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1. BEVEZETO
1.1 Autofagia altalanos jellemz6i, molekularis mechanizmusai és

élettani hatasai

Az autofagia egy altalaban éhezésre és egyéb stressz hatasara bekovetkezo intracellularis
lebont6 sejtfolyamat. Ez a folyamat nélkiilozhetetlen a homeosztazis fenntartasahoz, fejlodési
folyamatok lebonyolitasahoz, az éhezési stresszhez valo alkalmazkodashoz és a hibas, illetve
folosleges sejtorganellumok, makromolekulak lebontasahoz (Glick és mtsai, 2010). A folyamat
mechanizmusa szerint 6t autofagia tipust kiilonithetink el. A legjelentdsebb tipusa a
makroautofagia (1. abra A), amely egy duplamembrant cisztan: az autofagoszoman keresztiil
szallit bekebelezett sejtalkotokat egy lizoszomahoz, mellyel fuzionalva autolizoszomava egyesiil
¢s a lizoszoma lebontd enzimei segitségével bontja a bekebelezett sejtalkotokat (Yim és mtsali,
2020).
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1. abra. A kiilonbézé autofagia tipusok. (A) A makroautofagia attekintése: Fiziologiai stressz hatasara a
citoszolikus anyagok bekebelezésre keriilnek egy duplamembrani ciszterna altal, amit fagoféornak hivnak, amely
végiil egy membrancisztdva zarul, amit autofagoszéomanak hivunk. Az autofagoszoma késébb fazional egy
lizoszomaval amely soran kialakul az ugynevezett autolizoszoma aminek savas kémhatason miikodoé enzimei
lebontjak a bekebelezett anyagokat amelyek késébb ujra hasznosulnak ezzel fenntartva a sejt homeosztazisat (Hansen
és mtsai, 2018). (B) A chaperon-medialt autofagia (CMA) magaban foglalja a KFERQ-szeri motivummal
rendelkezé fehérjék kozvetlen felvételét a lizoszomakba egy transzlokacios komplexum révén, amely LAMP2A
monomerekbdl all a lizoszomalis membranon, és amelyet a GFAP és a luminalis HSP90 stabilizal. A CMA

szubsztratokat a citoszolikus HSC70 és mas citoszolikus chaperonok szallitjdk a LAMP2A-hoz. A szubsztrat

srey
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lizoszomakba a nukleinsav szallito, SIDT2 révén. A LAMP2C kotddik a nukleinsavakhoz, és potencialisan atadja ket
a SIDT2-nek, hogy azok transzlokalodjanak a lizoszomalis lumenbe. (D) A mikroautofagia a citoszolikus anyagok
felvétele a lizoszomalis membran behuzodasa révén. Bar a lizoszomakban megfigyelték a felfedezésiik ota, a
mechanikai részletek még mindig sziikosek. A mikroautofagia az endoszomakban jobban ismert. Az endoszomalis
mikroautofagia szubsztratjai KFERQ(-szer{i) motivumokat tartalmaznak, és a citoszolikus HSC70 ismeri fel 6ket,
hogy az endoszoémakhoz szallitsak, ahol az HSC70 kotodik a foszfatidil-szerinhez. A membrandeformaciot és
végiil az intralumenalis vezikulum elvalasztasat az endoszoémalis membrantol az ESCRT mechanizmus végzi (Yim és
mtsai, 2020). (E) A krinofagia soran az el6regedett, vagy a Kitiritésre nem Keriil6 szekrécios granulumok  keriilnek

lebontasra lizoszoma fazio révén (Csizmadia és mtsai, 2018).

A chaperon-medialt autofagia soran a célzott fehérjék, chaperon fehérjék segitségével
transzlokalédnak a lizoszoma membranhoz, ahol a LAMP2 (lysosomal-associated membrane
protein) felismerik és ennek hatasara megkezdédik a fehérjék szétcsavarodasa és degradacioja (1.
abra B). Az autofag utvonalak meghibasodasanak bizonyitott betegségei kozé tartoznak:
mellrak, prosztata rak petefészekrak, Parkinson kor, Danon-szindroma és Crohn-szindroma
(Saftig és mtsai, 2008).

Az RN/DN autofagia soran a lizoszoéma kozvetleniil nukleinsavakat bont (1. abra C).
Ennek feltételes oka a virusok ellen valo védekezés, amire okot ad az RDA és a SIDT2 jelenléte. A
SIDT2 egy duplaszala RNS-transzporter (Aizawa és mtsai, 2016), mig az RDA részt vesz a
nukleinsavak lebontasaban (Nguyen és mtsai, 2017).

A mikroautofagia (1. abra D) soran a lizoszomaba jutnak a sejtalkotok a lizoszoma
membran invaginacidja soran. Ezt a folyamatot ESCRT komplex és a TORC1 szabalyozza (Oku és
mtsai, 2017). A folyamat részt vesz a mitokondrium, ER és akar a sejtmag részleges
lebontasaban (Yim és mtsai, 2020).

A krinofagia (1. abra E) soran az eloregedett, illetve kitiritésre nem Kkeriilé szekrécios
granulumok keriilnek lebontasra lizoszomaval valo6 fazié soran. A 1étrejott autolizoszoma-szert de
egyszeres membrannal rendelkezé struktira savas kémhatasa révén bontja le a granulumokat

(Csizmadia és mtsai, 2018).



