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1. Bevezetés

1.1. Az autofagia

Az autofdgia az eukariota sejtek Onemésztd folyamata, amely nélkiilozhetetlen azok
normalis mikodéséhez. Legfontosabb tipusa a makroautofagia (a tovabbiakban az
egyszeriiség kedvéért autofagia). Ennek soran eldszor egy membranciszterna, a fagofoér alakul
ki, amely novekedése soran a lebontandé citoplazma-részletet a benne 1évo organellumokkal
egyiitt fokozatosan koriilfogja. A fagofor zarédasaval egy kettds membrannal hatarolt
vezikula, autofagoszoma jon létre, amely lizoszomaval egyesiilve autolizoszomava alakul [2].
Emellett az autofagoszomak képesek endoszomakkal is fGzionalni, ennek eredményeként
amfiszomakat hoznak 1étre, amelyek végiil szintén lizoszomakkal egyesiilnek [3] (1. abra).
Az autolizoszémak savas belsé terében hidrolazok aktivalédnak, amelyek a bejutott anyagot
lebontjak. Az autofagoszoéma-képzédés a konzervalt és sokat tanulmanyozott Atg
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1. dbra. A lizoszéma felé iranyulé lebonté ttvonalak. Az endoszémak kiviilrél felvett anyagokat,
mig az autofagoszdmidk a sejt sajat anyagait széllitjdk a lizoszéma felé. A két utvonal az
amfiszomak szintjén taldlkozik egymadssal. A lizoszdmaba kerilt anyagok a savas hidrolazok
m(ikodése révén lebomlanak. A lebontasbdl szarmazd, uajra felhasznalhaté molekulak
permedzokon keresztiil visszakeriilhetnek a citoplazmaba. [1]



(Autophagy-related Genes) gének miikddése révén valosul meg [4]. Ezeket el6szor élesztében
[5] [6], majd késSbb allatokban is leirtdk [7]. Allati rendszerekben a lizoszomaval torténd
fazidban szereplé gének is konzervaltak, ebben a 1épésben a HOPS-komplex (Homotypic
Fusion and Vacuole Protein Sorting) és bizonyos SNARE- (SNAP Receptor) fehérjék
(ecetmuslica/emlés: Syntaxinl7, VAMP7/VAMP8 (Vesicle Associated Membrane Protein
7/8), ubisnap/SNAP29 (Soluble N-methylmaleimide sensitive factor Attachement Protein 29))
vesznek részt [8] [9].

Altalanosan elmondhatd, hogy az autofigia alapvetd fontossagi a sejtek normalis
homeodinamikajanak fenntartdsidban. Ha miikodése zavart szenved, kiilonféle betegségek
alakulhatnak ki. A sejtekre allandd, alapszintli autofag aktivitas jellemzd (bazalis autofagia),
de az autofagia mértéke novekedhet stressz hatdsara (stresszindukalt autofagia, pl. éhezés
vagy oxidativ stressz) [10] [11], vagy a fejlodés adott szakaszaban megfeleld hormonok
jelenlétében (fejlodési autofagia) [12].

Az utobbi idében a sejtbioldgia igen fontos teriiletévé valt az autofagia kutatdsa. Bar mar
nagy mennyiségli eredmény 4all rendelkezéslinkre, az autofiagia folyamataban szerepld

komponenseket és azok pontos funkciojat még nem ismerjiik kelld részletességgel.

1.2. Az endocitozis és az autofagia kapcsolata

A sejtek membranforgalmanak, igy példaul az endocitdzisnak egyik legfobb szabalyozoi
a Rab- (Ras-related proteins in brain) csaladba tartozo fehérjék. Ezek kis méretti GTP-azok,
amelyek azaltal aktivalodnak, hogy rajtuk a GEF fehérjék (guanine exchange factor) a GDP-t
GTP-re cserélik. Aktivalt formaban a Rab-ok képesek effektoraikhoz kotni és rajtuk keresztiil
inaktivalasat a hozzajuk kapcsolodd GAP (GTPase Activator Protein) fehérjék végzik, melyek
aktivaljak a GTP-az funkciot, igy az immar GDP-t hordozé Rab mar nem képes effektoraihoz
kotni [13].

Az endolizoszomalis Utvonal f6 szabdlyoz6éi a Rab5 és a Rab7. A Rab5 a korai
endoszomak fzids eseményeiben jatszik szerepet (endoszoméak egymassal €s endocitotikus
vezikulakkal torténd fizioi) [14], mig a Rab7 a kés6i endoszomalis fuzidk szabalyozoja (késoi
endoszomak egymassal, lizoszomakkal és autofagoszomakkal torténd fuzioi) [15].

A Rab7 szerepe az autofagiaban is ismert [16]. Ezt a szerepét minden bizonnyal egyik
effektoran, a HOPS-komplexen keresztiil gyakorolja, amely az autofagoszoma-lizoszoma
fazidhoz sziikséges [17]. A Rab5 autofagiaban betdltott szerepe sokkal ellentmondasosabb.

Elesztében leirtdk rola, hogy hianyiban az autofagoszémak nem képesek fuzionalni a



vakuolummal (lizoszéma analog) [18], ezzel szemben egy Rab5-csendesitett egerekrél szold
tanulmanyban nem talaltak autofagoszoma-felhalmozodast majsejtekben [19].

A normalis {itemi lizoszoémalis lebontas szempontjabol tehat fontos, hogy a Rab5 és Rab7
aranya megfelelé legyen a kompartmenteken. Ebben a Monl1-Cczl heterodimer (Calcium-
Caffeine-Zinc sensitivity protein 1; Monensin Sensitivity Protein 1) jatszik kulcsszerepet,
amely a Rab7-et aktivaldo GEF-komplex. Miikddése soran az endoszomak felszinén a Rab5
fehérjék Rab7-re valo cserélésében (Rab-konverzid) is részt vesz, ezaltal a korai endoszomak
kés6i endoszomakka alakulnak [20] [21]. A Monl-Cczl komplexnek és a Rab7-nek ezt a
rendszerét Rab7-modulnak nevezziik [22].

A Monl-Cczl részvétele az autofagiaban élesztében mar le van irva [23], ugyanakkor
muslicaban kérdéses a szerepe, hiszen egy nemrég megjelent publikéacio szerint a Monl nem
sziikkséges az autofagiahoz [24]. Ez meglep6 eredmény, hiszen kutatocsoportunk korabban
kimutatta a muslica Rab7-effektorok szerepét az autofagiaban [17]. Ezért célul tliztem ki,
hogy tisztazzam a Monl-Ccz1l komplex, a Rab7 és a Rab5 funkciojat és egymashoz valo
viszonyat az autofagiaban.

1.3. A Drosophila, mint modellillat az autofagia-kutatasban

A kutatashoz hasznalt modellallatom a Drosophila melanogaster (ecetmuslica) volt. A
muslica a genetikai kutatdsok egyik legkedveltebb modellje. Ennek okai tobbek kozott az
egyszerli genomszervezddés (a muslicak minddssze 4 par kromoszémaval rendelkeznek), a
szamos, transzgénikus és mutans vonal a torzsgyljteményekben, az egyszerli és olcséd
fenntartas, valamint a rovid generacios id6 [25].

A muslica egyedfejlédése alig 10 napos: a petébdl 1 nap utan kibtjnak a larvak, amelyek
fejlédése L1, L2 és L3 stadiumra oszthatd. Az L1 és az L2 stddium 1-1 napig, mig az L3
nagyjabol 2 napig tart. Az L3 fazis tovabbi két részre bonthato: egy korai, taplalkozo fazisra,
amikor a larvdk a taptalajban folyamatosan taplalkoznak, valamint egy késdéi, vandorld
fazisra, amikor elhagyjak a tapot és elindulnak a bebabozoddasra alkalmas hely felé. Ekkor mar
nem taplalkoznak, hanem a zsirtestjilkben felhalmozott tapanyagok bontasabol fedezik
energiasziikségletiiket. A bebabozodas utan néhany nap elteltével kikelnek az imagok.

A muslica larvainak zsirtestje kiilonosen alkalmas az autofagia vizsgélatdra, ugyanis
nagyméretli, poliploid sejtek egyetlen rétegébdl all, melyek remekiil vizsgalhatdak
fénymikroszkoppal. A zsirtestben az €letciklus két szakaszaban is vizsgalhat6 az autofagia: az
L3 stadium taplalkozo iddszakaban az alapszintii folyamat és par oOras éhezés utan a

stresszindukalt autofagia is megfigyelhetd. A masik id6pont az L3 vandorlo szakasz, mely



soran fejlodési jel (ekdizon hormon) hatasara indul be az autofagia, az atalakulashoz
sziikséges tapanyagok felszabaditasa céljabol [12].

