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Osszefoglald

A receptor-medialt endocitozis fontos szerepet jatszik jelatviteli folyamatok, koztiik
a Notch jelatvitel szabalyozasaban, a receptor és ligand molekuldk internalizaldsanak,
lebontasanak és reciklizalasanak a segitségével.

Munkam soran az Atgb szerepét vizsgaltam a Notch jelatvitel szabalyozasaban,
amelynek az endocitdzis szabdlyozasaért felelds szerepe az eddigi vizsgalatok alapjan
ellentmondésos.

A vizsgalatokhoz olyan D. melanogaster Atgé RNSi és mutans térzseket hasznaltam,
melyekben a mutaciot illetve csendesitést csak az allatok szarnyaban fejeztettiik ki. Az allatok
szarnya a csendesités hatasara latvanyosan torzul.

Az Atgb6 csendesitett fejlodd szarnyepidermisz sejtekben abnormalis multivezikularis
¢s lamellaris testek talalhatdak, amelyekrdl plazmamembran-lokalizalt HRP és DAB reakcio
segitségével megallapitottam, hogy azok endocitotikus eredetiiek, tehat a késéi endoszomak
szintjén az endocitézis megreked. Ezt fluoreszcens markerek segitségével is igazoltam.
Imaginalis szarnykorongokban immunhisztokémiai eljarassal megfestettem a Notch intra- ¢s
extracellularis doménjét, valamint a Notch egy ligandjat, a Deltat. Az Atg6 csendesitett
sejtekben ezeknek a fehérjéknek a mennyisége felszaporodik. Mivel ez utalt a jelatvitel
feler6sodésére is, ezért ezt Notch Responsive Element GFP transzgént is hordoz6 torzs
segitségével is igazoltam.

Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy az Atg6 a Notch és a Delta

felvételén és lebontasan keresztiil szabalyozza a Notch jelatvitelt.



Bevezetés

Az endocitozis olyan evoluciosan konzervalt transzportmechanizmus, melynek soran
a sejt membranlefiiz6déssel bekebelezi a sejt kornyezetében talalhaté anyagokat. Négy f6
tipusat kiilonboztetik meg. A fagocitdzis soran a sejt szilard anyagokat, mas sejteket kebelez
be. A makropinocitozis soran szelekcio nélkiil vesz fel a sejt folyadékot és benne oldott
anyagokat. A Kklatrin fiiggd (receptor-medialt) endocitézis soran a sejt szelektiven a
receptorokhoz kot6dé makromolekulakat vesz fel. A klatrin fiiggetlen (lipid raft-/kaveola-
medialt) endocitdzis esetében a membranban jelen 1évé lipid raftok vagy fehérjék indukaljak
az endocitozist (Mukherjee et al. 1997).

A receptor-medialt endocitdzis soran a plazmamembranba agyazott receptorfehérjék
specifikusan kotnek bizonyos ligandumokat, melyeket a sejt internalizal Ggy, hogy eldszor
kialakit egy klatrin kopenybe burkolt mélyedést a plazmamembranban, mely mélyedés ezutan
méginkabb betiiremkedik és végiil leflizodik, kialakitva egy klatrin-burkolt vezikulumot. Ez
elvesztitve Klatrin-burkat képessé valik a korai endoszomakkal torténd fuziora (Doherty and
McMahon 2009). A korai endoszéma lumenébe és membranjaba keriil6 molekulak szamos
helyre szallitodhatnak, tobbek kozott a sejt a lebontas iranyaba vagy a reciklizalo
endoszomakba kiildheti 6ket. Amennyiben a molekulakat lebontas céljabodl vette fel a sejt,
eloszor késdi endoszomakba vagy multivezikularis testekbe keriilnek, amely ezutan primer
lizoszomaval egyesiil és a kialakult szekunder lizoszoma lumenében a lebontand6 anyag savas
kornyezetben a lizoszomalis enzimek miikodése kovetkeztében degradalodik (Gruenberg and
Stenmark 2004; McPhee and Baehrecke 2009; Jovic et al. 2010).

A sejtek kozotti kommunikécid egyik modja, hogy a jelatvitel elsé 1épéseként egy
sejtfelszini receptorhoz kotddik egy arra specifikus jelmolekula. Ez a kapcsolodas olyan
molekularis folyamatokat indukal, melyek hatasara a célsejt valamilyen specifikus
valaszreakciot fejez ki (Alberts et al. 2008). Ezeknél a jelatviteli folyamatoknal az endocitdzis
fontos szerepet jatszik abban, hogy felvegye a receptor és ligandum molekulakat a sejt
felszinérdl és lebontasukkal szabdlyozza a jelatvitel intenzitasat vagy a jelkiildd sejt
reciklizalé endoszomakkal kisebb membranteriiletre koncentralja a ligandumokat (Le Roy and
Wrana 2005; Kandachar and Roegiers 2012).

A Notch jelatvitel sok mas jelatviteli mechanizmussal egyiitt fejlddési folyamatok
sokasagat (differenciacio, proliferacio, apoptotikus folyamatok) szabalyozza szamos allati

szovetben. Hibdja tobbek kozott rakos elvaltozasokat okozhat, ezért a jelatvitel molekularis



mechanizmusanak és szabalyozasanak feltarasa és megértése rendkiviil fontos (Artavanis-
Tsakonas et al. 1999; Bray 2006). A jelatvitel inicialo 1épése, hogy a Notch egyik liganduma,
a Delta vagy a Serrate (emlésokben Jagged) kapcsolodik a Notch extracellularis doménjéhez
(NECD). Ekkor a Notch extra- és intracellularis doménje enzimatikusan elhasad, és mivel a
ligandumok is membranhoz kapcsolt fehérjék, a ligandummal egyiitt a NECD-t is felveszi a
jelkiild6 sejt endocitdzissal. A Notch intracellularis doménjét (NICD) pedig a jelfogadd sejt
veszi fel, és eldszor korai endoszoméba kiildi, majd onnan késéi endoszomaba vagy
multivezikularis testekbe, majd lizoszomakba (1. abra). A y-szekretdz enzim proteolizissel
lehasitja a NICD-t barmelyik kompartment membranjardl, aktivalja és a citoplazmaba juttatja,
ahonnan a sejtmagba szallitodik, ahol DNS-koté fehérjékhez kapcsolodik és Notch cél-
géneket aktival (Fortini and Bilder 2009; Andersson et al. 2011).
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1. abra: A Notch intra- és extracellularis doménje és a Delta receptor-medidlt endocitozissal
keriil a sejtekbe, ahol azok lebontas iranyaba, illetve a Delta reciklizalo endoszomdkban ujra

a sejtmembranba keriilhet (Fortini and Bilder 2009, nyomdn modositva).