1.2 Makroautofagia molekularis mechanizmusait szabalyozo6 gének

A makroautofagia (ezental csak autofagia) miikkodése az ugynevezett Atg (Autophagy

related genes) -nek koszonhetéen valosul meg. A gének termékei 5 funkcionalis komplexbe
csoportosithatéak, amelyek segitségével Iétrejon az autolizoszoma.
Az egész folyamat iniciaciojaért a TOR (target of rapamycin) -kinaz komplex felelés, amely
érzékeny az éhezésre és az oxigénhianyra. Idealis koriilmények kozott gatolja az Atgl kinaz
komplexet, aminek hatasara az Atgl nem tud kapcsolatba 1épni az Atgl3-mal. Ez a komplex
segit az alarendelt Atg gének toborzasaban (Zachari és mtsai, 2017). Eltér6 fehérjéket tartalmaz a
komplex a kiilonb6z6 eukariota él6lényekben. Ez a komplex emlésokben ULK1, ULK2, Atgl3,
FIP200 és Atg101. Ahol az ULK1 ¢s ULK2 az Atgl homoldégja, a FIP200 az Atgl7 vagy Atgll
homologja (Tsuboyama és mtsai, 2016). Drosophila melanogaster-ben az Atgl, Atgl7, Atgl3,
Atgl01 toltik be az iniciaciés komplexd szerepét. Valoszinii, hogy az Atgl7-hez képes kotédni
az Atg9, amelynek feladata, hogy serkentse a fehérje toborzast a kialakulo fagofornal (Sekito és
mtsai, 2009).

A Vsp34 kinaz komplex felel6s a folyamat nukleaciojaban, ilyenforman jelentésen részt
vesz a fehérje toborzasban és a fagofor membranjanak Kiterjesztésében, ami eukariotakban
altalaban ER membranbél vagy mitokondrium membranbol szarmazik. Ha a TOR-kinaz gatlasra
keriil a Vsp34 kapcsolatba 1éphet a Beclin-1el (Drosophilaban és élesztében Atg6 néven ismert),
ennek koszonhetéen a Vsp34 a komplex foszfatidil-inozitolt foszforilal, ezzel foszfatidil-inozitol-
3foszfat (PI3P) keletkezik, amely késobbi faktorok szamara biztosit kotofeliiletet és ilyenforman
hozzajarul a membranciszta identitasahoz (Cao és mtsai 2007). A PI3P egy jelmolekula, amin
keresztiil az autofagoszoma membran kialakulhat, ami elengedhetetlen a tobbi Atg fehérje
toborzasahoz a fagoforhoz (Backer és mtsai, 2008). Amellett, hogy a komplexnek a membranhoz
kihorgonyz¢ tulajdonsagai is vannak érdemes kihangstlyozni az Atg14 szerepét, ami a membran
specifikussagaért felelés. Emellett, serkenti az Atg8a-foszfatidiletanolamin kotést. Az Atg6
toborzasaban is részt vesz és gatolja a Vsp34- kinaz komplex foszforilaciojat az AMP-kinazok
altal. Ha ennek a komplexnek valamelyikét elcsendesitjiik akkor szintén nem lesz képes a sejt az
autofagoszoma kialakitasara, valamint drasztikusan csokkenti a sejt életképességeit is (Matsunaga
¢€s mtsai, 2009).

Az Atg9 egy ER-bdl és Golgi-apparatusbol szarmazo transzmembran fehérje, amelynek
feladata, hogy a novekedd autofagoszoma membran alkotoit szallitsa és reciklizalja. Azokat a
vezikulumokat, ahol jelen van az Atg9 az Atg2 és az Atg18 komplexe képes szallitani (Reggiori és

mtsai, 2004). Mikor az autofagia indukalodik az Atg9 a preautofagoszomalis struktura (PAS) felé
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szallitodik, ahol biztositja a lipidforrasat az izolaciés membrannak (IM). Az IM érése alatt a kiilsé
membranhoz csatlakozik az Atg2 és az Atgl8, amelyek az autolizoszéma 1étrejottének végéig a
membranhoz kétédnek. Miutan kialakult az autolizoszoma a két Atg fehérje levalik, csak az Atg9

marad transzmembran fehérjeként az autolizoszomanak (Yamamoto és mtsai, 2012).
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2. abra. A makroautofagia folyamata és legfontosabb szabalyzé fehérjéi. A folyamat a TOR kinaz komplex
gatlasaval kezdédik, utana az Atgl magahoz tudja toborozni az Atgl3, Atgl7 és Atg101 fehérjéket. Ha 1étrejon az Atgl
kinaz komplex megkezdédhet a Vsp34 kinaz komplex toborzasa, amely fehérje alapanyagot szallit a kezdetleges
autofagoszoma membranjahoz. A membran 6sszeszerelésében tovabba segitenek még a konjugacios komplexek. A
lizoszéma fuzioban a SNARE komplex vallal kulcsfontossaga szerepet, hogy 1étrejojjon az autolizoszoma. Az abra

Nakamura és mtsai, 2018, valamint Hansen és mtsai, 2018 munkaja alapjan késziilt.

A fagofor éréséért két ubikvitin szer(i rendszer felel6s: az elsé rendszer alapja harom
fehérjébol all: Atg7, Atgl0, Atg5, Atgl2 és az Atgl6 (3. abra). A két ubikvitin szer fehérje
aktivalasaért az Atg7 felel, amelyet ATP bontasa révén biztositja. Az Atg5-Atgl2 konjugatum
kialakulasa az Atgl0 altal Kkatalizalt reakcio révén torténik, amelynek soran az Atgl2
peptidkotéssel kapcsolodik az Atg5-hoz. Az Atgl6 fehérje ezt a komplexet stabilizalja, és segit a
fagofor membranjanak novekedésében (Backer és mtsai, 2008).

