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I. Rezimé

Az autofagia egy lizoszomalis lebontd folyamat, amely a sejtekben felhalmozdodo karos
anyagok lebontasaért felelds. Aktivitasa az életkor elérehaladtaval csokken, foként a lebontasi
szakasza sériil, ez toxikus fehérjék felhalmozddasdhoz, reaktiv — oxigéngyokok
felszabadulasdhoz és neurodegenerativ betegségek kialakulasahoz vezethet. Uj terapias
megkozelitésként a lizoszoma exocitozis serkentését terveztem vizsgalni, ahol a lizoszéma a
mikrotubulusok mentén mozog anterograd transzporttal a plazmamembran fel¢, membran
fuzidt kovetden tartalma eltavolitodik a sejtbdl az extracellularis térbe. Az Arl8 egy kis GTPaz
a kinezin-1 motorfehérjével, igy fontos szerepet jatszik az anterograd transzportban is. Az Arl8
GTP-kotott forméban aktiv, GDP-kototten inaktiv. A GAP-ok (GTP4z aktivalo fehérjék) a GTP
hidrolizisét serkentve gatoljak a kis GTPéazokat. Elméletem szerint specifikus GAP-ok
gatlasaval serkenthetd lehet az Arl8 aktivitasa €s ez altal fokozhato a lizoszoma transzport és
exocitdzis. Az eredményeim alapjan elmondhatd, hogy GAP-ok csendesitésével fokozhato a
Arl8 membranhoz kotott, aktiv formainak mennyisége, amely hatdsara novelhetd a lizoszémak
mennyisége larvalis zsirtestben és adult idegrendszerben. Kimutattam, hogy az Arl8-at gatld
GAP-ok hidnydban a lizoszémak a sejtmembranhoz kozel jelennek meg. Eredményeim az
anterograd transzport fokozodasara utalnak. Azonban egyes eredményeim alapjan a vizsgalt
GAP-ok némelyikének (CG42612) lizoszomadlis lebontdsban is szabdlyozé szerepe lehet. Az
altalam tanulményozott GAP-ok (CG7324, CG11727 és CG42612) idegrendszeri csendesitése
reakcioképesség javulashoz és élettartam novekedéshez vezet. A lizoszomadlis transzport GAP-
ok altali szabalyozasa igéretes 1) kutatési teriilete lehet az oregedés €s vele 0sszekapcsolhato

betegségeknek. Ezért eredményeimet sziikségesnek tartom emlds modelleken tovabb vizsgalni.



II. Irodalmi attekintés

1. Az autofagia ¢lettartam szabalyozo szerepe

Az autofagia fontos szerepe fenntartani a sejt homeosztazisat, az altal, hogy a lebontani kivant
anyagokat a lizoszomaba szallitja, ahol megtorténik a bekeriil6 anyagok degradacidja (1. abra).
A megemésztett makromolekulak Osszetevoit a sejt felépité folyamatokban hasznosithatja.
Nem csak az aggregalodott fehérjéket tavolitja el, de a meghibdsodott organellumok
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valamint biztonsagot nytjt a sejtbe jutott patogének ellen is [1-4].
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1. dbra. Az autofigia mechanizmusa: A formadlodo izolacios membran koriilveszi a lebontani kivant
organellumokat és zarddasaval létrejon az autofagoszoma. Az autofagoszoma-lizoszoma fuizioval létrejon az
autolizoszoma, ahol a lebontds végbemegy [5].

Az autofdgidnak tobb tipusa van: Makroautofagia, mikroautofadgia €és chaperon medialt
autofagia. Kutatdsom targya a legjobban jellemzett és legkonzervaltabb autofadg lebontasi
utvonal, a makroautofagia volt, igy csak ezt a format jellemzem részletesen, dolgozatomban

innentdl kezdve pedig autofagiaként szerepel.

Az autofagia sordn a lebontand6é komponensek kettésmembrannal hatarolt autofagoszomakba
zarodnak, majd a lizoszomakkal fuziondlva autolizoszoOmakat képeznek. Ahol a savas
hidrolazok lebontjak az autolizoszéma beltartalmat [4]. Az idegrendszerben az autofagia
1épései térben tavol helyezkednek el egymastol. Az autofagoszomak a disztalis axon végeken
képzddnek ¢és késéi endoszomakkal fuziondlva amfiszomakka formélodnak. Az amfiszoma
retrograd transzporttal mozog a sejtkdzpont felé, és folyamatosan érik, savasodik. A retrograd
transzport folytonossagat tovabbi endoszomakkal vald fazids események biztositjak. A

sejtkdzpontban az amfiszoma lizoszomaval fuzional és megtorténik a lebontas (1. dbra) [6].



Az autofagia aktivitdsanak csokkenése az ¢lettartam eldrehaladtaval hozzajarul a korfliggd
neurodegenerativ betegségek kialakuldsdhoz és a felgyorsult oregedéshez [7,8]. Az Atg
(autofagiaval kapcsolatos gének) mutansokban fehérje zarvanyok é€s sériilt mitokondriumok
jelentek meg a neuronokban, melyek sejtes jellemzoi a neurodegenerativ korképeknek [9,10].
Atg8 mutans muslicdk neurodegenerativ fenotipusokat mutattak és az élettartamuk is csokkent
[7] . Tehat az autofagia sziikséges az idegrendszer normal miikodéséhez, hiszen posztmitotikus
sejtekbdl (példaul az idegsejt) allé szovetben az elpusztult sejtek potlasa nem lehetséges. Az
aggregalddott, oxidalt és nem funkcido képes fehérjék felhalmozddasa megzavarjdk a sejt
homeosztazisat. Hosszu tavon ez a sejt elpusztuldsdhoz vezet, tdmeges sejtpusztulds pedig
neurodegenerativ tiinetek és korképek kialakulasahoz vezet [12]. Idegsejtekben nem csak a
kevesebb 1j autofag vezikulum jelenthet problémat idéskorban, az autofagia korfliggd
hanyatlasa a lebontési 1épést is érinti. Nem funkciondl6 autolizoszomék halmozddnak fel a
szeneszcencia soran az idegrendszerben, amelyekbdl nem lebomlo citoszolikus anyagok és a
sériilt mitokondriumokbdl szarmazé reaktiv oxigéngyokok kijuthatnak az intracellularis térbe,
ami nagymértékben karosithatja a neuronokat [12,13]. A mar sériilt citoszolikus anyagok tehat
nagy karokat okoznak a sejtben, igy azok kijuttatdsa az extracellularis térbe sziikséges a sejt

normal mikodéséhez.

Az autofagiaval és annak fokozésaval tobb kutatas is foglalkozik, melyek eredményei arra
utalnak, hogy az autofagia folyamatanak serkentése eldsegiti a hosszabb élettartamot, tovabba
hozz4 jarul a szervezet jobb egészségi allapotdhoz is. Az Atg5 tultermelése egérmodellben
novelte az autofagiat €s megemelte az ¢€lettartamot 17%-kal a vad tipusu kontrolhoz képest.
Atg8 taltermelése a Drosophila melanogaster kdzponti idegrendszerében tobb mint 50%-kal
emelte az atlag élettartamot, a maximalis élettartam 88 és 96 nap kozé emelkedett, ezen kiviil
kontrollhoz képest sokkal kevesebb oldhatatlan ubiquitinalt fehérjét talaltak anndl a muslicénal,
melynél az Atg8 tultermelése tortént. Drosophilaban tanulmanyoztak és figyelték az autofag
gének expresszids szintjét €s annak valtozasait oregedés soran, melyben azt talaltak, hogy az
Atg gének downregulacioja torténik az dregedés soran. Eletkor elérehaladtival az autofagia
hatékonysdga csokken, ami — mint mar korabban is emlitettem — hozz4jarul a korfiiggd

betegségek kialakulasédhoz [7,14,15].



