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Roviditésjegyzék

ATG Autofagiaval 6sszefligg6 gének (Autophagy-related genes)
CORVET C osztalyu vakudélum/ endoszéma panyvazo komplex

(class C core vacuole/endosome tethering)

Dcp-1 Haldl-Caspase -1 (death-Caspase-1)

HOPS Homotipusos fuzié és fehérjevalogatd komplex
(homotypic fusion and protein sorting complex)

JAK/STAT Janus kindz/Szignal jelatvivs és aktivalo transzkripcios faktor jelatvitel (Janus
kinase/Signal Transducer and Activator of Transcripton)

JNK c-Jun N terminais kinaz

MARCM Mozaikelemzés repressziv sejtmarkerrel
(Mosaic Analysis with Repressible Cell Marker)

MMP-1 Matrix metallo-protedz 1

P-H3 Foszfo- hiszton 3

PVDF Polivinilidén-fluorid

Rab Ras-asszocialt kot6 fehérje (Ras-associated binding protein)

SNARE Oldhaté N-etilmaleimid-érzékeny faktor-csatlakozasi fehérje receptor

(Soluble N-ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment Protein Receptor)
TNF-a Tumor nekrézis faktor - o

VPS Vakuolaris fehérje valogatd komplex
komplex (Vacuolar protein sorting complex)



Osszegzés

Az autofagia soran a sejt felesleges anyagai kett6s membrannal hatarolt vezikulakba,
autofagoszémakba csomagolddnak, ezek lizoszomdkkal fuzionalva autolizoszémakat hoznak
létre, melyekben a felvett anyag lebomlik és Ujrahasznosul. Korabban mar ismert volt, hogy
az autofagoszdma képzd&dést segit6 gének, példaul az Atgl3 elvesztése gatolja a
tumorndvekedést, ugyanakkor az autofagia késébbi Iépéseinek, valamint a masik lizoszomalis
lebontd utvonallal, az endocitdzissal vald kapcsolatdnak hatdsa a tumorképzédésre még
kevéssé tisztazott. Kutatasunk soran Drosophila tumormodellben megvizsgaltuk, hogy az
autofagoszdéma-lizoszéma fuziét segité HOPS panyvazé komplex egyes alegységeinek hianya
milyen hatassal lehet a tumorok méretére. Azt tapasztaltuk, hogy a Vps39 alegység hianya,
bar meggatolta az autofag lebontdst, mégsem zavarta meg a tumor névekedését, ami
valdszin(siti, hogy az autofagianak nem a lebontd funkcidja sziikséges a tumorok
novekedéséhez. Ezzel szemben egy masik HOPS alegység a — korai endocitozist szabalyozd
CORVET komplexben is résztvev6 — Vps16A hidnya ismét a tumorok kis méretét
eredményezte, amely 6sszefliggésben allhat azon megfigyelésiinkkel, hogy a HOPS és a
CORVET kett6sen hianyos tumorsejtekben az apoptozis fokozddik. Emellett megallapitottuk,
hogy a HOPS és a CORVET egytuttes hianyanak kévetkeztében kéros korai endoszémak
halmozédtak fel, amely —a TNFa-JNK fokozott miikodésén keresztul — kivalté oka lehet a

megnovekedett apoptdzisnak.



1. Bevezetés

1.1 A lizoszémalis lebonté folyamatok

A lizoszodmadlis rendszer elsésorban az endocitézissal felvett extracelluldris anyagok,
illetve az autofagia utjan belékerild intracelluldris sejtalkotdk lebontasért felel.

Az endocitdzis soran a plazmammembran bemélyedését és lef(iz6dését kbvetben egy
korai endocitotikus vezikula keletkezik amely korai endoszomakkal képes fuzionalni. Utébbiak
enyhén savasodo pH-val rendelkezd belsejéban a felvett ligand-receptor komplexekrdl a ligand
disszocial. A szabad receptorok képesek reciklizalddni és visszakeriilni a plazmamembranra,
vagy intraluminaris vezikulakba csomagolddva lebontasra kerilnek. E lebontd utvonal soran a
korai endoszémak kés6i endoszémdakka (multivezikuldris testekké) érnek, amelyek
lizoszomakkal fuziondlva endolizoszomakka alakulnak [1], s igy bennik a felvett és nem
reciklizalédé anyag lebomlik (1.abra). Az endocitézisnak a jelatviteli recepotorok
reciklizaciojan, illetve lebontasan keresztll kiemelt szerepe a van a kilénb6z6 jelatviteli
folyamatok szabdalyozasaban.

Az autofagia sordan azok a sejten bellli strukturak, melyek a sejt szamara mar
feleslegessé valtak egy fagofor képzédésén keresztiil autofagoszomaba csomagolddnak. Ezek
a transzport vezikulak lizoszomakkal képesek fuziondlni, ami autolizoszéma képz6déshez vezet,
amelyben a felvett anyag lebomlik, a felszabaduld szerves épit6kdvek pedig Ujrahasznosulnak
(1.abra). Az autofdgidanak mds a lebontastél fliggetlen feladatai is lehetnek, mint példaul

bizonyos jelatvitali folyamatok befolydsoldsa és a szekrécids autofagia [2].

1.2 Az autofagiaban és az endocitézisban szerepl6é komplex és gének bemutatasa

Mivel mind az autofdgia, mind az endocitdzis fontos szerepet jatszik a sejtek
anyagcseréjében, mikddésében és mas sejtekkel valéo kommunikacidjaban, ezen utvonalaknak
a sérilése drasztikus hatassal lehet az adott sejtre és a szervezetre. A lizoszdmalis Utvonalak
sérilése szdmos betegséggel hozhaté Osszefliggésbe, mint példaul a neurodegeneracié és a
rak [3, 4].

