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Roviditésjegyzék

- Act Actin promoter

- Arf ADP ribosylation factors

- Arl8 Arf-like GTPase 8

- Atg Autophagy associated gene (autofagiahoz kapcsolodo gén)
- Dcr Dicer enzim gén

- hsFlp Hésokk prométeres Flippaz rekombinaz gén

- FRT Flippaz kotohely (DNS szekvencia)

- GFP Green Fluorescent Protein (z61d flureszcens fehérje)

- GTP Guanozin-trifoszfat

- L3 Larval stage 3 (3. larvastadium)

- PBS Natrium-foszfat oldat

- PBTX PBS 0,1% Tirton-X 100-al

- Rab Ras associated biding protein

- RNSi RNS interferencia konstrukcid

- RPM Percenkénti rotacio

- SNAP Synaptosomal-associated protein

- SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor

- STX, Syx Syntaxin
- VAMPS Vesicle-Associated Membrane Protein 8

- Vps Vacuolar protein sorting

- UAS Upstream activatory sequence

- HOPS HOmotypic fusion and Protein Sorting
Kiemelt mikroszkopos képeken:

- R30 Rab30-YFP

- L LAMP

- A8 Atg8

- V41-HA Vps41-3xHA



Bevezeto

Az €16 rendszerek fontos sajatsaga a dinamikus atalakulés képessége. A sejtek nagyfoku
bels rendezettségének fenntartisa folyamatos energiabefektetéssel jar. Igy az eloregedett,
sériilt vagy feleslegessé¢ valt makromolekuldk ¢és sejtalkotok lebontdsa nélkiilozhetetlen
folyamat.

A sejtes Onemésztés egyik tipusa, a makroautofagia (tovabbiakban: autofagia), révén az
cukariota sejtek képesek sajat nagyméretti alkotdinak lebontasara (Lorincz és Juhdsz, 2019).
Szamos sejten beliili folyamat, igy az autofagia is, membrannal hatarolt, a citoszoltol elkiiloniilt
belsd térrel rendelkezd vezikuldk miikddésével valosul meg. 1zolalt belso teriikben a vezikuldk
képesek a citoszoltol jelentdsen eltérd, specifikus folyamatokhoz sziikséges koriilmények
kialakitasara.

Az autofagia folyamata a fagofor elnevezésii, valtozatos membranforrasbol épitkez6
vezikula kialakulasaval kezdédik. A fagofor fokozatosan kdrbendvi a lebontandé sejtalkotokat
¢s citoplazma részletet, majd zaroédasaval (Chang és mtsai., 2021) Kettés membrannal hatarolt
vezikula, autofagoszéma képzddik. Ez a folyamat lehet szelektiv is, ekkor autofag receptorok
(példaul a p62) jelolik ki a lebontasra szant alkotokat (Gatica és mtsai., 2018). Mivel az autofag
receptorok maguk is az autofigia szubsztratjai, igy az autofag receptorok sejten beliili szintje
forditottan aranyos az autofag lebontas sikerességével (Pircs és mtsai., 2012). A kialakult
autofagoszoma azonban onmagaban nem képes beltartalmanak lebontasara. Ehhez a bontd
enzimeket és azok miikodéséhez megfeleld koriilményeket kialakitani képes vezikuldk, a
lizoszomak sziikségesek. A lizoszomak és az autofagoszomak membranfiizios folyamat révén
képesek egyesiilni, igy megvalositva a szubsztratok €s enzimek talalkozasat, az autofag
lebontés folyamatat.

Minden ismert vezikularis membranfuzios folyamat hasonld funkcioju molekulak
osszehangolt miikodését igényli (More és mtsai., 2020). Az autofagoszéma-lizoszoma fzid
soran a Rab7, Rab2 és Arl8 kis GTPaz kapcsolofehérjék a vezikulak identitasanak
meghatarozasaban jatszanak kozponti szerepet (Boda és mtsai., 2019, Lérincz, Toth és mtsai.,
2017). Effektoraik a sejten beliill mozgatasért felelés motorfehérjék, illetve a megfeleld
kozelségbe keriilt vezikuldk kozotti elsd fizikai kapcsolat kialakitasaért felelds panyvazod
fehérje komplexek. A Rab2 és Arl8 elsdsorban a lizoszOmakon, mig a Rab7 kés6i
endoszomakon ¢és érett autofagoszomakon talalhaté (Hegediis és mtsai., 2016). Az
autofagoszoma-lizoszoma fuzié folyamataban a panyvazasért a HOPS heterohexamer komplex
felelés (Takats és mtsai., 2014). A membranegyesiilést ténylegesen katalizalo fehérje faktorok

a SNARE-fehérjék. A targyalt fuzios folyamathoz eddigi ismereteink szerint tobbsejti
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metazoakban (Bas és mtsai., 2018) az autofagoszomakon talalhaté Syntaxinl7 (Syx17) Qa-
SNARE fehérje, a lizoszomakon elhelyezked6 VAMP7/8 R-SNARE fehérje €s a citoszolbol
toborz6dd SNAP29 (Qbc) SNARE fehérje sziikséges (Takdts és mtsai., 2012, Itakura és mtsai.,
2013). Ez a harom fehérje névaddé SNARE motivumaik révén szoros komplexet képez, amely
képes olyan fizikai kozelségbe kényszeriteni a fizidban résztvevo vezikuldk membranjait, hogy
azok vélhetéen spontan modon egyesiiljenek (Chernomordik és Kozlov, 2009). Két masik
SNARE-fehérje részvételét is javasoltak a folyamatban, de ezek pontos szerepe és a fehérjék
kozotti viszony még nem teljesen tisztazott (Takdts és mtsai., 2018, Matsui és mtsai., 2018).
Az autofag lebontas régdta Kutatott, orvosbioldgiai szempontbdl rendkiviil fontos
folyamat (Mizushima és Levine. 2020). Az elmult par évtizedben ismerték fel, hogy az
autofagidnak nem csak sejtorganellumokat lebonté ttvonalai, hanem a klasszikustol eltérd
tipusai is 1éteznek (Scarlatti és mtsai., 2008). Ezek kozé a folyamatok kozé tartozik a kevéssé
feltart autofag szekrécio is (Duran és mtsai., 2010; New és Thomas, 2019). Autofag szekréciod
esetén az autofag beltartalom a lebontas helyett a sejt kornyezetébe keriil, egyszeres
membrannal hatarolt autofag testek képz6dnek. Ennek a mechanizmusnak igen fontos szerepe
van a szabad riboszomakon szintetizalodd fehérjék sejten kiviili térbe vald kijuttatdsdban
(Duran és mtsai., 2010; Kim és mtsai., 2018), ezaltal tobbek ko6zott az immunvalasz
kialakitasaban (Kimura és mtsai., 2017), emellett a tumoros elvaltozasok fenntartasaban
(Keulers és mtsai., 2016) és a neurodegeneracios korképek kialakulasaban is (Nilsson és Saido.,
2014). Jelent6s relevanciaja ellenére, a lebontasi ttvonallal ellentétben, tobbségében nem
ismerjiik sem a hattérben huz6dd molekularis folyamatokat, sem a pontos vezikularis

utvonalakat.

