam, majd a minta-
kon hagytam éjszakara 4 °C-on.

Masodik nap az els6dleges antitesteket PBTX-szel kioblitettem, majd 15 percig 4%-0s
NaCl-oldatban (0,1% PBTX-ben oldva) inkubaltam. Ezt kovetéen 2-3-szor kidblitettem PBTX-
szel, illetve 2-szer 15 percig PBTX-ben mostam a mintakat. Ezutan 30 percen at FCS-PBTX-
ben blokkoltam, majd az ebben oldott masodlagos antitestekkel 3 oran keresztiil inkubaltam
azokat. Az inkubacids 1d6 lejarta utdn 3-szor PBTX-szel atoblitettem a mintakat, majd ezutan
15 percen keresztiil Hoechst-so oldatban (4% NaCl + 5 ug/ml Hoechst PBTX-ben) hagytam
azokat. Ezt kovet6en elészor 2-szer 15 percig PBTX-ben, majd 3 PBS-es 6blitést kdvetden 2-
szer 15 percig PBS-ben mostam. A mikroszkopos vizsgalathoz a mintakat a 3.2. alfejezetben
ismertetett lefeddoldatban boncoltam ki, illetve fedtem le.

Az altalam hasznalt elsddleges antitestek: patkany anti-Atg8a (1:800 (Takats és mitsai.,
2013)), nyul anti-CathepsinL (1:100, Abcam). Masodlagos antitestek: kecske anti-patkany
Alexa Fluor 568 (1:1000), szamar anti-nyal Alexa Fluor 568 (1:1000) (mindkettd Invitrogen).

3.4 Western Blot
Az RNSi-transzgéneket egy univerzalis promoterrel (daughterless-Gal4) fejeztettem ki, és
ezekbdl a larvakbol fehérjemintat készitettem. A larvakra mg-onként 10 ul Laemmli-puffert és

10 ul PBS-t mértem, majd 5 perc 100°C-os forralas utan homogenizaltam 6ket. Ezt kovetden

10
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ujra 5 percig forraltam 100°C-on és 13300 RPM-en (round per minute) 5 percig centrifugaltam
a mintakat. A szétvalt 3 fazis koziil a kozépsod, fehérjetartalmu réteget lepipettaztam.

A fehérjemintakat 8%-0s (p62, tubulin) poliakrilamid-gélben elektroforézissel méret sze-
rint szeparaltam. A futtatas utan a gél fehérjetartalmat atblottoltam polivinilidén-fluorid memb-
ranra Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) segitségével. A membranokat ezutan
TBST-vel (Tris Buffered Saline, pH 7,4 + 0,1% Tween20) oblitettem, majd 0,5%-0s kazeinnel
egy ¢€jszakan at blokkoltam 4 °C-on.

Az elsddleges antitesteket kazein-TBST 1:1 aranyt keverékében oldottam ¢és 1 6raig inku-
baltam a membranokat veliik. Az elsédleges ellenanyagok: nyul anti-p62 (1:3000, (Pircs és
mtsai., 2012)), egér anti-tubulin (1:2000, Developmental Studies Hybridoma Bank).

Ezutan 3-szor 10 percig mostam a membranokat TBST-ben, majd a kazein-TBST 1:1 ara-
nyu oldataban higitottam alkalikus foszfataz (AP) -konjugalt masodlagos antitesteket, majd
ezekkel inkubaltam azokat 1 oran at. A masodlagos antitestek: anti-nytl-AP és anti-egér-AP
(mindkett6 1:5000, Sigma-Aldrich). 3-szor 10 perc TBST-mosast kovetden alkalikus foszfataz-
pufterrel mostam 10 percig, végiil az ebben oldott alkalikus foszfataz-szubsztratok (Nitro Blue
Tetrazolium; 0,33 mg/ml és 5-bromo-4-kloro-3-indolilfoszfat; 0,165 mg/ml) hozzaadasaval

eléhivtam a membranokat.

