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1. Bevezetés

1. 1. Az ecetmuslica, mint genetikai modellrendszer

Az ecetmuslicat (Drosophila melanogaster) Thomas H. Morgan kutatasai nyoman a XX.
szazad elejétdl kezdve hasznaljak bioldgiai kutatasokhoz. Kis testméret, gyors fejlodés, rovid
¢letciklus, konnyl tenyészthetdség, alacsony fenntartasi koltség jellemzi a muslicat, mint
genetikai modellallatot, igy tobb mas modellszervezettel szemben eldnyoket élvez. Az
ecetmuslica a rovarokhoz, azon beliil a kétszarnyuak rendjébe (Diptera), sziikebben a Drosophila
nemzetségbe  és  Sophophora  alnemzetségébe  tartozik.  Teljes  atalakuldssal
(holometamorfozissal) fejlodik. Laboratoriumi koriilmények kozott, 25°C-on az embriogenezis
24 oraig tart, majd a kifejlodott larvak elkezdenek mozogni és taplalkozni. A larva 1ét harom
larvastadiumra oszthato (L1, L2, L3), a stadiumok kozott a larvak vedlenek. Az L3 48 oraig tart,
ezen belil elkiilonitiink taplalkozo és vandorld periddusokat. A vandorlé larva mar nem
taplalkozik, hanem el6késziil a babozoddasra, szaraz helyet keres. A larvalis nyalmirigy
megnodvekedett mennyiségli valadékaval rogziti magat, majd elébab képzddik beldle. A babbol
4 nap elteltével kel ki a felnétt, adult egyed, amely a kikelést kovetden 8-12 draval mar ivarérett.
Ez a nagyjabol fél napos intervallum alkalmas arra, hogy célzott keresztezésekhez sziiz
ndstényeket gyljtsiink, ugyanis az ecetmuslica ndstények életiik folyaman csak egyetlen egyszer
parosodnak, a spermiumokat a spermatéka nevii szerveikben taroljak és egyesével adjak hozzé a

spermiumokat az érett petékhez még a petevezetékben (oviductus).

A Drosophila vizsgalatara oriasi mennyiségli informacio és genetikai, sejtbiologiai
vizsgadlomodszer 4ll rendelkezésre, igy valhatott a sok évtized alatt az alapkutatdsok
legkedveltebb modellallatava. Négy par kromoszoéméaja van, egy par ivari kromoszoéma (X, Y)
¢€s harom par autoszéma (2., 3. és 4.). A 4. kromoszoéma kisméretii, szinte elhanyagolhat6 az e
kromoszéman talalhaté gének szama, igy kutatasokban sem jellemzé a hasznalata. A teljes
genom szekvenciajat 2000-ben tartdk fel, a haploid genom mérete mintegy 175 Mb és
megkozelitéleg 15000 gént kodol. A genetikai kisérletek legfontosabb eszkozei a balanszer
kromoszomak, a fenotipusos markerek és himekben a rekombinacié hianya. A balanszer
kromoszomak, mint a neve is mutatja, kiegyensulyozzak a genomot, tobbszords inverziokat
tartalmaznak, megakadalyozva ezzel a meidzis soran a rekombinaciot. A balanszer
kromoszoémak a felismerésiiket segité dominans markert vagy markereket (pl. Curly oyster,
Rosy, Drop, Tubby, Stubble, Sternopleural) és tobb recessziv markert (ebony, yellow, white)
hordoznak. El6nyiik tovabba, hogy homozigota formaban letalisak. Balanszer kromoszoémak

segitségével letalitast vagy sterilitast okozo mutaciok is fenntarthatok tdrzsben.



Tekintve, hogy az alapvetd sejtélettani folyamatok evoliciosan konzervaltak az
¢él6lények kozott, és a muslica genetikai allomanyaban megtalalhaté a human megbetegedéseket
okozo gének homologjainak jelentés része, a muslica kivaldé modelljévé valhatott a
magasabbrendiiek sejtjeiben lezajlo folyamatok megértését célzo kutatasoknak. Modellallatként
hasznaljak a sejtvaz kialakulasanak, a neurodegeneracio6 és abbol adodo betegségek (Parkinson
kor, Huntington kor), a rak- és cukorbetegség kutatasara, mitokondrialis betegségek, az autofagia

és még szamtalan sejtanyagcsere folyamatanak megértésére.

1. 2. Az autofagia vizsgalata és jelentosége

Az autofagia egy olyan dinamikus sejtélettani folyamat, amely biztositja a sejt
alkalmazkodasat és tulélését a sejtet, illetve a szervezetet érd stresszhatas alatt, mint az éhezés,
fertdzések, mérgezések. Ezen feliil az autofagia krucidlis szerepet tolt be az egyedfejlodés soran
is [1]. Az autofagiat sejtes onemésztésként is megtalaljuk a szakirodalomban, ugyanis ¢ folyamat
soran a sejt elsdsorban sajat fehérjéit, foloslegessé valt vagy sériilt organellumait bontja le a
lizoszoémalis rendszer segitségével. A lebontasra itélt anyagok lizoszomaba keriilési mddjai
alapjan az autofagidnak harom f0 csoportjat kiilonboztetjiik meg: a makroautofagiat, a
mikroautofagiat és a dajkafehérje-iranyitott autofagiat [2][3][4] (1. abra). A makroautofagia
soran az autofagoszémadba jut az emésztendd anyag (invaginédcio), majd savas lizoszoméaval
egyesiilve torténik meg a lebontis. Mikroautofagia soran kozvetleniil emésztd lizoszémakba
jutnak a lebontasra itélt kompartmentumok. Dajkafehérje-iranyitott autofagia sordn azok a
fehérjék, amelyek tartalmazzak a KFERQ pentapeptid motivumot, dajka fehérjékhez kotddnek,
majd a chaperon fehérje segitségével egy masik membran fehérjén keresztiil keriilnek a
lizoszoma iiregébe, ahol lebomlanak. Dolgozatomban a makroautofagiaval foglalkozom

bdvebben, melyre a tovabbiakban csak szimplan autofagiaként hivatkozom.

Autofagia soran, ahogy fentebb roviden kifejtettem, a sejt a lebontandd
citoplazmarészletet kettds membrannal rendelkezd vezikuldkba, autofagoszomakba zarja. Az
autofagoszomak lizoszomakkal fuziondlnak, majd a vezikula tartalma megemésztddik. Ezen
folyamatban a lebontdst a lizoszomak savas hidrolazai biztositjak. A sejt a lebontas utan
visszamarad6 kisméretli molekuldkat a makromolekuldris szintézisbe forgatja vissza vagy

energiaforrasként hasznalja fel.

Ismert, hogy az autofagia egy erGsen konzervalt sejtélettani folyamat az egysejtii

crer

folyamatban résztvevé fehérjéket, fehérje komplexeket tekintve. A Drosophila larva teljesen
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eltér testfelépitésében az adulttol. A metamorfozis a nyugvo baballapotban térténik meg, amikor
a test szinte egészében ujraszervezddik. Ebben a felbomlas-tjraszervezddési folyamatban fontos

szerepe van az autofagianak.

A sejtes Onemésztés mas élettani folyamatoknak is fontos szerepldje, ilyen a sejtes
homeosztazis fenntartasa egészséges koriilmények kozott vagy stressz hatasara, amely lehet
példaul éhezés. A Drosophila, mint modellrendszer masik elénye, hogy jol jellemzett, gyorsan
novekvo poliploid larvalis szovetek is alkotjak. Ilyen szovet a muslica larva zsirtestje, amely
habar raktaroz lipideket, a legfontosabb funkcioi ezen til szénhidratok-, aminosavak raktarozasa,
valamint sziikség esetén ezek hatékony és gyors felszabaditasa a hemolimfaba, s mint ilyen, az
eml6s majhoz, valamint a fehér zsirszovethez hasonlo élettani funkcioval bir [5]. A larvalis
zsirtest €hezés hatasara (stressz-indukélt autofagia) vagy a normalis metamorfézis soran
beinduld (fejlodési autofagia) intenziv autofagia aktivalodast mutatnak, ezaltal biztositva az
osztodo és differencialodo diploid sejtek anyag- és energiasziikségletét az imagova fejlodés
1épesdfokain. A larvalis zsirtestet elsésorban a tdpanyagmegvondasra adott gyors valasza teszi az

autofagia vizsgalatanak legfébb modelljévé.

Az autofagianak fontos szerepe van az ¢éhezési valaszon tul az Oregedési [6],
neurodegeneracios folyamatokban, illetve az oxidativ stressz lekiizdésében is, melyek szintén jol
vizsgalhatoak Drosophila modellen. Kutatasok soran szamos, az autofag folyamatokat
szabalyozd, Un. upstream szignalmolekulat, illetve az autofagia (Atg) fehérjékkel homologiat
mutato faktorokat azonositottak. Ezek a szabalyozo faktorok nagyfoku konzervaltsagot mutatnak
a kiilonb6zo fajok kozott €s egyiittesen vazoljak fel azt az Osszetett, autofagidval osszefiiggd
mechanizmust, amely alapjaul szolgal a human betegségek muslica modellen torténd

tanulmanyozasanak is [7].

Az autofagia szabalyozasa szintén egy er0sen konzervalt mechanizmus az allatvilagban.
Pé¢ldaként csak néhany folyamatot emlitek: a sejtndvekedési utvonalak, valamint az inzulin/PI3K
¢s TOR jelatviteli utak aktivalodasa, amely gatolja az autofagiat. A novekedési faktorok hianya,
az ¢hezés, illetve az autofagiara hatast gyakorld kemikalidk, példaként emlitve a TOR kinazt

gatlo rapamicint, aktivaljak az autofagiat.
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Makroautofagia Mikroautofagia Dajkafehérje iranyitott

autofagia
Lebontandé Dajkafehérje

fehf%'% komplex

Lizoszéma/késébi
endoszoma

invaginacio Lamp-2A lizoszoma

(o

autolizoszoma

| Bom|ést!—:rmékek

(pl. aminosavak)

Fehérjeszintézis, energiatermelés, gliikoneogenezis, stb.

1. abra. Az autofagia harom f6 fajtajat, makro-, mikro- és dajkafehérje iranyitotta
autofagia mechanizmusat bemutato sematikus abra. Adaptalva: Mizushima én mtsai [4].
A makroautofagia (bal oldal) soran az autofagoszomaba jut az emésztend6 anyag, majd savas
lizoszomaval egyesiilve torténik meg a lebontas. Mikroautofagia (k6zépsd) soran kozvetleniil
emészté lizoszomakba jutnak a lebontasra itélt kompartmentumok. Dajkafehérje kozvetitette
autofagia (jobb oldal) soran bizonyos fehérjék dajkafehérjékhez kotédnek, majd a chaperone
segitségével egy membran fehérjén keresztiil keriilnek a lizoszoma tliregébe, ahol lebomlanak.

1. 2.1. Az autofag gének
Az elsé géneket, amelyek az autofag folyamatokban nélkiilozhetetlen szerepet betoltd
fehérjéket kodoltak, €leszté modellen végzett vizsgalatok soran azonositottak 1993-ban [8].

Tovabbi kutatasok ravilagitottak, hogy az Atg gének homoldgjai magasabbrendiiekben is

fontosak az autofagoszoma biogenezishez [9][10].
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Az autofag folyamatokat az Atg fehérjék komplexekbe rendezddve bonyolitjak le. Az
els6é komplex, amely aktiv az Atgl/ULK1 szerin-treonin kinaz komplex, melyet a foszfatidil-
inozitol-3 kinaz III (PI3K(III)) komplex kdvet. Ezutan két ubikvitin-szer(i konjugacios rendszer,
az Atgl2 és Atg8 konjugacios komplex 1ép be a folyamatba. Ez a két rendszer az izolalo
membran, a fagofor ndvekedését segiti eld [11][12][4]. Az Atgl2-vel ellentétben, amely csak a
fagoféron van jelen, az Atg8 (Drosophila Atg8a, emlés Atg8/LC3) az izolald membran zarodasat
kovetden létrejovo autofagoszoOma-membranon is megtalalhat6. Ez lehetové teszi, hogy az
Atgl2-komplex elemeinek jeldlése (riporterfehérje-fuzioval vagy immunhisztokémiai
kimutatdssal) az izoldld6 membranok, mig az Atg8a jelolése az izoldld6 membranok és
autofagoszomak egyiittes azonositasara alkalmas (Mauvezin et al., 2015, Mauvezin et al., 2014,
Klionsky et al., 2016). Kezdetben az Atg8a a novekvd izolald membran mindkét oldalan
megtalalhatd, az autofagoszoma kialakulasat kovetden a kiils6 membranrdl lehasadva
reciklizalodik, de a belsé membranhoz asszocialt Atg8a lizoszomaval torténd fuziot kovetéen a
degradaciora itélt anyagokkal egyiitt lebontasra keriil. Az ubikvitin molekulak altal megjeldlt,
lebontasra itélt fehérjék és organellumok a noévekvd fagoféor membranjahoz asszocialnak egy
ugynevezett adaptor fehérjén, a ref(2)P-n (a p62 Drosophila ortologja, a tovabbiakban ezt a nevet
hasznalom) keresztiil [15]. A p62 egyidejiileg kotédik az ubikvitin molekuldhoz és a ndvekvd
fagofor membranjahoz kot6d6 Atg8a fehérjéhez, ezzel biztositva a degradaciora itélt struktarak
panyvazasat és bezarodasat a majdani autofagoszémaba. Ha sériil az autofagia folyamata, a p62
fehérje erdteljesen folhalmozodik a sejtekben, mely folhalmozodas detektilasa az autofagia

hibajanak kimutatasara hasznalhat6 [16][17][18][19].
1. 2.2. Az Atg9 altalanos szerepe, szerkezete

Az Atg fehérjek csaladjanak egyetlen ismert, evolicidosan konzervalt, transzmembran
doménnel is rendelkezd tagja az Atg9, kutatdsok szerint membranrészletek, illetve lipidek
szallitasaval segiti az autofagoszoma kialakulasat [20]. Eleszt6 sejtekben a GFP-vel fuzionalt
Atg9 olyan kisméretii citoplazmatikus struktirak membranjaban helyezkedett el, amelyek a
lipideket és membranrészleteket biztositanak a fagofor 6sszeszerelddéséhez. A citoplazmaban a
fagoforok Osszeszereléséhez 0sszedllt fehérjék és novekedd membran egyiittesen alkotjak a pre
autofagoszomalis strukttrat (PAS - Pre-autophagosomal structure) [21][22]. Az autofagoszoma
kialakulasa soran az Atg9 az Atgl kinaz komplex-szel egyiitmiikdve vesz részt a folyamatban
[23][24][21][25][26]. Habar az autofagia nagy részben ismert sejtes mitkodés, az Atg9 altal
kijelolt struktardknak sem az identitdsa, sem a pontos szerepe nem tisztdzott. Léteznek

tanulmanyok, melyek az Atg9-et a mitokondriumok kozelében irtak le [27], mig masok
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kisméretii, mobilis citoplazmatikus sejtalkotokként azonositottadk az Atg9-pozitiv struktirakat,
fliggetleniil a mitokondriumoktdl [28][29]. Az Atg9 fehérje emlés homologjanak (mAtg9)
lokalizaciojarol tobb informacid is rendelkezésiinkre all, melyek szerint az Atg9 a transz-Golgi-
ban, az endoszomak membranjaban és a plazmamembranban helyezkedik el, az autofagia
folyamatahoz ezekbdl a struktirakbol szallithat membranrészleteket [30][31]. Az mAtg9
funkcidja konzervalt, Drosophila-hoz és ¢lesztéhéz hasonldéan emldsben is esszencidlis az
autofagia folyamatanak iniciaciojaban. Emlésben ismertek olyan kozremiik6do fehérjék, melyek
szabalyozzak az Atg9 térbeli és idObeli megjelenését, mikddését. Ezek a faktorok az Unc-51
like kinase 1 (UIK1 - az Atgl emlds homologja), a Zipper interacting protein kinase (ZIPK), a
p38 interacting protein (p38IP), a Trafficking Protein Particle Complex 8 (TRAPPC8), a TBC1
domain family member 5 (TBC1D5), és a clathrin adaptor protein 2 complex (AP2 komplex)
[32][33][34][35][21][20].

Szerkezetét tekintve az Atg9 egy tobbszordsen transzmembran fehérje, hat darab
transzmembran domén (TMD) és négy darab citoszolikus domént (CTD) tartalmaz [36] (2. abra).
Az elsé citoszolikus domén (CTD1) az amino (N)-terminalis végét tartalmazza a fehérjének, a
negyedik (CTD4) a karboxi (C)-terminalis véget. Tovabbi funkcionalis doméneket ezidaig nem
azonositottak. Irodalmi adatok megerdsitik, hogy az Atg9 C-terminalis doménje felelds az ismert

kotdpartnerekkel torténd interakciok kialakulaséaért.

Extracellularis/luminalis domén

C-terminalis vég

{ | Transzmembran domén

2. abra. Az Atg9 fehérje sematikus abraja. Hat darab transzmembran- és négy darab
citosz6likus doménje (CTD1, CTD2, CTD3, CTD4) van: az N- és C-terminalis végeket
tartalmazé doméneken kiviil egy nagyobb és egy kisebb CTD.

Szakirodalmi adatok alapjan egyeldre csak néhéany, kisérletesen is bizonyitott interakcids
partnere ismert a Drosophila Atg9-nek. Nagy és mtsai. 2014-ben biokémiai modszerekkel
igazoltak, hogy az Atgl8 és az Atg9 fizikai interakcidban allnak, illetve hogy Atgl8 hidnyéaban
az Atg9 nem képes eljutni a p62 altal Kijelolt, lebontasra itélt struktarakat felhalmozo PAS-hoz
[37]. Az Atgl7 szintén igazolt interakcios partnere az Atg9-nek [25]. Kimutattak az Atg9 és egy
endocitozisban szerepet jatszo faktor, az Endofilin A (EndoA) és az EndoA foszforilaciojat

végz6 LRRK?2 kinaz szerepét a Parkinson kor (Parkinson’s disease - PD) kialakulasaban [38].
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Soukup és munkatarsai a preszinaptikus membranoldalt vizsgaltak, ahol az EndoA fehérjérol
bizonyitottdk be, hogy foszforildcidja indukalja az autofagoszoma kialakulast, ezaltal a
makroautofagiat, oly modon, hogy eldsegiti az er6s membrangorbiiletekkel rendelkez6 tubularis
vezikula-formaciot, melyek igazoltan preautofagoszomalis struktirak és dokkolohelyet
jelentenek szamos autofag fehérjének, példaul az Atg3-nak. A preautofagoszomalis struktirak
jellemzOen Atg9-pozitivak [39], tovabba Soukup és mtsai. muslica fejb6l szarmazd
fehérjelizatumot hasznalva anti-tag ko-immunprecipitaciéval kimutattak, hogy az EndoA és az
Atg9 egymas kotdpartnerei. Erdekes, hogy az EndoA a Parkin és a Synaptojanin fehérjékkel,
mint PD kialakulasaban szerepet jatszo faktorokkal is interakcioban all [40][41][42][43].

2013-ban publikalt adatok alapjan a JNK ttvonal szabalyozasdban kézremiikddé Tumor
necrosis factor receptor-associated factor 2-vel (dTRAF2, az emlés TRAF6 Drosophila
homologja) az Atg9 C-terminalis doménjéhez kapcsolodik [44]. Szintén az Atg9 C-
terminalisahoz kot6do fehérjeként azonositottak a PALS1-associated tight junction proteint
(Patj), amely a Tor kinaz szignaltitvonal egyik szabalyozdja [45]. Az itt felsorolt interakciokat a

kovetkezd fejezetben részletezem.
1. 2.3. Az autofag gének autofagiatol fiiggetlen funkcioi

Napjainkban egyre tobb tanulmany foglalkozik az autofagia folyamatdban részt vevé fehérjék
mas, autofagiatdl részben vagy teljesen elkiiloniilé sejtfolyamatokban betdltott szerepével.
Szamos bizonyiték igazolja, hogy az Atg gének részt vesznek az idegrendszer mitkddésében,
gyulladasos folyamatokban, vagy jelatviteli utvonalak szabalyozasaban [16][45][44]. Erdekes
eredmények lattak napvilagot 2016-ban kutatocsoportunkbodl, mely szerint az Atgl6 mutans,
ellentétben az autofagia mas kulcsfaktorainak mutansaival, jelentdsen jobban tolerdlja az etanol
okozta szedaciot. Ugy tiinik, az Atg16 fiiggetleniil az autofagiaban betoltott szerepétdl részt vesz
az alkohol-tolerancia valasz kialakulasaban. Teszi ezt pontosabban egy Corazonin (Crz) nevii
neuropeptid szintjének szabalyozasan keresztiil [46]. A Crz egy specialis neuropeptid, a muslica
agyban minddssze né¢hany neuroszekrécios sejt termeli, melyek igazoltan az alkoholra adott
szedacids valaszban jatszanak szerepet. Ebben a tanulmanyban vilagossa valik, hogy az Atgl6
ko-lokalizal az érintett sejtekben a Crz-nal, valamint, hogy Atgl6 hianyaban szamottevien
lecsokken a Crz fehérje és mRNS szint is. EQy masik csoportunkbdl szarmazé tanulmanybol
tudjuk azt is, hogy a Atg16 hianya hozzajarul a bél gyulladasos korfolyamatainak kifejlédéséhez
az intesztinalis (bélben lezajlo) Slit/Robo jelatviteli utvonalak szabalyozasan keresztiil [47]. Egy

2010-es human fibroblaszt és HeLa sejteken végzett tanulmany szerint az Atgl2 és Atg3
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egymassal egyiittmiikodve hozzajarulnak a mitokondrialis homeosztazis fenntartasahoz,

crer

mitokondrialis eredetli sejthalalhoz vezet [48].

Az elmult néhany évben tobb kutatés is napvilagot latott az Atg9 autofagiatol fiiggetlen
funkcidinak vizsgalataival kapcsolatban. 2013-ban Tang €és mtsai kisérletesen igazoltak az Atg9
kett6s funkciojat a JNK (c-Jun N-terminal kinase) szignaltranszdukcios Gitvonal szabalyozasaban
oxidativ stressz hatasara kialakulo sejtvalaszban Drosophila bél modellen. Meglepé mddon az
Atg9 heterodimert alkot a dTRAF2-vel és pozitiv szabalyozas utjan hozzajarul a JNK tutvonal
aktivalodasahoz oxidativ stressz hatasara, ezzel hozzajarulva az intesztindlis Gssejtek
osztodasanak szabalyozasdhoz. Biokémiai adatokat is szolgaltat Tang és munkatéarsainak 2013-
as munkdja arra vonatkozoan, hogy az Atg9 a C-terminalis doménjén keresztiil kapcsolodik a
dTRAF2 faktorhoz. Tovabba az eredmények arra is ravilagitottak, hogy a reaktiv oxigéngyokok
(ROS) altal indukalt autofagia egy negativ visszacsatolassal szabalyozza a JNK tutvonalat, Atg9
hidnyaban sériil az autofagia folyamata és nem érvényesiil a negativ szabalyozas az érintett

sejtekben.

