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1. BEVEZETO

1.1 Waller-féle degeneracio és az axonsériilés hatasira indukalédo folyamatok

Drosophila gliasejtekben

Az idegrendszert két f0 sejttipus alkotja, a neuronok és a gliasejtek. A gliasejtek iigyelnek az
idegrendszer épségére, taplaljak a neuronokat, és a fejlodés soran kontroll alatt tartjak az
idegsejtek szdmat €s a neuronalis kapcsolatok haldzatat a kozpontban, valamint a periférian.
Fontos szerepet toltenek be tovabba az idegrendszert érd stressz kezelésében, illetve az
oregedésben is. Ha a glialis funkciok sériilnek, akkor csdkken az idegrendszer plaszticitasa, és
konnyen felborulhat a homeosztatikus egyensuly.

A neurodegenerativ betegségek — mint példaul az Alzheimer-kor, a Parkinson-kor vagy a
demencia - komoly kihivas elé allitjdk az orvostudomanyt, hiszen az egyes betegségek
kialakuldsédban résztvevo genetikai €s kdrnyezeti tényezok jelentds része még nem ismert,
ahogy a molekularis mechanizmusok tobbsége is felderitésre var. A kor eldrehaladtaval
rohamosan nd ezen betegségek kialakulasanak esélye, de egy erésebb vagy tobbszori gyenge
traumas agysériilés (TBI) is barmikor kivalthat hosszl tivon neurodegenerativ elvaltozasokat,
mint példaul a kronikus traumatikus enkefalopatia.® Ezek a betegségek a neuronélis sejttestek
és nyulvanyaik, illetve szinapszisaik pusztulasaval jarnak. A mar ismert strukturalis,
szabalyozas-, mozgas- ¢és viselkedésbeli defektusok mellett fontos lenne a korai, betegségekhez
vezetd jelek felismerése, hogy hatékonyabb kezelési modok is elérhetdvé valjanak.
Megfigyelték, hogy szamos neurodegenerativ rendellenesség kialakuldsanak a kezdetén
axondegeneracio kovetkezik be.? Az axonok hirtelen pusztulasa, felszakadozasa valamilyen
axonokat érint6 sériilés utan jelentkezik, ami egy irreverzibilis folyamat. A tormelékképzodés
azonban nemcsak a sériilés helyén megy végbe, hanem az axon teljes, sériiléstdl disztalisan esd
részén is. Ezt a jelenséget nevezik Waller-féle degeneracionak (1. abra).>?

Waller-féle degeneracio esetén sériilés utan 1-2 nappal az axon sok aprd tormelék formajaban
lesz jelen a sejtkozotti térben.* Ez szintén stresszként hat a kdrnyezd sejtekre, és tovabbi
karokhoz vezethet, ha nem képes ezeket a szervezet megfelel6 modon eltavolitani, példaul
akadéalyozza az Ujrandvé axonok athaladasat. A sériilt teriilet koriil talalhato gliasejtekben
jelentds morfoldgiai és génexpresszids valtozasok mennek végbe, hogy megfelelden tudjanak
reagalni a stresszhelyzetre, illetve hogy id6ben el tudjak tavolitani az elpusztult sejtek tartalmat.

Ezt a folyamatot nevezik reaktiv glidzisnak.® A felszabadult tormelék igy a fagocitikus glidkba
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keriil.® Egy egészséges szervezetben a tormelék mennyisége megfeleld koriilmények kozott par
nap alatt szinte teljesen eltinik. A gliézis soran ugyan mikrogliak is aktivalodnak, és fokozzak
a gyulladasos folyamatokat, kronikus gyulladast altaldban nem eredményeznek.” A

tormelékeltakaritas hianya azonban legtobbszor kronikus neuroinflammaciohoz vezet.®

sériilés (axotomia)
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1. dbra: Waller-féle degenerdcio. A sériilt axon disztalis része teljes egészében
fragmentalodik. A sejttormelékeket a kornyezo gliasejtek fagocitaljak, és azok normal
esetben pdr napon beliil eltiinnek az extracellularis térbol. Ha a Waller-féle
degeneraciot kivalto szignalizacios kaszkadot a megfelelé modon gatoljuk, akkor
megakadalyozhato a fragmentacio. Amennyiben a térmelékeltavolitas nem tud
végbemenni, abban az esetben a fragmentek hosszui ideig a sejtkozotti térben
maradnak.

(Forras: Rosell et al., 2019 - modositott)

A fagocitikus glidk és az axontdrmelék kozotti kozvetlen kapcesolatot a Draper receptor teremti
meg, ami a Caenorhabditis elegans-ban felfedezett ced-1 gén, illetve az emlés MEGF10
ortolégja  Drosophildban.® A  Draper megtalalhatdé makrofigokban/hemocitakban,
gliasejtekben, illetve epitelidlis sejtekben, tehat nem-hivatasos fagocitasejtekben is.>%1 Az
elsé tormelékdarabok fagocitozisa utan rovidesen megnd a draper expresszios szintje, €s a
sejtmembran filopoédiumokat noveszt, amelyek a sértett axonok iranyaba mozdulnak.>'? A
Draper inicialja a fagocit6zist, megtorténik a citoszkeletalis aktin-ujrarendez6dés - ami lehetéveé
teszi az beflizé6dést -, majd végiil 1étrejon a fagoszoma. A sejt bels6 lebontd folyamata, az
autofagia soran keletkezd kanonikus autofagoszoma dupla membranstruktirajaval szemben az
itt kialakult fagoszomat csak egy membran hatarolja.'®

Drosophila melanogaster-ben az elsé axonsértési modellt agyban dolgoztak ki.> Megfigyelték,
hogy példaul a maxillaris tapogatd (és egyben a benne talalhatd neuronalis sejttestek)

eltavolitasa, amivel axonsériilést idéztek eld, a kozponti agyban Waller-féle degeneraciohoz
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vezetett. Hasonl6 eredményt adott a csap eltavolitasa is. Ezen beavatkozasok kozben az allatok
még nem pusztulnak el, igy az €16 szervezetben lehet vizsgélni a kiilonb6z6 markerekkel jelolt
neuronok, gliak vagy ezeken beliil bizonyos fehérjék helyzetbeli, mennyiségi €s mindségi
valtozasat.® Sériilés utan a Draper-t ellenanyaggal jelolve észrevették, hogy az alapéllapothoz
képest a draper expresszios szintje jelentdsen megnétt a sériilés utan egy nappal. A maxillaris
tapogatod eltavolitasa utan mar 4 oraval szignifikans kolokalizaci6 volt megfigyelheté az
axontormelékek és a Draper receptorok kozott, bizonyitva, hogy valdéban a Draperrel boritott
gliasejtekbe keriilnek a felszabadult sejtdarabok.

Miutan a felszabaduld axontérmelék a Draper kozvetitésével és membranba csomagolva bejut
a gliasejtekbe, a sejt igyekszik minél eldbb megszabadulni téle. Sokdig nem volt vilagos, hogy
ez melyik lebont6 Gtvonalon keresztiil valosul meg, de korabbi eredményeink végiil az LC3-
asszocialt fagocitézishoz vezettek.® Az LC3-asszocialt fagocitozis (LAP) folyamatat eldszor
emldsokben fedezték fel, majd C. elegans-ban is kimutattak!4® igy valdsziniileg ez egy
meglehetésen konzervalt folyamat. A patogének eltavolitasa mellett fontos szerepe van az
elhalt sejtek ¢és sejttormelékek eliminacidjaban is, ezzel megakaddlyozva egy elhuz6do
gyulladést, illetve a kornyezd sejtek és szovetek kéarosoddsat. A lebontd folyamat a
lizoszOmaban végzodik, és az autofagidhoz (vagyis a sejtek Onemésztd folyamatdhoz)
sziikséges gének egy része a LAP esetében is fontos szerepet tolt be. Ezért emlegetik ezt

gyakran nem-kanonikus autofagiaként is.

1.2 A Stat92E szignalizaciohoz és a Draper upregulaciéjahoz vezeté aktivacios

kaszkadok

A tormelék felvétele soran a Draper receptorok szamanak nagyfoki ndvekedése
ecetmuslicaban a Stat92E transzkripcios faktornak koszonhet6 azaltal, hogy fokozza a draper
gén atirasat.!® A Stat92E-fliggd aktivaciohoz vezet egy aktivacios kaszkad a Draper receptorbdl
(ami egy pozitiv visszacsatolasi hurok), és az inzulinszeri jelatviteli Gt is a draper
upregulaciojat idézi elé a Stat92E-n keresztiil.!’

A STAT-nak (jelatalakitd és transzkripcios aktivatornak) egy ortologja ismert Drosophila
melanogasterben, a Stat92E. A génrdl szintetizal6do fehérje szamos kiilonbozo feladatot 14t el
az ecetmuslica szoveteiben. Részt vesz példaul a fejlddésben, a sejtosztodasban, az dssejtek

megujulasaban, valamint az immunfolyamatokban.'® Transzkripcios faktorként elsésorban a

gének megfeleld expresszidos mintazatanak kialakitasaért felelds, de szamos mdas genetikai



kolcsonhatasban is jelen van. Miuikodését altalaban a JAK/STAT jelatviteli utvonalhoz
kapcsoljak; az upstream folyamatok a Stat92E-n végzddnek, és transzkripcios regulatorként ez
képes bejutni a sejtmagba, kozvetleniil szabalyozva a gének kifejez6désének mértékét.™®
Negativ regulatorai kozé tartozik a Socs36E és a Su(var)2-10.18

Axonsériilés hatdsara az axont koriiloleld glidkban megnd a Stat92E transzkripcids faktor
aktivitasa, ¢és ezzel hozzdjarul a felszabaduld tormelék megfeleldé mértékli és litemi
eltakaritisahoz.'® A Stat92E serkenti a mdtrix metalloprotedz-1 (Mmpl) és a draper
expressziojat. Az Mmpl-nek az extracellularis matrix atrendezésében van szerepe. A Draper
receptor a sértetlen szovetben is megtalalhat6, hiszen a karos és veszélyes halott szovet gyors
detektalasdhoz, valamint a megfeleld eliminaldé folyamatok beinditdsdhoz sziikség van egy
olyan jelérzékeld molekulara, aminek aktivalédasara downstream folyamatok indulnak be.%®
Ezek kozvetleniil és kozvetve is részt vesznek az eltakaritas hatékonysaganak fokozasdban. A
Draper egyrészt fagocitalja az elhalt sejteket, sejttormeléket 1°°, és ezéltal feltehetdleg aktivalja
a LAP-ot®, maésrészt pedig sajat expresszidjanak serkentésével megndveli a fagocitozis
¢ 16

mértékét.” A megfeleld helyeken torténd foszforilacio kovetkeztében a Stat92E a sejtmagon

