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1. Bevezeto

1.1 Az autofagia

Az autofagia az eukariota sejtekre jellemzo, szabalyozott lizoszoma-kozvetitett onemésztd
folyamat. Harom tipusat kiilénboztetjiik meg aszerint, hogy az emésztendé sejtalkotok hogyan
jutnak be a lizoszémaba. Ez alapjan makroautofagiar6l, mikroautofagiarol és chaperon-
medialt autofagiarol beszéliink (1. abra).

A chaperon-medialt autofagia soran a rosszul feltekeredett fehérjék keriilnek lebontasra a
lizoszomaban. A folyamat soran a hsc70 (70kD heat shock cognate protein) chaperon szallitja
a degradalasra itélt fehérjéket a lizoszémahoz, amelyek a LAMP-2A fehérjékbdl felépiild csa-
tornan jutnak be a lizoszomaba (1. abra).

A mikroautofagia sordn a citoplazma egy része a lizoszoma membran betiirédésének kovet-
keztében keriil be a lizoszéma belsejébe (1. abra).

A makroautofagia sordn egy kettds izoldlomembran, a fagofor keletkezik a degradalando
citoplazmarészlet/sejtkomponens  koriil. A fagofor késébb bezarodik, ekkor mar
autofagoszomanak nevezziikk, ezutan az autofagoszoma lizoszomakkal fuzional,
autolizoszoma keletkezik. A bels6 membran, és a benne 1év6 citoplazmarészlet a sejtkompo-
nensekkel egyiitt megemésztddik (1. dbra). Tovabbiakban az autofagia alatt a makroautofagiat
értem.

Az autofagia folyamatat négy fehérje komplex szabalyozza. Az Atgl (Autophagy related
gene 1) kinaz komplex indukalja az autofagiat. A komplex tagjai az Atgl/ULK1/2, Atgl3,
Atgl7/FIP200 és AtglO1 fehérje. A komplex miikodése fiigg a TOR (target of rapamycin)
fehérjétdl, ha jelen van, gatolja az indukalé komplex miikodését.

A kovetkez6 fehérje komplex a PI3K (foszafatidil-inozitol 3 kinaz) komplex. A komplexbe
tartozik az Atg6/Vps30/Beclin, a Vps34, a Vpsl35, és az Atgl4, a komplex a fagofor képzés-
ben jatszik szerepet és tovabbi Atg fehérjék toborzasat segiti.

A harmadik fehérje komplexet két ubikvitinszerii protein konjugacioés rendszer alkotja. Tag-
jai az Atg3, Atg4 Atgb, Atg7, Atg8/LC3, Atgl0 Atgl2 és Atgl6. A komplex miikddése soran
az Atg8 kovalensen (foszfatidil-etanolaminon keresztiil) kapcsolodik az izolalomembranhoz.

A negyedik komplexet az Atg2, Atg9 ¢és Atgl8 fehérjék alkotjak, amelyek az
autofagoszoma kialakuldsaban részt vevo autofag fehérjék reciklizilasdban jatszanak szerepet

(1. abra)
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1. abra Az autofigia hiarom tipusa: makroautofigia, mikroautofagia, chaperon-medialt autofagia. A
makroautofagia soran egy kettds izolaldmembran, fagofor keletkezik, ami bekebelezi a citoplazma egy részét, a
fagofor zarodasa utdn egy lizoszomaval fuzional. Az autolizoszéma kialakuldsdhoz sziikség van az Atgl kinaz
komplex (sarga kor), a PI3K komplex (z6ld kor) és a két ubikvitinszerti protein konjugécios rendszer (piros €s kék
kor) miikodésére. Az Atgl kinaz komplex indukalja az autofagiat, tagjai az Atgl/ULK1, Atgl3, Atgl7/FIP200 és
Atg101. A PI3K komplex a fagofor képzésben jatszik szerepet és tovabbi Atg fehérjék toborzasat segiti, tagjai az
Atg6/Vps30/Beclin, a Vps34, a Vpsl5, és az Atgl4. A két ubikvitinszer(i protein konjugacios rendszer mikodése
soran az Atg8 kovalensen (foszfatidil-etanolaminon keresztiil) kapcsolodik az izolalomembranhoz, tagjai az Atg3,
Atgd Atg5, Atg7, Atg8/LC3, Atgl0 Atgl2 és Atgl6. A mikroautofagia soran a citoplazma egy része kozvetleniil a
lizoszomaba jut. A chaperon-medialt autofagia soran a rosszul feltekeredett fehérjék jutnak be a lizoszomaba a
hsc70 chaperon és a LAMP-2A receptor kozvetitésével. Mindegyik esetben a bejutott sejtkomponenseket a
lizoszomalis hidrolazok bontjak le. (PE: foszfatidiletanolamin) (Periyasamy-Thandavan és mtsai., 2009, médositva)

Az  autofagoszoma  képzddéshez  kulcsfontossagi  lipidszignalizaciés 1épés a
foszfatidilinozitol (PI) foszfatidilinozitol-3-foszfatta (PI3P) torténd atalakulasa, melyet a
Vps34 katalizal. A PI3P létrejotte szabalyozasi pont is egyben: a defoszforilacigjat (a PI3P —
PI 4talakitast) a Myotubularin tipusu (MTM) foszfatazok végzik, és igy gatoljak az autofag
folyamatot. (Vergne és mtsai., 2009). Az eddigi ismeretek szerint a Myotubularinok koéziil az
MTMR14 (Myotubularin related protein 14) a leghatékonyabb autofagia szabalyozo6 (Vergne
¢és mtsai., 2009). Az MTMR 14 ecetmuslica ortoldgja a dJumpy avagy EDTP.

Az alapszinten zajlo autofagia biztositja a hossz féléletidejii fehérjék és organellumok
turnoverét. Szamos kornyezeti és endogén tényez6 képes fokozni az autofag aktivitast. Ilye-
nek pl. a kiilonboz6 stresszallapotok (€hezés, hypoxia, magas homérséklet, ndvekedési faktor

megvonas, ¢és minden olyan koriilmény, amikor a sejtes funkcidok gyors megvaltozasara van
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szlikség). Ezzel 6sszhangban az autofagianak fontos szerepe van a sejtnovekedésben, a sejt-
osztddasban ¢és az intracellularis patogének elleni védekezésben. Emberben az autofagia mi-
kodésének zavara rak, neurodegenerativ betegségek, agyvérzés, izomsorvadas, majelégtelen-
ség és szivinfarktus kialakulasahoz vezethet. (Levine és Kroemer, 2008)

Az autofagianak elsddlegesen citoprotektiv funkcidja van, ezzel egyiitt a sejthalalban is sze-
repet jatszik; a Il-es tipusu programozott sejthalalként tartjak szamon: a Drosophila metamor-
fozisa soran részt vesz a larvalis szovetek lebomlasaban. (Denton és mtsai., 2009; Mizushima

és Levine, 2010).