A muslicdban viszonylag egyszerlien hozhatunk 1étre mutadciokat, irdnyitott
mutagenezissel. Ennek egyik elterjedt modszere a P-elem-ugratdis. A P-elem egy
Drosophilaban széles korben hasznalt transzpozon, amelynek modositott valtozata nem
tartalmaz transzpozdzt, igy nem képes mozogni a genomban, viszont transzpozaz-forrast
tartalmaz6 muslicakkal valod keresztezéssel remobilizalhaté [26]. A mutagenezishez olyan
torzset hasznaltam, amely a célgénben hordoz egy P-elemet. A kiugratas az esetek kis
szazalékaban nem pontos, igy kisebb-nagyobb delécids és inszercidés mutansok johetnek létre.
A P-elem mozgasiat a benne 1évé marker allél segitségével nyomon kdvethetjiikk. Ez
leggyakrabban a white gén vad tipusu allélja (W"), amely piros szemszint ad. A P-elemet
hordozo allatok tehat w/w™ hatteren dolgozva is piros szemszint mutatnak. Igy mutagenezis
soran a transzpozon kiugrasa detektalhat6 a piros szemszin elvesztésével. A transzpozazra és
a P-elemre heterozigota allatok (un. jump starter-ek) sejtjeiben képes ugrani a P-elem, mely az
ugrast kovetden egyes sejtekbdl el is veszhet. Ezek utddai koziil azokat keressiik, akik olyan
ivarsejtbol kaptak a genetikai anyagukat, amelyben a P-elem kiugrott. Ezek fehér szemiiek
lesznek. Az ilyen utodokat egyenként keresztezziik és kivalasztjuk koziilik azokat a
vonalakat, amelyben a kiugras soran a célgén egy darabja is kiesett, azaz deléciés mutans allél

jott létre (erre komplementacios teszttel €s PCR-rel kdvetkeztethetiink).

2. Célkituzések

1. Ccz1 null mutéans vonalak eldallitasa transzpozon-ugratassal.

2. A létrehozott mutaciok és az ismert Mon1[d4] mutans fenotipusanak karakterizalasa
kiilonboz6 modszerekkel; a Rab7-modul szerepének tanulméanyozéasa az autofagiaban.

3. A Rab7-modul funkcidvesztés fenotipusanak menekitése vad tipusu transzgénekkel.

4. A Rab5 autofagidban betoltott szerepének és a Rab7-modulhoz val6 viszonyanak tisztazasa.
3. Anyagok és modszerek

3.1. Muslica genetika
A muslicak fenntartasa: muslicékat tivegcsovekben, kukoricaliszt-alapu, agart és élesztot
is tartalmazd tdptalajon tartottam fenn. A vizsgalatokhoz a torzseket és keresztezéseket

tartalmazo {livegesoveket termosztitban (25°C, 60%-os pdratartalom) tartottam. A



stresszindukalt autofagia tanulmanyozasahoz L3 taplalkozd stddiumu larvakat éheztettem
20%-os szachar6z-oldatban. A fejlodési autofagiat L3 vandorlé kort allatokon vizsgaltam.

Cczl null mutacio eléallitasa: a transzpozon-ugratashoz egy, a Cczl génben P-elemet
hordozé torzset (EY 16389, BDSC torzskozpont) hasznaltam. Az ugratas sikerességét Un.
egylégy-PCR-el ellendriztem Phire® Animal Tissue Direct PCR Kit (Finnzymes)
segitségével. A megrendelt primereket 0,5 uM végkoncentracioban alkalmaztam. A PCR-
termékeket gélelektroforézissel futtattam 1%-os agar6z gélben (A 1étra tipusa: GeneRuler™ 1
kb Plus). A generalt deléciés allélok szekvenalasahoz a PCR terméket fragmentizolalasra
alkalmas, specialis agar6z gélen (1%-0s) futtattam, amelybdl a fragmenteket visszaizolaltam
GeneJet™ Gel Extraction Kit (Fermentas) segitségével. A szekvenalast a Biomi Kft. végezte.

RNSi vonalak: a vizsgalatokhoz hasznalt UAS-RNS-interferencia transzgént hordozo
torzsek: Rab7 RNSi (40337), Ccz1 RNSi (18479), Monl RNSi (11926R-3 és 11926R-1). Az
elsd kettét a Vienna Drosophila RNAi Center-bdl, a masik kettdt pedig a National Institute of
Genetics-Fly gyiijteménybdl rendeltiik.

Tovabbi felhasznalt muslica vonalak és forrasaik: A Rab7[d1] null mutaciot Hegediis
Krisztina kollégam allitotta el6, szintén transzpozon-ugratassal. A Rab5[d2]-mutaciot (42702)
¢és a hs-Gal4 transzgént (2077) hordoz6 allatokat a BDSC (Bloomington Drosophila Stock
Center) torzskozpontbol rendeltiik, a Monl[d4] allélt dr. Thomas Klein-tél (Institut fiir
Genetik, Heinrich-Heine-Universitat, Diisseldorf) kaptuk.

Az esetleges hattérmuticiok hatédsait kikiiszobolendd a muténs alléleket nagyméretii
deficienciakkal szemben, hemizigota formaban vizsgaltam. A felhasznalt deléciok: Ccz1Df
(EXEL6098), Mon1Df (ED7853), Rab7Df (EXEL16196). Ezek is a BDSC-bdl szarmaztak.

Menekitéses kisérleteimhez UAS-YFP-Rab7 (vad tipusu Rab7), UAS-YFP-Rab7[Q67L]
(GTP kotott, allandoan aktiv Rab7), UAS-Mon1-HA (vad tipusu Monl), UAS-Ccz1-EOS (vad
tipusu Cczl) (EOS: ER-localized and oxidants sensitive protein 1) transzgéneket hasznaltunk
(az elso kettét a BDSC-bd6l, a masik kettdt dr. Thomas Klein-td1 kaptuk).

A felhasznalt riporterek koziil az r4-mCherry-Atg8a-t, az UAS-FYVE-GFP-t és az UAS-
p62-GFP-t dr. Thomas Neufeld-t61 (Department of Genetics, Cell Biology and Development,
University of Minnesota, Minneapolis), az UAS-Lamp-GFP-t dr. Helmut Kramer-t6l
(Department of Cell Biology, University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas)
kaptuk.

Alkalmazott balanszer kromoszomdk: a kiilonb6z6 mutans torzseket balanszer felett

tartottam fenn. Ezek a kovetkezdk voltak: Il. kromoszoma: BcGl (Black Cell-Glazed) és



CyO-GFP (CurlyO-GFP); III. kromoszoma: TM3 és TM6; II. és III. kromoszoma egyiitt:
SM6-TM6 (ST6).
3.2. Fluoreszcens mikroszkopia és klonalis analizis

A fénymikroszkopos vizsgalatokhoz sztereomikroszkop alatt, glicerin-PBS (Phosphate
Buffered Saline) 1:1 oldataban boncoltam ki és fedtem le a larvak zsirtestjét. Az oldatban 0,2
ug/ml  higitasban DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) sejtmagfesték is volt. A savas
kompartmentek vizsgalatdhoz LysoTracker Red (LTR) festékben boncoltam (25 pmol/ml,
PBS-ben higitva), majd a festék leszivasa utan glicerin-PBS-DAPI oldatban fedtem le. A
kipreparalt mintakat Apotome feltéttel ellatott Zeiss Axiolmager M2 fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltam.

Autofag strukturak vizsgalata RNSi klonsejtekben: az RNSi transzgéneket UAS-Gal4-
rendszer segitségével hoztam miikodésbe. Ennek lényege, hogy a Gal4 transzkripcids
aktivator az UAS-promoterhez kot és kivaltja az UAS (Upstream Activating Sequence) altal
meghajtott gének transzkripciojat [27]. A keresztezéseket 25°C-on tartottam. Az RNSI
torzseket elséként hs-Flp; r4-mCherry-Atg8a, UAS-Dcr2; Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls
(nIs: nuclear localization signal; Dcr2: Dicer2) muslicakkal kereszteztem. 25°C-on a fejlédo
embriok sejtjeiben véletlenszertien aktivalodik a hdésokk-promoter altal meghajtott Flp-
rekombinaz, amely kivagja az FRT (flippase recognition target) helyekkel (>) hatarolt CD2-
spacer régiot, ezaltal a Gal4 a konstitutivan aktiv aktin-promoter (Act) kézelébe keriil. Igy a
Gal4 csak bizonyos sejtekben, illetve azok utodaiban (klonok) expresszalodik és kot az UAS-
promoterekhez. Ennek hatasara ezen sejtekben kifejez6dik a GFP (Green Fluorescent
Protein), az RNSi, valamint a Dicer2 (RNSi hatas fokozasara). Igy azok a sejtek, amelyekben
az RNSi miikodik, azonosithatoak lesznek a GFP-jel alapjan. Az r4 egy zsirtest-specifikus
promoter, tehat az mCherry-Atg8a riporter minden zsirtest-sejtben expresszalni fog.

