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Osszefoglalo

A kiilvilagbol szdrmazd anyagok kdarositdé hatisainak egyik leginkdbb kitett szerv az
emésztorendszer. A kiilonféle bélsejtek szoveti dssejtekbdl folyamatosan potlodnak, melyek
igy fenntartjdk a bél homeosztazisat és regenerativ kapacitasat. A béldssejtek osztodasa
szigoruan szabalyozott, hiszen a nem megfeleld osztodas patologias elvaltozasokhoz vezethet.
Az autofagia megfelelé mikddése bizonyitottan elengedhetetlen az idegsejtek funkcidjanak
fenntartasaban, igy megvizsgaltam Drosophila melanogaster béléssejtjeiben az autofag
aktivitast, és annak a bél normdl homeosztazisdnak fenntartasdban jatszott szerepét.
Kimutattam, hogy a Drosophila béldssejtekben folyamatosan magas szintii autofagia zajlik,
mely valtozatlan marad az autofagidval korabban kapcsolatba hozott uvrag tumorszuppresszor
funkciovesztése esetén is. Azt talaltam, hogy az autofigia gatlasa az Ossejtek szamanak
az utobbi fenotipus a sejtpolaritds koros megvaltozasaval lehet 0sszefliggésben. Episztazis
analizissel kimutattam, hogy az autofagia gatlasa teljes mértékben szuppresszalja az uvrag
hianya esetén bekovetkezd 6ssejt hiperproliferaciot. Az talaltam, hogy akar az autofag gének,
akér az uvrag béldssejt-specifikus csendesitésekor csokken a legyek élethossza, feltehetden a

bél integritasanak hibaja miatt.



Roviditések jegyzéke

Apc: adenomatous polyposis coli

ATG: autophagy related gene

ATP: adenozin-5'-trifoszfat (adenosine-5'-triphosphate)

BSA: szarvasmarha szérum albumin (bovine serum albumin)
dsRNS: dupla szali RNS (double-stranded RNA)

GFP: z6ld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

FIP200: fokalis adhézids kindz csalddot kétd 200kDa-os fehérje (focal adhesion kinase
family interacting protein of 200 kDa)

FLP: flip rekombinaz (flip recombinase)

FRT: flip rekombinaz célfehérje (flip recombinase target)

mCherry: monomerikus cherry (monomeric cherry)

PAS: pre-autofagoszomalis struktura (pre-autophagosomal structure)
PBST: phosphate buffered saline + 0,5% Triton X-100

PH3: foszforilalt hiszton-3 (phosphorilated histone-3)

UAS: upstream aktivalo szekvencia (upstream activating sequence)
UVRAG: UV radiation resistance-associated gene

Vps: vakuolaris fehérje valogatas (vacuolar protein sorting)

W: white (vad tipus)



Bevezetés
A magasabbrendli él6lények altal a kornyezetbdl felvett anyagok legeldszor a

bélrendszer sejtjeivel érintkeznek. A felszivodason kiviil a bekeriilt anyagok karosithajtak a
sejteket, kiilonb6z6 abnormalis elvaltozasokhoz vezetve, ezért nélkiilézhetetlen azon
folyamatok részletes ismerete, melyek sziikségesek a normalis bél homeosztazis
fenntartasahoz. Ezeknek a modellezésére kivaléan alkalmas a Drosophila melanogaster. A
Drosophila emésztérendszerét elébélre, eldgyomorra, kozépbélre és utdbélre tagolhatjuk. Az
egyes szakaszok funkciojuk, valamint az oket felépité sejtek tekintetében nagymértékben
megfeleltethetdk az emberi emésztérendszer egyes szakaszaival (Apidianakis és Rahme
2011). Az ecetmuslica emésztérendszerének jellemzd sejtjei az &ssejtek, amelyek
aszimmetrikus osztoédasuk soran dssejteket illetve enteroblasztokat hoznak 1étre. Ezek az un.
szoveti Ossejtek Kifejlett allatokban az adott szovet sejttipusait képesek 1étrehozni. Ezzel egy
javito/regenerativ szerepet toltenek be, ugyanis potoljak az adott szovet sériilt, eloregedett
sejtjeit, igy regeneralva a szovetet és fenntartva a homeosztazist. Az Gssejtekbdl leszarmazo
enteroblasztok tovabbi osztodas nélkiil hozzak Iétre a terminalisan differencialodott
enteroendokrin, vagy enterocita sejteket (Ohlstein és Spradling 2007).

A Drosophila belében talalhato egyes sejttipusok megfeleltethetéek az emberi bélben
talalhato sejtféleségekkel: a Drosophila és emlds bélben egyarant Gssejtek hozzak létre az 1j
6ssejteket ill. enteroblasztokat, az enteroblasztok emlds megfelel6i az atmeneti vagy tranziens
sejtek, az enteroendokrin sejtekkel megfeleltetheték az emlésok Lieberkiihn-kriptaiban
talalhato nyalkatermelé kehely sejtek és a Paneth-sejtek, az enterocitakkal pedig a
mikrobolyhos felszivo sejtek (Apidianakis és Rahme 2011). Ezen okok miatt a Drosophila
laboratoriumi koriilmények kozott megfelel6 modell szervezet az egyes human bélbetegségek
modellezésére és vizsgalatara (Allenspach, Maillard, és mtsai. 2002; Cordero, Stefanatos, és
mtsai. 2012).

