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1. OSSZEFOGLALO

A krinoféagia foként szekrécios sejtekre jellemz0 sejtes onemésztd folyamat. Ennek sordn az
eloregedett vagy felesleges szekrécids granulumok lizoszémakkal kozvetlentil egyesiilnek.
Laborunkban 2018-ban mar azonositottdk a szekrécids granulum-lizoszoma fuzidhoz
kozvetleniil sziikséges Rab fehérjéket, panyvazo- és SNARE-komplex alegységeket, azonban
még nem ismert, hogy ezek a granulumok milyen mddon jelolédnek ki a lebontdsra. Az
ubiquitin (Ub) altalanosan degradativ szerepekkel asszocialhaté fehérje mely valtozatos mono-
illetve poliubiquitin formakban képes befolyasolni szubsztratfehérjéinek sorsat. A
proteaszomalis degradacion tul, szerepét leirtak mar a szelektiv makroautofagiaban, de a fehérje
szamos szignalizacidés utvonalban nem-degradativ szerepeket is betolt. Ezeket, illetve azon
koradbbi eredményeinket figyelembe véve, melyek szerint az ubiquitin kimutathaté a
valadékszemcsék membranjahoz lokalizdlva pontosan a fejlodés soran zajlé krinofagia
indukciojakor, elképzelhetének tartottuk, hogy a krinofagia szabalyozasaban is lehet

jelentdsége.

Egy E2 Ubiquitin-Konjugél6 enzimeket érintd kisléptékii genetikai sziirés soran felfedeztiik,
hogy a Bendless nevii, K63-kapcsolt poliubiquitinre specifikus enzim hidnyaban a krinofagia
nem képes a fejlodési programnak megfelelden végbe menni az ecetmuslica (Drosophila
melanogaster) larvalis nyalmirigyében. Hasonlo fenotipust fedeztiink fel a Cylindromatosis
deubiquitinilaz fehérje esetében is. Ez a két eredmény egylittesen arra mutat, hogy a
krinofagidban fontos szerepet jatszhat egy vagy tobb K63-kapcsolt poliubiquitinilacios
esemény. A krinofagidhoz vezetd utvonal feltérképezése érdekében megvizsgaltuk a Bendless
eddig ismert, illetve feltételezett interakcios partnereit, ezek hianya azonban nem okozott
krinofagia-defektust, ami arra utal, hogy a K63 kapcsolt poliubiquitin nem jelatviteli
komponensek modulédldsan keresztiil fejti ki hatdsat a krinofagia folyamatdban, hanem a

granulumok lebontasi utra vald terelésében.



2. ROVIDITESJEGYZEK

Rovidités angol magyar

Akt Ak strain transforming AK torzset transzformalo

ATP adenosine triphosphate adenozin-trifoszfat

ben bendless

cDNS complementary DNA komplementer DNS

CMA Chaperone-mediated autophagy | Chaperone-medialt autofagia

Cnot4 CCR4-NOT transcription CCR4-NOT transzkripcids komplex 4.

complex subunit 4

alegysége

C-terminalis

carboxyl terminal

karboxil-terminalis

CYLD Cylindromatosis Cilindromatdézis

DAPI 4’,6-DiAmidino-2-Phenylindole | 4°,6-diamidino-2-fenilindol

DsRed Discosoma sp. red fluorescent Discosoma faj piros fluoreszcens
protein fehérje

DUB deubiquitinylase deubiquitinilaz

El E1 ubiquitin-activating enzyme | E1 ubiquitin-aktival6 enzim

E2 E2 ubiquitin-conjugating enzyme | E2 ubiquitin-konjugalé enzim

E3 E3 ubiquitin-ligase E3 ubiquitin-ligdz enzim

fkh fork head

GAL4 Galactose 4 regulon Galaktoz 4 regulon

GFP Green Fluorescent Protein Zo6lden fluoreszkal6 fehérje

GTP Guanosine Triphosphate Guanozin-trifoszfat

GTP-az Guanosine Triphosphatase Guanozin-trifoszfataz

HOPS Homotypic fusion and vacuole Homotipikus fazi6 és vakuolaris fehérje
protein sorting valogatas

IL-1 Interleukine-1 Interleukin-1

Iru Iruka

INK C-Jun N-Terminal Kinase c-Jun N-terminalis kindz

Jra Jun-related Antigen Jun-szeri antigén

K48 lysine48 lizin48




K63 lysine63 lizin63

Lampl1 Lysosomal associated membrane | Lizoszomahoz kapcsolodod
protein 1 membranfehérje 1

Lck lymphocyte-specific protein limfocita-specifikus fehérje tirozin-
tyrosine kinase kindz

LR Lamp-Ring Lamp-gytirti

MI methioninel metioninl

MMS2 Methyl Methanesulfonate metil-metanszulfonat-érzékeny 2
Sensitive 2

NF-xB nuclear factor k-light-chain- az aktivalt B sejtek k-konnytilanc-
enhancer of activated B cells serkentd nuklearis faktora

nopo no poles

PBS Phosphate Buffered Saline Foszfat-pufferelt sdoldat

pH pondus hidrogenii

Plekhml1 Pleckstrin homology domain Pleckstrin homolog domént tartalmazo
containing family M member 1 csalad M tagja 1

Rab Ras-related proteins in brain Ras-sal rokon fehérjék az agyban

RNAIi RNA interference RNS-interferencia

RPF Relative to Puparium Formation | a bebabozodashoz képest

Sgs3 Salivary gland secretion 3

SIFT Scale-Invariant Feature Skalainvarians Jellemz6
Transform Transzformacid

sinah seven in absentia homologue

Snap Soluble NSF Attachment Protein | szolubilis NSF-hez k6t6d6 fehérje

SNARE Soluble N-acetylmaleimid Szolubilis N-acetilmaleimid-Erzékeny
Sensitive Factor Receptor Faktor Receptor

Syx Syntaxin Szintaxin

Tab2 TAKI1-Binding Protein 2 TAK1-ko6to fehérje 2

Takl TGF-Beta Activated Kinase 1 TGFbéta-aktivalt kinaz 1

TLR Toll-Like Receptor Toll-szerl receptor

TNFa Tumor Necrosis Factor a Tumor nekrézis faktor

TNFR Tumor Necrosis Factor Receptor | Tumor nekrézis faktor receptor




Traf6 TNF Receptor Associated Factor | TNF Receptor Asszocialt Faktor 6
6

UAS Upstream Activating Sequence Felfel¢ Aktivalo Szekvencia

Ubal Ubiquitin-Like Modifier- Ubiquitinszerti Modosito-aktivald
Activating Enzyme 1 enzim 1

Ubcl3 Ubiquitin-Conjugating Enzyme | Ubiquitin-konjugal6 enzim E2 13
E2 13

UevlA Ubiquitin-Conjugating Enzyme | Ubiquitin-konjugal6 enzim E2 Varians
E2 Variant 1A A

UPR Ubiquitin-Proteasome System Ubiquitin-Proteaszoma rendszer

Vamp Vesicle Associated Membrane Vezikulahoz kapcsolodo
Protein membranfehérje

wgn wengen




3. BEVEZETES

Az ¢l6 sejtek homeosztazisanak fenntartdsa érdekében a sejten beliili anyagok folyamatos
felépitése, ujrahasznositasa és lebontasa elengedhetetlen folyamat. Erre tobbféle stratégia is
kialakult az evolicid soran, a lebontandd anyag kémiai jellemzo6itdl, lokalizacidjatol és
mennyiségétdl, méretétdl fliggden.

