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Roviditések jegyzeke

AEL - after egg laying, peterakast kovetéen

AMPK - AMP-activated protein kinase, éhezés ¢és stress esetén aktivalodo kinaz

ATF6 - activating transcription factor-6, ER-stresszben szerepet jatszé fehérje
AUTEN-67 - autophagy enhancer-67, MTMR14-et gatl6, autofagia-induktor
AUTEN-99 - autophagy enhancer-99, MTMR14-et gatl6, autofagia-induktor

BMP - Bone morphogenetic protein

CALCOCO2/NDP52 - nuclear dot protein 52, szelektiv autofagia-receptor
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CMA - Chaperone medialt autofagia
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tagja

FOXO3 - forkhead box O3a, transzkripcios faktor

HIF - hypoxia-inducible factor, hypoxia esetén az autofagia indukciojahoz sziikséges fehérje
HOPS - homotypic fusion and protein sorting, panyvazo fehérjekomplex

HSP - hésokk-fehérjék

IRE1 - inositol requiring enzyme 1, ER-stresszben szerepet jatszo fehérje

LAMP-2A - lysosome-associated membrane protein type 2A, CMA-ban szerepet jatszo fehérje
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PERK - PKR-like elF2a kinase, ER-stresszben szerepet jatszo fehérje

PH-GRAM domén - Pleckstrin Homology-Glucosyl transferases, Rab-like GTPase activators
and myotubularins, myozubularinokra is jellemz6 fehérje interakcios domén
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PI3P - foszfatidilinozitol 3-foszfat

PTP - protein tyrosine phosphatase, a myotubularinok foszfataz doménje

Rab7 - Ras-related protein 7
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SNARE - soluble Nethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors, dokkold
fehérjekomplex

UPR - unfolded protein response

UVRAG - UV irradiation resistance-associated gene, a ll-es tipust Vps34 kinaz komplex tagja
Vps34 - vacuolar protein sorting 34



1. Irodalmi attekintés

Az autofagia 0gorog eredetli szo, jelentése onemésztés. Christian de Duve hasznalta
el0szor az autofagia kifejezést 1963-ban a lizoszoémak felfedezésével kapcsolatos munkaja
soran (Duve, 1963). Ma az autofagia kifejezést olyan, az eukaridta sejtekre altalanosan jellemzo
szabalyozott, lizoszoma kozvetitett folyamatokra értjiik, amelyek soran a hibés, vagy
feleslegessé valt citoplazma komponensek lebomlanak ¢és reciklizalodhatnak (Levine és
Klionsky, 2004; Mizushima, 2007). Az autofagia a sejtes homeosztazis fenntartasa szamara
nélkiilozhetetlen, citoprotektiv folyamat. Fokozott miikkddése révén eldsegiti a sejt talélését
kiilonb6z6  stresszkoriilmények kozott, mint amilyen példaul a tapanyaghidny, de a
korokozokkal szembeni védekezésben is fontos szereppel bir. Ezen funkcioin til az autofagia
hozzéjarul a felépitd folyamatokhoz sziikséges makromolekuldk termeléséhez, amikor a sejtes
funkcidk gyors megvaltozasara van sziikség valtozd koriilmények esetén. Emberben az
autofagia hibas (alul- vagy tul-) mtikodése kiilonb6z6 degenerativ elvaltozasok kialakulasahoz
vezethet. Ilyen patologias allapot pl. a rak, neurodegenerativ betegségek (pl. Alzheimer,
Parkinson és Huntington kérok), szoveti fibrozis és atrofia, és immundeficiencia (Sridhar és
mtsai., 2012). Az autofagia mechanizmusanak és genetikai szabalyozasanak kutatdsa tehat
orvosbioldgiai szempontokbdl is rendkiviil fontos.

Az eukaroéta sejtekben a lebontd miikodések az ubiquitin-proteaszoma rendszer, illetve
az autofdgia révén valdsulnak meg. Az eldbbi révén fdleg a hibasan feltekeredett, rovid
életidejii fehérjék bomlanak le, mig az autolizoszomalis rendszer révén altaldban a hosszu
¢letidejii makromolekula komplexek és sejtorganellumok degradacidja zajlik. Az autofagianak
harom f0 tipusa ismert: a mikroautofagia (és endoszomalis mikroautofagia), chaperone-
kozvetitett autofagia és a makroautofagia (1. abra).

Mikroautofagia soran a lebontando citoplazmarészlet a lizoszoma membran be-, illetve
kitlirédései révén keriill a lizoszoma iiregébe, ahol a keletkezett membranholyag a
beltartalméaval egyiitt degradalodik. Az autofagia ezen formdja leginkdbb az élesztdben
tanulmanyozott (Li és Bao, 2012). Nem szelektiv mitkddése révén foként a membranok
homeosztazisadban jatszik szerepet (Oku és Sakai, 2018).

A chaperone-kozvetitett autofagia (CMA - chaperone mediated autophagy) esetén
szelektiv lebontas zajlik a lizoszoma hidroldzai segitségével (1. abra). Ilyen modon képesek
lebontdédni a KFERQ aminosav-motivummal rendelkezd fehérjék, melyeket a Hsc70 (heat
shock cognate protein of 70 kDa) és ko-chaperonjai ismernek fel. Ezutan egyiitt

transzlokalodnak a lizoszoma membranjaban talalhato LAMP-2A (lysosome-associated
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membrane protein type 2A) fehérje csatornahoz, ahol a célfehérjék kitekerednek és bejutnak a
lizoszoéma tiregébe, majd lebontodnak (Kaushik és mtsai., 2011). Szerepét leginkabb az ¢hezés-
indukalt valaszmechanizmusban azonositottdk, de a sejtes homeosztdzis fenntartisaban is
fontos szerepet jatszik, példaul a lipolizis soran (Bejarano és Cuervo, 2010; Ma és mtsai., 2020).
Az autofagia ezen tipusa a gerincesekben alakult ki, a gerinctelenekben nem taldlhatéak meg a
Lamp-2 gén ortoldgjai (Herpin €s mtsai., 2020).

Gerinctelenekben a CMA helyett a szelektiv modon mikédé endoszomalis
mikroautofagia (eMI) altal bomlanak le a KFERQ-szerli motivumot tartalmazé fehérjék (1.
abra). Ebben az esetben a Hsc70 elektrosztatikus kapcsolat révén juttatja a késoi
endoszomakba/multivezikularis testekbe a lebontani kivant fehérjéket. A folyamat
végbemeneteléhez az ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport)
komplexek miikodése sziikséges, a lumenbe jutdsnak pedig nem feltétele, hogy a megkdtott
célfehérje kitekert allapotban legyen (Sahu és mtsai., 2011). Altalaban a KFERQ-szerii
motivum a fehérje feltekeredése soran rejtve marad, és valamilyen oxidativ stressz hatdsara
keriil a felszinre, és ekkor lesz felismerheté a Hsc70 és ko-chaperonjai altal (Bejarano és
Cuervo, 2010). Az eMI esetében Drosophila-ban a Hsc70-4 fehérje (chaperone-szerii
mitkodésétdl fliggetleniil) vesz részt a fehérjék késéi endoszomaba vald juttatdsdban (Oku és
Sakai, 2018). Az ecetmuslica fehérjék koriilbeliil 40%-a tartalmaz KFERQ-szerti motivumot,
melyek képesek eMI altali lebomlani (Mukherjee és mtsai., 2016).

Az autofagia legintenzivebben tanulmanyozott tipusa a makroautofagia (1. abra). A
folyamat sordn egy kettds membranbol allo struktira képzddik, ez a fagofér/omegaszoma,
amely elkezdi koriilndni a lebontand6 citoplazma részletet. Az elongacios 1€pés végén a kettds
membran zarodik €s 1étrejon az autofagoszoma (egy kettds membrannal hatarolt vezikulum). A
benne 1évd sejttartalom lebontdsdhoz az autofagoszoma savas vezikuldkkal fazional. Kés6i
endoszomaval vald faziojakor tigynevezett amfiszoma jon 1étre (Fader és Colombo, 2009), ha
pedig csak lizoszomaval olvad Ossze, akkor autolizoszoémanak nevezziikk a keletkezett
organellumot. Beltartalmukat lizoszomalis hidrolazok bontjdk le. Miikodésiikhoz savas pH
sziikséges. A lebontassal 1étrejott monomerek felhasznalodnak a felépitd folyamatokhoz
(reciklizacid). A makroautofagia soran akar organellumok vagy bizonyos esetben akar a
sejtmag is képes lebomlani. Utobbi a tobb sejtmaggal rendelkezd egysejtii eukariotak esetében
gyakori. Tobbsejtliek esetén is példaul kromoszéma misszegregacid esetén az autofagidnak

citoprotektiv hatasa van (Hewitt €s Korolchuk, 2017). Az autofdg membranhoz adaptorfehérjék
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is kapcsolddnak, melyek bizonyos fehérjék megkotésén keresztiil képesek azok szelektiv

lebontasat eldsegiteni.
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1. abra: Az autofagia fobb tipusai. A mikroautofagia és a chaperone-kozvetitett autofagia soran a lebontando
fehérjék kozvetleniil a lizoszémaba jutnak. KFERQ aminosav-motivummal rendelkezé fehérjéket a Hsc70 és ko-
chaperonjai ismerik fel. Ezutan egyiitt transzlokalodnak a lizoszOma membranjaban talalhaté LAMP-2A
csatorndhoz. Az endoszomalis mikroautofagia soran KFERQ-szerli motivumot tartalmazoé fehérjék lebontasa mar
az endoszomalis rendszerben megkezddédik, a fehérjék a multivezikularis testbe/késéi endoszomaba jutnak a
Hsc70 segitségével egy elektrosztatikus kapcsolat révén. A makroautofagia intenziv lebontast tesz lehetévé. A
folyamat sordn egy kett0s membranbdl all6 struktura novi koriil a lebontasra szant citoplazmarészletet, illetve
sejtorganellumokat, igy jon 1étre az autofagoszéma, mely lizoszoémaval vagy endoszémaval valo fuzidja révén

hozza 1étre a lebontast végz6 autolizoszoOmat.

A kiilonb6zo autofag folyamatok a lebontd tevékenységben hol koézremiikodnek

egymassal, hol pedig géatoljak egymast. Az autofagoszoma-lizoszoma fzié képes a beltartalom



pH-jat modositani és ezaltal destabilizalni a lizoszomaban 1év6 Lys-Hsc70-et, ezaltal gatolni a
CMA-t. Bizonyos esetekben redundans a szerepiik. CMA gatolt sejtvonalon megfigyelték, hogy
a makroautofagia képes hiperaktivalodni, ezéltal kompenzalni a kiesett proteolizist, bar a sejtek
érzékenyebbek maradtak ezutan a kiilonboz0 stresszfaktorokra (Massey és mtsai., 2006). Ezek
a folyamatok altalaban egymast kiegészitve miikddnek. In vitro kisérletekben megfigyelték,
hogy kozvetleniil az ¢hezés kezdetén féleg a makroautofagia aktivalodik, ennek csucsa
ordkban, mig a CMA aktivacioja és lecsengése inkdbb napokban mérhetd. Ezaltal tobb
hullamban kap a sejt a felépitd folyamataihoz aminosavakat ( Kaushik és mtsi., 2008). Hasonlo6t
figyeltek meg Drosophila zsirtestben is; az autofagoszomak az éhezés utan 1-4 ora kozott
detektalhatdak leginkabb, mig az eMI az €hezés utan csak 21 draval (Mukherjee és mtsai.,
2016).

A makro- ¢és mikroautofagia miikodésében is lehetnek atfedések. Sok
makroautofidgiaban szerepet jatszo fehérje vesz részt a mikroautofiagia szabalyozasaban is.
Bizonyos esetekben a mikroautofagia is képes organellumok lebontasara. Ilyen példaul a Pichia
pastoris-ban megfigyelt metanol lebontasban fontos peroxiszoma degradacidé. Metanol
hianyaban a peroxiszémak mikroautofagia (vakudlum kitiir6dés és koriilngvés) révén bomlanak
(Yuan és mtsai., 1997).

Az utobbi évtizedek intenziv kutatomunkainak kdszonhetéen egyre tobbet tudunk az
autofagia milkodeésérol, molekuldris mechanizmusardl. Ismereteink nagy része
makroautofagiahoz kapcsolt vizsgalatokon alapszik. Ez a mennyiségileg legjelentdsebb tipus a
harom alfolyamat koziil. A dolgozatban az egyszeriiség kedvéért a tovabbiakban autofagiaként
emlitem a makroautofagiat.

Az autofagoszoma képzoédés szamos ATG (autophagy-related) fehérje 6sszehangolt
miikodésének eredménye (Klionsky és mtsai., 2003). Az elsd ATG fehérjék felfedezése Oszumi
Josinori japan kutaté nevéhez fiizédik, aki 2016-ban orvosi-élettani Nobel-dijat kapott az
autofagia teriiletén végzett kutatasaiért, melyet élesztd sejteken végzett (Tsukada és Ohsumi,
1993). Azdta magasabbrendii eukariotakban is azonositottak az Atg gének ortologjait. Ma mar
szamos ¢l6lényben ismerjiik a folyamat szabdlyozasi mechanizmusait, melyek a kiilonb6z6
fajokban, de akar szovetenként is eltérdek lehetnek. Sok esetben az autofagia szerepe egy sejtes
milkddésben igen komplex és ellentmondédsos. Szerepe leginkdbb egy mérleggel
szemléltethetd, ahol az egyik oldalon az autofag folyamat intenzitasa all, a masikon pedig a

belsé és kiilsé koriilményekhez kothetd igények. Néha a til nagy mértékli lebonté miikddés
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felépitd folyamatok nélkiil karos lehet a sejt szamara, szamos mas esetben viszont pont egy
intenziven miikodo autofagiara van sziikség ahhoz, hogy a sejt tulélje az extrém koriilményeket.

Noha az autofagia mechanizmusarél sokat tudunk, még mindig nem ismerjiik minden
aspektusat. Kutatdsanak fontossagat, relevancidjat mutatja, hogy a témaban fellelhetd
publikacidok szama mar millios nagysagrendii (google tuddsban az autophagy szé keresés

alapjan).

1.1. A makroautofagia molekularis mechanizmusa

1.1.1 Az indukcios komplex miikodése
A leggyakoribb autofagiat indukalé faktor a patogén tamadason kiviil a tdpanyaghiany.

Elesztében a legtobb esszencialis tipanyag (pl. nitrogén, szén, aminosavak és szulfat)
megvonasa esetén aktivalodik az autofag valasz. Emlésokben bonyolultabb és diverzebb a
szabalyozasi mechanizmus. A legtobb sejttenyészetben az aminosavak egylittes megvonésa
esetén indukalodik az autofagia. Az egyes aminosavak azonban kiilon-kiilon eltéréen
hathatnak. Ismert tovabba, hogy a kiilonb6z6 szoveteknek is eltérd az aminosav metabolizmusa.
Csak a leucin valt ki markans autofagia indukal6 hatast a vazizomban ¢€s szivben ( Mizushima,
2007). Kiilonb6z6 hormonok és novekedési faktorok szintén hozzajarulnak az autofagia
szabalyozashoz. Az aminosavak, inzulin és novekedési faktorok hatasa a TOR (target of
rapamycin) kinaz utvonalon konvergalodik (Dibble és Manning, 2013), mely aktiv allapotban
gatolja az autofagiat. A TOR-nak élesztében két homoldgja van (TORI1 és TOR2), melyek
eltér6 funkcidval rendelkeznek. A TOR1-nek az autofagia gatlasban van szerepe, a TOR2 pedig
citoszkeletélis valtozasokat szabalyoz. Komplexebb ¢él6lényekben egyetlen TOR gén talalhatd
meg, mely kétféle TOR komplexet képes alkotni, az mTORC 1-et és az mTORC2-t (mechanistic
target of rapamycin complex 1 és 2).

11
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2.abra: A makroautofagia molekuliris mechanizmusa. Kezdeti 1épésként az Atgl/Ulkl indukcids komplex
aktivalodik. Az indukciot koveten a megfeleld foszfoinozitid tartalom kialakitasaért a Vps34/PI3KC3 komplex
felelés, majd tovabbi ATG komplexekre van sziikség a folyamat végbemeneteléhez: Az Atg5-Atgl2-Atgl6Ll

s

kovetden a legtobb ATG komplex disszocial a membranrol, a belsé membranban talalhaté Atg8a/LC3 azonban
tovabbra is az autofagoszoman marad. Lizoszomaval fiziondlva az autofagoszémabodl autolizoszoéma lesz, és
beltartalma a belsé membrannal egyiitt degradalodik. Ezt a lebontast segitik a lizoszomaval érkezd, savas pH-n
mikoddé hidrolazok. A degradaciot kovetéen a makromolekulak reciklizalodnak, a membranok pedig

ujrahasznosulnak.

A TOR jelatviteli Gitvonal az Atgl/Ulkl kinaz indukcids komplexen keresztiil szabalyozza az
autofagiat (2. abra). Ennek kozponti eleme az Atgl/Ulk] szerin-treonin kindz. Az indukcids
komplex elemei tovabba az Atgl3, Atgl7/Fip200 (Focal adhesion kinase family interacting
protein of 200 kD) és az Atgl01 (Hara és mtsai., 2008; Hosokawa és mtsai., 2009). A komplex
miikodése igen valtozatos a kiilonb6zd taxonokban, annak ellenére, hogy az alkotd fehérjéi
konzervaltak (Mizushima, 2010) A tovabbiakban az ecetmuslicaban és az emldsokben leirt
miikddést ismertetem részletesebben. Megfelelden magas tapanyagellatottsag mellett a TORC1
hozzakapcsolodik az Atgl/Ulkl komplexhez és foszforildlva tartja az Atgl/Ulkl-et és az
Atgl3-at mind ecetmuslicaban, mind emlés6kben (Chang és Neufeld, 2009). Tapanyaghiany

esetén a TORCI gatolt és az Atgl/Ulkl komplex defoszforilalodik (aktivalodik). Emlésokben
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az mTORCI ilyenkor levalik az Ulkl komplexekrdl, mely ekkor athelyezddik az izolalo
membran képzddési helyére. Az Ulkl ekkor mdés pozicioban autofoszforildlodik, és
foszforilalja az Atgl3-at és a FIP200-at, valamint szdmos mas fehérjét (AMBRAI, Beclin-1,
Atgl4), melyek a vezikula nukledcidohoz vagy az autofagoszoma képzdodéshez kellenek. Az
Ulk1 sziikséges az Atg9 tartalmu vezikulak toborzasahoz is. A hiperfoszforilalt Atgl3 ¢hezés
soran defoszforilalodik (Hosokawa és mtsai., 2009). Ezzel szemben Drosophildban éhezéskor
a dTORCI az Atgl komplexhez kototten marad, de az felszabadul a gatlas alol, az Atgl
hiperfoszforilalja az Atgl3-at, mely 1épés sziikséges az autofagia indukcidjahoz (Chang és
Neufeld, 2009). Ecetmuslicaban az Atgl7 az Atgl kinaz aktivitasahoz sziikséges, hianyaban
gatolt az Atgl3 hiperfoszforilacioja (Nagy és mtsai., 2014b). Ma mar ismert, hogy az autofagia
képes Atgl-fiiggetlen titon is indukalddni (Braden és Neufeld, 2016)

1.1.2 A vezikula nukleaciéos komplex miikodése

Az autofigia indukcidjanak eredményeként egy specialis membran jon létre a
sejtplazméban, melyet fagoférnak vagy izoldl6 membrannak neveziink. Ez kezdetben egy
lapos, Golgi ciszterndhoz hasonld szerkezet, mely aztdn elongacidja soran koriilnovi a
citoplazma lebontasra kijelolt részét. (2. abra) Miutan Onmagéaval bezéarul, egy kettds
membrannal koriilvett vezikulum jon 1étre, ezt hivjak autofagoszémanak. Az elongacios
Iépésben fontos szerepe van a foszfatidilinozitol 3-foszfat (PI3P) lipidszignalizacios
molekulanak. Képzddése tobbnyire a foszfatidilinozitol (PI) atalakulasaval torténik, melyet a
I11-as tipusu PI3K (foszfatidilinozitol 3 kinaz)/Vps34 (vacuolar protein sorting 34) katalizal. A
Vps34 kindz szintén fehérjekomplexben miikddik, melynek tovabbi tagjai az
Atg6/Vps30/Beclinl, Vps15/p150, és az I-es komplex esetén az Atgl4/Atgl4L, I1-es komplex
esetén pedig az UVRAG (UV irradiation resistance-associated gene) fehérjék. Az autofag
az endoszomak kialakulasédban, érésében jatszik szerepet (Liang és mtsai., 2008). Utdbbi
szerepét az autofagoszomak érésében is leirtdk (Gao €s mtsai., 2018). Atgl4 hidnydban is képes
PI3P képzbdni, amely aktivalja a Mon1-Ccz1 (Monensin sensitivity 1 - Caffeine, calcium, zinc
sensitivity 1) komplexet az autofagoszomakon. A komplex miikdodése révén Rab7 (Ras-related
protein 7) toborzodik az autofagoszémak membranjahoz, ami aztan a késbbi fuzids 1épéshez
sziikséges (Gao és mtsai., 2018). Emlésokben az ATGI14L a PI3K komplexet az ER-hez
toborozza. A Beclin-1 stabilizalo szereppel bir. A Vpsl5/pl150 feltehetéleg a komplex
membranhoz valé kapcsolédasahoz fontos. A DFCP1 (Double FYVE-containing protein 1) egy
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PI3P effektor fehérje, amely az €lesztd Atgl8 egyik ortolodgja. Drosophilaban nem talalhato
homolog gén, de bizonyos Drosophila fajokban ismert DFCP1 ortolég (Mulakkal és mtsai.,
2014). A durvafelszinii endoplazmatikus retikulumnak (DER-nek) azt a riboszomamentes
részét, melybdl izolalo membran keletkezik, omegaszomanak nevezik. Emlésokben a DFCP1
a tandem FYVE-doménjével képes kotni az omegaszoéman 1évé PI3P-hez. Lokalizacidja igen
dinamikusan valtozik a sejt tapanyagellatottsagatol fiiggéen (Gao és mtsai., 2019). Ehezés
hatasara mar nem kolokalizal a Golgi markerekkel, csak az ER-en taladlhaté meg, az izolald
membranon, illetve az autofagoszéman (Axe és mtsai., 2008). Funkciojardl keveset tudunk,
PAS (Phagophore Assembly Site, a fagofor kialakulasanak helye) markerként tartjak szamon.
A PI3P-hoz kapcsolédnak még az Atgl8 tovabbi ortologjai, a WIPI (WD-repeat protein
interacting with phosphoinositides 1-4) fehérjék. Funkcioikrol szintén kevés ismerettel
rendelkeziink. A WIPI2B-r6l kimutattdk, hogy az ATG16L1-gyel kapcsolodik, és az LC3
lipidizaciojaért felelés komplexek toborzasaban jatszik szerepet (Polson és mtsai., 2010).
Drosophilaban az Atgl8a és Atgl8b fehérjék a WIPI-1 és -2 homoldgjai, melyek az Atg2
fehérjével kapcsolodnak. A PI3P-hoz kotddés csak az Atgl8a esetében ismert. Az Atgl8a a
Ref(2)P (refractory to Sigma P - p62 ortolog), Atg2 és Atg9 kolcsonhatd partnere, melyek
szintén fontosak az autofagiahoz (Nagy és mtsai., 2014a). Az Atg18b eddigi ismereteink alapjan
az Atg2-vel 1ép fizikai interakcioba, és éhezés hatasara fokozodik az expresszidja (Erdi és
mtsai., 2012). Az Atg9 egy transzmembran fehérje, féleg a membrantranszport folyamatokban
van szerepe a fagofor kialakuldsa soran. Drosophildban Ref(2)P aggregdtumokon halmozodik
fel éhezd Atg7, Atg8a, és Atg2 mutansok esetén (Nagy és mtsai., 20143).

A Vps34 aktivitas gatldsaval hatékonyan lehet az autofagiat gatolni. A wortmannin és
3-metiladenin, amelyek a PI3K-k mikodését gatoljak, széles korben hasznalt autofag
inhibitorok (Blommaart és mtsai., 1997).

1.1.3 Az ubikvitin-szerii konjugaciés komplexek miikodése

Az izolal6 membran elongacidja végén Osszeolvad, két vége zarddik, ezzel 1étrehozva
az elkiilonitett citoplazmarész koriil egy kettds membrant. A membran ndvekedés és zarddas
0sszehangolt miikodésének eredménye. Az Atg8/LC3 alaphelyzetben a sejtplazmaban diffizan
helyezkedik el, ahol az Atg4 cisztein proteaz elhasitja (Hemelaar és mtsai., 2003) (3. dbra).
Emlésokben az Atg4B, Drosophila-ban foként az Atgda-nak ismert ilyen hasito funkcidja. Ezen

1épést kovetden a konjugacids komplex tovabbi tagjainak mitkddése révén az Atg8 foszfatidil-
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etanolaminon (PE) keresztiil kovalensen kapcsolddik az izoldld6 membranhoz (3. abra). A
komplex tagjai egymast E1 - aktivald (Atg7), E2 - konjugald (Atg3) és E3 - ligaz (Atgl2-5-
16) enzimszeri miikddés révén aktivaljak (Tanida és mtsai., 2001; 2002). Maga az Atg12-Atg5-
Atgl6 heterotetramer is konjugacios 1épések soran jon létre (Mizushima és mtsai., 2003) (3.

abra). Az Atg7 El-szerti enzimként aktivalja az Atgl2-t is. Az Atgl0 ezutan képes az Atgl2-t

az Atg5-hoz kapcsolni. A 1étrejott dimer az Atgl6/Apgl6L-lel tetramerizalddik és az izolald

3. abra: Az ubikvitin-szerii konjugiciés komplexek miikodése a makroautofagia soran. Az Atg5-0t az Atgl10

kapcsolja az Atg7 altal aktivalt Atgl2-hoz. A 1étrejott dimer az Atgl 6-tal heterotetramert képezve képes az autofag

1étrejott LC3-1-et az Atgd képes indukciot kdvetden hasitani, majd az Atg7 és Atg3 tovabbi miikddése révén az

aktivalt Atg8a/LC3-I képes az autofag membranban foszfatidil-etanolaminhoz (PE) kapcsolodni (LC3-11).

Az Atg8-PE a fagofor és autofagoszdma kiilsé és bels6 membranjahoz horgonyzodik.
Az Atgl2-5-16 komplex disszocial a membranrdl, és az Atg4 (ijabb mitkkddése révén lehasitja
az Atg8-at is a kiils6 membranrdl (Tanida €s mtsai., 2004), a belsé felszinén az autofag
lebontasig ott marad (2. abra). A sejtplazmaban diffuzan fellelheté formajat Atg8-1-nek (LC3-
I), a membrankotott format Atg8-11-nek (LC3-10) is nevezik, melyek széles korben alkalmazott

markerei az autofagianak (Klionsky és mtsai., 2021). Emlés6kben nyolc Atg8 ortolog talalhato
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meg, ezek kozil a leginkabb jellemzett az LC3B szerepe az autofagidban (Wang és mtsai.,

2015). Drosophilaban két Atg8 homolog 1étezik, az Atg8a és az Atg8b. (Scott és mtsai., 2007).

1.1.4 Az autolizoszoma képzodés - a fuziéo mechanizmusa

Az autofagoszomak amfiszomava, illetve autolizoszémava alakulasahoz a vezikuldk fuzioja
szlikséges. Az Osszeolvadas panyvazo és dokkold fehérjekomplexek, valamint Rab-GTPazok
segitségével megy végbe. A HOPS (homotypic fusion and protein sorting) panyvazo és SNARE
(soluble Nethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors) fehérjék az
osszeolvadé vezikulak mindkét oldalan megtalalhatoak. Oszekapcsolodasuk, csavarodasuk
révén kozelitik a két membrant egymashoz, mig végiill megtorténik az Osszeolvadas.
Emldsokben az autofagoszoman elhelyezkedd SNARE fehérje a STX17 (Syntaxin 17), mely
képes kapcsolodni a SNAP-29-cel és az endoszoma/lizoszoma SNARE fehérjéjével a VAMPS-
cal (Itakura és mtsai., 2012). A HOPS komplex alkotasaban tobbféle fehérje vesz részt: a
VPS18 és VPS11 fehérjék stabilizalo szereptiek, a Rab fehérjékhez (Rab7 és Rab2) a VPS41
¢s VPS39 kot6dik(Loérincz és mitsai., 2019), a SNARE komplexhez kapcsolddas, pedig a
VPS33A és VPS16 fehérjék segitségével megy végbe (Kant és mtsai., 2015). Drosophildban
az autofagoszoma membranjaban elhelyezked6 v-SNARE (vakuolaris-SNARE) komplexet a
Syx17 és az Usnp alkotja. A lizoszoma/késdi endoszoma oldalarol pedig a Vamp7 fehérje vesz

részt a t-SNARE (transz-SNARE) alkotasaban (Takats és mtsai., 2014).

