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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AEL: peterakas utan (after egg laying)

AKT/PKB: protein kindz B (protein kinase B)

AL: autolizoszéma (autolysosome)

Alfy: autofagiahoz kapcsolt FYVE fehérje (autophagy-linked FYVE protein)

AMP: adenozin-monofoszfat (adenosine monophosphate)

AMPK: AMP-aktivalt protein kinaz (AMP-activated protein kinase)

AP: autofagoszoma (autophagosome)

aPKC: atipikus protein kinaz C (atypical protein kinase C)

ATF6: transzkripcios aktivalo faktor 6 (activating transcription factor 6)

ATG: autofagia-gén (autophagy related gene)

Atms: antimeros

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

CG: kiszamitott gén (computed gene)

CMA: chaperon-medialt autofagia (chaperone-mediated autophagy)

DEPTOR: mTOR-t k6t DEP-domén (DEP-domain interactor of mTOR)

dsRNS: dupla szalua RNS (double stranded RNA)

elF2a: eukariota transzlacios iniciacios faktor-2 (eukaryotic translation initiation factor-2)
elF4E: eukariota transzlacios iniciacios faktor 4E (eukaryotic translation initiation factor
4E)

EM: elektronmikroszképia (electron microscopy)

ER: endoplazmatikus retikulum (endoplasmic reticulum)

ERK1,2: extracellularis szignal szabalyozott kinaz 1, 2 (extracellular signal regulated
kinase 1, 2)

ESCRT: transzporthoz sziikséges endoszomalis valogatdo komplexek (endosomal sorting
complexes required for transport)

FC: aramlasi citometria (flow cytometry)

FIP200: fokalis adhézidos kinaz csaladot koté 200kDa-os fehérje (focal adhesion kinase
family interacting protein of 200 kDa)

FLP: flip rekombinaz (flip recombinase)

FM: fluoreszcens mikroszkopia (fluorescence microscopy)

FRT: flip rekombinaz célfehérje (flip recombinase target)
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miRNS: mikroRNS (microRNA)

MLST8: LST8 homolog mTOR asszocialt fehérje (mTOR associated protein LST8
homolog)

GFP: z0ld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

GTP: guanozin-5’-trifoszfat (guanosine-5’-triphosphate)

Hsc70: hosokk fehérjével rokon fehérje 70 (heat shock cognate 70)

Hsp70: hésokk fehérje 70 (heat shock protein 70)

IB: immuno blottolas (immunoblotting)

IM: izolal6 membran (isolation membrane)

IRS1: inzulin receptor szubsztrat 1 (insulin receptor substrate 1)

IV: izotopos vizsgalat (isotope release)

JNK: c-Jun N-terminalis kinaz (c-Jun N-terminal kinase)

Keap1: Kelch-szerti ECH-val asszocialt fehérje 1 (Kelch-like ECH-associated protein 1)
L1, 2, 3: els6, masodik, harmadik larvastadium (first, second, third instar larvae)

L3F: taplalkozo larva (feeding larvae)

L3W: vandorl¢ larva (wandering larvae)

Lamp-1: lizoszomaval asszocialt membran fehérje 1 (lysosomal associated membrane
protein-1)

LIR: LC3-at kot6 régié (LC3-interacting region)

LTR: Lysotracker Red

MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz (mitogen-activated protein kinase)

(MAP-)LC3: mikrotubulus asszocialt konnyt lanc fehérje 3 (microtubule associated
protein light chain 3)

mCherry: monomerikus cherry (monomeric cherry)

miRNS: mikroRNS

mTORC1: emlés rapamycin célfehérje komplex 1 (mammalian target of rapamycin
complex)

NBRI1: BRCA1 génnel szomszédos gén 1 (neighbor of BRCA1 gene 1)

NDP52: magi fehérje 52 (nuclear dot protein 52)

NF-kB: magi faktor kappa kénnyti lancu B-sejt aktivalo enhanszer (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells)

Nrf2: magi faktorhoz hasonld fehérje 2 (nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2)

PAS: pre-autofagoszomalis struktura (pre-autophagosomal structure)
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PB1: Phox/Bem lp
PE: foszfatidil-etanolamin (phosphatidylethanolamine)
PERK: PKR-szerti ER-ben lokalizalt elF2a kinaz (PKR-like ER-localized elF2a kinase)
PI3K: foszfatidil inozitol 3 kinaz (phosphatidylinositol 3 kinase)
PI3P: foszfatidil inozitol 3 foszfat (phosphatidylinositol 3-phosphate)
PIP3: foszfatidilinozitol 3, 4, 5-trifoszfat (phosphatidylinositol (3, 4, 5)-triphosphate)
PIP2: foszfatidilinozitol 4, 5-bifoszfat (phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate)
PRAS40: 40kDa-os prolin gazdag Akt szubsztrat (proline-rich Akt substrate of 40kDa)
PROTOR: rictorral érzékelhetd fehérje (protein observed with rictor)
PTEN: foszfataz és tenzin homoldg (phosphatase and tensin homolog)
PTGS: poszt-transzkripcionalis géncsendesités (post transcriptional gene silencing)
Rab-7: Ras-hoz hasonlé fehérje 7 (Ras-related protein 7)
Raf: gyorsan terjedd fibroszarkoma (rapidly accelerated fibrosarcoma)
RANKL/RANK: nuklearis faktor kappaB ligandum receptor aktivator (receptor activator
of nuclear factor-kappaB ligand)
Raptor: mTOR asszocialt szabalyozé fehérje (regulatory associated protein of mTOR)
RAS: patkany szarkoma (rat sarcoma)
Ref(2)P: refractory to sigma P
Rheb: agyban feldusult Ras homoldg (Ras homolog enriched in brain)
Rictor: rapamycinra érzéketlen mTOR tars (rapamycin-insensitive companion of mTOR)
RISC: RNS indukalt csendesitd komplex (RNA-induced silencing complex)
RNSi: RNS interferencia (RNA interference)
ROS: reaktiv oxigén fajtak (reactive oxygen species)
rpSe6, 8: riboszomalis fehérje S6, 8 (ribosomal protein S6, 8)
SIN1: SAPK interakcios fehérje 1 (SAPK-interacting protein 1)
siRNS: kicsi interferald RNS (small interfering RNA)
SMER: kis méreti rapamycin enhanszer molekula (small-molecule enhancers of
rapamycin)
SQSTM1: sequestosome-1
st: ¢heztetett (starved)
TNF: tumor nekrdzis faktor (tumor necrosis factor)
TRAF6: TNF receptor asszocialt faktor 6 (TNF receptor associated factor 6)
TRAPP: transzport fehérjerészecske (transport protein particle)

6



TSC: tuberous sclerosis complex

UAS: upstream aktival6 szekvencia (upstream activating sequence)
UBA: ubiquitin asszocialt (ubiquitin-associated)

ULK1: unc 51-szerii kinaz 1 (unc-51-like kinase 1)

UPS: ubiquitin proteoszéma rendszer (ubiquitin proteasome system)
Vha: vakuolaris H* ATP-az (vacuolar H" ATPase)

Vps: vakuolaris fehérje valogatas (vacuolar protein sorting)
WIPI1-4: foszfoinozidokat koté WD-ismétlédést tartalmazo protein 1, 2, 3, 4 (WD-repeat
protein interacting with phosphoinosides)

WT: vad tipus (wild type)

Xbp1: X-box kotd fehérje (X-box binding protein)

ZZ: cink-ujj (zinc-finger)



I. BEVEZETES

Az autofagia fogalma és rovid jellemzése

Az ¢l6 szervezetek és a sejt bels§ kornyezetének dinamikus stabilitidsdhoz, a
homeodinamika fenntartaséhoz elengedhetetlen a folyamatos ,karbantartas”, melynek
elofeltétele az anabolikus és katabolikus folyamatok szabalyozott Gsszehangoltsaga. A
,cellularis renovalas” soran ugyanis az 0j Osszetevok szintéziséhez sziikséges a mar
meglévé anyagok lebontdsa és az ebbdl nyert energia. Sejtjeink intracellularis
komponensei tehat allandéan lebomlanak ¢és ujrahasznosulnak, a hibas, eloregedett
alkotorészeket igy friss, j0l miikodo ujak helyettesitik.

Az eukaridta sejtekben két 6 lebontd rendszer miikodik: a lizoszéma és a
proteaszoma. A proteaszomalis degradacié (UPS, Ubiquitin Proteasome System) rendkiviil
szelektiv, a proteaszoma altalaban csak az ubiquitinalt, nagyrészt rovid életidejti fehérjéket
ismeri fel. Ezzel szemben a lizoszoma tobb folyamatban, az antigének elleni védelemben,
az endocitozisban (heterofagia) és az autofagiaban is szerepet jatszik, mint lebontd
organellum.

Az autofagia evolucidsan konzervalt, minden eukariota sejtre jellemz6é dnemésztd
folyamat, melynek soran a sejt a sajat anyagait iranyitja a lizoszomakba (Klionsky 2007).
Harom tipusa kiilonboztethetd meg (1. abra): a mikroautofagia, a chaperon-medialt
autofagia és a makroautofagia (Klionsky 2005, Cuervo 2008, Sahu, Kaushik és mtsai
2011).

A mikroautofagia soran a lizoszoma membranja egyes helyeken a lumenbe tiirddik
és felveszi a citoplazma bizonyos részeit. A folyamat eredményeképpen sok, kisméretii
vezikulat tartalmazo, multivezikularis testnek nevezett képlet jon létre. A chaperon-medialt
autofagia (CMA) feladata a sériilt fehérjék felismerése, elkiilonitése és eliminalasa. A
CMA-hoz nincs sziikség a membranok atszervezésére, mivel a KFERQ konszenzus
szekvenciat tartalmazd szubsztratok a Hsc70 (heat shock cognate 70) és egyéb ko-
chaperonok kozvetitésével képesek a citoplazmabol a lizoszomalis membranon keresztiil
atjutni a lizoszomaba. Munkam soran a harmadik tipusba tartozo, legtobbet kutatott és
eddig legjobban jellemzett makroautofag folyamatokra fokuszaltam.

A makroautofagia (a tovabbiakban ezt nevezem autofagianak) olyan lebontd

mechanizmus, amely alacsony szinten minden sejtben miikodik (alapszintii vagy bazalis



autofagia), és biztositja a sejtek homeodinamikdjanak fenntartasat, de adott esetben
talélését, differencialodasat és fejlodését is. Feladata a citoplazma-komponensek normalis
turnoverének biztositasa, a sériilt, miikodésképtelen vagy karos sejtalkotok, akar teljes
organellumok eliminalasa (Cuervo 2008, Nedelsky, Todd és mtsai 2008).

Az autofagia a sejtalkotok életciklusaban betoltott alapvetd szerepén kiviil szamos
folyamatban vesz részt. A sejtet ért stresszhatasok - €hezés, hipoxia, illetve fizikai és
kémiai behatasok - kivédése érdekében fontos onvédelmi reakcioként az ugynevezett
stressz-indukalt autofagia aktivalodik (Glinsmann és Ericsson 1966, Arstila és Trump
1969, de Duve 1969, Rez és Kovacs 1973, Mizushima 2007, Xie és Klionsky 2007).
Ehezés soran az autofagia indukciéja hasznosithato alapanyagokat szolgaltat: egyrészt
aminosavak keletkeznek 10j fehérjék szintéziséhez (Takeshige, Baba és mtsai 1992),
masrészt lipidek és gliikkoz, az éhezés tiléléséhez sziikséges energia biztositasahoz (Lum,
DeBerardinis és mtsai 2005). Tapanyagban gazdag kornyezetben az autofagia gatolt, csak
alapszinten mitkodik (Egner, Thumm és mtsai 1993).

A folyamat szerepét igazoltak az ontogenezis soran is, ezt nevezték el fejlodési
autofagianak (Clarke 1990, Edinger és Thompson 2004). Az autofagia ezen kiviil
kapcsolatba hozhat6 olyan alapvetd fiziologias folyamatokkal is, mint példaul az 6regedés,
a sejtnovekedés, az adaptiv immunitds és a tdmadd mikroorganizmusokkal szembeni
védekezés (Melendez, Talloczy és mtsai 2003, Levine 2005, Scott, Juhasz és mtsai 2007,
Vellai 2009, Rubinsztein, Marino és mtsai 2011). Az autofagia hidnya vagy éppen
talmikodése miatt kiilonféle patologias elvaltozasok alakulhatnak ki: neurodegeneracios
betegségek (mint példaul Huntington-, Alzheimer-, Parkinson-koér), tumorok,
izomsorvadas (Juhasz, Erdi és mtsai 2007, Mizushima, Levine és mtsai 2008, Simonsen,
Cumming ¢és mtsai 2008, Kongara ¢és Karantza 2012) stb. Ez a vazlatos felsorolas is
érzékelteti, hogy az autofagia rendkivill sokfajta szerepet jatszhat, és folyamatanak zavara
a szervezet homeosztatikus egyensulyanak felbomlasihoz és betegségekhez vezet. Igy
molekularis mechanizmusanak ¢és genetikai hatterének pontos feltérképezése és megértése

mindenképpen sziikséges.



1. 4bra A sejtben miikodé lebont6 folyamatok és az autofagia tipusai

Az autofdagia mechanizmusa és molekuldris szabdlyozdsa

A makroautofagia Osszetett folyamat (2. abra), amely tobb, morfologiailag
elkiilonithetd 1épésbal all. Kezdetben egy izolaldé membran (IM) jelenik meg, mely tobbé-
kevésbé véletlenszeriien korbeveszi a citoplazma egyes komponenseit. Elesztében — az
autofagia folyamatat ebben az organizmusban ismerik a legjobban - az IM az ugynevezett
pre-autofagoszomalis struktirabol (PAS) jon 1étre (Suzuki, Kirisako és mtsai 2001). Az IM
eredete rendkiviil vitatott kérdés (Longatti és Tooze 2009). A kurrens elméletek szerint a
durva felszini endoplazmatikus retikulum (ER) ciszterndi, a transz-Golgi (Dunn 1990,
Yamamoto, Masaki és mtsai 1990), mitokondriumok (Hailey, Rambold és mtsai 2010),
plazma membran (Moreau, Ravikumar ¢s mtsai 2011) is szolgalhat membranforrasként,
vagy lehetséges hogy de movo szintetizalodik (Noda, Suzuki és mtsai 2002). Ha
korbezarult, elkiiloniti az egyes bekeritett organellumokat a sejtplazmatol, ezt a képletet
nevezzilk autofagoszomanak. A bekebelezett sejtalkotok ekkor még felismerhetoek, és
elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan struktirajuk szinte alig valtozik. Ezek utan az
autofagoszoma kiilsé membranja egy kés6i endoszoma vagy lizoszoma membranjaval
egyesiil, 1étrehozva az autolizoszomat. A fuzid utan a bels6 membran és a benne tarolt

citoplazmarészlet degradalodik, a felszabaduldo monomerek pedig a membranon keresztiil
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visszajutnak a citoplazmaba ¢és Ujrahasznosulnak energiatermelé ¢és szintetikus
folyamatokban (Bachrecke 2003). A folyamat végén csak az amorf, emészthetetlen
anyagok maradnak vissza, melyek ultrastrukturalis vizsgalatokban erds elektrondenzitast
mutatnak. Ezt a membrannal kériilhatarolt képletet rezidualis testnek nevezik.

Az autofagia folyamatanak szabéalyozasa evoluciosan konzervalt (Melendez és
Neufeld 2008, Pattingre, Espert és mtsai 2008). Az 1990-es évektdl kezdodden élesztd
modellen zajlo genetikai vizsgalatok alapjan eddig 35 autofagia-gént (ATG, Autophagy
Related Genes) azonositottak (Tsukada és Ohsumi 1993, Thumm, Egner és mtsai 1994,
Harding, Morano ¢és mtsai 1995, Klionsky, Cregg és mtsai 2003, Nakatogawa, Suzuki és
mtsai 2009). Az autofagoszomak kialakulasa koriilbeliil 20 rendkivill konzervalt ,,core”
(kozponti szereppel rendelkezé) ATG géntermék altal szabéalyozott folyamat, amelyek a
magasabbrendtiekben is az élesztékben leirtakhoz hasonld hierarchikus viszonyt mutatnak
(3. abra) (Suzuki, Kubota és mtsai 2007, Itakura és Mizushima 2010).

Az autofag lebontast morfologiailag hat jol elkiilonithetd 1épésre, molekularis
komponenseit pedig az ezeket a lépéseket szabalyozd komplexekre oszthatjuk fel: 1.
iniciacid; 2. az izolaldo membran kialakulasa (nukleacio); 3. az izolal6 membran érése ¢és az
autofagoszoma kialakulasa; 4. kapcsolodas és a lizoszomaval torténd fuzionalas; 5.
savasodas ¢és a beltartalom lebontasa; és végiil 6. reciklizalas.

1. Az autofag folyamatok iniciacidja és az autofagoszomak képzédése az Atgl kinaz
komplex tagjai altal szabalyozott folyamat. Elesztokben az Atgl-Atgl3-Atgl7-Atg29-
Atg31 (Cheong, Nair és mtsai 2008), mig emlésokben az ULK1-Atgl3-FIP200-Atgl01
alkotja a komplexet, ahol az ULK1 (unc-51-like kinase 1) az Atgl homologja, a FIP200
(focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kD) pedig az Atgl7-hez hasonld
funkciot tolt be (Ichimura, Imamura és mtsai 2004, Hara, Takamura és mtsai 2008, Chan,
Longatti és mtsai 2009, Hosokawa, Hara és mtsai 2009, Hosokawa, Sasaki és mtsai 2009).

2. Az izolald membran nukledcidjaban szerepet jatszo masodik komplex koézponti
tagja és névaddja az autofagia-specifikus harmas tipusu foszfatidil-inozitol 3 kinaz (Ill-as
tipustt PI3K), amelyet Vps34-nek (Vps, vacuolar protein sorting) neveznek az €leszts-
homolog alapjan. A Vps34-komplex tagjai: maga a Vps34, az Atg6/Vps30 (emldsokben
Beclin 1), az Atgl4 és az Vpsl5 (Suzuki, Kirisako és mtsai 2001, Itakura, Kishi és mtsai
2008, Sun, Fan ¢és mtsai 2008). A pre-autofagoszomalis membran kialakulasahoz
elengedhetetlen a lipid-kinaz komplex megfelelé miikddése. A lipid kinaz egyik effektora
az Atgl8 (emlés homologjai a WIPI1-4 fehérjék, WD-repeat protein interacting with
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phosphoinosides (Proikas-Cezanne, Waddell és mtsai 2004)). Az Atg9 az egyetlen
transzmembran Atg fehérje valamennyi autofag géntermék kozil. Mig normalis
koriilmények kozott a transz-Golgi halozat és a késéi endoszomak kozott kozlekedik
(Young, Chan ¢és mtsai 2006), ¢hezés soran a Golgi-késziilék perifériajara keriil, ahol
kolokalizal két autofagoszoma-markerrel: az Atg8-cal (emlds homologja a MAP-LC3 vagy
réviden LC3, microtubule associated protein light chain 3) és a Rab7-tel (Ras-related
protein 7). Szerepe feltehetdleg a lipidszallitas, illetve a PAS és a kiilonb6zo
membranforrasok kozotti ciklizacié (Longatti és Tooze 2009).

3. Két, az élesztoktol az emlésokig rendkiviil konzervalt ubiquitin-szerti konjugacios
rendszer biztositja az autofagoszomak kialakulasat és az Atg8-szerli fehérjék C-terminalis
lipidaciojat (Ohsumi 2001). Az izolald6 membranon kialakulo Atgl2-Atg5-Atgl6 komplex
Létrejottéhez szitkséges az Atg7, amely egy El-szerii aktivalo enzim, valamint az E2-szerii
konjugald enzimként miikodo Atgl0 (Mizushima, Noda és mtsai 1998, Ichimura, Kirisako
¢és mtsai 2000, Kuma, Mizushima ¢és mtsai 2002). A komplex feladata az autofagoszoma-
membran kialakitasa, ezen kiviil eldsegiti az Atg8 lipidaciojat.

A citoszolikus Atg8 izoforma egy foszfatidil-etanolamin (PE) horgony kovalens
kapcsolodasaval lipidalodik (emldsokben ezt LC3-1 LC3-II atalakulasnak nevezik). A
citoszolikus Atg8-at éleszt6ben az Atg4 cisztein proteaz egyetlen C-terminalis aminosav
lehasitasaval teszi konjugaciora alkalmassa. Az Atg8-PE komplex kialakulasa soran is az
Atg7 az El-szerii aktivald enzim, és mellette az Atg3 viselkedik E2-szerli konjugalo
enzimként (Tanida, Mizushima és mtsai 1999). Az Atg8-PE lipidhorgonyan keresztiil
kapcsolodhat az izolald, tovabba az autofagoszoma membranhoz (Ichimura, Imamura és
mtsai 2004, Sou, Tanida és mtsai 2006). Az Atg8-PE/LC3-II az egyetlen olyan ismert
fehérje, amelyik membranhoz kotott marad az autofagoszoma kialakulasa utan is, igy
kivalo autofagoszoma markerként hasznalhaté (Nair, Yen és mtsai 2012). Az Atgl2-Atg5-
Atgl6 komplex az autofagoszoma kialakuldsa utan disszocidl az izolalé6 membranrol.