Célkitiizés

Kutatomunkam célja az autofag szekréci6 mogott huzddd molekularis szintl
folyamatok feltarasanak megkezdése ecetmuslica (Drosophila melanogaster) modellszervezet
segitségével. Az ecetmuslica az autofag kutatasok fontos és régi modellje, a lebontési folyamat
szamos elemét itt irtdk le az els6k kozott (Takdts és mtsai., 2013, Takdts és mtsai., 2014).
Korabbi kutatomunkam soran pedig varatlanul sikeriilt egy olyan kisérleti elrendezést

azonositanunk, ahol az autofag szekrécio molekuléris folyamata feltarhatova valt.



A Syntaxinl7 az autofagoszoma szekrécioban is szerepet jatszhat

Tavalyi TDK dolgozatomban a heterofagia utvonalaiban résztvevé SNARE-fehérjék
azonositasaval és karakterizalasaval foglalkoztam. Kutatasunkhoz az ecetmuslica (Drosophila
melanogaster) larvalis Garland-nefrocitait hasznaltam modellként, mint intenziv heterofagiat
folytat6 sejttipus. Ennek a kutatasnak a keretében megvizsgaltuk tobbek kozott a (Syx17) Qa-
SNARE fehérje hidnyéaban jelentkezd fenotipust is. A heterofagia késdi 1épését érinté defektus
mellett egy érdekes, mas SNARE csendesitése esetén nem észlelheté Rab7 pozitiv vezikula
populéciora is felfigyeltiink.

Elektronmikroszkdpos vizsgalataink alapjan pedig megallapitottuk, hogy Syx17
hianydban autofagoszomdk halmozdédnak a plazmamembran alatti régioban. Mivel
kutatocsoportunk f6 profilja az endocitozis kutatdsa mellett az autofigia vizsgalata, igy
szerettiik volna jobban is tanulméanyozni a Garland-nefrocitak autofag aktivitasat.

Vandorl6 stadiumu, kontrol RNS interferenciat (RNSi) binaris (prospero-Gal4 — UAS)
rendszerben expresszald Garland-sejtekben csak ritkan detektaltunk aAtg8a pozitiv autofag
vezikuldkat (1.A,A’,F 4bra), amely nem meglepd ezekben a sejtekben: az autofag aktivitas
tapasztalataink szerint alacsony (Ldrincz és mtsai., 2019), bazalis szinten jelentkezik. Az
aAtg8a immunfestés mellett p62 autofag receptor ellen is végeztiink immufestést, annak
érdekében, hogy megallapitsuk, a vizsgalt RNS interferecidk mellett lecsokken-e az autofag
lebontas szintje (Pircs és mtsai., 2012).

Az autofagoszoma-lizoszoma fizioban kozponti szerepet jatsz6 HOPS komplex
alegységeinek (példaul a Vpsl6-nak) csendesitése esetén az autofagoszomak szama
kismértékben megnovekedik (1.B,B’,F), kutatécsoportunk korabbi eredményeivel
megegyezoen (Lorincz és mtsai., 2019). Hasonl6 fenotipust mutat az autofagoszoéma-lizoszéma
fuzioban résztvevd Qbc-SNARE, a SNAP29 csendesitése is (1.C,C’,F). Meglep6 modon
azonban a Syx17 RNSi ennél joval erésebb fenotipust okozott: a plazmamembran alatt Atg8
pozitiv autofag vezikuldk halmozodtak. A Syx17 RNSi sejtekben szignifikansan tobb volt az
0Atg8a pozitiv autofiag vezikula, mint a t6bbi vizsgalt RNSi esetén (1.D,D’,F). Eheztetett
Drosophila zsirtestekben és human sejttenyészetekben a klasszikus autofagoszéma-lizoszoma
fuzioés gépezet tagjainak hianyaban ilyen kiilonbség nem tapasztalhat6, mindegyik hianya
hasonld mértékben okozza az autofagoszomak halmozodasat (Takdts és mtsai., 2014). Fontos
kiilonbség tapasztaltunk tovabba az autofag vezikuldk elhelyezkedésében. Mig Vpsl6 vagy
SNAP29 hidnydban a plazmamembran alatt nincs szdmottevé aAtg8a pozitiv struktura
(1.B’,C’), addig Syx17 hianyaban szamos Atg8 pozitiv vezikula figyelhetd meg ebben a
régidban (1.D”).



8

1. & b

pb2 R Kontrol  Vpslé SNAP29  SyxI7
Kontrol RNAi RNSi RNSi RNS:i RNSi

L3-as vandorlo

Test Hemolimfa

LL LL
Kontrol Syx17--Vpsti'" Kontrot Syx17'" vpsu‘t

Vps16 RNA “.._| Vps16 RNA

s o

Atg8 1.— ———— . .
Atg8 lll.~ . Atg8 ]
Atg8 Il.— — 4 Al

Y

p
SNAP29 RNAi SNAP29 RNAi Atg8lll.  Atgsll.

pé2

Syx17 RNAi Syx17 RNAi  Tavolsag (pixel) ™

1. Abra: Syx17 az autofig szekréciohoz is sziikséges
A kék csatorna a Hoechst DNS festék jele a mikroszkopos felvételeken. A-D: aAtg8a, ap62 fluoreszcens
immunfestés Garland-sejteken. A’-D’: A-D képek aAtg8a jele kiilon kiemelve sziirkedrnyalatban. A-A’:
Kontrol RNSi sejtek. B-B’: Vps16 RNSi sejtek. C-C’: SNAP29 RNSi sejtek. D-D’: Syx17 RNSi sejtek. F:
Az A’-D’ kisérletekhez tartozo kvantifikacio (n=15). G: Hemolimfa szeparaciot kévetd Western Blot
eredménye L3-as stadiumu vandorlo dllatokbol (15 ul minta). LSP2 a hemolimfa dusulds mérésére
alkalmas. Atg8a I: citoszolikus Atg8a. Atg8a Il: lipidalt Atg8a. Atg8a lll: adenilalt Atg8a (lipidalt forma
eldalakja). Syx17 mutdns dllatok hemolimfajaban nem jelenik meg az Atg8a Il. izoformdja, mig Vpsll
mutans dallatok hemolimfdjaban igen (piros nyil). G’. A G abran megjelolt Atg8a blot képek
sziirkeértekének Osszevetése. Lathatok az egyes izoformak csucsai. Fehar szaggatott vonal: A 11
izoforma kiemelve: a piros (Vpsl1 mutdans) nagyobb értélet vesz fel, mint a z6ld (Syx17 mutans). Skala:

20 um.




Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy Syx17 hianyaban nem csak az autofagoszoma-
lizoszéma fuzi6 folyamata, hanem az autofagoszoma szekrécid folyamata is elakadhat a
Garland-sejtekben. A HOPS komplex, a SNAP29 és a VAMP7 SNARE-fehérjék ezzel szemben
csak a lebontashoz kellhetnek, hianyukban pedig az autofagoszomak a lebontasi Gt helyett a
szekrécios utra terelédnek, mas sejttipusokhoz hasonloan (Morelli és mtsai., 2014, Solvik és
mtsai., 2022).