Az egyik jol ismert ilyen lebontd molekularis apparatus a sejtekben az ubiquitin-
proteaszoma rendszer (UPR), mely elsdsorban a citoplazmatikus fehérjék lebontasaért felelds.
Az ubiquitin maga egy kis tomegti, evolicidsan konzervalt fehérje [1, 2]. Elsddlegesen az UPR
degradacios szignaljaként funkcional, tehat ubiquitinilacié altal elsdsorban citoplazmatikus
fehérjék kiildhetdk a proteaszomaba, ahol azok rovid peptidekre esnek szét. A peptidek tovabb
bonthatok aminosavakkd, amik ezt kdvetden uj fehérjék szintézis¢hez hasznalhatok, vagy
tovabbi degradéaci6 altal ATP nyerhetd beldliikk. Ezen kiviil az ubiquitin betdlthet nem-
degradativ szignalizacios funkciot is, valamint a szerepét leirtdk mar lizoszoman végz6do
utvonalakban is, mint példaul a szelektiv makroautofagia és a receptor-medialt endocitozis [3,
4]. Az ubiquitin egy haromlépéses folyamat soran keriil r4 a szubsztratfehérjére: az elsd
Iépésben az E1 ubiquitin-aktivaldo enzim egy ATP molekula hidrolizisének szabadentalpia-
valtozasat felhasznalva aktivalja az ubiquitin C-terminalis végét. A masodik Iépésben az
aktivalt ubiquitin atkeriil az E2 ubiquitin konjugaldé enzimre, amely képes E3 ubiquitin-
ligdzokhoz kapcsolddni. Az E3 enzim specializéltan ismeri fel a szubsztratot. Az utolséd
Iépésben az aktivalt ubiquitin az E2-r6l (bizonyos esetekben az E3-on keresztiil) a szubsztrat

valamely lizin oldallancdhoz ko6tddik egy izopeptid-kotéssel [2].

Nagyobb méretli lebontand6 részecskék, példaul sejtszervecskék, fehérjeaggregatumok
esetén a sejtek makroautofagiaval (a sejtes onemésztés legismertebb tipusaval) bontjak le belsd
anyagaikat [5]. Az autofagia egy masik kevésbé ismert formaja a krinofagia, amely szekrécids
sejtekre jellemz6 degradativ folyamat, melynek sordn egy eldregedett, sériilt vagy felesleges
szekrécios granulum membranja kozvetleniil egyesiil a lizoszoma membranjaval (1. abra). A
folyamatot a hatvanas években finyelték meg eldszor, patkdnyok hipotalamuszanak
elektronmikroszkopos felvételein [6]. A szakma egy része a krinofagiat nem sorolja a szigoruan
vett autofagia tipusai k6z¢, mert a granulumok belsejében 1évo szekrétum a funkciodjat a sejten
kiviil tolti be, igy elméleti szempontbdl nem a sejt sajat anyaga, ergo nem tekinthetd autofag
folyamatnak [7]. Krinofagia elméletileg minden olyan sejtben megfigyelhetd, amely

valamilyen szekrécios tevékenységet végez, de legkdnnyebben mirigysejtekben vizsgalhato.
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Ennek ellenére a folyamat szakirodalma kicsi, mert molekularis mechanizmusarol és
szabalyzasarol keveset tudunk, és nem lehet egyszerien indukélni, mint példaul az éhezési

makroautofagiat.

1. dbra: A krinofagia sematikus folyamata Smith és Farquhar cikke alapjan [6]. A homotipikus fuzi6 altal 1étrejovo
érett szekrécios granulumok egy része szekretalédik a sejtb6l, masik része viszont lizoszomakkal valé fizio altal
krinoszomava alakul, beltartalma lebomlik.

A krinofagia eddig ismert molekularis résztvevoit az ELTE munkatarsai irtak le 2018-ban
(2. abra) [8]. Felfedezték, hogy a krinofagiahoz sziikséges SNARE komplex a Drosophildban
hasonl6 Osszetételli, mint a makroautofagiara jellemzé komplex (Snap29, Vamp7, Syx17),
azonban masik Syntaxin fehérje sziikséges hozza (Syx13). Ezen til a fuzidhoz sziikséges
panyvazé komplex, a HOPS szerepét is bebizonyitottdk, valamint az ezek toborzasat
megelézden a granulumokra és a lizoszomakra lokalizalodé kis GTP-azokat, a Rab2-t és a
Rab7-et is azonositottak. Arra sajnos még nem deriilt fény, hogy a krinofagia milyen jel hatasara
indukaloédik, és milyen egyéb komponensek sziikségesek ahhoz, hogy a fejlddésgenetikai
programban meghatarozott médon mehessen végre. Az én kutatdsom ennek a problémanak a

kibontasara fokuszal.



Csizmadia és mtsai. 2018 alapjan

Szekrécios granulum
Rab2/Rab7 Kis GTP-azok .Oﬂ \
Plekhm1 Adaptor
HOPS komplex Panyvazo
komplex /\
Syx13 SNARE komplex \_’/

Snap29

Vamp7 Lizoszoma

Krinoszoma

2. abra: A krinofagia eddig ismert molekularis komponensei ecetmusliciban, Csizmadia és munkatarsai munkaja
alapjan [8]. A granulumokra el6szér a Rab2/7 kis GTP-i4z molekuldk lokalizdlodnak, ezekhez toborzédik a Plekhm1
adaptor és a HOPS panyvazé komplex, melyek a lizoszémat és a granulumot megfelelé tavolsagban rogzitik egymashoz
képest. Ezek utan a krinofagiara jellemz6 SNARE-komplex segitségével létrejon a membranfuzio a két kompartment
kozott, kialakul a krinoszéma.

A krinofagia eddigi molekularis komponenseit ecetmuslica larvalis és prepupalis
nyalmirigy¢ébdl irtdk le. Ez a szovet azért idedlis a folyamat vizsgéalatdhoz, mert a sejtek nagy
méretiick, €és nagy mennyiségli szekrétum keletkezik benniik, melyek szinkronizalt modon
szekretalodnak vagy bomlanak le. A krinofagia fejlddésgenetikailag meghatarozott modon
jatszodik le a nyalmirigyben, ezért nincs sziikség mesterséges indukciora [8, 9]. Ezen feliil az
ecetmuslica széles korben ismert és alkalmazott genetikai modellorganizmus, igy genetikai

allomanyanak manipulalaséra széleskorti eszkoztar all rendelkezésiinkre (hiv).