Az autofagoszoma-lizoszoma fuzio vizsgalata RNSi klonsejtekben: az UAS-RNSI-t
hordozo6 vonalakba bevittem az UAS-mCherry-Atg8a (UCB8) riportert, majd ezeket az allatokat
hs-Flp; UAS-Lamp-GFP; Act>CD2>Gal4, UAS-Dcr2 torzssel kereszteztem. Igy a Gal4-et
termeld klonsejtekben atirodott az mCherry-Atg8a és a Lamp-GFP (Lysosome Associated
Membrane Protein-GFP). A vizsgalathoz tartozo statisztikdhoz a piros, a zold és a
kolokalizalo pottyoket genotipusonként 8-8 sejtbdl, kézzel, sotétszobdban szdmoltam le. A
diagramokat az egyes pottyszamok atlagabol készitettem.

Szomatikus klonok generalaisa MARCM rendszerrel: amennyiben a mutacionk olyan
kromoszdéma-karon van, melyen a centromer kozelében van egy FRT hely (pl.: 40A) és egy
olyan vad tipust kromoszomaval keriil heterozigéta helyzetbe, mely szintén ugyabban a
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pozicidban hordoz egy FRT helyet, az Flp képes mitotikus rekombinaciot indukalni az FRT-k
kozott, igy a két kromoszéma-kar kicserélédik. Az ezt kovetd mitdzis sordn olyan
rekombinans utddsejtek keletkezhetnek, melyek a mutacidra homozigotak, az ket koriilvevd
sejtek viszont vad tipustiak. Az altalam hasznalt hs-Flp; FRT40A tubQS; et49QF, QUAS-GFP
a QF-QUAS-QS rendszer (MARCM, Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker)
segitségével miikodott [28]. Ezen allatokban az et49 konstitutiv promoter miatt nagy
mennyiségben termel6dé QF (Q Factor) egy transzkripcios aktivator, mely a QUAS (Q
Upstream Activating Sequence) enhanszerhez kotve aktivalta volna a GFP atirasat, de a
szintén nagy szamban jelenlevd, tubulin (tub) promoterrel hajtott, FRT40A-s kromoszéma-
karon 1évé QS (Q Supressor; a QF szuppresszora) ezt megakadalyozta. Amennyiben a fenti
torzsiinket FRT40A-s kromoszoéman mutaciét hordozd vonallal kereszteztem, az embriok
hdsokkolasa (hs-Flp aktivalasa) utan olyan utdodokat kaptam, melyekben a tubQS/mutacio
genotipusu sejtek mellett tubQS/tubQS és mutacio/mutacioé rekombinans klonok is 1étrejottek.
Mivel a mutaciora homozigota sejtekben nem volt QS, ezekben megszolalt a GFP, a tobbi
kontrollként szolgald sejtben viszont néma maradt. Ezzel a modszerrel hoztunk Iétre
Rab5[d2], illetve Monl1[d4], valamint Rab5[d2], Mon1[d4] homozigbta mutans és kettos
mutans klonokat.

Szomatikus klonok generalasa klasszikus modszerrel: a klasszikus klonsejt-generalas
soran szintén a hs-Flp enzim okoz bizonyos valoszinliségli szomatikus rekombinaciot az FRT-
helyek kozott. Ebben az esetben azonban nem a QS-QF rendszer miikddik, hanem az FRT-
helyen 1évé mutans vonalat egy ugyanazon az FRT-pozicion 1évd riporter gént hordozo
vonallal keresztezziik. A szomatikus rekombinacid soran e két kromoszoma-kar kicserélodik,
igy lesznek riporter/riporter, riporter/mutacid és mutacido/mutacié genotipusu sejtjeink is. A
MARCM-rendszerrel szemben tehat itt nem a riporter megléte, hanem a hianya fogja jellni a
null mutans klonsejteket. Ezzel a modszerrel is generaltam Rab5[d2] és Mon1[d4], valamint
Rab5[d2], Monl1[d4] kettés mutans homozigdta klonokat. Ezek 1étrehozasahoz az FRT40A
helyet tartalmazé kromoszoma karon 1évé UAS-dsRed riportert hasznaltam, melyeket zsirtest
specifikusan kifejez6d6 fb-Gald-gyel hajtottam meg. Igy ez esetben a mutans klénokat a
dsRed hianya jelolte.

Endocitozis vizsgalatok: a Notch- és Boss-immujel6léshez L3-as vandorlo larvak szem-
csap-diszkuszait hasznéltuk fel. A larvakat kiforditottuk, majd szobahdmérsékleten fixaltuk
3,7% formaldehidet tartalamazé PBS-ben. A rogzitett mintakat PBTX-DOC-ban (PBS+Triton
X-100+natrium-dezoxikolat) mostuk, majd egy éjszakat blokkoltuk 10% kecskeszérumot

tartalmazé PBTX-DOC-ban 4°C-on. Ezt kovette 90-90 perces inkubacié az elsédleges (egér
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anti-Notch 1:50; nyul anti-Boss 1:1000), majd a masodlagos (anti-egér-Alexa488; anti-nyul-
Alexa488) ellenanyagot tartalmazé oldatban (ellenanyag + 5% kecske szérum PBTX-DOC-
ban), a ketté kozott PBTX-DOC-0s mosassal. Egy tjabb PBTX-DOC-0s mosast kdvetéen az
allatokbol kiboncoltuk a fejlédé szemeket, melyeket glicerin-PBS-DAPI oldatban fedtiik le.
Az anti-Notch és anti-Boss festést Nagy Péter kollégam készitette.

3.3. Elektronmikroszkopia

Az L3-as éhezd és vandorlo larvakbol kiboncolt szoveteket két éjszakan at fixaltam 4°C-
on 3,2%-os paraformaldehidet, 0,5% glutaraldehidet, 1% szacharézt ¢és 0,028% CaCl,-t
tartalmazo 1 N-0s Na-kakodilat (pH 7,4) oldatban. Ezt kovetéen a mintakat Palfia Zsoltné
kolléganém, klasszikus eljarassal miigyantaba agyazta, lemetszette ¢és Reynolds-féle
modszerrel  kontrasztozta. Az ultravékony metszeteket, ITEM JEM-1011 (JEOL)
transzmisszios elektronmikroszkoppal dr. Kovacs Attila kollégam vizsgalta.

A Rab5[d2] és Rab5[d2], Monl[d4] klonsejtek elektronmikroszkdpos vizsgalatahoz
korrelativ  elektronmikroszkopiat alkalmaztunk. Ennek soran el0szor fluoreszcens
mikroszkoppal lefotoztam a klonsejteket, majd a feddlemezen in situ rogzitve készitettiik eld
elektronmikroszkopiara ugyanezeket a mintakat. Az elektronmikroszkopban a fluoreszcens
kép alapjan azonositottuk a klonsejteket.

