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Kivonat

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) larvalis szervei, koztiik a nyalmirigy is a
bizonyosan jelentds szerepet kap az autofagia, melynek hozzajarulasa a sejtek pusztulasdhoz
még nem teljesen tisztdzott. Mindketten, mint katabolikus sejtélettani folyamatok a
novekedéssel forditottan szabdlyozddnak ¢és egyiittesen vesznek részt a nyalmirigysejtek
halalaban [2]. Munkam soran részletesen foglalkoztam az autofagia szerepével a
programozott sejtpusztulasban, melyet ecetmuslica larvalis nyalmirigyén vizsgaltam.
Megtigyeléseimet GAL4/UAS rendszert tartalmaz6 muslica torzson végeztem, mivel ezzel a
konstrukcioval barmely gén a muslica barmely szovetében expresszaltathaté. Igy a GAL4
forras csak a nyalmirigyben jelent meg, és ez hajtotta meg az autofagia specifikus Atg8-at,
melyhez fluoreszcens fehérje volt kotve. Ehhez kereszteztem hozzéd az autofagia kiilonféle
utvonalaiban mutans torzsek egyedeit: a TSC1 az autofagiat szabalyozd utvonalnak, az Atgl
¢és Atg6 pedig az autofag folyamatnak a kulcsfehérjéi. Normal esetben a nyalmirigy 17-19
ordval a babképzddés utan pusztult el, mig az Atg6, Atgl és TSC1 deficiens egyedekben még
21-23 ¢6ra multan is fellelhetd volt. Fuzionaltatott fluoreszcens konstrukcidt (apolinert)
expresszalo torzs (Apo;rGo/TM6) segitségével pedig sikeriilt korai kaszpazaktivitast
kimutatnom 13 6rds babbol szarmaz6 nyalmirigyben, amely az autofigia és az apoptdzis
szoros egylittmiikodésére utaldo jelenség. Az autofagia gének nyalmirigy-specifikus
csendesitésével az autofagiat lecsokkentettem, a nyalmirigyek élettartamanak novekedése,
tovabba a korai kaszpazaktivitas pedig arra utal, hogy az autofagia mindenképpen részt vesz e

szerv sejtjeinek eliminacidjaban.



Abstract

During postembrional development, the larval organs of the common fruit fly
(Drosophila melanogaster) degrade, so do their salivary glands. In the degradation of these
organs, apart from apoptosis, autophagy is suggested to play an important role. The way
autophagy contributes to the destruction of the cells is still unclear. Both mechanisms act as
catabolic, cellular-physiological processes regulated in inverse proportion to growth, and they
take a joint part in the death of the salivary gland cells [2]. During my thesis work, I
conducted detailed research on the role of autophagy in programmed cell death, which |
performed on the salivary glands of the common fruit fly. | examined the fly phylum
containing the GAL4/UAS system, since with this construction, any gene in any tissue of the
fly can be expressed. The GAL4 source only appeared in the salivary glands, and this
triggered the autophagy-specific Atg8 which had fluorescent proteins bound to it. To achieve
this, | crossed individuals originating from phyla mutant in different pathways of autophagy:
TSC1, one of the key-proteins of the pathways regulating autophagy; Atgl and Atg6, other
key-proteins of the autophagic process. In normal cases, the salivary glands degrade 17 to 19
hours after the formation of the cocoon, while Atg6, Atgl and TSC1 deficient individuals tend
to have them even after 21 to 23 hours. With the help of a phyla (Apo;rGo/TM6) expressing
fusionated fluorescent construction (apoliner), I managed to trace early caspase activity in a
salivary gland originated from a 13 hour old coccon. This phenomenon implies the
cooperation of autophagy and apoptosis. With the salivary gland specific silencing of the
autophagy genes | slowed decreased autophagy. In addition, the prolonged lifespan of the
salivary glands suggests that autophagy has to play a role in eliminating the cells of this

organ.



1 Bevezeto

1.1 A programozott sejtpusztulas szerepe a rovarok egyedfejlodésében

A holometabola rovarok posztembrionalis fejlodése soran ugrasszerti valtozasok
zajlanak, melyeket az allattan tudomanyaban a goérég metamorphosis (uetaudppworig) szdval
jelolnek, amely atalakulast, alakvaltozast jelent. Sziikebb értelemben tehat a teljes
atalakulassal fejlodé rovarok posztembrionalis fejlédését, vagyis azt a folyamatot jelenti,
melynek sordan a rovar a babdllapotban lezajlo nagyszabasu atrendezddés révén kifejlett
allatta, imagova alakul: 0j szervei fejlédnek, mig a larvakoriak teljesen eltlinnek. A larvak
legfébb feladata a folyamatos taplalkozas, egészen a harmadik larvastadium vandorld
szakaszaig, melynek soran a larvalis szovetek sejtjei hatalmas méretiivé ndvekednek, benniik
a kromoszémak sokszorozddasa endoreplikacioval zajlik, amely poliploidiahoz vezet. Valodi
sejt és magosztodas nem torténik, a kromoszémak a sejten beliil tobbszor replikalédnak
egészen addig, mig a ploidia foka el nem éri az 512-es kopiaszamot (n=512), nyalmirigysejtek
esetén pedig akar az n=1024-et. Mindezzel egyidejlileg tehat a larvalis szoveteik sejtjei is
oOriasi mértékben megnovekednek: tapanyagokat halmoznak fel, melyek a posztembrionalis
fejlodés soran hasznalodnak fel, biztositva az imaginalis discusok aktivalasahoz, sejtjeik
osztodasahoz, majd az imaginalis szervek kialakulasahoz sziikséges tapanyagokat és energiat
[3]. Mindezen folyamatok lezajlasahoz nélkiilozhetetlenek a programozott sejthalal egyes
folyamatai, melyek a larvalis szervek eliminaciojaért felel6sek: helyet, tapanyagokat és
energiat biztositva ezaltal az Ujonnan felépiild6 szerveknek. A larvélis szovetekben
felhalmozott és raktarozott tapanyagok a sejtek pusztuldsa altal valnak hozzaférhetévé az
imago szerveit kialakitd imaginalis discusok szamara. Ebben a fejlodési folyamatban két
nagyon jelentds sejthaldlforma vehet részt: a programozott sejtpusztulds I-es tipusa
(Programmed Cell Death — PCD 1.), vagyis az apoptozis (arorrtworg), illetve a ll-es tipus,
vagyis az autofag sejthalal (PCD I1.) [2]. Ezen folyamatok szerepe egyrészt a sejtek valamint
a szervek méretének genetikai meghatdrozottsaganak a szabalyozasa, amelyben a
sejtpusztulas mellett a ndvekedés és a sejtosztodas is jelentds szerepet vallal. Ezeket pedig a
kornyezeti faktorok, a szomszédos sejtek egymadsra hatasa, valamint a rendelkezésre allo
tapanyagok tovabb befolyasoljak. A sejtndvekedés é€s sejthalal kozti egyensuly megtartasa
kiilonosen jelentds a szovetek homeosztazisanak fenntartasaban, melynek zavarai kiilonféle

betegségekhez, példaul a rak kialakulasahoz vezethetnek [2]. Ezért olyan fontos, hogy a
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Dorosphila egyedfejlodésének behatobb vizsgalataval egyre inkabb megértsiikk a benniik,
ezaltal pedig a benniink lezajlo sejtpusztuldsi mechanizmusokat. Az apoptozist szabdlyozé
biokémiai folyamatokat mar alaposan leirtdk, azonban az autofag sejthalal és az azt
szabalyozo gének ma még kevésbé ismertek. Tovabba keveset tudunk a két folyamat
egyiittmiikodésérol, vagyis a sejtek elimindcidja soran zajlé feladatok megoszlasarol. Az
apoptozis jellemzoéje az aktiv kaszpazok jelenléte a sejtben, a DNS fragmentalodasa, a
citoplazmatikus blebek keletkezése, valamint az apoptotikus sejt fagocitak altali eliminalasa.
Ezzel szemben azok a sejtek, melyek autofag sejthalallal pusztulnak el, sajat beltartalmukat
emésztik meg fagocitak segitsége nélkiil, melynek legfontosabb morfologiai jele a dupla
izolal6 membrannal koriilvett citoplazma részletek (autofagoszomak) jelenléte, amelyek
gyakran figyelhetéek meg a pusztulé sejtekben. Ujabb és az altalam kapott eredmények is azt
mutatjak, hogy a fejlédés soran zajlo elbrehaladott autofagidhoz is sziikséges aktivalt
kaszpazok, példaul a kaszpaz-3 jelenléte [4]. Mindezek alapjan gy gondoljak, hogy az
autofag folyamatok az érintett szovetekben hozzédjarulnak a sejtek programozott

pusztulasahoz [2].