Mivel a Notch jelatvitel nagyban fiigg az endocitézistol, olyan allatokban, ahol gatolt a
molekuldk korai endoszomékba keriilése, a jelatvitel erdssége csokken, ahol azonban az
endocitozis egy késobbi allapotdban reked meg, ott feler6sodik a jelatvitel (Vaccari et al.
2008).

A foszfatilidinozitol 3-kinaz (111) (PI3K(I1l)) komplex feladata, hogy egy
membrankotott lipidet, a foszfatidilinozitolt annak foszforilaciojaval foszfatidilinozitol-3-
foszfatta (PI(3)P) alakitsa, ezaltal olyan autofagiat illetve endocitozist szabalyozo fehérjéket
toboroz a membranhoz, melyek specifikusan kotik ezt a lipidet FYVE vagy Phox doménjiik
segitségével (Burman and Ktistakis 2010). Az Atg6 (AuTophaGy related gene 6, élesztében
Vps30 (Vacuolar protein sorting 30)/Atg6, emlésokben Beclinl) a PI3K(III) komplex egyik
kozponti tagja, mely szamos fehérjével képezhet komplexet és fontos bioldgiai folyamatokat
szabalyoz, mint az autofagia €s az apoptozis, igy szerepe van az éregedésben, a fejlddésben,
neurodegenerativ ¢€s érrendszeri betegésekben (He and Levine 2010; Kang et al. 2011). Mig
az Atg6 szerepe az autofagiaban vitathatatlan, addig szerepe az endocitdzis és mas folyamatok
szabalyozasaban ellentmondasos (Zeng et al. 2006; Funderburk et al. 2010). Csupan néhany
ujabb munka érvelt amellett, hogy az Atg6-nak endocitotikus folyamatokban ugyantigy fontos
szerepe van magasabbrendii eukariotakban, mint ahogy ¢élesztében (Seaman et al. 1997,
Thoresen et al. 2010; Ruck et al. 2011).

Munkam soran azt vizsgaltam, hogy az Atg6 a Notch jelatvitelt az endocitozis
szabalyozasan keresztiil befolyasolja-e, és ha igen, akkor hogyan. Ehhez elsdként olyan
Drosophila melanogaster térzseket hasznaltam, melyek szarnyepidermisz sejtjeiben az Atg6-
ot csendesiteni lehet RNS interferencia (RNSi) segitségével, és a csendesités hatasara ezeknek
az allatoknak a kifejlett szarnya erdsen torzult. Az ilyen allatokrol elektron- és fluoreszcens
mikroszkopos vizsgalatokkal megallapitottam, hogy az endocit6ézis hibasan mikodik. A
fejlédd szarnyepidermisz sejtekben abnormalis denz multivezikuldris és lamellaris testek
halmozodtak fel, melyekrél bebizonyosodott, hogy késéi endoszomak. Fluoreszcens
endoszomalis markerekkel is bizonyitottam, hogy az endocitdzis késdi szakaszaban, a késdi
endoszomak szintjén szenved zavart. Mivel az endocitézis zavara a Notch jelatvitelre is
hatassal lehet, ezért olyan larvalis szarnykorongban, amelyben az Atg6-ot csak a
szarnykorong poszterior felében csendesitettem, immunhisztokémiai eljarassal megfestettem a
Notch intra- és extracellularis doménjét, és a Notch egyik ligandjat, a Deltat, és azt
tapasztaltam, hogy a csendesitett sejteken beliil latvanyosan felhalmozddtak ezek a fehérjék,

mig a kontroll sejtekben ez a hatds elmaradt. Mivel ezek az eredmények arra utalhatnak, hogy



a Notch jelatvitel ezekben a sejtekben felerdsodhet, fluoreszcens riporter (Notch Response
Element-GFP (NRE-GFP)) segitségével sikeriilt kimutatnom, hogy a vartnak megfeleléen az
Atgb6 csendesités valoban a Notch jelatvitel felerdsodésével jar.

Elesztdben és emlds sejttenyészeten kimutattak, hogy a PI3K(IIl) komplex mag
komplexe (Vps34, Vpsl5, Atg6) kétféle komplexet (PI3K (III) Komplex 1 és 2) alakit ki, a
Komplex 1-et az Atgl4 fehérjével, amely az endocitotikus folyamatokat nem, de az autofagiat
szabalyozza, a Komplex 2-t pedig az UVRAG (UV-resistance associated gene,vélhetéen az
¢leszté Vps38 ortologja) fehérjével, ez a komplex pedig foként az endocitotikus folyamatokat
szabalyozza (Kihara et al. 2001; Itakura et al. 2008; Itakura and Mizushima 2009). Ez alapjan
kivancsi voltam, hogy egy eukariota szovetes rendszerben, az ecetmuslicaban melyik
fehérjével egyiittmiikodve lehet az Atg6 felelés a fentebb latott fenotipusokért, ezért
megvizsgaltam Atgl4 és UVRAG csendesitett allatok szarnyat is, és azt talaltam, hogy mig az
UVRAG-csendesitett sejtekben az endocitozis és a Notch jelatvitel az Atg6-csendesitett
allatokhoz hasonloan torzul, addig az Atgl4-csendesitett sejtekben ezek a folyamatok nem

valtoznak a normalis sejtekhez képest.

Anyagok és modszerek

Az allatok tartasa: Az allatokat 21 °C-os hdmeérsékleten, 75%-o0s paratartalom és 12 oras
megvilagitas mellett standard taptalajon tartottuk.

Kifejlett allatok szarnyanak vizsgalata: A menekitésnél és a genetikai interakcional vizsgalt
vonalakat 25 °C-on tartottuk és a kifejlett allatokat sztereomikroszkop alatt fényképeztik
kereskedelemben is kaphato digitalis kompakt fényképezdgéppel.