3.4. Western blot

A fehérjemintak készitése soran a larvakat lemértem, majd mg-onként 20 pl Laemmli-
puffer és PBS 1:1 aranyG oldatat hozzajuk mérve homogenizaltam és forraltam Oket.
Centrifugalast kovetden a fehérjét tartalmazo feliiliszot leszivtam és -20°C-on taroltam. A
Western blot soran azonos mennyiségeket futtattam poliakrilamid-gélen, majd a fehérjéket
Immobilon-P PVDF-tipusi membranra futtattam at. Ezt egy éjszakan at blokkoltam 0,5%-0s
kazeinben 4°C-on, majd kazein és TBST (Tris Buffered Saline, pH 7.4 + 0.1% Tween20) 1:1
oldataban oldott, a célfehérjéket specifikusan felismerd els6dleges ellenanyagokkal (nytl anti-
p62 1:5000, nyul anti-Atg8a 1:5000, egér anti-Tubulin 1:2000) inkubaltam 1 6rat. Ezutan az
ugyanebben az oldatban oldott, alkalikus foszfatazzal (AP) konjugalt masodlagos
ellenanyagokkal inkubaltam 1 orat (anti-nyul-AP és anti-egér-AP, mindkettd 1:5000).
Mindkét inkubacié utan 3x10 perc mosas kovetkezett TBST-ben. Végiil NBT-BCIP-oldattal
(NitroBlue Tetrazolium-5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphate) hivtam elé a fehérjéket (az
NBT-BCIP az alkalikus foszfataz szubsztratja, amely az enzimreakcid soran szinvaltozast

eredményez).
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. Ccz1 null mutacié eléallitasa transzpozon-ugratassal

A Ccz1 génre Drosophilaban nem volt elérheté null mutans allél, igy ezt én allitottam el
transzpozon-ugratassal (2.A abra). Rendelkezésiinkre allt az a vonal, mely az EY16389
szamt P-elemet hordozta a Cczl génben. Ezen torzs egyedeit transzpozazt (A2-3) hordozd
muslicakkal kereszteztem, majd az 1.3. alfejezetben leirtak szerint végeztem a P-elem
ugratast. Az esetlegesen létrejove mutacid jelenlétét eldszor komplementécios teszttel
vizsgaltam. Ezt az tette lehet6vé, hogy az ismert Monl[d4]/MonlDf hemizigéta egyedek
szemiletalitast (babbol csak kevés imago kel ki, és azok is par napon beliil elpusztulnak),
illetve a szintén laborunk altal 1étrehozott Rab7[d1]/Rab7Df allatok pedig pharate adult
letalitast (kozvetleniil a babbol vald kikelés eldtt pusztul el) mutattak, ezért feltételeztem,
hogy a Cczl null mutansok fenotipusa is hasonlo lesz. A P-elem ugratas utan 1étrejovo,
potencialisan mutaciot hordozo legyek koziil a himeket egyenként kereszteztem a Ccz1Df-at
hordoz6 sziiz ndstényekhez. Az igy elvégzett komplementacids vizsgalat alapjan 17 letélis
vonalat azonositottam, melyekbdl heterozigbota egyedeket valasztottam ki és PCR-el
amplifikaltam beldliik a Cczl Iokuszt. A PCR-termékek futtatdsa alapjan 5 db Cczl delécios

mutans allélt sikeriilt eléallitanom (2.A-B abra).

— E —
- =]
Cczl
= 11712 b
liP—elemp W wiy wegwwww.
mRNS -
M H HHT = -
[d91]
<z 1 -1084 bp
[d113]
At 1 -1644 bp

sz

PCR-rel vizsgdlt 17 potencidlis mutdns vonal gélképe. Mivel heterozigdta allatokon végeztem a
reakciot, ezekben az oszlopokban a vad tipusu allél PCR-terméke (Cczi+) is megtaldlhatd.
bp=bAazispar, L=1étra. A |étra tipusa: GeneRulerTM 1 kb Plus.

A koziiliik kivalasztott [d113] és [d91] vonal szekvenalasat kovetden megallapitottam,
hogy az 1644 nukleotidos deléciot hordozo [d113]-as allél egyértelmiien null mutans, mert a
gén teljes kodold szakasza hianyzott. Ezzel szemben a [d91]-b6l csak a gén fele (1084
bazispar) torlédott. Mivel azonban delécio folott ugyanolyan fenotipust mutattak, ezért
mindkét allélt genetikai nullként kezeltem, igy tovabbi vizsgalataimhoz is ezeket hasznaltam.
Fontos megjegyezni, hogy a kapott Cczl-allélok homozigdta formaban és deficiencia folott
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fennallo szemiletalis fenotipusat egy hosokkal aktivalt Gal4 altal meghajtott vad tipusu UAS-

Ccz1-EOS transzgén expressziojaval sikeriilt megmenekitenem.

Notch .
Ccz1[d113)/Df

Notch ' | Noten
Rab7[d1]/Df : Mon1[d4)/Df

*
L)

’
B —

. e
! . ‘ @
‘ - .‘ .'
Boss . Boss . o |BOSS ® 4 Boss g
kontroll 3 Ccz1[d113)/Df Mon1[d4]/Df v Rab7[d1)/Df q

3. abra. Endocitozis-vizsgalatok fejlédé szemen. (A-D) Notch-immunjel6lés. Lathatd, hogy a
Rab7-modul mutdnsokban (B-D) az endocitdzissal felvett Notch felhalmozddik a kontrollhoz (A)
képest. (E-H) Boss-immunjelolés. A Rab7-modul mutansokban (F-H) torzul a kontrollban (E)
megfigyelhetd Boss mintdzat és szam feletti Boss pozitiv pottydk (zéld nyilak) jelennek meg
benniik. Skala (A): 20 um és egyforman érvényes (B-H).

4.2. A Rab7-modul szerepe az endocitézisban

Mivel a Rab7-modul szerepe az endocitézisban mar régota ismert, igy elsé célom annak
letesztelése volt, hogy az tjonnan Ilétrehozott alléljaink is okoznak-e problémat az
endocitozissal felvett receptorok lebomlasaban. Ehhez Notch- és Boss-immunjeldlést
végeztiink fejlodé muslica szemeken. A Notch egy endocitozissal felvevodd és késobb a
lizoszomakban lebomld transzmembran receptor [29]. Ha az endoszomalis utvonal
valamilyen modon gatolva van, akkor a Notch nem bomlik le a lizoszomakban és
felhalmozodik. Muslicaban a fejlddo retindban 8 sejtbdl alld egységek, ommatidiumok
talalhatoak, amelyek egy kozponti, R8 (Retinula 8) sejtre és azt koriilvevé R1-7 sejtekre

tagolodnak. Az R8 sejtek Kifejeznek egy Boss (Bride of Sevenless) nevii transzmembran
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fehérjét, amelyet az R7 sejtek Sevenless receptora kot meg. Ez a komplex az R7 sejtbe
endocitotikusan felvevédik, majd lebomlik [30]. Alapesetben az R8 sejt egy nagyobb, az R7
pedig egy kicsi Boss-pozitiv pottyként lathatd egy ommatidiumban. Ha az endocitozissal
probléma van, akkor t6bb és eltéré méretii Boss-jel jelenik meg.

Az elvégzett immunfestések sordn a Vvarakozasainknak megfeleléen a kontrollokhoz
viszonyitva, a Notch jelentésen felhalmozddott a Rab7-modul mutansokban (3.A-D abra). A
Boss-jel mintazata is jelentsen eltért a mutansokban a kontrollhoz képest (3.E-H abra).
Ezekbdl az eredményekbdl megallapitottam, hogy az altalunk 1étrehozott mutaciok valoban

megzavarjak endocitotikus Utvonalat.

4.3. A Rab7-modul autofagiaban betoltott szerepének vizsgalata

kontroll Rab7[d1]/Df , < P62

<« Tubulin

— ...‘L Atg8a |

52

Ccz1[d113)/Df Mon1[d4]/Df i

UAS-YFP-Rab7; UAS-Ccz1-EOS: Mon1[d4]/Df;
Rab7[d1]/Df Ccz1[d113]/Df UAS-Mon1-HA

4. abra. A mutacidk hatasa az autofag lebontasra. (A-D) A mutansokban jéval kevesebb

Mon1[d4]/Df; UAS-
YFP-Rab7[Q67L]

autolizoszéma taldlhatd, mint a kontrollban. (E) A Western blot alapjan a p62 és az Atg8a lipidalt
és lipidalatlan formdja is felhalmozodik. (F-1) A funkcidvesztések menekitése vad tipusu (F-H) és
konstitutivan aktiv (1) transzgénekkel. Skala (A): 20 um és egyforman érvényes (B-D és F-I).

A tovabbiakban Rab7-, Ccz1- és Monl-mutansok autofag fenotipusat vizsgaltam.

Annak kideritésére, hogy a larvak zsirtestjében kialakulnak-e savas autolizoszomak,

LysoTracker Red (LTR) festést hasznaltam. A LTR egy vitalis festék, mely a sejtek savas
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kompartmentjeit (lizoszoma/autolizoszoma) jeloli. A jol taplalt rovarok zsirtestjében a LTR

nem ad jelet, éhezésre azonban szamos LTR-pozitiv granulum jelenik meg a zsirsejtekben,

igy az LTR ebben a szovetben jo markere az autolizoszomaknak. A kontrollal szemben a

Rab7-, Monl- és Cczl-mutans zsirtestekben a savas kompartmentek szinte teljes hidnyat

figyeltem meg, ami arra utal, hogy benniik a savas autolizoszomak nem alakulnak ki (4.A-D

abra).