Ezen kiviil a masodik, ubikvitin-szerti rendszer, amely az Atg8/LC3 fehérjék koré épiil,
szintén kulcsszerepet jatszik a fagofor érésében. Az Atg8 (vagy LC3) lipidacioja az Atg7
(aktivalo) és Atg3 (konjugalé funkcioja) altal katalizalt reakciok soran zajlik, amely a lipid
membranhoz valo kotodést teszi lehetové. Ez a lipidacios folyamat elengedhetetlen a fagofor
stabilitasahoz és az autolizoszoma képzddéséhez (Noda és mtsai, 2011). fgy a két konjugacios
rendszer Ki tudja terjeszteni a fagofort az Atg8-ak beépiilésével. Viszont az Atg8-nak ezen feliil
szamos autofagiaval kapcsolatos szerepe van. Az autofagia gének expressziojaban is szerepet
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jatszik és a szelektivitasért is felel6s. Az Atg8 sokrétli szerepének oka a szerkezetében rejlik,
ugyan is rendelkezik egy ugynevezett LDS (LIR docking site) motivummal. Szamos szabalyozasi
modja mellett képes acetilalodni, amit a Sir2 enzim végez, a LIR motivuma segitségével képes
kotni az Atg8-at, amely igy aktivalja a Sequoia nevi transzkripcios faktort. Ha pedig nem éhezik
a sejt, acetilalodik amit a YL-1 enzim katalizal gatolva a transzkripcios faktorhoz valé kotést
(Jacomin és mtsai, 2020). Valamint szamos autofag receptorhoz (példaul p62) képes kotni és

ezaltal célozni a makroautofagiat.

Atg8 —C=0 Atg12 _CI=0
|>'€ Baedl ATP o-
HN — propeptid—COOH AMP+PPj >
Atgl2 —CI=0
Atg8 —t}:o s—cys—[Atg7
ATP> o~ E1
AMP+PPi T
|
Atg8 —C=0 S—Cys— Atgl0
ey Atg7 E,
E1 Atgl2 —C=0
|
Atg8 —c|=o HN—Lvs—(Ath)
s—cys—| Atg3 |
Ez Atg12 )-c=0 r - o=¢-{ Atg12
A ) m—m—(mgs a LA(gs]anw
Ag12 )-¢=0 o=¢—{ Atg12
-t - S Ag16 Atgl6 :Algsl~lv'~~'l-><
-C=0
Atg8 | E3
HN
L& \ f\
- \;\\\:\\\ \
.t
.‘

\ 7
“— Fagofér

3. abra. A konjugacios komplexek kialakulasa és szerepe. Az Atg12 irreverzibilisen konjugalodik az Atg5-hoz az
Atg7 és Atgl0 altal, az Atgl2 Atgb konjugatum pedig tovabbi komplexet képez az Atgl6-nal. Az Atg8
reverzibilisen konjugalodik a PE-hez az Atg3, Atg4, Atg7 és az Atgl2-Atg5-Atglé komplex altal. A konjugacios
reakciok molekularis mechanizmusat az Atg8 és Atg12 rendszerekben anal6g az ubikvitinacioval (Noda és mtsai,
2011). Az illusztracio (Nakatogawa és mtsai, 2013) munkaja alapjan készilt.

Es végill az érett autofagoszoma ¢és egy lizoszoma fuzional és létrehozza az
autolizoszomat. Ez a 1épés egy energiaigényes folyamat, amelyet az ATP hidrolizise biztosit
SNARE komplex katalizalasaval. A SNARE komplex Syx17-Snap29-Vamp7/Vamp8 vagy a
Syx17-Snap29-Ykt6 tagokbol all (Takats és mtsai, 2013; Takats és mtsai, 2018). Ezeknek a
fehérjéknek a komplexé alakulasat ugynevezett allvany fehérjék biztositjak, mint példaul a
HOPS komplex, amely kapcsolatot teremt a lizoszoma és a SNARE komplex kozt (2. abra). A
lizoszoman a Arl8bGTP -hez kot mig a SNARE fehérjék koziil a Syx17 az autofagoszomakhoz
kotodik, nem transzmembran modon. A fazio folyamataban fontos szerepet téltenek be tovabba
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szamos Rab-fehérjék (példaul Rab2) és citoszkeleton motor fehérjék is, mint a dinein
(Kriegenburg és mtsai, 2018). Miutan megtortént a fuzié az autolizoszoma beltartalma
degradalodasnak indul a lizoszéma hidrolitikus lebont6 enzimei altal. A Syx17 a SNARE

e

az autolizoszoma (Jiang és mtsai, 2014).

1.3 A szelektiv autofagia tipusai és molekularis mechanizmusai

A szelektiv autofagia a makroautofagia azon formaja, ahol a sejt célzottan bontja le a
bizonyos sejtszervecskéket vagy karos molekulakat sejttormelékeket. A legtobb szelektiv
autofagianal a folyamat soran a lebontandé fehérjék poliubikvitinalodnak amiket felismernek a
kiilonféle autofagia receptorok amik rendelkeznek egy ugynevezett UBD (ubiquitin-binding
domain) -nel amivel képesek hozzakétni a lebontani kivant fehérjéhez de emellett rendelkeznek
egy LIR (LC3-interacting Region) motivummal amivel az autofagoszomaban 1évé Atg8
(emlésben LC3) -hoz tud kotni és igy képes bekebelezni az autofagoszoma a degradalhaté
fehérjéket (Gatica és mtsai, 2018).

A mitofagia soran a sériilt mitokondriumok Keriilnek lebontasra a PINK1 kinaznak
koszonhetéen, ami a mitokondrium kiilsé membranjaba kot és ubikvitint foszforilal valamint
Parkin E3 ligazt, amely a mitokondrium ubikvitinalasaért felel (Narendra és mtsai, 2010). Az
ubikvitinalt mitokondriumot szamos receptor is fel tudja ismerni pl: p62, NBR1, OPTN, NDP52 és
TAX1BP1 (Wang és mtsai, 2019). Az aggrefagia soran fehérje-aggregatumok keriilnek
lebontasra melyeket a SQSTM1, NBR1, OPTN receptorok ismernek fel. E folyamat jelentds
neurodegenerativ betegségekhez kothetd, mint az: Alzheimer-kor és a Parkinson-kor. (Gatica és
mtasai, 2018)

A szelektiv autofagiahoz sorolando a lipofagia is, amely bar nem ubikvitinacion keresztiil
keriil felismerésre, s6t még dedikalt receptorral sem rendelkezik. A zsircseppeket perilipin
fehérjék veszik kortil és a chaperon medialt autofagiahoz hasonloan keriil bekebelezésre (Kaushik
€s mtsai, 2015).