A hipotézis alatamasztasahoz ki szerettiik volna mutatni, hogy a HOPS komplex
alegység hianyaval ellentétben a Syx17 hianyaban nincsenek jelen a muslica hemolimfajaban
a szekrécio eredményeként kikeriilé autofag testek. Elkezdtem kidolgozni egy Western Blot
alapti detektalasi eljarast, ami lehet6vé tenné a hemolimfaban és az allat sejtjein beliil
elhelyezkedd autofag testek elkiilonitését. Ehhez tiszta sejtmentes hemolimfa és hemolimfa-
mentesitett egész allat WB preparatumokat allitottam el6. Jelenleg is zajlik a protokoll
(1. izoforma) jelenik meg a Vps11 (HOPS komplex alegység) mutans allatok hemolimfajaban
(1.G,G’ abra), ami az autofag szekrécio HOPS komplex fiiggetlen 1étére utal. A lipidalt Atg8a
azonban hidnyzik a Syx17 mutans allatok hemolimf4jabol, ami az autofag testek hianyat, azaz
a szekrécid elmaradéasat igazolhatja. Mivel a hemolimfa szdmos egyéb szomatikus sejt
hogy a Syx17 autofag szekrécidoban betoltott szerepe a legtobb sejtféleségre igaz lehet.

Mivel a Syx17 az eddig leirt autofag szekrécidos mechanizmusokban nem ismert (New
és Thomas, 2019; Solvik és mtsai., 2022), ezért szeretnénk feltarni az egész molekularis
gépezetet, ami a Syx17-tel kdlcsonhatva szerepet jatszik az autofag szekrécioban. Amennyiben
feltételezésiink igaz, Syx17 hidnyaban mind az autofag lebontas, mind az autofag szekrécid
folyamata gétolt, igy a Syx17 csendesitett sejtek alkalmasak lehetnek a szekretalodas eldtt 4llo

autofag vezikuldk molekularis jellemzésére.

A Syntaxin17 hianyaban halmoz6d6 autofag vezikulak karakterizalasa

Annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjunk arrél, hogy milyen tipusu autofag
vezikuldk halmozodnak, megvizsgaltuk, hogy az Atg8a altalanos autofdg marker mellett,
milyen egyéb, kategorizalas szempontjabol fontos molekulakra mutatnak pozitivitast a Syx17
csendesitett Garland-sejtek plazmamembranja alatt halmozo6dé autofag vezikuléak.

Az autofagoszoma képzddés és érés fontos lipid komponense a foszfatidil-inozitol-3-
foszfat (PI(3)P) (Cebollero és mtsai, 2012). FYVE-GFP PI(3)P koto fehérjét expresszaltatva
Syx17 csendesitett Garland-sejtekben azt tapasztaltuk, hogy a detektalt Atg8 pozitiv vezikulak
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nem kolokalizalnak a FY VE-GFP-vel, azaz vélhet6en nem tartalmaznak PI(3)P-t (2. A-A”), igy
érett autofag vezikulaknak tekinthetok (Ldorincz és Juhdsz, 2019).

Autolizoszomak kimutatasanak gyakori modszere az Atg8a — LAMP kolokalizécio
vizsgalata. Syx17 csendesitett Garland-sejteken végeztem kétlépcesds, fluorescens
immunfestést autofag marker Atg8a (2.B,B’) és lizoszémalis marker LAMP ellen (2.B,B”). A
kiemeléseken lathato, hogy csak kismértékii atfedés tapasztalhatd. A két marker ugyanakkor
egymashoz nagyon kozel figyelhetd meg, de vélhetden elkiiloniilt vezikula populécioban (2. B
kiemelések). Ezek szerint a Syx17 hianyaban megfigyelt autofag vezikulak a szakirodalommal

megegyezoen (Takdats és mtsai., 2013) autofagoszoémak.

FYVE-GFP™" Atg8a i
Syx17 RNS:i : Syx17RNsi |

B Vpsariem e
| syx17 RNS:

8

il Atg8a i
il Syx17 RNSi

2. Abra A SyX17 hzanyaban meg]eleno autofag vezikulak és kornyezetuk karakterzzalasa
A kék csatorna a Hoechst DNS festék jele a mikroszkopos felvételeken. A-A”: FYVE-GFP PI(3)P kéto
fehérje expresszioja Syx17 RNSi sejtekben aAtg8a immunfestés mellett. A kiemelésen nyilak: magenta:
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csak adtg8a pozitiv, zold: csak FYVE-GFP pozitiv. B-B”. aLAMP és aAtg8a kolokalizdaciojanak
vizsgalata Syx17 RNSi sejteken. A kiemelésen nyilak: magenta: csak aAtg8a pozitiv, zold: csak aLAMP
pozitiv, fehér: kettdsen pozitiv. Skala: 20 um C: Syx17 RNSi Garland-sejtek hatdira (transzmisszios
elektronmikroszkopos felvétel). piros szaggatott: plazmamembranok dsszefekvése. Nyilak: piros:
autofagoszomak, kék: lizoszoma eredetii vezikulak. C’: Kiemelt autofagoszoma. D: Vps4l-3xHA
expresszalé Syx17 RNSi sejt aAtg8a immunfestéssel. Kiemelésen nyilak: fehér: kettésen pozitiv. E:
Syx17 RNSi sejt adtg8a immunfestés. F: Syx17 és Arl8 kettds RNSi sejt: aAtg8a immunfestés.

Eredményeink megerositésére elektronmikroszkopos felvételeket készitettiink Syx17
csendesitett Garland-nefrocitakrol (2. C, C*). A felvételen két Syx17 csendesitett Garland-sejt
hatéra figyelhet meg.

A plazmamembranok alatt (piros szaggatott vonal) kétoldalon autofagoszoémak lathatok
(piros nyil) amelyek kozvetlen kdrnyezetében, sokszor az autofagoszomakkal kontaktban denz
beltartalmu vezikuldk, feltehetéen lizoszoma eredetli vezikuldk figyelhetdk meg (kék nyil),
megerdsitve az o Atg8a/aLAMP immunfestéssel kapott eredményeinket.

A HOPS komplex autofagoszoma-lizoszoma, endoszéma-endoszéma és endoszoma-
lizoszoma faziokban szerepet jatszoé panyvazo komplex. Syx17 RNSi-t kifejez6 Garland
sejtekben koexpresszaltattuk a Vps41-3xXHA fazios fehérjét (2.D). A HOPS komplexbe beépiilé
Vps41-3xHA egy része Rab7 pozitiv endoszomakon talalhatd (Ldrincz és mtsai., 2019),
jelentés része azonban az autofagoszomakbol ¢és lizoszomakbol allé Rab7 pozitiv
vezikulacsoportokkal kolokalizal (2.D kiemelés). Ez megmagyarazhatja, hogy az
autofagoszomak és lizoszomak miért alkothatnak diszkrét csoportokat: lehetséges, hogy a
HOPS komplex az, amely egyben tartja ezeket. Mivel az Arl8 kis GTP-az sziikséges a HOPS
komplex lizoszémakhoz toborzasahoz (Boda és mtsai., 2019), ezért megvizsgaltuk, hogy Arl8
¢s Syx17 hianyaban is kialakulnak-e ezek a csoportok. Feltételezésiinket erdsiti, hogy az Arl8
és Syx17 kettds csendesitése mellett az autofagoszomak nem rendezddnek csoportokba, hanem

sokkal inkabb a plazmamembran ald sorakoznak (2. E, E’).

A Syx17 hianyaban megjelené autofagoszomak Rab fehérje osszetétele
Minden ismert vezikularis membranfuzion alapulé ttvonal hasonlé funkcidju
molekularis elemeken alapul (More és mtsai, 2020), igy feltételeztiik, hogy ez az
autofagoszoma szerkécio esetében sincs masképp. A vezikuldris utvonalak fontos elemei a kis
GTPaz kapcsolofehérjék, amelyek specifikus Gtvonalak kiindulopontjaként meghatarozzak a

vezikula tovabbi sorsat.
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crcr

sziikséges Rab fehérjét, megvizsgaltuk az autofagoszomak membranjanak Rab Osszetételét.
Ehhez fluorofor fehérjével (GFP-vel vagy YFP-vel, tovabbiakban: YFP) fuzionalt Rab
fehérjéket hasznaltunk (UAS, prospero>Gal4 expresszios rendszerben) és az aAtg8a-val vald
kolokalizacio mértékét vizsgaltuk Syx17 csendesitett hattéren (3. E).