Lam p~GFP
kontroll

koo
: .

Rab7 RNSi — 'mCherry-Atg8a

B!

Lamp-GFP
Rab7 RNSi

Mon1 RNSi mCherry-Atg8a

Cls

Lamp-GFP
Mon1 RNSi

Lamp-GFP
mCherry-Atg8a Ccz1 RNSI

| ‘
kontroll Rab7 RNSi Mon1 RNSi

- MmCherry-Atg8a Lamp-GFP

mCherry-Atg8a Lamp-GFP

mCherry-Atg8a Lamp-GFP

mCherry-Atg8a Lamp-GFP

[[]mCherry-Atg8a-
Lamp-GFP

[l mCherry-Atg8a
] Lamp-GFP

Ccz1 RNSI

5. abra. Az RNS-interferencia vizsgalatok eredményei. (A-C) A géncsendesitett kldnsejtekben
(GFP+) kisebb mCherry-Atg8a-pozitiv strukturak halmozddnak fel, mint a kontrollokban (GFP-).
(D-G) Az RNSi klonokban az autofag strukturakat jel6l6 mCherry-Atg8a és a lizoszéma-marker
Lamp-GFP kolokalizacidja jéval kisebb mértéki, mint a kontrollban. (H) Az UC8; RNSi sejtekben
felhalmozddnak az Atg8a-pozitiv korai autofag strukturak, a kolokalizacié mértéke pedig csokken
a kontrollhoz képest. Skala (A és D): 20 um és egyforman érvényes (A-C és D-G).

Annak ellendérzésére, hogy a fenti fenotipust valoban a Rab7-modul hibas miikddése

okozta, menekité vizsgalatokat végeztem. A kisérlethez a Rab7-modul mutaciokra hemizigota
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egyedeket hoztam létre, melyek tartalmaztik az adott mutans gén vad tipust menekitd
transzgénjét is. A transzgéneket hs-Gal4-gyel meghajtva a mutans allatokban helyreallt a vad
tipustiakra jellemz6 LTR jel (4.F-H abra). A transzgének tehat nagymértékben menekitették
a Rab7-modul tagjainak funkciovesztését. Nagyon fontos eredmény volt szamomra az is,
hogy a Monl funkcidvesztést a konstitutivan aktiv (GTP-kotott) Rab7[Q67L]-mutans
transzgénnel is menekiteni tudtam (4.1 abra). Ez megerdsitette azt a feltételezésemet, hogy a
Monl mutansokban a kiesé GEF funkcié kovetkeztében a Rab7 nem tud aktivalodni és ez
vezet a hibas autofag fenotipushoz.

A mutaciok karakterizalasat Western blot-analizissel folytattam. L3-as, éheztetett
larvakbol készitettem fehérjemintakat és kétféle fehérje mennyiségét vizsgaltam. Az egyik a
P62, egy autofagiaval specifikusan lebomlé faktor volt, igy ha a lebontas zavart szenved, a
p62 felhalmozodik a sejtekben [31]. A masik vizsgalt molekula az Atg8a, egy citoplazmatikus
fehérje (Atg8a I), mely a fagofor képzddése soran foszfatidil-etanolaminhoz kot kovalensen,
¢s ebben a formaban bekeriil a kialakuld fagofor és autofagoszoma membranjdba, igy ez a
lipidalt forma (Atg8a Il) az autofag struktirak markereként hasznalhatd [32]. Az elvégzett
vizsgalataim soran a Rab7-modul mutansokban mind a p62, mind az Atg8a felhalmozddott,
ami arra utal, hogy benniik az autofag lebontas nem mitkddik normalisan (4.E abra).

A  mutansokbdl szarmazd eredményeimet megerdsitettem az RNS-interferenciak
vizsgalataval is. Az RNSi-transzgéneket hordozé muslicakat hs-Flp; r4-mCherry-Atg8a,
UAS-Dcr2; Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls torzssel kereszteztem (lasd Anyagok és modszerek
fejezet). A kisérlet soran hasznalt mCherry-Atg8a riporter valamennyi autofag struktura
jelolésére alkalmas. Eheztetés hatasara a kontroll sejtekhez viszonyitva a géncsendesitett
sejtekben joval tobb és kisebb Atg8a-pozitiv struktirat figyeltem meg, melyekrol
feltételeztem, hogy felhalmoz6d6 autofagoszomék lehetnek, melyek nem voltak képesek
lizoszomakkal fazionalni. (5.A-C abra). A fuzi6 vizsgalatdhoz UAS-mCherry-Atg8a; RNSI
torzseket hoztam létre, amelyeket hs-Flp; UAS-Lamp-GFP; Act>CD2>Gal4, UAS-Dcr2
legyekkel kereszteztem. fgy kiilon riporter jeldlte a lizoszomakat (Lamp-GFP) és az autofag
struktirakat (mCherry-Atg8a). A kisérlet soran azt talaltam, hogy ¢éheztetés hatasara a
kontrollhoz képest a géncsendesitett sejtekben joval kisebb mértékii a két riporter
kolokalizacidja, ami arra utal, hogy az autofagoszoma-lizoszoma fzi6 nagymértékben
gatlodik a Rab7-modul hianyaban (5.D-G abra). Ezen eredményeket szamszer(sitettem is.
végeztem. Az RNS-interferenciaval csendesitett klonsejtekben a kontrollhoz képest jelentdsen
megndtt a korai autofag (Lamp-negativ, Atg8a-pozitiv) struktirdk szdma, mig a kolokalizald

sarga pottyok szama csokkent (5.H abra).
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Mon1[d4]/Df

6. dbra. A mutansok vizsgalata elektronmikroszképiaval. (A-D) Eheztetett aIIatokban a
kontrollhoz képest jelentés autofagoszoma-felhalmozddast figyelhetiink meg. (E-H) Vandorld
larvakban tébb autolizoszdma talalhaté, de még mindig jelent6s az autofagoszémak
felhalmozddasa. Skala (A, E és F): 1 um és egyforman érvényes (A: B-D és F: G-H).
Al=autolizoszéma, L=lipidcsepp; a sarga nyilhegyek autofagoszémakat jeldinek.
4.4. A Rab7-modul mutansok fenotipusanak vizsgalata elektronmikroszkopiaval
Annak tisztdzasara, hogy valdban autofagoszomak halmozodnak-e fel a null mutans
larvak zsirtestjében, elektronmikroszkopos vizsgalatokat végeztiink. Az L3-as, éheztetett
larvakban a kontrollhoz képest jelentds autofagoszoma-felhalmozodas lathatd, mig
autolizoszomakbol meglehetsen kevés van (6.A-D abra). Vandorlo allatokban bar valamivel
tobb az autolizoszéma, de még mindig a kontrollénal joval magasabb szdmban vannak jelen
autofagoszomak (6.E-H abra). Megallapithatjuk tehat, hogy a Rab7-modul tagjainak a
funkcidvesztése nagymértékben gatolja az autofagoszomak lizoszoémakkal torténd fuziojat.
4.5. A Rab5-funkcidvesztés hatasa az autofagiara és a lizoszomak fejlodésére
Miutan megallapitottam, hogy a Rab7-modul az autofagoszoma-lizoszéma fuzio fontos
szabalyozdja, célul tliztem ki a masik endocitézisban szereplé Rab, a Rab5 autofigidban
betoltott szerepének vizsgalatat is. Utobbirol, ahogy mar az 1.2. alfejezetben is irtam,
meglehet6sen ellentmondasos adatok allnak rendelkezésiinkre. Mivel az altalunk beszerzett
Rab5-mutans toérzsben a Rab5[d2] erés hipomorf allél embrioletalitast okozott, ezért az
autofagidban jatszott szerepének vizsgalatdhoz genetikai mozaik larvakat kellett 1étrehoznom.
Els6 kérdésiink az volt, hogy a Rab5 hidnyaban indukélédik-e az autofagia. Az
endocitozis €s az autofagia Szabalyozasanak egyik kozds pontja a Ill-as tipust Vps34 PI3K