4. Mieldtt az autofagoszoma kiilsé membranja fuziondl a lizoszomaval, 1étrehozva
ezzel az autolizoszomat, az Atg4 szabadon ereszti a PE horgony eltavolitasaval az Atg8-at
(Ichimura, Kirisako ¢és mtsai 2000). Az Atg8 a kiilsé membranrdl a citoszolba
reciklizalédik, mig a belsé membranhoz kapcsolt Atg8 lebomlik a lizoszomaval valo6 fuzid
utan (Xie és Klionsky 2007). Az autofagoszoma ¢és a lizoszoma kozotti egybeolvadas a
homotipikus membranok esetén megfigyelt fuzidhoz hasonlé modon torténik. Ehhez a
lépéshez a feltételezések szerint sziikséges a C-tipusit Vps komplex (Vpsll1, 16, 18, 33, 39)
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¢és a Rab7 GTPaz (GTP, Guanosine-5'-triphosphate) aktivitasa (Nickerson, Brett és mtsai
2009).

S. Az autolizoszoéma savasodasat a Vha gének (Vacuolar H+ ATPase) biztositjak,
amik protonokat pumpalnak a lizoszomék belsejébe. Ez az alacsony pH sziikséges a
degradaciot végzo lizoszomalis hidrolazok és kiilonbozé emésztdenzimek miikodéséhez
(Wang ¢és Klionsky 2003). Autofagia soran a beltartalom enzimatikus lebontasa akkor
indul meg, amikor az autofagoszomat hatarold belsd membrant az enzimeknek sikertil
lebontaniuk.

6. A lebontasbol felszabaduldé monomerek az autolizoszomabdl, transzport utjan

keriilnek vissza a citoplazmaba.

Eleszt6 név Drosophila név Emlos név
&y Atgl Atgl ULK1,ULK2
g5 Atgl3 Atgl3 Atgl3
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Az autofagia szabadlyozadsa

Az autofagidban szerepet jatszo komplexek mellett a szabalyozd szignalizacids
utvonalak is rendkiviil konzervaltak a tobbsejtli allatok korében (Melendez and Neufeld
2008, Pattingre, Espert et al. 2008). Normalis koriilmények kozott csak kismértékii bazalis
autofagia zajlik, ezért kiilonosen fontos, hogy megfeleld — akar kiilsé, akar belsé - induktiv
hatasokra a sejtek gyorsan reagaljanak, autofag valaszt adjanak.

Miutan az autofagia a sejtek éhezésre adott elsddleges valaszreakcidja, igy igen
érzékenynek kell lennie a sejt kozvetlen kornyezetében elérhetd tapanyagok, elsdsorban az
aminosavak szintjére. Mind az élesztokben, mind az emlésokben a Target of Rapamycin
(TOR) szerin-threonin protein kinaz altal kozvetitett Utvonal a legjobban ismert
szignalizacids kaszkad. Koveti a sejtek tapanyag-ellatottsagat és adott esetben képes
aktivalni a sejtosztodast, ndvekedést és parhuzamosan gatolni az autofagiat.

A TOR érzékeli a stresszhatdsok jeleit, a ndvekedési faktorok/hormonok jelenlétét
illetve hidnyat, valamint a sejt rendelkezésére allo energia mennyiségét, és ennek
megfeleléen szabalyozza a sejt metabolizmusat és novekedését. Megfeleld fiziologias
koriilmények kozott els6sorban az I-es tipusu PI3K (phosphatidyl inozitol 3 kinase)
jelatviteli utvonalon és az elérheté aminosavak altal aktivalodik (Zoncu, Bar-Peled és mtsai
2011). Ekkor az autofagia indukcidjaban résztvevo fehérjéket foszforilalt allapotban tartja,
ezaltal gatolja meg az autofagoszoma képzddésének iniciaciojahoz sziikséges 1épéseket,
példaul direkt foszforilalassal gatolja az Atgl kinazt (Kamada, Funakoshi és mtsai 2000,
Scott, Juhasz és mtsai 2007). Amint lecsokken a tapanyag mennyisége, inaktivalodik a
TOR és megsziinik az Atgl represszalt allapota - az autofagia indukalodik. ElesztSben
kimutattak, hogy a TOR inaktivacioja az Atgl3 defoszforilaciojahoz és ezaltal az autofagia
indukcios komplex Atgl és Atgl3 6sszekapcesolodasahoz vezet (Kamada, Yoshino és mtsai
2010). Ugyanakkor az indukaldédo autofag szignalizacio is visszahat és leallithatja a TOR
altal serkentett folyamatokat: éhezés soran a Drosophila Atgl képes gatolni a TOR-t
abban, hogy foszforilalja és ezaltal aktivalja az S6K-t. Az S6K - melynek az elsd
azonositott szubsztratja a 40S riboszoma komponense, az rpS6 (ribosomal protein S6) - a
TOR egyik downstream effektora, kinaz aktivitasa noveli a fehérjeszintézist és a sejtek

Eukariotakban két TOR kinazt tartalmazé komplex van jelen: a TORCI és a
TORC2 (Zhou ¢és Huang 2010). Mindkét komplexnek szerepe van az autofagia

szabalyozasaban. Az emlésokben a rapamycin-szenzitiv mTORCI1 5 fehérjét tartalmaz:



katalitikus alegységként magat a mTOR-t, a RAPTOR-t (regulatory associated protein of
mTOR), a PRAS40-et (proline-rich Akt substrate of 40kDa), a MLSTS8 fehérjét (mTOR
associated protein LST8 homolog) és a DEPTOR-t (DEP-domain interactor of mTOR)
(Suzuki és Inoki 2011, Weber ¢és Gutmann 2012). A kevésbé rapamycin szenzitiv
mTORC2 komplex tagjai: az mTOR, a RICTOR (rapamycin-insensitive companion of
mTOR), az MLSTS, a SIN1 (SAPK-interacting protein 1) és a PROTOR (protein observed
with rictor) (Oh és Jacinto 2011).

Az anabolikus hormonok (mint példaul az inzulin vagy a novekedési faktorok) a
TOR aktivalasan és az autofagia gatlasan keresztiil szabalyozzak a sejtnovekedést. A
TORCI felé iranyulo szignalizacios Gitvonalak (4. abra) legfobb feladata, hogy tapanyagok
¢és novekedési faktorok jelenlétében serkentsék a transzlaciot és altalaban a sejtnévekedést
(Hietakangas ¢és Cohen 2009). Nem meglep6, hogy sok, mindkét utvonalban
kulcsfontossagt molekula evoluciosan konzervalt.

Az inzulin és inzulin-szeri novekedési faktorok a kanonikus PI3K-TOR ttvonalon
keresztiil hatnak: ha megfelelé mennyiségben van jelen, tirozin kinaz tipust receptora
megfeleld célmolekuldk (példaul az IRSI1, insulin receptor substrate 1) foszforilalasan
keresztiil serkenti az I-es tipusu PI3K mikodését, azaz a foszfatidil-inozitol 4,5-bifoszfat
(PIP2) foszfatidil-inozitol 3.,4,5-trifoszfatta (PIP3) torténé atalakulasat. A PIP3
mely a PI3K-TOR ttvonal fontos negativ szabalyozo eleme. A PIP3 hatasara az Akt/PKB
kinaz (protein Kinase B) aktivalodik, amely tobbek kozott a TSCI1/TSC2 (tuberous
sclerosis complex) gatlasaért felelds. Ez utobbi heterodimer komplex, aktiv allapotban
fokozza a Rheb (Ras homolog enriched in brain) kis G-fehérje GTP-dz aktivitasat,
melynek hatasara a Rheb-GTP Rheb-GDP-vé alakul at. A Rheb-GTP a TORCI kinaz
komplex aktivatora, mig a Rheb-GDP inaktiv. Osszefoglalva, a nvekedési faktorok éltal
kivaltott jelatvitel a Rheb GTP-kotését, azaz aktivalodasat és ezaltal a TORC1 komplex
serkentését eredményezi. A sejtndvekedést szamos TORC1-effektor molekula is kozvetiti:
példaul a riboszomalis S6K és az eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E)
aktivalodasa. Ezek az effektorok rendkiviil fontosak a megfeleld riboszomakészlet
eléallitasahoz, igy a transzlaciohoz és a sejtndvekedéshez (Lum, DeBerardinis és mtsai

2005, Wang és Proud 2009).
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4. abra Az autofagia szabalyozasa

Aminosav-¢hezés soran az autofagiat a Raf kindz (rapidly accelerated
fibrosarcoma) szignalizacios kaszkadja is szabalyozhatja sejttenyészeti vizsgalatok alapjan.
Ebben az esetben a Raf-1 serkenti a MEK1/2 kinazt (MAPK/ERK kinase), amely az
ERK1/2-t (extracellular signal regulated kinase 1 and 2) foszforilalja, amelynek aktivitasa
végiil megnovekedett autofag valaszhoz vezet (Ogier-Denis, Pattingre és mtsai 2000, Shaw
¢és Cantley 2006).

Az aminosavak megvonasa miatt az autofagia aktivalddhat az ER stressz hatasara is
(Ron és Walter 2007). Az ER-nek fontos szerepe van a sejt fehérjeszintézisében, valamint
a karos anyagok ¢és anyagcseretermékek artalmatlanitdsaban. Nem megfeleld funkcidja
esetén aktivalodik az UPR (unfolded protein response), mivel megnd a hibas
autofagia: a PERK (PKR-like ER-localized elF2a kinase) foszforilacidja altal inaktivalja

az elF2a-t, ami az autofagia aktivalasat és a transzlacio gatlasat okozza (Talloczy, Jiang és
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mtsai 2002); a JNK (c-Jun N-terminal kinase) fehérje aktivalasaval vagy az ATF6/Xbpl
(activating transcription factor 6/X-box binding protein) utvonalon keresztiil. Az ER
tulélését, igy csokkentve a stresszhatas mértékét (Schleicher, Moretti €s mtsai 2010, Suh,
Kim és mtsai 2012, Bristol, Emery és mtsai 2013).

Az aminosavak mellett a sejt allando ATP-szintjének (adenozin-5'-trifoszfat)
biztositasa érdekében elengedhetetlen a megfeleld mennyiségii glikoéz, zsirsav ¢és
pirossz6lésav is (Lum, DeBerardinis és mtsai 2005). Az AMP-aktivalt protein kinaz
(AMPK) feladata a szervezetben a sejt energia-ellatottsaganak érzékelése és szabalyozasa
(Hardie 2007). Amikor a sejt ATP formajaban tarolt energiaja fogyni kezd, és az
AMP/ATP aranya megnd a citoplazmaban, aktivalodik az AMPK komplex (Hardie,
Carling és mtsai 1998), és serkenti a tapanyagok lebontasat és gatolja az energiat fogyasztd
folyamatokat. Az AMPK szamos sejtélettani folyamatban vesz részt. Hatdssal van a
metabolikus enzimek poszttranszlaciés modositasara, a génexpresszid szabalyozasara, a
fehérjeszintézisre, valamint a sejtek novekedésére és a sejtciklusra egyarant. Minden olyan
hatds, ami megemeli az AMP/ATP aranyat, az AMPK aktivaciojat idézi eld, amely, ha elér
egy bizonyos kiiszobértéket a TSC1/2 komplex aktivalasan keresztiil, csokkenti a TORCI
miikodését, ami viszont az autofag folyamatok beindulasahoz vezet (Meijer és Codogno
2007). Ilyenek lehetnek a stresszorok, mint példaul az éhezés, hipoxia, hésokk vagy a

kiilonb6z6 nehézfém-ionok (Kemp, Stapleton és mtsai 2003).
Az autofagia vizsgdlati médszerei

Miutan az autofagianak szamos fiziologiai és patologiai vonatkozasa van,
mechanizmusanak pontos megértésére, kvantifikalasara és manipulalasara rendkiviil nagy
az igény. A vizsgalatok egyik legfontosabb feladata, hogy segitsenek eldonteni: alapszinti,
indukalt vagy az autofagia gitlasa zajlik-e az adott koriilmények kozott. Ennek ismerete
sziikséges ahhoz, hogy kovetkeztetni lehessen arra, milyen modon befolyasolja az
autofagia a tanulmanyozott folyamatokat.

Mivel az autofagoszomak kozponti jelentdségli strukturalis elemek ebben a
dinamikus folyamatban, szamuk meghatarozasa egy adott idépontban informacioval
szolgalhat az autofagia intenzitdsar6l. Azonban ez a szdm egyarant tiikrozheti az
autofagoszomak képzodésének aranyat és autolizoszomakka alakulasuk és lebontasuk
mértékét is - azaz az autofagoszomak felhalmozoddasa jelentheti az autofagia indukcidjat
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vagy az autofagoszoma képzddése utan kovetkezd lépések gatlasat. Ebbol kifolydlag
kizarolag az autofagoszomak szamanak meghatarozasa nem elégséges az autofag aktivitas
megallapitasahoz. Az tGgynevezett autofag fluxus, vagyis az autofagoszoma-szintézis, a
szubsztratok lizoszomakhoz torténd szallitdsa és a lebontds egyiittes hatdsanak vizsgéalata
sokkal megbizhatobb informaciét nyujt az autofag aktivitds meghatarozasarol.
Valamennyi, altalam bemutatott modszert 6sszegzi az 6. dbra (AP: autofagoszoma, AL:
autolizoszoma, EM: elektronmikroszkopia, FC: aramlasi citometria, FM: fluoreszcens
mikroszkoépia, IB: Western blot, IV: izotopos vizsgalat, LC3= Atg8, LC3-I= Atg8a, LC3-
II= Atg8b).

Az autofagoszomak szamanak mérésére harom elterjedt detektalasi modszert
alkalmaznak: az elektronmikroszkopiat, a fénymikroszkopiat és a lipidalt Atg8/LC3
mennyiségének meghatarozasat.

Az elektronmikroszképia a leghagyomanyosabban hasznalt autofag vizsgalati
modszer. Ultrastrukturalis szinten az egyes autofag elemeket megfelel6 rutinnal viszonylag
jol el lehet kiiloniteni (S. abra és 6. abra A). Az autofagoszoma egy kettds membrannal
hatarolt, meg nem emésztett citoplazmarészleteket tartalmaz6 komponens, amely még nem
fuzionalt a lizoszomaval. Az autolizoszomak azonositasa mar kevésbé egyértelmii lehet,
mert az autofagoszoma lizoszomaval torténd egyesiilése utan mar csak egy egyrétegii
membrannal hatarolt képlet keletkezik, a benne levd citoplazmatikus anyagok pedig a
lebontas kiilonbozé stadiumaiban vannak (Eskelinen és Kovacs 2011).

A fluoreszcens mikroszkopia alkalmas akar, az els6sorban az autofagoszomakat
jelolé endogén Atg8 immuncitokémiai modszerekkel torténd azonositasara, akar a GFP-
riporterrel fuziondlt transzgénikus eredetii Atg8/LC3 detektalasara (6. abra B). Ez a
modszer alkalmazhatd emlésokben (Mizushima, Yamamoto ¢és mtsai  2004),
ecetmuslicaban (Scott, Schuldiner és mtsai 2004), férgekben (Melendez, Talloczy és mtsai
2003), novényekben (Yoshimoto, Hanaoka ¢és mtsai 2004) ¢és zebradanidban (He,
Bartholomew ¢és mtsai 2009) egyarant. A leggyakrabban megadott kvantitativ érték ebben
az esetben az atlag pottyszam/sejt, a teriilet/sejt arannyal korrigalva ha sziikséges.

Az Atg8/LC3 vizsgalata a biokémiai vizsgalati moddszerek soran is kozponti
szerepet jatszik: Western blottal kimutathaté az LC3-1 vagy a GFP-LC3-1 méretbeli
valtozassal is jaro atalakulasa (konverzidja) LC3-II-v¢é illetve GFP-LC3-II-vé, anti-LC3
vagy anti-GFP ellenanyag segitségével (6. abra C). A lipidalt LC3-II mennyisége
altalaban korrelal az autofagoszomak szamaval (Kabeya, Mizushima és mtsai 2000).

19



5. abra Az autofagoszoma és az autolizoszoma morfologiaja (Mizushima, Yoshimori és
mtsai 2010) (szimpla nyilak: autofagoszémdk; dupla nyilak: autolizoszomdk; nyilfejek: AP
belsejében levé ER darabok)

Ahogy fentebb emlitettem, a legtobb kisérlet esetében fontos azt tudni, hogy az
autofagoszomak felszaporodasat az autofagia fokozott indukcidja vagy a késobbi 1épések
gatlodasa okozza. Ennek eldontésében segitenek az autofagia fluxust vizsgalé modszerek.

Ezek koziil az egyik az LC3 lipidaltsaganak mértékén, azaz az LC3-II relativ
mennyiségén alapszik. Az LC3-II egy részét az autolizoszomak lebontjak (lasd 3. abra),
ezért mennyisége lizoszomalis inhibitor jelenlétében megné a kontrollhoz képest (6. abra
D). Ugyanezt a jelenséget lehet akkor is tapasztalni, ha a lizoszomaba vezetd utvonal
valamelyik, az autofagoszoma kialakulasa utani 1épése gatlodik (Mizushima és Yoshimori
2007, Klionsky, Elazar és mtsai 2008, Juhasz 2012).

Ehhez hasonloan az autofagia egyik ismert szelektiv szubsztratja, a p62 lebontasa is
nyomon kovethetd, mennyisége Western blottal vagy immunfestéssel meghatarozhato (6.
abra E).

A kovetkezd gyakran hasznalt médszer az eltérd hatékonysaggal lebomlé autofag
szubsztratok detektalasan alapszik. Lényege, hogy kétféle riporterfehérjével, példaul
mCherry-GFP-vel (vagy mRFP-GFP-vel) jelolt transzgénikus LC3 sorsat vizsgaljak. Ez a
rekombinans fehérje az LC3-on keresztiil szelektiven kot az autofagoszomakhoz, majd az
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autolizoszoméakban a GFP fluoreszcencidja megsziinik a savas pH hatdsdra, mig az
mCherry-jé ép marad, igy fluoreszcenciaja tovabbra is detektalhatd. Az autofagoszomak
egyarant pozitivak lesznek mCherry-re és GFP-re (sarga jel), ezzel szemben az
autolizoszomak csak az mCherry 4ltal kibocsajtott jelet adjak (piros jel) (6. abra F).

Ezen kiviil megbizhaté modszerként alkalmazhaté a GFP-LC3 lebontdsa soran
felszabadulo szabad GFP mennyiségének meghatarozasa GFP ellenanyag felhasznalasaval,
Western-blot analizissel, mivel a szabad LC3 gyorsabban bomlik le, mint a GFP-LC3 (6.
abra G). Az immunoblottolas soran igy 2 eltérd csikot latunk majd a konverzido mértéke
alapjan, ami az LC3 turnover vizsgalatokhoz hasonléan hatarozza meg az autofag flux
mértékét (6. abra D).

Végiil elterjedt még a radioaktivan jelolt hosszi féléletidejii  fehérjék
mennyiségének meghatarozasa is. Ezek elsdsorban autofagia soran bomlanak le, ezért

annak gatlodasa ezen fehérjék stabilizalddasahoz vezet (6. d4bra H).
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Vizsgalati modszerek, a detektalas modja
A AP/AT ultrastruktiralis vizsgilata
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6. abra Az autofagia vizsgalati médszerei (Mizushima, Yoshimori és mtsai 2010)
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Ahhoz, hogy tobbféle modszerrel, megkdzelitéssel vizsgalhassuk az autofigia
folyamatat, feltétlenil meg kell ismernink azokat az anyagokat, amelyekkel
,beleszolhatunk™ a mechanizmusba (7. abra). Ezek kozil is kiemelend$ a wortmannin és a
LY294002, amelyek a farmakologidban leggyakrabban hasznalt, a III. tipusu PI3 kinazt,
ezaltal az autofagiat is gatlo szerek. Az autofag folyamat késobbi lépések blokkolasaval is
megallithatd mesterségesen: vinblastinnal és nokodazollal az autofagoszoma-lizoszoma
fuzidja, bafilomycinnel, ammonium-kloriddal vagy klorokvinnal pedig a lizoszomalis
proteazok miikddése akadalyozott. Specifikusabb gatlas érhetd el kiilonbozé ATG gének
kititése vagy RNS interferenciaval tortén6 csendesitése altal.

Egyre nagyobb igény van (terapias célokbol is) az autofagia aktivatorainak
azonositasara, megismerésére is. Fiziologias autofagiat indukalo hatas az aminosav-éhezés.
Serkenthetd az autofagia a tapanyag-ellatottsagért felelds jelatviteli utvonalak
manipuldldsaval is: erre szolgal a rapamycin ¢és analogjai (példaul a CCI779 vagy a torinl),
amelyek az mTOR gatlasan keresztiil vezetnek aktivalashoz. A litium, a trehaloz és a
SMER- ek (small-molecule enhancers of rapamycin) a pre-autofag strukttra kialakulasat

segitik eld, egyeldre ismeretlen modon.

23



. Lizoszéma

Autofagoszéma Autolizoszoma

Pre-autofig struktira
(PAS)

Ehezés  © )
Rapamycin — mTOR — 7 —
Torin1

—s Amino-
savak

© ©

o To

%ig:ﬁéz ATGgének  ATG gének Vinblastin Bafilomycin Al
Kiiitése/ Kiiitése/ itése Nokodazol NH CLKlorokvin
SMER-ek PI3K inhibitorok Atg4BCT4A Proteaz inhibitorok
(wortmannin,3-MA)  Atg16L1 DN (E64d,pepsztatin)
Alegtébb ATG fehérje
Markerfehérjék T A g I —
| Lizoszmalis fehérjék

7. abra Az autofigia ismert inhibitorai és aktivatorai (Mizushima, Yoshimori és mtsai 2010)




A p62 molekula jellemzése és az autofagia szelektivitasa

A huméan p62/SQSTMI (sequestosome-1) egy multidomén fehérje, melynek
szamos jelatviteli utvonalban, az apoptdzisban, a stresszvalaszban ¢s a sejtnévekedésben is
van szerepe (Moscat és Diaz-Meco 2009). Eldszor az atipikus protein kindz C (aPKC)
interakcios partnereként azonositottak (Puls, Schmidt és mtsai 1997, Sanchez, De Carcer és
mtsai 1998). Drosophilaban az egyediili ismert homologja a Ref(2)P (refractory to sigma
P), az egyszertliség kedvéért a tovabbiakban ezt is p62-nek nevezem. A géntermék a human
p62-vel szinte teljesen megegyezé doménstrukturat mutat (8. abra).