A legfrissebb kutatasok bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az Atg9 a Tor kindz Gtvonal
antagonistajaként is funkcional a Drosophila bélham homeosztazisanak fenntartasaban, valamint
a béltraktusban talalhat6 ssejtek novekedésében. A Tor kindz utvonalrdl ismert, hogy serkenti
a sejtnovekedést, illetve gatolja az autofagia folyamatat [45]. Részleteiben is megvizsgaltak az
Atg9 szerepét a Tor utvonal szabalyozasban. Biokémiai kisérletek alatamasztjak, hogy az Atg9
interakcioba 1ép a Patj-vel, amely a tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) faktorhoz, a Tor egyik
negativ regulatorahoz is kapcsolddik. Az Atg9 kotédik PatJ-TSC2 dimerjéhez, és hozzajarul a
TSC2 stabilitasahoz, Atg9 fehérje hianyaban pedig a TSC2 szintje drasztikusan lecsokken,
megzavarva ezzel a Tor Gtvonal miikodését. Kovetkezésképpen elmondhatd, hogy az Atg9 a Tor
utvonal antagonistdjaként mikodik a sejtndvekedés szabalyozasaban ¢€s a szoveti homeosztazis

fenntartasaban.
1. 2. 4. Az autofagia szerepe a petefejlédésben

Muslicaban az autofagia kdzponti szerepet tolt be a metamorfozis soran, amikor a larvalis
szovetek felbomlanak, hogy felépiiljenek az adult szovetek, szervek és kifejlett ecetmuslicaként
hagyhassa el az él6lény a babot. Az autofagia szempontjabol leginkabb érintett szervek a
larvalis- illetve adult zsirtest és a nyalmirigy, valamint az ovarium, amely szintén nagyon

érzékeny az €hezés indukalta autofagiara [49][50][51][52]. Az oogenezis soran a tapanyag
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megvonasa autofagiat indukal a petefészek sejtjeiben. A muslica néstény taplaltsagi allapotat
ismert ellen6rzé mechanizmusok szerint képes a petefészek érzékelni. Az elsé ellen6rz6 pont a
peteérés nagyon korai szakaszaban (szakaszokat lasd lentebb) torténik. Mig normalis
koriilmények kozott mind autofigia, mind apoptdzis megfigyelhetd a petefészekben, éhezés
hatasara fokozodnak [50][53][54][55]. Az oogenezis kozéps6 szakaszaban (mid-00genesis) is
hasonld folyamatok jatszédnak le tapanyagmegvonas hatasara. Ebben a fazisban jol
megfigyelhetéek az autofagia markerei a petefészek sejtjeiben. Ha az autofagia folyamata hibat
szenved, az éhezés nem képes fokozott autofagiat indukalni a petefészek sejtjeiben, ellenben
DNS fragmentalodas és apoptozis figyelhetd meg [53][55][56][57]. Az éhezés-indukalta
autofagia mellett az oogenezis sordn megjelenik a fejlédési autofdgia is, amely mind a
csirasejteket (germline stem cell, GSC), mind pedig a szomatikus eredetli follikularis sejteket
(follicle cell, FC) érinti. Az oogenezis késoi fazisaban a follikularis sejtek elpusztulnak, a
sejtmagjuk kondenzaltabba valik, de nem mutatnak DNS fragmentaciot, amely arra utal, hogy a
follikularis sejtek kaszpaz-fiiggetlen moédon halnak el [50][58]. Azonban az irodalombdl ismert,
hogy a petefejlédés kiilonbozd stadiumaiban és kiilonbozd sejttipusaiban  bekovetkezd
sejthalalok is autofagia-fiiggd folyamatok [53][56]. Nezis és munkatarsai demonstraltak, hogy
az oogenezis végén bekodvetkezd dajkasejt halal soran autofagia markerek halmozddnak 6l a
haldoklé sejtekben. Tovabba azt is bebizonyitottak, hogy autofagidra mutans (atgl, atgl3 vagy
vps34) ivarvonal klénok (Germline clone, GLC) nem mutattak DNS fragmentalodast, a
dajkasejtek magjai a peteérés befejezte utan is jol detektalhatoak maradtak. Nezis és munkatarsai
megallapitottak, hogy az autofagia elengedhetetlen a Drosophila petefejlédés soran [59]. Barth
és munkatarsai azonban késébb megcafoltak ezt, allitottak, hogy az ivarvonal sejtekben
bekovetkezd autofagia hiba nem gatolja az egészéges peték fejlddését és a ndstények
termékenységét, anormalis peték fejlédnek ,,maradvany” dajkasejt magok nélkiil [50]. Tovabba,
azt is igazoltak, hogy abban az esetben, ha a follikularis sejtekben hibas az autofagia, az
ivarvonal sejtekben pedig sértetlen az autofagia folyamata, abnormalis peték fejlédnek, tehat a
normalisan miikodo autofagia a follikularis sejtekben elengedhetetlen. Az eredményeket azzal
magyarazhatjuk, hogy az autofag folyamatok elromlasa feltételezhetéen olyan utvonalakat gatol
a szomatikus ¢és az ivarvonal sejtek kozott, melyek a petesejt fejlédéséhez elengedhetetlenek
[50]. Szamos esszencialis utvonal ismert a peteérés folyaman, melyek a szoma és a csirasejtek
kozott miikodnek [60]: a teljesség igénye nélkiil emlitve az epidermalis novekedési faktor
receptor (EGFR, Epidermal growing factor receptor) jelatviteli utvonal [61], valamint a

-------

és a dajkasejtek endoreduplikaciojanak beinduldsaért, tovabba az érett peték dorzalis
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nyulvanyainak kialakulasaért [62][63][64]. Mind az EGFR mind pediga Delta/Notch
utvonalakhoz elengedhetetlen az endocitozis és az endoszomalis szallitdo folyamatok hibatlan
lezajlasa, hiszen a jelatviteli utvonalakban résztvevé molekulakat aktivalni, mukodésiiket

szabalyozni sziikséges, funcidjuk betdltését kvetden pedig le kell bontani [65][66].

Barth és munkatarsai 2012-ben felallitottak egy modellt, miszerint a hibas autofagia
follikularis sejtekben megemeli az egyik fontos jelatviteli Gtvonalban szerepet jatszo receptor
szamat (Notch receptor), melyet a csirasejtekt6l érkezé relativ alacsony mennyiségti ligand
(Delta) nem képes kompenzalni, ez pedig rendellenes petefejlédéshez vezet [67]. Ez a modell
magyarazatot adhat arra, hogy egyes autofagia gént érinté mutacio (Atg3/Autl, Atg5, Atg7, és
Atgl16) homozigotaként életképes, az altalanos autofagia teszteken is egyértelmii az autofag
folyamatok hibaja (életképesség, sztressztiirés, p62 halmozodas, stb.), de az egyedek fertilisek
[68][46]. Eddigi ismeretek alapjan az egyetlen Atg gén, melynek null mutacidja életképes,
azonban a néstények szinte teljesen sterilek, az Atg9 [45][69].

1. 3. A Drosophila petefészek

1. 3. 1. A petefészek altalanos felépitése és miikodése

A felndtt muslica petefészke tulajdonképpen testének legnagyobb szerve, a potroh hatso
felében helyezkedik el €s nagyjabol a potroh felét elfoglalja (3. dbra). Paros szerv, izmos falu
csovekbdl, Gn. ovariolakbol all, amelyekben parhuzamosan fejloédnek a peték. Egy jol taplalt
ndstény petefészke huszonkettd ovariolat is tartalmazhat [70][71][72], habar ez a szam az egyes
genotipusok kozott eltérést mutat [73][74]. Az ovaridlak két kiilonb6zo sejttipusbdl allnak: a
csirasejtek, valamint a szomatikus eredetii sejtek. A szomatikus follikularis sejtek, melyek a
germariumban talalhato follikularis 6ssejtekb6l (follicular stem cell - FSC) szarmaznak, egy
sejtsor vastagsagban (follikularis epitélium, FE) koriilveszik a fejlodo petét és poziciotol és
stadiumtol  fiiggden, illetve kiilsé, kornyezeti hatasra kiilonb6zd tipusu  sejtekké
differencialodhatnak: polaris sejtek, hatarsejtek, stalk sejtek, stb. [75]. A kiilonb6z6 tipust
follikularis sejtek koziil egyesek a fejlodési stadiumnak megfelelé faktorokat, példaul ecdyson
szteroid hormont termelnek, tamogatva ezzel a peteérést (oogenezis), masok a majdani pete
burok kialakitasaért felelnek, egyesek a petefejlodés végén az apoptotizald taplalod sejtek
maradvanyait is ,felfaljak”, megint masok a himivarsejtnek belépést biztositd mikropilust
alakitjak ki [76]. Az ovariolak anterior végében talalhato a germarium (3. abra), melyben 2-3
csiravonal 6ssejt Uil [77]. Az 6ssejtek folyamatosan, mitozissal osztodnak oly modon, hogy mig

az Ossejtek a germarium csucsaban maradnak, addig a cisztoblaszt (cystoblast, CB) leanysejtek
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tovabbhaladnak az ovaridla poszterior vége iranyaba, mikozben elkezddédik a differencialodasuk,
osztodnak és négy osztodas utan kialakitjak a tizenhat sejtes cisztakat A CB-ok osztddasa nem
tokéletes osztodas, eredményeként 16 sejtet meghatarozott szamu (15 darab) citoplazmahid koti
Ossze, amelyek az oogenezis végéig fennmaradnak (3. abra, €). A sejtek kozotti kapcsolatban
részt vesz egy aktin- és Hu 1i tai shao fehérjében gazdag, mikrotubulusok (MT) és
membranhatarolt organellumok alkotta képzédmény, a centroszomakbol kiinduld fuzéma is
[78]. A sejtek kozotti plazmadsszekottetés helyét a plazmamembran aktin-gazdag, specialis,
gylri-szeri képz6dménye, az un. gyiriicsatorna (ring canal - RC) biztositja. A negyedik
osztodds befejezOdését kovetden két olyan sejt lesz a cisztaban, melyeknek 4
plazmadsszekottetése lesz, a tobbi sejtnek kevesebb. A két legtobb dsszekottetéssel rendelkezd
sejt koziil az egyik fejlodik tovabb petesejtté, a maradék 15 sejt taplalo funkciot lat el, melyeket
dajkasejteknek (nurse cell - NC) nevezziik.

Ahogy a 16 sejtes ciszta elhagyja a germariumot, megtorténik az enkapszulacié (a
follikularis sejtek korbezarjak a cisztat) és kialakul a petekezdemény, melyet petekamranak is
neveziink. A Drosophila oogenezisét el6szor R.C. King és munkatarsai vizsgaltak és elészor
irtak le a mai napig is ismert 14 fejlédési stadiumot is [79]. A stadiumokat a dajkasejtek és a
petesejt szamos specialis tulajdonsaga, valamint egy jellegzetes vandorl6, follikularis eredetii

sejtcsoport, a hatar- vagy hatarsejtek (border cell — BC) vandorlasi stadiuma alapjan hataroztak

.....

-----

osztodasa a 7. stddiumban befejezddik. A 8. stadium legfontosabb eseménye az 1n.
vitellogenezis elindulésa, a petesejt koriili vitellin- és korion burkok kialakulasanak kezdeti
lépései, mellyel parhuzamosan a petesejt is elkezdi folvenni a szik anyagat [80]. A 9. stadiumban
a mar emlitett hatarsejtek (6-10 sejt) vandorlo sejtekké differencialodnak, majd korbeveszik a
petekamra anterior végében 1il6 két polaris sejtet, és megkezdik vandorlasukat a dajkasejtek
kozott. A 10. stddiumig befejezik a vandorlést, elérik a petesejt anterior hatdrat, majd ezen a
hatarvonalon a petesejt dorzo-anterior (D/A) pélusahoz kozel huzddnak. Rogzitik magukat és a
polaris sejteket a D/A polus kozelében, ezzel egyidejiileg a petesejt sejtmagja szintén a petesejt
dorzo-anterior (D/A) p6lusahoz huzodik. Ezen a poluson a hatarsejtek elkezdik a mikropilus
kialakitasat, amely a himivarsejt belépési helye lesz. A hatarsejtekkel érkez6 anterior polaris
sejtek a poszterior poluson talalhatd polaris sejtekkel egyiitt a petesejt szdmara a megfeleld

polaritas kialakulasaért felelds faktorokat termelnek.
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A 10. stddium végén indul egy fontos esemény, az Un. dumping, amely sordn a
dajkasejtek plazmaanyagukat atpréselik a petesejtbe, amelynek megné a térfogata és
nagymennyiségli tapanyagot, maternalis RNS-t, organellumokat és fehérjét halmoz f61 magéban
ezaltal [81]. Az atpréselést a dajkasejtek a membran alatt huzo6doé kortikalis aktin-halozatuk
kontrakciojaval érik el [82], a plazmaagyag tovabbitasa pedig a gytiriicsatornakon keresztiil
valosul meg nagyon gyors iitemben, minddssze 30 perc alatt [83]. A dajkasejtekbél csak a
sejtmag, aktin kdbelek és némi citoplazma marad hatra (Spradling, 1993). A 11. stadiumtol
kezdédden a dajkasejtek megkezdik 1étiik utolsd fazisat, a degeneraciot, felkésziilve az
apoptdzisra. Ugyanebben a stadiumban a dorzélisan elhelyezkedd follikularis sejtek kialakitjak
a paros dorzalis nytlvanyt (dorsal appendage), melyek késébb, a 14. stadium végére érik el végsé
hosszisagukat [79]. A 14. stadiumban, amikor a petesejt eléri a végsé méretét, valamint a petét
hatarold burkok fejlédése is befejezddik, a dajkasejtek elhalnak, fragmentalédnak, a
tormelékeiket pedig a follikularis sejtek fagocitaljak, végiil pedig a follikularis sejtek egy része
is elpusztul [79]. Az oogenezis folyamata és a 14 stadium szabalyozasa folyamatos interakciot
igényel a szomatikus- és csiravonal sejtek kozott. Elengedhetetlen példul az agy és a zsirtest altal
végzett szabalyozasi mechanizmusok pontos zajlasa a petefejlédés soran [84][76]. Az agy
hormonokat, példaul sex peptid-et, a corpora allata juvenile hormont termel, szabalyozva ezzel a
petekamra fejlodését [85]. Végiil a zsirtest termeli és a follikularis sejtek tovabbitjak a
heamolimpha-bdl a szik anyagat alkoto proteineket, melyeket a petesejt a vitellogenezis soran
vesz fol és un. szik (yolk) granulumokban (modosult késdi endoszomak) tarolja [86][84].
Osszességében elmondhatd, hogy a peteérés egészséges lezajlasihoz tobb szerv és sejttipus

Osszehangolt miitkodésére van sziikség.
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2. abra. A Drosophila petefészek felépitése és a pete fejlodésének fobb stadiumai [87]. A
Drosophila petefészek paros szerv, amely ovariolakbol all és a két fél a kozos oviductus-ban
talalkozik (a). Az ovariolak anterior végén talalhato a germarium, majd a fejlodés eldrehaladtaval
a petekezdemények petekamrakka fejlédnek és novekedve haladnak az ovariolak poszterior
végének iranyaba, az oviductus felé (b). A Vasa (zold) egy ivarvonal sejt-specifikus fehérje, a
csirasejteket jeloli, a Hts és a LaminA (LamA) (piros) membran-asszocialt fehérjék, a DAPI
(kék) a kromatinhoz kotddik, igy a sejtmagok anyagat jeldli ki. oo=oocita, nc=dajkasejt (nurse
cell), fc=follikularis sejt (c). A germarium feldl talalhatdéak az ivarvonal Ossejtek, amelyek
osztodasa révén keletkeznek a cisztoblasztok, amelyek fuzomakkal (piros vonalak) vannak
Osszekottetésben (d). Megfigyelhetd még szamos sejttipus a germariumban: sapkasejtek (cap
cells, sotétkék), kiséro sejtek (escort cells, vilagoskék), ivarvonal dssejtek (fehér), cisztoblasztok
és cisztocitak (halvanysarga), follikularis dssejtek (sotétzold), follikularis sejtek (vilagoszold)
(d). Négy mitotikus osztodast kdvetden a 16 sejtes ciszta elhagyja a germariumot, majd osztodas
nélkiili mennyiségi- és mindségi valtozasokon megy keresztiil (c, e).
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1. 3.2. Adajkasejt dumping jelensége

A Drosophila oogenezis soran kétféle transzportot kiilonithetiink el: aktiv- és passziv
transzportot, azaz a szelektiv- és a non-szelektiv anyagaramlast. Aktiv transzportrol beszéliink
elsésorban a 10. stadiumig, amikor mikrotubulusok (MT)- és motorfehérjék altal vezérelt médon
szabalyoz6 faktorok, mRNS-ek aktivan mozognak és jutnak el a petesejtbe a dajkasejtekbol a
gytrlicsatornakon keresztiil [88][89][90][91], valamint a petesejten beliil keletkezett mMRNS-ek
(microtubule-organizing center) indul. Ez a kozpont a petesejt poszterior polusan talalhato, itt
torténik meg a MT-ok nukleacidja, melyek a petesejtbol novekednek az anterior vég iranyaba,
keresztiil a dajkasejteken [92][93]. MT atrendez6dés szabalyozo faktorok rogzitését segiti,
példaul a gurken (grk) mRNS megfelel6 elhelyezkedését szabalyozza a petesejt D/A polusan

[61], valamint az oskar (0sk) mRNS transzportjat a petesejt poszterior polusara [94].

A Drosophila petekamrakban a 10. stadiumot kdvetéen megvaldsuld passziv transzport
olyan sejtanyag aramlas, amely a dajkasejtek kortikalis aktin halozatanak 6sszehuzodasa révén
alakul ki. Passziv transzport alatt valogatas nélkiil, a dajkasejtek szinte teljes citoplazma tartalma
atpréselédik a gytirticsatornakon keresztiil a petesejtbe. Ez a jelenség a fentebb emlitett dajkasejt
dumping [95][96]. A dumping nagyon gyors és intenziv aktin-myosin-fiiggé folyamat,
megkozelitéleg 6tszordsére n6 a citoplazma aramlas sebessége az aktiv, szelektiv transzport alatt
tapasztalthoz képest. A fokozott plazmaanyag aramlast létrehozo kortikalis aktin dsszehuzdodas
egyben nagy nyomast helyez a dajkasejtekre. A dajkasejtek aktin-fiiggé mechanizmussal
akadalyozzak meg, hogy hatalmas sejtmagjaik a gyliricsatorndkhoz nyomodjanak és
meggatoljak ezzel az anyagaramlast. Leggyakrabban, ha a dumping hibat szenved, az az aktin
szervez6dés nem megfelel6 szervezédéséhez kothetd, hatterében a kortikalis aktin rendellenes
kialakulasa, valamint gyengiild vagy akar szétszakadd plazmamembran allhat. Ezek a hibak az
anyagaramlas elakadasahoz vezethetnek. A dajkasejteknek tehat specialis aktinszervezd

mechanizmusokkal kell felkésziilniiik a peteérés normalis lezajlasahoz.
1. 3. 3. Az aktin halézat szervezédése a dajkasejtekben

A Drosophila ovarium csiravonal sejtjeiben harom féle aktin-szervez6dést irtak le: a
gyurticsatorna aktin (Hu li tai shao ring canal specific proteint, hts-RC-t tartalmaz), a kortikalis
aktin halo és az aktin kabelek. Ahogy fentebb emlitettem, a gytirticsatorna egy aktinban gazdag
membranképzédmény, biztositja a folyamatos és kozvetlen kapcsolatot az ivarvonal sejtek

kozott. Elektron mikroszkopos (EM) felvételeken egy elektro-denz régiod figyelheté meg a gytlirii
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kiils6 szegélyének kozelében (fehérjegazdag teriilet), valamint a belsé szegélyénél F-aktin
(filamentaris forma) talalhatdé [97][98]. A follikularis sejtek hataran, valamint a dajkasejt —
petesejt kozotti membran kornyéke gazdag F-aktinban minden fejlédési stadiumban, az aktin
filamentumok parhuzamosan futnak a sejtek membranjaval [99]. A 10. stadiumot megel6z6en a
petesejtben a citoplazmas aktin hald szabalytalan kotegeléssel rendezédik. A 10. stadium elsd
felében (10 A stadium) az aktin halé atrendezédik és a kortex mentén egy vékony, de rendezett
aktin halozatot formal. Ez a dinamikus aktin atrendez6dés két formin tipust fehérje, a Cappucino
és a Spire kozremiikodésével valosul meg. Mintkét forminnak van MT-ko6té aktivitasa is
[100][101], ebbdl kdvetkezben ez az atszervezddés a MT halozathoz is nagymértékben kotodik
[100][101][102][103]. Jellegzetes az F-aktin atrendezédése a gytricsatornak kornyékén a 6-10.
stadiumban. Ekkor kosarra emlékeztet6 aktin filamentum-csoportosulas figyelheté meg, amely

a dajkasejtek citoplazmajaba hosszan benyulik [99].

A 10. stadiumtél kialakulo, polarizalt F-aktin filamentumokbol felépiilé, robosztus
aktinkabelek a csirasejtekben megfigyelt aktin szervezddés fentebb emlitett harmadik tipusa. A
citoplazmatikus aktin kabelek kialakuldsa szamos aktint szabdlyozo faktor jelenlétét igényli:
tobbek kozott Enabled (Ena vagy Ena/VASP, the Drosophila homolog of VASP, vasodilator-
stimulated phosphoprotein) [104], profilin [82], Fascin [105], Villin (Drosophila quail; [95] és
Filamin [106].

A Drosophila oogenezis soran a dajkasejtekben Osszeszerel6d6 aktin kabeleknek a
funkciojuk elsésorban a dumping alatt a hatalmas, politén dajkasejtmagokat rogzitsék oly
modon, hogy a sejthez tartoz6 minden gyiiriicsatornatdl tavol tartsak azokat. Az aktin kabelek a
plazmamembran feldl befele, a mag irdnyaba nének. A plusz (+) végiik a plazmamembranba
nyomodik, apré invaginaciokat, nyalvanyszer( struktarat kialakitva ezzel [107][81][82]. Habar
nagyon korai kutatdsok alapjan tudjuk, hogy fixalt petefészek mintdkban ezeket a kéabeleket
szegmentalt képzédményekként irtak le [99][82], és bar megalkottak a ,.tlizlétra” modellt a
filamentumok novekedésére és rovidiilésére [81], azonban legujabb immunfestési- és live
imaging technologiara alapulé kutatasok az aktin kabeleket filopodia-like strukturakként
hatarozzak meg [107]. A filopédium-szeri képzédmények hasonloak filopodiumokhoz,
mikrovillusokhoz, sztereocilidkhoz [108]. A nyulvanyokba futdé aktin filamentumok
aszimmetrikus polimerek, amelyek a pozitiv végiikon (barbed end) térténdé monomer-beépiilések
nyoman ndvekednek. Minden kébel, azon a ponton, ahol a membrannal talalkozik (és kialakitja
a filopodium-szerii struktarat), kapcsolatban all az un. filopodium tip-komplex egyik tagjaval,

az Ena aktin citoszkeleton szabalyozo fehérjével. Az Ena az aktin polimerizaciot eldsegiti a
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kabelek pozitiv, membranba nyomodé végein [104]. Az Ena 6nmagaban is képes az aktin
monomer (G)- és filamentaris (F) formajanak kotésére C-terminalis Ena/VVASP homology 2
(EVH2) doménjén keresztiil (Bachmann et al., 1999, Van Troys et al., 1996). Tovabba képes
kotni az aktin monomer - profilin komplexet is, ezaltal eldsegiti az aktin monomerek eljutasat a
pozitiv véghez [111]. Az Ena képes homo-tetramerizalodni (szintén az EVH2 doménjén
keresztiil) és az aktin filamentumokat kabelekké kotegeli a filopodium-szerii nyulvanyokban
[112]. Az Ena prolinban gazdag centralis szekvenciajaval mas szabalyozoé fehérjékkel, scaffold
proteinekkel, kinazokkal 1ép interakcioba, valamint a mar emlitett profilinnel, illetve SH3 és
WW domént tartalmazo egyéb fehérjékkel [113][114][115][116]. A profilin, amely nmagaban
6nalld6 SH3 domén fehérjének mindsiil, prolin-gazdag régidkhoz kotédik [117]. A profilin G-
aktint kot és biztositja az monomereket az aktin filamentumok polimerizacidjahoz [118]. Az
aktin szabalyozas tovabbi fehérjéi, a Capping proteinek (cpa és cpb) az Ena antagonistaiként
funkcionalnak, G-aktinhoz kotodésiik (cap-pelés vagy capping) megakadalyozza tovabbi
monomerek kapcsolodasat a pozitiv véghez, Gn. capping aktivitassal rendelkeznek (Wear &

Cooper, 2004, Cooper & Sept, 2008).

Amint az aktin kabelek elérik a magmembrant, deformaljak azt, feltételezhetéen erét
fejtencek ki ra, és nem egyszertien csak kitamasztjak a magot [107]. Az azonban még nem teljesen
tisztazott, hogy a dajkasejtekben kialakuldo kabelek hogyan kapcsolédnak pontosan a
magmembranhoz. Altalanos jelenség az aktin filamentumok kapcsolodasa a LINC komplex-hez
(LInker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton complex) [121], bar ez nem t{inik 1ényegesnek a
kabelek funkcioja tekintetében, annak ellenére, hogy a komplex egyik tagja, a KASH domén
protein Msp-300 erdsen feldtsul a kabelek és a kiils6 magburok talalkozasanal [107]. Mas aktin-
koto fehérjék is elofordulnak a magmembran kornyékén, ilyen a spectraplakin csalad fehérje, a
Shot, illetve a Hts-RC fehérje, amelynek potencialisan aktin-kotegeld és capping aktivitasa is
van, az aktin crosslinker filamin protein, a Cheerio [107], és végiil az aktin kotegelést végzo
Fascin [122]. Meglep6 mddon a Fascin kiils6 magmembran lokalizacioja Msp-300-fiiggd [123].
Egyes kutatasok arra iranyulnak, hogy megfejtsék a magmembran, pontosabban a nukleoporusok
¢és az aktin citoszkeleton kapcsolatat. A Nup154 nucleoporin protein mutacioja példaul zavart
okoz a gytriicsatorna kialakulasaban, a csatornak atjarhatatlanokka valnak [124], habar az aktin

kabelek fejlddését nem zavarja.

Ahogy fentebb irtam, az aktin kabelek pozitiv, azaz novekvo vége a plazmamembranba
nyomaddik, a hossz mégis befelé, a sejtmag felé novekszik. Ez kiilonbozik altalaban véve a

klasszikus filopodiumok esetében torténd aktin filamentum noévekedés iranyatol, és ez a
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kiilonleges polarizaltsag feltételezhetéen szigoruan szabdlyozott. Ez a szabdlyozas részben az
adherens junction (sejt-sejt kapcsolodas) és E-cadherin-en (a Drosophila shotgun, shg gén
kodolja) keresztiil valosul meg. shg mutans muslicaban az aktin kabelek nem érik el a nukleuszt,
sOt, parhuzamosan novekednek a plazmamembrannal. Ezekben a mutansokban értelemszertien
a rendellenes aktin kabelek nem képesek pozicionalni és tavol tartani a gyiirlicsatornaktol a
dajkasejt magokat, igy a citoplazma anyaga nem képes a petesejtbe atjutni [107]. A nem
megfeleléen lezajlo dajkasejt dumping eredménye teljes vagy részleges sterilitas, valamint az

un. dumpless fenotipus, amely a vad tipustol kisebb, kerekebb petét eredményez [82].