Az autofagia folyamatat rengeteg kiilonb6z6 gén és komplex segiti és iranyitja. Az elsé
l[épéshez a fagofor képzédéséhez és novekedéséhez, nélkiilozhetetlen az Atg fehérjék altal
alkotott funkciondlis komplexek (Atgl kindz komplex, Vps34 lipidkindz komplex, Atg8

konjugacios komplex és Atg9 membran ciklizaciés komplex) m(ikodése. Az autofagoszomak



érésében és a lizoszomakkal valé fuzidjaban tdbb kiulonb6z6 fehérje komplex is részt vesz. A
HOPS pdanyvazé komplex (Vpsll, Vpsl6A, Vpsl8, Vps33A, Vps39, Vps4l) (1.abra) az
autofagoszémak és lizoszoémak membranjahoz kapcsolddoé kis GTPazokhoz (Rab2, Rab7 és Arl8)
kapcsolddva tartja kozel egymashoz a két membrant, hogy ezutdn az e fuzidés folyamatra
jellemz6 SNARE komplex (Syx17, Snap29 Vamp7, Ykt6) végrehajtsa a membranfuzét. A fazio
megtorténte utan, kialakulnak az autolizoszémak, melyekben a savas kornyezet hatasara
megkezdddik a lebontas.

Bar mind az endocitdzist, mind pedig az autofagiat szamos kiilonb6z6 komplex és
fehérje segiti, érdekes mddon létezik tobb, els6sorban a membranfiziét segitd faktor, példaul
a Rab7 kis GTPaz vagy a HOPS komplex, amelyek mindkét folyamat miikddéséhez
nélkilozhetetlenek. A HOPS azért is kilondsen érdekes mert egyes alegységei atfedést
mutatnak az enodcitézisban szereplé CORVET panyvazdé komplexszel. A két komplex szerepe az
endocitézis soran elkilonil egymastdl, a CORVET (Vps8, Vps3, Vpsl6A, Vpsl8, Vps33A)
autofagoszémak mellett, a kés6i endoszomak lizoszdmakkal torténd fuzidjahoz is sziikséges. A
két komplex strukturalis felépitése nagyon hasonold és a C tipusu Vps fehérjéik azonosak (tehat
Vpsll, Vpsl6, Vpsl8, Vps33 alegységeik megegyeznek). A CORVET specifikus alegységein
(Vps8, Vps3) keresztiil a korai endoszémakon talalhaté Rab5, ezzel szemben a HOPS specifikus
alegységei (Vps41, Vps39) pedig az autofagoszomakra és kés6i endoszémakra jellemz6 Rab2
és Rab7 kis GTPazokkal képes kdlcsénhatasba Iépni [5].

Bar mind az autofdgia, mind az endocitézis folyamatardl ismert, hogy nagy
jelent6séggel bir a daganatok fejl6désében [1, 6], a két folyamat soran kiemelten fontos a
CORVET és a HOPS komplexek tumorndvekedésre, illetve az ezt szabalyozd jelativteli

folyamatokra gyakorolt hatdsa egy kevéssé feltart terilet.
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1.abra: A HOPS és a CORVET komplex funkcidja (A) és felépitése (B).
A panell: a szerz6 sajdat dbrdja, B panell: Balderhaar HJ dbrdja alpjan [7].

1.3 A rakos elvaltozasok vizsgalata Drosophildaban

A Drosophila melanogaster szaporasaga, gyors generdciés ideje, olcsé
fenntarthatdsaga, és a rendelkezésre all6 paratlan genetikai eszkdztar (mutacidk, transzgének)
miatt a molekularis genetika/sejtbioldgia kedvelt modelladllata. Az emberi betegségekben
érintett gének 75 %-anak van ismert homoldgja az ecetmuslinca genomjaban, igy a muslinca
kutatasokbdl nyert adatok jelent6s része atvihet6 human kutatasokba is [8]. Emellett a
Drosophilaban létrehozott betegségmodellek vizsgalata elényds az egyszerlibb genetikai
felépitésiik, a gének alacsonyabb szdma és igy a kisebb genetikai redundancia miatt.

A Drosophila a daganatfejl6dés genetikai hatterének vizsgalatdra is kivalé modellként
szolgél, szdmos kulénbdz8 ecetmuslinca tumormodellt ismeriink. Ilyen példdul a Ras'!?
onkogént tultermeld és a Scribble tumorszuppresszorra mutdns sejtekbdl l1étrejové daganat is
[9]. A Ras jelatviteli atvonal az egyik f6 serkent6je a sejtosztdddsnak; igy ha a Ras egy
funkcidnyeréses mutacid (RasV'?) miatt hiperaktivva valik az a sejtosztddas tulmiikodéséhez
fog vezetni. Ezzel parhuzamosan a Scribble gén funkcidvesztéses mutacidja a sejtek
polaritdsdnak elveztését okozza. A RasV!? tultermelése és a Scribble mutdacidjanak egyidej(

bekovekezése esetén a sejtek korlatlanul képesek a tér barmely iranya felé osztédni és az

alaphartyat atlépve invazivva valni. Osszességében tehat a Ras¥!? funkcidnyeréses formajanak



tultermelése és a Scribble gén funkcidvesztése egylittesen, egymads hatasat erdsitve a sejtek
rosszindulatl daganatos tulnévekedését eredményezik [9].

A RasV'%; Scrib-/- tumormodell rendkivil alkalmas az autofdgia és az endocitdzis
molekularis genetikai vizsgalatara, hiszen ebben a rendszerben kénnyen inaktivalni tudjuk az
adott komplexeket és géneket. Emellett korabbi kutatasok mar vizsgaltak az autofagia kezdeti
|épéseinek hatasat e tumortipus novekedésére. E kutatdsok azt mutatjak, ha a fagofor
képz&dését iranyitd Atgl3 gént gdatoljuk a Ras[V12]; Scrib-/- tumorokban (innentdl RS
tumorként hivatkozunk rd) akkor szignifikadnsan kisebb daganatok keletkeznek [1]. Ugyanakkor
az autofagia kés6bbi [épéseiben példaul az autofagoszoma-lizoszéma fuzidoban keletkezett
zavarok hatdsa az RS tumorokra még nem ismert.