(foszfatidil-inozitol-3-kindz) komplex, mely a Rab5 egyik effektoraként is ismert az
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endoszomak fejlédése soran. A Vps34 komplex PI3P-t (foszfatidil-inozitol-3-foszfat) hoz
1étre, amely sziikséges az endoszomak éréséhez és az autofagia sordn a fagofor képzodéshez
egyarant [33] [34]. A membranban jelenlévé PI3P-t egyes fehérjék FYVE-doménje (Fabl-
YOTB-Vacl-EEA1) képes specifikusan kétni. igy amennyiben a Vps34 komplex valdban a
Rab5 effektoraként mikodik, a Rab5 funkcidvesztése a FY VE-doménnel rendelkez6 fehérjék
membranlokalizaciojanak megvaltozasat vonna maga utan. Annak tisztdzasara, hogy a Rab5-
mutans sejtekben megvaltozik-e a Vps34 komplex endocitozishoz, illetve autofdgidhoz
kothet aktivitasa, megvizsgaltam a FYVE-GFP riporter eloszlasat. Ehhez 40A, Rab5[d2];
UAS-FYVE-GFP allatokat kereszteztem hs-Flp; 40A, UAS-dsRed; fb-Gal4 legyekkel (lasd
3.2. fejezet). Taplalkozo larvakban az autofagia mértéke minimalis, igy ilyenkor a FYVE-
GFP jel eloszlasa alapjan a Vps34 komplexnek az endoszémakhoz kothetd aktivitasa
figyelhet6 meg. Ha viszont ¢heztetéssel autofagiat indukalunk, a Vps34 komplex a képz6do
autofag struktarakon is aktiv lesz, igy a FYVE-GFP ekkor dontden ezeket fogja jelolni. A
taplalkoz6 allatok kontroll sejtjeinek periféridjan jol lathatdbak a FYVE-GFP pozitiv
endoszomak, ezzel szemben a Rab5[d2] sejtekben szinte egyaltalan nincs FY VE-GFP pozitiv
struktra (7.A abra), amely arra utal, hogy a Vps34 PI3K komplex a Rab5 hianyaban nem
aktiv az endoszomakon. Ezzel szemben az éhezd allatok Rab5[d2] mutans klonjaiban a
kontroll sejtekhez hasonld szamu és méreti FYVE-GFP-pozitiv granulumot latunk (7.B
abra). Ez egyrészt arra utal, hogy a Rab5 funkcidvesztése esetén is indukalodik az autofagia,
masrészt arra, hogy a Vps34 kinaz komplex autofagiaban betoltott funkcioja fliggetlen a
Rab5-t61.

Annak tisztazasara, hogy Rab5 hianyaban létrejonnek-e autolizoszoémak, Rab5[d2]
homozigéta szomatikus klénokat (lasd 3.2. alfejezet) hordozod L3-as, éheztetett larvakat
hoztam létre, melyeket LTR-del festettem. Ennek soran a mutans sejtekben joval nagyobb
savas LTR-pozitiv strukturakat figyeltem meg a kontroll sejtekhez képest (7.C abra). Ez arra
utal, hogy a Rab5 mutans sejtekben nagyméretii, a kontrollnal is savasabb (LTR-del jobban
festddd) granulumok alakulnak ki, melyek akar autolizoszomak is lehetnek. Ezt korrelativ
elektronmikroszkopiaval is  bizonyitottuk: a  Rab5[d2]-klonsejtekben a  kontroll
autolizoszomakhoz hasonlo méretii és denzitasu strukturakat figyeltink meg (7.G abra).

Szintén érdekes megfigyelés volt, hogy a Rab5 null mutans sejtek mérete joval nagyobb a
tobbi sejtnél; ez feltehetden annak kdszonhetd, hogy az endoszomalis utvonal gatlasa révén az

endocitozissal felvett, de nem lebomlé receptorok tovabb szignalizalnak.
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taplalkozo A’

Rab5[d2] = | [YVE-GEP

mCherry-Atg8a

Rab5[d2] -

H

Rab5[d2], Mon1[d4] AL ol 58 -
7. abra. A Rab5 autofag fenotipusa. (A-B) Taplalkozé allatok (A) kontroll sejtjeiben (RFP+) a
FYVE-GFP a periférian |év6 endoszémakat jel6li, ezzel szemben a Rab5 mutans klonokban (RFP-) a

-

riporter nem jelez semmilyen strukturat. Ehezés (B) hatdsara azonban a kontroll (RFP+) mellett a
Rab5 mutans (RFP-) sejtekben is megjelennek az autofag eredetli FYVE-GFP strukturdk. (C-E)
Rab5[d2] (GFP+) (C) klénokban nagyobb és savasabb autolizoszomakat latunk, mint a
kontrollokban (GFP-), mig a kett6s mutansban (GFP+) (E) a Mon1[d4]-hez (GFP+) (D) hasonléan
gatlddik ezek kialakuldsa. (F) A Rab5[d2] sejtekben (GFP+) nincsenek jelen a kérnyezé kontroll
(GFP-) sejtekben lathaté mCherry-Atg8a-pozitiv strukturak. (G-H) A korrelativ elektronmikroszké-
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pos képek megerésitik a Rab5[d2] és a kettés mutans fenotipusat. Az (H”’) panel bal oldalan
vildgosabb hattérrel egy kontroll sejt részlete lathaté, melyben szamos autolizoszdma taldlhaté. Az
autolizoszémakat zo6ld nyilak, az autofagoszomakat sarga nyilhegyek jeldlik; L=lipidcsepp,
N=nucleus. Skala (A): 20 um és egyforman érvényes (B-F); Skala (G’ és H"”’): 1 um.

Annak bizonyitasara, hogy a Rab5[d2] homozigota mutans sejtekben lathatd lizoszomak
valoban autofag eredetiiek-e, episztazis-analizist végeztem a Rab5 és a Rab7-modul tagja, a
Monl kozott. Ehhez Rab5[d2] és Mon1[d4] mutans allélokat Gsszerekombinalva, Rab5[d2],
Mon1[d4] kettds mutans kromoszoémat hordozé muslica vonalat hoztam 1étre. Mivel a két gén
azonos kromoszoma-karon helyezkedett el, ezért e vonalakban a dupla mutaciora homozigota
szomatikus klonokat lehetett indukalni. Eheztetés utan a klonos larvakat LTR-del megfestve,
azt tapasztaltam, hogy a Mon1[d4] mutans klonokhoz hasonldan a kettds mutans sejtekbdl is
eltintek a kontrollokban és a Rab5[d2] mutansokban még meglévé LTR pozitiv struktirak
(7.C-E abra).

Korrelativ elektronmikroszkopiaval vizsgalva a kettds mutdns klonokat szintén azt
figyeltem meg, hogy benniikk a Monl[d4] mutansokhoz hasonléan felhalmozodnak az
autofagoszomak és hianyoznak az autolizoszémak (7.H abra). A Drosophila Rab5[d2]
mutans sejtekben tehat az autofagia korai 1épései nem gétoltak, s6t a normalisnal savasabb
nagyméreti autolizoszomak is létrejonnek. Ugyanakkor a Rab5 és Monl egyiittes hibaja
esetén a Monl autofag fenotipusa érvényesiil.

Ezzel szemben amikor a Rab5[d2], Mon1[d4] kett6s mutans sejtek méretét vizsgaltam,
azt figyeltem meg, hogy a Rab5[d2]-h6z hasonloan jelentdsen nagyobbak mint a kérnyezd
kontrollok. A Monl1[d4] mutans klonok sejtmérete viszont nem tért el latvanyosan a vad
tipusu sejtekétdl (7.C-E abra), azaz a sejtméretet befolyasold Gtvonal esetén a Rab5[d2],
Mon1[d4] kettds mutansokban is a Rab5 fenotipusa érvényesiil.

A LTR festéssel és az elektronmikroszkopiaval nyert eredményeinket szerettem volna
megerdsiteni egy olyan vizsgalattal, mely soran az autofag strukturdkat jel616 mCherry-Atg8a
mennyiségét vizsgalom Rab5[d2] mutans klonsejtekben. Ehhez 40A, Rab5[d2]; r4-mCherry-
Atg8a legyeket kereszteztem MARCM 40A GFP allatokkal (lasd 3.2. fejezet). Az eredmény
igencsak varatlan volt: az mCherry-Atg8a jele szinte teljesen hianyzott a mutans klénokban
(7.F abra), mely azt sugallta, hogy ezen sejtekbdl hianyoznak az mCherry-Atg8a pozitiv
autofag struktirdk. Ez viszont elég nehezen Osszeegyeztethetd a feljebb bemutatott
eredményeinkkel, miszerint az ¢hez6 Rab5 mutans sejtekben létrejonnek az autolizoszoémak.

