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1. Osszefoglalo

A lizoszomalis kompartment megfealelfejlédése, és az ehhez kothelebonto
utvonalak, az endocitozis és az autofagia medfetélkodese alapvétfontossagu egy sejt
homeodinamikajanak fenntartasahoz.

A Hermansky-Pudlak szindréma (HPS) egy genetikéeédseg, kialakulasaért Hps
gének mutacioi felések. A Hpsl és Hps4 alkotja a BLOC-3 komplexet, lgradizoszoma-
szefi organellumok kialakulasdhoz sziikséges. Dolgozaigja annak kideritése volt, hogy a
BLOC-3 kiesése milyen hatassal van az autofagémaz a lizoszémakban zajlé 6nemésztésre.

MunkdmhozHps1 és Hps4 mutansDrosophila melanogastevonalakat hasznéltam.
Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalataim soran alltam, hogy az autolizoszomak
kialakulnak ugyan, de bel tartalmuk nem bomlik kegfeleben. Ezt ultrastrukturalis analizissel
is megeésitettik: a mutans allatok zsirtestében a norrkalézetiek mellett szamos aberrans
autolizoszémét figyeltem meg. Tovdbb& mindH@asl mind aHps4 mutdns vonalak esetén
élethosszbeli révidulést talaltam.

Mivel a BLOC-3 gének viszonylag enyhe autofag fgmett mutattak, szerettem volna
megtudni, hogy a Hpss a hozza hasonlé szerkézétm endoszéma éréshen szerdypbnl
fehérje niikbdésében fennall-e valamilyen redundancia. EZdpsd életképes, ésionlgén
szemiletalis mutans alléljait 6sszerekombinaltankefdsmutansok szintetikus larvaletalitast
és a szimpla mutansokéhoz képeésebb endocitozis és autofag defektust mutattakfelzi
mas endocitdzis-hibat okoz6 mutansokhoz hasonléalanizélt szévetcsomokat figyeltem
meg bennik.

Eredményeim tehat azt mutatjak, hogy a BLOC-3 radkgvetkeztében csokken az
autofag lebontas mértéke, mely valosiy a lizoszomak kialakulasi hibdjanak tudhatoAoe.
Hpslés aMonlgenetikai interakcidja pedig felveti a két gén dibizZfunkcionalis redundancia
lehetiségeét.



2. Bevezeid

2.1. Az autofagia

Az autofagia elnevezése Christian de Dusled lizoszOmak felfedégétol szarmazik
[1], és egy olyan katabolikus, eukariétékra jelléroellularis folyamatot takar, amely soran a
citoplazma egy részlete lebontast wedjizoszomakba kerul [2, 3]. Harom tipusat ismerjuk,
ezek a chaperon-medialt autofagia, a mikroautofagia makroautofagia [4], dolgozatomban

az utdbbival foglalkozom és a tovabbiakban egysrecsak ,autofagia” néven emlitem.
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1. abra. Az autofagia folyamatanak ébb lépései.A fagofér zarédasaval kialakulé autofagoszéma, ami
endoszémaval (pl. multivezikularis test) flziondbuafiszOmat hoz létre, mely egy lizosz6maval eghesi

autolizoszomava alakuForras: http://www.helsinki.fi/biosciences/biochsiny/eskelinen.

Az autofagia soran a sejt citoplazmajanak részbelektiv modon tortéhelkilonitése,
majd lebontasa torténik [5]. A folyamat &€lepéseként egy membranciszterna, az un. fagofor
(izolal6 membran) alakul ki, amely koriinévi a lelband6 anyagot, majd zarddasaval létrejon
a ketbs membrannal rendelk&zvezikula, az autofagoszéma, ami lizoszOmaval és
endoszomaval is képes fuzionalniélbi esetben egy autolizoszoOma, utdbbiban pedig egy
amfiszoma jon létre, mely végll maga is egy lizosadal egyesilve autolizoszomava alakul
(1. abra). Az autolizoszoma egy savas beltartalmi kompartmemlynek lumenében a

lizoszomalis hidrolazok lebontjak az autofagosz@®ig membranjat, illetve a citoplazmabdl



szarmaz6 komponenseket. Végil az igy felszabadadomerek, példaul az aminosavak,
visszajutnak a citoplazmaba és Ujrahasznositasiinied [2].

Az autofagia alacsony szinten minden eukariotderjimikddik, ezt haztartasi, vagy
bazalis folyamatnak nevezzik [6]. Szintje azonkelentsen megéhet kilénbdd stressz
faktorok (pl.: tapanyag hiany), vagy #&jlési szignal (pl. ekdizon) hatasara [7].

Tudasunk az autofagiarél nagymértékben nidgae elmult 20 évben, kdszonkeh a
folyamatban kulcsszerepet jatszo, uUktg (Autophagy-related) gének éledlaén tortéd
felfedezésének. Ezeknek a géneknek a termekeitgafeAérjék, evolaciésan konzervaltak és
szikségesek az autofagoszoémak hatéekony kialakwAs&hinden tobbsdjt szervezet
sejtjeiben. AzAtg gének funkciondlis analizise ravilagitott, hogyaatofagia fontos szerepet
jatszik kilonboa fejlédési, fizioldgiai €s patoldgias folyamatokban [8%.indukalt és a bazalis
autofagia szintje is fontos tényekilonb6d human betegségek kialakulasaban, a tal magas és

a tul alacsony szifitautofagia is karos hatassal van a szervezetre [9].
2.2. A Hermansky-Pudlak szindroma (HPS)

A Hps fehérjék neviket a Hermansky-Pudlak szindroimgHPS) kaptak, ami egy
olyan autoszOmas recessziv genetikai betegség,yaswhn sérul a lizoszéma-sier
organellumok, (példaul a melanoszomak és a vérleékerlenz granulumai) kialakulasa.
Jellegzetes kovetkezményei az albinizmus, a vémgdéér és a lizoszomalis tarolasi
betegségek [10-12].

A lizoszoma-szér organellumok sok tulajdonsdga megegyezik a lizosddial, de
tartalmaznak sejttipusra specifikus fehérjéketakiaasuk pedig specialis mechanizmust
igényelhet. A lizoszémék és a lizoszéma-8zaganellumok sokféle fiziologias folyamatban
szerepet jatszanak, mint példaul a koleszterin losatézis, a plazmamembran helyredllitasa,
a csont- illetve a szévet helyreallitas, a patogéikeni védelem, a sejthalal és a jelatviteli
Gtvonalak [13].