A muslicalarvak a bebabozodast megelézéen kimasznak a tenyésztd liveg falara (L3
vandorlo larva stddium). Ebben az iddszakban kezdédik meg a Glue (ragasztd) fehérjék
szintézise, melynek funkcidja, hogy az iiveg falahoz rogzitse a bebabozodo allatot, majd ott
tartsa a kikelésig. A granulumok 6 6raval a babozodas elott (-6 h RPF) érettek, kitoltik a
nyalmirigysejtek citoplazmajat; ilyenkor az allatok még intenziv mozgéast végeznek. A
szekrécid mintegy 2 oraval a bebabozodas eldtt mar megkezdddik, ilyenkor az éallatok mar
kevésbé mozognak, 0sszehuzodnak, a larvabdr felszine hullamos lesz, és a spirdkulumok
kiemelkednek az anterior végen. A szekréciot kovetden a sejtben maradd granulumok
lizoszomakkal egyesiilnek, elsavasodnak [10]. Az eldbab, vagy fehér bab bdre sima felszin,

spirdkulumokkal rendelkezik, és mar nem mozog (0 h RPF). Ezek nyalmirigyében az el nem



savasodott granulumok szama elenyészd €s megkezdddik azok lebontasa; késobb a larvalis

sejtek programozott sejthaldl altal elpusztulnak.

Kisérleteim a krinofagia kutatasanak teriiletén jelenleg az ubiquitinilacié egy kevéssé ismert
altipusara, a K63-kapcsolt poliubiquitinilaciora fokuszalnak. Mig a proteaszomalis degradacid
szignalja altaldban a 48-as lizinen keresztiil kapcsolt poliubiquitin, addig a 63-as lizinen
keresztiil kapcsolddod poliubiquitin sokréti, elsésorban nem-degradativ funkciokat lat el [11,
12]. Az ubiquitinilaci6 a végletekig specifikalhatd folyamat, igy nagyon sok kiilonb6zé E2, E3
¢és deubiquitinilaz (DUB) fehérje talalhatd egy-egy sejtben, ami a finomszabalyozast lehetdvé
teszi [13]. Kisebb, de igy is szamottevd a diverzitas, ha csak a K63-kapcsolt poliubiquitinre
fokuszalunk. Ezt a tipust ubiquitinilaciot mégis az teszi vonzé vizsgalati teriiletté, hogy az E2
enzimek koziil csak egy olyan van, amely specifikusan K63-kapcsolt poliubiquitint hoz 1étre:
ez az Ubc13, Drosophildban Bendless (ben). Ez alapjan ugy gondolom, hogy ennek az E2-nek
a vizsgalata 6nmagaban reprezentalhatja az 6sszes K63-kapcsolt poliubiquitinilacio szerepét a
krinofagiaban.

A Ko63-kapcsolt poliubiquitinilacionak fontos szerepe van az NF-xB ttvonalak
szabalyozasaban, melyek a sejtek talélését, novekedését és az immunvalaszt serkentik [14]. Az
NF-xB-n végzddo ttvonalak (TLR, IL-1, TNFa) receptorai kortil altalaban olyan szignalizacios
komplex jon létre, melyben K63-kapcsolt poliubiquitin is megjelenik, és sziikséges a
jeltovabbitashoz [15]. Ezt leggyakrabban a Traf6 E3 ubiquitin-ligdz fehérje hozza létre, mely
specifikusan az Ubc13/UevlA E2 heterodimerrel van komplexben [16]. A Tumor Nekrozis
Faktor o Utvonal egy evolucidésan konzervalt jelatviteli Ut, igy a benne szereplé Traf6 (E3),
Ubcl13 (E2), UevlA (E2 varians) és Cylindromatosis (DUB) fehérjék ortologjai megtalalhatok
ecetmuslicaban is. A K63-specifikus E2 a Bendless, a Traf6, az Uevl A ¢és a Cylindromatosis
(CYLD) a human ortologokkal azonos nevet viselik. Eltérés viszont, hogy mas tobbsejtii
szervezetekkel ellentétben a muslicdkban csak egy (katalitikusan inaktiv) E2 varians van

(UevlA), mig példaul az emlésokben kettd (Uevl A és MMS2) [17].

A szignalizaciés komplexben nem csak K63, hanem K48-kapcsolt poliubiquitin is
megjelenhet, ami a proteaszomalis degradacié felé tereli a fehérjéket, igy a jeltovabbitas
ledllhat. A CYLD az NF-«B utvonalon a K63-kapcsolt poliubiquitint preferalja, ezaltal az
utvonal negativan szabalyozddik altala [18]. Reiley és munkatarsai kimutattak azonban, hogy
egerek timocitdiban az Lck K48-kapcesolt poliubiquitinjét is eltavolitja, ami felerdsiti az NF-xB
utvonalat, viszont lecsendesiti a JNK utvonalat [19]. A Tumor Nekrozis Faktor o

szignalizacioja NF-kB-n ¢és JNK-n is végzddhet, itt tehat a CYLD-nek fontos eldontd szerepe
10



lehet abban, hogy milyen valaszt adjon a sejt az adott kontextusban. Xue €s munkatarsai
kimutattak, hogy ecetmuslicaban a CYLD a JNK utvonalat pozitivan szabalyozza [20]. Reiley
eredményeire tamaszkodva azt javasoljak, hogy ez K48-kapcsolt deubiquitinilacio altal
valosulhat meg, azonban ezt biokémiai Gton nem erddsitették meg. David Komander human
CYLD-del végzett kutatdsaibol kideriil, hogy bar az képes hasitani a K48-kapcsolt
poliubiquitint is, a K63-ra sokkal nagyobb az affinitdsa [21]. Azt is bemutattdk, hogy ez a

specificitas foként a 12. és 13. béta-redd kdzotti hurok meghosszabbodasanak kdszonhetd.

Az alabbiakban bemutatom, hogy kisérleteim alapjan a ben és a CYLD géncsendesitése
hasonld, fuzids defektus fenotipust okoz. A szakirodalmi adatok alapjan mindkét fehérje
pozitivan szabalyozza a c-Jun N-terminal Kinase (JNK) utvonalat, ezért megvizsgaltam a
Tumor Necrosis Factor a (TNFa) -JNK tutvonal tobb komponensét is, mert lehetséges, hogy

ugyanazon az utvonalon keresztiil hatnak.
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4. CELKITUZESEK

Az elsédleges célom annak eldontése, hogy a K63-kapcsolt poliubiquitinilacionak lehet-e
barmilyen szerepe a krinofagia iranyitasaban, azaz a szekrécids granulumok lebontési tutra
terelésében. Ehhez a legcélravezetdbb kisérlet a K63-kapcsolt poliubiquitint specifikusan
konjugald E2 enzim, a Bendless krinofagiara gyakorolt hatasanak vizsgalata
granulumsavasodast, granulum-lizoszoma fuziét ¢és  ubiquitinlokalizaciot — vizsgald
rendszerekkel. Abban az esetben, ha a ben sziikséges a krinofagidhoz, érdemes
kiindulopontként hasznalni tovabbi fehérjék vizsgalatdhoz. Véleményem szerint a leggyorsabb
modon a Bendless szakirodalomban rogzitett interakcids partnereinek vizsgalataval lehet
felderiteni 0 krinofagia-szabalyoz6 géneket. A szemfejlddésben is szerepet jatszo TNFa-
utvonal komponenseinek genetikai sziirését is a célkitlizéseim kézé veszem, mert itt jol

kimutathaté a Bendless szignalizacidban betoltott szerepe.