A Capping proteinek, valamint a veliik antagonista miikodésti Ena funkci6janak kiesése
is erfteljesen dumpless fenotipust eredményez [125][126]. Gates ¢és munkatarsai
immunhisztokémiat vizsgalataik nyoman késziilt képekkel demonstraltdk az Ena pontozott,
membran kozeli és aktin kabel pozitiv végéhez asszocialt lokalizacidjat dajkasejtekben.
Vizsgaltdk az ena tobb alléljét is (ena?®, ena?l®, ena*®) a dumpless fenotipus sulyossaganak
meghatarozasakor, melyek koziil az ena® és az ena*® megkozelitdleg azonos erdsségiinek
bizonyult. Az ena?® allél egy missense mutciot hordoz az N-terminalis EVHI doménben
megakadalyozva ezzel az Ena és egyes kotOpartnereinek (FP4 motif binding partners, Zyxin) az
interakciojat [127]. Az ena?® csonkolja az EVH2 domént, eltavolitva a homotetramerizacidért
felelds szekvenciat, de meghagyja az Ena aktin-kotd képességét. Az ena® szintén az EVH2
domént érinti, annak kezdeti szakaszanal csonkolja a fehérjét, és habar kis mennyiségben, de
kimutathato a csonkolt fehérje jelenléte, az allél pedig tulajdonképpen null allélként viselkedik
[128]. Gates és munkatarsai kimeritden jartak koriil az Ena diszfunkcionalis alléjeinek hatasat a
Drosophila oogenezisben. A dumpless fenotipus sejtszintii hatterét, a rendellenes aktin-
szervezOdést és a részleges- vagy teljes plazmamembran hidnyt is demonstraltak phalloidin
festés és DE-Cadherin (membranfehérje) ellenanyagos festésével. A plazmamembranok
felbomlasaval Ena funkcio-kiesés esetében fluzionalnak a dajkasejtek, valamint az aktin
filamentumok kialakulasa és kabelekké szervezddése késve, a 10. stadium utan kezdddik csak
sejtek (multi-nucleated nurse cell) keletkeznek. Tovabba megmutattak egy nagyon szép €s
jellegzetes példdjat annak, hogy mi torténik a gytrlicsatorndkkal abban az esetben, ha a
kapcsol6dod plazmamembran felbomlik: a szabad gytriicsatornak a citoplazméba keriilnek,

esetleg tobb ,,elusz6” gyliriicsatorna aggregatumot képez a citoplazmaban.

Mas aktin citoszkeletont szabalyozo faktor hianya vagy mutans allélja is hibas dumping-
ot eredményez. Egyik ilyen faktor a chickadee (chic, a profilin fehérjét kodolo gén), melynek
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tobb mutans allélje is 1étezik (chic???, chic!3?, sth), ezek koziil tobb erésebb alléljét is vizsgaltak,
melyek kombinacidban, transzheterozigdtaként életképes egyedeket, de ndstény-steril fenotipust
okoznak [82]. Irodalombdl ismert, hogy a chic hianya tonkre teszi a kortikalis aktin hal6zatot,
phalloidin-re pozitiv (F-aktin tartalm) sub-kortikalis aktin aggregatumokat eredményez és az
aktin kabelek szervezddését is megzavarja [129][130][82]. A Drosophila ovariumban a
kortikalis aktin haldzat helytelen kialakulasat phalloidin festéssel szintén lehetséges detektalni.
Ebben az esetben a Phalloidin festés egy masik prominens fenotipusra vilagitott ra, mégpedig a
kortikalis aktin haldzat hianyaval egyiitt a dajkasejtek k6zott hatarold6 membranok is sériilnek,
egyes esetekben teljesen hianyoznak, dajkasejt 0sszeolvadast és multinuklealt dajkasejteket
(multinucleated nurse cell, MNNC) eredményezve [130]. Az aktin kabelek diszfunkcioja miatt
hianyz6 membrénok, illetve a rendellenesen fejlodott kortikalis aktin halozat gatolja a megfeleld
anyagtranszportot a dumping alatt, amely eredményeként sziiletnek meg a jobbara steril,

dumpless peték [131][126].
1. 3. 4. A hatarsejtek aktin szervezodése

A hatarsejtek (border cell) genetikailag hatékonyan manipulalhatdé modellrendszert
jelentenek a kollektiv sejtvandorlas tanulmanyozasat végzé kutatoknak [132]. Ezek a vandorlo
sejtek, ahogy fentebb emlitettem, szorosan egymas mellé, csoportba rendezddnek a follikularis
sejtek rétegében, és a 9. stddiumban elindulnak a petekamra anterior végébdl és a 10. stadiumra
elérik a petesejt anterior hatarvonalat. Tobb fontos feladatot is ellatnak, egyrészt magukkal viszik
(a klaszter kozepébe ,,csomagolt”) passziv anterior polaris sejteket, masrészt kialakitjadk a
mikropilust, amely a himivarsejt belépési helye az érett petén. Ebbdl az kovetkezik, hogy ha a
hatarsejtek nem érik el a végsd pozicidjukat, tehat a vandorlas folyamata nem teljes, a pete
megtermékenyithetetlen lesz. Ahhoz, hogy migrald sejtként miikddjenek, nyulvanyokat kell
novesztenilik, melyekkel a dajkasejtek kozott képesek a cél felé haladni. A
nyulvanynovekedéshez gyors aktin citoszkeleton atrendezOdésre van sziikség, melynek a
hatarsejtek esetében tobb jelatviteli Gtvonal is a szabalyozdja (Hippo, JNK, JAK/STAT)
[133][134][135][136]. Ismert, hogy az aktin szabalyozo faktorainak hianya vagy funkcidinak
zavara (gyakran jelatviteli utakon keresztiil) megvaltoztatja a nyulvanyndvekedést, ezaltal pedig
megzavarja vandorlast. Ismert, hogy az Ena funkcidjanak kiesése gatolja az F-aktin kialakulast,
mig az Ena thltermelése (overexpresszidja) fokozott F-aktin polimerizaciot eredményez [125].
Ezekkel a funkciokkal parhuzamosan az Ena hianya gétolja a hatarsejtek nyulvanynovekedését,

mig taltermelése ,,kontrollalatlan” filopddium-képzddéshez vezet [125]. A nytlvanyndvekedés
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gatlasa, vagy a tilzott nyalvanyndvekedés hasonld eredménnyel jar: a hatarsejtek vandorlasa

befejezetlenné valik, igy a néstények termékenysége jelentésen romolhat.
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2. Célkitiizés

Az atg9 null mutans Drosophila torzs 1étrehozasa (Jipa Andras segitségével, SZBK,
Genetikai Intézet).

Az atg9 null mutacié igazolasa genetikai és molekularis biologiai modszerekkel (kozds
eredmények Jipa Andrassal).

Az atg9 mutans autofagiaval kapcsolatos és altalanos fenotipusvaltozasanak vizsgalata
(Jipa Andras nyoman).Atg9 szerepének vizsgalata a kifejlett egyedek petefészkében.

Az Atg9 szerepének vizsgalata az aktin citoszkeleton szervez6désében (kozds eredmények
Szikora Szilarddal, SZBK Genetikai Intézet).

Az Atg9 ¢és az aktin-szervezddést szabalyozd Ena és profilin fehérjék interakcidinak
vizsgalatai (kozos eredmények, kozremiikodott: Dr. Varga Kata, Dr. Simon-Vecsei Zsofia,
Dr. Maruzs Tamas, SZBK, Genetikai Intézet; ELTE, TTK, Anatomiai, Sejt- és
Fejlodeésbiologiai Tanszék).
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3. Anyagok és modszerek

3. 1. A muslica fenntartasa és a felhasznalt torzsek

A felhasznalt muslica torzsek és keresztezések standard kukorica-alapu és élesztd
tartalmu agar taptalajon voltak tartva. A kisérletekhez 3-5 napos jol taplalt (kisérlet elott 24 h
extra élesztés etetés) néstényeket hasznaltunk fol, kivéve, ha a protokoll masként rendelte. Az
aldbbi muslica torzseket hasznaltuk fol kisérleteinkhez: Atg9®°, Atg9B%; Atg9-3xHA, Atg9Bs,
Atg9-3xmCherry, Df(2R)ED2487, slbo-Lifeact-GFP, ena?, chic?!, nos-Gal4, tub-Gal4
(Bloomington Stock Center), tub-GFP-p62, sajat genomikus promoterrel rendelkezd
3xmCherry-Atg8a, Atg5°C“® and previously described stocks for generation of mosaic animals
[137]. A dupla-mutans vonalakataz Atg9®® allélt a chic?®* vagy ena® alléleket felhasznalva

klasszikus rekombindcios technika segitségével hoztuk Iétre.
3. 2. Az Atg9-3xHA és az Atg9-3xmCherry konstrukciok elkészitése

Az elsédlegesen menekitésre szant Atg9-3xHA ¢és -3xmCherry konstrukciok az Atg9 sajat
genomikus promoterét tartalmazzdk. Az Atg9-3xHA transzgén elkészitéséhez vad tipusu
muslicabdl szarmazé genomi DNS preparatumot hasznaltunk, melybdl PCR segitségével
folamplifikaltunk egy 3153 bp hosszisagii DNS szakaszt, amely teljes egészében tartalmazta az

crer

primerek, melyek a tovabbi munkahoz alkalmas restrikcios hasitohelyeket is tartalmaztdk az

alabbiak voltak:
5’ —CCTCACTCGACATACCGCCGTCCGCGCGGCGLCCGGLG -3’ és
5’- GCGGCCGCATGGCGCGCCTGAGCGGATGCTACCCAAAAGC-3".

A primerek altal az Atg9 szekvencidjahoz hozzaadott restrikcios hasitohelyeket (Ascl

ey

PCR-rel apmlifikalt szakaszt (Ascl fragmentum). Eredményként 3xHA cimkével (tag-gel)
Osszeépitett Atg9-et tartalmazé plazmidot kaptunk (Atg9-3xHA) [138]. Az elkésziilt Atg9-3xHA
kontrukciobol kiemelt Ascl kazettat beépitettiik a 3XmCherry cimkét tartalmazé vektorunkban
(gen-3xmCherry) [139], 1étzerhozva a gen-Atg9-3xmCherry konstukciot. A transzgénikus

muslica torzseket a konstrukciok beinjektalasaval a BestGene cég allitotta eld.

3. 3. Ellenanyagok
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Az elsédleges ellenanyagok, melyeket kisérleteinkhez folhasznaltunk a kdvetkezok
voltak: patkany anti-Atg9 (WB 1:300) [139], patkany anti-HA (IF 1:150, WB 1:1,500, Roche,
11867431001), egér anti-tubulin (1:2,000, DSHB, AA12.1), egér anti-Ena (IF/WB 1:40, DSHB,
5G2), egér anti-profilin (IF 1:10, DSHB, chill), patkany anti-DE-cadherin (IF 1:10, DSHB,
DCAD?2) patkany anti-aktin (WB 1:5,000, Babraham Technix, BT-GB-237P), egér anti-Flag M5
(WB 1:1,000, Sigma, F4042), egér anti-Fasciclin Il ellenanyag (1:500, DSHB, 1D4). A
kovetkez0 maéasodlagos ellenanyagokat hasznaltunk: kecske anti-egér Alexa Fluor 488 (A-
11001), kecske anti-egér Alexa Fluor 546 (A-11003), kecske anti-egér Alexa Fluor 660 (A-
21055), kecske anti-patkany Alexa Fluor 488 (A-11008), kecske anti-nyul Alexa Fluor 546 (A-
11010), kecske anti-nyul Alexa Fluor 660 (A-21074), kecske anti-patkany Alexa Fluor 488 (A-
11006), kecske anti-patkany Alexa Fluor 546 (A-11081) (Invitrogen termékek) és biotinilalt
kecske anti-egér ellenanyag (1:500, Jackson, 115-065-003). A ko-immunprecipitacios teszthez
monoklonalis egér anti-HA konjugalt agar6z gyongyoket (Sigma, A2095) és egér monoklonalis
anti-FLAG (M2) konjugalt magneses gyongyoket (Magnetic Beads, Sigma, M8823)
hasznaltunk. (IF=immunfluoreszcens festéshez hasznalt higitasi ardny, WB=western blothoz

hasznalt higitasi arany)
3. 4. Az Atg9®° mutans latrehozasa

Az Atg9%° mutans allélt CRISPR/Cas9-kdzvetitett genom-szerkesztéssel hoztuk létre
dupla guide RNS-ek (gRNS) hasznalataval egy korabbi munkaban mar kézolt modon [16]. A
gRNS-¢ek szekvenciai pCFD4 vektorba [140] klonoztuk Gibson Assembly Master Mix (New
England Biolabs) segitségével. Az oligonukleotidok szekvenciai Bbsl restrikcios endonukleaz

hasitohelyet tartalmaztak:

Atg9 1
forward:5’ TATATAGGAAAGATATCCGGGTGAACTTCGTGAGGTAATCACGGTATGG
CGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG -3’

Atg9 2
reverse:S’ATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCATATCAACTACCGCTCCCTC
GACGTTAAATTGAAAATAGGTC-3’

A mutagenezis 1épéseit kdvetden (injektalas, szelekcio) a feltételezhetden Atg9 mutéciot
hordozo, életképes jelolteket Df(2R)ED2487 deficienciat (nagyméretli delécid, amely az Atg9

gént is érinti) hordozd legyekkel kereszteztiik parkeresztezésben (1 jelolt him x 3-5

29



Df(2R)ED2487 nésény). Az utodok koziil a feltételezett hemizigotakat (Atg9 mutaciot és
Df(2R)ED2487-¢ct egyszerre hordozé egyedek) vizsgaltuk. Western blottal ellendriztiik, hogy a
jeloltekben halmozodik-e a szelektiv autofagia adaptor fehérje, a Ref(2)P/p62, valamint PCR
segitségével Atg9-re specifikus primerekkel ellendriztiik az esetleges delécidkat (kisebb méretii
termék jelenléte), végiil a jeldlteket DNS szekvenciameghatirozassal is igazoltuk. Az Atg9®°
allél egy 2464 bp méretii deléciot hordoz a masodik kromoszéma jobb karjan, kiejtve az Atg9

genomikus szakaszanak jelentOs részét.

Atg9%> MARCM szomatikus mutans klénokat generiltunk hésokk indukciéval,. A
klongeneralas elsd lépése, hogy az Atg9%° muticiot egy FRT42B rekombindcids helyet
tartalmaz6 kromoszomara helyeztiik, majd ezeket a legyeket kereszteztiik hsFlp; QUAS-Tomato
FRT42B; ET49-QF, tub-QS vagy hsFlp; QUAS-mCD8-GFP FRT42B; ET49-QF, tub-QS
vonalakkal. Az utdédok (2-4 ords embridkat) 37°C-0s vizes fiirdében hdsokkoltuk egy oran
keresztiil. A larvékat standard 25°C-on tartottuk 3 napig, majd 20% szukrdz oldatban 3 6ran
keresztlil éheztettiik 6ket boncolas el6tt, majd az Atg9 mutans klonokat tartalmazé larvak

zsirtestjeit vizsgaltuk.

Az Atg9 mutans ivarvonal klonokat hordozo ndstények 1étrehozasahoz a hsFlp; QUAS-
mCDB8-GFP FRT42B/CyO genotipusi himeket, és az ivavonal-specifikusan miikodé ovoD1
FRT40A/CyO ndstényeket dsszekereszteztiik Erica M. Selva and Beth E. Stronach altal kozolt
protokoll mintajara [141]. A harmadik stadiumos vandorlé larva allapotti utédokat hésokkoltuk
(37°C, 1 o6ra), kikelésiik utan egyenes szarnyu (nem CyO) QUAS-mCD8-GFP FRT42B/ovoD1
FRT40 genotipust sziiz néstényeket gyijtottiink. A néstényeket vad tipust (w!!®) himekkel
kereszteztiik, majd 3-5 naposan kiboncoltuk a petefészkeiket. Az mCD8-GFP (zold fluoreszcens
fehérje) elvesztése jelezte azokat a petekezdeményeket, amelyekbdl a hdsokk hatdsara
egyidejiileg az Atg9 is kivagodott. A GFP-t termel6 ivarvonal sejtek kontroll, Atg9-re nézve vad
tipusu sejtek voltak.

3. 5. Az ecetmuslicak kezelése

3. 5. 1. Elethossz teszt

Genotipusonként 30 frissen kelt himeket hasznaltunk, melyeket vizszintesen tartott csdvekbe
helyeztiink (a legyek taptalajba torténd beleragadasanak elkeriilése végett), majd naponta uj
taptalajra raktuk oket és szamoltuk az elhullast. A teszt minden genotipusnal addig tartott, amig
az utols6 muslica elpustult. Genotipusonként harom parhuzamos tesztet végeztiink. Az adatokat

grafikonon 0sszegeztiik.

30



3. 5. 2. Maszas teszt

Kivalasztottunk 10-10 azonos életkoru, fiatal egyedet a valasztott genitipusi egyedek koziil,
melyeket genotipusonként 250 ml-es mér6hengerekbe tettiink. A fiolak tetejét parafilmmel
fedtiik le, ami atereszti a fényt. Foliilr6l megvilagitottuk a fiolakat, mellyel a muslicdkat a fény
iranyaba torténd maszasra 6sztondztiik. A fioldk aljara ,,raztuk le” a muslicdkat, majd 5 percen
keresztiil figyeltiik a maszasi képességeiket, melyet kamerafelvételek segitségével elemeztiink.
Minden genotipus esetében haromszor ismételtilk meg a tesztet. Adataink koziil a muslicak
sebességét tiintettiik fol grafikonon, azaz, hogy masodpercenként millimétermen mérve mekkora

tavolsagot képesek megtenni (mm/s).
3. 5. 3. Paraquat kezelés

Paraquat kezeléshez 30 mM paraquat oldatot hasznaltunk a himek tapjaba keverve, majd
naponta kétszer, reggel és este friss, paraquat-tartalmu taptalajra tettiik a muslicakat, és

szamoltuk az elhullast, illetve az é16 allatokat.

3. 5. 4. Fertozésteszt

A fertézésteszthez Pseudomonas aeruginosa PAl4-es torzsét hasznaltuk, melyet LuriaBertani
(LB) folyékony taptalajon tenyésztettiink 5% szachardz hozzdadéasaval 37°C-on. A fertdzési
eljarast egy korabbi publikacié alapjan alakitottuk ki [142]. A kisérlethez egyenld szamban
hasznaltunk f6l ndstényt és himet egyarant. A fertézéshez egy napos felndtt muslicikat
hasznaltunk, melyeket a tesztet megel6zden 3 Ordn 4t éheztettiink. Ezt kovetden a muslicikat
olyan fiolaba helyeztiikk, amelyben egy 2,5%3,5 cm teriiletli, 900 ul PAl14-el fertézott LB
oldatottal atitatott Whatman pappir volt a taptalaj felszinére fektetve. A baktériumos taptalajt
hetente kétszer cseréltiik, mig a halott ecetmuslicakat naponta megszamoltuk, tiz napon at. Az

adatokat Kaplan—Meier tulélési teszttel elemeztiik.

3. 6. Ko-immunprecipitacio és Western blot

Western blot kisérleteinkhez felnétt legyekbol készitett teljes fehérje lizatumot hasznaltunk
[143]. 1xLaemmli mintafuffer:PBS (1:1) oldatban 5 percig forraltuk a muslicakat, majd
homogenizald pélcaval szabaditottuk ki a test sejtjeinek tartalmat. Ez utdn 5 percig ismét
forraltuk, majd 5 percig 13000 rpm fordulaton cetrifugaltuk a mintakat. A fehérjéket tartalmazo
feliiluszot athelyeztiik {ires csovekbe. A mintakbol azonos térfogatokat vittiink fel denaturald
poliakrilamid gélre (SDS-PAGE), majd specialis oldatot, desztillalt vizben oldott 25 mM Tris
base, 200 mM Glycine, 0,05% SDS (natrium dodecil-szulfat) puffert, azaz futtaté puffert
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hasznaltunk a gélelektroforézishez. A gélr6l Immobilon-P PVDF membranra (Millipore)
transzferaltuk a fehérjéket transzfer puffer kzegben (25 mM Tris base, 200 mM Glycine, 10%
metanol). A membranokat szobahdémérsékleten 2 oran keresztiil blokkold pufferben [TBST
puffer 25 mM Tris base pH 7,5-re allitva HCl-el, 0,9% NaCl, 0,1% Tween 20) + 5% zsirszegény
tejpor] inkubaltuk.Tris . Az ellenanyagokat a megfelel6 higitasban, blokkold puffer:TBST 1:1
aranyu oldatdban hasznaltuk. Az elsédleges ellenanyagokat egy éjszakan at, 4°C-on, a
masodlagos ellenanyagokat szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil alkalmaztuk, koztiik 3x 10 perc
mosasi Iépések kovetkeztek 1x TBST pufferben. A membrant Gn. el6hivo folyadékkal kezeltiik,
amely100 mM Tris base, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0,05% Tween 20 (pH 9,5), és 1:50
higitott NBT-BCIP-bdl all (nitro blue tetrazolium chloride és 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate; torzsoldat: Sigma, 72091). Ko-immunprecipitacios teszteket kétféle affinitas
matrixszal végeztik, anti-HA-konjugalt agar6z és anti-Flagmagneses agazoz gyongyokkel

(Sigma-Aldrich, A2095) (Lérincz et al., 2016a).
3. 7. Eleszté kettés-hibrid renszer (Y2H)

Az Atg9 CTD1 (1-351 bp), CTD2 (580-1002 bp) és CTD4 (1618-2538 bp) citoszdlikus
domének kodold DNS szekvenciakat a mar korabban leirt Atg9-3xHA-t tartalmazo vektorbol
nyertiik. A chic szekvenciajat az EST LD15851 (DGRC) klonbol, az Actin 5C szekvencidja az
EST RE02927 (DGRC) kloénbol, az Ena/VASP szekvencidja pedig az LD23655 (DGRC) klonbol
szarmazik. A szekvencidkat PCR segitségével amplifikaltuk a megfelelé primerek hasznalataval.
Az Atg9 citoszolikus doménjeit pPGADT7 vektorba, az Actin 5C, a chic és az ena kodold
szekvenciait pGBKT7 vektorba klonoztuk, a vektorokkal pedig az AH190 kompetens ¢élesztd
sejteket transzformaltuk. Szintetikus (Synthetic Defined (SD)) tapoldatotot hasznaltunk az
éleszt6 sejtek novesztéséhez, amelybe megfelelé aminosavakat, triptofant (W), leucint (L),
hisztidint (H) és alanint (A) adtunk. Ahhoz, hogy elrontsuk a profilin prolin-gazdag régiokhoz
vald kotdédését, a harmadik triptofanjat (W3) kodold szekvenciat alanint kodold szekvenciara

cseréltilk PCR mutagenezis segitségével az alabbi oligonukleotid primerek felhasznalasaval:
forward: 5’ - ATATGAATTCATGAGCGCGCAAGATTATGTGGACAACCAACTC - 37;
reverse: 5° — ATATGTCGACACTAGTACCCGCAAGTAATCAGATAATCTCC - 3°.

A PCR terméket pGBKT?7 vektorba klonoztuk. A kisérletek teljeskorii elvégzése végett
az Ena/VASP kodolo szekvenciajat pGADT7 vektorba is beklonoztuk. Az eredmények részben

kiilon jeloltem ennek a vektornak a haszanalatat. A szelekciokhoz hasznalt taptalajbol
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triptofanon és leucinen kiviil hisztidin és/vagy alanin aminosavak is hianyoztak (-WLA, -WLH,

vagy -WLHA).
3. 8. GST kotési teszt

GST-profilin  rekombinans fehérje termeléséhez megfeleld rekombinans plazmid
létrehozasahoz a profilint kodolo chic gén CDS szekvencigjat pETARA vektorba klonoztuk.
Kontrollként GST rekombinans fehérjét termeltettiik meg baktériumokban, majd tisztitottuk a
affinitas matrixon. A GST-profilint és a GST-t kiilon immobilizaltuk Glutathione Sepharose
gyongyokhoz (GE Life Sciences, 17075604), 5% BSA oldatban blokkoltuk a gydngyok
felszinét, majd a matrixot Atg9-3xHA fehérjét expresszald 3-5 napos néstény legyekbol késziilt
teljes fehérje-extraktummal inkubaltuk. Végiil a gyongyokrdl elualt fehérje mintakat Western

blot-tal ellendriztiik anti-HA ellenanyagot hasznalva.

3. 9. Plazmidok készitése az S2R+ Drosophila sejtek transzfektalasahoz, a

kolokalizacios tesztekhez

In vitro DNS rekombinaciés technikat alkalmazva az aldbbi 6t kiillonbozé pUAS
plazmidot készitettiik el: pUASp-GFP-Atg9, pUASp-GFP-CTD4, pUASp-GFP-KASH, a
pUASp-GFP-Atg9-KASH és a pUASp-GFP-CTD4-KASH, valamint a pUASp-GFP-CTD1 és a
pUASpP-GFP-CTD1-KASH.

3. 10. S2R+ sejtek fenntartasa és transzfekcidja

Az S2R+ Drosophila sejt vonalat (Drosophila Genomics Resource Center) 25°C-on
Schneider’s Drosophila médiumban (Lonza) novesztettiik, melyet 10% magzati szarvasmarha
szérummal (Fetal Bovine Serum, Biowest) és 1% antibiotikum koktéllal (Penicillin-
Streptomycin, Lonza) egészitettiink ki. Az el6zd fejezetben részletezett vektorok és egy segitd
(helper) MT-Gal4-et (metallothionein-Gal4) tartalmazé vector (plusz Effectene - Qiagen)
transzfekciojat kovetd masodik napon 1.8x105 sejt/lyuk (24-lyukt lemezen) sejtstiriségnél a
sejteket 24 oran keresztiil 1 mM CuSOs oldattal kiegészitett tapoldatban inkubaltuk, ezaltal

indukaltuk a GFP-fuzionalt fehérjék expresszidjat.