A Dbéléssejtek leszarmazasi  vonalaban miikodo jelatviteli atvonalak erdsen
konzervaltak. Ilyen konzervalt jelatviteli Gitvonal tobbek kozott a Wingless (Wnt) Gtvonal. Az
utvonalban szerepld fontos molekula az Apc fehérje, ami 1ényeges a béldssejtek osztodasanak
szabalyozasaban. Az Apc tumorszuppresszor negativan szabalyozza a Wnt utvonalat, igy
hiperplaziat és tumor képzédést okoz a bélben. Az Apc-t kodold génszakasz megtalalhato a
Drosophilaban valamint emlésokben is. Eml6sok esetében egy orokletes, familiaris adenémas

crer

Meniel, és mtsai. 2007; Lee, Beebe, és mtsai. 2009).
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Korabbi kutatasok soran hemopoetikus- és idegrendszeri Gssejtekben egyarant
megfigyelték, hogy az dssejtek normal homeodinamikéajaban fontos szerepet tdlt be az
autofagia. A szovetregenerald funkciot betolté Ossejtek is eloregednek és az idé elore
haladtaval rajuk is hatnak kiilonb6z6 stressz hatasok, példaul éhezés okozta metabolikus
stressz, amik karosodasokat okozhatnak a sejtben. Az autofagia az Ossejteket ezektdl a
karosité hatasoktol védi meg az altal, hogy az onlebonté folyamat soran keletkezd
metabolitok segitenek tulélni a tapanyagban szegény peiddusokat. Amennyiben az autofagia
defektusa miatt az ssejtek nem tudjak reciklizalni anyagaikat az éhezés alatt, aktivalodik az
apoptozis, és a sejt elpusztul (Wang, Liang, és mtsai. 2013; Warr, Binnewies, és mtsai. 2013).
Az autofagia fontos szerepet tolt be abban, hogy az dssejtek megoérizhessék osztodasi
kapacitasukat. A legkiilonfélébb 6ssejt tipusokban azt talaltak, hogy a normalisan m(ikodé
autofagia szikséges a differencialédashoz ¢és az onmegujitashoz. Ilyenek példaul a
hematopoietikus, az epidermalis és a mezenchimalis Ossejtek. Azt is megfigyelték, hogy
ezekben a mezenchimalis 6éssejtekben az autofagia gatlasa a sejtek apoptozisahoz vezet.
Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy az indukalt pluripotens éssejtek Iétrehozasakor, vagyis az
»ujraprogramozas” magasabb hatékonysaggal mdkodott, ha aktivaltak mesterségesen az
autofagiat (Pan és mtsai. 2013).

Az autofagia konzervalt lizoszomalis lebonto folyamat, amelynek nélkiilozhetetlen
szerepe van a sejtek homeodinamikéjanak fenntartasaban. Feladata a sériilt, eloregedett
sejtorganellumok és a hibas konformacioju fehérjék eltavolitasa a sejtekb6l. A folyamat soran
a feleslegessé¢ valt organellumok illetve citoplazma részletek kettds membranba
csomagolodnak, igy létrejon az autofagoszoma. A lizoszomakkal valdé fazié utan
autolizoszomakka alakulnak, és benniik savas kornyezetben aktiv emésztéenzimekkel
megkezdodik a bekebelezett anyagok lebontasa. A sejt, a lebontas soran keletkezd
metabolitok egy részét reciklizalja, azaz felhasznalja (ij anyagainak szintéziséhez (Klionsky
2013). Autofag defektus esetén a hibas sejtalkotok felszaporodhatnak a sejtben, ami szamos
human betegség kialakulasahoz vezethet. llyenek példaul a kiilonbdzé tumoros elvaltozasok,
amiket a sejtekben felszaporodd hibas mitokondriumok okozta oxidativ-, genotoxikus stressz
altal kivaltott mutaciok alakithatnak Ki. Autofagia hianyaban az immunitas is lecsokken, igy a
fertézésekkel szemben nem tud kialakulni megfelel6 immunvalasz. Az autofagia hibaja
kiilonboz6  kronikus neurodegenerativ  betegségek kialakulasahoz is vezethet. A
neurodegenerativ betegségeknél altalaban megfigyelhetd kiilonb6z6 fehérje aggregatumok

felhalmozodasa az idegsejtekben. Ezek az aggregatumok lecsokkentik az intracellularis teret,



illetve transzkripcionalis faktorokat inaktivalhatnak. Ilyen betegség példaul az Alzheimer-kor,
amely soran nagy mértékli autofagoszoma felhalmozodas figyelheté meg az idegsejtekben.
Ennek oka, hogy az autofagoszomak és lizoszomak fuzidja nem torténik meg, igy nem tudnak
lebomlani a mar bekebelezett anyagok. Tovabbi, az autofagia hibaja miatt kialakul6 kronikus
neurodegenerativ betegségek még a Parkinson-kor, vagy a Huntington-kor, amelyek esetében
kiilonboz6 fehérje tipusok felhalmozodasat figyelték meg (Kesidou 2013).