1.2 Az autofdgia mechanizmusa

Az autofagia egy olyan konzervalt katabolikus sejtélettani folyamat, melynek soran a
sejt sajat anyagainak lizoszomalis Uton torténd lebomlasa zajlik: eltdvolitodnak a hosszu
féléletidejii, valamint a sériilt és eloregedett fehérjék, organellumok, és a citoplazma egyes
komponensei, elésegitve ezaltal a sejtek stressztiirését. Eppen ezért az autofagiat eddig
talélési mechanizmusnak tartottak, a legijabb tanulmanyok azonban kimutattak, hogy
eldsegitheti a programozott sejthalalt is [5]. Ehhez valo hozzajarulasa azonban vita targyat
képezi, az eddig feltételezett stressztlirésben, tulélésben jatszott szerepe miatt. Tobbféle utja
lehet annak, hogy a sejtb6l szelektiv mdédon anyag jusson be a lizoszoma belsejébe: a
Chaperon Medialta Autofagia (CMA) soran a HSC70 chaperonfehérjék az egyedi KFERQ

szekvenciaval rendelkezdé polipeptidlancokat ismerik fel és juttatjak a lizoszoma belsejébe.
Ezt egy specidlis lizoszoma asszocialt membranfehérjén, a LAMPIIA-n keresztiil teszik,
tobbségében fedve van: a fehérjék hibas foldingja, sériilése, illetve oregedése kovetkeztében

valik csak elérhetové a HSC70 szamara. A mikroautofigia sordn az endocitozissal forditott

folyamat zajlik, autofagoszoma nem képzddik, a folyamat soran a lizoszoma membranjan

betlirddések jonnek létre, igy nagyobb méretii partikulumok, példaul peroxiszomak, valamint



citoplazmarészletek keriilnek annak belsejébe. A leggyakoribb és leginkdbb kutatott folyamat

azonban a makroautofagia (a tovabbiakban autofagia), amely a legtobb anyagot szallitd

utvonal. Ez az egyik legfontosabb katabolikus folyamat a sejtben, amely ¢&heztetés,
novekedési faktorok hidnya, hypoxia valamint szélséséges homérsékleti koriilmények
hatasara indukalodik, biztositva ezaltal a tulélést [6]. Az autofagia a fejlédésben is szerepet
jatsz6 mechanizmus, melyet rovarok esetén a szteroid tipust vedlési hormon (20-hydroxy-
stadiumaban [2]. Az 1. abran szemléltetett folyamat soran a citoplazma egy meghatarozott
része koril izolald membran (fagofor) jon Iétre, amely addig noévekszik, amig
autofagoszomava nem zarul. Igy a koriildlelt citoplazmarész a benne talalhatd
komponensekkel egyiitt egy elhatarolé kompartmentbe keriil, amely késobb egy vagy tobb
lizoszOmaval egyesiilve hozza létre az autolizoszémat, amelyben a koriilolelt anyagok
degradalodnak. A képz6dd fagofor membranjanak forrasa lehet kiilsé mitokondrialis, Golgi

apparatus és endoplazmatikus retikulumbeli, illetve plazmamembran is [5].

[zolalémembran Képz6db fagofor

; [ ’
* g Autofagoszoma

A membranforrasok lehetnek:

-ER,

-Mitokondrium kiilsé membran,
-Plazmamembran,

-Golgi

Lizoszoémak

Autolizoszéma f,

Makroautofagia

1. Abra. A makroautofagia folyamata (médositva a [5]. forras abraja alapjan)



Az autofagia folyamatanak genetikai szabalyozasa mind a mai napig kevésbé
tisztazott, azonban egyre tobb, annak szabalyozasaban szerepet jatszo gén (az ugynevezett atg
gének) valik ismertté, amelyek a legfontosabb végrehajtdi az autofagia folyamatanak. Bel6liik
eddig mintegy 34-et azonositottak, melyek termékei az alabbi komplexeket alkotva fejtik Ki

hatasaikat (0sszegezve a 2. abra szemlélteti): 1. Atgl kindz és a hozza tartozd szabalyozo

fehérjék (Atgl, Atgl3, Atgl7), melyekbdl a megfeleld jel hatasara olyan komplex alakul ki, amely
sziikséges mas komplexek kialakuldsahoz, aktivalodasahoz, amelyek részt vesznek az autofagia
tovabbi 1épéseinek, mint az izoldl6 membran létrejottének, majd az azt kdvetd novekedési, veégiil
pedig a zarodasi fazisnak a megvalositasaban [6]. A legtobb Atg fehérje (Atg3, Atg4, Atgb, Atg7,
Atg8, Atgl0, Atgl2 és Atgl6) az izolald6 membran novekedésében jatszik nélkiilozhetetlen
szerepet [5], [6]. Két, egymassal is kapcsolatban all6, az ubiquitin-rendszerhez hasonld

konjugacios folyamatot hoznak 1étre: az 2. Atgl2 konjugacids rendszert, melynek tagjai az Atg5,

Atg7, Atgl0, Atgl?2 és Atgl6, illetve az 3. Atg8 konjugacios rendszert, melybe az Atg3, Atg4, Atg7

és Atg8 tartozik. Utobbi felelés az ubiquitin-szeri fehérjék kozé tartozo Atg8 aktivalasaért és
annak foszfatidil-etanolaminhoz torténd kapcsolasaért [5], [6]. 4. a Ill. osztalyba tartozé PI3K

komplex elemei a Vpsl5, Vps34, Atg6/Vps30 és az Atgl4, amelyrdl egyeldre csak annyi ismert,
hogy nélkiilozhetetlen szerepe van a membranokban taldlhatd foszfatidilinozitol molekuldk

foszforilalasaban és igy az izolalo membran kialakitasaban. 5. Az eldbbi csoportokba nem tartozd

fehérjék (Atg2, Atg9 és Atgl8), a tovabbi folyamatok finomszabalyozasaban vesznek részt [6]. Az
elkésziilt autofagoszoma beltartalmaval készen all arra, hogy lizoszomakkal egyesiiljon, igy

beltartalma degradalddjon.
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2. abra. Az autofagoszoma kialakulasaban részt vevo legfontosabb fehérje komplexek attekintése
(modositva a [5]. forras abraja alapjan)

Az autofagia optimalis feltételek mellett a TOR komplex aktivitasa altal folyamatosan gatolva
van. A TOR komplex egy hatalmas méreti, mintegy 300 kDa molekulatémegii szerin/treonin
kindz, fontos szerepet jatszik a sejtndvekedésben, a metabolizmusban ¢és a stressztlirés
szabalyozasaban is [6]. A TOR hiperfoszforilalt allapotban tartja az Atgl3 fehérjét, ezaltal az nem
tud hozzakapcsolodni az Atgl-hez, igy nem alakulhat ki az autofaga folyamatat inicialo komplex
[6]. Tovabba a TOR foszforilalt allapotban tartja az S6 kinazt (riboszomalis protein S6 kinaz) és a
4E-BP-t (eukaridta transzlacié iniciacios faktor 4E-kot6 fehérje), ezaltal biztositja a transzlacid
kiilondsen jelentds upstream szabalyozoja a TSC1 fehérje (Tuberous Sclerosis Complex 1), amely
funkcigjat a TSC2-vel (Tuberous Sclerosis Complex 2) alkotott komplex forméajaban tudja ellatni.
Ennek kialakulasat a PKB/Akt fehérje komplex gatolja, AMPK pedig serkenti. A TSC1/TSC2
egyiittesen gatolja a Rheb fehérjét, ezaltal nincs ami serkent6leg hasson a TOR-ra, igy felszabadul
az autofagia folyamata annak gatlasa alol [6].