2. A lizoszomalis lebontas és exocitdzis

A lizoszoma lumen pH-ja savas (pH 4,5 — pH 5,5). A H" koncentraciot aktivan vakuolaris
ATPazok tartjak fenn. A lizoszoéma tobb mint 60 hidroldz enzimet tartalmaz, amely képes a
sejtes makromolekuldkat lebontani, membranjaban talalhato fehérjék és ion csatorndk pedig

nagyban hozzéjarulnak a megfeleld miikodéséhez [16].

2

Lizoszomakat régebben ,,szemétgyiijté zsdkoknak™ nevezték, ma mar koztudott, hogy
metabolikus csomopontként a sejt szamara nélkiilozhetetlen feladatot latnak el. A megemésztett
makromolekulakat a lizoszéma a citoplazméba iiriti specifikus membrantranszporterek altal,
ahol anabolikus folyamatokban ¢épitokovekként, katabolikus folyamatok szdmdra pedig
energiaforrasként hasznosithatok. Az autofagia az egyetlen olyan folyamat, amely képes
lebontani a meghibasodott organellumokat is [17—19]. Ezen kiviil nagyon fontos megemliteni a
lizoszoma azon feladatat mely nem intracelluldris, hanem extracellularis funkcidval
rendelkezik, ez a lizoszoma exocitdzis. Ez a funkcidja szerepet jatszik a plazmamembran
a mikrotubulusok mentén mozognak, anterograd (2. abra) transzport révén a perinuklearis térrol
a plazmamembran felé, mig retrograd transzport segitségével vissza a perinuklearis tér
iranyaba. [16,20]. Bar a lizoszomak elszortan az egész sejtben megtalalhatéak, két csoportra
lehet osztani Oket elhelyezkedésiik alapjan: perinuklearis térben, kozel a MTOC-hez
(mikrotubulus szervezd kozpont), €s a sejtek periféridjan. Az eltérd elhelyezkedés eltérd pH-
val és eltérd funkcioval fligg Ossze, azon lizoszomak melyek a perinuklearis térnél
helyezkednek el savasabb pH-val rendelkeznek, és az endoszémak éréséért feleldsek,
autofagoszomakkal dsszeolvadva autolizoszomakat hoznak 1étre. Azok a lizoszomak melyek
foleg a plazmamembrannal talalhatbak meg, magasabb pH-val rendelkeznek, degradativ
hatasuk lecsokken, feladatuk a plazmamembran javitasa, szekrécid ¢€s jelzik a tdpanyag
elérhetdségét a rapamycin komplex 1 (mTORC1) mechanisztikus célpontjdnak aktivalasaval

[16,21-24].

Lizoszéma exocitozis idegsejtekben torténhet a dendriteknél, de kinezin motorfehérjével
elszallitddhatnak az axon végekhez is, ahol a lizoszomak szintén kitirithetik a beltartalmukat az
extracellularis térbe [25,26]. Lizoszoma exocitézis serkentése elérhetd a lizoszoma Ca>*
effluxanak az emelésével [27]. A kalcium indukalta lizoszoma exocitdzis normal miikodéséhez
szlikséges a szinaptotagmin VII (lizoszomalis kalcium szenzor), a v-SNARE VAMP7, t-

SNARE SNAP23, valamint a Syntaxin-2 (Syx-2) és Syx-4 t-SNARE fehérje. A VAMP7 a



lizoszoma membranjan talalhatd, kapcsolatba 1ép a plazmamembranon talalhatdé Syx-4 és
SNAP23 fehérjékkel, igy a lizoszoma dokkol a plazmamembranhoz, de membranfizi6é csak
késébb torténik. A fuzio a lizoszomdk nagy mennyiségi Ca>" kibocsdjtasaval (TRPLM1
kalcium csatorna) indul meg (2. édbra) [28-31].

3. Kis GTPazok és GAP-ok szerepe a lizoszomalis lebontdsban €s
transzportban

Szekvencia 0sszehasonlitassal 6sszesen 31 Rab-ot (Ras-related proteins in brain) azonositottak
Drosophila melanogasterben. A Rab alcsaladba tartozo kis GTPazok — intracellularis membran
¢s fehérje transzport f0 irdnyitoi, amelyek szabalyozzak a legtobb intracellularis utvonalat. A
Rab fehérjék eukaridtdkban nagy fokt konzervaltsagot mutatnak [32,33]. Az autofagiat
serkenteni lehet, az autofagoszéma—lizoszéma fazioval. A kis GTPaz fehérjék segitik a
fehérje és a SNARE fehérje (Snap receptor) komplexek nélkiilozhetetlenek a fizidhoz. Ezen
kiviil a kis GTPaz fehérjék segitik a membranok transzportjat és a HOPS komplexet abban,
hogy hidat képezzen az autofagoszoma ¢€s a lizoszoma kozott [34]. A kis GTPazok tehat kiemelt
jelentdségliek az autolizoszoéma érésben és transzportban, ilyen kis GTPazok a Rab2, Arl8 és
Rab7. A Rab7 (Ras-associated binding 7) sziikséges az autofag lebontashoz, megtalalhat6 az
autofagoszomalis és késd1 endoszomalis membranon [35]. Fontos funkciot tolt be az axonalis
retrograd transzportban, a neurondlis migracioban és szerepet jatszik neurotrofin receptor
forgalmaban és jelatvitelében [36].

GTP
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Rab2 megtalalhat6 a Golgi vezikuldkon, lizoszomékon és az endoszomakon [38], eldsegiti az
autofagoszoma ¢és lizoszéma fuziot [39]. Az Arl8 (Arf-like 8) aktiv forméja lizoszomalis
membranokon lokalizalodik, az endoszoma-lizoszéma és autofagoszoéma-lizoszéma fzidt is
katalizalja. Arl8 (Arf-like 8) megtalalhat6 a lizoszomalis membréanon és a HOPS komplexszel
kdlcsonhatasba 1épve eldsegiti nem csak az endoszoma-lizoszéma fuziot, de az autofagoszéma-
lizoszéma fuzidt is, ezen kiviil 6sszekdti a lizoszomakat a kinezin-1-gyel a BORC fehérje
komplexen keresztiil, melynél a BORCS4 — BORCSS alegysége specifikus a lizoszomakra.
Gerincesekben 2 paralogja van ami az: Arl8a és Arl8b. Mig az Arl8a GTP-kotés aktivitasat
segiti és szerepe van az axonalis anterograd transzportban, az Arl8b-nek mas feladata van: G
protein aktivitast serkenti antigén reprezentacidban van fontos szerepe [40—42]. Az Arl8
elengedhetetlen a hosszu axonalis transzport megfeleld mitkkodéséhez, az Arl8 mutansokban
40%-kal csokken az axonterminalisok szama. Tovabb4d, az Arl8 sziikséges a preszinaptikus
lizoszéma-eredetii vezikulumok anterograd transzportjdhoz, hozzjarulva a megfeleld

neurotranszmisszidhoz és biogenezishez (2. abra) [25,37,43-46].

A kis GTPé4zok molekularis kapcsoloként mitkddnek, ami GTP-t kotott allapotban aktiv — ebben
az allapotban toborozzédk az effektorokat példaul kotéskomplexeket vagy motorfehérje
adaptereket — és GDP kototten inaktiv. A GEF (GDP/GTP cserél faktorok) enzim képes a kis
GTPazt aktivalni azéltal, hogy a GDP-t GTP-re cseréli [33,47]. A GAP-ok (GTPaz aktivald
fehérjék) katalizaljak a kis GTPazok GTP hidrolizisét, tehat inaktivalo hatastiak [39,40]. A
GAP-ok tobb kis GTPazt is befolyasolhatnak, illetve a kis GTP4zok redundans funkcioval
rendelkeznek. Léteznek olyan GAP-ok, amelyek gatlasa pozitiv hatast, autofagiat és varhato
élettartamot novelnek [49]. Amint a kis GTP4az tartalmu vezikuldk elérik a célpontjukat, a GAP-
ok hidrolizaljak a kis GTPéazhoz ko6tott GTP-t. Az inaktivalodott kis GTPazok disszocialnak a
membranrdl. A Rab2 és Arl8 fehérjéket szabalyozd6 GAP-ok feltardsa még folyamatban van

[33].