Tovabba még szamos szelektiv autofagia tipus létezik, ilyen a pexofagia ahol
peroxiszomak bomlanak le, xenofagia ahol kiilonféle patogéneket (féleg baktériumokat) bont a
sejt és a ferritinofagia ahol a sejt a vashianyat potolja a ferritin bontasaval (Gatica és mtsai,
2018).



1.4 ER-fagia altalanos miikodése, élettani hatasai

Az ER-fagia egy szelektiv makroautofagia tipus, aminek célja az ER membranjanak és
annak ciszternaiban talalhatd lumenalis proteinek lebontasa. Ez a folyamat éhezés soran
indukalhat6 és a szelektivitasat az ER-fagia receptorok adjak. Szamos ER-fagiaban szerepet jatszo
receptort ismeriink, mint a FAM134B, RTN3L, TEX264, ATL3, SEC62, CALCOCOQO1, és
CCPG115. Ezek a receptorok elengedhetetlenek a folyamat szelektivitasaban, valamint a COPII
vezikula szubkomplex a SEC24C/Lst1-SEC23 az Lpnl a VSP13 ¢és az UVARAG (ultraviolet
radiationresistance-associated gene) is hozzakothetd az ER-fagia regulalasaban (Mou és mitsai
2024). Valamint muslica modellben még a féleg mitofagiat regulaldo PINK1(PTEN-induced
kinase 1) olyan forman, hogy regulalja a Keapl nevii fehérjét, aminek feladata az RTNL1 receptor
ubikvitinalasa ezzel elinditva a ER-fagia folyamatat (Wang és mtsai, 2023).

Az ER-fagia receptorok hianya vagy hibas mikodése szamos rendellenességhez vezethet
példaul rak vagy neurodegenerativ betegségek, de fejlodésbéli rendellenességeket is okoz, mint
példaul a motorneuronok és szenzoros neuronok hibas fejlédése (lavarone és mtsai,

2024). A FAM134b mutacioja a HSAN (hereditary sensory and autonomic neuropathy) kettes
tipusahoz kotheté az ATL3 mutacidja pedig az egyes tipushoz, mig a RTN3 receptor mutacioja
pedig az Alzheimer-korhoz kapcsolhatd (Mou és mtsai, 2024).



2. Célkituzeések

Az ER-fagia egy kevésbé ismert formaja a szelektiv autofagianak és a folyamat megértése
megoldast nyujthat szamos neurodegenerativ rendellenesség és rakos elvaltozasok kezelésében.
Tovabba a szelektiv autofagia ezen formajanak még kevés kifinomult modellje van Drosophila

melanogaster-ben.

Ezért célul thztik ki, hogy:

1. Egy 1j éhezés indukalta in vivo ER-fagia modellt fejlesztiink

2. Ezt a modellt felhasznalva teszteljiik le az 6sszes autofagiaban szerepet jatszo fehérje komplex
egy-egy tagjat, agy, hogy elcsendesitjiik az ER-fagiaban jatszott szerepiiket

3. Tovabba szeretnénk megvizsgalni, hogy az ER lebontasaban a szelektiv autofagia, vagy a nem

szelektiv autofagia jatszik erésebb szerepet.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt Drosophila torzsek, fenntartasa és kezelése

A muslicakat 25°C-on tartottuk a kisérletek soran. A taptalaj kukoricadarat, élesztot, agart
¢és dextrozt tartalmazott, valamint nipagént, egy antifungalis tartositoszert. A kisérletek soran a
kovetkez6 torzseket hasznaltuk fel: Atgl7 RNAI (VDRC ID: 10486), Atgl4 RNAIi (VDRC: ID:
108559), Sec61-GFP (VDRC ID: 318343) Bécsi Drosophila Torzskozpontbdl szarmazik. Az Atg9
RNAi (BL ID: 901246), Atg8a RNAi (BL 1D:34340) Syx17 RNAi (BL 1D:25896) pedig a
Bloomington Drosophila Torzskdzpontbol szarmazik. LAMP1-3xmCherry- Atg8a Hegediis és
mtsai 2016-ban irtuk le kordbban, valamint az Atg8a-PS Nezis csoportjatol kaptuk ajandékba
(Ashrafur és mtsai, 2022). A hsFlip; +/+; UAS-Cherry, act>CD2>Gal4, Sec61>Sec61-GFP

torzset (Lorincz és mtsai, 2017) alapjan készitettiik el.
3.2 Ehezés indukalta autofagia, boncolas és mikroszképia

Az éheztetés indukalta autofagiat Scott és mtsai, 2004 alapjan végeztiik harom napos L3-as
stadiumu ecetmuslica larvakon. A kisérlet soran a larvakat 20%-o0s szacharéz oldatba helyeztiik és
4 6raig az oldatban tartottuk. A cukoroldat kivalo szénhidrat forras, ugyanakkor nem tartalmaz
aminosavat, ezért éhezést valt ki a taplalkozo larvakban, raadasul a cukoroldat magas denzitasa miatt
a larvak a folyadék felszinén maradnak, igy nem fulladnak meg. Az éheztetett larvak zsirtesteit 50
ul PBS (Phosphate-Buffered Saline) -ben oldott 300 nM DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)
oldatban boncoltuk ki. A DAPI kék szin(i sejtmagfesték segit a sejtek elkiilonitésében. A felesleget
leszivtam és a mintara 30 ul VECTASHIELD fed6 oldatot pipettaztam. Ennek szerepe az, hogy a
fény hatasara ne halvanyuljon a fluoreszcens fehérjék fénye. A mintara targylemezt tettem és Zeiss
Axio Imager M2 mikroszkopon vizsgaltuk, amely fel van szerelve egy konfokalis képességeket
ad6 ApoTome 2 raccsal. A képek elkészitését ORCA-Flash4.0 LT sCMOS (Hamamatsu)
kameraval végeztiik. A képek feldolgozasat és szerkesztését egyrészt a Zeiss mikroszkop sajat
programjaval, a ZEN Lite 3.1-gyel, masrészt a Photoshop CS3 (Adobe), és Imagel (NIH)

programokkal végeztiik.
3.3 Eredmények kvantifikalasa és statisztikai kiértékelése