Lathato, hogy maganak az autofagianak igen sokréti szabalyozasi modja alakult ki az

evollcid soran, amely nagymértékben konzervalodott: ezt mutatja az a megfigyelés, mely szerint
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a fentiekben leirtakhoz nagyon hasonlé modokon zajlik e sejten beliili degradacios folyamat a

kiilonféle eukariota szervezetekben [6], [7] .

1.3 A pusztulo nyalmirigyben zajlo folyamatok

A Drosophila larvalis nyalmirigyek idedlis in vivo modellrendszerei a fejlédés soran
bekovetkez6 programozott sejthalal vizsgalatanak. Ezen sejtek pusztulasat a vedlési hormon,
a 20-hydroxy-ecdysone szintjének ugrasszerii emelkedése indukalja a babképzddés utan
mintegy 10-12 o6raval. A vad tipust fehérbabok nyalmirigyében azonban mar intenziv
autofagia zajlik, tehat a sejtpusztulds kezdetét megeldzéen mar aktiv a folyamat. Ezt
demonstralja az 6. abra A-val jelolt felvétele is. Normal esetben a nyalmirigyek gyorsan, a
fehérbabok kialakulasa utan (After Puparium Formation-APF) mintegy 17-19 oraval teljesen
lebomlanak. Maganak az autofagianak egyik legf6bb morfologiai jellemzdje, hogy a sejt sajat
citoplazmatikus komponenseinek emésztése zajlik, amelyre a citoplazmaban talalhato jelentds
mennyiségli autofagoszoma jelenléte utal, a nyalmirigysejtek pedig onalléan bomlanak le
fagocitalo sejtek segitsége nélkiil [2], [4], [8]. Az in vivo fejlédés soran bekdvetkezd autofag
sejthalal szabalyozasaban jelentés szerepe van a gatolt novekedésnek és az atg géneknek (3.
abra) [2]. A legujabb adatok szerint az apoptotikus sejthalalhoz hasonléan, ezen pusztuldsi
folyamatot a nyalmirigyben még a szteroidok altal kontrollalt kaszpazaktivacid is

szabalyozza, melynek sordn a sejtek morfologiai

Autofag sejthalal

valtozasokat mutatnak [4]. A nyalmirigysejtek 12

oraval az APF utdn még szogletesek, ¢ép

Novekedés gatlas Ekdizon .
plazmamembrannal rendelkeznek, nagy eozinofil
vakuolumokat, valamint savozott politén

PI3K
AKT kromoszomakat tartalmaznak [8]. Egy oraval késébb a
TOR sejtek lekerekednek, a nagy eosinofil vakudlumok
fragmentalddnak és a plazmamembranhoz

Autofag gének Kaszpazok ) .

(atg) asszocidlodnak. A 14 06rds nyalmirigyek autofag
vakudlumai szdmos citoplazmatikus komponenst
Autofag sejthalal tartalmaznak [8]. 14,5 6ra utan a plazmamembranok

intaktsaga megszlinik, a sejtekben kevés vakuolum
3. abra. Autofag sejthalilban & & )
részt vevé folyamatok [1] van mar csak jelen, a kromoszomak pedig mar nem

savozottak. A nyalmirigyek mintegy 17 oraval az APF utan pusztulnak el [8]. E szerv

crer
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mennyiségének ¢és lokalizacidjanak megvaltozasa elézi meg, amely egybeesik az aktiv
kaszpaz-3 aktivitasaval [4]. A szteroid gének koziil a bFTZ-F1, E93, BR-C és E74-A jatszanak
valamint az aktin, a-tubulin, a-spektrin és a nuklearis laminok szintjének és lokalizacidjanak
megvaltozasaban [4]. A proteazok a struktiralis fehérjéket hasitjak, tehat a proteolizis,
valamint az ebbdl adodo citoszkeletont érinté valtozasok részt vesznek a nyalmirigyek
autofag sejthaldla soran bekovetkezd valtozasok szabalyozasaban [8]. Az autofagiaval
pusztuld nyalmirigysejtekben az aktin vaz fennmarad, amely szerepet jatszik a fehérjék,
membranok, vakudlumok sejten beliili lokalizacidjanak valtoztatdsdban. Ezen intracellularis
folyamatok jatszanak fontos szerepet az autofigidban, mivel a membranba csomagolt
citoplazmarészek (autofagoszomak) igy szallitodnak, és egyesiilnek a lizoszomakkal [8].
Lathatd, hogy a nyalmirigyek a fejlédés soran dinamikus valtozdsokon mennek keresztil. A
sejtek alakjanak megvaltozasdban a szerkezeti fehérjék modositasa, lokalizaciojuk és szintjiik
erdteljes megvaltozasa zajlik, mindehhez pedig jelentés mértékben jarul hozza az aktivalt
kaszpazok sejten beliili mikodése. [8].

A legtobb Drosophila atg és kaszpdz gén idében koordinaltan indukalja a
nyalmirigysejtek halalat [2]. A Drosophila pusztulo larvalis nyalmirigyben azonban az
autofagia mellett az apoptdzis IS aktiv szerepet vallal azok eliminaciojaban. Kimutathatoak
benniik annak markerei: a DNS fragmentacid, tovabba a proapoptotikus gének RNS-einek
megemelkedett szintje. Mindemellett azonban ezekben a sejtekben jelentés szamu
autofagoszoma is megfigyelhet6 a citoplazmaban, valamint megemelkedik benniik az atg
gének MRNS-einek szintje is [5]. Fontos megemliteniink, hogy e folyamatok aranya
szovetenként jelentds eltéréseket mutathat: a megfigyelések szerint a Drosophila larvalis
kozépbelének eliminacidja gatlodik, ha az atgl, atg? és atgl8-as gének hibasak, vagyis abban
szinte csak az autofagia vesz részt [9]. Ezzel ellentétben a nyalmirigy hatékony
autofagia egyiittmiikodése [2]. A kisérleti adatok arra utalnak, hogy az autofagia és a
kaszpazok funkcidi parhuzamos genetikai Gitvonalban nyilvanulnak meg [5].

Osszességében elmondhatd, hogy az autofagia jelentds a sejtek homeosztazisanak
fenntartasaban, elGsegiti a sejthalalt, szerepe fiigg az érintett szdvet tipusatol, valamint a
kornyezeti tényezoktdl, a sejtek egymasra hatasatol, tovabba az érintett szovet adott fejlodési
allapotatol [5]. E folyamat 6nmagaban nem okozza a nyalmirigysejtek pusztulasat, mivel a
vizsgalt sejtekben indukalt autofagia soran nem kovetkezett be a szovet szétesése. Az

autofagia az apoptozissal upstreem modon vagy parhuzamosan hathat a sejthalal soran [10].
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2 Célkituzések

A Drosophila larvalis nyalmirigyének pusztuldsa a fejlédés soran programozott
sejthalallal valosul meg, amelyben az apoptozis mellett az autofagianak is jelentds szerepe
van [4], [8]. A morfologiai megfigyelések szerint e sejtek eliminacidjuk soran nagy
mennyiségii autofag vakudlumot halmoznak fel, tovabba a sejtek alakjanak erételjes
megvaltozasa figyelheté meg a strukturalis fehérjék atrendez6dése révén, melyek az aktiv
kaszpazok segitségével hasitodnak el, ezaltal sejten beliili lokalizacidjuk megvaltozik. Tehat
az autofag sejthalal folyaman apoptdzishoz hasonld jelenségek is zajlanak, mint példaul a
kaszpazaktivacio [4]. Ennek kovetkeztében a nyalmirigyek pusztulasa a fehérbabképzodés
utan mintegy 17 oraval valik teljessé [2], [8]. Mindezen adatok figyelembevételével olyan
mutans egyedek létrehozasat tiiztem ki célul, melyekben az autofagia folyamata kiilonboz6
pontokon gatolva van, valamint benniik e sejtpusztulas nyalmirigyspecifikusan detektalhato és
konnyedén nyomonkovethetd. Ezaltal kezdhettem el a mutans egyedekben a babképzddés
kezdetétél mérni azt az id6tartamot, amely sziikséges a nyalmirigyek pusztulasahoz a vad

tipust egyedekhez képest.