3.5 Elethossz vizsgalat

Az élethossz-vizsgéalathoz az egyes ncMTOC-elemeket csendesitd konstrukciokat szintén
da-Gal4-forassal expresszaltattam. A felndétt allatokat iivegesovekben, a fentebb emlitett tapon
tartottam, és naponta raztam at 6ket 0j csobe, illetve figyelemmel kdvettem, van-e halott egyed.

Amennyiben volt, azt eltavolitottam a cs6bol.

3.6 Adatok kvantifikalasa és statisztikai kiértékelése

Az abrakon lathato struktirdk szdmszerisitésére Image] programot haszndltam. Minden
esetben csak azokat a sejteket valasztottam ki, amelyeknek magja a fokuszsikban van.

Az autofag strukturak eloszlasasanak szamszerisitéséhez a zsirsejteket egy perinuklearis
¢€s egy periférids doménre osztottuk, és kiszamitottuk a fluoreszcens jel teriiletét mindkét tér-
részben. Ezt kovetden a perinuklearis és periférias jel teriileteinek kiilonbségét vettiik. Ezutan
ezt a kiilonbséget elosztottuk a teljes sejt jelteriiletével, igy kaptunk egy olyan aranyt, amely
reprezentalja a strukturak eloszlasat (1 — tokéletesen perinuklearis, 0 — egyenletesen eloszlott, -

1 — tokéletesen periférias) (Boda és mtsai., 2024). Az adatokat statisztikailag a Prism 9.4.1

11



Furstenhoffer Fanni ECOMOL
MSc I.

(GraphPad) segitségével értékeltem ki. Az adatsorok eloszlasat D’ Agostino & Pearson norma-
litasteszt segitségével hataroztam meg. Egyiranyd ANOVA-t (Dunnett tobbszords dsszehason-
litas teszttel) hasznaltunk t6bb minta dsszehasonlitasara, ha azok mindegyike normalis eloszlast
mutatott. Tobb olyan minta 6sszehasonlitasakor, amelyek kozott legalabb egy normaltol eltérd
closzlast mutaté adatsor volt, Kruskal-Wallis tesztet (Dunn-féle tobbszords Osszehasonlitasi

teszttel) hasznaltunk.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 A nem-centroszomalis MTOC fehérjekomponenseinek szerepe az autofag struk-
turak eloszlasaban

Munkam soran a larvalis zsirtest-sejtek NnCMTOC-aban el6forduld fehérjék autofagiaban
betoltott szerepével foglalkoztam, melyhez az egyes fehérjék génjeit RNS-interferencia segit-
ségével csendesitettem. Elséként az autolizoszomaékra gyakorolt hatdsukat vizsgaltam, melyhez
a 3.1 alfejezetben bemutatott, 3xmCherry-Atg8a-t mozaikosan expresszalo zsirtesteket hasz-
naltam. Ez a riporter altalanossagban az autofag strukturakat jeloli ki: az autofagoszomakon
megtalalhat6, ahonnan fuzio révén az autolizoszomakba jut (Hegedis és mtsai., 2016).

Kontrollként luciferaz RNSi-val rendelkezé torzset hasznaltam. Ebben az esetben a
3xmCherry-Atg8a nagy méretii autolizoszoOmakat jelol a sejtekben szétszorva (4A. abra). A
Shot funkciovesztésérdl ismert, hogy egy ektopikus MTOC-ot hoz 1étre a citoplazma egy pont-
jan (Sun és mtsai., 2019). Ennek megfelelden az autolizoszomak is ekoriil gytiltek 6ssze a Shot
csendesitése esetén (4B-C. abra). Az Msps hianyaban az autolizoszomak eloszlasa perinukle-
aris tendenciat mutatott (4D. abra). Ugyanakkor az Msp300 csendesitése esetén, az Msps-el
ellentétesen, inkabb a periférian helyezkednek el (4E-F. abra). A Patronin, a Ninein és a y—
tubulin-izoformak funkcidvesztése viszont nem okozott eltérést a kontroll (luciferaz RNSi) sej-
tekben tapasztalt szétszort autolizoszOma-mintazathoz képest (4G-J. abra). Mindezek arra
utalnak, hogy az egyes ncMTOC-komponensek funkcidvesztése kiillonféleképpen hat az auto-
lizoszomak elrendezddésére. Az egyes elrendez0dés-mintazatok szépen Osszhangba hozhatdk
a funkciovesztések esetén korabban leirt, mikrotubulus-halozatot érintd valtozasokkal (2. abra,;
(Zheng és mtsai., 2020)).