Az RS daganatokban a JNK jelatviteli utvonal aktivitasanak jelent8ségét is igazoltak [9].
A JNK egyrészt hozzajarul az MMP1 (matrix metalo-protedz 1) expresszidjahoz, ami a tumoros
sejtek invazivitasat képes fokozni az alaphartya degraddciojan keresztil [10], tovabbd szamos
publikacid igazolta, hogy a JNK az RS tumorokban képes tamogatni a tumorprogressziot a
JAK/STAT jelatvitel aktivalasan keresztul [11]. Végul a JNK-rdl jol ismert, hogy adott esetekben
képes indukalni az autofagiat [12] és a kaszpazfliggd sejthalalt is [13]. A JNK jelatvitelt az
endocitézis folyamataval is kapcsolatba hoztak mar, hiszen megallapitottak, hogy a Toll-7
jelatvitel el6segiti az TNF-szer( citokin, az Eiger endocitdzisat és a korai endoszémakban valé
lokalizaciéjat. A JNK dtvonal igazoltan Eiger-fligg6 folyamat [14], igy Eiger jelenlétében
aktivalédik, és igy tdmogatni tudja az RS tumorok tumorprogresszidjat [15].

A kutatasunk soran szerettik volna jobban feltarni az endocitézis és az autofagia
egyuttes hatasat a daganatképz&dés soran, illetve megvizsgalni, hogy a lizoszomalis lebontd
utvonalak sérilése milyen sejtbioldgiai folyamatok és jelatviteli Utvonalak aktivitasat

befolydsolja az RS tumorokban.



2. Célkittizések:

Kutatdsunk f6 célja volt, hogy megértsik a lizoszomalis Utvonalak, igy az autofagia és az
endocitézis kilonbdz8 lépéseinek szerepét a rakos daganatok fejl6édésében. Részletes
célkitlizéseink az alabbiak voltak:

- Az autofagoszoma képz6dés, valamint az autofagia és az endocitdzis folyamatanak a
HOPS és CORVET altal szabalyozott Iépéseinek a tumorndvekedésben betoltott
szerepének vizsgalata.

- Az igy vizsgdlt mutans daganatok méretkilonbségei mogott allé okok (sejthalal és a
sejtosztodas mértéke) feltérképezése.

- A INK jelatviteli dtvonal miikodésének vizsgalata HOPS és CORVET hianyos
tumorokban.

- Az endolizoszomalis kompartmentek elhelyezkedésének és aranyanak vizsgalata HOPS

€s CORVET hianyos daganatokban.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Genetikailag indukalt tumorgeneazis:

A modellszervezetiink a kisérleteink soran a Drosophila melanogaster volt. A

muslincakat agar-kukoricaliszt-éleszt6 tapon tartottam fenn allandé h6mérsékleten (25°C).
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2.abra: A kutatds sordn haszndlt MARCM technika sematikus dbrdja. Az dbrdn csak a rekombindns
sejteket eredményezd esetek Idthatoak, nem daganatos sejteket létrehozo esetek az dbrdn nem
szerepelnek, a jobb dttekintehitség érdekében. (a szerzG sajat dbraja)

A rosszindulatu daganatokat MARCM (Mosaic Analysis with Repressible Cell Marker)
technikdval hoztuk létre. A folyamat soran egy ey-Flp; Act-FRT-CD2-FRT-Gal4, UAS-GFP; FRT82B
tub-Gal80 genotipusti (MARCM) torzset haszndltunk, amelyet a kés6bb ismertetett effektor
torzsekkel kereszteztiink, hogy a szdmunkra megfelel6 mutacidkkal rendelkezé egyedeket
kapjuk (2.abra). Az igy létrejovd larvak osztédod sejtekbdl allo, szemkorongnak is nevezett,
fejl6d6 szemében a tumorfejlédést szomatikus rekombindcidval indukdltuk az FLP/FRT
helyspecifikus rekombindz és Gal4/UAS/Gal80 iranyitott expresszids rendszer segitségével. A
modszer eredményeként Gal4d-et expresszald GFP pozitiv sejtklonok jonnek létre, amelyek
rosszindulatl daganattd fejlédnek. Az autofag flux vizsgdlatahoz hasznalt tumorok esetében,
egy modositott MARCM torzset hasznaltunk, amelyben a tumoros sejtek az UAS-GFP helyett
egy UAS-mCherry-GFP-Atg8a riportert expresszaltak.

A kontroll rosszindulati daganatok indukdldsdhoz UAS-Ras¥'?; FRT82B Scribd!
genotipusu (Ras Scrib/RS) effektor torzs egyedeit kereszteztilk a MARCM-hez. Ezen daganatok

sejtjeiben a Ras'!? tultermel&dése tulzott sejtosztdddshoz vezet, emellett ugyanezen sejtek



homozigdtdva valnak a Scribble (Scrib) sejtpolaritas gén funkcidvesztéses alléljére is,
igy a sejtek az alaphartyat atlépve képesek lesznek osztédni és terjedni.

Az autofagia és az adott C tipusu Vps komplexek tumorspecifikus funkciovesztésének
vizsgdlatara tovabbi, az adott gént csendesité vagy homozigdta mutans tumorokat létrehozé
effektor torzseket hasznaltunk. Mivel az Atgl3, a Vpsl6A és Vps39 gének ugyanazon
kromoszoma karon helyezkednek el, mint a Scrib, igy mutans alléljeiket rekombinacidval a
Scribd? és az FRT82B mellé bevive, olyan effektor térzseket hoztunk létre, amelyek a Scrib-re
és az Atg1398! [16], Vps16A®3? [17] vagy a Vps399! [18] mutdciéjara homozigdta tumorokat
hoztak létre. A Vps8 funkcidvesztését egy UAS-Vps8KK100319 RNSj (Vienna Drosophila Resource

Center) transzgén tultermelésével értik el. A kutatds soran az alabbi szelekciot segité