Tovabba célul tliztem ki a Korai kaszpazaktivitdas kimutatasat egy flzionalt
fluoreszcens konstrukcio, az apoliner segitségével olyan pusztuld nyalmirigysejtekben, ahol
még egyéb apoptotikus jellemzOk nem mutathatéoak Ki: a sejtek épek, blebképzédés pedig
nincs, ezekben a szovetekben a degradacio korai fazisaban csupan intenziv autofagia zajlik.
Megfigyeléseim altal pedig igazolni szeretném, hogy az autofagia valdban jelentOs
mértékben, az apoptozissal szorosan egyiittmiikddve jarul hozzd a nyalmirigysejtek

pusztulasahoz, mely e folyamat hianyaban lassabban, idében eltolédva kovetkezik csak be.
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3 Anyagok és modszerek

A megfigyelésekhez specidlis genetikai konstrukciokkal rendelkezd ecetmuslica
(Drosophila melanogaster) torzseket hasznaltam fel, melyeket termosztatban 25°C-on és
44%-os allando paratartalom mellett tartottam. Ezeket gondosan, heti két-harom alkalommal
friss taptalajra raztam at. Az allandé hémérséklet és paratartalom biztositasa azért volt olyan
fontos, mivel altalanosan azt tapasztaltam, hogy bizonyos homérsékleti ingadozasok
kovetkeztében az egyes larvalis szervek, a homérséklettdl fiiggden hosszabb - rovidebb ido
alatt bomlottak le. A felhasznalt térzsek stabilak, rekombinalodni nem tudnak, mert balanszer
kromoszomakkal vannak fenntartva benniik az értékes mutaciok. A balanszerek mindegyike
tobb inverzidt tartalmaz, igy akadalyozzadk meg a homoldg kromoszémak parba allasat az elsd
meiotikus osztodas profazisaban, igy nem kovetkezhetnek be a crossing-overek. Emiatt a
balanszer kromoszéman kiviil a parja is valtozatlan forméaban keriil az utédgeneracidba,
amely a marker mutaciéval megjeldlt, értékes mutaciot hordozé kromoszéma. Ezek ugy
vannak megjelolve, hogy fenotipushoz kotdtten genotipust tudunk vizsgalni. A felhasznalt
torzsek egyike (amelyet kontrollként hasznaltam) a ptc GAL4, UAS mCH Atg8 jelii, amelyben

a GAL4/UAS rendszer segitségével egy nyalmirigy-specifikus promoterhez kotve
elhelyezkedd, majd expresszaloddo GAL4 fehérje csak és kizarolag a nydlmirigyben hajtotta
meg az Atg8-al fuzionaltatott mCherry riporterfehérjét. A GAL4/UAS rendszer élesztébol
szarmazd GAL4 és UAS génekbdl l1étrehozott konstrukcio, amely segitségével barmely gén a
muslica barmely szovetében expresszaltathatd. A vezetd (driver) transzgénben a muslica
valamely szovetspecifikusan expresszaldédd génjének szabalyozd szekvenciajat az €lesztd
GAL4 génjével kombinaljak. A GAL4 fehérje pedig az éleszté UAS (upstream-activating
sequence) szekvencidhoz kotddve bekapcsolja azt a meghajtott gént, amelynek expresszidja
az UAS-szekvencia szabalyozésa alatt 4ll. A ptc-GAL4 driver a nyalmirigysejtekben biztositja
az UAS-hez kapcsolt gének (mCh-Atg8) expressziojat. Az mCherry egy GFP moédosulat,
amely adott hullamhosszu fénnyel gerjesztve piros fényt emittal, és jol birja a savas
kornyezetet. Ez tehdt az autofagia specifikus fehérjével, az Atg8-al fuziondltatott
markerfehérje, amely csak a nyalmirigyben expresszalodott: fluoreszcens mikroszkdpban a
megfeleld hullamhosszt fénnyel gerjesztve pirosan vilagitott, a sejtekben pedig a fagoforok,
autofagoszomak, illetve autolizoszomak (amelyek kiils6 ¢és bels6 membranjdhoz
horgonyzodva helyezkedik el az Atg8) piros pottyként, elszortan jelentek meg, ezaltal a benne

zajlo autofagia konnyedén detektalhatd volt. Ezek mennyiségébdl pedig kdvetkeztetni lehet az
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adott szovetben zajlo autofagia intenzitasara. A tovabbiakban az autofagia egyes pontjaiban
hibas torzsek egyedeivel foglalkoztam, melyekbdl a folymatban szerepld fontosabb fehérjéket
(adott torzsbol egyet-egyet) RNS interferencia segitségével iitottek ki. Ezek az Atgl RNAI,
Atg6 RNAi, TSCI1/R1 RNAi és TSC1/R2 RNAi voltak. Ahhoz, hogy nyalmirigy specifikusan

vizsgalhato, autofagia mutans egyedeink legyenck, 0ssze kellett kereszteznem a kontrollként
hasznalt és az autofagia deficiens torzseink megfelelé egyedeit. Ezért a ptc GAL4, UAS mCH
Atg8 torzsbol szlizeket gyljtottem, melyeket az Atgl RNAi, Atg6b RNAi, TSCI/R1 RNAi és

TSC1/R2 RNAI torzsek himjeivel kereszteztem 0Ossze kiilon csébe, 5:3 aranyban (6t

néstényhez harom himet adva).

3.1 A keresztezések
1. TSC1/R1RNAi & X ptc GAL4, UAS mCh Atg8 @

2. TSCI/R2RNAi 3 X ptc GAL4, UAS mCh Atg8 ¢
3. Atgl RNAi & X ptc GAL4, UAS mCh Atg8

4. Atg6 RNAi & X ptc GAL4, UAS mCh Atg8

3.2 Az autofagia kiilonféle utvonalaiban hibds torzsek

A keresztezés soran nyert tobbszords mutans egyedekben az autofagia titvonalanak kiilonb6zo
pontjai hidnyoztak, amely sejtjeikben a folyamat intenzitdscsokkenését eredményezte. A
TSC1 RNS interferencia soran, mivel hianyzott a rendszerb6l a TSC1, az nem alkothatott
komplexet TSC2-vel, ezaltal aktiv maradt a Rheb fehérje, amely aktivalta a TOR kinazt, igy
az autofagia folyamata gatolva maradt (4. abra). Atgl RNS interferencia esetén a hianyzo
Atgl miatt nem tudott kialakulni a fagofor kialakuldsdhoz sziikséges inicialo komplex, igy
szintén autofagia hidnyos allapot Iépett fel (4. abra). Mivel az Atg6 az izoldlomembran
novekedésében jatszik kulcsfontossdgu szerepet, igy az Atgb6 RNS interferencia szintén
autofagiat gatldé mechanizmust hozott 1étre. Ezekben az egyedekben az autofagia folyamata
csak minimalisan €s nem tokéletesen elcsendesitetten zajlott, mert egyéb jelatviteli itvonalak
segitségével szamos ponton indukalhaté autofagia, igy a vad tipushoz képest minimalis

intenzitassal mikodott.
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Specifikus RNS interferencia hatasai TSC1 RNAi