Ezutan az egyes ncMTOC-komponensek autofagoszomakra kifejtetett hatasat is megvizs-
galtam. Ehhez a 3.1-es alfejeztben leirt, Vps16A-at mozaikosan csendesité, mCherry-Atg8a-
val rendelkezd torzset hasznaltam. A Vpsl6A a lizoszomadlis fuziokhoz sziikséges HOPS-
komplex egyik alegysége (Takats és mtsai., 2014), igy hidanyaban az mCherry-Atg8a riporterrel
a prefuzids autofagoszoémak vizsgéalhatok. Kontrollként a luciferdz szolgalt, mely esetében az
autofagoszomak perinuklearis eloszlast mutattak (5A, I. abra). A Shot hidnya az autofagoszo-
makat az autolizoszomakhoz hasonloan az ektopikus MTOC koré fokuszalja (5B-C. abra). Az
Msps inkabb szétszort eloszlast mutat, mint perinuklearisat vagy perifériasat (5D, 1. abra). Az
Msp300 csendesitése esetén az autofagoszomak kikeriilnek a sejtperifériara (5E-F, 1. abra).
Ezzel ellentétben a kontrollhoz hasonl6 fenotipus lathaté a Patronin (5G, I. abra), illetve Ni-

nein (5H, 1. abra) hianyanak esetében, azaz perinuklearis eloszlas figyelheté meg.
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4. abra: az ncMTOC-komponensek hianyanak hatasa az autofag strukturak eloszlasara. Magenta- a
csendesitett sejtek sejthataral, kék nyilak- egy csoportba fokuszalt autofagoszéomdk. A méretvonal az A
panelen az osszes fluoreszcens panelre érvényes.
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d 5. dbra: az ncMTOC-komponensek hianydnak hatdsa az autofagoszomdk eloszldsdra. Mag-
enta- a csendesitett sejtek sejthataral, kék nyilak- egy csoportba fokuszalt autofagoszomdk. A méretvo-
nal az A panelen az ésszes fluoreszcens panelre érvényes.

Ezeket az eredményeket Atg8a-immunfestés altal is megerdsitettiik, melyhez a 3.1 alfeje-
zetben ismertetett, Vps16A-t mozaikosan csendesitd, ripotert nem tartalmazo torzset hasznala-
tuk (6. abra). Az igy kapott fenotipusok alapvetéen Gsszhangban vannak a 5. abran lathato
eredményekkel.

Ezen kisérletek eredményei alapjan elmondhato, hogy a kontrollhoz (luciferaz RNSi) ké-
pest a legnagyobb eltérést az Msp300, illetve Shot fehérjék hianya okozza. Az Msps elvételével
az autofagoszomak eloszlasa szétszortta valik, ezzel ellenben a Patronin és Ninein csendesitése

soran a kontrollhoz hasonlé eloszlast tapasztalhatunk.
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d 6. dbra: az autofagoszémdk eloszldsanak vizsgalata immunhisztokémidval az neMTOC-komponensek
csendesitése esetén. Magenta- a csendesitett sejtek sejthataral, kék nyilak- egy csoportba fokuszalt au-
tofagoszomdk. A méretvonal az A panelen az dsszes fluoreszcens panelre érvényes.

RNSI luciferdz | Shot Msps Msp300 | Patronin | Ninein |y-tubulin

.