1.2 Az autofagia és a szemfejlodés

Munkacsoportunk az autofagia szervfejlédésben betoltott szerepével foglalkozik az ecet-
muslica Osszetett szemének kialakuldsat vizsgalva. Megfigyeléseink szerint a szemfejlédés
soran rendellenes autofag aktivitassal rendelkezd allatoknak csokevényes szeme alakul ki (a
vad tipushoz képest kisebb méretii szemiik lesz, vagy egyaltalan nem fejlodik ki) (2. abra).

2. abra Az autofag gének csendesitése csoke-
vényes szemet eredményez A: Oregon (vad tipus)

B: w''*® eyGal4-Kl, Atgl4-RNSi / CyO C: w'8
eyGal4-Kl, Atgl01RNSi / CyO.

Elézetes vizsgalatok alapjan az Atgl4 és az Atgl01 gén csendesitése kései L3 stadiumu larva
szemdiszkuszaban csokkent autofagidhoz vezet, amely mind a korai autofag struktarak meny-
nyiségében (antiATGS jelolés - korai autofag struktGrak, 3. abra), mind pedig az

autolizoszomak szamanak csokkenésében megmutatkozik (LysoTracker Red festés, 4. abra).



3. abra Az Atgl01 és Atgl4 gén csendesitése
csokkenti a korai autofag strukturak szamat
a kontrollhoz képest AntiATG5
immunhisztokémiaval késziilt képek (400x
nagyitas) kései L3 stadiumu szemdiszkuszrol.
A: w8 eyGal4-BD B: w''® Atgl01-RNSi;
eyGal4-BD C: w''®: Atgl4-RNSi; eyGal4-BD
Az eyGal4-KI mellett is csokkent autofagia
figyelhet6 meg. A képek bal felsé sarkdban
lathato, hogy a szem-antennadiszkusz mely
részletérdl késziilt a kép (minden kép esetében
az antenna rész a kép teteje felé néz). (zold:
antiATG5, kék: hoechst)

4. abra Az Atgl4 gén csendesitése csokkent autofiagiahoz vezet a kontrollhoz képest LysoTracker
Red festéssel késziilt képek A: w8 eyGald-Kl1/+ (kontroll) B: w''8; eyGal4-KI1/Atg14-RNSi. (piros:
LysoTracker Red, kék: hoechst)

A felnétt allat testfliggelékei (szem, cséap, 1ab, szarny, billér, stb.) un. imaginélis koron-
gokbol (diszkuszokbol) fejlédnek. A Drosophila egyedfejlédése soran a harom larvaallapotot
(L1-L3) koveti a baballapot, amely fejlodési stadiumok soran az Osszetett szem kifejlodik az

un. szem-antennadiszkuszbol (5. abra).



5. dabra Kései L3-as larvastadiumu allat szem-
antennadiszkusza, aggyal. A fehér nyil az antenna-
részt, a piros nyil a szemrészét jeloli a szem-
antennadiszkusznak. A kék nyil a larvalis agyat jeloli.
(Anand Krishna Tiwari felvétele)

Az Gsszetett szemen kiviil még ebbdl fejlodik ki az antenna, a palpus ¢és a feji kutikula
(Pappu és Mardon 2004). A mintazatképz6dés a szemben a morfogenetikai arok megjelenésé-
vel (morphogenetic furrow, MF) kezdddik. Ez egy jol lathato és konnyen azonosithatd vonal a
diszkuszban. A MF a szem-antennadiszkusz poszterior szélén jelenik meg, és innen anterior
iranyban végighalad a szemdiszkuszon, a tdle anterior elhelyezkedésii sejtek proliferacidja
mindaddig folytatodik, amig a MF el nem éri 6ket. Az arok az, ahol szignalizacios kaszkadja-
sejtekké) (Kumar, 2009).

Az ecetmuslica szemfejlédésének egyik mestergénje a Pax6 homolog eyeless (ey).

Expresszioja a MF el6tti sejtekben figyelheté meg. (Quiring €s mtsai., 1994)

Az autofag-deficiens muslicak csokevényes szemének kialakuldsara harom magyarazat le-
hetséges: nem alakul ki kelld szamu sejt, vagy nem torténik meg a differenciacio, esetleg a
mar kialakult (és akar differencialodott) sejtek elpusztulnak apoptozissal. En ezt az utolso
lehetdséget vizsgaltam. Az autofagia és az apoptdzis kapcsolata intenziven kutatott tudo-
manyteriilet. Az Atg6 (PI3 kinaz komplex) és az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje kozott kozvet-
len kapcsolatot mutattak ki Caenorhabditis elegans-ban (Takacs-Vellai és mtsai., 2005) és

human HeLa sejtenyészetben (Maiuri és mtsai., 2007).

1.3 Az apoptozis

Az |.-es tipust programozott sejthaldlnak, mas néven az apoptdzisnak altalanos megjelenése
a sejt zsugoroddsa, a membran ,,blebbing” (buboré¢kosodas), a kromatin kondenzacio, a DNS

fragmentalodasa. A cisztein protedzok csaladjaba tartozéd kaszpazok aktivitdsa idézi el ezeket



a morfologiai jellegzetességeket. Az apoptotikus sejtek maradvéanyait a szomszédos sejtek
vagy fagocitak kebelezik be és bontjak le.

Tobbsejtii €l6lényekben a programozott sejthalalnak nagy jelentdsége van az egyedfejlodés
soran ¢s a homeosztazis fenntartdsaban. Azokban a sejtekben, amelyekre a szervezetnek nincs
sziiksége, lezajlik a sejthalal a folyamata. A programozott sejthaldl alapvetd genetikai utvona-
la konzervalt a torzsfejlédés soran. A programozott sejthalal abnormalis miikddésének kovet-
keztében kiilonb6z6 rendellenességek alakulhatnak ki, izomsorvadas, neurodegenerativ beteg-
ségek, rakos elvaltozasok, autoimmun betegségek.