A Rab-YFP fehérjéket sejten beliili mintazatuk és a kolokalizacio jelenlétét indikald

Pearson-koefficiensiik alapjan négy kategoriaba soroltuk.
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3. Abra: A Syx17 hidnydban megjelend autofagoszomak Rab fehérje dsszetétele
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A kék csatorna a Hoechst DNS festék jele a mikroszkopos felvételeken. A-A”: UAS-Rab30-YFP, Syx17
csendesitett sejtek, aAtg8a immunfestés. B-B”: UAS-Rab7-GFP, Syx17 csendesitett sejtek, aAtg8a
immunfestés. C-C”: UAS-Rab32-YFP, Syx17 csendesitett sejtek, aAtg8a immunfestés. D-D”: UAS-
Rab19-YFP, Syx17 csendesitett sejtek, aAtg8a immunfestés. E: Pearson-koefficiensek kvantifikdlasa
(n=15, piros szaggatott vonal: 0 érték). Jobb oldalon: Kisérletekhez tartozo Manders diagrammok R:
Atlagos Pearson-koefficiens. Skdla: 20 um. A vizsgalatbol megfeleld szinten expresszald konstrukcié

hidnya miatt egyeldre hianyzik: Rab4, Rab5, Rab8, Rab18, Rab39.

Egyes Rab-YFP fehérjék mas membranokon dusulnak fel (példaul endoszomak,
plazmamembrén): ezek a Rab-YFP fehérjék nem mutattak kolokalizaciot az aAtg8a-val. Mas
Rab-YFP fehérjék citoszolikusak voltak (els6 két kategoria: 3.E narancssarga boxplotok).
Egyéb Rab-YFP fehérjéket az autofagoszomaékat koriilvevé vezikuldkon — feltehetéen
lizoszomakon - mutattunk ki: ezek egy része bizonyos mértékben pozitiv volt aAtg8a-ra (3. E:
citromsarga). A negyedik csoportba az aAtg8a-val nagymértékli atfedést mutaté Rab-YFP
fehérjék keriiltek (3. E: zold; 3. A-D). Utdbbiakrol feltételezziik, hogy valoban az autofago-
szomakon helyezkedhetnek el, ezek valamelyike lehet a szekrécidhoz sziikséges Rab fehérje.

A Rab19 fehérjét (3.D-D”) egyéb tanulmanyokban a Golgi-komplexen észlelték (Sinka
és mtsai., 2008), de Atg fehérje kot képessége is ismert (Nagy és mtsai., 2017). Szakirodalom
alapjan a Rab32 fehérjének (3.C-C”) a mitokondriumok szabalyozasaban, a lipid tarolasban és
az autofagoszoma képzOdés folyamataban van szerepe (Wang és mtsai., 2012). A Rab7
fehérjér6l (3.B-B”) ismert, hogy az autofagoszoma-lizoszoma és mas lizoszomalis lebontd
fuziokhoz sziikséges (Hegediis és mtsai., 2016). A Rab30 is (3.A-A”) elsésorban a Golgi
komplexhez kapcsolodo funkciokban ismert, ahol GARP ko6to képessége miatt, feltehetden a
Golgi ciszternak kozotti transzportban jatszik szerepet (Sinka és mtsai., 2008). A Rab7 és a
Rab32, illetve a Rab19 és a Rab32 parok kozelebbi rokonsagban allnak egymassal (Brighouse
és mtsai., 2010; Klopper és mtsai., 2010).

A Rab30 az autofagoszomak egy alpopulacidjara toborzodik

Ezt kovetden figyelmiink els6 korben a Rab30 fehérjére iranyult, mert ez mutatta a
legnagyobb kolokalizaciot az Osszes Rab-YFP fehérje kozil, valamint ez a Rab fehérje
rendelkezik olyan ismert kotopartnerekkel (Gillingham és mtsai., 2014), amelyek felkeltették
érdeklédéstinket.

Amikor a Rab30-YFP dominans negativ (DN) formajat expresszaltattuk a Syx17
csendesitett Garland-sejtekben (4.A-A”), a korabban Rab30-YFP-vel detektalt aAtg8a

kolokalizacio szignifikansan lecsokkent (4.E). Ez arra utal, hogy a Rab30 funkcidjaval
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Osszefiiggésben keriil az autofagoszomakra és nem az autofagia szubsztratjaként dusul fel az
autofagoszomak belsejében. Rab30-YFP konstitutiv aktiv (CA) formaja a Rab30-YFP-hez
hasonléan kolokalizaciot mutatott az oAtg8a-val (4.B-B”,E), ami arra utal, hogy
feltételezhet6leg az autofagoszoma az aktivalt Rab30 egyik ,,végallomasa” lehet.

Szerettiik volna megmutatni, hogy a Rab30-YFP nem a vezikula csoportban jelenlévo
lizoszomalis eredetl vezikuldkon talalhatd, igy megvizsgaltuk a Rab30-YFP és a LAMP fehérje
immunfestés jelének az atfedését (4.C-C”). A kiemelt részleten és a kvantifikacioban (4.E)

lathato, hogy a két fehérje dontden eltérd vezikulakon helyezkedik el.
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A kék csatorna a Hoechst DNS festék jele a mikroszkopos felvételeken (kivéve: D-D’°). A-A”: UAS-
Rab30°N-YFP, Syx17 csendesitett sejtek, aAtg8a immunfestés. B-B”: UAS-Rab30°A-YFP, Syx17
csendesitett sejtek, aAtg8a immunfestés. C-C”: UAS-Rab30-YFP, Syx17 csendesitett sejtek, oLAMP
immunfestés. Kiemelés nyilak: magenta: csak aLAMP pozitiv, zold: csak Rab30-YFP pozitiv. D-D”’:
UAS-Rab30-YFP, Syx17 csendesitett sejtek, aAtg8a és aRab7 immunfestés. Kiemelés nyilak: tiirkisz:
Rab7(-), Atg8 (+), Rab30 (+); lila: Rab7(+), Atg8 (+), Rab30 (-); sarga: Rab7 (+), Rab30 (+) E:
Pearson-koefficiensek kvantifikalasa (n=135, piros szaggatott: 0 érték). Skala: 20 um.

Rab7 fehérje szerepe ismert az autofag lebontas folyamataban ¢€s sajat vizsgalatunk is
jelentds kolokalizacidt mutatott ki az aAtg8a és a Rab7-GFP kozéott (3.B-B”).

Eppen ezért szerettiik volna megvizsgalni a Rab7 és a Rab30 egymashoz valé helyzetét.
Kivancsiak voltunk, hogy a Rab7 és a Rab30 azonos autofagoszémakon észlelhetdk, vagy
l1étezik-e két elkiiloniil autofagoszoma populdcid. Ennek megéllapitdsara Rab30-YFP-t
expresszaltattunk Syx17 csendesitése mellett, tovabba fluoreszcens immunfestéssel jeloltiik az
Atg8-at és a Rab7-et (4.D-D’”). Vizsgalatunkbol kideriilt, hogy bar jelentds atfedést mutat a
Rab30 és a Rab7, 1éteznek olyan autofagoszomak, amelyek csak a Rab7-re (lila nyil) vagy csak
a Rab30-ra (tiirkiz nyil) pozitivak. A jovoben érdekes lesz a két fehérje lehetséges episztatikus

viszonyanak a feltarasa.