Autolizoszomak
| O OO OO

Autofagoszomak
eloszlasa o ) @ @ @ o ) o ) ® )
o 5 4 2 2

7. abra: a kiilonbozé RNS-interferenciak hatasa az autolizoszomak, illetve az autofagoszomak eloszla-
sara

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a kisérleteim soran hasznalt géncsendesitéseket megvizs-
galtam mind lizoszomalis fuziot megengedd, mind fazidgatolt genetikai hattéren is. A fuzid
megengedésével az autolizoszomakat, mig a fuziét nem megengedd (Vpsl6A-csendesitett) hat-
téren az autofagoszomak eloszlasat vizsgaltam az autofag (3x)mCherry-Atg8a riporterekkel.

A 7. abra vizualizalja grafikusan az ezen kisérletek soran kapott fenotipusokat. Kontroll-
ként a luciferaz RNSi-t hasznaltam, ezen esetben azt tapasztaljuk, hogy az autolizoszomak szét-
szOrva, mig az autofagoszomak perinuklearisan helyezkednek el. Shot csendesités esetén egy
ektopikus MTOC koré csoportosulnak a struktarak, melynek 1éte a szakirodalomban ismert
(Sun és mtsai., 2019). Msps hidnyaban az autolizoszémak perinukleéris, mig az autofagoszo-
mak inkabb szétszort eloszlast mutatnak. Msp300 RNSi alkalmazasa esetén azt tapasztaljuk,
hogy az autofag struktirak a sejtperiférian helyezkednek el. A Patronin, a Ninein, illetve a y-
tubulin izoformdinak (Boda és mtsai., 2024) csendesitése esetén a kontrollhoz hasonlo eloszlast
kaptunk, azaz autolizoszomak esetében szétszort, az autofagoszomak pozicionalasanal pedig
perinukledris eloszlast tapasztalunk.

Az egyes ncMTOC-komponensek tehat kiilonféleképpen befolyasoljak az autofag organel-

lumok pozicionalésat.
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4.2 Az ncMTOC szerepe az autofag lebontasban

A megfigyelt eloszlas-fenotipusok alapjan adodott a kérdés, hogy az egyes ncMTOC-kom-
ponensek csendesitése befolyasolja-e az autofag lebontast is. Els6ként ehhez a 3.1-es alfejezet-
ben ismertett, 3xmCherry-Atg8a és GFP-Lampl (lysosomal associated membrane protein 1)
génkonstrukciokkal rendelkezd torzset hasznaltam. Ez alkalmas az autofagoszoma-lizoszoéma
fazid vizsgalatara, hiszen a 3xmCherry-Atg8a-val minden autofag strukttrat (Hegediis és
mtsai., 2016), mig a Lampl-el a lizoszomakat jelolhetjiik ki (Takats és mtsai., 2018). Arra
voltunk kivancsiak, hogy az altalunk vizsgalt ncMTOC komponensek hidnyaban ez a két jel
atfed-e egymassal, illetve amennyiben igen milyen aranyban. Ehhez luciferaz-csendesitést al-
kalmaztam, mint kontrollt. Kisérleteim eredményét a 8. 4bra mutatja be. Altaldnossagban el-
mondhatd ez alapjan, hogy az Msps-t és a Patronint (8C, F. abra) leszamitva inkabb az au-
tofagoszoémak és lizoszomak sikeres fuzidja a jellemzo, a két jel ugyanis a tobbi csendesités
esetében atfed. Ezen eredmények alapjan az egyes ncMTOC-komponensek eltéré modon hat-
nak a fuzié hatékonysagara, illetve a struktira-eloszlas véltozasa a sejtekben nem feltétleniil
okoz fuzids hibat.

Ahhoz, hogy megallapitsuk ezeknek a csendesitéseknek a hatasat az autofag lebontasra,
Western blotot alkalmaztam. Ehhez a géncsendesitéseket olyan Gal4-forrassal fejeztettem ki,
amely az egész larvaban expresszal (daughterless-Gal4), majd a korai L3-as stadiumu larvakbol
fehérjemintakat készitettem és a p62 szintjét vizsgaltam. Ez egy autofagidval lebomlé fehérje,
igy mennyisége informaciot ad a lebontas hatékonysagarol (Lorincz és mtsai., 2017). Feltoltési
kontrollként a tubulin szolgélt. A Western blot soran kapott eredmények alapjan elmondhato,
hogy az egyes komponensek koziil az Msp300 hidnya okozott bizonyos fokt p62-felhalmozo-
dast (8H. abra). Ez alapjan az autofag lebontast leginkabb az Msp300 fehérje funkciovesztése
gatolja, mig a tobbi ncMTOC-komponens elvétele kevésbé érinti azt.