Tovabbiakban az apoptdzis folyamatat az ecetmuslican mutatnam be. A sejthalal a Droso-
phila sejtekben az IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) fehérjék (DIAP1, DIAP2, dBRUCE)
allapotatol figg (Wang és mtsai.,, 1999). Ezek a fehérjék a tolik downstream hatd
kaszpazokat gatoljak. Az IAP fehérjéket gatolni képesek az AIF (Apoptosis Inducing Factor)
fehérjék, (Reaper, Hid és Grim) (Goyal és mtsai., 2000), ekkor a kaszpazok aktivalodni tud-
nak, elészor az iniciator kaszpazok (NC vagy Dronc, DREDD) és azok fogjak aktivalni az
effektor kaszpazokat (DRICE, DCP-1, DECAY), amelyek tulajdonképpen az apoptozis vég-
rehajtdi. Az ecetmuslicdban is megtaladlhatéak a Bcl-2-szerli fehérjék, amelyek a
mitokondrium membranjan taldlhatoak. Van antiapoptotikus (Buffy) és proapoptotikus
(Debcl) Bcl-2-szerii fehérje, ezek egymas aktivitasat gatoljak. Az ecetmuslicaban nem tiszta-
zott még a pontos mechanizmus, hogy hogyan kerekedik foliil az egyik Bcl-2-szerli fehérje a
masikon, de mindkét tipusu, a pro- és az antiapoptotikus is az apoptoszoéma aktivitasat befo-
lyasolja (Danial és Korsmeyer, 2004). Az apoptoszéma egy kaszpazaktivalo fehérjekomplex,
nyolc iniciator kaszpazbodl és nyolc Drosophila Apaf-1 (apoptotic protease activating factor)
(Dark) fehérjébdl épiil fel (6. abra).
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6. abra Az ecetmuslica programozott sejthalala. A programozott sejthalal genetikai kaszkadjaban az
effektor kaszpazok (drice, decay, dcp-1) helyezkednek el a leginkabb downtstream. Az altaluk kodolt fehérjék
hajtjak végre az apoptozist. Téluk upstream talalhato az apoptoszéma (iniciator kaszpaz dronc + dark), amely
feladata az effektor kaszpazok aktivalasa. Az apoptdszoma aktivitasat befolyasoljak a Bcl2-szerli gének mii-
kodése (debcl proaptotikus aktivator, buffy antipoptotikus gatld). A kaszpazok aktivalasat gatoljak a
diapl,diap2, dbruce altal kodolt IAP fehérjék. Az IAP-ek mikodését gatoljak a reaper, hid, grim altal kodolt
AlF-ok. Ezeket aktivalni képes a p53 fehérje és a TNF utvonal, valamint RAS/MAPK szignalazacid gatolja.
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2. Célkitiizések

A fejlodo szemben rendellenes autofag aktivitassal rendelkez6 imagok szeme csokevényes a
vad tipushoz képest (kisebb vagy egyaltalan nem fejlédik ki). Az egyik lehetséges magyara-

zat, hogy a kialakult (és akar differencialédott) sejtek apoptozissal elpusztulnak. En ezt a lehe-

tdséget vizsgaltam.

Célul thztem ki
szemdiszkuszaiban a kiilonb6zé komplexekbdl szarmazo Atg gének (Atg101, Atgl4d) géncsen-

desitése mellett az apoptozis mértékének valtozasanak vizsgalatat. Tovabbi vizsgalataimba be

a szem fejloddése soran,
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kivantam vonni az autofigia egy biokémiai szabdlyozé faktorat: tanulmanyozni, hogy az
EDTP genetikai manipuldlasa (taltermeltetése illetve géncsendesitése) milyen hatassal van az
apoptozis mértékére.

Laborunk eddigi eredményei alapjan a kései L3 stadiumu larva szemdiszkuszaban az Atgl4
¢s az Atgl01 gének csendesitése, ill. az EDTP gén overexpresszidja csokkent autofadgidhoz

vezet, az EDTP gén csendesitése pedig fokozott autofag aktivitashoz.

Az apoptotikus aktivitas vizsgalatat tobb fliggetlen modszerrel egyarant el kivantam végezni
a kiilonbozo autofag-deficiens genetikai hatterekben. A sejthaldl valtozdsanak mértékét az
apoptotikus testeket jelold Acridine Orange festéssel, a szabad DNS végek jelolésén alapuld
TUNEL-probaval, a kaszpazaktivitast kimutatdo Apoliner hasznalataval és elektronmikroszko-

piaval vizsgaltam.

3. Anyagok és modszerek

3.1 Torzsek fenntartasa

Az ecetmuslica torzsek fenntartasa standard koriilmények kozott, agaros-kukoricalisztes
taptalajon, 25°C-on tortént. A kisérleteket is 25°C-on végeztem. Abban az esetben, amikor
ettdl eltértem, kiilon jelzem. A taptalaj készitése:

Szarazkeverék: 320g kukoricaliszt, 156g kristalycukor, 2,7g CaCl,-H,0.

Egy liter meleg vizben kell feloldani 100g szarazkeveréket. Ezutan hozza kell adni 13g
agart és 26g poritott élesztét. Ezutan 6ssze kell f6zni, hogy az agar teljesen feloldodjon, majd
amikor 60°C-ra lehiilt hozzaadni 10ml 25vegyesszazalékos nipagint (4-hidroximetil-benzoat)
(A nipagint 96%-os etanolban oldjuk).

3.2 Hasznalt torzsek

A munkam soran hasznalt toérzseket torzskdzpontokbol (Bloomington Drosophila Stock
Center - BDSC, Vienna Drosophila RNAI Center — VDRC, Drosophila Genetic Research

Center - DGRC) szereztiik be, vagy magam allitottam el6 keresztezés utjan (1. tablazat). A w;
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eyGal4-BD és w; eyGal4-KI

SzBK Genetikai Intézet).

torzseket Mihaly Jozsef bocsatotta rendelkezésiinkre (MTA

y,w; (EP)EDTPEY?**" (BDSC:

22600)

w;eyGal4-BD, EDTP-RNSI/TM6

UAS-Apoliner(1);
(EP)EDTPE?**%" eyGal4-KI

y,w; EDTPXC™13 (BDSC: 13605)

w;(EP)EDTP EY#%": eyGal4-BD

w, UAS-Apoliner(2); eyGal4-BD;

ey’

w8 P(EP)EDTPF?** (BDSC:
17050)

w; eyGal4-Kl; UAS-p35

UAS-Apoliner(1); (EP)EDTP
EY229%7. eyGal4-BD

1118
w

w; Atg14-RNSi (VDRC: v108559)

w; UAS-Apoliner(2); eyGal4-BD

Oregon (vad tipus)

w; Atg101-RNSi (VDRC:
v106176)

w; UAS-Apoliner(2),eyGal4-KI

ey’ (BDSC: 648)

w; (EP)EDTP B2 eyGal4-KI

w; P{RS5}EDTP>543%%°
(DGRC:126130)

w; eyGal4-BD

UAS-Apoliner(1); eyGal4-BD

w; UAS-Dicer-2, eyGal4-KI

w; eyGal4-Kl

UAS-Apoliner(1); eyGal4-KI

1. tablazat Az altalam hasznalt ecetmuslica torzsek

3.3 Keresztezések

UAS-Apoliner(2); UAS-EDTP-RNSI, eyGal4-BD torzs 1étrehozasa:

Els6 1épésként a w*; CyO/Sp; letalis mutacio/TM6B; + X w*; +; UAS-EDTP-RNSI,
eyGal4-BD; + keresztezést végeztem el. A CyO markerre sziizeket szedtem az utodnemze-
dékbdl és kereszteztem w*;Apoliner(2); MRS/TM6B; + himekkel. CyO és TM6B allatokat,
sziizeket ¢és himeket valogattam az utdédnemzedékbdl és Osszekereszteztem egymadssal (w*;
UAS-Apoliner(2)/Cy0O; UAS-EDTP-RNSIi, eyGal4-BD/TM6B; + X UAS-
Apoliner(2)/CyO; UAS-EDTP-RNSI, eyGal4-BD/TM6B; +) Végiil a balanszereket nem hor-
dozé w*; UAS-Apoliner(2); UAS-EDTP-RNSI, eyGal4-BD; +

tam és 0sszekereszteztem.

w*:

szlizeket és himeket valogat-

UAS-Dicer-2, eyGal4-KI torzs 1étrehozasa rekombinans keresztezéssel:

w*; UAS-Dicer-2; +; + sziizeket kereszteztem w*; eyGal4-KI; +; + himekkel. A transzhetero-

zigota (w*; UAS-Dicer-2/eyGal4-KI; +; +) utddokat w*; CyO/Bc, Gla; +; + himekkel keresz-
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teztem. Ezzel egy idoben kontroll keresztezéseket is Osszeraktam; a kiindulasi torzseket is
Osszekereszteztem w*; CyO/Bc, Gla; +; + allatokkal. Az egyidés (3-4 napos imagd) utédokat
0sszehasonlitottam: a w* mutacié kovetkeztében fehér szemiiek az allatok, de az UAS-Dicer-
2 ¢és az eyGal4-Kl is tartalmaz ,,mini-white” menekité konstrukciot, igy az allatoknak na-
rancssarga szemsziniik van. Rekombinansok esetén fehér ill. a kontrolloknal sotétebb szem-
szinli utddok keletkeztek, az utobbiak hordoztak az UAS-Dicer-2, eyGal4-KI rekombinans
kromoszoémat (és igy két kopia ,,mini-white”-ot) . Az utédokbol w*; UAS-Dicer-2, eyGal4-
KI/CyO; +; + szilizeket valogattam és ujra bekereszteztem w*; CyO/Bc, Gla; +; + allatokkal.
Az utddokbol ismét w*; UAS-Dicer-2, eyGal4-KI/CyO; +; + utdodokat valogattam és keresz-
teztem egymassal. Ot rekombinans vonalat készitettem, ebbdl az altalam legjobban miikddd

,»E” vonalat haszndltam a kés6bbi vizsgalatokhoz.

UAS-Apoliner(1); (EP)EDTPE?% eyGal4-KI; +; + térzs létrehozésa:

w*; (EP)EDTPEY??®" eyGald-Kl; +, + sziizeket UAS-Apoliner(1); Sb;+/ST6; +; himekkel
kereszteztem Ossze. Az utddnemzedékbdl ST6 markerre valogatva UAS-Apoliner(1)/Y;
(EP)EDTPEY22967, eyGal4-KI;+/ST6; +;  himeket valogattam és Kkereszteztem UAS-
Apoliner(1); Sh;+/ST6; +; sziizekkel. Az utdédnemzedékbdl a s6tétebb szemi, az elsé kromo-
szoman UAS-Apoliner(1)-re homozigéta sziizeket és hemizigota himeket dsszekereszteztem
(UAS-Apoliner(1); (EP)EDTPEY?%7  eyGal4-KI;+/ST6; +; x UAS-Apoliner(1)/Y;
(EP)EDTPEY?*% eyGald-KI;+/ST6; +). Az utddok koziil az ST6 markert mar nem hordozo, a
masodik kromoszéman (EP)EDTPEY22967, eyGal4-Kl;-re homozigdta utodokat dsszekeresz-
teztem egyméssal. (UAS-Apoliner(1); (EP)EDTPE"#  eyGald-KI; +; + x UAS-
Apoliner(1)/Y; (EP)EDTPEY?*®" eyGald-KI; +; +). Az UAS-Apoliner(1); (EP)EDTPEY?%';

eyGal4-BD; +; torzs ugyenezen séma szerint késziilt.

3.4 Alkalmazott modszerek

Az UAS-Apoliner konstrukcio:

Az Apoliner egy kaszpazaktivitast detektald mesterséges fehérje. Az N-termindlistol a C-
termindlis felé haladva tartalmaz egy transzmembran domént (egér CDS), egy mRFP-t
(monomeric Red Fluorescent Protein), mogotte egy kaszpaz érzékeny régiot a DIAP1 fehér-
jébol, majd egy nuklearis lokalizacios szignallal (NLS) ellatott eGFP-t (enhanced Green
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Fluorescent Protein) (7. abra) (Bardet és mtsai., 2008). A molekulat az apoptozis soran az
aktiv kaszpazok (DRICE, DCP-1) elhasitjak, ekkor az eGFP a sejtmagba vandorol (8. abra)
(Bardet és mtsai., 2008).

7. abra Az Apoliner molekula felépi-
tése. mCDS8: transzmembran domént
tartalmazé egér CD8, mRFP: voros fluo-
reszcens fehérje, DIAP1: részlet a DIAP1
fehérjébol, nls-eGFP: sejtmagi lokaliza-

222 446 585 841 aa ciés szignallal ellatott eGFP: zold fluo-
= reszcens fehérje. A nyil jeloli a
mCD8 = EGFP kaszpazhasitd helyet (Bardet és mtsai.,
—_— 2008)
DIAPA

8. abra Az Apoliner molekula
miikodése. Az A képen lathatod
fehéren, hogy a nem apoptotizald
sejtoen az mMRFP és az eGFP
kolokalizalnak. A B képen az
apoptotizald sejtben elkiilonil a
z6ld sejtmag az mRFP-t6l. (Bardet
és mtsai., 2008).