Az ellentmondas feloldasara a kovetkez6 (4.6.) fejezetben teszek kisérletet.
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taplalkozo A’

Lamp-GFP Lamp-GFP
Rab5[d2] — | amp-GFP Rab5[d2] Lamp-GFP
taplalkozé B’

Lamp-GFP . Lamp-GFP
Mon1[d4] Lamp-GFP Mon1[d4] Lamp-GFP

- Emy : *hezd B
taplalkozé C ‘ éhezo F/

-
)

Lamp-GF P . Lamp-GFP

Rab5[d2], Mon1[d4] Lamp-GFP Rab5[d2], Mon1[d4] Lamp-GFP

8.abra. A Lamp-pozitiv strukturak eloszldsa a Rab5- és Rab7-modul funkciévesztése esetén. (A-
C) Taplalkozo larvakban a Rab5[d2] (A), valamint a Rab5[d2], Mon1[d4] (C) kett6s mutans (RFP-)
klénokban Lamp-GFP a plazmamembranban és a sejt belsejében nagyobb struktirakon
felhalmozédik. A Mon1[d4] sejtekben (RFP-) (B) is tobb Lamp-GFP figyelhet6 meg a kontrollokhoz
(RFP+) képest, de a pottydk mérete kisebb és eloszlasuk is mas, mint a Rab5 mutansokban . (D-F)
Ehezést kovetSen a Rab5[d2] (D) és a kettSs mutans (F) sejtek (RFP-) a tapldlkozoknal latott
maodon halmozzak a Lamp-ot, mig a Mon1[d4] sejtekben (RFP-) (E) tovabbra is a kontrollnal (RFP+)
joval kisebb strukturak lathatdak. Skala (A): 20 pm és egyforman érvényes (B-F).

A Rab5 funkcidvesztés autofag fenotipusdnak meghatarozasat kovetden arra is kivancsi
voltam, hogy a Rab7 modul ¢s a Rab5, milyen hierarchia viszonyban all egymassal a
lizoszomak keletkezése soran. Ehhez el6szor klasszikus klonsejt-generalassal Rab5[d2] és
Mon1[d4], valamint Rab5[d2], Mon1[d4] kett6és mutans klonokat hoztam 1étre, amelyekben a
a lizoszomakat jelolé Lamp-GFP riporter mennyiségét vizsgaltam. Ehhez hs-Flp; 40A, UAS-
dsRed; fb-Gal4, UAS-Lamp-GFP legyeket kereszteztem 40A, Rab5[d2] muslicakkal (lasd 3.2.
fejezet). Jol taplalt larvakban az autofag aktivitds minimalis, ezért ilyenkor elsdsorban az
endolizoszomak figyelhetok meg. Ilyen allatokat vizsgalva azt tapasztaltam, hogy a Rab5[d2]
sejtek plazmamembranjaban és a sejteken beliil nagyobb granulumokban felhalmozddik.

Ezzel szemben a Monl[d4] mutans sejtekben, bar szintén tobb volt a riporter, mint a

kontrollokban, de ez esetben a Lamp-GFP aprobb, diffazabb elhelyezkedésii struktarak
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formajaban jelent meg. A kettds mutdnsokban a Rab5-mutacié fenotipusahoz hasonlo
felnalmozodas volt lathatd (8.A-C abra). Eheztetett allatokban az autofag aktivitas dominal,
igy ilyenkor elsésorban az autolizoszémak vizsgalhatok. Ennek ellenére éhezdkben a
taplaltaknal megfigyelthez hasonlo fenotipust lathatd mindharom esetben. A Rab5[d2] és a
kettds mutans sejtek nagyobb strukturak formdjaban felhalmozzak a Lamp-GFP-t, mig a
Monl1[d4] klénokban joval kisebb granulumokat figyelhetink meg (8.D-F abra). A
megnovekedett autofag aktivitas tehat érdemben nem befolyasolta az egyszeres és a kettds
mutans sejtekben a Lamp-GFP méretét €s eloszlasat.

A Rab5-Monl episztazis analizis soran nyert eredményeim tehat arra utalnak, hogy az
autofagoszoma-lizoszoma fuzié esetén a Monl és valdsziniileg a Rab7-modul tobbi tagja is
episztatikusak a Rab5 felett. Ugyanakkor a lizoszomak felé aramlo bioszintetikus
anyagforgalom szabalyozasaban viszont a Rab5 szerepe a meghatarozo, a Rab7 modulhoz

képest.

4.6. A Rab5 szelektiv autofagiaban betoltott szerepének vizsgalata

taplalkozo A’

GFP-p62 g ' GFP-p62

Rab5[d2] — GFP-p62 _ Rab5[d2]

9. dbra. A Rab5 hianyaban gatolt a szelektiv autofagia. (A-B) Mind a tapldlkozé (A) mind az
éhezd (B) larvak Rab5 mutdns (RFP-) klénjaiban felhalmozdédik a GFP-p62 a kérnyezd kontroll
(RFP+) sejtekhez képest. Skala (A): 20 pm és érvényes (B)-re is.

A tovabbiakban a Rab5 szelektiv autofiagidban betoltott szerepét vizsgaltam és
megprobaltam tisztdzni, hogy minek kdszonhetd a nagy, savas autolizoszomak jelenléte €s az
Atg8a-pozitiv struktirak hianya a Rab5 funkciovesztése esetén.

Az ellentmondds feloldasara egyetlen lehetséges forgatokonyvet tudtunk elképzelni. Az
Atg8a-rol jol ismert, hogy adaptor fehérjéken (pl.: p62) keresztiil fontos szerepe van bizonyos
sejtalkotok (pl.: fehérjeaggregatumok) autofigiaval vald célzott eltavolitisiban. Igy
elképzelhetd egy olyan magyarazat, hogy a Rab5 funkcidjanak hidnyaban gitlodik az Atg8a-
fliggd, specifikus autofagia, ugyanakkor az ¢hezés hatdsara beinduld, nem-szelektiv (,,bulk”)
autofdgia eredményeként, az Atg8a jelenléte nélkiil is Iétrejohetnek nagyméretii
autolizoszomak. Ezt tamasztjdk ala azok a megfigyelések is, melyek szerint emlds sejtekben

az Atg8a lipidaciojahoz sziikséges Atg5-Atgl2 komplex mennyisége Rab5 hidnyaban
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csokken, valamint az, hogy a Rab5 hianydban a taltermeltetett Huntingtin fehérje
aggregatumok formajaban felhalmozodik [35]. Ezek alapjan tehat elképzelhetd, hogy a Rab5
funkciovesztése csokkent Atg8a-lipidaciot és a szelektiv autofagia gatlasat eredményezheti.

Arra, hogy a Rab5 mutans sejtekben normalisan zajlik az éhezés indukalta, Atg8a-
fiiggetlen autofagia, a 4.5-6s fejezetben szamos bizonyitékot mutattam. Igy az utolsé kisérlet
soran arra kerestem a valaszt, hogy Rab5 hianyaban sériil-e a szelektiv autofagia. Ehhez a
p62-GFP riporter mennyiségét vizsgaltam Rab5[d2] klonokban. A p62, ahogy mar az elébb
céloztam ra, képes az Atg8a-t, valamint ubiquitin-t kotni és ezaltal adaptorként funkcionalni a
lebontandé anyag (pl. ubiquitinalt fehérjeaggregatumok) ¢és a formaldodod autofag membran
kozott [36]. Igy a p62 maga is autofigiaval bomlik le, mégpedig Atg8a-fliggé modon. A
vizsgalathoz 40A, Rab5[d2]; UAS-p62-GFP muslicakat és hs-Flp; 40A, UAS-dsRed; fh-Gal4
legyeket kereszteztem (lasd 3.2. fejezet). Az utdd larvak Rab5[d2] mutans klonjaiban,
taplaltsagi allapottol fliggetleniil a p62 jelentésen felhalmozoddott (9.A-B abra). Ez az
eredmény megerdsiti azt a feltételezésiinket, hogy a Rab5 funkcidvesztése esetén valoban
gatlodik az Atg8a-fliggd, szelektiv autofagia, ugyanakkor az €¢hezés hatdsara beinduldé nem-
szelektiv (,,bulk”) autofagia zavartalanul zajlik tovabb a sejtekben.
4.7. Konkluzio

A Rab7-modul tagjainak hibaja esetén az endolizoszomalis lebonté utvonal gatlodik,
amire az endocitotikusan felvett cargo felhalmozddasabol kovetkeztethetiink. Az elvégzett
mikroszképos és biokémiai vizsgalataink alapjan az autofagoszoma-lizoszoma fuzid is
jelentésen sériil Drosophilaban, tehat a Rab7-modul a lizoszomaknak nem csak az
Monl és a Cczl mutans fenotipusa nagyjabol azonos a Rab7 mutans fenotipusaval, ami
megerdsiti, hogy ezek a Rab7 aktivatorai. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a
muslica Monl a szakirodalomban korabban megjelent allitasokkal ellentétben [24] sziikséges
az autofagia normalis mikodéséhez. Annak oka, hogy Yousefian és munkatarsai
tanulmanyukban miért talaltak azt, hogy az altalunk is vizsgalt Mon1[d4] allél nem sziikséges
az autofagiahoz, feltehetden az, hogy 6k zsirtest helyett a fejlodé szemet hasznaltak kisérleti
rendszerként. Utobbi szdvet azonban erésen 0sztodo sejtekbdl all, melyben nem tapasztalhato
jelentds autofag aktivitds. A Rab7-modul funkcidvesztésének autofag fenotipusa vad tipust
transzgénekkel megmenekithetd.