- | '_: é TSC komplex
mTOR Rl @

Atgl komplex

PI3K komplex

TSC1, Atgl és Atg6
RNS interferencia sordn az autofagia
elmarad

Atg6
RNAI

4.abra. Az RNS interferencisval kezelt torzsekben zajlé folyamatok Attekintése

A tovabbiakban az F1 nemzedékbdl mintdkat vettem, melyekb6l nyalmirigy
¢lethosszvizsgalatot végeztem az alabbi modon: meg kellett allapitanom egy viszonyitasi
pontot. Ez volt a fehérbab, amely az utolsé larvastddium vége és a babstadium eleje kozti
iddszak. Innen szdmoltam a babok korat. A fehérbab allapot soran az allat mar nem mozog,
spirdkulumait noveszti, ugyanakkor attetszd, mert koztakargja még nem kezdte meg a
szklerotizaciot. A mérés napjatdl szamitott vizsgalati idOponthoz igazitottam ezeknek az
allatoknak a keresését: vagyis adott iddpontban megjeldlt egyed a mésnapi vizsgalat soran x
oras lesz. Példaul, ha a masnapi vizsgalat idépontja 13:00 volt, akkor ahhoz, hogy akkorra 15
oras babjaim legyenek, a megfelelo allatokat (fehérbabokat) este 22:00-kor kellett
megkeresnem, majd megjel6lném, az adott idéponthoz rendelt szinii filctollal. Kezdetben
fejlodési sort készitettem, vagyis a fehérbab allapot kialakulasa utan 8 6raval vettem az elso,
majd innen 2-2 o6ranként a tobbi mintat, egészen 24 oras allatokig. Ezzel a sorozattal és az
irodalmi adatokat figyelembe véve sikeriilt eltaladlnom a vad tipusban azt az idépontot, amikor
mar nincs meg a babokban a nyalmirigy. Mindezek utan az esetek tobbségében megvartam,

mig az allatok legalabb 15 oréasak lesznek, igy a vizsgalati idépontban minden kivalaszott
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minta, illetve a benniik taldlhatd nyalmirigyek kora ismertté valt. Ezaltal 15, 17, 19, 21 ¢és 23
ords babjaim lettek. (Egy-egy idOpont néhol hianyzik, mert az adott idében nem alltak
rendelkezésre jelolhetd fehérbabok). Ezeket felhasznalva, fluoreszcens mikroszkop nagy
latoteri objektivjével (2,5x) kimutathatd volt boncolas nélkiil, hogy az adott kora babok
tartalmaznak e még nyalmirigyeket vagy sem. Azt az idépontot kerestem, amikor mar nincs
meg a megfeleld jel a babokban, utalva ezaltal a nyalmirigyek degradacidjara. E szervek a
gerjesztés hatasara, a specidlis GAL4/UAS konstrukcionak koszonhetden piros fényt

emittaltak. A fehérbabok boncolasabol nyert nyalmirigyekben, mintegy ellendrizve az RNS
interferencia hatékonysagat, megnéztem, milyen intenzitasu az adott idépontban az autofagia
e sejtekben (6. abra). A nyalmirigyek kinyerését két darab hegyes végli csipesz segitségével
végeztem, igy konnyedén voltak kiboncolhatok a harmadik stddiumu vandorlo larvak és
fehérbabok esetében, azonban az iddsebb babokbol nem sikeriilt a kinyerésiik. Egy
degeneralodo szovet mar a legkisebb behatas soran is szétesik, igy vizsgalhatatlanna valik. A
kiboncolt nyalmirigyek fluoreszcens szovettani vizsgalatahoz 20 ul DAPI sejtmagfestéket
hasznaltam fel mintanként, amely 50%-0s glicerinben van feloldva. Abban 5-10 percig azokat
allni hagytam, majd ebben fedtem le a szerveket. A kinyert nyalmirigyeket fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltam, €s fotokkal dokumentaltam.

3.3 A Korai kaszpdzaktivitas kimutatdsa apoliner segitségével

A korai kaszpazaktivacid mar az apoptozis egyéb markerei el6tt megfeleldé modszerekkel
detektalhato. Ezek egyike az apoliner, amely egy rendkiviil hatékony, 0j és kozvetett
modszerként szolgal az aktivalt kaszpazok jelenlétének kimutatasara. A konstrukci6 tehat egy
altalanos markere a kaszpazaktivitasnak, amely segit megérteni azok szerepét ¢&s
szabalyozodasat a fejlddési folyamatok soran [11]. Az apoliner fuzionaltatott
fehérjekonstrukciot az N-terminust6l a C-terminusig szamos 6sszetevé alkotja: tartalmaz egy
transzmembran domént hordozé MCD8-at, amely egérbdl szarmazik (ezen régio felelds a
membranban val6 lokalizacidért), tovabbd mMRFP-t, amely megfelel6 hulldmhosszi fénnyel
gerjesztve piros szinll fényt emittdld fluoreszcens fehérje. A flzids konstrukcid tovabbi
komponense a DIAP1-b6l szarmazo kaszpazérzékeny hasitohely (a BIR domén) és az NLS
szignallal rendelkezd eGFP, amely gerjesztve zold fényt emittalo fluoreszcens fehérje (5.
abra) [11]. Az apoliner tehat két fuzionaltatott fluoreszcens fehérjét foglal magaban,
melyeket olyan régio kot dssze, amely kiillondsen érzékennyé teszi a kaszpazaktivitasra. Azok

mukodése soran a konstrukcid megfeleld részei elvalnak egymastol, amelyek irdnyitd
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szignaljaik segitségével specifikusan sejten beliilli kompartmentekbe helyezddnek. Ezen
athelyez6dés utal a kaszpazaktivitisra a megfeleld szovetekben. Az €16 sejtekben a két
fluoreszcens fehérje egyiitt szintetizalodik, majd a membranokban lokalizalodik, igy
egylittesen megvilagitva dket piros és zold szinli fényt emittdlnak, amely egyiitt sarga szint
eredményez. A szekrécidsan aktiv sejtekben, példaul a nyalmirigysejtek citoplazmatikus
szekrécids vakuolumaiban is nagy mennyiségben halmozodik fel (10. abra A és B felvétele,
lila nyilak), tovabba a nyalmirigy lumenében is kimutathaté az apoliner tartalmi szekrétum,
amely kirajzolja a mirigyvégkamrat (11. abra A, B és C felvétele). Azonban ha a sejtben
aktiv kaszpazok vannak jelen, az apoliner azok altali hasitddasa az mRFP és az eGFP kozti
BIR domén mRFP fel6li oldalan torténik (5. abra), ennek kovetkeztében a két fluoreszcens
fehérje  elvalik egymastol, és lokalizaciés szignaljaiknak megfeleléen  adott
kompartmentekben helyezkednek el: az mRFP TM doménje segitségével a
plazmamembranban marad, mig az eGFP a hasitodas kovetkeztében felszabaduld NLS
szignaljaval a sejtmagba transzlokalodik, és ott halmozodik fel. A 9. abra F abraja a
hasitodast abrazolja, mig a 10. abra C felvétele a fluoreszcens fehérjék megfeleld
kompartmentbe helyezddését mutatja. A DIAP1-bdl szdrmazo kaszpdzérzékeny fragment
hatékonyan hasitodik, mert BIR1 domént tartalmaz, amely el6segiti a kaszpazok altali
felismerését, vagyis a megfeleld helyre csalogatja az aszpartat specifikus ciszteinil
proteinazokat [11]. Az apoliner a korai kaszpazaktivitas markere, nem igényel kifinomult
képalkotd eljarast, mivel altalanosan hasznalt fluoreszcens fehérjékbdl épiil fel, tovabba
kihasznalja a lokalizacios szignalok sejten beliili kompartmentbe jutdsdnak mechanizmusait.
Ezen konstrukcié mint aktiv kaszpaz érzékeld, specifikus jeldlést biztosit, azonban nem
zavarja a normal fejlédés soran zajlo folyamatokat: sem az autofagiat, sem az apoptozist. Az

apoliner a korai kaszpazaktivitast mutatja ki, nem feltétlen az apoptdzis markere.

Az apoliner fluoreszcens konstrukciot —expresszald torzs  (Apo;rGo/TM6)
felhasznalasaval az L2 és L3 stadiumu larvak, tovabba fehérbabok és 13 oras bab
nyalmirigyét vizsgaltam meg. A szerveket hegyes végii csipeszek segitségével nyertem Ki,
azonban az L2 - L3 larvak és fehérbabok esetében 20 ul DAPI sejtmagfestékben végeztem a
boncolast, amely 50%-os glicerinben van feloldva. A 13 6ras bab nyalmirigyét ezzel szemben
20 pl, 4%-os formalinban nyertem ki a szervek enyhe fixalasa céljabol, mivel az ilyen id6s
allatokban mar a larvalis szovetek nagy részének intaktsaga jelentdsen lecsokken. A boncolas
utan mosas céljabol 1-2 percre vizbe helyeztem a szerveket, majd attettem 6ket DAPI-glicerin

oldatba, ahol (ahogy a tobbi esetben is) 5-10 percig allni hagytam azokat, majd lefedtem a
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szerveket. A kinyert nyalmirigyeket fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgéltam, ¢és

megfigyeléseimet fotokkal dokumentaltam.

