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Roviditések jegyzéke

3’UTR — 3’ Untranslated Region (3’ Nem Transzlal6édo Régid)
5’UTR — 5’ Untranslated Region (5’ Nem Transzlalodé Régio)
Act — Actin (Aktin)

Atg — Autophagy related gene (Autofagiat szabalyozo gén)
ATP — Adenosine triphosphate (Adenozin-trifoszfat)

CMA — Chaperone-mediated autophagy (dajkafehérje kdzvetitette autofagia)
DAPI - 4°, 6-diamidino-2-fenilindol

DJ-GFP — Don Juan-GFP

E1l — E1 ubikvitin aktivalé enzim

E2 — E2 ubikvitin konjugaz

E3 — E3 ubikvuitin ligaz

ER — Endoplazmatikus Retikulum

FLAG - Flagellin

Flp — Flippase (Flippaz)

FRT — Flippase Recognition Target (Flippaz felismer6 hely)
GFP — Green Fluorescent Protein (Z6lden fluoreszkalo fehérje)
HA — Hemagglutinin

HOPS — Homotypic fusion and vacuole protein sorting (Homotipikus f01zi6 és vakuolaris

fehérje osztalyzas)

Lamp — Lysosomal Associated Membrane Protein (Lizoszomahoz kapcsolodd

membranfehérje)
LIR — LC3 Interacting Region (LC3-mal kdlcsonhato régio)

LTR — LysoTracker-Red



MARCM — Mosaic Analysis with Repressible Cell Marker (Mozaik analizis gatolhat6 sejt

markerrel)

NEB — New England Biology

NES - Nuclear Export Signal (Sejtmagi Export Szignal)

PBS — Phosphate Buffered Saline puffer

P13P — Phosphatidylinositol-3-Phosphate (Foszfatidil-inozitol-3-foszfat)
PCR — Polymerase chain reaction (Polimeraz lancreakcio)

Rab — RAs-related proteins in Brain (Ras-sal rokon fehérjék az agyban)
RNS — ribonukleinsav

SDS — Sodium dodecyl sulfate (Natrium-dodecil-szulfat)

SSDNS — Single stranded dezoxiribonukleinsav (Egyszalu dezoxidibonukleinsav)
TORC — Target of rapamycin (Rapamicin célpont komplex)

UAS — Upstream Activation Sequence (Upstream Aktivalé Szekvencia)



1. Irodalmai attekintés

1.1 Lizoszoma-fliggd intracellularis lebonto folyamatok

1.1.1 A lizoszéma

A lizoszomék olyan lebonto funkcioji organellumok, amelyeket membran hatéarol el a
citoszoltdl és savas pH-n miikoddé hidrolitikus enzimek tomege tolt ki. Ezeket az elsd
elektronmikroszkopos felvételeken sotét allomanyként azonositottak. A lizoszoma tobbek
kozott rendelkezik nukledzokkal, protedzokkal, glikoziddzokkal, lipazokkal és lizozimmel.
Ezen enzimek képesek az dsszes, sejtet felépitd szerves polimert azok monomereire bontani. A
lizoszomalis enzimek mitkodését biztositd 5-5,5 pH-ju kornyezetet a lizoszomalis protonpumpa
biztositja, amely ATP bontdsabdl szarmazé energia segitségével H*-ionokat juttat a lizoszéma
belsejébe. A lizoszOma membranjaban szamos permedz is talalhato, amelyek a citoszolba
juttatjdk a lebontasi folyamatok soran keletkezett monomereket, melyeket a sejt
energiatermelésre és felépit6 folyamatok soran képes hasznositani (Yim és Mizushima, 2020).

A lizoszémakat Christian de Duve ¢és munkatarsai irtdk le eldszor: patkdnymajbol
izolaltak ¢és a hidrolitikus aktivitdsa utan nevezték el (de Duve, és mtsai, 1955). Ezen képletek
viszonylag jol lathato struktarék, az elektronmikroszkopias vizsgélatok hdskoraban Novikoff
¢s munkatarsai patkdnymajban irtadk le a lizoszomat, melyet savas pH-ja miatt sotét és denz
képletként lehetett megfigyelni (Novikoff és mtsai, 1956). Bar a kiilonboz6 endocitotikus
utvonalakon keresztiil a lizoszoma jelentds mennyiségli anyagot vesz fel az extracellularis
térbol, jelen dolgozatban foleg a sejt sajat anyagait lebont6 lizoszomalis utvonalakat fogom

bemutatni.

1.1.2 Az autofagia és tipusai a folyamat mechanizmusai alapjan

Az autofagia (vagy autofagocitdzis az 6gordog autophagos [jelentése: dnemésztés] és
kytos [jelentése: lireg] szavakbdl formalodott) az eukariota €ldlényekben erdsen konzervalddott
sejtbiologiai folyamat, amely sordan a sejt képes lebontani a sajat makromolekuldit és
sejtszervecskéit egy lizoszomak kozbeiktatasaval. Az ubikvitin-proteaszéma rendszer mellett

ez a sejt legjelentdsebb belsd lebontd Gtvonala.

1.1.2.1 Makroautofagia
A makroautofagia (a dolgozatban a nemzetkdzi gyakorlatnak megfeleléen,
autofagiaként emlitem) az egyetlen olyan tipusa az autofagidnak, amely egy sajatos, a

folyamatra jellemz6 organellum megjelenésével jar, egyben ez a legismertebb és leggyakoribb



tipusa az autofagianak. A folyamat els6 1épéseként egy csésze alaku, duplamembrani ciszterna
keletkezik, amelyet fagofornak (izolalo membrannak) hivnak (1. abra A). A folyamat
elérehaladtaval a fagofor korbendvi a citoplazma egy részét és vele egylitt a sejtszervecskéket
¢s makromolekuldkat, majd bezarodik (1. abra A). Ezt az 0j kettés membrannal koriilvett
vezikulumot nevezik autofagoszoémanak. A folyamat lezarasaképpen az autofagoszéma egy
endoszomaval vagy lizoszomaval egyesiil, 1étrehozva elobbi esetben az amfiszomat utdbbi
esetben az autolizoszoOmat. Az autolizoszOma mar csak egy egyszeres membrannal hatarolt
sejtalkotd, mivel a folyamat soran az autofagoszoma belsé membranja lebomlik (Klionsky és
Ohsumi, 1999).

A fagofort és az autofagoszomakat, benne a sejt citoplazméjanak egy részével az 1950-
es évek végén sikeriilt azonositani elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével, ami alapjan
Christian de Duve bevezette az autofagia fogalmat (de Duve és mtsai, 1963). A folyamatban

résztvevo gének leirdsaval azonban még a *90-es évekig varni kellett (lasd még 1.1.4 fejezet).
1.1.2.2 A chaperon-kozvetitette autofagia

A chaperon-kozvetitette autofagia (CMA) folyamata soran bizonyos fehérjék egy
molekularis szallitorendszer révén a citosz6lbol kdzvetleniil a lizoszéma membranon atjutva
annak lumenébe kertilnek (1. abra B). A KFERQ motivumot (egy vagy két pozitiv, egy negativ
toltést illetve egy vagy két hidrofob aminosavat tartalmazo pentapeptidet, melyet egy glutamin
[Q] hatarol) tartalmazd, hibas térszerkezetii fehérjék szelektiv felismerését a Hsc70 (heat shock
cognate 70 kDa protein) citoszolikus dajkafehérje (chaperon) végzi. Ezt kdvetéen a Hsc70
hozzakotédik a lizoszoma membranban elhelyezked6 Lamp2A-hoz (lysosomal associated
membrane protein-2), majd tovabbi egyiittmiik6dé dajkafehérjék membrantranszportra
alkalmas szerkezetlire tekerik. Végiill a Lamp2A multimerizacié altal formalt csatornan
keresztiil bejut a lebontand6 fehérje a lizoszéma lumenébe, ahol savas kozegben hidrolitikus
enzimek segitségével lebomlik (Cuervo, 1996).