A Drapertdl a Stat92E-ig vezeto aktivacios ttban tobb fehérje vesz részt, amelyek hidnyaban
vagy csendesitésekor elmarad a Stat92E aktivacioja. A Drapert az Src42A kinaz foszforilalja,
ami utan a receptor képes lesz megkotni a Shark nem-receptor tirozin kinazt.?® A kindzok
miikddése és megfeleld helyekre torténd kotése aktivalja a Racl kis GTPaz fehérjét.! A Racl
valamilyen Gton végiil a Stat92E aktivalodasat eredményezi, ugyanis egy glidkban konstitutivan
aktiv Racl-konstrukton keresztiil jelentdsen meg tudtak novelni a Stat92E transzkripcios faktor
aktivitasat. A kaszkad ezen tagjait el6szor a Draper aktivacidjaval, illetve annak expresszios
szintjének valtozasaval kapcsoltdk Ossze, és csak késdbb deriilt fény a Stat92E kozvetlen
aktivalo szerepére. (2. abra)

Miutan kideriilt, hogy a Racl-t6l downstream hat a Stat92E transzkripcios faktor,
megvizsgaltak, hogy a JAK/STAT utvonal tobbi tagja is részt vesz-€ a folyamatban.® Meglepd
modon a JAK Drosophila megfeleléjének, a Hopscotch-nak a csendesitése, valamint a
Domeless receptor funkciovesztéses mutacidja sem eredményezett jelentds valtozast a Draper
receptorok mennyiségében a kontrollhoz képest, illetve a sejttormelék is eltlint 5 nap utan,
csakugy, mint a vad tipusu allatokban. A Stat92E aktivalasa a Y117-es pozicibban megvaldsulod
foszforilacioval torténik, és ennek hidnyaban nem is kovetkezett be a Stat92E-riporter

upregulacidja. A Stat92E fehérjének tehat mindenképpen sziiksége van egy kinazra, ami



foszforilalja a megfeleld helyen, de ebben nem a kanonikus JAK-STAT utvonal vesz részt,

hanem mas folyamatok, amit kisérleteink soran probaltunk mi is Kideriteni.
alapallapot sériilés
sériilési

Draper 2 4~ szignsl

@ pox_{(AKT) @D o [e3
‘.ITAL( % g o
/ NS fagocitozis

' / ‘++
" l? - emelkedett

draper Draper-szint
AALALA

(transzlacio)

2. abra: A draper transzkripciojanak aktivacioja. Alapdllapotban mindkét aktivacios kaszkad
(P13K-uit és Stat92E-ut) részt vesz a bazalis Draper-szint kialakitisaban, sériilés hatdsara
viszont a Stat92E dltal kozvetitett utvonal felelds a draper nagyszintii upreguldaciojaért, ami a
Draper receptortol indul, és az Src42a, a Shark és a Racl-en keresztiil jut el a Stat92E-ig,
ami végiil bemegy a sejtmagba.

(Forras: Doherty et al., 2014 - mddositott)

A Stat92E mellett egy masik transzkripcids faktorra, a dAP-1-re is sziikség van a megfeleld
glidlis génexpresszids véltozasokhoz.?? A dAP-1 egy transzkripcios faktor komplex, a JNK
utvonal végrehajté fehérjekomplexe. A dAP-1 kozvetve képes hatni a Stat92E-fiiggd
génaktivaciora, de ennek folyamata nem ismert. A TRAF4 a Drapertél downstream hat, ¢és
aktivalja a JNK utvonalat. A TRAF4 képes a Draper-hez kotddni, és hidanyaban vagy csokkent
miikodésében nem is torténik meg megfelelden a feldarabolddott axon fagocitdzisa. A Stat92E
tehat a JNK utvonal effektorkomplexével egyiitt transzkripcionalisan képes fokozni a
fagocitozis mértékét az axonfragmentacio utan.

A megfeleld Stat92E-kozvetitett draper-valasz kialakitasaban az InR (inzulinszerd receptor)
fehérjébdl kiinduld szignalizacios Utra is sziikség van Drosophilaban az axonok megsértése
utan.’ Az ILS (inzulinszeri szignalizacié) folyamata szabalyozza az energiahaztartast, a

sejtnovekedést, valamint a sejtek talélését az embriondlis €s a posztnatalis fejlédés soran, a



transzkripcio, transzlacio és az autofagia szabalyozasa altal.?® Kimutattak, hogy az InR-nek és
downstream regulatoranak, az Akt1-nek fontos szerepe van a draper aktivacidjaban.!” Az InR
funkciovesztéses mutansaiban €s a glidkban RNS-szinten csendesitett muslicakban nem nétt
meg a Draper szintje, szemben a vad tipusu allatokéval, és a sériilt axonok eltakaritasa sem
tortént meg megfeleléen. A Stat92E upregulacidja sem kovetkezett be, tehat valoban a Stat92E-
n keresztiil megvaldosuld draper-aktivacio sériilt. Az Akt csendesitése ugyanezt eredményezte.
Lathatjuk tehat, hogy a Stat92E expresszios szintjét tobb utvonal is befolyasolja glidkban egy
axonsériilés utan.*®1722 (3. 4bra)

A gyulladasos utvonalakkal val6 kapcsolata még felderitésre var, noha emlésokben a STAT-0k
mind pro-, mind antiinflammatorikus citokinek fé aktivatorai.?* A Drosophila (velesziiletett)
humorélis immunitds két utvonala a Toll és az Imd utvonal, ezek megfeleltethetdk az emlds
gyulladaskeltd TLR és TNFR szignalizacionak.?® A Relish az Imd (immunodeficiencia) utvonal
transzkripcids faktora. Kordbban mar kimutattak olyan célgéneket, amik atfedd Stat92E- ¢és
Relish-kotdhellyel rendelkeznek (pl. Attacin-A)?%, és antagonista médon képesek aktivalni
vagy gatolni a gén atirasat. Mas esetben viszont mindkettdre sziikség van ahhoz, hogy a gén
aktivalodjon (pl. totA).2” Még nem tudjak, hogy egy axonfragmentaci6 utan fellép-e gliakban
ezen transzkripcids faktorok kozott valamilyen kolcsonhatas. Gyulladasos molekularis
folyamatokra jellemz6 molekuldk expressziojanak ndvekedését viszont glidkban is kimutattak

mar TBI hatasara Drosophilaban, példaul bizonyos antimikrobialis peptidekét.?®

Glialis aktivacio a sériilés utan
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3. abra: A Stat92F hatasdra aktivalodo draper és Mmp 1, valamint ezek kapcsolata a Draper-
aktivacios utvonallal, a JNK utvonallal és az inzulinszerii jelatviteli uttal axonsériilés sordan

Drosophila gliakban.
1.3 Autofagia és LC3-asszocitalt fagocitozis

Az autofégia soran a funkcidvesztett vagy feleslegessé valt komponensek kiiloniilnek el a sejten
beliil egy hatarold6 membran altal, majd a lizoszdméban keriilnek lebontésra. Ezzel lehetévé
valik a mar eloregedett vagy rosszul miikodo sejtalkotok tjrahasznositasa, és energiat biztosit
a sejt szamara egy ¢hezé periodusban. Kimutattak, hogy az autofagia bizonyos defektusai
neurodegenerativ betegségeket is eldidézhetnek, tehat az idegrendszer neuronjaiban is fontos
szerepet tolt be?®, a gliakban ellatott feladatairdl viszont még keveset tudunk.

Az autofagia harom {0 tipusa k6z¢é a makroautofagia, a mikroautofagia és a chaperon-medialt
autofagia tartozik. Ezek koziil a makrofagia irodalma a legkiterjedtebb, és az autofagia kifejezés
alatt is legtobbszor csak a makroautofagiat értik. Azonban az utobbi idében €s az ismeretek
boviilésével egyre szélesebbé valt ez a kor, és az autofiagia mas tipusai, valamint a nem-
kanonikus autofagia egyes agai is le lettek irva. Nem-kanonikus autofagianak nevezziik azokat
a folyamatokat, amelyekben részt vesznek olyan molekuldk, amik az autofagidhoz is
sziikségesek, viszont annak nem minden komponensét igénylik. Ide tartozik az LC3-asszocialt

iS30,31

fagocitozis , ami részt vesz szamos karos €s veszélyes, sejtkozotti allomanyban jelen 1€vo

anyag ¢és patogén eltavolitasdban, koztik a sériilés hatdsara fragmentalodott axonok
fagocitozisat kovetd lebontdsaban is.

A LAP az autofag rendszer elemei koziil a Vps34 komplex néhany tagjat, valamint az Atg5-
12-16L és az LC3-foszfatidil-etanolamin konjugacids rendszert hasznélja fel.*>° A Vps34 lipid
kindz komplex molekuldi koziil a Beclin-1 (Atg6), a Vpsl5 és a Vps34 keriil a korai
fagoszomalis membranra emlsokben. Az igy létrejott I11-as tipusu foszfatidil-inozitol-3-kinaz
(PI3K) komplexbe tartozik még az UVRAG is, ami mas szerepben eldsegiti az autofagoszoma
érését, valamint annak lizoszomaval valo egyesiilését, itt pedig a fagoszoma membran
foszforilacigjat iranyitja. A Rubicon fehérje funkcids sokszintisége is nagyon jol
megmutatkozik a két folyamatban, ugyanis az autofagidban inhibitor szerepet tolt be, a LAP-
nak viszont nélkiilozhetetlen eleme. Részt vesz a PI3K komplex aktivalasdban, és stabilizélja a
NOX2 komplexet, elésegitve a reaktiv oxigéngyokok képzését, melyek jelenléte szintén

nélkiilozhetetlen a downstream konjugéacidos rendszer Osszeszerelddéséhez ¢és az LC3



fagoszéma membréanba vald konjugalodasihoz.3t A folyamat a lizoszoméban végzédik; ebben
a sejtorganellumban keriil lebontasra a fagocitalt axontdrmelék (4. abra).

Az autofagia azonban nemcsak altalanos lebont6, hanem specifikus szabalyozo szerepet is ellat,

crer

crer

mérséklését, gatlasat vagy fokozott aktivitasat eredményezi. Ezt hivjak szelektiv
autofagianak.

Az autofag membranok ¢és vezikuldk érése soran kiillonbozo Atg fehérjék aktivalodnak és
kotddnek a membranhoz.3**® Konzervalt folyamat 1évén Drosophilaban és emldsben is
nagyrészt ugyanazon funkciokat ellato molekuldk vesznek részt, tehat az ehhez tartoz6 gének
egymas ortologjai. A folyamat kezdetén kialakul egy dupla membrannal rendelkezé struktura,
a fagoférmembran. Ez valdsziniileg az endoplazmatikus membranbol vagy a Golgi-
apparatusbol flizédik le, de ezt még nem tudtak egyértelmiien bizonyitani. Az iniciacios (Atgl)
komplex tagjaihoz tartozik az Atgl (emlds ULK1), az Atgl7/FIP200, az Atgl3 és az AtglOl.
Az Atgl egy kindz funkcidval rendelkezd komplex, amelynek eldszor az Atgl nevil fehérjéje
aktivalodik. Ezt a komplexet erdsen szabalyozzdk a kiilonb6zd stresszfaktorok és a
tapanyagellatds. Az autofagia indukcidjanak a legegyszeriibb mddja a sejtek ¢heztetése. A
(PI3P) komplex. Ennek kialakuldséért és aktivalodasaért a 3-as tipusu PI3-kindzkomplex
felelds, amit Atg- és Vps-fehérjék alkotnak: Atgl4, Atg6, VpslS5 és Vps34.