5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Drosophila torzsek

Sgs3-GFP (Glue-GFP) [9], Sgs3-DsRed [22] (Glue-Red), UAS-GFP-Lampl [23], fkh-GAL4
[24] (Berry, 2007), Sgs3-GAL4 [25], ben® k199538 [26], CYLD®P*%° [27], sinah®P7*"0 [27],
Iru! 198283 3 NIG-Fly torzskozpontbol [28], nopo®K1%198 [27], Traf6!™50380 [29], UAS-Traf6.S
[30], Ak£MS00007 (291, Uey ] AHMS05413 [317, ywgnOLCOI716 291, Jra’FO115 [32], Tak1™/02053 [29],
Tab2’F3353 [31].

Az éllatokat 25 °C-on neveltem, sztenderd kukoricaliszt-alapt taptalajon, lapos alju, vattaval

ellatott tenyésztdcsovekben.

5.2. UAS-GALA4 rendszer

A vizsgalati konstrukcioink miikodése az UAS-GAL4 kétlépcsOs génexpresszios rendszeren
alapszik [33]. A riportertdrzseinkben egytdl-egyig talalhatdé GAL4-forrasként szolgalo
transzgén (forkhead-GAL4, az Akt RNAI vizsgéalatanal Sgs3-GAL4). A transzgén egy altalunk
valasztott gén promoter régidjabol ¢és az ¢élesztdgombabol (Saccharomyces cerevisiae)
szarmazd GAL4 fehérje cDNS-ébdl all. Igy a GAL4 idoébeli és térbeli kifejezése

szabalyozhatova valik, ezzel elkeriilve a nem kivanatos szisztematikus hatasokat. Ezeket az
12



allatokat olyanokkal keresztezziik, melyek egy UAS-transzgént tartalmaznak. Az Upstream
Activating Sequence az ¢lesztd genomjabol szarmazd promoter szekvencia, melyhez a GAL4
fehérje enhanszerként kotddik. A GAL4-kotdédés hatasara az UAS-t kovetd gén atirhato,
taltermeltethetd. Ily médon expresszalhatunk riportergéneket (pl. UAS-GFP-Lampl), vagy
RNS-interferencia szekvencidkat is, mellyel géncsendesitést valthatunk ki. A rendszer

mukodését a 3. abra szemlélteti.

Fork head fkh-Gal4 transzgén Csak UAS-6x mCherry fkh-Gal4 és
(fkh) esetén a Gald nincs Gal4 forras = nincs UAS-6x mCherry
expresszidja expresszidja transzgén expresszio

nowo

3. abra: Az UAS-Gal4 rendszer miikodése az ecetmuslica nyalmirigyében. A fkh gén specifikusan a nyalmirigyben
expresszalédik vandorlo larvakban. A fkh promotere utan illesztett GAL4 kodolé szakaszrél igy csak a nyalmirigyben
keletkezik GAL4 fehérje. Az UAS enhanszerrel rendelkezé transzgének (pl. 6x mCherry) indukcié nélkiill nem
expresszalédnak, azonban, ha GAL4 is jelen van a sejtekben, az elinditja az UAS utdn 4116 génszakasz transzkripcidjat.
Ezzel a rendszerrel térben és idében szabalyozhaté a transzgének expresszidja.

5.3. Fluoreszcens riporterrendszerek

Egy-egy gén krinofagiaban jatszott szerepének megallapitdsahoz az adott génre RNS
interferenciat hordozé Drosophila melanogaster himeket keresztezziik a riportertdrzseink sziiz

allataival.

El6szor a Glue Flux (GF) torzzsel vizsgalunk, mellyel a granulumok savasodéasa kovethetd.
A GF genotipusa: Sgs3-GFP (Glue-GFP), Sgs3-DsRed (Glue-Red); fkh-GAL4. Ebben a
rendszerben a semleges pH-ju, sértetlen granulumok GFP-re és DsRed-re is pozitivak, mely a
kompozit képeken fehérként jelenik meg. A GFP az alacsony pH-ra erdsen érzékeny, igy az
elsavasodo, lizoszomakkal egyesiilé granulumokban reverzibilisen inaktivalodik. A 1étrejovo

krinoszomék ezért csak a DsRedre pozitivak (magenta szin). A rendszer fluoreszcens
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mikroszkopos képei a 4. abra felsé soraban lathatéak. Az Akt RNAI esetében egy késobbi
promoterli GAL4 forréast, az Sgs3-GAL4-et alkalmaztam, mert a fkh promoter esetében a
nyalmirigyek nem fejlédtek ki.

Ha a granulumok nem savasodnak el 0 h RPF éllapotban, az RNS interferencia térzseket a
Lamp-Ring (LR) rendszerrel is keresztezziik, mert a granulumok savasodasanak defektusat
nemcsak a szekrécids granulum-lizoszoma fizid gatlédasa, hanem a lizoszomalis elsavasodas
defektusa, példaul a protonpumpak defektusa is okozhatja. Az LR genotipusa Sgs3-GFP, UAS-
GFP-Lampl; fkh-GAL4. Ebben a rendszerben a granulumok ¢és a lizoszoémak fizidja esetén,
mintegy 2 6raval a bebabozodas eldtt (-2 h RPF), a DsRed pozitiv granulumok koriil nagy
mennyiségben jelennek meg GFP-gytirik. A Lampl primer lizoszdma-szeri struktarakbol
érkezik, tehat a rendszerrel j6l monitorozhat6 a granulum-lizoszéma fzi6 allapota. A GFP a
Lampl C-termindlisan, a luminalis oldalon talalhatd, igy a gytriik rovidesen elhalvanyulnak a
krinoszémak alacsony pH-ja miatt.

Riporter-
rendszer/ -6 h RPF

Transzgének

GlueRed,
GF  GlueGF;
fkh-Gal4

GlueRed,
Lampl-
GFP;
fkh-Gal4

LR

4. abra: A Glue Flux (GF) és a Lamp Ring (LR) fluoreszcens riporterrendszerek idésorozata [8]. GF-ben 6 o6raval
a babozodas elétt (-6h RPF) a nyalmirigysejteket GFP-DsRed kettds pozitiv granulumok toltik ki. -2 h RPF stadiumban
a nyalmirigy lumenében megjelenik a kettés pozitiv szekrétum, a sejtekben pedig egyre tobb, csak DsRed-pozitiv
granulum jelenik meg. 0 h RPF staidiumban mar f6ként csak DsRed-pozitiv granulumokat latni, GFP-pozitivat alig. Az
LR rendszerben a granulumokat DsRed jeloli, a lizoszomélis membrant GFP-Lampl. -2h RPF stadiumban, rovid idére
GFP-gyiirii jelenik meg a DsRed-pozitiv strukturak koriil, mely 0 h RPF idépontra el is halvanyul.
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5.4. Mintaelokészités

A vizsgalathoz a nyalmirigyeket vandorl6 larvastadiumu (bebabozddas elétt 6 oraval 1évo =
-6 h RPF) illetve fehér bab allapott (0 h RPF) Drosophila melanogaster allatokbdl boncoltam
Zeiss Stemi DV4 sztereomikroszkop alatt, 4% paraformaldehidet tartalmazé PBS-ben
(Phosphate Buffered Saline). A mintakat 9:1 aranyu PBS-glicerin elegyben fedtem le, ami
1:1000 higitasban Hoechst (1:1500) sejtmagfestéket tartalmazott.