Az UAS-GALA4 rendszer:

A GALA4 egy élesztében (Saccharomyces cerevisiae) ismert transzkripcios faktor, ami a cél-
gének atirasat azaltal szabalyozza, hogy a GAL4 fehérjék az UAS (Upstream Activating
Sequences) szekvenciahoz kapcsoldédnak. Ez az UAS-t61 downstream elhelyezkedd célgén
atirodasat aktivalja. (Brand és Perrimon, 1993) Az elmult két évtizedben szamos transzgeni-
kus Drosophila-torzset hoztak létre, amely tartalmazza a Gal4 kodolo régigjat és a Gal4d
expresszidja Drosophila szovetspecifikus promotereirdl torténik. Ugyanigy készitettek az
UAS elemmel kapcsolt vizsgalandd DNS konstrukciokra transzgenikus muslicakat. Ha ke-
resztezés eredményeként a két konstrukcio egy egyedbe keriil, akkor a GAL4 forras a ra jel-
lemzd szovetspecifikus promoternek megfeleld szovetekben aktivéalja az UAS-konstrukcid
kifejezédését. (A GAL4 DNS-hez vald kotédésének optimuma 29°-on van). Igy nyilik leheté-
ség gének ektopikus expressziojara (cDNS talalhato az UAS mogott) vagy RNS interferencia
kozvetitett géncsendesitésre (dsRNS-t kodoldo DNS szekvencia van az UAS mogott). (Duffy,
2002) Egy gén tultermeltetésére egy masik lehetéség az Enhanced P (EP) elemes konstrukciod
hasznalata, mely a P elem inszerciés mutagenezis és az UAS-Gal4 rendszer eldnyeit egyesiti.

Az EP elem esetében a mutagenizalashoz hasznalt transzpozabilis P elem UAS szekvenciat is
13



tartalmaz. Az endogén gén elé¢ beugrott EP elemre transzgenikus allat Gal4 forras hianyaban
inszerciés mutansként viselkedik, ha Gal4-et adunk a rendszerhez, akkor a gén miikodése
fokozodik, overexpresszio kovetkezik be (Rorth, 1996). Munkam soran kétféle GAL4-gyel
dolgoztam, mindkett6 az eyeless gén promoéterének egy részletét tartalmazza, az eyGal4-BD
csak a morfogenetikai arok mogott (téle poszterior irdnyban, a differencialédé régioban), az

crer

eltérden).

3.5 Acridine Orange (AQ) festés

A kései L3 stadiumu larvakat PBS-ben boncoltam, miutan kiboncoltam a szemdiszkuszokat
leszivtam a PBS-t és 30ul 0,01mg/ml AO/Hoechst+PBS-sel (1 Hoechst : 50 PBS) festettem
két percig. Oblités PBS-sel, majd mostam még harom percig PBS-sel. Glicerines PBS-sel
(80% glicerin, 20% PBS) fedtem le a mintakat. A képeket Zeiss Axiolmager Z1
epifluoreszcens mikroszkoppal ApoTome szemikonfokalis feltéttel készitette Lorincz Péter. A

fotozashoz, és a képek szerkesztéséhez hasznalt program: Zeiss AxioVision 4.82.

3.6 Immunhisztokémia

Az Apoliner-t tartalmazoé torzseken a mikroszkopia el6tt anti-GFP-vel immunhisztokémiat
végeztem, a GFP jel felerdsitéséhez. A kései L3 stadiumu larvakat PBS-ben boncoltam, miu-
tan kiboncoltam a szemdiszkuszokat a garatot is meghagyva, azokat 100ul 4%-0s
PBS+formaldehidben fixaltam 30 percet, ezutdn haromszor 20 percig mostam 100ul PBT-
ben. Ezutan kovetkezett a blokkolas 100ul 5%-0s BSA/PBT-ben 30 percig, majd 75ul anti-
GFP-t (Merck Millipore) tettem a mintakra és egy éjszakan at inkubaltam 4°C-on. (A vakra,
nem keriil elsédleges ellenanyag, mert az a masodlagos ellenanyag specifitasat teszteli, azt
100ul PBT-ben inkubaltam.) A masodik napon az elsddleges ellenanyag leszivasa utan 100ul
PBT+NaCl-val (0,024mg/ml) torténd 20 perces mosas kovetkezett, ezutan 100ul PBT-s mo-
sas 20 percig. Ujrablokkolas 100pl 5%-0s BSA/PBT-ben 20 percig, ezt mar a vakra is tettem.
Ezutan tettem ra 75ul kecskében termelt Alexa Fluor 488-cal konjugalt anti-egér masodlagos
ellenanyagot (Invitrogen), 1 6ran at inkubaltam. Ezutdn 20 perces mosas 100ul PBT-ben,
majd festés 0,1ul/ml Hoechst+PBT-vel 4 percig. Ezutan megint egy 20 perces mosas 100ul

PBT-ben, majd még egyszer, csak PBT helyett PBS-sel. Ezutan boncolas PBS-ben, a
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szemdiszkuszok boncolasa utan pedig 18ul PVA-DABCO-ban (Invitrogen) 50 mp-ig
inkubaltam ¢és végiil lefedtem. Ezutan 4°C-on taroltam a mintdkat mikroszkopidig. A képeket
Zeiss Axiolmager Z1 epifluoreszcens mikroszkoppal ApoTome szemikonfokalis feltéttel ké-
szitette Lorincz Péter. A fotozashoz, és a képek szerkesztéséhez hasznalt program: Zeiss

AxioVision 4.82.

3.7 TUNEL-proba

Az apoptozis soran fragmentalodott DNS-t TUNEL-probaval (TUNEL: Terminal
deoxynucleotidyl Transferase mediated dUTP Nick-End Labeling) mutatjak ki, amely a
fragmentalodott DNS szakaszok végeinek jeldlésén alapszik.