Immunhisztokémiai vizsgalatok: Az imaginalis szdrnykorongokat 25 °C-on tartott 110-120
6ras vandorld larvakbol boncoltam sztereomikroszkop alatt 30 ul hideg PBS (phosphate
buffered saline, 0,01 M, Sigma P4417) oldatban. A szarnykorongokat boncolas utan jégen 1,5
ml fixalooldatba (4%-0s formaldehid (Sigma 25,254-9) és 0,1% Triton X-100 (Sigma T8787)
PBS-ben) gytijtottem, majd az dsszes korong kiboncolasa utan ugyanebben az oldatban 1,5
orat fixaltam Oket szobahOmérsékleten. Fixalas utan leszivtam a fixaldoldatot, és kétszer 1,5
ml PBS-sel kioblitettem a mintakat. Ezutan szobahémérsékleten 0,5 6rat permeabilizaltam a
mintakat 1,5 ml 0,1% PBTX-ben (0,1% Triton X-100 (Sigma T8787) PBS-ben). A
permeabilizald leszivasat kovetden 0,5 orat 1,5 ml blokkoloban (5% FCS (Sigma F4135)

0,1%-0s PBTX-ben) szobahémérsékleten inkublatuk a mintakat. A blokkold leszivasa utan



200 pl elsédleges ellenanyag blokkoloban (Developmental Studies Hybridoma Bank: mouse
anti-NICD (C17.9C6) — 1:100x, anti-NECD (C458.2H) — 1:100x, anti Delta(C594.2B) —
1:100x, anti-Wingless (4D4) — 1:100x, Abcam: Rabbit polyclonal anti-GFP (ab290-50) —
1:500x) keriilt a mintakra és 12 orat 4 °C-on inkubaltuk 6ket. Ezutan 1,5 ml 0,1%-0s PBTX-
PBTX-ben (234 mg NaCl 10 ml 0,1%-0s PBTX-ben) mostam. Ezutan egyszer 1,5 ml 0,1%-0s
PBTX-szel oblitettem és kétszer 15 percig 1,5 ml ugyanilyen oldattal mostam a mintékat,
majd 1,5 ml blokkoloban 0,5 6rat szobahdmérsékleten inkublatuk a mintdkat. Ezutan 500 pl
masodlagos ellenanyag (Vector: DyLight®594 anti-Mouse 1gG (DI-2594) — 1:500x,
Invitrogen: Alexa Fluor® 488 Goat anti-Rabbit 1gG — 1:500x, blokkoldban oldva) keriilt rajuk
3 orara, ezutdn az elsddleges antitest utdni moséasi 1épéseket ismételtem meg azzal a
koncentracioban sejtmagfestéket is (Invitrogen-Hoechst 33342) tartalmazott, amelyet PBTX-
es Oblités két mosas kovetett. Legvégiil tiszta PBS-es mosas utan a mintakat Vectashield-ben
(Vector H-1000) fedtiik le és a mintakat AxioCam MRm Rev. 3 kameraval és szemi-
konfokalis ApoTome 1 feltéttel felszerelt Axiolmager Z1 epifluoreszcens mikroszkoppal
AxioVision 4.82 szoftver segitségével fotoztuk le.

Notch endocitézis esszé: Ehhez a vizsgalathoz is 25 °C-on tartott 110-120 6ras vandorld
larvakbol boncoltam imaginalis szarnykorongokat sztereomikroszkop alatt 30 pl hideg M3
médium (Sigma S8398-1L) oldataban (0,394 g granulatum 10 ml deszt. vizben oldva) jégen
tartva a korongokat, majd 4 °C-on 15 percig az elsddleges ellenanyag M3-oldataban (anti-
NECD, 1:25x) alltak, majd egyszeri M3 &blités utan 3 orat alltak szobahdmérsékleten M3-
ban, majd egyszeri M3-as 6blités és 10 perces M3-as mosas utan 1 orat fixaltuk a mintakat
(4% formaldehid PBS-ben), majd harom 10 perces PBTX-es mosas utan 0,5 orat 1,5 ml
blokkoloban szobahdémérsékleten inkubldtuk a mintdkat. Ezutdn 500 pl masodlagos
ellenanyag (1:500x, blokkoldban oldva) keriilt rajuk 12 orara 4 °C-on. Az ezt kdvetd 1épések
megegyeztek az immunhisztokémiai vizsgalatnal leirtakkal.

NRE-GFP-s mintak vizsgalata: Azokat az allatokat, melyekben a Notch jelatvitelt riporter
segitségével vizsgaltuk, 25 °C-on tartottuk és a 110-120 oras larvak szarnykorongjat 30 pl
PBS-ben kiboncoltam, majd 0,01 mg/ml koncentracioban sejtmagfestéket tartalmazo
glicerines fedéoldatban (80% glicerin, 20% PBS) lefedtem és azonnal fényképeztiik dket.
Elektronmikroszképos vizsgalatok és DAB reakcié: A PBS cseppben kiboncolt szdvetet
1,5 ml fixalo oldatban (Osszetétel: 2% paraformaldehid (TAAB) és 0,5% glutaraldehid



(TAAB) valamint 0,029 g CaCl,-H;O és 0,8 g szukroz 80 ml 0,1 M kakodilat pufferben
(Fluka 20840)) 12 6ran at 4 °C-on tartottuk. Kovetkezo 1épésként 0,1 M kakodilat pufferrel
kimostuk a folosleges fixalot, ezutan 30 percig quenching oldatban (50 mM glicin és 50 mM
NH,4CI Tris pufferben(TB, 0,05 M, pH=7,6)) inkubaltuk éket, ezutan 10 percig TB oldatban
mostuk a mintakat, majd 10 percig hidrogénperoxidos (Sigma H1009) TB-ben (1% H,O, TB-
ben) inkubaltunk, majd miutan 3x10 percig TB oldattal kimostuk a mintakat, 10 percig 0,5
mg/ml DAB (diaminobenzidin, Sigma D5637)-TB oldattal eldinkubaltunk. Ezutan 20 percig
0,01% H,0,-0s DAB-TB oldattal hivtuk elo a mintdkat és tobbszori TB oldatcserével
leallitottuk a reakcidt, majd a mintat a mligyanta gyartoja altal eldirt protokoll alapjan LR
White (Sigma 62661) migyantaba agyaztuk, aminek szilardulasa utan ultravékony
metszeteket készitettiink. Az elkésziilt mintdkat JEOL TEM 1011 transzmisszids
elektronmikroszkdppal vizsgaltuk.