Olyan egerekben, amelyek maja nem fejezett ki Lamp2 A-t, kimutattak, hogy a folyamat
fontos szerepet jatszik a maj anyagcseréjében, tovabba megfigyelték, hogy a folyamat aktivitasa
jelentdsen megnd €hezés, hypoxia és oxidativ stressz esetén (Schneider és mtsai, 2014, Kaushik
és mtsai, 2018). Ezen folyamat szabalyozasa alig ismert. Erdekes médon az egyes tipusi mTOR
komplex (TOR1C) nem vesz részt a CMA szabalyozasaban, ellenben a TOR2C befolyasolja a
Lamp2A multimerizacidjat az Akt kinaz aktivalasan keresztiil (Bandyopadhyay és mtsai,
2010).



1.1.2.3 RN/DNautoféagia

Az RN/DNautofagia (RDA) neve arra utal, hogy ez olyan autofagia tipus, amely soran
a lizoszoma kozvetleniil vesz fel nukleinsavakat, majd lebontja azokat (1. abra C). A jelenség
felfedezése soran leirtak az els6 RDA receptort, a Lamp2B ¢s a Lamp2C DNS és RNS koto
képességét (Fujiwara és mtsai, 2013). Ugyanakkor azt is megfigyelték, hogy a Lamp2 hianyos
lizoszémakban ugyan csokkent az RDA aktivitds, de nem sziint meg, ami egy tovabbi RDA
receptor jelenlétére is utalt. Ez vezetett a SIDT2 felfedezéséhez, ami egy dupla szalit RNS
transzporter (Aizawa ¢és mtsai, 2016).

Az RDA fizioldgias jelentdsége valdsziniileg az, hogy a sejt szdmara nem kivanatos
nukleinsavakat (virus eredetii, vagy mitokondrialis DNS) lebontja, de a pontos mechanizmus
még nem teljesen ismert, szamos hidnyzo részlet és ellentmondas var még feltdrasra (Nguyen

¢s mtsai, 2017).

1.1.2.4 Mikroautofagia

Egy masik autofagia tipus a mikroautofagia (1. abra D), amelyet 50 éve irtak le (De
Duve ¢és Wattiaux 1966). A mikroautofagia soran a lizoszOma membranja betiiremkedik,
kozben magaval ragadja a citoplazma egy részét. Végiil a betiiremkedés leflizédik a lizoszoma
lumenébe ¢€s ott lebomlik annak tartalméval egylitt. A jelenség még kevéssé ismert €s a
jelentésége is kisebb a makroautofagidnal, viszont a szelektiv valtozata képes akar
organellumok lebontasara is. Pichia pastoris-ban leirtak, hogy ha a taptalajban kicserélik a
metanolt gliikkozra, az addig metanol bontasara felhalmozodott peroxiszomakat felgyorsult
mikroautofigia bontja le (Yuan, W., és mtsai, 1997). A folyamat tovabba részt vehet az ER, a
mitokondrium, vagy akar a sejtmag egy részének lebontasaban is (Yim és Mizushima 2020).
Elesztdn végzett vizsgalatok alapjan Ggy tiinik, hogy a szabalyozasaban részt vesz az ESCRT
komplex és a TORCI, azaz a makro- és mikroautofagia szabalyozasaban jelentOs atfedés van

(Oku ¢és mtsai, 2017, Hatakeyama és mtsai, 2019).
1.1.2.5 Krinofagia

A krinofagia soran a sejt altal megtermelt, 4m valamilyen oknél fogva kiiiritésre nem
keriil6, illetve eloregedett szekrécios granulumok fizionalnak a lizoszomakkal (1. abra E). A
folyamat sordn egy autolizoszOmahoz hasonld egyszeres membrannal hatarolt, vegyes eredetii
és beltartalmu (az eredeti lizoszoma és szekrécios granulum membranja és beltartalma) képlet,
a krinoszoma jon létre. A jelenség f0leg az intenziv szekrécios tevékenységet folytato sejtekben

(példaul endokrin sejtek) figyelhetd meg, emiatt a jelenség orvostudomanyi potencialja Oriasi.



Habar a jelenséget mar fél évszazada leirtdk, de az ebben a folyamatban résztvevd kiillonbozo

faktorokat csak mostanaban kezdték megismerni (Csizmadia és mtsai, 2018).

A. Makroautofagia: .o
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1. abra. Az autofagia kiilonb6z6 tipusai. Az 6sszes autofagia tipusban kozos, hogy a sejt sajat anyagait juttatja
be és bontja le a lizoszomaban. A. A makroautofagia folyamata, benne az iniciacid, nukleacio, elongacio, zarddas,

fuzid és lebomlas szakasza. B. A chaperon-kdzvetitette autofagia soran dajkafehérjék és a Lamp2A fehérjék

sre

le specifikusan. D. A mikroautofagia soran a lizoszoman egy invaginacio soran jut be a citoplazma egy része a
lizoszomaba, a folyamat szabalyozasa ismeretlen. E. Krinofagia soran a lizoszoéma szekrécios granulumokat bont

le (Mizushima, 2020 alapjan a Biorender felhasznalasaval).

1.1.3 Szelektiv autofagia és jelentdsebb tipusai

Mig a nem szelektiv autofagia leginkdbb taplalékhidnyra, esetleg egy egyedfejlodési
jelzésre adott valasz és azzal jar, hogy a sejt a citoplazma egészét véletlenszerlien megemészti,
addig a szelektiv autofagia sordn a sejt célzott modon szabadul meg sériilt, vagy folosleges
makromolekulaktol és sejtszervecskéktdl. Ez tulajdonképpen a makroautofigia egyik valtozata.
A szelektiv autofagia soran kulcsszerepet jatszanak az ugynevezett autofagia receptor fehérjék,
amelyek egyszerre képesek kotni a poliubikvitinnel jelolt lebontandd fehérjéket és a fagofor
,»dokkold” képleteként szolgald Atg8-at, igy juttatva a késdbbi autofagoszoémaba a lebontandd
anyagokat (Gatica és mtsai, 2018). Bar az autofagia kutatas egyik legdinamikusabban fejl6d6
agardl van sz0, ebben a fejezetben csak a leginkabb kutatott szelektiv autofagia tipusok emlds

valtozatat ismertetem roviden.
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A mitofagia a legjobban jellemzett szelektiv autofagia tipus, amely felelds a hibas vagy
folosleges mitokondriumok lebontaséért, igy biztositva a sejt €s/vagy szervezet metabolikus
homeosztazisat, illetve amely megakadalyoz szamos idegrendszeri és mozgasszervi
megbetegedést, valamint szamos egyéb kor kialakulasat (2. abra A). A mitokondrium sériilése
esetén, a leginkabb ismert folyamat soran, a PINK1 kinaz aktivalodik és a mitokondrium kiilsé
membranjara kot, ahol foszforilalja tobbek kozott az ubikvitint €s a Parkin E3 ligazt (Narendra
¢és mtsai, 2010). Az igy aktivalt Parkin foszforilalt ubikvitin ldncokat kot a mitokondrium kiilsé
membranjan 1€vo szubsztratjaira (Kondapalli és mtsai, 2012). Az igy 1étrejott ubikvitin lancokat
emlésokben szamos autofagia receptor (p62, NBR1, OPTN, NDP52 ¢s TAX1BP1) felismeri,
¢s ezaltal a mitokondriumot a formalodo fagoforhoz horgonyozza (Wang €s mtsai, 2019).