Mikozben a fagofor egyre né a lebontasra szant komponens(ek) koriil, az Atg8 (LC3) a
membranba konjugalodik két konjugacios rendszer kozremiikodésével. > Az Atg4 protedz, az
Atg7 és az Atg3 katalizalja az Atg8a foszfatidil-etanolaminnal torténd Osszekapcsolodasat,
vagyis aktivalodasat, ami ezutdn mar lipidalt formaban képes lesz az autofagoszomahoz
kotédni. A masik konjugacios rendszer az E3 ligaz-szerii Atg5/12/16 komplexet hozza 1étre,
az autofagoszoma. A komplex az Atg7 és az Atgl0 segitségével jon 1étre. Ezek ubikvitinszeri
konjugécios rendszerek, amelyekben az Atg7 felel meg az E1 enzimnek, az Atg3 és az Atgl0
pedig az E2-nek. Az Atg8a még egy proteolitikus hasitason is atesik az Atg4 altal, miel6tt az
E1l-hez kapcsolodna. A kész autofagoszoma a lizoszoéméaval egyesiilve autolizoszomava valik,

amiben a vezikula tartalma lebontésra kertil a lizoszéma enzimei segitségével. (4. abra)
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4. abra: Az autofagia és az LC3-asszocialt fagocitozis (LAP) osszehasonlitdsa. Lathatjuk,
hogy a LAP-b6l teljesen hidanyzik az inicidcios komplex, viszont a Vps34, a Beclin-1, az Atg8
és a ket konjugciciés rendszer jelen van. Emellett emlésokben a LAP-hoz elengedhetetlen a
aktivalja a PI3K-komplexet, és stabilizalja a NOX2 komplexet.

(Forras: Cunha et al., 2017 - modositott)

1.4  Szelektiv autofagia és immunfolyamatok

A molekuldk szelektiv lebontasanak egyik modja az autofagian keresztiil torténik. A lebontasra
szant anyagokhoz receptorok kapcsolodnak, amiket azok specifikusan kotnek.%® Ezen
receptorok mindegyike tartalmaz egy LIR (LC3-mal kolcsonhatasba 1€p6 régid) motivumot,
amin keresztlil az Atg8-hoz tudnak kotddni a receptorok. A legismertebb és legtobbet
tanulmanyozott szelektiv autofigia receptor emlésben és Drosophilaban is a p62/Ref(2)P.
Ecetmuslicaban ide tartozik még példaul az Atgl, a Blue cheese, a Kenny (IKK-gamma), a
CKA és az SH3PX1. Néhany esetben a receptorok és adaptorok Atg8-cal kialakitott
kapcsolatdhoz pontos funkciot is sikeriilt kapcsolni, de szamos olyan molekula van még,

amiknél eddig csak a fizikai interakciot bizonyitottak a LIR-motivumon keresztiil.
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Néhany éve fedezték fel, hogy a Drosophila belsé immunitasi folyamatokban résztvevé Imd
Gtvonalanak egyik fehérjéje, a Kenny is tartalmaz egy LIR-motivumot.®>3® Az Imd utvonal
bizonyos fertdzések hatasara bekdvetkezd immunvalasz kialakitasaért felelds, ami az emlds
TNF utvonal megfeleléje.®” Ez a Toll utvonal mellett a masik gyulladasos szignalizacios ut,
ami antimikrobidlis peptidek (AMP-k) termelédését eredményezi Drosophilaban. Az Imd
utvonalban a Relish nevil transzkripcids faktor aktivalja az AMP-k termelddését. A Relish
aktivalasaért az IKK-komplex felelds, melynek egyik tagja a Kenny, a masik pedig az Ird5
(IKKB). A Relish egy aktivacios és egy gatlo doménnel rendelkezik. Az IKK-komplex
foszforilalja az aktivacios részt, egy protedz (valoszintileg a Dredd kaszpéz) levagja az inhibitor
domént (ami a C-terminuson helyezkedik el), és az aktiv fehérjerész a sejtmagba vandorol (5.
abra). Nemrég arra is fény deriilt, hogy az Imd Utvonalban a Kenny mellett mas fehérjék is
rendelkeznek LIR-motivummal (Tak1, Tab2).3® Az Gitvonalban résztvevd fehérjék degradacioja
megakadalyozza annak folyamatos aktivitdsat, példaul a muslica kommenzalista

mikroflérajaval szemben. %
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5. abra: Imd (immundeficiencia) utvonal. A baktérium sejtfal peptidogliikanja a PGRP-LC
receptorhoz kotodik, aminek hatdasdara downstream szignalizacios molekuldk gytilnek ossze.
Ezek kozott szerepel az Imd, a Dredd és a FADD. Miutan a Dredd aktivdlodik, hasitia az Imd-
t, ennek hatasara az lap2 hozza tud kotédni, és ubikvitinalja az Imd-t. Ez aktivalja a
Tab2/Takl komplexet, ami foszforildlja az IKK-komplexet. A kindz foszforilalja a Relish
aktivacios doménjét, majd a Dredd le is hasitja. Az aktiv rész tartalmaz egy NLS-t (nukledris
lokalizacios szignalt), és be tud jutni a sejtmagba transzkripcios faktorkent.

(Forras: Myllymdki et al., 2014)
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2. CELKITUZES

Az axontdrmelék felvétele az LC3-asszocialt fagocitdzison keresztiil valosul meg®, melynek £6
célja a kornyezo sejtek védelme, és a kronikus gyulladas megeldzése. A mas folyamatokra valo
hatasat, szabalyozo szerepét azonban még nem ismerjik. Ugyan az axontdormelék
eltakaritasaban a kanonikus autofagia kozvetleniil nem vesz részt, kozvetett szerepe még lehet.
Kisérleteink soran olyan szabéalyoz6 molekuldkat, enzimeket vagy Gitvonalakat szerettiink volna
talalni, amik a Draper-Src42a-Shark-Racl tengely és a Stat92E kozott helyezkednek el (2.
abra). A Stat92E aktivalja a draper gént, viszont a Stat92E transzkripcios faktor aktivalasarol,
szabalyozasarol még nem sokat tudunk az Waller-féle degeneraci6 altal indukalt folyamatban
a gliasejteken beliil. Célul tiiztik ki annak meghatdrozasat, hogy a LAP vagy az autofagia
szabalyozza-e a Stat92E aktivitdsat, és az eredmény fiiggvényében tovabbi kapcsolatokat

kerestiink a Drosophila melanogaster axotomias szarnymodelljének felhasznalasaval.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1 Drosophila torzsek eredete, fenntartasa és keresztezése

A muslicakat 25 °C-on tartottuk a keresztezések soran, kivéve a 10xStat92E-dEGFP/CyO;
repo-Gal4, tubulin-Gal80"/Tm6 Hu torzs felhasznalasaval késziilt keresztezéseket. Ezek 18 °C-
on fejlédtek babbol valod kikelésig, a kisérletekhez hasznalt (4-9 napos) felndtt utédokat pedig
a kisérlet alatt 29 °C-on tartottuk. A taptalaj kukoricadarat, élesztét, agart és dextrozt
tartalmazott, valamint nipagint, egy antifungalis tartositoszert.

A kovetkezo felhasznalt torzseket mar korabban leirtak: 10xStat92E-dEGFP, Atg5°c>40, Az

Atg1014%" muténst a Zhejiang University School of Medicine Genetikai Intézetétél, az UAS-

Su(var)2-10-et (Sm6b/Sp; UASp-EGFP-Su(var)2-10) pedig a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont
Genetikai Intézetébdl, a Drosophila Ivarsejt Fejlédési Csoporttdl kaptuk ajandékba. A repo-
Gal4 (7415), TRE-EGFP: w"; P{TRE-EGFP}attP16 (59010), w sgRNA TKO.GS02468
(79543), luciferdz RNSi: P{TRiP.JF01355} (31603), mCherry RNSi (35785), Atg5 RNSi: y1 v1;
P{TRiP.JF02703}attP2 (27551), Atgl RNSi: P{TRiP.GL00047}attP2 (35177), UAS-EGFP-
Kenny: w*; P{UASp-EGFP-key}3 (90309), UAS-EGFP-KennyLIR: w*; P{UASp-EGFP-
key.F7A.L10A}2/CyO (90310), UAS-BFP: P{lexAop-UAS-TagBFP.CAAX.K}77B/TM6B}
(55090), UAS-RelishM: P{UAS-FLAG-Rel.68}1, w"; TM2/TM6C, Sh (55777) és a Su(var)2-10
RNSi: y!vi; P{TRiP.JF03384}attP2 (29448) a Bloomington Drosophila Stock Center-bdl
(Bloomington Drosophila Torzskdzpont) szarmazik. Az Atg1l6 RNSi: P{KK102326}VIE-260B
(105993) és a Rubicon RNSi: v109424: P{KK108247}VIE-260B (109424) a Vienna Drosophila
Resource Center- bol (Bécsi Drosophila Eszk6z-Kozpont) szarmazik.

A tobb genetikai elemet tartalmazd torzsek létrehozasahoz klasszikus mendeli genetikat
hasznaltunk. Az UAS-EGFP-Kenny, repo-Gal4/TM3,Sb és a 10xStat92E-dEGFP/CyO; repo-

Gal4, tubulin-Gal80%/Tm6. Hu torzset meiotikus rekombinacidval készitettiik el.

Axondegeneracios modell Drosophila szarnyban és a gliasejtekben expresszalodo fehérjék
vizsgalata sériilés utan

A Drosophila melanogasterben végrehajtott kisérletek tobbségéhez a Neukomm ¢és mtsai
(2014)* Altal kidolgozott axondegeneraciés modellt hasznaltam fel. (6. abra) A kisérletek
mindegyikében himek szerepeltek, kivéve azokban a keresztezésekben, amikben a tubulin-
Gal80"® is jelen volt; azokban ndstényeket hasznaltam a himek talélési problémai miatt. Ezen

modell szerint a szarny hosszanti oldalaval merdlegesen egy egyenes vagassal eltavolitottam a
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szarny egyharmadat a disztalis végen. A vagast egy mikrosebészeti olloval hajtottam végre.
Minden egyednél csak az egyik szarnyat vagtam meg, a masik sértetlen maradt, és kontrollként
szolgalt. A megcsonkitott szarnyu allatokat ezutan 3 napig 25 °C-on tartottam fiolakban. A
sériilés utan 3 nappal (3 dpi) mar erés 10xStat92E-dEGFP jel volt megfigyelhetd, igy a
megvagott szarnyakat is a vagastol szamitva 3 nap elteltével helyeztem a targylemezre.