Az adatok szamszertsitését mindig az eredeti képeken végeztiikk. Az 6sszes kisérletiinket
legalabb haromszor megismételtiik az elegendé adat érdekében. A mikroszkopos képeket az
ImageJ (NIH) program segitségével dolgoztuk fel. A statisztikai kiértékeléseket a Prism 8.0.1
(GraphPad) programmal végeztiik. Az adatsorok normalitasat szimpla t-teszttel hataroztuk meg. Az
adatsorok eloszlasa nem mutatott normal eloszlast ezért Mann-Whitney U-teszt modszert

alkalmaztunk.
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4. Eredmények és kiértékelésiik

4.1 Az éhezés indukalta ER-fagia modell 1étrehozasa

Szerettiink volna kialakitani egy olyan Drosophila modellt, amely segitségével nyomon
tudjuk kovetni az ER-fagiat. Sziikségiink volt ehhez egy ER-hoz kotheto fehérjére, aminek meg
tudjuk figyelni a mintazatat. A Sec6lo fehérje mellet dontottiink mert ez egy ER transzmembran
fehérje, ezért, ezért funkcionalis és autofagoszoma altal bekebelezve is megvizsgalhatd a mintazata
fénymikroszkopon. Bécsi Drosophila Torzsk6zpontbol elérhetévé valt egy in situ GFP-vel jelolt
Sec61-es vonal. Az in situ jelolés elénye az, hogy sokkal autentikusabb modon lehet megfigyelni
vele a gén kifejezédési mintazatat, mivel a jelmolekulat kodold gén (esetiinkben GFP) kozvetleniil
a jelolendd fehérje az azt kifejez6 génhez van inszertalva, valamint riporterként funkcionalhat igy
immunfestés nélkil, kozvetleniil boncolas utan vizsgalhatd. Annak érdekében, hogy
meggy06zddjlink rola, hogy alkalmas ER-fagia riporterként, 4 6ras cukoroldatban éheztetett harom
napos larvakat vizsgaltunk. Bar a cukoroldat elegendd szénhidratot biztosit, de aminosavakat nem
tartalmaz, ezért a folyamatosan novekvo larvakban éhezést okoz, amely ilyen modon indukalja az
autofagiat. A boncolas utan a két minta kozott jelentés mintazat béli kiilonbséget figyeltiink meg.
A nem ¢heztetett 1arvak esetén egyenletes és haldzatos elrendez6dést mutat, viszont az éheztetett
larvak esetén jol megfigyelheté volt a GFP jelolt strukturak koncentralodasa granulumokba (4.

abra).

Nem éheztetett

4. abra. A Sec61-GFP eloszlasa az etetett és éheztetett larvakban. Jol lathatd az aggregacié az éheztetett larvak
esetében, ami arra ad kovetkeztetést, hogy végbe ment az autofagia és az autofagoszomak bekebelezték az ER-

membranjat.

Hogy kétséget kizarolag meggy6zddjiink a Sec61-GFP ER-fagia riporterként valo

milkodésében, a kovetkezé 1épés az volt, hogy igazoljuk valoéban autofagia és lizoszoma
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markerekkel kolokalizalnak-e. Ennek vizsgalatara egyiitt fejeztettik ki a 3xmCherry-Atg8a
autofagoszoma markert a Sec61-GFP markerrel. Megfigyeltiik, hogy a két marker nagy mértékben
kolokalizal az ER ¢és az autofagoszoma marker (5. abra A). Hasonloan egyiitt fejeztettiik ki a Sec61-
GFP markert a Lampl1-3xmCherry lizoszoma markerrel. Az el6z6 kisérlethez hasonléan ez a két
marker is markans kollokalizaciot mutattak (5. abra B). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
¢heztetés altal kivalthato az ER-fagia zsirtestben ¢és erre a Sec61-GFP alkalmas riporter, mert bejut és

megfigyelhet6 az autolizoszomalis strukturakba.

v .

e a6 GEP “.. ‘Lamp1-3xmCherry T SecBI-GFP

5. abra. A Sec61-GFP kolokalizil az autofag és lizoszomalis markerekkel. A felsé sorban (A) az Atg8a-3xmCherry Sec61-GFP
konstrukcio figyelhetd meg. A sarga szinbdl latszik, hogy a két jelmolekula egy helyre lokalizalodott egy nagy méretii
pont formajaban, ami az ER-fagia jelenségére utal. Az als6 sorban (B) a Lampl-3xmCherry és a Sec61-GFP konstrukcio
lathato. Itt is hasonlo jelenség tortént, de ebben az esetben arra ad bizonyitékot a sarga szin, hogy az autofagoszoma

lizoszomaval fuzionalt és megkezdte az ER lebontasat.