1.1.5 Degradacio és ujrahasznositas

Az autofégia az ¢hezés soran fontos a tiléléshez, ilyenkor a sejtek a lebontdé miikodés
révén jutnak energidhoz és makromolekuldkhoz. Ma azonban még keveset tudunk az
autolizoszoOmékban lebontdsra keriilt makromolekuldk reciklizaciojardl. A  keletkezett
aminosavak felhasznalasara harom utvonal tiinik valoszintinek. Egy napig tartd ¢hezés utan a
m4j gliikoneogenezis révén biztositja az életmitkddésekhez sziikséges cukrot. Amikor a
glikogén raktarak kiiiriilnek, a gliik6z-alanin ciklus sordn alanin képzddik a periférids
szovetekben (pl. izom) és a majba szallitédik, ahol gliikkdz szintézisre hasznalodik el. Az
aminosavak masik lehetséges felhasznalasi modja kozvetleniil a sejten beliill zajlik, a
trikarboxilsav ciklusba (TCA) csatlakozds révén energiatermelési céllal. Harmadrészt a
keletkezett aminosavak fehérjeszintézis soran is hasznosulhatnak, az éhezésre adott adaptiv

véalasz részeként. Az autofigia masik feladata egyfajta mindségellendrzés. A hibds, nem

crer
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romlasok. Ehhez altalaban nem sziikséges az autofagia indukcioja, csak egy folyamatosan
miik6do bazalis autofagia. (Mizushima, 2007)

Indukalt autofagia esetén a sejtekben megnd az autolizoszomak szama, mely jelentds
mennyiségli membranatszervezddést igényel. A folyamat végén nem csak a degradalddott
makromolekuldk, hanem a lipidek reciklizacioja is fontos 1épés. Az élesztd AtglS5/Aut5/Cvtl7
feltételezhetéen lipazként miikodve a belsd autofag membran lebontasdban jatszik szerepet
(Epple és mtsai., 2001). Az élesztd Atg22 (Aut4) fontos a vakudlumban 1év6 autofag vezikuldk
eliminaciojahoz (Suriapranata ¢és mtsai., 2000). Feltehet6leg aminosav effluxerként (Yang és
mtsai., 2006) mas vakuolaris permeazokkal egyiitt mikodik. Az emlésokben az Atg22-nek
nincs ortologja. A lipidek és szénhidratok jrahasznositasarél még viszonylag kevés ismerettel
rendelkeziink.

Az autofigia folyamatanak lecsengéséhez feltehetleg egy 0jboli mTOR aktivacio
sziikséges. Az autolizoszoma beltartalméanak degradacidja egyfajta jelként szolgal az mTOR
reaktivacidhoz, mely aztan eldsegiti a lizoszomak ujraképzddését az autolizoszomakbol (Yu €s
mtsai., 2010).

1.2. Lipidszignalizacié az autofagiaban

Az intracellularis folyamatok finomhangoldsanak fontos szerepldi a lipidek. A membranok
lipidosszetétele egyrészt fizikailag is meghatdrozza funkcidjukat: a szfingolipidek jelenléte
példaul rendezett és vastag membrant eredményez, amelyek igy kevésbé rugalmasak és
folyékonysaguk is alacsony. Ezen feliil a membranokban 1évd lipidek fehérje dokkold helyként
is funkcionalhatnak. A mar emlitett szfingolipidek a koleszterinnel egylitt példaul képesek
specialis mikrodoméneket alkotni a membranban. Ezek az Un. lipid tutajok fontos szerepet
jatszanak a fehérjék, lipidek szétvalogatasaban a kiilonb6z6 membranok k6zott. A PE-konjugalt
ATGS, vagy a kiilonb6z6 foszfoinozitidek az autofag-fehérjék toborzésa soran fontos dokkold
platformok. Igy ezen molekulak jelenléte vagy hidnya a membranokon kulcsszereppel bir az

autofag folyamat szabalyozasa szempontjabol.

1.2.1 A foszfoinozitidek metabolizmusa és az autofagia

A foszfoinozitidek fontos masodlagos lipidhirvivé molekulak, amelyek részt vesznek a
jelatviteli folyamatokban ¢és a fehérjék toborzasaban a kiilonb6zé membanokon. A
zsirsavlancaikat az inozitol fejrésszel egy glicerol és egy inorganikus foszfat csoport kapcsolja

Ossze (5. abra) (Balla és mtsai., 2009).
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. Az inozitol eltéré mértékben €s pozicioban (D3, D4 és D5) képes foszforilalodni, amihez
kiilonféle fehérjék tudnak kapcsolodni. Ezen tulajdonsaguk révén elkiilonithetévé teszik az
eukariota sejt membranjait. A foszfoinozitidek kindzok és foszfatazok szabalyozott mitkodése

révén képesek egymasba atalakulni (Nicot és Laporte, 2008) (4. abra).
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4. abra: A foszfoinozitidek atalakulasi folyamatai. A kiilonb6z6 organellumok foszfoinozitid tartalma eltéro,
mely elkiilonithetévé teszi az eukaridta sejt membranjait. A sejtmembranban foként PI(3,4,5)P3 és PI1(4,5)P>
talalhatd meg. A lefiiz6d6 primer endocitotikus vezikulumok PI3P szignallal rendelkeznek. A korai endoszomak
tubularis domanje féként PI4P tartalmu, mely lefiizédve reciklizald endoszomat képezhet. Ehezéskor ezek
membranpdtlékul szolgalnak az autofagia soran. A korai endoszomak PI3P dominans részén fiizédnek le a késoi
endoszomak, benniik a PI3P PI(3,5)P.- ta alakul 4t. Az autofagia iniciacidja soran a PI PI3P-vé alakul. A vezikula
elongacidja soran komplett éhezés esetén PISP-tartalmi a membran, amennyiben csak aminosav-éhezés van, PI3P-
t is tartalmaz az autofag membran. Az autofagoszomak zarodasakor PI4P tartam(l a membran, lizoszomakkal valo
fuzidjakor PI(3,5)P> is megtalalhatod rajta. A reciklizacidhoz pedig PI(4,5)P: sziikséges. ARL: autolizoszéma
reciklizalodasa lizoszoOmava (autophagic lysosome reformation). Az abra Armi és mtsai., 2013 cikke alapjan

atdolgozva a szerz6 munkaja.

A PI(3,4,5)P3 (PIP3) szamos novekedési faktor hatasara keletkezik az I-es tipust PI3K
mitkddése révén. Ez a lipidszignalizaciés molekula részt vesz a normalis ndvekedésben és

fejlédésben. A PIP3 a plazmamembranban PTEN hatasara PI(4,5)P2-v¢é alakul, mig a SHIP2 5-
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foszfatazként PI(3,4)P2-v¢é alakitja a PIP3-at. (4. abra) A PIP3 ¢és a PI(3,4)P, gatl6 faktorai az
autofagianak (Petiot és mtsai., 2000).

Az endolizoszomalis rendszerben a foszfatidilinositol-3 foszfat (PI3P) az egyik f0
foszfoinozitid komponens. A PI1(4,5)P2-b6l képes atalakulni az endocitozis helyéiil szolgald
plazmamembran részen. A periférian lokalizalt korai endoszomakon két kinaz is hozzajarul a
szintézis¢hez: a Il-es és a Ill-as tipusu PI3K komplexek. Ezek nem redundans szereplick. Az
elobbi csak kis mértékben (20%) jarul hozza a PI3P mennyiségéhez, viszont a Rab11 aktivitas
(ami az endocitotikus reciklizacidohoz kell) hianyukban nagy mértékben lecsokken,vagyis foleg
a reciklizacidhoz jarul hozza (Campa és mtsai., 2018). Magan a reciklizalé endoszéman mar
nincs jelen a PI3P, helyette PI4P taldlhaté meg. Itt a PI3P hidrolizisét feltehetleg az MTM1
végzi, mivel MTMI1 csendesitett sejtekben megnd a PI3P mennyisége és a Rab11 aktivitas. A
PI3P nagy (80%) része a Vps34 révén képzddik a periférian lokalizalt korai endoszémakon, de
Vps34 gatlés esetén a reciklizacié nem szenved zavart (Campa és mtsai., 2018). Mig a lebontas
utvonalaban szerepet jatsz6 PI3P-pozitiv endoszémakon a PI3P 5-kindz (Fabl, PIKFYVE az
emlOsokben) segitségével PI(3,5)P2-vé alakulnak at (Odorizzi és mtsai., 1998). A PI(3,5)P2
ESCRT-Ill-at toboroznak a membranhoz, majd a multivezikularis testekbe keriilnek. Az
autofagia inicidcidja sordn a Ill-as tipusu PI3K komplex miikodése révén a PI-bol PI3P lesz,
mely ATG fehérjéket toboroz a formalédd autofagoszomahoz. De egy késdbbi 1€pés sordn
azonban a foszfoinozitidek tobbféle konverzidjara van sziikség, hogy az autofagoszoma-
lizoszéma fzi6 végbemehessen. Példaul PI4P-ra van sziikség az autofagoszoma oldalarol
(Wang ¢és mtsai., 2015), mig PI(3,5)P2 szintézisre a lizoszoman. A fziot kovetden megnd a
lokalis P1(4,5)P2 koncentracio, ami az autolizoszomak reciklizacidjahoz sziikséges. A P1(4,5)P>
az autofagoszoma-lizoszéma ujraképzodés soran (ALR autophagic lysosome reformation)
csak egy klatrintartalmt membran részen dusul fel, melybdl a lizoszomak hasadnak ki (Armi
és mtsai., 2013). Elesztdkben a PI3P-5 kinaz mutacioja nem okoz autofagiaban valtozast, mig
Drosophilaban, C. elegansban és emlésokben felhalmozodnak az Atg8/LC3-pozitiv struktarak
a kinaz hidnyéaban. Egér neuronokban a PI(3,5)P2 csokkenés p62 felhalmozodast okoz, ami arra
utal, hogy az autofag lebontashoz sziikséges a PI(3,5)P2 (Ferguson és mtsai., 2009).
jelként funkciondl a késéi endoszémakon, illetve lizoszomékon jelen 1évé PI(3,5)P2, és a
vezikulafuzidhoz sziikséges, hogy autolizoszomak keletkezhessenek. A masik modell szerint a
reciklizaciohoz sziikséges a PI(3,5)P2. (Ferguson és mtsai., 2009) Ez esetben a membranok nem

képesek jabb autofag folyamatban résztvenni, és ez eredményezi a p62 jel felhalmozddasat a
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PI1(3,5)P2 hianyaban. Ez utobbit tamasztja ala, hogy egér neuronokban a p62 ko-lokalizalt a
LAMP-2 lizoszoma markerrel, ami azt sugallja, hogy a fuzi6 lezajlott. Ez persze nem zérja ki
annak a lehetdségét, hogy a fuzidhoz is sziikséges. Az is lehetséges, hogy a két organellum
membranja kézel van egymashoz, de beltartalmuk nem egyesiil (Ferguson €s mtsai., 2009).

A PI5P-rol viszonylag kevés ismerettel rendelkeziink. Feltételezik, hogy az Akt (vagy
Protein kinase B) ttvonalon hat, illetve DNS karosodas esetén a sejtmagi valaszreakciokban
van szerepe (Rameh és mtsai., 1997). Bizonyos szdvetekben a Vps34 hianyaban is jol miikodik
az autofag degradacio (Zhou és mtsai., 2010). Bizonyos modellekben (vese, maj és sziv)
vizsgalva pedig a kindz hianya teljes autofag gatlast eredményez (Jaber és mtsai., 2011). Ahol
nem okoz a Vps34 hianya autofag gatlast, feltehet6leg mas kindz vehet részt a PI PI3P-vé
alakitasdban (Armi, és mtsai., 2013). Vannak arra is bizonyitékok, hogy ilyen esetekben nem
sziikséges a PI3P jelenléte az inicidcid soran (Mcalpine és mtsai., 2013). Gliikéz megvonas
esetén kimutattdk, hogy a PISP képes eldsegiteni az autofagoszomak képzddését PI3P
hianyaban (Vicinanza és mtsai., 2015). A foszfoinozitidek folyamatos atalakulasait kinazok és
foszfatdzok Osszehangolt munkdja eredményezi. Ezen fehérjék toborzéasat nagyrészt a Rab

fehérjecsalad kontrollalja (4. dbra).

1.2.2 A myotubularinok szerepe az autofagiaban

Az eukariotdkban a myotubularin konzervalt fehérje csalad a tirozin-foszfatazok
szupercsaladjaba tartoznak. Emlésokben 16 fehérje alkotja a csoportot. Ide tartozik a névado
MTMI és még 15 MTMR (MTM-related) (Laporte és mtsai., 2003).

Elséként a hMTMI1-et irtak le, melynek mutans allélja myotubuldris myopatias
betegekben fordul el6 (Laporte és mtsai., 2003). A betegség elsdsorban respiracios defektusokat
okoz, és gyakran gyermekkori haldlozashoz vezet. A betegek vazizomsejtjeinek morfologidja
megvaltozik, kerekded, dedifferencialodott izomsejtek figyelhetéek meg benniik, ahol a
sejtmagok centralisan helyezkednek el. Az ilyen tiineteket okozo centronuklearis myopatiak
miitkodéséhez ezen kiviil mas betegségeket is tarsitottak. [lyenek példaul az MTMR2- illetve az
MTMR13/Sbf2 mutacidja esetén leirt autoszomas recessziv 6roklésti Charcot Marie-Tooth
¢s szenzoros idegrostokat eredményez (Senderek és mtsai., 2003; Houlden és mtsai., 2001). Az
MTMR?2 és MTMRS5/Sbfl mutéciéi hibas spermatogenezishez és azoospermidhoz vezetnek

(Firestein és mtsai., 2002). A myotubularinok molekularis mechanizmusarol viszonylag keveset
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tudunk. A patomechanizmus kapcsan a hibas membranforgalmat szoktak feltételezni (Nicot és
Laporte, 2008).

A myotubularinok szubsztratjai a tirozin foszfatdz név ellenére nem fehérjék, hanem
mérések alapjan szubsztratjaik a PI3P, és a PI(3,5)P2 (Schaletzky és mtsai., 2003; Begley és
Dixon, 2005). Ez alapjan potencialisan szerepet jatszanak az endo-lizoszémalis és az autofag

utvonalak szabalyozasaban (5. ébra).

PI3K/Vps34
Pl p» PI3P
MTMR
PIKfyve| | 5 foszfatiz
PISP PI(3,5)P,
MTMR

5. abra: A myotubularin foszfatazok (MTMR-ek) miikodése. 3-foszfataz mikodésiik révén szerepet jatszanak
az endolizoszomalis és autofag folyamatok szabalyozasaban. A PI3P defoszforilalasa révén PI jon létre, mig a
PI(3,5)P; atalakitasaval PI5SP-t termelnek. A foszfoinozitidek atalakitasaban mas enzimek is kozremiikodnek.
Kinazként miikodik példaul a PIKfyve (egy PI3P kinaz), illetve a PI3K/Vps34 kinaz. Az MTMR -eken kiviil mas
foszfatazok (példaul 5° foszfatazok) is hozzajarulnak a dinamikus atalkité mtikddésekben. Forras: (Manzéger és

mtsai., 2021).

A PI(3,5)P2 hidrolizisével PISP keletkezik, mely alaphelyzetben igen kis mennyiségben
van jelen a sejtekben.. Saccharomyces cerevisiae-ben az MTMR3 ektopikus expresszidjaval
kimutattdk, hogy megnd a PISP mennyisége a sejtekben, melyet késébb az MTM1 taltermelés
esetén is kimutattak (Walker és mtsai., 2001; Schaletzky és mtsai., 2003). Eleszt6 sejtekben
ozmotikus stressz hatasara né meg a PISP mennyisége (ekkor lesz kimutathaté mennyiségii). A
PI5P-pozitiv struktirdk azonban nem ko-lokalizalnak az endoszomalis markerekkel (Dove és
mtsai., 1997).

A human genomban koédolt 16 myotubularin tipust fehérje koziil kilenc aktiv, CX5R
motivumot tartalmazo foszfataz doménnel (PTP- protein tyrosine phosphatase) rendelkezik (6.
abra). A tobbi fehérje inaktiv PTP-t tartalmaz. A fehérjecsalad k6zos jellemzdje tovabba a PH-

GRAM domén (Pleckstrin Homology-Glucosyl transferases, Rab-like GTPase activators and
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myotubularins) és az Gn. coiled-coil domén. EI6bbi a fehérje-fehérje és fehérje-lipid
interakciokért felel. A kapcsolddd partner myotubularinonként véltozhat. A GRAM domén
segitségével példaul az MTM1 a PI(3,5)P2-ot ismeri fel, mig az MTMR3 a PI5SP-ot preferalja
inkabb (Doerks és mtsai., 2000; Papers és mtsai., 2006). Némely MTM-nek van PDZ illetve
FYVE doménje is (6. abra).

Az aktiv foszfatdz doménnel rendelkezd myotubularinok némely esetben
heterodimerként miikodnek egyiitt az inaktiv fehérje rokonaikkal (Clague és Lorenzo, 2005).
Az igy létrejott dimernek megvaltozik az aktivitasa, illetve szubcellularis lokalizacidja. Az
MTMR6-9, valamint MTMR13-2 esetén leirtak, hogy a kapcsolat révén megné a
fehérjepartnerek féléletideje (Zou és mtsai., 2009). A heterodimerizacion kiviil el6fordulhat,
hogy az aktiv foszfatdzok homodimerként, vagy oligomerként latnak el - feltehetdleg a
monomer valtozattdl eltéro - funkciot (Laporte és mtsai., 2003).

Az MTMI1 és MTMR2 képesek heterodimerként miikédni az inaktiv PTP-vel
rendelkez6 MTMR12-vel (mas néven 3-PAP). Az MTM1-nek a kotés hatasara eltlinik a
plazmamembran koriili lokalizacioja. Az MTMR2-r6l pedig kimutattdk K562 és COS-7
sejteken, hogy perinuklearisan helyezkedik el (Nandurkar és mtsai., 2003). Az MTMR2-vel
kapcsolatban leirtdk azt is, hogy képes az MTMRS-tel és MTMR13-mal is kapcsolddni. Az
MTMR6 és MTMRT7 pedig képesek kotddni az inaktiv MTMR9-hez. Ezekhez a fehérje-fehérje
kapcsolatokhoz a coiled-coil domén megléte sziikséges.

A myotubularinok miikodésének bonyolultsagat mutatja az MTMR3-mal kapcsolatban
leirt feed-forward mechanizmus is. Egy kisérletben megfigyelték, hogy az MTMR3 PH-GRAM
doménjén keresztiil a P1(3,5)P2-hoz kapcsolodva defoszforilalja azt. A keletkezd PISP aktivalja
az MTM1-et, ami ezutan heptamerként allosztérikusan aktivalja az MTMR3-at, de tovabbi
myotubularinokra is hat, aktivalja az MTMR6-ot és nmagat a monomer MTM1-et is (Clague
¢s Lorenzo, 2005).
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6. abra: A myotubularinok doménszerkezete. Az emlésokben a myotubularin fehérjecsaladba sorolhatd az
MTM1-en kiviil 15 hasonl6 fehérje (MTMRI1-15). Az aktiv foszfataz doménnel (PTP CXsR) rendelkezd fehérjék
foszfoinozitideket képesek atalakitani. Az inaktiv foszfatdz doménnel (inaktiv PTP) rendelkezé csaladtagok
képesek heterodimert alkotni az aktiv PTP-vel rendelkez6 myotubularinokkal, és igy modositani a hatasukat. A
legtobb MTM/MTMR rendelkezik PH-GRAM és coiled-coil doménekkel. EIobbi révén fehére-fehérje, illetve
fehérje-lipid interakciok valosulnak meg, utdobbi pedig a heterodimerizacidohoz fontos. A PDZ, DENN ¢és FYVE
csak néhany csaladtagra jellemzé doménszerkezet, melyek tovabbi specifikus fehérje-fehérje interakciot, vagy
foszfoinozitidekkel vald kapcsolodast tesznek lehet6ve.

A kép a szerz6 sajat abraja, Zou €s mtsai., 2012a. cikke alapjan modositva.

Konzervaltsaguk és hasonld szubsztratspecifitdsuk ellenére mutacioik kiillonb6zo
betegségekhez vezetnek. Igy felmeriil a kérdés, hogy mennyire redundans a szerepiiek, illetve

miben és hogyan térnek el a molekularis mechanizmusuk.

1.2.2.1 A myotubularinok Drosophilidban

Ecetmuslicaban 7 tagja van a myotubularin fehérjecsaladnak. Négy Drosophila
myotubularinnak van aktiv foszfataz doménje. A tovabbiakban ezekrdl lesz sz6 részletesebben.
Az mtm ortologjai az emlés MTM1, MTMRI1 és MTMR2 fehérjék. A plazmamembranon
helyezkedik el, illetve olyan membranokon, amikbdl korai endoszémak lesznek. Szerepét
leginkabb a sejtvaz szabalyozasa kapcsan irtak le (Velichkova és mtsai., 2010). Az aktin mellett
a Ill-as tipusu intermedier filamentumhoz, a desminhez kapcsolddik. Részt vesz tovabba a

sejtorganellumok pozicionalasdban. Ezen funkcidja konzervalt, Drosophilan kiviil
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megfigyelték zebrahalban ¢és egérben is, hogy csokkent miikodése a sejtmag és a
mitokondriumok athelyez6dését eredményezi (Hnia és mtsai., 2012). mtm1 hidnyaban megnd
az izomsejtek szarkolemmaiban az integrin turnover, ami integrin feldisulashoz vezet a PI3P
gazdag korai endoszomakon (Ribeiro €s mtsai., 2011). Az izomsejteken feliil hozzajarul az
immunsejtek funkcidjahoz (Velichkova és mtsai., 2010). Mind a sejtmag atrendez6dése, mind
a felborult integrin transzport megfigyelheté az X kromoszémahoz kapcsolt centronuklearis
myopatiak esetében is.

Az MTMR3 és MTMR4 koz6s Drosophila ortologja a CG3632. Eml6s sejtvonalakon
az MTMR4-et eldszor a korai endoszOmakon mutattak ki, ahol R-SMAD-ok
defoszforildlasadban jatszanak szerepet, ezzel pedig hozzéjarulnak a TGFB ¢és a BMP utvonal
gatlasahoz (Yu és mtsai., 2010). Ez a szerepiik konzervaltnak tiinik. A Drosophila CG3632
specifikusan koti a Smadl-et és annak defoszforildlasa révén gatolja a BMP (Bone
morphogenetic protein) jelatviteli itvonalat, amely tobbek kozott a szarnyerezet kialakitasaban
jatszik szerepet (Yu és mtsai., 2010). Késébb leirtak szerepliket az endoszémalis szallitman
szortirozasaban Rab11-fliggd modon a korai €s a reciklizald endoszémak hatérfeliiletén emlds
sejtvonalakban (Naughtin és mtsai., 2010).

Az ecetmuslica Mtmr6 humén ortolégjai az MTMR6, MTMR7, MTMRS. Emlésokben
a Ca®*-aktivalt K+ csatorna gatlasban irtik le szerepét CHO-KCa3.1 horcsog sejtvonalban
(Srivastava és mtsai., 2005). A gétl6 hatast a coiled-coil és PH-GRAM doménjén keresztiil fejti
ki. Mas myotubularinok erre nem képesek, de egy kiméra Mtml Iétrehozasaval, ami
tartalmazza az Mtmr6 coiled-coil és PH-GRAM doménjét képesek voltak gatolni a KCa3.1
ioncsatornat. (Papers és mtsai., 2006) Tovabba a mikropinocitozis szabalyozasban, illetve az
apoptozis gatlasban is szerepet jatszik (Maekawa és mtsai., 2014; Zou és mtsai., 2009). Mind a
fonalféregben, mind az ecetmuslica szarny imaginalis korongjaban kapcsolatba hoztak a gént
endocitotikus folyamatokkal. Mtmr6 mutansokban zavart szenved a Wnt szekréci6 (Silhankova
¢s mtsai., 2010). Human sejtekben az MTMRS8-9 komplex képes a PI3P szint csokkentése
mellett gatolni az autofagiat (Zou és mtsai., 2012a). A Drosophila Mtmr6 izom-specifikus
kititése esetén sériil a muslicak repiilési képessége (Schnorrer és mtsai., 2010).

A EDTP (egg-derived tyrosine phosphatase) az emlés MTMR14/Jumpy Drosophila
homolégja. A Jumpy név a motoros funkcidok karosodasabol eredd fenotipusra utal. Ezzel
Osszhangban szdmos publikdcioban jelent meg az emlés MTMR 14 esetén, hogy szerepet jatszik
az izommukodés soran a kalcium anyagcserében (Shen és mtsai., 2009; Romero-Suarez ¢és

mtsai., 2010). Az MTMR 14 funkcidvesztéses egerek kisebb tomegiiek, foleg id6s korban nagy
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a sulykiilonbség a vad tipushoz képest (Lv €s mtsai.,, 2015). Tovabba leirtak szerepét az
autofagidban is (Hnia és mtsai., 2012; Gibbs és mtsai., 2010; Vergne ¢€s mtsai., 2009; Romero-
Suarez és mtsai., 2010). Az MTMR 14/Jumpynak fdleg az 6regedés soran van fontos autofagia
szabalyozo szerepe (Powers ¢és Reid, 2010). Nem csak az izomszovetben van fontos funkcioja,
mivel szdvet-specifikus alulszabalyozasa a motoneuronokban megnodvekedett élettartamot
eredményez (Xiao és mtsai., 2019).

Kutatécsoportunk kimutatta, hogy az EDTP gatl6 faktorként vesz rész az autofagia
szabalyozasban ecetmuslicaban. Az AUTEN-67-tel (autophagy enhancer-67) kismolekulaval
az MTMRI14/EDTP specifikus gatlasan keresztiil hatékonyan lehet autofagiat indukalni
muslicakban, Hela sejtekben, valamint egér szdvetekben (vese epithél sejtekben,
hasnyalmirigyben és szivizomban) (Papp és mtsai., 2016). Az AUTEN-67 kezelés gatolja az
ubiquitinalt fehérjék progressziv felhalmozddasat a huméan Huntingtin fehérje patologids, 128Q
transzgenikus formajat expresszalo Drosophila agysejtekben. A vegyiilet jelentésen javitotta
az allatok maszoképességét, €s mérsékelten meghosszabbitotta élettartamukat (Billes és mtsai.,
2016) Hasonloan autofagia indukald hatasi az AUTEN-99 (autophagy enhancer-99)
kismolekula is (Kovacs és mtsai., 2017). A hatéanyag autofagiat indukald hatasat EDTP
tultermeléssel sikeresen lehet antagonizalni. Az AUTEN-99 atjut a vér-agy gaton, igy hatékony
neuroprotektiv gyogyszerjeloltként szolgdl kiilonféle neurodegenerativ megbetegedések

megeldzésében ¢€s kezelésében.

1.3. Az autofagia tipusai

1.3.1 Szelektiv és nem szelektiv autofagia

Az autofag lebontéds soran a citoplazma komponensek degradacidja sok esetben nem
szelektiv modon megy végbe. Ilyenkor a sejtplazmaban kialakuld fagofor koriilnovi a sejtes
komponenseket kialakulasdnak helyén, melyek aztdn lebontésra keriilnek. Ilyen nem szelektiv
lebontds torténik példaul éhezési stressz soran. Szamos esetben azonban specifikus
komponensek jelolddnek ki a lebontasra. Ilyen szelektiv autofagia révén bomlanak le fehérje
aggregatumok, organellumok ¢és patogének. Ilyenkor az autofag membranhoz kapcsolodo un.
kargo-receptorok specifikusan kotddnek a lebontasra szant szallitmanyhoz.

Az egyik els6ként azonositott szelektiv lebontasi utvonal az éleszté Cvt (cytoplasm-to-
vacuole targeting), melynek példaul a retrotranszpozonok elleni védekezésben van fontos
szerepe (Suzuki és mtsai., 2011). A folyamatban szerepet jatszo vezikuldk altalaban kisebb

méretlick, mint a nem szelektiv, éhezés-indukalt autofag struktirdk (Baba ¢és mtsai., 1994).
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Késobb emlds sejtekben is azonositottak szelektiv lebontasban szerepet jatszo fehérjéket. Ezek
kiilonb6z6 kargd megkotése révén képesek a lebontasra szant autofag vezikulak beltartalmat
szabalyozni. Ilyen az NCOA4 (Nuclear Receptor Coactivator 4), mely az intracellularis
ferritinnek a kargo-receptora. Amikor nagy mennyiségii vas van a sejtekben, a ferritin segit
megakadalyozni a kéros oxidativ reakciokat. Amint csokken az intracelluldris vas mennyisége,
a ferritin szelektiv autofagiaval (ferritinofagiaval) lebontésra keriil (Mancias €s mtsai., 2014).

A p62/SQSTM1 [emlésben Sequestosome-1; Drosophilaban Ref(2)P] az egyik
leginkdbb jellemzett szelektiv autofagia receptor. Az autofag membranokhoz az LC3-on
keresztiil képes kapcsolddni, valamint képes megkotni az ubikvitinalt fehérjéket is. Egy fehérje
kiilonb6z6 ubiqitinaltsagi allapota eltérd sejtes valaszokat valt ki. Példaul a K48-as
aminosavhoz kotott ubiquitin a proteaszoma rendszer altali lebontast triggereli, a K63-as, pedig
inkabb az autofagiat. A p62 oligomerek inkabb a linearis és K48-hoz kapcsolt poliubiquitinhez,
illetve a monoubiquitinalt fehérjékhez kotnek (Wurzer és mtsai., 2015). A p62 az LC3-tol
fliggetleniil is szerepet jatszik a kihorgonyzott, ubikvitinalt citoplazmatikus komponensek
lebontasaban. Az eredmények azt sugalljak, hogy az autofagia soran a p62 képes az LC3 kotés
mellett mas autofag fehérjéhez is kotddni, mint példaul az Ulk1-hez (Itakura és Mizushima,
2011).