Felhasznalt torzsek

Szévegben hasznalt
Szévegben hasznalt
Genotipus rovidités (adott mutacioval
rovidités (torzsekre)
rendelkez6 daganatokra)
ey-FLP; Act-FRT-CD2-FRT-Gal4, UAS-
MARCM térzs -
GFP; FRT82B tub- Gal80
ey-FLP; Act-FRT-CD2-FRT-Gal4, UAS-
MARCM flux -
mCherryAtg8a; FRT82B tub- Gal80
+/+; UAS-Ras[V12]; FRT82B Scrib[d1] RS effektor térzs RS
+/+; UAS-Ras[V12]; Atgl3, FRT82
RS13 effektor torzs RS13
Scrib[d1]
+/+; UAS-Ras[V12]; FRT82B, Vps39[di]
RSVps39 effektor térzs RS Vps39
Scrib[d1]
+/+; UAS-Ras[V12], Vps8KK; FRT82B
RSVps8 effektor téorzs RS Vps8
Scrib[d1]
+/+; UAS-Ras[V12]; FRT82B, Vpslb6a
RSVps16 effektor térzs RS Vpsl6a
d32, Scrib[d1]
+/+; UAS-Ras[V12, Vps8KK]; FRT82B, RSVps8; Vps39
RS Vps8; Vps39
Vps39, Scrib[d1] effektor térzs

1.tablazat: A kutatds alatt felhaszndl térzsek listdja




dominans markereket és balancer kromoszémakat hasznaltuk: Sp; Cyo; TM6c. A felhasznalt

torzsek pontos genotipusat az 1. tablazat tartalmazza.

3.2 Tumor térfogat analizis:

A mutans daganatok méretbeli kiilonbségének vizsgalata soran késdi stadiumu tumort
hordoz6 8 napos larvakat gydjtottiink. A tumorokat PBS pufferben boncoltuk ki, majd 4%-os
formaldehid-PBS-ben fixaltuk 20 percig. A fixalas utan a mintakat kétszer oblitettiik, majd 15
percig billegtetve mostuk PBS-sel. Ezt kdvet6en a mintakat targylemezen 100%-os glicerinbe
helyezve lefedtiik. A mintak valds térfogatanak megdrzéséhez a targylemez és a fed6lemez
kozé kétoldalu ragasztdszalaggal tavtartd ,hidacskakat” képeztlink.

A tumorok teljes térfogatanak megméréséhez, Apotome 2.0 konfokalis egységgel
felszerelt Zeiss Axiolmager M2 fluoreszcens mikroszképot alkalmaztunk, amellyel Z-stack
funkciot (3 um szeletvastagsdg) alkalmazva, 10x-es nagyitdason a tumor teljes térfogatat
végigszeletel§ képeket készitettiink. Az elkészilt képek alapjan a tumorok méretét

szamszer(sitettlik (lasd 3.5 fejezet ).

3.3 Immuncitokémia:

Genotipusonként 5-6 db, korai stddiumu tumort hordozd, 6 napos larvabdl boncoltam
ki tumorokat, majd 20 percig fixdltam 6ket 4%-os formaldehid-PBS oldatban. A fixalot 3x5
perces 0,5%-0s Triton X100-PBS oldatban (PBT) valé mosassal tavolitottam el, majd a mintakat
5%-0s szarvasmarha magzat szérumot (FBS) tartalmazé PBT-ben (FBS PBT) feloldott elsGdleges
ellenanyag (2. tablazat) oldatban inkubdltam 4°C-on egy éjszakan at. A koévetkez6 napon a
mintakat 3x5 percig mostam PBT-ben, majd FBS PBT-ben oldott mdsodlagos ellenanyag (2.
tablazat) oldatban inkubdaltam &ket 3 éran at szobahén. Ezt 2x5 perces PBT-ben, majd 2x5
perces PBS-ben tértén6é mosas kovette. Végul a mintakat 100%-os glicerinben fedtem le, és
mindegyikbdl fluoreszcens mikroszképpal egy 7-7 szeletbél 4ll6 képsorozatot készitettem (Z-
stack) a mar emlitett Zeiss Axiolmager M2 mikroszkdpot alkalmazva. A 8.4bran lathaté képeket
40x-es (0.35 um-es szeletvastagsag) az 5. és a 6.abran lathatdakat pedig 10x-es (2 um-es

szeletvastagsag) nagyitdssal fotéztam.



3.4 Western blot:

A western blot kisérleteket megel6z6 mintaelGkészités soran 8 napos daganatokat (5-
10 db/genotipus) gy(ijtottink, jégen tartott lizis puffert (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1%
Triton X-100, és 5 mM EDTA) tartalmazé Eppendorf csovekbe. A lizis puffer protedz (PMSF
1:100, leupeptin 1:1000, aprotinin 1:1000) és foszfatdz (NaF 1:100, Na3VO4 1:100) inhibitort is
tartalmazott. Ezutan a mintakat mlanyag kézi homogenizdlé palca segitségével
homogenizaltuk, majd Bradford reagenssel megmértik a fehérjetartalmukat. Végul
6xLaemmlii mintafelvivd puffer hozzdadasat kdvet6en a mintdkat 5 percig forraltuk, majd
felhasznalasig -20°C-os fagyasztoban taroltuk.

A western blot kisérlet soran 10%-os poliakrilamid gélen mintanként 10 ug fehérjét
tartalmazé mennyiséget futtattunk meg (Mini-Protean Tetra Cell, gélfutatté berendezés, Bio-
Rad), majd a lefutott gélbdl a fehérjéket Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) berendezés segitségével
vittiik 4t PVDF membranokra. A membrant ezt kvet6en 0,1% Tween-20 detergenst tartalmazé
TBS pufferben (TBST) mostuk 3x5 percig, majd egy éran at blokkoltuk 0,5%-0s kazeinben.
Ezutdn a membranokat elsGdleges ellenanyagokat (2. tablazat) tartalmazé 1:1 TBST-Kazein
oldatban inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on billegtetve. Masnap a membranokat 3x10 percig
mostuk TBST-vel, majd egy 6rdn at inkubaltuk &ket tormaperoxiddz (HRP) konjugalt
masodlagos ellenanyagot (2.tablazat) tartalmazd Kazein-TBST-ben, szobahén. Ezt egy 3x10
perces TBST mosas kdvette, majd a membranokat Immobilon Western Chemiluminescent HRP
szubsztrat (Merck) oldattal kezelve hivtuk el6 Chemidoc Imaging System (Bio-Rad) berendezés
segitségével. A kisérleteket denzitometrdlassal értékeltiik ki. Ennek soran az adott band-ek
intezitasat mértik meg az Imagel szoftver Gels funkciéjanak hasznalataval.