Tartalmaz egy PB1 (Phox/Bemlp) fehérje-fehérje koté domént, amely révén képes
egy masik p62-hoz vagy egyéb PB1 domént hordozo fehérjéhez kotddve oligomereket
alkotni és ezen keresztiil 1ép kolcsonhatasba a mar emlitett aPKC-vel is. Szintén ezen a
doménen keresztiil kapcsolodhat és ezaltal gatolhatja az ERK 1-et, mely az adipogenezis ¢és
a koros elhizashoz vezet6 folyamatok elengedhetetlen negativ szabdlyozo eleme
(Rodriguez, Duran és mtsai 2006). A cink-ujj domén (ZZ, zinc-finger) a RIP (receptor
interacting protein) fehérjén keresztiil biztositja az NF-kB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) transzkripcids faktor aktivalasat a TNF (tumor
necrosis factor) utvonalban (Sanz, Diaz-Meco és mtsai 2000, Duran, Linares és mtsai
2008). A TB nevi (TRAF6 binding) doménnal kotédik a TRAF6 molekuldhoz, mely
fontos szerepet tolt be a RANK (Receptor Activator of Nuclear factor-KappaB ligand)-
indukalt oszteoklasztogenezisben és a Ras-indukalt tumorgenezisben. A TRAF6 egy lizin
63 (K63) E3 ubiquitin ligaz, ami az NF-kB aktivalasaért felelés (Moscat, Diaz-Meco ¢és
mtsai 2006). A p62 kdlesonhatd partnerei kozé tartozik a RAPTOR is, amely, ahogy errdl
korabban mar sz6 volt, korlatozza az autofag folyamatok beindulasait az mTORCI
komplex alegységeként (Kim, Sarbassov és mtsai 2002, Duran, Amanchy és mtsai 2011).
Az autofagia szempontjabol igen nagy jelentéségli a p62 LIR (LC3-interacting region)
régidja, amely az Atg8/LC3 csaladhoz tartozo fehérjékhez valo kétédést teszi lehetéve. A
Keapl-el (Kelch-like ECH-associated protein 1) vald kapcsolat fontos tényezé az Nrf2
(nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) és a ROS (reactive oxygen species) szintjének
szabalyozasaban. Végiil rendelkezik egy UBA (ubiquitin-associated) doménnel, amely a
proteaszomalis vagy autofag folyamatok révén lebomlé poliubiquitinalt fehérjékhez valod

kotddést biztositja (Nezis, Simonsen és mtsai 2008).
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8. abra A p62 felépitése, interakcios partnerei és funkcidi (Moscat és Diaz-Meco 2012)

(A roviditések magyardzatat és az altaluk jelolt fehérjék szerepét lasd a szévegben)

Kapcsolatai révén a p62 élettani feladatai kozé sorolhaté az oszteoklasztogenezis és
a csontok ujjaépitésének (Duran, Serrano és mtsai 2004), valamint az adipogenezis ¢és az
elhizas szabalyozasa is (Rodriguez, Duran és mtsai 2006). A p62 a tumorigenezis kdzponti
regulatora, mivel részt vesz a mitozis szabalyozasaban, modulalhatja, ugyanakkor
szubsztrétja is az autofégiénak, és végﬁl, de nem utolsdsorban kontrollélja a ROS és a nem

Az autofagia soran leboml6 anyagok iranyitott kivalasztasanak mechanizmusa,
vagyis ezen degradacios folyamat szelektivitasanak kérdése széles korben vitatott téma.
Mara mar ismert néhany bizonyitottan szelektiv lebontasra iranyito, ,kijelold” fehérje,
ilyen példaul az Alfy (autophagy-linked FYVE protein), az NBR1 (neighbor of BRCA1
gene 1), az NDP52 (nuclear dot protein 52) és a p62 is. A p62 két kiilonbdzé doménje altal
mind az ubiquitinhez, mind az Atg8/LC3-hoz képes kotni (8. dbra). Az UBA domén
biztositja az ubiquitinalt fehérjékkel valoé kapcsolatot, az Atg8/LC3-interakcid pedig az
asszociaciot az autofagoszomahoz - igy maganak a p62-nek ¢és ubiquitinalt
szubsztratjainak szelektiv lizoszomalis lebontasat és a hozzajuk torténd kapcsolddasat is
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(9. 4abra). Szamos neurodegenerativ betegség esetében p62-t és ubiquitinalt fehérjeket
egyarant tartalmazo fehérjeaggregatumok (inkluzids testek) felhalmozodasa figyelhetd
meg (Bartlett, Isakson és mtsai 2011). Ehhez hasonl6é aggregatumok halmozodnak fel
kisérletes kortilmények kozott autofagia hidnyaban is, igy elmondhatd, hogy az autofagia
szintje negativan korrelal a sejtekben megtalalhatdo p62-aggregatumok szamaval (Hara,

Nakamura és mtsai 2006, Komatsu, Waguri és mtsai 2006).
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9. abra A p62 altal szabalyozott szelektiv autofagia folyamata (Ichimura,

Kumanomidou és mtsai 2008)

A kiilonboz6 kisérleti modellekben kiilonféle, a p62 szintjének meghatarozasara
hasznalt vizsgalat terjedt el, ezek kozé tartozik a sejtkultirak és szovetek immunfestése, a
Western blot, illetve GFP-vel jelolt riporterek alkalmazasa (Bjorkoy, Lamark és mtsai
2009). A Drosophila melanogaster, amely a gének és genetikai interakciok vizsgalatanak
hagyomanyos modellallata, kivaloan hasznalhatd szamos sejtbiologiai folyamat, igy az
autofagia tanulmanyozasara is. Tobb cikkben igazoltdk a p62/ubiquitin-aggregatumok
allandé jelenlétét a kifejlett imagok agyaban, valamint azt, hogy ezek szama drasztikusan
megemelkedett a neurodegenerativ betegségek Drosophila modelljeiben, illetve az
autofagia gatlasakor (Juhasz, Erdi és mtsai 2007, Nezis, Simonsen és mtsai 2008,
Simonsen, Cumming és mtsai 2008, Bartlett, Isakson és mtsai 2011). Mindezek alapjan a
Drosophila melanogaster megfeleld eszkoz lehet nemcsak az autofagia folyamatanak, de
ezen beliil a p62 szerepének megértéséhez is.
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A Drosophila melanogaster, mint kisérleti modell altalanos jellemzése

A Drosophila melanogaster (ecetmuslica) mar tobb mint szaz éve a magasabbrendii
¢élélények idealis genetikai modellje. Ennek oka tobbek kozott rovid életciklusa, nagy
utodszama, olcséd és konnyl fenntarthatésaga, kis mérete és alacsony kromoszoémaszama.
A muslica genom Osszesen négy par kromoszomabol all. Ezek koziil az els6 par ivari, a
tobbi testi, de a 4. kromoszoma rendkiviil kisméretii. Természetesen mara a teljes genom
nukleotid-szekvenciaja ismert, és genomjaban megtalalhatoé az emberi betegségeket okozd
gének kétharmadanak homologja. A rendelkezésre allo genetikai és sejtbioldgiai
vizsgalomodszerek széles tarhaza kiilondsen alkalmassa teszik ezt az él6lényt alapkutatasi
célokra. A Drosophila-kutatok altal hasznalt online adatbazis (flybase.org) pedig kivaloan
Osszegzi ezt az egyre b6viild informaciohalmazt.

A vadtipusu (OregonR) Drosophilara jellemzé a sargas-barna testszin, az ¢lénkpiros
és kerek szem, az egyenes allasu, ép szélii szarny ¢és a fekete, testre nem rasimuld
kitinszdrzet. Ugyanakkor nagyszamu, az életképességet nem lényegesen befolyasolod és
lathato fenotipust okoz6 markermutacié létezik. A fenotipusos markerként hasznalhatod
eltérés érintheti tobbek kozott a test és a szem szinét vagy alakjat, a szarnyak alakjanak,
szélének épségét vagy akar a kitinsz6rok szamat is. A markermutaciok egyrészt
segithetnek gének vagy egyéb genetikai elemek pontosabb kromoszomalis pozicidjanak
térképezésében, masrészt a keresztezések soran konnyen lehet a vizsgalt torzsek altal
hordozott mutans allélok 6roklédését kovetni és azokat szelektalni a fenotipusos markerek

alapjan.
Az ecetmuslica egyedfejlédése

Az ecetmuslica teljes atalakulassal fejlod6, azaz holometabola rovar.
Egyedfejlédése laboratériumi koriilmények kozott koriilbeliil 8 napig tart, és tobb, jol
elkiilonithetd szakaszbol all (10. abra). A megtermékenyiilést kdvetden a pete burkan
beliil zajlik le a szobahdmérsékleten koriilbeliil egy napos embriogenezis. A kisérletes
munka soran az allatok korat a peterakastol, mint kezdéponttol szamitott 6rakban mérjiik
(AEL, after egg laying). A petébdl kikelve az els6 stadiumu larvak (L1) szintén koriilbeliil
24 ora elteltével vedlenek masodik stadiumuva (L2), illetve ujabb egy nap mulva harmadik
stadiumos (L3) larvakka. A hozzavetdleg 62-72 ora hosszisagu L3 stadium végéig tart a
posztembrionalis fejlédés. A harmadik larvastadiumot két részre kiilonithetjiik el. Els6é

részében a larva szinte csak taplalkozik (taplalkozo, feeding iddszak, L3F, 72-108h AEL),
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ennek megfelelden gyorsan novekszik. A masodik, vandorlé (wandering, L3W, 108-120h
AEL) szakasz alatt a larva elhagyja a nedves tapkozeget, egy szaraz helyen felkésziil a
bebabozodasra, ¢és ekkor kezdddik meg larvalis szerveinek fiziologids, nagyrészt
autofagidval torténé lebontdsa. A harmadik larvastddium végén az allat ugynevezett
prepupava alakul at, kiiltakardja néhany ora leforgasa alatt atalakul és szklerotizalodik, igy
hozva létre a babbdrt (puparium). A metamorfozis folyamata soran a babbol koriilbeliil
110-120 6ra utan (AEL 144-254/568h) kifejlett imago alakul ki. A pupariumbol valod
kibujast kovetden az ecetmuslica kifesziti szarnyait, szklerotizalja a kutikulajat, ropképessé
valik és 3-4 ora elteltével mar ivaréretté is alakul. Ezt kovetéen a néstények az elsd
petéiket 2 nap mulva rakjak le, és fiziologias koriilmények kozott 2-3 héten keresztiil

intenziven petéznek. Ez az ugynevezett adult staidium 45-60 napig tart.

W

10. abra A Drosophila életciklusa
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A Drosophila fejlédésének szabalyozasa

A Drosophila egyedfejlédése szigort hormonalis kontroll alatt all. Az egyes
larvastadiumokat vedlések valasztjak el, melyeket a neuroendokrin rendszer két hormonja
szabalyoz: a nyilt szénlanct juvenilis hormon és a szteranvazas ekdizon (20-
hidroxiekdizon). Az ekdizon, mint vedlési hormon, mindig az jabb larvastadiumokba valo
atlépést stimulalja. A hemolimfaba szekretalt hormont a zsirtestsejtek (trofocitak)
hidroxilaljak és az igy keletkezett 20-hidroxiekdizon (20-OHE) mar két nagysagrenddel
nagyobb aktivitassal bir. Szintézise iddszakos és kvantalt (Bachrecke 2000). A juvenilis
hormon ezzel szemben folyamatosan jelen van, de a fejlodés -elérehaladtaval
koncentracidja egyre csokken. Feladata az aktualis stddium fenntartasa. A vedlést igy a
juvenilis hormon mennyisége ¢és az ekdizoncsucsok szabalyozzak. A harmadik
larvastadium végén a magas koncentracioban jelen levo ekdizon az ekkorra mar alacsony
juvenilis hormon szint mellett tudja kivaltani a vandorlast és babozodast, tovabba a
feleslegessé valo larvalis szovetek lebontasat is (Sass és Kovacs 1977, Thummel 1996,
Baehrecke 2000). A baballapot végén a juvenilis hormon szintézise leall, az allat imagova

alakul.
Autofagia a Drosophila larvalis zsirtestében

A rovarok az autofagia kutatasanak klasszikus modelljei. Teljes atalakulasuk soran
képesek testik nagymértékii atalakitasara és ujjaépitésére, és az ezzel egyiitt jaro lebontd
folyamatok részben autofagia révén valosulnak meg. Az egyedfejlodés soran, legfoképpen
a L3 larvastadium végén, tigynevezett imaginalis szovetek novekedését figyelhetjitk meg.
Ezekbdl alakulnak ki a leendd adult allatok szerveinek és szdveteinek nagy része, mint
példaul a fej, a labak, a szarnyak, a tor és az ivarszervek. Az imaginalis sejtek
morfoldgiailag kisméretiiek, diploidak és az egyedfejlodés soran is végig novekednek és
osztodnak. Ezzel szemben a poliploid sejtek csak méretbeli ndvekedést mutatnak,
sejtosztodas nélkiil, feladatuk a biomassza felhalmozasa az egyéb, példaul metabolikus
funkciok mellett. A metamorfozis sordn a larva bebabozodik, larvalis szdveteinek nagy
része felszivodik és az imaginalis szovetek szamos morfogenetikai valtozason keresztiil
alakitjak ki a végleges adult strukturakat.

A Drosophila szervezetében — a tobbi rovarhoz hasonléan- a zsirtest tolti be ennek a
metabolikus kozpontnak a szerepét. A zsirtest egy mezodermalis eredetii, tobb lebenybdl

allo szerv, mely a gerincesek majahoz ¢és zsirszovetéhez hasonlithato. Trofocita sejtek
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épitik fel, melyek képesek felvenni és raktarozni a felszivodott tapanyagokat, melyekbdl a
fiziologias szikségleteknek megfeleléen monomerek szabadithatoak fel. Tovabbi funkcioi
kozé tartozik a méregtelenités és a hormonok aktivalasa és inaktivalasa. Fiziologias
koriilmények kozott a harmadik larvastadiumra a zsirtest sejtjei is nagymértékben
poliploidizalodnak, sejtméretiik egyre novekszik. Késobb, a metamorfozist megel6zéen
(108h AEL) a poliploid larvalis sejtek/szovetekben tomeges autofagia jelenik meg,
épitdanyagot szolgaltatva a baballapot alatt fejlodé imaginalis szervek szamara.
Autolizoszomak sokasagat figyelték meg nemcsak a zsirtest, hanem az epidermisz, a
nyalmirigy, a kozépbél, a protorakalis mirigy lebomlasa el6tt és alatt is (Schin és Clever
1965, Sedlak és Gilbert 1976, Ryerse 1979, Dai és Gilbert 1997). Ugyanakkor stressz
hatésara, (legegyszeriibben éheztetéssel) ennél korabban is barmikor indukalhaté autofagia
a zsirtestben. Osszegezve: a Drosophila melanogaster zsirtestszdvete kivaldan alkalmas
mind a fejlédés soran normadlisan lezajlo, mind a stressz hatdsara bekovetkezd autofag

folyamatok tanulmanyozasara.
Az RNS interferencia fogalma és alkalmazdasa Drosophila-ban

A gének funkcidjanak vizsgalata soran alapveté elvaras az adott géntermék
hianyaban kialakul6 fenotipus elemzése. Muslicakban a funkcidvesztéses (loss of function)
mutaciok generalasara szamos kisérleti modszer ismert: régebben altalanosan alkalmaztak
a fizikai vagy kémiai mutagéneket pontmutaciok, deléciok vagy nagyobb kromoszoma-
atrendezOdések indukalasara, de a transzpozon-inszercioval megvalositott mutagenezis is
klasszikusnak szamit.

Egy Drosophila transzpozon, az ugynevezett P-elem a genomba beépiilve
megvaltoztathatja egy gén kifejez0dését. A beckelodést és a kivagodast a P-elem specialis
szerkezete teszi lehetévé. Emellett a P-elem pontatlan kivagodasa lehetéséget nyujt tobbé-
kevésbe célzott delécids mutans allélok létrehozasara is. A P-elem-inszercidés mutagenezis
nagy elénye, hogy az ismert nukleotid-sorrendii P-elemet tartalmazo6 szakaszok helye mind
citologiai (in situ hibridizacio), mind molekularis biologiai (példaul inverz PCR)
modszerekkel kimutathatd, ily modon az altaluk érintett géneket is konnyen lehet
azonositani.

A fentiek hatékonysagat sajnos az befolyasolja, hogy sok mutacié homozigota
formaban korai letalitast okoz, tehat hatasa a kifejlett allatban nem tanulmanyozhaté. Ezt a

problémat kiiszobolték ki genetikai mozaikokat generald rendszerek kidolgozasaval. Ekkor
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a vizsgalt allat testének nagy részét heterozigota sejtek alkotjak, €s csak néhol,
mesterségesen indukéalva alakulnak ki homozigdta sejtklonok (Lee és Luo 1999). A
technika azonban viszonylag bonyolult és idéigényes, ezért ez sem alkalmazhatod széles
korben. A gondokat csak tetézi, ha az adott génre egyaltalan nem létezik mutans allél.

Az utdbbi évtized soran lehetdség nyilt nagy hatékonysagu, atfogéd screenek (adott
folyamatot befolyasold gének izolalasara iranyul6 sziirések) kivitelezésére egy viszonylag
gyors ¢és hatékony, funkciovesztéses fenotipust generald technika révén. Az RNS

interferencia (RNSi) egy olyan molekularis mechanizmus, melynek soran a citoszolba

hatékony, specifikus géncsendesitéssel jard poszttranszkripcios folyamat (PTGS): hatasara
nem, vagy csak csokkent mennyiségben képzddik funkcionalis fehérje az adott génrél. Az
RNSi jelensége a sejtek normalis mitkdodésének is része, funkcidja a virusok elleni védelem

¢és a génexpresszio szabalyozasa.

nucleus

dsRng
mRNA
I(j siRNA

11. abra Az RNSi folyamata (Robinson 2004)

Az RNS interferencia folyamatanak kozponti elemei a kétféele RNS molekula: a
miRNS (mikroRNS) és az siRNS (small interfering RNS). Az RNSi soran a sejtekben
megjelend dsRNS-t kis, 19-21 bazisparnyi darabokra (siRNS-ekre) vagja a Dicer nevil

enzim. A képz6dott rovid, duplaszalt darabok ezutan kiilonbozé fehérjekomponensekkel
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kapcsolodva létrehozzak a RISC (RNA-induced silencing complex)-et. Ezt kdvetden a
RISC-ben talalhato helikaz enzim szétvalasztja a két RNS szalat, amelyek koziil az egyik
degradalodik. Az siRNS masik szala a RISC-et a komplementer szekvenciat tartalmazo
mRNS-hez ,,vezeti”, amelyet aztdn a RISC endoribonukledz komponense kettévag. A
hasitas hatasara az mRNS sebezhetévé valik az exoribonukleazok szamara is, és végiil
degradalodik, ezzel meggatolva, hogy transzlacids templatta valjon. Az exogén dsRNS-
eket effektor fehérjék kotik meg — a Caenorhabditis elegans-ban az RDE-4, a
Drosophilaban az R2D2 — melyek névelik a Dicer enzim aktivitasat (Parker, Eckert és
mtsai 2006). A mikroRNS-ek olyan nem kodolé6 RNS-ek, melyek feladata a génexpresszio
szabalyozasa, kivaltképpen az egyedfejlédés alatt (Wang és Li 2007). Az érett miRNS-ek
felépitése szinte teljesen megegyezik az exogén dsRNS-ekbdl keletkezd siRNS-ekkel,
kivéve, hogy az eldbbiek poszt-transzkripcionalisan modifikalodnak. Az miRNS-ek és a
siRNS-ek ugyanazon celluldris elemeket hasznaljdk az RNS interferencia iniciacids lépése
utan.

Az RNSi rendkiviil értékes kisérleti technika mind sejtkultirak, mind ¢él6
organizmusok vizsgalata soran, hiszen a szintetikusan eldallitott és a sejtbe/él6lénybe
juttatott vagy ott kifejeztetett dsRNS-ek szelektiv és rendkiviil intenziv génszupressziot
valtanak ki. A sejt ezt a dsRNS-t — melynek egyik szala a vizsgalt gén szekvencidjaval
komplementer — exogén genetikai anyagnak értelmezi, és aktivalja az RNSi utvonalat. Ezt
a mechanizmust kihasznalva tehat drasztikus génexpresszio-csokkenést érhetiink el. A
technika egyszeriisége és altalanos alkalmazhatdsaga - hiszen igy gyakorlatilag barmilyen
gén funkcidvesztéses fenotipusa, ezaltal élettani szerepe tanulmanyozhatova valt -
biztositotta kiilonféle nagyléptékii screenek kivitelezését. Az eljarast a Caenorhabditis
elegans fonalféreg (Kamath és Ahringer 2003) és Drosophila (Boutros, Kiger és mtsai
2004) esetében alkalmaztak els6ként.