5.5. Képalkotas

A fotokat két allomason készitettem. A Carl Zeiss Axiolmager Z1 ApoTome-mal felszerelt
epifluoreszcens mikroszkopot 40x-es nagyitasi EC Plan-NeoFluar objektivvel hasznaltam, és
a fotokat az AxioVision 4.8.2 szoftverrel rogzitettem. Az Axiolmager M2-vel késziilt képeknél
40x-es Plan-Apochromat objektivet, valamint a Zeiss ZEN 2 (blue edition) mikroszkop

szoftvert hasznaltam.

5.6. Szamszeriisités, statisztikai analizis

Minden relevans genotipusbol legalabb 6 kiilonbozd éallat nydlmirigyét vizsgaltam meg a
kovetkeztetések levonasa el6tt, ugyanakkor megbizhatd statisztikai analizishez elegendd
fényképmennyiséget csak a bendless illetve a cylindromatosis gének vizsgalatabol sikertilt
késziteni. Ennek oka, hogy a GF vizsgalorendszer 2022. oktoberétdl kezdve nem a megszokott
elsavasoddsi mintat mutatta, és a korabbi kontroll képekkel Osszehasonlitva is szignifikans
eltérést mutatott. Emiatt az ebben az idészakban vizsgalt torzseknél (bendless interaktorok és
TNFa utvonal komponenseinek géncsendesitései) a statisztikai analizist nem hajtottam végre.
Ezeket a kisérleteket el6bb meg kell ismételni, miutan a GF vizsgalorendszert ujrakereszteztiik,

felfrissitettiik.

A ben és a CYLD géncsendesitésének hatdsat a GF rendszerrel lathatd fenotipusok alapjan
szamszerisitettem. A felvételeken lathato granulumokat (3-8 pm atmérdjii DsRed foltok) GFP-
pozitivitds alapjan osztalyoztam a ,,gfp-ring-detector” nevii, 0j fejlesztésii segédprogram
segitségével, melyet Lezsdk Domonkos harmadéves Informatika BSc szakos hallgaté készitett
a laborunk szamdra [34]. Ez eredetileg a Lamp-Ring gytiriik szamszeriisitését célozta meg,
azonban kiilon fejlesztési dgon rendelkezésre all a GF rendszeriinkhdz késziilt valtozat. A
program elsé 1épésben elvalasztja a DsRed csatornan 1évé granulumokat a hattértl a SIFT
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(Skala-invarians Jellemzd Transzformacio) algoritmus segitségével. Ezutan a paraméterként
megadott granuluméatmérdn beliil 6sszehasonlitja a GFP és a DsRed jel intenzitasat. A GFP
csatorndn a hattértdl valo elvéalasztas érdekében egy kiiszobot definidlunk, amely alapjan GFP-
pozitiv (intakt) és GFP-negativ (elsavasodott) osztalyokra bonthatok a granulumok. Ezt a
kiiszobot tngy igazitottuk, hogy az igy Ilétrehozott eredmények a laborunk korabbi
publikacidjdhoz hasznalt, kézi szamoldssal végzett eredményeket tlikrozzek [8]. A
statisztikahoz a granulumok pozitivitasi ardnyat hasznaltam fel (6sszes granulum

szama/GFP-pozitiv granulumok szama).

A szédmszerlsitéshez bebabozodo (0 oras) allatok nyalmirigyeirdl készilt képeket
hasznaltam. Ezekben kontroll esetben nagyfoku elsavasodas tapasztalhatd, a pozitivitasi rata a
0-t kozeliti [8]. A nullhipotézisem minden kisérletben a kdvetkezd: Ha a vizsgalt géncsendesités
hordozo allat nyalmirigyérdl késziilt fotokon a pozitivitdsi ardny nem nagyobb, mint a
kontrollban, akkor a vizsgalt gén nem sziikséges a granulumok elsavasoddsahoz hatasa.
Amennyiben a pozitivitasi ardny atlagosan nagyobb a kontrollban mértnél, ugy a

géncsendesités gatolja a granulumok elsavasodasat.

Ennek ellendrzéséhez egyoldalt, kétmintés t-teszteket szerettem volna végrehajtani 5%-os
szignifikanciaszinten, az R statisztikai szoftverrel [35-37]. A valdszinliségi valtozom
normalitasat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztem, azonban a kontroll minta nem normalis
eloszlasu (p < 0,05), igy a nem-parametrikus Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztam [38, 39].
Ezt az R-ben a ,wilcox.test()” fiiggvény futtatasaval lehet elvégezni. Mivel csak két
kiértékelhetd kisérleti csoportom volt, a Kruskal-Wallis teszt elvégzését nem éreztem
szlikségesnek. A tesztekben a kontroll fotokon mért pozitivitasi ratak eloszlasanak atlagat
vetettem Ossze a ben RNAI és kiilon a CYLD RNAi fotokon mértekkel. Ez a modszer mind a
két esetben p<0.05 eredményt adott (ben: p = 2,2*¥107'%; CYLD: p = 1,5%10'%), tehat az
eredményeim szignifikdnsnak tekinthet6k. A tesztek eredményeit a dolgozatom fiiggeléke

tartalmazza (12. és 13. dbra).

Mindezek mellett azonban a jovobeli publikalast megel6zéen mindenképp sziikséges lesz a
jelen dolgozatban bemutatott géncsendesitések mindegyikének megfeleld kvantifikalasa mind
a GF, mind pedig az LR rendszerrel is. A program optimalizaldsa a granulumok koré

szervezddo gylriik megbizhatd szamszeriisitésére még folyamatban van.
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6. EREDMENYEK

6.1. A Bendless Ko63-kapcsolt poliubiquitin specifikus E2

sziikséges a krinofagiahoz

Kontroll 0 h (PF) ben RNAi 0h (PF)

, Hoechst

GlueRed,

Glue-GFP

5. 4bra: A ben RNAi degradacios defektust okoz a Drosophila larvalis nyalmirigyében. Bal oldalon kontroll fenotipus
lathaté a bebabozoédas idépontjaban, jobb oldalon pedig a ben csendesitésének fenotipusa. A kontroll esetében GFP-
pozitiv granulumok csak elvétve talalhatéak, a ben RNAI esetében viszont a granulumok tilnyomo tobbsége GFP-re és
DsRedre is pozitiv.