Az autofag flux kisérletek soran a fentiekkel alapvetéen megegyez6 mintagydjtési és western
blot eljarast alkalmaztunk, csak ez esetben az mCherry-GFP-Atg8a riportert hordoz6 MARCM

torzzsel valo keresztezésébdl szarmazd, 8 napos larvakbadl gyjtottiink tumormintakat.

3.5 Statisztika:

A tumortérfogat mérés soran genotipusonként 10-10 tumor méretét
szamszer(sitettem a Fiji Imagel) képfeldolgozd program segitségével, egy altalunk irt makro
segitségével. A GFP+ terlleteken mindig az ,Otsu” maszkolasi modellt alkalmazva jel6ltem a
modellben meghatarozott kdszobérték feletti intenzitasu részeket. A tumortérfogat mérések

Ossztérfogat-értékei alapjan a Prism (GraphPad Software) programban végeztem statisztikai



elemzést, miutan Shapiro-Wilk teszttel ellenériztem az adatok eloszlasat. Ha az adatok normal
eloszlasuak voltak, egymintds t-tesztet alkalmaztam. Ha az adatok nem normal eloszlasuak
voltak, Mann-Whitney tesztet alkalmaztam. A statisztikai elemzéseket bemutatd diagramokon
a szignifikancia értékeket a kovetkez6képpen tiintettiik fel: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001;
*&x*: p<0,0001.



Immuncitokémia

Elsédleges Ellenanyag
Higitas Gyarto Azonosito
ellenanyagok tipusa
nyul anti-PH3 poliklonalis 1:500 Merck #06-570
nyul-anti- Cell Signaling
poliklonalis 1:200 #9578
cleaved-Dcpl Technologies
nyul-anti-Rab5 poliklonalis 1:100 abcam ab31261
egér-anti-Rab7 | monoklonalis 1:10 DSHB AB2722471
Masodlagos Ellenanyag
Higitas Gyarto Azonosito
ellenanyagok tipusa
Alexa 568-
anti-nyul 1:1000 LifeTechnologies -
konjugalt
anti-egér poliklonalis 1:1000 LifeTechnologies -
Western blot
Elsédleges Ellenanyag
Higitas Gyarto Azonosito
ellenanyagok tipusa
egér anti-MMP- 3B8D12, 3A6B4,
monoklonalis 1:250 DSHB
1 S5H7B11
Cell Signaling
nyul anti-JNK monoklonalis 1:1000 4668
Technologies
Developmental
egér anti-
monoklonalis 1:1000 Studies #AA4.3
Tubulin E7
Hybridoma Bank
Masodlagos Ellenanyag
Higitas Gyarto Azonosito
ellenanyagok tipusa
anti- egér HRP poliklonalis 1:10000 Sigma AP124
anti-nyul HRP polikolnalis 1:2500 DAKO P5100

2. tablazat: Az immuncitokémiai és a Western blot sordn alkalmazott ellenanyagok listdja.




4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 Az autofagiaban és az endocitézisban résztvevo C tipusu Vps komplexek szerepe a

tumornovekedésben

Az autofagia és a Ras¥!%;Scrib”- tumormodellben végzett korabbi kisérletek alapjan [1]
tudjuk, hogy ha az autofagia kezdeti |épését, a fagofor képz6dését gatoljuk (Atgl3 gén
kevéssé kutatott teriilet, ezért kivancsiak voltunk, hogy ezek megzavarasa milyen hatast fejthet
ki az RS daganatokra. Kisérletiinkh6z olyan tumorokat hoztunk létre, melyekben a HOPS
komplex specifikus, Vps39 alegységének mutdcidjaval gatoltuk az autofagoszoma-lizoszoma
fuziot és érdekes mdédon ez nem okozott tumorméret csokkenést a kontrollhoz képest (3.abra).
Ez azért meglepd, mert a HOPS komplex hianydban az autofag lebontas is gatolt kell legyen.
Annak megerd@sitésére, hogy az RS Vps39 daganatokban valdban nem zajlik autofag lebontas,
autofag flux esszét végeztiink, mely soran mCherry-Atg8a riportert kifejez6 tumorok lizatumat
vizsgaltuk western blottal [19], (3.abra). Az autofdgia megfelel6 mikodése soran a
lizoszdmakban az Atg8a és az mCherry kdzotti kotés a lizoszoma hidroldzai altal elhasitédik, igy
a szabad mCherry mennyiségébdl kimutathatd az autofdg lebontds mértéke. Azon
eredményink, hogy az RS Vps39 mutdns dagantokbdl szinte hidanyzott a szabad mCherry,
megerd@siti az eddigi feltételezéslinket, hogy benniik ténylegesen gatolt az autofag lebontas. Ez
alapjan, az RS daganatok novekedéséhez nem szilikséges az autofagoszomdk és a késdi
endoszomak lizoszomakkal valé, HOPS- fligg6 fuzidja és igy a lizoszomalis lebontds. Ez pedig
arra utal hogy az RS Atg13 tumorok kis mérete nem az autofag lebontas hibaja miatt alakul ki,

vagyis az autofagia lebontd funkcidja nem esszencidlis a tumor névekedéséhez.