A kései L3 stadiumu larvakat PBS-ben boncoltam, miutan kiboncoltam a szemdiszkuszokat
a garatot is meghagyva, azokat 100ul 4%-os PBS+formaldehidben fixaltam 30 percet, ezutan
haromszor Oblitettem 400ul metanollal. Ezutan 6t percig mostam 75% metanol/PBST-ben
majd 50% metanol/PBST-ben végiil 25% metanol/PBST-ben. Haromszor 6t perces 400ul
PBST-s mosas kovetkezett, és ezutan két perces Proteinase K permeabilizécio 400ul 1pl/ml
Proteinase K/PBST-ben. Kétszer egy percig mostam 400ul PBST-ben, és tjra fixaltam 400l
PBS+formaldehiddel 20 percig. Ezutan 6tszor 6t percet mostam 400ul PBST-ben a mintakat,
majd 400ul -20°C-0s 2:1 etanol:acetonban inkubaltam 10 percig. Haromszor 6t percig mos-
tam 400ul PBST-ben. Ezutan egy 6rat inkubaltam 200pul ekvilibracids pufferben. Ezutan egy
mintara szamolva 12pl reakcios puffer + 6ul Tdt + 0,5ul Tritonbdl késziilt oldatbol 15ul-t
tettem minden mintara és 37°C-on egy éjszakan at inkubaltam. A masodik napon haromszor
oblitettem 400ul PBST-vel, utana kétszer 30 percig mostam PBST-vel 37°C-on, aztan egy
6ran at mostam PBST-vel szobahén. Két oran at blokkoltam 400ul MABR/PBST-vel
(0,1ul/ml) és egy éjszakan at inkubaltam 400ul anti-DIG/MABR-ben (1:4000) 4°C-on. A
harmadik napon hatszor mostam 20 percig 400ul PBST-vel, aztan haromszor 6t percig AP
pufferben. Utana ratettem a festéket (1ml AP puffer:4,5ul NBT:3,5ul Bcip) 400ul-t, alufolia-
val lefedtem és 6t perc utdn néztem, hogy mennyire erdsen festédott, amikor elégnek itéltem
leallitottam a festést, haromszor oOblitettem 400ul PBS-sel. Ujra fixaltam 400ul 4%-0s
PBS+formaldehiddel 20 percen at, majd 15 percig mostam 400ul PBST-vel. Ezutan PBS-ben
kiboncoltam a szemdiszkuszokat és 12ul glicerines PBS-sel (80% glicerin, 20% PBS) fedtem.
A képeket Olympus BX-51 mikroszkoppal, Nomarski optikaval készitette Billes Viktor.
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4. Eredmények és megvitatdasuk

4.1 Elokiserletek

Els6 Iépésként azt kivantam eldonteni, hogy az Acridine Orange (AO) festés alkalmazhat6-e
a szemdiszkusz vizsgalatara. Ezért a vizsgalatra olyan térzseket valasztottam, melyben a szak-
irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a szemdiszkuszokban nagymértéki sejthalal figyelhetd
meg, illetve melyben az apoptozis gatolt. Az ey’ mutans éallatok szemdiszkuszaban magas
szintli apoptdzis van (pozitiv kontroll) (Halder és mtsai., 1998). A baculovirus p35 fehérjéje
Drosophila sejtekben expresszalva (UAS-p35) a sejtek nagy hanyadaban gatolja az apoptdzist
(negativ kontroll) (Hay és mtsai., 1994). A vad tipust szemdiszkuszokban nem volt AO jelo-
1és, az ey? mutans szemdiszkuszokban fokozott mértékii AO jelslést figyeltem meg (9. A, B.
abra), az eyGal4-KIl; UAS-p35 szemdiszkuszban kisebb mértéki jelolést detektaltam, mint az
eyGal4-KI allatok szemdiszkuszaiban (9. C, D. abra).

9. dbra Az ey’ mutans fokozott mértékii apoptézist mutat az Oregonhoz képest, mig az eyGal4-Kl;
UAS-p35 kevesebbet az eyGal4-Kl-hoz képest Acridine Orange festéssel késziilt képek (400x nagyités)
kései L3 stadiumi szemdiszkuszrél A: Oregon (vad tipus) B: ey? C: eyGal4-KI D: eyGal4-KI; UAS-p35. A
nyilak az apoptozist jelold AO pozitiv struktirak egy részét mutatjak. A képek bal fels6 sarkaban lathato,
hogy a szem-antenna diszkusz mely részletér6l késziilt a kép (minden kép esetében az antenna rész a kép
teteje felé néz).


http://dev.biologists.org/search?author1=B.A.+Hay&sortspec=date&submit=Submit

A TUNEL-prébat is ugyanigy teszteltem, ez esetben a vad tipusban kismértékiit TUNEL-
pozitiv jelolést kaptam, az ey2 mutansnal magasabb szintli jelolést lattam, mint a vad tipusnal
(10. A, B abra) és az eyGal4-KI; UAS-p35 esetében kevesebb jelolést tapasztaltam, mint az
eyGal4-KI esetében (10. C, D abra).

10. 4abra Az ey’ mutans fokozott mértékii apoptozist mutat az Oregonhoz képest, mig az eyGal4-KI;
UAS-p35 csokkent mértékii apoptozist mutat az eyGal4-Kl-hoz képest. TUNEL-probaval késziilt képek
(400x nagyitas) kései L3 stadiumu szemdiszkuszrol A: Oregon (vad tipus) B: ey’ (pozitiv kontroll) C:
eyGal4-KI; UAS-p35 (negativ kontroll) D: eyGal4-KI. A fekete nyilak az apoptozist mutaté TUNEL pozitiv
jeloléseket (vagy azok egy részét) mutatjak. A piros nyil a szem-antennadiszkusz antenna részét jeldli, a kék
a szemrészt.

4.2 Az apoptozis mértékének valtozasa Atgl4 és Atgl01 gének csendesitése

sordn

Az apoptdzis mértékének valtozasat az autofagia egy-egy komplexébdl szarmazd gén csen-
desitésével vizsgaltam. Az Atgl01-RNSi (Atgl kinaz komplex) és Atgl4-RNSi (PI3K komp-
lex) RNS interferencia konstrukciot tartalmazé allatokat eyGal4-KI-t és UAS-Dicer-2-t egy-
arant tartalmazo allatokkal kereszteztem. (Az UAS-Dicer-2, eyGal4-KI mellet fokozza a
szemdiszkuszban a RNS interferencia hatékonysagat.) A vizsgalt szemdiszkuszokban, az
Atgl14-RNSi és az Atgl01-RNSI esetében is fokozott AO jelolést figyeltem meg (11. abra).
Apolinerrel is megvizsgaltam az Atgl01-RNSi és Atgl4-RNSi konstrukcidkat eyGal4-KI
hasznalataval, mindkét konstrukci6 esetén fokozott apoptozist detektaltam a kontrollhoz ké-

pest (12. abra).
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11. abra Az Atgl4 és Atgl0l gén csendesitése fokozott
apoptézishoz vezet. Acridine Orange festéssel késziilt képek (400x
nagyitas) kései L3 stadiumu szemdiszkuszrol. A: w''®; eyGal4-Kl,
UAS-Dicer-2/+ (kontroll) B: w''®; eyGal4-KI, UAS-Dicer-2/Atg14-
RNSi C: w'''%:eyGal4-KI, UAS-Dicer-2/Atg101-RNSi. A nyilak az
apoptozist jelold AO pozitiv struktarak egy részét mutatjak. A képek
bal fels6 sarkaban lathatd, hogy a szem-antennadiszkusz mely részle-
térol késziilt a kép (minden kép esetében az antenna rész a kép teteje
felé néz).