Aggrefagia az az autofdg folyamat, amely soran a fehérje-aggregatumokat a sejt
szelektiv médon begytijti és lebontja (2. abra B). Tobb aggregaciora hajlamos fehérje, mint a
B-amiloid (Pickford és mtsai, 2008), a mutans HTT (Huntingtin) (Ravikumar és mtsai, 2004),
az SNCA (synuclein alpha) (Winslow, és mtsai, 2010), a tau (Lopez és mtsai, 2017) képes
lebomlani szelektiv autofagia segitségével. Ezen fehérjék felhalmozodasat kapcsolatba hoztak
szamos neurodegenerativ megbetegedéssel, mint pl. az Alzheimer-kor, Parkinson-kor és a
Huntington-kor (Bhattacharjee és mtsai, 2019). A folyamat mechanizmusa hasonl6 az altalanos
szelektiv autofagidhoz, a lebontandd aggregatumok ubikvitindlodnak, amit egy receptor
(emlésben féleg SQSTMI1, NBRI1, OPTN) 0sszekot a fagoforon 1év6é valamelyik Atg8
homologgal (Gatica és mtsai, 2018).

Lipofagia a zsircseppek szelektiv lebontasat jelenti (2. abra C). A folyamatnak jelentds
szerepe van az ¢hezési stressz leklizdésében a sejt triglicerid homeosztazisanak fenntartasaval
(Singh és mtsai, 2009). Erdekes modon a zsirtesteket korbevevé perilipin fehérjéket a chaperon
kozvetitette autofagia (CMA) képes lebontani, ami felgyorsitja a lipofagiat, habar specifikus
receptora nincs a folyamatnak (Kaushik és mtsai, 2015).

A pexofagia a peroxiszomak szelektiv autofagias lebontasat jelenti (2. abra D). A
folyamat soran egy PEX2 nevii E3 enzim monoubikvitilalja a PEX5-6t, amelyet igy felismer
az SQSTMI és az NBR1 receptor, amely a fagofoérhoz koti a sejtszervecskét (Zhang és mtsai,
2015).

11



Tovabba még érdemes megemliteni a xenofagiat (2. abra E), ami az intracellularis
patogének lebontasaban jatszik szerepet. A nukleofagia sordn a sejtmag egy része, lizofagia
soran a lizoszoma bomlik le. Szamos molekula képes szelektiv autofagia soran lebomlani, talan
az egyik legérdekesebb a vaskoté funkcioval rendelkezd ferritin, amely a ferritinofagia (2.
abra F) folyamata soran bomlik le az NCOA4 receptor kozvetitésével, igy biztositva a sejt

vashianyanak a pétlasat (Gatica és mtsai, 2018).

F. Ferritinofagia

A. Mitofagia
@ Ubikvitin
e 03
0
Sérilt mitokondrium
Autofagia
receptor
E. Xenofagia
B. Aggrefagia e Ferritin
I'/ TZ Hidrolitikus
> ‘.. enzimek

Fehérje-
aggregatum

C. Lipofagia /
Lizoszoéma

Baktériu x
\_)

\ D. Pexofagia

Zsircseppek

2. abra. A szelektiv autofagia kiemelt tipusai. A szelektiv autofagia legtobb tipusaban az a kozos, hogy a
lebontand6 szubsztraton 1évé poliubikvitint egy autofagia receptor koti dssze a fagoforon 1évo Atg8-cal (Gatica és

mtsai, 2018 alapjan, a Biorender felhasznalasaval).
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1.1.4 Az autofagia szabalyozasa

Konjugaaos rendszer:
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Vps34 kindz komplex:

3. abra. Az autofagiat befolyasolo legfontosabb fehérje komplexek. Az autofagia legfontosabb szabalyozd
fehérjéi komplexekbe tomoriilnek. Ezek koziil a legjelentésebbek a TOR kinaz komplex, Atgl kinaz komplex

HOPS és SNARE komplexek. Késziilt Nakamura és Yoshimori 2018, valamint Hansen és mtsai, 2018 alapjan.
1.1.4.1 TOR kinaz komplex és az AMPK

A sejt anyagcsere homeosztazisanak fenntartasaban szamos kiilsé €s belso szabalyozo
faktor vesz részt, de ezen jelzéseket egy kulcsszerepld integralja, majd ad ra valaszt, ez a TOR
kinaz komplex. Tapanyag boségben (alacsony AMP szint, lizoszomak magas szabad aminosav-
szintje, novekedési faktorok [példaul inzulin] aktivalta szignalizacios utvonalak) a TOR kinaz
komplex a sejt épitd folyamatait serkenti, példaul a fehérjék, lipidek és nukleotidok szintézisét,
sejtndvekedést, sejtosztodast, valamint visszafogja a lebontdsi folyamatokat, példaul az
autofagiat. A TOR egy szerin-treonin kindz, amely az autofigidt 0gy szabdalyozza, hogy
elsésorban az Atgl-et és az Atgl3-at foszforilalja (3. abra), amelyek ebben az esetben gatlo
jellegli poszt-transzlacios modositasok. Taplalék sziikében a TOR nem foszforilalja az Atgl -et
¢és az Atgl3-at, ezek defoszforiladlodasa aktivalja az autofagiat (Lane és mtsai, 2017).

Az AMPK-t (AMP aktivalt protein kindz) a sejt ATP készleteinek a kimeriilése aktivalja
¢és az anabolikus folyamatokat gatoljak, ezaltal a TOR komplexel ellentétes a miikddése. Az

AMKPK aktivalja az autofagiat az Atgl kindz foszforilalasaval (Egan és mtsai, 2011).
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1.1.4.2 Atgl iniciacids komplex

Az autofagiat befolyasold kulcsgének sokaig ismeretlenek voltak. A téma elsé nagy
attorését az hozta, hogy Yoshinori Ohsumi a tudomany elsé kdzel teljes genomot érintd
mutagenezis szlirése soran azonositott 15 autofagiahoz kapcsolhato (Atg) gént élesztdben, ami
akkoriban még nem valtott ki jelentds érdeklédést (Tsukada és Ohsumi, 1993). Bar koraban ez
nem volt egy jelentds kdzlemény, késébb ezen publikacidja jelentdsen hozzajarult a 2016-ban
odaitélt Nobel-dijahoz.