Az NBR1 (neighbor of BRCA1 gene 1) a p62-h6z hasonlo, de tdle fiiggetleniil miikodo
autofag receptor, melynek LC3- és ubiquitin-kdté doménjei vannak (Kirkin és mtsai., 2009).

A CALCOCO2/NDP52 (nuclear dot protein 52) szintén egy szelektiv autofagiaban
szerepet jatszo fehérje. Az intracellularis baktériumok elimindlésa és sériilt mitokondriumok
lebontasa soran tolt be fontos funkciot. Dimer formaban a cink-ujj doménen keresztiil
elsésorban tobb kiilonb6z6 ubiquitin lanchoz képesek kapcsolddni, mintsem egy lancban tébb
ubigitinhez (Xie és mtsai., 2015).

A sériilt mitokondriumok szelektiv lebontasdban (mitofagia) azonositott receptor a Nix,

Szelektiv autofagia esetén a lebontdsra szant fehérje (kargd) triggereli az
autofagoszomak kialakulasat. A kargo-receptorok szoros kapcsolata az ATG8-szerti lipid-
kotott fehérjékkel eredményezi azt, hogy ilyen esetben nem kertiil lebontdsra mas citoplazma-
komponens (7/A. abra). Vannak bizonyitékok arra, hogy az éhezés- vagy rapamycin-indukalt
autofagianak is van szelektiv lebontasi médja. Rapamycin hatdsara példaul az endoplazmatikus
retikulum Atg39- és Atgd0-kozvetitett szelektiv autofagiaval képes bomlani (Mochida és

mtsai., 2015). Ehezés hatasara az izolalo membran a kargétol fiiggetleniil alakul. Késébb
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azonban az ATGS8 fehérjecsalad tagjainak lokalis koncentracio disulasa a membranban képes
toborozni kargo-receptorokat. (7/A. abra) Elesztdben példaul a prApel kargo éhezés hataséara a
vakuolumhoz toborzddik. Emldsokben és Drosophildban is az éhezd (vagy rapamycinnel
kezelt) sejtekben a p62/Ref(2)P receptor az LC3/Atg8 lipidizaciot kovetden toborzddik az
autofag membranhoz (Allen és mtsai., 2020; Berger és mtsai., 2006) (7/A. abra). Ezekben az
esetekben a szelektiv lebontas mellett a sejtkomponensek nem szelektiv modon is képesek
degradalodni. Erdemes tehat kargofiiggetlen és kargofiiggd autofagoszoma formalodasrol

beszélni a szelektiv és nem szelektiv autofagia helyett.

A kargo-fiiggetlen autofagoszoma képzodés

# e, € O

e s . kargd autofagoszoma
PAS izolalé membran kapcsolédés zarddas
B kargé-fiiggé autofagoszéma képzodés
@
4 @

v

v
'.‘

karg6-receptor izoldlé membran  autofagoszéma
toborzas formalodas zarodas

. Ubiquitinalt fehérje/kargd / citoplazma komponensek

= kargd receptor @] Atg8a/LC3

Atg fehérje komplexek L] Atg? vezikulumok

7. abra: A szallitmany-fiiggé és fiiggetlen autofag itvonalak osszehasonlitisa. A: Ehezés indukalt autofagia
esetén az ubiquitinalt fehérje aggregatumok elészor a szallitmany-receptorokhoz (kargd-receptor) kotdédnek. Az
izolalé membran ettd] fiiggetleniil alakul ki, az Atg fehérjekomplexek miikodése révén zajlik az Atg8 lipidizacio.
Ehhez szelektiv modon tud kapcsolodni a kargd-receptor a lebontdsra szant szallitmannyal. Ez esetben nincs
kizarva, hogy mas citoplazma komponensek is az autofagoszoma belsejébe kertiiljenek, majd degradalodjanak. B:
Kargo-fliggd autogafoszoma képzddés torténik az emldsdkben szelektiv autofagia soran, illetve az éleszté Cvt
utvonal is hasonldan zajlik. Ilyenkor a lebontasra szant organellumok vagy fehérjék koré toborzodik a kargo-
receptor és az azt megkotd adaptor (altalaban Atg8). Koréjiik épiil fel az izolald membran. A szoros receptor-

adaptor kapcsolat miatt ez esetben kizarédnak az autofagoszémabdl mas sejt-komponensek, vagyis szelektiv
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moddon csak a kargd-receptor €s az altala megkotott szallitmany degradaloédik. Az dbra Zaffagnini és Martens,

2016-0s cikke alapjan késziilt, a szerz6 sajat munkaja.

1.3.2 Bazalis és stressz indukalt autofagia

Az autofagia szabalyozasa és molekuldris mechanizmusa sejttipustol és fiziologias
allapottol fiiggéen valtozhat. Néha arra van sziikség, hogy a hibas sejtplazma komponensek
eliminalodjanak, néha inkabb épitd kovekre van sziiksége a sejtnek a felépité folyamatokhoz.
Bizonyos esetekben pedig a nagy mennyiségli energia sziikséglet fedezése miatt van sziikség
az autofag lebontasra. Bazalis autofagia inkdbb a sejtes homeosztazis fenntartasaban jatszik
szerepet a makromolekuldk reciklizacioja révén, mig az indukalt autofigia inkabb a gyors
atépitd folyamatokhoz sziikséges, valamint stressz soran energiaval szolgal és segiti a talélést.
Ezen dallapotok nem egyértelmiien korrelalnak az autofidg lebontds mértékével. Bizonyos
sejtekben a bazalis autofagia mértéke folyamatosan magas lehet. Altalaban azokban a sejtekben
intenziv a bazalis autofagia, amelyek ki vannak téve karositd hatdsoknak, igy folyamatosan
sziikség van a mindségellendrzésre. [lyenek példaul a vesében a podocitdk vagy thymusban az

epithél sejtek (Mizushima, 2005).

1.3.2.1 A bazalis autofagia - a sejt takaritéo miikodése
Normalis tdpanyagellatottsag esetén a sejt szdmara sziikséges aminosavakat inkabb az

ubiquitin-proteoszéma rendszer biztositja és nem az autofagia (Vabulas és Hartl, 2005). A
hib4dsan miikodé fehérjék onmagukban, funkciovesztés kovetkeztében vagy aggregatumot
képezve vezetnek sejtkarosoddsokhoz. A bazalis autofagia ezen aggregatumok eltavolitasa
révén jarul hozza a sejtes homeosztazis fenntartdsdhoz. A folyamat szabalyozasa eltérhet a
stressz indukalt autofagiatol. Bazalis autofagia soran az iniciacidhoz sziikséges a PI3P, az
autofdg membranok pedig az ER membranok kornyékén keletkeznek (Musiwaro és mtsai.,

2013).
1.3.2.2 Az indukalt autofagia - a sejt renovalé miikodése

Az autofigia indukcidja egy stresszhatds (pl. ¢éhezés, oxidativ stress és magas

hémérséklet) soran megy végbe, eldsegitve a sejt tulélését Kroemer és mtsai., 2010).
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8. abra: Az €hezés indukalt autofagia indukciojanak lehetséges utvonalai. A Sirtuinok aktivitasa nagyban fiigg
asejt NAD* szintjétdl és metabolikus allapotatol. Tapanyaghiany esetén képesek deacetilalni az autofag fehérjéket.
A Sirt-1 TSC-2-vel kapcsolédva az mTORC]1 gatlasan keresztiil szintén autofagia indukcidhoz vezet. Masik fontos
€hezés-indukalt utvonal a FOXO3 aktivacion kersztiil hat. A ndvekedési faktorok hianya Akt gatlast eredményez,
mely szintén FOXO3 aktivaciot okoz, bar mas mechanizmuson keresztiil. Defoszforilaciot kovetéen a FOXO3
athelyezddik a sejtmagba és tobb, autofagiaval kapcsolatos gén atirasat serkenti, mint példaul az ULK2, Beclin 1,
VPS34, BNIP3, NIX, ATG12, ATG4B és LC3. Az AMPK egy masik fontos ¢hezési allapot-szenzor. Tobb
utvonalon is képes aktivalodni; éhezés esetén, magas intracelluldris Ca?* mellett, valamint a TGFB atvonalon.
Autofagia indukalo hatasat foként az mTORC]1 gatlason keresztiil fejti ki, de képes kozvetleniil hatni az ULK1/2
aktivacion keresztiil. A novekedési faktorok a Ras titvonalon aktivaljak az ERK1/2-t, ami a TSC1/2 foszforilacio
révén gatolja az autofagiat. igy a novekedési jelek hidnya az autofagia indukciojdhoz vezet. Aminosavak hianya a
Ragl/2 GTPazok gatlasan keresztiil szintén autofag indukcidt eredményez. Az dbra Kroemer és mtsai., 2010-es

cikke alapjan a szerz6 munkéja.

Az éhezés-indukalt autofagia fontos szerepldi a szirtuinok (8. abra). Ezen NAD-fiiggd
deacetildz fehérjék képesek kornyezeti stresszhatasokra autofagiat indukalni. A Sirtl képes
deacetilalni az Atg5, Atg7 és LC3 fehérjéket (Lee és mtsai., 2008). Az autofagia kdzponti
szerepl6in tal képes a FOXO3 (forkhead box O3a) transzkripcids faktort is deacetilalni, mely
ezutan a sejtmagba jut és szamos autofadg gén expresszidjat fokozza (Mammucari és mtsai.,
2007). A novekedési faktorok hidnya szintén autofagiat indukal (8. abra). Ekkor az Akt atvonal
gatlasan keresztiil aktivalodik a FOXO3. Az ¢éhezés (energiahidny) egy masik kozponti
szenzora az AMPK (AMP-activated protein kinase), mely képes érzékelni az AMP/ATP aranyt.
Katalitikus alegységén 1év0 threonint szamos kinaz képes foszforilalni, és ezaltal aktivalni.
Ilyen kinaz példaul az LKBI1 (liver kinase B1), mely alacsony energiaszint esetén aktivalodik,

vagy a CaMKKSB (calcium/calmodulin kinase kinase-b), melyet a citoplazmatikus Ca?* aktival.
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A TGFB képes aktivalni a TAK-1-et (TGF/f5-activated kinase-1), mely szintén képes az AMPK-
t aktivalni (Ruderman és mtsai., 2010). A Sirtl és AMPK képesek egymast aktivalva, ‘feed-
forward’ indukdlni az autofagiat. Az AMPK eddig legjobban tanulmanyozott miikddési
utvonala az autofagia indukciora az mTORC1-gatlasan keresztiil vezet, de kozvetleniil is hat az
autofag-fehérjékre, példaul az Ulk1/Atgl foszforilalas révén (Behrends és mtsai., 2010). Az
mTORCI1 az AMPK tutvonalon kiviil az inzulin, illetve inzulinszeri-novekedési faktorok
hianyaban is gatolt az Akt-TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis complex 1/2) jelatviteli tengelyen
keresztiil (8. abra) Specifikus aminosavak a Rag GTPazokon keresztiil képesek az mTORCI1 -
et aktivalni (Vellai, 2021) (8. dbra). Az mTORCI1 tehat képes integralni a sejt energia és
tapanyagviszonyairdl az informacidkat, €s ezaltal szabalyozni az autofagiat (Kroemer €s mtsai.,
2010). Szamos kinaz részt vesz még az éhezés indukalt autofagia szabalyozasban, mint példaul
az elF2a (eukaryotic initiation factor-2-alfa) kinaz (Tall6czy és mtsai., 2002) és az IKK (/kB
kinase) (Criollo és mtsai., 2010) is.

Az ER-stressz egyik f6 forrasa az ER lumenében felhalmozddo nem feltekeredett, vagy
hibasan feltekeredett fehérjék. Ekkor beindul egy valaszmechanizmus, az UPR (unfolded
protein response), mely soran chaperonok képzddnek, aktivalodnak, de a tobbi fehérje
transzlacidja megall. A rosszul feltekeredett fehérjék lebontasa pedig indukalodik (autofagia
indukcio). Ezidaig harom kanonikus ER-stressz utvonalat ismeriink, melyek modulaljak az
autofag aktivitast: PERK (PKR-like elF2a kinase), ATF6 (activating transcription factor-6) és
IRE1 (inositol requiring enzyme 1). Mindegyik egy chaperonhoz kapcsoltan van
alaphelyzetben, de a hibasan feltekeredett fehérjék hatasara felszabadulnak a gatlas alol. Az
elobbi kettd aktivalja, mig az utdbbi enzim negativan szabalyozza az autofagiat (Hotamisligil,
2010). Amikor az ER-stressz hosszan fennall, a fagofor képes részben koriilnéni a hibasan
miikddé endoplazmatikus retikulumot és ezaltal degradalni. Az ER fragmentumok aztan ujra
képesek dsszeszerelddni.

Hypoxia (< 3% légkori oxigén) vagy anoxia (< 0,1% oxigén) esetén is indukalodhat az
autofagia. Az eldbbi esetben a HIF (hypoxia-inducible factor) aktivacidja sziikséges, mig
anoxia esetén az autofagia indukcioja HIF fliggetlen folyamat. Hypoxia esetén is sziikséges a
PERK-kozvetitett elF2a foszforilacio. Ezen feliil a DJ-1 és a PDGF indukciodja figyelhetd meg
az alacsony oxigénszint hatdsara, melyek szintén autofag induktorok (Mazure és Pouysségur,
2010).

Az oxidativ stressz szamos Utvonalon keresztiil képes az autofagidt indukalni. A

hidrogén-peroxid képes kozvetleniil oxidalni és ezaltal aktivalni az Atg4-et, illetve a PERK
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aktivalasan keresztiil is képes autofagiat indukdlni. A reaktiv oxigéngyokok (ROS)
felhalmozodasa a MAPK (mitogen-activated protein kinases) és JNK ( c-Jun N-terminal
kinase) utvonalak aktivalodasahoz vezet, melyek szintén képesek az autofagiat aktivalni (Wong
¢s mtsai., 2010). A DNS kérosodas a p53-on keresztiil szintén képes fokozni proautofag gének
expressziojat.

A hoésokk szintén karositoé hatast. A sejtek azonban képesek megbirkdzni a hdstressz
altal kivaltott karosodasokkal azaltal, hogy feliilszabalyozzédk a hdsokk-fehérjéknek (HSP)
nevezett chaperone-jaikat. A hdésokk-faktor 1 (HSF1) egy kulcsfontossagu transzkripcios
stressznek kitett sejtekben. Ezt a folyamatot hésokk-valasznak (HSR) nevezik. Drosophila
termotoleranciaja is erOsen Osszefligg a stressz-indukalt gének hdésokk esetén torténd
feliilszabalyozasaval, mint példaul a hsf, dnaJ-1 ¢és hsp83 (Neal és mtsai., 2006). A HSR és az
autofagia kapcsolatardl azonban még kevés adattal rendelkeziink. Ismereteink nagy része C.
elegans és emlés sejtekbdl szarmazo eredményeken alapszik (Barna és mtsai., 2018). Hosokk
hatasara aktivalodik a autofagia. Patkdnyokban a hdéstressz szubcellularis sériilésekkel
Osszefliggd autofagiat indukal (Dokladny és mtsai., 2013). Hosokk utan mind az LC3-I, mind
az LC3-II fehérje szintje jelentdsen megemelkedik szdmos komplett tapkozegben tartott
sejtvonal esetén (Dokladny és mtsai., 2013). A mutans HSF1 taltermelése képes elnyomni mind
a bazalis LC3-11 szintet, mind a hé altal kivaltott LC3-II novekedést (Zhao és mtsai., 2009). A
Hsf-1 célgének kozott azonositottak a a p62/SQSTM1-et, valamint az Atg7-et (Watanabe és
mtsai.,, 2017). C. elegans-ban a HSF-1 taltermelés képes volt az autofag fehérjék

mennyiségének és expresszidjanak indukalasara is (Kumsta és Hansen, 2017).

1.3.2.3 A fejlodési autofagia - a sejt atépité miikodése
Az autofdgiaval kapcsolatos ismereteink a fejloddésbiologia teriiletén is egyre bdviilnek
(Allen és mtsai., 2020). Szamos kutatés bizonyitja, hogy az egyedfejlédés bizonyos pontjain az
autofagia indukcidjara van sziikség a sejtes differenciacidhoz, vagy amikor bizonyos
organellumok szelektiv lebontdsidra van sziikség. Ilyen példaul az apai mitokondriumok
lebontasa a fertilizaciét kovetéen (anyai Oroklodés) (Song és mitsai., 2016). Tobbsejtii
organizmusok esetén az autofagia sokszor az apoptozissal kooperdlva vesz részt a
szOvetatalakitdo folyamatokban, igy az autofagia defektusa gyakran gyulladiashoz ¢&s
autoimmunitashoz vezethet.
Szamos fajban az Atg gének mutacioi fejlédési rendellenességeket okoznak. Példaul S.
cerevisiae-ben a sporaképzés szenved defektust, Drosophildban a bebabozddas, C. elegans-ban
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a dauer larva fejlodés lesz abnormalis. Sok esetben megfigyelhetd a fejlodési allapot valtozasok
elott egy éhezési szakasz, mely soran indukalt autofagia figyelhetd meg. Példaul az
ecetmuslicak taplalkozé larva allapotban nagy mennyiségli tdpanyagot halmoznak fel, majd
vandorolni kezdenek és ekkor nagy mértékii autofagia indukalodik benniik. Bebabozddaskor az
intenziv lebontdé folyamatok révén a larvalis szervek helyett imaginalis szervek fejlodnek.
Ilyenkor nincs ijabb tapanyagfelvétel, az atalakulasi folyamatokhoz az autofagia szolgéltatja

az energiat (Mizushima, 2005).

Autofagia a fertilizacid és az embriogenezis soran

A legtobb eukaridtdban a mitokondriumok maternalis 6roklodéstiek annak ellenére,
hogy az apai mitokondriumok atjutnak az ooplazmaba fertilizaciot kovetéen (Mizushima,
2005). C. elegans-ban megtermékenyitéskor a paternalis mitokondriumok az oocytaban
LGG1/2 (LC3)-fiiggé modon lebontasra keriilnek, mig szamos spermiumboél szarmazo fehérje
nem degradalodik, ami azt bizonyitja, hogy a lebontas szelektiven zajlik. Egérben hasonloan
allofagia (nem sajat sejtalkotok autofdg bontdsa) altal bomlanak le a paternalis
mitokondriumok, a lebontdst azonban itt egy ubiquitinacids 1€pés elézi meg (Sato és Sato,
2011).
Az autofagia a megtermékenyités utan az embriogenezishez is fontos. C. elegans-ban példaul
113 embrionalis sejt programozott sejthalallal pusztul el, és ezek tormelékei részben
autofagiaval takaritodnak el. Ekkor nem sziikséges receptor, vagy specialis adaptormolekula a
lebontashoz, vagyis nem-szelektiv autofagia torténik (Huang és mtsai., 2013). A Drosophila
embriogenezis soran az extraembriondlis amnioserosa sejtek eltavolitasa szintén programozott
sejthalallal torténik. A kaszpazfiiggd apoptdzist idoben megeldzi az autofagia indukcidja, mely
sziikséges a megfeleld kaszpaz-aktivitashoz (Mohseni és mtsai., 2009). Kimutattdk tovabba,
hogy a csirkék retina fejléddése soran a neuronok kialakuldsdhoz bizonyos sejtek programozott
sejthaldlara van szlikség. Eddigi ismereteink alapjan a fejlddési autofagianak itt is az elhald
sejtek eltakaritasdban van nagy szerepe, melynek moddja térben és id6ben is szigoruian
szabalyozott (Mellén és mtsai., 2008). Az autofagia embriogenezisben betoltott fontos szerepét
tamasztja ala az a kutatas is, ahol oocyta specifikusan Atg5 génkiiitott petesejtet Atg5-/- mutans
himivarsejttel termékenyitettek meg, mely korai embrioletalitast okozott (Tsukamoto és mtsai.,
2008). Az autofagia fontos a fertilizaciot kovetden az anyai hatast géntermékek eltavolitasaban,
valamint a szOma-csiravonal szétvalasztasaban C. elegans-ban. (Zhang és mtsai., 2009; Borsos

¢s mtsai., 2011).
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Autofagia a poszt-embrionalis fejlodés soran

Az egyedfejlodés posztembriondlis szakaszaban is fontos szerepe van a fejlodési
autofagianak; a sejtsors meghatarozashoz, szovetatépiiléshez és a tapanyaghianyos fejlodési
stadiumokban a taléléshez egyarant sziikséges a folyamat. Ilyen példaul a C. elegans esetében
a dauer larva allapot kialakuldsa és fennmaradasa. Ez a specidlis kitartd larva forma indukcioja
az L1 larvastadiumban alakul ki olyan ingerek hatasara, mint példaul a tdpanyaghiany, a magas
homérséklet, vagy a nagy populaciosiiriiség. A dauer larva allapotban az autofagia mértéke
megno, a szdveti atalakulasokhoz szdmos atg gén miikodése sziikséges (Meléndez ¢és mtsai.,
2003).

Az autofag lebontas egy masik aspektusa a miRNS-c¢k lebontasa. A miRNS-ek a
poszttranszlacids szabalyozas részeiként szamos génmiikddést modulalnak. Az utdbbi idében
egyre tobb tanulmany latott napvilagot a miRNS-ek szelektiv autofagia altali lebontasaval
kapcsolatban. C. elegans-ban a miRISC-komponens szelektiv (kargo-fliggd) autofagiaval
bomlik le (Zhang és Zhang, 2013). Hasonlot irtak le HeLa sejtekben is. Kimutattak, hogy a
DICER ¢és AGO2 (géncsendesitésben szerepet jatszé komponensek) szelektiv autofagia révén
degradalodnak (Gibbings és mtsai., 2013).

Az ecetmuslica metamorfozissal fejlodik. A larvalis szdvetek (pl. a nyalmirigy) a
bebabozodas soran lebomlanak és az imagora jellemzd szervek fejlddnek. A lebontds TOR-
fliggd autofagiaval torténik €s nem sziikséges hozza a fagocitak miikodése. A metamorfdzist az
(Rusten és mtsai, 2004). A nyalmirigyben a programozott sejthalal autofag gének és kaszpazok
altal szabalyozott folyamat, de kimutattdk, hogy az autofigia indukcidja elegendd kaszpaz-
gatlas esetén a sejthalal beinditasahoz (Berry és Baehrecke, 2007). miRNS-ek is részt vesznek
a szabalyozasban, melyek poszttranszkripciondlisan befolyasoljadk az autofag degradaciot. A
mir-14 célmolekuldja példaul a PI(1,4,5)Ps-ot gatlo kindz mRNS-e, mellyel aktivalja a
Calmodulin szignal utvonalat, ami sziikséges az autofagia indukcidért (Nelson és mtsai., 2014).
A nyalmirigyben lezajlo fejlodési autofagiaval ellentétben a Drosophila zsirtestben
megfigyelhetd ¢hezési autofagia esetén ezen kalcium fliggd utvonalak aktivitasa nem sziikséges
az autofagia indukciojahoz (Nelson és mtsai., 2014).

Drosophila larvalis k6zépbél degradacidja a metamorfozis elején zajlik, 4 oraval a
bebabozodas utan. Annak ellenére, hogy az autofagia és a kaszpazok is indukalodnak ilyenkor,
a sejtek méretének csokkenése és a sejthaldl nem fligg 0ssze kaszpaz aktivalodéassal, mert
gatlasuk esetén ugyantigy végbemegy a kozépbél degradacidja. Ezzel ellentétben az autofagia

sziikséges a kozépbél sejtjeinek eltavolitasdhoz, gatlasa késlelteti a degradacids folyamatot
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(Denton és mtsai., 2009). Ugy tiinik, hogy a legtobb konzervalt Atg komponens miikodése
mellett a kozépbél sejtekben az autofagia nem a kanonikus Gtvonalon miikodik; az Atg3 és Atg7
nem sziikségesek a folyamathoz, illetve az Atg8a lipidizacidja is nélkiilon6zhetd (Chang és
mtsai., 2013; Allen és mtsai., 2020).

Gerincesekben a fejlodési autofagia posztembriondlisan is megfigyelhetd. Egerekben
sziiletés utan egy-két napig az autofagia nagymértékben indukalodik. Autofagia deficiens
mutans egerek nagy része a sziiletést koveté napon meghal. Az elpusztult egerek szoveteiben
¢s vérplazméajaban 1évé aminosavszintek joval alacsonyabbak a vad tipushoz képest. Ez arra
utal, hogy a sziiletést kdvetd tdpanyaghianyos iddszakban a szervezet az intenziven miikodd
autofagia révén fedezi az aminosav sziikségleteit. Ezen feliill a termelt aminosavak révén
fenntartja a maj gliikoneogenezisét, amely ahhoz sziikséges, hogy a vérplazma gliikozszintje
helyrealljon. A sziiletést kdvetd hipoglikémids allapotot a szervezet igy képes tehat talélni
(Kuma és mtsai., 2004). Az autofagia fontos tovabba az adipocitdk differencidlodasahoz
(Baerga és mtsai., 2009), illetve a limfocitak éréséhez (Miller €s mtsai., 2008).

Az autofagia Drosophila szemfejlédésben betdltott szerepe igen vitatott. A TOR
¢s az ommatidiumok mintazatat. Jelentdsen lecsokken benniik a fotoreceptor sejtek szama,
mely azt sejteti hogy az autofagianak fontos szerepe van a szemfejléddésben (Hennig és mtsai.,
2006). A TOR utvonal aktivacidja azonban nem csak az autofagiat gatolja, hanem sok mas
sejtszintli miikddést is képes befolyasolni. Az autofagia szabalyozasban szerepet jatszo Atg7
csendesitése a fejlddé szemdiszkusz egy részében Osszendtt és megnagyobbodott
ommatidiumokat eredményez (Hennig, 2006). Ezzel szemben az Atg7 funkcidvesztéses
mutansok szeme a vad tipushoz hasonlit. Szamos mas Atg gén csendesitésével sem sikertilt az
ommatidiumok fejlédésében valtozast megfigyelni (Chen és mtsai., 2012; Velentzas és mtsai.,
2013). Ezen eredmények alapjan inkabb azt lehet feltételezni, hogy az Atg7 csendesitése soran

tapasztalt szemfejlodésbeli valtozas inkabb az off-target hatas miatt kovetkezhetett be.

1.4. Drosophila melanogaster, mint genetikai modell

Az ecetmuslica széleskorben tanulmanyozott modellorganizmus, melyet szamos
elényds tulajdonsaga révén érdemelt ki. Rovid az é€lethossza, és 25 °C-on koriilbeliil 10 nap
alatt egy 0j generacio jelenik meg. J6 a szaporoddképessége, €és laboratoriumban konnyen
fenntarthat6 (iivegesovekben), amelyek révén a bioldgiai kutatasokban, igy az autofagia

vizsgalataban is kiemelt szereppel bir. Az ecetmuslica kutatasok tobb, mint szdz éves multra
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tekintenek vissza, ma mar szamos torzskozpont Ilétezik, ahol a kiilonb6z6 génekre
funkcidvesztéses ¢és funkcionyeréses allélokat tartalmazd torzsei érhetdk el. A muténs és
transzgénikus torzsek létrehozdsdra széles genetikai eszkoztar all rendelkezésre. Ilyenek
példaul a markermutaciok, balanszerkromoszomak, vagy az élesztobdl szarmazo, széles kdrben
alkalmazott UAS-GAL4 (upstream activating sequence - galactose-responsive transcription
factor 4) rendszer is (9/A. abra). Utdbbi révén specifikusan lehet térben és idOben
szabalyozottan géneket tultermeltetni vagy csendesiteni (Brand és Perrimon, 1993). Szintén
¢lesztébdl szarmazik az FLP-FRT (Golic és Lindquist, 1989) rendszer, mellyel szomatikus
klénokat tudunk létrehozni, igy egyazon allaton beliil lehet 6sszehasonlitani a vizsgalt génre

vad tipusu €s modositott génexpresszidju sejteket (9/B. dbra).
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9. abra: A Drosophila genetika gyakran hasznalt eszkozei. A: Az UAS-Gal4 rendszer vazlatos rajza. A Gal4
fehérje szabalyozott kifejezddésével szovet- és sejtspecifikusan, vagy idoben szabalyozottan lehet az UAS
szekvencia utani gén expresszidjat befolyasolni. A hatékony miikodéshez az allatokat 29°C-on kell tartani. Az X
gén helyett RNSi konstrukcidkat is ki lehet fejeztetni, mellyel a géncsendesités valik a fent leirt modon
szabalyozotta. B: A mitotikus rekombinacié elvén miikodoé Flp-FRT rendszer vézlatos rajza. A Flip rekombinaz
(Flp) az FRT szekvencia helyek kozotti rekombinaciot katalizalja. igy egy heterozigota allatban vizsgalhato
példaul egy homozig6ta formaban letalis mutacio ugy, hogy egy szdvetspecifikus prométerrel meghajtott Flp csak
az adott szovetben hoz létre genetikai mozaikokat. Ez egyben azt is eredményezi, hogy az adott szovetben ossze
lehet hasonlitani a homozig6ta mutans és homozigéta vad tipusu sejteket. GFP: zold fluoreszcens fehérje, mely

markerként jelzi a vizsgalt génre vad tipusu sejteket.