Emberben 9 géntHps1-9 hoztak dsszefliggésbe a HPS-sel [14], mig egétlben
kulénbo® I6kusz okoz HPS-szémutans fenotipust [12]. llyen génekHpslés aHps4is,
melyek géntermékei egymassal kapcsolddva az an BB@Biogenesis of lysosome-related
organell complex 3) heterodimer komplexet alaki§aKL2], ami szolubilis €s membrankotott
formaban is megtalalhat6 a sejtekben [15, 18HpS1mutacioja okozta HPS a leggyakoribb a
betegség altipusai kozll [12]. A HPS1 és a HPSdda&nél megha kockazata a tiddibrozis
és a granuldmatoézus kolitisz kialakuldsanak, mig RiBS tipusokra ez nem jelleénd 7]. A



Hps4-6l azt is leirtdk, hogy 6sszefiiggésbe hozhaté aobkmiaval, illetve a rovidtavu
memoria egészseges fenntartasaval [18].

A BLOC-3 komplex6l kimutattdk, hogy €is és specifikus, GTP-kotés fiigg
kolcsonhatast képes kialakitani a Rab9-cel [12].RAb fehérjék a Ras-s#erGTP-az
szupercsaladba tartoznak. Jellémajuk, hogy van egy GTP kotott aktiv és egy GDRO#O
inaktiv allapotuk. Megfelélmiikddésiikhoz sziikséguk van guanin nukleotid cséa&torokra
(GEF, guanin nucleotid exchange factor) és GTP#wao fehérjékre (GAP, GTP-ase-
activating protein). A Rab9 szerepet jatszik ack&ndoszomak és a transz-Golgi kdzotti
szallitasi folyamatokban, az autofagia soran peigautofagoszoma kialakulasaban van
szerepe, hianydban felhalmozédnak az izolal6 memokrfL9].

Az is ismert, hogy a BLOC-3 komplex a Rab32 és ®IRafehérjék GEF-jeként
mikodik [20]. A Rab32 megtalalhatd a mitokondriumokaiietve a lizoszéma szér
organellumok kozé tartozé melanoszomak membraspgahalyozza a membran transzportot
és a mitokondriumok hasadasat. Ezen kivil az ER braaméban is éfordul és segiti az
autofagoszémak kialakulaséat [19]. Utébbi szerep@bbh32 masik ismert aktivatora, a Claret
iranyitja, melynek hianya a Rab32 funkciovesztédiesonld autofag fenotipust eredményez
[21]. Ezzel szemben a BLOC-3-nak, mint Rab32 GEk:az autofagiaban betdltétt szerepe
nem volt ismert. Munkam soran ezdiztem ki célként annak tisztazasat, hogy a Hps1pésgiH

fehérjék részt vesznek-e az autofagia szabalyoaasab
2.3. Modellallatom, a Drosophila

Vizsgalataimhoz modellszervezetként az ecetmusl{€&bsophila melanogastgr
hasznaltam. Az ecetmuslica életciklusa pete, |4vah,és imago szakaszokra kilonisthétz
embrié egy napig fejidik, mielétt a szintén egy napig tarté L1-es larvastadiundsélkamelyet
egy Ujabb egy napos L2 stadium, majd egy két naBagtadium kovet. Utdbbi két szakaszra
bonthatd: az elsszakasz soran az allatok még taplalkoznak, majdsodik szakaszban ezzel
felhagynak és vandorolni kezdenek, hogy megieletlyet talaljanak a bebabozddashoz
(vandorl6 larva). Ekkor a larvak energiasziksédletia zsirtestben felhalmozott tapanyagok
lebontasabol nyerik. Az imago a 10. nap kérnyékarkka babbal.

Az L3-as larvastadium glsszakaszaban Ié\allatok alkalmasak a bazalis és a stressz
indukalt autofagia vizsgalatara is. A jol taplairéi L3-as larvakon jol vizsgalhat6 az alapszint
autofagia. Ha viszont ugyanilyen koru larvakat ddeéhezésnek tesziink ki, zsirtestiikben az
autofagia mértéke nagymértékben migh kési L3-as stadium vandorlé szakaszabartlév

allatokban az autofagianak egy harmadik tipusa jl@diesi jel indukalta autofagia lép



mikodésbe, melyet a babozdédasdéttel allé allatok hemolimfajanak megndvekedett
ekdizonszintje okoz [7]. E folyamat soran szabaakilriel az atalakulashoz szikséges
tapanyagok.

Az ecetmuslicat rovid életciklusa mellett egyélajabnsagai is kivaléan alkalmassa
teszik genetikai, illetve sejtbiologiai kutatasokiezek kozé tartozik, hogy csupan 4 par
kromoszomabdl all6 genommal rendelkezik, melyng§kgeszekvenciaja ismert. Tovabbi nagy
elény, hogy toérzskdézpontok Kkiterjedt mutans- és trgasz gyijteményéldl nagyszamu
muslicavonal elérhét

A genetikai munkat segiti, hogy a muslica genorfi Bsom par kromoszémajahoz jol
ismert és széles korben alkalmazott balanszer kspémak is hozzaférhigk. Ezek
segitségével fenntarthatbak a homozigéta formakatalid mutacidk is. A balanszer
kromoszomak a vad tipushoz képest inverzidkat ltasznak, melyek a rekombinaciot
hivatottak megakadalyozni, illetve a felismefisgiget segit marker mutaciokat hordoznak.
Mivel szamos ilyen marker homozig6ta formaban istamellettik a mutdciok kdnnyen
fenntarthatok heterozigéta (mutacié/balanszer) &am.

A muslicdban is gyakran hasznalt genetikai techaikb)AS-Gal4 rendszer. A Gal4 az
eleszé (Saccharomyces cerevis)agyik transzkripcios aktivator fehérjeje, képpsafikusan
kotédni az UAS enhanszer szekvencidhoz és igy induldnUAS mogott taldlhatdé gén
transzkripcidjat [22]. Tehét igy lelisteg nyilik arra, hogy &al4-et meghajté prométer elem
szabalyozza az UAS mogott talalhatd gén kifégesét.

3. Celkitiizések
Munk&m soran az alabbi kérdések megvalaszolazi#n ki célként:
1. AHpsl és Hps4 fehérjék hianyaban létrejonnek-efagtstrukturak?
2. Megfeleb-e a Hpsl és Hps4 hianyaban esetlegesen lérgotofag struktirak
mikodése?
3. A Hpsl és aHps4 gének hidnyat kompenzalhatjadk-e maés, velik parhoza

utvonalban szeref szintén a lizoszéma féflesben részt véwgének?