Az apoliner szerkezete

mCD8 T™

*Kaszpziz hasitohely

DIAP1

5.4bra. Az apoliner fuzios fluoreszcens konstrukcié vazlatos felépitése (médositva a [11]

forras abraja alapjan)
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4 Eredmények és megvitatasuk

4.1 A nydlmirigyek élethosszanak valtozdsa autofigia hianydban

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) larvalis nyalmirigyei programozottan
pusztulnak el a posztembrionalis fejlédés soran. Mint lattuk, e szervek degradacidjaban az
apoptozis mellett jelents szerepet kap az autofagia folyamata is. Munkam soran utdbbi
szerepével foglalkoztam a sejtpusztulasban, melyet ecetmuslica larvalis nyalmirigyén
vizsgaltam. Megfigyeléseimet olyan torzsek egyedein végeztem el, amelyekben
szovetspecifikusan az Atg8-al fuzionaltatott markerfehérje, mCherry volt expresszaltatva, a
GAL4/UAS rendszer segitségével, igy az csak a nyalmirigyben fejez6dott ki. Tovabba az
ilyen allatokban zajl6 autofagia egy-egy kulcsgénje RNS interferenciaval volt csendesitve. Ezt
a konstrukciot megfeleld keresztezésekkel hoztam létre. Ezaltal kdzvetleniil nyomon lehetett
kovetni, mi is torténik a nyalmirigyekkel az autofagia kiiktatasat kovetéen: modosul e a
szervek élettartama? A megfigyelések elsd 1épéseként tesztelnem kellett, valoban mitkodnek-e
az altalam, keresztezéssel 1étrehozott konstrukcidk. Ezt az egyes torzsek fehérbabjaibol nyert
nyalmirigyek szovettani vizsgalata alapjan deritettem ki. Két alapvetd funkciot kellett
ellendriznem: szovetspecifikusan expresszalodik-e benniik az Atg8-al fuzionaltatott mCherry,
tehat vilagitanak-e a nyalmirigyek, illetve az adott torzsekben mikodik-e az RNS
interferencia? A szoveteket fluoreszcens mikroszkdpban vizsgalva azt tapasztaltam, hogy a

konstrukcio mitkodoképes. Mind a kontroll ptc GAL4, UAS mCH Atg8 torzs, mind pedig az

ebbdl ¢és az RNS interferencids torzsekbdl létrehozott tobbszordsen mutans torzsek
egyedeiben szovetspecifikusan fejezédott ki az mCherry, tehat nyalmirigyiik fluoreszcens
fényben pirosan vilagitott (6. abra). (Az RNS interferencias torzsekben azonban mintegy
hattérként jelent meg csupan az mCherry a nyalmirigyekben). A tovabbiakban a
mikroszkopban 40x-es nagyitassal vizsgaltam a nyalmirigysejteket, melyekben kimutathato
volt, mely torzsek sejtjeiben nem latunk jelolt autofagoszémakat, vagyis melyekben miikodik
az RNS interferencia. A vartaknak megfeleléen, a vad tipusu (kontroll) fehérbabokbdl nyert
nyalmirigyek sejteiben szamos jelolt autofagoszoma volt kimutathatd, benniik tehat intenziv
autofagia zajlott (6. abra, A felvétele). Ezzel szemben mind az Atgl, Atg6 és TSC1 RNS
interferencidaval kezelt torzsek fehérbabjainak nyalmirigysejtjeiben minimalis jeldlés volt

tapasztalhato, tehat az autofagia folyamata valdban gatolva volt (6. 4bra B, C és D felvétele).
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6. abra. Fehérbabok nyalmirigysejtjeiben zajlé autofagia: az A-val jelolt képen a kontroll, B-vel az Atgl,
C-vel az Atg6, mig a D-vel jelolt felvételen a TSC1 RNS interferencias allatok nyalmirigysejtjei lathatéak.

(Az autofag strukturak fehér nyilakkal jelolve, magyarazat a 19. oldalon)

A tovabbiakban, a fent emlitett eredmények altal lehetové valt, hogy a miikodoképes
konstrukciok felhasznalasaval vizsgaljam a nyalmirigyek élethosszanak valtozasat a kontroll
torzshoz képest. A kapott kisérleti adatok azt mutattak, hogy a vad tipust egyedekben a
nyalmirigy a fehérbab kialakulasat (APF) kovetd 17. éraban még kimutathatd volt, azonban a
19. oratol kezdédéen mar nem. Tehat vad tipusti egyedekben a nyalmirigyek teljes
pusztulasanak idépontja az APF utan 17 és 19 ora koz¢é esik (7. abra, A-val jelolt legfelso sor:
Al az APF utani 15 6rés, az A2 17 6rés, A3 19 6ras, mig A4 a 23 o6rés allapotot mutatja vad
tipusu egyedek babjaiban). Ezzel szemben az Atgl RNS interferencias egyedek (7. abra, B-
vel jelolt sora) babjaiban mind a 15 (B1), 17 (B2), 19 (B3) ¢és 23 (B4) 6ras babokban
mindvégig jelen volt a jel6lés, mutatva ezaltal, hogy a nyalmirigy még nem degeneralodott. A
23. 6rdban késziilt felvételen lathatdan a szerv mar kezdi elvesziteni az intaktsagat, de jelentds
része még egyben van. Atgb RNS interferencias egyedek bébjaiban az el6z6hdz hasonlo
eredmények voltak tapasztalhatdak (7. abra, C-vel jeldlt sora). Itt szintén 17 (C1), 19 (C2), 21
(C3) és 23 (C4) oras allatokban mindvégig megmaradt a nyalmirigy. Azonban ebben az
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esetben is megfigyelhetd a 23. ordban tapasztalt intaktsagcsokkenés. A TSCI RNS
interferencias torzs 15 (D1), 17 (D2) és 23 (D3) 6ras babjaiban is jol kivehetd a nyalmirigy.
Az iddbeli kiilonbségek abbdl adddnak (Bl és Cl1, valamint a D1, D2 esetén is), hogy a
vizsgalat adott idejében nem allt rendelkezésre az adott torzsbdl jelolhetd fehérbab. A kisérleti
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a vad tipust, normdl egyedek nyalmirigyei a
babképzddés utan mintegy 17 éradval még kimutathatdak, 19 6raval azonban mar nem, tehat a
szervek sikeresen degradalodtak. Az Atgl, Atg6 és TSC1 deficiens egyedekben azonban még

21-23 6ra multan is megfigyelhetd volt a szerv.

Lathato, hogy az autofagia gének nyalmirigy-specifikus csendesitésével a folyamat
bomlasi intenzitasa jelentdsen lecsokkenthet6 (6. abra), a mutans allatok
nyalmirigyélettartamanak jelentés novekedése (7. abra) azt mutatja, hogy az autofagia
mindenképpen részt vesz e szerv sejtjeinek eliminacidjaban 6sszehangoltan az apoptozissal. A
vad tipusu allatokhoz képest az autofagia kiilonféle pontjaiban hibas egyedek nyalmirigyei
mintegy 2-5 6raval tovabb voltak kimutathatoak fluoreszcens mikroszkopban, ami bizonyitja
az autofagia szerepét és jelent6ségét a larvalis nyalmirigyek eliminalasaban a fejlédés soran.
Ez a folyamat kimutathatéan mar vad tipusu, harmadik larvastadiumu allatok nyalmirigyében

is zajlik, a fehérbabokéban pedig oOriasi mértékii intenzitasnovekedés tapasztalhato (6. abra).
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7. abra Kontroll és a megfelelé fehérjére RNS interferencias babok nyalmirigyeinek tulélési sorozata (A:

kontroll, B: Atgl, C: Atg6, D: TSC1 RNAIi tozsekbdl szarmazo babok, részletes magyarazat a szovegben a
20-21. oldalon)
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Figyelembe véve, hogy a nyalmirigyek pusztuldsa az APF utdn mintegy 10-12 o6raval
kezdédik csak el [2], azt mondhatjuk, hogy a vad tipust fehérbabok esetén tapasztalhatd
autofagia intenzitasanak novekedése (6. abra) mintegy el6készit6 folyamatként funkcionalhat
a sejthalal beinditasaban, majd a tovabbiakban fenntartott autofagia annak kiteljesedésében

jatszhat jelentds szerepet.