4.2 Az Atgl kinaz komplex szerepének vizsgalata az ER-fagiaban

A kisérleteink soran ki szerettiik volna deriteni, hogy mennyire jatszanak fontos szerepet az
ER fagiaban az mTOR medialta makroautofagia utak fehérjéi. Koztudott, hogy az adott komplexek
tagjai koziil mind sziikséges ahhoz, hogy a komplex miikédni tudjon, ezért elég volt csupan egyetlen
reprezentativ tagot kivalasztani és RNS interferencia segitségével elcsendesiteni a géntermékét. A
kisérlet soran Atg géntermékek elleni RNS interferencia transzgénikus torzset kereszteztik a
hsFlip; +/+; UAS-Cherry, act>CD2>Gal4, Sec61>Sec61-GFP torzzsel. A konstrukcio a legyekben
genetikai mozaikot okoz, ami remek modja a sejtbiologiai folyamatok megfigyelésének, ugyanis
csak néhany Cherry-vel jelolt sejtben aktivalodik majd az RNAI, igy lesznek olyan sejtek is ugyan
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abban a szovetben, amelyek alkalmasak kontrollnak mivel ott nem tortént meg a gén elcsendesitése.
Ezt a rendszert arra hasznaltunk, hogy a mar bemutatott 4 6ras aminosav éhezés modellben
vizsgaljuk az ER-fagiat. Az elsé komplex, amit megvizsgaltunk az Atgl kinaz komplex volt (6.
abra A) amelyet az Atgl7 fehérjével reprezentaltunk. A komplex feladata a makroautofagia
iniciacidja és a tobbi autofagia komplex tagjainkak a toborzasa. Megfigyeltiik a Sec61-GFP pozitiv
granulumokat lecsokkent szamat és méretét (6. abra B, C), amely arra utal, hogy a Sec-61-GFP
pozitiv autolizoszomak nem keletkeznek. Ennek az az oka, hogy az Atgl7 hianya miatt az Atgl
kinaz komplex nem tudja magahoz toborozni a Vps34 kinaz komplex tagjait, amin keresztiil

megkezdédhetne az autofagoszéma membran kialakulasa és az ER-membran bekebelezése.

B

Atg1 kinaz complex: * koK

15—
< —
‘ \_\‘\s‘ ‘\.\\\'
Atg101 e
Genotipus

10—

Sec61-GFP pozitiv struktirak

Eheztetett

Sec61-GFP

6. abra. Az iniciacios komplex szerep az ER-fagiaban. (A) Az Atgl kinaz komplex sematikus abraja. (B) Az Atgl7
kontroll és Atgl7RNSi sejtek Sec61-GFP pozitiv autolizoszomak szamszerisitett dbraja. A statisztikai analizist Mann-
Whitney U-tesztel végeztiik. A hibasavok a szorast jelolik, a kozépérték az atlag. n=15/genotipus *p = 0.0172, **p =
0.0039, ****p< 0.0001.

< 0.0001. (C) A képeken Drosophila melanogaster zsirtest preparatumok szerepelnek. A kék szinnel (DAPI)
sejtmagok latszodnak. Pirossal a klonsejtek (Atgl7RNAI) latszanak. Zold szinnel a Sec61 ER transzmembran fehérje
lathato. A képek 400x-o0s nagyitason késziiltek. Jol lathaté a kontrollsejtekben, hogy a Sec6l felhalmozodott az

autolizoszomakban, mig a klon sejtekben nem.
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4.3 A Vps34 kinaz komplex szerepe az ER-fagiaban

Ezutan azt kellett kideriteni, hogy a Vps34 kinaz komplex, amelynek feladata a kezdetleges
milyen szerepet jatszik az ER-fagiaban. Ehhez a mar bemutatott ER-fagia megfigyelésére alkalmas
torzset alkalmaztuk és az Atgl4 elleni RNS interferencia torzset hasznaltuk. Az Atgl4 felelds a
komplex autofagia specifikussagaért. Ha valoban sziikség van az ER lebontasahoz a komplexre,
akkor nem kellene jelen lennie a Sec61 pozitiv struktiraknak a mutans sejtekben. A 4 oras é¢heztetés
utan Kidertilt, hogy a kovetkeztetéseink helyesek voltak és valoban alacsony volt a Sec61
aggregacio a klon sejtekben (7. abra B). A mikroszkopos felvételekbol észrevehetd, hogy a mutans
sejtnél nem keletkezett autolizoszéma, ezaltal az ER-membran sem tudott aggregalodni (7. abra
C). Ebbdl az kovetkeztethetd, hogy ez a komplex is kulcsfontossagu szerepet jatszik az ER-

fagiaban

40~ * Xk %k

Sec61-GFP pozitiv struktarak

Genotipus

Eheztetett

SecB81-GFP

7. abra. A nukleaciés komplex szerepe az ER-fagiaban. (A) A VPS34 kindz komplex sematikus abraja. kinaz
komplex sematikus abraja (B) Az Atgld kontroll és Atgl4RNSi sejtek Sec61-GFP pozitiv autolizoszémak
szamszerusitett abraja. A statisztikai analizist Mann-Whitney U-tesztel végeztiik. A hibasavok a szorast jelolik, a
kozépérték az atlag. n=10/genotipus *p = 0.0172, **p = 0.0039, ****p < 0.0001. (C) Az Atgl4 csendesitésének hatasa
az ER-fagiara. A kék szin a sejtmag a piros a klon sejt (Atg14RNAI) a zold pedig a Sec61. A képet 400x nagyitason

készitettik.
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4.4 Az Atg9 vezikulak szerepe az ER-fagiaval

Az Atg9-nek fontos szerepe van a novekvd fagofor lipid utdnpotlasaban a komplex tobbi
tagjaval egyiitt (8. abra A). Ebben az esetben is jelentésen lecsokkent az autolizoszomak szama a
klon sejtekben (8. abra B, C). Abbdl kifolyolag alakulhatott, hogy az Atg9 hianyaban nem tud

kialakulni az izolacios membran az autolizoszoéma alapja, amivel be tudna kebelezni az ER

membranjat.
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8. abra. A reciklizacios kompex szerep az ER-fagiaban. (A) A reciklizacios komplex sematikus abraja. (B) Az Atg9

kontroll és Atg14RNSi sejtek Sec61-GFP pozitiv autolizoszomak szamszeriisitett abraja. A statisztikai analizist
Mann-Whitney U-tesztel végeztiik. A hibasavok a szorast jelolik, a kozépérték az atlag. n=11/genotipus *p = 0.0172,
**p = 0.0039, ****p< 0.0001.