Az ecetmuslica esetében az RNSi hatasat kivaltdé dsRNS a genomba integralddott
transzgénrol irodik at. Az integracio tobbféleképpen is kivitelezhetd, az egyes Drosophila
RNSI torzsgytjteményekben eltéré technikakkal eltéré hatékonysagli vonalakat allitanak
elé. A laboratériumunkban leggyakrabban hasznalt térzsek a VDRC (Vienna Drosophila
Research Center) és a TRiP (Transgenic RNAi Project, Bloomington, USA)
gyljteményekbdl szarmaznak. A bécsi VDRC kdzpont 2007 6ta 31920 Drosophila RNSi
vonalat hozott létre. Korabban késziilt el az ugynevezett GD-konyvtar, melyben 21152
vonal talalhatd. A torzsek eldallitasa soran random inszercioval beépiils, P-elem alapt
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transzgéneket hasznaltak fel. Azonban ez nem bizonyult idealisnak, hiszen az inszercid
gyakran olyan géneket is inaktivalt, amelyek letalitdst okoznak, vagy a dsRNS nem
expresszalt megfeleléen. Az Gjabb, 10740 vonalat tartalmazd KK-konyvtar készitésekor az
integraci6 a fageredeti phiC31 helyspecifikus rekombinaz felhasznalasaval mar iranyitott
modon, ugyanabba a genomi pozicioba tortént (Groth, Fish és mtsai 2004). Ez az ujitas
kikiiszobolte a random beépiilés miatt szamottevd mutagén hatast és az expresszid
szempontjabol megfelelé genomi kornyezet miatt nagyobb mértékii géncsendesitést
biztositott. A GD és KK torzsek 0sszesen 13264 Drosophila gént fednek le, ez a genom
93,8%- at jelenti. A bloomingtoni TRiP kényvtarnal is a phiC31 integracios modszert
alkalmaztak, és szamos, eltérd6 hatékonysagn vektort allitottak elé (5 kiilonbozo
hatékonysagua VALIUM vektort alkalmaznak, melyek kiilonb6z6 intenzitassal fejezédnek
ki szomatikus- és ivari sejtekben). Folyamatosan béviild RNSi konyvtaruk mara tobb mint
6500 vonallal rendelkezik. Az RNSi valtozé mértékii megbizhatésagaval azonban mindig
szamolni kell, amit okozhat a P-elem inszercids torzsek esetében az eltéré genomi
kornyezetbdl fakado expresszios kiilonbség, illetve az ugynevezett off-target hatas, amikor
az RNSi soran nem csak a megcélzott, hanem egyéb mRNS-ek is lebomlanak. Ezért
mindig érdemes a vizsgalt génre fellelhetd dsszes RNSi vonalat letesztelni, ideélis esetben

mutansokat is vizsgalni.
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IL. CELKITUZESEK
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Az autofagidban szerepet jatszo gének azonositdsa in vivo genom sziiréssel

genetikai mozaik 4llatokban, ¢és a pozitiv talalatok karakterizalasa.

Az altalunk készittetett anti-p62 ellenanyag tesztelése: mutansokban ¢s larvalis
zsirtestben indukalt RNSi klonokban immuncitokémiai vizsgalatokkal, valamint

Western-blottal teljes allatmintakon.

A kilonféle p62-esszék elényeinek és hatranyainak meghatarozasa kvantitativ

vizsgalatokkal.

Funkcidvesztéses letalis fenotipussal rendelkez6 gének bazalis autofagiaban
betoltott  szerepének  kimutatdsa RNSi-indukalt mozaikos zsirtestekben,

immuncitokémiai modszerekkel.

A TOR kinaz szubsztratjanak tekintett S6 kinaz autofagiaban betoltott, vitatott

szerepének vizsgalata.
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IIL. ANYAGOK ES MODSZEREK

A Drosophila térzsek fenntartasa

A torzseket standard élesztd/kukoricaliszt/agar taptalajon 25°C-on, 50%- os
paratartalomban, 12-12 o6ra sotét-fényperiddus mellett tartottuk vattadugoval lezart
ivegesovekben. A standard taptalaj elkészitése a kovetkezOképpen torténik: 12 g agarport
feloldunk 1 liter csapvizben, felforraljuk, majd az oldathoz 100 g ,,szarazkeveréket” adunk,
amit addig keveriink, amig csomOmentes nem lesz. A ,,szarazkeverék” Osszetétele: 120 g
gliikdz, 36 g szachar6z, 320 g kukoricaliszt és 2,7 g CaCl,. Ezutan hozzaadunk 25 g
¢élesztbkivonatot a csomomentes keverékhez, majd az egészet Gjra felforraljuk. Kézmelegre
hiilés utan 10 ml Nipagin antibiotikumot és 1,7 ml fenil-fenol oldatot adunk az elegyhez,
amit igy mar a csovekbe oOnthetiink. Hosszi tdvon a torzseket 18 °C-on tartjuk. A
kisérletek jo része 25 °C-on zajlik, a kiszaradas elkeriilése érdekében néha a taptalajt vizzel

kell locsolni.
A felhasznalt torzsek

A doktori munkaban felhasznalt torzseket a 12. dbra tablazataban foglaltam Ossze Az
Atg8a[d4] mutans egy, az Atg8a génbe inszertalodott P-elem (KG07569 torzs (Scott,
Juhasz és mtsai 2007)) impreciz kivagodasaval késziilt és egy olyan deléciot hordoz, amely
az Atg8a els6 25 kodonjat és a CG1826 gén elsd 53 kodonjat érinti (Pircs, Nagy és mtsai
2012). A deléciot homozigota formaban hordozé mutansok életképesek és fertilisek,
semmilyen nagyobb morfologiai vagy fejlédéstani abnormalitast nem mutatnak. Az UAS-

Atgd[CI8A] transzgénikus vonal eldallitasat a késobbiekben ismertetem.

36



CG szam torzsnév referencia genotipus/torzsazonosito
wt w[1118]
CG10360 ref(2)P/p62[KK] Dietzl 2007 KK108193
CG10360 ref(2)P/p62[il] TRIP HMS00551
CG10360 ref(2)P/p62[i2] TRIP HMS00938
CG10360 p62-GFP Chang 2009 UAS-p62-GFP
CG10967 Atgl -/- Toda 2008 Atgl[25]
CG5373 Vps34 -/- Juhasz 2008 Vps34[Am22]
CG32672 Atg8a -/- Pircs 2012 Atg8a[A4]
CG5489 Atg7 -/- Juhasz 2007 Atg7[d77]/Atg7[d14]
CG1241 Atg2 -/- Scott 2004 Atg2[EP3697])/Df(3L)BSC119
CG7331 Atgl3 -/- Chang 2009 Atgl3[A81]
CG7986 Atgl8a -/- Scott 2004 Atgl18a[KG03090]/Df(3L)Exel6112
CG10539 S6K -/- Montagne 1999 S6K[I-1]
CG10967 Atgl[JF] TRIP JF02273
CG32672 Atg8a[KK] Dietzl 2007 KK109654
CG7986 Atgl8a[KK] Dietzl 2007 KK105366
CG7986 Atgl8a[JF] TRIP JF02898
CG5373 Vps34KD Juhasz 2008
CG3615 Atg9[JF] TRIP JF02891
CG11877 Atgl4[KK] Dietzl 2007 KK108559
CG5489 Atg7[JF] TRIP JF02787
CG31033 Atgl6[KK] Dietzl 2007 KK105993
CG31033 Atgl6[HMS] TRIP HMS01347
CG1241 Atg2[JF] TRIP JF02786
CG4428 AtgdDN Pircs 2012
CG6975 TSC2[KK] Dietzl 2007 KK103417
CG1081 Rheb Scott 2004 UAS-Rheb[EP50.084cre(w-)]/TM6B
CG5671 Pten[KK] Dietzl 2007 KK101475
CG5671 Pten[JF] TRIP JF01987
CG7808 RpS8[KK] Dietzl 2007 KK106835
CG2503 Atms[GD] Dietzl 2007 GD20876
~>GFP Scoft 2004 hsFlp; UAS-Dcr2; Act>CD2>Gal4, UAS-
GFPnls
>>GFP, mCh-Atg8a Chang 2009 hsFlp; léélgnll)scrigcct;g?/i?ga;: UAS-
>>Lamp-GFP Juhasz 2008 | PSFIP: UAS'La[“j“g(S}_FSC;S°t>CD2>Gal4’
~GP-Agia | Seonzony | PP UASGRP-Algha AG-COZ-Gild

12. abra A felhasznalt torzsek CG (Computed Gene) szam: génazonosité szam
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A Drosophila melanogaster genetikdja
1. Az UAS-Gal4 kételemi expresszios rendszer

A Drosophila-genetikaban az egyik legaltalanosabban hasznalt genetikai eszkoz az
¢élesztébol szarmazo tgynevezett UAS-GAL4 rendszer, melynek alkalmazasa lehetéséget
ad egy adott gén vagy mas DNS-szakasz szabalyozott expresszidjara. Az élesztd UAS—
Gal4 rendszere eredetileg a galaktoz lebontasahoz sziikséges gének transzkripcidjat
szabalyozza (Laughon és Gesteland 1984). A Drosophilaban eredetileg nem lelhet6 fel, de
transzgénikus allatokban jol miikodik ez a mechanizmus (Duffy 2002). A rendszer két
komponensbdl all (13. abra). Az egyik genetikai elem tartalmazza a Gal4 fehérjét kodolo
szekvenciat és az elé beépitett specifikus promotert — ez az Ggynevezett Gald-forras. A
masodik elem az UAS-b6l (Upstream Activating Sequence) és a mogé illesztett,
kifejeztetni kivant DNS-szakaszbol all. A specifikus promoter biztositja a Gal4 kivant
id6beli és/vagy szoveti kifejeztetését. Amikor a promoter aktivalodik, megkezdodik a Gal4
expresszidja. A Gal4 fehérje az UAS régiohoz kot, és ezzel aktivalja a kifejeztetni kivant
gén atirodasat. Az UAS szekvencia szabalyozhatja barmilyen, téle 3’ iranyban
elhelyezkedd szekvencia, akar fluoreszcens riporterrel kapcsolt gének vagy RNS

A rendszer egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy miutan két elembdl all, nem kell
ugyanabban a torzsben fenntartani az UAS-t, illetve a Gal4 gént tartalmazd szakaszokat.
fgy egyrészt szabadon kombinalhato a tér/idébeli specificitast biztositd promoéter és a
kifejeztetni kivant gén, masrészt elkeriilhetd a csokkent életképességet, sterilitast vagy
letalitast okozod géntermékek allandd expresszidja. A kivant genetikai elemeket
keresztezéssel lehet a vizsgalat idejére egyetlen allatba hozni.

Az elektronmikroszkopia soran olyan allatokat vizsgaltunk, amelyek genomjaban a
Gal4 gén az egész zsirtestben expresszalo kollagén promoéter mogott van (cg-Gald
konstrukcid), és - a megfeleld keresztezés utan - jelen volt az adott UAS-szabalyozott

szakasz is. Western blot vizsgalatokhoz konstitutiv ubi-Gal4 torzset hasznaltunk.
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13. abra Az UAS-Gal4 rendszer felépitése és miikodése (Pr: promoter)
2. A mozaikos kifejezddést biztosito Flp/FRT rendszer

Munkank soran a legtobb esetben ugynevezett klonalis analizist alkalmaztunk. Ez a
Drosophila-genetikaban gyakran hasznalt technika, amely lehetévé teszi, hogy ne egész
allatban vagy teljes szervben, hanem csak egyes kisebb sejtcsoportokban fejezddjon ki
valamely transzgén. Raadasul a transzgénikus konstrukciot expresszald sejteket normalis
fenotipust, nem expresszald sejtek veszik korbe ugyanabban a szovetben. Ennek egyik
elénye, hogy ezek a szomszédos sejtek belsd kontrollként szolgalhatnak, ami csokkenti a
kiilonbozé allatok fenotipusanak esetleges variabilitasabol adodo hibas értékeléseket.
Masrészt ilyen modon az egész allatra nézve letalis vagy egyéb modon karos ektopikus
génkifejezddések hatasat is lehet vizsgalni a kiillonbozé szovetekbdl szarmazd egyedi
sejteken.

A klonsejteket zsirtestben generaltuk a szintén élesztobdl szarmazo Flp-FRT
rendszer felhasznalasaval. Az Flp egy helyspecifikus rekombinaz (flippase), az FRT (Flp
recombination target) pedig ennek a rekombinaznak a felismerési helye. A rekombinaz
génjét egy hovel indukalhato (hsp70, heat shock protein 70) promoter utan épitették (Golic
1990), igy nagyon egyszerlien, magasabb homérséklettel ki lehet valtani az Flp
expresszidjat. Ekkor az Flp valamekkora valdsziniiséggel a genomban taldlhato FRT-
helyek kozott rekombinaciot general.

A genetikai mozaik allatok gy jonnek létre, hogy az embrionalis korban hésokk
nélkiil is alacsony szinten kifejez6dd Flp bizonyos hatékonysaggal kivagja a két FRT-hely
kozé esé ,tavtartd” (Ggynevezett CD2 spacer) szekvenciat, és a szabad DNS-végeket
rekombinalva az addig szeparalt konstitutivan aktiv aktin promotert és a Gal4 gént egymas
kozelébe hozza (14. abra). Az ezek utan atirddd Gal4 a genomban talalhato UAS
szekvenciakhoz kotve egyrészt beinditja egy GFP-riporter szintézisét (ami a rekombinacios
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esemény bekovetkeztét jelzi), masrészt tetszOleges gének, mutdns allélok vagy RNSi-t
kivaltdo transzgének transzkripcidjat. Ehhez természetesen specialis transzgénikus
Drosophila torzsekre van sziikség, amelyek tartalmazzdk mind a szabélyozott Flp-gént,
mind az FRT-helyekkel elvalasztott aktin promotert és Gal4 helyet, valamint az UAS-GFP
riportert is (lasd a 12. abra hs-Flp-s torzseit). A klonalisan kifejeztetni kivant transzgént
keresztezéssel lehet a fenti genetikai elemek mellé, ugyanazon utddallat genomjaba

juttatni.

hsp70-Fip SN
N

actin
promofer
[ e B
L 44
009
o0

——
e

uAs

AP

?
I [ RNAI

UAS

14. abra RNSi mozaikos (klonalis) indukcioja az Flp/FRT rendszer segitségével



Molekularis klonozas és embrio-injektdlas

A 98. pozicidban cisztein/alanin cserét okozé TGC—GCC mutacidt tartalmazo, teljes
hosszusagl Drosophila Atg4[C98A] fehérjét kodolo szekvenciat a Genscript szintetizalta.
Utana a mutaciot tartalmazé DNS EcoRI és Xhol restrikcios hasitohelyekre a pUAST
vektorba lett klonozva. Ez a Drosophila embridk transzformalasara altalanosan alkalmazott
vektor P-elembdl szarmazo6 szakaszokat tartalmaz, ezért képes a genomba inszertalodni,
valamint UAS szekvenciak szabalyozzak a klonozasi helyre beépitett DNS kifejezodését,
igy iranyitott expressziora alkalmas. A pUAST-Atg4[C98A] konstrukcié Drosophila

embriokba transzformalasat a Bestgene végezte.

Poliklonalis anti-p62 és anti-GFP ellenanyag eldallitasa

PRTEDPVTTPRSTQ peptid antigén injektalasaval a Genscript termeltette nyulakban,
majd tisztitotta affinitds-kromatografiaval. A  poliklonalis anti-GFP  ellenanyagot
laboratériumunkban termeltettiik patkdnyokban, a standard protokollnak megfelelden
Freund adjuvans segitségével (Sigma). A patkanyok a Qiaexpress (Qiagen) expresszios
rendszer protokollja szerint, E. coliban expresszalt, 6xHis-toldalék segitségével Ni-

affinitas oszlopon tisztitott eGFP-vel lettek immunizalva.
Western-blot

Western-blot analizisek esetében a kivalasztott minta - legyen az teljes larva, preparalt
zsirtest, izolalt imagofej stb. - 10 mg-jahoz 100 ul PBS-t, 100ul 2x Laemmli mintafelvivé
oldatot és 1:100 aranyban proteaz inhibitort adtunk (Roche). Az elegyet 5 percig 100°C-on
forraltuk, homogenizaltuk, ujabb 5 percig forraltuk, mig végil lecentrifugaltuk és a
fehérjepreparatumot  steril  Eppendorf cs6be pipettaztuk. Egyenlé mennyiségii
fehérjemintakat szeparaltunk 8%-os poliakrilamid gélen elektroforézissel (Myers,
Lumelsky és mtsai 1985), majd Immobilon-P PVDF membranra (Millipore) vittiik at a
megfeleld pufferben (0,025 M Trizma base, 0,2 M Glycin, 10% metanol). A membranokat
1 oran at blokkoltuk 3%-os tej/TBS pufferben (sovany tejpor 0,1 M Trizma base-ben
oldva), majd 3x5 percig mostuk TBST-ben (0,025 M pH7,5 Trizma base, 0,9% NacCl, 0,1%
Tween 20). Ezt kovetden a membranokat egy oran at szobahémérsékleten inkubaltuk
1,5%-o0s tejpor/TBST oldatban az elsédleges ellenanyag jelenlétében (a higitasi aranyokat

lasd alabb), utana pedig 3x10 percig mostuk TBST-ben. Ezutan a membranokat Gjabb egy
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oran at inkubaltuk a megfeleld - kecske anti-patkany (Sigma), illetve kecske anti-egér és
anti-nyul (Millipore) - alkalikus foszfatazzal konjugalt masodlagos ellenanyagokkal, 1,5%-
os tejpor/TBST oldatban, 1:10000 higitasban. A blottokat 3x10 percig mostuk TBST-ben,
majd Immobilon Western Chemiluminescent AP szubsztrattal (Millipore) inkubaltuk. A
blottokat Super RX filmekkel (Fuji) hivtuk el6. A munkam soran felhasznalt elsddleges
ellenanyagok és higitasaik: poliklonalis nyul anti-p62 1:8000; monoklonalis egér anti-
tubulin AA4.3 (DSHB) 1:200; poliklonalis patkany anti-GFP 1:10000.

Immunhisztokémia

A taplalkozo korti L3F larvak kutikulajat felnyitottuk, kiforditottuk és a feltart belsd
szoveteket 3,7%-os paraformaldehid/PBS oldatban 4°C-on fixaltuk egy éjszakan keresztiil.
Masnap a mintakat 2 6ran at PBS-ben mostuk, majd 15 percig permeabilizaltuk PBTX-
DOC (PBS 0,1%, Triton X-100, 0,05% natrium-dezoxikolat) oldatban, majd 3 oran at
blokkoltuk 3%-os kecskeszérumot tartalmazo PBTX-DOC-ban. A blokkolas utan a
mintakat egy egész ¢jszakan at inkubaltuk 4°C-on az elsédleges ellenanyagot is tartalmazd
(higitasokat lasd alabb) 1% kecskeszérum/PBTX-DOC oldatban. A mintakat 3x30 percig
mostuk PBTX-DOC-ban, majd szobahémérsékleten 4 o6ran at inkubaltuk a masodlagos
ellenanyaggal (higitasokat lasd alabb) 1% kecskeszérum/PBTX-DOC oldatban. Végiil a
mintakat 2x20 percig mostuk eldszér PBTX-DOC majd késébb PBS oldatban. A
felhasznalt elsédleges és masodlagos ellenanyagok és higitasuk: nyul anti-p62 1:2000
(Pircs, Nagy és mtsai 2012), csirke anti-GFP 1:1500, Alexa 488-konjugalt kecske anti-
csirke 1:1500, Alexa 546-konjugalt kecske anti-nyal 1:1500, Alexa 647-konjugalt kecske
anti-nyul 1:1500 (valamennyi az Invitrogen-t6l). A képeket Plan-NeoFluar 20x 0.5 NA és
40x 0.75 NA objektivekkel, Axiocam Mrm kameraval valamint ApoTome2
szemikonfokalis griddel felszerelt Zeiss Axioimager M2 mikroszkoppal és AxioVision

4.8.2.0 szoftverrel készitettiik a kovetkezd alfejezetben leirtak szerint.
Larvalis szovetek vizsgalata, mikroszkopia

A larvakbol kiboncolt zsirtesteket el6szor 100 uM Lysotracker Red (Invitrogen) vitalis
festékben inkubaltuk 10 percig, utana az elkészitett preparatumokat 50% PBS/glicerin 0,2
uM DAPI (Sigma) oldattal fedtiik le. A képeket Plan-NeoFluar 20x 0.5 NA ¢és 40x 0.75
NA objektivekkel, Axiocam Mrm kameraval valamint ApoTome2 szemikonfokalis griddel

felszerelt Zeiss Axioimager M2 mikroszkoppal ¢és AxioVs40 4.8.2.0 szoftverrel
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készitettiik. Az Axiovision szoftvert MinMax beallitdssal hasznaltuk. A Lysotrackerrel
festett mintakat 20-szoros, minden mast 40-szeres objektivvel fotoztunk. A p62 festések

esetében a Z-stack beallitast hasznaltuk 3-4 szelettel, 0,55 um-es intervallumokkal.
Elektronmikroszkopos visgalatok

A hs-Flp; UAS-p62-GFP/+; Act>CD2>Gal4, UAS-Dcr2/+, a hs-Flp; UAS-Dcr2/+;
Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls/UAS-Atgd4[C98A] illetve a hs-Flp; UAS-Der2/+;
Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls, r4-mCherry-Atg8a/UAS-Atg4[C98A] genotipust larvakat
1 oran keresztiil hésokkoltuk 37°C-on, hogy aktivaljuk az Flp kifejez6dését, igy a CD2-
kazetta kivagasaval a Gal4 expresszidjat minden sejtben. A larvakat masnap fixaltuk 4°C-
on 3,2% paraformaldehid, 1% glutaraldehid, 1% szacharéz, 0,028% CaCl, és 0,IN
natrium-kakodilat oldataban (pH=7,4). Ezutan 1 oran at fixaltuk a mintakat 0,5%-os
ozmium-tetroxid oldatban, majd Durcupan (Fluka) gyantdba agyaztuk be a gyarto altal
ajanlott protokollt kovetve. A 70 nm-es metszeteket Reynold-féle 6lom-citrat oldattal
festettiik, és Olympus Morada 11 megapixeles kameraval felszerelt JEOL JEM-1011
mikroszkoppal fotoztuk iTEM szoftver (Olympus) felhasznalasaval.