3. 11. Primer embriondlis neuron sejtkultira készitése és immunhisztokémiai

festése
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Dechorionizalt ~16 6rds embriokat homogenizald palcakkal Schneider’s tapoldatban
20%-o0s héinaktivalt FBS-sel, 2 ug/mL inzulinnal és penicillin-streptomycin antibiotikum
koktéllal (Lonza) kiegészitve feltartuk. A szétzuzott embriotormelékekkel teli, homogenizalt
oldatot szobahén 4 percig centrifagaltuk (380xg). Az ¢€l6 sejteket tartalmazo csapadékot
felszuszpendaltuk friss médiumban, majd a sejtszuszpenziot cseppenként iiveg fedélemezekre
osztottuk szét és un. fliggdeseppes technikaval, nedves kamraban 27°C-on inkubaltuk,
novesztettiik dket. A neuron sejt kultarat 6 6ra inkubaciot kdvetden fixaltuk: elsé 1épésben 1
perce citoszkeleton pufferben (citoszkeleton puffer, CP: 10 mM PIPES, pH 7, 150 mM NacCl, 5
mM EGTA, 5 mM gliikéz and 5 mM MgCl2) inkubaltuk 0.3% (v/v)-0s glutaraldehyde-del és
0.25% (v/v)-os Triton X-100-zal kiegészitve. Az un. utd-fixalasi 1épésben 15 percen keresztiil
2% (v/v) glutaraldehid tartalma CP-ben inkubaltuk a mintakat (Xu et al., 2012). A mintakat
gyorsan, egymas utan 2-3X CP-vel mostuk, majd blokkold pufterben (5% w/v goat szérum, 0.2%
v/v Triton X-100 CP-ben) 30 percen keresztiil permeabilizaltuk és blokkoltuk. A mintakat
ellenanyagokkal immunfestettiik, majd ProLong Gold anti-fade mounting oldat (Life

technologies, P36930) felhasznélasaval elokészitettiik konfokalis mikroszkopiara.

3. 12. Az embrionalis koézponti idegrendszer és az adult petefészkek

immunhisztokémiai festése

Az embridk ventralis idegkotegének (ventral nerve cord, VNC) eldkészitésének modja
immunfestésre egy korabbi munkaban részletesen megtalalhaté [116]. Roviden, 16-17.
stadium?, fixalt embridkat anti-Fasciclin II ellenanyaggal inkubaltuk, majd biotinilalt anti-egér
ellenanyaggal kezeltiik, mely ellenanyagot DAB-bal (3,3'-Diaminobenzidine Liquid Substrate
System, Sigma) kovettiik. A mintakat Vectastain ABC-be (Vector Laboratories, SK-6604)

agyaztuk, majd fedélemezzel lefedtiik, végiil lathatéfénynél, mikroszkop segitségével fotdztuk.

A muslica ovariumokat 1xPBS-ben preparaltuk, majd 20 percig fixaltuk PBS-ben 4%-ra
higitott paraformaldehid oldatban, szobahémérsékleten. A fixalast kovetden, PBT-ben (PBS-ben
0,5% Triton X-100) mostuk a mintakat 3x10 percig. A mosas utan a mintakat szobahén egy 6ran
at blokkoltuk 1% BSA+5% FCS-t tartalmaz6 PBT-ben (PBTN). A mintdkat éjszakéan keresztiil
4°C-on inkubaltuk az elsddleges ellenanyagokkal (csovenként 200 ul PBTN-ben, elsddleges
ellenanyag a megfeleld higitasban). A kovetkezé napon a mintakat 3x10 percig mostuk PBT-ben
szobahdmérsékleten, majd fluoreszcensen jelolt masodlagos ellenanyago(ka)t 1:200-hoz
higitasban (sziikség esetén a phalloidint 1:40-hez) tartalmazé PBTN-ben inkubaltuk

szobahdmérsékleten, 1 6ran keresztiil. A méasodlagos ellenanyagos inkubécional figyeltiink arra,
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hogy mintdk végig sotétben legyenek. Az inkubacidt kovetden kozvetleniik 1:2500 DAPI
(Invitrogen, D1306) tartalma PBS-ben 15 percig taroltuk a mintakat, majd 3x10 perces mosas
kovetkezett PBT-ben, szobahOmérsékleten, sotétben tartava a mintakat. F-aktin festéséhez
fluoreszcensen jeldlt phalloidint hasznaltunk: Alexa Fluor 488 Phalloidin (Invitrogen, A12379)
Alexa Fluor 546 Phalloidin (Invitrogen, A22283). A mintakat az utolsé mosast kovetden 30 ul
Vectashield Antifade Mounting Medium-ban (VECTOR Laboratories, H-1000) targylemezre

vittiik 61, majd 24x24 mm fed6lemezzel fedtiik be és a feddlemezt Iégmentesen lezartuk lakkal.

A kolokalizaciés vizsgélatokhoz a vandorld (L3 stadium) larvak nyalmirigyét preparaltuk
jéghideg PBS-ben, majd azonnal 4% formaldehid-PBS-ben fixaltuk a szoveteket 30 percen
keresztiil, lassan mozgatva, billegtetve az edényt. PBT-ben torténd (3x20 perces) mosast
kovetéen PBTN-ben blokkoltuk 1 6rdn keresztiil, majd anti-FLAG elsddleges ellenanyagot
(1:200) tartalmaz6é PBTN-ben inkubaltuk a mintakat 4°C-on, éjszakan at. Kovetkez6 napon, az
elsddleges ellenanyag kimosasat kovetéen a masodlagos ellenanyaggal szobahdn 1 oran
keresztiil inkubaltuk a mintdkat. A fixalasi (permeabilizalas), a mosasi ¢és blokkolasi
folyamatokat szobahdmérsékleten végeztiik, a standard protokoll szerint. A mintdkat az utolsé
mosast kovetden ~30 pl Vectashield Antifade Mounting Medium cseppben targylemezre vittiik,
majd a megfeleld preparalast utan 24x24 mm fed6lemezzel fedtik le, majd a fedélemezt

légmentesen lezartuk lakkal.
3. 13. Konfokalis mikroszképia

Az S2 sejtek kerek liveg feddlemezre néttek rd, amelyen megtortént a fixéalas és az
immunfestés is. A rogzités Fluoromount G-vel (Thermo Fisher Scientific, 00-4958-02) tortént.
A képeket Leica TCS SP5 konfokalis mikroszkdppal készitettiik a mikroszkop 63.0x1.40 olajos

objektivjével.

A primer embriondlis neuronok és a citoplazmds aramlés felvételeihez Olympus

Fluoview FV1000 mikroszkopot hasznaltunk.

A Lysotracker festéshez, Drosophila larvalis zsirtestet boncoltunk 4 oras éheztetést
kovetden, 100 uM Lysotracker Red-et (Invitrogen, L7528) tartalmazo PBS oldatban inkubaltuk,
majd 5 perces DAPI:PBS (1:2500) inkubaci6 kovetkezett. A mintakat PBS:Glicein (1:1)

keverékbe agyaztuk és azonal a mikroszkoppal vizsgéltuk.
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A kisebb nagyitasokat zsirtest, embrionalis ventralis idegkotegek és petekamrak esetében
Zeiss Axiolmager M2 mikroszkoppal készitettilk, amelyhez tartotik egy ApoTome 2 grid
confocal module kiegészités, valamint egy ORCA-Flash4.0 LT sCMOS kamera (Hamamatsu).
A nagyobb nagyitasu képek elkészitéséhez Leica SP5 mikroszkopot, valamint Zeiss LSM800

mikroszkopot hasznaltunk (aktin kébel haldzat a petekamrakban).
3. 14. CLEM: 3D Correlative Light- and Electron Microscopy

Az Atg9-3xmCherry pontos, az ultrastruktira szintjén meghatarozhato lokalizacidjanak
vizsgalatahoz 3 napos, jol taplalt néstények 10-15 db petefészkét preparaltuk, majd agyaztuk be
lowicryl gyantaba az un. nagy nyomasu, ‘freeze-substitution’ technologiaval [144]. A beagyazas
megfelel a 3D Correlative Light and Electron Microscopy (CLEM) technikai kovetelményeinek.
Ez a vizsgélat az EMBL (European Molecular Biology Laboratory) Electron Microscopy Core
Facility laboratoriumaban késziilt Heidelberg-ben, a Kukulsky és munkatarsai altal készitett

munkaban részletezett metodus szerint [145].
3. 15. Statisztika

Minden kisérletet legalabb egyszer megismételtink és a kisérleteket legalabb 9
kiilonb6z6é egyed/genotipus bevonasaval értékeltiik ki. Minden adatpontot minden esetben
bevontunk a értékelésekbe. A primer embriondlis neuronok vizsgalataban a sejtek random
valasztottuk ki a mutans- illetve kontroll neuron sejteket tartalmazo targylemezekrdl. Minden
elkésziilt képen igyekeztiink egyedi sejteket fotozni, melyeknek teljes axon-, illetve
filopodiumhalozata fokuszsikba kertilt. A fokuszsik megvalasztasanal arra torekedtiink, hogy
minden axon ¢és filopodium teljes hosszisagaban, élesen kirajzolodjon, ezaltal mérhetd,
szamolhato legyen. A hatarsejtek viszagalatakor a klaszter nagyobb, hdromdimenzios kiterjedése
¢s a nagy (8-12) sejtszdm miatt tobb fokuszsikot alkalmaztunk. A kiilonb6z6 genotipusok
vizsgalatakor az eredmények validitasat azonos beallitdsok hasznélataval és a fotozott struktirak

véletlenszert kivalasztasaval biztositottuk.

A szamszer(sitett adatok GraphPad Prism 5 vagy SPSS 21 (IBM) statisztikai
programokkal keriiltek kiértékelésre, hasonldéan korabbi munkéakhoz [146][147]. Variancia
analizist minden esetben az SPSS vagy GraphPad programokkal végeztiikk az adatkészletek
Osszehasonlitdo analiziseit megeldzden. A variancia értéke megegyezett az Osszehasonlitott
csoportok kozott, kivéve abban az esetben, amikor U vagy Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk.

Kétoldalu, kétmintas ‘unpaired’ t tesztet hasznaltunk két minta 6sszehasonlitasanal (26. ¢ 4bra,
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16. a abra) ¢és one-way ANOVA analizist Bonferroni korrekcioval kiegészitve a tobbszoros
mintaszamok Osszehasonlitasanal (7. ¢ abra) abban az esetben, ha az adatok normal eloszlast
mutattak. Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk nem normal eloszlasi adatok esetében,
tobbszords mintaszam dsszehasonlitasakor (8. a abra, 15. dbra). Egy esetben hasznaltunk Mann-
Whitney U tesztet, amikor két adathalmazt vetettiink dssze, azonban az egyik adathalmaz nem
normal eloszlasti adatokat tartalmazott (16. b abra). A dumpless peték gyakorisaganak és
hatarsejtek defektusainak statisztikai kiértékeléséhez Fisher’s exact tesztet hasznaltunk (8. b

abra, 21. abra), hasonl6an mas munkakhoz [148].

A hibavonalak az atlagos szorasokat jelolik (standard error of the mean, £SEM) az
oszlopdiagramokon. A box plot-okban (16. abra), a kék és sarga jelek az adathalmaz azon részét
jelolik, amelyek a fels6 és also kvartilisek kozé esnek; a mediant egy horizontalis fekete vonal
jelzi, az atlagot pedig a boxokban talalhatd ‘x’. Pontos n szamok és p értékek a képleirasokban
talalhato (azonban fontos tudni, hogy a Kruskal-Wallis teszt esetében az SPSS software nem
adott pontos p értékeket, ha a p értéke 0.001-nél kisebb volt).
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4. Eredmények

4. 1. Az Atg9 autofagiaval osszefiiggoé vizsgalata Drosophila-ban

CRISPR/Cas9 technologia segitségével 1étrehoztunk szamos, kiilonb6zd méretti deléciot
célzottan a Drosophila 2. kromoszémajanak jobb karjan (2R), az Atg9 gént lefed6 szakaszon
beliil. A mutagenezis soran kisebb, illetve nagyobb szakaszokat tavolitottunk el az Atg9 gén
szekvenciameghatarozast kovetden kivalasztottuk a B5 szammal jelolt legnagyobb deléciot (4. a
dbra). Az Atg9° allélt 1étrehozo delécio egy rovid, az Atg9 funkcidjat betdlteni nem képes
peptidszakaszt eredményez, amelyben a fehérje N-terminalisanak elsé 6t aminosava megmarad.
PCR-rel igazoltuk a 2464 bp nagysagt deléciot a masodik kromoszoéma jobb karjan (4. ¢ abra.
Western blot analizis segitségével a teljes hosszsagi Atg9 fehérje hianyat is igazoltuk (4. d
abra,). Tovabbi vizsgalatainkhoz két menekitd konstrukciot készitettiink, amelyek sajat, genomi
prométere altal meghajtott Atg9 transzgént tartalmaztak és C-terminalisan 3xHA (Atg9-3xHA)
illetve 3xmCherry (Atg9-3xmCherry) cimkékkel voltak ellatva (4. b abra). Menekit
konstrukcioink  segitségével 1étrehoztunk transzgenikus muslica vonalakat, melyek
tanulmanyozasa altal igazoltuk, hogy mindkét Atg9 transzgén helyreallitotta az Atg9 hidnyaban
bekovetkez6 autofagia defektust. Az autofag folyamatok helyreallasat a p62 szint normal szintre
csokkenésével tudtunk igazolni (6. d abra). A sikeres menekitési kisérletek bizonyitottak, hogy
az altalunk létrehozott Atg92° allél az Atg9 gén jelentds részének kiesését, és az Atg9 ismert

funkciéinak kiesését eredményezte, igy kimondhattuk, hogy az Atg92°® egy null mutacio.
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4. abra. Az Atg9 null mutins létrehozasa és validalasa. Az Atg9%° allél generaldsa

CRISPR/Cas9 alkalmazasaval megkozelitdleg a Drosophila Atg9 teljes kodolo régiodjat
eltavolitotta (a). Két Atg9 transzgenikus vonalat készitettiink a C-termindlison fizionalt 3xHA
vagy 3xmCherry cimkékkel, az Atg9 sajat, genomikus promoterével hajtva (b), valamint
készitettink egy UASp-GFP-Atg9 indukalhato plazmidot Drosophila S2  sejtek
transzfekcidjahoz (b). Az Atg9 deléciot PCR-rel igazoltuk (c), az Atg9 fehérje hianyat pedig az
altalunk létrehozott a-Atg9 ellenanyagot hasznalva Western blot segitségével (d).

Fenotipus szempontjabol a homozigota Atg9®° és a hemizigota Atg9%°/D(2R) adultak
hasonlésagokat mutattak: habar morfologiailag egészségesnek tiintek, szemi-letalisak voltak,
azaz csokkent a termékenységiik (5. a abra), oxidativ stresszre és fertézésekre érzékenyebbeknek
bizonyultak, mint a vad tipust vagy a menekitett legyek (5. b, ¢ abra) és erésen romlottak a
neuromuszkularis funkcioik maszasi tesztekben (5. d abra). Ahhoz, hogy sejtek szintjén
igazolhassuk, hogy az altalunk létrehozott Atg9®° allél zavart okoz az autofigia folyamataban,
tovabbi modszereket alkalmaztunk. Szomatikus klonanalizis soran hdsokk altal indukaltunk
Atg9 mutéciot hordozo sejteket muslica larvakban, majd a vizsgalt zsirtesteket ¢heztetett,
harmadik stadiumos, vandorlo larvakbol nyertiik. A szomatikus mozaik- vagy klonanalizisnek
az eldnye, hogy az indukcid hatdsara keletkez0 mutéans sejt €s utddai hordozzdk a mutéiciot,
tovabba expresszaljak a szelekcidohoz sziikséges jelol6/tudositod fehérjét. Azok a sejtek voltak a
kontroll sejtek, melyekben a korai hésokk hatasara nem tortént meg a célzott gén Kkiiitése és
megmaradt a jelolo-fehérje expresszidja. Az autofag struktirak autofagia-specifikus jelolok

altali nyomon kovetésére altalanosan elfogadott rendszer az autofagia kutatasaban, ehhez pedig
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az egyik legjobb szovet a larvalis zsirtest. Az autofagia defektusainak kovetéséhez kiilonbozo
jeloléket hasznaltunk (savas Sejtalkotok festése, Atg8a kovetése, p62 halmozodas). Elészor a
savas organellumok, lizoszomak és autolizoszomak jelenlétét mutattuk ki Lysotracker festés
segitségével. A lizoszomotropizmus egy régota ismert jelenség, mely azt jelenti, hogy a savas
beltartalmu sejtorganellumok képesek a gyenge bazikus vegyiileteket a lumeniikben
felhalmozni. Ma mar léteznek olyan vegyiiletek, amelyek megbizhatéan alkalmasak a sejten
beliili savas organellumok szelektiv kimutatasara. A Lysotracker festék alapvaza egy gyengén
bazikus vegyiilet, amely neutralis pH-ji kozegben csak részlegesen protonalddik, amely igy
megengedi a festékmolekulak atjutdsat mind a plazmamembranon, mind pedig a kiilonb6z6
sejtorganellumokat hatarol6 membranokon. Amennyiben egy organellum savas beltartalmu
(lizoszomak, autolizoszomak), Gigy a bejutd Lysotracker festék teljes mértékben protonalddik, és
emiatt elveszti a penetracios képességét, tehat az organellum lumenében reked. A Lysotracker
festékek altalaban fluorofor-kapcsoltak, igy a jelolés fluoreszcens mikroszkopiaval

ellendrizhetd.

Ehezés-indukélta autofigia soran megnétt mind a szdma, mind a mérete a savas
kompartmentumoknak. Ha azonban az autofagia folyamata gatolt, nem, vagy csak részlegesen
alakulnak ki autofag strukturak (fagofor, autofagoszoma, autolizoszéma). Esetlinkben, a larvalis
zsirtestekben indukalt Atg9 mutans sejtekben (GFP-texpresszalo sejtek) Lysotracker festéssel
(Lysotracker red) nem detektaltunk savas organellumokat, ellentétben a kornyezd, GFP-t nem
expresszalo kontroll sejtekkel (6. a abra). Tovabba a mutans, zold sejtekben nem volt
kimutathatd a 3xmCherry-Atg8a, amely a kontroll sejtekben az autofag strukturakat
egyértelmiien kijelolte (6. b abra). Végiil a p62 szelektiv autofagia receptor fehérje eloszlasat
ellendriztik az Atg9-hianyos larvak zsirsejtjeiben. A p62 fehérje erés halmozodasa volt
megfigyelhetd az Atg9 mutans sejtekben, ellentétben a kornyez6 kontroll sejtekkel (6. ¢ dbra). A
p62 fehérje felhalmozodasat Western blottal is igazoltuk (6. d abra). A p62 fehérje szintjének
vizsgalatakor megallapitottuk, hogy Atg9 hemi- és homozigota mutans legyekben felhalmozodik
a p62, mig vad tipusu kontrollban és az Atg9 menekitds vonalaiban (Atg9-3xHA és Atg9-
3xmCherry) a vad tipust kontroll (w!!!8) legyekhez hasonléan, kis mennyiségben van jelen. Az
eredményeket Osszesitve elmondhatjuk, hogy az Atg9 mind a szelektiv, mind pedig a stressz-
indukalta autofagiaban fontos szerepet jatszik, hianyaban az irodalombol jol ismert autofagia-

specifikus defektusok alakulnak ki, melyeket Atg9 transzgén kifejezésével menekiteni lehet.
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5. abra. Az Atg9%° mutansok autofigiaval osszefiiggd vizsgalatai. Atg9 hianyaban csokken a
muslicék élethossza (a), a mutans legyek paraquat kezelés hatasara gyorsabban pusztulnak el (b)
és rosszabbul toleraljak a Pseudomonas fertézést (c). Atg98° mutacié hatasara az allatok mozgasi
képességei is jelentdsen romlanak maszas tesztben (d). Minden tesztben a kontroll vad tipust
(W8 és/vagy Atg9-3xHA menekité vonal volt.
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6. abra. Az Atg9 autofiagiaban betoltott szerepének igazolasa. Atg9 mutans larvalis
zsirsejteket (zold, GFP — a, b; piros, mTomato — c¢) indukaltunk autofagia tekintetében vad tipusu
larvakban. Ehezés indukalta, Lysotracker festésre pozitiv autolizoszomak (a) és Atg8a-
3xmCherry pozitiv altalanos autofag struktirak (b) Osszeszerelédése erésen gatolt Atg9
hianyaban Osszehasonlitva a kornyezé szomszédos sejtekkel. Atg9 null mutans sejtekben jol
taplalt allapotban erds folhalmozodast mutat a konstitutiv tubulin promoterrel meghajtott GFP-
p62 transzgén (c). Western blottal teljes muslicakbol szdrmazo fehérje preparatumokbol is
egyértelmiien kimutathatd a p62 fehérje felhalmozédasa Atg9 hidnyaban (Atg9%5/Df(2R);
Atg98%) amelyet Atg9 transzgén (Atg9-3xHA és Atg9-3xmCherry) segitségével menekiteni lehet
(d). wt8: vad tipust kontroll; Scale bar: a-c: 20 um.

4. 2. A Drosophila Atg9 szerepe a nostények peteképzésében

4. 2.1. Az Atg9 hianya drasztikusan rontja a néstények termékenységét

Annak ellenére, hogy az Atg9®® mutdns allatok, mas Atg mutdnsokhoz hasonléan
¢letképesek, homozigdta torzset nem tudtunk fonntartani stabilan, tobb generacion keresztiil. A
rovid élethosszt, a neurodegeneraciobol adodo mozgasi defektusokat, illetve a csokkent stressz-
toleranciat mas kutatocsoport is leirta [45], mindezek azonban nem magyaraztak a homozigota

torzs fenntartasanak nehézségeit. Megvizsgalva az Atg9®® mutans adultak termékenységét azt
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tapasztaltuk, hogy mig a himek szaporodoképesek, addig a néstények nem, vagy csak nagyon
kevés petét produkaltak abban az esetben, ha vad tipusu himekkel kereszteztiik ket (8. a abra).
A csokkent peterakasi képességet az Atg9-3XxHA transzgenikus vonal menekitette (8. a abra),
malamint megvizsgaltuk az Atg9-3xmCherry transzgenikus vonalat, amelyben szintén helyreallt
a termékenység (nem kozolt adat). Vizsgalatainkban a tovabbiakban a petefészek
tanulmanyozasara koncentraltunk, hiszen korabbi munkakbol tudhat6, hogy mas,
homozigotaként életképes Atg mutansnal, (példaul Atg7 vagy Atgl6) nem figyelheté meg
termékenységcsokkenés [68][46]. Eredményeink azt sugalltak, hogy az Atg9 eddig ismeretlen
modon, specifikusan jarul hozzd a muslica ndéstények peteképzddéséhez. Megvizsgaltuk az
nagyon hasonlitottak a vad tipust néstények petefészkeire, a mutansok petefészkében feltiinden
sok 14. stadiumot elért, de le nem rakott pete halmozddott f61 (9. dbra). Osszehasonlitottuk a
kevés lerakott pete méretét és alakjat a vad tipust néstények petéivel, és azt tapasztaltuk, hogy
a mutans néstények petéi gyakran kisebbek és kerekebbek voltak (7. a abra, 8. b abra). Igaz ez
abban az esetben is, amikor a peték Atg9 mutans ivarvonal klonokbol szarmaztak, amely igazolta
az Atg9 ivarvonal-specifikus funkciojat (8. b abra). Ez a fenotipus az irodalomban mar jol
koriilirt, ugynevezett dumpless pete, amely a petefejlodés soran lejatszodé dumping
folyamatanak meghibasodasdhoz kothetd els@sorban. A normdal modon lezajld peteképzddés
végén a dajkasejtek apoptodzissal elhalnak, majd az utanuk maradd sejttormelékeket a
petekezdeményt burkold follikularis sejtek fagocitaljak. A hibas dumping zavart okozhat a
dajkasejtek halalaban, igy el6fordulhat, hogy visszamarad néhany dajkasejt. Ezeket a
visszamarad6 dajkasejteket a sejtmagok festésével lehet detektalni (PNCN — persistent nurse cell
nuclei). DAPI festést alkalmazva igazoltuk, hogy az Atg9®® ndstények petefészkeiben
felhalmozaddott, 14. stadiumot elért peték kozel 40%-aban kimutathatdak voltak a visszamaradt
dajkasejtek magjai (7. b abra). Egy masik modszerrel szintén megvizsgaltuk a hibas dumping
folymatat. A dumping soran a dajkasejtekben keletkezé nyomas aramlast hoz 1étre a petesejtben
(cytoplasmic streaming). A petesejtben 1évé Gn. szik (yolk) granulumok mozgasanak
monitorozasa lehetdvé teszi az aramlas sebességének a kiszamitasat. Ez alapjan megallapitottuk,
hogy a vad tipust kontrollhoz viszonyitva az Atg98° mutans petesejtekben az dramlas jelentdsen
lelassult, azonban az Atg9-3xHA transzgénnel ez a lassulds menekitheté (7. ¢ abra). Az Atg16912°
[46] mutans petesejtekben nem mutattuk ki a cipolazma aramlas megvaltozasat (7. Cc abra).
Mindez arra mutat ra, hogy Atg9 hianyaban a dajkasejtek kortikalis aktin halozata altal generalt

nyomas kisebb, mely fakadhat a kortikalis aktin halo instabilitdsabol, rendezetlenségébdl.
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7. abra. Az Atg9 hidnya dumpless petéket eredményez. A dumpless peték kisebbek,
kerekebbek, mint az egészséges, vad tipust (W''8) kontroll pete (a). A dumping hibajanak az
egyik megnyilvanulasa a 14. stadiumban is DAPI festéssel jol detektalhatoak a dajkasejt magok
(b). Atg9 hianyaban (n=11) jelentésen csokken a citoplazma aramlés vad tipusti (w8, n=10) és
autofag (Atg169?° n=9) kontrollokkal 6sszehasonlitva, az Atg9-3xHA menekités (n=10) képes
volt ezt a lassulast menekiteni (C).