A Rab30 egyéb vezikularis folyamatokban

Mivel a Rab30 érdekes lokalizaciét és Rab7-hez valo viszonyt mutatott, szerettiik volna
megallapitani, hogy pontosan milyen szerepe lehet az autofagidban. Az autofagoszomak
lizoszomakat megel6zéen endoszomakkal is fhzionalhatnak, igy amfiszomakat képezve. A
Rab30 potencialisan résztvevo lehet ebben a fuzios folyamatban. Ennek megvalaszolasahoz
Rab5, Rab7 immunfestés segitségével megvizsgaltuk a Rab30 csendesités endoszoémalis
rendszerre gyakorolt hatasat Garland-sejteken (5. A,A’,B,B’). Azonban nem tapasztaltuk sem
a Rab5 pozitiv korai, sem a Rab7 pozitiv késéi endoszomék jelentdsebb elvaltozasat a
szakirodalommal egybehangzoan (Fu és mtsai., 2017). Azaz a Rab30 kis GTPaz vélhetéen nem
az endocitozis folyamatan keresztiil hat az autofagiara.

Az autofag lebontdsban betoltott szerep megvizsgaldsa érdekében vandorld
zsirtestekben mozaikosan csendesitettiik a Rab30-at (5.B,B°). Valasztasunk azért esett a
vandorlo6 stddiumra, mert az itt képzddd amfilizoszomak a teljes vezikularis lebontasi haldzat
integritasat igénylik megfeleld formalodasukhoz (Jacomin és mtsai., 2016). Rab30 hianyaban
(GFP-t expresszalo sejtek) azonban nem tapasztaltuk a vandorld stadiumu zsirtestekben az

amfilizoszomak elvéltozasat: kontrol méretli és jelintenzitastt Atg8a-mCherry vezikuldkat
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figyeltiink meg. Ez azt mutatja, hogy a Rab30 nem sziikséges sem az autofagoszéma képzddés,
sem az autofag lebontés folyamatdban. Ezek alapjan még valosziniibbnek tiint, hogy a Rab30

az autofag szekrécioban jatszhat szerepet.

> 2

. >

P

5. Abra: A Rab30 egyéb vezikuldris folyamatokban
A kék csatorna a Hoechst DNS festék jele a mikroszkdpos felvételeken. A-A’: Kontrol RNSi, Rab5, Rab7
immunfestés, Garland-sejt. B-B’: Rab30 RNSi, Rab5, Rab7 immunfestés, Garland-sejt. C-C’: Mozaikos
vandolro zsirtestek. GFP: Rab30 RNSi sejtek. 3xmCherry-Atg8a. A,B,C: skdla: 20 um. D: Sgs3-dsRed
kontrol RNSI, D’: Sec5 RNSi, D”: Rab30 RNSI. Sarga keret: nydlmirigy, fehér nyilak: kikopott glue. D-
D”: skala: 200 um. E: Elektronmikroszkopos felvétel: Kontrol és Rab30 RNSi Golgi-komplex

osszehasonlitasa. Piros nyil: Golgi ciszternak, kék: Transz-Golgi Komplex. E: skala: 0,5 um.

Felmertilt benniink, hogy a Rab30 egy kanonikus szekrécidhoz sziikséges kis GTPaz
lehet. Ehhez szekrécios tesztet végeztiink fehér babok segitségével (5.D-D”’). A babozddas
kezdetén az atalakuld larvak glue fehérje tartalmu granulumokat iiritenek a nyalmirigyiikbol. A
glue megfeleld6 mennyiségben képes a bab letapasztisira, azért hogy a motilitds nélkiili

¢letszakaszban helyhez rogzitettek legyenek. A glue szekrécid detektalasa érdekében Sgs3-
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dsRed (Glue fehérje) fuzids fehérjét expresszaltattunk a muslicak nyalmirigyeiben. Kontrol
esetben (5.D) fehér bab stadiumban a bab dorsalis felszinén megjelennek az Sgs3-dsRed
tartalmu csikok (fehér nyil), tehat a szekrécid megtorténik. Ha csendesitiink egy kanonikus
szekréciohoz sziikséges gént, példaul az Exocyst panyvazé komplex egyik alegységét: a Sec5-
0t (5.D’), akkor a szekrécio elmarad, a hasoldali csikok nem jelennek meg, a nyalmirigyben
pedig intenzivebb Sgs3-dsRed jel észlelheté (sarga keret). Rab30 hianyaban (5.D”) a
kontrolhoz hasonloan a glue szekrécio megtorténik, igy feltételezhetd, hogy a szakirodalommal
egybehangzodan (Ma és Brill, 2021) a Rab30 nem sziikséges a kanonikus szekréciohoz.

Ismert, hogy a Rab30-nak szerepe lehet a Golgi-komplexen beliil (Sinka és mtsai.,
2008), s bar hidanya nem okozza a Golgi-komplex funkciojanak elvesztését, egy tanulmanyban
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy immortalizalt HeLA-sejtekben a Rab30 hianya a Golgi-
ciszternak széteséséhez vezet (Kelly és mtsai., 2012). Rab30 csendesitett Garland-sejtek
esetében elektron mikroszkopos felvételeken azonban azt tapasztaltuk, hogy a Golgi ciszternak
a kontrolhoz hasonldan kialakulnak (5.E). Tehat a Golgi-késziilék integritasa megmarad, a

Rab30 nem a Golgi-komplex fenntartasan keresztiil hat az autofagiara.

A Rab30 az autofagoszoma szekréciohoz sziikséges

Miutan megbizonyosodtunk roéla, hogy a Rab30 nem az autofagoszéoma képzdodés -,
autofagoszoma lebontas -, autofagoszoma-endoszoma fuzio -, Golgi-komplex feldli
enzimszallitas -, sem a kanonikus szekrécio folyamatan keresztiil hat az autofagiara, direkt
moddon is megvizsgaltuk, hogy a Rab30 sziikséges lehet-e az autofag szekrécidhoz.

Rab30 csendesitett Garland-sejtekben a kontrolhoz hasonldéan elenyészé mennyiségii
Atg8 pozitiv strukturat figyeltiink meg (6.A-A”). Ha a Rab30 mellett azonban az autofag
lebontashoz sziikséges SNAP29-et is csendesitjiik (6.B-B”), akkor a Syx17 csendesitéshez
hasonl6 fenotipust (1.D), azaz a plazmamembran alatt halmozodd autofag vezikulakat
figyelhettiink meg. Ez a kisérlet arra enged kovetkeztetni, hogy a SNAP29 hianyaban
bekovetkezd autofag szekrécio gatlodik Rab30 hianydban, azaz a Rab30 vélhetden szerepet
jatszik az autofagoszoma szekrécioban.