Ma mar tudjuk, hogy az Atg gének fehérjetermékei komplexekbe tomoriilve toltik be a
funkcioikat. Az autofagia iniciaciojaért az Atgl komplex felel, ez a komplex van legeldl az
Atg fehérjék hierarchidjaban. Az Atgl (emldsokben ULK1/2) egy szerin-treonin kindz. A
komplex tobbi tagja ecetmuslicaban az Atgl3, a FIP200 és az Atgl01 (3. abra). A komplex
legfobb feladata, hogy a féleg TOR feldl érkezd jelek alapjan elinditjadk az autofagiat,
odatoborozva ¢€s aktivalva az autofagiaért felelos fehérjéket (Ganley és mtsai, 2009). Az Atgl
kinaz egyik legfontosabb szubsztratja az Atg6, ami az autofagia kovetkezd 1épésében jatszik

aktivalo szerepet (Nazarko és Zhong, 2013).
1.1.4.3 Vps34 lipid kinaz komplex

A nukleacié soran elindul a fagofor képzédése, amely folyamatért a Vps34-komplex
felel (3. abra), amelynek tagjai: Atgl4, Atg6 (emlésokben Beclin 1), Vpsl5 és Vps34 (Juhasz
¢és mtsai, 2008). A Vps34 egy Ill-as tipusu PI3-kinaz, amely a foszfatidil-inozitolt az inozitol
harmadik szénatomjahoz kapcsolodo hidroxilcsoportot foszforilalva foszfatidil-inozitol-3-
fosztatot (PI3P) hoz létre. Ez a membranon jelként funkciondl az izoladld6 membran
képzddéséhez. A komplex tagja az allvanyfehérjeként is funkcionalo Atg6/Beclin-1 és Vpsl5,
elobbi fontos szerepet jatszik a komplex Osszeszerelésében ¢€s aktivaldsaban, mig az utdbbi
rendelkezik egy olyan lipidhorgonnyal, amely a komplexet membranhoz képes rogziteni (Cao
és Klionsky 2007). Az Atgl4 felel a komplex fagofor specifikussagaért. Erdemes megemliteni,
hogy ha ez a komplex Atgl4 helyett UVRAG-ot tartalmaz, akkor elsdsorban endocitotikus

membranokra lesz specifikus (Itakura és mtsai, 2008 és Hegediis és mtsai, 2016).

1.1.4.4 Atg9 vezikulak és az Atg2-Atgl8 komplex

Az Atg9 az egyetlen transzmembran fehérje az Atg gének kozott, a fagofor novekedése
soran a membranok szallitdsaért és reciklizalasaért felel. Indukalt autofagia hianyaban emlds
sejtvonalakban azt figyelték meg, hogy az Atg9 pozitiv vezikulak az ER, transz-Golgi, korai és
ujrahasznosuld endoszomék kozelében fordulnak el (Yamamoto és mtsai, 2012, Bento és

mtsai, 2016). Az utobbi idokben tobbféle modell is megjelent azzal kapcsolatban, hogy honnan
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szarmazik a lipid forrds az autofigidhoz, illetve milyen effektorok jarulnak hozzd az Atg9
pozitiv vezikuldk mozgatasdhoz. A legaltaldnosabb elfogadott elképzelés az, hogy ezt a
funkciot az Atg2 és az Atgl8 (emlésokben WIPI) alkotta komplex tolti be (3. abra), amely
rendelkezik PI(3)P koto képességgel (Bento és mtsai, 2016). Az Atg2-rél nemrég kidertilt, hogy
szerepet jatszik a lipid transzport funkcioban, mivel képez egy csovet, amin at foszfolipid-acil
lancokat szallithat az ER ¢és a fagofor kozott (Osawa és mtsai, 2019). A jelenség megértését
tovabb neheziti, hogy az Atg9 rendelkezik autofagiatol fliggetlen szereppel is. Egy nemrég
megjelent cikkiinkben kimutattuk ecetmuslicakban, hogy az Atg9 szerepet jatszik a kortikalis
aktin halézat kialakitdsaban, valosziniileg horgonyzasi pontként funkciondlva (Kiss €és mtsai,

2019).

1.1.4.5 Atg8 konjugacios komplex

A legtobb komponenssel rendelkez6 komplex a fagofor elongaciojaban (3. abra)
jatszik szerepet. Tulajdonképpen két ubikvitin-szeri fehérje, az Atg8 ¢és az Atgl2
ubikvitinalasaval analog folyamat zajlik le (4. abra), (Ichimura és mtsai, 2000). Ebben a
folyamatban az Atgl2 ubikvitin-szerii fehérjét ATP-fiiggd modon az Atg7 Ei-szerli enzime
aktivalja, amelynek eredményeképpen az Atgl2 utolsd glicinjén keresztiil tiolészter kotést
alakit ki el6szor az Atg7-el, majd az Atgl0-el, ami egy E2-szerti enzim. Végiil az Atgl2 az
Atg5 akceptor lizin aminosav gyokre konjugalodik egy izopeptid kotésen keresztiil (Ohsumi és
Mizushima 2004). Ehhez a dimerhez az Atgl6 a C-terminalis régiojan keresztiil az Atg5 N-
multimerizalédhat. Az Atgl6-nak fOleg a komplex fagoférhoz vald lokalizdlasaban van
szerepe, maganak a komplexnek pedig Es-szeri funkcidja van a kovetkez6 1épésben (Hanada
¢s mtsai, 2007, Fujita és mtsai, 2008). A komplex masik ubikvitin-szeri fehérjéje, az Atgs,
eldalakként transzlalodik. C-termindlis, glicin utani régidjat az Atg4 cisztein endoprotedz
hasitja le (Sanchez-Wandelmer és mtsai, 2017). Ezt a poszt-transzlaciés mdédositdson atesett
Atg8-at szintén az Atg7 Ei funkcidju enzim aktivalja, de ez esetben E funkci6ji enzimként az
Atg3 szolgal. Az Es-szerli funkcioval rendelkezé Atgl2-Atg5~Atglé komplex az Atg8-at a
fagofor egyik foszfatidiletanolamin feji részére konjugélja, ezért ezt a folyamatot az Atg8
lipidacidjanak is hivjak (Hanada és mtsai, 2007). Az Atg4 képes dekonjugalni is az Atg8-at az
autofagoszomar6l. Bizonyos egysejtli eukariotakban, mint a Plasmodium-ban, vagy a
Toxoplasma-ban leirtak, hogy az Atg5 és Atgl2 fehérjék nem kotédnek kovalens modon, de az
igy kialakult Atg5~Atgl2 komplex képes az Atg8 lipidalasara. Ezen fajokbdl rendszerint
hidnyzik az Atgl0 enzim és/vagy az Atgl2 C-terminalis glicinje (Pang és mtsai, 2019).

15



Atg8 —C=0 ( Atgl2 )—c=o0

|>€ fAz4l) ATPj <IJ‘

HN — propeptid—COOH AMP+PPi
Atgl2 —(|3=0
Atg8 —C|=0 s—Cys—| Atg7 |
ATP? o E,
A 4
AMP+PPi ( Atg12 )-c=o
Atg8 —C=0 s—Cys—| Atgl0
| .
s—Cys— Atg7 $ EZ
v E1 Atgl2 —C=0
|
Atg8 —C=0 HN—Lys — (Ath)
S—Cys—( Atg3 J
E,
( Awg12 .—cI:o < 0=CI'- Atgl2
& ] wi—trs - fAtgS Atg16 Atgl6 Jatgs] - -
Atgl2 )-C=0 o=c—{ Atg12
v H-‘ld—l\'*—(AlgS. Atgl6 Atgl6 IAKBS]"W"""!‘N
Atg8 -C=0
g | E3

g&i\t

§ Fagofor
~

4. abra. Az Atg8 konjugacios rendszer. Az autofagiaban két ubikvitin-szeri fehérje van, az Atgl2 és az Atgg,
amelyek ubikvitinalassal analég modon konjugalodnak. Az Atgl2 az AtgS-re konjugalodik és az Atgl6
segitségével oligomerizaldodik egy olyan komplexé, amely katalizalja a poszttranszlacios aktivalason atesett Atg8

fehérje lipidacidjat a fagofor foszfatidiletanolamin lipidjére (Lane és Nakatogawa, 2013).
1.1.4.6 Autofagoszoma-lizoszoéma fzi6 faktorai