4. Anyagok és modszerek

4.1. Légymunka:

A muslicak fenntartasa ésskbszitése vizsgalatra:



A kisérletekhez hasznalt legyeket livegcsovekbear-lagkoricaliszt-éles#t tartalmu
taptalajon neveltem szob@hérsékleten, illetve 25°C-os termosztatban (60%amatartalom).

A stressz-indukalt autofagia vizsgalatdhoz koraials3stadiumu allatokat hasznéltam,
melyeket 3-4 oraig 20%-0s szachardz oldatban tangtigy nitrogénéhezésnek tettendket.

A fejlédési autofagia megfigyelése sorandiés3-as stadiumu, vandorlo larvakat vizsgaltam.
Elethossz vizsgalat:

A kisérlethez csak him allatokat hasznaltam, nkelyszobabmérsékleten tartottam.
Két-harom naponta feljegyeztem az elpusztult dtlagpamat, majd az adatok kiértékelését
SPSS Statistics (IBM) programmal és Kaplan-Meialiaissel vegeztem.

Felhasznalt muslica torzsek:

Hpsl[LL] mutans tdrzs: LL03937 (Drosophila Genomics ResourCenter
torzskbzpont). Hps4[w515x] mutans torzs: 32063 (Bloomington Drosophila Stock
Center/BDSC t6rzskézpontiHps4Df deficiencia vonal: (2R)BSC347 (BDSC térzskbzpont).
Hps1RNSi 12855R-1 (NigFly tdrzskdzpont)Monl[d4] mutdns torzs: Thomas Klein
laboratériumabdl kaptuk [23Mon1Df ED7853 (BDSC torzskdzpont).

Az altalam hasznalt muslica balanszerek:
2. kromoszoma: BcGla, CyO, CyO-GFP,
3. kromoszéma: TM6,
2. és 3. kromoszoma: SM6-TM6 (ST6).
Klonalis analizis:

A klonalis analizis soran non-meiotikus, helysp&og rekombinacioval egy egyeden
belll hozunk Iétre olyan sejtklénokat, melyek gémasa eltér adket kortlvew sejtekédl. A
technika nagy éhye, hogy az ilyen modszerrel 1étrehozott klondkatalmazo szévet nagy
része nem rekombinans sejtékbpul fel, igy azok jo kontrolljai lehetnek a kézsejteknek.
Mivel a klénok és a kontroll sejtek egyazon egyaedkeletkeznek, ezért a fenotipusok kozti
kilénbséget nem torzithatjdk kornyezeti hatasok.

Az autofag strukturak vizsgalatoran azUAS-Hps1RNSvonallal bekereszteztem
hsFlp; Act>CD2>Gal4,UAS-GFP; rdmCherry-Atg8a,UAS+2clegyeket, igy lehéségem
nyilt genetikai mozaik allatokat Iétrehozni. A madkat 25°C-on tartottam, igy néhany sejtben
atirodott a Bsokk promoéter hajtotta FLP rekombinaz, ami az alsplecifikusan felismert DNS
szekvenciak, az ugynevezett FRT helyek mentén rbkamiot képes indukalni. Azon
sejtekben, melyekben a FLP aktiv volt, kivagédokea FRT felismes hellyel (>) kdrulvett
CD2 szakasz, mely addig tavol tartotta egymas@al gént és a konstituti&ctin promotert.

igy az eBs promoter mogé kerilBal4-rél igen nagyszami géntermék keletkezett, mely
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meginditotta azxJAS mogott talalhatdGFP, Dcr2 (Dicer2, az RNSi hatékonysagot néveli) és
UAS-Hps1RNSiranszgének atirasat. Ezzel parhuzamosan a tsipesfikusrd promoterrel
rendelke®d mCherry-Atg8a riporter is nagy szamban teidétt valamennyi zsirsejtben.

Az autofagoszOma-lizoszéma fuzié vizsgalatdhotJAS-mCherry-Atg8a; Hps1RNSI
torzset egyhsFlp; UAS-Lamp-GFP; Act>CD2>Gal4,UAS-Dcronallal kereszteztem,
amelyben szinténdsokk promoéterrel ellatott FLP #kodik, ami itt is felismeri és kivagja a
CD2 kazettat, aActin promoter &Gal4 elé kerll. Az ily médon nagy mennyiségben jele&lév
Gal4 indukéalja azUAS-Dcr2 az UAS-Lamp-GFP az UAS-mCherry-Atg8aés az UAS-
Hps1RNStranszgének expressziojat. Az allatokat ebbersatben is 25°C-on tartottam.

Az autofag flux megfigyelésekor &IAS-Hps1RNSh6l szedett allatokatsFLP; UAS-
mCherry-GFP-Atg8a; Act>CD2>Gal4, UAS-Dcrgenotipusu allatokkal kereszteztem ossze.
igy (az allatokat 25°C-on tartva) azomsb két esethez hasonloan, itt is Gal4 transzkripcios
faktort nagy mennyiségben kifejfeklonsejteket kaptam, melyekben az RNSi transzgégg
kettés riporter, az mCherry-GFP-Atg8a expresszalt.

4.2. Fénymikroszkopos vizsgéalatok:

Az allatok preparalasa és vizsgalata fluoreszcetksaszkoppal:

Az autofagia indukalasat kovemn a larvakat sztereomikroszkop alatt felboncoltam,
zsirtestiket kipreparaltam és 50%-0s glicerin/PB®,2 pg/ml koncentraciéju DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) (PBS-DAPI-glicerin) fluoresens sejtmagfestéket tartalmazo oldattal
fedtem le.

A savas kompartimentumok kimutatasahoz a zsirt@&gimol/ml LysoTracker Red
oldatban boncoltam ki sztereomikroszkoép alatt. Atdniol a festéket 5-10 perc utan pipettaval
leszivtam és PBS-DAPI-glicerin oldattal fedtem lA. fluoreszcensen jeldlt mintak
vizsgalatdhoz Apotome feltéttel ellatott Carl Zefssolmager M2 mikroszképot hasznaltam.
A sztereomikroszkdpos képeket Carl Zeiss Lumar Wd2sa mikroszkoppal készitettem
Endocitozis teszt ezust-nitrattal:

Az ezlst-nitrdt etetéses vizsgalathoz AgN@rtalmi agar-élesit keveréken
petéztettem a megfetebenotipusu allatokat. Az ezist-nitrat tartalmUiotajgy készitettem,
hogy 3,5 ml tap tartalmazott 2 g éleégzaz AQNO3 tartalma pedig 0,005% volt [24]. A gaudi
sejtek vizsgalatdhoz vandorlo L3-as éallatokat btinom A preparalast PBS (Phosphate
Buffered Saline) oldatban végeztem, majd fixaltammiatakat 3,7%-0s paraformaldehidet
tartalmaz6 PBS-ben szoligh 20 percig. Ezt kdvéen a fixalot PBS-sel kimostam és a
mintakat lefedtem PBS-DAPI-Glicerinben. Az elkészipreparatumokat Carl Zeiss



Axiolmager M2 fénymikroszkoppal vizsgaltam lath&éanyel megvilagitva, 20 masodperces

kék fénnyel vald besugérzast kaset.
4.3. Elektronmikroszképia:

A mintak vandorlé kora larvakbol késziltek. A lakat csipesszel széthuztam és 2
napot 4°C-on fixaltam Na-kakodilatot tartalmazé atlwhn (3,2% formaldehid, 0,5%
glutaraldehid, 2 nM Cagl 1% szachar6z, ami 0,1 M-os Na-kakodilat oldatbam feloldva
(pH 7,4)). A kimosas 0,1 M-os Na-kakodilat oldattatént (pH 7,4). A beagyazas &lgépése
0,5%-0s ozmium-tetroxid oldattal toréémkubalas volt 1 6ran at szolmhérsékleten, majd
ezt 10%-o0s acetonnal tortelkimosas kovette és 30 perc inkubalas 2%-o0s ueamstattal.
Ezutan a viztelenités felszallé alkoholsorral égigyantaval tortéh atitatds kovetkezett, amit
propilén-oxid és araldit figyanta 2:1 (1 6ra), 1:1 (1 o6ra) és 1:2 (egy €éjsgakanyu
keverékeivel tortént. A folyamat vagepéesekent tiszta aralditot hasznaltunk, majd &oan
ontottik. A mintakat ezutan egy éjszakara 37°Carmosztatba, majd 2 napra 60°C-o0s
termosztatba tettik. Megszilardulds utan faragasmeésszetkészités (70nm) tortént. A
metszeteket JEOL JEM-1011 tipusu transzmisszidsretenikroszkoppal vizsgaltuk.

A minték leszedését én, a beagyazast és a meRaHst Zsoltné kollegaim, az

elektronmikroszkopos vizsgalatot pedig dr. Kovattii@Lajos kollégam végezte.
4.4. Western blot analizis:

A fehérjeminték készitésekor az allatokat lemértemajd testsuly-milligrammonként
20ul PBS-Laemmli puffer 1:1 aranyu keverékét adagolhozzajuk. Ezt kovéen a mintakat
homogenizaltam, 5-5 percet forraltam és centrifiagdl végul a fehérjéket tartalmazo
felllUszo6t leszivtam és -20°C-on taroltam.

A fehérje mintak futtatdsa 0,05% SDS (natrium-dddeglfat) tartalmu poliakrilamid
koveben atfuttattuk egy Immobilon-P pWDF-tipusi membaamnelynek pérusatmge 0,45
pm. A membrant ezutdn egy éjszakan keresztil blakk®,5%-o0s kazein oldatban, 4°C-on.
Ezt koveben az adott fehérjére specifikus ¢eleges ellenanyagot a megfélbigitasban (nyul
anti-p62: 1:5000, egér anti-Tubulin: 1:2000) tartak6 blokkolé és TBST (Tris Buffered
Saline, pH 7,4 és 0,1% Tween 20) 1.1 aranyu keebek (kazein-TBST), egy oOrat inkubaltuk
a membrant szobéh. Az alkalikus foszfatdzzal (AP) konjugaltatott sndlagos ellenanyag
(anti-egér-AP és anti-nyul-AP mindkétt1:5000) felvitele szintén kazein-TBST-ben tortént
ebben az oldatban a membrant Gjabb egy 1 érat afukb A két ellenanyag felvitele kozott
€s a masodlagos utan is 3-3 db 10 perces mosést fgeztiink TBST-vel. A membranokon
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a fehérjéket AP pufferben (100 mM Trisma base, & NaCl, 5 mM MgC}, 0,05 %
Tween20, pH: 9,5) 1:50-szeresére higitott NBT-BGMNitroBlue Tetrazolium-5-Bromo-
4Chloro-3-Indolyl Phosphate) (Sigma) oldattal hkvelé. Az NBT-BCIP az alkalikus foszfataz
szubsztratja és lila csapadékot képez ott, ahgbexifikusan jel6lt fehérjénk talalhaté a

membranon. A Western blot kisérleteket Toth Lilkdlégartmmel kozésen végeztik.

5. Eredmények

5.1. A Hpsl és Hps4 mutans vonalak szemszinénekztetese

Hogy megbizonyosodjam rdla, hogy a rendelkezéseitiéeHpsl és Hps4 mutans
vonalakban valoban séril-e a lizoszéma efedeganellumok keletkezése, megvizsgéltam az
allatok szemszinét, ugyanis a muslica szemszinékiakakitasaban szerepet jatszé
pigmentgranulumok is lizoszéma sizarganellumok. A Hps5ét korabban mar leirtak, hogy

hianyaban megvaltozik a szemszin [25], azonbansd ijh €s a Hps44 nem talaltam hasonlo

adatot a szakirodalomban.

. -
kontroll Hps1[LL)/Df kontroll Hps4[W515X]/Df

2. dbra. AHps1[LL] és aHps4[W515X] mutans allatok szemszinének vizsgalatéA) A Hps1[LL])/Df mutans
és (B) aHps4[W515X]/Dimutéans adult allat szemszine eltér a kontroltétéd

A Hps1[LL] és Hps4[W515Xnutansallélok mellé keresztezéssel bejuttattam a piros
szemet eredmeényéavhite (w) gén vad tipusuw+) alléljat. Homozigota mutansok esetén
gyakori jelenség, hogy a mutans allélokat hordazinoszémak recessziv hattér mutaciokat
tartalmaznak, melyek homozigéta formédban torziétka vizsgalt allél fenotipuséat. Ennek
kikiiszObolése érdekébentpsl ésHps4 mutans allatokat bekereszteztem olyan vonalakkal,
melyek az emlitett génekkel szemben nagyniédficienciakat Kps1Df és Hps4D)
hordoznak. A keresztezagbw+/w-; Hpsl1[LL]/Hpsl1Df és w+/w-; Hps4[W515X]/Hps4Df
nostény egyedeket valogattam és szemsziniket sztimesakoppal vizsgaltam. Mindkét

mutans vonal esetében enyhe, de azért a vad tipusétol jol elkilonithed szemszin
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fenotipust talaltanf2. abra), igy igazoltnak tekintettem azt, hogy valoban karlizoszéma-

szefi organellumok biogenezise a mutans térzseimben.