Fontos tovabba megjegyeznem, hogy mindkét sejthalalforma esetén térben és idoben
pontosan meghatarozott sejtpusztulasi folyamatokrol van szo. Az apoptozis és az autofagia
hullamszertien terjed sejtrél-sejtre a nyalmirigy anterior felérdl a posterior felé. Kisérletekkel
kimutattdk, hogy a kaszpdzaktivacié iniciacidja a nyadlmirigy anterior felén kezdddik, majd
sejtr6l-sejtre haladva terjed tovabb a posterior vég felé, atjarva ezaltal az egész szervet [12]. A
mikroszkopos fotozasok soran figyelmes lettem arra, hogy a vad tipust, harmadik
larvastadiumu  allatokbol szdrmazé nyalmirigyekben az autofagia intenzitasat jelzo
autofagoszomdk mennyisége ¢és elhelyezkedése nem homogén, azok sajatos anatomiai
elhelyezkedést mutattak: a szerv anterior részében nagy mennyiségli autofagoszéma
felhalmozodas volt megfigyelhetd (a 8. abram, fehér nyilakkal jeldlve). Ezen megfigyelés
pedig egybevag a fentebb emlitett kutatasi eredményekkel, mi szerint a kaszpazaktivacio is az
anterior vég fel6l indul [12]. Ezek a megfigyelések pedig alatamasztjak az apoptozis és
autofagia szoros egylittmiikodését a nyalmirigy sejtjeinek pusztuldsa soran. Ezen megfigyelés
azért is nagyon jelentds, mert a tovabbiakban tervezett ultrastruktiralis vizsgalatokhoz
sziikséges metszetek elkészitésénél adott korti nyalmirigy esetén ki kell jelolni azt a pontot,

ahonnan mintakat vesziink, igy kaphatunk csak a fentiek tiikrében relevans eredményeket.

23



-« A nyalmirigy posterior vége

Autofag struktarak

/ / / Anter;o/r Anterior vég

8. 4bra. L3 stadiumu vandorlé, kontroll allatbél izolalt nyalmirigyben zajlé autofagia, mely fokozott
intenzitast mutat a szerv anterior részén (az autofag struktirakat fehér nyilak jelolik)

4.2  Aktiv kaszpazok jelenléte a pusztulo nydlmirigysejtekben

Az apoliner egy olyan flzionaltatott fluoreszcens fehérjekonstrukcio, amely
specifikusan jelzi az aktiv kaszpazok jelenlétét az azt expresszalo allatok sejtjeiben. A
rendszert két fluoreszcens fehérje, az mRFP és az eGFP alkotja, amelyek mindegyike
specialis sejten beliili szignalokkal van ellatva: mig az mRFP transzmembran domént, addig
az eGFP NLS szignalt tartalmaz. A két fehérjét BIR domén koti Gssze, amely a
kaszpazaktivitasra kiilondsen érzékennyé teszi ezen konstrukcidt. A rendszer expresszioja
soran a két fehérje Osszekottetésben marad egymassal, a szabad N terminalis végen
elhelyezkedd6 TM domén segitségével a membranokban lokalizalédnak. Egyiittesen
megvilagitva 6ket a sarga szinli fluoreszcens jelolodést (a piros és z6ld emittalt fények

Osszességét) lathatjuk (10. abra A és B, 11. abra A, B és C felvétele). Aktiv kaszpazok
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jelenlétében azonban a rendszer a BIR doménnél hasitodik el, igy az mRFP a TM doménje
segitségével a membranban lokalizadlva marad, mig az eGFP az NLS szignallal a sejtmagba
transzlokalodik (9. abra D, 10. abra C felvétele). A megfigyelésekhez specialis, apolinert
expresszalo torzs (Apo;rGo/TM6) egyedeit hasznaltam fel, amelyekben a fluoreszcens
fehérjekomplex az agydiacban és a nyalmirigyben egyarant expresszalodik. Kezdetben
tesztelnem kellett, hogy kifejezddik-e a konstrukcid az allatok nyalmirigyében. Ehhez L2 és
L3 larvastadiumu, tovabba fehérbabok szerveit vizsgaltam meg. A 11. abra A és B felvételén
jol lathatoak az apoliner tartalmu szekrécids vakudlumok, tovabba az iiriilés kdvetkeztében az
altala kirajzolt lumen. Ezekben a szovetekben a sejtmagok még iiresek, az mRFP és eGFP
tehat egylitt lokalizalodik a citoplazmatikus szekréciés granulumokban ¢és a
plamzamembranban (10. abra, A és B felvétele). Elmondhat6 tehat, hogy az Apo;rGo/TM6
torzs megfelel6en expresszalja a konstrukciot. A tovabbiakban kivancsi voltam arra, hogy
torténik-e kaszpazaktivacio a nyalmirigysejtek korai degradacidja soran, amikor az apopt6zis
morfoldgiai jellemz6i még nem észlelhetdek (a sejtmagok épek, blebképzddés pedig nincs).
Az irodalmi adatok alapjan elmondhatd, hogy a nyalmirigy degradécioja az APF utdn mintegy
10-12 ora elteltével indul csak meg [2]. Ehhez képest a korai kaszpazaktivacio a degradalodo
nyalmirigyekben idében kissé eltolodva, mintegy 12-14 6ra miltan mutathat6 csak ki [4]. Az
irodalmi adatokat figyelembe véve 13 oras allat nyalmirigyét vizsgaltam meg fluoreszcens
mikroszkoppal. A fejlddés ezen fazisdban a nyalmirigy sejtjeiben kaszpéazaktivitds volt
kimutathatd apoliner segitségével: a 9. abran lathato felvételek ugyanazon szervrdl késziiltek
eltérd megvilagitasi tartomanyokban, hogy azok egymaéssal sszevethetéek legyenek. gy
lathatjuk a a nyalmirigyet DAPI, DAPI — mRFP, DAPI — eGFP, mRFP — eGFP és DAPI —
MRFP — eGFP tartomanyokban, melyekkel azt szeretném megmutatni, hogy a zolddel
jelolédo strukturak valoban sejtmagok. Lathato tehat, hogy a 13 o6ras babok nyalmirigyében
apoliner pozitiv sejtmagok és plazmammembranok vannak, vagyis ezzel a modszerrel, ebben
a fejlodési allapotban bizonyithatova valt az aktiv kaszpazok jelenléte a sejtekben (9. abra D
¢és 10. abra C felvétele). A korai kaszpazaktivacid soran megvaltozik a sejtek alakja, amely a
szerkezeti fehérjék lebomlasabdl, illetve azok athelyez6désébol adodik (10. abra E felvétele).
Mindennek pedig az lesz a kdvetkezménye, hogy a sejtek ellaposodnak, a szerv lumene pedig
kitagul (11. abra D felvétele). A fenti eredményekbdl vilagosan kivehetd tehat, hogy az
autofagia és az apoptozis folyamata kozti kaszpazaktivacio, mint atvezeté folyamat zajlik le,

amely el6késziti a szovetet a programozott sejtpusztulas kiteljesedése felé.
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DAPI - mRFP

DAPI - eGFP mRFP - eGFP

DAPI - mRFP - eGFP Az apoliner hasitasa

A hasitist kovetéen a megfelel6 szignallal rendelkezé rész:

A plazmamembranban A sejtmagba
marad vandorol

BIR NLS eGFP

DIAPI
F

9.4bra. 13 éras muslicabab nyalmirigyében zajlé kaszpazaktivitas kimutatasa apoliner fiziés fluoreszcens

fehérje konstrukcidval (magyarazat a szovegben 25. oldalon)
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mRFP - eGFP DAPI - mRFP - eGFP

Fehérbab | Fehérbab

10.4bra. Vandolré larva (A-A*), fehérbab (B-B*) és 13 6ras muslicabab (C-C*) nyalmirigyének
osszehasonlitisa apoliner konstrukcié hasznalatiaval. Az A és B felvételen a sejtek magjai iiresek (fehér
nyilak), a citoplazmaban azonban szamos szekréciés vakuélum figyelheté meg (lila nyilak). Ezzel szemben
a C felvételen apoliner pozitiv sejtmag és membran lathaté, a granulumok eltiintek a sejtek
citoplazmajabdl. Az A*, B* és C* felvételeken a DAPI sejtmagjeldlés is lathaté, igy megmutathato6, hogy az

iires mezok, illetve a zold elszinezédés valéban sejtmagi struktirakat jelolnek
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Fehérbab

11.4bra. Az apoliner kifejezédése L2, L3 stadiumii larvak, tovabba 0 (fehérbab) és 13 éras babok
nyalmirigyében. Az id6 elérehaladtaval jol megfigyelheté a szekrécids granulumok méretének és
mennyiségének a csokkenése, tovabba a sejtek alakjanak valtozasa és a lumen atmérdéjének novekedése. A

fehér nyilak a sejten beliili szekréciés granulumokat jelolik

Fontos megjegyeznem tovabba, hogy a nyalmirigyek fejlddése soran az apoliner segitségével
nem csak a korai kaszpazaktivitds mutathatd ki a megfeleld fejlédési allapoti szervekben, de
megfigyelhetd azok lumenatmérdjének novekedése, valamint a sejtekben talalhatd szekrécios
granulumok méretének ¢és mennyiségének csokkenése a degradacid eldrehaladtaval. A
nyalmirigy sejtei L2 stadiumu larvaban igen intenziv szekréciot folytatnak, a citoplazma nagy
mennyiségben tartalmaz apoliner pozitiv szekrécios vakudlumokat (a 11. abra A felvételén
fehér nyilakkal jelolve), tovabba jol megfigyelhetd, hogy a szekrétum kirajzolja a lument is,
amely még a nyalmirigyhez képest normal atmérdvel rendelkezik. L3 larvastadiumu
nyalmirigyben még viszonylag normal lumen figyelhetd meg, és tovabbra is sok szekrécids
vakuolumot tartalmaznak (11. abra B felvétele). Tehat a nyalmirigy sejtjeinek miikodése az

allatok ¢letmodjaval szoros Osszefliggésben all, vagyis a taplalék pépesitéséhez ¢és
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crer

szekretdlodik az apoliner is, amely igy megjelenik a szekréciés vakudlumokban és a
lumenben, ezaltal tehet6k ezen struktirak lathatova a szervben). Fehérbabok nyalmirigyében
azonban a szekrécios vakudlumok szama latszolagosan lecsokken (valdjaban a
méretcsokkenésiik altali intenzitascsokkenés miatt), a 10. abra B felvételén és a 11. abra C
felvételén szamos apré granulum figyelheté meg a  fehérbabbdl  szérmazo
nyalmirigysejtekben), szamuk jelentdsen nem, méretiik azonban latvanyos csokkenést mutat.
Megfigyelheté tovabba ezekben az apoliner altal kirajzolt lumen atmér6jének névekedése is,
amely Osszefiiggésben allhat a sejtek alakjanak megvaltozdsaval. Fehérbabok esetében a
jelentds mennyiségii szekrécid (anyagvesztés) kovetkeztében alakulhat ki efféle strukturalis
valtozas. Tovabba az L3 stadiumu allatokhoz képest a fehérbabok nyalmirigyének struktiralis
¢s funkciondlis valtozasai 0Osszefliggésben allhatnak a nyalmirigy miikodésének
megvaltozasaval is, mivel L2 és korai L3 stddiumu allatok nyalmirigyében még a taplalék
pépesitéséhez, elébontasdhoz sziikséges szekrétum termelddik, azonban a fehérbabok
nyalmirigye mar a puparium adott feliilethez rogzitésében szerepet jatszd ragasztéoanyag
mennyisége magyarazhatja a szekrécidos granulumok méretcsokkenését, tovabba a szekrécid
intenzitdsanak csokkenését is az L3 larvastadiumi egyedekben tapasztaltakhoz képest. A
kitdgult lumen pedig a sejtek alakjanak, méretének megvaltozasat mutatja, amely tehat a nagy

mennyiségii anyagleadas (szekréciod) és a funkciovaltas kovetkeztében alakulhat Ki.

A 11. abra D felvételén egy 13 oOras bab nyalmirigye lathato: sejtjeiben szekrécios
granulumokat mar nem lehet kimutatni, valamint a lumen sem rajzolodik ki egyértelmiien,
mindez pedig azt mutatja, hogy a szekrécios tevékenység jelentdsen lecsokkent a szervben.
Tovabba a korai kaszpazaktivitas is kimutathatd mar az apoliner segitségével a 13 oras
nyalmirigyekben: a magok zdldek, a membranok pedig piros szinliek. Ebben a fejlodési
allapotban mar jelentds a sejtek alakjanak és méretének véltozasa a korai kaszpazaktivitds

kovetkeztében zajlo sejten beliili strukturalis atrendezddések kovetkeztében.

Apoliner segitségével tehat nemcsak a korai kaszpéazaktivitas valt kimutathatovd a
fejléddés ezen szakaszaban, amely kapcsolatot biztosit az autofagia €s apoptdzis folyamata
kozt, de expresszioja révén nyomonkovethetdvé valtak a sejtek strukturajanak és funkcidjanak
valtozasai is a fejlodés soran. Az autofagia és apoptozis folyamati tehat szorosan

egyiittmikodve, egymast segitve jarulhatnak hozza az ecetmuslica larvalis nyalmirigyének

crcr
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5 Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom a dolgozatom megirdsa soran nyujtott Onzetlen segitségéért
témavezetOmnek, Dr. Low Péternek, az Anatomiai, Sejt- és Fejlodésbiologiai Tanszék
vezetdjének, a laborbatéoriumban dolgozd Vagd Eszternek és Kovats Zsofianak gyakorlati
segitségiikért. Tovabba koszondm Pircs Karolinanak és Nagy Péternek a 2,5x-es objektivvel
rendelkez6 Zeiss Axioimager mikroszkop hasznalataban, valamint a mikrofotdzasban nyujtott
segitségét (7. abra). Koszonettel tartozom csaladomnak, barataimnak, és mindenkinek akik
tamogattak, és megértéssel fogadtak, hogy azt az id6t, amit veliik kellett volna toltenem, ezen

dolgozat megirasanak szenteltem.
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6 Szerzoi hozzajarulas

a, Uj, az autofagiaban deficiens RNS interferencids és egyben specifikus GAL4/UAS
rendszerrel  rendelkezd  torzseket hoztam  1étre  keresztezéssel, melyek  altal

nyalmirigyspecifikusan vizsgalhato volt az autofagia folyamata ¢és intenzitasa.

b, A fent emlitett torzsek hasznalataval nyalmirigyélethosszvizsgalattal megallapitottam a
szerv pusztulasi idépontjat vad tipusu allatokban, ami 17 és 19 ora kozé teheté, majd
megnéztem, az autofagidban mutdns torzsek esetében hogyan modosul a nyalmirigyek

¢lethossza (kitolddott a sejtpusztulds ideje).

¢, Fuzids fluoreszcens konstrukciot (apolinert) expresszald torzs segitségével sikeriilt korai

kaszpazaktivitast kimutatnom 13 6ras bab nyalmirigyében.

d, Torzseket tartottam fennt, preparatumokat készitettem a kisérletek tervezéséhez és

kivitelezéséhez.

e, Fotokkal dokumentaltam a kisérletek eredményeit (6., 7., 8., 9., 10. és 11. abra)
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