D RS RS Vps39+*
Tumor  Tumor

*
25 kD2 == s ~a S7abad
mCherry

S5 kDa=— s v |~aTubulin

eyMARCM
mCherry-Atg8a

3.abra: A 8 napos RS (A), az RSAtg13 (B) és az RSVps39 (C) dagantok tumortérfogatbeli
Osszehasonlité abrdja. Emellett az RS és a RSVps39-ben végzett autofdg flux kisérlethez tartézo
Western blot dbrdja (D). A Tubulin téltési kontrollként szolgdl. *: aspecifikus band



Ezt kovet6en megvizsgdltuk, hogy a HOPS komplex mads alegységei milyen hatdssal
lehetnek a daganatok névekedésére. Némileg varatlan mddon az RS daganatokban a Vps16A
alegység tumorspecifikus hidnya soran szignifikdnsan kisebb tumorok keletkeztek (4.abra).
Ennek lehetséges magyarazata, hogy a Vps16A nemcsak a HOPS része, hanem az endocitdzis
korai lépéseiben szerepl6 CORVET komplex tagja is lehet. gy a Vps16A mutacidja soran,
nemcsak az autofagia folyamataban okozunk zavart, hanem az endocitézisban is. Ezt
vizsgalandd, a CORVET komplex specifikus Vps8 alegységét csendesité daganatokat (RS Vps8)
hoztunk létre, ezek mérete azonban a kontrollokhoz (RS) képest nem csokkent (4.abra).
Eredményeink alapjan felmerilt, hogy a CORVET és a HOPS egyiittes hianya soran
keletkezhetnek csak szignifikdnsan kisebb daganatok, ahogy ezt az RS Vpsl6 tumoroknal
megfigyeltik. Ennek vizsgalatdra a Vps39-re mutans (HOPS) és ezzel parhuzamosan a Vps8-at
(CORVET) is csendesité tumorokat hoztunk létre (RS Vps8; Vps39), amelyek az RS Vpsl6
fenotipusahoz hasonléan szignifikdnsan kisebbre néttek (4.abra). Osszességében az Atgl3 és
a kilonb6z6 HOPS és CORVET alegységekre hianyos tumorokon végzett vizsgdlataink
eredménye arra utal, hogy az RS Vps16 és az RS Vps8; Vps39 daganatok kis mérete valdszin(ileg
a HOPS és a CORVET komplex endocitdzisban ellatott funkciéjanak koszénhets, és nem az

autofagoszéma-lizoszdma fuzidban betoltott szerepének kieséséhez kdthetd.
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4.3bra: A 8 napos RS (A), RSVps16 (B), RSVps39 (D), RSVps8 (E), RSVps8;Vps39 (F) daganatok
(GFP+ teriiletek) a térfogatbeli 6sszehasonlitdsa. Statisztikai analizis az A és B (C), illetve a D-F
(G) panelleken lathatd kisérletekhez.



4.2 A HOPS és CORVET komplex tumornovekedésre gyakorolt lehetséges sejtbioldgiai okai

Mivel a HOPS és a CORVET komplex egylttes zavara kisebb tumorméretet okozott,
felmerilt a kérdés, hogy ennek milyen sejtbiolégiai hattere lehet. Ezért immunfestést
végeztiink az RS, az RS Vps8; Vps39 és az RS Vpsl6 funkcidvesztéses mutans daganatokban,
amely sordn a sejtosztddds (P-H3) és az apoptdzis (Dcp-1) mértékét vizsgdltuk.

Az osztédo sejteket jelold P-H3 festés sordn, mind az RS, az RS Vps8; Vps39 és az RS
Vpsl6 daganatok hasonlé eredményeket mutattak (5.dbra). A mikrokdrnyezetben és a
daganatos szovetekben (GFP+) egyarant megfigyelhet6ek osztddo sejtek, de nagyobb eltérés

nem észlelhetd a kilénb6z6 genotipusok kdzott.

Ras' " Scrib % "
Vips8 RNAI; Vps39-/-

5.abra: Az RS (A), az RSVps8; Vps38 (B) és az RSVps16 (C) 6 napos mutdns daganatok
immunfestése az osztodo sejteket jel6l6 anti-P-H3-al. A GFP a tumoros sejteket (A’-C’ paneleken
sargadval keretezve), a GFP hidnya pedig a mikrokérnyezetet jeléli.

Az apoptozissal pusztuld sejtekre jellemz6 aktiv kaszpazt (Death caspase-1/Dcp-1)
jelolé festést is elvégeztiik ugyanerre a harom genotipusra (6.abra). Az RS kontroll daganatban
nagyobb mennyiségben a mikrokdérnyezetben lathatunk pusztuld sejteket. Ezzel szemben az RS
Vps8; Vps39 és az RS Vps16 funkcidvesztéses a daganatokban a tumoros teriileteken lathatunk

tobb apoptotikus sejtet (6.abra).



Osszességében tehat eredményeink arra utalnak, hogy a HOPS és CORVET kettds

funkcidvesztéses daganatok (RS Vps8; Vps39 és RSVps16) kisebb tumor mérete a fokozott

apoptdzisnak tudhato be.
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6.abra: Az RS (A), az RSVps8; Vps38 (B) és az RSVps16 (C) daganatok immunfestése az apoptozissal
pusztuld sejteket jel6l6 anti-Depl1-gyel. A GFP a tumoros sejteket (A’-C’ paneleken sdrgdval

keretezve), a GFP hidnya pedig a mikrokérnyezetet jeléli.



4.3 A JNK jelatviteli utvonal vizsgalata fizié mutans daganatokban

Mivel ugy gondoltuk, hogy a HOPS és CORVET kett6sen hianyos tumorokban
megnovekedd apoptdzis vélhetéen valamelyik jelatviteli folymat hibas mikddésének volt
betudhatd, meg akartuk vizsgalni e tumorokban a sejthalalt indukald jelatviteli folyamatok
mikodését. Kutatasok alapjan a JNK jelatviteli utvonal képes kaszpazfiiggd sejthaldlt indukalni
adott szovetekben [13], emellett az is ismert, hogy a JNK jelatvitel aktivitdsa magas az RS
daganatokban [20], igy fontosnak tartottuk a JNK Utvonal vizsgalatat.