5.2. Az autofag strukturak képadésének vizsgalata Hpsl illetve Hps4 fehérjék
hianyaban:

Mivel a Hpsl és a Hps4 fehérje funkcidvesztésdaéasseril a lizoszoma-ster
organellumok keletkezése, eélslépésként szerettem volna megismerni a két fehérje
autofagidban betoltott szerepét. Ennek érdekébatodnak tartottam megvizsgalni, hogy
autofag strukturak kialakulnak-e valamelyik BLOG38n hianyaban. A kisérlet sor@iAS-
Hps1RNSilegyeket kereszteztem lasFlp; Act>CD2>Gal4,UAS-GFP; rdmCherry-Atg8a,
UAS-Dcr2 genotipusu torzzsel. Igy az utddok zsirsejtiéb@sIHcsendesitett GFP pozitiv
klonok keletkeztek, tovabba valamennyi zsirsejtkiégjezodott az mCherry-Atg8a riporter.
Az mCherry-Atg8a fehérje a fagofor és az autofagosz membranjahoz is kepes i a C-
terminusan talélhat6 lipid horgony segitségévekabba az mCherry-Atg8a kapcsolddik az
autofagoszéma bdlsmembranjahoz, igy szelektiven bejut az autolizosgdra is [26]. A
funkciovesztéses klonokban éheztetés hatasara magiinmCherry-Atg8a pozitiv autofag
granulumok jottek létre, melyeknek sem mennyiségey mérete nem kulonb6zott azoktol,
melyeket a kontroll sejtekben figyeltem m@g A abra). A Hps1 hianya tehat nem gétolta az
autofag struktarak kialakulasat.

Egy masik teszttel arra voltam kivancsi, hogy aHpsfolyasolja-e autofagoszomak és
a lizoszémak faziojat. A kisérlet soran 0Osszekdezsem hsFLP; UAS-Lamp-GFP;
Act>CD2>Gal4, UAS-Dcr2allatokkal az UASMCherry-Atg8; Hps1RNSiorzset, igy az
utddokban két riporter is megtalalhato volt. A La@pP a lizoszOmékat, az mCherry-Atg8a
az autofagoszomakat, a két marker egyuttes jekemlétig az autolizoszomakat jeldlte. A
fluoreszcens riporterekkel jelolt RNSi sejtekberkoatrollhoz hasonldan, & kolokalizacio
volt megfigyelhed a Lamp-GFP és az mCherry-Atg8a kozott, tehat alHiyesn szikséges a
lizoszOmak és az autofagoszémak fuziojaf® B, C abra)
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Hps1 RNSI

Lamp-GFP
kontroll m——  MCherry-Atg8 Lamp-GFP

Lamp-GFP
Hps1 RNSI mCherry-Atg8 Lamp-GFP

3. 4bra. Az autofag struktirak képzidésének vizsgalata RNSi konstrukciot expresszaldjwkben. (A) A

z6ld szinnel lathatd GFP pozitiv, Hpsl csendesitgtekben, a korllottik talalhato kontroll sejtektképest
nem latszik eltérés az autofag struktirak menngiség és eloszlasaban. (B) A kontroll sejtekben megiéki

a Lamp-GFP és az mCherry-Atg8 kolokalizacioja.ACG)ps1RNSi konstrukciot kifeje& sejtekben nincs eltérés
a kontrollhoz képest a két marker kolokalizacidgkintve. Skala (A és B) egységesen: 20um, a Bathtto
skala a C-re is vonatkozik.

Mivel a BLOC-3 komplex a lizoszoma-s#enrganellumok kialakulasahoz sziikséges,

érdemesnek talaltam megvizsgalni, hogy hianyuklémill® az autolizoszoOmak keletkezése.
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Ennek érdekében LysoTracker Red (LTR) festéstm&atam. A LTR egy olyan vitalis festék,
ami lehebvé teszi a savas kompartimentumok jeldlését, méitqul a lizoszOmak és az
autolizoszémak. Korai L3-as éheztetett larvakbattyp8 mintazat jelenik meg vad tipus
esetén, hiszen a stressz-indukalt autofagia ak8x bennik és a sejtekben kialakulnak a
lebontast veégz autolizoszoOmak. Ezzel szemben 6l taplalt, kor&-ds larvakban nem
figyelhetbek meg piros pottyok [27]. A vizsgélat soran agiasztaltam, hogy &lps1[LL]
homozig6ta mutans ésHps4[W515X]/Dfallatok sejtjeiben is a kontrollhoz hasonlé sz

meéreti LTR pozitiv struktira talalhato, tehat a savaskdszomak normalisan kialakultak
bennik(4. abra).

—— g FipsljLL]

Hps4[W515X]/Df
4. dbra. A Hpsl[LL] és aHpsA[W515X] mutansok autofag fenotipusanak vizsgélata LTR feéssel.(A)

Ehezés hatasara a LTR pozitiv autolizoszoméak jelermeg a kontrollok zsirsejtjeiben. (B-C)Hps1[LL] és

Hps4[W515X]/Dféllatok fenotipusa megegyezett a kontrollal. SkAka 20 um, mely vonatkozik B-C-re is.

5.3. Az autolizoszémak eméséképességének vizsgalata Hps1l hianyos sejtekben

Bar a BLOC-3 fontos a lizoszéma-sizarganellumok fefildésében, funkcidvesztése
meégsem volt hatassal az autolizoszoOmak létrejottArekeletkezésik mellett fontosnak
tartottam az autolizoszémakikbdésének vizsgalatat is, a lizoszomastigisben bekdvetkéz
hibak ugyanis az organellum emég&pességének romlasat eredményezhetik [28) Els
kisérletként arra voltam kivancsi, hogy a Hps1 dssfiése befolyasolja-e az autofag lebontas
mertékeét (autofag flux). EhheasFLP; UAS-mCherry-GFP-Atg8a; Act>CD2>Gal4, UAS-
Dcr2 allatokkal kereszteztem &lAS-Hps1RNSionalat. igy az utodokban Gal4-et expresszalé
klbnok alakultak ki, melyekben kifejédttt az mCherry-GFP-Atg8a riporter. A dupla
fluoreszcens tag-gel ellatott mCherry-GFP-Atg&mgé az, hogy mig a savas pH-ra érzékeny
GFP gyorsan inaktivalddik a lizoszomakban, addign&herry jol birja ezt a kbzeget és még
sokaig képes jelet kibocsatani [29]. igy normalisodag lebontas mellett az autofagoszémak
apré sarga, mig az autolizoszomak nagy, pirosispottyként fognak megjelenni a
mikroszkopban. Az ébbiekben leirtaknak megfetan, éheztetés hatasara a kontroll sejtekben
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nagymeérdt, piros autolizoszémakat figyeltem meg, szembenpalHRNS interferenciaval
csendesitett sejtekkel, ugyanis ezekben nagyszéamya,sGFP-re és mCherry-re egyarant
pozitiv struktardkat talaltam, melyek méretik ésselasuk alapjan valéstileg olyan
autolizoszémak lehettek, melyekben a lebontas reglotzmegfeleben. (5. A, B abra).