A fagofor zarodasa utan a kialakult autofagoszoéma a lizoszomaval fazional (3. abra).
Mivel mindkét vezikula meglehetdsen stabil, ezért a két vezikula fuzidjahoz sziikséges energiat
a SNARE fehérjék biztositjadk. A lizoszomék és az autofagoszomak fuzidjaért két SNARE
komplex felel: Syx17-Snap29-Vamp7/Vamp8 (ltakura és mtsai, 2012, Takats és mtsai, 2013),
vagy a Syx17-Snap29-Ykt6 (Takats és mtsai, 2018) felel. A SNARE komplexek kialakitasaban
jelentds segitséget nyujtanak a panyvazd faktorok, azaltal, hogy kozelebb huzzak a két
vezikulat. Az egyik ilyen nagyon fontos faktor a HOPS komplex, amely egyrészt koti a
lizoszomalis kis GTP4z fehérje Arl8b®™ -t, masrészt az autofagoszoma membranjan talalhato

Syx17-hez is kotddik (Jiang és mtsai, 2014). A membrannal burkolt sejt kompartimentumok
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identitasat kiilonb6z6 GTP aktivalt kis GTPaz Rab-ok és Arl-ok membranhoz kétédése adja.
Az autofagoszoma lizoszoma fzié soran ezekhez a Rab-okhoz kiilonb6z6 Rab-effektorok
kotddnek, mint motorfehérjék (kinezinek, dinein), illetve azok adaptorai (PLEKHMT1), HOPS
komplex tagjai, de befolyasoljak a SNARE komplexek miikddését is (Lorincz, és Juhasz, 2019).
Az autofagoszoma-lizoszéma fizi6 soran leginkabb az Arl8, Rab7 és a Rab2 jatszanak fontos

szerepet a Rab-ok koziil (Hegedts és mtsai, 2016, Lorincz és mtsai, 2017).

1.1.4.7 Atg8 homologok és szerepeik

Amig a Saccharomyces cerevisiae-ben és szamos egysejtii eukariotaban mindossze egy
Atg8 homolog van, addig a tobbsejtli eukaridtakban rendszerint tobb Atg8 homolog is
megtalalhato (1. tablazat). Emlosokben két csoportra oszthatdak az Atg8 fehérjék: az LC3-
akra és a GABARAP-okra. Filogenetikai elemzések azt bizonyitjak, hogy a Saccharomyces
cerevisiae Atg8 fehérjéje sokkal kozelebb all az eml6s6k GABARAP homoldgjahoz, habar az
(Mizushima, 2020).

Emberben hét Atg8 homologot irtak le. Olyan sejtvonalakban, ahol mind a hat gént
kiitotték CRISPR/Cas9 modszerrel, LC3 vagy GABARAP ektopikus kifejezésével az Atg8
KO sejtvonal fenotipusai menekitheték (Wirth és mtsai, 2019). Annak ellenére, hogy az LC3
¢s a GABARAP is alapvetden autofagiaban jatszik szerepet, mégis gy tlinik, hogy vannak
arnyalatbeli kiilonbségek a funkcioikat tekintve. Tobb Atg8 homolog kiiitésével jaro kisérletek
soran kimutattdk, hogy a GABARAP-ok fontosabb szerepet jatszanak a tomeges, leginkabb
valamely indukalt, nem szelektiv autofagidban, mint a szelektiv autofagidban, utébbiban az
LC3-aknak van jelentdsebb szerepe (Szalai és mtsai, 2015). A GABARAP-rol ugy vélik, hogy
fontosabb szerepiik van a panyvazasban és az autofagoszéma-lizoszéma fizidban, mint az LC3-
nak (Landajuela és mtsai, 2016). Ezek arra utalnak, hogy a GABARAP alcsalad tagjai sokkal
jelentdsebb szerepet toltenek be az autofagidban, mint az LC3 alcsalad.
szubsztrdt megkotésében (lasd még az 1.1.3), az autofagoszoma zarddasdban, az
autofagoszomdk mozgatdsdban a PLEKHM-en keresztiil, valamint az autofagoszoma
Ezt a nagyfoku pleiotropidt, legalabb részben, azzal lehet magyardzni, hogy az Atg8
fehérjéknek van egy konzervalodott motivumuk, amelyek képesek kotni a LIR motivummal

rendelkezd, meglehetdsen nagy valtozatossagot mutato fehérjékhez (Gatica és mtsai, 2018).
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Ezen kiviil az Atg8 szdmos, autofagiaval szorosan nem dsszekapcsolhato folyamatban
vesz részt, rendszerint egyrétegli lipid vezikuldkon, habdr az Atg8 ezen funkcidi még kevéssé
ismertek. Fagocit6zis soran a sejt membranja kdrbevesz valamilyen partikulumot €s lefiizi egy
intracellularis vezikulumba a fagofort. Ezt az egyrétegli lipiddel ellatott képletet esetenként
Atg8 boritja be (Sanjuan és mtsai, 2007). Ezt a folyamatot hivjak LC3-asszocialt fagocitozisnak
(LAP). Erdekes modon ezen folyamat igényli az Atg konjugaciés komplex tagjait, valamint a
Vps34 lipid kinaz komplex bizonyos tagjait, de nem igényli az Atgl4-et, Atgl8 (WIPI2)-t és
az Atgl kinaz komplexet (Martinez ¢s mtsai, 2011, 2015). Azonban a folyamathoz sziikséges a
Rubicon (mint Atg6-al egylittmiikodé fehérje) és a reaktiv oxigéngyokok képzéséért felelds
NADPH oxidaz (Martinez és mtsai, 2015).

Az Atg8 lipidalatlan formajat szamos vezikulan megfigyelték mar. Az ER-kapcsolt
lebontasi (ERAD) utvonal soran fontos szerepet jatsz6 EDEMoszémakon figyeltek meg
lipidalatlan Atg8-at (Liu és mtsai, 2018). Az Atg8 homoldgok ezen kiviil jelen lehetnek

szekrécios vezikulakon, vagy viralis replikacios vezikulakon is (Lystad és Simonsen, 2019).

1. Tablazat. Atg8 homologok a kiilonb6z6 eukariota fajokban.

Elesztd C. Ecetmuslica  Ludfii Ember
elegans
Atg8  LGG-1 Atg8a Atg8A LC3A

- LGG-2 Atg8b Atg8B LC3B
- - - Atg8C LC3B2
- - - Atg8D LC3C
= - - Atg8E GABARAP
- - - Atg8F GABARAPL1
= - - Atg8G GABARAPL?2
- - - Atg8H -
= - - Atg8l -

Evek o6ta ismert, hogy az Atg8 homologok hajlamosak a sejtmagban jelentdsen
felhalmozodni, bar ennek nem volt ismert a funkcidja. Ecetmuslicdban sikeriilt bebizonyitani,
hogy az Atg8a LIR motivuman keresztiil képes kotni a Sequoia nevii transzkripcios faktort.
Kimutattak, hogy a Sequoia visszafogja az autofagiat az Atg gének kifejezésének gatlasaval. A
felfedezésnek abban van a jelentdsége, hogy betekintést ad az ¢hezés-indukalta autofagia

szabalyozasaban. Az Atg8a kolcsonhat az YL-1-el, amely része egyik sejtmagi acetiltranszferaz
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komplexnek és acetilalja az Atg8a-t taplalékbéségben. Ehezés esetén a Sir2 deacetilalja az
Atg8a-t, ami igy képes kotni a Sequoia-hoz, amely igy gatlas ald keriil, igy nem képes
csOkkenteni az Atg fehérjék kifejezését (Jacomin és mtsai, 2020). Ez az ujonnan leirt folyamat
arra enged kovetkeztetni, hogy az Atg8-nak az autofagia szabalyozasaban egyarant funkcional
effektorként és feliilr61 szabalyozo6 faktorként.