Korabban mar bemutattdk, hogy az altalunk hasznalt tumormodellben a matrix
metalloprotedz 1 enzim (MMP1) expresszidja nagymértékben fiigg a JNK aktivitasatdl. igy
western blottal teszteltliik az MMP1 szintjét RS, RS Vps8, RS Vps39, RS Vps8;39 és RS Vpsl6e
daganatokban (7.abra). A kisérlet alapjan, bar a HOPS és a CORVET egyszeres funkcidvesztéses
tumorokban is n6tt az MMP1 szintje, mint kontrollhoz képest, a legnagyobb emelkedést mégis
a kett6s funkcidvesztéses RS Vps8; Vps39 és az RS Vps16 daganatok mutattdk (7.abra). Ez arra
utal, hogy a HOPS és CORVET egyiittes hianyaban megndvekedd apoptdzis valdszinlleg a JINK

jelatvitel tulmdkodésének tudhaté be.
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7.abra: A JNK jeldtvitel aktivitdsdnak kimutatdsdra szolgdlo Wesetern blot kisérlet
dbrdja. A tubulin téltési kontrollként szolgal. A denzitometrdlds sordn az MMP1 band-
ek intenzitdsdt hasonlitottuk az azonos geneotipus Tubulin-jagnak intenzitdsahoz.



4.4 Az endszdmalis kompartmentek vizsgalata HOPS és CORVET hidnyos daganatokban
Mivel az endocitézis fontos szerepet jatszik a jelatviteli folyamatok szabalyozasaban,

fontosnak tartottuk, hogy megvizsgaljuk a HOPS és CORVET hidnyanak hatasat az endoszomalis
kompartmentek méretére és eloszlasdra. Ehhez immunfestést végeztliink amely sordn a korai
endoszomakat anti-Rab5-tel, a kés6i endoszomakat és autofagoszdmakat pedig anti-Rab7-tel
jeloltiik a tumorokban és azok mikrokornyezetében (8.abra).

Az RS kontroll daganatokban a Rab5 és Rab7 pozitiv strukturak tébbsége jél elkilonlt
egymastol, és a Rab7 és a Rab5 jel kozott csak helyenként volt megfigyelhetd részleges atfedés
(8.abra). Ezzel szemben a CORVET hidnyos daganatok (RS Vps8) rakos sejtjeiben a Rab5 és Rab7
kolokalizacidja megnd, és a két markerre egyarant pozitiv nagyméret( strukturak halmozédnak
fel (8.abra). E korai (Rab5) és késdi (Rab7) endoszomalis fehérjékre kettésen pozitiv strukturak
vélhet6en kéros endoszomak lehetnek, amelyek kés6 endoszomava érése csak részben zajlik
le, a CORVET-fligg6 kori endoszomalis fuzidk elmaradasa miatt. A HOPS mutans daganatokban
(RS Vps39) elsésorban az apré Rab7 pozitiv strukturdk jelentés mértékld halmozddasat
figyelhetjik meg (8.abra). Emellett e tumorokban kisebb mennyiségben a Rab5 pozitiv korai
endoszomak is megfigyelhetéek, de ezek nem fednek at a Rab7 pozitiv strukturakkal (8.abra).
A HOPS és a CORVET kett6s funkcidvesztéses daganatokban (RS Vps8;Vps39), a kontrollhoz (RS)
képest Rab5 és a Rab7 pozitiv strukturak egyarant nagy mértékben halmozddnak, de ezek csak
alkalmi, részleges atfedést mutatnak egymassal (8.abra).

A fenti kisérlet alapjan, az aldbbi kozetkeztetést vontuk le a daganatokban a HOPS és a
CORVET muikoédésérdl: A HOPS a lizoszomalis fuziokért felel, igy a HOPS mutans daganatokban
nem fuziondlt Rab7 pozitiv autofagoszdémak és kés6i endoszémak halmozddnak fel. Ezzel
szemben a CORVET a korai endoszdmak kés6i endoszomadva éréséért felel, hianyaban pedig
kéros hibrid endoszomadk keletkeznek, amelyek korai és kés6i endoszomdkra utald jegyeket is
mutatnak. Erdekes, hogy bar a HOPS és CORVET kett8s funkcidvesztéses tumorokban a két
komplex hidnyaban tapasztalt fenotipusok 6sszeadédnak — a Rab7 pozitiv strukturak
felhalmozddasa (HOPS fenotipus) mellett a Rab5 pozitiv endoszémdak mennyisége is megné
(CORVET fenotipus) — ugyanakkor a CORVET csendesitésre jellemz6 hibrid endoszomak
eltinnek. Ez arra utal, hogy a CORVET hidanyaban részben megrekedt endoszéma érése a kettds
funkcidvesztés hatasara ellehetetlentl, igy utdbbiakban éretlen korai endoszémak
halmozédhatnak fel. Ez azért bir kiilénds jelent8séggel, mert a korai endoszémakban talalhato

ligand-receptor komplexekr6l még torténhet jeldtvitel. Fontos megjegyezni, hogy a RS



tumorokban leirtdk, hogy a JNK-t aktivalé ligand, az Eiger a korai endoszémakba kerilve kezd
el szignalizalni, e jelatvitel tulm(ikddése pedig apoptdzishoz vezet [14, 15]. gy eredményeink
felvetik annak lehet&ségét, hogy a HOPS és CORVET kettds funkcidvesztéses tumorokban
felhalmozddd éretlen korai endoszomak allhatnak az ugyanezen tumorokban megfigyelt

feler6s6d6 INK jelatvitel és apoptozis hatterében.
A 6 napos tumor e s

L

|

8.abra: A korai endoszémdk (Rab5), illetve a késéi endoszomdk és autofagoszomdk (Rab7) eloszldsat
jelélé immunfestés RS (A), RS Vps8 (B), RS Vps39 (C) és RS Vips8;Vps39 (D) tumorokon. CORVET és a
HOPS komplex mutdns daganatokban. A GFP a tumoros sejteket, a GFP hidnya pedig a
mikrokérnyezetet jeloli. A bekeretezett részek a kis panelekben felnagyitva lathatdak. A nyilhegyek a
Rab5 és Rab7 kolokalizdciojanak mértékét mutatjdk: lila: teljes; sdrga: részleges; cidn: nincs
kolokalizdcid.