A lizoszomak hibas Gkodését Hpsl[LL] homozigéta mutans allatokban
ultrastrukturalis vizsgalatokkal is megsitettik. Az elektronmikroszképos felvételeken
ugyanis a ké$ L3 vandorld kora mutans allatok zsirtestbszarmazé metszeteken a normalis
kinézeti autolizoszémak mellett rendellenes, kevésbé detatizoszomakat is megfigyeltiink
(5. C, D abra) A Hpsl gén hianyanak kovetkeztében tehat az autolizoszéma

emésziképessége romlik, mely felteldttg a lizoszomak fejdési hibdjanak tudhato be.

>

-

GFP-Atg8
(elplife]] = MCherry-Atg8

GFP-Atg8
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5. dbra. Az autolizoszomak eméséképességének vizsgalatgA) A kontroll sejtekben mCherry-GFP-Atg8a
riporterrel nagymérét piros autolizoszomak jelennek meg. (Bps1RNSisejtekben szintén nagy, de sargan
jeloléds autofag struktirak jelennek meg. (C) A kontrolhdérld larvdkban szamos nagy, denz autolizoszéma
(AL) figyelhets meg. (D) AHpsl1[LL] mutansokban a normdlis autolizoszomak mellettklesdt denzitasa
aberrans lizoszémak (csillag) is megjelennek. @Kéla: 20um, mely B-re is érvényes; Skala (C): 1 pely D-

re is érvényes.
5.4. A Hpsl és Hps4 mutans allatok élethosszanalkesgalata

A lizoszomalis lebontas, és igy az autofagiadeids szerepet jatszik a sejtek normalis
mikodésében. Ez kilonbdsen igaz a terminalisan difteédddott sejtekre, amilyenek példaul a
neuronok is [30]. Korabban leirtak, hogy az aut@E&grilése gyakran egyitt jar kilonboz
neurodegeneracios betegségek megjelenésévelJdhla egyedtg genek (példaul az Atg7)
hianya kovetkeztében az allatok élethossza jébent lecsokken [31]. Az autofagia hibaja
mellett mas lizoszomdlis rendszert éfigenetikai elvaltozasokat is ismerink, melyek €zint
lerdviditik a mutans egyedek élettartamat, ilyepéldaul a lizoszomalis tarolasi betegségek
[32]. Mivel a Hpsl és Hps4 is szerepet jatszikzadzdma-szérorganellumok fefildésében,

erdemesnekint megvizsgalni, hogy hianyuk befolyasolja-e aatak élettartamat.

1,0 —— 6. abra. A Hps1 és a Hps4
mutans allatok
élethosszanak

0,8
vizsgalata. A diagramon
kékkel jelolve lathatd a
0,6 kontroll, pirossal a
Hps4[w515X]/Df mutans,

p < 0,001 ) .
zolddel pedig a Hps1[LL]

0,4 . .
' mutdans allatok

élethossza. Mindkét

Eletbenlévé allatok aranya

- mutans vonal esetében

3

kontroll szignifikdns  élettartam

Hps4[W515X]/Df csokkenés figyelhetd
0.0~ ———Hps1[LL] meg.

| I | | | | |
0 20 40 60 80 100 120

Napok szama

16



A vizsgalat soran mindkét mutans vonal esetébegniikans eltérést, élethosszbeli
csokkenést tapasztaltam a kontroll allatokhoz kepedps1[LL] mutansok esetében az eltérés
latvanyosabb volt, ezek élethossza kdrtilbelll anadis felére csokker{6. abra).

Ez az eredmény alatamasztani latszik azt, hogkben aHpsl és aHps4 mutans

allatokban valéban sérll a lizoszémalis lebontégsfoata.

5.5. AHpsl mas lizoszoma fepdésben részt velr génekkel val6 viszonyanak vizsgalata

A lizoszoma-szdr organellumok keletkezését szabalyozd Hpsl-Hps4 pkexdl
korabban kimutattdk, hogy rokonsagot mutat egy knésoszoma fepdést iranyitd GEF
komplexszel, a Monl1-Cczl heterodimerrel. Bioinfotike vizsgalatok alapjan a Hpsl a
Monl-gyel, a Hps4 a Cczl-gyel mutatott bizonyositizhomologiat [20]. A Mon1-Cczl a
Rab7 fehérjének a GEF-je, mely a&ésndoszémak és a lizoszomak fuziés eseményeinek f
szabalyoz¢ faktora, igy ddnszerepe van az autolizoszoOmak kialakulasabarg]s [3

Ezek alapjan tehat a Mon1-Ccz1-Rab7 modul a lizosd a Hps1-Hps4-Rab32 pedig
a lizoszéma-szérorganellumok létrejottéért feted. A két utvonal egymassal tobbé-kevésbé
parhuzamosnakinik.

Annak eldontése érdekében, hogy a fenti két modiykem hierarchia viszonyban van
egymassal, episztazis analizist végeztemManl[4] és a Hpsl[LL] mutans allélek
segitségével. Enhezoekellett allitanom egyps1[LL], Monl1[4] duplamutans vonalat. Mivel
mindkét gén a masodik kromoszoman talalhatd, ezgy kromoszomara Kkellett
0dsszerekombinalnom a két mutaciot.

Az episztazis analizis sorarvstor a kiulonb&& mutansok életképességeét vizsgaltam
meg. Azt korabbi kisérleteim soran is megfigyeltdragy aHps1[LL] allatok homozigéta
forméban életképesek voltakMonl[4]-ek pedig szemiletalitdst mutattak, vagyis az akat
babbol vald kikelés étt, kozben, vagy roviddel utana elpusztultak. Ezgeémben a
homozigota ketismutansok, tébb fiiggetlen rekombinans vonalat aixsgis, kési L3 larva
stadiumu letalitast mutattak. A kést mutans tehéat szintetikus larvaletalitdst mutatataz a
két atvonal egyuttes gatlasa esetén az egyedeklb@ngusztultak, mint azok, melyekben csak
az egyik, vagy a masik modul hianyzott.