Statisztika

A Western-blottok beolvasott képét Adobe Photoshop szoftver segitségével
invertaltuk, majd ImageJ program segitségével értékeltiik ki. A legerésebb intenzitast
csikhoz hasonlitottuk a tobbi jelet. A p62-re kapott kozépértékeket a tubulin
atlagértékeihez normalizaltuk, majd a tobbi expresszids szintet a kontroll mintahoz
hasonlitva dbrazoltuk.

A p62-GFP intenzitasanak meghatarozasa soran feljegyeztiik a mikroszkopos képek
expozicios idejét ms-ban a GFP csatornan. Majd ezeket az adatokat atlagoltuk és a kontroll
larvak esetében kapott intenzitdsra normalizaltuk. A grafikonon az 1/normalizalt
intenzitasértéket abrazoltuk és ezeket az adatokat vettiik a p62 szintjének.

A tobbi mikroszkopos kép statisztikai elemzése az Imagel szoftverrel tortént.
El6szor atvaltottuk a képeket RGB Color-rol RGB Stack-re. A mutansok esetében
tetszéleges 300x300 dpi-s teriiletet jeloltiink ki a piros csatornaval kapott képen, majd
megallapitottuk a kiiszobértéket a zaj kisziirésének érdekében, minden esetben kiilon-
kiilon, az adott jelintenzitasnak megfeleléen. Minden teriiletet analizaltunk majd

feljegyeztiik a teriileten el6forduld pottyek szamat és atlagos méretét (pixel?).
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Genotipusonként 4-6 allatbol minimum 10 képet értékeltiink ki. A szdm/méret adatokat
Excel tablazatban Gsszegeztiik és normalizaltuk a kontroll allatok értékeihez (az atlag szam
és méret a kontroll allatok esetében 1).

A klonalis kisérletek esetében a klonsejteket mindig a szomszédos kontroll
sejtekhez hasonlitottuk. El6szor itt is atallitottuk a képeket RGB Color-rol RGB Stack-re.
Majd a megfeleld csatornara allva megallapitottuk a kiiszobértéket, és kiértékeltik a
zolddel jelolt klonsejteket és a mellette 1évé kontroll sejteket. A GFP-pozitiv sejteket a
Freehand selection nevii alkalmazassal rajzoltuk korbe és az informaciot hordozo csatornan
értékeltik ki, meghatarozva a pottyek szamat és atlagos méretét (pixel’-ben). A
mutansokhoz hasonldan itt is 4-6 allatbol vett 10 klonsejtet és hozza tartozo kontroll sejtet
analizaltunk minden genotipus esetében. A GFP-pozitiv sejtekre jellemzd szam/méret
értékeket a hozzajuk tartozd kontroll sejtek szam/méret adatsoraihoz hasonlitottuk és
normalizltuk.

Minden esetben Student-féle kétfarka paros t-probaval szamoltuk ki a p-értékeket.
Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéki kiilonbséget tekintettik. Az egy csillag
0,05>p>0,01 érték kozott, a két csillag p<0,01 esetében fordult eld.A statisztikai elemzések

pontos értékeit a Melléklet cimi fejezet tablazataiban dsszegeztem.

44



IV. EREDMENYEK

Az autofagiaban szerepet jatszo gének azonositasa in vivo teljes genom RNSi

sztiréssel Drosophilaban

Munkam soran eldszor - két masik kollégammal egyiitt - az autofagiaban szerepet
jatszo gének azonositasara és jellemzésére iranyuld kisérleteket végeztem. A konzervalt
genom tobb mint 90 %-at kitevé 7118 egyedi gén funkciovesztéses fenotipusat vizsgaltuk
meg 7397 kiilonb6z6 torzsbdl szarmazo genetikai mozaik allat larvalis zsirtestsejtjeiben. A
genetikai mozaikok létrehozasat (az Flp/FRT rendszer alkalmazasaval) az Anyagok és
Modszerek fejezet, a keresztezések sémajat a 15. abra mutatja be. A kapott eredményeket
mindharman vakon értékeltik ki (nem ismertik az egyes vizsgalt térzsek genotipusat)
ezzel egyiitt is az autofag folyamatban szerepld gének megtalalasanak valoszintisége 84%-
os lett, kevesebb, mint 2%-os fals pozitiv és 16 %-os fals negativ rata mellett (az értékeket
egy 50 génbdl allo elézetes screen alapjan hataroztuk meg, a fals negativ ratat feltételezett

extracellularis fehérjéket kodolod géneket vizsgalva becsiiltiik). A vizsgalatsorozatot négy

Iépésben végeztiik el.
hsFLP; UAS-Dicer2;
act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls, UAS-RNSi
r4-mCherry-Atg8a 7397 RNSi torzs

szuppresszor mCherry-Atg8a Benhanszer |mCherry-Atg8a

15. 4dbra Fent: A teljes genom RNSi sziiréshez végrehajtott keresztezések sémaja.

Lent: egy-egy példa szuppresszor és enhanszer hatasu RNSi-ra
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1. Vizsgalataink elsé szakaszaban genomjukban a klonalis rendszer elemeit (hs-Flp,
kivagodd CD-kazettaval elvalasztott aktin promoéter és Gald gén, az altalanos r4 promdter
mogott kifejez6dé mCherry-Atg8a valamint az UAS-szabalyozott GFP-marker ¢és Dicer2
gén) tartalmazo sziizeket kereszteztiik be a VDRC-s illetve a bloomingtoni TRIP-es RNSi
torzsekbdl valogatott himekkel (15. dbra). Az mCherry-Atg8a fuziés fehérje kivald
riporter, hiszen szinte minden autofag strukturat jelol (lasd 16. abra: valamennyi pirossal
jelolt struktira mCherry-Atg8a pozitiv).

A keresztezésbol szarmazo L3 taplalkozo larvak zsirtestjeit az autofagia indukalasa
érdekében 3-4 oras éheztetés utan vizsgaltuk fluoreszcens fénymikroszkoppal. Az igy
kapott képeket mindharman, egymastol fiiggteleniil kiértékeltiik. Minden torzs egy -2 ¢és
egy +2 kozotti egész szamot kapott aszerint, hogy a kornyez6 kontroll szovethez képest a
géncsendesitett (z6ld) sejtek joval tobb (+2), tobb (+1), megegyez6 mennyiségii (0),
kevesebb (-1) vagy joval kevesebb (-2) Atg8a-pozitiv pottyet tartalmaztak-e. Szamokkal
jellemeztiik még a sejméretet, valamint a pottyok fluoreszeens intenzitasat és méretét is.

A negativ értéki, tehat a klonokban kevesebb mCherry-pottyet mutatdé RNSi
vonalak kertiltek a szuppresszor csoportba (mint példaul a legtobb Atg gén RNSi-t hordozo
torzs), mig a pozitiv értékli vonalak lettek az enhanszerek (mint példaul a Raptor RNSi
torzs) (15. abra). Osszesen 488 autofigia-szuppresszor és 559 autofagia-enhanszer
fenotipusit RNSi torzset azonositottunk. A szuppresszor csoport tagjai altal azonositott
géneknek szerepe lehet az autofag struktirak kialakitasaban (hiszen hianyukban gatlodik
az autofagia), mig az enhanszerek fenotipusa arra utalhat, hogy a csendesitett gének

hianyaban az autofagia indukalodik.
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endo/lizoszoma

fagofor autofagoszéma
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autolizoszoma

mCherry-
Atgé

16. abra Az mCherry-Atg8a riporter altal jelolt autofag strukturak (Készitette: Juhdsz
Gabor)

2. Az eddigiekben detektalt mCherry-Atg8a jel csak arrol adott informdaciot, hogy a
sejtekben éhezés hatasara kialakultak-e autofag strukturak. Ezekrdl a struktirakrol azonban
nem lehetett eldonteni, hogy fagoférok, autofagoszémak vagy autolizoszomak. A sziirés
elsé Iépése soran kapott, 1000-nél is tobb talalat szamat ezért egy masodik vizsgalattal
sztikitettiik.

Ebben az esetben az altalunk hasznalt riporter-konstrukcié az autofag fluxus
vizsgalatara alkalmas, flureszcensen ,tandem” jelolt mCherry-GFP-Atg8a fuzios fehérje
volt (17. abra). Az éheztetés hatasara normalisan zajlo autofagia (normalis autofag fluxus)
esetében jorészt csak az autolizoszomakra jellemzd, mCherry-kibocsatotta piros jelet lehet
detektalni, ugyanis az autolizoszémék savas kozegében a GFP gyorsabban inaktivalodik.
Amikor azonban az autofag fluxus hibas vagy gatolt, és csak autofagoszémak alakulnak ki
(vagy az autolizoszomak nem emészteneck megfeleléen), sarga jelet kaptunk, mert a
fagoforokon és az autofagoszomakon egyarant jelen van a zold GFP és a piros mCherry.
Ily moédon az elsd vizsgalat soran egységesen enhanszernek mindsitett gének koziil ki lehet
valasztani azokat, amelyek hianya valdjaban nem vagy nem csak aktivalta az autofag
folyamatot, hanem valamelyik 1épésnél megakasztotta azt, és ez is okozhatta az autofag

strukturak szamanak novekedését.
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17. abra Az mCherry-GFP-Atg8a riporter altal eltéréen jelolt autofag struktirak

(Készitette: Juhdsz Gabor)

3. Eddig a pontig csak fluoreszcens riportereket alkalmaztunk a sziirés soran. A
tovabbiakban egy széles korben elterjedt vitalis festéket, a LysoTracker Red-et (LTR) is
felhasznaltuk, amely a savas beltartalmu vezikulakat, igy éheztetett allatok zsirtestében az
emészt6 autolizoszomakat jeloli. Ennél a vizsgalatnal az RNSi torzsek himeit egy hs-Flp;
UAS-Lamp1-GFP; Act>CD2>Gal4, UAS-Dcr2 genotipusu torzs sziizeivel kereszteztiik be,
igy a klonsejtek Lampl-GFP pozitivitdst mutattak (18. dbra). A Lampl-GFP egy
lizoszéma-specifikus membranprotein, ezért szintén alkalmazhaté a savas pH-ju autofag

kompartmentek jel6lésére.

’ _'C _"@YEO

18. abra Az LTR festékkel és a Lamp1-GFP jeloléssel megkiilonboztetheté autofag
struktarak (Készitette: Juhdasz Gabor)
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4. A kisérletsorozat legvégén immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink a szelektiv
autofagia markerként  altalanosan  elismert poliklonalis  anti-p62  ellenanyag
felhasznalasaval, amelyet laboratoriumunk megrendelésére a Genscript cég allitott el. A
p62 szintjének monitorozasa idedlis eszkdz az alapszinti autofigia folyamataban
szabalyozd szereppel bird gének sziirésére. Szintje negativan korrelal az autofagia
mértékével, gatolt alapszintii autofag folyamat esetében mennyisége jelentésen megnd a jol
taplalt larvakban (19. abra). Az altalunk megrendelt és az RNSi torzsek sziirése soran is

hasznalt p62 ellenanyag elézetes tesztelését a kovetkezd fejezetben mutatom be

részletesen.
fagofor autofagoszima S
Atgh Atas .
7 —_— ::qull.ln paz i
nincs autofagia
autolizoszéma
Aagh +
po2 +
ublquitin

p62 + ubiquitin

aggregatumok
19. abra Az anti-p62 ellenanyag altal jelolt autofag strukturak (Készitette: Juhasz
Gabor)

Eredményeink értékelése soran az RNSi hatasara jelentkezd fenotipusos jellegek,
azaz az autofagiara gyakorolt hatas alapjan harom jol elkiilonithetd csoportra osztottuk fel
a géneket.

Az els6 halmaz 85 génnel alkotja az ATG-szerli gének és az ,,upstream” pozitiv
regulatorok csoportjat (47G-csoport). Ezeknek a géneknek az esetében az RNSi hatasara a
p62 immunfestés kivételével (amely ellentétesen korrelal az autofagia mértékével) nem
kaptunk egyik moddszerrel sem pottyoket (20. dbra). Az ebbe a csoportba sorolt gének
tehat sziikségesek az Atg8a pre-autofagoszomalis jelenlétéhez, hiszen csendesitésiik
kovetkezménye az, hogy éheztetés hatasara sem indukalodik autofagia: a kontroll sejtekkel
ellentétben semmilyen autofag struktiira nem lathaté az RNSi klonsejtekben (20. abra A,
C). Mivel az autofagia gatolt, nincsenek sem piros, sem sarga jelek a fluxos kisérlet

larvainak zsirtestjében sem (20. abra B). A p62-pozitiv struktirakbol viszont rengeteg van
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jelen az RNSi klonokban, mert autofagia hidnyaban sok aggregatum halmozodik fel (20.
abra D). Ide soroltunk be sok, az autofagiaban mar leirt szerepli géneket, koztiik a legtobb
kozponti autofag gént — ezeket vizsgalataink pozitiv kontrolljainak is tekinthetjiik. Sikeriilt
azonositunk a bioszintetikus transzportban részt vevd TRAPP-komplex tagjait (Nazarko,
Huang ¢és mtsai 2005), dineineket, és szamos olyan gént, amelynek human homolégjat

valamilyen emberi betegséggel mar dsszefliggésbe hoztak.

= mCherry-Atg8a -GFP-Atg8a  mCherry-Atg8a

’

LysoTracker . anti-p62

20. abra Az ATG-csoport (FIP200 RNSi) fenotipusos jellemz6i

A masodik és egyben legkisebb az autofagoszoma (AP)-csoport, mindossze 19
génnel. Ezeknek a géneknek a hidnyaban az autofagoszomak érése gatolt, nem képesek az
autolizoszomakkal vald kapcsolodasra és/vagy fiziora. Ide soroltuk be az endocitdzis
mellett az autofagiaban is fontos szerepet jatszo0 ESCRT géneket (Hurley 2010) és a C-
tipustt Vps komplex tagjait (Nickerson, Brett és mtsai 2009). Ezekben az RNSi sejtekben
szamos apro, perinuklearisan elhelyezkedé mCherry-Atg8a jelet lathatunk (21. abra A, B).
A flux-vizsgélat soran sok, szintén apro, a teljes mCherry-GFP-Atg8a fuzios fehérje
jelenlétére utald sarga potty halmozodott fel. Ez azt jelzi, hogy az autofagoszomak
kialakulnak, de nem képesek lizoszomakkal fuzionalni és savas autolizoszomakat
létrehozni (21. abra B). A savas kdrnyezet hidnya miatt nem jelennek meg LTR-pozitiv
strukturak (21. abra C). A p62 ebben az esetben is felhalmozodik és aggregalodik, hiszen
az autofag folyamat végbemenetele az AP-csoport esetében is gatolt (21. dbra D).
Nemrégiben publikaltuk a screen soran azonositott, az altalunk AP csoportba beosztott
SNARE fehérjéket kodolo gének, azaz a Syntaxin 17, az ubisnap (SNAP29) és a VAMP7
(CG1599) részletes vizsgalatat (Takats, Nagy és mtsai 2013). A C tipusu VPS komplex

szerepét leiré adatainkrol szolo kézirat jelenleg irddik. Ezekhez a munkakhoz a kiilonb6zo
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immunjelolések elvégzésével és kiértékelésével jarultam hozza. Az eredmények Takats

- g
et T

GFP-Atg8a  mCherry-Atg8a

LysoTracker anti-p62

21. abra Az AP-csoport (Vps16a) fenotipusos jellemzo6i

A harmadik €s egyben a legnagyobb az autolizoszoma (AL)-csoport, 120 RNSi
géncsendesitett vonalbdl all. Az AL tagjainak hianyaban az autolizoszomalis lebontas
sériilt. Ide tartoznak a lizoszomalis protonpumpat kodolé Vha gének, amelyek protonokat
pumpalnak a lizoszomaba és ezzel megteremtik a hidrolazok és kiilonféle emésztéenzimek
szamara sziikséges savas kornyezetet. A fenotipusos jellegeket tekintve ezekben a
sejtekben nagyméretii piros mCherry-Atg8a (22. abra A, B), LTR (22. abra C) és
nagyméretii sarga mCherry-GFP-Atg8a jelet lathatunk (22. abra B). A p62 a gatolt

alapszintli autofagia miatt ebben az esetben is felhalmozodik (22. abra D).

m('herlg:}tg&n GIP-Atg8a mCherry-Atg8a
C

(S .

b

LysoTracker

22. 4bra Az AL-csoport (Vhal6-1) fenotipusos jellemzéi

Osszegezve: a 7397 letesztelt RNSi torzs elsddleges sziirésével kapott 1047 vonalat

sikertilt 224, fenotipus alapjan jol besorolhatd génre lesziikiteniink, amelyek funkciojat a
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labor részletesen tudja majd vizsgalni az elkdvetkezd években. A kapott taldlatok nagy
részét figgetlen RNSi vonalakkal (VDRC torzseket TRIP-pel vagy TRIP-es vonalakat
VDRC torzsekkel) is tudtuk verifikalni.
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Az uj p62 ellenanyag tesztelése

Mara a szelektiv autofagia-marker p62 kimutatasa a kiilonbozé mutans és RNSi-
csendesitett autofag fenotipusok karakterizalasa soran rendkiviil elterjedt eszkozzé valt. Az
eloébb emlitett RNSi screen-ben azonsitott fenotipusok teljesebb karakterizalasa, valamint
szinte minden még folyamatban levd €és jovobeli projektben is rendkiviil hasznos egy ilyen
reagens. Ezért mi is készittettink egy nyulban termeltetett poliklonalis ellenanyagot a
Drosophila p62 fehérje ellen. L3 taplalkozo teljes larvakbol, valamint imagoéfejekbol
szarmaz6 fehérjemintak Western blot vizsgalata soran a szérum egyetlen csikot adott 100
kDa méretnél (23. abra A). Két fliggetlen p62 RNSi vonal (il: HMS00551, i2:
HMS00938) larvaibol készitett mintdk Western blotjain a 100 kDa-os sav intenzitasa (a
tubulin kontrollra normalizalva) tobb mint 10-ed részére csokkent a vad tipusbol szarmazd
kontroll mintahoz képest (23. abra A panel 4., 5. és 6. oszlop). Az Atg8 ¢és Atg7 null
mutansok (larva és/vagy imagofej) mintdinak p62-szintje ezzel szemben az autofagia
hianyanak kovetkeztében lényegesen megnovekedett (23. abra A panel 1., 2., 3., 6., 7.
oszlop). A p62-GFP fehérjét expresszald teljes allatbol szarmazd mintdkban 2 csikot
kaptunk: egy 100 kDa-os, a ,,szabad” p62-nek, és egy, a fuzid miatt nagyobb méreti, 130
kDa-0s p62-GFP-nek megfelel6 jelet (23. dbra A panel 8. oszlop). Erdekes eredmény,
hogy a p62-GFP mintakban megemelkedett a szabad p62 szintje a vad tipushoz képest (23.
abra A panel 6., 8. oszlop). Valészini, hogy a p62-GFP riporter tilexpresszaltatasa erésen
serkenti az aggregatumok kialakulasat, ezekbe belekeriilhet az endogén p62 is, amely a
lebomlast igy elkeriilve megnéveli a kimutathatd 100 kDa p62 mennyiségét. Ezek a
kisérletek igazoltak, hogy a birtokunkban 1év6 anti-p62 ellenanyag megfeleléen specifikus
eredményt szolgaltathat Western blot analizis soran.

A tovabbiakban immunhisztokémiai vizsgalatokkal igazoltuk a p62 ellenanyag
specificitasat. Az L3 taplalkozo larvak teljes zsirtestjében a detektalt endogén p62 szintje a
kontroll szdvethez képest jelentésen lecsokkent a csendesitett klonsejtben, mindharom
vizsgalt p62 RNSi vonalban (23. abra B, C, D, F). A p62-GFP-t expresszalo allatokban
nagyméretli aggregatumok jelentek meg, a kontrollhoz viszonyitva 9-szer tobb és 2,8-szor
nagyobb pottyeket lathatunk (23. abra E, F).

Ezek az eredmények pontosan megfeleltek varakozasainknak. Hiszen amig a
normalisan mikodé bazalis autofagia esetében csak néhany, aprdé p62 pozitiv jelet

lathatunk (kornyezé kontroll sejtek), p62-hianyos sejtekben ezek a jelek szinte teljesen
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eltlinnek, mig a p62-t taltermeld larvakban jelentdsen megnd a szamuk és a méretiik is (23.

abra E’”).
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23. abra A p62 szintjének vizsgalata Atg mutiansokban, p62 RNSi és p62-t tiltermeld
sejtekben. 4 B képen lathato skdala 30 um-nek felel meg a B, C, D, E paneleken. A
genotipusok: A: oszlopok: 1: w [1118], 2: Atg7[d77]/Atg7[d14], 3: Atg8ald4], 4:
UbiGal4/+; p62[HMS00551]/+, 5: UbiGald4/+; p62[HMS00938]/+, 6: w[l118], 7:
Atg8a[d4], 8: cgGal4/UAS-p62-GFP. Az anti-p62 ellenanyaggal kimutatott csikok mellett
a szamok az adott sav intenzitasat jelolik. B: hs-Flp; UAS-LampGFP/p62[KK108193];
Act.CD2.Gal4, UAS-Dcr2/+; C: hs-Flp; UAS-LampGFP/+; Act>CD2>Gal4, UAS-
Dcr2/p62[HMS00551];  D:  hs-Flp;  UASLampGFP/+; Act>CD2 >Gal4, UAS-
Dcr2/p62[HMS00938]; E: hsFlp; UAS-p62-GFP/+; Act>CD2 >Gal4,UAS-Dcr2/+. A
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LampGFP riporter a kilonsejteket, ezen beliil is a Lampl-et tartalmazé autofag
strukturakat jeloli. F: A B, C, D, E képek eredményeinek statisztikai kiértékelése Student-
féle kétfarkii paros t-probaval. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értékii kiilonbséget
tekintettiik. Az egy csillag 0,05>p>0,01 érték kozott, a két csillag p<0,01 esetében fordult

eld.