Az ecetmuslica holometamorfozissal fejlddd rovar. A petébdl kikelve a larvak harom
fejlédési stadiumon (L1-L3) keresztiil érik el a baballapotot (10. &bra). A harmadik
larvastadiumban két tovabbi allapot kiilonboztetheté meg: taplalkozo L3F (feeding - 72-108h
AEL, after egg laying, peterakast kovetden eltelt id6) és vandorlé L3W (wandering - 108-144h
AEL) larva allapotok. Vandorlé fazisban az el6zd fejlédési szakaszokban felhalmozott
tapanyagbdl intenziv autofigia révén energiat nyernek. A larvalis szervek lebomlanak és
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helyettiik a baballapotban kialakulnak a kifejlett egyed (imagd) szervei. A larvakban
megtaldlhatéak az ugynevezett imaginalis korongok. Ezek olyan specidlis sejtcsoportok,

melyeket elkeriil az intenziv lebontés, és beldliik fejlédnek az iméagé kiilonbozé testrészei.
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10. abra: A Drosophila melanogaster életciklusa. Az ecetmuslica teljes atalakulassal fejlodik. Az embrionalis
fejlodés 25°C-on 1 nap alatt jatszodik le, majd a larvaallapotok (L1-L3) 4-5 napig tartanak, és a harmadik
larvastadium végén az allatok vandorolni kezdenek, utana kovetkezik a bebabozodas. A babbol néhany nap mulva
kelnek ki a kifejlett imagok (Ong és mtsai., 2015 alapjan modositva). Az abra bal oldalan lathato fluoreszcens
felvételeken (sajat) megkiilonboztethetd az L3 larvaalak tovabbi két fejlédési stadiuma: az L3F-taplalkozo allapot,
¢és az L3W-vandorl6 allapot. Jol lathatoak a poliploid sejtmagok (kék-Hoechst), valamint megfigyelhetéek a

vandorlo allatok esetében a citoplazmaban felgyiileml6 savas sejtalkotok (piros- LysoTracker Red).

1.4.1 A zsirtest

Az ecetmuslica az autofagia kutatdsokhoz is kitlind modellélélénynek bizonyult. Az
autofagia folyamata konzervalt, igy a Drosophilaban megfigyelt szabalyozasi folyamatokbol
kovetkeztetni lehet az emlds rendszerek miikddésére. A muslicdkban megfigyelhetd a fejlodési
autofagia, példaul a szem-antenna imaginalis korongban vagy a larvakori szervek lebontasa
esetén vandorld larva allapotban, de jol vizsgalhatd benniik a stressz-indukalt autofagia is,
melynek vizsgélatara a larvalis zsirtest poliploid oridssejtjei kivaloan alkalmasak (10. dbra).
Véndorlo6 larvastadiumban az energianyeréshez sziikséges intenziv lebontéds egyik aldozata a

larvakori zsirtest. Ez a szerv kiilonb6z0 anyagok raktarozasa révén fontos metabolikus
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szereppel bir, valamint a hormonhdaztartdsban is igen fontos (Colombani és mtsai., 2003). A
zsirtest sejtjei endomitdzissal osztodnak, az L3F szakasz végére orids méretli poliploid sejtek
jonnek létre (Mulakkal és mtsai., 2014). Az L3F larvak zsirtestében fizioldgias koriilmények
kozott igen kis mértékli bazalis autofagia mikodik. A vandorld allapotban azonban az ekdizon
(20-OH ekdizon) hatasara indukalodik benniik az autofagia (fejlédési autofagia). Ha a
taplalkozo allapotban nincs elégséges mennyiségli tdpanyag, vagy valamilyen stressz éri a
larvékat, akkor az autofagia indukcidja figyelhetd meg a sejtekben (€hezési illetve stressz
indukalt autofagia). Az aminosavak megvondsaval viszonylag hamar és nagy mértékben
indukalhat6 benniik a sejtes dnemésztés (Scott és mtsai., 2004). A zsirtestekben tapanyag
megvonas hatdsara a TOR tutvonal gatlodik, mely aktivalja az autofag utvonalat. Az ekdizon
receptor gatlasaval vagy a PI3K I jelatviteli utvonal aktivalasaval hatékonyan lehet benniik

gatolni a fejlédési autofagiat (Rusten és mtsai., 2004).

1.4.2 Az osszetett szem

A Drosophila szeme az egyik legintenzivebben kutatott szerv a fejlédésbiologia
terliletén. Az ecetmuslicak Osszetett szeme igencsak eltér a gerincesek szemének felépitésétol
(11/A abra). Kozel 750 (himekben 700, ndstényekben 750) egyszerli szembdl, un.
ommatidiumbol all. Mindegyik ommatidium 8 fotoreceptor neuront tartalmaz, melyeket 4
merevit sejt (cone cells) 6lel korbe (11/B abra). Ezeken kiviil 2 primer pigmentsejt vesz részt
az ‘irisz’ kialakitasaban. Az ommatidiumok k6zo6tt még megtalalhaté 6 masodlagos pigmentsejt
¢s 3 harmadlagos pigmentsejt, amelyek megakadalyozzdk, hogy a fény az ommatidiumok
kozott atjusson, ingerelve ezzel a szomszédos egyszerii szemet. A harmadik larvastadiumban
megtalalhatoak tovabba a fejlddé ommatidiumban az ugynevezett misztikus sejtek is, melyek
késobb eltlinnek (11/B abra). Az ommatidiumok felszinén talalhatd a cornea, mely a fény
fokuszalasara alkalmas. Ez alatt helyezkedik el a pszeudocone nevii kristalyos fénytord rész. A
fény ezutan jut el az ommatidiumokban talalhato fotoreceptor sejtekhez, amelyeknek az
Osszefekvo részét rhabdomernek nevezziik. (Freeman, 1997).

Az Osszetett szem az epithéliumbdl differencidlodik. A harmadik larvastadiumban kezd
kifejlédni a szem-antenna imaginalis korongnak (diszkusznak) nevezett szem-primorgiumbol
(11/C. ébra). E szervbdl fejlodik késdbb az dsszetett szemen kiviil a feji kutikula, az antenna,
az egyszerll szem ¢s a tapogato is. A szem-antenna korong két rétegbdl all, az egyik maga a
diszkusz, amely hengerham sejtekbdl épiil fel. A masik réteget a peripodidlis membran alkotja,

amely fOleg jelatvitel révén szabdlyozza a hengerhdmsejtek fejlodését. A peripodialis membran
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¢s a diszkusz kozotti jelatvitel mikrotubulusok révén valdésul meg (Gibson és Schubiger, 2000).
A szemdiszkusz sejtjei a fejlodés soran eldszor osztddnak, majd egy differencidcios 1épésben
alakulnak at fotoreceptor-, illetve jarulékos sejtekké. Az éppen proliferalodo és differencialodo
sejteket egy ugynevezett morfogenetikai arok (MF - morfogenetic furrow) valasztja el
egymastol (11/C. abra) (Freeman, 1997). A MF a sejtek allapotatol fiiggéen vandorol a diszkusz
poszterior végétdl anterior iranyba. A MF elé6tti sejtek egészen addig osztodnak, amig az arok
teriiletére nem keriilnek, ott a G1 fazisban megall a sejtciklusuk, majd elkezd kialakulni egy 6t
fotoreceptor sejtbdl allo csoport (preklaszter). A maradék 3 fotoneuron, illetve a pigmentsejtek
¢s konuszsejtek csak késobb jonnek 1étre egy masodik mitotikus hullam kdvetkeztében, ami a
morfogenetikai arok mogott néhany sorral zajlik le (Wolff és Ready, 1991). Az ecetmuslica
Osszetett szemének kifejlddése szamos transzkripcios faktor Osszehangolt mukddésének,

id6ében ¢és térben eltérd génaktivald, illetve gatldo miikodésének eredménye.

antenna

feji kutikula

0szt6do sejtek

Morfogenetikai arok (MF) (PZ)

differencialédo
sejtek (DZ)

—

11. abra: Az ecetmuslica dsszetett szemének felépitése és fejlodése. A: A Drosophila 6szzetett szem koriilbeliil
750 egyszerii szembdl (ommatidium) épiil fel, az anterior rész bal oldalt talalhato. B: Az ommatidiumot felépitd
sejtek: 8 fotoneuron (1-8), pigmentsejtek (1°- 3°), c: cone cells-merevit sejtek, m: misztikus sejtek. C: Harmadik
larvastadiumban 1évé szem-antenna imaginalis korong véazlatos felépitése. Az anterior rész van felil. A
morfogenetikai arok az osztédo sejtek felé haladva hagyja maga mogott az érett, differencialodo sejteket (zold
pottyok), amik aztan csoportokat alkotva 1étrehozzak az ommatidiumokat. A szem-antenna imaginalis korongbdl
fejlodik a kifejlett szemeken kiviil a feji kutikularész és az antennak is. Forras A és B abra: Freeman, 1997; C dbra:

Billes és mtsai., 2018.
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2 Célkituzések

Orvosbiologiai szempontbdl fontos az olyan autofagiat szabalyozo faktorok feltarasa,
hatéanyagok célpontja leggyakrabban a TOR kindz, amely azonban tobb sejtszintii folyamat

szabalyozdja is egyben, ezért miikodésének befolydsolasa szamos mellékhatéssal jar.

1. A myotubularinok potencialis autofag degradaciot gatlo molekuldk, melyek a
lipidkinazokkal egyiittmiikodve kiilonb6z6é membranok specifikus foszfatidilinozitid
tartalmanak kialakitasaban vesznek részt. Céljaink kozott szerepelt két, autofagiaban
potencialisan szerepet jatsz6 myotubularin tipusu foszfataz vizsgalata Drosophila
melanogaster larvalis zsirtestben.

Ehhez az alabbi konkrét célokat tiiztiik ki:
- Az Mtmr6 és az EDTP szerepének tisztazasa az éhezés, a hdstressz, és az
oxidativ stressz indukalt autofagia szabalyozasban.
- Az Mtmr6 és az EDTP endolizoszémalis rendszerben betdltétt szerepének

vizsgalata.

2. Az indukalt autofagia egyik specifikus formaja a fejlédési autofagia. Célunk volt
tisztazni a Drosophila Osszetett szemének fejlédése soran az autofagia szerepét.
Ehhez az alébbi célokat tliztiik ki:

- A szemdiszkusz sejtjeiben megvizsgalni az Atg fehérjék és az altaluk létrehozott
autofag stukturak eloszlasat.
- Megvizsgélni milyen fejlédési zavarokhoz vezet az autofidgia hidnya a

szemdiszkuszban.
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt ecetmuslica torzsek

A kisérleteinkhez hasznalt Drosophila melanogaster torzseket az alabbi tablazat foglalja 6ssze:

1. tablazat: A doktori tézisben szerepld torzsek és forrasuk. BDSC: Bloomington Drosophila Stock Center,
VDRC: Vienna Drosophila RNSi Center, és DGRC: Drosophila Genetic Resource Center, Kyoto

A tézisben hasznalt roviditések Hasznalt torzgs és (forras)

Kontroll; +; w8 w18 (BDSC5905)

Vad tipus, Oregon-R Oregon-R (DGRC109612), Sinka Rita, SZTE

MtmreXe Mtmr6XCo1267 (BDSC14361)

Mtmret-t w*;FRT40A,PBac{SAstopDsRed}Mtmr6LL02467,bw1 (
kikeresztezett variansa a DGRC140,628-nek)

EDTPM EDTPMI084% (BDSC44782)

EDTPEY EDTPEY22%7 (BDSC22600)

EDTP-RNSI EDTP-RNSi (Manzéger és mtsai., 2021) ,Lukacsovich
Tamas

Syx17- Syx17--9833 (Takats Szabolcs, ELTE)

Df161 Df(2R)BSC161 (BDSC9596)

Df778 Df(2R)BSC778 (BDSC27350)

Mtmr6©P Mtmr6CP1100t (11: VDRC26216 és III: VDRC26217)

UAS-Dcr-2,Mtmr6©P UAS-Dcr-2,Mtmr6©P100t (JAS-Dcr-
2(11):BDSC24650)

EDTPTRIP(V2) EDTPCL01215 (BDSC41,633)

EDTPTRIP(V20) EDTPHMS0I577 (BDSC36,917)

UVRAGTRIP(V20) UvragHMs0177 (BDSC36,917)

GFPTRIPV2) /. g5 GFPTRPOV20) |, GFPURNASIRNAUASV204 (1] krom: BDSCA41,552 és
I11.krom: BDSC41,553)

EDTPGSVe EDTPC®6 (DGRC202,239)

Act5C-Gald Act5C-Gal4 (BDSC3954)

Cg-Gal4 w18 p{Cg-GAL4.A}2 (BDSC7011)

Mtmrgenekité Mtmrésce (Manzéger és mtsai., 2021), Erdélyi

Miklés, SzZBK
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2XFYVE-GFP

UAS-GFP-2xFYVE (BDSC42,712)

GFP-ref(2)P

TubGFP-ref(2)P>*M (Pircs és mtsai. 2012)

Tub-YFP-Rab4

w8 PfaTub84B-Rab4.EYFP} (Marois, Mahmoud, és
Eaton 2005)

Tub-CFP-Rab5

W8 P{aTub84B-Rab5.CFP} (Marois, Mahmoud, és
Eaton 2005)

Atgl RNSi Atg1’F0227: (BDSC26731)
Atg2 RNSi Atg2HMsoL1s8 (BDSC34719)
Atg3 RNSi Atg3HMsoL48 (BDSC34359)
Atg4a RNSi Atg4a’Fo30 (BDSC28367)
Atg5 RNSi Atg5°FO7%% (BDSC27551)
Atg6 RNSi Atg6°Fo2897 (BDSC28060)
Atg7 RNSi Atg7°Fo2787 (BDSC27707)

Atg8a RNSi (V20)

Atg8aMs01328 (BDSC34340)

Atg8a RNSi (GD)

Atg8atP*5 (VDRC43097)

Atg8a RNSi (TRiP-1)

Atg8a’™2% (BDSC28989)

Atg9 RNSi Atg9’Fozeel (BDSC28055)
Atg13 RNSi Atg13KK100340 (\VDRC103381)
Atg14 RNSi Atg14KK100903 (\VDRC108559)
Atg16 RNSi Atg16HMS0L347 (BDSC34358)
Atg17 RNSi Atg17 HVSUSLL (BDSC36918)
Atg18a RNSi Atg18a’F028%8 (BL2806)

Atg101 RNSi Atg101KK101226 (\VDRC106176)
Vps15 RNSi Vps15 HMS00%8 (BDSC34092)

Vps34/Pi3K59F RNSi

Vps34HMs0026L (BDSC33384)

ey-Gal4(ll) w*; P{Gal4-ey.H}, 3-8 (BDSC5534)

ey-Gal4(lIl) w*; P{GAL4-ninaE.GMR}12 (BDSC1104)

c311-Gal4 c311-Gal4 (y!; P{GawB}c311) (BDSC5937)

s07-Gal4 s07-Gal4 111 (BDSC26810)

Atg1<® y d2 , w8, ey-FLP, GMR-lacZ; Atg1Ke07es,
FRT80B/TM6B (DGRC111645)

Atgl® Atgl1%, FRT80B/TM6B (Tamas Maruzs, Szeged)
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Atg4MB wilie; Mi{ET1}Atg4MB03%st (BDSC23542)

Atg18aKe w*: P{SUPor-P}Atg18K G ry 506/TM6B
(BDSC13945, médositott)

Atg3t0 Atg3'® (Nagy és mtsai., 2015)

Atg7277 Atg7%”7 (Nagy és mtsai., 2015)

Atg8ak¢ Atg8aKG¢° (BDSC14639, kikeresztezett), Juhasz
Gabor, ELTE

Atg8a® Atg8a® (Pircs és mtsai., 2012)

Atg1348 Atg134%! (Chang és Neufeld, 2009)

Atgl14452 (hs-FLP; FRT82B, Atg1445.2/TM6C) (Katheder és
mtsai., 2017)

Atg17¢120 Atg17%%0 (w*; FRT2A, FRT82B, Atg17%13%) (Nagy és
mtsai., 2014b)

DC352 w 1118: Dp(1;3) DC352, PBac{DC352}VK00033
(BDSC30762)

g-Atgl4 g-Atgl4 (Katheder és mtsai., 2017)

gfp-Atg8a gfp-Atg8a (Billes és mtsai. 2018)

UAS-Atgl17-GFP UAS-Atg17-GFP, Atg1793 (w*; FRT2A, FRT82B,

Atg179%%) (Nagy és mtsai., 2014b)

A kisérleti munkak soran hasznalt torzseket és a keresztezéseket 18-25°C kozott
tartottuk. Egy-egy kisérlet esetén ettdl eltéré hdmérsékletet is alkalmaztunk, ezeket az anyagok
¢s modszerek fejezet késdbbi részében fejtem ki.

A Drosophilak taplalasara az alabbi taptalajt hasznaltuk: 66,85 g kukoricaliszt, 32,59 g
szachardz, 10 g agar, 26 g poritott €lesztd, melyet 1 1 vizben csomdémentesre keveriink. Az agar
teljes feloldodasaig 800W-os mikrohullamu siitdben melegitjiik. Visszahtilést kovetéen 10 mL

25 vegyes% nipagin (4-hidroximetil-benzoat) (96%-os etanolban oldva) keriil hozzaadasra.

3.1.1 A dolgozatban jellemzett gének és modositasukra hasznalt
konstrukciok

Drosophilaban az EDTP (12/A. ébra) és az Mtmr6 (12/B. abra) is a II. kromoszoma

jobb karjan taldlhat6. Elébbinek kettd, utobbinak harom izoformdja (transzkriptum varidnsa)

ismert. Az Mtmr6-A és -C izoformat felnétt fejbdl (Rubin és mtsai., 2000), a -B izoformat pedig

embriokbol izolaltak (Hoskins és mitsai.,, 2011). Doktori disszertaciomban ezen gének

autofagiaban betdltott szerepét vizsgaltam meg. A vizsgélataink soran kiilonb6z6 géncsendesitd
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konstrukciokkal €s transzpozon inszercios allélokkal dolgoztunk (12. abra). Az EDTP esetében
a géncsendesitd kisérletekben a TRiP(V22) és TRiP(V20) konstrukciokat hasznaltuk. A
mutacids vizsgalatokban hasznalt EY22967 allél egy P{EPgy2} transzpozon inszerciot
tartalmaz, benne egy UAS szekvenciaval, igy taltermelésre is alkalmas. Az MI108496 all¢l egy
Mi{MIC} inszerciot tartalmaz, amelyben egy STOP kod talalhatd harom kiilonboz6 leolvasasi
keretben. Azokban a kisérletekben, ahol az EDTPM muténsokat és kontrolljaikat vizsgaltuk, a

P generaciot peterakas el6tt 2-3 nappal 29°C-ra helyeztiik a megfeleld hatékonysag miatt.

2R EDTP R Mtmré
e
Mimré-RA CG3520-RA
Lhr-RA CG18467 thi4-RB
=D —_ camrorn——~a——m a—r
Mimr6-REB
. 1
EDTP.RA CG18467-RA .
e T 12 =R o=
Mimr6-RC I
EDTP-RC &lF25- CICEH=IEHIET =
T PlaRAD
e Y2206 Mtmpgco11001 |
EDTPTRAVZ) EDTPTRFV2) FoTe” - MtmrsLLoz4t
EDTPMIE4S EDTPGSVE MtmrgTRFvY
IlvfflmrsKG-DTZﬁF

X Atg8a
Atgéa-RA <mmH= =
Atga-RB <mIHD——
Atg8a-RC ——pH=—I==1 Atg8a™
- [
AfgSS""' Argsa.KGG.?EGQ
Atg8aTiF-1
Afgggmawuzﬁ:

12. abra.: A disszertacioban jellemzett fobb gének, mRNS variansaik és az expresszidjuk modositasara
hasznalt konstrukciok. A: Az EDTP génr6l kétféle mRNS atirat késziil (EDTP-RA és EDTP-RC), melyek egy
exonjuk szekvencidjaban térnek el egymastdl. A géncsendesité konstrukciok (zold) mindkét varidnst képesek
csendesiteni. A pirossal jelolt inszercios allélek géncsapdaként mikddve gatoljak meg, hogy az EDTP-rdl vad
tipust mRNS termék képzédjon. Az EDTP®SY6 tiltermelésre alkalmas allél (kék). B: Az Mtmr6é génrél 3
kiilonb6z6 RNS atirat késziil (Mtmr6-RA, -RB, -RC). Az RNS interferenciara hasznalt konstrukciok (GD és TRiP-
1) mindharom izoformat csendesitik (z6ld). Az inszercios allélok pirossal vannak jelolve. A KG01267 allél az
Mtmr6 génexpresszion kiviil a CG3520 kifejez6dését is befolyasolja. C: Az X kromoszomas Atg8a-rol harom
izoforma expresszalodik. A szemdiszkusz sejtekben az Atg8aA az abundans forma. A disszertacioban emlitett
allélek koziil a Atg8a™ egy delécios allél, az Atg8ak® pedig egy inszercios allél. Mindketté az RA splice-varians
57 végiojat érinti. A géncsendesitd konstrukciok koziil a GD mindharom izoforma csendesitésére alkalmas, mig a

TRiP-ek az A izoformaval interferalnak. Az abrak a flybase adatbazis GBrowse géntérképe alapjan késziiltek.

Az Mtmr6 esetén is haszndltunk géncsendesitést, valamint inszercidés mutansokat. A

TRIiP.JF01885-6s valium10-es RNSi konstrukcio (tovabbiakban TRiP-1) kifejez6dése a testi
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sejtekre jellemzo, a GD allél esetén Dicer (Dcr) sziikséges a hatékony géncsendesitéshez. A
transzpozon inszercios allélok koziil az LL02467 egy PBac{SAstopDsRed} elemet tartalmaz,
mely korai transzlacio terminacidt eredményez. Az LL02467 allélt tartalmazé torzs kezdetben
tobb ilyen inszercidt tartalmazott (az Mtmr6 lokuszon kiviil), kikeresztezés utjan tartottuk meg
a hattérmutaciotol mentes valtozatot. A dolgozatban leirt kisérletek mar ez utdbbi térzzsel
késziiltek. A KG01267 allél egy P {SUPor-P} transzpozon inszercids elemet tartalmaz, melyben
megtalalhat6 a su(Hw) (suppressor of Hairy-wing) kromatin inzulator, mely egyben gatolja az
5’ szabalyozo elemek transzkripciot befolyasold hatasat. Sajat méréseink alapjan az inszercid
az Mtmr6 génexpresszion kiviil a szomszéd gén, a CG3520 kifejez6dését is befolyasolja.

A kisérletek soran hasznalt inszercids mutansokat sok esetben nagy, atfedé deléciot
tartalmaz¢ alléllal szemben vizsgaltuk, igy csokkentve az esetleges hattérmutacids hatasokat.
EDTP mutansokat Df161-gyel kereszteztiik, mig az Mtmr6 mutans alléleket Df778-cal. Az
Mtmr6 menekitésre hasznalt transzgénikus térzsben megtalalhaté az Mtmr6-tal 4tfedé genomi
régio (CH322-185K17).

Az Atg8a az X. kromoszoman helyezkedik el. A KG allélt egy P{SUPor-P} transzpozon
delécios allél, mely szintén az RA varianst érinti, az 5° UTR és 1 exon hidnyzik beldliik (12/C.

abra).

3.1.2 A Kklonalis RNS interferencia illetve tiltermeléses vizsgalatokhoz
hasznalt torzsek

Az mCherry-Atg8a klonalis mikroszkopos mérésekhez a hsFlp; pAct<CD2<Gal4,
UAS-nIsGFP, r4-mCherry-Atg8a allatokat hasznaltunk. Az mCherry-Atgl8a riporter
mikroszkopia esetén hasznalt torzs: hsFLP; UAS-Dcr-2; r4-mCherry-Atg18a, Act<CD2<Gal4,
UAS-nIsGFP. A LysoTracker Red klonalis RNSi/overexpresszio mérések esetén hasznalt torzs:
hsFlp; pAct<CD2<Gal4, UAS-nIsGFP. Az Mtmr6©P esetén a vizsgalt F1 allatok tartalmaztak
a fentiecken tal UAS-Dcr-2-t is a hatékony géncsendesités végett. A 2xFYVE-GFP
mikroszkopiahoz az UAS-GFP-2xFYVE transzgént Cg-Gal4 driverrel hajtottuk meg. A

Ref(2)P aggregatumok vizsgalatahoz a TubGFP-ref(2)P3™M volt segitségiinkre.

3.2 A stressz koriilmények kivaltasahoz hasznalt kezelések

Ehezési stressz vizsgalatdhoz 74-92 6ras harmadik larvastadiumban 1év taplalkozo
larvékat hasznaltunk. Az aminosav megvondasos ¢hezés kivaltasahoz 20%-os szachardzoldatba

helyeztiik a larvakat a kisérlet el6tt 3 oraval. A komplett €hezés esetén PBS (phosphate buffered
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saline; Sigma-Aldrich P4417) oldalba keriiltek a larvak a vizsgalat el6tt 3 oraval. Az oxidativ
stressz kivaltasahoz a larvakat friss kukoricalisztes-cukros-élesztés taptalajra (0,825 g
kukoricaliszt, 0,405 g szachardz, 0,585 g szaritott ¢élesztd, 3 ml viz) helyeztiikk 3 oraval a
vizsgalat el6tt, melyhez 50 mM paraquatot (1,1'dimethyl-4-4'-bipyridiniumdichloride; Sigma-
Aldrich, 180,858) kevertiink. HOstressz vizsgalathoz a taptalajhoz €lesztdszuszpenziot adtunk
(2,5 mlviz+ 0,5 g élesztd), majd a larvakat a felhasznalas eldtt 1 6ra hosszan 32°C-on tartottuk.
A GFP-Ref(2)P vizsgalatokhoz a larvakat 4 6ras €hezésnek, illetve 4 6ras paraquat kezelésnek

tettiik ki felhasznalas elott.

3.3 RNS kivonas és PCR

A larvalis zsirtest vizsgalatokhoz mintanként 10-20 larva (L3F 74-92 h illetve L3W
esetén 110-120h) zsirtestét izolaltuk PBS-ben, majd TRI reagensbe (Zymo Research, R2050-
1-50) helyeztiik és homogenizaltuk a mintdkat. A szemfejlédés vizsgalatdhoz mintanként 30
par szem-antenna imagindlis korongot izoldltunk TRI reagensbe, majd homogenizaltuk. Az
RNS kivonast a Direct-zol™ RNA MiniPrep kit (Zymo Research, R2050) protokollja szerint
végeztik el, majd a mintdkat DNéazzal emésztettiik. A megfeleld tisztasagn RNS mintakat a
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, K1621) segitségével
irtuk &t cDNS-re. A gélelektroforézissel egybekotott PCR esetén a primerek ugy lettek tervezve,
hogy 100-150 bp amplikont adjanak, a PCR program a 2. tablazatban olvashato.
Gélelektroforézist kovetéen a kapott pixelintenzitasokat a belsé kontroll eredményéhez
normalizaltuk. Minden esetben n = 3 biologiai parhuzamossal végeztiik a kisérleteket. gPCR
(quantitativ polimeraz lancreakcio) esetén SYBR Green I alapi PCR-t hasznaltunk (2. tdblazat),
a detektalas pedig LightCycler® 96 (Roche) késziilék segitségével tortént. A qPCR-hez
hasznalt primerek 70-120 bp amplikont képeznek. A qPCR esetén a mintakbol harom technikai
parhuzamost hasznaltunk a megfeleld pozitiv és negativ kontrollok mellett. A bioldgiai
parhuzamosok szdma az adott kisérletnél van feltiintetve. A qPCR specifitas az olvadasi gorbék

alapjan ellendrizve lett minden esetben.

2. tablazat: A disszertaciéban szereplé polimeraz lincreakcidk tipusai és részletei

PCR tipusa Szemiquantitativ PCR Quantitativ PCR

Hasznalt protokoll 2 ul ¢cDNS (50 ng/ul) + 1,5 pl 10x 10 pl 2x FastStart Essential DNA Green
DreamTaq Green Buffer (Thermo Fisher Master (Roche, 06402712001) + 1 pl
Scientific, EP0712) + 1,5 -1,5 pl forward | DN4z/RNaz mentes viz + 100 ng cDNS + 4
és reverse primerek (5 -5 uM) + 0,3 ul ul reverse és forward primer

dNTP (10 mM) + 0,15 pul DreamTaqTM
Green DNA Polymerase (Thermo Fisher
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Scientific, EP0712) + 8,05 pl DN4z/RN4z

méréssel

-ImageJ 1.46r programban pixelintenzités

mentes viz
PCR program - 95°C 3 perc -95°C 10 perc
- 34x: 95°C 30 s; 58°C 30 s; -45x:  95°C 10 s; 58°C 10 s;
68°C 5 perc 72°C 20 s

- 68°C 10 perc
-4°C

kiértékelés -0,01% ethidium-bromid tartalmu, 1%-0S 2-DACT (h&dszer szerint a Gapdh értékekkel
agaroz gélen futtatva .

normalizalva

3.3.1 Primer szekvenciak

A zsirtestben mért kisérletekhez hasznalt primereket a 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat: A disszerticioban szerepld, zsirtesthez kothet6 PCR-ek soran hasznalt primer szekvencidak

Primer Forward szekvencia Reverz szekvencia
név

gapdh 5'-AAA AAG CTC CGG GAA AAG G-3' | 5'-AAT TCC GAT CTT CGA CAT GGC-3’

Mtmr6-A 5'-ATC GAG GAG GAG TTC AAC GA- | 5-CCG TGG GAT TTT TGG TAT TG-3'
3!

Mtmr6-B 5'-ACG AAA TAA AGC TCG CCA AG- | 5'-CAA GGG AAG CTT CTC AAT GC-3’
3!