1.1.5 Az autofagia fizioldgias és patologias jelentdsége

Az autofagia legjobban jellemzett funkcioja a taplalékhidnybdl adddo sejtszinti stressz
lekiizdésére adott valasz. Mivel autofidgia sordn lebomolhatnak a sériilt, illetve folosleges
fehérjék és makromolekulak, az autofagia jelentdsen hozzajarul a sejt megtjuld képességéhez,
illetve az ¢élethossz ndvekedéshez. A kiilonbozo fajoknal és a tobbsejtii €161ényeknél kiilonbozo
sejttipusoknal eltérd az autofagia jelentdsége és funkcioja. Ebben a fejezetben az autofagiat
néhany orvosbioldgiai vonatkozasaban mutatom be.

Az idegsejtek rendkiviil hosszu életick €s osztodassal torténd megujulasuk komoly
korlatokba iitkdzik, ezért a homeosztazisuk fenntartasaban fokozottan fontos szerepet tolt be az
autofagia. Szamos kutatas igazolta mar, hogy az autofagia gatlasa az agyban jelentésen
hozzajarul a fehérje aggregatumok keletkezéséhez vezet, ezért az autofigia a jellemzden
iddéskori neurodegenerativ megbetegedések gatlasahoz. Az autofigianak ezen feliil jelentds
szerepe van az idegrendszer fejlodésében és a szinapszisok kialakuldsaban is (Kulkarni és
mtsai, 2018). Atg5 null Gjsziilott egerek nem életképesek, de az Atg5 transzgén neuron-
specifikus kifejeztetése menekiti a mutanst, ami szintén hangstulyozza, hogy az autofigia
nélkiilozhetetlen szerepet tolt be az idegrendszerben az eml6sok esetén (Yoshii és mtsai, 2016).

Az autofagia a tumorokkal szemben kétélu kardként viselkedik. Egyrészt az autofagia
proteosztazisban betdltott szerepe, valamint az indukalt autofagia erds proapoptotikus hatasa
miatt Kifejezetten tumorellenes hatasa van (Notte és mtsai, 2011). Ugyanakkor az autofagia a
tumoros sejtekben hozzajarul a jellegzetesen gyors sejtndvekedés €s osztodas okozta nagy
energia ¢és anyagigényhez is. Ez fokozottan igaz a kisméretii, sajat erek nélkiili tumorok és az
attéteket képezo sejtek talélésére (White 2012).

Az autofigia szdmos modon jarul hozzd az emldsok him fertilitdsdhoz. Az emlds
spermatogenézis soran autofagia Gtjan bomlik le a PDLIM1, amelynek hidnya az Gigynevezett
negativ citoszkeleton lebontasat teszi lehetévé. Autofagia nélkiil jelentds citoszkeleton fol6sleg
halmozodik fel, ami a spermiumok mozgasképességét csokkenti (Shang és mtsai, 2016). Az
akroszoma a spermiumok feji részén taldlhatd specidlis sejtszervecske és a

megtermékenyitéséhez biztositja azokat az enzimeket (hialuroniddz és akrozin) amelyek a
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petesejtet burkold zona pellucida feloldasahoz sziikségesek. Az akroszoma kialakuldsaban a
konjugacids rendszer létfontossagti (Wang és mtsai, 2014). A kozvetlen spermatogenezisen
feliil az autofagia szerepet jatszik a Leydig-sejtekben a tesztoszteron szintéziséhez sziikséges

koleszterin biztositasaban (Gao és mtsai, 2018).

megvetegedések

5. abra. Az autofagiahoz kapcsolodo fiziologias és patologias jelenségek. Az autofigia és a hozza kot6do
szamos folyamat zavara tobb megbetegedésnek lehet a forrasa, ezért az autofagia egyike lett a legjelentdsebb

orvosbiologiai jelent6ségli kutatasi témaknak (Zappavigna és mtsai, 2013 alapjan).

Az autofigia folyamatanak szamos egyéb orvosbioldgiai jelentdsége van még, ezeket
az 5. abran foglaltam 6ssze, ezenk kiviil az 1.1.3-as fejezetben mar az autofagia tobb fiziologias
¢és patologias szerepér6l is emlitést tettem. Emberben viszonylag ritka az Atg gének okozta
orokletes megbetegedés. Ez részben azért van, mert az Atg gének kilitése komoly fejlodési
rendellenességeket okoz, valamint heterozigdta genotipusii emberek nem mutatnak koros
elvaltozéasokat, tovabba emldsokben gyakori, hogy az Atg géneknél jelentds a redundancia
(eklatans példa a hét kopiaban jelen 1évé human Atg8 homologok). Azonban par esetben leirtak
misszenz mutaciotol szenvedd betegeket is. Az egyik ilyen esetben egy torok rokonhazassagbol
sziiletett testvérparnal velesziiletett ataxiat figyeltek meg, amelyet egy homozigdta AtgS
misszenz mutacido okozott. A mutacido az Atg5 és az Atgl2 kozotti kotddést gyengitette €s
ezaltal csokkentette az autofigia mértékét, amit élesztében és humén sejtvonalakban is
igazoltak. Végiil ecetmuslica modellen igazoltuk, hogy ez a mutaci6 csokkenti a

mozgasképességet, azaz valosziniisithetd, hogy magét az ataxidt is az Atg5 misszensz mutacioja
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okozta (Kim és mtsai, 2016). Egy masik esetben a WIPI2 (human Atgl8 homolég) misszensz
mutacidja okozott sulyos idegrendszeri ¢és csontfejlodési rendellenességeket egy pakisztani
férfinal. Ebben az esetben tigy vélik, hogy az okozza kéros allapotot, hogy a mutacié gatolja az

Atgl8 és az Atgl6 kolcsonhatasat (Jelani és mtsai, 2019).
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2. Celkituzések

Az autofagia egy intracellularis lebontd folyamat, amely nagyfokt konzervaltsagot
mutat az eukariota élolények kozott. A folyamat jelentdsége az elmult 30 évben rendkiviili
modon megnétt a nagyfokll orvosbiologiai potencialja miatt, amit jol jelez, hogy 2016-ban a
témaban komoly eredményeket eléré Ohsumi Yoshinori kapta a fiziologiai és orvostudomanyi
Nobel-dijat. Kutatocsoportunk féleg az autofagiaban szerepet jatszo gének azonositasan és
szerepeinek tisztazasan dolgozik.

Az autofagiat vizsgaldo munkank soran fOleg az ecetmuslincat, a Drosophila
melanogaster-t hasznaltuk, amely kivald modell az autofagia vizsgalataban is. Konnyi
tarthatosdga, a mindenki szadmara elérhetd kimerithetetlen genetikai eszkoztara mellett a
Drosophila melanogaster genomjaban a redundancia alacsony mértékii. Az autofagia kdzponti
génjei az Atg gének, amelyek fehérjetermékei altaldban komplexekbe tomoriilve latjak el a
funkcioikat. A genetikai redundancia alacsony volta kifejezetten jellemzd a Atg8 génekre,
amelyekb6l a Drosophila melanogaster-ben kett6, mig az emberben hét homoldg is van. Az
Atg génekre egyre inkdbb erdsen pleiotrop génekként tekintiink, ami az Atg8 homologokat
fokozottan jellemzi. Ezek a gének szerepet jatszanak fagofor novekedésében, a szelektiv
autofagiaban, az autofagoszoma-lizoszéma fizidban, de olyan nem autofidg folyamatban is,
mint a LAP (LC3-associated phagocytosis). Tovabba rendkiviil fontos az autofagia vizsgalata
szempontjabol is, hiszen szdmos autofagia vizsgélatot alapoznak arra, hogy az Atg8 kovalens
modon kotddik az autofag strukturdkhoz, ezért szdmos autofagia vizsgalatot alapoznak ra.