Kontrol kisérletként megvizsgaltuk a Rab2 és Rab277 fehérjéket SNAP29-el egyiitt
torténd csendesitésének a hatasat. Rab2 és SNAP29 csendesitése mellett (6.C-C”) SNAP29
hidnyara emlékeztetd fenotipust kaptunk, ami azt mutatja, hogy a Rab2 vélhetden nem
sziikséges az autofagoszoma szekrécio folyamatdhoz. Bar a Rab27 fehérje nem rendelkezett
kimagasloan magas Atg8 kolokalizacioval Syx17 csendesitett sejtekben (3.E), szakirodalmi

adatok szerint a Rab27 szerepet jatszik az autofag szekrécid folyamatiban (Underwood és
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mtsai., 2020). Azonban Rab27 és SNAP29 egyiittes csendesitése (6.D-D”) SNAP29
csendesitésre emlékeztetd fenotipust adott. Ezek alapjan a Rab27 vélhetéen nem sziikséges
faktor az autofagoszoma szekrécid altalunk vizsgalt folyamataban.
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6. Abra: A Rab30 az autofagoszéma szekréciohoz sziikséges
A kék csatorna a Hoechst DNS festék jele a mikroszkopos felvételeken. A-A’: Rab30 RNSI, aAtg8, ap62
immunfestés, Garland-sejt. B-B’: Rab30 és SNAP29 RNSI, aAtg8, ap62 immunfestés, Garland-sejt. C-
C’: Rab2 és SNAP29 RNSi, aAtg8, ap62 immunfestés, Garland-sejt. D: Rab27 és SNAP29 RNSi, aAtg8,
oap62 immunfestés, Garland-sejt E. Sejtek Atg8a lefedettségének kvantifikdlasa (n=15) Skdla: 20 um.

Az Exocyst komplex autofagoszoma szekréciohoz is sziikséges

Mivel minden vezikularis membranfiizidban szerepet jatszanak panyvazo faktorok, igy
szerettiik volna megtalalni az autofag szekrécioban szerepet jatszo panyvazo komplexet. A
Rab30 ismert kolcsonhatd partnerei (Gillingham és mtsai., 2014) koziil tobb is felkeltette az

érdeklodeéstinket. Ezek koziil is kiemelkedtek az Exocyst panyvazo komplex alegységei. A Rab
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fehérjék kozil leginkabb a Rab30 koti az Exocyst komplex Osszes alegységét, igy nagyon
valdszinii kdlcsonhato partner lehet szekrécids folyamatokban. Kanonikus szekréciot vizsgalod
kisérletiink (5.D-D”) kimutatta, hogy mig a Sec5 Exocyst alegység igen, addig a Rab30 Kkis
GTPaz nem sziikséges a kanonikus szekréciohoz. Szerettiik volna megallapitani, hogy az
autofagoszoma szekrécié folyamatdban az Exocyst komplex lehet-e a Rab30 kolcsonhato
partnere. VAMP7 csendesitett Garland-nefrocitakban csak elvétve talalni Atg8 pozitiv
vezikulakat (7.A-A”). Sec5 csendesités esetén (7.B-B”) a sejtméret lecsokken, de hasonldéan a
VAMP7 csendesitéshez az autofag vezikulak szama alacsony (7.E). VAMP7 és Sec5 egyiittes
csendesitése (7.C-C”) esetén azonban autofag vezikuldk halmozodnak a plazmamembran alatt.
Mivel a VAMP7 az autofagoszoma-lizoszoma fuzidhoz sziikséges SNARE fehérje, igy ezekben
a sejtekben az autofagoszomak lebontasa nem lehetséges. Ezzel parhuzamos Sec5 csendesités
pedig ugy tlinik, hogy gatolja az autofagoszéma szekrécio folyamatat. Ezek alapjan Gigy tlinik,

hogy a Rab30-al leirtan kolcsonhatdo Exocyst komplex szerepet jatszhat az autofagoszoma

szekréci6 folyamataban.
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7. Abra: Az Exocyst komplex az autofagoszéma szekréciohoz is sziikséges
A kék csatorna a Hoechst DNS festék jele a mikroszkopos felvételeken. A-A’: VAMPT RNSI, aAtg8, ap62
immunfestés, Garland-sejt. B-B’: Sec5 RNSI, aAtg8, ap62 immunfestés, Garland-sejt. C-C’: VAMP7 és
Sec5 RNSI, aAtg8, ap62 immunfestés, Garland-sejt. D: Sec15-GFP expresszio és Sys17 RNSi, aAtg8
immunfestés, Garland-sejt E. Sejtek Atg8a lefedettségének kvantifikaldsa (n=15) Skdla: 20 um.
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Osszefoglalas és kitekintés

Kisérleteink alapjan a kovetkezd hipotetikus modellt allitottuk fel az autofagoszoma
szekrécid mechanizmusara (8.abra). A lebontasi utvonal €s a szekrécid kozos pontja a Syx17
Qa-SNARE fehérje: ennek hidnyaban mind az autofag lebontas, mind az autofag szekrécio
elakad. Amennyiben a lebontasi ton halad az autofagoszoma, akkor Rab7 kis GTPaz, HOPS
panyvazé komplex, SNAP29 - és VAMP7 SNARE fehérje dependens mdédon megvaldsul a
lizoszomalis fuzi6: azaz az autofag lebontas. A lebontds valamilyen molekuldjanak hidnya
esetén az autofagoszoma szekrécid iranyaba terelddik. Ebben a folyamatban kisérleteink
alapjan jelent6s szerepe van a Rab30 kis GTPaz fehérjének és kolcsonhatd partnerének az

Exocyst panyvazo komplexnek.
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8. Abra: Az autofagoszéma szekrécio hipotetikus modellje
Normdl koriilmények kozott a bazdlis szinten megjelend autofagoszéomdk (vélhetéen nagyrésze)
lizoszomaval egyesiilve lebontjak beltartalmukat. A lizoszomdlis fuzio elmaradadsa esetében azonban az

autofagoszoma Rab30 és Exocyst dependens modon a Syx17 segitségével szekréciora keriil.

A jovOben szeretnénk az autofagoszoma szekrécid folyamatdban résztvevd tovabbi
molekularis elemeket is azonositani. Kiilonosen érdekes kérdés lesz annak a potenicalis dontési
mechanizmusnak a megvizsgéldsa, ami az autofagoszomat a lebontds irdnyabol a szekrécio

iranyaba tereli. Lehetséges, hogy az autofagoszéma szekrécio a lebontési utvonal mitkdodése
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mellett is végbemegy kis mértékben, jelenlegi médszereink sajnos ennek megvizsgalasara még
nem alkalmasak. Hemolimfa izolacio segitségével sikertilt lipidalt Atg8a-t kKimutatnunk Vps11
(HOPS komplex) mutans allatokban, ahol hipotézisiink szerint indukaloik az autofag szekrécio,
kontrol allatokban azonban ezt még nem sikeriilt detektalnunk.

Eddigi eredményeink alapjan ugy tinik, hogy az autofagoszoma szekrécios
mechanizmus nem korlatozédik Garland-sejtekre. Az utvonalban azonositott molekulak
jelentdsen konzervaltak, funkcionalis hasonlésagot is mutatnak, igy valosziniisithetd, hogy az
autofagoszoma szekrécio utvonala is konzervalt lehet.