Mtmr6-C 5'-CGG TTG AGT GGG GAA AAG T-3' | 5'-CAA GGG AAGCTTCTC AAT GC-3’

Mtmr6-C 5'-GAG GAA GAC AGC GGT TGA GT-| 5 -CAA GGG AAG CTT CTC AAT GC-3’
3!

EDTP 5'-GGG CTG TGA GTT CTT CAA AAA | 5'-GGG AAT GTT GAT ATT CGC ATC G-

gPCR G-3 3

EDTP 5'-TACTTCATGGCCGTTTCCTC-3' | 5-AGATCC CAATCCCGG TAC TC-3’

sqPCR

ref(2)P 5'-TGG ATC GAC GCT GAT AAA GAT | 5'-TGG TGA AAT TGC TCG GAT CG-3'
G-3'

atg8a 5'-CGT GAT GTT CCT GGT ACA GGG | 5'-CAA TAC AAG GAG CAC GC-3’
A-3'
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A szemdiszkusz kisérletek soran hasznalt primerek szekvenciait a 4. tdblazat foglalja 6ssze.

4. tablazat: A disszertacioban szerepld, szemdiszkusz PCR-ek soran hasznalt primer szekvenciak

Primer Forward szekvencia Reverz szekvencia

név

Act-5C sq 5-GGATACTCCCGACACAA3 5'-GAG CAG CAACTT CGT CA-3’

Act-5C g 5'-CCA GAG ACA CCA AAC CGA 5'-GAG CAG CAACTT CGT C-3’
AAG-3’

RpL 32 5'-GCT AAGCTGTCG CAC AAATGG | 5-GTAGCC AATGCCTAGCTT GTT
3 Cc3

atgda 5'-TGG TCA GAT GGT TCT CGC C-3’ 5'-TTC AAG GCA GCG CTT TAA GG-3'

atg4b 5'-TGG TCA GAT GGT TCT CGC C-3' 5'-AAG GCA CAT GGG GTTTTG G-3’

atgl8a 5'-CAG AAA CCA TGA GCC TGC-3' 5'-AGA CGC TCG ATG AGG AAC AG-3'

atgl8b 5-CTTTACTTC CCT GTC CGT GC-3' | 5-TAA AGT GCA TCT TGA GGC-3'- 3’

atg3 5'-CAA GTC AAT TGA GAG AGC CAT | 5-TGT CGC TAT CTG GAG TGT GC-3’
C-3'

atgl4 5'-CCA TCT GGA CGT GAACAATG- |5-GCA GAGAGT TTT CGT CCT CTG-3'
3,

atg101 5'-CAC CTG ACG ACC CTC CAT-3' 5'-GGG ATC CAA AGT CAC AAT ACT

GA-3'

htt 5'-GGT GGT CAATAG TGG AGT GC- | 5-GCG ATT ATCTCC GGG TCA TC-3’
3!

atg8aA sq 5'-CGT GAT GTT CCT GGT ACA GGG | 5'-CAA TAC AAG GAG CAC GC-3’
A-3'

atg8aA g 5-GGT CAGTTCTACTTCCTC ATT 5-ATA GTC CTC GTG ATGTTC CTG-3'
CGC-3'

atg8aB 5'-CGT GAT GTT CCT GGT ACA GGG- | 5-AGT CAT AGA TGC GCT GA-3’
3!

atg8aB 5'-CGT GAT GTT CCT GGT ACA GGG- | 5'-ATT CCA GAG CCA AGG AAATG-3’
3!

atg8h 5'-ATC CGC AAG CGT ATC AAT CT-3' | 5'-TGA CGA CGT TGT CTG CTT CT-3’
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3.4 Fehérje izolalas és immunoblot

3.4.1 Mintaelokészités

A zsirtestbdl szdrmaz6 fehérjemintdkhoz mintdnként 20-20 L3F, illetve L3W larva
zsirtestét hasznaltuk fel. A szoveteket hideg PBS-be gytjtottiik, melyet a lizis elott
eltavolitottunk. A mintdkhoz ezt kdvetden 40 pl lizis puffert (Fly lysis buffer) és 40 pl 2x SDS
mintafelvivd oldatot adtunk, majd homogenizaltuk a zsirtesteket. Szemdiszkuszbol szdrmaz6
fehérjemintak esetén 30 par L3W szemdiszkuszt izolaltunk mintanként, melyhez 30-30 pl lizis
puffer és proteinaz inhibitor keriilt hozzaadasra. Mindegyik fajta szovet esetén 5 perc, 95°C-0s

denaturaléssal fejeztiik be a mintaeldkészitést.

3.4.2 Immunoblott

A western-blot protokoll alapjdul Pircs és mtsai., 2012. publikacidja szolgalt.
Mintanként 20 pl-t pipettdztunk a gélbe. A fehérjék szétvalasztasa elektroforézissel tortént
gradiens akrilamid gélben (4-20%-o0s gradiens gélen BioRad #456-1093), futtaté pufferben. A
nedves blottolas transzfer pufferben, 100 V-on, és 1 ora alatt ment végbe. A fehérjék ekkor a
nitrocellul6z membranra kertiltek at. Majd az egy 6ras blokkolast (3 tomeg%-0s tejporos TBST-
ben, billegd talcan, szobahdmérsekleten) kovetden keriilt ra az elsddleges ellenanyag (egy
éjszakan at 4°C-on, billegén) 2. nap 3 x 10 perces mosas TBST-ben, szobahdmérsékleten,
billegdn. Ezt kdvetden 1 6ra méasodlagos ellenanyag jelolés kovetkezett szintén szobahén. Majd
ujabb 3 x 10 perc TBST mosés utdn eldhivas kovetkezett. 5 perc mosas AP pufferben. El6hivo
oldat: 6ml AP puffer, 120 ul NBT/Bcip (Sigma-Aldrich #72091)-pel tortént. Az el6hivas

leallitdsdhoz a membrant 3 x Oblitettik desztillalt vizzel.

3.4.3 Az immunoblotthoz hasznalt oldatok

* Ecetemuslica lizis puffer (Fly lysis buffer): 1 % Tween20, 50 mM Tris (pH 7,5), 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, bidesztillalt viz. 10 ml lizis pufferhez 1 db proteindz gatlo
tabletta keriilt (Roche, complete Mini)

* 2x SDS-es mintafelvivé: 950 ul 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad #161-0737), 50
ul B-mercaptoethanol

* 10x futtatd puffer: 30,3 g Trisma base (Sigma-Aldrich #T1503), 144 g glicin (VWR
#24403.290), 5 g SDS (Sigma-Aldrich #L-4390), 1 literben oldva kétszer desztillalt

vizzel. A futtatas 1X futtatd pufferben tortént
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* 10x transzfer puffer: 30,3 g Trisma base (Sigma-Aldrich #T1503), 144 g glicin (VWR
#24403.290), 1 liter kétszer desztillalt vizben oldva.

* 1x transzfer puffer: 800 ml kétszer desztillalt viz, 100 ml metanol, 100 ml 10x transzfer
puffer.

* 10x TBS (pH 7,6): 15,175 g Trisma base (Sigma-Aldrich #T1503), 54 g

NaCl, 500 ml kétszer desztillalt vizben oldva

 1x TBST: 100 ml 10x TBS (pH 7,6), 900 ml kétszer desztillalt viz

* 3% tejporos TBST: 3 tomeg %-0s tejpor (BioRad #170-6404) TBST-ben

* AP puffer: 1 M MgClz, 5 M NaCl, 1 M Tris (pH 9,5)

3.4.4 Az immunoblottokhoz hasznalt ellenanyagok

Elsédleges antitestek: 3%-0s tejporos TBST-ben higitva
* patkany anti-EDTP 1:500 (Papp ¢s mtsai., 2016),
* nytl anti-Ref(2)P 1:2500 (Pircs és mtsai., 2012),
* egér anti-aTub84B 1:2500 (Sigma-Aldrich #T6199),
» nyul anti-Atg8a 1:2500 (Takats és mtsai., 2013),
* patkany anti-Atg13 1:5000 (Nagy és mtsai., 2014Db)
Misodlagos antitestek:
« anti-nyul IgG alkalikus foszfatazzal 1:1000 (Sigma-Aldrich A11008),
« anti-patkany IgG alkalikus foszfatazzal 1:1000 (Sigma-Aldrich A8438),
« anti-egér IgG alkalikus foszfatazzal 1:1000 (Sigma-Aldrich A5153)

3.45 Kiértékelés

Az el6hivas utan lefotozott képeket Image Studio Lite 5.2 (Li-Cor Bioscience) szoftver
segitségével dolgoztuk fel és értékeltiik ki. 2-6 biologiai parhuzamost €és 2 technikai

parhuzamost vizsgaltunk minden esetben.

3.5 Fluoreszcens mikroszkopia

A megfeleld kezelések utan az L3F stadiumu larvakbol zsirtestet, illetve szem-antenna
imaginalis korongot boncoltunk PBS-ben. A fluoreszcens transzgént tartalmaz6 mintakat fedo
folyadékkal fedtiik egybdl glicerin:PBS 4:1 aranyt oldataval, melyhez 50 uM-0s Hoechst (H-
1399, Molecular Probes 1mg/ml) magfestéket kevertiink. A LysoTracker Red (L-7528, Life

Technologies) festés esetén 1:1000-ben higitast alkalmaztunk, a mintakat mosas utan fedtiik.
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A fluoreszcens képek Zeiss Axiolmager Z1 tipusu epifluoreszcens mikroszkoppal,
ApoTome szemikonfokalis feltéttel késziiltek (ELTE, Budapest), 100, 200 illetve 400-szoros
nagyitassal. A fot6zashoz és a képek feldolgozdsdhoz (Cut View képek eldallitasa 1 pm -es
optikai szeletekb&l maximum intensity projection eljarassal) Zeiss AxioVision 4.82 programot
hasznaltunk, (Plan-NeoFluar 10x 0,3 NA, Plan-NeoFluar 20x 0,5 NA és Plan-Apochromat 63x
1,4 NA objektivekkel). A kiértékelést pedig Image] 1.45s szoftver segitségével végeztik. A
kiértékelés soran a hattér kivonasat és a jel (pontszert struktiarak) kijelolését minden esetben az
adott képnél kiilon allitottuk be, majd a szoftver segtitségével leszamoltuk a fluoreszcens teriilet
aranyat illetve megnéztiik a markerekkel jelolt strukturdk/pottyok szamat sejtenként is. Némely

esetben a struktirak atlagos méretét is 6sszehasonlitottuk.

3.6 Elektronmikroszkopia

Az L3W szem-antenna diszkuszok illetve L3F zsirtestek izoladldsa PBS-ben tortént. A
mintakat 1 ora hosszan fixaltuk szobahdmérsékleten 2%-os formaldehid, 0,5% glutaraldehid
oldatban (3mM CaCly, 1% szachar6z, 0,1 M Na-kakodilat, pH 7,4). 0,1 M kakodilat pufferrel
torténd mosast kdvetden a mintakat 0,5% 6zmium-tetroxiddal, majd fél 6ran at uranil-acetattal
inkubaltuk. A viztelenités felszallo alkoholsor hasznalataval tortént. A beagyazas LR white-tal
tortént, 24h-at 60°C-on. Az ultravékony metszetek (70-80 um) festéséhez 4% uranil acetat-
methanolt (1:1) hasznaltunk 8 percig, majd 6lom-citratot 3 percig. Az ultrastukturalis képek

Jeol JEM-1011 transzmisszios elektronmikroszkoppal (ELTE, Budapest) késziiltek.

3.7 Statisztika

A statisztikai kiértékelést RStudio 4.1.2-ben végeztiikk. A mintakon elészor normalitas
tesztet végeztiink, melyhez a Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztunk. Klonalis vizsgéalatok esetén,
ahol a géncsendesités hatasat a kontroll, kdrnyezd sejtekhez hasonlitottuk, ott normal eloszlas
esetén kétmintas paros t-probat végeztiink. Amennyiben az egyik csoport vagy mindketté nem
normadl eloszlast mutatott, ott a Wilcoxon-féle eldjeles rang probat alkalmaztunk. Fiiggetlen
minta csoportok Osszehasonlitdsa soran a normal eloszlasu mintak esetén F teszttel vizsgaltuk
a variancidjukat. Amennyiben a variancidk megegyeztek, kétmintas fiiggetlen t-probat
alkalmaztunk, ellenkez6 esetben Welch-tesztet. Nem normal eloszlasu fiiggetlen mintak esetén
Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.

Amennyiben sziikséges volt, Bonferroni post hoc korrekcidt is alkalmaztunk. A
disszertacioban a szignifikancia szintek jeldlését az alabbiak szerint tiintettem fel: * p < 0,05;

**p<0,01; *** p <0,001.
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Az adatok abrazolasara hasznalt ggplot2 diagramok szintén az RStudio 4.1.2 szoftver
segitségével késziiltek (Wickham 2016). A vizszintes vonalak a mediant jeldlik. Az oszlopok
mutatjak 25-75 percentilisig az adatokat, rajta az egyedileg mért adatpontokkal. A szakall a

minimum ¢és a maximum értékeket mutatja az extrém kiugro értékek nélkil.
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4 Eredmények

4.1 A stressz-indukalt autofagia szabalyozasi elemeinek
azonositasa Drosophila larvalis zsirtestben

4.1.1 Ehezés hatasira megné két myotubularin tipusu lipid foszfataz
mRNS expresszidja larvalis zsirtestben

A szakirodalomban fellelhet6 adatok alapjan feltételeztiik, hogy az MTMR 14 ortolog EDTP
¢s az Mtmr6,-7,-8 k6zos Drosophila ortologja, az Mtmr6 3-foszfatazként antagonizalnak az
autofagidban szerepet jatszo bizonyos foszfoinozitidek [PI3P és PI(3,5)P2] képzddésével, és
ezaltal gatld faktorai lehetnek az autofdg lebontasnak (Vergne és mtsai., 2009; Dowling és
mtsai., 2010; Zou és mtsai., 2012 a és b). Az EDTP génr6l a Flybase adatbazis szerint két, nagy
mértékben hasonlod splice varians (mRNS izoforma) képzdédik. Szekvencidjaban a Pfam
adatbazis predikcioja szerint megtalalhato az aktiv foszfataz domén (13. abra). Az Mtmr6-nak
harom splice variansa ismert, melyek a PTP doménen kiviil egy FYVE domént is tartalmaznak
(13. abra). Igy elképzelhets, hogy az Mtmr6 a FYVE doménjén keresztiil a PI3P-hez

kapcsolodik, mig EDTP esetén ez nem valosznil.

Mtmré-A 761
Mtmré ~[ Mtmré-B 689

Mtmré-C 639

EDTP-A 747
EDTP

EDTP-C 754

Aktiv myotubularin-szerl foszfataz domen

FYVE cink-ujj domeén

13. abra: A Drosophila Mtmr6 és EDTP fehérjék izoformai és domén szerkezetiik. A Pfam adatbazis
predikcioja. Az Mtmro6-nak 3 izoformaja ismert, mindegyikben megtalalhato az aktiv foszfataz és FY VE domének.
Az EDTP-nek két izoformdja ismert, melyek kozel hasonlé méretiiek, megtalalhaté benniik is az aktiv PTP

(foszfataz) domén.

Autofag  vizsgalatainkhoz ~a  Drosophila larvalis  zsirtestet  valasztottuk
modellszovetként, melynek poliploid sejtjeiben viszonylag konnyen megfigyelhetd a bazalis-
¢s stressz-indukalt autofagia (lasd Irodalmi attekintés, A zsirtest fejezet) (Scott €s mtsai., 2004).
Eloszor azt vizsgaltuk meg, hogy az EDTP illetve az Mtmr6 kifejezOdnek-e a larvalis

zsirtestben. Tovabba kérdésiink az volt, hogy e gének expresszidjaban van-e kiillonbség jol
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taplalt és a stressz koriilmények kozott. Ennek eldontésére jol taplalt, aminosavaktol megvont
¢s teljesen €heztetett kornyezetben tartott L3F larvak zsirtestébdl RNS kivonast kdvetéen RT-
PCR-t végeztiink (hagyomanyos agaroz-gélelektroforézises modszerrel és valos idejii/real-time
PCR-rel) (lasd anyagok és mddszerek). Vizsgalatainkat kétféle muslica torzson végeztiik el: a
vad tipusi Oregon-R-rel és a legtobb mérés soran kontrollként hasznélt izogenizalt w'!'®
torzzsel. Annak ellendrzésére, hogy a larvak valoban éheztek-e, az Atg8a expresszidjat is
megvizsgaltuk, mely az irodalom alapjan mindkét éhezési forma esetén megnd (Zinke és mtsai.,
2002). Az altalunk izolalt mintakban is megnott az Atg8a mRNS mennyisége a kétféle éhezés
hatasara koriilbeliil hasonlé mértékben (14. abra). Kiilonbség adddott azonban a két Drosophila

torzs kozott: a wiiie

allatok zsirtestében nagyobb az Atg8a mRNS expresszid mértéke.
Meéréseink alapjan az EDTP és az Mtmr6 mindkét torzsben egyarant kifejezodik larvalis
zsirtestben (14. dbra). Az EDTP mRNS mennyisége ¢hezés hatdsara nd, melynek mértéke a
w8 zsirtestben kifejezettebb az Oregon-R-hez képest. A PCR primereket ugy terveztiik, hogy

mindkét izoforma egyszerre sokszorozddjon fel a reakcid soran.

A
etetett aminosavas éhezd komplett éhezd
Atg8a
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Mtmré6-B
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14. abra: Myotubularin génexpresszio etetett és éheztetett mintakbol szarmazé Drosophila larvalis

zsirtestben. A: szemiquantitativ PCR Oregon-R és izogenizalt w8 4llatokbél szarmazé zsirtest mintdkon. Mind

W1118

az EDTP, mind az Mtmr6 kifejezédik, expresszidjuk éhezés hatasara megnd, melynek mértéke a zsirtestben

kifejezettebb az Oregon-R-hez képest. B: gRT-PCR w8 4llatokbol szdrmazo zsirtest mintikon. Az aminosav-
¢hezés hatasara mind az EDTP, mind az Mtmr6-A és -B mRNS mennyisége megné. Az Mtmr6-C izofoma jelenléte

nem detektalhat6. A normalizalasra Gapdh-t hasznaltuk.

Az Mtmr6 splice varidnsaira kiilon terveztiink primereket. Ezek koziil az L3F larvak
zsirtestében etetett koriilmények kozott foként a B izoforma kimutathato, melynek kifejezodése
éhezés hatasara szintén megnd a w8 larvak zsirtestében. Oregon-R-ben nincs kiilonbség a B
izoforma mennyiségében. A gRT-PCR méréseket etetett és aminosav-éheztetett w8 1arvakbol
szarmazo6 mintakon végeztiik el (14/B. abra). Az Mtmr6-A jelenléte csak qRT-PCR segitségével
volt kimutathato etetett larvak esetén. Eheztetett koriilmények kozott azonban az A splice
varians kifejezddése is megnd. A C splice varianst tobb, specifius primerparral is probaltuk
amplifikalni, de nem volt kimutathaté mennyiségben a larvalis zsirtestben.

Vandorl¢ larvak zsirtestébol (L3W) kinyert RNS mintén is végztiink qRT-PCR mérést
(15. abra). Ebben a kisérletben csak technikai parhuzamosok (n=3) allnak rendelkezésre (20
larva zsirteste / mintacsoport) igy szignifikancia vizsgdlatot nem végeztem. Az EDTP
expresszioja az etetett L3F larvakéhoz képest ndvekedést mutat a vandorld larvékban
(ugyanannyi cDNS mennyiségre vetitve, bels6 kontrollal, a Gapdh-val normalva). Az Mtmr6-
B mennyisége a taplalkozo stadiumban mért értékhez képest nem valtozik, az Mtmr6-A szintén
novekvo tendecidt mutat (15. dbra), a C varidns itt sem volt kimutathat6.

Larvalis (L3W) szem-antenna imagindlis korongbol is kivontunk RNS-t. Ezen
imaginalis korongban is kifejez6dik mindkét myotubularin. Az Mtmr6 izoformai koziil szintén

a B splice-varians jelenléte markans, mig az Mtmr6-C nem fejezddik ki (15. abra).
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15. abra: AZ EDTP és Mtmr6 mRNS expresszié osszevetése L3F zsirtest mintakon kiilonb6z6 stressz
korillmények kozott qRT-PCR-rel. Az EDTP mennyisége aminosavas-éhezést kovetéen indukalodik. Az
Mtmr6-B és -A mRNS mennyisége szintén éheztetett koriilmények kozott indukalodik. A B izoforma oxidativ
stressz és hostressz esetén csokkend tendenciat mutat. Vandorld (L3W) zsirtestben is kifejez6dik mindkét gén. Az
EDTP mennyisége tobb az Mtmr6-B-hez képest. Az imagindlis szem-antenna diszkuszban az Mtmr6-A
mennyisége nem szamottevd, a B izoforma dominal, az EDTP-vel kozel hasonlé mennyiségben van jelen. Az

oszlopok az atlagot mutatjak a technikai parhuzamosokbol mért szoérassal (n=3).

Az éhezési stresszen kiviil vizsgalatainkba bevontunk az oxidativ- és hdstresszt is,
melyeknek szintén autofagia indukalé hatdsa van. A paraquat (1,1'dimethyl-4-4'-
bipyridiniumdichloride) széles korben alkalmazott oxidativ-stresszt kivaltd hatdéanyag in vivo
vizsgalatokhoz (Rzezniczak és mtsai., 2011). A paraquat kezelés hatdsdra megnd a sejtekben a
reaktiv oxigéngyokok mennyisége. Hatasara Drosophila zsirtestben indukalodik az autofagia
(Wu és mtsai., 2009). Erdekes modon a paraquat kezeléssel kivaltott oxidativ stressz esetén
eltérd expressziot mértliink az altalunk vizsgalt két myotubularin esetén az ¢hezd mintakkal
Osszevetve (15. abra). Az Mtmr6-B mRNS mennyisége nem nd, hanem inkabb csokkend
tendenciat mutat oxidativ stressz hatdséara a jol taplalthoz képest, az A-varians pedig eltlinik
benniik. Az EDTP kifejez6dése nem mutat eltérést oxidativ-stressz hatdsara.

Hdstressznek kitett L3F larvak zsirtestébdl is izolaltunk RNS-t. A benniik mért EDTP
expresszio az etetett koriili értéket mutatja. Az Mtmr6 izoformék (A és B) expresszidja pedig

csOkkenést mutat (15. abra).
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4.1.2 Drosophila zsirtestben az Mtmr6 gatlé faktorként hat, az EDTP
pedig nem vesz részt a stressz-indukalt autofagia szabalyozasban

4.1.2.1 KEhezési stressz vizsgalatok
Az EDTP autofagiaban betoltott szerepének vizsgalatahoz

funkcidcsokkenéses/funkcidvesztéses mutans-, EDTP-RNSI- és a fehérjét tultermeld torzs is
rendelkezésiinkre allt. Az altalunk hasznalt allélokrol bévebb informacié az anyagok és
modszerek fejezetben olvashatd (3.1.1 fejezet). A géncsendesitd konstrukciok mindegyik
esetben hatékonynak bizonyultak. Megallapitottuk tovabba, hogy a transzpozon inszercios
allélokrol csokkent mennyiségli mRNS képzddik vagy nem mutathat6 ki termék. A konstrukcid
igy azt a tovabbiakban nem ismertetem. A fluoreszcens vizsgélatok soran hasznalt allélok
mindegyike megfeleldnek bizonyult a funkcidvesztéses €s funkciocsokkenéses vizsgalatokhoz,
illetve EDTP esetén sikeres volt a tiltermelés (EDTP®SY5),

Az autofidgia vonatkozasti vizsgélatokat kiilonb6z0 fluoreszcens markerek
felhasznalasaval végeztiik el. Az mCherry-Atg8a riporter képes hozzakapcsolodni a kiilonb6z6
autofag struktarakhoz, igy képes jeldlni a fagofort, autofagoszomakat, amfiszomakat és
autolizozémakat (Lérincz €s mtsai., 2017). Mivel ezen struktirdk mérete eltérd, igy a riporter
fehérjével detektdlhatd pontszerli strukturdk is eltérd méretiiek (Szatmari és mtsai., 2014).
Kiértékeléseink sordn mértiik a fluoreszcens jel teriiletardanyaban a kiilonbségeket. Az mCherry-
Atgl8a riporter a PI13P-t tartalmazo korai autofag strukturakat jeloli (Klionsky és mtsai., 2021).
A LysoTracker Red (LTR) savas kompartmentumokat jel6l6 marker, mely nem csak a savas
autofag struktarakat jeldli, de a savas lizoszomadkat is. Etetett koriilmények kozott L3F stddiumt
larvak zsirtestében ezen struktirdk nem, vagy alig detektalhatoak konfokalis ¢és
szemikonfokalis mikroszkoppal. Ehezés-indukalt vagy fejlédési autofigia esetén azonban
jelentésen megnd a sejtekben megfigyelheté LTR-pozitiv teriilet aranya (Nagy €és mtsai., 2015).

Aminosavas ¢hezés hatasara az autofagia indukalodik az L3F stadiumt larvak
zsirtestében. Ezzel Osszhangban az mCherry-Atg8a, mCherry-Atgl8a és LysoTracker Red
riporterekkel mérhetd autofag strukturak tertiletaranya nétt a jol taplalt koriilményekhez képest
(Manzéger és mtsai., 2021). Kutatdcsoportunk korabbi eredményei szerint 2 6rds éhezés soran
EDTP csendesitett hattérben az autofag markerek teriiletardnya megné a kontroll éhezd
sejtekben mérthez képest (Papp €s mtsai., 2016). 3-4 6ras €hezést kovetden azonban sem EDTP
deficiens genetikai hattérben, sem EDTP csendesitett sejtekben nem tapasztaltunk eltérést a

kontrollokhoz viszonyitva egyik autofag-marker hasznalatdval sem (16. &bra). Ezzel
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Osszhangban az autofagia altal lebomlo Ref(2)P mennyiségében sem mértiink immunoblottal
szignifikans kiilonbséget (19/B. éabra). Ezek alapjan az EDTP hianya az éhezés-indukalt

autofagia folyamatdban nem okoz zavart.
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16. dbra: Ehezé koriilmények kozott az EDTP nem befolyasolja az autofagiat larvilis zsirtestben. A: Nem
mutathatd ki valtozas az mCherry-Atg8a riporter mennyiségben EDTP mutans és géncsendesitett genetikai
hattérben sem. B: Nincs szignifikans kiilonbség az mCherry-Atgl8a teriiletaranyban géncsendesités hatasara. C:
Az EDTP mutacid, illetve géncsendesités nem befolyasolja a savas (LysoTracker Red-pozitiv) kompartimentumok
terliletaranyat. A géncsendesités klonalis vizsgalattal tortént minden esetben, a mérésekhez a géncsendesitett (zo1d-
GFP-pozitiv) sejtek kdrnyezetében talalhato sejtek szolgaltak kontrollként (a genotipusok részletesen az anyagok
€s modszerek fejezetben olvashatdak). Méretskala: 10 um. Az abran lathatd szemikonfokalis mikroszkdopos képek
tobb optikai szeletrél késziilt felvétel egyesitésébdl jottek 1étre. EDTPM!/ Df161: EDTP mutans allél hemizigota
formaban. Hoechst: sejtmagok. A vizsgalatokhoz tartozo kvantifikalasok eredménye az abra jobb oldalan lathato.
ns: p > 0,05
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Az EDTP overexpresszidja azonban volt képes az indukalt autofigia gatlasara,
mindharom marker teriiletaranya szignifikansan csokkent az EDTP taltermelt sejtekben a

szomszédos kontroll sejtekhez képest (17. abra).
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17. abra: Ehezé koriilmények kozott az EDTP tiltermelés képes csokkenteni az autofagiag aktivitast
larvalis zsirtestben. A: Az mCherry-Atg8a teriiletarany szignifikansan csokken EDTP tiltermeld sejtekben. B:
Szignifikansan csokken az mCherry-Atgl8a teriiletarany overexpresszié hatdsara. C: Az EDTP taltermelés
szignifikansan csokkenti a savas (LysoTracker Red pozitiv) kompartmentumok teriiletaranyat. Az EDTP
tultermelés klonalis vizsgalattal tortént minden esetben, a mérésekhez az EDTP-t overexpresszalo (zo6ld GFP-
pozitiv) sejtek kornyezetében talalhatd sejtek szolgaltak kontrollként (a genotipusok részletesen az anyagok és
mobdszerek fejezetben olvashatoak). Méretskala: 10 um Az abran lathaté szemikonfokalis fluoreszcens
mikroszkopos képek tobb optikai szelet egyesitésébdl allnak Ossze. A vizsgalatokhoz tartozé kvantifikalasok

eredménye az abra jobb oldalan lathato. Kék: Hoechst. **: p <0,01; ***: p <0,001.