Statisztika: A statisztikai kiértékeléseknél a p-értékeket Kruskal-Wallis-, valamint Mann-
Whitney-féle nem-paraméteres proba alapjan Past program segitségével hataroztam meg. N a
mintdk elemszdma, p annak a valdszinlisége, hogy a két-két minta ugyanazokbdl az

alapsokasagokbol szarmazik (*: p<0,05; Ns: p>0,05).

Eredmények

Az Atg6 csendesitésének vizsgalata felnott szarnyon

Az Atgb6 funkcidjanak elemzéséhez TRIP kollekciobol szarmazo UAS-Atg6-RNSI
torzset kereszteztem Bx“>'-Gal4 (MS-Gald); UAS-Dicer-t tartalmazé torzzsel, igy a
csendesités az egész szarnyban megtortént. Az ilyen allatok Kifejlett szarnya erésen gytirott és
az allatok fiatal kordban (néhdny 6raval a kikelés utan) holyagos volt. A holyagok a fejlédés
soran a kiilsé vaz megszilarduldsat kovetden dsszeestek. Nagyon hasonld fenotipust mutattak
azok az allatok is, melyek ugyancsak TRIP kollekciobol szarmazé UAS-UVRAG RNSI és
MS-Gal4, UAS-Dicer torzsek keresztezésébdl sziilettek. VDRC kollekcidobol szarmazd UAS-
Atgl4 RNSI torzset és MS-Gal4, UAS-Dicer torzset keresztezve az allatok szarnya Ssokszor
csokevényes volt, am holyagokat soha nem figyeltiink meg rajtuk, sét egészséges szarnyak is
eléfordultak (2. abra). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a PI3K(I1) komplex kritikusabb
szerepet jatszik a szarnyfejlédésben, amikor UVRAG-ot tartalmaz, mint amikor Atgl4-et.



Atg6 RNSi id6s

Atg14 RNSi Atg14 RNSi UVRAG RNSi

2.dbra: Felnott allatok, melyek szarnydaban az Atg6, az Atgl4, illetve az UVRAG csendesitve
lett. (A genotipusok sorban: W', MS-Gal4/+;UAS-DCR/+;UAS-Atg6 RNSi/+, MS-
Gal4/+;UAS DCR/+;UAS-UVRAG RNSi/+, MS-Gal4/+;UAS-DCR/Atg14 RNSI)

Atg6 RNSi menekitése
Hogy megnézzem, valoban az Atg6 fehérje hidnya felelds-e a fenti fenotipusért,
létrehoztam egy olyan torzset, mely az MS-Gal4, UAS-Dicer, UAS-Atg6 RNSi transzgéneken
kiviil egy UAS-Atg6-myc transzgént is tartalmaz, mely tulajdonképpen egy myc-tag-gel
megjelolt Atg6 fehérjét kodol, igy alkalmas a menekitésre. Kontrollként MS-Gal4/+; UAS-
Dicer/lUAS-GFP-2xFYVE; UAS-Atg6 RNSi torzset hasznaltam, mely nem Atg6 transzgént
tartalmaz, hanem egy menekitésre alkalmatlan transzgént (UAS-GFP-2xFYVE), igy benne

ugyanannyi UAS van, mint a menekitett torzsben. Az Atg6 transzgént kifejezo allatok szarnya
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szignifikansan javult (3.4bra, és 1. diagram), igy elmondhato, hogy a hibas fenotipust valoban

az atg6 gén csendesitése okozza.

\
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Teljes holyag (min. 66%) Részleges holyag ( max. 66%) Gy(irott szarny Enyhe valtozasok

3. abra: Felnott dllatok, melyek a menekitésnél vizsgalt dallatok koziil szarmaznak és

szarnyukon a menekitésnél elkiilonitett fenotipusok lathatoak.

Torzulas meérték
Torzulas meérték

Atg6-Myc GFP-FYVE Atg6-Myc GFP-FYVE
N=57  N=75 N=84  N=71

Mann-Whitney proba
p=1,72E-05 p=1,48E-04

1. diagram: A bal oldali diagram a himek, a jobb oldali diagram a ndstények eseteben
kapott kiertékelés eredményét mutatja. A szdrnyak fenotipusahoz értékeket rendeltem a
torzulas mértéke szerinti névekvo sorrendben (1: enyhe valtozasok; 6: 2 teljes holyag), és a
skaldk ezek atlagat mutatjdk, az datlaghoz kozeli vonalak az atlagos hibat, az dtlagtol tavoli
vonalak az dtlagos szordast mutatjak. (Genotipusok: MS-Gal4/+ v. Y;UAS-DCR/UAS-Atg6-
myc; UAS-Atg6 RNSi/+, MS-Gal4/+ v. Y;UAS-DCR/UAS-GFP-2xFYVE;UAS-Atg6 RNSi/+)
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A receptor-medialt endocitozis vizsgalata féenymikroszkoppal

Ahhoz, hogy eldontsem, a receptor-medialt endocitozis melyik fazisaban okoz hibat
az Atg6 csendesitése, fluoreszcens marker fehérjék segitségével a kiillonboz6 endoszomalis
kompartmenteket vizsgaltam.

Elészor azt vizsgaltam, hogy az Atg6-csendesitett sejtekben muikodik-e a PISK(II)
komplex. Ehhez olyan torzseket hasznaltam, melyekben GFP fehérjéhez tandem FYVE-
doméneket fuzionaltak (GFP-2xFYVE), igy a PI(3)P-tartalmi membranokat GFP jeloli. Az
Atg6 csendesitett szarnykorongban diffuz GFP jelet kaptunk, mig a kontroll szarnykorongban
diszkrét vezikulakat. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy Atg6 hianyaban a komplex kinaz

funkcidja nem miikodik, és a GFP ezért diffuzan a sejtplazmaban marad (4. abra).

Atg6 RNSi

Kontroll

4. abra: Az Atg6 csendesitett sejtekben a GFP-2xFYVE diffiizan talalhaté meg, mig a
kontroll sejtekben diszkrét vezikulakhoz asszocidlva.