Kutatocsoportunk eldzetes eredményi alapjan az Arl8 és Rab2 folytonosan GTP kotott
formainak idegrendszeri tultermeltetése javitja az idés ecetmuslicdk reakcid képességét és

¢lettartam ndveld hatast vadtipust és Parkinson-kort modellez6 allatokban [49].



III. Célkituzések

A lizoszoma képes megemészteni a karos citoplazmalis komponenseket, de tartalmat kitiritheti
az extracellularis térbe. A lizoszéma exocitozis altal membran atrendezddés és helyreallitas is
torténik [16]. A lizoszoma exocitozis terapias kezelésként alkalmazhato a lizoszomalis tarolasi
rendellenességek kezelésére (Alzheimer, Parkison, Pompe, Batten betegségek) [27,50-52].
Ilyenkor kiilonbozé moédokon Ca’" efflux emelésével érték el a lizoszoma exocitdzis

aktivalasat.

Elméletem szerint az anterograd transzport fokozasaval szintén aktivalhato a lizoszoma
exocitozis. Kutatocsoportunk kordbbi eredményei alapjan elmondhatd, hogy az Arl8
idegrendszeri aktivalasa élettartam ndveld és kognitiv funkcid javitd hatasa [49]. OTDK
munkdmban a GAP-ok vizsgalatat tliztem ki, hiszen ezek csendesitésével aktivaljuk a kis
GTPazokat. Az Arl8-nak nagy szerepe van a lizoszoma transzportban, igy szerepe lehet a
lizoszomalis exocitézisban is. Kutatasom célja volt, GAP-ok felkutatasa, amelyek
csendesitésével aktivalhato az Arl8 és lizoszomalis exocitozis. Kisérleteim soran 3 Drosophila

(zsirtest, agy, nyalmirigy) szervre koncentraltam:

o Larvélis zsirtestben vizsgaltam a lizoszomak mennyiségi és lokalizacids

valtozasat normal és €hezés esetén. Szintén ebben a szdvetben vizsgéaltam az
Arl8-pozitiv vezikulumok valtozasat is. Eredményeimbdl az anterograd
transzport valtozasara terveztem kdvetkeztetni.

e A larvalis nyalmirigy egy endogén mirigy, melyben a sejtek lizoszomalis

vezikulumai exocitdzissal egy belsd, kdzds csatornaba iiriilnek. Vizsgélataval az

exocitozis mértékére kivantam kovetkeztetni.

e A felndtt idegrendszerben egyarant tanulmanyoztam a GAP-ok csendesitésének

sejtes €s ¢€lettani funkcioit.



IV. Anyagok ¢s modszerek
1. Gal4-UAS rendszer

Az Gal4-UAS rendszer mikddéséhez az UAS - upstream aktivalo szekvenciaval rendelkez6
transzgén ¢és a Gal4 transzkripcids faktor egyiittes jelenléte sziikséges. A rendszer aktivalasa
kivalthat6 két transzgénikus torzs keresztezésével (3. abra). Az egyik torzs tartalmazza a szovet
specifikus enhanszer altal vezérelt gal/4 gént, mig a masik tartalmazza az UAS-target
szekvenciat. A Gal4-UAS rendszer hasznalataval szovetspecifikusan lehetséges géneket

aktivalni, vagy csendesiteni [53].

1, Tramszgém

Enhancer

UAS

8. Tramszgén

3. dbra. Gal4-UAS rendszer sematikus rajza: A két transzgént egyiittes jelenléte sziikséges a rendszer
aktivalodasahoz. Az UAS csak akkor engedi a gén kifejezddését, ha a Gal4 hozzakapcsolodik [54].

2. FLP/FRT — szomatikus rekombinacion alapul6 rendszer

Az FLP/FRT rendszer helyspecifikus szomatikus rekombinaciot tesz lehetové. Ezt a modszert
hasznaltam az V.1., 2. és 5. alfejezetekben bemutatott kisérletekhez. Az FLP rekombindz két
egymashoz kozeli azonos kromoszéman elhelyezkedd FRT helyet ismer fel, melyek kozott egy
STOP-kodont k6dol6 kazetta van. A 2 FRT hely a Gal4-gén enhanszer régidja €s a Gal4 kodolo
szekvenciaja kozott talalhatd. Amikor a hdsokk prométer vezérelt FLP aktivalodik, homolog
rekombinacioval kivagdédik a STOP kazetta és megtorténik a Gal4 szovet specifikus
expresszidja. A rekombindcié hdsokkal aktivalhatd, a létrejott klon sejtek fluoreszcensen
jelolédnek (UAS-GFP transzgénnek koszonhetden). A rendszer elénye, hogy azonos genetikai

héttérben tudunk 6sszehasonlitani egy szoveten beliil sejteket [55].



3. Felhasznalt torzsek

A vizsgalt allatok (1. tablazat) standard kukorica-cukor-agar taptalajon voltak tartva 25°C-on.

A kisérleteimet 29°C-on (UAS-Gal4 rendszer optimuma) végeztem.

Torzsek elnevezése | Genotipus Szarmazaési hely
Arl8 cgGal4 w1118; GFP-Arl8; cgGal4 Laborunk keresztezéssel
hozta létre

cgGal4 w1118; P{Cg-GAL4.A}2 BDSC: 7011

DdcGal4 w1118; P{Ddc-GALA4.L}4.36 BDSC: 7009

GFP RNSi y1 sc* v1; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=VALIUM22- BDSC: 41550
EGFP.shRNA.4}attP40

isogenic w1118 w1118 BDSC: 5905

(kontroll)

RNSi kontroll y1 sc* v1; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=VALIUM22- BDSC: 41551
EGFP.shRNA 4}attP2

CG8085 RNSi y1vl; P{y[+t7.7] BDSC: 28670
v[+t1.8]=TRiP.JF03085}attP2

CG7324 RNSi y1 sc* 1 sev2l; P{y[+17.7] BDSC: 32929
v[+t1.8]=TRiP.HMS00722}attP2

CG12241 RNSI y1 sc* v1 sev2l; P{y[+t7.7] BDSC: 33729
v[+t1.8]=TRiP.HMS00612}attP2/TM3, Sb1l

CG7112 RNSi y1 sc* vl sev2l; P{y[+t7.7] BDSC: 34976
v[+t1.8]=TRiP.HMS01132}attP2/TM3, Sh1

CG4041(111) RNSI y1 sc* v1 sev2l; P{y[+t7.7] BDSC: 35332
v[+t1.8]=TRiP.GL00239}attP2/TM3, Sh1

CG11727 RNSi y1 v1; P{y[+t7.7] BDSC: 38350
v[+t1.8]=TRiP.HMS01818}attP40

CG4041(11) RNSi y1 sc* v1 sev2l; P{y[+t7.7] BDSC: 57223
v[+t1.8]=TRiP.HMC04606}attP40

CG42795 RNSi y1 v1; P{y[+t7.7] BDSC: 62385
v[+t1.8]=TRiP.HMJ23781}attP40/CyO

CG1695 RNSI y1 v1; P{y[+t7.7] BDSC: 62898
v[+t1.8]=TRiP.HMJ24138}attP40

CG31935 RNSI y1 sc* v1 sev2l; P{y[+t7.7] BDSC: 64495
v[+t1.8]=TRiP.HMC05513}attP40

CG42612 RNSi y1 sc* vl sev2l; P{y[+t7.7] BDSC: 66313
v[+t1.8]=TRiP.HMC06174}attP40

CG6182 RNSiI y1 sc* vl sev2l; P{y[+t7.7] BDSC: 77400
v[+t1.8]=TRiP.HMC06532}attP40