(C) Az Atg9 csendesitése jelentdsen gatolja az ER-fagia folyamatat. A kék szin a sejtmag a piros a klon sejt

(Atg9RNAI) a zold pedig a Sec61. A képet 400x nagyitason készitettiik.
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4.5 Atg8 konjugaciés komplex szerepe az ER-fagiaban

Az Atg8a konjugacios komplex kulcsszerepet jatszik az autofagia miikodésében, ugyanis
hogy az Atg8acsendesitése jelentdsen lecsokkenti a Sec61-GFP pozitiv strukturak szamat
ésméretét (9. abra B, C). Osszességében elmondhato, hogy az 6sszes Atg komplexekre sziikség

van az ER-fagia folyamatahoz.
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9. abra. Konjogacios komplex szerepe az ER-fagiaban. (A) A konjugacids komplex sematikus abraja. (B) Az Atg8a
kontroll és Atg14RNAI Sec61-GFP pozitiv autolizoszomak szamszeriisitett abraja. A statisztikai analizist Mann-
Whitney U-tesztel végeztiik. A hibasavok a szorast jelolik, a kozépérték az atlag. n=27/genotipus *p = 0.0172, **p =
0.0039, ****p<0.0001.

(C) Az Atg8a csendesitése az ER-fagia gatlasat okozza. A kék szin a sejtmag a piros a klon sejt (Atg8aRNAI) a zold
pedig a Sec61. A képet 400x nagyitason készitettiik.
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4.6 SNARE komplex kapcsolata az ER-fagiaval

Végiil az utols6 a SNARE komplexet is megvizsgaltuk, amelynek feladata, hogy segitse a
elcsendesitésével vizsgaltuk meg. Ebben az esetben is megfigyeltiik, hogy lecsokkent a Sec61
pozitiv struktarak szama, viszont nem olyan nagy mértékben (10. abra B, C). Ennek oka az lehet,
hogy ez az utolso 1épése az autofagianak, ahol bar kialakul az autofagoszoma, benne a Sec61-GFP
pozitiv struktrakkal, amely képes bekebelezni az ER-t és igy megfigyelhetd, ellenben a lizoszoma
fazié nélkiil nem keriil majd lebontasra a bekebelezett Sec61-GFP-vel jelolt ER. A komplexek koziil
itt volt a legkisebb eltérés a kontroll és mutans sejtek kozott, de igy is megfigyelhetéek és a
statisztikai elemzésb6l is lesziirhetd, hogy ez a komplex is kulcsfontossagn az ER-fagia

folyamataban.
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10. abra. SNARE komplex szerepe az ER-fagiaban. (A) A SNARE komplex sematikus abraja. (B) Az Syx17 kontroll

és Atg14RNAI Sec61-GFP pozitiv autolizoszomak szamszerisitett abraja. A statisztikai analizist Mann-Whitney U-
tesztel végeztiik. A hibasavok a szorast jelolik, a kozépérték az atlag. n=10/genotipus *p = 0.0172, **p = 0.0039, ****p
< 0.0001. (A) A Syx17 csendesitése csokkenti az ER-fagia pozitiv struktirak szamat. A kék szin a sejtmag a piros a

klon sejt (Syx17RNAI) a zold pedig a Sec61. A képet 400x nagyitason készitettiik
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4.7 ALIR és az LDS motivumok szerepe az ER-fagiaban

Kivancsiak voltunk, hogy az autofagia szelektivitasat mennyire befolyasolja az Atg8a LDS
motivumanak a hianya. Az LDS motivum ahhoz sziikséges, hogy kosson a fehérje a kiilonb6z6
autofagia receptorok LIR motivumaival, ezzel garantalva a szelektivitast. A vizsgalathoz
létrehoztunk egy olyan konstrukciot, ahol csak az LDS motivum van kititve és az Atg8 tobbi része
intakt maradt (11. abra A). Ez azért volt fontos, mert igy a konjugacios komplexben betoltott
szerepét ellatja, de a szelektivitasét nem. Ez esetben szomatikus klonanalizist végeztiink, ahol az
Atg8atPS allél negativan van jeldlve. Lathatd, hogy a Sec6l strukturdk szama jelentdsen
lecsokkent a mutans klonsejtekben (11. abra B, C). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a szelektiv

autofagiat nem képes kompenzalni a nem szelektiv, tomeges autofagia.
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11. abra. A szelektiv és nem szelektiv autofagia szerepe az ER-fagiaban. (A) Az ER fagia sematikus abraja, benne
az ER-fagia receptorok részei és az Atg8a fontos motivuma. (B) A statisztikai analizist Mann-Whitney U-tesztel
végeztiik. A hibasavok a szorast jelolik, a kozépérték az atlag. n=10/genotipus *p = 0.0172, **p = 0.0039, ****p <
0.0001. (C) Az LDS motivum hianya az Atg8a fehérjében erésen csokkenti az ER-fag struktarak szamat. A. A képet

400x nagyitason készitettiik.
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5. Diszkusszio