Az autofagoszoma kialakulasaban szamos fehérje jatszik szerepet, ezek a fehérjék az
atg génekrdl irddnak at, és kiilonbozé komplexeket alkotnak. A kiilonboz6 géntermékek
kozott hierarchikus kapcsolat all fenn, az autofagoszéma kialakulasa soran meghatarozott
rendben kovetik egymast. A folyamat elsé 1épése az iniciacid, ami utan kialakul a pre-autofag
struktira (PAS). Ebben kozponti szerepe van az Atgl kinaz komplexnek. A pre-autofag
struktirahoz az Atg9 fehérje szallitja a PAS képzOdéséhez sziikséges membran részeket. Az
iniciaciot az izolaldé membran kialakulasa, masnéven nukleacio koveti, amiben a Vps34 lipid
kinaz komlex tagjai (ide tartozik az Atg6 és Atgl4) és azt kovetéen az Atgl8a foszfolipid
effektor vesznek részt. A kovetkezd 1épés soran az izolaldé membran érése, zarodasa (ehhez
nélkiilozhetetlen az Atg2) és az autofagoszoma kialakulasa kovetkezik. Ehhez ubiquitin szer
konjugacios rendszerek sziikségesek, aminek tagjai példaul az Atg7, az Atg3, az Atg4 és az
Atg8a. A tovabbi 1épések soran az autofagoszoma lizoszomakkal kapcsolodik és fuzional. A
kialakult autolizoszomak savas kornyezetében aktivalodd emésztdéenzimek megkezdik a
bekebelezett anyagok lebontasat (Klinosky és mtsai. 2003; Itakura és Mizushima 2010;
Mizushima 2010; Knaevelsrud 2010; Mari és mtsai. 2010; Hanada és mtsai. 2007; Chen és
Klionsky 2011). A vps34 lipid kinaz komplexnek két, alegység Osszetételében és ezaltal
valosziniileg funkcidjaban eltéré komplexe talalhato meg a sejtekben. Az els6 tipusban az
Atg6, Vps34 és Vpsls mellett az Atgl4d van jelen a komplexben, és autofagia specifikus
funkciot ellatva a nukleaciot iranyitja. A masodik tipusban Atgl4 helyett az UVRAG talalhato
meg, ami az endocitozis soran jatszik Szerepet és az autofagia szabalyozasaban betoltott
szerepe erdsen vitatott (Itakura és mtsai. 2008; Itakura és Mizushima 2009; Lorincz és mtsai.
2014; Song és mtsai. 2014). Az uvrag tumor szupresszor gén, ugyanis vastagbél carcinomabol
Azonban az uvrag mutacioval rendelkezd, és vad tipusu sejtekben hasonld szintli autofagia

volt megfigyelheté (Knaevelsrud 2010).

Célkitiizések
e Autofag aktivitas vizsgalata a Drosophila melanogaster béléssejtekben

7



e Az autofagia és uvrag funkciovesztésének vizsgalata béléssejtekben
e Az autofagia gatlas és az uvrag funkcidvesztés hatasa az életképességre

e Az autofagia gatlas hatdsanak vizsgalata az uvrag funkcidvesztéses béldssejtekben

Anyagok és modszerek

A Drosophila melanogaster, mint kisérleti modell dllat

A Drosophila melanogaster (hétkoznapi nevén ecetmuslica) széles korben alkalmazott
genetikai modell organizmus. Tartasa és szaporitasa olcs6, nem igényel nagy helyet.
Testmérete Kicsi, fenntartasa és szaporitasa laboratoriumi koriilmények kozott konnyen
kivitelezhet6. A himek és ndstények konnyen megkiilonboztethetdek €és a keresztezések
szempontjabol fontos sziiz néstények is jol elkiilonithetéek a nem sziiz példanyoktol.

Mindéssze négy kromoszoémaja van, ebb6l harom autoszoOma és egy ivari
kromoszoma. Genetikailag konnyen manipulalhat6 €161ények, igy konnyii kiillonb6z6 mutans
¢és transzgén egyedek létrehozasa. A Drosophila melanogaster teljes genomjanak nukleotid
szekvenciaja 2000 ota ismert.

Vizsgalataim kozelebbi objektuma a kifejlett allatokbol eltavolitott bélrendszer volt.
Az ecetmuslica emésztd rendszere elobélre, elogyomorra, kozépbélre és utobélre tagolodik.
Az ecetmuslica emésztérendszerének jellemzd sejtipusai az Gssejtek. Ezek asszimetrikus
osztddas utan megujitjak onmagukat, tehat tovabbi Gssejteket valamint un. enteroblasztokat
hoznak 1étre. Az enteroblasztok enterocitakka vagy enteroendokrin  sejtekké
differencialodhatnak. A sejtek leszarmazasi vonaldban konzervalt jelatviteli utvonalak
befolyasoljak a sejtek differencialodasat.

Az ecetmuslica teljes atalakulassal fejlodé holometabola rovar. Egyedfejlodése
laboratoriumi koriilmények kozott 10 napig tart. Az egyes fejlédési szakaszok egymastol jol
elkiilonithetéek. Harom larvastadiumot kovetden a harmadik stadium végén az allat pre-
pupava alakul, kiiltakar6ja megkeményedik. A babbol 110-120 ora elteltével alakul ki az
imagd. A kikelést kozvetleniil megel6z6 stadium a faratadult fazis, amelyben a babboéron
attetszenek és mar jol elkiilonithetévé valnak a felndtt allatokra jellemzd struktarak, mint
példaul a szemek és a szarnyak. Az adult stadium 45-60 napig tart altalaban, de ez erésen

fligg a kornyezeti tényezOktol.



Torzsek fenntartasa

Az allatokat standard éleszté/kukoricaliszt/agar taptalajon tartottam vattadugoval
elzart tivegecsovekben, 12-12 ora sotét-fény periodus mellett. A torzseket és keresztezéseket
25°C-on tartottam, a paratartalom 50% volt. A héérzékeny Gal80 inaktivaciojanak eléréséhez
a legtobb kisérlet soran a torzseket 29°C-on tartottuk.