Eml6s adatok és egy Drosophila publikaci6é alapjan varhato volt, hogy a nem
megfelelden miikodé bazalis autofagia miatt megnovekszik a p62 aggregacidjanak mértéke
(Nezis, Simonsen ¢s mtsai 2008, Bjorkoy, Lamark és mtsai 2009), ezért megvizsgaltuk
néhany ismert autofag null mutans immunhisztokémiai fenotipusat (24. abra). Mind a p62-
pozitiv pottyek szama, mind méretiik szignifikdnsan megnovekedett a kontrollhoz képest
(24. abra A, D) néhany kézponti Atg-gén null mutans L3F larvainak zsirtestsejtjeiben.
Ezek a kovetkezoek: az Atgl kinaz komplexhez tartozd Atgl és Atgl3 (24. abra B, H)
(Scott, Juhasz és mtsai 2007, Chang és Neufeld 2009); a lipid kindz komplexhez tartozéd
Vps34 (24. abra J) (Juhasz, Hill és mtsai 2008); az Atg2 és Atgl8a (24. abra E, 1)
(Proikas-Cezanne, Waddell és mtsai 2004); valamint az ubiquitinszerii konjugacios
rendszerhez tartozo Atg7 és Atg8a (24. abra F, G) (Juhasz, Erdi és mtsai 2007, Scott,
Juhasz és mtsai 2007).

Az S6 kinaz (S6K) a TOR komplex egyik fiziologids szubsztratja, a TOR altali
foszforilalas révén aktivalodik, ugyanakkor az aktiv TOR gatolja az autofagiat is. Az SOK-t
sokaig az autofagia inhibitorai k6z¢ soroltak, de késébb meglepd modon ezzel ellentétes
eredmények sziilettek (Scott, Schuldiner ¢s mtsai 2004, Klionsky, Meijer ¢s mtsai 2005):
kideriilt, hogy a Drosophila SO6K sziikséges az ¢éhezés-indukalta autofag valaszhoz.
Eredményeink ez utoébbi megfigyeléseket igazoljak, ugyanis az S6K-mutans larvakban
megnétt a p62 aggregatumok szama (bar a méretiik nem), ami arra utal, hogy az S6K-nak

szerepe van az autofagia indukci6jaban (24. abra C, D).
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24. abra Az endogén p62 felhalmozédisa S6K és Kiilonb6z6é Atg-mutiansok
zsirtestsejtjeiben. Az A képen lathato skdla 30 um-nek felel meg az A, B, C, E, F, G, H, I,
J paneleken. A zsirtestek a kovetkezé genotipusu allatokbol szarmaztak: A: wf1118]; B:
Atgl[25]; C: S6K[I-1]; E: Atg2[EP3697]/Df(3L)[BSC119]; F: Atg7[d77]/Atg7[d14]; G:
Atg8afd4]; H: Atg13[D81]; I: Atgl18a[KG03090]/Df(3L)[Exel6112]; J: Vps34[Dm22]. A
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D panelen lathato az A, B, C, E, F, G, H, I, J képek eredményeinek statisztikai kiértékelése
Student-féle kétfarkii pdros t-probaval.  Szignifikdns eltérésnek a p<0,05 értékii
kiilonbséget tekintettiik. Az egy csillag 0,05>p>0,01 érték kozott, a két csillag p<0,01

esetében fordult eld.
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Funkciojuk hianyaban korai letalitast okozo gének bazalis autofagiaban
betéltott szerepének vizsgalata mozaikos zsirtestekben, immuncitokémiai

modszerekkel

A mutansok zsirtestjének vizsgalata utdn mozaikos allatok zsirtest-klonsejtjeiben
tanulmanyoztuk immunhisztokémiai modszerrel néhany ismert, autofagiat szabalyozo
géntermék hatasat a p62 szintjére (25. abra). A klonsejtekben torténd géncsendesités
lehet6vé teszi, hogy akkor is vizsgalhassuk egy géntermék hianyanak kovetkezményeit, ha
az az egész allati szervezetben vagy akar csak a teljes szovetben az allat id6 el6tti
pusztulasahoz vezetne.

Az Atgl, Atg2, Atg8a, Atg9 vagy Atgl4 RNSi-csendesitése (25. abra A, E, H, [ és
J), vagy a dominans negativ Vps34 allél tultermelése (25. abra K) (Juhasz, Hill és mtsai
2008) egyarant megndvekedett szintli p62-aggregacidhoz vezetett. A TOR szignalizacios
utvonalat aktivalé Rheb taltermeltetése (25. abra L) vagy a Rheb inhibitordnak, a TSC2-
nek csendesitése (25. abra B) is latszolag hasonlé fenotipust eredményezett, bar ez a Rheb
esetén nem volt statisztikailag szignifikans. Az Atg7-RNSi hatdsara nem tapasztaltunk
p62-felhalmozodast (25. abra G), de ezt a megfigyelésiinket igazolja, hogy ebben a
torzsben maga a géncsendesités is kevésbé hatékony a tobbi vonalhoz képest LTR és
mCherry-Atg8a vizsgalataink alapjan.

Szamos olyan gént ismeriink, melyeknek olyan alapveté folyamatokban van
szerepiik, mint a transzkripci6 vagy a transzlacio. Nem meglepd, hogy ezek az altalanos
kifejez6désti ,,haztartasi” gének sok genomléptékit RNSi sziirés soran talalatként jelennek
meg, pedig nagyrésziikk nem kozvetleniil kapcsolodik a sziirés céljat képezo folyamathoz.
Sok esetben ezen RNSi vonalak sejtjei annyira kisméretiiek, hogy autofag fenotipusuk
meghatarozasa szinte lehetetlenné valik. Ugyanakkor az RNSi-csendesitett RNS polimeraz
II-es komplex tagja, az antimeros (Atms) vagy a riboszomalis kis alegység egyik tagja, az
RpS8 erds talalatnak szamitott az in vivo teljes genom RNSi sziirésiink ereményei kozott,
mivel egyarant gatolta az mCherry-Atg8a és az LTR-pottyok kialakulasat (26. abra).
Azonban az ezekbdl a torzsekbdl szarmazd mintdk sejtjei nem mutattak p62
felhalmozodast (25. abra C és S). Ezért a p62 vizsgalata (immunhisztokémiai vagy mas
modszerrel) egy potencialisan alkalmazhatd eszkoz lehet a nem specifikus, indirekten

autofagiat befolyasolo gének kisziirésére, vagyis a ,,zaj” és a ,.talalatok” elkiilonitésére.
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25. abra Az endogén p62 akkumulilédik autofagiat gatlo géntermék (L panel)
tultermeltetése, illetve az autofag folyamatban szerepet jatszé géntermékek dominans

negativ alléljanak tiltermelése (F és K panel) vagy RNSi-csendesitése hatdsara (dsszes

59



tobbi panel). 4 csendesitett géneket a feliratokban annak az RNSi-kényvtarnak a
betiijelével jeloltem, amelybdl az adott torzs szarmazott ([KK], [GD], [JF] illetve [HMS]) .
Az A képen lathato skdla 30 um-nek felel meg a A, B, C paneleken, mig az E képen lévé
skala 40 um-nek felel meg az E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, Q, R, S paneleken. A
genotipusok: A: hs-Flp; UAS-Dcr2/+; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/Atgl[JF02273]; B:
hs-Flp; UAS-Dcr2/ TSC2[KK103417]; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/+,; C: hs-Fip; UAS-
Dcr2/RpSS[KK106835];  Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnlis/+; E: hs-Flp; UAS-Dcr2/+;
Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls/Atg2[JF02786] ; F: hs-Flp; UASDcr2/+;
Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/UAS-Atg4[C98A4]; G: hs-Flip; UAS-Dcr2/+;
Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/Atg7[JF02787]; H: hs-Flp; UAS-Dcr2/Atg8a/KK109654];
Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/+; 1. hs-Flp; UAS-Dcr2/+; Act>CD2>Gal4,UAS-
GFPnls/Atg9[JF02891]; J: hs-Flp; UAS-Dcr2/Atgl4/KK108559]; Act>CD2>Gal4,UAS-
GFPnls/+; K: hs-Flp; UAS-Dcr2/UAS-Vps34[KD]; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/+; L:
hs-Flp; UAS-Dcr2/+; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/UAS-Rheb[EP50.084cre(w-)]; M. hs-
Flp; UAS-Dcr2/Atgl6{KK105993]; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/+; N: hs-Flp; UAS-
Dcr2/+;  Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/Atgl 6/HMS01347];  O:  hs-Flp;  UAS-
Dcr2/Atg18a[KK105366]; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/+; P: hs-Flp; UAS-Dcr2/+;
Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/Atg18a[JF02898]; Q: hs-Flp; UAS-Dcr2/Pten/KK101475];
Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls/+; R: hs-Flp; UAS-Dcr2/+; Act>CD2>Gal4,UAS-
GFPnls/Pten[JF01987]; S: hs-Flp; UAS-Dcr2/Atms[GD20876]; Act>CD2>Gal4,UAS-
GFPnls/+. A D panelen lathato az A, B, C, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, Q, R, S
képek eredményeinek statisztikai kiértékelése Student-féle kétfarkii pdros t-préobaval.
Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értékii kiilonbséget tekintettiik. Az egy csillag
0,05>p>0,01 érték kozott, a két csillag p<0,01 esetében fordult elé.

60



| Atms[&D]
DAPI+GFP mCh-Atg8a

RpS8[KK] P8
DAPI+LAMP-GFP ’ DAPI+ AMP-GFP

26. abra RNSi-val csendesitett haztartasi gének (RpS8, Atms) éheztetés hatasara
gatoljak az mCherry-Atg8a- és a LTR-pottyok képzdodését. Az A képen lathato skala 30
um-nek felel az osszes panelen. st= starved, éheztetett. A genotipusok: A: hs-Flp; UAS-
Dcr2/RpS8[KK106835]; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls,r4-mCherry-Atg8a/+; B: hs-Flp;
UAS-Dcr2/Atms[GD20876],; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls,r4-mCherry-Atg8a/+; C: hs-
Flp; UAS-LampGFP/RpS8[KK106835]; Act>CD2>Gal4,UAS-Dcr2; D: hs-Flp; UAS-
LampGFP/Atms[GD20876]; Act>CD2>Gal4,UAS-Dcr2.

A p62-GFP alkalmazasa kvantitativ vizsgalatokra

Egy p62-GFP-t expresszalo transzgént korabban mar sikeresen hasznaltak
Drosophila Atgl3-mutans sejtekben a bazalis autofagia defektusanak kimutatasara (Chang
¢és Neufeld 2009). Ennek hatasara dontottiink tigy, hogy osszehasonlitjuk az endogén p62
¢és a transzgénikus p62-GFP detektalasa soran kapott kiilonféle fenotipusokat (27. abra). A
p62-GFP-t hordozd torzset szamos RNSi és dominans negativ allélt taltermelé vonallal
kereszteztilk, majd megfigyeltik a larvak zsirtestjében felhalmozddo aggregatumok
kontrollhoz (27. abra A) viszonyitott méretét és szamat. Az Atgl, Atg7, Atg8a, Atg9,
Atgl4, Atgl8a, TSC2 és Pten gén RNSi-csendesitésével vagy a dominans negativ Vps34-
allél taltermeltetésével mindeniitt csokkent a p62-GFP pettyek szama (27. abra B-L). A
Pten és a TSC2 RNSI torzseknél a GFP-pozitiv aggregatumok mérete szignifikansan nétt a
kontrollhoz képest, ellentétben a legtobb vonalnal tapasztaltaktol (27. abra C). Fontos
megjegyezés, hogy a vizsgalt RpS8 és Atms haztartasi gének csendesitésének hatasara (27.

abra M és L) is csokkent a pottyek szama, mig méretiik jelent6sen nétt (27. abraC).
61



Ezekbdl az eredményekbdl nem tudtunk altalanos Osszefiiggéseket kimutatni, igy
masfajta modszertani megkozelitéssel probalkoztunk: szamitasba vettiik a fluoreszcens
mikroszképos képek eldallitasa soran alkalmazott expozicids iddt is (27. dbra D). Az igy
kapott értékek alapjan mar szignifikansan megnovekedett a GFP-jel szintje az Atgl, Atg8a,
Atg9, Atgl4, Atgl8a, Pten RNSi-csendesitett és a Vps34KD allélt tultermelé vonalak
esetében a kontroll larvak GFP-pozitiv zsirtestsejtjeiben mért intenzitashoz képest, mig az
Atg7, TSC2, RpS8 és Atms gének csendesitésének hatasara a p62-GFP szintje alig noétt,
vagy csokkent. Ezek az eredmények nagyrészt (a TSC2 kivételével) megegyeztek az
endogén p62 ellenanyaggal tortént kimutatas soran tapasztalt értékekkel (25. abra D és 27.
abra D). Osszegezve elmondhatjuk, hogy a p62 jelenlétének detektalasa soran a p62-GFP
transzgént intenzitasbeli Osszehasonlitasra alkalmazhatjuk megbizhatobban, de mivel ez a

modszer sem idealis, igy inkabb az endogén p62 immunfestést javasoljuk.
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27. abra A p62-GFP aggregitumok felhalmozédasanak és intenzidtisanak mértéke
RNSi géncsendesitett és tialexpresszaltatott torzsekben. Az A képen lathato skala 30
um- nek felel az dsszes panelen. Az RNSi-t biztosito szakaszt vagy a mutdans alléleket
klonalisan expresszaltuk, de a p62-GFP is UAS szabalyozasa alatt all, igy maga is csak a
klonsejtekben fejezddik ki. Ezért a kérnyezd sejtek nem hasznalhatoak ebben a vizsgalatban
kontrollként, kiilon, csak p62-GFP-t kifejezd klondlis sejteket hasznaltunk erre a célra (A
panel). A képparok (A-A°, B-B’, stb.) ugyanazon sejtekrdl késziiltek, az elson valamennyi
sejt DAPI-festett sejtmagja, a masodikon a klonsejtekben expresszalt p62-GFP jel lathato.
A genotipusok: A: hsFlp; UAS-p62-GFP/+; Act.CD2.Gal4, UAS-Dcr2/+; B: hsFlp; UAS-
p62-GFP/+; Act.CD2.Gal4, UAS-Dcr2/Atgl[JF02273], E: hsFlp; UAS-p62-GFP/+;
Act.CD2.-Gal4, UAS-Dcr2/Atg7[JF02787]; F: hsFlp; UAS-p62-GFP/Atg8a/KK109654];
Act.CD2.Gal4, UAS-Dcr2/+; G: hsFlp; UASp62-GFP/+; Act.CD2.Gal4, UAS-
Dcr2/4tg9[JF02891]; H: hsFlp;UAS-p62-GFP/Atgl4[KK108559]; Act.CD2.Gal4,UAS-
Dcr2/+; I: hsFlp;UAS-p62-GFP/Atg18a/KK105366]; Act.CD2.Gal4, UAS-Dcr2/+; J:
hsFlp;, UAS-p62-GFP/UAS-Vps34[KD] ;Act.CD2.Gal4, UAS-Dcr2/+; K: hsFlp;, UAS-p62-
GFP/+;Act.CD2.Gal4, UAS-Dcr2/Pten[JF01987]; L: hsFlp; UAS-p62-
GFP/TSC2[KK103417]; Act.CD2.Gal4, UAS-Dcr2/+; M: hsFlp;UAS-p62-GFP/RpS8
[KK106835]; Act.CD2.Gal4, UAS-Dcr2/+; N: hsFlp; UAS-p62-GFP/Atms[GD20876];
Act.CD2.Gal4, UASDcr2/+. A C (szam és méret) és D (p62-GFP szint=1/normalizalt
intenzitasérték) paneleken lathato az A, B, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N képek
eredményeinek statisztikai kiértékelése Student-féle kétfarki paros t-préobaval. Szignifikans
eltérésnek a p<0,05 értékii kiilonbséget tekintettiik. Az egy csillag 0,05>p>0,01 érték

kozott, a két csillag p<0,01 esetében fordult eld.
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A p62 akkumulacioja szempontjabol eltérd fenotipusu Atgl6, Atgl8a, és Pten
fiiggetlen RNSi vonalak eltérd vdalaszreakciot mutatnak az éheztetéssel indukadlt

autofagiara L3 és L2 larvakban

A fentebb részletezett in vivo genom RNSIi sziirés soran észrevettiik, hogy szamos
fliggetlen eredetli, de azonos gént érint6 RNSi vonal a p62 kimutatdsara iranyuld
immunhisztokémiai vizsgalatokkal nagyon eltéré fenotipusos valaszt adott. Példaul az
Atgl8a két fliggetlen RNSi-csendesitett vonala esetében szamokban kifejezve is kiilonboz
szintli p62 felhalmozddast észleltiink (25. abra D, O, P). Ennek oka valosziniileg az eltérd
mértékii génesendesitési hatékonysag. Erdekes az is, hogy az Atg8a lipidaciéjaért felelds
Atgl6 csendesitése az egyik Atgl6é RNSi torzs (Atgl6[KK]) esetében nem mutatott
semmilyen mértékii p62 felhalmozodast (25. abra D, M, N). A Pten (mely fiziologias
funkcidjat tekintve gatolja az inzulin jelatviteli utvonalat, ezzel gatolja a sejtndvekedést és
serkenti az autofag folyamatokat) csendesitésére szintén a p62 akkumulacioja lenne az
adekvat sejtvalasz, de az egyik Pten RNSi vonal, a Pten[KK] fenotipusa ezt nem mutatja
(25. abra D, Q, R). Mivel mind a hat fenti torzsben (a két-két Atgl8a, Atgl6 és Pten RNSi
vonalakban) a csendesités ugyanakkor nagyon hatdsosan gatolta az mCherry-Atg8a
pottydok megjelenését az ¢éheztetett L3 larvak zsirtestjében, gy dontottiink, hogy
megprobaljuk kideriteni ezeknek az ellentmondasos eredményeknek az okat (28. abra).

Az mCherry-Atg8a pottyek kisebb mennyiségben fordultak el6 az Atgl8a[JF] (28.
abra H, I, J) vonalban az Atgl8a[KK]-hoz (28. abra F, G, J) képest mind az L3, mind
pedig a fiatalabb, L2 stadiumu éheztetett larvak zsirtest klonsejtjeiben. Azt feltételezziik,
hogy ez a fenotipusos eltérés magyarazhatja a p62 detektalasaval kapott kiilonb6zd
eredményeket is (25. abra D, O, P): az Atgl8a[KK] vonalban kevésbé jol mikodik az
Atgl8a-t csendesité RNSi.

A Pten esetében mindkét RNSi torzs erésen gatolta az mCherry-Atg8a-pozitiv
strukturak megjelenését az L3 larvakban (28. abra K, M, O). Ugyanakkor az L2 kort
larvakban a Pten[JF]-fel szemben (28. abra N, O) a Pten[KK] vonalban (28. abra L, O) a
csendesités nem mutatott szignifikans eltérést az ¢heztetéssel indukalt autofag valaszban a
kornyez6 kontroll sejtekhez viszonyitva. Ez a jelenség Osszhangban van a p62-
immunhisztokémia eredményével, mivel a KK-s torzsben nem halmozodtak fel a p62-
pozitiv struktirak (25. abra D, Q, R). Ez arra utal, hogy a Pten[KK] vonalban késéssel
indukalodik megfeleld hatékonysaggal az RNSI.
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Utolso példaként: az Atgl6 esetében nem lattunk sem szignifikdns szambeli, sem
méretbeli kiilonbséget a két fiiggetlen RNSi vonal L3 larvaiban az autofagia indukcidja
hatasara megjelend mCherry-Atg8a mintazatban (28. abra A, C, E). Ugyanakkor az L2
korti larvakban szambeli eltérés nem volt jellemzdé, de az Atgl6[HMS] vonalban a
detektalt mCherry-Atg8a-pozitiv pottydk mérete 8-szor kisebb volt a kontrollhoz képest
(28. abra D, E), mig az Atgl6[KK] pottyok csak fele akkorak voltak (28. dbra B, E). A
nagyobb méreti mCherry-Atg8a pottyokrél az feltételezhetd, hogy az érett
autolizoszomakat reprezentaljak — ez arra utal, hogy az L2 allatokban az Atgl6[HMS]
vonalban az RNSi erdsebben gatolta ezeknek a struktiraknak a kialakulasat. Ez megint
csak Osszhangban van azzal az eltéréssel, amit a két Atgl6 RNSi vonal mutatott a p62
hipotézisiinket, mivel az L2 larvakban csak az Atgl6[HMS] larvakban lathattunk
statisztikailag is szignifikans, kisebb méretli LTR-pozitiv jelet (29. dbra).