Az muslicak sértett és sértetlen szarnyat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltam. A szarnyban
az L1 vénan beliili régiot vettem figyelembe, ami valojaban egy epitélium altal burkolt csé. Az
L1 véna egy ponton a szarny¢lrdl a szarny belsd teriilete felé¢ kanyarodik, amin beliil axonok és
gliasejtek helyezkednek el. A mintakat az Axio Imager.M2 mikroszkoppal és az ORCA-
Flash4.0LT CMOS kameraval (Hamamatsu) vizsgaltam szobahdémérsékleten. A
mikroszkdphoz egy ApoTome.2 (Zeiss) késziilék volt csatlakoztatva, amely optikai szeleteket
volt képes késziteni a mintdkrol. A megvilagitast a CoolLED pE-4000 rendszer biztositotta. A
képeket a Zeiss Zen programja segitségével készitettem el. A képek tobb sikbol alltak, mert
kiilonb6z6é mélységekbdl szarmaztak. 470 nm hullimhossza megvilagitast és 100 ms
expozicios id6t hasznaltam. A szarnyak L1 vénajan beliil késziilt képekhez a Zeiss Plan-
Apochromat 63x/1.40 NA, immerzids olajjal egyiitt alkalmazhato objektivet hasznaltam. Az
egyes rétegek kozott 0,25 pm volt a tavolsag. Késobb végignéztem az elkészitett képek rétegeit,
¢s mindegyiknél kivalasztottam azt a réteget, amin a riporter a legintenzivebben latszoédott. A
kvantifikalas soran a Fiji (Imagej) programot hasznaltam, ezzel tortént meg a fluoreszcens jel
intenzitasanak szamszertsitése. A 10xStat92E-dEGFP jel intenzitasanak méréséhez 174 x 54
px méretii, az UAS-EGFP-Kenny és UAS-EGFP-Kenny''? jel méréséhez pedig 205 x 63 px
méretll téglalapot jeloltem ki mérendd teriiletként az L1 vénan beliil. A Stat92E-jel esetében
csak a teriilet 0sszintenzitasat néztem, a Kenny-jelek esetén viszont az EGFP-pontok szamat is.

A kapott értéket a hattér autofluoreszcencidjara normalizaltam.

sejttestek
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6. dbra: Az axotomia vazlatosan. A vagas soran a legtobb axon megseriil, és Waller-féle
degenerdcio megy végbe. Kisérleteink soran az L1 véna szarny belsejébe lépd (a medidlis rész

crer

felé kanyarodo) régidjat vizsgaltuk, amiben axonok és gliasejtek helyezkednek el.
3.2 Steril Drosophila torzs elkészitése és fenntartasa

Petéztetés, mosas és dekorionalas. Az eredeti UAS-EGFP-Kenny/Tm3, Sb t6rzsbdl kb. 100
allatot fekete petéztetd agart tartalmazo hengerbe helyeztem egy éjszakara. Az agarra vizzel
felkevert élesztot is tettem. Masnap a muslicék eltavolitdsa utdn enyhén folyo desztillalt vizzel
atmostam az agart, amire a ndstények a petéket raktak, majd egy ecsettel homogénre kevertem
az ¢€lesztot. Az élesztds, vizes peteszuszpenziot ezutdn egy gyljtd szlirére Ontdttem, amin a
peték akadtak csak fenn. A sziird egy aprod réseket tartalmazd szovetbol allt, amit egy
gylriialaku keretbe helyeztiink. A sziir6t egy papirtorldvel leitattam, majd Petri-csészébe
helyeztem. A sziir6 ala és tetejére is ontéttem 4-5%-os hipot (hipoklorossavat) az embridk
dekorionalasahoz, és 1 percig igy hagytam a sziir6t a petékkel. Mikroszkop alatt ellendriztem,
hogy a peték fényesen csillognak-e, ugyanis ez jellemzi a dekorionaldédott embridkat. Ezutan a
petékrdl folyo desztillalt viz alatt mostam le a hipot. Végiil a sziird szovetét kiszedtem, egy
papirtorlére helyeztem, és ecsettel atraktam a petéket 01j, antibiotikum-koktéllal 6sszekevert
taptalajt tartalmazé fiolakba.

Steril, antibiotikum-koktélt tartalmazé Drosophila taptalaj elkészitése. Olyan taptalajt
szerettiink volna késziteni a muslicak szamara, amivel az allatok baktériummentesek lesznek.

1.3 El6szor az altalanosan

Ehhez a Tusco és mtsai (2017) cikkben leirt receptet hasznaltam fe
hasznalt agaros Drosophila-taptalajt autoklavban sterilizaltattam, majd a még folyékony, de
mar nem talsagosan forr6 taptalajanyagba 0.25 mg/ml ampicillint, tetraciklint, streptomicint
(vagy streptomicin-penicillin keveréket) és 1 mg/ml kanamicint kevertem. A koktél elkészitése
steril fiilke alatt, autoklavban sterilezett eszkdzokkel tortént.

Sterilitas ellenérzése. A sterilitas ellen6rzéséhez antibiotikum nélkiili Luria Broth (LB)
taptalajt hasznaltam. Egy-egy LB-t tartalmazo6 Petri-csészén 2-2 homogenizalt muslicat kentem

el, és kiszélesztettem a benniik potencialisan megbuvo baktériumsejteket.

3.3 Traumas agysériilés modell (TBI) Drosophila melanogasterben

Intaktan bekovetkez6 agysériiléshez (closed-head injury) traumas agysériilést (TBI-t) idéztiink
eld, melyek kontrolljai sértetlen fejek voltak. A TBI-t Precellys® Evolution homogenizatorral

hajtottuk végre (7. 4bra). Ennek metodikdja részletesen leirt és tesztelt.*? 2 ml-es csoveket
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hasznaltunk, és mindegyikbe 20 allatot raktunk. 3 x 10 masodpercig folyt a razas 10 °C-on és
4 500 rpm-en. A razasok kozott 30 mp sziinet volt. A Western blothoz azoknak az allatoknak a

fejét hasznaltuk csak fel, amelyek a mintagytijtés idOpontjaig €életben maradtak.

7. abra: A Precellys® Evolution homogenizator. Ezzel hajtottuk végre a TBI-t a muslicakon a

Western blothoz.
3.4 SDS-PAGE és Western blot

Mintaelokészités. Az autofagia Su(var)2-10-re (a Stat92E egyik negativ regulatorara)
gyakorolt hatasat Western blottal szerettik volna megvizsgalni. A Western blothoz him
Drosophila fejeket gytijtottiink. A TBI altal sértett és sértetlen muslicdknak a fejét hasznaltuk
fel a kisérlethez. A mintagyiijtés soran folyamatosan széarazjégen dolgoztunk, ¢és a
fejizolalashoz hasznalt eszkozoket elozetesen lehiitottiik szarazjégen. A sértett allatokat TBI-
ztiik, és 1 nappal a TBI utan valasztottuk le a fejeket a sértetlen allatokéval egylitt. Minden
muslicat legalabb 10 percig szarazjégen tartottunk egy Falcon-csében, majd a csdveket 20-30
mp-ig vortexeltiik, hogy a testhez csatlakozott fejeket leszakitsuk. A vortexelést kdvetden a
muslicakat két egymasra rakott szitara ontottiik. Az also szita kis lyukakat tartalmazott, a felsd
pedig nagyobbakat, amin a fejek még atfértek, de a testek nagy része nem ment 4t. A szitdn egy
ecsettel Ovatosan kevergettiik a muslicékat, hogy a fejek levaljanak a testrdl, és atkeriiljenek az
also szitara. Az alsé szitan Osszegyiilt fejeket egy tolcséren keresztiil atraktuk Eppendorf-
csovekbe, 20-asaval. Amelyikbe kevesebb jutott, azt jeloltiik. A mintakat felhasznalasig -80
°C-on tartottuk. Késébb 1x Laemmli-pufferb6l és 100 mM koncentracioji DTT-bdl
mintakészitd oldatot mértiink Ossze desztillalt vizben, és fejenként 4 ul-t pipettaztunk az
Eppendorf-csovekbe, majd kis kézi homogenizatorral feltartuk benne a fejeket. A csdveket
ezutan 5 percig 100 °C-on inkubaltuk, majd 14 000 rcf-en néhany percig centrifugaltuk. A

feliiliszot atmértiik 0j mikrocentrifuga-csovekbe, és -80 °C-on taroltuk a fehérjéket.
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SDS-PAGE és Western blot. Az elektroforézishez egy 3%-0s tomarito (stacking) és egy 8%-
0s szeparald (resolving) gélt hasznaltunk a kovetkez6 6sszetevokkel: Tomorité (10 ml-re): 1.25
ml 4x puffer (pH = 6.8), 0.5 ml 30% akrilamid-biszakrilamid. 50 ul 10% APS, 5 ul TEMED és
3.2 ml viz. Szeparalé (10 ml-re): 2.5 ml 4x puffer (pH = 8.8), 2.66 ml 30% akrilamid-
biszakrilamid, 100 ul 10% APS, 10 ul TEMED ¢és 4,73 ml desztillalt viz. 3 ul PageRuler Plus
molekulastly markert vittlink fel, az lires zsebeket pedig a mintaval megegyez0 térfogata, 1x
mintapufferrel toltottik fel. 10x Tris-glicin puffert 1x-esre higitottunk. 20 percig 70 V-on, majd
egy oraig 150 V-on futtattunk. A blottolashoz 1x transzfer puffert (10% 10x transzfer puffer,
10% metanol, viz) készitettiink. PVDF — Immobilion Fluorescent (FL) membranokat vagtunk
méretre. Metanolban eldaztattuk ezeket, majd a blottolashoz hasznalt membranokat,
szivacsokat, filterpapirokat és blottold kereteket 1x transzfer pufferben ekvilibraltuk. A BioRad
filterpapirjait hasznaltuk. A blottol6 tankokat transzfer pufferrel toltottiik meg. A blottolas kb.
15-17 6raig tartott. Masnap a membranokat 2x TBST-vel (1XTBS + 0.1% Tween-20) mostuk 2

percig. A Su(var)2-10 ellenanyagot (mouse)*® 1:500-as higitasban alkalmaztuk, a B-aktint

(rabbit) pedig 1:2500 higitasban. A higitashoz a LI-COR Intercept Blocking Buffer-t
hasznaltuk. A membranokat ellenanyagban inkubaltuk 1.5 6raig, majd 3x mostuk TBST-vel 10
percig egyenként. A fluoreszcens masodlagos ellenanyagokat 1:15000-re higitottuk, és 1 oraig
inkubaltuk benne a membranokat lefedve. Utana mostuk TBST-vel 3x, majd 2x TBS-sel
(Tween-20 nélkiil), végiil pedig 5-10 percig metanollal. Szaritas utan a LI-COR Odyssey
késziilékkel készitettiik el a képeket.