A kisérleti rendszer

A hasznalt torzsekben a génexpresszio az UAS/Gal4 rendszer altal szabalyozott
(Duffy, 2002). Ennek lényege, hogy a Gal4 fehérje expresszidjat tetszéleges promoter
szabalyozza, ezzel a promoterrel befolyasolhatd, hogy a Gal4 melyik szovettipusban és mikor
fejez6djon ki. Amikor a Gal4 fehérje az UAS promoterhez kotédik, megindul az UAS
szabalyozasa alatt all6 DNS szakaszrol (transzgénr6l) a transzkripcié. Azt, hogy a
génexpresszio az allat melyik életszakaszaban kovetkezzen be, héérzékeny fehérjével
szabalyozhat6. A tubulin promoterrel (minden szévetben kifejezédik) szabalyozott Gal80®
hoérzékeny (ts: thermo-sensitive) fehérje 28 C° hémérséklet alatt a Gal4 fehérjéhez kotddve
meggatolja, hogy a Gal4 az UAS promoterhez kapcsolodva beinditsa a transzkripciot. A
génexpresszio igy térben és idOben is szabalyozott. A hdérzékeny fehérje konformacidja a
homérséklet emelkedésének hatdsara megvaltozik és levalik a Gald fehérjérdl, igy
megindulhat a Gal4 altal bekapcsolt fluoreszcens riportergén kifejezodése vagy az RNS
interferencia, ami poszttranszkripcionalis géncsendesitésre alkalmas elemek atirodasa altal
valosul meg. A mutans klonok vizsgalatan kiviil minden kisérlet soran 29°C-ra helyeztem a
farat adult allatokat, egy-két nap elteltével friss taptalajra raztam a Kikelt legyeket és ezt 2-3
naponta megismételtem, amig a kisérletekhez megfelel6 koru legyeket kaptam.

A Kkisérletekben hasznalt torzsekben az escargot promoterrel szabalyozott Gald
kifejezodése Ossejt és enteroblaszt specifikus, igy a riporter gének illetve az RNS interferencia
altali géncsendesités kizarolag az Ossejtekben és az enteroblaszt sejtekben torténik meg. A
kisérletekben felhasznalt torzsek a kovetkezoék voltak; kontroll w[1118], UVRAG
[HMS01357], Atgld [KK108559], Atg2 [JF02786], Atg6 [JF02897], vps34 [HMS00261],
Atgl8 [JF02898], Atg3 [KK101364], Atg5 [JF02703], Atg8a [KK109654], esgGFP [esg-
Gal4, UAS-GFP, Tub-Gal80"] - koszénet érte Phillip Karpowicz-nak (Department of
Genetics, Harvard Medical School), uvrag®®* [FRT40A uvrag®'], atg13**' [FRT82B atg13*®!
/ TM6], fip200*"*° [FRT82B fip200*"*° / TM6], vps34*™* [FRT42D vps34*™? | STe],
kontroll [hsFLP; 40AQS, et49-QF, QUAS-GFP-CD8 / ST6].



RNS interferencia

Az RNS interferencia egy RNS-fiigg6é géncsendesitési folyamat, amelynek soran RNS
molekulak poszttranszkripcionalisan gatoljak a génexpressziot. A folyamat soran dsRNS-ek
(double stranded RNA: dupla szalt RNS) altal csokken annak a génnek a kifejezddése,
amelynek az mRNS-ével kapcsolodni tud. A folyamatban részt vevé fontosabb fehérje
komplexek, a DICER és a RISC (RNA induced silencing complex).

A DICER a duplaszalia dsRNS-t feldarabolja rovid siRNS-ekre (small interferencing
RNA). A RISC-hez kotédik az siRNS egyik szala. A RISC feladata, hogy felismerje az
SIRNS-el komplementer szekvenciaji mMRNS-eket és kotédjon hozzajuk. Ezzel lehetévé valik,
hogy a cél mRNS-t endonukleazok hasitsak, majd exonukleazok lebontsak, ami
géncsendesitést eredményez, hiszen a ,,csendesitett” génrél nem képzoédik fehérje. Az RNS
interferencia természetes koriilmények kozott is jelen van és nélkiilozhetetlen szerepe van a
virusok vagy idegen eredeti duplaszala-RNS-ek ellen iranyulé immunvalasznak (Cerutti és
Casas-Mollano 2006; Kurreck 2009) .

A MARCM rendszer

A MARCM kisérlet soran GFP-vel jelolt mutans klonok vizsgalata torténik, az
FIp/FRT rendszer segitségével 1étrehozott genetikai mozaik allatokban. A altalam felhasznalt
torzsek a hsFlp; QUAS-GFP; et49QF, FRT82B, tub-QS, a hsFLP; FRT40A,tub-QS; et49-QF;
QUAS-GFP ¢és hsFLP; FRT42D,tub-QS; et49-QF; QUAS-GFP. Az et49 ¢és tubulin
promoterek folyamatosan aktivak a sejtekben, igy a QS és QF is folyamatosan kifejezodik a
sejtekben. Vadtipusu sejtekben a tubulin prométerrdl folyamatosan képz6dé QS kotédik a QF
transzkripcios faktorhoz, ez pedig gatolja a QF QUAS szekvencidhoz vald kotédését, igy a
GFP-riporter atirddasat. Abban az esetben, ha keresztezziik a fenti torzseket egy FRT40A-n,
FRT82B-n vagy FRT42D-n 1évé mutacidt hordozd torzzsel, a heterozigéta utddokban a
flippaz-enzim miikodésbe 1ép. A szomatikus rekombinaciot kovetéen a homozigdta mutans
sejtekben megsziinik a QS expresszioja. A QS hianyaban QF tud kétédni QUAS-GFP-hez és
a riporter gén atirédasa megindul, jelolve a homozigota mutans sejteket. Az osztodo sejt utod
sejtjeiben szintén expresszalodik a GFP. Mivel a Drosophila bélben kizarolag az dssejtek
osztodnak, ezért a feln6tt stadium elsé hetében 45 percre 37°C-on tartott legyek belében
bekovetkez6 mitotikus rekombinacid soran mutans GFP pozitiv Ossejtek jonnek 1étre.

Bizonyos id9 elteltével vizsgalhatjuk az dssejtek osztodasanak mértékét, hiszen a GFP pozitiv
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Gssejt leszarmazott sejtjei is GFP pozitivak lesznek. Az egy GFP pozitiv klonszigeten beliil

talalhato sejtek szamabol kdvetkeztethetiink a mitotikus aktivitasra.