CG5344 RNSi y1 sc* vl sev2l; P{y[+t7.7] BDSC: 77447
v[+t1.8]=TRiP.HMC06579}attP40




ddcGal4( mCherry — | +;SM6b/Lamp1,3x mCherry; TM6b/DdcGal4 Laborunk keresztezéssel
Lampl) hozta létre

klonalisal Gal4 hsFLP; Act<CD2<Gal4; UAS-nIsGFP; Lampl- | Dr. Lérincz Pétert6l
(mCherry-Lampl) 3xmCherry

Syntaxin 4 RNSi GD | w1118; P{GD8646}v32413 VDRC: v32413
Syntaxin 1 RNSi R1 | +; syntaxin 1 RNSi NIG Fly: 31136R-1
Syntaxin 1 RNSi R2 | +; syntaxin 1 RNSi NIG Fly: 31136R-2
Syntaxin 1 RNSi JF | y1 v1; P{TRiP.JF01829}attP2 BDSC:25811

Forkhead Gal4 w[*]; P{w[+mC]=fkh-GAL4.H}3 BDSC: 78060

1. tablazat. Torzslista: A kisérletekben hasznalt Drosophila melanogaster torzsek neve, genotipusa és szarmazasi
helye.

A kisérleteimhez cg-Gal4 (zsirtest specifikus), ddc-Gal4 (ideg specifikus), fkh-Gal4
(nyalmirigy specifikus) torzseket Osszekereszteztem az UAS-GAP RNS interferencia
torzsekkel és a kontrollokkal. A hatdst az F1 generacidban vizsgaltam. A klondlis rendszer

(mCherry — Lamp1) aktivalasdhoz a vizsgalat eldtt 20 oraval az allatokat 29°C-ra helyeztem.

4. Fluoreszcens ¢s elektronmikroszkopia
A fluoreszcens mikroszkopos képek ApoTome2-vel felszerelt Zeiss Axioimager M2
mikroszkoppal késziiltek (Plan-APOCHROMAT 20x 0,8 NA objektivvel és Zeiss Zen Blue lite
szoftverrel). A fluoreszcens mikroszkopiahoz a mintadkat Hoechst (sejtmag festék) tartalmt

feddoldattal (glicerin:PBS — 4:1) fedtem.

Elektronmikroszkép: Morada digitalis kameraval felszerelt JEM-1011 transzmisszios

elektronmikroszkopot hasznéltunk, a szoftver: iTEM.

a. Zsirtest mintak készitése
A zsirtest preparatumokat 90-95 orés L3 taplalkozo stadiumu larvakbol készitettem. A zsirtest
boncolés soran etetett és éhezd allatokat vizsgaltam. Eheztetéshez a larvakat 2,5 oran keresztiil

éheztettem 20 m/V% szukroz oldaton.

b. Agy mintak készitése
A felndtt ndstény allatok agyat 4%-os formaldehid - PBS (30 perc) oldatban valo fixalast

kovetden preparaltam.



c. Nyalmirigy preparaldsa

A vizsgat allatok nyalmirigyét L3 vandorld stadiumu éallatokbdl preparaltam.

Az elektronmikroszkopos képek elkészitéséhez a kiboncolt nyalmirigyeket 3,2%-o0s
paraformaldehid - 1% glutaraledehid tartalmua néatrium kakodilat oldatban (pH: 7,4) fixaltam
4°C-on 1 hétig. Az ut6fixalas 0,5%-os ozmium tetroxidban 1 6ran keresztiil és 30 percig telitett
sorozattal dehidraltam, majd Durcupan miigyantaba lettek bedgyazva. 70nm-es metszeteket

Reynolds 6lom-citrat oldatba festettiik meg [56].

5. Western blot
Genotipusonként 10 etetett L3 stddiumua larvabol izolaltam fehérjét. Homogenizaltam a
mintakat 40 pl lizis pufferben (Tween20 (20%), Tris (100mM, 7.5pH), NaCl (5M), EDTA
(0.05M), Nikotinamid (1M)) és 40 pl merkaptoetanolt tartalmazoé loading oldatban. Ezutan
denaturaltam a fehérjéket: 95°C-on forraltam 5 percig. [zolacidé utan a mintdkat -20°C-on
taroltam.
A fehérjék méret és toltés alapjan torténd étvalasztasahoz 4-20%-os SDS tartalm gradiens gélt
hasznéltam. A blotokat tobbszor is megismételtem. Nedves blottolast és 4%-os blokkolast
kovetden a nitrocellul6z membranon az alabbi ellenanyag jeldléseket végeztem:
Elsddleges ellenanyagok: Ref(2)P/SQSTM1/p62 (nyul, Dr. Boda Attilatol, 1:2000), alfa-anti-
Atg8a (nyul, Dr. Boda Attilatol, 1:2000). Belsd kontroll: anti-Tub84B (DSHB, egér, 1:1000).

Masodlagos ellenanyagok: Alabbi masodlagos ellenanyagokat hasznaltam: anti-nytl IgG
alkalikus foszfataz (1:1000, Sigma, A3687), anti-egér IgG alkalikus foszfataz (1:1000, Sigma,
AB438).
El6hivashoz hasznalt szubsztrat oldat: NBT-BCIP (Sigma, 72091) (3%-os tejporos TBST-ben
higitva).

6. Maszas vizsgalat
Maszas teszt soran az allatokat szén-dioxiddal altattam, majd nemenként elkiilonitve 10-10
allatot helyeztem 25cm-es vékony atmérdji csovekbe. Az altatast kovetden az allatok 1 o6ran
keresztiil regeneralddtak. A csoveket lelitdgettem, ami negativ geotaxist (felfelé masznak) valt
ki a muslicakban. Vide6 felvételek alapjan régzitettem, hogy hany allat éri el 20, 40 és 60
masodperc alatt a 23,5cm-es célmagassagot hosszatav és 10 és 20 masodperc alatt a 6cm-es
célmagassagot rovid tav esetén. A méréseket két parhuzamos csoporttal végeztem, 3x

ismételtem, koztiik 30 perces sziinetekkel. A mozgési tesztek soran az allatok dopaminerg és



szerotonerg neuronjaiban voltak csendesitve a GAP-ok. A vizsgalattal elsdsorban az allatok

reakcioidejét (rovidtav) és ingermegtartd képességét (hosszl tav) lehet mérni [11].

7. Elettartam mérés

Minden genotipusbdl azonos idében kelt 75 ndstény €és 75 him allatot gyijtottem,
melyeket 5 parhuzamos csébe (15 ndstény és 15 him csévenként) tettem 1 napos korban. A
méréseket 29°C-on az UAS-Gal4 rendszer optimalis hdmérsékletén végeztem. Minden nap
feljegyeztem az elpusztult allatok szamat és nemét, kétnaponta pedig friss taptalajt tartalmazo
csObe raztam at dket. A kisérlet addig tartott mig az dsszes allat el nem pusztult.
Az éllatok talélését SPSS programmal késziilt Kaplan-Meyer gorbén abrazoltam. A gorbék
statisztikai Osszevetését is ezzel a programmal végeztem. Az atlagos élettartam statisztikai

elemzéséhez RStudio-t hasznaltam.

8. Statisztika
Az eredményekbdl Rstudio hasznalatdval box-plot diagrammokat készitettem. Statisztikai
elemzéshez az RStudio programot hasznéaltam. Megvizsgaltam az adatok eloszlasat (Lilliefors-
teszt), a normal eloszlast mintak 6sszehasonlitdsdhoz kétmintés t-probat végeztem, nem normal
eloszlasu mintdk Osszevetésénél Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztam. Klonalis képeknél
paros t-tesztet, vagy nem normal eloszlasndl Wilcoxon Ranks Sum tesztet hasznéltam.
Fluoreszcens mikroszkopos képek és Western blot kiértékeléshez Imagel Fiji verziojat
hasznaltam. A fluoreszcens képekhez tartozd diagramokon az eredmények normalizalva lettek

abrazolva.