(Genotipusok: ~ MS-Gal4/+;UAS-DCR/UAS-GFP-2xFYVE; UAS-Atgé RNSi/+, MS-
Gal4/+;UAS-DCR/UAS-GFP-2xFYVE) Mérce: 20 um

Az UAS promoéterhez kapcsolt Clc-GFP-t (Clathrin light chain-GFP) kifejez6
torzsekben latszik, hogy a GFP jel lokalizacidja vad tipusu allat szarnykorongjaban és MS-



Gal4-et tartalmazo Atg6 csendesitett szarnykorongban nem mutatott kiilonbséget, igy a

legkorabbi endoszomalis struktirdk kialakuldsdhoz még nem sziikséges az Atg6 (5. abra).

-~

e WHC]C-GFP

Atg6 RNSi

Clc-GFP

Kontroll

5. dbra: Az Atg6 csendesitett sejtekben a Clc-GFP lokalizacioja nem tér el a kontroll
sejtekétdl. (Genotipusok: MS-Gald/+;UAS-DCR/ UAS-Clc-GFP; UAS-Atg6 RNSi/+,MS-
Gal4/+; UAS-DCR/UAS-Clc-GFP) Mérce: 20 pum

A fluoreszcens endocitotikus markerek vizsgalatdhoz éltaldban engrailed vezérelt
Gal4-forrast (enGal4) és UAS-RFP-t kifejez6 torzseket hasznaltam, melyekben az Atg6
csendesitése csak a szarny poszterior felében tortént meg, ezt a teriiletet az RFP jelolte ki, és a
szarny anterior fele tokéletes kontrollként szolgalt a kisérletek soran.

A tubulin prométerhez kapcsolt endoszomalis markerek (a Rab5 a korai, a Rab7 a
késdi endoszomak, a Lamp1 (Lysosomal associated membrane protein 1) a kés6i endoszomak
¢s a lizoszOmak membranjaban talalhato (Novick and Zerial 1997; Eskelinen 2006))
lokalizaciojat enGal4-et hordozd Aallatok imaginalis szarnykorongjaban vizsgaltam és azt
talaltam, hogy a fluoreszcens jel mindegyik marker esetében erésebb Vvolt a szarny poszterior
teriiletén, tehat az endoszomak latvanyosan felhalmozodtak az Atg6 csendesitett régioban (6.
abra). Mivel mindegyik marker abnormalis felhamozodast mutat, ezért ez alapjan az Atg6

sziikséges az endoszomak éréséhez és normalis miikodéséhez.
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Rab5

Rab7

Lampl

6. abra: Mind a hdrom vizsgalt esetben a korongok csendesitett felében az endoszéoma
markerek felhalmozédnak. (Genotipusok: Rab5: enGal4, UAS-RFP/UAS-DCR; UAS-Atg6
RNSi/tubRab5-YFP; Rab7: enGal4, UAS-RFP/UAS-DCR; UAS-Atg6 RNSi/tubRab7-YFP;
Lampl: enGal4, UAS-RFP/tubLampl-GFP; UAS-Atg6 RNSiI/UAS-DCR) Mérce: 20 um

Az endocitozis vizsgalata elektronmikroszkoppal

Az  Atg6  csendesitett  allatok  fejlédé  béabszarnyanak  morfologiajat
elektronmikroszkoppal vizsgalva a sejtek apikalis részén szamos denz és lucens
multivezikularis- €s multilamellaris testet talalt a témavezetdm, melyekrdl azt feltételeztiik,
hogy felhalmozddott késéi endoszomak. Hogy ezt igazoljam, UAS vezérelt,
plazmamembranba lokalizalt torma-peroxidaz (CD2-Horseradish peroxidase/CD2-Hrp) és
DAB (diaminobenzidin) reakcio segitségével megjeldltem a plazmamembrant és a beldle
szarmazo6 struktirdkat. Az Atgb csendesitett szarnyban 1évd 0Osszes multivezikularis- és
multilamellaris test DAB-pozitiv volt, igy azt a kovetkeztetést vontam le, hogy az Osszes
emlitett abnormalis struktira hibdsan miikddé felszaporodott késéi endoszéma €s nem

valamely egyéb sejtorganellum elfajult valtozata, megerdsitve ezzel a fluoreszcens

markerekkel kapott eredményeket (7. abra).

14



iy iy

Kontroll Atgb6 RNSi

Areay st

7. abra: Az Atg6 csendesitett sejtekben a sejtek apikalis oldaldn DAB-pozitiv, tehdat
plazmamembran-eredetii abnormalis multilamellaris és vezikularis testek halmozodnak fel.
(Genotipusok: MS-Gal4/+;UAS-DCR/UAS-CD2-HRP, MS-Gal4/+;UAS-DCR/ UAS-CD2-
HRP; UAS-Atg6 RNSi/+) Mérce: 500 nm

A Notch és a Delta lokalizdacidjanak vizsgalata
Mivel az endocitozis a membrankotott fehérjék turnover-e soran nélkiilozhetetlen,
ezért feltételeztiik, hogy ha az Atg6 csendesités hatasara az endocitdzis megreked a késoi
endoszémak szintjén, akkor a Notch ¢és a Delta, [évén membrankotott fehérjék,
felhalmozodnak a sejtben. Ennek bizonyitdsdra immunhisztokémiai eljarassal UAS-
Dicer/+;enGal4,UAS-GFP/+;UAS-Atg6 RNSIi/+ genotipusi 110-120 o6ras vandorld larvak
imaginalis szarnykorongjaiban néztem a Notch extra- és intracellularis doménjének, illetve a

Deltanak a lokalizaciojat, és azok a csendesitett teriileten valoban felhamozodtak a sejtekben
(8. abra).
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NICD

NECD

Delta

8. dbra: A Notch intra- és extracellularis doménje és a Delta is felhalmozodik

szarnykorongok csendesitett sejtjein beliil. Mérce: 20 um

Azért, hogy igazoljam, a Notch abnormalis lokalizacidja valoban az endocitdzis hibajabol
ered, ex vivo Notch endocitozis esszét (felvételi és szallitasi probat) végeztiink kiboncolt €16

imaginalis szarnykorongon, amibdl kideriilt, hogy a NECD felvétele megtortént, am azok egy

része Lampl-pozitiv vezikularis strukturdkban maradt 3 6ras felvétel utan is, mig a kontroll

sejtek felvették és lebontottak a NECD-t (9. abra).