Eletképességi vizsgdlatok

Az ¢letképességi vizsgalatok elvégzéséhez a bebabozodott allatokat a faratadult
stadiumba Iépésiik utan 29°C-ra helyeztem. A kikelt allatokat harom naponta friss taptalajra
raztam, ¢és az egyes torzsekben regisztraltam az elhullott példanyok szamat. A vizsgalatot

addig folytattam, amig az utolso allat is elhullott.

Immuncitokemia

A vizsgalathoz adult allatok kozépbelét sztereomikroszkop alatt, csipeszekkel
eltavolitottam, majd azokat 9:1 aranya PBST ¢és 36,5%-0s para-formaldehid oldat
keverékében 1 oran at fixaltam szobahOmérsékleten. Fixalas utan a beleket 2X20 percig
mostam PBST oldatban, majd 2 6ran keresztiil blokkoltam PBST 3%-0s BSA (szarvasmarha
szérum albumin) oldatban (10 ml PBST-ben feloldottam 0,3 g BSA-t) szobahdmérsékleten. A
blokkolast kovetéen PBST 1%-0s BSA oldatba kevertem az elsddleges ellenanyagokat és
ezzel a keverékkel inkubaltam a beleket egy éjszakan keresztiil 4°C-on. Az immuncitokémia
masodik napjan az els6 mosast 2X20 percig PBST 4%-o0s NaCl oldattal (10 ml PBST-ben
0,4g NaCl-ot oldottam fel) végeztem. A sooldatos mosast kovetéen PBST 1%-0s BSA oldatba
kevert masodlagos antitestekkel inkubaltam a mintakat 2 oran keresztiil szobahémérsékleten,
alufoliaba csomagolva. Az inkubacio utan ismét 4%-0s séoldattal mostam a beleket 20 percig.
Mosas utan egy éjszakan keresztiil 4°C-on tartottam a beleket PBST oldatban.

A felhasznalt elsddleges antitestek és higitasuk: csirke anti-GFP 1:1500 (Pircs, Nagy,
¢és mtsai. 2012), nyul anti-PH3 1:300 (Millipore 06-570), egér anti-Armadillo 1:50 (DSHB N2
7Al), egér anti-Integrin 1:50 (DSHB 7E2), egér anti-Delta 1:100 (DSHB C594.9B-C).
Masodlagos antitestek és higitasuk; Alexa 488-konjugalt kecske anti-csirke 1:1500 (Thermo
Scientific SA5-10070), Alexa 568-konjugalt kecske anti-egér 1:1500 (Invitrogen A11019),
Alexa 546-konjugalt kecske anti-nyual 1:1500 (Invitrogen A11035).

Mikroszkopia

Az allatokbol kiboncolt, majd kipreparalt beleket 50%-0s PBS/glicerin DAPI (1:2500)
oldattal fedtem le. A képeket Plan-NeoFluar 10x 0.3 NA és 40x 0.75 NA objektivekkel,
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Axiocam Mrm kameraval és ApoTome2 szemikonfokalis feltéttel kiegészitett Zeiss

Axioimager mikroszkoppal valamint AxioVision Rel. 4.8 szoftverrel készitettem.

Elektron mikroszkopia

A mintakat az elékészitéshez csipesszel kiboncoltuk. A mintak fixalasa 3,2%-os formalin és
0,5%-0s glutaraldehid keverékében tortént, 4°C-on egy ¢éjszakan keresztil. Az
elektronmikroszkopos mintakhoz hasznalt fixaloszer pH-ja 7,4. A fixalészer kimosasa
natrium-kakodilat 0,1 M-os oldataval tortént. A beagyazas soran elészor ozmium-tetroxid
0,5%-0s oldataban kontrasztositottuk a mintakat 1 oran at. Az ozmium-tetroxid kimosasa
10%-os autonnal (kétszer cserélve). A mintakat ezutan 2%-os uranil-acetatoldatba helyeztiik
20 percre. Ezt kdvetéen a mintakat viztelenitettiik felszall6 alkohol sorban, majd intermedier
propilénoxiddal itattuk at 15 percig. Végiil a mintakat propilénoxid és araldit keverékébe
agyaztuk be. Az utols6 Iépésben a mintakat moldokba ontottiik ki és polimerizaltattuk a
keveréket (termosztatba helyeztiik overnight, 37°C-ra, majd 2 napra 60°C-ra). A mintak
faragas utan metszhetok tivegkéssel. A metszetek tovabbi kontrasztositasa olom-citrattal
tortént. A képek JEOL JEM 1011 Transzmisszios Elektron Mikroszképpal, Olympus Morada

11 megapixeles kameraval és Olympus iTEM szoftverrel késziltek.

Statisztika

A kisérletek sordn kapott eredmények adatsorainak normalitas eloszlasanak vizsgalatat
kovetden az eltérések kozotti szignifikanciat median-, ill. Kruskal-Wallis és ANOVA teszt
alakalmazasaval végeztem. Az életképességi vizsgalat eredményeit, Kaplan-Meier analizissel
értékeltem, ami soran a szignifikanciat Log Rank (Mantel-Cox) teszt segitségével hataroztam
meg. A statisztika készitését az IBM SPSS Advanced Statistics 20.0 statisztikai programmal

végeztem.

Eredmények
A vizsgalatok sordn elsddleges volt, hogy megvizsgaljam a béldssejtekben zajlo

autofagiat. Ennek kimutatdsara legmegfelelobb molekula az mCherry-Atg8a. Ez a géntermék
megtalalhatd6 minden autofag strukturan az izoldl6 membranoktol kezdve az
autolizoszomakig. A fluoreszcens mikroszkoppal késziilt képeken zolddel jelolt sejtek a GFP
pozitiv dssejtek. Az Ossejtekben jol latszottak a nagymennyiségben jelenlévd pirossal jelolt,
mCherry pozitiv autofdg struktardk (1. é&bra). Ezen megfigyelés arra utal, hogy a

béldssejtekben alapszinten nagymértékli autofag aktivitas zajlik.
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1. abra GFP pozitiv 6ssejtek és a benniik talalhato, pirossal jelolt mCherry-Atg8 pozitiv
autofag strukturak.