Periféridlis vezikulumok kiértékelése: kijeloltem a sejteket €s megmértem a vezikulumokat,
melyet 100%-nak tekintettem, majd a kijel6lést csokkentettem 30 pixellel és ujra mértem a sejt
belsejében talalhaté vezikulumokat. A két adat hanyadosdval megkaptam a perinuklearis
vezikulumok mennyiségét. A diagramokon normalizalt adatok lathatoak. A pottydk az egyes
mintakat jelolik, a feltlintetett hibasdvok a standard szorast, a sotét sav a mediant, a box a
legjellemzObb 50% (25-75%), a csillagok pedig szignifikancia megbizhatdsagi fokat jelolik:
p<0,05: *, p<0,01: ** p<0,001: ***,



V. Eredmenyek ¢€s megvitatasuk

1. GAP csendesitéssel fokozhato a lizoszomak mennyisége larvalis
zsirszovetben

Célul tiztem ki meghatarozni, hogy a laboratoriumunk rendelkezésére 4all6 11 GAP
csendesitései koziil melyek képesek megnoévelni a lizoszomak mennyiségét. A GAP-ok
eredmények kiértékelésekor a vezikulumok szamat és méretét is figyelembe vettem. Fuzioval
foleg a méret novekedhet, f1zid hidnyaban viszont a strukturdk szama valtozik. Kisérleteimet
két kondicioban, joltaplalt és éhezd L3 taplalkozo larvak zsirtestein végeztem. Ehezés hatdséara
aktivalodik az autofdgia és megndvekszik a lizoszomalis strukturak mennyisége [57,58]. Az
mCherry-dLamp (Drosophila Lamp) lizoszéma markerként szolgalt. A marker alkalmas a
lizoszoma membranfuzid vizsgalatara is, a lizoszoma — sejtmembran fuzidt kovetéen az
mCherry-dLamp a sejtmembranra keriil [38,59]. A csendesitett GAP-ok a GFP-pozitiv klonalis
sejtekben voltak vizsgalhatok, kontrollként a szomszédos GFP-t nem kifejezd zsirsejtek

szolgaltak (4. dbra).

Etetett kondicioban megndvekedett a dLamp pozitiv struktarak:
mérete: CG5344-, CG7324-, CG8085-, CG11727-, CG42612-RNSi
szama: CG8085-, CG11727-, CG42612-, CG7324-RNSi
Eheztetett kondicioban megnovekedett a dLamp pozitiv strukturak:
mérete: CG4041-, CG6182-, CG7112-, CG8085-, CG11727-, CG12241-, CG31935-,
CG42612-RNSi
szama: CG6182-, CG8085-, CG42612-, CG42795-RNSi

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy GAP csendesitéssel fokozhaté a dLamp pozitiv
struktardk mérete és szama, de kiilonbség lehet a GAP-ok szerepében bazilis és stressz
kivaltotta autofagia esetén. A CG8085, CG11727 és CG42612 géncsendesitések mindkettd
vizsgalt kondicidoban ndvelni tudtak a dLamp pozitiv struktirdk szamat (4. dbra és 2. tablazat).
Sajat eredményeim ¢és korabbi laboratoriumunkban zajlo kisérletek alapjan a tovabbi
kisérleteimhez lecsokkentettem a vizsgalandd6 GAP-ok szdmat a kovetkezd 5-re: CG6182,
CG7324, CG8085, CG11727, CG42612. A valasztas soran nem csak a lizoszoma mennyiségi
valtozasok szolgéltak alapul, hanem a mikroszkopos képeken latott membran valtozasok is.
Ezen GAP-ok csendesitésénél intenziv mCherry membran jel6lodést lattunk etetett

kondicidban, mely jelentheti az anterograd lizoszomalis transzport fokozodasat (4., 5. abra).
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4. dabra. GAP csendesités megnovelheti a lizoszomdlis strukturak szamadt és méretét: A) 3 GAP (CG7324,
CG8085, CG11727) esetén etetett kondicioban megfigyelheté a dLamp pozitiv strukturdak toborzodasa a
plazmamembranndl, mely lathaté membran kirajzolédast eredményez. B) Eheztetett kondicioban a CG11727
csendesitése megndvelte a dLamp pozitiv strukturak szamat, a membran kirajzolodas mar nem figyelheté meg. C)
A ket diagramon lathato a vezikulak méretének valtozasa etetett és éheztetett allatokban. A piros csillagok a
kontrollhoz képesti szignifikancia mértéket jelentik.



CG CG CG CG CG CG CG CG CG CG

4041 5344 6182 7112 7324 8085 11727 12241 31935 42612 42795
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2. tablazat. Osszefoglalo tabldzat a dLamp pozitiv struktiirdk méretének megvdltozdsairol zsirtestben kiilonbozé
GAP gének csendesitésének esetében: Keét kondicioban vizsgalt dLamp pozitiv strukturdk mérete ndvekedett tébb
gén csendesités hatasara is, mindkét kondicioban névelte a méretet a CG7324, CG8085, CG42612. Zold nyilak
novekedest jeldlnek, X jeloli azt, ahol nem tortént szignifikans valtozas.

2. GAP csendesitéssel szabalyozhaté a lizoszomalis strukturak
elhelyezkedése a sejtekben

Mar lathattuk, hogy a dLamp pozitiv strukturdk mérete és szdma is novelhetd GAP gének
csendesitésével és fokozott dLamp membran jeldlést is mutatnak. A periférialis vezikulumok
kiértékelésénél csak a jol taplalt kondiciobol szarmazo adatokkal dolgoztam, hiszen éheztetve

membran kirajzolodast nem tapasztaltam (4.,5. abra).

Tovabbi kisérletekhez, syx-1 és syx-4 (syx-1 JF, R1 és R2 RNSi torzsek, syx-4 GD) géneket
csendesitettem és vizsgaltam az mCherry-dLamp pozitiv strukturdkra. A Syx-ok olyan fehérjék,
melyek intracelluldris membranfiziés Gtvonalakat irdnyitanak [58]. Syx-I az exocitdzisban
jatszik szerepet, mig a syx-4 a plazmamembranon helyezkedik el és a lizoszoma ¢és
novekedést a syx-/-RNSi (R1 és R2 konstrukciokkal) és syx-4 RNSi is mutatott, viszont egyediil
a syx-4 hianyaban volt észlelhetd dLamp felhalmozo6das a sejtmembranok kozelében. Tovabbi

kisérleteknél a syx-4 csendesitést negativ kontrollként hasznaltam (5. ébra és 3. tablazat).

A CGI12241-RNSi csokkentette a dLamp pozitiv struktirdk megjelenését a plazmamembran
koriil, mig a CG42612 hianya megnovelte azt (5. abra). Ez utalhat arra, hogy a két GAP
ellentétesen befolyasolja a lizoszoma exocitdzist. Bar a vezikuldk szama nem emelkedett

szignifikdnsan, a membranok mCherry-dLamp kirajzoléddsa fokozodott tobb GAP-RNSi




esetén is (4. és 5. abra C). Ez arra utalhat, hogy a lizoszomak nem rekednek meg a sejtmembran
kozelében, hanem fuzionalnak vele. Tehat a GAP-ok csendesitése fokozhatta a lizoszoma
exocitozist. A kisérletet syx-4 mutans hattérben kivanom megismételni, ahol GAP-ok

hianyaban lizoszéma felhalmozddast varok a sejtmembranhoz kozeli intracellularis térben.
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5. abra. A vizsgalt GAP-ok csendesitésével aktivalhato a lizoszomdlis anterogrdd transzport és exocitozis: A-A’)
syx-1 és syx-4 csendesités hatdasdara megnévekszik a dLamp strukturdak mennyisége. B-B’) Megvizsgaltam a GAP-
RNSi-k hatasara, hogyan valtozik a lizoszomak eloszlasa a sejtekben. A CG42612-RNSi allatokban megemelkedett
a periférialis mCherry-dLamp strukturak mennyisége. C) Az A és B abrakbol kinagyitott részleteken
dsszehasonlithaté a syx-4 és CG42612 csendesitések hatdsa a periféridalis dLamp eloszldsaban. D) Osszefoglalé
tablazat, azokrol a GAP csendesitésekrol melyek valtozast értek el a dLamp pozitiv strukturak plazmamembranhoz
viszonyitott helyzetiikben. Piros nyil: csokkenést, zold nyil: névekedést jelenti a plazmamembranndl.