9. dabra: A NECD (magenta) a
csendesitett sejtekben nem képes
lebomlani és egy résziik zold
Lampl-pozitiv vezikuldakban
talalhato, ezek a strukturdk a
képen fehér sziniiek és piros

nyilak mutatjak oket.
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(Genotipus: enGal4/UAS-Lampl-GFP; UAS-Atg6 RNSiI/UAS-DCR) Mérce: 20 um

A Wingless lokalizacidjanak vizsgdlata

A Wingless (Wnt/Wg) jelatvitel vizsgalata két szempontbdl is fontos volt munkam
soran. Az egyik, hogy a Wnt-t annak receptoraval, a Frizzled-del egyiitt a sejtek
endocitozissal veszik fel a felsziniikrél (Gagliardi et al. 2008). A masik szempont, hogy a Wnt
jelatvitel a Notch jelatvitellel szorosan 6sszefiigg, a Notch ugyanis noveli a Wnt molekulak
szamat a Drosophila imaginalis szarnykorongjanak kozépsé vonalaban, mely vonal a késobbi
szarny dorzalis és ventrdlis oldalanak hatdra (DV-hatar) (Herranz and Milan 2008). UAS-
Dicer/+;enGal4,UAS-GFP/+;UAS-Atg6 RNSi/+  genotipusi  allatok  imaginalis
szarnykorongjait vizsgalva valoban azt lattam, hogy a Wnt jel a DV-hataron feler6s6dott a
csendesitett régioban és a csendesitett sejtekben intracellularisan a Wnt fehérje a Notch-hoz

hasonldan fel is halmozodott (10. abra).

Wnt

10. abra: A szarnykorongok AtQ6 csendesitett felében a What jel felérosodik és a Wnt fehérje

a csendesitett sejteken beliil fel is halmozodik. Mérce: 20 um

Ezek alapjan azokat a kovetkeztetéseket vontam le, hogy a Notch jelatvitel az Atg6
csendesités hatasara feler6sodik, és hogy az Atgb6 miikodése nemcsak a Notch és a Delta

endocitotikus lebontasdhoz sziikséges, hanem mas jelatviteli folyamatok fehérjéinek a

crcr

A Notch jelatvitel vizsgalata
A Notch ¢és a Delta felhalmozodasabol feltételeztilk, hogy a Notch jelatvitel
feler6sodik, ennek tovabbi bizonyitasara enGal4, NRE-GFP, UAS-Dicer, UAS-RFP, UAS-
Atg6 RNSI géneket kifejez6 allatok imaginalis szarnykorongjait vizsgaltuk, és a csendesitett

régioban latvanyosan kiszélesedett az a tartomany, ahol a jelatvitel aktivan zajlott (11. abra).
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NRE-GFP

NRE-GFP

11. abra: A Notch jelatvitel intenzitasat jelzo NRE-GFP-jelolt teriilet a szarnykorongok Atg6
csendesitett  felében  kiszélesedik. (Genotipus: UAS-DCR/+;enGal4,UAS-RFP,NRE-
GFP/+;UAS-Atg6 RNSi/+) Mérce: 20 um

Genetikai interakcio az Atg6 és a Notch kozott

A fenti eredmények nem feltétlenilil tamasztjak ald, hogy az Atg6 csendesitése
kozvetleniil a Notch felhalmozodasa miatt okozza a Notch jelatvitel felerdsodését, hiszen az
eredmények alapjan ezek lehetnének parhuzamos kovetkezményei is az Atg6 csendesitésnek.
Ennek vizsgéalatara genetikai interakciés kisérletet végeztem el, mely soran
Osszehasonlitottam a torzulas mértékét Atg6 csendesitett allat szarnyaban, a vad tipusu Notch
fehérjét overexpresszald szarnyban és olyan szarnyban, amelyben egyszerre fejezodik ki az
Atg6 csendesités és a Notch overexpresszi6. Eredményeink azt mutatjak, hogy a két
transzgént egyiittesen kifejez6 allatok szarnya szignifikansan erdsebben torzult, mint a

transzgéneket egyenként kifejezd allatok szarnya (12. 4bra, 2. diagram).

Atg6 RNSi;
UAS-Notch (A;N)

Atg6 RNSi (A)  UAS-Notch (N)

12. abra: A genetikai interakcios kisérlet soran vizsgalt két transzgént egyiittesen kifejezo

dllatok szarnya lathatoan erdsebben torzult, mint a transzgéneket egyenkeént kifejezo allatok
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szarnya. (Genotipusok: (A):MS-Gal4/+;UAS-DCR/UAS-GFP-2xFYVE; UAS-Atg6 RNSi/+,
(N): MS-Gal4/+ ;UAS-DCR/+;UAS-Notch/+ (A;N): MS-Galdly ;UAS-DCR/+;UAS-
Notch/UAS-Atg6 RNSI )

Kruskal-Wallis proba
p=3,54E-19
Mann-Whitney probak
A-N:p=0,965
A-A;N: p=9,6E-13
N-A;N: p=5,5E-20
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2. diagram: A torzulas mértékének oOsszehasonlitasahoz a menekitéses vizsgalathoz
hasonloan értékeket rendeltem a szarnyak fenotipusahoz a torzultsag meértéke szerinti
novekvé sorrendben (1. enyhe vdltozdasok; 6: 2 teljes hdlyag), és a skdlak ezek dtlagat
mutatjak, az atlaghoz kozeli vonalak az atlagos hibat, az atlagtol tavoli vonalak az atlagos

szordst mutatjak.

A genetikai interakcido vizsgalatat a fentebb emlitett Notch jelatvitel riportert
expresszald muslicdkon, fluoreszcens mikroszkopia alkalmazasaval 1s elvégeztiik.
Eredményeink megerdsitették az adult allatokon kapott eredményeket, ugyanis jol lathatéan a
Notch overexpresszioja és az Atgb csendesitése egyarant a jelatvitel erdsodését és a jelatvitel
teriiletének kiszélesedését okozta, amely hatds a két transzgén egyiittes kifejezésével

latvanyosan erésebbé valt.(13. abra).
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Atg6 RNSi
Kontroll Atg6 RNSi UAS-Notch UAS-Notch