; b A dumpless peték
a Atlagos petehozam/nap megjelenésének aranya

%0 ns.

peteszam

ns.
5 []
. H

days kontroll Atglé  Atg9 Atg9
control —Atg9(BS] —Atg9 rescue ivarvonal
klénok

8. abra Az Atg9 hianyaban bekovetkezdé termékenységesokkenés abrazolasa grafikonon.
Atg9 hianyaban a muslica néstények jelentdsen kevesebb petét raknak vad tipusu kontrollhoz és
az Atg9-3xHA menekitéshez viszonyitva (a). Kruskal-Wallis test, n = 20/genotipus, ***p <
0.001. A lerakott peték kozott mig vad tipusban és Atg16 mutansban elenyészo, ~5% a dumpless
peték ardnya, Atg9%® mutans (~30%) és Atg9 mutans csirasejtekbdl szarmazod peték (~37%)
kozott jelentésen megnétt a dumpless peték aranya. Fisher’s exact teszt p = 0.794 (vad-Atgl6),
p =0.0000084 (vad-Atg9), p = 0.00005 (Atg16-Atg9) (b).
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9. 4abra. Az Atg9%> mutans
nostények petefészkének
morfolégidja. Az Atg9%® mutacio
hatdsara nem valnak csokevényessé a
petefészkek (jobb oldal),
Osszehasonlitva a vad tipusu
kontrollal (bal oldal). A két
petefészek egyszerre, egymas mellett
volt fotdzva.

kontroll

4, 2.2. Az Atg9 és az aktin halézat kapcsolata

Az Atg9-3xmCherry transzgén alkalmasnak tint az Atg9 lokalizaciojanak
tanulmanyozasara. Konfokalis mikroszkopiaval igazoltuk az Atg9 fehérje jelenlétét az
ivarsejtekben. Nagyfelbontasu fluoreszcens felvételen lathato, hogy az Atg9 a citoplazmaban
elszorva, ,,pOttydzott” mintdzatot mutat, mig a membran mentén mindenhol jelen van, mintegy
a sejtmembran markereként. JellemzOen a gytriicsatornak kornyékén feldusul az Atg9, illetve
izgalmas felfedezés volt az Atg9 felhalmozodasa a petesejt ,,csucsi részében”, az un. poszterior
polusan. Ez utobbi megfigyelés azért is volt érdekes, mert a poszterior péluson halmozddnak ol
azok a faktorok, amelyek a kés6bbi embrid polarizaltsagat meghatarozzak (10. a abra). Ilyen
faktor az osk mRNS. Megvizsgaltuk az osk mRNS mintézatat az Atg9®° petekamrakban, de az
osk poszterior lokalizacidjat nem befolyasolta az Atg9 hianya, igy a kutatast ebben az iranyban
folytattuk.

3D Korrelativ Fény- és Elektron Mikroszképia (CLEM - Correlative Light and Electron
Microscopy) segitségével az Atg9-3xmCherry transzgént kifejez6 ivarvonal sejtekben
megallapitottuk, hogy az Atg9 a citoplazméban kisméretii vezikuldkhoz, mint korai- vagy késoi
endoszomak, multivezikularis testek (MVB — Multivesicular Body) és emészt6 lizoszomakhoz,
illetve elszorva endoplazmas retikulumhoz ko6tédott (10. b abra). A sejtmembranra fokuszalva
megfigyeltiik, hogy az Atg9 jelen volt a gylrlicsatornakat 1étrehoz6 membranok hajlataiban
(nem kozolt adat), illetve olyan ujj-szerli membranstruktirakban, amelyek feltételezhetéen
parhuzamos aktin-kotegeket tartalmaztak (10. ¢ dbra). A dajkasejtek a 10B staddiumtol jellegzetes
aktin halozatot fejlesztenek, amely jol strukturalt, a sejtmembrantdl a sejtmag hartyaig tartd
aktinkotegekbdl, un. aktin kabelekbdl all. Ezeknek az aktin kébeleknek a sejtmembran feldli Un.
pozitiv (,,+7) végiiknél talalhatéak az Osszeszerelési pontjaik. Az aktin kabelek feladata
elsésorban a sejtmag megtamasztasa és a gyuriicsatornaktol torténd tavoltartdsa a dumping
soran. A keletkez6 nyomads hatasara a sejtmembranba ujj-szerlien benyomodnak a kéabelek ,,+”

végei kialakitva ezzel az Un. filopodium-szerii aktin-gazdag nyulvanyokat (filopodia-like actin-
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rich protrusion). A petekamra érettségi stadiuma alapjan a 10. ¢ abran (11. stadium) ez a
membran nyulvany szerkezetében megfelelhetett egy aktin-gazdag nyulvanynak. Elektron
mikroszkopiaval tehat az ultrastruktira szintjén is igazolodni latszott, hogy az Atg9 a
membranhajlatokban, hajtii-szerli membrannytlvanyokban van jelen, melyek feltételezhetéen

aktin kabelek benyomodasa révén keletkeztek.

Atg9-3xmChejry — [l Phalloidin

10. abra. Az Atg9 szubcellularis lokalizaciéja Drosophila petefészekben. Az Atg9 a
petekamrakban kisméretii citoplazmikus struktirakhoz kotddik, illetve a plazmamembranhoz
(sarga nyilfejek), valamint a petesejt poszterior polusan halmozddik fel (magenta nyilfej) (a).
CLEM analizis megmutatta, hogy a dajkasejtek citoplazmajaban elsdsorban kisméretii
vezikulakhoz (lizoszomak, endoszomak) kotédik az Atg9 (sarga nyilfejek) (b), valamint a
plazmamembran mentén, szinte mindenhol eléfordul, de jellemzden ott nagyobb mennyiségben,
ahol meredek, erés membrangorbiiletek vannak, egyesekbe parhuzamos mintazat, aktin
kotegekre emlékeztetd képz6dmény is belefut (sarga nyilfej) (c). Phalloidin festés szintén
igazolja, hogy az Atg9 jellemzden az aktin kabelek sejtmembranba nyomddo részét kozrefogd
membranban van jelen (d-f). Scale bar: a: 50 um, b-c: 150 nm, d-f: Sum.

Ezt kovetden, phalloidin festéssel lathatova tettilkk az aktin kabeleket azokban a
stadiumokban, amelyekben egészséges, jol taplalt ndstény esetében a kabelek mar kialakultak
(>10B stadium). Megvizsgaltuk a membranban elhelyezkedd Atg9-3xmCherry és az aktin
kabelek ,,+” végének viszonyat. Azt tapasztaltuk, hogy az Atg9 a membran azon részeihez

lokalizalodik, ahol a kabelek benyomodnak és kialakitjak az aktin-gazdag, ujj-szerti
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nyulvanyokat (10. d-f abra). Ez a megfigyelés Gjabb bizonyitékot szolgaltatott az Atg9 és az aktin

halozat kapcsolatara.

Ismert, hogy a korai és késoéi endoszémak egyarant el6fordulnak a citoplazmaban és a
membrankdzeli régiokban is, ezért immunfestéssel ellendriztiik, hogy az Atg9 és kiillonbozo
endoszoma-specifikus markerek mintazata milyen mértékben fed at a petekamrakban. Atg9-
3xHA és Rab5 (korai endoszoma) (11. b abra), valamint Atg9-3xHA és Rab7 (kés6i endoszoéma)
(11. a abra) kett6s festésekkel igazoltuk, hogy Kkis mértékben van atfedés az Atg9 és az
endoszoma markerek mintazatai kozott. Ezek a megfigyelések felvetették benniink a kérdést,
hogy az Atg9 hianyaban kialakulo gyenge petézés kovetkezhet-e az endoszoma rendszer

miikodésének megvaltozasabol?

11. abra. Az Atg9 és a korai- valamint késéi endoszoma markerek kolokalizacidja. Az Atg9
fehérje lokalizaciojanak 0sszehasonlitasa a Rab7 (a), valamint a Rab5 (b) fehérjék mintazataval
(fehér nyilfejek) muslica petekamraban.
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12. abra. Az aktinhalozat vizsgalata Atg9 null és kontroll petekamrakban. Azonos
stadiumokban (>10 stadium) 1évé vad tipusu és autofagia deficiens (Atg16%*?®) kontrollok
aktinhalozatahoz viszonyitva az Atg9%° mutins ndstény petekamrajaban az aktin kabelek
kialakulasa késik, csak néhany vékony aktin filamentum kezdemény figyelhet meg (sarga nyil).
Scale bar: 20 pm.

Annak érdekében, hogy a lehetséges strukturdlis eltéréseket korbejarjuk, egyszerii
Phalloidin festéssel vizsgaltuk meg a petekamrakban az aktin halézat allapotat. Kontrollként a
white!'® (vad tipus) és az Atg16%9'®® autofagia mutans torzset hasznaltuk. A kontrollok
kivalasztasanal ennél a kisérletnél is fontos szempont volt, hogy termékeny legyen a ndstény. Az
el6zé kisérlethez hasonléan olyan stadiumot valasztottunk, amelyikben mar varhatoan
kialakulnak az aktin kabelek (10B-11). Megfigyeléseink alapjan, mig a vad tipusu és az autofagia
kontrollban jol strukturalt aktin kabelek huzodtak a plazmamembran és a dajkasejtek magjai
kozott, addig az Atg95® mutansban éppen csak megkezdédott az aktin kabelek kialakulasa (12.
abra). Késobbi stadiumokban (12-14. stadiumok) a kabelek a kontrollokhoz mar nagyon
hasonloak voltak. Eredményeink azt mutattak, hogy ellentétben az Atg16%?° muténssal, ahol
nem volt figyelhetd eltérés az aktin halozat formaldédasaban a vad tipust kontollhoz képest, az
Atg9 hianyaban az aktin kabelek kialakulasaban késés kovetkezett be. Megfigyeléseinkbdl arra
kovetkeztethettiink, hogy az Atg9 hianya autofagia-fiiggetlen modon befolyasolta az aktin
kabelek kialakulasat dajkasejtekben. Az egyértelmil aktin haldzat valtozasok miatt kisérleteinket
a tovabbiakban az aktin citoszkeletonra fokuszalva terveztiik meg, €s az endoszomalis rendszert

nem vizsgaltuk részletesebben az Atg92°® ndstényekben.

4. 2. 3. Az Atg9 és ismert aktin szabalyozo faktorok genetikai interakciéjanak

vizsgalata

Az aktin kébelek kialakuldsaban az un. tip complex jatszik szerepet. A tip complex
fehérjéi a polimerizal6do kabelek plazmamembranba nyomodo ,,+” végeihez lokalizalédnak.

Az, hogy az Atg9 szintén az aktin kabelek ,,+ végeinél helyezkedik el, hianyaban pedig az aktin
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kabelek kialakuldsa zavart szenved, folvetette azt az elképzelésiinket, hogy az Atg9 és a tip
complex fehérjéi kolcsonhatasban allhatnak egymassal. A tip complex egyik tagja az Ena/\VVASP
(Ena), amely immunhisztokémiai tesztek eredményei szerint a kabelek membranba benyomaddott
végein, pontszerlien helyezkedik el [125], hasonléan az Atg9 plazmamembranhoz kothetd
mintazatahoz (10. d-f abra). A profilin szintén az aktin polimerizacio egyik szabalyozo fehérjéje,
és kotépartnere az Ena-nak. A profilin felelés az aktin monomerek szallitasaért az aktin
filamentumok polimerizalédé (,,+7) végeihez, négy darab Ena pedig homotetramert alkotva
Osszefogja, kotegeli a polimerizalodd filamentumok végeit a membran kozvetlen kozelében.
Egyes tanulmanyok szerint az Ena tamogatja az aktin polimerizaciot végzé formin-tipust fehérje
kozott a dajkasejtekben végbemend aktin haldzat kialakuldsa sordn, az irodalombdl mar ismert
ena, illetve chic ismert mutans alléljeinek vizsgalatabol ismert fenotipusokra fokuszaltunk.
Mind az ena-nak, mind pedig a chic-nek szamos mutans allélje 1étezik, melyek enyhébb vagy
stlyosabb zavart okoznak az aktin halozat kialakulasaban Drosophila oogenezis soran. Az egyik
ilyen ismert elvaltozas a dajka sejtek plazmamembranjainak felbomlasa, amelynek elsédleges
oka a kortikalis aktin halozat és a plazmamembran destabilizalédasa. Ezt a defektust a kortikalis
aktin halozat jelolésével (phalloidin festés), valamint a dajkasejt membran specifikus,
immunhisztokémiai festésével (DE-cadherin ellenanyag) lehet igazolni. A hatarol6 membranok
eltlinése a dajkasejtek Osszeolvadasat eredményezi, anélkiil, hogy a dajkasejtekhez kothetd 15
nagy, politén sejtmagok szama megvaltozna. Ez a jelenség magyardzza a tobbmagvi, Un.
multinuklealt (ketté vagy tobb sejtmaggal rendelkez6) dajkasejtek megjelenését. Megvizsgaltuk,
hogy az Atg9® mutins petefészkekben eléfordulnak-e multinuklealt dajkasejtek. Phalloidin
festéssel és DE-Cadherin ellenanyagos jeloléssel igazoltuk, hogy a petekamrak megkdzelitéleg
30%-aban megtortént a dajkasejt-fuzio (mind a kortikalis aktin, mind a DE-cadherin hianyzik a
magok kozott), ellentétben a vad tipust kontrollal, ahol nem tapasztaltunk faziét (13. abra). Ezt
kovetden megvizsgaltuk, hogy a tobbmagvu sejtek valoban fizié eredményei-e, vagy mas
jelenség, példaul korai, osztodasi (citokinezis) probléma okozza a rendellenes sejteket.
Megszamoltuk az érintett petekamrakban elhelyezked6 ivarvonal sejtek sejtmagjainak szamat és
azt tapasztaltuk, hogy a petesejttel egyiitt minden petekezdemény 16 sejtmagot tartalmazott (1
petesejt és 15 dajkasejt mag). Tovabbi megfigyelések is megerdsitették a fuzid tényét. Az egyik,
hogy nagyon fiatal petekamrakban (<6 stadium) egyaltalan nem, vagy csak elvétve fordult el6
rendellenes, tobbmagva dajkasejt. Mindez bizonyitotta, hogy a nagyméretii, tobbmagvu
dajkasejtek idésebb stadiumokban bekovetkezé dajkasejt fizio eredményei. A masik jelenség,

ami gyakran kiséri a dajkasejt-fuziot, szamszeriisitheté és egyben szintén az ena és chic
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funkciovesztést jellemezheti, az a gyiriicsatornak eltinése, esetleg tobb, a membrantol
elszakado gytrlicsatorna aggregalodasa. A Hts-RC (Hu i tai shao ring canal fehérje)
immunfestése kizérolag a gytriicsatornakat jeloli ki, igy konnyen meg lehet szdmolni az egy
petekamran beliil elhelyezkedd gytrti-szerli képzédményeket. Normdl moédon fejlédo
petekamrakban, igy a vad kontrollban is 15, a membranhoz kapcsolodo, Hts-RC és aktin festésre
is pozitiv gylriicsatorna szamolhat6. Atg9 hidnyaban csokkent az egyedi gytriicsatornak szama
(14. abra), mig az autofagia kontroll, Atg16™?° mutans petekamrik esetében sem a fuzids
fenotipust, sem csokkent gytiriicsatorna szamot nem figyeltiink meg (14. abra). Eredményeink
alapjan elmondhato, hogy az Atg9 hianyaban sériil a kortikalis aktin hal6zat és a plazmamembran
stabilitdsa, autofigia-fliggetlen moddon jarul hozzd a dajkasejtekben zajlo aktin halozat

kialkulasahoz és feltételezhetden részt vesz annak fenntartasaban, stabilizalasaban .

Phalloidin

13. abra. Az Atg9 genetikai interakcioja a chic-Kel és az ena-val. Phalloidin és a-DE-cadherin
ellenanyagos festés alapjan lathatd, hogy Atg9 hianyaban (n=131) megjelennek fhzionalt
egyiittes hianyaval (n=231) pedig a dajkasejt fuziot még inkabb sulyosbitja, tobb sejtet érint
egyszerre a fazio (jobb oldali kép). A fehér csillag minden esetben a tobbmagvu dajkasejteket
jeloli.
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14. abra. Az Atg9 hianyanak hatasa a gyliriicsatornak és a plazmamembran
integritasara Atg9®® csiravonal klénokban. Ha csak az ivarvonal sejtekben hianyzik az Atg9
(Atg9®® ivarvonal klonok), hasonloan az Atg9%° mutans petekamrikhoz, deformalédnak vagy
eliminalddnak a gytriicsatornak (a) (fehér nyilfej), valamint a plazmamembran egyes helyeken
teljesen eltlinik, dajkasejt fiziot eredményezve (b) (lila csillag). Scale bar: a, b: 50 um.

Ahhoz, hogy kimondhassuk, hogy az Atg9 az elébbickben folvezetett aktin szabalyozo
faktorokkal egyiittmiikodve vesz részt az aktin halozat szabalyozasaban, genetikal interakcios
teszteket végeztiink. Kivalasztottunk két, az irodalomban jellemzett null allélt az ena-ra (ena®3)
és a chic-re (chic??!), melyek homozigdta forméaban letalitast okoznak, heterozigotaként azonban
vad tipusunak tlinnek és fertilisek. Ezt kovetden kettés mutans vonalakat hoztunk létre, tehat az
Atg9®® allélt kombinaltuk az ena® és a chic?®! allélekkel. Mindhdrom gén a masodik
kromoszoman helyezkedik el (Atg9 és ena a jobb, chic a bal karon), ezért az allélek kombinalasa
¢és kettds mutans vonalak létrehozasa in situ rekombinacios technikaval valosult meg (lasd
Anyagok és modszerek fejezet). A genetikai interakcios tesztekhez kontrollként hasznéltuk az
ena?®, illetve a chic?! allélekre heterozigdta ndstényeket (ena®®/+ és chic?l/+), illetve ezen két
muténs allélre egyszerre heterozigota muslicdkat (ena®/chic??!). Mindezeken tal olyan
genotipusu allatokat is létrehoztunk, melyekbe keresztezésekkel Atg9-3xHA menekitd
transzgént is bevittiink, hogy igazoljuk, az Atg9 hianya okozza a vart elvaltozasokat a néstények
petefészkeiben. A rekombinacid sikerességét az ena és chic allélek kovetésére alkalmas

szemszin markereket hasznaltunk (white, fehér szemszint okozo hattéren piros szemszint okozo

dominans marker), az Atg9%° mutacié meglétét pedig PCR teszttel igazoltuk.
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Mint fentebb leirtam, az Atg9 hianya kis mértékben vezetett a dajkasejtek
Osszeolvadasahoz (ritkan €s csak kevés dajkasejtet érintett fzio, petekamrankét 1-1 szomszédos
sejtet). Hasonlé tendencia volt megfigyelheté az ena®®/+ és chic??!/+ ndstények esetében is,
melyek esetében szintén ritkan lattunk enyhe (1-1 szomszédos sejtet érinté) fizids fenotipust.
Abban az esetben, ha Atg9®® mutans néstényekbdl elvettiink egy kopidt vagy a chic-bdl vagy az
ena-bol (Atg9%°,ena?®/Atg9B® és Atg9B° chic??l/ Atg9®°), mindkét esetben jelentésen megnétt a
multinukledlt dajkasejtek szama (14. dbra). Mindkét esetben a stulyosbodott fenotipust a Atg9-
3XHA transzgén menekitette. A chic és ena mutans allélekre egyszerre heterozigdta ndstények
(ena?/chic??) dajkasejt fuzio tekintetében a vad tipushoz hasonlitottak, azonban, ha Atg9B°
mutaciora homozigotak voltak (Atg98°,ena?/Atg98%,chic??!) a néstények, mikdzben a chic és ena
mutans allélekre heterozigotak voltak, a dajkasejt fuziok szama szignifikansan megnétt, és
jellemzden a fazid kettonél tobb dajkasejtet érintett petekamranként, tehat sulyosbodott a
fenotipus, ha az Atg9 is hianyzott a sejtekbdl (15. abra). Ahhoz, hogy bebizonyitsuk, hogy a
fuzios fenotipus Atg9-fiiggd, illetve, hogy sejtautonom moddon alakult ki, megvizsgaltuk a mar
korabban leirt ivarvonalsejt klonokat hordozo ndstények petefészkét. Kimutattuk, hogy az Atg9
hianyos petekamrakban az Atg9%° mutans néstények petekamraiban megfigyelt mértékben és
stlyossaggal lathatoak dajkasejt fuziok. Kontrollként az egy azon petefészekben 1év6 vad tipust
petekamrikat hasznaltuk, melyekben a korabban vizsgédlt vad tipushoz hasonléan nem

tapasztaltunk faziot.

A fazion atesett dajkasejtekkel szorosan Osszefliggd jelenséget, a gytirlicsatorna szam
csOkkenést is megvizsgaltuk a mar emlitett mutansainkban. A dajkasejt fuzional tapasztalt
tendencia némileg megvaltozott, hiszen szignifikans csokkenést csak a legstulyosabbnak gondolt
allélkombinacioban (Atg98%, ena®/Atg9®° chic??t), valamint az Atg9®® ivarvonal klonok esetében
lattunk (15. abra). Erre a legvaloszinlibb magyarazat az, hogy mig a kortikalis aktin-halozat,
valamint a membranok eltiinése jol lathato defektust okozott a dajkasejtek szintjén (lasd fuzid)
addig a gytrlicsatornak gyakran nem eliminalodtak a membranok szétesésével, hanem a
citoplazmaban “Gszva” sokaig detektalhatoak maradtak Phalloidin festéssel és Hts-RC
ellenanyagos jeloléssel. Gyakran keletkeztek gytirticsatorna aggregatumok is, amelyeket kettd
vagy tobb Hts-RC-pozitiv, torz gytrti alkothatott. Ezekben az esetekben, ha nem lehetett
egyértelmiien megszamolni, hogy hany gytirti alkotja, egynek szamoltuk. Az ivarvonal klénok
esetében bar szignifikansan csokkent a gyliricsatornak szdma, ez elsdsorban kiugro értékekkel
volt magyardzhato, a legtobb petekamraban az Atg9%® mutans néstények petekamraiban

tapasztalt, enyhe gytiriicsatorna szam csékkenés volt a jellemzo.
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15. abra. A dajkasejt fazié és gyiirlicsatorna-vesztés elofordulasanak, silyossaganak
statisztikai kiértékelése. Mindkét fenotipus szdmoldsdhoz 9 vagy annal késébbi stadiumu
petekamrakat vizsgaltunk meg. A dajkasejtek fuzidjanal a fuzio altal érintett dajkasejtek szamat
dbrazoltuk petekamranként. A vizsgalatba bevett genotipusok: ena?®/+ (n = 92), chic??!/+ (n =
124), ena?®/chic®! (n = 129), Atg*%*?® mutans (n = 80), Atg9%® muténs onalléan, kombinalva
ena® (n=150) vagy chic??! (n=97) egy kopia hianyaval, Atg9®°;Atg9-3xHA menekités (n=118).
A gyliricsatornakat Hts-RC immunfestéssel vizualizaltuk. Vad tipusban (n=97) nem figyelhetd
meg gytirticsatorna vesztés, csak ritkan lathatd Atg9%® mutans petekamrakban (n=108) és Atg9
mutans ivarvonal klonokban is csak elvétve (n=100). Atg9%° mutacié kombinalva ena?® (n=44)
vagy chic??! (n=67) egy képia hianyaval szintén enyhe fenotipust eredményez. ena?*/chic®? (n

crer

szimultan hidnya Atg9%® mutdns hattéren (n=34) szignifikansan megnéveli a gytiriicsatorna

elvesztésének gyakorisagat. Kontrollként ena®®/+ (n=93), chic??'/+ (n=94), Atg169?° (n=88),
Atg98%;Atg9-3xHA menekités (n=110) volt hasznalva. A statisztikai analizist Kruskal-Wallis
teszttel végeztiik, **p = 0.001, ***p < 0.001.

A kivalasztott ena?® és a chic®?! mutaciok null allélekként viselkednek, roluk funkcionalis
fehérjetermék nem keletkezik, és homozigdta forméban korai letalitdst okoznak. A genetikai
interakcios teszteket elsdsorban az életképességre vonatkozdéan kezdtiik el. Arra voltunk
kivancsiak, hogy az Atg9 tlltermelése képes-e menekiteni az ena és chic null allélek homozigota
formaban okozta korai embrid haldlozast. Terveink szerint ena®/ena®;Atg9-3xHA illetve
ena?*/ena®;UASp-Atg9-GFP torzseket szerettiink volna létrehozni és ugyanezt megismételni
chic??! homozigoéta kondicioban is. Az indukalhaté UASp-Atg9-GFP transzgén expressziojat a
testi sejtekben kifejezd6do tub-Gal4 driverrel indukaltuk. Kisérletiink nem eredményezte a vart

genotipusu muslicakat, amely azt igazolja, hogy az Atg9 taltermelése nem volt képes sem az
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ena, sem a chic hianyabol adodo letalitast menekiteni, tehat az eredmények nem tamasztottak

ala az Atg9 megkeriilhetetlen szerepét sem az ena, sem a chic hianyanak enyhitésében.