Az autofag fenotipus tovabbi megerdsitéséhez ultrastrukturalis vizsgdlatokat
végeztiink. Ezek soran ultravékony metszeteket készitettink a bélbol ¢és ezeket
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk meg. Az elkésziilt képeken jol elkiilonithetéek voltak
kornyezetiiktl az  Ossejtek  sOtétebb  citoplazmajuk miatt. Az  Ossejtekben az
elektronmikroszkdpos képeken is megtaldlhatdbak voltak a nagyméretli, denz autofig
struktarak, (a citoplazmatol eltéré kinézeti beltartalom arra utal, hogy az autolizoszomakban
megfeleléen zajlik a lebontas), méghozza igen gyakran: 27 lefotozott 6ssejt metszetébol 23
tartalmazott autofag struktarakat (2. abra). Kisérletiink tehat meger6siti, hogy az 6ssejtekben

magas szinten zajlik az autofagia.
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2. abra Az elektronmlkroszkopos felvételen jol lathato a nagymeretﬁ autofag struktura (fekete
nyillal jellve).

Kovetkez6 kisérletem az autofagia dssejt specifikus funkciovesztésének megfigyelését
célozta. Ehhez kiilonboz6 atg gének csendesitését eldidézd RNS interferencia (RNSi)
vonalakat kereszteztem egy olyan torzzsel, amelyben a GFP riporter és az mCherry-Atg8a
kifejez6dése Ossejt specifikus. A zolddel jelolt béléssejtekben az atg RNSi (vps34, atg6,
atgl8) hatasara lecsokken a piros mCherry-Atg8 pozitiv struktirak jelenléte (3.abra, kontroll
Osszehasonlitasként lasd: 1. 4bra), tehat az autofagia csokkent mértékben miikodott a
sejtekben. Az autofagia gatlas mellett megvizsgaltam, hogy az uvrag funkciévesztés milyen
hatassal van az dssejtekre és a benniik zajlé autofagiara. Azt talaltam, hogy az mCherry-Atg8
nagy mennyiségben jelen van a sejtekben az uvrag funkciovesztés mellett is, tehat az
autofagia folyamatara nincs hatdssal az uvrag tumorszuppresszor hidnya (3. abra). Ezen
kisérletekkel igazoltam, hogy az dssejtekben zajlé autofagia atg gén fiiggd mddon zajlik és az
uvrag nincs hatéssal a folyamat végbemenetelére. Az autofagia aktivitasanak vizsgélata soran
azt is tapasztaltam, hogy az autofagia béldssejt specifikus csendesitésekor lecsokken az

Ossejtek szama, mig az uvrag hianya esetén megnovekszik a szdmuk (3. dbra grafikon).
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3. abra Kiilonbozo autofag gének, és az uvrag éssejtspecifikus funkciovesztésének vizsgalata.
Zo6ld szinnel vannak jeldlve a GFP pozitiv 6ssejtek, piros szin jelzi az mCherry-Atg8a
molekulat. A diagramon minden egyes pont egyetlen bél poszterior szakaszaban szamolt
6ssejtek szamat, mig a piros egyenes a mediant jeloli. A szamok szignifikanciat (p-érték)
jeldlnek a kotrollhoz viszonyitva (ANOVA teszt, post-hoc korrekcios teszt: Bonferroni). Ahol
nincs relacios jel, ott a feltiintetett érték egyenld a p-értékkel.

Ezeket az eredményeket a mitotikus aktivitas vizsgalata is megerdsitette. Az Ossejtek
szamanak csokkenésén kiviill megvizsgaltam osztodasi képességiiket is autofagia valamint
uvrag funkciovesztés esetén. Mivel a Drosophila kézépbelében csak az dssejtek osztodnak,
ezért is lehetséges alkalmazni a MARCM rendszert az osztddasi kapacitas vizsgalatara. Ez a
kisérlet lehetové teszi, hogy egyetlen sejt leszarmazott sejtjeit vizsgaljuk. Az eredmények azt
mutattdk, hogy az autofigia gatldsa esetén csokken a GFP pozitiv klonszigetben talalhato
sejtek szdma a kontrollhoz viszonyitva. Az uvrag funkcidvesztése mellett viszont dssejtek
hiperproliferacidja volt megfigyelhetd, hiszen a kontroll allatokhoz képest az egy
klonszigetben 1€vo sejtek szama szignifikdnsan magasabb volt uvrag funkcidvesztés esetén (4.

abra).
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4. abra Az autofagia specifikus gének gatlasakor csokken, ezzel szemben az uvrag
funkcidvesztése esetén né a klonszigetekben megtalalhatd sejtek szama. A fehér szamok a
GFP pozitiv klonszigetekben talalhatd sejtek szamat jelolik a bemutatott teriileten, ahol a
fehér szaggatott vonal jelzi az egyes klonszigetek hatarvonalat. A grafikonon a haromszogek a
kiértékelt klonszigetekben szamolt klonsejtek szamat mutatjak egyenként. A szaggatott piros
vonal a mediant, mig a folyamatos piros vonal eloszlast jelol. A szamok szignifikanciat (p-
értek) jelolnek a kotrollhoz viszonyitva (Kruskal-Wallis teszt, masodlagosan korrigalt p-
értékek).