3.5 Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelése a GraphPad Prism 8.0.1 programmal tortént. El8szor ellendriztem az
adatcsoportokon beliil az adatok normal eloszlasat, és annak fliggvényében hasznaltam egy
olyan prébat, amellyel meghatdroztam 2-2 adatcsoport kozott az eltérés mértékét. A normal
eloszlas vizsgalata Shapiro-Wilk teszttel valdsult meg, ami idedlis alacsony mintaszamu
adatsorok elemzéséhez. Egy adatcsoport nem tartalmazott 20-nal tobb adatot. Normal eloszlasu
adatsorok esetében paratlan, kétoldalu t-probat futtattam le, nem-normal eloszlasnal pedig

kétoldalas Mann-Whitney tesztet.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1 Stat92E kapcsolata a LAP-pal és az autofagiaval

Ismert, hogy a Draper-bdl kiindul6 aktivacios kaszkadban résztvevé Stat92E transzkripcios
aktivitasa szignifikdnsan megnd mind az agy gliaiban, mind a szarnyglidkban axonsériilés utan.
A Stat92E aktiv miikodését a 10XSTAT92E-dEGFP-n vizsgaltuk, ami 10 Stat92E kotShelyet
tartalmaz a Socs36E gén régiojabol. A Socs36E a Stat92E egy természetes inhibitora. A
10xStat92E-dEGFP riporter aktivalasahoz a szarnyideg megsértése végett olloval levagtuk a
szarny egy részeét. Elozetes optimalizald kisérletek soran mar megfigyeltiik, hogy a Stat92E
riporter jel szarnyban 2 nappal a sériilés utan mar lathato, és még az 5. napnal is mérhetd. Az
1. napnal még nincsen lathatd jel. Mivel az axontormelék eltakaritasa a 3. naptél mutat
latvanyos valtozast a tormelékszamban egy vad tipustl ecetmuslicaszarnyban®, mi is a 3. napnal
(3 dpi) vizsgaltuk a 10xStat92E-dEGFP altal adott jelet a lejjebb leirt kisérletekben. A Stat92E
aktivaciot korabban csak Drosophila agyban vizsgaltdk, és ott mar 1 nap utan erds intenzitast
mutatott a neuronalis jel és a glidkban jeldlt 10xStat92E-dEGFP is.!® Mivel azonban a
tormelékeltakaritas is lassabban megy végbe szarnyban, nem olyan meglepd, hogy 1 nap utan
a Stat92E-dEGFP jelbdl sem latunk még ekkor semmit.

Az agyban mind a JNK, mind a Stat utvonal bekapcsol glidkban axonsériilés érzékelését
kovetden.??® Megvizsgaltuk a szarnyidegben a Stat92E és a dAP-1 EGFP-vel kapcsolt
riportereinek segitségével, hogy az autofdgia vagy az LC3-asszocidlt fagocitdzis jatszik-e
valamilyen szerepet a Stat92E vagy a dAP-1 aktivalasaban vagy miikodésében. Az Atg5 az
egy Atg5 RNS-interferenciaval a repo-Gal4-gyel gliaspecifikusan egyszerre mindkét
folyamatot meg tudtuk vizsgalni. Az TRAF4-t6]1 downstream haté JNK-utvonal dAP-1
transzkripcios faktoranak miitkodését a TRE(AP-1 kotéhely (bs))-EGFP riporterkonstrukcion
keresztiil néztiik meg 3 nappal a sériilés utan (8. abra). A sériilt szarnyakat a sértetlen
szarnyakhoz, a kettd kozotti statisztikai valtozast pedig a kontrollban Iétrejévo valtozashoz

hasonlitottuk.
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8. abra: A) A Stat92E riportere (10xStat92E-dEGFP;repo-Gal4) és a JNK utvonal AP-1
riportere (TRE-EGFP;repo-Gald) dltal adott fluoreszcens jel Atg5 RNSi hattéren 3 nappal a
seriilés utan. A repo gliaspecifikus expressziot tesz lehetove. Méretardanyegység: 10 um. A
kontrollt egy white (w) RNSi képezte. Az AP-1 riporterben erds emelkedés latszik vagas
hatdasdra, a 10xStat92E-dEGFP jelben viszont nem figyelhetd meg valtozds a sértett
szarnyakban a sértetlenekhez képest Atg5 RNSi esetén. B) A riportkonstrukciok sémds rajza.

(Forrds: Bach et al., 2007 — médositott.>®) C) A szamszeriisitett intenzitdsértékek statisztikai
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elemzése Mann-Whitney teszttel. A hibasdavok a szorast jelolik, a kézépérték az atlag. *p =

0.0172, **p = 0.0039, ****p < 0.0001. n =9, 10, 11.

Ha a Stat92FE aktivalodasa vagy a riportergénhez valod kotése sériil, akkor a fluoreszcens jel is
kisebb intenzitdsu lesz. Lathatjuk, hogy Atg5 csendesités hatdsira a d-AP-1 aktivitds nem
csokkent sériilés utan a kontrollhoz képest, amiben white RNS-interferenciat hasznaltunk. A
Stat92E aktivitasa ezzel szemben jelentsen lecsokkent az Atg5 csendesités utan. Kvantifikalas
utan kideriilt, hogy a Stat92E-aktivitds olyan kis mértékli volt, hogy nem eredményezett
szignifikans valtozast a sértetlen allapothoz képest. A dAP-1 viszont nagyon hatékony tudott
maradni az Atg5 RNS-interferencia utan is (8. abra).

Az Atg5 csendesités utan az Atg16 (az Atg5 partnere) csendesitésének a hatasat is megnéztiik a
szarny gliasejtjeiben. Az Atgl6 csendesitése szintén a 10xStat92E-dEGFP-jel csokkenését
idézte el sériilt szarnyakban a kontrolhoz képest (9. abra). Az Atg5 és Atgl6 jelenléte tehat
befolyasolja a Stat92E aktivitasat. Ezutdn azt kellett felderitenlink, hogy a LAP vagy az
autofagia okozza-e ezt a fenotipust, mivel nemcsak az Atg5-6n, hanem az Atgl6-on is osztozik
a két vezikularis folyamat. Ehhez els6 korben egy-egy olyan fehérjét helyeztiink el6térbe, ami
a két folyamat koziil csak az egyikhez sziikséges. Jol ismert, hogy a Rubicon gatl6 hatést fejt
ki az autofagiara, mig a LAP-hoz elengedhetetlen. Az autofagia Atgl kindz komplexe ezzel
szemben csak az autofigia inicidcidjaban vesz részt, a LAP viszont nélkiile is ugyanugy
végbemegy.

Megvizsgaltam, hogy a fent emlitett komponensek koziil melyiknek a hianya eredményezi azt
a fenotipust, amit az Atg5 csendesitésénél tapasztaltunk. A kisérlethez egy Rubicon RNSi-t,
Atgl RNSi-t és kontrollként [uciferaz RNSi-t, illetve mCherry RNSi-t hasznaltam (9. abra). A

kontroll RNSi-ket teszteltem, és mindkett6 egyforman jol miikodott.
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9. abra: A) A Stat92F riportere (10xStat92E-dEGFP;repo-Gal4) dltal adott fluoreszcens jel
Rubicon RNSi, Atgl RNSi és Atgl6 RNSi hattéren 3 nappal a sériilés utan.
Méretaranyegység: 5 um. A kontrollt egy mCherry RNSi képezte. A Rubicon az autofagiahoz
nem sziikséges, mig a LAP-nak elengedhetetlen eleme. Az Atgl az autofigia inicidciojaban
jatszik kulcsfontossagu szerepet, de a LAP-hoz nincs ra sziikség. Az Atgl és Atgl6 RNSi-nél
eltiint az Stat92E-fiiggo expresszionovekedeés sériilés utan, mig a Rubicon RNSi mellett
megmaradt. B) Lathato, hogy a kontrollhoz (**p = 0.0032) hasonloan a Rubicon RNSi
hatterii sértett és sértetlen szarnyakban szignifikans a kiilonbség (**p = 0.0021), az Atg16
RNSi hattéren (p = 0.9547) és Atgl RNSi hattéren (p = 0.1434) viszont nem. Mindegyik
statisztikai elemzés Mann-Whitney teszt, kivéve a kontrollé, ami paratlan t-probaval lett

elkeszitve. A hibasavok a szorast jelolik, kozépen az atlaggal. n = 13, 14,18, 17, 11, 13.
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A Rubicon RNSi hatasara nem lattunk kiilonosebb valtozast a kontrollhoz képest, mig az Atgl
RNSI a legtobb esetben gyengitette a kontrollban latott erés EGFP expresszios valaszt. Az
ismétlések utan is hasonlo eredményeket kaptunk. Ezzel azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a
Stat92E megfelel6 mikddéséhez glidkban sériilés utdn sziikség van az autofagiara, de a LAP
szerepe elhanyagolhatd ebben az esetben. A Rubicon RNSi-t tartalmazé 10xStat92E-dEGFP
muslicak szarnyaiban az intenzitas sériilés utan eléggé szort, ami azzal magyarazhato, hogy ez
valojaban mindkét folyamatban érintett, csak ellentétes funkciot 14t el, mert az autofagianal
altalanos inhibitorként miikodik.

Az autofagia tehat valamilyen modon befolyasolja a Stat92E aktivitasat. Ugy sejtettiik, hogy
ennek a hatterében valdjaban a szelektiv autofdgia all, ugyanis az képes olyan fehérjéket
eltdvolitani, amik LIR-motivummal rendelkezd receptorokhoz vagy adaptorokhoz
kapcsolodnak (maga a Stat92E nem rendelkezik ilyen motivummal). Potencidlis jeloltjeink
kozott éppen ezért olyan fehérjék johettek szoba, amik valamilyen médon kapcsolatban
allhatnak a Stat92E-vel. A Stat92E aktivitasat befolyasolhatjak mas kaszkadokkal, illetve
kozvetlen gatlomolekuléi is ismertek. Ennek fényében tobb olyan fehérjét is megvizsgéltunk,
amiket mar kapcsolatba hoztak az axonsériilés, ill. traumas agysériilés utani glialis jelatvitellel
vagy egyszeriien csak magéval a Stat92E szabalyozasaval. A jeloltek koziil a velesziiletett
immunitas Imd-Utvonala és a Stat92E-nek egy negativ szabalyozdja, a Su(var)2-10 mutatott

valamilyen 0sszefiiggést a Stat92E-aktivacioval.

4.2 Az Imd utvonal kapcsolata a Stat92E-vel és az autofagiaval

A Drosophila velesziiletett immunitasa két, antimikrobidlis peptidek termelését eredményezd
szignalizacios Utvonalon keresztiil valosul meg, amik gatoljdk a baktériumok vagy gombdak
novekedését.”® Az Imd 1t transzkripciés faktoranak, a Relish-nek az aktivaldsaért az IKK-
komplex felelds, amelynek két tagja van: a Kenny (IKKy) és az Ird5 (IKK). A Kenny egy
allvanyfehérje**, amelyrél mar kimutattak, hogy rendelkezik LIR-motivummal, és a szelektiv
autofagia révén hozzajarul az IKK-komplex lebontasahoz, vagyis a Kenny-n keresztiil az Ird5
is lebomlik.® Eziltal elkeriilhetd az Imd ttvonal talzott aktivacidja, valamint a kommenzalista
baktériumok miatt 1étrejévo folyamatos gyulladas.