Az Mtmr6 esetén eltéréd miikddést figyeltiink meg. Az Mtmré mutécio és géncsendesités
hatasara is megn6 az mCherry-Atg8a, az mCherry-Atgl8a és a LTR pontszert strukturak tertilet
aranya a kontrollokhoz képest. (18. &bra) Mtmr6 menekitett hattérben a savas
kompartimentumok teriiletaranya a kontrollhoz hasonlé. Igy feltételezhetd, hogy az Mtmr6

hidnya az autofag stuktirak mennyiségének novekedéséhez vezet.
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18. abra: Ehez6 koriilmények kozott az Mtmr6 autofagia-gatlo hatasu larvalis zsirtestben. A: Az mCherry-
Atg8a teriiletarany szignifikansan né Mtmr6 mutans és RNSi sejtekben. B: Az Mtmr6-RNSi hatasara
szignifikansan né az mCherry-Atgl8a teriiletarany. C: A savas (Lysotracker pozitiv) kompartmentumok
teriiletaranyat az Mtmr6 muticidja és a géncsendesités (Mtmr6®P) is szignifikdnsan ndveli. Mtmr6 menekitd
konstrukcio hatasara a savas autofag struktirak teriiletaranya visszaall a kontroll szintre. A géncsendesités klonalis
vizsgalattal tortént minden esetben, a mérésekhez a géncsendesitett (zold-GFP-pozitiv) sejtek kornyezetében
talalhato sejtek szolgaltak kontrollként (a genotipusok részletesen az anyagok és modszerek fejezetben
olvashatoak). Méretskala: 10 pm Az abran lathatd szemikonfokalis fluoreszcens mikroszkdopos képek tobb optikai
szelet egyesitésébdl 4llnak dssze. Mtmr6-L/Df778: Mtmr6 inszerciés mutans allél hemizigota formaban. Hoechst:
sejtmagok. A vizsgalatokhoz tartozé kvantifikalasok eredménye az abra jobb oldalan lathatd. *: p < 0,05; **:p <

0,01; ***: p <0,001; ns: p > 0,05.

Ez a felhalmozo6das lehet egy elakadt lebontd aktivitds miatt is vagy eredhet egy fokozott
autofag miikodésbol. A kérdés megvalaszolasdhoz megvizsgaltuk az autofagia altal bomlo
Ref(2)P mennyiségét a sejtekben immunoblott segitségével. Valtozatlan génkifejezddés mellett

(19/A. 4bra) a szolubilis Ref(2)P mennyisége csokkent Mtmrétt genetikai hattérben (19/B.
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abra) és kiilonb6z6 géncsendesitések hatasara (GDII, GDIII, TRiP-1, 19/C. abra), ami arra utal,
hogy Mtmr6 hianyaban n6 a Ref(2)P degradécioja, igy n6 az autofag fluxus.
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19. abra: Ehezéskor a Ref(2)P mennyisége EDTP mutansokban nem valtozik meg, Mtmré6 deficiencia
hatasara azonban lecsokken. A: qRT-PCR eredménye, L3F zsirtest mintakban a Ref(2)P/p62 mRNS mennyisége
megnd EDTPM' mutdnsokban, mig Mtm6 zsirtestben nem véltozik az mRNS expresszio. B: Ref(2)P
mennyiségének vizsgalata immunoblottal. Az abra aljan a parhuzamosokbodl szarmazo kiértékelés (pixelintenzitas
valtozas a kontrollhoz képest) lathatd. Mtmré mutansokban az autofagia altal bomlé Ref(2)P mennyisége csdkkent.
+ ;w8 C: Mtmr6-RNSi hatasara a Ref(2)P mennyisége csokken a zsirtest sejtekben. Kétféle promoterrel
meghajtott géncsendesités esetén is hasonld eredményt kaptunk. A kontrollokban a Gal4 forras kifejez6dik RNSi
konstrukcié nélkiil. Cg-Gal4: zsirtestben, lymphoid szévetben és hemocitakban kifejez6d6 Gal4. Act5C-Gal4:
altalanos kifejez6dést mutatd Gal4. alfaTub84B: normalizal6 kontroll. *: p < 0,05. ns: p > 0,05.
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A GFP-Ref(2)P-vel nagyrészt a sejtekben felhalmozodod Ref(2)P aggregatumokat lehet
jeldlni (Mauvezin és mtsai., 2014). Atg7“’” mutans genetikai hattérben, ahol az autofagoszéma
formalddas zavart szenved, megnd ezen aggregatumok mennyisége. Kisérleteinkben ezt
hasznaltuk pozitiv kontrollként az aggregatumok jelolésére. Mtmr6“- mutansokban a
kontrollhoz hasonléan nem halmozodnak fel aggregatumok. A GFP-pozitiv strukturak
méretében megfigyelhetd egy kis mértéki csokkenés, mely csak a homozigota mutansokban
adodott szignifikans kiilonbségnek (20. &bra). Ezen megfigyelések tovabb erdsitik azt a

feltételezést, hogy Mtmr6 hidnya nem befolyasolja az autofag lebontast.

o
@

o
@

Ref(2)P tertlet %
o (=3
N -
=
w
=
w

£ . . .
3 00 LE95 == o uthm
= Mtmr6'L/DF7 78 .
% - = ns
= . & 30 .
= s .
5 §E 2
A o N
o e L ns
™ Nm 10 . :
O T = ‘
Cz-\é 0 K‘ L Y s -
0O + (n=10) -
ftmrét (n= :
m Mtmre* (n=11) dg 05 ns* ns
— x -
@ Atg77 (n=6) EE~" o 3 .
X = g 03 L ‘
gs‘—'oz ‘i; - g .“ ‘
m.“ = -
O +/DI778 (n=10) g2 ., . B
<o s »

m Mmr6/Dr778 (n=10) 00

20. abra: Ehezéskor a GFP-Ref(2)P mennyisége nem valtozik meg Mtmr6 mutansokban. A riporterrel jellt
aggregatumok mérete kisebbek. +: W8, Atg7477: az elakadt autofig folyamat pozitiv kontrollja. Mtmr6--/Df778:
Mtmré“- mutacié hemizigota formaban, nagy delécioval szemben (a genotipusok részletesen az anyagok és
mobdszerek fejezetben olvashatéak). Méretskala: 10 um. Hoechst: sejtmagok. Az 4bran lathatd szemikonfokalis

fluoreszcens képek tobb optikai szelet egyesitésébdl allnak dssze. *: p < 0,05; ns: p > 0,05.

Gyakran hasznalt marker az autofagia folyamatanak mérésére az Atg8a citoplazmatikus
¢s membran-kotott formajanak immunoblottal vald jel6lése és aranyuk vizsgalata (Mauvezin
és mtsai., 2014). Mtmr6 hidnydban a membran-kotott forma (Atg8a-II) aranya a
citoplazmatikus Atg8a-I-hez képest megnétt (21. abra). EDTP hianyaban a vartnak megfelelden

nem valtozott a két Atg8a-forma aranya (21. abra).
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21. dbra: Ehezéskor EDTP mutinsokban nem valtozik az Atg8all/Atg8al arany. Mtmré mutansokban megné
a membran-kotott Atg8a aranya a citoszolikus formahoz viszonyitva. Az ébra bal oldalan az anti-Atg8a
immunoblott eredménye lathat6, az abra jobb oldalan pedig a parhuzamosokbol szarmazéd kiértékelés
(pixelintenzitds valtozas a kontrollhoz képest). Atg8a-l: citoplazmatikus Atg8a forma, Atg8a-II: autofag
membranhoz koétdtt forma. alfaTub84B: normalizald kontroll. + : w8, EDTPM/Df161: EDTPM' mutacié

hemizigdta formaban, nagy delécidval szemben. Mtmr6--/Df778: Mtmr6-- mutacié hemizigéta forméban, nagy

delécioval szemben. *: p < 0,05. ns: p > 0,05.

Fluoreszcens mikroszkopos eredményeinket ultrastrukturdlis vizsgalatokkal is
alatimasztottuk. Ehezés-indukalt autofigia soran a sejtek citoplazmajaban jol lathatoak
elektronmikroszkdpos felvételen a savas, elektrondenz autofag strukturdk, melyek mennyisége
Mtmr6-- mutansokban megnd (22. abra). A sejtekben megtalalhatoak korai, még lebontas elétti
autofag struktirak és késoi, degradald autolizoszomak is (22. abra). Sok esetben membran

felhalmozaodast figyeltiink meg a sejtmag kortil Mtmr6 hianyéaban.

22. abra: Ultrastuktiralis felvétel éhezé L3F larvakbél szarmazoé zsirtestekrél. A kontroll (+ - w!i®)

citoplazméaban megtaldlhaté néhany autofig strukturdkhoz képest Mtmré mutans (Mtmr6Lt) genetikai hattérben
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megnd az autofagoszomak szama (fels6 nagyitas) és az emésztett citoplazma komponenseket tartalmazo (alsod

nagyitas) autofagoszémak szama. A sarga nyilak autofag strukturakat jelolnek. méretskala: 500 nm.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy az Mtmr6 vajon melyik 1épésnél fejti ki gatld hatasat az
autofagiara. Syx17 mutans genetikai hattérben az autofagoszomak ¢&s lizoszomak fuzidja gatolt
(Takéts és mtsai., 2013). mCherry-Atgl8a-t expresszalé Syx17-" mutdnsokban meg lehet
vizsgalni, hogy az Mtmr6 csendesitése hogyan hat a korai autofag struktirak mennyiségére. Az
Mtmr6-RNSi klonsejtekben megnétt (koriilbeliil haromszorosara) az mCherry-Atgl8a-pozitiv
teriiletarany (23. abra), igy feltételezhetéen ¢hezd koriilmények kozott az Mtmr6 gatolja az

autofagoszomak képzodését.
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23. Abra: Az autofagoszéma-lizoszoma fiizio gatlaisakor Mtmr6-RNSi hatisira né a korai autofag
strukturak teriilete zsirtest sejtekben. Syx17-- mutansokban klonélisan csendesitettiik az Mtmr6-ot (zld- GFP-
pozitiv sejtek). Ennek hatasara felhalmozddtak a sejtmag koriil az mCherry-Atgl8a-jeldlt korai autofagoszomak
mennyisége. Az abran lathatd szemikonfokalis mikroszkdpos képek tobb optikai szeletrdl késziilt felvétel

egyesitésébol jottek 1étre. Méretskala: 10 pm. ***: p < 0,001.

Az Mtmr6 valdsziniileg nem az indukcids komplexnél fejti ki a hatasat, az Mtmr6
hianya ugyanis nem befolyasolja az Atgl3 hiperfoszforilaltsagi allapotat. Immunoblottal
vizsgalva nem kiilonbozik szignifikinsan az mtmr6't homozigéta mutinsokban, sem
hemizigdota mutans hattérben a foszforilalt- és nem foszforilalt-Atgl3 fehérjék mennyiségének

aranya (24. abra). EDTP hidnyaban szintén nem valtozik meg az Atgl3 foszforilacio (24. dbra).
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24, dbra: Ehezés soran nem valtozik meg az autofag aktivitashoz fontos Atgl3 foszforilacié mértéke Mtmr6
és EDTP mutacio hatasara sem larvalis zsirtestben. A két myotubularin foszfataz nem az indukcios Iépések
szabalyozasaban jatszik szerepet. A: EDTP mutinsokban nem valtozik a foszforilalt-Atgl3/Atgl3 arany. B:
Mtmré mutansokban sem mutathat6é ki szignifikans valtozas az Atgl3 foszforilaci6 mértékében. Az abra bal
oldalan az anti-Atgl3 immunoblott eredménye lathatd, az abra jobb oldalan pedig a parhuzamosokbol szarmazo
kiértékelés (pixelintenzitis valtozds a kontrollhoz képest). alfaTub84B: normalizalé kontroll. + : w!',
Mtmr6-t/Df778: Mtmré't muticié hemizigéta formaban, nagy delécidval szemben. EDTPM/Df161: EDTPM

mutacié hemizigéta formaban, nagy delécidval szemben. ns: p > 0,05.

A GFP-2xFYVE marker (Wucherpfennig és mtsai., 2003) a PI3P-hez kot, és ezaltal
képes jelolni a PI3P-pozitiv autofag és endocitotikus struktirdkat is. Ezzel egyiitt blokkolja a
downstream effektorok kapcsolodasat ezen strukturakhoz, igy hasznalata koriiltekintést
igényel. Uvrag géncsendesitett sejtekben a PI3K komplex miikodése az endocitdzisban
blokkolt (Lorincz és mtsai., 2014), igy a GFP-2xFYVE-pozitiv strukturak teriiletaranyaban
torténd valtozas ez esetben feltehetden az autofag Gtvonalrdl érkezik. Az Uvrag csendesitett
sejtekben Mtmr6 deficiencia hatdsdra megné a GFP-2xFYVE riporter mennyisége, mely
nagyrészt a kortikalis régiot érinti (25. 4bra). Ha az endo-lizoszomalis rendszert nem
blokkoljuk, akkor Mtmré mutansokban a PI3P féleg a perinuklearis régioban halmozodik fel

(25. abra). Az EDTP éheztetve nem befolyasolja szignifikansan a PI3P mennyiségét (25. abra).
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25. abra: Ehezés soran az Mtmr6 befolyssolja a sejtek PI3P mennyiségét és lokalizaciéjat, mig az EDTP
nem okoz szignifikans PI3P szint valtozast. Uvrag géncsendesitett (Uvrag™P(29) sejtekben a PI3K komplex
miitkodése az endocitozisban blokkolt, igy a GFP-2xFYVE marker az autofag membranokon 1évé PI3P-t jeloli.
Mtmr6tt mutansokban Uvrag-RNSi esetén a kortikalis régiéban nd a PI3P, mely funkcionélis endocitdzis esetén
perinuklearis lokalizaciot mutat. Ehezés esetén az EDTP nem befolyasolja a sejtek PI3P mennyiségét. Az abran
lathaté szemikonfokalis mikroszkopos képek tobb optikai szeletrél késziilt felvétel egyesitésébol jottek 1étre.

Meéretskala: 10 um. *: p <0,05; ns: p > 0,05.

Ezen eredmények alapjan az Mtmr6 képes csokkenteni a PI3P mennyiségét és modositani
eloszlasat a sejtekben, hidnyaban feldusulnak a PI3P tartalmii membranok a sejtmag kortil.
Osszességében elmondhat6, hogy az Mtmr6 foszfatizként egyfajta fékentart6 faktorként hathat

az €hezés-indukalt autofagia szabalyozasban Drosophila larvalis zsirtestben.

4.1.2.2 Hostressz és oxidativ stressz vizsgalatok

Génexpresszids vizsgalatok alapjan az EDTP és az Mtmr6 kifejezddése is eltér
kiilonboz6 stressz hatasokra (15. &bra). A tovabbiakban arra voltunk kivéancsiak, hogy az
¢hezésen tul mas stressz-indukalt autofagia szabalyozasban is részt vesz-e a két vizsgalt
myotubularin-szerii lipid foszfataz.

Vizsgalataink sordn a hdstressz kivaltasdhoz mikroszkdpia eldtt egy oran at 32°C-on
tartottuk az L3F larvakat. A hdsokkot kdvetden a kontroll sejtekben nem fokozodik nagy

mértékben az mCherry-Atg8, valamint a LTR-pozitiv struktarak teriiletaranya. Mtmr6 deficiens
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hattérben azonban megnoétt a jeldlt struktirak teriiletaranya (26/A. abra). A GFP-2xFYVE-
pozitiv strukturdk teriiletaranyaban is szignifikans novekedést tapasztaltunk (26/B. dbra). Az
EDTP csendesitése szintén fokozta a savas kompartmentumok szamat (26/A. abra). Ez eltérést
mutat az €¢hezdben tapasztalthoz képest. Az EDTP ez alapjan vagy gatlo faktorként hat a
hostressz soran, de az is elképzelhetd, hogy csak abban az esetben hat a sejtes onemésztésre,
amikor bazalis (nem indukalt) szinten van jelen a sejtekben az autofag folyamat. Mivel a
kontrollokban alacsony autofag aktivitast mértiink, elképzelhetd, hogy a kezelés nem valtott ki
hostressz-valaszt a sejtekben. A hosokk kezelést kovetden ezért RNS kivonast is végeztiink, és
megvizsgaltuk, hogy aktivalodik-e a stresszvalaszban szerepet jatszo6 DnaJd-1 expresszidja. Az
izolalas elétt 32°C-on tartott w18 Jarvak esetén a zsirtestsejtekben megnétt a DnaJ-1 mRNS
mennyisége (26/C. ébra), tehat feltételezhetéen beindult a stresszvalasz a sejtekben.

Elképzelhetd azonban, hogy ez az idétartam nem elegendd az autofdgia indukalasara. Ennek

tisztazasara tovabbi kisérletekre lenne sziikség.
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26. abra: Myotubularinok hatasa az autofagiara héstressz esetén. A: Hostressz hatasara az Mtmr6 csendesitett
sejtekben megnd az autofag strukturdk teriiletaranya. EDTP-RNSI sejtekben hdstressz esetén nd a savas
kompartmentumok teriiletaranya. B: A PI3P-pozitiv autofag és endocitotikus struktarak teriiletaranya
szignifikdnsan né Mtmr6-RNSi hatasara a hdsokknak kitett sejtekben. A géncsendesités klonalis vizsgalattal
tortént, a mérésekhez a géncsendesitett (z6ld- GFP-pozitiv) sejtek kornyezetében talalhatd sejtek szolgaltak
kontrollként (a genotipusok részletesen az anyagok és modszerek fejezetben olvashatdak) C: A hdstressz esetén
szerepet jatszo DnaJ-1 kifejez6dése megnd az egy oras 32°C-on hésokkolt larvak zsirtestében. A mintak L3F w8

zsirtestekb6l szarmaznak. Belsé kontrollként Act-5C-t hasznaltunk. Méretskala: 10 um. Az abran lathatd
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szemikonfokalis fluoreszcens mikroszkopos képek tobb optikai szelet egyesitésébol allnak Ossze. Hoechst:
sejtmagok. A vizsgalatokhoz tartoz6 kvantifikdlasok eredménye az dbra jobb oldalan lathato. *: p <0,05; **:p <

0,01 genotipusok: +: w*;cgGal4, UAS-GFP-2xFYVE/+.

A négy oras paraquat kezelés oxidativ stresszt indukal a larvalis zsirtestben, ennek
hatasara fokozodik a sejtekben az autofag aktivitds. Mtmr6 géncsendesités hatasara - az
¢hezéshez hasonldan - indukdlodik benniik az autofdgia: a kontroll sejtekhez képest
szignifikansan fokozodik az mCherry-Atg8a-pozitiv struktirdk teriiletardnya és csokken
benniik a GFP-Ref(2)P-pozitiv teriiletarany (27. abra). Az EDTP csendesités hatasara nem
valtozott szignifikdns mértékben az mCherry-Atg8a-pozitiv struktlirak teriiletaranya (27. dbra).
Igy feltehetéen az Mtmr6 kiilonboz6 stressz kondiciok esetén is gatld faktorként vesz részt az

autofagia szabalyozasban. Az EDTP indukalt autofagiara gyakorolt hatdsa nem szignifikéans.
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27. abra: Myotubularinok hatisa az autofigiiara oxidativ sressz esetén. Paraquat kezelés hatasara Mtmré
csendesitett sejtekben megnd az mCherry-Atg8a-pozitiv strukturak teriiletaranya, mig a Ref(2)P aggregatumok
teriiletaranya csokken. Atg7477 : az elakadt autofig folyamat pozitiv kontrollja. EDTP-RNSi sejtekben paraquat
kezelést kdvetden nem valtozik az mCherry-Atg8a-pozitiv struktirak teriiletaranya. A géncsendesités klonalis
vizsgalattal tortént, a mérésekhez a géncsendesitett (zold- GFP-pozitiv) sejtek kornyezetében talalhatd sejtek
szolgaltak kontrollként (a genotipusok részletesen az anyagok és modszerek fejezetben olvashatdak). Méretskala:
10 um. Az abrén lathat6 szemikonfokalis fluoreszcens mikroszkdpos képek tobb optikai szelet egyesitésébol allnak
Ossze. Hoechst: sejtmagok. A vizsgalatokhoz tartozo kvantifikalasok eredménye az abra jobb oldalan lathato. *: p

<0,05; **:p<0,01; ns: p>0,05.

4.1.3 Az EDTP és Mtmro6 endocitézisban betoltott szerepének vizsgalata

Az autofagia és az endocitozis folyamata egymassal sok Iépésben kapcsolodik,

szabalyozasi mechanizmusuk nem fliggetlenithetd egymastol. Ezért fontosnak tartottuk

67



megvizsgalni, hogy az EDTP ¢és Mtmr6 foszfatazok vajon az endocitozis szabalyozasan

keresztiil képesek-e befolyasolni az autofagiat.

A Rab fehérjék olyan GTPaz aktivitasu kis G fehérjék, melyek az endomembranok
kozotti anyagforgalom szabalyozasaban és vezikuldk szallitasaban vesznek részt (Stenmark és
Olkkonen, 2001). Ezen membranok eliilonitésére alkalmasak a Rab riporterck, ha altalanos
kifejezdést és alacsony expressziot eredményezd tubulin promoterrdl fejezddnek ki. A korai
endoszomak jelolésére a YFP-Rab4 markert hasznaltuk. Etetett kontroll allatokban a Rab4
pontszerl struktarakat jelol, mig éheztetve inkdbb diffuz jelet ad a sejtplazmaban (28/A. abra).
Feltehetdleg azért mutat ilyen kiillonbséget, mert etetett koriilmények kozott a szortirozo
endoszoémak nagyobb részt vakuolaris doménbdl allnak, amit pontszerlinek latunk, mig ¢hezd
koriilmények kozott a tubularis része dominal. EDTPM mutinsokban éheztetés soran nem
valtozott meg a Rab4-pozitiv strukturak teriiletaranya (28/A. abra). Mtmr6 deficiens hattérben
a Rab4-pozitiv strukturak teriiletaranya megnd (28/A. abra).
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28. abra: Myotubularinok hatasa a Rab4 illetve Rab5 tartalmu endocitotikus vezikulalkra. A: Etetett L3F

kontroll allatok zsirtestében a Rab4 pontszerii struktiradkat jelol, mig ¢éheztetve inkabb diffiz jelet ad a
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sejtplazmaban. Ehezd Mtmr6 deficiens hattérben a Rab4* strukturak teriiletardnya szignifikdnsan né a kontroll
¢éhez6hdz hasonlitva, mig EDTP mutdnsokban nem valtozik. +: w''8; tub-YFP-Rab4/+ B: A korai endoszémakra
¢és autofagoszomakra jellemz6 Rab5 etetve 25°C-on kevésbé kifejezett, ¢heztetett mintdkban (valamint 29°C-on
etetve) a citoplazmaban pontszer(i jelet ad. Mtmr6-- mutdnsokban szignifikinsan lecsokken, EDTPM! mutdnsokban
pedig nem valtozik a Rab5-pozitiv struktirak teriiletaranya éhez6 koriilmények kozott. +: wi18; tub-CFP-Rab5/+.
Me¢retskala: 10 um. Az abran lathatdé szemikonfokalis fluoreszcens mikroszkopos képek tobb optikai szelet
egyesitésébdl allnak dssze. Hoechst: sejtmagok. A vizsgalatokhoz tartozo kvantifikalasok eredménye az abra jobb

oldalan lathaté. ns: p > 0,05; **:p <0,01; ***: p <0,001.

A Rab5 fehérje foként a korai endoszomakon és autofagoszoméakon helyezkedik el
(Hegedis ¢és mtsai., 2016), ahol aktivalja a PI3K komplexet, aminek segitségével PI3P jon létre
PI-b6l (28/B. abra). Etetés soran a larvalis zsirtestben kimutathato a GFP-Rab5 jel a
sejtfelszinen és citoplazméban szortan. Hosszabb éhezést kdvetden leginkabb csak a sejtfelszin
kozelében taldlhatdbak meg, a riporter teriiletaranya megnd (Hegedls és mtsai., 2016). Sajat
vizsgalatainkhoz Tub-CFP-Rab5 markert hasznaltunk, mely a fentebb leirtakhoz hasonlé
eloszlast mutat azzal a kiilonbséggel, hogy az ¢heztetett mintak esetén a citoplazmaban is
detektaltunk jelet. Valamint a kontrollok esetén a 29°C-on tartott larvakban erds Rab5-
kifejezOdést lehet megfigyelni a zsirtestben. Mtmré mutansokban éheztetve szignifikansan
lecsokkent a Rab5*-pozitiv struktirak teriiletaranya, mig EDTP mutinsokban nem valtozott
(28/B. abra). Ez alapjan az feltételezhetd, hogy az Mtmr6 hat a korai endoszémak
membrantartalmara. Jelenlétében a Rab4-jelolt tubularis szortirozd endoszomak mértéke

(szama vagy nagysaga) kisebb lesz, mig a Rab5-pozitiv korai endoszomakbol pedig tobb.

4.2 A fejlodési autofagia szabalyozasa a  Drosophila
szemfejlodésben

4.2.1 Autofag fehérjék hianya a morfogenetikai arokban és az osztodasi
zonaban a szemfejlodés zavarahoz vezet

Fejlodési autofagiara nem a sejtek talélése miatt van sziikség, hanem inkabb egyfajta
programozott sejtelhalal megy végbe ilyenkor. Bizonyos szoveti sejtek intenziv autofagia altal
energiat szolgéltatnak a szervezet szamara, amelybdl 0j szovet vagy szerv alakul ki. Fejlédési
autofagiarol beszéliink akkor is, ha az autofag degradacioé kismértékli (nem hal bele a sejt), de
valamilyen szignalként szolgal jelatviteli folyamatok soran és ezaltal sejtsors meghatarozo
szereppel bir. Az ecetmuslicak osszetett szemének fejlodése egy soktényezds, térben és idoben

szabalyozott folyamat. A fejlodé szemben miikodé autofagia fejlodési szerepérdl kevés
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informacioval rendelkeziink (Nisoli és mtsai., 2010; Nandi és mtsai., 2014; Lorincz és mtsai.,
2016).

Kutatomunkank sordn célunk volt meghatarozni az autofagia szemfejlédésben betdltott
szerepét. ElsOként megvizsgaltuk, hogy az autofagidban szerepet jatszd fehérjék mutatnak-e
eltérést, vagy valamilyen mintazatot a fejlédé szem-antenna imaginalis korong sejtjeiben.
Ehhez L3W stadiumu larvak szem-antenna korongjat izolaltuk, melyen anti-Atg5 és anti-Atg8a
immunjeldlést alkalmaztunk. Konvencionalis mikroszkopia segitségével detektaltuk az AtgS és
Atg8 Kkifejez6dését. Konfokalis mikroszkoppal pedig az Atgbs- illetve Atg8-pozitiv autofag
struktirdkat lehet vizualizalni. Az Atg5 (29/A-A’"’. abra) és az Atg8a (31/D. abra) kifejezddik
a teljes szemdiszkuszban, foleg a leendd feji kutikula teriiletén. Atg5-pozitiv korai autofag
struktirak jellemzdéen a morfogenetikai arok kornyékén (MF-morfogenetic furrow), illetve a
differencialodé sejtek teriiletén (DZ-differentiation zone), az MF-t6l poszterior (29/B-B””.

abra) talalhatok meg.

«Egyesitett

&

o

Egyesitett

29. abra: Az Atg5 fehérje és az Atg5-pozitiv struktirak megoszlasa a szemdiszkuszban. A-A’”: Az Anti-
Atg5 immunjeldlés mutatja, hogy az Atg5 fehérje a teljes szem-antenna diszkusz teriiletén kifejezddik. Sarka nyil
jelzi a leendd feji kutikulat, ahol a legmagasabb az Atg5 expresszio. A felvétel hagyomanyos fluoreszcens
mikroszkoppal késziilt. A’ panel egy nagyobb nagyitas a morfogenetikai arokrol (fehér nyil), ahol Atg5 fehérjék
halmozodnak fel. B-B””: Szemikonfokalis mikroszkopos felvétel az Anti-Atg5-pozitiv autofag strukturakrol a
szem-antenna diszkuszban. A fehérje eloszlassal ellentétben a leendd szem teriiletén foleg a differencialédo sejtek
mutatnak immunpozitivitast. B’” nagyobb nagyitas a morfogenetikai arokrol (fehér nyil). Hoechst: sejtmagok. A

méretskala: 100 um.
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Atg8a-pozitiv autofag struktirak féleg a morfogenetikai arok mentén ¢s mogott (DZ)
akkumulalédnak nagyobb mennyiségben, de megtaldlhatéak a proliferacios zondban (PZ) is
(30. abra).

Anti-Atg8a A’H Egyesitett

‘ B,,, Equsitett

30. abra: Az Atg8a-pozitiv struktirak megoszlasa a szemdiszkuszban. A: Az Anti-Atg8a immunjel6lt autofag
strukturak (zold pottyok) foleg a morfogenetikai arok teriiletén és mogott (DZ) figyelhetbek meg. A
szemdiszkuszok L3W stadiumi w8 1arvakbol szarmaznak. B: Az ey-Gal4(I1)-vel meghajtott mCherry-Atg8a-
pozitiv struktarak (piros pottyok) féleg a differencialddo régioban figyelhetéek meg. Az anti-Atonal (A’ és B”)
immunjeldlt szeletek az MF teriiletét mutatjak. A Hoechst (A’ és B’”) a sejtmagokat mutatja. A méretskala 10

pm-t jelol. A felvételek konfokalis mikroszkoppal késziiltek.

Az immunfestéssel kimutatott struktirdk Atg8 fehérjére specifikusnak tekinthetdek, az Atg8a-
RNSi hatasara nem mutathatd ki anti-Atg8a-val pozitiv struktira a szemdiszkusz teriiletén

(31/A. és B. abra).
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31. abra: Az Atg8a-pozitiv struktirak megoszlasa hasonlé a savas kompartmentumokkal a szemdiszkusz
teriiletén. A és B: Az anti-Atg8a immunjel6lés specifikusnak tekinthetd, Atg8a-RNSi hatasara eltiinik a
detektalhatd jel a szemdiszkuszban. C: A LysoTracker Red festéssel kimutathatd savas sejtalkotok féleg a
morfogenetikai arok teriiletén és utina (DZ) talalhatéak meg. Hoechst: sejtmagok. D: Az anti-Atg8a immunjeldlt
szemdiszkusz hagyomanyos fluoreszcens mikroszkoppal fotdzva: az Atg8a kifejezddik a teljes szem imaginalis
korongban, fdleg a leendd feji kutikula teriiletén. A méretskala 100 pm-t jeldl. A nyilak a morfogenetikai arkot
jelolik.