A ben gén krinofagidra gyakorolt hatasanak vizsgalatadhoz ben RNAi-t hordozé muslicakat
kereszteztiink sorrendben a GF, majd az LR rendszereket hordozoé toérzsekkel. A GF rendszer
vad tipust hattéren, a bebabozodas idépontjaban (Oh, PF) foként elsavasodott, csak DsRed-
pozitiv granulumokat mutat a nyalmirigyben, GFP-pozitivakat csak elenyészé mértékben.
Ezzel szemben ben RNAi-jal keresztezve, hasonld idOpontban a granulumok tilnyomo része
még GFP-pozitivitdst mutat (5. dbra). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Bendless fehérje
hianyaban a granulumok nem tudnak elsavasodni a fejlddésgenetikai programban

meghatarozott médon.
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Ezt kovetden a ben RNAI allatokat az LR riportertorzzsel is kereszteztem (lasd 5.3 fejezet).
LR-ben két 6raval a babozodas elétt, GFP-Lamp1 gytriik tdmegesen jelennek meg, viszont ben
RNALI hattéren a gytriiképzddés a neki megfeleld iddpontban csak elenyészden kevés esetben
megfigyelhetd (6. abra). Ezek alapjan tehat a Bendless hidnyaban maga a fzi6 (a krinofagia)
gatlodik.

A két vizsgalati rendszerrel tapasztalt eredmények alapjan vilagosan lathatd, hogy a

Bendless fehérje sziikséges a krinofagia normalis lezajlasdhoz az ecetmuslicak nyalmirigyében.

Kontro |l -2h ben RNAI -2h

, Hoechst

GlueRed,

A2 A 4

GlueRed, Glue-Red GFP-Lamp1 GlueRed, Glue-Red GFP-Lamp1

6. abra: A ben RNAI fazios hibat okoz a Drosophila larvalis nyalmirigyében. -2 h RPF stadiumban vizsgilva az LR
kontroll allatok nyalmirigysejtjeit Lamp1-GFP-gyiiriivel rendelkez6 DsRed-pozitiv granulumok toltik ki, mig ben
RNAI esetében a tomeges gyiiriiképzodés nem figyelheté6 meg ebben az idépontban. A Lamp1-pozitiv lizoszémaszerii
strukturak tehat feltehetéleg nem képesek fuzionalni a szekrécidés granulumokkal. A képkivagasokon a méretvonal 10
pm-t jelol.

6.2. A Bendless eddig ismert interakcios partnereinek vizsgalata

A Bendless hatdsanak kontextusba helyezésének érdekében megvizsgaltam a fent leirt
modszerekkel a fehérje ismert interakcios partnereit is, azért, hogy megtalaljam koztiik azt a
komponenst, ami a Bendlesszel kozremiikodve szabdlyozza a krinofagiat. A FlyBase 2022
oktoberi allapota szerint a Drosophila Bendlessnek 7 interakcios partnere van: az Ubal El
ubiquitin-aktival6é enzim, az Uevl A nem katalitikus E2 ubiquitin-konjugéalé enzim varians, a

Traf6, Iru, nopo és sinah E3 ubiquitin-ligazok, és az Akt inzulin-szignalizacidban szerepld
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kinaz [40]. Ezek koziil kisérletesen a Traf6-tal, az UevlA-val és a nopoval valo interakciot
erdsitették meg, a masik négy nagy ateresztoképességii kisérletekbdl, eldzetes adatokbdl, illetve
predikciokbol szarmazik [41-45]. Az Gsszes felsorolt interakcios partner géncsendesitését is
megvizsgaltam, az Ubal-et kivéve. Az Ubal azért nem keriilt még a tesztelendd gének koze,
mert ecetmuslicdban ez az egyetlen, amely E1 aktivitassal rendelkezik, igy csendesitése olyan
kovetkezményekkel jarna, aminek nem csak a krinofagia, hanem a nyalmirigy fejlédése, €s
talan még az allatok embriondlis fejlédése is karat latnd, az ubiquitin-proteaszéma rendszer
nélkiilozhetetlensége miatt. Azt Akt RNAi esetében az 5.3. fejezetben leirtaknak megfeleléen

masik GAL4 promotert hasznaltam.

Ezt leszamitva minden fentebb emlitett torzset a GF rendszerrel kereszteztem, és a
bebabozodas idején sziirtem degradacids hiba fenotipuséara (lasd 5.3). Az ily modon vizsgalt
torzsek koziil sajnos egyik sem mutatott eltérést a kontrollcsoporttdl (7. abra). Ez a prediktalt
kolcsonhato partnerek esetében kevésbé meglepd, illetve a nopo E3 ligaznak is foként DNS-

javité mechanizmusokban van szerepe, ami nehezen hozhat6 6sszefliggésbe a krinofagiaval.

Az 0sszes interaktor koziil a Traf6-ot tartottam a legfontosabbnak, ugyanis a legtobb
szakirodalmi adat ehhez a fehérjéhez all rendelkezésre. Nemcsak a Drosophila TNFa ttvonal
fontos komponense, hanem emldsokben is kotddik a Bendless ortolégjahoz, az Ubc13-hoz [46].
Ennek ellenére a modEncode Anatomy Atlas adatai szerint a Drosophila nyalmirigyben
alacsony az expresszidja [47, 48]. A vérakozadsom ellenére, de az expresszids adatoknak
megfeleléen a Traf6 RNAi nem okozott degradacids defektust a bebabozddas idépontjaban
megfigyelve. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a Bendless valésziniileg nem a Traf6 E3

enzimmel egyiittmiikodve hat a krinofagiara.

Viratlan eredmény az is, hogy az UeviA csendesitése nem okozott a benhez hasonlo
fenotipust, ugyanis nem egy publikacio sziiletett a két fehérje komplexérdl, raadasul a human
Ubc13 nem is képes az enzimvariansai (Uevl A és MMS2) nélkiil funkcionalni. Elképzelhetd,
hogy a Drosophila Bendless eltér annyira ezektdl, hogy az UevlA nélkiil is miikdddképes,
azonban nem kizarhato, hogy az eldidézett RNS-interferencia nem megfelelden erds a fenotipus
kivaltasdhoz, igy még a rovidtavu terveim kozott szerepel ezeket az eredményeket fliggetlen

RNAI1 vonalakkal, mutans térzsekkel megvizsgalni.
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Traf6 RNAi Oh (PF) Uev1A RNAi Oh (PF) Iru RNAi Oh (PF)

Hoechst

GlueRed,

Glue-GFP

sinah RNAi Oh (PF) nopo RNAi Oh (PF) akt RNAi Oh (PF)

’

Hoechst

GlueRed,

Glue-GFP

7. abra: A Bendless fehérje-interakcios partnereinek genetikai sziirése. A fenti abran a Bendless eddig ismert
kolesonhaté partnereit érinté RNAi vonalak krinofagiara gyakorolt hatasat lathatjuk a GF rendszerrel vizsgalva (1asd
5.3 fejezet). Eszrevehet, hogy szamottevé GFP-pozitivitas egyik gén esetében sem figyelheté meg, melybél arra
kovetkeztethetiink, hogy a Bendless olyan fehérjékkel alkothat komplexet a krinofagia szabalyzémechanizmusaban,
amelyeknek még nem ismert ilyen jellegii interakcidja. Az akt RNAi esetében fkh-GAL4 helyett Sgs3-Gal4 promotert
hasznaltam.