Mi arra voltunk kivancsiak, hogy a Kenny-nek van-e valamilyen szerepe a glidkban sériilés

utan, illetve kapcsolatba hozhato-e a Stat92E-vel. Eldszor megvizsgaltam, hogy a glidkban
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kifejeztetett UAS-EGFP-Kenny jelben megfigyelheté-e valamilyen valtozas sériilés utan. Az
EGFP jel pontok formajaban volt jelen a gliasejtekben, amelyek szdma az axotémia hatasara
szignifikansan csokkent 3 nappal a sériilés utan. Ugyanezt a kisérletet megismételtem EGFP-
vel jeldlt Kenny“'R mutansokban, illetve UAS-EGFP-Kenny-t tartalmazé Atg5°*® mutansokban
is. A szelektiv autofagia barmelyik iranybol torténd gatlasa megsziintette ezt a valtozast, tehat

a sériilés hatasara bekovetkezo csdkkenés eldidézésben fontos szerepet jatszik az autofagia. (10.

abra) A pontok, ill. a kijelolt teriilet dsszintenzitasa nem mutatott konzisztens Osszefiiggést a
sériiléssel.
A repo-Gal4>
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10. abra: A) UAS-EGFP-Kenny és UAS-EGFP-Kenny-R jel Kenny-tiiltermeld torzsek,
valamint UAS-EGFP-Kenny jel Atg5 mutansok szarnyaiban (Atg5°°°) 3 nappal a sériilés
utan. Méretaranyegység: 5 um. Az EGFP-Kenny jelben jelentos kiilonbség latszik a sértett

szarnyban a pontok szamdban, mig a pontok mennyiségében mutatkozo kiilonbség az Atg5°°®
muslicakban sokkal kisebb, hasonléan az UAS-EGFP-Kenny-R pontok szambeli valtozdsdihoz.
Az Atg5°°® dllatokban még a Kenny“'® mutansoknal is tobb pont halmozodik fel. B) Egységnyi
teriileten talalhato pontok szama. A hibasavok a szorast jelolik, kozépen az dtlaggal. Az
elemzések Mann-Whitney teszttel és paratlan t-probaval lettek végrehajtva. * - szignifikans

kiilonbség, p<0,05. ns - nem szignifikans kiilonbség.n =8, 9, 7, 15.

Mivel kisérleteim soran invaziv beavatkozas tortént a szarny egy részének eltavolitasa altal,
meg kellett gy6z6dndm arr6l, hogy az eredményekben nem egy vagas hatasara kialakulo
fert6zés nyomat latom a gliasejtekben, hanem az axonsériilés és -degeneracio hatdsat. Ennek
érdekében a sterilizalt munkaeszk6zok mellett steril UAS-EGFP-Kenny/Tm3,Sb torzset is
készitettem és a kisérletet ebben a steril, baktériummentes muslicatorzsben is elvégeztem. Ezzel
ki szerettem volna zarni annak a lehetdségét, hogy a sériilt szarnyba valamilyen Drosophildban
€16 vagy kiils6 Gram-negativ baktérium jusson be, és ez valtsa ki az Imd ut aktivalodasat. Az
antibiotikum-koktéllal etetett torzsek baktériummentességét LB taptalajon teszteltem. A

sterilen tartott torzson 1 nap mulva nem nétt ki semmilyen baktériumtelep (11. abra).

ecetmuslica-
darabok

baktériumtelepek

11. abra: LB taptalajra kiszélesztett, Drosophilaban élé baktériumok. Mindegyik Petri-
cseszen 2-2 allatot kentem szét, és egy éjszakan keresztiil 37°-0N tartottam a taptalajokat. A)

Negativ kontroll: hagyomanyos, nem-steril koriilmények kozott tartott muslicak. B) Steril
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UAS-EGFP-Kenny torzs. C) Pozitiv kontroll: LB, muslica nélkiil. A negativ kontrollon sok
telep latszodik, mig az UAS-EGFP-Kenny-n a szétkent mintan kiviil semmi.

Végiil ebben a steril kornyezetben végrehajtott kisérlet soran is ugyanazt az eredményt kaptam,
mint hagyomanyosan nevelt allatok esetében, ami igazolja, hogy valéban az axonsériilés hatasat

latjuk a glialis EGFP-Kenny jel csokkenésében (12. abra).
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12. abra: A) Steril koriilmények kozott tartott és vagott steril torzs UAS-EGFP-Kenny jele
gliakban sértetlen és sértett dallapotban. Méretaranyegység: 5 um. B) Egységnyi teriileten
talalhato EGFP-Kenny-pontok szama 3 nappal a steril muslicatorzs sértése utan szarnyban. A
hibasavok a szorast jelolik, kézépen az atlaggal. Lathatjuk, hogy a sértetlen és sértett pontok
szamaban szignifikans kiilonbség van; egy csokkeno tendencia figyelheté meg. A hibasavok a
szorast jelolik, kozépen az dtlaggal. A statisztikai elemzés Mann-Whitney teszttel késziilt. A

szamolt *p = 0.0125. n = 16, 19.

Mivel az autofagia gén-, valamint LIR-mutansokban nem lathat6 ez a csdkkenés, valosziniileg
az autofagia intenzivebbé valdsa okozza az UAS-EGFP-Kenny jel csokkenést. Szerettiik volna
kideriteni, hogy ennek a valtozdsnak az Imd utvonalon keresztiil van-e valamilyen hatasa a

Stat92E-re. Felvet6dott benniink, hogy a Kenny-n keresztiil esetleg az Imd utvonal
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aktivitasanak csokkenésére is sziikség van ahhoz, hogy a Stat92E aktivalodjon, és el tudja latni

a feladatat. A hipotézist tovabb erdsitette, hogy Drosophila S2-sejtekben mar korabban

crer

atfedé Relish és Stat92E-kotéhelyek vannak, amelyek antagonisztikusan hatnak: a Stat92E

tultermelése csokkenti bizonyos antimikrobialis peptidek termelddését (pl. az Attacin A-ét),

1'26

amit vad tipusu allatokban a Relish aktival.”® Miutan megvizsgaltuk a Stat92E riportergénjét,

amely a Socs36E regulator régidjan alapul, mi is talaltunk a SOcS36E Stat92E-kot6helyein tobb
olyan atfed6 régiot, ami potencialis Relish kotéhely, mivel a konszenzus NF-kB motivumnak

felel meg (13. abra).
TAGAGGTAAATACAAAACTGTCTTAGGTGTTTACCACATTGTGGTAATTGGAATTCCCTGAACCGCT

B e B s a E e L B o o B e L R

ATCTCCATTTATGTTTTGACAGAATCCACAAATGGTGTAACACCATTAACCTTAAGGGACTTGGCGA
Socs36E 10xStat92E-dEGFP kotdhellyel

Relish kotéhely
Konszenzus Relish kotohely >

Stat92E kotéhely

13. abra: A 10xStat92E-dGFP riportergénjének (a SOCS36E-nek) Stat92F kotohelyén egy
potencidalis Relish kétohely lathato, amik atfednek egymdssal. A bal alsé sarokban lévé fekete

nyil a Relish konszenzus szekvencidjat tartalmazza.?®

Ennek érdekében megfigyeltem a Stat92E-jelet olyan ecetmulicakban is, amelyekben tal volt
termelve a Relish aktiv, N-terminalis része a Gal4-UAS rendszerrel. A konstitutivan aktiv
Relish altal okozott letalitas elkeriilése végett a kisérleteket repo-Gal4, tubulin-Gal80® hattéren
végeztem el az expresszio adult-specifikus kondicionalis aktivaldsaval. Varakozasaink ellenére
azonban a UAS-RelishN nem csokkentette, hanem inkabb ndvelte a 10xStat92E-dEGFP jel
intenzitasat, ami szignfikansan nagyobb volt a kontolléhoz képest. (14. abra)

Megallapithatjuk, hogy a Relish valoban hatdssal van a Stat92E aktivitasara, de ez nem egy
negativ, hanem egy pozitiv kdlcsonhatés, igy a Kenny autofagia altal torténd lebontasa nem
magyarazza a megfigyelt Stat92E inaktivitast autofagia defektus esetén. A Kenny jelben

megfigyelhetd csokkenés valosziniileg az autofagia altalanos serkenésének tudhato be.
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4.3 Su(var)2-10 kapcsolata a Stat92E-vel és az autofagiaval

A kovetkezokben a Stat92E negativ szabalyozofehérjéit vettiik inkabb gorcso ala, mivel ha ezen
fehérjék koziil valamelyik sériilés soran is szabalyozza glidkban a Stat92E aktivitasat, akkor az
valosziniileg a szabalyozo elem szintjiének csokkenésén keresztiil valosul meg. Igy
megvizsgaltuk, hogy jeldltjeink koziil melyiknek a csendesitése vagy taltermelése okoz
kiilonbséget a Stat92E aktivitasaban.

A megvizsgalt fehérjék kozil a Ptp61F (a Stat92E egy negativ regulatora) csendesitésének és
tultermelésének, az Ack RNSi-nek, az Src64b RNSi-nek, a FER taltermelésének, illetve a kenny
RNSI-nek és taltermelésének nem volt szignifikans hatasa a Stat92E aktivitasara. Az imd RNSi
hatasa alacsonyabb Stat92E jelet eredményezett, de az ismétlések sordn mar nem okozott
szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz képest. A Su(var)2-10 SUMO ligaznak, a Stat92E
negativ regulatoranak® a szintje erdsen befolyasolta a 10xStat92E-dEGFP jel intenzitasat
sériilés utan. A Su(var)2-10 tultermelés altali letalitas elkertilése végett a kisérleteket itt is repo-
Gal4, tubulin-Gal80"™ hattéren végeztem. Tultermelés hatdsara csokkent a Stat92E-aktivitas
(14. 4bra), a Su(var)2-10"NS' pedig novelte a jelintenzitds fokozodasat a szamy gliasejtjeiben
sériilést kovetden (15. abra). Ugyan a Su(var)2-10 taltermel6 konstrukt ndstény csiravonalban
expresszalodo UAS-t (UASp-t) tartalmazott, bizonyos esetekben szomatikus szovetben is

mikodhet.

10xStat92E-dEGFP;repo-Gal4,tubulin-Gal80*>UAS-BFP

A

sértetlen

sertetlen sértetlen

sértett sértett

10xStat92E-dEG FP;repo-GaI4,tubuIin-2810xStat92E-dEGFP;repo-GaI4,tubuIin-
Gal80®> UAS-RelishN Gal80™> UASp-Su(var)2-10
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14. abra: A) RelishN és Su(var)2-10 tiltermelés hatdsa a Stat92E aktivitasara.