LysoTracker Reddel jelolt savas  kompartmentumokat  (autolizoszémak,
multivezikularis testek) szintén foként a DZ terliletén mutattunk ki (31/C. abra). Ezen
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a differencidlodo sejtekben aktivaldodik az autofagia,
de feltehetOen a szemdiszkusz mas teriiletein is miikodik bazalis szinten. Annak kideritésére,
hogy ez milyen mddon jatszik szerepet a szemfejlédésben, megvizsgaltuk, hogy kiillonbozd Atg
gének csendesitése milyen valtozast eredményez a szemdiszkuszban. Korabbi tanulmanyokban
GMR-Gal4 forrast hasznaltak az UAS-Atg RNSi konstrukciok meghajtasara (Chen és mtsai.,
2012). Ezzel a modszerrel azonban csak a MF utan, a DZ-ben érhet6 el géncsendesités (32/A.
abra). Tovabba a driver kifejez6dése onmagaban befolyasolja a szemfejlédést (Kramer és
Staveley, 2003). Kisérleteinkben szerettilk volna megvizsgalni, hogy milyen hatassal van a
szemfejlodésre, ha a teljes szemdiszkuszban csendesitjiik a vizsgalt Atg géneket. Ehhez els6
korben kétféle ey-Gal4 drivert (ey-Gal4(ll) és (111)) hasznaltunk, melyek kifejezédnek a DZ-n
kiviil mas teriiletein is a szemdiszkusznak: vizsgalhato veliik géncsendesités a PZ és a

morfogenetikai arok teriiletén egyarant (32/B. és C. abra).
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egyesitett

GMR-Gal4

ey-Gal4(ll)

32. abra: Kiilonb6z6 promoterrel meghajtott Gal4 kifjezédési mintazatai a Drosophila szemdiszkuszban. A:
GMR-Gal4-gyel meghajtott mRFP a differencialodo sejtek teriiletén kifejezett, a morfogenetikai arokban és a
proliferaciés zénaban nem fejez6dik ki. B: A masodik kromoszomas ey-Gal4d driver kifejezédik a teljes
szemdiszkusz teriiletén kivéve a leendd feji kutikula teriiltét. C: A harmadik kromoszomas ey-Gal4 driverrel
meghajtott riporter kisebb mértékii expressziot mutat, de megjelenik a teljes szemdiszkuszban. mRFP: Gal4-gyel
meghajtott UAS-Apoliner riporter, Hoechst: sejtmagok. A méretskala 50 um-t jelol. A kisérletben heterozigdta

allatokat hasznaltunk.

Megvizsgaltuk, hogy a riporterek kifejezddésiik Onmagaban befolydsolja-e a
D abra). Ezutan a kiilonbdzé autofag komplexekbdl kivalasztottunk egy-egy gént és
kifejez0désiiket csendesitettiik. A legtobb esetben abberansan fejlédott a szeme a
szemet figyeltiink meg, mely néhény esetben pedig teljesen eltlint a fejlddés folyaman (33. és
34. abrak). Az indukciés komplexben példaul szerepet jatszo Atgl01 csendesitése 96,67%-ban
aberrans szemet eredményezett (33/B. abra ¢és 34. abra). A PI3K komplex mukddését Atgla-
RNSi-vel befolyasolva az esetek 78,26%-aban valtozott meg a kifejlett allatok szemének

morfologidja (33/C. abra és 34. abra). Az Atg8-konjugicidos komplexben miikodé Atg3
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csendesitése  ey-Gal4(ll) driverrel Dbabletalitast eredményez, valamint a larvak
szemdiszkuszanak hianyaban nyilvanul meg. Az ey-Gal4(l1l) hasznalataval az Atg3-RNSi a
tobbi Atg-RNSi-hez hasonléan abnormalis morfoldgiaju szemet eredményez (33/E. abra). A
tobbi vizsgalt Atg gén csendesitésének eredménye az 34. dbran lathatd. Nem csak a szem
morfologiaban okozott az ATG fehérjék hianya valtozast, hanem az autofag muiikddésben is.
Mind az ATGS immunjeldlt strukturdk, mind az mCherryAtg8a- és LysoTracker-pozitiv

struktirak teriiletaranya szignifikansan lecsokkent géncsendesités hatasara (34/B. abra).

33. abra: Az ey-Gal4 onmagaban nem valtoztatja meg a szemfejlodést, de az Atg géncsendesitd
konstrukciokat meghajtva aberrans szemet eredményez. A-A’”: Az ey-Gal4(ll) kifejez6dése onmagaban nem
okoz valtozast a szemfenotipusban, és a vad tipushoz hasonlé autofag aktivitast lehet detektalni a szemdiszkusz
sejtjeiben. B-B’”: Az ey-Gal4(ll)-vel meghajtott Atg101-RNSi kisméretii szemfenotipust eredményez, és a
szemdiszkusz sejtekben csokken az Atg5, Atg8 és savas kompartmentumok mennyisége. C-C’”: Az ey-Gal4(ll)-
vel meghajtott Atg14-RNSi hatasara sok esetben hidnyzik a szem a felnétt allatokban, a szemdiszkusz sejtekben
csokken az AtgS, Atg8 és savas kompartmentumok mennyisége. D-D>”: A harmadik kromoszémas ey-Gald
kifejez6dése onmagaban nem okoz szemfenotipus valtozast, a vad tipushoz hasonlé mértéki autofag aktivitast
lehet detektalni a szemdiszkusz sejtjeiben. E-E’”: Az ey-Gal4(l11)-mal meghajtott Atg3 csendesités kis méretii

szemfenotipust eredményez, valamint a szemdiszkusz sejtekben csokken az AtgS, Atg8 és savas
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kompartmentumok mennyisége. A Hoechst (kék) a sejtmagokat jeloli. Genotipusok: A, A’ és A’’: w*; ey-
Gal4(I1)/+. A>’: w*; ey-Gal(ll), UAS-mCherry-Atg8a/+. B, B’ és B>”>: w*; ey-Gal4(l1)/Atg101KK101226 B> w*;
ey-Gal(Il), UAS-mCherry-Atg8a/Atg101KK101226 C C> &s C*: w*; ey-Gald(11)/Atg14KK100903 "C>>: w*; ey-Gal(ll),
UAS-mCherry-Atg8a/ Atgl4KK10003 D> ¢s D>’ w*; ey-Gal4(ll)/+. D>’: w*; UAS-mCherry-Atg8a/+; ey-

Gal4(lll)/+. E, B> és B : w*; ey-Gal4(l11)/Atg3HMs01348 B> w*; ey-Gal4(ll), UAS-mCherry-Atg8a/+; Atg3
HM501348/+_

A indukcids komplex  vezikula nukledcic elongacic reciklizacid
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34. abra: Kiilonb6zé autofag gének csendesitése megvatoztatja az autofagia folyamatat és a szem
fenotipusat. A: A kiilonboz6 autofag komplexekben mikodé Atg gének csendesitése eltéré mértékben, de
befolyasolja a szemfejlodést. Atgl01, Atgl4d, Atg3 és Atg2 esetében az allatok tobb mint a felének aberrans szeme
fejlédik ki, vagy egyaltalan nem alakul ki szeme. Hoechst: sejtmagok. eGFP: ey-Gal4d(ll)/+;
eGFPPVALIUM2BShRNA([1)/+, Atgl: ey-Gald(ll); Atg1’F02278 Atg101: ey-Gal(ll), UAS-Dcr2/Atg101KK101226 Atg6: ey-
Gal(Il), UAS-Dcr2/UAS-Dcr2; Atg6'ro287/+, Vpsl15: ey-Gal(ll)/+; Vps15HMS00908/4+ — Atg14: ey-Gal(ll), UAS-
Dcr2/Atg14KK100903 - Atg3: ey-Gal4(11)/Atg3mMS01348 Atga: ey-Gal(ll); Atgda’™30% Atg5: ey-Gal4(ll); Atg5IFo270s,
Atg7: ey-Gal4(ll); Atg7'™0278  Atg8a: ey-Gal4(ll); UAS-Dcr-2/+; Atg8a’™28%/+, Atg8h: ey-Gal4(ll)/+;
Atg8hHMS0I245/ 4 Atg16: ey-Gald(ll)/+; Atgl6HMS0347/+  Atg2: ey-Gal4(l11)/Atg2HMs01% - Atg9: ey-Gal4(ll);
Atg9’Fo2®l  B: Atgl01, Atgl4, Atg3 RNSi hatdsara csokken az autofdg sturukturdk teriiletaranya a
szemdiszkuszban. A diagramon a szdras van feltiintetve. *: p <0,05 **:p <0,01.

Genotipusok: ey-Gal4(ll) (kontroll az Atgl01-hez és az Atgl4-hez): w*; ey-Gal4(ll)/+. Atgl01 RNSi: w*; ey-
Gal4(11)/Atg101KKI01226  Atg14: w*; ey-Gald(I1)/Atg14KK100903 ey-Gal4(1II) kontroll az Atg3 RNSi esetén: w*; ey-
Gal4(l11)/+. Atg3 RNSi: w*; ey-Gal4(l11)/Atg3"MS01348 Kontroll az Atg5 és Atgl3 RNSi esetén: w*; ey-Gal4(ll),
UAS-Dcr-2/+ Atg5 RNSi: w*; ey-Gal4(ll), UAS-Dcr-2/Atg5°r927%3 | Atg13 RNSi: w*; ey-Gal4(ll), UAS-Dcr-2/
Atg13KK100340,
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Az ey-Gal4(ll) kifejez6dik a peripodialis membranban is. Felvetédhet a kérdés, hogy az
Atg-RNSi esetekben kapott abnormalis szem-morfologia esetleg a peripodialis membranban
torténd csendesités miatt alakul ki. Ennek kideritése véget c311-Gal4 forras segitségével is
csendesitettiink kiilonb6zé Atg géneket. Ennek hatdsara specifikusan a peripodialis
membranban érhet6 el géncsendesités, mely a szemdiszkusz egyéb teriiletét nem érinti (Gibson
¢s Schubiger, 2000). A c311-Gal4-gyel meghajtott Atg-RNSi konstrukciok esetén nem
600/genotipus) minden esetben 1% alatt mutattak a normalistol eltéré szem fenotipust (Billes
¢s mtsai., 2018).

Az ey-Gal4-gyel kapott eredményekhez hasonld valtozasokat kaptunk so7-Gal4-gyel
vald csendesitések esetén is. A Gal4 kifejezodik a teljes szemdiszkusz teriiletén, kivéve a
peripodialis membrant (35/A. abra). A so7-Gal4-gyel meghajtott Atg géncsendesités a legtobb
esetben kisméretli szemfenotipust eredményezett (35/B. 4bra). Ezen eredmények alapjan
valdszintisithetd, hogy a megfigyelt abnormalis szemfenotipusok nem a transzgén vagy egyéb
aspecifikus hatas miatt alakulnak ki, hanem inkdbb a szemdiszkusz sejtjeiben az autofagia

hianya, illetve az Atg gének csendesitése okozza a fejlddési zavart.
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35. abra: Szemfenotipus valtozas so-Gal4-gyel meghajtott Atg géncsendesitések esetében. A: A so-Gal4-gyel
meghajtott riporter fehérje kifejezddik majdnem a teljes szemkorongban. A fehér nyil a mofogenetikai arok helyét

jeloli. A Hoechst (kék) a sejtmagokat jeloli. A piros csatorna (mRFP) esetén so7-Gal4d-gyel meghajtott UAS-
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Apolinert hasznaltunk. Az expresszids vizsgalathoz heterozigodta allatokat hasznaltunk. A méretskala 50 pm-t jelol.
B: Atg gének csendesitése so7-Gald hasznalatival sok esetben abnormadlis morfologiaju vagy kis méretl
szemfenotipust eredményez, mig Onmagiban a GFP csendesitése nem okoz valtozast a kifejlett szem
morfologiajaban. eGFP: eGFPPVALIUMSIRNS/s07-Gald,  Atgl0l: Atgl01KK1226/+:  so7-Gald/+. Atgl4:
Atg14KK100903/ 4~ 507-Gald/+. Atg3: Atg3HMS0L348/507-Gald. Atg2: Atg2HMS011%8 /sq7-Gal4.

Kiilonb6z6 Atg gének csendesitésével azonban nem minden esetben kaptunk
rendellenes szemfenotipust. Annak kideritésére, hogy ezen utdbbi esetekben a géncsendesités
rossz hatékonysaggal miikddik-e, vagy ezen Atg fehérjék hidnya nem okoz valtozast a
szemfejlodésben, a kiillonbozé Atg-RNSi szemdiszkuszokbol RNS és fehérje kinyerést kovetéen
megvizsgaltuk a géncsendesités hatékonysagat. Azt tapasztaltuk, hogy azon esetekben, ahol a
szemfejlédés nem megfelelden zajlott, a géncsendesités hatékonyan miikodott (36/A. é&bra).
Megjegyzendé tovabba, hogy a géncsendesités hatékonysaganak mérése nem pontos
(feltehetoleg alabecsiilt), mivel az RNS kivonast a teljes szem-antenna diszkuszbol végeztiik,
mig a géncsendesitések csak a szem mezot érintik. Azokban az esetekben pedig, ahol a
szemfejlddés normalisan ment végbe, a géncsendesités nem volt hatékony. Atg5-RNSi (36/B.
abra) és Atg13-RNSi (36/C. abra) esetében példaul nem mutathat6 ki nagymértékii csokkenés a

fehérje mennyiségben.

A

kontroll Atg101 RNSi kontroll ~ Atg14 RNAI kontroll ~ Atg3 RNSi
M kontroll  Atg5 RNSi M kontroll ~ Atg13 RNSi
i e~ —315kDa -—

Alg3. P Atg13-P t o —59kDa
- Atg13 ™ —49kDa
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36. abra: Abnormalis szemet okozé Atg-RNSi konstrukciok csokkentik, mig a normalis fejlédést mutato
esetekben nem valtozik az Atg gének expresszidja a szem-antenna diszkuszban. A: szemikvantitativ RT-PCR-
rel az Atg101, Atgl4 és Atg3 RNSi konstrukciok képesek csokkenteni a jelolt Atg transzkriptumok mennyiségét.
Act5C-normalizalé kontroll. B: anti-Atg5-tel jelolt immunoblotton nem mutathat6 ki valtozas az Atg5 fehérje
mennyiségében a szemdiszkuszban. C: anti-Atgl3-mal jel6lt immunoblotton nem mutathatd ki valtozas sem az
Atgl13, sem a foszforilalt-Atgl3 fehérjék mennyiségében a szemdiszkuszban. Belsd kontrollként az alfaTub84B
mennyiség szolgal. M: fehérje méret marker. Hasznalt torzsek: kontroll az Atg101 és Atgl4 RNSi esetén: w*; ey-
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Gal4(11)/+. Atg101 RNSi: w*; ey-Gal4(11)/Atg101KK101226 Atg14: w*; ey-Gald(11)/Atg14KK100908 Kontroll az Atg3
RNSi esetén: W*; ey-Gal4(l11)/+. Atg3 RNSi: w*; ey-Gal4(111)/Atg3HMS01348 Kontroll az Atg5 és Atgl3 RNSi
esetén: W*; ey-Gal4(ll), UAS-Dcr-2/+ Atg5 RNSi: w*; ey-Gal4(l1), UAS-Dcr-2/Atg5° %273, Atg13 RNSi: w*; ey-
Gal4(I1), UAS-Der-2/ Atg13KK100340,

Hasonlét tapasztaltuk az Atg8a vizsgalatakor. Atg8a-RNSi konstrukciok koziil a Valium
20 (V20) géncsendesitd konstrukcié hasznalatdval nem mutattunk ki jelentds valtozast sem
fehérje szinten (37/A. ébra), sem a szem morfologidjaban (37/B. abra). Masik két esetben (GD
¢s TRiP-1) pedig jelentdsen lecsokkent az Atg8a-1 mennyisége a szemdiszkuszban (37/A. abra).
Az utdbbi két esetben, ahol sikeres volt a géncsendesités, magas volt az abnormalis
szemfenotipus penetranciaja is (37/B. abra). Az abnormalis szemfenotipust részben képes
menekiti egy olyan transzgén, amely tartalmazza a teljes Atg8a szekvenciat (gfp-Atg8a) (37/C.
abra). Igy feltehetden nem off target hatas okozta a valtozast a szem morfologiajaban az Atg8a

GD és TRiP-1 hasznalatakor, hanem az Atg8a csokkent mennyisége.
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37. abra: Az Atg8 csendesités hatékonysaga konstrukcio-fiiggé. Ahol hatékony a géncsendesités, ott nagy
mértékben zavart szenved a szemfejlodés. A: Az Atg8 csendesités eredményét mutatd immunoblott. A GD és

TRiP1 konstrukciok hasznalataval nagy mértékben lecsokkent a nem membran-kotott Atg8a fehérje (15kDa)
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mennyisége. Bels6 kontrollként alfa-Tub84B-t hasznaltunk. M: fehérje méret marker B: Atg8a csendesités (W20,
GD, TRiP1) és Atg8a mutaci6o (KG) hatasara hatasara bekovetkezett valtozds a szem morfologidjaban. A
géncsendesités a GD (himekben tdbb mint 50%) és a TRiP1 (himekben kb. 42%) esetén okozott kis/rendellenes
szemfenotipust. C: A GD és TRiP-1 altal okozott szemfenotipust képes részben menekiteni a gfp-Atg8a transzgén.
A kisérleteket az UAS-Gal4 rendszer mitkodésének el6segitése - vagyis a hatékony géncsendesités - végett 29°C-
on végeztiik el. V20: w*; ey-Gal4(l1)/+; Atg8atMs01328/+ GD: w*; ey-Gal4(I1)/UAS-Dcr-2; Atg8a®P4654/+ TRiP-
1: w*; ey-Gal4(11)/UAS-Dcr-2; Atg8a’™028%/+ KG: Atg8akCo30®o,

Az Atg14-RNSi mellett az Atgl4-g (Atgl4 lokuszt tartalmazd inszercié a genomban;
Katheder és mtsai., 2017) is kifejezddik a szemben, és részben menekiti a szem fenotipusat
(38/A. abra). Az Atgl01-gyel atfed6 genomi régi6é (DC352) duplikacioja szintén képes volt az
Atg101-RNSi altal okozott szemfejl6dési zavarokat menekiteni (38/B. abra). A DC352 jelenléte
a szemdiszkuszban tovabba képes volt az autofag aktivitast is visszaallitani majdnem a kontroll

szintre (Billes és mtsai., 2018).
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38. abra: Az Atgl4 és Atg101 genomi képidja képes menekiteni a géncsendesités szemfenotipusra gyakorolt
hatasat. A: Az Atg14 RNSi hatasara mindkét nemben nagymértékii a kis méretii szemfenotipus megjelenése, mely
lecsokken az Atgl4 transzgén kifejezodése esetén. B: Az Atgl01 géncsendesités foként a himekben kis méretii
szemfenotipust eredményez, ami menekithet6 az Atgl01-et tartalmazo inszercioval (DC352). Atgld RNSi: w*;
ey-Gal4(11)/Atg14KK100903 Atg14 RNSi; g-Atgl4d: w*; ey-Gald(11)/Atg14KK100903; g_Atg14/+. Atg101 RNSI: w*; ey-
Gal4(11)/Atg101KK101226 Atg101 RNSi; DC352: w*; ey-Gal4(11)/Atg101KK101226; DC352/+,

Megvizsgaltuk tovabbd, hogy a larvalis zsirtestben bazalis autofagia gatld faktorként
azonositott EDTP, valamint ¢hezés soran autofag-inhibitor Mtmr6 is kifejezédik-e a

szemdiszkuszban (15. abra). A larvalis zsirtesthez hasonléan foként a Mtmr6B izoforma
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fejezodik ki. Megvizsgaltuk tovabba, hogy a szemdiszkuszon beliil milyen eloszlast mutat az

EDTP expresszidja in situ hibridizacios technikaval (39/A. abra).
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39. abra: Myotubularinok csendesitése befolyasolja a szemfejlodést. A: Az EDTP mRNS-sel megegyez6
(EDTP-sense -kontroll) és komplementer szal (EDTP antisense) in situ hibridizacidja w''8 szemdiszkuszban. Az
EDTP kifejezddik a teljes szem-antenna korongban, a morfogenetikai arok kornyékén kifejezettebb. A méretskala:
100 pm. B: Az Mtmr6 csendesitése (GDII és GDIII) mindkét nemben képes kis méretli szemet eredményezni. Az
EDTP-RNSi szintén befolyasolja a szemfejlédést; himekben eléfordul, hogy nem alakul ki szem a fejlédés soran.
EDTP tultermelés hatasara kisebb penetranciaval, de szintén eléfordulnak abnormalis szemfenotipusok. n=150-
400. RNSi mérések 29°C-on torténtek, az EDTP thltermelés 25°C-on ment végbe. Mtmr6®P'": w*; ey-Gal4(ll),
UAS-Dcr-2/Mtmr6®P!, Mtmr6SP!": w*; ey-Gal4(ll), UAS-Dcr-2/+; Mtmr6®P!"/+, EDTP-RNSI: w*; ey-Gal4(ll),
UAS-Dcr-2/+; EDTP-RNSi/+. UAS-EDTPEY: w*; ey-Gal4(lIl), UAS-EDTPEY,

Az EDTP mRNS a szem-antenna diszkusz teriiletén szort eloszlast mutat, kifejezddése
a morfogenetikai arok teriiletén a legmarkansabb. Géncsendesitése és tultermeltetése esetén is
zavart szenved a szem fejlodése (39/B. dbra). Az Mtmr6 RNSi 29°C-on, ahol a géncsendesités
a leghatékonyabb, a kifejlodo szemek tobb mint fele kisebb méretii a vad tipushoz képest. EDTP
RNSI esetén szintén gyakori volt a kis méretli szemfenotipus (7,83%). Az EDTP tultermelése
is okoz valtozast a szem morfologiajaban: a vizsgalt muslicak 1%-anak nem fejlédott ki a
szeme, 1,27%-anak volt abnormalis szeme, mig 2,18%-ban kis méretii szeme alakult ki (39/B.

abra).

4.2.2 Kompenzaciés mechanizmusok segitik a Drosophila szemfejlédés
soran a sziikséges autofag aktivitast
Munkénk soran az autofagia szemfejlédésben betdltott szerepének vizsgalatdhoz nem

csak Atg géncsendesitések, hanem Atg mutaciok hatasat is vizsgaltuk. Mivel az autofagia a
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korai fejlodésben is fontos szereppel bir, az Atg mutaciok homozigota formaban letalisak
(McPhee ¢s Baehrecke, 2009), igy benniik a szemfejlodés nem vizsgalhatd. Annak érdekében,
hogy az éllatok tuléljék a korai fejlédési stddiumokat, genetikai mozaikokat hoztunk 1étre, ahol
a szemben klonalisan vizsgalhaté a homozigota Atg mutaciok hatasa. Atgl7 hianyaban az L3W
stadiumu larvak egy részének teljesen hianyzik a szemdiszkusza, kis szazalékban pedig Kis
méretll szem fejlodik ki (40/A. abra). Felmeriilt azonban a kérdés, hogy a géncsendesités miért
okoz a muslicdk esetén nagyobb szdzalékban abnormalis szemet, mint a mutacio. Atgl7
mutansokban lecsokken az mRNS termék szintje (40/B. dbra). Ugyanezen allatokban azonban
overexpresszalodik a htt. A huntingtin fehérje az Atgl7-hez hasonléan adaptor (scaffold)
szerepet tolt be az autofag folyamatban. Feltehetdleg ezen funkcionalis kompenzacié miatt nem
okoz sok esetben az Atgl7 mutans muslicak szemében fenotipusos valtozast. Megvizsgaltuk
tovabba, hogy az Atgl7 mutans allatok esetén tapasztalt szemfenotipus valoban a génhiany
miatt van-e. A vad tipusu Atgl7 allél UAS-Gal4 rendszer segitségével torténd kifejeztetése

képes volt menekiteni a kisméretli szemfenotipust (40/A. dbra).
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40. abra: Az Atgl7 mutaciéja kis szazalékban zavart okoz a szemfejlédésben. Atgl7 deficiens allatokban
overexpresszalodik egy funkciondlis analog gén, a htt. A: Az Atgl7 mutacioja (Atgl79%0) kis szdzalékban okoz
zavart a szemfejlédésben, de egyes esetekben akar a teljes szem-antenna korong hianyéban nyilvanul meg. Az
Atgl7-et thltermeld allatokban (ey-Gal4(ll), UAS-Atgl7-GFP; Atg179%%) a kontroll csoporthoz képest (ey-
Gal4(ll); Atgl7d130) kevesebb szazalékban fordult el kisméretli szemkorong, a larvak nagy részében vad
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tipushoz hasonlé szem-antenna korong fejlédott. B: Szemiquantitativ PCR alapjan az Atgl7 mutansokban
lecsokken az Atgl7 mRNS termék mennyisége, a htt mRNS pedig taltermelédik benniik. Belsé kontrollnak Act-
5C-t illetve Rpl32-t hasznaltunk. Hasznalt genotipusok: ey-Gal4(ll); Atgl7d130: ey-Gal4(ll)/+; FRT82B,
Atg17d130. ey-Gal4(ll), UAS-Atgl7-GFP; Atg179%0: ey-Gal4(ll)/+; FRT82B, Atg17d130/FRT82B, Atg17d130,
UAS-Atg17-GFP.

Az Atg8a génrdl harom splice-varians irédik at. Az L3W stddiumu larvak
szemdiszkuszaban ezek koziil az Atg8a-A expresszalodik nagyobb mennyiségben, a B izoforma
kevésbé abundans, mig a C varians mennyisége a detektalasi kiiszob alatt van (41/A. abra). A
KGO07569 egy inszercid, melynek pozicidja az Atg8a-A-t érinti. Megvizsgaltuk, hogy Atg8al®
mutansokban hogyan valtozik a kiilonboz6 izoformak kifejezédése. A vartnak megfelelden az
A mRNS varians nem expresszalodik benniik, viszont a B izoforma mennyisége megnd a vad
tipushoz képest. Az Atg8a-C is kimutathaté benniik (41/A. abra). Az Atg8a-nak létezik egy
paralogja, az Atg8b, mely normalis koriilmények kozott nem expresszalodik a szemdiszkuszban
(vagy a detekcios kiiszob alatti mennyiségben van jelen) (41/A. abra). Atg8aX® mutansokban is
megvizsgaltuk az Atg8b expresszidjat, és azt tapasztaltuk, hogy a paraldg gén
transzkripcionalisan aktivalodik benniik, de Atg8a géncsendesités (GD és TRiP-1) hatasara
eltinik (41/A. abra). Vizsgalatainkba bevontunk egy delécios allélt is, a d4-et, mely az atg8a-
A els6 exonjat érinti (12/C. abra). Benniik a kontrollhoz képest nagyobb mennyiségii A mMRNS-
t mutattunk ki. A PCR olyan primerparral lett megtervezve, ahol az egyik primer a delécioval
atfed6 szekvenciara tud bekdtni, igy a reakcid végén nem vartunk terméket. Feltehetdleg az
amplikon egy transz-splice-szerti mechanizmus kovetkeztében keletkezhet. Atg8aX® és Atg8a™
mutansokban i1s megvizsgaltuk az autofdg aktivitast. Az autofigia altal bomld Ref(2)P
mennyisége immunoblotton az Atg8ak® mutansok szemdiszkuszaban nétt, ezzel ellentétben d4
esetében lecsokkent (41/B. abra). Ez utdbbi szintén azt mutatja, hogy a delécio ellenére nincs
sz6 funkcidvesztésrol.

A szemdiszkuszokban Atg8a ellenanyaggal jeloltiink autofag strukturakat, és azt
tapasztaltuk, hogy Atg8a® mutansokban az immunjeldlt struktirak mennyisége kevesebb a
kontroll diszkuszokhoz képest, de ez a csokkenés joval kisebb mértékii az Atg8a-RNSi
hatasahoz képest, ahol szinte teljesen eltlinnek az Atg8a-pozitiv strukturak (41/C., D. abra).
Ezen eredmények azt sejtetik, hogy az Atg8a funkcidvesztését kiilonbozo sejtes kompenzacios
mechanizmusok képesek menekiteni, splice-variansok vagy paralog gén ektopikus aktivalasan

keresztil.
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41. abra: Atg8a mutans allélek funkcionalis vizsgalata. A: sg-RT-PCR Kontroll allatok (w!!!€)
szemdiszkuszaban az Atg8a génnek az A slice varidnsa dominal, de kifejez8dik a B izoforma is. Atg8akC
mutansokban az A izoforma eltlinik, de a B izoforma mennyisége megnd, a C varians pedig megjelenik. Az Atg8b
paraldég gén a kontroll csoportban nem fejezédik ki, de KG mutansokban kimutathaté mennyiségli az mRNS

ak® mutansokban megjelend Atg8b géntermék a géncsendesités hatdsara eltiinik. Atg8a%

expresszidja. Az Atg8
mutansokbol kimutathatdo az Atg8a-A mRNS termék, igy nem tekinthetd funkcidvesztéses allélnak. B: Az
immunoblott segitségével jeldlt Ref(2)P/p62 fehérje mennyisége Atg8ak® mutins szemdiszkuszokban megnd, mig
Atg8a® mutansokban lecsokken. C: Az anti-Atg8a antitestfestéssel jeldlt autofag strukturdk a szemdiszkuszban
Atg8a-RNSi hatésara nagyrészt eltiinnek, mig Atg8ak® mutansokban csak mérsékelt csdkkenés figyelheté meg. D:
A C abran lathatdé immunjel6lés kiértékelése. A géncsendesités és mutacid hatasara szignifikdnsan csdkken az
Atg8a-pozitiv strukturak teriiletarainya a szemdiszkuszban. PCR-nél hasznalt bels6 kontroll: ActSC. Az

immunoblottnal hasznalt belsé kontroll: alfa-Tub84B. Méret skala: 50 um. ***: p < 0,001; **: p <0,01.