’ g
NRE-GFP NRE-GFP - NRE-GFP NRE-GFP

13. dbra: Az NRE-GFP mennyisége Atg6 csendesités és Notch overexpresszio hatdsara 1S

megnovekedett a kontrollhoz képest, am a két transzgent egyiittes kifejezodése méginkabb
noveli a mennyiségét. Az adott transzgéneket kifejezo sejteket RFP jeloli. (Genotipusok:UAS-
Dcr-2/+; enGal4, UAS-myr-mRFP,NRE-EGFP/+; +/+, UAS-Dcr-2/+; enGal4, UAS-myr-
mRFP,NRE-EGFP/+; UAS-Atg6-RNAi/+, UAS-Dcr-2/+; enGal4, UAS-myr-mRFP,NRE-
EGFP/+; UAS-Notch/+, enGa4,UAS-myr-mRFP,NRE-EGFP/UAS-Dcr-2;UAS-Atg6-
RNAIi/UAS-Notch ) Mérce: 20 um

Az Atg6 nullmutans vonal vizsgalata

RNSi vizsgalataink soran kapott eredményeinket szerettiik volna nullmutans allatok
(Atg6”) segitségével is megerdsiteni. Ezért hsFLP/+;+/+;FRT82bAtg6"/FRT82b,ubi-GFP
genotipust allatok 65-75 o6ras larvaiban 2 6ra 37 °C-os hdsokk segitségével mitotikus
rekombinaciot indukaltam, ugyanis a hésokk hatasara néhany sejtben Flip rekombinaz (FLP)
enzim fejezddik ki, ami a homolog kromoszomakon 1évé FRT (FLP target) helyek kozott
rekombinaciot idéz eld. Az igy képzddott homozigéta nullmutins sejtekben GFP nem
fejezddik ki, ezért azok konnyen azonosithatdéak. Benniik az RNSi sejtekhez hasonldéan az

NECD latvanyosan felhalmozodott (14. abra).
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Atg6®
NECD

14. abra: A GFP-t nem kifejezé szarnykorong sejtek sejtek Atg6 nullmutaciot tartalmaznak
homozigota formaban, és benniik a NECD mennyisége szembetiinden megnovekedett.

Mérce: 20 um

Az UVRAG és az Atgl4 vizsgalata

Mivel az Atg6 az UVRAG-gal és az Atgl4-gyel két kiillonbozé komplexet alkothat,
ezért ezeknek a fehérjéknek a vizsgalatat is fontosnak tartottuk. Lee és mtsai. azt tapasztaltak,
hogy UVRAG nullmutans sejtekben a NECD abnormalisan felhamozodik (Lee et al. 2011),
ezért megvizsgaltam, hogy az UVRAG csendesités hatdsa hasonlit-e az Atg6 csendesités
hatasaihoz. Ehhez UAS-Dicer/+;enGal4,UAS-GFP/+;UAS-UVRAG RNSIi/+ genotipusu
allatok imagindlis szarnykorongjait néztem, és az Atg6 csendesitéshez nagyon hasonld
eredményt kaptam, a NECD latvanyosan felhalmozodott az UVRAG csendesitett régioban
(15. 4bra).

UVRAG
NECD

15. abra: A szarnykorongok UVRAG csendesitett feleben a NECD felhalmozodott a

csendesitett sejteken beliil. Mérce: 20 um
Ezzel ellentétben az UAS-Dicer/+;enGal4,UAS-GFP/UAS-Atgl4 RNSi genotipust

allatok imaginalis szarnykorongjaiban a csendesitett és a kontroll régi6 kozott nem volt

kiilonbség a NECD lokalizaciojaban (16. abra).
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Atgl4
NECD

16. dbra: A szdarnykorongok Atgl4 csendesitett sejtjeiben a NECD mennyisége nem tért el a

kontroll sejtekben lévotol . Mérce: 20 um

A Wnt lokalizacidjanal ismét az Atg6 csendesitéshez nagyon hasonld fenotipust
mutatott az UVRAG csendesitett imaginalis szarnykorong is, &m az Atgl4 csendesitett
szarnykorongban a Wnt jel nem mutatott kiilonbséget a kontroll és a csendesitett oldal kdzott

(17. 4bra).
UVRAG

Wnt

Atgla
Wnt

17. abra: Az UVRAG csendesitett sejtekben a Wnt felhalmozodott és a Wnt jel felerésodott a
csendesitett teriileten, am az Atgl4 csendesitett korongok esetében nem figyelheto meg

kiilonbség a csendesitett és a kontroll régio kozott.

Az Notch jelatvitel vizsgalatanal is az Atg6 csendesitéshez hasonlo képet mutatott az
UVRAG csendesitése, az Atgl4 csendesitése azonban nem okozott jelentds valtozast a
jelatvitelben, a kontroll és a csendesitett régidban ugyanolyan mértékben volt jelen a GFP-jel
(18. abra).
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NRE-GFP

Atgl4
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18. dbra: Az Atg6 csendesitéshez hasonloan az UVRAG csendesitett korongokban a
csendesitett régioban az NRE-GFP pozitiv teriilet kiszélesedett, am az Atgl4 csendesitett
korongokban ez a hatdis elmaradt. Genotipusok: UVRAG: UAS-DCR/+;enGal4,UAS-
RFP,NRE-GFP/+;UAS-UVRAG RNSi/+; Atgld: UAS-DCR/+;enGal4,UAS-RFP,NRE-
GFP/UAS-Atg14 RNSi)
Meérce: 20 um

Ezek alapjan feltételezhet6, hogy valdban az UVRAG-ot tartalmazd PI3K(II)-
Komplex-2 felel az endocitozis és ezen keresztiil a Notch jelatvitel szabalyozasaért, és az
Atgl4-et tartalmazo PI3K(IIT)-Komplex-1 az endocitdzis szabalyozasat nem és igy a Notch

jelatvitelt sem szabalyozza.

Diszkusszio

Az endocitozis szabalyozasaban részt vevo fehérjék koziil az Atgb szerepe az eddigi
munkak alapjan ellentmondasos (Zeng et al. 2006; Thoresen et al. 2010), ezért ennek
vizsgalatat és a fehérje szerepének tisztazasat egy szovetes €lolényben, az ecetmuslicaban
fontosnak tartottuk.

Az endocitozis fontos szerepet jatszik a Notch jelatvitel szabalyozasaban (Fortini and
Bilder 2009), igy azt a hipotézist allitottuk fel, hogy amennyiben az Atg6 valoban sziikséges
az endocitozis megfeleld mitkodéséhez, tigy a Notch jelatvitel az Atg6 hibaja soran torzulni
fog. Tovabba arra is kivancsiak voltunk, hogy az élesztOben és emlds sejttenyészeten

megfigyelt két kiilonbozé PIZK(II)-komplex 1étezik-e muslicaban és ha igen, melyik

23



komplex szabalyozza az endocitotikus folyamatokat (ltakura et al. 2008; Itakura and
Mizushima 2009).