Ehezés hatasara bekapcsol a makroautofagia ugy, hogy az mTOR kinaz gatlés ala keriil
igy az Atgl és egyéb Atg gének mMTOR kinaz altali foszforilacidja és ezen keresztiili gatlasa
megszlnik. Majd az Atgl hozzakot az Atgl3-hoz, amely magahoz toborozza az Atg101-et és
az Atgl7-et. Tovabba hozzakot az Atg9-hez, parhozamosan a Vps34 és az Atg6 kapcsolodik
egymashoz, magahoz toborozva a Vps15-6t és az Atgl4-et. Az utdobbi magahoz toborozza az
Atg9-et, ami a kezdeti membran alapjat képezi. A membran stabilitasaban és a lipidforras
biztositasahoz az Atg2 és Atgl8 is részt vesz. A kezdeti autofagoszoma elongaciojat az Atgl2
¢s Atg8a konjugacios komplexe végzi. Az érés kozben a membranba beépiilt Atg8a-k az LDS
motivuma révén hozzakapcsolodnak egy autofagia receptorhoz, amely rendelkezik LIR
motivummal és ezen keresztiil fizikailag 6sszekapcsolja a lebontand6 szubsztratot a novekvo és
bezarod6 fagoforral. Miutan bezarul az autofagoszoma a kettés membran kiilsé részérdl
lehasitodnak az Atg8 fehérjék, valamint levalik a tobbi Atg komplex is. A SNARE komplex, a
HOPS komplex és a dinein motorfehérje 6sszehtizza az autofagoszomat egy lizoszéomaval, hogy
fuzionaljanak. A folyamat végén az autofagia tartalma és belsé membranja megemésztodik az
autolizoszoma hidrolitikus enzimei altal. Bar a legtobb jol jellemzett szelektiv autofagia tipus
féleg a makroautofagia folyamatat hasznalja, az ER szelektiv lebontasar6l még nem késziilt
atfogo vizsgalat, amely ezt igazoln4. Ebben a dolgozatban olyan kisérleteket végeztiink el,
amelyek a makroautofagia minden fontos komplexének egy-egy képvisel6jén keresztiil mutatja
meg, hogy a makroautofagia és annak kanonikus utvonalan keresztiil zajlik az éhezés indukalta
ER-fagia (Lérincz és mtsai, 2017).

A kisérletek nem csak az ER-fagia vizsgalataban nyujtott eredmények miatt voltak
sikeresek, hanem egyuttal sikeriilt elészor egy in vivo tobb sejtii modellrendszert is 1étrehozni.
Munkank soran egy olyan genetikai konstrukciot hoztunk 1étre témavezetom feliigyelete alatt,
amely segitségével €16 allatban vizsgalhattuk meg ezt a folyamatot. A modszer nagy eréssége,
hogy a kiilonb6zd gének elcsendesitésének a hatasat Gigy tudjuk vizsgalni, hogy kozben a
kontroll sejtek ugyanabban a szovetben szerepelnek, igy ténylegesen a géncsendesités hatasat
lehet vizsgalni, kizarva minden egyéb kornyezeti hatast.

A tomeges autofagia jellemzdje, hogy aktivitasat valamilyen éhezési inger, vagy esetleg
egy egyedfejlodéssel Gsszefiiggd jelatviteli Gitvonal valtja ki, amelynek célja a kifejezetten
intenziv lizoszoma 4altali lebontasa a citoplazma tartalmanak. Ugyanakkor az is ismert, hogy
erds kiilso, vagy belso késztetésektdl mentes iddszakban is lejatszodik kiilonboz6é formaja az

autofagianak, féleg a sejt homeosztazisanak a fenntartasa folytan (Rogov és mtsai, 2014). Ebbdl
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az kovetkezik, hogy a szelektiv autofagia soran lebomld szubsztratok altaldban tomeges
autofagia soran is lebomlanak, kivaltva a szelektiv autofagiat is. Ezt a régi vitat Gigy tisztaztuk,
hogy a szelektiv autofagiaban fontos szerepet jatszo Atg8a-nak az autofagia receptorokhoz
kotéséért felelos motivumot kititve vizsgaltuk az ER lebomlasat tomeges autofagidba sorolhato
¢hezés indukalta autofagia soran. Mivel az ER lebontasa erésen korlatozddott ezen mutans
sejtekben, ezért kijelenthetjiik, hogy a tomeges autofagia nem képes helyettesiteni a szelektiv
autofagiat, ami egy nagyon érdekes 0j fejlemény a témaban. Ezen eredményeket egy grafikus
absztraktban foglaltuk 6ssze (12. abra).

Az ER-fagia megértése tobb okbdl is fontos ugyanis Mou és munkatarsai 2024-ben
olyan kisérleteket publikaltak, amelyek alapjan az ER-fagia szorosan kétheté az Alzheimer-
korhoz ¢és Parkinson-kérhoz mivel lebontja a neuronokban az aggregalodott tormelékeket és
megnoveli az élolények élettartamat. Szintén egy aktualis cikkben igazoltak, hogy egér alkohol
okozta majmegbetegedés modellben az ER-fagia rendkiviil aktiv és patogén folyamat, amely
csOkkentése redukalja az alkoholmérgezés soran keletkezd szervi karosodast (Zhu és mtsa,
2024). Szintén egérben mutattdk ki, hogy ER-figiaban érintett receptorok kilitése axon
degradaciot okoz és ezaltal szenzomotoros meghibasodasoktol szenvedtek a mutans egerek
(Tavarone és mtsai, 2024). Ezen eredmények kozelebb vezethetnek benniinket nem csak a
neurodegenerativ betegségek, de az dregedés megértése és kezelése felé. Tovabba az ER-fagia
kozelebb vezethet kiilonféle fejlodés béli rendellenességek megértésében is ezért a jovoben is

szeretnénk vizsgélni a jelenséget.

—0

Atg fehére
komplexek
+SNARE komplex
> > == e o
c ER-t | 0 li 0
ER-t bekebelezé t lebonto autolizoszéma
fagofor ( ER-fagia receptorok )

12. abra. Az ER-fagia folyamatdhoz sziikség van egyarant az Atg fehérjekomplexekre, SNARE komplexre és a
kiilonbozé ER-fagia receptorokra, ami arra utal, hogy nélkiilozhetetlen a folyamat soran a szelektiv autofagia.
Biorender felhasznalasaval szerkesztve.
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6. TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Béres Csaba Bence nyilatkozom, hogy a 38. TDK-ra benyujtott ,,Az ER-fagia és a
kanonikus makroautofagia utak kapcsolata Drosophila melanogaster-ben”  cimi

palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke (ot

fokozata skalan jellemezve)

Stabil Drosophila torzs elkészitése

Sziizek gytjtése, vonalak fenntartasa

Keresztezések osszeallitasa a kisérletekhez

Boncolas

Mikroszkopos vizsgalatok

2
3
3
Aminosav éhezés indukalas 5
9)
S)
4

Adatok kiértékelése és statisztikai feldolgozasa
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