Eredményeink tobb szempontbdl egyedinek és jelentdsnek tekinthetOk a szakteriileten
belil. Az autofagoszoma szekrécidoval foglalkozd tanulményok legtobbszor azok
beltartalmanak leirasara és élettani hatdsanak megismerésére fokuszalnak (Solvik és mtsai.,
2022; Kimura és mtsai, 2017). Igy azonban a szekretilodd autofagoszoma kiilsé
membranjadnak molekularis karakterizdldsa, a folyamatban résztvevd fehérjegépezetek leirdsa
hattérbe szorul. Feltételezésiink szerint a szekrécids autofagia inkabb egy gyiijtéfogalom lehet,
mintsem egyetlen molekularis folyamat. Az interleukin szekrécioban szerepet jatszo
autofagoszomak szelektiv modon kiilonitik el az interleukinokat citoszolikus transzlacidjukat
kovetden és lebontas helyett, a lebontasi gépezet jelenléte ellenére szekretalodnak (Kimura és
mtsai., 2017). Ezekben az autofagoszomakban specifikus fehérjék talalhatok és nem
rendelkeznek példaul Syx17-tel sem, ami az altalunk vizsgalt folyamattol eltéré molekularis
utvonalra utal.

Jelenlegi eredményeink alapjan ugy gondoljuk, létezik egy olyan autofag szekrécios
utvonal, ahol az autofag vezikulak szekréciora specifikus modon alakulnak ki (ezek mindig
specifikus sejtféleségekben jelennek meg (példaul egyes immunsejtek)). llletve 1étezik egy

olyan, altalunk vizsgalt utvonal, ami a lebontas irdnyaba haladni képtelen autofagoszomak

rrrrr

ey

kor vizsgalata soran kimutattak, hogy az autofdg mutans neuronokban az amiloid-béta
halmozdodas megtortént, de az extracellularis plakk formalodas elmaradt (Nilsson és mtsai.,
2013). Ez arra utal, hogy a plakk képzédés legalabb részben autofag szekrécio-fiiggd folyamat.
Ezek fényében az altalunk azonositott molekuldk mind a tovabbi alapkutatds, mind késdbbi
transzlacids alkalmazéasok szempontjabol kiemelt jelentdségliek lehetnek.

A jovOben érdekes kérdés lehet még tobbek kozott a lebontasra szant autofagoszoémak
szekréciora kész forméba torténd atalakuldsédnak feltardsa (Rab30 toborzas mechanizmusa),

illetve a folyamat normal (nem lebontas gatolt koriilmények kozott) valo alaposabb vizsgélata.
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Kiemelt célunk tovabba a szekretalt autofagoszomak detektalasara szolgalé modszertan tovabbi
fejlesztése. A jovOben szeretnénk kisérleteinket egyéb modszerekkel megerdsiteni és a 8. dbran
még kérdojellel szereplé molekuldk azonositasaval az utvonalat részleteiben is leirni, igy

tovabb mélyitve az autofagoszoma szekréciorol szerzett tudasunkat.

Anyagok és modszerek

Drosophila melanogaster torzsek fenntartasa
Az ecetmuslicak 25°C fokon, kukoricaliszt-agar-¢leszt6 alapu standard taptalajon voltak

tartva, atlag 12 6ras megvilagitas mellett.

Felhasznalt torzsek és genotipusok

Expresszios rendszerek
Torzs Felhasznalas Abra
Garland-sejtekben
+;DCR; Prospero>Gal4/TM6 _ 1.,2.3.,4.5.,6.,7.
torténd expressziod
Garland-sejtekben

+;DCR; Prospero>Gal4; Syx17 torténd expresszio,

JF/ITM6 Syx17 csendesités S
mellett
Garland-sejtekben
+;DCR; Prospero>Gal4; torténd expresszio, 6.7
SNAP29 JF/TM6 SNAP29 csendesités
mellett

Nyalmirigyekben
+;Sgs3-dsRed; forkheadGal4 ' 5.
torténd expresszio

+, hs-Flp; UAS-2xeGFP,
Zsirtestekben torténd
3xmCherry-Atg8a; ' ' 5.
mozaikos expresszid
Act>CD2>Gal4, UAS-Dcr2

RNS interferencia torzsek

Torzs Torzsszam Abra
Syx17 JF 01937 1.2.3.4.
SNAP29 JF 01883 1.,6.
VAMP7 R-1 1599R-1 6.
Sec5 JF 27526 5., 7.
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Rab30 JF 31120

Vpsl6 GD V23769
Rab2 GD v34767
Rab27 JF 31887
Arl8 GD v26085

Riporter torzsek
Vps41l-3xHA Lorincz és mtsai., 2019

Rabl1-GFP 24104

Rab2-GFP 9760

Rab3-YFP 9762

Rab6-YFP 23251

Rab7-GFP 42705

Rab9-YFP 9783

Rab9Fb-YFP 9847

Rab10-YFP 9789

Rab11-GFP 8506

Rab14-YFP 9793

Rab19-YFP 24150

Rab21-YFP 23242

Rab23-YFP 9802

Rab26-YFP 23245

Rab27-YFP 9810

Rab30-YFP 9812

Rab30DN-YFP 9813
Rab30CA-YFp 9814

Rab32-YFP 9815

Rab35-YFP 9821

Rab40-YFP 9830

Mutansok

Syx17 LL Kyoto0:140948

Vpsll LL Kyoto:141824

1. Tablazat: Felhasznalt torzsek listaja
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Ex vivo mintak fixalasa és immunfestés
A kivant szoveteket L3-as stadiumu vandorld larvakbol boncoltam ki. Mind a zsirtestek

elokészitését, mind a Garland-sejtek festését mar korabban alkalmazott protokol szerint
végeztem (Ldrincz és mtsai., 2019). Az ex vivo mintakat szobahémérsékleti PBS-ben torténd
mikrocsipesszel kiboncolasat kovetden 4%-0s Formaldehid-PBS fixalo oldatban fixaltam 30-
40 percig. A fixalast kovetden 3X PBS 6blités, majd 10 perc mosas kovetkezett. A zsirtestek
ezt kovetden mar a fedési 1épéshez értek. Az immunfestéshez a Garland-mintakat ezt kovetden
PBTX-szel (0,1% Triton-X 100 tartalmt PBS) 15 percig permeabilizaltam. Husz perc 5%
kecske szérumot tartalmazé PBTX oldatban blokkoltam, majd 4°C-on 16 oran keresztiil
blokkoloban higitott, 1% Natrium-azidot tartalmazé antitest keverékben inkubaltam. Masnap
3X PBTX oblités utdn 5% NaCl-tartalmia PBTX oldattal kis6ztam az aspecifikusan kot
antitesteket. Majd 3X PBTX 6blités és 15 perc mosast kovetden az elsédleges ellenanyaghoz
hasonl6 modon blokkoltam. Ezutdn a jelolt masodlagos antitesteket tartalmazo blokkold
oldatban 3 oraig (s6tétben, szobahémérsékleten) inkubaltam a mintakat. Ezt kovetden 3X
PBTX 0blités, 15 perc s6z6 oldatos inkubalas, 3X PBTX o6blités és 3X 10 perc PBS mosas

kovetkezett. A hasznalt antitestek a kovetkezok voltak:

NEV Forras/Hivatkozas Higitas
Egér monoklonalis anti-Rab7 DSHB 1:10
Patkany poliklonalis anti-Atg8a Taldts es misat. 1:300
2013
) . o _ Pircs és mtsai., _
Nyul poliklonalis anti-p62 2012 1:1000
Nyul poliklonalis anti-Rab5 Abcam 1:100
Nyul poliklonalis anti-LAMP Chaudhry és mtsai, 1:1000
2022
Csirke poliklonalis anti-GFP Abcam 1:600
Nyl poliklonalis anti-HA Invitrogen 1:300
Alexa Fluor 568 16 anti-egér Invitrogen 1:1000
Alexa Fluor 568 kecske anti-nyul Invitrogen 1:1000
Alexa Fluor 488 kecske anti-nyul Invitrogen 1:1000
Alexa Fluor 568 kecske anti-patkany Invitrogen 1:1000
Alexa Fluor 488 kecske anti-csirke Invitrogen 1:600