képek (630x nagyitas) kései L3 stadiumti szemdiszkuszrol. A: w

Hoechst és eGFP mutatja. (magenta: Hoechst, z61d: eGFP)
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12. abra Az Atgl4 és AtglOl gén csendesitése fokozott
apoptozishoz vezet. Apolinerrel és immunhisztokémiaval késziilt

UAS-Apoliner, eyGal4-KI /+ (kontroll) B: w'® UAS-
Apoliner,eyGal4-KI/Atg14-RNSi  C: w'''8; UAS-Apoliner, eyGal4-
KI/Atg101-RNSi. lathat6 Az apoptozist a fehéren kolokalizalo



TUNEL-probat végezve rajtuk, az Atgl 01-RNSi éallatokban nagyobb mértékii apoptdzist de-
tektaltam, viszont az Atg14-RNSi allatok szemdiszkusza olyan nagy mértékben csokevényes,
hogy az apoptdzis mértékét nem tudtam megallapitani (13. abra). Az erésen csokevényes
szemdiszkuszok esetén mar a kései L3 stadium el6tt kellett torténnie apoptdzisnak, vagy ki

sem alakultak a sejtek.

13. abra Az Atgl4 és Atgl01 gén csendesitése fokozott apoptézishoz vezet. TUNEL-probaval
késziilt képek (400x nagyitas) 29°C-on nevelt kései L3 stadiumu szemdiszkuszrél . A: w';
eyGal4-Kl, UAS-Dicer-2/+ (kontroll) B: w''%;eyGal4-KI, UAS-Dicer-2/Atg101-RNSi C: Wi
eyGal4-Kl, UAS-Dicer-2/Atg14-RNSi. A fekete nyilak az apoptodzist mutatd TUNEL pozitiv
jeloléseket mutatjak. A piros nyil a szem-antennadiszkusz antenna részét jeldli, a kék a szemrészt.

4.3 Az apoptozis mértékének viltozasa EDTP deficiens hdtterekben

A tovabbiakban az apoptdzis mértékének valtozasat az EDTP deficiens genetikai hatterek-
ben vizsgaltam. Ez magaban foglalja a gén UAS-GAL4 rendszer vezérelt csendesitését és
tultermeltetését (EP elem), valamint EDTP inszercidos mutdnsok tanulmanyozéasat. Az EDTP-
RNSi eyGal4-BD-vel kisebb mértékii AO jelolést mutatott, mint az eyGal4-BD kontroll (14.
A, C abra), és Apolinerrel vizsgalva nem lehetett kimutatni apoptozist (15. A,C abra). Az
(EP)EDTPEY?#%": eyGal4-BD-t vizsgalva magasabb AO jelolést észleltem (14. A,B dbra), de
az Apoliner hasznalataval itt sem detektaltam apoptozist (15. A,B. abra).

Az AO festés és az Apoliner vizsgalat soran eltéré eredményeket kaptam ezért megvizsgal-
tam az (EP)EDTPEY#" eyGal4-KI| allatok szemdiszkuszait is Apolinerrel (mivel az eyGal4-
BD csak a morfogenetikai arok utdn mutat aktivitast, az eyGal4-KI viszont az egész
szemdiszkuszban expresszal). Az eyGal4-KI hasznalata mellett az EDTP talexpresszalasa

apoptozishoz vezetett, mikozben a kontrollban nem detektaltam apoptozist (16. abra).
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14. abra Az EDTP tilexpresszalasa esetén fokozédik,
mig a csendesitése esetén csokken az apoptézis. Acridine
Orange festéssel késziilt képek (400x nagyitas) kései L3
stadiumi szemdiszkuszrol. A eyGal4-BD (kontroll) B:
(EP)EDTPEY#%": eyGal4-BD C: eyGal4-BD, EDTP-RNSi.
A nyilak az apoptozist jelold AO pozitiv strukturak egy
rész¢ét mutatjak. A képek bal fels6 sarkaban lathatd, hogy a
szem-antenna diszkusz mely részletérdl késziilt a kép (min-
den kép esetében az antenna rész a kép teteje felé néz).

15. abra Az EDTP tilexpresszalasa és csendesitése esetén
nem fokozédik az apoptozis eyGal4-BD-t hasznalva.
Apolinerrel és immunhisztokémiaval késziilt képek (630x na-
gyitas) kései L3 stadiumt szemdiszkuszrol. A: eyGal4-BD
(kontroll) B: (EP)EDTPEY#**": eyGal4-BD C: eyGal4-BD,
EDTP-RNSIi. Az apoptozist a fehéren kolokalizalo Hoechst és
eGFP mutatna. (magenta: Hoechst, z6ld: eGFP, vorés mRFP)
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16. abra Az EDTP tulexpresszalasa apoptozishoz vezet
eyGal4-KIl hasznalataval, a kontrollban nem volt
apoptézis Apolinerrel és immunhisztokémidval késziilt
képek (630X  nagyitds) kései L3  stadiumu
szemdiszkuszrol. A: eyGal4-Kl, B és C: (EP)EDTPEY22%7,
eyGal4-Kl C: B képen pirossal keretezett rész nagyitasa
lathatd Az apoptozist a fehéren kolokalizalé Hoechst és
eGFP mutatja. (magenta: Hoechst, z6ld: eGFP, vords:
mRFP)

Az (EP)EDTPE"?" eyGal4-K| torzset TUNEL-probaval is megvizsgaltam, és fokozott
apoptdzist tapasztaltam a kontrollhoz képest (17. &bra).

B : i» *  17. abra Az (EP)EDTPE"?®% eyGal4-KI

s 4 fokozott apoptézist mutat a kontrollhoz

E \ képest TUNEL-probaval késziilt képek (400x

i ' nagyitds) kései L3 stddiumu szemdisz-

kuszrol. A eyGal4-KI  (kontroll) B:

~ (EP)EDTPEY?***" "eyGal4-KI. A fekete nyilak

az apoptozist mutatd6 TUNEL pozitiv jelolé-

sek egy részét mutatjak. A piros nyil a szem-

antennadiszkusz antenna részét jeloli, a kék a
szemrészt

Ezutan négy P elem inszercios EDTP mutanst vizsgaltam meg AO festéssel. Mindegyik

esetben fokozott apoptdzist detektaltam a kontrollhoz képest (18. abra).
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VIR E 18. abra EDTP inszerciés mutansokban fokozott apoptozis fi-
' ; gyelheté meg a kontrollhoz képest Acridine Orange festéssel ké-
sziilt képek (400x nagyitas) kései L3 stadiumui szemdiszkuszrol. A:
w8 (kontroll) B: yw; (EP)EDTPEY?%" C: yw; EDTPKC™8 p:
w8 P(EP)EDTPE 4% E: w8, P{RS5}EDTP>S“** A nyilak az
apoptdzist jelolé AO pozitiv struktirak egy részét mutatjak. A ké-
pek bal fels6 sarkaban lathatd, hogy a szem-antenna diszkusz mely
részletérol késziilt a kép (minden kép esetében az antenna rész a kép
teteje felé néz).