A kettdsmutans larvakon egy masik érdekes megfigyelédtiem, miszerint fekete,
melanotikus sejtcsomok latszanak az allatok testdlyen jelenséget mar tobb, endocitézisban
szerepb gén mutacidja esetén is tapasztaltak, mint pél@@ulUVRAG (UV-resistance
associated gene) [34] vagy az Atg6 [BB] A abra).
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Egy Ujabb kisérletben arra kerestem a valaszt, hogyptansokban mennyire séril az
endocitézis folyamata. Ennek soran vandorlé larmake@geztem ezist-nitrat jelolést. A
taplalékba kevert ezlist a bélfalon at bejut az B#anolimfajaba, ahonnan a fém szemcséket a
kivalaszto funkcioval rendelkézyarland sejtek endocitdzissal felveszik és rezigtéstekben
eltaroljak[36]. A kontrollokrol készllt képeken jol latszikpgy a sejtekben szamos, kdzepes
méreti, sotét rezidudlis test jelenik meg a sejtmag k(fiiB abra). Ugyanezt tapasztaltam a
Hps1[LL] homozigotak esetén(g. C abra). A Monl1[4] homozig6ta mutansok ezzel szemben,
az egeész sejtben aranyosan eloszlé granulumokbaltékael az ezistét, jelezve, hogy a gén
hianya megzavarja a rezidualis testek felé iranyn&nbranforgalmaf7. D abra). Végul a
Hps1[LL], Mon1[4] homozigétékat vizsgélva azt tapasztaltam, hogyideaz eziist kisszamu,
de igen nagymérétkompartmentben tarolodik a sejtek periférigf@nE ébra). Ez arra utal,
hogy a ketis mutansokban bar megtorténik az ezist felvéteteziaualis testek felé tarto
membranforgalom, mar koran, a sejtek perifériaj@gakad. Szintén érdekes megfigyelés volt,

hogy a Hpsl[LL], Monl[4] kettésmutdns allatok esetében a sejtméret drasztikus

megnovekedését is tapasztaltuk.

B C

o 276
T ™

kontroll = Hps1[LL]
D dha E
B -

kontroll Mon1[d4], UVRAG|[B7] )
Hps1[LL] Mon1[d4] 3&' Mon1|

7. abra. A Hpsl[LL], Mon1[d4] kettés mutans allatok vizsgalata(A) A Hps1[LL], Mon1[4] ket®ds mutans

L3-as stadiumu larvékban, hasonl6anARAG[B7] mutansokhoz, fekete, melanotikus sejtcsomok latdza

(B) A kontroll garland sejtekben és a (Bps1[LL] mutans garland sejtekben az eziist-nitrat a sejideg
halmozadik fel, mig a (DMonl1[4]mutans garland sejtekben diffuz felhalmozodas latgE) A Hps1[LL],
Mon1[4] kettssmutans allatok garland sejtjeiben néhany nagystextrat tartalmu struktdra lathatd a sejtek
periférigjan. Skala: 20 um, ami a C, D, E abrakraonatkozik.

Miutan megallapitottuk, hogytdps1[LL], Monl[4] kettbssmutansokban sulyosan sérul
az endocitozis, arra is kivancsiak voltunk, hogiéa gén hianya milyen hatdssal van az
autofagiara. Ehhez éhez 3-as Hps1[LL], Hps4[W515X]/Dfés Mon [4]/Df mutansokbal,
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illetve aHps1[LL], Mon1[4] kettts mutans larvakbdl készitettem fehérjemintakatyeidien
western blot-tal vizsgaltuk a p62 (Drosophila hoogph a Ref(2)P) fehérje mennyiségét. A p62
az autofagia soran specifikusan lebomlé fehérjdy rmefagofér felszinén megkdotve jut az
autofagoszomakba, majd az autolizoszomakba. igynayileen az autofag Gtvonalban zavar
torténik, a p62 mennyisége méga sejtekben, igy e fehérje szintjehtvetkeztethetlink arra,
hogy az adott genotipusu allatokban az autofagit@lsanegfelélen zajlik-e.

A kisérlet eredményeként azt

\&\ kaptuk, hogy varakozasainknak

@ megfeleben aMonl[4] mutansokban a
& )\Q‘\\ p62 szintie jelerdisen, aHps1[LL] és
N & ¢ Hps4[W515X]/Diekben viszont csak
» NN ) S
S NN alig lathatéan emelkedett a kontrollhoz

képest. Ezzel szemben a Kett
mutansokban, még aMonl[4]-hez
I B 62 viszonyitva is nagymértékben
megemelkedett a felhalmozodott p62
mennyiség€8. abra).
Ultrastrukturdlis vizsgalatot is
== Foun végeztink az autofagia sérilésének
vizsgalatara. Vandorlo korban a tajesi
8. 4bra. Western blot analizisA Hpsl[LL], Mon1[4] autofagia €s az endocitozis egyszerre
kettds mutans allatokbantps1[LL], aHps4[W515X]/Df  aktivalodik, igy az allatok zsirtestében
és a Monl[4]/Df muténsokndl is nagyobb p62 rengeteg autolizoszéma keletkegk A
felhalmozodast tanasztaltu abra). Korabban mar lattuk, hogy a
Hps1[LL] mutans vandorl6 allatok zsirszovetében sériltiaoszomak is éifordulnak(5. D
abra). A Monl-6l ismert, hogy fontos szerepet jatszik a lizoszénfglodésében és az
autofagoszéma-lizoszéma faziéban. Ennek medfetela vandorlVion1[4] muténs allatok
zsirtestében a kontrollhoz képest megrz autofagoszoOmak szama, ugyanakkor méglep
modon szamos autolizoszoma is megfigy€lti@t B abra). Ez arra utal, hogy a Mon1 hianyos
vandorl6 larvakban bar akadozik, de teljesen newitgiz autofagoszéma-lizoszéma fuzié. igy
felmertl annak a lehésége, hogy létezhet egy masik, a Moéllftiggetlen Utvonala az
autolizoszoOmék keletkezésének. Annak érdekébeny moggtudjuk, ebben az alternativ
utvonalban szerepel-e a Hpsl-Hps4-komplex, megaitdg a Hpsl[LL], Monl[4]

kettssmutans allatokat is. Ennek soran azt lattuk, hbgpnik, ellentétben &onl[4]
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mutansokkal, nem alakulnak ki sem endo- , semiaogdomak9. C abra). Ez arra utal, hogy
a vandorl6 koriMon1[4] mutansokban valdban létezik egy alternatipal-tol fiiggé utvonal,
melyen keresztul tovabbra is folyhat az endosz®@vez @utolizoszémak kéfdése. Ha viszont
mindkét gént elrontjuk, azzal a lizoszéma dd@st gatoljuk, melynek eredményeként az
autofagoszémak felhalmozédnak.