Osszegezve: eredményeink azt sejtetik, hogy az éheztetéssel indukalt autofag valasz
féleg L2 stadiumban detektalhato kiilonbsége az L3 larvakban is megjelenik, de elsésorban
az eltérd p62-felhalmozodasban. Ennek oka valdsziniileg az, hogy azok az RNSi vonalak,
amelyekben korabban indul be az adott gén csendesitése, hatékonyabbak, és késébb, L3-
ban nagyobb mértékii p62-aggregalodast mutatnak. Tehat a p62 szintje tobb napig tartd
bazalis autofag defektusra érzékeny, mig az éheztetéssel indukalt valasz csak az adott, 3-4

oras idGablakot képezi le.
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28. abra Az Atgl6, Atgl8a és a Pten RNSi vonalakbél szdirmazoé larvak éheztetésre

adott autofag valasza L3 és L2 stadiumban. Az A képen lathato skala 30 um-nek felel

meg az L3-as larvak zsirtestjeit bemutato A, C, F, H, K, M paneleken, mig a B képen lévé
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skala szintén 30 um-nek felel meg az L2-as larvak zsirtestjeit bemutato B, D, G, I, L, N
paneleken. A genotipusok: A, B:  hs-Flp;  UAS-Dcr2/Atgl6[KK105993];
Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls,r4-mCherry-Atg8a/+; C, D: hs-Flp; UAS-Dcr2/+;
Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls,r4-mCherry-Atg8a/Atgl 6/HMS01347]; F, G: hs-Flp; UAS-
Dcr2/Atg18a[KK105366]; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls,r4-mCherry-Atg8a/+; H, I: hs-
Flp; UAS-Dcr2/+; Act>CD2>Gal4,UAS-GF Pnls,r4-mCherry-Atg8a/Atg18a[JF02898]; K,
L:  hs-Flp; UAS-Dcr2/Pten[KK101475];  Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls,r4-mCherry-
Atg8a/+; M, N: hs-Flp;UAS-Dcr2/+;  Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls,r4-mCherry-
Atg8a/Pten[JF01987]. Az E, J és O jelii diagramok rendre két-két fiiggetlen Atgl6, Atgl8a
és Pten RNSi vonal vizsgadlata sordan szerzett adatokat mutatjik be. A képek eredményeinek
statisztikai kiértékelése minden esetben Student-féle kétfarkii paros t-probaval tortént.
Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értékii kiilonbséget tekintettiik. Az egy csillag
0,05>p>0,01 érték kozott, a két csillag p<0,01 esetében fordult eld.

AG16[KK] Atg16[KK]
DAPI+LAMP-GFP — ) DAPI+LAMP-GFP

LB ip

Atg16[HMS] Atg16[HMS]
DAPI+LAMP-GFP - “HLTR DAPI+LAMP-GFP

29. abra Két fiiggetlen Atgl6 RNSi vonalbdl szarmazo larvak éheztetésre adott, LTR-
festéssel detektalt autofag valasza L3 és L2 stadiumban. Az A képen lathato skala 30
um-nek felel meg az L3-as zsirtesteket dabrazolo A, C paneleken. A B képen lathato skala
szintén 30 um-nek felel meg az L2-es larvak sejtjeit bemutato B, D paneleken. A
genotipusok: A, B: hs-Flp; UAS-LampGFP/Atgl6[KK105993]; Act>CD2>Gal4,UAS-
Dcr2; C, D: hs-Flp; UAS-LampGFP/+; Act>CD2>Gal4,UASDcr-2/Atgl1 6[HMS01347].
Az E panelen lathato az A, B, C, D képek eredményeinek statisztikai kiértékelése Student-
féle kétfarkui paros t-probaval tortént. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értékii kiilonbséget
tekintettiik. Az egy csillag 0,05>p>0,01 érték kozott, a két csillag p<0,01 esetében fordult

eld.
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A p62- és az Atg8a-riporterek expressziojanak hatdasa az autofag fenotipusra

Egy transzgénikus riporter tesztelésekor nagyon fontos azt ellenérizni, hogy maga a
kimutatasra alkalmazott konstrukcio kifejezédése nem befolyasolja-e valamilyen modon a
vizsgalt jelenséget. Ezért megvizsgaltuk, hogy az altalunk hasznalt taltermeltetett p62- és
Atg8a-riporterek - kiilon-kiilon és egyiittesen alkalmazva is — onmagukban modositjak-e a
tanulmanyozott autofag fenotipust.

Az Atg8a-riporternél azt tapasztaltuk, hogy menekitette az autofagia hibas
fenotipust a funkciovesztéses mutansokban (lasd késébb, 33. abra A, B). A p62-GFP-t és
az mCherry-Atg8a-t egyszerre termeltetve pedig nagyméretii kolokalizald GFP- ¢és
mCherry-pozitiv aggregatumok alakultak ki, még a taplalkozo larvakban is (30. abra A).
feltételeztilk, hogy ezek a pottyok a két tulexpresszaltatott fehérje kozotti specitikus
keresztreakcid eredményeképpen alakulhattak ki, tehat miitermékek és nem autofag
struktarakat jelolnek. Hogy ezt ellenbrizziik, megvizsgaltuk a mindkét riportert taltermeld
larvakat LTR-festéssel (30. abra B) és elektronmikroszkopiaval is (30. abra C), és nem
lattuk az autofag strukturak felhalmozodasanak semmilyen jelét. Az elektronmikroszkopos
kép jobb felso kinagyitott részletén jol lathato, hogy a csillaggal jelolt p62 aggregatumokat
nem hatarolja membran, tehat nem autofag strukturak.

Feltételezésiinket Western blot analizissel is igazoltuk: nem tapasztaltuk a fizios
fehérje lebontasakor jellemz6 p62-kotott GFP szabad GFP-vé torténd konverzidjat a
mCherry-Atg8a-t és p62-GFP-t ko-expresszald larvak zsirtestjében (31. abra). Ez azt
jelenti, hogy a két fehérje egyiittes termeltetése nem serkenti a p62-GFP autofag
Ugyanakkor - a vartaknak megfeleléen - kontroll allatokban a szabad GFP 4 ora ¢hezés
hatasara (31. dbra 7. oszlop) ¢és a vandorld larvakban (31. dbra 8. oszlop) egyarant
felhalmozodott, ami az éheztetéssel indukalt és a fejlédési autofagia normalis mikodését
jelzi. Tehat a larvakban expresszalt p62-GFP fuzios fehérje nem zavarja meg az autofag
folyamatot, és tokéletesen alkalmas az autofagia aktivitasanak kovetésére Western bloton.
Ezt tamasztja ala az is, hogy az Atgl RNSi-csendesitett vagy a dominans negativ Vps34
allélt expresszalo torzsek esetében erésen csokkent az éhezés-indukalta p62-GFP —
szabad GFP konverzi6 mértéke (31. abra 2. és az 5. oszlop), mig az Atgl-csendesitett

vandorl6 allatok ehhez képest kevésbé erds csokkenést mutattak (31. abra 3. oszlop).
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30. abra A p62- és az Atg8a-riporterek egyiittes kifejezodése altal okozott autofag
fenotipus. Az A képen lathato skala 30 um-nek felel meg az A és B paneleken, a C képen
lathato skala 2 um-nek felel meg. Az A’ képen lathatjuk a zold (GFP), az A’ képen pedig a
piros (mCherry) fluoreszcens csatornat. Az A’”’ képen az A°, az A’’”’ képen pedig az A”’
kép kinagyitott vészletét lathatjiuk. A nagyitott részleteken a nyilak a p62-GFP- és az
mCherry-Atg8a-pozitiv granulunok kolokalizacidjat jelzik. A C dbran a csillaggal jelolt
strukturak p62-GFP-pozitiv aggregatumokat jelolnek, melyek koziil az egyik kinagyitva is
lathato az dbra jobb felsé sarkaban. A genotipusok: A: hs-Flp; UAS-p62-GFP/+;
Act>CD2>Gal4,UAS-Dcr2/rd-mCherry-Atg8a; B, C:  hs-Flp;  UAS-p62-GFP/+;
Act>CD2>Gal4,UAS-Dcr2/+. (fed = taplalkozo).
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31. abra A p62-GFP — szabad GFP konverzi6 vizsgilata Western blot analizissel
teljes zsirtestjiilkben Atgl-csendesitett, Vps34 dominans negativ allélt expresszald,
illetve kontroll larvakban. Mindhdarom genotipus esetében taplalkozo (,,0”), négy oran at
éheztetett (,,47) és vandorlo (, W”) larvdk zsirtestjébdl szarmazoé mintakat is vizsgaltunk,
az altalunk eléallitott anti-GFP ellenanyag. A szabad GFP-t jelzé savok felett a szamok az
adott sav intenzitasat jelolik. A larvak genotipusa: , Atgl RNSi”: cgGal4-mCherry-
Atg8a,UAS-p62-GFP/+; Atgl[JF02273]/+, |, Vps34KD": cgGal4-mCherry-Atg8a, UAS-
Vps34[KD]/UAS-p62-GFP, , kontroll”’: cgGal4-mCherry-Atg8a, UAS-p62-GFP/+.
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Az altalunk éléallitott Atg4DN torzs vizsgalata

Az Atgd gén altal kodolt fehérje egy cisztein protedz, melynek feladata az Atg8 C-
terminalisan taldlhaté néhany aminosav lehasitdsa. Ez a 1épés elengedhetetlen az Atg8
tovabbi aktivalasahoz és a membranlipid foszfatidil-etanolaminhoz valé kapcsolodasahoz.
Ugyanakkor az Atgd-re sziikség van az autofagoszéma képzddése utan is az Atg8a
delipidacidjahoz, ami az Atg8 kiilsé membranrol torténd levalasat eredményezi. A human
Atg4B mutans formaja (egy cisztein-alanin csere a 74. pozicidban) dominans negativ
hatasu, gatolja a megfelelé autofagoszoma-képzodést és a lebontast (Fujita, Hayashi-
Nishino és mtsai 2008). Ennek mintdjara hoztuk létre a Drosophila Atg4-homolog gén

G alléljat (Iasd Anyagok és Modszerek), és azt a

(Atg4a) szintén dominans negativ Atgda
transzgénikus torzsiinket, amelyben indukalhato az Atg4a®®* (tovébbiakban: Atg4DN)
kifejezddése.

Az Atg4DN allél expresszidja erésen gatolta az LTR-pozitiv struktirak kialakulasat
(32. abra A) és p62-felhalmozoddast is okozott az ¢heztetett allatok zsirtestsejtjeiben (25.
abra D, F). Az mCherry-Atg8a riporter tiltermeltetése az Atg8a null-mutdnsokat a p62
leteszteltiik, hogy vajon ugyanezt tapasztaljuk-e az AtgdDN allélt kifejez6 sejtekben is. Az
mCherry-Atg8a riporter és az AtgdDN ko-expresszaltatasa gatolta az éheztetéssel indukalt
autofagiat és a p62 felhalmozodasat egyarant (32. abra B, 33. abra C, D). Emellett az
Atg4DN-expresszié ¢heztetéssel indukalt autofagiara gyakorolt erésen gatldo hatasat
ultrastrukturalis analizissel is igazoltuk. Autolizoszomak egyaltalan nem alakultak ki a
zsirtestsejtekben, sét, kisméretli autofagoszomak is csak elvétve fordultak el (32. abra C).

Ugyanakkor a GFP-Atg8a riporter ¢és az AtgdDN egyiittes termeltetése
helyreallitotta az ¢Eheztetéssel indukalt autofagiat: szamos autofagoszomat ¢és
autolizoszomat figyelhettiink meg a zsirtestsejtekben (32. dabra D). Ez a jelenség
megegyezik az emldssejtekben latottakkal (Fujita, Hayashi-Nishino és mtsai 2008).

Az Atg4DN allél expresszidjaval kapcsolatos eredményeket mas megkozelitésben
is igazoltuk. A dominans negativ all¢l hatdsahoz hasonldan az Atgda RNSi-csendesitése az
Atgda[KK] torzsben gatolta az éheztetéssel indukalt autofagiara jellemzé LTR-festodés
eredmények). Ezzel szemben azonban az Atgda csendesitése az mCherry-Atg8a-pozitiv

pottydk mintazataban nem okozott eltérést a kontrollhoz képest. Ez tovabb erdsitette azt a
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hipotézisiinket, hogy az Atgda részleges funkcidvesztése menekitheté az mCherry- vagy
GFP-Atg8a riporter tiltermeltetésével.

Atgd DN — . Atg4 DN
DAPI+ AMP-GFP DAPI+GEP

Cc

32. abra Az Atg4DN Kkifejeztetésének hatisa az éheztetéssel indukalt autofag valaszra
Atg8a-riporter hianyaban és jelenlétében. Az Atg4DN klonalis expresszidja gatolta a
LTR-pozitiv strukturdk kialakuldsat, azaz autofdgiat (A és A’), mig ugyanez a hatds nem
mutathato ki mCherry-Atg8a riporter ko-expresszidja soran (B és B’). Az Atg4DN-t
expresszalo sejtekben (C-C’’) nem talalhato autolizoszoma, szemben a GFP-Atg8 riportert
is kifejezé sejtekkel (D-D’). nyilfejek: autofagoszomdak, nyilak: autolizoszomdk. Az A képen
lathato skala 30 um-nek felel meg az A, B paneleken, a C képen lathato skala 2 um-nek
felel meg a C, D paneleken. A vizsgalt larvik genotipusa: A, C: hs-Flp; UAS-
Dcr2/+;Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls/UAS-Atg4[C98A]; B, D: hs-Flp; UAS-GFP-Atg8a,
UAS-Dcr2/+; Act>CD2>Gal4, UAS-Atg4[C98A].
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33. abra A p62 felhalmozédisanak mértéke alapjan az mCherry-Atg8a riporter
tultermeltetése részben menekiti mind az Atg8a funkciovesztéses mutacidja, mind az
AtgdDN allél expresszidja altal okozott autofagia-defektust. 4 p62 mennyiségét a
sejtekben anti-p62 ellenanyaggal mutattuk ki. Az A abran ldathato valamennyi
zsirtestsejtben Atg8a-/- hattéren fejeztettiik ki az mCherry-AtgSa riportert. A C dbran csak
a GFP-pozitiv klonokban expresszalodott az Atg4DN allél, és valamennyi sejtben az
mCherry-Atg8a riporter. Az A képen lathato skala 30 um-nek felel meg az A, C paneleken.
A vizsgalt larvak genotipusa: A: Atg8afd4]; +/+; r4-mCherry-Atg8a/+; C: hs-Flp; UAS-
Dcr2/+; Act>CD2>Gal4,UAS-GFPnls,r4-mCherry-Atg8a/UAS-Atg4[CI84]. A B dbra az
A-hoz, a C a D-hez tartozé statisztikak eredményét dbrdzolja. Az A és C képek
eredményeinek statisztikai kiértékelése Student-féle kétfarku paros t-probaval tortént.
Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értékii kiilonbséget tekintettiik. Az egy csillag
0,05>p>0,01 érték kozott, a két csillag p<0,01 esetében fordult elé.

74

=szam
“méret

uszam
“méret



V. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Az autofagia olyan sejten beliili onemészté folyamat, amely elengedhetetlen a
homeodinamika fenntartasdhoz ¢és a differencialodashoz: biztositja a sejtorganellumok és
makromolekuldk lebontasat, segiti a sejtek talélését stresszhelyzetben, valamint szerepet
jatszik az egyedfejlodés soran feleslegessé valt sejtek és szovetek pusztulasaban. Szerepét
kimutattdak ~ szamtalan patologids folyamatban is, tobbek kozott  kiilonbozo
neurodegenerativ betegségekben és a tumorgenezis esetében.

Az autofagia molekularis mechanizmusa, a gének hierarchikus viszonya és
szabalyozasa élesztdben mar viszonylag jol ismert folyamat. Az ebben a modellben
azonositott, autofagiaban szerepet jatszo gének koziil tobbek homoldgjanak funkcidjat is
igazoltak a magasabbrendiieckben. A tobbsejtiickben az autofiagia mechanizmusa és
iranyitasa joval Osszetettebb, ugyanakkor molekuldris szinten még kevéssé jol ismert -
felderitése azonban a folyamat jelentdsége miatt elengedhetetlen.

Munkam egyik célja egy tobbsejtii modellszervezet, a Drosophila melanogaster
autofag folyamataiban szerepet jatszo gének azonositasa volt. Két masik kollégam, Varga
Agnes és Nagy Péter egyiittmiikodésével az autofagiaban szerepet jatszo gének
azonositasara és karakterizalasara iranyulo kisérleteket végeztiink (34. abra). Ennek soran
a konzervalt genom tobb, mint 90 %-at alkoté mintegy 7200 gén RNS interferenciaval
generalt funkciovesztéses fenotipusat vizsgaltuk meg mozaikos allatok larvalis
zsirtestsejtjeiben. Ezen in vivo genomsziirés eredményeként elsé korben sikerdilt
azonositanunk a legtobb, mar ismert autofagiaban szereplé gént is, ami a moddszer
relevancigjat igazolta szamunkra. A kapott talalatok szamat masodlagos tesztekkel
sziikitettiik, mig végiil a fenotipusok alapjan harom jol elkiilonitheté csoportot (ATG, AP
és AL) hoztunk létre. Az ATG csoportba olyan gének keriiltek, melyek az Atg8-pozitiv
autofagoszomak kézddéséhez sziikségesek (ide tartoznak példaul a kozponti autofag
gének). Az autofagoszoma (AP) csoport tagjai sziikségesek az autofagoszomak éréséhez és
a lizoszomakhoz vald kapcsolodasahoz és a fuzidhoz (ilyenek példaul a C-tipusu Vps
komplex tagjai). Végiil az AL csoportba tartozd gének csendesitésének hatasara
feltehetden sériilt az autolizoszomalis lebontas (ide tartoznak példaul a lizoszomalis proton
pumpat kodolé Vha gének).

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a 7397 letesztelt RNSi térzs elsé sziirése utan

kapott 1047 vonal altal reprezentalt géneket sikeriilt végiil 224, fenotipusosan jol
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besorolhatd génre lesziikitenlink, amelyeket a labor részletesen tud majd vizsgalni az
elkovetkezd években. Fontosnak tartom még egyszer kiemelni, hogy taldlatainkban sok,
mar eddig is leirt és ismert autofag szabalyozé elemet azonositottunk, amely modszeriink

hasznalhatosagat tamasztotta ala.
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34. abra Osszefoglalo dbra az in vivo teljes Drosophila genom RNSi sziiréssel
azonositott, autofagiaban szerepet jatszé génekrol. 4 felsé rajzon lathaté az autofagia
mechanizmusdnak és molekularis szabdlyozasanak dsszegzése (lasd még: 3. dbra); alatta
pedig a sziirés soran az egyes geének csendesitésével kapott fenotipus alapjan jol
elkiilonitheté hdarom csoport. A szamokhoz (1.-4.) tartozé képek a kiilonbozé sziirési
modszerek eredményét reprezentdljik az egyes csoportokban: 1. az RNSi-val csendesitett
klonsejtek éheztetésre adott valaszreakcioja mCherry-Atg8a riporterrel detektalva; 2. az

autofag flux vizsgalata mCherry-GFP-Atg8a riporter felhasznadlasdaval; 3. LTR festékkel és
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Lamp1-GFP riporterrel jelolt emészté autolizoszomak azonositasa; 4. az autofag defektus

kimutatasa immunhisztokémiai vizsgalattal, anti-p62 ellenanyag segitségével.

A tovabbiakban a laboratoriumunk altal készittetett p62 ellenanyag, és p62-GFP
riporter alapti modszerek alkalmazhatosagara végeztiink kisérleteket. Ezek a vizsgalatok
2012-ben befejezddtek, a kapott eredmények megjelentek a PloS One folyoiratban (Pircs,
Nagy és mtsai 2012).

Az autofagia szintje negativan korreldl a sejtekben megtalalhato p62-aggregatumok
mennyiségével, a p62 szintjének meghatarozasa ezért egyre elterjedtebb vizsgalati modszer
az alapszintli autofagia hatékonysaganak mérésében (Bjorkoy, Lamark és mtsai 2009). Az
endogén p62 mennyiségének meghatarozasara jelenleg a legelterjedtebb eszkoz a Western
blot analizis. Alkalmazasaval lehetdség van a szabad és az aggregatumokban kotott p62
detektalasara kiilonféle detergensek jelenlétében, ezek a vizsgalatok azonban nem
alkalmazhatoak mozaikos allatok vizsgalatakor.

Munkank soran igazoltuk, hogy a Drosophila larvak zsirtestjében az immunjel6lés
még a kismértékii p62-szint valtozasok kimutatasaban is a Western blothoz hasonldan
hatékony modszer, raadasul plusz informaciot is hordoz, hiszen megismerhetjiik a
képz6dott p62-aggregatumok pontos szamat, méretét €s a sejten beliili elhelyezkedését.
Eredményeink alapjan erésen ajanljuk a p62-specifikus ellenanyag haszndlatat a
konstitutivan taltermeltetett p62-GFP riporterrel szemben. Ez utdbbi sok esetben képes
onmagaval is aggregatumot képezni, valamint expresszidja megemeli az endogén p62
fehérjeszintet is, igy a p62-pozitiv pottyok méret- €s szambeli értéke mar nem tiikr6zi hiien
az autofag aktivitdst. Ha valamilyen oknal fogva mégis a p62-GFP riportert kell
alkalmazni, akkor hasznalatat a GFP-jelek intenzitasanak figyelembe vételével ajanljuk.
Az igy kapott értékek statisztikailag hasonloak, de a felhalmozodas mértékét tekintve
kisebbek voltak a legtobb (de nem az 9sszes) endogén p62-mennyiséget tiikrozo adatnal.
Hozza kell tenni, hogy az endogén p62 fehérje szintje az autofag valasztol figgetlen
modon is megndvekedhet példaul transzkripciondlis indukcié hatasara (ld. késébb),
ugyanakkor ez nem okoz problémat egy mesterséges promoterrdl termeltetett p62-riporter
esetében. Emiatt nem art hangstlyozni a tobbféle fiiggetlen modszer alkalmazasanak
fontossagat az autofagia vizsgalatok soran (Klionsky, Abdalla és mtsai 2012).