A Kkisérletek soran megfigyeltiik, hogy az Atg6 illetve az UVRAG csendesitésének
hatasara a kifejlett allatok szarnya erdsen torzult és holyagos, mig az Atgl4 csendesitett
kifejlett allatok szarnya kevésbé torzult és rajtuk soha nem figyeltiink meg holyagokat. Ezek
alapjan feltételeztiik, hogy az Atgl4 a szarnyfejlédés soran kevésbé jatszik fontos szerepet,
mint az Atg6 és az UVRAG.

Az Atg6 csendesitést Atg6 transzgénnel menekiteni tudtuk, ugyanis a menekitett
allatok szarnya szignifikdnsan kevésbé torzult, mint egy értelmetlen transzgént kifejezd
allatoké, igy bebizonyosodott, hogy a TRIP kollekciobdl szarmazé Atg6-RNSi torzs
segitségével valoban az Atg6 miikodését csokkentettiik.

A szakirodalom alapjan még senki nem vizsgalta, hogy az Atg6 kiilonb6zd
endoszémapopulaciokra milyen hatdssal van. Ezért ez utani vizsgalataink ennek a feltarasara
fokuszaltak. Fluoreszcens riporterfehérjével azt az eredményt kaptuk, hogy az Atg6 az
endocitdzis korai szakaszat nem szabalyozza, mert a klatrin lokalizacidja latvdnyosan nem tér
el a csendesitett és a kontroll fejlodé szarnyakban. Kimutattuk, hogy a PI3K(I11) komplex
hibasan muikodik, mert az Atg6 csendesitett sejtekben a GFP-2xFYVE lokalizacidja er6sen
torzult, diffuz a kontroll sejtekben lathato jelhez képest. Az endocitozist fluoreszcens marker
fehérjékkel (Rab5, Rab7, Lampl) vizsgédlva bizonyitottuk, hogy az Atg6 csendesitése az
endoszomak felhalmozodéasat okozza a csendesitett sejtekben. Ezt elektronmikroszkdopos
vizsgalatokkal is igazoltuk. Eredményink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az Atg6
sziikséges az endocitozis megfelel6 miikddéséhez, csendesitése endoszomak felhalmozodasat
okozza, megzavarja azok érését és a lizoszomak muiikodését.

A fenti kisérletek utan megvizsgaltuk a Notch, a Delta lokalizaciojat Atg6
csendesitett allatok szarnykorongjaban, és azt talaltuk, hogy mindegyik fehérje felhalmozodik
a csendesitett sejteken beliil, ez alapjan azt feltételeztiik, hogy a jelatvitelek intenzitasa is
megno a csendesitett sejtekben. Egy fluorerszcens riporter fehérje, az NRE-GFP segitségével
kozvetleniil tudtuk vizsgalni a Notch jelatvitel intenzitdsat. Az NRE-GFP a fejlédd szarnyak
Atg6 csendesitett felében felhalmozodik, a GFP-pozitiv teriilet kiszélesedik, ezzel igazoltuk,
hogy a Notch jelatvitel valoban felerdsdodik az Atg6 csendesités hatasara. Genetikai
interakcids vizsgalataink is azt erdsitik meg, hogy az Atg6 csendesités kozvetleniil a Notch
felhalmozdodasan keresztiil erdsiti a Notch jelatvitelt. A Wnt lokalizacids vizsgalatok soran

kapott eredményeink alapjan gy vélem, hogy az Atg6 az endocitdzis szabalyozasan
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keresztiil, nem csak a Notch, hanem altalanosan tobb jelatviteli folyamatok szabalyozasahoz
IS sziikséges lehet.

Megvizsgalva UVRAG ¢és Atgl4 csendesitett fejlodo szarnyakban a NECD, a Wnt és
az NRE-GFP lokalizacidjat az UVRAG csendesitése mutatott hasonld fenotipust az Atg6
csendesités¢hez, igy azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy az UVRAG-ot tartalmazo PI3K(I11)
Komplex-2 felelés az endocitozis és ezen keresztil a Notch ¢és mas jelatvitelek
szabalyozasaért, mig az Atgl4-et tartalmazdé Komplex-1 nem szabalyozza ezeket a
folyamatokat.

Az UVRAG ¢és az Atgb egyarant fontos tumorszuppresszorok, de az Atg6
tumorellenes feladatanak az autofagiat gondoljak (Yue et al. 2003, Liang et al. 2006). Ezzel
egylitt vizsgalataink alapjan igazoltuk, hogy az Atg6 valoszinileg az UVRAG-gal
egylittmiikddve olyan fontos jelatviteli folyamatokat szabalyoz, melyekrdl mar bizonyitottak,
hogy hibajuk &sszefiiggésbe hozhato tumoros elvaltozasokkal (Garcia and Kandel 2012), ezért
véleményem szerint az Atgb és az UVRAG tumorszuppressziv feladatai koziil az autofagia
szabalyozasa mellett nem szabad figyelmen kiviil hagyni egyéb sejtélettani folyamatokat sem,

ugy mint az altalam vizsgélt receptor-medialt endocitozist.
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SzerzO1 hozzajarulas

1. A kisérletek soran vizsgalt térzseket €s vonalakat t¢émavezetdmmel kézosen allitottuk elo.

2. A fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok soran az allatok boncoléasat és a festésiiket a
Clc-GFP ¢és a GFP-FYVE vizsgalatan kiviil minden esetben én végeztem, a fluoreszcens
mikroszkdpot pedig témavezetdm kezelte és az emlitett két vizsgalatndl a mintakat egyiitt
készitettiik eld.

3. Az elektronmikroszkdpos vizsgalatoknal az allatokat én boncoltam, a DAB reakciot is én
végeztem ¢l, a beagyazast témavezetommel koOzOsen — végeztik és az
elektronmikroszkdpot 6 kezelte.

4. A statisztikai kiértékeléseknél az allatokat Maruzs Tamas szamolta meg és ¢ sorolta be

Oket a kiilonbozo fenotipusos kategoridkba, am a statisztikai kiértékeléseket én végeztem.
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