Ennek ellenére maguk az Atg8 homologok Drosophila melanogaster-ben még
viszonylag ismeretlenek, amelynek egyik f6 oka, hogy erésen eszkdzhidnyos a kutatasuk. Az
egyik ilyen gén az Atg8a, amelyrdl par éve kideriilt, hogy van két plusz izoformdja a transzkript
szintjén, amelyeket nem érintenek a jelenleg hasznalt allélok, azaz valdszintileg csak erds
hipomorf allélokkal rendelkeziink. A masik homolog az Atg8b, amely az Atg8a-hoz képest nem
mutat altalanos expressziot, f6leg a herékben mutat kifejezédést. Az Atg8b génre nagyon kevés
igazan megbizhaté eszkdz 4all rendelkezésiinkre. Szdmos esetben hasznaltak a gén
csendesitésé¢hez RNS interferenciat okozo transzgéneket olyan szovetekben, ahol ez a gén nem
mutat endogén kifejez6dést, mégis okoz valamilyen fenotipust (Singh és mtsai, 2018), ami arra
utal, hogy az Atg8b-re tervezett mesterséges mikroRNS-t kifejez6 konstrukcié felismeri az
Atg8a homologot is. Egy masik megkozelités sordn hdsokk promoteres konstrukcioval
fejeztettek ki ektopikusan Atg8b-t (Scott és mtsai, 2004). Ellenben az Atg8b funkcidjarol

nincsenek megbizhat6 adatok a szakirodalomban, rdadasul sem hipomorf, sem null allélt nem
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készitettek még eddig a génre. Ezért csoportunk célul tiizte ki, hogy jobban megismeri ezt a két

gént. Ezen célok eléréséhez a kovetkezd 1épéseket terveztiik:

1.

Egy rovar Atg8 gén-fajfa szerkesztése, amelybdl pontosabb informéaciokat nyerhetiink
a rovar Atg8 homologok evoluciojarol.

CRISPR/Cas9 és inszerciés modszerekkel null allélok készitése az Atg8b és az Atg8a
génekre, valamint egy lipidaciora képtelen csonkolt allél Iétrehozasa az Atg8a génre.
Kiilonboz6 transzgénikus vonalak 1étrehozasa az Atg8a és Atg8b génekre, amelyekkel
menekiteni lehet a kiilonb6z6 allélokat, valamint kovetni lehet a kifejezddési
mintazataikat is.

Az 1) allélok vizsgélata biokémiai és immunhisztokémiai modszerekkel, hogy
megismerjiik ezen gének autofagidban betdltott szerepét.

Az Atg8 gének vizsgalata az egyedfejlodésben az uj allélok felhasznaldsaval.

Az Atg8a ¢és az Atg8b gének kifejezOdési mintdzatanak az Osszehasonlitasa és
vizsgalata.

Az Atg8b és egyéb Atg gének fenotipusanak a vizsgalata a himivarsejtek képzodésében

és a fertilitasban.
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3. Anyagok ¢s modszerek

3.1 Felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek

A munkam soran felhasznalt torzseket standard agar és kukoricadara alapu taptalajon
tartottam. A munkamban kozvetlentiil felhasznalt Drosophila melanogaster toérzsekkel 25°C-on
dolgoztam, beleértve a keresztezéseket és a minta el6készitési munkalatokat is. Az éppen
kisérletben részt nem vevé torzseket 18°C-on taroltam. A keresztezések soran felhasznalt
balanszer kromoszomakat és markermutacioit hordoz6 vonalakat az 2. tablazatban foglaltam

Ossze. Pontos leirasuk a FlyBase (https://flybase.org/) oldalon lehet megtalalni.

2. tablazat: A kisérleteim soran felhasznalt balanszer kromoszomak

Ballanszer tipusa Erintett kromoszéma Dominans Fenotipusa
markermutacié

FM7, GFP X. (els6é) kromoszoéma Bar (B), GFP Vese alakt szemek

CyO, SM6 2. kromoszoma Curly (Cy), GFP Felfelé kunkorod6 szarny

T™M3 3. kromoszoma Stubble (Sh) Rovid szbrzet

TM6 3. kromoszoma Humeral (Hu), Tubby | 3-5-sz6r a tor oldalan,
(Th) rovid z6mok test

A kisérleteim soran a kovetkezé torzseket hasznaltam fol: Atg8a'RO-CAM  Atg8aCtlie”

Atg8b'®, Atg8b>3xeGFP-Atg8b, Atg8b>3xHA-Atg8b, Atg8a>3xHA-Atg8b, Atg8b>3xHA-
Atg8b7¢-Flag (ezeknek a leirasa megtalalhat6 a dolgozatban), Atg7*#"" (Juhasz és mtsai, 2007),
Atg1017%" (Guo és mtsai, 2019), Atg9%® (Kiss és mtsai, 2019), Atg5°°®S, Atg164%” (Varga és
mtsai, 2016), Lampl-3xmCherry (Hegediis és mtsai, 2016), tubulin>GFP-Ref(2)P (Hegediis
¢és mtsai, 2016), 3xmCherry-Atg8a (Hegedls és mtsai, 2016), Atgl8-Cherry (Nagy és mtsai),
Glue-Red (Csizmadia és mtsai, 2018), vasa-mKate (nincs lekozolve, Erdélyi Miklos
csoportjatol szarmazik), Atg8aM!*3'% |ox2-attB2-SA-T2A-Gal4-Hsp70; Dr/TM3 Sb Cre vas-
int.Dm, UAS-2xeGFP, C784-Gal4, Act5C-Cas9.P.RFP, DNAIig4!®, Act5C-Cas9 (az dsszes
torzs a Bloomington Drosophila térzsgyiijteménybd6l lett rendelve), DJ-GFP (Santel és mtsai,
1998), vasa-GFP (Siddall és mtsai, 2017).

3.2 Fertilitasi tesztek

A fertilitdsi teszt soran minden genotipusbol parkeresztezéssel egy-egy himet
kereszteztiink be két-két vadtipusu nésténnyel és 6t nap petéztetés utan megszamoltuk a kikeld

egyedeket. A tesztet standard taptalajon végeztiik és a babok megszamolasaval kvantifikaltuk.
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DJ-GFP spermium markert hasznalo fertilitasi kisérletnél parkeresztezésekkel DJ-GFP-
t hordozo allélokat kereszteztiink vad tipust néstény sziizekhez, majd miutan meggydzddtiink
a kopulacio lefolyasarol, két napig hagytuk a ndstényeket inkubalodni. Ezutan PBS-ben
preparaltuk a szeminalis receptakulumat €s a spermatékajukat. Ezutan a mintakat, DAPI-val és
falloidinnel festettiik (3.5.2 fejezetben olvashaté modon), majd fluoreszcens mikroszképon

vizsgaltuk a DJ-GFP-vel megjeldlt spermiumok jelenlétét.