A p62-GFP-t expresszalo transzgénikus modellek esetében még a fluoreszcencia

intenzitasanak mérésénél is megbizhatobb modszer a p62-GFP konverzid kovetése
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Western blot analizissel. Ekkor a szdvetspecifikus vagy hésokkal indukalt promoter
szabalyozasa alatt allo p62-GFP lizoszomalis lebontasaval keletkez6 szabad GFP
mennyiségét lehet kovetni. Egy masik lehetdség, ha mikroszkoposan, pulse-chase
analizissel megmérjiik a p62-GFP féléletidejét. Ez nagyon hatékony mddszernek bizonyult
sejtkulturakban az éheztetéssel indukalt vagy a bazalis autofag flux meghatarozasara
(Bjorkoy, Lamark és mtsai 2009).

A p62 ellenanyaggal végzett kisérleteim alapjan azt tételezziik fel, hogy az endogén
p62 aggregatumok mennyiségének kovetése megbizhato és jol hasznalhato autofag fluxus
vizsgalati modszer. Ezt tamasztja ala egy el6z6 munkank eredménye is, amikor az endogén
p62 expresszidjat vizsgalva azt talaltuk, hogy 4 oras ¢heztetés hatasara a p62 transzkripcids
aktivitasa 4,8-szorosara nétt a larvalis zsirtestsejtekben (Erdi, Nagy és mtsai 2012), - ez
majdnem megegyezik a fentebb leirt Western blot vizsgalataink soran gytijtott adatokkal.
Eheztetés hatasara elsésorban a szabad p62 szintje emelkedik meg és az aggregalt forma
mennyisége csokken, ahogy ezt mas munkak is alatimasztjak (Bartlett, Isakson és mtsai
2011).

Az autofagia lezajlasahoz sziikséges fehérjék szintjének az indukcié és a teljes
folyamat soran is dontd szerepe van az autofag valasz intenzitasara nézve. A p62 szintje is
nagymértékben megemelkedik a bazalis autofag aktivitas ndvekedésének hatasara, tehat a
tobblet p62-aggregatumok kialakuldsa progressziv, idofiiggd folyamat. Emiatt a kiilonb6z6
kezelések vagy az RNSi-csendesités hatasfoka nagymértékben befolyasolja a p62
szintjének mérésén alapuld vizsgalati modszerekkel kapott adatokat, ahogy az itt
bemutatott eredményeink is erre utalnak. Igazoltuk, hogy a p62 szintje nem valtozik a
kontroll sejtekhez képest, ha a Drosophila larvak fejlédése soran az adott gén funkciojat
csendesitd RNSi-hatas csak késleltetve indul meg. Ezen megfigyelések alapjan azt is
feltételezziik, hogy az anyai hatas (azaz az anya altal a petesejtbe juttatott ép géntermékek
tartos jelenléte az egyedfejlédés soran) is okozhatja a kiilonb6zé Atg-mutansok eltéré p62-
szintjét.

Munkank soran az is kideriilt, hogy a p62-GFP alkalmazasaval kapcsolatban
bemutatottakon kiviil tovabbi problémak is felmeriilhetnek a taltermeltetett riporter
transzgének hasznalata soran. Egyrészt a tulexpresszalt Atg8a-riporter esetében azt
tapasztaltuk, hogy a p62-vel aggregatumokat képez, ugyanigy, mintha megnévekedett
volna az autofag aktivitas - ezzel fals pozitiv eredményt produkal. Masrészt az Atg8a-
riporter tultermeltetése menekiti példaul a dominans negativ Atgda részleges
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funkcidvesztéses fenotipusat, ezzel tovabb nehezitve az amutgy is ellentmondéasos
eredmények értelmezését. Ezek a példak nem csak ritka, egyedi esetek, mert a teljes genom
RNSi sziirés soran tucatnyi hasonld problémaval talalkoztunk. Egy konkrét példa a
proteszomalis alegységeket kodold gének csendesitése, ami olyan nagy mértékii p62
felhalmozodast okoz hogy a taltermeltetett Atg8a riporter is inkorporalédik az
aggregatumokba. Ezen eredmények Varga Agnas kollégam doktori értékezésében lesznek
részletesen bemutatva.

Bar a dolgozatomban leirt kisérleteket Drosophila larvalis zsirtestsejteken végeztiik
el, azt gondoljuk hogy a kapott eredmények érvényesek az autofag kutatasokban

alkalmazott egyéb sejttipusokra és organizmusokra is.
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VI. OSSZEFOGLALAS

Az autofagia egy evolucidsan konzervalt, minden eukaridta sejtre jellemzd
onemésztd folyamat, mely soran a sejt a sajat anyagait bontja le a lizoszomak segitségével,
biztositva ezzel a citoplazma és a fehérjék normalis turnoverét, a sériilt, miikodésképtelen
vagy karos sejtalkotok és az egyes organellumok eliminalasat. Az autofigia szamos
fiziologias és patologias folyamatban vesz részt, igy molekularis mechanizmusainak és
genetikai hatterének pontos feltérképezése mindenképpen sziikséges. Laborunkban
ecetmuslicaval (Drosophila melanogaster) dolgozunk, mely az egyik legjobb modellallat
az autofagia tanulmanyozasara.

Munkam soran elészor - két masik hallgatotarsam egyiittmikodésével - az
autofagiaban szerepet jatszo gének azonositasara és karakterizalasara iranyulo kisérleteket
végeztem. Ennek soran 7118 konzervalt gén funkcidvesztéses fenotipusat vizsgaltuk meg,
genetikailag mozaik allatok larvalis zsirtest sejtjeiben. Az elsédleges in vivo genomsziirés
soran, RNS interferencidval sikeriilt azonositanunk a legtobb mar ismert autofagidban
szerepld gént. A kapott talalatok szamat szamos masodlagos teszttel sziikitettiik le, mig
végiil fenotipikusan harom, jol elkiilonithet6 csoportot hoztunk létre: AL, AP és ATG. Az
AL csoportba tartoz6 gének hianyaban sériilt az autolizoszomalis lebontas. Az AP csoport
tagjai szerepet jatszanak az autofagoszomak lizoszomakkal valo fuzionalasaban. Végiil az
ATG csoportba olyan gének Kkeriltek, melyek sziikségesek az Atg8-pozitiv
autofagoszomak kialakulasahoz.

Az autofagiaban lebomlo anyagok kijelolése, vagyis a degradacio altalanos
szelektivitasanak kérdése széles korben vitatott téma. Mara mar ismert néhany
bizonyitottan szelektiv lebontast kijelold fehérje, mint példaul a p62. Egy altalunk
készittetett p62 ellenanyag révén zsirtest RNS interferencia klonokban, valamint ismert
Atg ¢és a TOR kindz szubsztrat S6 kindz mutansokban immuncitokémiai vizsgalatokkal és
Western-blot teljes allatmintakon igazoltuk, hogy a p62 szint Drosophilaban is, az eddig
leirtakkal megegyezden, forditott aranyban all az autofag aktivitissal. Emellett kvantitativ
vizsgalatokkal meghataroztuk a kiilonféle p62 vizsgalati médszerek elényeit és hatranyait.
Korai letalis fenotipussal rendelkezé gének bazalis autofagiaban betoltott szerepét is
sikertilt kimutatni mozaikos zsirtestekben immunhisztokémiai modszerekkel. Kimutattuk,
hogy a korabban p62 felhalmozodas kimutatasara hasznalt p62-GFP riporter csak limitalt

modon hasznalhato az autofagia defektus kimutatasara, mert képes Onmagaval
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aggregalddni attol fliggetleniil, hogy az autofagia megfeleld szinten miikddik-e vagy sem.
A p62-GFP riporter intenzitasa viszont a p62 ellenanyaghoz hasonldéan negativ korrelaciot
mutatott. A p62-GFP-t expresszalo sejtek fluoreszcens intenzitds vizsgalati modszerénél
sokkal megbizhatobb a p62-GFP konverzios kisérlet. Végiil igazoltuk, hogy a p62 szintje
nem valtozik ha az érintett géncsendesités csak késleltetve kapcsol be a Drosophila larvak

fejléodése soran.
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VII. SUMMARY

Autophagy is an evolutionarily conserved pathway in all eukaryotes, and ensures
the degradation of cytoplasmic material in lysosomes for subsequent reuse. It is essential
for survival, differentiation, development and homeodynamics. It has a significant role in
various physiological and pathological conditions such as aging, cancer, immunity and
neurodegeneration diseases. In spite of the recent tremendous progress in autophagy, it is
necessary to further our understanding of its genetic network and molecular machinery.

We carried out an in vivo RNAI screen in mosaic fat bodies of starved Drosophila
larvae using an mCherry-Atg8a reporter assay. We tested the effect of knocking down
7,118 individual genes, corresponding to 90% of the conserved genome. Importantly, we
identified almost all known regulators of autophagy including Atg (autophagy-related)
gene homologs in a blind fashion. We next carried out secondary tests, to narrow down our
hits and establish three categories with specific autophagy phenotypes: AL, AP, and ATG.
The AL group lines cause impaired autolysosomal degradation. In the AP group lines,
Atg8-positive structures are generated upon starvation but fail to reach the lysosomal
compartment. In the ATG group, silencing of genes inhibits the formation of Atg8-positive
structures.

Levels of the selective autophagy substrate p62 have been established in recent
years as a specific readout for basal autophagic activity. Here we compared different
experimental approaches for using this assay in Drosophila larvae. We show that statistical
analysis of p62-positive aggregates in immunostained cells and tissues is similarly
effective as Western blots for the estimation of basal autophagy levels. Quantifying p62
dots in immunostained fat body cells of L3 stage larvae revealed a strong accumulation of
endogenous p62 aggregates in null-mutants for Atg genes and S6K. Next we presented that
immunostaining of mosaic fat bodies allows for testing the specific role of genes with
lethal phenotypes in basal autophagy. We demonstrated that endogenous p62 provides a
much more sensitive measure of autophagy levels than a constitutively overexpressed
GFP-tagged reporter in microscopy, which showed self-aggregation and large-scale
accumulation even in control cells. We recommend Western blots for following the
conversion of overexpressed p62-GFP reporters to estimate autophagic activity if sample
collection from mutant larvae or adults is possible. Finally, we showed that the duration of

efficient RNAi knockdown is very important for the p62 assay unlike in the case of
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induced autophagy, and that overexpressed p62 and Atg8 reporters co-aggregate, and
hence may suggest false *’autophagy phenotypes’’.
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IX. MELLEKLET: a bemutatott Abrikhoz tartozé statisztikai tesztek eredményei

23. abra A p62 szintjének vizsgalata Atg mutansokban, p62 RNSi és p62-t tiltermelé sejtekben.

PANEL F normalizalt 4tlag szam | szoras P normalizalt 4tlag méret | szoras P
23.4braB | KK 0,1368 0,1847 | 0,0006 0,6724 04411 | 0,0542
23. bra C il 0,0882 0,1178 | 0,0008 0,4237 0,4466 | 0,0026
23. abra D i2 0,1016 0,1459 | 0,0041 0,3788 0,5309 | 0,0065
23.4bra E | p62-GFP 9,0896 3,3496 | 0,0000 2,9130 0,7943 | 0,0003

24. abra Az endogén p62 felhalmozodasa S6K és kiilonbozé Atg-mutansok zsirtestsejtjeiben.

PANEL D atlag szam szoras | atlag méret sz0rds

24.4bra A | kontroll 15,9000 13,1610|  4,5000 2,6352
normalizalt atlag szam | szoérds p normalizalt atlag méret | szords p

24.4bra A | kontroll 1,0000 0,8277 1,0000 0,5856
24.4braB | Atgl -/- 7,1887 2,3624 0,0000 3,0000 0,525010,0000
24.4braC | S6K -/- 4,3019 2,0089 0,0004 1,0889 0,2660 | 0,6695
24.4braE | Atg2-/- 3,5535 1,6481 0,0007 2,4222 0,67440,0001
24.4dbraF | Atg7-/- 4,0126 1,5572 0,0001 1,7556 0,30450,0029
24.4bra G | Atg8a -/- 6,7610 29114 0,0001 2,3556 0,3948 10,0000
24.4braH | Atgl3 -/- 3,3145 1,2673 0,0002 2,2444 0,22100,0000
24.4bral | Atgl8a -/- 5,3522 2,4905 0,0003 1,8889 0,40910,0012
24.4bral | Vps34-/- 74591 2,6975 0,0000 1,8611 0,87300,0288




25. dbra Az

p62 ak i16dik

fagiat gatlo géntermék (L panel) tilter

tofao f

illetve az

Y

szerepet

jatsz6 géntermékek domindns negativ alléljanak tiltermelése (F és K panel) vagy RNSi-csendesitése hatdsara (6sszes tobbi panel).

PANEL D

normalizalt atlag szam | szoras p normalizalt atlag méret | széras p

25. dbra A Atgl[JF] 26,2143 8,2641 | 0,0000 3,6000 0,5657 | 0,0000
25.4braB | TSC2[KK] 3,5524 2,2736 | 0,0062 1,2292 0,4548 | 0,2543
25.4bra C | RpS8[KK] 0,7505 0,7415 | 0,4067 0,5682 0,4701 | 0,0362
25.abra E Atg2[JF] 6,3540 3,3690 | 0,0006 2,6279 0,7358 | 0,0001
25. 4bra F Atgd DN 3,3252 0,9668 | 0,0000 2,1000 0,3375 | 0,0000
25.4bra G | Atg7[JF] 1,2444 0,6888 | 04216 0,9737 0,3294 | 0.8478
25.4braH | Atg8a[KK] 15,3889 3,6104 | 0,0000 6,5000 3,1103 | 0,0003
25. 4bra | Atg9[JF] 8,2065 5,4198 | 0,0022 1,6327 0,4082 | 0,0032
25.4abral | Atgl4[KK] 2,9440 0,9022 | 0,0000 1,5625 0,2821 | 0,0006
25.4braK | Vps34KD 16,5897 9,5030 | 0,0006 1,3810 0,2459 | 0,0411
25.dbraL UAS-Rheb 4,2444 6,1229 | 0,1318 1,4348 0,5442 | 0,0804
25.abraM | Atgl6[KK] 12577 0,9665 | 04947 1,0244 0.4985 | 0.8869
25.4abraN | Atgl6[HMS] 3,4350 1,2778 | 0,0001 3,4667 1,0909 | 0,0000
25.4bra O | Atgl8a[KK] 4,5608 2,2885 | 0,0008 2,7949 0,7592 | 0,0000
25.4bra P | Atgl8a[JF] 8,8043 3,8598 | 0,0001 2,7222 0,3154 | 0,0001
25. abra Q Pten[KK] 0,8750 0,5326 | 0,6013 1,0233 0,2247 | 0,8061
25.4dbra R Pten[JF] 5,7636 8,3270 | 0,0013 1,1467 0,5152 | 0,7567
25.4braS | Atms[GD] 1,1397 0,2583 | 03847 1,1613 0,2720 | 02961
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27. abra A p62-GFP aggrega k felhal 6dasanak és i iatasanak mértéke RNSi géncsendesitett és tulexpresszaltatott

torzsekben.

PANEL C atlag szam szords | atlag méret sz0ras
27. dbra A kontroll 63,1000 18,9000 | 58,2000 11,0433

normalizélt atlag szam | szoérds p normalizalt atlag méret | szoras P

27. dbra A kontroll 1,0000 0,2995 1,0000 0,1897
27. abra B Atgl[JF] 0,3867 0,1019 0,0001 1,2680 0,3493 | 0,0513
27.4bra E Atg7[JF] 0,5705 0,2417 0,0025 0,8127 0,2632 | 0,0863
27.4braF | Atg8a[KK] 0,3074 0,0826 0,0000 1,0773 0,3613 | 0,5589
27.4braG |  Atg9[JF] 0,2916 0,1155 0,0000 1,5000 0,7022 | 0,0540
27.4dbraH | Atgl4[KK] 0,7554 0,1273 0,0250 0,9527 0,1128 | 0,4435
27.4bral | Atgl8a[KK] 0,3740 0,1493 0,0000 1,1082 0,2636 | 0,3073
27.4braJ | Vps34KD 0,3217 0,1507 0,0000 1,3299 0,5357 | 0,0930
27. abraK Pten[JF] 0,3265 0,1070 0,0000 1,5103 0,3495 | 0,0012
27.4bral | Tsc2[KK] 03154 0,1316 | 0,0000 1,4124 0,5682 | 0,0522
27.4braM | RpS8[KK] 0,1823 0,1316 0,0000 1,7938 0,7795 | 0,0106
27.dbraN | Atms[GD] 0,4120 0,2377 0,0001 1,5241 0,5766 | 0,0197
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27. abra A

torzsekben.

PANEL D

p62-GFP aggr

1 folhal A dACAT AT

mértéke RNSi géncsendesitett és talexpresszaltatott

atlag expozicios id6 szOras nomlxa.h’za'} t . norr.nallzélt'étlag szOras p
expozicios idé intenzitas

27. 4bra A kontroll 805,5454545 251,4455661 1,0000 1,0000

27. 4bra B Atgl[JF] 425,7273 119,5350 0,4754 1,8922 0,1484 | 0,0005
27. dbra E Atg7[JF] 846,0909 306,9624 1,2208 0,9521 0,3811 | 0,7384
27.4dbraF | Atg8a[KK] 582,6364 152,0640 0,6048 1,3826 0,1888 | 0,0226
27.4bra G Atg9[JF] 324,1818 110,7672 0,4405 2,4849 0,1375 | 0,0000
27.4braH | Atgl4[KK] 518,8182 91,7397 0,3648 1,5527 0,1139 | 0,0037
27.4bral | Atgl8a[KK] 534,6364 150,4528 0,5984 1,5067 0,1868 | 0,0072
27. 4bral Vps34KD 342,6364 92,0459 0,3661 2,3510 0,1143 | 0,0001
27. dbra K Pten[JF] 180,1818 43,6413 1,1227 4,4707 0,0542 | 0,0000
27.abraL | Tsc2[KK] 565,8182 282,3079 0,1736 1,4237 0,3505 | 0,0485
27.4braM | RpS8[KK] 1312,1818 1028,7197 4,0912 0,6139 1,2770 | 0,1404
27.4braN | Atms[GD] 573,9091 199,7746 0,7945 1,4036 0,2480 | 0,0272
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28. abra Az Atgl6, Atgl8a és a Pten RNSi vonalakbdl szarmaz6 larvak éheztetésre adott autofag valasza L3 és L2 stadiumban.

PANEL E normalizalt atlag szam | szoras p normalizalt atlag méret | szoras p
28.4bra A | Atgl6[KK]L3 0,1142 01552 | 0,0000 0,0980 0,1078 | 0,0000
28. abra C | Atgl6[HMS]L3 0,2000 0,1250 | 0,0267 0,0814 0,0808 | 0,0027
28.abraB | Atgl6[KK]L2 1,1200 0,4237 | 0,5569 0,5009 0,2835 | 0,0151
28.4abraD | Atgl6[HMS]L2 1,1698 0,7537 | 0,5914 0,1031 0,1034 | 0,0083

PANEL J normalizalt atlag szam | szords p normalizalt tlag méret | szords P
28.4bra F | Atgl8a[KK]L3 0,2179 0,3356 | 0,0003 0,1283 0,1496 | 0,0000
28.abraH | Atgl8a[JF]L3 0,0573 0,0778 | 0,0006 0,0143 0,0167 | 0,0008
28.4bra G | Atgl8a[KK]L2 0,6579 0,3972 | 0,2949 0,1315 0,0999 | 0,0041
28.abral | Atgl8a[JF]L2 0,4444 0,5466 | 0,0546 0,0242 0,0285 | 0,0003

PANEL O normalizalt atlag szam | szoras p normalizalt atlag méret | szoras p
28.4braK | Pten[KK]L3 0,1543 0,1507 | 0,0017 0,3333 0,3339 | 0,0000
28. abra M Pten[JF]L3 0,0523 00850 | 0,0003 0,0826 0,0826 | 0,0000
28.abral | Pten[KK]L2 0,9556 0,7337 | 0,8874 0,5187 0,5477 | 0,1432
28. abra N Pten[JF]L2 04615 0,5889 | 0,0404 0,2238 0,2350 | 0,0022
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29. abra Két fiiggetlen Atgl6 RNSi vonalbol szarmazé larvak ét

stidiumban.

PANEL E

33. abra A p62 felhalmozbdasinak mértéke alapjan az mCherry-Atg8a riporter tiltermeltetése részben menekiti mind

e adott, LTR-festé

1 detektalt

fag valasza L3 és L2

normalizalt atlag szam | szoras p normalizalt atlag méret | szoras p
29.abra A | Atgl6[KK]L3 0,1910 0,1637| 0,0000 0,2742 0,3488 | 0,0084
29. dbra C | Atgl6[HMS]L3 0,1522 0,1594| 0,0003 0,2211 0,2298 | 0,0018
29.4bra B | Atgl6[KK]L2 0.8378 0,6600| 0.5101 0,9703 0,6629 | 0,9030
29.abraD | Atgl6[HMS]L2 0,6754 0,4042 | 0,2441 0,5793 0,4145 | 0,0421

funkcidvesztéses muticioja, mind az Atg4DN allél expresszidja altal okozott autofagia-defektust.

PANEL B

PANEL B

PANEL D

az Atg8a

normalizalt atlag szam | szoras P normalizalt atlag méret | szoras p

23. 4bra A kontroll 1,0000 0,8277 1,0000 0,5856

23. 4bra G Atg8a -/- 6,7610 29114 | 0,0001 2,3556 0,3948 | 0,0000

33. 4bra A | Atg8a-r4mChAtg8a 39119 1,2490 | 0,0000 1,5778 0,4376 | 0,0232

p szam p méret

23. :'abra G Atg8a -/- 0,0146 0,0006

33.4bra A | Atg8a-r4mChAtg8a
‘ [ normalizalt atlag szam ‘ szoras ‘ p ‘ normalizalt tlag méret ‘ s5z0ris ‘ p ‘
[33.4braC | AtgdDN | 0,9896 | 0,5565 [0,9620 | 0,8571 | 0,1650 [0.2780 |
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