3. GAP csendesitéssel megnovelheté az Arl8 aktivitas
zsirszovetben

A kovetkez0 kisérletben megvizsgaltam, hogy a kivalasztott 5 GAP koziil melyik befolyasolja
az Arl8 (GFP-Arl8) struktirdk mennyiségét. Az Arl8 egy kis GTPaz ami lizoszoma membran
fuziot serkent mas membranokkal, illetve segit Osszekotni a lizoszomat a kinezin-1

motorfehérjével eldsegitve az anterograd transzportot [61].

Ezt a kisérletet is két kondicidban végeztem larvalis zsirtesteken. A CG11727-RNSi éheztetve
és etetve is novelte a GFP-Arl8 vezikulak méretét, azonban éheztetett kondicidban csokkentette
a strukturdk szdmat. Etetett kondicidban a CG7324-RNSi pedig ndvelte az Arl8 pozitiv
struktirak méretét. Eheztetéskor az alabbi GAP-csendesitések csokkentették a dLamp pozitiv

struktirdk szamat: CG6182, CG8085 ¢s CG42612 (6. abra és 3. tablazat).

A GFP-Arl8-cal kapott eredmények részben eltérnek a mCherry-dLamp vizsgalatabol szarmazo
eredményektdl, de a hasonlosag még érdekesebbé tette ezt a két GAP-ot (CG11727, CG7324)
a szdmomra. Az eltéréseket magyarazhatja, hogy az Arl8 lizoszoma kiils6 membranjahoz
kapcsolodni tudo, de nem allandéan membranon jelenlévé fehérje, mig a dLamp a lizoszomak
lumene felé van kihorgonyozva. Tovabbi kiilonbség, hogy a dLamp rakeriil a sejt
plazmamembranjara lizoszoma exocitozis altal, mig az Arl8 nem. [16,37]. A kapott
eredmények megértéséhez kolokalizacids vizsgalatot tervezek az mCherry-dLamp és a GFP-

Arl8 markerek kozott.
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6. dabra. A vizsgalt GAP-ok csendesitésével befolydsolhato az Arl8 pozitiv strukturak szama és mérete: A) A
CG11727 GAP RNSi csendesitesével novekedik a strukturak mérete (etetett kondicio) a kontrollhoz képest. B)
Megvizsgaltam a GAP-RNSi-k hatasara, hogyan valtozik az Arl8 pozitiv struktirak szama és mérete éheztetett és
jol taplalt kondicioban. A CG11727-RNSi allatokban megemelkedett az Arl8 pozitiv struktirak mérete.



Az Arl8 esetén is megvizsgaltam a GAP csendesitésének hatasat az Arl8 pozitiv strukturak
elhelyezkedésére. A kontrollhoz képest csak a syx-4-RNSi esetén novekedett szignifikdnsan az
Arl8 periféridlis struktirdk mennyisége. A CG11727 csendesitésekor tendenciézus median

novekedés lathato (7. dbra és 3. tablazat).

Eddigi zsirtesttel végzett kisérleteimet a 3. tdblazatban foglaltam dssze.
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7. abra. Syx-4 RNSi hatasara Arl8 pozitiv struktirak halmozodnak a membrdanndl: A) A Syx-4 RNSi megnovelte
az Arl8 pozitiv strukturak mennyiségét a membrannal, CG11727-RNSi-nél tendenciozus median kozeli Arl8
novekedest okozott. B) Kontrollhoz képes lathato a strukturak felhalmozodasa a membranndl.
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3. tablazat. Osszefoglalo tablazat a zsirtesten etetett kondicioban elvégzett kisérletek eredményeibdl: Zsirtestben
a dLamp pozitiv vezikulak szama és mérete a legtobb esetben nott, mig az ArlScsak a: CG7324-RNSi és CG11727-
RNSi esetén valtozott.



4. A GAP-ok gatlasaval fokozddhat a lizoszomalis lebontas

Ahogy az Irodalmi attekintés fejezteben irtam az Arl8 sziikséges a lizoszomalis fuzids
eseményekhez is. Igy az Arl8-at szabalyozd GAP-oknak is lehet ilyen funkcidja. Western blot
segitségével vizsgaltam, hogyan valtozik az autofagiaban érintett fehérjék mennyisége a GAP-
RNS interferencidk esetén. A Ref(2)P a p62 Drosophila ortologja [62], amely fehérje az
autofagia szubsztratja. Tehat a Ref(2)P/p62 mennyisége forditottan ardnyos az autofagia
hatékonysagaval. Fokozott autofagia esetén lecsokken a Ref(2)P/p62 mennyisége, mig gatlasa
esetén felhalmozodas figyelhetd meg [63]. Az Atg8a az emlés LC3B ecetmuslica megfeleldje,
western blotton ketté formdja az Atg8a-1 és Atg8a-II kiilonithetd el egymastol. Koziilik az
Atg8a-II az autofag membranhoz kotott forma. Mennyisége az Atg8a-I (szolubilis) forméhoz
viszonyitva novekedhet, ha tobb autofagoszoma képzddik, vagy ha az autofagia lebontasa sériil
[64]. Az Atg8a formai segithetnek eldonteni, hogy milyen 1épésénél tortént valtozas az

autofagianak, de teljes képet csak szubsztatok (pl.: p62) vizsgalataval egyiitt kaphatunk.
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8. dabra. CG42612 csendesitésénél lecsokken az Ref(2)P mennyisége. A p62 és Atg8a jeloléseket hasznaltam az
autofagia szintjéenek meghatdrozasdara. Belsé kontrollnak az aTubulin84B jeldlést végeztem. A képen egy
membranon szétvalasztott fehérjék lathatoak, melyeket kiilonbozd ellenanyagokkal jeloltem. Az Atg7 csendesitése
Ref(2)P felhalmozodashoz mig a CG42612-RNSi csokkenéshez vezetett. A fehérje mintdkat teljes jol taplalt L3F
stadiumu larvdkbol izolaltam.

Az autofagia vizsgalatat jol taplalt L3F (3. larvastadium taplalkozo6 szakasza) larvakbol izolalt
fehérjemintakkal végeztem. Az Atg7-t negativ kontrollként hasznaltam, hiszen hidnydban az
autofagia gatlodik, igy a Ref(2)P felhalmozodésat vartam [65]. Tubulin valtozasahoz korrigélva
lett a Ref(2)P szintje. CGS8085-RNS csendesitésénél mindkét kontrollhoz viszonyitva
kismértéki csokkenést tapasztaltam. A CG42612-RNSi esetén jelentds Ref(2)P csokkenés volt
megfigyelhetd. Sajnos az Atg8a formainak megjelenitése a fehérje kis méretébdl addoddan
nehézkes, igy a kontroll mintaban egyik blotton sem sikeriilt értékelhetd eredményt kapnom.

Az RNSIi kontrollhoz viszonyitva az A¢g7-RNSi esetén nem detektalhatd az Atg8a-I1 lipidhez



kotott forma. Ami megfelel a szakirodalom alapjan vartaknak, hiszen az Atg7 fehérje sziikséges
az Atg8a lipidizacidjahoz [65]. A GAP csendesitések koziil csak a CG42612 csendesitéskor
lathatd Atg8a-II novekedés. Eredményeim alapjan feltételezhetd, hogy egyes GAP-ok
csendesitése nem csak a lizoszoma transzportjaban és extracellularis iirilésében, hanem
lebontésaban is érintettek lehetnek. A CG42612-RNSi esetén feltételezhetd, hogy hidnyaban
aktivalodik az autofag lebontdsi Utvonal, tehat ezen GAP negativ szabalyozoja lehet az
autofagianak. A kérdéses GAP-ok szerepét tovabbi, foleg mikroszkopos vizsgélatokkal

tervezem kiegésziteni.