2. Tablazat: A felhasznalt antitestek listdja
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chaudhry+N&cauthor_id=35266854

Mintaelokészités, fotozas
Az ex vivo Garland-sejt tartalmi immunfestett mintakat VECTASHIELD® Antifade

Mounting Medium-al fedtem, mig a fixalt zsirtesteket Hoechst tartalmu glicerin-PBS (20:80)
aranyt keverékében fedtem. A képek elkészitéséhez Axiolmager M2 epifluoreszcens
mikroszkopot (Carl Zeiss) és AxioCam MRm kamerat hasznaltam. A mikroszkopos rendszer
szemikonfokalis ApoTomel késziilékkel volt felszerelve. Objektiv 63X, 1,4 NA (immerzids).
Hasznalt szoftver: Zeiss ZEN PRO.

Elektronmikroszkopia
Témavezetdém iranyitdsaval €s Truszka Monika kozremiikodésével a hivatkozott

cikkben leirt protokoll alapjan (Ldrincz és mtsai., 2016), a kdvetkezd modositasok mellett:
uranil-acetat helyett fél ora 1%-0S csersavat hasznaltunk a kontrasztozashoz, a sejthatarok
kijelolése érdekében. Elektronmikroszkép: ELTE JEOL JEM 1011

Hemolimfa izolalas és Western Blot eljaras
A hemolimfa izoldlashoz megsebzett kutikulaju L3-as larvak (10mg allat) fungaltattunk

1700 RPM-mel 7 percig 4°C-on asztali fuga segitségével, az allatok testét és szoveteit
visszatarté egyszeri szlirén keresztiil 10 pl 1% PTU és Protedz inhibitor koktélt tatalmazo M3-
médiumba. A fugalast kdvetéen 10 pl feliltiszot leszivtuk és 10 pl 1x Laemmli pufferrel
kevertiik. A mintael6készités tovabbi 1épései, a testekbdl szarmazo mintak elkészitését, illetve
a Western Blot technikai paramétereit a kovetkez6 Cikk részletesen tartalmazza: (Takats és
mtsai., 2013). Felvitt mintak mennyisége: 15 pl. A mintakat a felvitel el6tt 5 percig forraltuk, a
visszamaradt lipidek zavard hatdsanak kizarasa érdekében. A mintak futtatasat 13%-0s
akrilamid gélen végeztem BioRad Kit segitségével. A blot 1épést BioRad TurboBlot
segitségével végeztem standard bedllitdisok mellett. A fehérjék el6hivasahoz 3 1épcsds
immunjel6lést hasznaltam a jel erdsitése érdekében. Elso 1épcsd: Antigénre specifikus antitest.
(1:2000). Harmadik lépcs6: StreptAvidin konjugalt alkalikus foszfatdz enzim (1:10 000-ben
higitva). Az alkalikus foszfataz reakciot a telitési pontig folytattam, ezt kdvetden a szubsztrat
desztillalt vizzel vald kimosasaval allitottam meg az enzimreakciot. A nitrocelluloz
membranokat a lehetséges legnagyobb felbontason szkenneltiik, majd kiértékeltiik. Az

eléhivashoz a kovetkez6 antitesteket hasznaltam:
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Antitest neve Hivatkozas/Forras Higitas

Nyl poliklonalis anti-p62 Pircs és mtsai., 2012 1:6 000
Nyul poliklonalis anti-Atg8a Takats és mtsai., 2013 1:3 000
Nyul poliklonalis anti-LSP2 Csikos és mtsai., 2009 1:10 000

StreptAvidin konjugalt _ ]
Sigma-Aldrich 1: 10 000
Alkalikus foszfataz
Kecske Biotin konjugalt
Abcam 1:4 000

anti-nyul
3. Tablazat: A Western Blot kisérletek soran hasznalt ellenanyagok

Nyalszekrécios teszt
A kanonikus szekrécid vizsgalatahoz UAS-Sgs3-dsRed-t forkhead GAL4 meghajtott

modon, nyalmirigyspecifikusan expresszald torzseket hasznaltam. A babozddas korai
fazisaban, fehér bab stadiumban mikrocsipesz segitségével a fenntartashoz szolgald csovek
falarol gyljtottem €16 ecetmuslicakat. Az allatokat ventralis oldalukkal felfelé targylemezre
helyeztem és Plan-Neofluar 5x, 0,16 NA objektivvel a fent emlitett mikroszkopos rendszer
segitségével készitettem felvételeket azonos expozicids idovel a torzsszovegben emlitett 3
genotipusbol (N=10).

Adatok kiértékelése és abrazolasa
Az készitett mikroszkopos felvételeket Imagel szoftver segitségével kvanifikaltuk, majd

SSP szoftver segitségével analizaltuk. A mikroszkopos felvételekbdl a sejtek 3 um vastagsagu,
magi sikjban felvett részleteit hasznaltuk fel a kvantifikaciohoz. A kolokalizacid vizsgalatahoz
sziikséges Manders-diagrammok kinyeréséhez, a Pearson-koefficeinesek kiszamitasahoz, a
Westen Blot és az alkalikus foszfataz el6hivast kovetd gélképek sziirkedrnyalat-profiljanak a
felvételéhez szintén az Imagel szoftvert hasznaltuk. Minden statisztikai mutatokat is feltiintetd
abra statisztikdja legalabb 7 kontrol és 7 kezelt/transzgén allatbol szarmaz6 minddsszesen 15-
15 sejt felhasznalasaval késziilt (n=15). Az adatok abrazolasa szintén SPSS szoftver
segitségével késziilt. A bemutatott képek és sajat abrak InkScape szoftver segitségvel késziiltek.
A kiértékeléshez Tukey post-hoc tesztel kiegészitett ANOVA - vagy Kruskal-Wallis tesztet

végeztiink (a normalitas fliggvényében). A dolgozat soran: *** : p<0,000 , **: p< 0,05.
Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani elsdsorban témavezetomnek, Dr. Lorincz Péternek a

faradhatatlan munkéjaért és rengeteg segitségéért, ami nélkiil jelen dolgozatban targyalt
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kutatomunka elképzelhetetlen lett volna. Kiilondsen halas vagyok a dolgozat irdsa soran
nyujtott szakmai tanacsaiért.

Szeretném megkodszonni tovabba Nagy Anikonak a keresztezések kivitelezésében és a
kisérletek  elvégzésében nyujtott  segitséget, illetve Truszka  Monikédnak az
elektronmikroszkopos mintak elokészitését.

Szeretném megkdszonni Dr. Léw Péter tanszékvezetonek a kisérletek kivitelezéséhez
sziikséges infrastukturalis hattér biztositasat s Dr. Juhasz Gabornak a sziikséges torzsek, illetve
szamos reagens biztositasat.

Végiil, de nem utolso sorban szeretném megkdszonni az ELTE Anatomia-, Sejt-, és
Fejlodésbiologiai Tanszék, illetve az MTA-ELTE Vezikuldris Transzport kutatdcsoport dsszes

munkatarsanak a munkdm soran felmeriilé6 mindenfajta problémaban vald segitséget.
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