Meéretaranyegység: 5 um. Kontrolként UAS-BFP-¢ fejeztettiink ki glidkban. A tubulin-Gal80"-
et tartalmazo, gliaban tultermeld allatok Stat92E jel intenzitasa sériilés utan gyengébb a
korabbi kontrollokhoz képest, feltehet6leg a tubulin-Gal80" konstrukt miatt, de a sértetlen
szarnyakhoz képest még mindig szignifikansan nagyobb. Az adult dallatokat 29 °C-on
inkubaltuk. A RelishN tiiltermelés serkentette, a Su(var) tiltermelés gyengitette a jelet. B) Az
adatok paratlan t-probaval és Mann-Whitney teszttel végzett statisztikai elemzése.
**p(kontroll) = 0.0051, **p(Relish") = 0.0014, **p (BFP és Su(var)2-10 sértett) = 0.0083.
*p =0.0488. n =11, 15, 14, 19, 7, 9. A hibasavok a szorast jelolik, kézépen az atlaggal.

10xStat92E-dEGFP;repo-Gal4, 10xStat92E-dEGFP;repo-Gal4,
tubulin-Gal80®> luciferdz RNSi tubulin-Gal80®> Su(var)2-10 RNSi

sertetlen sertetlen
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15. dbra: A) Stat92E aktivicio harom nappal a sériilés utan 29 °C-on néstény egyedekben
luciferaz RNSi és Su(var)2-10 RNSi hattéren. Méretaranyegység: 5 um. B) Az Su(var)2-10
RNSi-ben az intenzitas sériilés utan nagyobb volt, mint a kontrollban, de a luciferaz RNSI
outlier értéke miatt nem lett szignifikans. p (luciferdz RNSi sértett — Su(var)2-10 RNSi sértett)
= 0.0581. Viszont a sértetlen és sértett szarnyak kozott a Su(var)2-10 RNSI hattéren sokkal
kisebb a p-érték (***p = 0.0008), mint a kontrollnal (*p = 0.0045) és joval nagyobb a

valtozas mertéke is. n = 11, 15, 13.

Mivel a Su(var)2-10 szintjének a valtozdsa az autofagia aktivitasaval ellentétes modon
befolyasolta a Stat92E riporter intenzitést, kivancsiak voltunk, hogy a Su(var)2-10 szintjének
esetleges csokkenése sériilés utan autofagia altali lebontassal valosul-e meg. Ehhez Western
blot analizist végeztiink a Su(var)2-10 fehérjén. A sériilés hatasat ezuttal nem Drosophila-
szarnyban vizsgaltuk, hanem fejen. Az agy axonjainak szakaddsa ugyanis egy traumas
agysériilés (TBI) modellben kénnyen eldidézhetd €és az agy tobb sejtet is tartalmaz, mint a
szarny, tehat kevesebb mintaval megbizhatoan elvégezhetd a Western blot. A sértetlen és TBI-
n atesett muslicaknak csak a fejét hasznaltuk fel, hogy elsésorban az agyban bekovetkezd
valtozasokat tudjuk megvizsgalni a fehérjék szintjén. Ez szovet- vagy sejtspecifikus (pl.
gliaspecifikus) vizsgalatra nem alkalmas, de jo kiinduldsi pontja lehet ennél precizebb,
alaposabb vizsgéalatoknak (pl. immunohisztokémiai kisérleteknek), illetve izoformak

vizsgalatara is alkalmas. A kontrollt egy white (w) torzs képezte, az autofagia-deficienciat pedig

30



Atg101 null mutansok alkalmazasaval értiik el, amely az iniciacidés komplex nélkiilozhetetlen
tagja.

A Su(var)2-10 ellenanyag 7-8 savot ismert fel fejextrakton, amelyek megfeleltethetéek a
prediktalt vagy mar leirt Su(var)2-10 izoformaknak.*® A legszembetiinbb volt az a tendencia,
ami sériilés utan volt lathato w muslicak agyaban, vagyis a Su(var)2-10 mennyiségének
szignifikans csokkenése a TBI hatasara. Ez kiilondsen igaz volt a dominans, 80 kDa-nal futo
Su(var)2-10 izoformara. Ugyanakkor az Atg101 autofag mutansban ez a csokkenés nagyon kis
mértéki, és szinte teljesen elveszik. Sértett Atg1l01 mutansokban szignifikansan nagyobb volt
a Su(var)2-10 szintje, mint a sértett W-ban, vagyis az autofagia hianyaban sokkal tobb lesz a
Su(var)2-10 sériilés utan (16. abra). Ez a Stat92E aktivitasanak csokkenését okozhatja, mivel a
Su(var)2-10 a Stat92E represszora és a fenotipus szintjén is azt lattuk, hogy a Su(var)2-10
tiltermelése kisebb 10xStat92E-dEGFP jelet eredményezett. (14. abra). A sértetlen allatoknal
nem volt Su(var)2-10 fehérjeszint-ndvekedés az Atgl01 mutansban. A kisérletet tobbszor is
elvégeztiik, és mindegyik esetben latszodott ez a tendencia. Idegi sériilések utan a Su(var)2-10
megfeleld szintre hangoldsaban tehat fontos szerepe lehet az autofagianak, valosziniileg annak

kozvetett vagy kdzvetlen lebontasan keresztiil.

Ww- w-1 101 | 101
| T
I Su(var)2-10

I izoformak
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B Su(var)2-10 szintje Drosophila agyban
sériilés elbtt és utan

savintenzitas
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16. dbra: Western blot sértetlen és TBI-zett dllatokon. A) w = kontroll, 101 = AtglOlAGh, T=

TBI. Zsld: Su(var)2-10. Piros: f-aktin. A Su(var)2-10 t6bb izoformaja is megjelent a
membranon, amibdl a legtobb 55 kDa és 100 kDa kozott helyezkedett el. Mi a legvastagabb
savot valasztottuk ki (fehér aldhizas) kb. 80 kDa-ndl, mert abban ldtszédott kiilonbség. B) A

[-aktin szintjére normalizalt Su(var)2-10 szintje sériilés utan latvanyos szignifikans

csokkenést mutatott TBI utan (*p = 0.0114), mig az Atgl01 mutansokban ez nem tértént meg.
A sertett kontroll és sértett Atgl01 mutans kozott szignifikans kiilonbség mutatkozott (*p

=0.0338). A white TBI és az Atg101 TBI kézott csak egyoldalas (one-tailed) pdratlan t-tesztet
alkalmaztam, mivel a valtozas elfogadhato irdanydt elére meghatdroztuk. A hibasavok a

szorast jelolik, kozépen az dtlaggal. n = 6, 4, 5.
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5. DISZKUSSZIO

Axonsériilés hatdsara Waller-féle degeneracié megy végbe, ami az érintett neurondlis sejtek
sériiléstd] disztalis részének teljes pusztulasat jelenti.? A fragmentalodott axon eltakaritasat a
gliasejtek végzik Drosophildban és részben emldésokben is. A felszabaduld térmelék
felvételében a Draper fagocitikus receptor vesz részt Drosophilaban. Eldzetes eredményeink
az sugalljak, hogy a Draper aktivalja a LAP-ot, amin keresztlil az axonfragmentumok a
lizoszomaba jutnak, majd ott degradalodnak.® Ennek koszonheten a sériilés kozelebbi és
tavolabbi pontjain elhelyezkedd sértetlen sejtek megmenckiilhetnek, mert nem pusztulnak el
egy kiterjedd és sokaig fennmarad6 gyulladas sordn, valamint a regeneracids folyamatok is
kdnnyebben végbe tudnak menni.

A draper gén nagyfoku atirasa axonsériilés soran a Draper-Src42a-Shark-Racl-Stat92E-draper
aktivacios kaszkadon keresztiil valosul meg, ami tulajdonképpen egy pozitiv feedback hurok.
A gliasejtek felszinén sériilés eldtti allapotban is talalhatok Draper fehérjék, és a korai
axontormelék fagocitozisa ezeken keresztiil valésul meg. Ezutan a Draper-Src42a-Shark-Rac1-
Stat92E szignalizacids ut aktivalasaval felkésziil a gliasejt a tobbi axontérmelék nagymeértéki
és gyors eltavolitisara a draper expresszids szintjének hirtelen novelésével.'® A draper gén
axondegeneracios folyamat soran a draper mellett még szamos gén aktivacidja megtorténik.
Drosophila gliasejtekben az MMP-k szintje is megnd, mikozben a Stat92E és a INK utvonal is
aktivalodik, ugyanis a Stat92FE és a dAP-1 transzkripcios faktor egyiittes jelenlétére van sziikség
ezen gének nagyfoku atirasahoz.'1%38 Ezt a folyamatot a Racl altal szabalyozott morfologiai
valtozasokkal egyiitt glialis aktivacionak hivjuk, amely emlds mikroglidkban is jelen van és
funkcionalisan kevéssé megértett. A  glidlis aktivacio  tilmiikodése hosszutava
neuroinflammacidhoz és neurodegeneracidhoz vezethet.

Kisérleteink soran el6szor azt a kérdést szerettiik volna korbejarni, hogy a LAP vagy a
kanonikus autofagia hozzajarul-e a Draper-Src42a-Shark-Racl-Stat92E szignalizacios Ut vagy
a JNK tutvonal aktivalasahoz. Kivancsiak voltunk, hogy a kezdeti Draper-szint altal beindulo
LC3-asszocitalt fagocitozis segiti-e a Stat92E aktivalasat, és ezaltal a draper atirasat vagy a
JNK tutvonalat. Ehhez az Atg5 glidkban torténd csendesitése mellett megvizsgaltuk a dAP-1 és
a Stat92E aktivitaisit a TRE-EGFP;repo-Gal4 ¢és a 10xStat92E-dEGFP;repo-Gal4
riporterkonstrukcion keresztiil szarnyban bekovetkezé sériilés utan 3 nappal. Az axotdmia utan
normal esetben mindkettd riporternek megnd a szintje a glidkban. Az Atg5 RNSi hatasara nem
csokkent a TRE-EGFP fluoreszcens jel szintje vagas utan, sét inkabb nagyobb lett a kontrollhoz

képest. A Stat92E aktivitasa ezzel szemben lecsOkkent, ¢s mar nem volt megfigyelhetd
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szignifikans valtozas a sértetlen és sértett szdrnyakban mérhetd jelintenzitas kozott. Ugyanezt
a kiséretet elvégeztiik Atg16 RNSI hattéren is a Stat92E riporterével, ami ugyanazt az eredményt
adta, mint az Atg5 csendesités.