Osszefoglalas

Kutatasunk ramutat a lizoszomalis lebontd folyamatokban keletkez8 zavarok és a rak
progresszidja kozotti oOsszetett kolcsOnhatasra. Az Atgl3 és Vps39 mutans tumorok
vizsgdlataval megallapitottuk, hogy az autofagoszéma képz6dést szabalyozd Atgl3 az autofag
lebontdstdél fliggetlen funkciét elldtva segiti a tumornovekedést. Ezzel szemban az
autofagoszéma- és kés6i endoszéma-lizoszdma fuziot szabalyozé HOPS komplex funkcidjanak
kiesése a korai endocitézist szabdlyozé CORVET hianyaval kiegésziilve az endocitdzis és részben
az autofagia egyuttes zavaran keresztiil szintén hatdssal van a daganatok névekedésére.

A HOPS CORVET kett6és funkcidvesztéses tumorokat tovabbvizsgalva azt is
megallapitottuk, hogy a fokozott sejthalalnak tudhatd be e daganatok térfogatbeli regresszidja.
Western blot eredményiink pedig azt mutatta ki, hogy ugyanezen daganatokban az MMP-1
szintje a legmagasabb a tdbbi vizsgalt genotipushoz képest. Az MMP1 emelkedd mennyisége,
a sejthalalt is indukalni képes JNK jelatvitel feler6s6dé aktivitasara utal, s ez magyarazhatja a
kett8s funkcidvesztéses tumorokban észlelt fokozott apoptdzist.

Az elvégzett Rab5-Rab7 immunfestés soran megallapitottuk, hogy HOPS és CORVET
kett6s funkcidvesztéses daganatokban mind a korai mind pedig a kés6i endoszomak
halmozédasa megfigyelhetd volt. A koéros korai endoszomak feldusulasanak kilonds
jelent8sége lehet. Mas kutatasokbdl megtudtuk, hogy ebben a tumortipusban a TNF-szer(
Eiger citokin endocitézissal felvevédve épp a korai endoszémakba lokalizalva [15] aktivalja a
INK jelatvitelt [14]. gy Osszességében azt feltételezziik, hogy a HOPS és CORVET hianyos
daganatok tumorsejtjeiben, a koéros korai endoszémak halmozédasa a JNK jelatvitel
fokozddasan keresztiil az apoptdzis tulzott mértékd indukcidjahoz vezet, amely végil csokkenti
e daganatok méretét.

Mindent 6sszevéve kutatasunk ramutat lizoszomalis lebontdé folyamatok kiemelkedé
jelent6ségére a daganatos megbetegedésekben. A HOPS és CORVET komplexek, illetve a JNK
jelatviteli utvonal kozotti kapcsolat feltardsan keresztil munkdank hozzajarulhat e folyamat
molekularis hatterének jobb megértéséhez és igy jov6beli tumor terdpias stratégiak és

gyogyszerek fejlesztésének kiinduldpontja lehet.



SzerzGi nyilatkozat

Alulirott Neuhauser Natali Julianna nyilatkozom, hogy a dolgozatban leirt munkafolyamatok

kozll az alabbiakat magam végeztem el:

1. A kisérletek soran felhasznalt Drosophila térzseket kereszteztem, illetve tartottam fenn.

2. Az RS Vps8, az RS Vps39 és az RS Vps8;Vps39 vonalakat meotikus rekombinacidval hoztam

[étre.

3. Fluoreszcens mikroszképiaval kimutattam, hogy az autofagiat és az endocitézist segité

strukturak mely alegységeinek csendesitése van hatassal a tumortérfogat valtozasara.

4. Rab5 és Rab7 immunfestékekkel kimutattam, hogy az RS, az RSVps8, az RSVps8; Vps39 és az
RSVps16 mutans daganatokban a Rab5 és a Rab7 pozitiv strukturak, hogy helyezkednek el, és

ezzel képet mutatva az endolizoszomalis kompartmentek elhelyezkedésérél.

5. P-H3, illetve Dcp-1 immunfestékekkel kimutattam az osztédd és az apoptotikus sejtek
aranyat az RS, az RSVps8;39 és az RSVps16 mutdns daganatokban, és ezzel megallapitottam,
hogy a fuzid mutans daganatok méretbeli killonbségéért feltehetbleg a fokozott sejthalal

felelGs.

6. Az MMP-1 Western blot teljes folyamatat én végeztem és ezzel megallapitottam, hogy a
fuzié mutans daganatokban az MMP-1 szintje magasabb, az egyszeres mutans és kontroll

daganathoz képest is.
7. Az Imagel illetve GraphPad programok segitségével kiértékeltem az eredményeinket.
A Western-blot analizist és annak az igazoldsdra szolgalé Western blot kisérletet, melybdl

megtudjuk, hogy az RSVps39 mutdns daganatokban nem zajlik autofag lebontas Dr. Takats

Szabolcs végezte.



Ezuton nyilatkozom, hogy TDK konferencian korabban nem értem el helyezést. Ha a jelen BTDK
Konferencia el6tt masik TDK konferencian helyezést érek el, arrél a BTDK szervez6it még a

konferencia el6tt értesitem, a nyertes palyamunkat eljuttatom hozzajuk.

Koszonetnyilvanitas

Szeretném koszonetemet kifejezni témavezetémnek dr. Takdts Szabolcsnak és Szenci
Gy6z6nek a TDK dolgozatom elkészitése alatt nyujtott segitséglikért és mérhetetlen
tirelmukért, illetve a kozo6s munkaért is. Emellett kdsz6ndm az Anatémiai, Sejt- és
Fejl6désbiologiai Tanszék munkatdrsainak a tamogatas, kiemelten Karolyi Dorottya
szakdolgozo kollégamnak.

K&szondm a méhecskéimnek, akik a nehezebb id6kben is meghallgattak és segitettek
atvészelni ezt az id&szakot és nem utolsé sorban halaval tartozom a csaladomnak és a

paromnak is a rengeteg tdmogatasért és tor6désért. Koszondom, hogy vagytok!
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