A Rab7-modullal ellentétben a Rab5 hianyos sejtekben zajlik autofagia, hiszen autofagia-
indukcio (éheztetés) utan a kontrollhoz hasonléan megjelennek a PI3P-pozitiv struktirdk és
kialakulnak benniik az autolizoszémak. Ugyanakkor a képet arnyalja, hogy a Rab5 mutans
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sejtekben az Atg8a jele éheztetés utan sem mutathat6 ki, a p62-GFP mennyisége pedig megnd
benniik. Ez arra utal, hogy a Rab5 funkciovesztése esetén a sejtekben gatlodik az Atg8a-fiiggd
autofagia, a nem-szelektiv autofagia viszont zavartalanul mitkodik tovabb.

Eredményeink szerint a Rab7-tel szemben a Rab5 nem sziikséges az autofagia bizonyos
tipusaihoz, sét hidnyaban a normalisnal joval savasabb autolizoszomak alakulnak ki. Ezen
adataink tehat ellentmondanak a szakirodalomban szerepld, élesztével kapcsolatos adatoknak,
miszerint Rab5 hianyaban az élesztdsejtben autofagoszomak halmozodnak fel [18]. Korabban
egy japan csoporttal parhuzamosan a mi laborunk is leirta, hogy az ¢lesztd autofagoszoma-
vakudlum fuzidban szereplé faktoroknak csak egy része konzervalt muslicaban és
emldsokben [8] [9], igy nem volna meglepd, ha az éleszté Rab5 funkcidja részben eltérne az
emlés és muslica Rab5-étdl. Eredményeinket emlds rendszerekbdl szarmazéd adatok is
megerésitik. Egy egereken végzett in vivo kisérletsorozat soran, Rab5-csendesitett allatok
majsejtjeiben nem talaltak autofagoszoma-halmozodast [19]. Emellett egy a 4.6. fejezetben
mar emlitett, muslicakbdl és emldssejtekbdl szarmazd adatokat bemutatd publikaciobol [35]
az is kidertiil, hogy a Rab5 funkcidvesztés hatdsara nagyszamu fehérjeaggregatum jelenik meg
a sejtekben, melyeknek normalisan le kellene bomlaniuk szelektiv autofagiaval. Utobbi cikk
azt is emliti, hogy a Rab5 hidnyaban csokken az Atg8a lipidaci6 mértéke, mellyel
megmagyarazhato, hogy ezekben a sejtekben miért gatolt a szelektiv autofagia.

A Rab5- és Rab7-modul hierarchia-viszonyat vizsgalva azt az eredményt kaptuk, hogy az
autofagia soran (endocitdzishoz hasonléan) a Rab7-modul downstream helyezkedik el a
Rab5-hoz képest, hiszen a Rab5[d2], Mon1[d4] kettés mutansokban a Rab7-modul hianyara
jellemzd autofagoszoma-felhalmozddast eredményezd fenotipus érvényesiil. Ez a viszony
azonban megvaltozik a sejtméretet szabalyozo ttvonalak esetén. A Rab5 mutansok nagy
sejtméretet mutatd fenotipusat ugyanis a Rab7-modul hianya nem szuppresszalja. Ez
utobbihoz hasonld eredményeket kaptunk a késéi endoszoma/lizoszoma-marker Lamp-GFP
vizsgalata soran is: a Rab5[d2] mutans sejtekben a Lamp-GFP a plazmamembranban és
nagyméretli intracellularis granulumokban felhalmozodik, és ez a fenotipus nem tlinik el
Rab5[d2], Mon1[d4] kett6s mutansokban sem. Ezek alapjan ugy tinik, hogy mig a Rab5 az
endocitozis korai 1épéseiben és az endoszomak/lizoszomak fejlddésében, addig a Rab7-modul

crer

fontosabb szerepet.

24



5. Osszefoglalo

Az eukariota sejtek két f6 lizoszomalis lebontd Gtvonala, az endocitdzis és az autofagia
alapvetd fontossagu a sejt normalis miikodéséhez. A két folyamat szabalyozdsa meglehetsen
Osszetett €s szamos ponton kapcsolodik egymashoz.

A sejtek membranforgalmat a Rab GTPazok iranyitjak. A Rab5 a korai, a Rab7 a késoi
endoszoémak és a lizoszomak fejlodéséért felelés. Az endoszomak érése soran a feliiletiikon
1évé Rab5 fokozatosan Rab7-re cserélddik. Ezt a Rab5 effektoraként miikodé Monl-Cczl
heterodimer komplex végzi, mely GEF-ként funkcionalva aktivalja a Rab7-et, igy segitve a
korai endoszomak késdivé alakuldsat. A Rab7-et és a Monl-Cczl komplexet egyiittesen
Rab7-modulnak nevezziik.

A Monl szerepét az endoszoma-lizoszoma ¢és autofagoszoma-lizoszoma fizid soran
¢lesztOben leirtak, azonban egy tavalyi publikacio szerint [24] a Drosophila homolog a sejtek
onlebontd folyamatdhoz, az autofagidhoz nem sziikséges. A szakirodalom alapjan a Rab5 és
az autofagia kapcsolata szintén ellentmondasos, ezért célul tliztem ki ezen gének autofagidban
betdltott szerepének tisztazasat Drosophilaban.

Ehhez 0j Cczl és Rab7 null mutans vonalakat allitottunk el6. A Monl és Rab5 esetén
meglévd null mutansokat hasznaltam. Fénymikroszkopos vizsgalataim soran riporterek és
vitalis festékek felhasznalasaval kimutattam, hogy a Rab7-modul tagjainak hidnyaban az
autofagoszéma-lizoszoma fizié gatolt. Igy a funkciovesztéses sejtekben az autolizoszomak
szama nagymértékben lecsokkent és felhalmozodtak az autofagoszomak. Western blot-on a
normalisan autofagia révén lebomld p62 és lipidalt Atg8a felhalmozodasat tapasztaltam a
mutansokban.

Ezzel szemben a Rab5 funkcidvesztés érdekes fenotipust eredményezett. Az ¢heztetett
Rab5 mutéans sejteket vitalis festékkel vizsgalva nagyméretii lizoszomékat figyeltem meg
benniik, amelyek viszont nem voltak pozitivak az autofag strukturdkat jel6l6 mCherry-Atg8a
riporterre. A Monl és Rab5 mutans allélekkel végzett episztazis analizissel megallapitottam,
hogy a Rab5, Monl kettds mutans sejtek a Monl mutansokhoz hasonl6 autofag fenotipust
mutatnak, azaz a nagyméretii lizoszomak eltlintek beldliik. Ezen eredményeinket
elektronmikroszkopidval is megerdsitettiik, mely sordn a dupla mutinsokban az
autofagoszomak felhalmozoddasat tapasztaltuk. Ez azt jelenti, hogy a Rab5 mutans sejtekben
¢heztetés hatdsara valoban autolizoszoémak jelennek meg.

Az mCherry-Atg8a pozitiv struktirak hianya ugyanakkor arra utalt, hogy a Rab5

hidnydban esetleg sériilhetett az Atg8a-fliggd szelektiv autofigia. Ezt az a vizsgélatom is
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megerdsitette, mely sordn a Rab5 mutans sejtekben a GFP-p62 riporter felhalmozodasat
tapasztaltam.

Muslicaban tehat az endocitézist szabalyozd Rab-ok koziil a Rab5-nek alapvetd szerepe
van a szelektiv autofagiaban az Atg8a pozitiv struktarak kialakulasa soran, ugyanakkor nem
sziikséges az €hezés indukalta nem-szelektiv autofag lebontashoz. Ezzel szemben a Rab7
modul tagjainak az autofagia egy késObbi 1épésében, az autofagoszoma-lizoszoma fuzidban

van szerepe.
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