Az irodalmi adatokat tanulmanyozva olyan hipomorf hatasu alléleket kerestiink, amelyek
ugyanazon gén null alléljeivel megengedik, hogy életképes felndtt allatok fejlddjenek, de jol
koriilirhatdé mutdns fenotipussal rendelkeznek. A chic egyik hipomorf alléljét (chic®t32)
hasznaltuk tovabbi vizsgalatokhoz, amely homozigétaként életképes és fertilis, chic®?! alléllel
kombinalva szintén életképes, a ndstények azonban csokevényes petefészkekkel rendelkeznek
¢és terméketlenek [130]. A kivalasztott chic allélek heteroallélikus kombinacioban teljes
sterilitast okoztak mind a ndstényekben, mind pedig a himekben. A ndstények nagyon ritkan
produkaltak petéket, amelyek fejlédése nagyon nagy mértékben defektusos volt, szikanyag csak
nagyon kis mennyiségben keriilt a petébe, egyértelmiien alkalmatlanok voltak a
megtermékenyitésre. A chic??/chic®®32 genotipusu legyekben ivarvonal-specifikusan (nos-
Gald) indukaltuk az Atg9-GFP transzgén Kifejez6dését, mintegy tultermelve az Atg9-et a
petefészekben. Habar a termékenységet nem allitotta helyre az extra mennyiségli Atg9, a lerakott
peték tovabbra is terméketlenek voltak, a lerakott peteszerli képletek szama enyhén
megemelkedett (16. abra) és a szikanyag latszolag tobb volt ezekben a petékben. A ndstények
rovid ¢élethossza €s rossz altalanos fizikai allapota nem tette lehetévé a hibas fenotipus

dokumentalésat, igy a petékrdl nem késziiltek képek.
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16. abra. Az GFP-Atg9 tultermelése részlegesen képes menekiteni a chic hianyaban
felléepo sulyos peterakasi defektusokat. A GFP-Atg9 nos-Gal4-es, ivarvonal specifikus
tultermelésének nincsen hatdsa a peterakasra dsszehasonlitva a kontroll néstényekkel (csak nos-
Gal4 drivert hordozok) (). A chic mutans életképes, de terméketlen néstények (chic??!/chic®32)
nagyon kevés, rendellenes petét raknak, az Atg9 ivarvonal specifikus tiltermelése azonban képes
a peterakast enyhén javitani.
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Szerettiik volna megvizsgalni, hogy a testi sejtekben van-e hatasa az Atg9-nek a chic

transzheterozigotak fenotipusaira. Ezt Gigy értiik el, hogy chic??Y/chic%32°

genotipust legyekben
tub-Gal4 driverrel hajtottuk meg az UASp-GFP-Atg9 transzgént. A chic??t/chic®3?° genotipusu
legyek nagyon jellegzetes szor-fenotipussal rendelkeznek, ugyanis a pleuralis lemez szdrei
(f6leg a notopleura — oldalsoé rész szdrei) vastagabbak, megtornek és ritkan elagaznak (17. abra).
Az Atg9 tultermelése azonban nem sziintette meg a szor defektusokat, tehat a testi sejtekben nem
tudtuk igazolni, hogy tobblet Atg9 fehérjével potolni lehet a kies6 chic funkcioit. Kimutattuk azt
IS, hogy oOnmagédban az Atg9 hianya sem okoz a chic allélekre jellemzd, szdrt érintd
elvaltozasokat (17. abra). Eredményeinkbdl elmondhato tehat, hogy az Atg9 tultermeléssel
részben sikeriilt javulast elérni a chic hianyabol eredd petézési rendellenességekben, ez az

eredmény azonban nem igazolta egyértelmiien az Atg9 és a chic interakcidjanak in vivo

relevancidjat.

Atg9B5/Atg9B3

17. abra. Az Atg9 szornovekedésre gyakorolt hatasa a notopleura széreinek novekedésére.
A chic hianya jellegzetes szérmdvekedési defektust okoz (kozépsd kép — chic??/chic®320), fehér
nyil. Ez a defektus nem figyelheté meg sem vad tipusnal (baloldali kép), sem Atg9 hidnyaban
(jobboldali kép)

4. 3. Az Atg9, az Ena és a profilin lokalizaciéjanak kapcsolata

4. 3. 1. Az Atg9 kolokalizal az Ena-val és a profilinnel

A genetikai interakciok vizsgalatanak eredményei azt sugalltak, hogy az Atg9 ismert
aktin-szabalyozo fehérjéken, az Ena-n és a profilinen keresztiil szerepet jatszik a muslica
dajkasejtek aktin halozatanak kialakitasaban. A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy az
Atg9 hianya befolyasolja-e az Ena ¢és a profilin lokalizaciojat. Az UASp-GFP-Atg9 és
3xmCherry-vel fuzionalt ena transzgéneket (UASp-ena-mCherry) egyszerre kifejez6 muslica
vonalakat hasznaltunk. Mindkét transzgén kifejezédését nos-Gal4 driverrel egyszerre indukaltuk
csirasejtekben. Mind az Ena, mind pedig az Atg9 pontszerti struktrakat jelolt ki jellemzden a
membranhoz kozel, illetve az Atg9 a membrant bar gyengén, de kozvetleniil is kijelolte (10. d-f

abra). Fluoreszcens mikroszkopos képeken az is megfigyelhet6 volt, hogy gyakran az Ena és az
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Atg9 egymas kozvetlen kozelében helyezkedik el a sejtmembranhoz kozeli régidban, valamint
szamos membrankdzeli pont Volt mindkét fehérjére pozitiv (18. a abra). Eredményeink tovabb
tamogattak azt a feltételezésiinket, miszerint az Atg9 ¢és az ena egyiitt vehetnek részt az aktin
haldzat kialakitasaban, hiszen azon a helyen mutatnak kolokalizaciot, ahol az aktin kabelek és a

kortikalis aktin haldzat osszeszerelddik.

Kivancsiak voltunk arra, hogy a lokalizaci6s mintazatok az Atg9 és az aktin regulétor
fehérjék kozott a muslica mas szoveteiben is megfigyelhetéek-e. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasara mas, immunhisztokémidban jol hasznélhato, a csirasejtekhez hasonld nagy,
politén sejtmagokkal rendelkezd sejteket vizsgaltunk meg. Ilyen sejteket tartalmaz a felnott
petefészken kiviil (dajkasejtek) a larvalis nyalmirigy is. Nagyon érdekes megfigyelés volt, hogy
az Ena ¢és az Atg9 elsdsorban a nydlmirigysejtek bazélis felszinéhez kozel taldlhatd, fészekhez
hasonl6 struktirdkban helyezkedtek el. Ezek az Atg9-gazdag “fészek” képzédmények nagy
mennyiségli Ena fehérjét tartalmaztak, a fészkek pedig mintegy haldzatban, egymassal
Osszekottetésben helyezkedtek el (18. b dbra). Még érdekesebb volt az a megfigyelés, hogy ezek
az Atg9-gazdag “fészkek” F-aktin-t tartalmaztak (18. ¢ abra). Habar azonositani nem tudtuk
ezeket a képleteket, leginkabb sejtek dsszekapcsold struktirainak tiintek, ha figyelembe vessziik,

hogy nagyon kozel helyezkedtek el a sejtek bazalis felszinéhez.

A profilin lokalizacidjanak vizsgalatahoz egy UASt-Flag-chic transgenikus muslica
torzset hasznaltunk [149]. Immunfestéssel lathatova tettiik a chic-hez fuzionalt Flag cimkén
keresztiil a profilin lokalizaci0jat larvalis nydlmirigysejtekben, majd osszehasonlitottuk a GFP-
Atg9 mintazataval. Az Ena-tdl eltéréen nem a bazalis felszinen, hanem ,,beljebb”, a sejtek magja
felé igazoltunk Atg9-re és profilinre is egyarant pozitiv struktirakat, a plazmamembran egésze
pedig mind a két fehérjére pozitiv volt (18. d abra). Megvizsgaltuk, hogy léteznek-e olyan
struktarak, amelyekben az Atg9, az Ena és a profilin is egyszerre van jelen, azonban ilyen
,harmas pozitiv” struktarak meglétét nem tudtuk igazolni. Az Atg9, habar mindkét aktin
szabalyozoval mutatott genetikai kdlcsonhatast, és kiilon-kiilon az Ena és a profilin is mutatott
kolokalizaciot az Atg9-cel, a harmas kolokalizacio hidnya arra utalhat, hogy nem egy idében
torténik az egytittmiikodés a harom fehérje kozott. Feltételeztiik, hogy az Atg9 az Ena-val és a
profilinnel az aktin haldzat kialakitdsdnak olyan fazisaiban hathat kdleson, amikor az Ena €s a
profilin nincsenek egy komplexben, vagy ha létre is jon egy harmas komplex, az nagyon rovid

ideig 4ll fenn.
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18. abra. Az Atg9 és az aktin szabalyozo Ena és profilin lokalizaciéjanak vizsgalata
dajkasejtekben és larvalis nyalmirigysejtekben. A GFP-Atg9 ¢és az Ena lokalizacidja
dajkasejtekben (a, nyilfejek mutatjak a ketts pozitiv struktarakat). Larvalis nyalmirigyben, a
bazalis felszinhez kozel a GFP-Atg9 és az F-aktin (phalloidin) kolokalizalnak (c), a fészek-szert,
GFP-Atg9 altal formalt strukturak egy-egy diszkrét Ena-mCherry-gazdag képletet dlelnek korbe
(b). Szintén larvalis nyalmirigyben, a GFP-Atg9 mintazata hatarozottan atfed a profilin (Flag-
profilin) mintazataval, mind a plazmamembranban, mind pedig citoplazmas strukturakban (d).
A sarga nyilfejek a kolokalizaciot jelolik a b-d képeken. Scale bar: 20 pum a—d.
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4. 3. 2. Az Atg9 szabalyozza az Ena membrankozeli elhelyezkedését

Kolokalizacios tesztjeinket kovetéen megvizsgaltuk, hogy az Atg9 befolyasolja-e az Ena
sejten beliili elhelyezkedését. Megvizsgaltuk az Ena lokalizacidjat Atg9 mutans petekamrakban
(19. abra). Jol detektalhatéan véltozott meg az Ena mintazata az Atg9®° dajkasejtekben, hiszen a
vad tipust kontrollhoz, valamint az Atg9-3xHA menekité vonallal dsszehasonlitva jelentdsen
kevesebb Ena-t tudtunk kimutatni (19. b abra). Mig a kontrollban és a menekité vonalban az Ena
jellemzOen a sejtmembranok, valamint a gytrlicsatornak koézelében dasult fel, addig Atg9
hianyaban ez a jellegzetes mintazat sokkal kevésbé volt megfigyelhetd. Western blottal
ellendriztiik, van-e kiillonbség az Ena fehérje szintjében Atg9 mutans €s a kontroll (vad tipus és
menekitds) petefészkek kozott. Azt tapasztaltuk, hogy Atg9 hianyaban kevesebb Ena talalhat6 a
petefészkekben a vad tipust kontrollhoz képest, az Atg9-3xHA transzgénnel azonban ez a

csokkent fehérjeszint menekithetd volt (20. abra).

Il Phalloidin

Atg985;Atg9-3xHA menekités !

19. abra. Az Atg9 hidnyanak hatisa az Ena lokalizaciéjara petekamrakban. Az Ena
lokalizacidja vad tipust kontroll (a), Atg9%° mutans (b) és Atg9-3xHA menekitd transzgént
hordozé (c) petekamrakban. a-Ena ellenanyagos festés, az Ena lokalizacidjanak helyét fehér
nyilfejek mutatjak. Scale bar: 50 um, a-c.
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20. abra. Az Ena fehérje szintjének vizsgalata Western blot-tal. Petefészkekbdl
izolalt fehérje preparatumokbol kimutathatdo az Ena fehérjének hozzavetdéleges alacsonyabb
szintje Atg9 mutans (Atg9%°) petefészkekben sszehasonlitva vad tipust kontrollal és Atg9-
3xHA menekitéssel (Atg98°;Atg9-3xHA).

A chic és az Atg9 kapcsolatanak vizsgalatahoz sajnos nem allt rendelkezésiinkre
ivarvonal-specifikusan kifejeztethetd chic transzgén, sem petefészekben megbizhatdan mitk6d6
a-profilin ellenanyag, igy nincs adatunk arrél, valtozna-e a profilin elhelyezkedése

dajkasejtekben Atg9 hianyaban.

Eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy az Atg9 hozzéjarul az Ena membranhoz

------

lokalizaciojanak szabalyozasan til mas funkcidjanak betdltéséhez is hozzajarul-e.

4. 4. Interakcios vizsgalatok

4. 4.1. Eleszto kettés-hibrid teszt

Ahhoz, hogy tovabb erdsitsiik a genetikai interakcios tesztekben kapott eredményeinket,
és megtudjuk, van-e kozvetlen kolcsonhatas az Atg9 és a vizsgalt két aktin-szabalyozo fehérje
(Ena, profilin) kozott, biokémai teszteket is végeztiink. Az élesztd kettds-hibrid teszthez az Atg9
fehérje citoszolikus doménjeit hasznaltuk. A négy darab citoszolikus doménjébdl (CTD) a hdrom
legnagyobbat valasztottuk ki: N-terminalis domén vagy CTD1 (as 1-117), a CTD2 (as 194-334),
¢és a C-terminalis domén vagy CTD4 (as 530-845). A harmadik citoszolikus doménje annyira
rovid, hogy nem terveztiink vele vizsgalatot. Megvizsgaltuk a CTD-ek lehetséges interakciojat
harom kiilonb6z6 faktorral: actin 5C, Ena és profilin. Az aktin 5C egyik Atg9 CTD-nel sem
mutatott interakciot. Azonban az CTDI1 az Ena-val gyengén, a CDT4 pedig a profilinnel
erdsebben hatott koleson (22. a, 23. e abrak). Ismert az irodalomboél, hogy a profilin prolin-
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gazdag régiokhoz kotédik (prolin-gazdag motivumok). Létezik néhany jol definialt prolin-
motivum, amely ligandumként szolgalhat a profilin szamara [117]. Ilyen motivum a PPXPP, és
a PXXP is, ahol P a prolinokat, X pedig barmilyen, nem meghatarozott aminosavat jelol.
Megvizsgaltuk az Atg9 mindharom CTD-jét, talalunk-e benne prolin-gazdag régiot. A CTD2-
ben egy ’PGSP’, a CTDA4-ben pedig egy 'PPRPPAAP’ motivumot talaltuk, melyekben
felismerhetéek a fentebb emlitett motivumok. Az éleszté kett6s-hibrid kisérletek els6
eredményeire tdmaszkodva, miszerint az CTD4 kolcsonhat a profilinnel, a tovabbiakban a
CTD4-re koncentraltunk. A vizsgalt aminosav szekvencia a CTD4-en beliil tehat a kdvetkezd
volt: PPRPPAAP (21. abra). Ebben a motivumban a prolinokat alaninra cseréltiik (P->A),
aminek kovetkeztében az 0j szekvencia AARAAAAA lett, az 0ij szekvenciat tartalmazo
alternativ CTD neve pedig "CTD4 mut_P’ lett. Megismételtiik az éleszté kettds-hibrid tesztet
kontrollként hasznalva az eredeti, vad tipusi CTD4-t és azt tapasztaltuk, hogy bar latvanyosan
lecsokkent az interakci6 eréssége a profilin és az 4j CTD4mut_P kozott, teljesen mégsem sziint
meg (22. b abra). Ez az eredmény azt mutatja, hogy az altalunk valasztott prolin-gazdag motivum
hozzajarulhat a profilin és az Atg9 kotédéséhez, azonban nem kizardlagosan felelnek a kotésért.
Irodalomban leirtak olyan precedenst, amikor az Ena egy hosszabb, prolinban gazdag szakaszan
talalhaté 8 prolint alaninnd mutaltak, és még abban az esetben sem szlint meg teljesen a

kolcsonhatas a profilin és az Ena kozott [113].

C-terminalis vég Extracellularis/lumindlis domén

N-terminalis veg

_ Citoszolikus domén

Transzmembran domeén |l] prolin-gazdag motivum

PPRPPAAP

Atg9

21. abra. Az Atg9 fehérje sematikus abrazolasa a PPRPPAAP motivum jelolésével. Bal
oldalon az N-terminalis végtdl indulva piros téglalapok jelzik a négy citoszolikus doméneket 1-
4. Piros fliggblegesen csikozott szakasz jelzi a negyedik citoszolikus domén prolin-gazdag
motivumat.
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22. abra. Az Atg9, az aktin és a profilin interakciéjanak vizsgalata éleszt6 kettos-hibrid
rendszerben. Az interakcio vizsgalata aktin 5C és az Atg9 citoszolikus doménjei (a), CTD4 és
a profilin (a), valamint a CTD4 mut_P kozott (b). GST pull-down teszt adult ndstényekbdl
késziilt teljes fehérje mintabol szarmazd Atg9 és rekombinans GST-profilin kdzotti interakcid
kimutatasara (C).

-WL -WLH g,
profilin_W3A

AD+ WL -WLH gp. AD+
CTD4 F=F profilin CTD4 E

CTD

[tres] CTD4 | [Ures] BD+ AD+ena

WL -WLA

AD+

profilin  [ires] profilin_W23A CTD1

¢ d CTD2
AD+ BD+ AD+ BD+
profilin profilin_W3A
Ena Ena CTD4
Ena [ures] Ena [ures]
[Ures] profilin  [lires] profilin_W3A

23. abra. Az Atg9 citoszolikus doménjei, az Ena és a profilin interakciéjanak vizsgalata
éleszto kettés-hibrit rendszerben. Az interakciok vizsgalata CTD4 és profilin (a),
profilin_W3A (triptofan->alanin csere) és a CTD4 (b), az Ena ¢és a profilin (c), az Ena és a
profilin_W3A (d) és a CTD1 és az Ena kozott (€). Az [iires] felirat minden esetben az interaktor
szekvenciat nem tartalmazd vektort jeloli (kontroll).
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Az élesztd kettds-hibrid tesztet megterveztiik a profilin oldalar6l olyan modon, hogy a
profilin prolin-gazdag régihoz vald kotédését igyekeztink megsziintetni. A profilin, habar
méretét tekintve kicsi fehérje, aminosav szekvenciaja kismértékii azonossagot mutat az egyes
organizmusok kozott. A Drosophila profilin a human profilin 1-gyel (PFN1) 40%-os, az egér
profilin 1-gyel 46%-0s, a szarvasmarha profilinnel 43%-os homoldgiat mutat. Ennek ellenére
sikeriilt az irodalom alapjan megtaldlni azt a konzervalt aminosavat, amely felelds a prolin-
gazdag régiok kotéséért. Ez az aminosav a harmas triptofan (W3) [150]. Kicseréltik ezt a
triptofant alaninra (W3A) és élesztd kett6s-hibrid rendszerben teszteltiik a mutans profilin
(profilin. W3A) kotédési képességét Ena-hoz és Atg9-hez. Az Ena-val teljesen megsziint a
kotddeés (23. ¢, d abra) €és az Atg9 negyedik citoszolikus doménjével is gyengiilt az interakcid
(23. a, b abra). Ezzel a kisérlettel igazoltuk, hogy az irodalombol ismert prolin-gazdag régio
kotéséért felelds konzervalt triptofan felelés muslicaban is a prolin-gazdag szekvenciak
kotéséért, és bar az Atg9 mas peptidszekvenciai is feleldsek lehetnek a kotés 1étrejottéért, de a
konzervalt triptofan elsddleges szerepet tolthet be az interakcidoban. Ezzel magyardzhato az a
jelenség, hogy kolokalizacids tesztjeinkben miért nem taldltunk Atg9-Ena-profilin harmas-
pozitiv strukturakat, hiszen eredményeink alapjan az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy a profilin
egyazon szakaszan osztozhat az Ena és az Atg9, tehat vagy az Ena-hoz, vagy az Atg9-hez
kotédik. Eredményeink arra nem adnak valaszt, hogy az Atg9 képes-e mindkettd aktin

szabalyozo faktort, az Ena-t és profilint egyszerre kotni.

4. 4.2. Az Atg9 és a profilin interakciojanak bizonyitasa ko-immunprecipitacioval

és GST pull-down technikaval

A GST pull-down olyan in vitro eljaras, amelyben baktériumokban megtermelt GST
cimkével fazionalt rekombinans fehérjét Glutathione-Sepharose oszlopra kotottik fel
(immobilizalunk) és vizsgaljuk egy masik, oldatban 1évé fehérjével a kdlcsonhatasat. Fizikai
kolcsonhatas esetén a GST-fuzids fehérje megkdti az interakcids partnerét, igy az szintén az
affinitas matrixon marad (immobilizalodik). Ebben az esetben az elualasi 1épést kovetden a GST-
kotott és az interaktor fehérjét is le tudjuk mosni a gyongydkrol kis térfogata elegybe, amelybdl
pl. Western blot segitségével kimutathaté az GST-fuzionalt csali €s az interaktor fehérjék
jelenléte is. Kisérletiinkben a GST-profilin rekombinans fehérjét alkalmaztuk csali fehérjeként,
az Atg9-3xHA fehérjét, mint feltételezett interaktort pedig néstény muslicak teljes fehérje
lizatumabol nyertiik. A tobbszords transzmembran tulajdonsaga miatt az Atg9-et nagyon nehéz
lett volna baktériumokban megtermelni és tisztitani, ezért valasztottuk az altalunk létrehozott

Atg9-3xHA transzgenikus, menekitd muslica torzset, mint forrast. Eredményeink alapjan a
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profilin GST cimkéje specifikusan az oszlophoz kototte a profilint, ezt az immunoblot képen a
megfelel6 magassagban (~40 kDa) megjelent GST-profilinnak megfelelé specifikus jel (csik)
jelezte. Interakciot is detektaltunk az Atg9 és a profilin kozott, ugyanis HA cimkére specifikus
ellenanyaggal a Atg9-3xHA is kimutathato volt a vart mérettartomanyban (~110 kDa) (22. ¢
abra). Eredményeink erdsitették in vivo megfigyelésiinket, mely szerint az Atg9 kolcsonhatasba
1ép az aktin haldzat szabalyozasaért felelds egyik faktorral, a profilinnel. Megjegyzendd, hogy
bar az Atg9-et specifikusan kimutattuk a GST-profilin altal , kifogott” fehérjék kozott, azonban
az Atg9 teljes fehérje lizatumbol szarmazott sok més fehérje mellett, igy nem zarhato ki, hogy a
profilin az Atg9-et kozvetve, mas fehérjével komplexben ,huzta” ki. Ennek tisztazasara
rekombinans Atg9 megtermelésére és tisztitasara lenne sziikség, azonban e projekt keretei kozott

erre sajnos nem volt lehet6ségiink.

Ko-immunprecipitacioval szintén kimutattuk a kdlcsonhatast az Atg9 és a profilin kozott.
Ebben az esetben UASt-Flag-chic (profilint taltermeld) transzgenikus muslicakat kereszteztiink
UASp-GFP-Atg9 transzgenikus muslicakkal, utodjaikat pedig mindkét transzgénre egyszerre
szelektaltuk. Mindkét transzgén expressziojat tub-Gal4 driverrel indukaltuk, majd a
néstényekbdl 3-5 naposan teljes fehérjemintat izolaltunk és a Flag cimkével ellatott profilint
immobilizaltuk Flag cimkére specifikus gyongyok felszinén, melyen keresztil az Atg9 is
kikotédott a profilinen keresztiil a gyongyokre (24. abra), igazolva ezzel, hogy in vivo a profilin

¢és az Atg9 egy komplexben helyezkedik el a ndstényekben.

Flag-profilin - + -
GFP-Atg9 - + -
N - Flag-profilin
15 kDa —

- !
130kDa — uy ' | — GFP-Alg9
100 kDa —

-

24. abra. Az Atg9 és a profilin interakci6janak vizsgalata ko-immunprecipitacioval. A bal
oldali panelen az ’input’, gyonggyel nem talalkozott mintak, a jobb oldalin a Flag-specifikus
gyongy altal kihuzott Flag-profilin és a profilinnel interakcioban allo Atg9 (GFP-Atg9) altal
adott jelek (csikok) lathatoak.