63. A CYLD K63-kapcsolt poliubiquitin-specifikus

deubiquitinilaz sziikséges a krinofagiahoz

A CYLD a DUB-ok egyik nevezetes, K63-kapcsolt poliubiquitinre specifikus tagja, mely
ecetmuslicaban és emldsokben is megtalalhato. Konzervalt médon a TNFR szupercsalddhoz
tartozo jelatviteli utvonalakat szabalyozza. Mivel a Bendless szerepét ecetmuslicdban is a

TNFR-hez kotodden irtak le, ezért a Cylindromatosisra is kiilonds figyelmet szenteltiink. A
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savasodast vizsgald GF rendszeriinkkel keresztezve a CYLD RNAi a benhez hasonléan
degradacios defektus fenotipusat mutatta, illetve a granulummeéret csokkenését is eldidézte (8.
abra). LR rendszerrel vizsgalva, ugyancsak hasonléan a benhez, fizids hibat véltiink felfedezni

a CYLD RNAI esetén (9. abra). Mindez arra utal, hogy a CYLD DUB jelenléte ugyanugy

sziikséges a krinofagia lezajlasahoz, mint a Bendless E2 enzim.

Kontrdl 0 h (PF)

, Hoechst

Glue-GFP

8. abra: A CYLD deubiquitinilaz sziikséges a szekréciéos granulumok degradaciéjahoz a Drosophila larvalis
nyalmirigyében. Bal oldalon GF kontroll allatok nyalmirigyei lithatok a Oh RPF stadiumban, melyek f6ként csak
DsRed-pozitiv krinoszoméakat, illetve elvétve GFP-DsRed kettés pozitiv granulumokat tartalmaznak. A CYLD gén
csendesitésének esetén azonban ugyanebben a staidiumban a sejtekben nagy mennyiségii, GFP-re is pozitiv struktira
marad, ami azt jelenti, hogy ezeknek az iirege nem képes elsavasodni.
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Kontrol -2h Cyld RNAI -2h

, Hoechst

GlueRed,

Merge Glue-Red Lamp1-GFP Merge Glue-Red Lampl-GFP

9. abra: A CYLD deubiquitiniliaz sziikséges a szekréciéos granulum-lizoszéma fiziéhoz. A bal oldali dbrikon
megfigyelhetd, hogy két 6raval a bebabozodas elétt (-2h RPF) a nyalmirigysejtekben a DsRed-pozitiv granulumok koriil
szinte egyszerre jelennek meg GFP-gyiiriik, melyek a Lampl-GFP-t tartalmazé lizoszémaszeri struktirik és a

e rer

GFP-gyiiriik csak elvétve figyelhetéek meg, ami azt jelenti, hogy CYLD hidnydban a krinofigia nem tud végbe menni.
A képkivagasokon a méretvonalak 10 pm-t jeldlnek.

6.4. A TNFa utvonal komponenseinek vizsgalata

A Bendless és a CYLD latszolagosan egymassal ellentétes funkcidjt, mivel a Bendless K63-
kapcsolt poliubiquitinlancok létrejottét, addig a CYLD ezeknek az eltavolitasat katalizélja.
Nekiink viszont minkét gén csendesitése ugyanazt a fenotipust okozta, igy jogosan meriilhet fel
a kérdés, hogy ennek mi lehet a magyardzata. Szerencsére a CYLD ¢és a Ben ezen tulajdonsaga
nem precedens nélkiili a szakirodalomban, ugyanis Xue és munkatarsai a TNFa-JNK tutvonal
feltérképezése soran ugyanezt figyelték meg a Drosophila szemfejlodésében [20]. Ezen a
vonalon elindulva megvizsgaltam a TNFa-utvonal rendelkezésemre 4ll6 komponenseit a
krinofagia modellrendszerén. A gének koziil a wengen TNFR, a Tab2 ubiquitin-koto, a Takl
kinaz és a Jra transzkripcios faktor gének csendesitéseit tudtam eddig megvizsgalni. Ha a
krinofagiat a Bendless és a CYLD valoban a TNFa Gtvonalon keresztiil szabdlyozza, akkor az
utvonal mas komponenseinek kiiitése esetén ugyanazt a fenotipust kellene latnom, mint a ben
¢s CYLD csendesitése esetén. A tapasztalat viszont azt mutatja, hogy a vizsgaltak koziil egyik

gén csendesitése sem okozott jelentds granulum degradéacids defektust (10. abra). Ebbdl arra
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kovetkeztetek, hogy az ecetmuslicak nyalmirigyében a krinofagia nem a TNFa-JNK utvonalon

keresztiil indukalodik, hanem mas modon.

wgn RNAI Tab2RNAI

, Hoechst

GlueRed,

Glue-GFP

, Hoechst

GlueRed,

Glue-GFP

10. abra: A TNFo-JNK utvonal néhany komponensének krinofagiara gyakorolt hatisa. A vizsgalatokat a
bebabozodas idépontjaban 1évé nyalmirigyekben vizsgaltam GF rendszerrel (4. abra). Ebben az idopontban a
granulumoknak legalabb a 70%-a mar csak DsRed-pozitiv, elsavasodott. A fent lathato géncsendesitések, leginkabb a
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Takl és a Jra RNAi esetében maradt vissza valamennyi GFP-pozitivitas, ez a granulumoknak csak viszonylag kis
hanyadat érinti, nem szamottevé. A TNFo-JNK ttvonalnak lehet némi késlelteté hatasa a szekréciés granulumok
lebomlasara, azonban valésziniileg nem ez a f6 indukaléja a sejtekben megfigyelhet6 krinofagianak.
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7. DISZKUSSZIO

A krinofagia, vagyis a szekrécids granulum-lizoszoma fizid jellemz6 lehet minden olyan
sejtre, amely szekrécios tevékenységet végez, azonban a folyamat molekularis hatterérdl csak
korlatozott szakirodalmi adat all rendelkezésre. Ebben a dolgozatban bemutatom, hogy a K63-
kapcsolt poliubiquitin-specifikus Bendless E2 ubiquitin-konjugalé és CYLD deubiquitinildz
fehérjék, a mar altalunk kordbban azonositott Cnot4 E3 ubiquitin-ligdz mellett sziikségesek az
ecetmuslica larvalis nyalmirigyében lezajlo, fejlédéstanilag szabalyozott krinofagia
lezajlasahoz. A két ijonnan azonositott fehérjén kiviil megvizsgéaltam a Bendless eddig ismert
interakcios partnereit, illetve a TNFa-JNK szignalizaciés ttvonal tobb komponensét is,
melyben kimutattdk mar a Ben és a CYLD szerepét is. Az eredményeim alapjan
valoszintisithetd, hogy a két fehérje nem a TNFa-utvonalon keresztiil szabdlyozza a granulum-
lizoszoma fuziot, illetve a Bendless egy olyan E2-E3 komplexben lehet, ami egyeldre
ismeretlen szamunkra. Mindkét fehérje esetében sziikséges még az eredmények fliggetlen
madszerrel vald megerdsitése is: ezt eltérd RNAi-vonalak, illetve mutans gének vizsgélataval

szeretném megtenni.