Elethossz vizsgalattal megnéztem, hogy az ncMTOC fehérjekomponenseinek hianya befo-
lyasolja-e az allatok fiziologias allapotat. Ehhez szintén a daughterless-Gal4 segitségével exp-
resszaltam a RNS-interferenciakat. A kapott eredményeket a 81. abra tartalmazza. Varakozasa-
inknak megfelelen a legtobb csendesités letalisnak bizonyult, igy nem volt mérhetd az élettar-
tam. Az egyetlen kivétel a Ninein volt, amelynek hianyaban a felnétt allatok Kicsit rovidebb
ideig éltek, mint a kontrollként szolgalo luciferaz-csendesitett allatok.

Ezek alapjan elmondhatd, hogy az egyes ncMTOC-komponensek eltéré mddon hatnak a
fuzios hatékonysagra, illetve a strukturdk eloszldsdnak a megvaltozésa a sejtekben nem feltét-

leniil okoz fuzios hibat. A Western blot kisérlet alapjan megallapithatjuk, hogy az Msp300 hi-
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anya eredményez bizonyos foku lebontasi defektust. Az élethossz vizsgalat soran kapott ered-
mények azt mutatjak, hogy szinte az 0sszes csendesités letalis volt, kivéve a Ninein hidnya
esetén. Ezek a felnott allatok kevesebb ideig maradtak életben, mint amit a kontroll allatoknal
tapasztaltunk. Ez arra utal, hogy az ncMTOC-komponensek elvétele sulyosan érinti az allatok
fiziologias allapotat, ami valoszinlileg komplex hatasok eredményének a megnyilvanulésa,

melyben az autofagia defektusai is részt vehetnek.
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8. dbra: A-G: az ncMTOC szerepe az autofdg fuziokban és lebontasban. A panelek jobb oldaldin egy-
egy reprezentativ részlet lathatd, a kék keretben lévé teriilet 2x nagyitdisaval. K- kompozit, A8-
3xmCherry-Atg8a csatorna, L1- GFP-Lampl csatorna. Magenta- a csendesitett sejtek sejthatdarai, kék
nyil- egy csoportba fokuszalt autofagoszomdk. A méretvonal az A panelen az 6sszes fluoreszcens panelre
ervényes. H: az egyes ncMTOC-komponensek hianydnak hatasa a p62 fehérje szintjére (Western blot).
kDa- kilodalton. A tubulin feltéltési kontrollként szolgdlt. I: a Ninein-csendesitett dllatok élethosszanak
vizsgalata. A H és I paneleken a Rab7 RNSi pozitiv kontrollként szolgalt.
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4.3 Az egyes ncMTOC-komponensek hianyanak hatasa az ncMTOC helyzetére

A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy az egyes ncMTOC-alkotok hianyaban meg-
valtozik-e az ncMTOC pozicidja. Ehhez egy mesterséges, minuszvég felé mozgat6 kinezint, a
Khc-nod-LacZ rekombinans fehérjét (Clark és mtsai., 1997) hasznaltam ncMTOC markerként.
Feltételezésiink az volt, hogy anti-LacZ-antitesttel vizualizalhatova valik az egyes csendesité-
sek esetén az ncMTOC megléte, pozicionaldsa. Ezt a 3.1-es alfejezetben ismertetett fuziot gatlo,
3xmCherry-Atg8a-t nem tartalmazoé torzsen vizsgaltam. A kontroll esetben a Khc-nod-LacZ
jele perinukledrisan van jelen, ami igazolja a feltételezést, hogy ncMTOC-markerként hasznal-
hato (9A. abra). A Shot csendesitése esetén a Khc-nod-LacZ a 1étrejovo ektopikus ncMTOC
kortl akkumulalédott gytiri formajaban (9B. abra), ami tovabb erdsiti ennek a riporternek az
alkalmassagat az ncMTOC jelolésére. Msps hiany esetén a Khec-nod-LacZ taltermelése meg-
lep6 moédon képes az ncMTOC helyzetét menekiteni, a LacZ-jel ugyanis perinuklearisan van
jelen (9C. abra). A Patronin csendesitésekor a varakozasunknak megfeleléen az ncMTOC a

kontrollhoz hasonléan perinuklearis helyzetii volt (9D. abra).