Ezen eredményeink tehat meggtették feltételezésuinket, hogy a Hpsl-Hps4 és a

Mon1-Cczl utvonal az endoszéma és az autolizoszénés sordn parhuzamosan, részben

egymassal redundans médotikidik.

9. abra. Az autofag struktarak
elektronmikroszkdpos vizsgélata kontroll, Mon1[4]
mutédns és Hpsl[LL], Monl[4] Kkettés mutans
vandorlo allatok zsirtestében.(A) A kontroll allat
zsirtestében  normalis  kiné#et autolizoszomak
lathatéak. (B) A Monl[d4] mutansban normalis
kinézeti autolizoszOmak (AL) is lathatéak a nagyszamu
autfagoszéma (nyilfejek) mellett. (C) Aps1[LL],
Monl[d4] ket#ts mutansban autolizoszomak nem
lathatéak, az autofagoszoméak (nyilfejek) azonban
felhalmozodtak. Skala: 0,5 um, ami B-re és C-re is

érvényes.

6. Diszkusszio

A Hps1 és a Hps4 fehérjék altal alkotott BLOC-3 ke pontos szerepe még maig
tisztazatlan. Az bizonyos, hogy a Rab32 és a R&i3&jék GEF-jeként képesiikddni és
befolyasolja a lizoszéma-sZerorganellumok keletkezését, de hogy ezt pontosdgemi
Gtvonalakon keresztlil teszi, az nem ismert pontosan Rab32-nek és Drosophila
homoldgjanak, a Lightoid-nak a korai autofagiabetolidtt szerepét mar tébb publikacio is
megjelent [21, 37]. Munkam soran azonban meglepdon aHpsl és aHps4 mutans
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allatokban nem figyeltem meg ilyen sZirsutofag defektust. Az autofag strukturak kialakkilt
mindkét BLOC-3 gén funkcidvesztése esetén és anfagdszéma-lizoszoma fazié is
megtortént bennuk, igy az altalam észlelt egyedliibfag fenotipus az volt, hogy az autofag
lebontas meértéke némileg cstkkent bennik.

Mi okozhatja ezt az autofag funkcioban val6 eltteeRab32 és aktivatora, a BLOC-3
komplex kozott? Erre egy lehetséges valaszt kapdmkés munkatérsai cikkében, melyben a
Lightoid GEF-jeként a Claret-et valés#gitik [38]. Egy masik tanulméanyban azt is leirtak,
hogy aclaret funkciovesztése szintén befolyasolja a pigmentgranok keletkezését, illetve a
lightoid-hoz hasonlé autofag fenotipust eredményez [39]area utal, hogy Rab32 tébbféle
modon aktivalodhat, egyrészt a Claret-en, masrészBLOC-3 komplexen keresztil,
feltételezheten az autofagia soran aslebi atvonal a dominans.

Ha nem a Lightoidon keresztil, akkor hogyan hat imm&gy Hpsl és a Hps4 az
autofagiara? A lizoszomak fégdésének d szabalyozoja a Rab7 fehérje, melynek GEF-je, a
Monl1-Cczl komplex, jol ismert [40]. Ugyanakkor eg8®12-es publikacioban megjelent
eredmeény szerint a BLOC-3 a RAB32/38 utan Rab7rfeléatja a legéisebb, noha még igy is
igen gyenge GEF aktivitast. Bioinformatikai vizsagfékkal kimutattak, hogy a Monl és a
Hps1, valamint a Cczl és a Hps4 k6zott is megflgg@lbizonyos szirit homologia [20]. Egy
masik figyelemre méltd publikacibban pedig Delahage munkatarsai arrdl irnak, hogy
Caenorhabditis elegansbanHps1 homoldgja, a Glo-3 fehérje képes egy mdiipartnerrel,

a Cczl-gyel komplexet alkotni, és igy részt venbehgranulumainak kialakulasaban, amik
lizoszOma-szdr organellumok [41]. A Monl tehat kdzeli rokonsagl@ha Hpsl-gyel, igy
feltételezhed, hogy bizonyos feladatok soran egymassal reduadémkodhetnek [20, 41].

Episztazis analizisiink eredménye, miszerinti@s1[LL], Monl[4] ketismutansok
korabban pusztulnak, valamint sulyosabb endocitGitetve autofag defektust mutatnak a
Hpsl1[LL] ésMonl[d4] szimpla mutansokhoz képest, j0l magyarazhato valHas1-Hps4 és
Mon1-Cczl komplexek, valamint tagjaik kozti redunda hipotézisével. Ez a gondolatmenet
azt feltételezi, hogy a Mon1l és a Hpsl, vagy akaguk a heterodimer komplexek egymassal
redundansan tikddhetnek, igy amennyiben valamelyik szefeplanyzik a rendszeéh
funkcidjat a masik legalabb részben képes lenn@mioha azonban mindkéthianyozik, jéval
sulyosabb hiba lép fel, ahogy ezt a &sthutansok esetén is tapasztaltuk. Fontos azonban
hozzatenni, hogy a bemutatott hipotézis szamosusqtik elemet is tartalmaz, igy a Hpsl1-
Hps4 és a Mon1-Cczl komplexek és tagjaik kozotid#a pontos hierarchia viszonyok, illetve

redundancia bizonyitasahoz még szamos tovabbidisévégzése szilkséges agben.
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Munkam 0sszegzéseként elmondhatom, hogy Drosopailaa Hpsl-Hps4 komplex
funkcidvesztésének hatasara hiba lép fel a lizoszsweti organellumok biogenezise soran, de
csak enyhe autofag defektus tapasztalhatdé. Hantiszblpsl és a lizoszémak féjtiésében
fontosMon1 gén funkcibja egyszerre esik ki, mind az endogitst, mind az autofag utvonal
sulyosan, az egyszerg®bnl mutansénal is nagyobb mértékben, séril. Eredmdntehat azt
mutatjak, hogy a Hps1-Hps4 és a Mon1-Ccz1 komplexelutofagia és az endocitozis soran
egymassal parhuzamosan, részben egymast kiegésuitdenek.
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