5. LizoszOéma exocitdzist indukalhat a GAP-ok csendesitése

A nyélmirigy két egymashoz kapcsolodo egyrétegli kivezetd csébdl all, amelyeket oszlopos
hamsejtek vesznek koriil. Ezek a sejtek glue fehérjét valasztanak ki, ami a bab rogzitéséhez
sziikséges. A klonalis zsirtestek elemzésekor felfigyeltem arra, hogy a nyalmirigyekben is
képzddnek mitotikus rekombindns (z6lden fluoreszkald) klon sejtek, amelyekben aktiv az

UAS-Gal4 rendszer.

Tobb nyalmirigyet preparaltunk, és dsszehasonlitottuk a genotipusok kozti kiilonbségeket. A
CG7324-RNSi és a CG8085-RNS1 hatdsara a klonsejteknél fokozott szekréciot (apro lefiiz6do
citoplazmat tartalmazdé vezikulumokat) lehetett megfigyelni (9. abra). Kisérletesen a
szekrétumok pontos Osszetételét még nem azonositottam. Ez az exokrin mirigy, alkalmas
kisérleti modell ahhoz, hogy az exocitdzist vizsgéalni tudjam olyan kozegben, ahol a
vezikulumok kilokddése zart extracelluldris térbe torténik, és lathatova valik az exocitdzis teljes

folyamata [66].

A tovabbi kisérlethez L3 stadiumt larvdk nyalmirigyét preparaltam, ahol a GAP géneket
csendesitettem a nyalmirigyben. Elektronmikroszképiaval a GAP-RNSi nyalmirigyekben tobb
sejtmembranrol (kivezetdcsd lumene felé) lefiizddo lizoszomalis vezikulumot figyeltiink meg.
Legmarkansabb periféridlis lizoszoma szam novekedés a CG7324-RNSi esetén lattam (10.
abra). Eredményeim tamogatjak azon elméletemet, hogy a kivalasztott GAP-ok csendesitésével
fokozhat6 a lizoszoma exocitdzis. A jovében tervezem elektronmikroszkopiaval megvizsgalni

joltaplalt larvak zsirtest szovetét is.



Kontroll

CG8085-RNSI

Klénsejt (GFP) Kiénsejt (GFP)

067324 ‘RNS’ Exocitdzis mértéke nyalmirigyben (-6h)

20

" H %

70

E 60

K 40

: 30

20

Klonsejt (GFP) "
0

Kontroll Syx-4 CG7324 CG8085 CG11727

Szekrécids szazalék (%)

9. dabra. Zsirtest specifikus klondlis rendszer esetén megjelentek klon sejtek a nydlmirigyben is, ahol a
géncsendesités hatdsa fokozott szekréciot eredményezett: A CG7324-RNSi és a CG8085-RNSi hatasara a
klonsejteknél fokozott szekrécio figyelheté meg.



10. GAP csendesités hatdsira nydlmirigyben a lizoszomalis strukturak eldforduldsa megnovekszik a
plazmamembrdannadl: A CG8085, CG42612 és CG7324 RNS interferencia hatdsara megnovekedett a lizoszomdalis
strukturak szama a plazmamembrannal. Fehér nyilak jelzik a lizoszomalis strukturdkat.

6. GAP csendesités idegrendszerben novelheti az Arl8 pozitiv
struktirak szamat

Az ¢el6z6 kisérletek alapjan kivalasztott GAP-RNSi-k hatasat felndtt idegrendszerben is

terveztem vizsgalni.

A dLamp-nal 2 (Gal4-et hordozé torzzsel bekeresztezett w'!/8 és GFP-RNSi kontroll) mig az
Arl8-nal egy kontrollt hasznaltam (w!//%). - Utobbi esetben a GFP csendesitése befolyasolta
volna a GFP-Arl8 marker mennyiségét is. - Irodalom alapjan az RNSi hasznélata esetén
aktivalodhat a RISC komplex, mivel tilzott mennyiségii duplaszalt RNS-t termeltetiink. Az
RNS interferencia igy a cél mRNS-t6l fiiggetleniil tovabbi gének kifejezodésére is hatassal
lehet. Az RNSi kontroll torzs, amely nem rendelkezik célzott hatassal (cél mRNS-el), arra
szolgal, hogy kikiiszobolje a nem specifikus RNS interferencia aktivalodasbol eredd

kiilonbségeket [67].



Eredményim alapjan Drosophila felnétt idegsejtekben a dLamp pozitiv strukturak szdma
csokkent a CG6182 és CG42612-RNSi hatasara mig az Arl8 pozitiv struktirdk szama a GAP
csendesités hatdsara megnétt. A CG42612-RNSi esetén az Arl8 pozitiv strukturdk szama is
novekedett (11. abra és 4. tablazat). Elképzelhetd, hogy az idegrendszerben a dLamp ¢és Arl8
kiilonbozoé  struktardkat jeldlnek. Az ellentétes eredmények tovabbi kisérletekkel

magyarazhatok.
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11. abra. GAP csendesitéssel novelhetd az Arl8 pozitiv struktiurdak mennyisége: A és B) dLamp pozitiv strukturak
szama csokken a GAP RNSi hatdsara idegrendszerben. Barna csillagok a RNSi kontrollhoz képest mutatia a
szignifikancia megbizhatosagi fokat. C és D) ArlS pozitiv strukturak szama GAP csendesités hatdsdara
megnovekedik az idegrendszerben. Fehér kocka jelzi a kinagyitott kép részleteket.
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4. tablazat. Osszefoglalo tablizat Drosophila felndtt idegrendszerben (dopaminerg és szerotonerg) elvégzett
kisérletek eredményeibol: Az agyban a GAP RNSi hatasara dLamp pozitiv és Arl8 pozitiv struktirdk méretének
valtozasait tartalmazza a tablazat. Piros nyil: csékkent méret, vilagos piros: csokkent méret egy kontroll esetén,
zold nyil: novekedett méret, X jel6li azt, ahol nem tortént szignifikans valtozas. Fekete vonal jeléli azt, ami még
nem volt tesztelve.

7. Az idegrendszeri GAP csendesitéssel novelheto az allatok
mozgasképessége €s varhato €lettartama

Az elOzetesen kivalasztott 5 GAP-RNS interferencia torzseket Ddc-Gal4 torzzsel kereszteztem.

A gén csendesités igy a dopaminerg €s szerotonerg neuronokban tortént.

Az idegrendszer allapotdra maszas esszével mérhetd reakcid i1d6bol kovetkeztettem.
Eredményeimbdl latszik a maszas képesség korfiiggd fokozatos romlésa (12. &bra). Az
eredmények értékelésekor elsdsorban a legidésebb korcsoportra fokuszéaltam, hiszen az
autofagianak a hatékonysaga oregebb allatokban alacsonyabb. A GAP-RNSi hatasa leginkabb
ebben a korcsoportban figyelheté meg. A kontrollhoz és RNSi kontrollhoz képest a CG7324 és

a CG42612 szignifikansan novelte az allatok méaszasat mindkét nemben (12. &bra).

Ugyan ez a két GAP csendesitése nem csak a hosszitavu maszasi képességet javitotta, de a
rovid tava maszas esetén is pozitiv hatast eredményezett (13. dbra). ElImondhato, hogy a két
gén csendesitése az idegrendszerben dregedés soran javitja a méaszo képességet és a reakcid idot
is. Kiemelhetd, hogy ezek koziil az Arl8 pozitiv struktirdk szamat az idegrendszerben a
CG7324 és a CG42612 is képes volt ndvelni. Bar a CG6182 fokozta az Arl8 mennyiségét,

maszasképesség javulast ez esetben nem tapasztaltam.