éheztetett A’ éheztetett B’

Vps16A Ri Khc-nod-Lacz
éheztetett | C’

Msps Ri; Vps16A Ri Khc-nod-LacZ Patronin Ri/KK; Vps16A Ri Khc-nod-LacZ

9. dbra: az egyes ncMTOC-komponensek hianyanak hatasa az ncMTOC helyzetére. Magenta- a csen-
desitett sejtek sejthatdrai. A méretvonal az A panelen az dsszes fluoreszcens panelre érvényes.

Felkeltette az érdeklédésiinket az, hogy a Khc-nod-LacZ taltermelése befolyasolja-e az au-
tofagoszomak eloszlasat egyes ncMTOC-komponensek hidnyaban. Ezen kisérletekhez az Msps
RNSI-t és a Shot RNSi-t valasztottuk ki, melyek jelentésen megvaltoztattak az autofagoszomak
eloszlasat. Ebben az esetben kontrollként a Khc-nod-lacZ-taltermelést hasznaltam 6nmagaban.

A Khc-nod-LacZ taltermelése nem valtoztatja meg az autofagoszoémak perinuklearis eloszlasat
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(10A, D. abra). Meglep6 modon a Khe-nod-LacZ taltermelése megmenekitette az Msps-csen-
desités fenotipusat, ugyanis az autofagoszémak perinuklearisan helyezkedtek el (10B, D.
abra), szemben az 6nallo Msps-csendesités esetén tapasztalt szétszort mintdzathoz képest (5D.
abra). A Shot hidnyanak hatasat a Khc-nod-LacZ-taltermelés részlegesen erésitette, az au-
tofagoszomak ugyanis méginkabb egyetlen fokuszpontban akkumuldlodtak (10C. és 5B-C.
abra).

Osszegzésképpen megéllapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt csendesitések a Khc-nod-

LacZ taltermelése esetén kiilonb6zé modon viselkedtek. Amig ez képes volt a csendesitett

crer

rror

erre mar nem volt képes. Ezeknél a sejteknél viszont egy mas helyzetben megjelend LacZ gytrt

volt lathato, amelyrdl feleltételezziik, hogy az ektopikus ncMTOC kériil van jelen, ahol az au-

tofagoszomak eloszlésa is fokuszalodott.

Khc-nod; Vps16A Ri 20“—m mCherry-Atg8a

éheztetett C’”. ) ".1 i

-
¢ .

o .. TR (A
. . ¥
Y, .
. 3
| N e

perinuklearitas

-1.0 - —
AN LPoNY
Q ,(‘ob Q""QN ,OonQQ\
s \\(4 @‘—) \(\(4@‘1
Shot Ri/HMJ; Khc-nod; ’ 4] L S
Vps16A Ri mCherry-Atg8a £ 1Y Vps16A Ri

10. abra: a Khe-nod-LacZ tiltermelésének hatdsa az autofagoszomdk mozgdsdara egyes ncMTOC-kom-
ponensek hianyaban. Magenta- a csendesitett sejtek sejthatdral, kék nyilak- egy csoportba fokuszalt
autofagoszomdk. A méretvonal az A panelen az dsszes fluoreszcens panelre érvényes. A D panelen az
osszehasonlithatosag érdekében az Msps RNSi is fel van tiintetve.
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5. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetdmnek Dr. Boda Attilanak a segitségét, tanacsait. Emel-
lett koszonom Dr. Lorincz Péternek, hogy az altala alapitott MTA-ELTE Lendiilet Vezikularis
Transzport Kutatocsoportban dolgozhatok.
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