Az Atg5 és az Atgl6 a kanonikus autofagidhoz és a LAP-hoz is nélkiilozhetetlen az Atg8a
melyik folyamat érintett a Stat92E aktivacidjaban. Ehhez kiilon-kiilon kisérletekben letitottiik
a Rubicon-t és az Atgl-et. A Rubiconra csak a LAP-ban van sziikség, az Atgl pedig egy olyan
autofag fehérjének a génje, ami csak az autofagia iniciaciojaban vesz részt, de a LAP-ban nem.
Az eredmények azt mutattak, hogy a Rubicon csendesitésének nincsen jelentds hatasa a Stat92E
aktivacigjaban. Az Atgl csendesités ezzel szemben tObbszori ismétlés utan is jelentds
csokkenést mutatott a 10xStat92E-dEGFP jelben sériilés utan, vagyis a sértetlen és sértett
szarnyak kozott nem volt szignifikdns intenzitasndvekedés 3 nappal a sériilés utan glidkban. Az
axontormelék eltakaritasat a LAP végzi, azonban el6z0 kisérleteink arra utalnak, hogy a Stat
szignalizaci6 esetében a kanonikus autofagianak egy kozvetett hatasat figyelhetjiik meg, ami
mas regulatorokon vagy szignalizacids utakon keresztiil hathat.

Melyek lehetnek az autofagia altal szabalyozott, a Stat92E-re hatd fehérjék? Az autofagia
szabalyozott modon képes egyes molekulak célzott lebontasara a szelektiv autofagian keresztiil.
Egyre tobb fehérjérol deriil ki, hogy rendelkeznek olyan motivummal vagy jol szabalyozhatd
poszttranszlacios moédositassal, amik ezt segitik eld.*® Kitiintetett figyelmet forditottunk a
Kenny fehérjének, ami az Imd ttvonal IKK kinazkomplexének az egyik tagja, és a velesziiletett
immunfolyamatok része. Kidertilt, hogy a Kenny rendelkezik egy LIR-motivummal, és azon
folyamatos immunvalaszt a zsirtestben, a kommenzalis baktériumok jelenlétében. Mivel
agyban eldidézett TBI esetében mar megfigyelték, hogy az Imd utvonal egyes célfehérjéi is
aktivalodnak gliakban®’, kivancsiak voltunk arra, hogy a szarnyban bekdvetkezd sériilés soran
van-e valamilyen szerepe az autofagianak a Kenny-n keresztiil a gliasejtekben. Az UAS-EGFP-
Kenny pontok formajaban volt jelen a szarny glidiban, ezért a pontok szamaban vizsgaltam a
valtozast. Erdekes modon 1 és 2 nap utdn még nem, de 3 nappal a sériilés utan mar szignifikans
csokkenés mutatkozott az UAS-EGFP-Kenny jelben. A kisérletet steril koriilmények kozott,
mikrobidlisan steril muslicatorzzsel is elvégeztem, ami ugyanezt az eredményt adta. A Kenny-
jel csokkenését tehat nem kiilsd vagy belsé fertdzés okozta, hanem az axonsériilés. A LIR-
mutans UAS-EGFP-Kenny'R esetében, illetve az UAS-EGFP-Kenny-nél Atg5 mutans hattéren
nem lattunk szignifikdns csokkenést a pontok szdmaban, tehat a csokkenés egy része az

autofagidnak koszonhetd. Ezutan megvizsgaltuk, hogy ezen utvonal negativ manipuldlasa
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okoz-e¢ valamilyen valtozast a Stat92E jelben. A kenny és ird5 (az IKK komplex masik
tagjanak) kiilon-kiilon torténd csendesitése nem valtoztatta meg jelentésen a Stat92E
aktivitasat. Mivel mindkét fehérje egy komplex része, a sztochiometriai viszonyok miatt nem
is biztos, hogy jelentds gatlas ala keriilt az Imd utvonal. Ennek kikiiszobolésére az IKK altal
aktivalt Relish transzkripcidos faktor aktiv fragmentjének a taltermelése mellett is
megvizsgaltam a Stat92E aktivitasat. Mivel az autofagia sériilés hatasara csokkentette a Kenny
szintjét, ¢és azt mar tudtuk, hogy az autofagia sziikséges a Stat92E megfeleld szinti
aktivalodasahoz, azt vartuk, hogy a Relish taltermelés a Stat92E jelben csokkenést fog
eredményezni a sértett szarny glidiban. Ezt a hipotézist tamogattak azok az eredmények is,
amelyek a Stat92E és a Relish antagonista szerepét bizonyitottak fert6zés soran Drosophila S2
sejtekben. Emellett a 10xStat92E-dEGFP riporterkonstrukcié Stat92E kotéhelyei (amik a
Socs36E célgénbdl szarmaznak) potencialis Relish kotéhelyekkel is atfednek, hasonléan ahogy
azt az S2 sejteken lattak bakterialis fertézés soran.?® Ez a hipotézis viszont megddlt, a Relish
tultermelése ugyanis szignifikdns emelkedést mutatott a 10xStat92E-dEGFP intenzitasaban
sériilés utan 3 nappal. A Kenny egy részének autofagia 4ltal torténd lebontésa tehat nem azt a
célt szolgalja, hogy a Stat92E felszabaduljon egy gatlas aldl, és ezaltal aktivabb lehessen, hiszen
ugy tinik, hogy az titvonal inkabb egylittmiikddik a Stat92E-vel. Ez sem egy teljesen 0] jelenség
az irodalomban, ugyanis vannak olyan gének, amelyeknek az expresszids szintje csak akkor nd
meg jelentdsen, ha a Stat92E és a Relish transzkripcids faktor is jelen van. Ilyen példaul a totA,
aminek expressziojat a hemocitdkban szeptikus sériilés hatasara a Stat92E és a Relish is
serkenti .2” A Kenny szelektiv autofagia altal torténd lebontasa valdsziniileg inkdbb az autofagia
altalanos serkenésének tudhato be sériilés utan. Mivel a LIR- és autofdg mutansokban is van
kis mértékii csokkenés a Kenny-pontok szamaban, el6fordulhat, hogy a csokkenés masik része
a Kenny mobilizacigjanak koszonhetd, amely soran a Relish-t is aktivalja. Az is lehetséges,
hogy a Kenny nem a Relish-en, hanem mas faktorokon keresztiil hat a Stat92E miikodésére.

A tovabbi megvizsgalt, a Draper alatt, az autofagiaban, illetve a Stat92E felett hatd fehérjék
koziil a Ref(2)P, az Ack, a Ptp61F, az Src64b ¢és a FER fehérjék RNS-szinten torténd
manipulalasa nem eredményezett szignifikans valtozast a Stat92E aktivitasaban. A Su(var)2-
10 SUMO ligéz taltermelése mellett viszont mar szignifikansan alacsonyabb aktivitast kaptunk
a sértett szarnyban gliakban a kontrollhoz képest, mig a Su(var)2-10 RNSi hattéren vizsgalt
aktivitds erdsebb lett. Kivancsiak voltunk arra, hogy az autofigia vajon hatdssal lehet-e a
Su(var)2-10 szintjére sériilés utan, mivel a 10xStat92E-dEGFP jel intenzitasanak a valtozasa
ellentétesen alakult a sériilés soran autofag gének RNS-interferencidja €s a Su(var)2-10

csendesitése mellett. Mivel a Su(var)2-10 a Stat92E negativ regulatora, elképzelhetd, hogy
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glialis sejtekben is hatdssal van a fehérjére. Emellett nemrég kimutattak, hogy a Relish is képes
SUMOilalodni a Su(var)2-10 altal, ami a Stat92E-hez hasonldan itt is negativan hat a

transzkripcios faktor aktivitdsara.*®

Drosophila fejekben vizsgéaltuk meg a Su(var)2-10
szintjének valtozasat Western blottal. A sértett allatokban TBI-vel idéztiink el axonsériilést. A
kvantifik4cio soran kidertilt, hogy a Su(var)2-10 szintje a sértett allatok fejében szignifikdnsan
alacsonyabb, vagyis a sériilés hatdsara lecsokken. Ez a csokkenés viszont mar nem volt
szignifikans az Atgl0l autofag mutansban. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a Su(var)2-10
csokkenése az autofagian keresztiil valosul meg.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Stat92E aktivalasaban kulcsfontossagu szerepet tolt be a
kanonikus autofagia. Az eredmények alapjan feltételezziik, hogy az autofagia a Su(var)2-10
negativ Stat92E regulator lebontasan vagy represszidjan keresztiil fejti ki pozitiv hatasat. A
Stat92E aktivitasanak novelésében az autofadgia mellett az Imd utvonal Relish transzkripcios
faktora is részt vesz. A Su(var)2-10 autoSUMOilécios aktivitasa €s lehetséges SUMO-fiiggd
poliubiquitilacioja felveti a szelektiv autofagia szerepét a Su(var)2-10 lebontasaban.

A jovében ezen eredményeket szeretnénk megerdsiteni tobbféle megkozelitésbol. A Su(var)2-
10 gliaspecifikus mennyiségbeli valtozasat immunfestéssel fogjuk megvizsgalni. A Su(var)2-
10 taltermelését az UASp csiravonalban is aktiv enhancer-promoéter alkalmazéasa helyett
szomatikus sejtekben megfeleléen expresszalédd konstrukttal fogjuk elérni transzgén
bejuttatasaval. Mindemellett a kenny, valamint az Ack taltermeléséhez és mRFP1-gyel valo
jeloléséhez is készitiink jelenleg egy-egy tlltermeld torzset. Az Ack az emlés Stat-ok egyik
kinaza.®® A Relish hianyanak hatdsat domindns negativ mutdnsok alkalmazasaval
transzheterozigotakban fogjuk vizsgalni. A Stat92E-nek és a Relish-nek egy mar bizonyitott és
leirt k6z0s célgénjér6l atirodo fehérjét, a Listericin-t is EGFP-vel fogjuk jeldlni egy
transzgenikus muslicatorzsben. A draper gén transzkripcidjat sériilés utan egy altalunk gyartott
drpr-Gal4 altal hajtott destabilizalt GFP-vel fogjuk mérni. Végiill a gliakban sériilésre

aktivalodo Stat92E, Draper, autofagia és Imd utvonal kozotti kapcsolatok tovabbi megismerését

szarny RNS-szekvenalassal fogjuk tamogatni.

6. TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Vincze Virag nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benyujtott ,,Az axonsériilésre
aktivalodo Stat92E transzkripciés faktor kapcsolata az autofagiaval és a velesziiletett
immunitassal Drosophila gliasejtekben” cimii palyamunkamban leirtak esetében az alabbi

munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:
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Részfeladat A részvétel mértéke

(otfokozatu skalan jellemezve)

Rekombinans torzsek létrehozasa

Sziizek gytiijtése

Keresztezések 0sszeallitasa a kisérletekhez

Steril Drosophila torzs elkészitése

Antibiotikum-koktél elkészitése a steril Drosophila taptalajhoz

Szarnyak vagasa (axotomia)

Mikroszkopos vizsgélatok

Adatok kiértékelése és statisztikai feldolgozasa

Mintagytijtés és mintaelokészités a Western blothoz

Al OB~ W

Western blot

Kelt: Szeged, 2022. november 14.

A nyilatkozatban foglaltak helyességét

“megerdsitem:

o Vidoy i

o,
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