A Bendless egy E2 enzim, a CYLD pedig egy deubiquitinildz, mindkettd6 K63-kapcsolt
poliubiquitin-specificitdsarol ismert. Ennek ellenére az altalam vizsgalt két rendszerben a
rendszerben ugyanazt a fenotipust okozzak, tehat nem valoszinii, hogy a CYLD a Ben, és a vele
kolesonhato E3 altal 1étrehozott K63-kapcsolt poliubiquitinlancot deubiquitinilalja. Egerekben
kimutattdk, hogy a CYLD képes K48-kapcsolt poliubiquitint is hasitani, igy lehetséges, hogy
stabilizalja a Bendlesst, vagy annak valamely kotOpartnerét [38]. A jovoben
episztazisanalizissel szeretném megallapitani, hogy a két gén egy utvonalban hat-e. Ezt

tultermeld konstrukciok beszerzésével, illetve generalasaval tervezem végrehajtani.

Szeretnék kozvetlen bizonyitékot is arra, hogy ténylegesen ezen fehérjék altal végzett
ubiquitinilacié sziikséges a krinofagidhoz. A CYLD esetében ehhez rendelkezésre allnak olyan
torzsek, melyekben a tiltermelt fehérje egy-egy doménje hianyzik, ezeket még a kozeljovoben
megvizsgalom. A Bendless esetében jelenleg nincsenek ilyen konstrukciok a

torzskdzpontokban, igy azokat magamnak kell 1étrehozni.

Korabban megfigyeltiik, hogy a GFP-vel jelolt, UAS-Gal4 rendszerrel taltermelt ubiquitin a
szekrécids granulumok membranjdhoz lokalizalodik, a krinofagia indukalasaval egy idében. A
két ujonnan felfedezett krinofagia-szabalyoz6 gén hatasat szeretném megvizsgalni egy olyan
rendszerben is, amellyel az ubiquitin lokalizacidja vizsgéalhato. Elképzelhetd, hogy a folyamatot
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tobb ubiquitinilacids 1épés szabalyozza, melyek koziil a granulumok koriil megjelend ubiquitin
23 lebontasra kijelold szereppel birhat, és valahol az Gtvonal downstream végén szerepelhet.
Ezzel szemben a Ben a TNFa utvonalban foként a sejtplazma alatt lokalizalodik [29]. Az
ubiquitin lokalizaciojanak vizsgalatabol kideriilhet, hogy a két fehérje melyik feltételezett
mechanizmus (szignalizacié vagy granulum-kijeldlés) résztvevdje. A kutatds soran szerzett

ismereteim alapjan felallitott modellt a 11. abra szemlélteti.

Mivel a Bendless ismert kotOpartnerei koziil egyik sem befolyasolta a krinofagiat
specifikusan, az E2-vel kolcsonhaté E3 enzim kilétét tovabbra is homaly fedi. Azért, hogy
megismerhessiik az E3 enzimet, a Bendless szabalyozojat, vagy esetleg az ubiquitinilacio
targetjét, szeretném a Bendless interakcidos partnereit a larvalis nyalmirigybdl,
koimmunoprecipitacioval kifogni és tesztelni. Ehhez létre fogok hozni fluoreszcens fehérjével
ellatott Bendlesst hordozd, transzgénikus muslicatorzseket. Igy nemcsak a tényleges
kotopartnereket lehetne kifogni, de a Bendless lokalizacidja is lathatova valna. Hasonldan
jarnék el a Cyld esetén is. Ezen tul egy pulldown keretében érdemes lenne megvizsgalni azt is,
hogy a korabban felfedezett Cnot4 enzimmel kolcsonhat-e a Bendless.

Bar a vizsgalataim altal a krinofagia két 0j szabalyz6 fehérjéjét is felfedeztiik, még szamos
olyan kérdés van, amit meg kell valaszolnunk annak érdekében, hogy megfeleld kontextusba
helyezhessiik ezeknek a fehérjéknek a feladatat, végsd soron pedig, hogy rekonstrudljuk a teljes

szabalyoz6 mechanizmust.

11. Abra: Osszefoglalis. A Bendless és a CYLD is sziikségesek a krinofagia lezajlasihoz az ecetmuslica
nyalmirigyében. Egy lehetséges mechanizmus, hogy a CYLD stabilizalja a Bendless kotépartnereit, igy a K63-kapcsolt
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poliubiquitin a jeltovabbitasban vesz részt. Lehetséges az is, hogy a fehérjék a granulumok membranfehérjéinek
ubiquitinilaltsagat befolyasoljak.
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8. SZERZOI HOZZAJARULAS

Rész/feladat” Felkészités utan onalléan Folyamatos segitséggel
végeztem a dolgozathoz végeztem a dolgozathoz
sziikséges mennyiségben sziikséges mennyiségben
(%-ban megadva) (%-ban megadva)

Avizsgdlt dllatok, dllattérzsek

fenntartdsa 100 0

A megfelelé dllatok vdlogatdsa

és keresztezése 100 0

A fénymikroszkopos mintdak

elékészitése, fényképezése 100 0

Az adatok statisztikai

feldolgozdsa 100 0

9. NYILATKOZAT

Eziton nyilatkozom, hogy “Az ubiquitin lehetséges szerepe a szekrécids granulumok
lebontési utra valo terelésében” cimii palyamunkdmmal a 35. Orszagos Tudomanyos Diakkori
Konferencian II. helyezést értem el. A helyezett palyamunkat a jelen BTDK jelentkezésem

részeként eljuttattam a szervez6khoz.
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12. FUGGELEK

GFP-pozitivitasi ratak kontoll és ben RNAI
Oh nyalmirigyek esetén
Glue Flux rendszerben
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12. abra: A 0 h-s allatok nyalmirigyeiben mérheté GFP-pozitivitisi rata osszehasonlitisa kontroll és bendless
géncsendesités esetén, GF rendszerben. Az abran megfigyelhet6, hogy mig a kontrollban a pozitivitas atlaga alacsony
(7%), addig a ben RNAI esetén ez jelentésen megné (36,1%). A Mann-Whitney U teszt a Wilcoxon-féle nem-
parametrikus teszt egyik valtozata, ezért szerepel ez a felirat az abran.
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GFP-pozitivitasi ratak kontoll és CYLD RNA.I
Oh nyalmirigyek esetén
Glue Flux rendszerben
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13. abra: A 0 h-s allatok nyalmirigyeiben mérheté GFP-pozitivitasi rata osszehasonlitisa kontroll és
Cylindromatosis géncsendesités esetén, GF rendszerben. Az abran megfigyelheté, hogy mig a kontrollban a pozitivitas
atlaga alacsony (7%), addig a CYLD RNAI esetén ez jelentésen megné (32,2%). A Mann-Whitney U teszt a Wilcoxon-
féle nem-parametrikus teszt egyik valtozata, ezért szerepel ez a felirat az Abran.
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