Az Ossejt szam valtozas megfigyelésének kovetkeztében megvizsgaltam azok
osztodasi aktivitasat. Ennek kovetésére kivaloan alkalmas a foszforilalt hiszton-3 (PH3)
mulekula jel6lése, ugyanis a hiszton-3 a mitotikusan aktiv sejtekben foszforilalodik. Az uvrag
funkcidvesztés esetén a mitotikus aktivitds megnd a kontroll allatok beléhez képest. Az

autofagia gatlasanak kovetkeztében pedig lecsokken az dssejtek mitotikus aktivitasa (5. dbra).
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5. abra Az autofagia funkciovesztése esetén csokken a mitdzisok és a poszterior bélben
talalhatd GFP pozitiv Gssejtek szama, ezzel szemben uvrag funkciovesztés esetén megné a
mitotikus aktivitas és a GFP pozitiv ssejtek szama a kontrollhoz viszonyitva. Piros nyilfejek
mutatjak a mitotikusan aktiv sejteket. A diagramon minden egyes pont egyetlen bél poszterior
szakaszaban szamolt mitotikusan aktiv sejtek szamat, mig a piros egyenes a mediant jeldli.
Ahol nincs relacios jel, ott a feltiintetett érték egyenld a p értékkel. A szamok szignifikanciat
jelolnek a kotrollhoz viszonyitva (Median teszt, masodlagosan korrigalt p-értékek).

PH3 + sejtek szama / poszterior bél

Annak megallapitasara, hogy az éllatok élethosszara miként hat az autofagia illetve az
uvrag bélossejt specifikus funkciovesztés, életképességi vizsgalatot végeztem. Az 6ssejt-
specifikus autofagiagatlas és uvrag funkciovesztés az allatok életképességére is hatast
gyakorolt. Az autofagia béléssejt specifikus gatlasa esetén az allatok szignifikdnsan hamarabb
pusztultak el a kontroll allatokhoz hasonlitva. Az uvrag funkciovesztés esetén ehhez hasonld

eredményt kaptam (6. abra). Ugy tiinik, hogy az éssejtekben zajlé autofagia és az uvrag éltal

17



iranyitott endocitozis nélkiilozhetetlenek a normalis bél homeosztazis fenntartdsahoz, aminek

hidnydban csokken az élethossz.
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6. abra Az élethossz vizsgaltok megmutattak, hogy az autofagia gatlasa és uvrag
funkciovesztés mellett jelentdsen csokken az életképesség a kontroll allatokhoz képest.

Mind az autofagia gatlds, mind az uvrag funkcidvesztés mellett az 4allatok
¢élethosszanak csokkenését tapasztaltam, ugyanakkor uvrag funkciovesztésnél az Ossejtek
felszaporodo sejtek betdltik e megfelelden ham funkcidjukat, meg vannak e rajtuk a sziikséges
sejtkapcsolati strukturdk. Az uvrag funkcidvesztése esetén a tumoros elvaltozdsok soran
megfigyelthetd fenotipust tapasztaltunk: a béldssejtek szabalyozatlanul, szinte korlatlanul
osztodtak. Tovabbi kisérletek soran megvizsgaltam, hogy a sejtkapcsold strukturdkra van e
hatdsa a funkciovesztésnek. A sejtek egymashoz vald rogziilésében 1ényeges Szerepe van a
kiilonboz6é sejtkapcsold  strukturdknak. Tumoros elvaltozasok esetében megfigyelhetd a
sejtkapcsold strukturdk megvaltozasa, és a csokkent sejtadhézid miatt a tumoros sejtek
konnyebben kiszakadnak eredeti szOveti kornyezetiikb6l. Az integrin  egy, a
hemidezmoszémakban csoportosuld6 mebranfehérje a sejtvaz intermedier elemeivel
kapcsolodik, az armadillo pedig az adherens sejtadhézidban jatszik szerepet. Az armadillo,
mas néven B-catenin a wingless jelatvitel kozponti molekulaja. A kisérletek soran azt
tapasztaltam, hogy az uvrag tumorszuppresszor hianya esetén a sejtadhézidos molekulak

mennyisége csokken, eloszlasa pedig drasztikusan megvaltozik az dssejtek felszinén (7. abra).
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7. abra A sejtadhézios mulekuldk mennyiségének ¢és eloszlasanak valtozasa uvrag
funkciovesztés esetén. A GFP pozitiv zold sejtek az éssejtek.

A Phalloidin festés a sejtekben 1évo aktint festi meg, igy jelzi az izomsejteket. A felvételeken
jol latszik, hogy a kontroll allatok bél Ossejtjei az izomréteg felett helyezkednek el, ezzel
szemben az uvrag funkcidvesztés esetében az ssejtek nyulvanyokat novesztettek és ezek az

izomsejtek koz¢ ékelddtek (8. abra).

kontroll UVRAGHVS kontroll UVRAGHVS

Phalloidin
Phalloidin

A fenti kisérletekbdl kideriilt, hogy az dssejtek normal miikddéséhez az uvrag és az

Atgl4 egyarant sziikséges igy azt is megvizsgaltam, hogy egymassal milyen kapcsolatban
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allhatnak. Az tumorszuppresszor uvrag hianya miatt kialakuld koros fenotipus azonban
szuppresszalhato az autofagia gatldsadval. Az episztazis analizis eredményeibdl kideriilt, hogy
ha az autofigia gatolt, akkor csokken a sejtek hiperproliferacioja, vagyis csokken a
mitotikusan aktiv sejtek és a GFP pozitiv 6ssejtek szama, annak ellenére, hogy az uvrag nincs

jelen a sejtekben (9. abra).
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9. abra Episztazis analizis. Az uvrag funkcidvesztés fenotipusa szuppresszalhato az autofagia
gatlasaval. A diagramon minden egyes pont egyetlen bél poszterior szakaszaban szamolt
6ssejtek és PH3 pozitiv sejtek szamat, mig a piros egyenes a mediant jeloli. A szamok
szignifikanciat jelolnek a kotrollhoz viszonyitva (ANOVA teszt, post-hoc korrekcids teszt:
Bonferroni).