4. 5. Az Atg9 és az aktin regulatorok kapcsolata in vitro rendszerben - Drosophila

S2 sejtes kisérletek

Az élesztd kett6s-hibrid tesztek soran kapott eredmények arra vilagitottak ra, hogy az

Ena és a profilin az Atg9 két egymastol eltérd citoszolikus doménjéhez kotddnek, tovabba
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igazoltuk, hogy az Atg9 és a profilin egy komplexben van jelen. Szerettiink volna olyan
kolokalizacios tesztet kidolgozni, amelyben azt is tudjuk igazolni, hogy az Atg9-nek csak az
adott citoszolikus doménjének a jelenléte elegendé ahhoz, hogy az aktin szabalyozo faktorokkal
kot6djon. Ezt a kolokalizacios tesztet Drosophila S2 sejtekben végeztiik el. Ugy terveztiik meg
a kisérletet, hogy egy olyan sejtalkotohoz ,,iranyitottuk™ az Atg9-et, valamint a CTD1 és CTD4
szakaszokat, amely membrannal hatarolt és normal esetben nem az Atg9 helye a sejtben. llyen
sejtalkoté a kiilsé magmembran. Ismertek az un. KASH-domén fehérjék, amelyeknek mindossze
kettd képviseldje van Drosophila-ban, a Klarsicht és az Msp-300. A KASH domén felelés a
fehérjék magmembran-lokalizaciojaért. Vizsgalatainkban az Msp-300 fehérje szekvenciajat
hasznaltuk, amely 13481-13540 bazisparjai kozott tartalmazza az 56 aminosav hosszusagu
KASH domént. Ezt a KASH domént PCR reakcié segitségével “emeltiik ki” a muslica
genombol, majd hozzaépitettiik a teljes hosszasagi GFP cimkével fuzionalt Atg9-hez, valamint
a CTD1 ¢és CTD4 szakaszokhoz is kiilon-kiilon. A CTD1 és CTD4 szakaszokat is ellattuk GFP
cimkével. Kontrollként GFP cimkével megjelolt KASH domént hasznaltunk, hogy igazoljuk,
hogy az aktin regulator fehérjék nem magéhoz a KASH doménhez kotddnek. Els6 korben a teljes
hosszisagu Atg9-cel (GFP-Atg9) transzfektaltuk a sejteket. Immunfestéssel tettiik lathatova a
profilint és a GFP cimkét. Kivancsiak voltunk, hogy latunk-e erds kolokalizaciot az Atg9 és az
aktin-regulatorok kozott. Az Atg9 nagyon hatarozott plazmamembran-lokalizaciot mutatott,
valamint aprd vezikuldkat, membranhatarolt strukturakat is kijelolt a citoplazmaban, de
egyaltalan nem Vvolt jellemz6 magmembranba torténd beépiilése. (25. a abra). Jellemzben az
endogén profilin kovette a teljes hosszisagin Atg9 altal mutatott mintazatot, mind a
plazmamembranban, mind pedig a kisméretii citoplazmikus struktirakban (vezikulak). Amikor
az Atg9 KASH doménnel rendelkezett, nagy mennyiségben halmozodott fel a magmembranban
¢és a perinuklearis régioban, az endogén profilinnel egyiitt (25. b abra). Az GFP-CTD4
taltermelése inkabb egy homogén eloszlast mutatott a sejtekben, ritkdn apro, citoszoélikus
struktarakban is felhalmozodott, azonban a profilinnel, amely szintén homogén eloszlasu a
sejtekben, nagymértékli kolokalizaciot mutatott (25. ¢ abra). A KASH doménnel a
megmembranba kényszeritett CTD4 jelentés mennyiségli profilint toborzott magahoz (25. d
abra). A kontrollként hasznalt szimpla GFP-KASH domén nem ko6tott nagyobb mennyiségi
profilint a magmembranhoz (25. e abra). A transzfektalt sejteket a-Ena ellenanyaggal is
megfestettiik, azonban az a-Ena ellenanyagunk minden esetben olyan nagy hatteret adott, hogy
nem tudtunk biztonsaggal Ena-ra specifikus jelet detektalni. Ebb6l adédéan nem tudtuk igazolni,

hogy az Atg9 az Ena-val hasonlé kapcsolatban all, mint a profilinnel ugyanebben a rendszerben.
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25. abra. Az Atg9 lokalizaciéjanak hatasa a profilin lokalizaciojara Drosophila S2
sejtekben. A GFP-Atg9 S2 sejtekben a plazmamembranban és kis citoplazmikus, vezikulaszeri
struktirak membranjaban van jelen, mintazata jelentsen atfed a profilinnal (a, fehér nyilak). A
KASH-doménnel fazionali GFP-Atg9 a kiilsé magmembranban is megjelenik, vele egylitt a
profilin is felhalmozodik a kiils6 magmembran kornyékén (b, fehér nyilak). GFP-CTD4-nel
transzfektalt sejtekben az zold jel homogénné valik, mely atfed a profilin szintén homogénné
valé mintazataval (c). GFP-CTD4-KASH azonban erdsen a kiils0 magmembranban
lokalizalodik, jol detektalhatéan a profilin is er6sebb kiils6 magmembran lokalizaciot mutat (d,
fehér nyilak). A kontroll GFP-KASH bar kijeldli a kiilsé magmembrant, a profilin homogén jelet
ad (e).
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Drosophila S2 sejtes kisérletiink és az interakcios tesztek eredményeib6l 6sszességében
elmondhatjuk, hogy az Atg9 kotédik a profilinhez, az Ena-val a klcsonhatast pedig csak élesztd
kettés-hibrid rendszerben igazoltuk. Igazoltuk azonban, hogy Atg9 hianyaban az Ena-nak
jelentdsen megvaltozik a lokalizacidja, bizonyitva az Atg9 és az ena kozotti kolcsonhatas
meglétét. S2 sejtekben az Atg9 befolyasolja a profilin lokalizaciojat, amelyhez elégséges feltétel

a CTD4, vagyis az Atg9 C terminalis doménjének jelenléte.

4. 6. Az Atg9 aktin szabalyozassal osszefiiggé szerepe testi eredetii sejtekben

4. 6.1. A hatarsejt klaszter vandorlasanak vizsgalata

A muslica petefészek fejlédésében fontos szerepet toltenek be a testi, epitélialis eredetti
follikularis sejtek, melyek nélkiilozhetetlen funkciokkal birnak a petefejlodés soran. Ezek egyik
tipusa a mar a bevezetOben jellemzett hatarsejtek (border cell), melyekbdl petekamranként 6-10
darab van jelen a follikularis sejtek rétegében. Szigortian szabalyozott nyulvanyndvekedés
segitségével a hatarsejtek képesek a dajkasejtek kozott vandorolni és meghatarozott id6 alatt a
petekamra anterior végébdl a petesejt anterior hatardhoz érni. A vandorlés a 9. stddiumban indul
¢és a 10. stadium végére fejezédik be. A nyalvanyndvekedés és azok gyors valtozasa dinamikus
sejtvaz atrendezddéssel jar, jellemzden az aktin sejtvaz fel-, le- és 0jjaépiilése révén valosul meg.
Eddigi eredményeink igazoltdk, hogy az AtQ9 szerepet jatszik az aktin citoszkeleton
szabalyozasaban ivarvonal eredetli dajkasejtekben, igy kivancsiak voltunk arra, hogy az Atg9-
nek van-e hasonlo szerepe testi sejtekben is. Megvizsgaltuk a hatarsejtek vandorlasat és a
hatarsejtek csoportjanak (klaszter) a valtozasait a vandorlas folyaman (26. abra). Azt figyeltiik
meg, hogy Atg9 mutans petekamrakban a klaszter gyakrabban maradt le és nem érte el a petesejt
anterior hatarat, valamint igen gyakorta a sejtek szoros osszetartasa sem valosult meg (sériilt a
Klaszter-integritas), egy-egy sejt elszakadt a csoporttol (26. b abra), és az is el6fordult, hogy
teljesen mas iranyba folytatta a vandorlast, eltévedt. A hatarsejtek nyomonkovetésére egy slbo
promoterrel ellatott Gal4 drivert hasznéltunk, amely kombinalva volt egy un. Lifeact-GFP jel616
fehérjével (slbo-Lifeact-GFP). Ez a jelolés azért kiilonosen alkalmas a hatarsejtek kijeldlésére,
mert a Lifeact-GFP, ahogy a neve (Life actin) is mutatja valos idében képes az aktin haldzat

dinamikus valtozasait megjeleniteni (live imaging).

A vandorlasi defektusok osztalyozasara az irodalombol mar ismert kategoriakat
alkalmaztuk, melyek azt jellemzik, hogy a 10. stadium végére meddig jutott el a hatarsejtek
csoportja [151]. Ezzel a modszerrel 1-4-ig osztalyoztuk a vandorlasi fenotipust vad tipust

kontrollban és az Atg9®° mutdnsban (27. abra). Tovabba bevezettiink egy Ujabb kategoriat, a
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nulladikat (0.), ami a klaszter szétesését jelentette, mely esetben egy-egy sejt elszakadt a {6
csoporttol (26. b abra, 27. abra). Atg9 hidnyaban a hatarsejt klaszterek tobb, mint 50%-a a
megfeleld idoben érte el a petesejt anterior hatarat. Jelentds novekedést figyeltiink meg 2.
kategoriaban (p<0,05), a 3. és 4. kategéridkban (p<0,001), valamint az (ijjonnan bevezetett 0.
kategoriaban is (p<0,001) &sszehasonlitva a kontrollal. Kontrollként a csak slbo-Lifeact-GFP
transzgént egy kopidban hordozo ndstények petekamrait hasznaltuk. Ezzel a kontroll
petekamrakban is lathatdéak voltak a hatarsejtek, valamint 6nmagaban a transzgén vandorlast-

befolyasold hatédsat is figyelembe tudtuk venni a vézsgalat soran.

Osszességében az Atg9 hidnyos petekamranak mintegy 43%-a mutatott enyhébb vagy
stilyosabb vandorlasi problémat. Figyelembe véve, hogy az Atg9 hianya mind csira-, mind testi
sejtekben okoz termékenységgel kapcsolatos defektusokat, nem zarhatdé ki, hogy az Atg9
hianyaban fellép6 csokkent termékenység nem egy mechanizmus hibajabol adodik, hanem tébb

defektus hatasanak 6sszeadddasa okozza.

28 slbo-Lifeact-GFP

Atg9585;slbo-Lifeact-GFP

26. abra. A hatarsejt Kklaszter vandorlasa vad tipusi és Atg9%° mutans
petekamrakban. A hatarsejteket specifikusan slbo-Lifeact-GFP transzgén segitségével jeloltik
meg. A fels6 harom panelen vad tipusi hatarsejtek lathatéak, amint a 10. stddiumban
megérkeznek a petesejt anterior hatardhoz. Az alsé harom panelen lathatd, hogy Atg9 hidnyaban
a klaszterrdl leszakad néhany sejt, melyek lemaradnak (sarga nyilak). Scale bar: 50 um.
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27. abra. A hatarsejt klaszter vandorlasanak defektusai és azok eléfordulasa vad
tipusu és Atg9%° mutans petekamrikban. Font egy 9. stadiumos petekamra lathato, benne
jelolve a hatarsejtek csoportjanak (border sejt klaszter) vandorlasanak az iranya, valamint a
dajkasejtek altal elfoglalt tér 4 részre folosztva (1-4), kolonbozé szinekkel kiemelve (piros, sarga,
zold, kék). Attol fliggben, hogy a 10 stadium végéig melyik szinnel jeldlt régioban tartdzkodik
a vandorld sejtcsoport, osztalyoztuk a vandorlasi defektusokat. A 0. (lila) kategoria a szétesett
klaszter, tehat, amelyik klaszterrdl elszakadtak sejtek. Az also diagramon lathato a vizsgalat
eredménye vad- (n=178) és Atg9® mutins (n=94) petekamrikban. A fenotipus-valtozas
kategoriak eléfordulasa a vizsgalt csoportokban: 0. kategoria: kontroll n=6/178 és Atg9®®
n=27/94, p<0.001; 1. kategoria: kontroll n=0/178 és Atg9®® n=1/94, p=0.246; 2. kategoria:
kontroll n=0/178 és Atg98° n=3/94, p<0.05; 3. kategoria: kontroll n=3/178 és Atg9® n=9/94,
p<0.001; 4. kategoria: kontroll n=169/178 és Atg92° n=54/94, p<0.001. Fisher’s exact tesztet
hasznaltunk a statisztikai kiértékeléshez.

4. 7. Az Atg9 szerepének vizsgalata az idegrendszer fejlodésében

4. 7.1. EXvivo vizsgalat izolalt primer embrionalis neuronokkal

A Drosophila modellben az aktin sejtvaz vizsgalatanak egyik legjobb rendszere az

embrionalis kdzponti idegrendszer (central nervous system, CNS). A Drosophila embrionalis
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fejlédése 25°C-on nagyon jol jellemzett, meghatarozott ideig tartd stddiumokbdl all. Ezekben a
stadiumokban a sejtek és szervek fejlédése nagyon szigortian szabalyozott. Az elsdre altalunk
valasztott metodus a primer embrionalis neuronok ex Vvivo vizsgalata. ~16 6ras embriokbol izolalt
neuronokat 4 6ran keresztiil kultiraban ndvesztve vizsgalhatd a neuronok altal ndvesztett axonok
¢és filopodiumok hossza, amelyek az aktin-sejtvaz miikodésének megbizhat6 indikéatorai. Az
aktin citoszkeleton aktiv, folyamatos és szabdlyozott atrendezddése feltétele az axonok,
nyulvanyok ¢és filopodiumok fejlédésének. Tobb tudoményos munkaban szamoltak mar be a
neuronok novekedésének defektusairdl és azok hatterében huzodo sejbiologiai jelenségekrol
[116][152]. Eddigi eredményeink igazoltak azt az elméletet, mely szerint az Atg9 részt vesz az
aktin citoszkeleton szabalyozasaban a petefészekben és vandorlo testi sejtekben (hatarsejtek) is.
Azt feltételeztiik, hogy egy haztartasi gén, mint az Atg9 nem szovet-, vagy szervspecifikusan
miikodik, hanem példaul aktin-szabalyozo szerepe a szervezet egészére is kiterjedhet. Mind az
ena, mind pedig a chic kapcsan ismert az idegrendszer sejtjeinek fejlddésében, novekedésében
betoltott szerepiik [152]. Els6ésorban az axonok hosszaban, valamint a filopédiumok hosszaban
¢és szamaban irtdk le szabalyoz6 funkcidjukat. A tovabbiakban arra a kérdésre fokuszaltunk, hogy
az Atg9 hozzajarul-e az ena és/vagy a chic altal betoltott aktin szabalyozo funkcidhoz? Els6
1épésben ellendriztiik, hogy az Atg9 fehérje jelen van-e a primer embrionalis neuronokban. Atg9-
3xmCherry transzgént hasznalva azt tapasztaltuk, hogy nem csak jelen volt, hanem az axonokban
¢és filopodiumokban huzodo aktin-kotegekkel erds kolokalizaciét mutatott, kiilon kiemelve a
filopodiumok novekvo végeit (28. a abra). Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy Ena nagyon
hasonlé mintazatot mutat ugyanezen tipusu sejtekben [152]. Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy
van-e hatdsa az Atg9 hianyanak az axonndvekedésre vagy a filopédiumok szdméara. Kontrollként
vad tipusu és Atg5 (Atg5°°°) mutdns embridkat hasznaltunk. Mig az Atg5 autofag null mutans
kontrollban nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a filopodium ndvekedésben, addig az
Atg9 hianya jelent6sen megnovelte az axonok hosszusagat és a filopddiumok szamat (28. b és ¢
abra). Eredményeink azt igazoltak, hogy az Atg9 autofagia-fiiggetlen modon részt vesz az ex
vivo differencialtatott primer embrionalis neuronok fejlddése soran az axon- és filopédium

novekedés szabalyozasaban.
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28. abra. Az Atg9 hianyanak hatisa primer embriondlis neuronok axon- és
nyulvanynovekedésére. Az Atg9-3xmCherry a teljes axon és a filopodiumok mentén is
megtalalhato atfedve a phalloidinnel, tovabba jellemzden a filopodiumok vegében mutat erésebb
jelet (sarga nyilfej) (a). Atg9 hianyaban (n=65) jelentGsen tobb filopodiumot novesztenek a
primer embrionalis neuronok vad tipussal (n=121) Osszehasonlitva (b, c¢). Ugyanazokat a
neuronokat vizsgdlva, az Atg9 hidnya hosszabb axonokat eredményezett a kontrollhoz
viszonyitva. Two-tailed, two sampled unpaired T tesztet hasznaltunk a statisztikai értékeléshez.
Scale bar: a, b: 10 pm.

4. 7.2. Az Atg9 idegrendszerfejlédésben betoltott szerepének vizsgalata in vivo

In vivo rendszerben is megvizsgaltuk az Atg9 hidnyanak a hatasat az idegrendszer
fejlodésére. Az embrionalis kozponti idegrendszerben elsdsorban az un. axon-guidance (axon
novekedési irdny) problémak vizsgalhatdak. Fasciclin II (FaslI) ellenanyagos festéssel az embrio
hasi oldalan, hosszanti iranyban futd, harom parhuzamos (atkeresztez6dés-mentes) ventralis
idegkoteg jelenitheté meg (ventral nerve chord, VNC). Mig a vad tipusu (29. a abra) és az
autofagia mutans (Atg169?%) kontroll (29. ¢ &bra) embridkban nem figyeltink meg
megkeresztezddéseket az idegkotegekben, addig az Atg9% mutans embriok alacsony, mintegy
6,7 %-aban talaltunk részleges- vagy teljes megkeresztez6dést (29. b abra). Tekintve, hogy az
irodalomban nem talaltunk példat arra, hogy a van tipusu embriok kozott elé6fordul akar részleges
megkeresztezddés, igy az Atg9 mutans embriok esetében megfigyelt alacsony eléforduldsi aranyt

is a statisztikai szamitasok eredményeinek ellenére szignifikansnak tekintettiik.

Az embrionalis idegrendszer ex Vivo és in vivo vizsgalatai ravilagitottak arra, hogy Atg9-

nek autofagiatol fliggetleniil szabalyozd szerepe van az idegrendszer fejlédésében. Mind a
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filopodiumnovekedésben, mind pedig az axonndvekedésben igazolodott egy negativ, kontrollald
hatés, hiszen, ha az Atg9 hianyzik, a filopodiumok szama és az axonok hossza jelentésen megno.
Enyhe, de mérhetd hatasa van az axon guidance folyamataban is, amely hatds eredményeink
alapjan szintén fiiggetlen az autofag funkcioktol. Eredményeink 0sszességében azt is igazoljak,
hogy az Atg9, tul a vitathatatlan autofagia funkciojan, nem csak a petefészekben, hanem a
Drosophila egyéb szereveinek megfelelé mitkodésében, az aktin citoszkeleton szabalyozasan

keresztiil is szerepet jatszik a sejtek megfeleld mitkodésének és fejlddésének folyamataiban.

-~

i #7

29. abra. Az Atg9 hidnyanak siulyos Kkifejez6dése embrionalis kozponti
idegrendszerben. 16. stadiumos embriok FaslI festésével 1athatd, hogy mig a vad tipust (n=87)
(@) és autofagia mutans kontroll (Atg169*?®) embrick (n=101) ventralis idegkotegei
parhuzamosak (C), nem keresztez8dnek meg, addig az Atg98° mutans embridkban eléfordul
(7/104) az tigynevezett kozépvonali megkeresztez6dés (b). Scale bar: a-c: 20 um.
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5. Diszkusszio

Az autofagia, mint a sejtek egyik jelentds energianyerd folyamata, szamottevd mértékben
hozzajarul a sejt- és az egész szervezet normal miikodéséhez, homeosztazisdnak fenntartasdhoz.
Az ¢lolények teljes ¢lethossza alatt, tehat az embrionalis fejlodéstdl egészen a halalig
nélkiilozhetetlen sejtélettani folyamat. Az autofagia szabalyozasat konzervalt fehérjék (Atg
fehérjék) jol dsszehangolva végzik. Szamos olyan tudomdnyos bizonyiték 1étezik, amely arra
mutat rd, hogy az Atg fehérjék valtozatos, sokféle funkcioval birnak az autofdg folyamatok
szabalyozasan tal is. Egyik példa az Atgl6, amely ezidaig tisztazatlan mechanizmus szerint
szerepet jatszik a gyulladasos bélbetegségek kialakulasanak megakadalyozasaban [47]. Az
Atg12 és az Atg3 a mitokondrialis homeosztazis fenntartasaban és szabalyozasaban vesznek részt
[48]. Az autofag fehérjék egyetlen ismert transzmembran doménnel rendelkezé tagja, az Atg9
hozzéajarul a JNK utvonal aktivalasahoz azaltal, hogy kotddik a dTRAF2 faktorhoz [44].
Legujabb kutatasok szerint az Atg9-nek negativ szabalyozd szerepe van a Tor kinaz

aktivalasaban, amely a sejtnovekedést serkenti és az autofag folyamatokat gatolja [45].

Munkankban szintén az Atg9 autofigiatél fliggetlen funkcidjat vizsgéltuk.
Kutatasunkhoz az a megfigyelés szolgaltatott alapot, hogy az altalunk létrehozott Atg9 null
mutacié (Atg9%°) nem csak az autofigia folyamatat rontotta el (p62 halmozddas), hanem a
ndstények termékenységesokkenését is okozta. Ez utobbi jelenséget mas életképes, autofagia
mutans ndstények (Atg7, Atgl69?%) esetében nem figyeltiik meg, tehat a termékenység
csokkenése feltehetéen fiiggetlen volt az autofagiatol. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az
autofagia folyamata szerepet jatszik a Drosophila petesejt érése soran. Barth és munkatarsai
igazoltak, hogy a testi eredetli follikularis sejtekben az autofagia zavara fertilitdscsokkenéshez
vezet abban az esetben, ha az ivarvonalsejtekben az autofag folyamat zavartalan [50]. A szerzok
a follikularis €s ivarvonal sejtek kozotti jelatviteli folyamatok, mint a Notch, EGFR vagy a
JAK/STAT futvonalak felboruldsaval magyaraztak a jelenséget, amely a follikularis sejtek
autofagia zavardbol kovetkezett. Elméletiik azonban nem adott magyardzatot az altalunk
megfigyelt Atg95°® néstényeket érintd termékenységesdkkenésre, ugyanis esetiikben mind a testi,
mind pedig az ivarvonal sejtekben hibat szenvedett az autofagia az Atg9 mutacié hatas

kovetkeztében. A jelenség magyarazata tovabbi kutatast, vizsgalodast, irodalmazast igényelt.

Megvizsgaltuk az Atg9 elhelyezkedését az ivarvonalsejteken beliil, és azt lattuk, hogy
kisméretli vezikuldk membranjaban, €s a plazmamembranban helyezkedik el. Ez a megfigyelés

egybecseng az emlésokben megfigyeltekkel (emlds Atg9, mAtg9) [31]. Tovabba jelentés Atg9
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feldsulas volt figyelhetd a petesejt poszterior polusan, amely kifejezetten az osk mRNS-sel
Osszefiiggésbe hozhat6 elhelyezkedés, azonban nem talaltunk eltérést az osk lokalizaciojaban in
situ hibridizacios tesztekben. Eredményeink igazoltak tovabba, hogy az Atg9 kis mértékben
kolokalizal korai- és késdi endoszomakban jelen levé fehérjékkel, az Rab5-tel és a Rab7-tel. A
korai endoszoma-specifikus Rab5-rdl igazolt, hogy hianyaban jelent6sen csdkken a felndtt
egyedek repiilési képessége és termékenysége [153]. Ezek az elvaltozasok a Rab5 idegrendszeri
tultermelésével menekithetd volt, azt igazolva, hogy a termékenységcsokkenés idegrendszeri
eredetii volt. Tovabba a Rab5, mint a Rbns-5 (Rabenosyn-5) effektor fehérjéje, szerepet jatszik
az osk mMRNS-t szabalyoz6 endoszomalis utvonalban [154]. Vizsgalataink azonban nem
igazoltak, hogy az Atg9 hianya hatassal van az osk mRNS lokalizacidjara, és az osk-ral
Osszefiiggésbe hozhato fejlédési rendellenességeket [155] sem tapasztaltunk az Atg95° petékbol
fejlodé embridkon, igy az Atg9 és az osk, valamint az endoszomalis rendszer kapcsolatat nem
vizsgaltuk tovabb. A jovOben azonban az idegrendszer kapcsan érdemes lehet az Atg9

vezikularis rendszerben betoltott szerepét kutatni.

Az Atg9 plazmamembran-lokalizacidjat megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az Atg9 az
aktin kabelek és a membran talalkozasanal kialakulé ujj-szeri megnyulasokat részesiti eldnyben.
Erdekesség, hogy az adatok alapjan az mAtg9 mindinkabb hajlamos a kis membrangorbiileteket
elényben részesiteni, ilyenek a tubularis vagy nagyon kis atmérdjii (30-60 nm) vezikuldk
[31][156]. A filopodiumok altalaban a benniik futd aktin filamentumok szamatdl fliggéen
elérhetik a 60-200 nm atmérot is [157] meghajlitva a membrant maga koriil. Ez az erés gorbiilet
jellemzi a filopodium-szeri aktin-gazdag nyulvanyok pozitiv végei és a plazmamembran
talalkozasanal kialakuld ujj-szerli membranstruktarakat, melyek a dajkasejtekben is jelen
vannak, és amely strukturdkndl az Atg9 is detektdlhatd. Elképzelhetd, hogy az Atg9
szerkezetébdl adodoan tdmogatja a kis membrangorbiiletek kialakuldsat, stabilitasat, mikdzben
akar mas faktorok (szabalyozo és/vagy membranasszocialt fehérjék) megfeleld helyre toborzasat
is végzi. Felmeriilt benniink a kérdés, hogy lehetséges-e kapcsolat az Atg9 miikodése és az

Ivarvonal sejtek aktin halozata kozott.

Az aktin citoszkeleton kialakuldsa és szabdlyozasa sokat tanulmanyozott jelenség a
Drosophila ovariumban, zavara pedig képes akar jelentésen csokkenteni a ndstények
termékenységét. Igazoltuk, hogy az Atg9 hianya feltiin elvaltozasokat okozott a csiravonal
sejtek aktin halézataban. Ismert, hogy a dajkasejtekben a 10. stadium végére jellegzetes,
legyezore emlékeztetetd aktin kabel rendszer alakul ki. Ezeknek a kabeleknek a feladata a

dumping soran a dajkasejt magok pozicionalasa és a gytiriicsatornaktol valo tavol tartasa. Atg9
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hianyaban késve alakult ki a legyezd-szerli aktin kabel halézat, valamint a plazmamembran
stabiltasa is sériilt, melyet a hatarolomembranok megszakadasa, hianya jelzett. A
hataroldmembranok integritasdnak sériilése a kortikalis aktin halézat megvaltozasanak
eredményeként alakulhatott ki [125]. A kortikalis aktin halézat gyengiilését indirekt modon is
mértiik a citoplazmés aramlas vizsgalataval, igazolva, hogy Atg9 hidnyaban jelentésen csokken

az aramlas sebessége.