Az (EP)EDTP®Y?2%7 inszercios mutans torzsrol elektronmikroszkopos felvételek is késziiltek,
melyek szintén azt mutatjak, hogy EDTP funkciocsokkenéses mutans genetikai hattérben fo-
kozott apoptozis torténik a kontrollhoz képest (19. abra). (Egyuttal a megnovekedett autofag

aktivitas is jol lathato.)
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19. abra Az (EP)EDTPEY??% inszerciés
mutiansban fokozott apoptozis figyelhetd
meg a kontrollhoz képest. Elektronmikro-
szkopia kései L3 stadiumi szemdiszkuszrol.
A: w8 (kontroll) B: yw; (EP)EDTPEY?2%7
A piros nyilak az autofag strukturakat, a kék
nyilak az apoptotikus strukturakat és a zold
nyilak a multivezikularis testeket mutatjak. A
képeket Dr. Sass Miklos készitette.

4.4 Kovetkeztetések

Acridine Orange, Apoliner és TUNEL eredményeim szerint az Atgl4 és Atgl01 autofag gé-
nek csendesitésének hatasara fokozodik az apoptozis mértéke kései L3 szemdiszkuszokban.
Az EDTP tultermeltetése révén gatolt autofagia szintén intenziv sejthaldlhoz vezet ebben a
stadiumban (AO, Apoliner, TUNEL). Ezen eredményekbdl azt feltételezem, hogy az autofag-
deficiens egyedekben a szem redukalodasanak legalabb részben magyarazata, hogy a normalis
fejlédés soran szemet kialakito sejtek egy része elpusztul apoptdzissal. Ezt tdmaszthatja ala a
még nem vizsgalt két komplexbe (az ubikvitinszerli protein konjugacidés rendszerbe és
reciklizacios komplexbe) tartozo autofag gének analizise is, mely terveim kozott szerepel.
Masrészt azt is megfigyeltem, hogy az Atgld és Atgl01l gének csendesitésének hatasara a
szemdiszkuszok morfoldgidja rendellenes, méretiik redukalt. Elképzelhetd, hogy az apoptozis
nagy része a kései L3 stadium el6tt megy végbe a szemdiszkuszokban, de ezzel szemben vagy
e mellett lehet, hogy a sejtek egy része ki sem alakul. Ezért tovabbi céljaim koz¢ tartozik ko-

rabbi larvastadiumok vizsgalata is. Hogy a fokozott mértékli autofag aktivitas szintén vezet-e
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fokozott mértékli apoptdzishoz, eredményeink alapjan egyelére nem megvalaszolhato kérdés,
mert az EDTP RNS interferencia altali géncsendesitése és a P elem inszerciés mutansok vizs-
galata eltérd eredményre vezetett.

Amennyiben munkdm sordn bizonyitast nyer, hogy a csokkent autofag aktivitas kovetkezté-
ben meghalnak a szemsejtek apoptdzissal, akkor szeretném kideriteni, hogy az autofag miiko-
dés milyen modon akadédlyozza meg a programozott sejthalalt, mi az autofagia funkcidja az

Osszetett szem morfogenezise soran.

5. Osszefoglalo

Az autofagia az eukaritta sejtek szabalyozott, lizoszoma-kozvetitett onemésztd folyamata.
A kérosodott sejtalkotok és fehérjék lebontdsat végzi, igy a differencidlodott sejtek f6
citoprotektiv mechanizmusa, ezzel 6sszhangban szerepe van a stresszvalaszban, az dregedési
folyamatban ¢és az idéskori betegségek kialakulasaban. Az autofag folyamat jelentOsége az
egyedfejlodés sordn is megfigyelhetd: a sejtek atépiilésében, differencialédasaban €s a sejtmé-
ret kialakul4saban is részt vesz.

Munkacsoportunk az autofdgia fejlodésbiologiai szerepével foglalkozik az ecetmuslica
(Drosophila melanogaster) szem kialakulasa soran. A fejlddé szemben rendellenes autofag
aktivitassal rendelkez6 imagok szeme csokevényes a vad tipushoz képest (kisebb vagy egyal-
talan nem fejlédik ki). Az egyik lehetséges magyarazat, hogy a kialakult (és akar differencia-
lodott) sejtek apoptozissal elpusztulnak.

Az apoptozis, mas néven l.-es tipusu programozott sejthaldl, a sejt szabalyozott onpusztitd
folyamata, melyben a sejt fehérjéinek bontasat kaszpazok végzik. Az autofagia (sejt védelem)
¢és az apoptozis (sejt onpusztulds) kapcsolata intenziv kutatés targya.

Az apoptozist a fejlédé szemben Acridine Orange festéssel, (kaszpdzaktivitast detektalo)
Apolinerrel ¢s TUNEL-probaval vizsgéaltam. A csokkent autofdg aktivitds mellet magasabb
szintll sejtpusztuldst észleltem. Eredményeink alapjan azt feltételezem, hogy a rendellenesen

miikddé autofagia valamilyen mdodon ndveli az apoptdzis mértékét.
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6. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Vellai Tibornak, hogy sokrétii vizsgalatokat végezhet-
tem; Billes Viktornak a munkamhoz és az irasban valo sok
segitségéért; Lorincz Péternek a mikroszkopiaban; Dr. Varga Maténak és Kovacs Tibornak a
vizsgalati modszerek elsajatitdsaban nyujtott segitségéért €s Dr. Sass Miklosnak az elektron-

mikroszkdpidban valo segitségéért.
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8. Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzdjaruldasarol a palyamiiben
leirt eredményekhez

Alulirott Szincsak Sara a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:
- torzsek és utdbdnemzedékek 1étrehozasat,
- Acridine Orange festést,
- Apolineres vizsgalatokat,
- TUNEL-probat,

végeztem el.

alairas

Erd, 2012 januér 08.
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