Az élettartam vizsgalat eredményei eltérdek voltak a nemek kozt, igy ezeket kiilon
diagramokon szeretném bemutatni. A ndstényeknél kontrollhoz képest szignifikans élettartam
novelést ért el a CG11727. Az RNS interferencia kontrollhoz képest szignifikdnsan novelte az
¢lettartamot a mar emlitett CG11727, és a CG42612 csendesitése is. Fontos kiemelni, hogy

ezen a két GAP géncsendesitésén kiviil a tobbi negativan befolyasolta, csokkentette az atlag



¢lettartamot (CG6182, CG7324, CG8085). A himek esetén csak egy GAP csendesitése okozott
¢lettartam ndveld hatdst mindkettd kontrollhoz viszonyitva: a CG7324. A GFP RNSi
kontrollhoz képest a CG8085 csendesitése is szignifikansan novelte az élettartamot. A tobbi

gén csendesitése himekben csokkentett élettartamot eredményezett a kontrollokhoz képest (14.

abra).

Az UAS-Gal4 rendszer (igy valdsziniileg az RNSi) erésebben fejezddik ki a him egyedeknél,
igy ebbdl fakadhat a nemenkénti eltérés a kisérletek soran. Ezen kiviil élettartam gorbék lefutasa
mindkét nemnél a 20. napig egybefiiggd. A kisérletet, melynél a GAP csendesitések hatasait
vizsgaltam az Arl8 és dLamp pozitiv strukturdra 7 napos allatokban végeztem, igy lehet az
idésebb allatokban a géncsendesités mas eredményt mutatna. Az eredmények megerdsitése
érdekében a késdbbiekben a felnétt idegrendszeren végzett mikroszkopos kisérleteket ismételni
szeretném 1ddésebb 4allatok hasznalataval. A fluoreszcens eredményeket ultrastrukturalis

vizsgalatokkal is tervezem kiegésziteni.
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12. abra. GAP csendesités hatdasdra novelhetd az idos dllatok mdszdsképesség: Hosszutavii maszdsnal 23,5cm-
es magassagig kellett eljutniuk az allatoknak. Mind a ndstények mind a himeknél a CG7324-RNSi és CG42612-
RNSia 21. napon szignifikansan maszoképesség javulast eredményez. A boksz-plotokon a pottyok az egyes mérések
tartozo %-os értékeket jelolik (nem egyedszamot).
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13. abra. GAP csendesités hatasdra novelhetd az idos dllatok reakcioképessége. Rovid tavii maszas vizsgalatnal
6cm-es magassagot kellett az allatoknak elérni. Mind a néstények mind a himeknél a CG7324-RNSi és CG42612-
RNSi a 21. napon szignifikansan javulast eredményezett a reakcioképességben.
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14. dabra. GAP csendesitéssel novelheto az dllatok élettartama. A) Nostényeknél novelte az élettartamot a
CG11727 és CG42612 csendesitse. B) Himeknél pozitiv, élettartam néveld hatdst fejtett ki a CG7324. B’ Abra
csak 4 genotipust jelol: a két kontrollt, A CG8085-RNSi melynek gorbéje csak az RNSi kontrollhoz képest mutat
novekedest, eés a CG7324-t, ami mindketté kontrollhoz mérten szignifikansan névelte az élettartamot. Piros
csillagok jelzik a szignifikancia megbizhatésagi fokat a kontrollhoz képest, barnaval pedig az RNSi kontrollhoz
képest.



VI. Eredmények megvitatasa €s jovobeli tervek

Az Arl8 idegrendszeri aktivalasa élettartam noveld és kognitiv funkcid javitdo hatasu [49].
Azonban Arl8 kis GTPazokat szabalyoz6 GAP-ok irodalom alapjan még nem ismertek. Kutatd
csoportunk elézetes eredményeibdl kivalasztottunk GAP-okat, melyekkel tovabbi kisérleteket
végeztem. A GAP-ok redundéans funkcidval rendelkezhetnek, igy valoszintsithetd, hogy tobb
kis GTPazt is befolyasolhatnak.

Osszefoglalasul elmondhato, hogy GAP csendesitéssel szabalyozhaté az Arl8 és lizoszomalis
struktarak mennyisége ¢€s transzportja. Kozvetett bizonyitékot talaltam, hogy az anterograd
transzport serkentésével fokozhato a lizoszomalis exocitozis. A CG7324 és a CG42612 GAP-
ok csendesitése megnovelheti idegrendszerben az Arl8 aktivitasat és ezen keresztiil javithatja
az iddéskorral romlo reakcids mozgas képességet, és a reakcid 1d6t is javithatja. GAP
csendesitéssel élettartam novekedést értem el Drosophila melanogasterben. A CG7324
csendesitése a himekben megndvelte az €lettartamot, mig a néstényekben élettartam ndvekedést
a CG8085-RNSi okozott. A CG42612 igéretes GAP-nak bizonyul, csendesitésével élettartam
noveld hatdst csak ndstényekben tapasztaltam az RNSi kontrollhoz viszonyitva, ellenben him
egyedekben a gén csendesités negativ hatdsu volt. Mivel az élettartam és mozgasképességek
esetén is jelentds nemi eltéréseket tapasztaltam tervezem a fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalataimat i1s megismételni himekben és Osszehasonlitani az eredményeket a kordbban
nostényekben kapott eredményekkel. Eredményeim alapjan GAP csendesitéssel serkenthetd
lehet a lizoszoma exocitozis (5. tablazat). Kisérletesen igazoltam, hogy a vizsgalt GAP-ok
koziil a CG42612 autofag lebontasi 1épésben is részt vehet. A tovabbiakban mas lebontasi

folyamatoknal is lehetne tanulmanyozni a vizsgalt GAP-ok szerepét pl.: endoszomalis lebontas.

A GAP szabalyozasi pontok vizsgalatat tovabbi kisérletekkel kivanom folytatni (és mas RNSi
és mutans torzsek bevondsaval), lizoszomalis lebontasukat is fontosnak tartom jellemezni.
Sziikségesnek taldlom a vizsgalt GAP-ok ¢és az Arl8 fehérjek kozotti interakciokat
tanulmanyozni (pl.: éleszt6-2-hibrid, TurbolD). Hiszen jelenleg nem tudhato, hogy a feltart
szabalyozasi kapcsolatok direkt interakcion vagy mas kozvetett regulacion alapulnak. A
részletesebben vizsgalt GAP-ok szerepének konzervaltsagat méas modell éldlényeken is
tanulmanyozni kivanom. Az ismert emlds ortoldgok megnevezését és szerepét az 6. tablazatban

foglaltam Ossze.
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5. tabldazat. Osszefoglalé tablizat a Drosophila melanogasteren elvégzett kisérletek eredményeibél: Zold nyil:
szignifikansan emelkedett érték mindkét kontrollhoz képest. Vilagos zold: szignifikansan emelkedett érték csak egy
kontrollhoz képest. Piros nyil: szignifikansan csokkent érték mindkét kontrollhoz képest. Vilagos piros:
szignifikansan csokkent érték csak egy kontrollhoz képest. X: nem tortént szignifikans valtozas. Vonal: nem volt

tesztelve.




Gének | Génexpresszid Gén- Funkci6 Ortolog Forras
(idegsejt, expresszio
adult) larva (L3)
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6. tablizat. Osszefoglalo tiblazat a vizsgdalt GAP-ok f6bb tulajdonsdgairdl. A tablazat tartalmazza az expreszzios
szintet adult idegsejtben és larvilis szovetben (L3), a GAP-okhoz tartozo molekularis funkciokat, valamint a
vizsgdlt GAPok humadn ortologjainak megnevezését, és a hozzd tartozo forrdsokat. A zdrdjelben () lévd szamok

a human ortologok szamait jelolik.
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