Az Atg9 sejtvaz szabalyozd szerepét - eredményeink alapjan - aktin-szabalyozo
faktorokkal valo kotodése altal tolti be. Ezek az aktin-szabalyozo faktorok az Ena/VASP és a
profilin. Igazoltuk, hogy az Atg9 szabalyozza mind az Ena (in vivo rendszer), mind pedig a
profilin lokalizaciojat (in vitro rendszer), hianyaban pedig nem képesek maradéktalanul bet6lteni
aktin-szabalyozo funkciojukat. Az Ena képes F-aktint és profilint is kétni, igy elmondhato, hogy
az aktin-profilin-Ena komplex kialakulasa ¢s megfeleld miikddése sziikségszerii az aktin
filamentum novekedéséhez [152]. Eredményeink azt sugalljak, hogy az Atg9 szabalyozza az
ena- és chic-fiiggdé aktin filamentum noévekedést azaltal, hogy interakcioba 1ép az aktin
szabalyoz6 faktorokkal (ena és chic). Eredményeink igazoltak, hogy az Atg9 elsé citoszolikus
doménje (CTD1) az Ena-val, negyedik citoszolikus doménje (CTD4) pedig a profilinnel
kapcsolodik. Vizsgalataink soran nem igazolddott az a feltevés, hogy a harom fehérje egyszerre,
egy komplexben helyezkedik el. A harmas komplex hianyat az az eredményiink is tamogatja,
hogy a profilin harmadik triptofanjanak cseréje megsziintette az Ena-val, és gyengitette az Atg9-
cel a kotodési képességét. Ez azt sugallja, hogy a profilin vagy az egyik, vagy a masik fehérjéhez
képes kotddni, egyszerre a kettOhdz nem. A jovoben érdemes lehet kompeticids analizissel

megerdsiteni, vagy kizarni ezt a feltételezést.

Vizsgalataink alapjan azonban egyértelmi genetikai interakciot allapitottunk meg az
Atg9 és az ena, valamint a chic kozott. Bar Atg98°, ena heterozig6ta, valamint chic heterozigota
petekamrakban  ritkan  jelentek csak meg egymassal fuzionalt dajkasejtek a
petekezdeményekben, az Atg9 teljes hianya mind az ena, mind pedig a chic heterozigéta hattérrel
jelentdsen megemelte a fuziok szamat ¢és sulyossdgat. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az Atg9 hozzdjarul a kortikalis aktin haldzat integritasanak
fenntartasahoz egyiittmiikodve az Ena és profilin szabalyozo faktorokkal. Figyelembe véve,
hogy az Atg9 eldnyben részesiti az er6s membrangorbiileteket, felvetddik az az elmélet, mi
szerint hianyaban a membran nem képes stabilan megdrizni a gorbiileteit, ezaltal az aktin-gazdag

nyulvanyok instabilld valhatnak, a dumping hatasara kialakulé nyomas pedig szétszakithatja a
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dajkasejtek membranjat. Ennek vizsgalatira tovabbi tesztek, valamint nagyfelbontast

elektronmikroszkopos képekre lenne sziikség.

Az Atg9 fehérje szubcelluldris mintazata részint atfed az Ena mintazataval, ez az atfedés
pedig a membrankozeli régiokra korlatozodik elsdsorban. Eredményeink tovabba azt is
igazoljak, hogy az Ena membrankdzeli lokalizacidja fligg az Atg9-t6l. a-Ena ellenagyaggal a
kontrollokban tapasztalhaté membranasszocialt €s gytriicsatorna kozeli, pontozott mintdzat
felbomlik, szinte teljesen meg is szlinik. Ennek mintegy indirekt kdvetkezményeként tudhato be
az aktin kabelek kialakuldsédban tapasztalhatd késés, valamint a kortikalis aktin instabilitasa.
Megfigyeltiik, hogy fehérje szinten csokkent az Ena mennyisége Atg9 hidnyaban. Ennek
molekularis magyardzatat nehéz megfejteni eredményeink alapjan, azonban lehetséges, hogy a
mogotte allo jelenséget a petefészkek allapotaban kell keresni. Méretében, habar nem kiilonbozik
jelentdsen az Atg9%° néstények petefészke a kontrollokétol, ltaldnos jelenség, hogy az 5 napos
vagy annal is iddsebb ndstényekben kiiiriilnek a 9-13. stddiumban 1évé petekamrak a
petefészekbdl (nem kozolt adat). Ezekben a stadiumokban nagyon kifejezett az Ena termel6dése,
igy ezen stadiumok hianya az Ena szintjének viszonylagos csokkenéséhez vezethet

petefészkekbdl szarmazo fehérjemintakban.

Az aktin citoszkeleton szabalyozds egyenstlydnak felboruldsa az idegrendszer
fejlédésében is megmutatkozott Atg9%° embriokban. Ex vivo, primer embrionalis neuron sejtek
a normal mértéknél intenzivebb filopodium- és axonndvekedést mutattak. Atg9 hianyaban
szabalyozatlanabba valhat az aktin polimerizacié iniciacidja, amely jelenség megndvekedett
filopédium-szamot eredményezhet. Ez a magyarazat az Atg9 altalunk feltételezett restriktiv

hatésat erdsiti az aktin sejtvdz szabalyozasaban. chic??

embriokbdl szdrmazd primer neuronok
estében szintén intenzivebb filopodium-képzddést és -ndvekedést lehet tapasztalni, ellentétben
az ena mutacioval (ena?®), ahol a filopodium szam jelentdsen csdkken a vad tipushoz képest
[152]. Ez némiképp ellentmond annak az allaspontnak, hogy a profilin az aktin polimerizaciot
elésegité faktor. Felmeriil hat egy masik lehetséges magyarazat, miszerint a profilin kettds
funkcioval bir: egyrészt G-aktin-t kot és biztositja az aktin-monomer épitékoveket az aktin
filamentumok névekedéséhez, masrészt negativan szabalyozza a polimerizaciot végzo formin és
az Arp2/3 komplex miikodését, ezaltal magat az aktin nukleaciot [152]. Izgalmas megfigyelés,
hogy az Atg9%° embridk esetében is fokozott filopodium-novekedés figyelhetd meg, amely
megfelel a chic??’ mutansokban tapasztaltaknak. Ez arra utalhat, hogy Atg9 hianyaban

ebben az esetben a filopodium-névekedés kiesik egy restriktiv hatas alol. Ez nem csak a
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novekedésben, hanem a késébbi embriogenezis soran az axonok ugynevezett projekcidjaban
(ndvekedési iranyaban) is megmutatkozik. Atg9 hidnyaban bar ritkan, de elé6fordul a kézépvonali
megkeresztez6dés, ami vad tipusut embrioknadl nem figyelheté meg. Ez a probléma
megkozelitdleg az Atg9%° embriok 7%-at érinti, megjegyzendd azonban, hogy chic?%
homozigota embridk esetében is <10% az eléforduldsa a kozépvonali megkeresztez6désnek
[116]. Ez a parhuzam azt sugallja, hogy az Atg9 hianya gatolja a chic funkcidja, eredményezve

igy a chic mutans embridkra jellemz6 fenotipust.

A dajkasejtekben az aktin filamentum organizacio hibai, tehat a kortikalis aktin haldzatot
¢s az aktin kabeleket érintd problémék csokkent citoplazmas aramlashoz, illetve defektiv
hatarsejt vandorlashoz vezetnek. Idegrendszerben az aktin organizacio hibéja a filopédiumok és
axonok novekedését zavarja meg. Ezek Osszességében arra utalnak, hogy az Atg9, tal a
csirasejteken, a teljes szerevezetet (szomatikus- és ivarvonal sejteket) érintd, generalis
funkcioval bir. Bar vannak bizonyos nyilvanvalo fenotipusok (szérnovekedési defektusok, hati
zar6dasi  rendellenességek), amelyek példaul chic transzheterozigbta  adultaknal
megfigyelhetéek, Atg9®° muslicak esetében azonban nem alakult ki. Ez arra enged kdvetkeztetni,
hogy az Atg9 hatasa, habar generalisnak mondhatd, a szabalyozasi utvonal korantsem
univerzalis. Lehetséges magyardzat, hogy az aktin citoszkeleton kialakulasa méginkabb
bebiztositott, valdsziniileg tobb mas (ismert és eddig nem ismert) faktor altal is szabalyozott
folyamat, igy bizonyos kontextusban az Atg9 hidnya nem elegendd a fenotipus kialakuldsdhoz.
Joggal mertil fol a kérdés, hogy mi is az oka tehat annak, hogy Atg9 hianyaban olyan erdsen
csokken a ndstények fertilitasa. Erre eredményeink alapjan pontos valaszt nem tudunk adni, de
annyi bizonyos, hogy mind az ivarvonal sejtek, mind a petefészek mitkddésének szabalyozasat
végz6 neuronhalozat mutatja az aktin citoszkeleton kialakulasanak rendellenességeit, igy nem
zarhatjuk ki, hogy a hatasok Osszeadddasanak eredménye a drasztikusan lecsokkent pete- és

utodszam.

Korabbi munkak igazoltdk, hogy az Atg9 negyedik citoszolikus doménje
(tulajdonképpen a C-terminalis doménje), amely - eredményein alapjan - a profilinnel hat
kolcson, immar egy tobbszordsen kolcsonhatdé domén, ugyanis korabbi tanulmanyokban
igazoltak, hogyaz Atg9 C-terminalis a kotddik a I TRAF2 [44], a "tight junction’ komponens Pat;
és a Tor kinaz inhibitor TSC2 proteinekhez [45]. Erdekes tény, hogy emlésckben az Atg9-nek
két izoformaja létezik: Atg9A ¢és Atg9B. Mig az Atg9A gyakorlatilag minden sejtben
expresszalodik, addig az Atg9B (APGIL2) nagyobb mennyiségben elsdsorban a placentaban €s
az agyalapi mirigyben jelenik meg [158]. Az mAtg9B egy kevéssé vizsgalt gén, azonban egyes
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kutatasok felfedték tovabbi szovetekben is a jelenlétét, és kimutattdk a gyomor- és vastagbél
daganatok kialakulasaban betoltott szerepét az autofagia szabalyozasan keresztiil [159]. Az
MALtg9A-16l sokkal tobb informacio all rendelkezésre, az autofagia folyamataval kapcsolatosan
szamtalan tanulmanyban szerepel, illetve az mAtg9B-hez hasonléan szintén a vastagbél
daganatok vonatkozisaban szerepel kutatdsokban [160][161]. Osszességében azonban
elmondhat6, hogy sem az mAtg9A-t, sem az mAtg9B-t ezidaig kisérletesen nem hozta
Osszefiiggésbe egyetlen tanulmany sem az aktin citoszkeleton szabalyozasdval emlds
rendszerben. Mindezen megallapitasok azt mutatjak, hogy az Atg9 kutatisaban vannak még
olyan tertiletek, amelyek felfedezésre varnak, talan autofagia-fiiggetlen folyamatokban is sikertil
a jovében kimutatni a szerepiiket. A jovObeli vizsgalatok pontosabb valaszt adhatnak az Atg9

aktin-szabalyozasban bet6ltott szerepére akar magasabbrendiiekben is.

Tobbekkel egyiitt a mi eredményeink is igazoljak, hogy az Atg9-nek szamos, az autofagia
folyamatanak szabalyozasan kiviili funkcioja 1étezik, azonban szinte biztos, hogy ez a sor még
folytatodni fog, alapjaul szolgalva ujabb és Gjabb kutatasoknak. A jovoben tovabbi autofagia
génr6l deriilhet még Ki, hogy mas élettani folyamatokban is fontos szerepet t6lt be. Lévén, hogy
a legtobb Atg génnek a homoldgjai megtalalhatdak magasabbrendli szervezetekben, igy az
emberben is, az Atg gének a jovOben akar human betegségek vizsgalatanal is szoba keriilhetnek,

legyen sz6 alap- vagy akar klinikai vonatkozasu, alkalmazott kutatasokrol.

77



6. Sajat hozzajarulasom a munkahoz

Doktori értekezésemben kozolt eredmények jelentds része sajat munkdm, amelyet

kiegészitett, megerdsitett és tiamogatott kozremitkddé munkatarsaim munkéja és eredményei.

Az alébbi kisérletek és eredmények sajat munkdm nyoman sziilettek:

az Atg98° mutacié molekularis modszerekkel torténd igazolasa;

az UASp-Atg9-3xmCherry plazmid ¢és transzgenikus legyek létrehozasa, valamint az
UASp-GFP-Atg9 plazmid létrehozasa;

a Drosophila S2 sejtek transzfekciojahoz hasznalt plazmidok létrehozasa;

a fertilitasvizsgalatok;

a petegyljtés és fotdzas a dumpless fenotipus igazolasara;

a dolgozatban szerepld Osszes sztereomikroszkoppal késziilt felvétel és az ahhoz
szlikséges preparaciok elkészitése;

a citoplazmds aramlas mérésé¢hez sziikséges boncolas és a mikroszkopos felvételek
elkészitése;

a CLEM elokészitésekor a petefészkek preparalasa, a lowicryl blokkok faragésa és
metszetek készitése;

a CLEM utomunkalatai koziil a fluoreszcens felvételek és a 3D elektrotomogramok
egyesitése;

a dolgozatban szerepl6 dsszes Western blot;

a ko-immunprecipitacios kisérletek;

az dolgozatban szereplé petekamra immunhisztokémiai festések, valamint az ezekr6l
késziilt mikroszkopos felvételek, kivéve a 10. d-f abrak (Maruzs Tamas nyoman);

az Osszes hatéarsejt vandorlashoz kapcsolodo kisérlet;

a genetikai kolcsonhatasokat bemutato kisérletekben a megfeleld6 genotipusu legyek
létrehozasa, valamint a dajkasejtfuzid és gylirlicsatorndk szdmlalasa, a kapott adatok
feldolgozasa;

a primer embrionalis neuronok immunfestése és mikroszkopos felvételeik;

az embrionalis CNS vizsgalatokhoz az embriok gyiijtése €s immunfestése

a Drosophila S2 sejtes kisérlet eredményeit abrazold mikroszkopos képek.
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7. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megragadni az alkalmat, hogy kifejezzem mindazoknak halds kdszonetemet, akik
allhatatos munkaval, kitartassal, hittel és bizalommal segitetté¢k doktori tanulmanyaimat, és ezen
dolgozat elkészitését. Mindenekeldtt kdszonet illeti témavezetomet, Prof. Dr. Juhdsz Gabor
egyetemi tanart, aki doktoranduszi éveimet kovetden, egy sikertelen PhD munkat magam mogott
hagyva esélyt adott csoportjaban az Gjrakezdéshez, helyet biztositott csapataban és segitett, hogy
ezuttal végig is jarhassam a PhD fokozat megszerzéséhez vezetd rogos utat. Tovabba kdszondm
a tdmogato hozzaallasat szakmai utamhoz az SZBK Genetikai Intézet igazgatojanak, Dr. Erdélyi

Miklosnak.

Halas és dertis szivvel gondolok munkatarsaimra, akikben a kezdetektdl kezdve nemcsak kivald
szakemberekre, munkatarsakra, de igaz baratokra is leltem, akik nélkiil ma sem szakmailag, sem
emberileg nem lennék az, aki vagyok. Kiilon kiemelem Varga Kata, Simon-Vecsei Zsofia,
Maruzs Tamas és Jipa Andras munkatdrsaimat, hiszen baratsaguk ¢€s kitarto, hitteljes segitségiik
nélkiil ma nem irhatndm e gondolatokat a doktori dolgozatom zardsoraiként. Halas vagyok
Urmosi Adélnak, aki mindig szérakoztatova és értékessé tette szamomra a napokat, és mindig

készen allt segiteni, legyen sz6 munkarol vagy maganéletrdl, hétkbznap vagy hétvégén.

Halasan gondolok a European Molecular Biology Organization (EMBO)-ra, amiért egy harom
honapos 0Osztondijjal biztattak egy rovidebb projekt németorszagi elvégzésére. Egyuttal
koszonetemet fejezem ki befogadd csoportom vezetdjének, Dr. Anne Ephrussi-nak és
munkatarsanak, Dr. Gaspar Imrének, a heidelberg-i European Molecular Biology Laboratories
(EMBL) munkatarsainak a sok tamogatasért és tanacsokért, az oskar mRNS vizsgalatokhoz
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9. Osszefoglalas

Az autofagia, mas néven sejtes Onemésztés, egy olyan evoluciosan konzervalt folyamat,
amelynek nyoman a foloslegessé valt, vagy hibasan miikodd sejtalkotok, fehérjék lizoszomalis
lebontésat kovetden a sejt energidhoz €s épitdelemekhez jut. A folyamatot stressz (pl.: €hezés,
fert6zés) illetve fejlodési jel (pl.: ekdizon hormon) indukalhatja, és a sejtek, illetve a teljes
¢lolény homeosztazisanak fenntartdsara, visszadllitdsara irdnyul. Hidnyaban kiilonféle

betegségek Iéphetnek fel a neurodegenerativ rendellenességektdl a tumorokig.

Vizsgalataink soran eldallitottuk a Drosophila Atg9 gén null mutansat (Atg98%), melyet
az altalunk eldallitott ellenanyaggal Western blot kisérletben igazoltunk. Bizonyitottuk a gén
autofagidban betoltott szerepét kiilonbozd kisérleti rendszerekben, véltozatos technikak
alkalmazéasaval (Western blot, Lyso Tracker, immunhisztokémia). Atg9 mutinsban
egyértelmiien sériilt az autofagia, és felhalmozodott a p62 szintje larvalis zsirsejtekben, emellett
az allatok ¢élethossza, maszési- €s stressztiird képességei is egyarant csokkentek a kontrollhoz és
a menekitett muslicakhoz képest. Tovabba megallapitottuk, hogy az Atg9 hidnya drasztikusan
csOkkenti a ndstények peterakasat és ezzel egyiitt a fertilitasat is, ellentétben mas, adultként

¢letképes Atg mutansokkal.

Vizsgalatainkkal igyekeztiik korbejarni az Atg9 és a muslica ndstények megvaltozott
fertilitasanak hatterében allo okokat. Az Atg9®° mutacié autofagidval igazoltan dsszefiiggd és a
fertilitasra vonatkozo fenotipusai menekithetdek voltak a genomi promoter hajtotta Atg9-3xHA
expressziojaval. Megvizsgaltuk az Atg9 lokalizacigjat felnott petefészekben, és megallapitottuk,
hogy markans membranlokalizacio jellemzi a fehérjét. Jellemzden a phalloidin-nel festett aktin
kabelkotegek membranba nyuld végeihez asszocidl. Eredményeink abba az iranyba mutattak,
hogy az Atg9 hianyaban az aktin citoszkeleton miikodésében kdvetkezhet be valtozas a muslicak
petefészkében. Megvizsgalva az aktin halozatot a kiilonboz6 fejlettségli petekezdemények
dajkasejtjeiben megallapitottuk, hogy eltéréen a vad tipustdl és mas autofidgia mutadnsoktol
(Atgl6), Atg9 hianyaban az aktin halozat kialakulasa zavart szenved. A petekamrakra jellemzo,
prominens aktin kébelek kialakulasa késik, valamint a kortikalis aktin haldzat és a dajkasejtek
plazmamembranja destabilizalodik. A plazmamembranok felbomlasa eredményezi, hogy a
gyliricsatornak is felbomlanak vagy elusznak a citoplazmaban, mert nem csatlakoznak tovabb
membranstrukturdhoz. Az Atg9 hianyaban megfigyelhetd aktin- és membran problémak aktin
szabalyozo ena és chic mutans alléljeinek (ena?, chic?!) egy kopiaban torténd bevezetésével

drasztikusan sulyosbodnak, gyakorisdguk megnd. Ez a sulyosbodas annak ellenére all fenn, hogy
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crer

aktin citoszkeleton zavart és membran instabilitast, igy igazoltuk, hogy az Atg9, az ena és a chic

kozott genetikai interakcio all font.

Biokémiai modszerekkel (in vitro fehérje-fehérje kolcsonhatasi kisérletek, ko-
immunprecipitacio, élesztd kettds-hibrid teszt) torténd vizsgalataval igazoltuk, hogy Atg9 mind
az Ena, mind a profilin fizikai interakcids partnere. Ismert, hogy a profilin prolin-gazdag
motivumokat kot, ennek megfelelden talaltunk egy prolin-gazdag szekvenciat az Atg9 negyedik
citoszolikus doménjében (PPRPPAAP). Eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a profilin
harmas triptofanjan (W3) keresztiil az Atg9 negyedik citoszolikus doménjének prolin-gazdag
szekvenciajahoz képes kotddni éleszté rendszerben. A W3 egy konzervalt aminosav, igazoltan
az Ena prolin-gazdag régiojanak kotéséért felelés emberben. Elesztd kettds-hibrid

kisérletiinkben igazoltuk, hogy Drosophila-ban szintén ez az aminosav felelds a profilin-Ena

fizikai interakcioért.

Eredményeink ravilagitottak, hogy az Atg9 az idegrendszer fejlddésében is szerepet
jatszik az aktin citoszkeleton szabdlyozasan keresztiil. Hianyaban hasonldé neuronalis
defektusokat fedeztiink fel, mint amelyek irodalombol ismertek és az ena és chic mutans
alléljeinek hatasara alakulnak ki. Ezek a fenotipusok a talzott axon- és filopodiumnovekedés
primer embrionalis neuronok esetében ex vivo, valamint a ventralis idegkdteg teljes- vagy

részleges megkeresztezddése.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az Atg9 Drosophila-ban sziikséges az autofagia
folyamataban, hianyaban csokken a muslicdk élethossza, romlanak a neuromuszkuléris
funkcidik és a stressztlird képességiik, sejtszinten pedig felhalmozodik a szelektiv autofagia
receptor p62. Az Atg9 mutans ndstények nem, vagy csak alig raknak petét, amely jelenség
Osszefligghet az ivarvonal sejtekben az aktin citoszkeleton hibajaval és a membran
destabilizalodassal, tovabba az aktin-szabalyozas hibajabol kdvetkezd neuronalis defektusokkal.
Az Atg9 az aktin citiszkeleton szabalyozasaban az ena-val és a chic-kel kdlcsonhatva vesz részt,
fliggetleniil az autofagia folyamatatol, azonban ennek a kdlcsonhatasnak a mélyebb megértésére

tovabbi kutatasok tudnak csak részleteiben ravilagitani.
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10. Summary

The autophagy is an evolutionarily conserved cellular process, that removes damaged or
unnecessary organelles and proteins by lysosomal degradation, providing energy and building
blocks during development or stress. Autophagy, induced by stress or developmental signals
contributes to balance of the organismal homeostasis and survival. Falied or missed autophagy

process can lead to numoreous diseases: neurodegenerative disorders, inflammations or cancer.

In this study, we generated a null mutant strain for Drosophila Atg9, called Atg98°. The
Atg98° deletion was validated using Western blot, confirming that our mutant allele is null.
Drosophila Atg9 is a bonafide autophagy gene, that is shown using different methods: Western
blot, Lyso Trancker staining, and immunohistchemistry. In Atg98° mutants, increased level of
p62 was shown in larval fat body and adults. Moreover, comparing to controls, lifespan,
locomotive capability, and stress tolerance declined due to autophagy failure caused by lack of
Atg9. In addition, Atg9®° leads to dramatically drop in egg production of flies, resulting in almost
complete infertility, unlike other viable Atg mutants, that do not affect significantly

productiveness.

We aimed at unlock the connection between Atg9 and the female fertility. Characteristics
regarding infertility and failured autophagy are rescuable by introducing a genomic promoter-
driven Atg9 transgene. Because of the infertility, our focus has shifted toward the ovary.
Fluorescence studies have revealed that the Atg9 was characterized by a solid membrane-
localization, in addition the Atg9 signal was scattered in cytoplasm forming smaller dots, as
membranous organelles (lysosomes, endosomes) in germline cells. Regarding the above
mentioned membrane-localization, phalloidin staining has shown that the Atg9 localizes to the
tip of actin-rich membrane protrusions. Compared to controls (wild type and Atg16 mutant), lack
of Atg9 leads to the failure of actin cytoskeleton in germline cells, actin cable formation exhibites
a delay in time, the cortical actin meshwork and the plasma membrane become unstable.
Disruption of membranes results in aggregation or desorganization of ring canals. Actin-
associated phenotypes are even more enhanced by additional depletion of one copy of ena and/or
chic actin regulators (ena?, chic??!) resulting in more severe and frequent disorders in actin
network, membrane disruption, and ring canal loss. Unlike, neighter ena?, nor chic??! does not
induce detectable defects in actin cytoskeleton in hetezygous condition presuming genetic
interaction of both and Atg9. These observations suggest that Atg9 has a significant role in
formation of actin network and contributes to membrane stability by cooperation with actin

regulation system.
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Using biochemical methods (GST pull-down, co-immunoprecipititation, yeast two-
hybrid assay) we confirmed that the Atg9 has physical interaction with either Enabled, or
profilin, moreover PPRPPAAP motif whitin the C-terminal region of Atg9 is responsible for
binding to Trp3 (W3) of profilin [150]. This triptophan is a conserved amino acid and binds to
poly-prolin region of Enabled in human . In our study, we have revealed that this amino acid

binds not only Enabled, but Atg9 in Drosophila.

Our results have shown the role of Atg9 in development of nervous system via regulation
of actin cytoskeleton. Depletion of Atg9 leads to defects in growth and projection of neurons,
likely lack of ena or chic. These defects are overgrowth of axons and filopodia in primer
embryonic neurons ex vivo, as well as complete or partial cross of the ventral nerve chords during

embryonic development.

Summerizing, the Atg9 is necessary for autophagy in Drosophila. Lack of Atg9 causes
shorter lifespan, decay in neuromuscular function, decreased stress tolerance, and accumulation
of p62 selective autophagy receptor protein. Moreover, Atg9 mutant females are almost
completly infertile, unlike other viable Atg mutants. In line with infertility, actin network shows
a failure in Atg9 germline cells leading to defective cytoskeleton and membrane instability, not
only in ovary, but in nervous system. Mutant alleles of two actin reggulators, ena and chic also
result in defects in ovary and neurons, likely Atg98°. Our study provides some clear evidences to
the genetics and physical interactions between Atg9 and the actin regulators, Ena and profilin,
and this cooperation functions independently from autophagy contributes to the normal actin
formation and helps to maintain membrane stability, although this process still remain unclear

in detail.
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