Hasonlé kompenzacios mechanizmust mutattunk ki az Atg4a és Atgl8a gének esetén is.
Atg4a mutans genetikai hattérben (Atg4M®) vizsgalva megnd az Atgdb paralog gén kifejezédése,
mig Atg18aX® mutansokban megnd az Atg18b mRNS mennyisége (42/A. és B. 4bra).
Az Atgl3 és Atgl7 gének esetében larvalis zsirtestbdl szdrmazo adatok alapjan azt feltételeztiik,
hogy mutacidik funkciovesztést eredményeznek, mivel a mutans allélrol nem detektalhatod

géntermék. A heterozigota sziilok keresztezésébdl szarmazd homozigota Atgl3*8 vagy
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Atg179%° mutans hattérben azonban L3W stadium larvak szemdiszkuszaiban kimutathatok az
Atg gének vad tipusi mRNS-ei, illetve fehérjetermékek (40/B., 42/C. és D. abrak). Mivel
mindkét esetben egy-egy nagy deléciordl van szo, igy az RNS és fehérje termékek feltehetden

csak anyai hatas kovetkeztében vannak jelen a szemdiszkuszokban.
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42. abra: Szemfenotipust nem mutaté Aty mutinsokban megtalalhaté az adott Atg mRNS termék vagy

—
Atg13 - b | B0
Sy

paralégjanak tiltermelése figyelheté meg. A: Atg4aM® mutinsokban nem mutathatd ki Atg4a mRNS, de a
paralog Atgdb expresszidja megnd (sq-RT PCR-t kovetden a kontroll Act5C-vel normalt pixelintenzitas mérés

alapjan 1,4-szeresére nd). B: Atg18ak®

mutansokban pixelintenzitds mérés alapjan felére csokken (Act5C-vel
normalva) az mRNS termék, és megjelenik a paralog géntermék (Atg18b) is a szemdiszkuszban. C és D: Az Atg13-
mal atfedd nagy genomi deléciét tartalmazo Atgl1328! mutdnsokban megtaldlhato az anyai Atgl3 mRNS termék

(C), és csdkkent mennyiségben, de kimutathaté a fehérje is (D). Atg18aKC® = Atg18K G090, Atg4aMB = Atg4MBO355L,

84



> Megvitatas

Irodalmi adatok alapjan gerincesekben az MTMR 14/Jumpy csendesitése képes fokozni
az autofagiat, vagyis a fehérje gatld hatissal van az autofigidra (Vergne és mtsai., 2009;
Dowling és mtsai., 2010). Vizsgélataink azonban arra vilagitottak rd, hogy az EDTP aminosav-
hianyos allapotban, illetve oxidativ stressz esetén nem befolyasolja az autofag folyamatot
ecetmuslica zsirtestben (16, 19. és 21. abra). A dolgozatban nem szereplé eredményeink alapjan
ugy tinik, hogy az EDTP-nek inkabb a bazalis autofagia szabalyozasban van szerepe a
Drosophila zsirtest sejtekben (lasd Tagscherer Kinga doktori tézise). Kutatocsoportunk egy
korabbi publikacidoban bemutatta, hogy az EDTP csendesitésével ¢hezd koriilmények kozott is
lehet kismértékli autofag-indukciot elérni (Papp és mtsai., 2016). A cikkben leirt eredmények
azonban két oOrds aminosav ¢éhezésnek kitett larvak zsirtestébdl szarmaztak. A doktori
tézisemben leirt eredmények pedig a harom o6rds ¢€hezd allapotot mutatjadk be, és EDTP
mutansokban (homozigéta és hemizigota EDTPM! EDTPEY) és tobbféle géncsendesitd
konstrukcidéva is megerdsitettik ezt az allitasunkat (EDTPTRIP(V22 g5 EDTPTRIPMV20) - fgy
elképzelhetd, hogy a két o6ras aminosavmegvonds még nem indukalja azokat a jelatviteli
rendszereket, amelyek a  hosszabb  ¢éhezés soran  kellenek az  autofigia
indukcidjahoz/fennmaradasahoz. Elképzelhet, hogy az EDTP hat éhezés soran is, de csak
annak kezdeti szakaszaban. A hé- és oxidativ stressz vizsgalatokbol az tlinik valdsziniibbnek,
hogy az EDTP akkor fejti ki hatdsat, amikor az autofag degradaci6 alacsony mértékii (26. €s
27. abra). Hostressz vizsgalataink soran az autofagia kismértékben indukalédott a kontroll
sejtekben, az EDTP csendesités pedig képes volt fokozni a savas sejtalkotok mennyiségét. Négy
Ords paraquat kezelést kovetden pedig nem mérhetd kiilonbség az autofag struktarak
terliletaranyaban. EDTP tultermeléssel azonban hatékonyan lehet gatolni az éhezés-indukalt
autofagiat (17. 4bra). Korabbi kisérleteinkben az EDTP thltermeléséhez az EDTPEY allélt
hasznaltuk (Papp és mtsai., 2016). Az inszercios allél tartalmaz egy UAS szekvenciat is, igy
adott esetben alkalmas a fehérje tiltermelésére (Gal4-gyel meghajtva), de az elsé exon ilyenkor
hianyzik a fehérjéb6l. Az EDTP-inhibitor AUTEN-99 hatéanyag kezelés hatasat (autofagia
indukcio) a taltermelt EDTPEY alléllel képesek voltunk mérsékelni (Kovacs és mtsai., 2017). A
doktori munkam soran az EDTP®SV® allélt hasznaltuk a fehérje tiltermelésére, melyrdl olyan
fehérje képzddik, ami az elsd exont is tartalmazza. Ez esetben is hasonlé eredményt kaptunk; a

nagyobb mennyiségii fehérje képes volt gatolni az ¢hezés-indukalt autofagiat.
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Az EDTP-vel ellentétben az Mtmr6 éhezéskor gatolja az autofagiat (18, 19. és 21. dbra).
Feltehet6leg mas stressz-kondicidk esetén is hasonldan miikddik a fehérje (26. és 27. abra).
Nem az indukcids 1épések soran hat, 1évén az Atgl3 foszforilacidjat nem befolyasolja (24.
abra). Az indukciés komplextl downstream hat, de a PI3P szintet befolyasolja, igy feltehetdleg
(részben) a vezikulanukleécios 1épésben fejti ki autofagia gatld hatasat. Ezen eredményeinket
2021-ben publikaltuk (Manzéger és mtsai., 2021). Ezzel parhuzamosan jelent meg egy
publikaci6 (Allen és Baehrecke, 2020), melyben szintén a Drosophila Mtmr6 szerepét
vizsgaltak kiilonbozé szovetekben. Mind etetve, mind éheztetve azt tapasztaltdk, hogy a
megndvekedett mCherry-Atg8a-pozitiv struktirak teriiletaranyanak véltozasa és autofag-
struktira mérete mellett a Ref(2)P is hasonléoan nd a zsirtest és bélsejtekben. Utdbbi
kimutatasara Ref(2)P ellenanyagfestést alkalmaztak kizarolag géncsendesités esetén. Ezen
viszgalataikhoz egy olyan konstrukciét hasznaltak (MtmreHMSO1807) “mely a sajat méréseink
alapjan nem csendesitette hatékonyan az Mtmr6-ot (nem mutatott valtozast). Az altalunk
hasznalt GD és TRiP-1 konstrukciokkal viszont hatékonyan csokkent az Mtmré mRNS szintje
(19. 4bra). Mindkettével hasonld eredmények jottek ki, a Ref(2)P mennyisége immunoblotton
csOkkent, akarcsak a mutans allél esetén (19. abra). A TubGFP-ref(2)P jelolt strukturdkban
azonban nem tapasztaltunk felhalmozodast. Allen és munkatarsai (2020) a funkciovesztéses
mutans vizsgalataikban dMtmr64/dMtmreKC01267 genetikai hattért hasznaltak. A KG allélrdl

Silhankova és munkatarsai szerint az Mtmr6 hat az endoszomalis rendszerre
(Silhankova és mtsai., 2010). Allen és munkatérsai szerint az Mtmr6 az endolizoszomalis
rendszert befolyasolva hat az autofagiara (Allen és Baehrecke, 2020). Sajat eredményeink is
ezt tamasztjak ala. Bar ugy tlinik, hogy az UVRAG nélkiili membrénokon is képes hatni (25.
abra), a kortikalis régioban noveli a PI3P mennyiségét. Hianyaban megnd a Rab4*-pozitiv
struktarak teriiletaranya, mig a Rab5"-pozitiv struktirak teriiletaranya lecsokken (28. abra).
Elképzelhetd, hogy a korai/szortiroz6 endoszomak membranjaban 1év6 foszfoinozitidek
defoszforilalasaval befolyasolja az ott 1évé Rab fehérjék mennyiségét. Ismert, hogy a Rab5
képes toborozni a PI3K komplexet a korai endoszoémakra (Hegedlis és mtsai., 2016). A kinaz
miikddésével pedig megkezdddik az endoszémak érése, a keletkezd PI3P hatdsidra a Rab7
toborzodik a membranhoz, amely a HOPS komplex effektora. Ez teszi lehetévé, hogy az érett
endoszomak fazionalhassanak autofagoszomaékkal. Ez alapjan nehezen értelmezhetd, hogy
Mtmr6 hianyaban éhezd koriilmények kozott miért fokozodik az autofagia, hiszen Mtmr6

defektus esetén lecsokken a Rab5-pozitiv endoszomak teriiletaranya. Kimutattdk azonban, hogy
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¢hez6 koriilmények kozott a fizid Rab5 hianyaban is végbemegy, a folyamathoz Ccz1, Monl
és Rab7 sziikségesek (Hegediis és mtsai., 2016). gy elképzelhetd, hogy a fent emlitett Rab5-
fliggd tvonal a bazélis autofagidhoz fontos, az éhezés sordn az indukcidhoz, pedig mas
szabalyozasi utakra van sziikség. Ez magyarazatul szolgalhat arra a megfigyelésiinkre, hogy jol
taplalt kortilmények kozott az Mtmr6é miért segiti elé az autofagiat (ezt részletesebben

Aminosav ¢hezés-indukalt autofagia soran a fokozott lebontds miatt megnd az
autofagoszomakhoz sziikséges membranok mennyisége. A sejtek ilyenkor a reciklizalo
endoszomak membranjat hasznaljak a fokozott igény fedezésére. Szadmos tanulmanyban
kimutattak, hogy éhezés soran a Rabl1 az Atg9 tartalmi RE-rdl képes az autofagoszoémahoz
transzlokalédni Drosophildban és eml6s sejtkultirakban (Szatmari és mtsai., 2014; Puri ¢és
mtsai.,, 2013). Drosophila zsirtestben a Hook ¢hezés hatasara Rabll-fiiggd modon
transzlokalodik a késdi (Rab7%)-endoszoémdakrol az autofagoszomakra. A Hook egy az
endoszomak érésében szerepet jatszo fehérje. Képes a késoi endoszomakat kihorgonyozni a
mikrotubulushoz, és gatolni az érési folyamatot. A Rabl1 kotés hatasara a Hook atkeril az
autofagoszomakkal (Szatmari és mtsai., 2014). A Rab11-pozitiv reciklizal6 endoszomak a korai
endoszomak Rab5 mentes és Rab4-pozitiv teriiletérdl fiizodnek le. Feltételezhetd tehat, hogy
¢hezd koriilmények kozott inkabb ez az Gtvonal biztositja a megndvekedett membranigényt, és
magyarazatot adhat arra, hogy az Mtmr6 miikodése révén €heztetve miért gatolja az autofagiat:
noveli a Rab5 pozitivitast és csokkenti a Rab4 pozitivitast az endoszémakon. Aminosavhianyos
allapotban a sejtekben inkabb a Rab4-Rabl1-Rab7 tutvonal latszik fontosnak. Elképzelhetd,
hogy ez egy nagyobb volumenti, gyorsabb lebontést tesz lehetévé, mint a bazalis autofagia
soran fontos Rab5-Rab7 tutvonal. Az Mtmr6 ezéltal kettds szereppel bir az autofagia
szabalyozasaban: miikodése révén serkenti a bazalis autofagiat, az éhezés-indukalt autofagia
soran pedig nagyobb mennyiségben van jelen a sejtekben, és egyfajta fékentart6 faktorként hat
az autofagia folyamatédra. Hidnyaban stressz esetén egy intenzivebb degradacio indulna be a
sejtekben, ami esetleg karosan hat a sejtek homeosztazisara.

Kisérleti ereményeink alapjan az autofagia fontos szereppel bir a szemfejlédés soran is.
Hibas mukodése kisméretli vagy abnormalis morfologidju szemet eredményez a felnott

allatokban. Autofag struktarakat féleg a morfogenetikai arok teriiletén, illetve a differencial6do
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sejtekben azonositottunk, de a folyamatban részt vevd Atg fehérjék (Atg8a és Atgd)

Az autofagia az egyedfejlédéshez kiemelkedden fontos, igy hibas miikodése mar korai
fejlodési rendellenességekhez vezethet. Ahhoz, hogy vizsgalni tudjunk az autofagia
szemfejlédésben betdltott potencialis szerepét, az allatnak tul kell élnie a kritikus koral
stadiumokat, vagyis a szemfejlodés iddszakat. Ezt géncsendesitéssel ugy lehet megvalositani,
hogy Atg géneket nem az Osszes sejtben csendesitjiik, hanem valamilyen szem (primordialis)
sejtekre specifikus driverrel hajtjuk meg. Ugyanigy az Atg gének mutacioi sok esetben letalisak
a korai egyedfejlodés sordn, de klonalisan kifejeztetve a szemsejtekben vizsgalhato a hatasuk.
Néhany korabbi vizsgalat szerint, az Atg gének mutaciéi nem okoznak a szemfejlodésben
zavart, vagyis itt az autofagianak nincs nagy szerepe (Juhéasz ¢és mitsai., 2007; Velentzas ¢€s
mtsai., 2013; Pérez és mtsai., 2015). Eredményeink alapjan példaul az Atgl7 inaktivacidja
befolyasolja a szem fejlodését, néhany esetben teljesen hidnyzik a fejlddé szemkorong. Ez
azonban csak kis penetranciaval nyilvanul meg. Chen és munkatéarsai egy GMR-Gal4 forrast
hasznalva (mely féleg a differencialodo sejtekben teszi lehetévé a csendesitést) azt irtak le,
hogy az Atg7 RNSi hatasara rogos szem fejlddik, ahol az ommatidiumok fuzidja figyelhetd
meg. Atg4, -5, -8, -9, -12 vagy -18 esetén viszont nem okoz a géncsendesités valtozast a szem
morfologiajaban (Chen és mtsai., 2012; Velentzas és mtsai., 2013). Sajat vizsgalatainkhoz
azonban olyan drivereket (ey-Gal4ll és 111, so-Gal4) hasznaltunk, amivel a teljes szemdiszkusz
terliletén érhetd el géncsendesités (PZ, MF, DM) (32. dbra). Az Atg gének a teljes szemdiszkusz
teriiletén csendesitve nagy szazalékban okoznak zavart a szemfejlddésben (34. &bra). Igy
adodik a kérdés, hogy melyik mddszer mutatja jobban az autofagia szemfejlodési szerepét. A
géncsendesités soran felléphet off-target hatas, vagyis az RNSi konstrukcié mas gén(eke)t is
csendesithet. Kisérleteinkben azonban tobbféle tipusi RNSi konstrukciét hasznaltunk. Az
Atg8a csendesitésére példaul GD, TRiP1 konstrukcidkat is hasznaltunk, melyek az Atg8a
mRNS eltérd szekvencia részével komplemetalnak. fgy ha van is off-target hatés, kis
valoszintliséggel okoznak ugyan olyan fenokopiat.

Atg mutansokkal végzett kisérleti eredményeink inabb arra engednek kovetkeztetni,
hogy az RNS interferencia megbizhatobb magyardzatot ad az autofagia szemfejlédésben
betoltott szerepére. A legtobb vizsgalt Atg mutans genetikai hattér (Atg8a, Atgda, Atgl8a, Atgl3
€s Atgl7) esetén ugyanis azonositottunk kompenzacios mechanizmust a sejtekben. Zebrahalban
irtak le eldszor, hogy genetikai nullallélek fenotipus hatdsat elfedik (vagy csokkentik) a

sejtekben kialakuld kompenzaciés mechanizmusok (Rossi és mtsai., 2015) . Vizsgalataink
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alapjan az Atg8a, Atgda és Atgl8a esetében paraldg gének tultermelése figyelhetd meg (41. és
42. abrak). Az Atgl3 és Atgl7 gének esetében pedig anyai mRNS termékek/fehérjék segitik a
szemsejteket a fejlédésben (40. és 42. abrak). Igy egyedi Atg mutansok esetén nem jelenthetjiik
ki egyértelmiien, hogy az autofag folyamat valoban hidnyzik benniik. Ezt tdmasztja ala az az
eredmény is, ahol az Atg8a RNSi és az Atg8aX® mutans szemdiszkuszokban &sszehasonlitottuk
az anti-Atg8a teriiletaranyt (41. dbra). Az Atg8aXk® szemdiszkuszban nem nulla a mért immunijel
aranya. Ez azzal magyarazhatd, hogy az Atg8aA hianya mellett tiltermelddnek egyéb splice
variansok (pl. Atg8a B és C), illetve paralog géntermék (Atg8b), melyek képesek részben
atvenni a kiesett A izoforma szerepét az autofag folyamatban. Kiilonb6z6 Atg-komplexek
alkotoinak csendesitése ugyanakkor nagy mértékben csokkentette a szemdiszkuszban mért
autofag strukturak jelenlétét (34/B. abra). Osszességében elmondhat6, hogy az autofagia hidnya
vagy csokkent mitkddése zavart okoz a Drosophila dsszetett szemének fejlédésében.

A csirke szemfejlédése soran szintén vizsgaltdk az autofagia szerepét. A neurogenezis
soran programozottan elhalé sejtek maradvanyainak eltakaritasaban jatszik jelentds szerepet az
autofag degradacidé (Mellén és mtsai., 2008). Autofagia inhibitorokkal torténd kezelés utan
apoptotikus sejtek halmozddtak fel a neuroepithélium azon teriiletén, ahol az addig osztodo
sejtek befejezik a sejtciklusukat és differencidlodni kezdenek (Mellén és mtsai., 2008). A
disszertacidmban leirt eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az ecetmuslica Osszetett
szemének fejlodéséhez is a morfogenetikai arok mentén, és azt kovetden, ott fontos az
autofagia, ahol a sejtek befejezik a sejtciklusukat és megkezdddik a differencialodas folyamata.

Eml6sokben is igen intenziven kutatott teriilet az autofagia és retina kapcsolata (Boya
¢s mtsai., 2016). Az autofagia szerepét leirtdk a fényhez-val6é akkomodacié sordn: a pigmentek
képesek autofagia altal bomlani (Remé és mtsai., 1999). A kiilonb6zé ATG mutans egerek nem
élik tal a korai egyedfejlédést. ATG4B null mutans egerek azonban életképesek, a retindjukban
nem okozott az egerek retindjaban funkcionalis valtozast (Rodriguez-Muela és Boya, 2012).
Hasonl6an nem okoz gondot a retina mitkodésében a Beclin1+/- mutacidja sem (Chen és mtsai.,
2013). Ez azonban csak stresszmentes kdrnyezetben igaz, ha példaul intenziv fénynek vannak
kitéve az allatok, akkor a vad tipusu tarsaikkal ellentétben stlyos retina sériilést szenvednek.
Ez alapjan ugy tlinik, hogy a retinasejtekben féleg a stressz-indukalt autofagia fontos a sejtek
taléléséhez. A képet azonban arnyalja, hogy ATG5"%%% nestin-Cre rekombinazzal eldallitott
mutans egerekben fotoreceptor degeneracidt figyeltek meg p62 felhalmozodas mellett

Rodriguez-Muela és mtsai., 2013). ATG71/oX \yMD2-rtTA-Cre egereknél azonban nem
g g
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figyeltek meg szovettani eltérést a retinafejlodésiik soran, sem funkciondlis elvaltozast a
vizualis képességeikben (Perusek és mtsai., 2015). Igy az autofagia szerepérl az emlds
szemfejlédésben még nem mondhatunk biztosat. A doktori munkamban feltart kompenzécios
mechanizmusok azonban azt sugalljak, hogy a kiilonbz6é Atg” mutans allatokat nem minden
esetben tekinthetjiik autofagia szempontjabol funkcidvesztéses mutansnak. fgy az emlésokben

leirt eredményeket is érdemes ennek tiikrében értelmezni.
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6. Osszefoglalas

Az autofagia az eukaridta sejtek szabalyozott, lizoszéma kozvetitett lebontd folyamata, mely
soran a hibas, feleslegessé valt sejtplazma komponensek lebontasra keriilnek, és a keletkezett
autolizoszomak beltartalma reciklizalodik. Az autofdgia a sejtek szdmara nélkiilozhetetlen,
citoprotektiv  folyamat. Részt vesz a sejteket ¢ért stresszhatasokkal szembeni
valaszmechanizmusban is. Ezért az autofagia kutatasa orvosbiologiai szempontokbol fontos.

Myotubularin-szerii lipid foszfatazok az autofagia folyamatiban is szerepet jatszo
foszfoinozitidek 4atalakitd folyamataiban vesznek részt. Doktori munkam soran az emlésdkben
autofagiat szabalyozé myotubularinok, az MTMR6, -7 és -8, valamint az MTMR14 Drosophila
ortologjainak indukalt autofagidban betdltott szerepét vizsgaltam. A harmadik larvastadiumu
taplalkoz6 4allatok zsirtestében ¢€hezés hatasdra megndé az Mtmr6-A ¢és -B izoformak
kifejezddése, valamint az EDTP expresszi6 is indukalodik.

Kiilonbozo stressz koriilmények (€hezés, oxidativ stressz, hdstressz) kozott az Mtmré
inszerciés mutansokban, valamint géncsendesités hatasara a kontrollt meghaladd mértéki
autofagiat detektaltunk. Ez alapjan az Mtmr6 egyfajta fékentarté faktorként hat a stressz-
indukalt autofagiara. Miitkodését részben a korai endoszomak teriiletén fejti ki, jelenlétében a
Rab4-tartamt tubularis szortirozé endoszomak teriiletaranya kisebb lesz, a Rab5-tartalmu korai
endoszémaké pedig nagyobb. Hosszabb ¢hezés soran az EDTP hianya az indukélt autofagia
folyamatdban nem okoz zavart, EDTP deficiens hattérben nem detektaltunk valtozast az
autofagia mértékében. Az EDTP overexpresszidja azonban képes az indukalt autofagiat
visszaszoritani.

A fejlédési autofagia sejtsors meghatarozd szerepll, lebontd miikodése altal energiat
szolgaltat a szervezetnek az atépitd miikodéseihez, valamint befolyasolja a jelatviteli
folyamatokat citokinek lebontasa révén. Doktori munkam soran kimutattuk, hogy a Drosophila
szemdiszkuszban az autofag fehérjék hianya a morfogenetikai arok mentén, illetve az osztodasi
zondban a szemfejlodés zavardhoz vezet. Az autofagidban szerepet jatsz6 Atg komponensek
csendesitése markansabban befolyasolta a szem fenotipusat, mint az inszercids/delécidos mutans
allélek. Kimutattuk, hogy sok esetben ezek a mutdciok nem tekinthetéek funkcidvesztéses
alléleknek, mert kiilonb6z6 mechanizmusok (anyai hatés, splice varidnsok vagy paralog gén
ektopikus expresszioja) segitik a szemfejlddés soran kompenzalni a sziikséges autofag

aktivitast.
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7/ Summary

Autophagy is a conserved, lysosome-mediated self-degradative process of eukaryotic cells,
during which damaged, dysfunctional cellular components are degraded, and the contents of
autolysosomes are recycled. In addition to its housekeeping role, autophagy can be upregulated
during stress conditions, and acts as an adaptive mechanism essential for cell survival.
Therefore, research on autophagy is also important from a biomedical standpoint.

Acting as lipid phosphatases, myotubularins are involved in the phosphoinositide conversion
processes that are also involved in autophagy. In my PhD work, | examined two Drosophila
MTMRs, EDTP and Mtmr6, the fly orthologs of mammalian MTMR14 and MTMR6-8,
respectively. Upon starvation, the expression of Mtmr6-A and -B isoforms increased and EDTP
expression became induced in the fatbody cells of third larval stage feeding animals.

Under different stress conditions (starvation, oxidative stress, heat stress), we detected
increased autophagy in Mtmr6 insertion mutants and in Mtmr6-RNAi animals. This suggests
that Mtmr6 functions as a restraining factor on stress-induced autophagy. It exerts its function
partly in the area of early endosomes. In the presence of Mtmr6, the Rab4-containing tubular
sorting endosomes area-percentage will be less and the Rab5-containing early endosome area
will be larger. During prolonged starvation, EDTP does not influence stress-induced autophagy,
no significant difference in autophagy markers can be detected in EDTP-deficient backgrounds
as compared with control. However, EDTP overexpression is able to repress induced
autophagy.

Developmental autophagy plays a crucial role in cell fate specification, providing energy to the
organism for its remodeling functions through its degradative action. It can influence signaling
processes through the degradation of cytokines. Here, we have shown that in the Drosophila
eye-antennal-disc, the lack of autophagic proteins along the morphogenetic furrow and in the
differenciation zone leads to severe defects in eye development. Silencing of Atg components
involved in autophagy had a more pronounced effect on the eye phenotype than insertional
mutant alleles. However, we have shown that in many cases these mutations behave as not loss-
of-function alleles because different mechanisms (maternal effect, ectopic expression of a
paralogous genes or splice variants) help to compensate for the required autophagic activity

during eye development.
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9 Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni elsésorban témavezetomnek Vellai Tibor Professzornak a
doktori munkam soran nyujtott segitokész tamogatasat, tanacsait €s iranymutatasait, illetve,
hogy lehetdséget €s helyet biztositott nekem a Genetikai Tanszéken.

Kiemelt koszonet illeti Billes Viktor Andrast és Kovacs Tibort, akik a kezdetek
kezdetén befogadtak és végig tamogattak mindenben, akiknek kdszonhetden elsajatithattam a
Drosophila genetika csinjat-binjat. Koszonom nekik azt a sok id6t és energiat, amit
ramforditottak, és teszik azt a mai napig is.

Halas vagyok azért a kutatocsoporttért, akikkel egylitt dolgozhattam a Genetikai
Tanszéken oly sokaig, akikkel fejtegethettiik a myotubularinok csodds viladgat. Kivaltképp
koszonom Tagscherer Kinganak és Billes Viktornak a sok szakmai megbeszélést, vitat,
egyuttmiikodést. Nélkiiliik ez a doktori disszertacid sem johetett volna létre. Koszondm tovabba
Szinyakovics Jankanak, Szaker Henriknek, Szincsak Saradnak a kutatasaimban nyujtott
segitségét, illetve kdszondm az asszisztenseknek a munkajukat: Pénzes Tiindének, Preisinger
Reginanak, Simon Rezséné Sari néninek, Supauer Beatrixnak, és Takatsné Botond Juditnak.
Koszonettel tartozom tovabba az ELTE, Genetikai Tanszék tovabbi munkatarsainak a
tanacsaiért, kérdéseiét, amik mindig eldrevittek a kutatasban.

Ko6szondm tovabba az Anatomia Sejt- €s Fejlddésbiologiai Tanszék munkatarsainak,
hogy hasznalatunkra bocsatottak az eszkozeiket, és torzseket, de féként Lorincz Péternek
koszondm a munkam soran nyujtott sok segitséget.

Szeretnék koszonetet mondani jelenlegi fonokomnek, Dr. Kokény Gabornak a szakmai
lektoralasban nytjtott segitségért, és hogy elnézd volt velem szemben a tézisiras alatt.

Végiil, de nem utolsd sorban hatalmas koszonet illeti csalddomat: Edesanyamnak
koszondm, hogy végig hitt bennem, tdmogatott a dontéseimben és biiszke volt ram, nagyon
sokat jelent ez szamomra! Férjemnek, Tamasnak héalas vagyok a sok lelki tdimogatasért, amit
kapok tdle, valamint az inspirald szakmai eszmecserékért. Lanyomnak, Lidnak szeretném a
leginkab megkdszonni, amiért sokszor kellett eltiirnie, hogy “anya hosszunapozik™”. A talorak
ellenére is sok szeretetet kapok toliik, ebbdl meritettem mindvégig erdt, ez segitett, hogy ne

adjam fel nehéz, pandémids idékben sem.
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