Kitekintés
Osszefoglalasképpen elmondhaté hogy az autofagia bél dssejt-specifikus gatlasa

esetén a bélben lecsokken az 6ssejtek szama. Ezzel szemben uvrag funkciovesztés mellett a

sejtek hiperproliferacioja figyelheté meg. A uvrag funkciovesztés koros fenotipusa azonban
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szupresszalhato az autofagia gatlasaval és ez esetben az autofagia gatlas fenotipusat kapjuk

vissza (10. abra).

vad tipus

atg RNSi

atg RNSI

fenotipusa azonban szupresszalhato az autofagia gatlasaval, és uvrag hianyaban sincs
hiperproliferaci6. Az uvrag funkcidovesztés mellett alkalmazott autofagia gatlas esetén az
autofagia hianyanak fenotipusat kapjuk vissza.

Az uvrag funkcidvesztést korabban is vizsgaltak mas szdvetekben, példaul fejlodod
szemben vagy zsirtestben, de a sejtek hiperproliferacidja csak a bélben volt megfigyelhetd
(Lérincz és mtsai. 2014, Takats és mtsai. 2014). Emellett emberi bélkarcindmabdl szarmazo
sejtvonalakon végzett vizsgalatok sordn is megfigyelték az uvrag funkciovesztését
(Knaevelsrud 2010). Az ilyen tipusi béldaganatokban esetleges terdpias célpont lehet az
autofagia gatlasa (bar specifikusan autofagiat gatld szer nem ismert a klinikumban).

Vizsgalataim soran elsoként sikeriilt kimutatnom, hogy az autofagia kdzponti szerepet
jatszik a bél dssejtek homeodinamik4janak fenntartasdban, mely nélkiilozhetetlen a normalis
bélfunkci6 megdrzésében. Igazoltam tovabba, hogy az autofigia, mint effektor utvonal
sziikséges az uvrag tumorszuppresszor hianyaban kialakuld hiperplazia fenntartdsdban. Ez
egyrészt kiszélesiti ismereteinket az autofagia tumoros elvaltozasokban betoltott erdsen
kontextusfliggd szerepével kapcsolatban (Pérez és mtsai. 2014; Nagy és mtsai. 2013), tovabba

hozzéjarulhat a szoveti Ossejtekkel kapcsolatos kutatasok eredményeihez és az Ossejtekkel



kapcsolatos betegségek kialakuldsanak megértéséhez. Kimutattak ugyanis, hogy az 6ssejtek
osztodasanak szabdlyozasaban kozponti szereppel birdé Wnt jelatvitel Apc mutacidja altal
bekovetkezett hiperaktivitdsa Ossejt hiperplazidhoz vezet, amit egér tumor modellen is
igazoltak. Ezért tovabbi vizsgélatok céljat képezheti majd az autofagia kontextus fiiggd
szerepének vizsgalata kiilonb6z6 mutéciok altal eldidézett dssejt hiperplazidk esetén.

Az autofdgianak kettds szerepe van a tumoros elvaltozasok kialakulasaban. Egyrészt
megvédi a sejteket a kiilonbozd stresszhatdsoktol, melyek tumorok kialakulasat el6idézo
sériilésekhez vezethetnek. Masrészt a tumoros elvaltozasok soran a sejtek nagymértéki
elszaporoddsa ¢és hiperpldzia figyelhetd meg, melyhez a sejtekben zajlo magas autofagia
szolgaltathat energiat. Tovabba tumorok kialakuldsanak korai fazisdban a nem vaszkularizalt
allapotban a tumor belsejében 1évo sejtek autofagia hianyaban nem jutnak az osztodasukhoz
sziikséges, megfeleld mennyiségili energidhoz. Késdbbi stddiumban, a tumoros sejtek attét
képzése figyelhetdé meg. Ehhez nem csupan energiara van sziikség, hanem a sejtkapcsolo
struktirak meggyengiilésére is. Tumorszuppresszor gének funkcidvesztéses mutacidja esetén
a sejtek hiperproliferacidja, valamint a sejtadhézié gyengiilése figyelheté meg. Ezekben a
sejtekben az autofagia szintje is sokszor megnd. (Sansom, Meniel, és mtsai. 2007; Pérez és
mtsai. 2014). Kisérleteim soran eldszor igazoltam, hogy az uvrag hidnydban a koros
sejtpolaritas altal kialakitott béldssejt hiperplazia fenntartasdhoz sziikséges az autofagia
normalis miikodése. Tovabba ugy tlinik, hogy az uvrag nem sziikséges az autofagia normalis
miikodéséhez, ami egybevdg mas szakirodalmi és mas modellrendszerekbdl szdrmazo
adatokkal.

A bél Ossejtekben zajlo autofagia fontossdganak kérdése tovabbi érdekes problémakat
vethet fel. Kiilonb6zé hatasi gyogyszereket szedve ugyanis azok felszivodasa alapjan
kapcsolatba keriilhetnek a béldssejtekkel és mellékhatasként gatolhatjdk a benniik zajlo
autofagiat, ami az O&ssejtek csokkent mitotikus kapacitasahoz és végiil csokkent bél
regeneracios képességhez vezethetnek. Ezzel csokkenhet az immunologiai védelmi rendszer
hatékonysdga is, ami megnovekedett érzékenységet idézhet eld kiilonbozd fertézésekkel
szemben. Ennek kialakuldsa pedig kulcsfontossagl lehet szamos orvosi kezelés eredményes
kimenetelének szempontjabol. A gyogyszerek tovabba toxikusak is lehetnek 6nmagukban,
ami az enterocitdk pusztuldsa miatt beindulé kompenzacids Ossejtosztddas magas aktivitasat

megemelve szintén hiperplazidhoz vezethet (Markstein, Dettorre és mtsai. 2014).
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