3.3 Atg8 mutansok generalasa

Atg8a™™ ¢ inszercios null allélhoz a Plug-and-play géncsapdazas modszert
hasznaltunk (Diao és mtsai, 2015). Els6 1épésként, standard genetikai keresztezésekkel olyan
konstrukciot hoztunk létre, amely egy vonalba tartalmazza az Atg8aM't3726 minos inszertet, pC-
(lox2-attB2-SA-T2A-Gal4-Hsp70)3 donor genetikai kazettat és Cre vas-int.Dm egy Cre
rekombinazt és a $C31 integraz forrast. Ezutan ezt a konstrukciot bekereszteztiilk UAS-2xeGFP
torzzsel, igy egy relativ nagyléptéki sziirést lehet végezni, amely sordn a GFP jel megléte a

Tro-Gal4-et tartalmazo inszercio6 sikeres beépiilését jelezte.

Atg8aCi®” lipidaciora képtelen mutans vonal generalasahoz CRISPR/Cas9 kozvetitette
in vivo homolég rekombinacié alapti mutagenezist hasznaltunk (Port és mtsai, 2014). Az
Atg8a gRNSI1 és Atg8a gRNS2 (3. tablazat) oligonukleotidokat anellaltuk, gy hogy 95°C-
ra melegitettiik a két oligonukleotidot (a kés6bbi gRNS-t kodolja), majd hagyom lehiilni az
oldatot. Az igy kapott kétszalt oligonukleotidot pCFD5 (Addgene, 73914, Simon Bullock altal
megosztott) plazmid Bbsl (NEB, R0539S) vagohelyére ligaltuk. Az igy kapott plazmidot
koinjektaltattuk az Atg8a DONOR polinukleotiddal egyiitt (3. tablazat) Act5C-Cas9, lig4'®®
torzsbe. Ezek utodaibol izolaltuk a mutans allélt morfologiai fenotipusuk és Ref(2)P ellenanyag

alapu Western blot sziiréssel.

Atg8b'® null allél eldallitasahoz eldszor az Atg8b-gRNS1, Atg8b-gRNS2 és az Atg8b-
gRNS3, Atg8b-gRNS4 oligonukleotid parokbol két gRNS-t kodolo kétszalu nukleotidokat
hoztunk Iétre, amelyeket pBFv-U6.2B (Addgene, 138401, Shu Kondo altal megosztott)
vektorba klonoztuk, majd Drosophila melanogaster-be injektaltattuk és stabil torzseket
hoztunk létre beldliik. Ezeket a gRNS-t hordozdé transzgénikus vonalakat act5C>Cas9
transzgénikus torzzsel kereszteztiik be. Az utodok kozott jelolteket az Atg8b 1 és Atg8b 2

primerparral (3. tablazat) PCR modszerrel izolaltuk a null allélt, delécios fragmentet keresve.

A mutans zsirtest klonsejtek eldallitasdhoz ezen mutdnsokat rekombindltuk egy

neomicin rezisztenciat és FRT-et hordozo torzzsel. Az Atg8a mutansokat FRT19A-val, az
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Atg8b®e-ot FRT82B-vel rekombinaltuk. Rekombinalsra szant heterozigota torzseket neomicint
(62,5 mg/5ml-s torzsoldatbol 250 pl/5 ml taptalajt gyartottunk, Sigma, A1720) tartalmazo
taptalajon tartottuk, naponta egy 6rat hdsokkoltuk, majd a taléld legyeket stabil torzsekbe
kereszteztiik. Az Atg8a mutansokat ¢s FRT19A-t hordozé torzseket hsFlp, FRT19A ubi-RFP
(vagy ubi-GFP)-vel kereszteztiik, az Atg8b-t és FRT82B-t tartalmazé tdrzseket hs-Flp;
QUAS-mCD8-GFP-vel vagy RFP; ET49-QF, FRT82B tub-QS/TM6-val vagy a hsFlp;
r4d>Gal4, FRT82B, UAS-GFP-¢l kereszteztiik be, hogy a 2-4 6ras petéjiiket legytijtve 45 perc
37°C-os vizfiirddben hésokkoljuk.

3. tablazat: Az Atg8 mutansok generaliasa soran felhasznalt oligonukleotidok szekvenciija:

Oligonukleotid Oligonukleotid szekvenciaja

neve
Atg8a_gRNS1 TGCACGATGAGAATGTTTACGGCA
Atg8a_gRNS2 AAACTGCCGTAAACATTCTCATCG
Atha DONOR TAGGAACATCACGAGGAGGACTATTTCCTGTACATTGCCTACTCCGATGAGAATGTTTACTA
L AATGGCCAAAATTAACTAACTTTGCTCCGGTCGGGATGCATCGGAATGAAGCCCCCCCCCT
Atg8b_gRNS1 CTTCGTAGTTCATATCCATCTGGG
Atg8b_gRNS?2 AAACCCCAGATGGATATGAACTAC
Atg8b_gRNS3 CTTCGACTCGCGTAATCGTTTTGG
Atg8b_gRNS4 AAACCCAAAACGATTACGCGAGTC
0Atgsb_1 GGGATTAGCGGATGCTATGCAC
Atg8b_2 CCCCTAGGGAAATTTGGCACTC

3.4 Molekularis klonozas és transzgénikus térzsek 1étrehozasa

Endogén promoterrel meghajtott 3xeGFP-Atg8b riporter transzgén eldallitasahoz
elészor Drosophila melanogaster genomi DNS-t hasznalva mintaként PCR technikaval
amplifikaltuk az Atg8b 5’-UTR régiojat a 8bGFPPro F és a 8bGFPPro R primerek (4.
tablazat) fclhasznalasaval. Az igy kapott inszertet ligaltuk a pUAST-attB-3XGFP vektorba,
mint Sphl (NEB, R3182)-EcoRI (NEB, R3101) fragmentet. Masodik 1épésként az Atg8b kodolo
¢és 3’-UTR régiojat is amplifikaltuk a SbGFPCDS _F és 8bGFPCDS R primerek (4. tablazat)
segitségével, majd az e16z6 vektorba ligaltuk, mint Notl (NEB, R3189)-Acc651 (NEB, R0599S)

fragment.

4. tablazat: a 3xeGFP-Atg8b konstrukciéhoz felhasznalt primerek:

Primer Primer szekvencia
megnevezése
8bGFPPro F ATCAATTGCATGCCAGGCGGACACGATTAAGTGG
8bGFPPro R GACTGAATTCTGGGCGGACTGGAATACGGTT
8bGFPCDS F GATATAGCGGCCGCGGAGGTGGCATGGATATGAACTACCAGTACAAGAAGG
8bGFPCDS R CTCGAGGTACCAGCCGATCAGTTTGCACGCTTC

Ahhoz, hogy C-terminalis FLAG-et tartalmaz6 endogén promoterii Atg8b konstrukciot

crer
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crer

glicinje nélkiil, de a C-terminalisan egy FLAG jelolovel és a 3°-UTR régiobodl 18 nukleotiddal
egyiitt az Atg8bFWD ¢és Atg8bFLAGGUTRREYV primerparral (5. tablazat) amplifikaltuk PCR
segitségével. A PCR terméket a pBluescript SK (+) (Addgene, 212205) vektor, EcoRI (NEB,
R3101) —Xhol (NEB, R0146S) helyeire ligaltuk. A 3’-UTR Atg8b régiot XhoUTRFWD ¢és
Acc65IUTRREYV (5. tablazat) primerek segitségével amplifikaltuk és a kapott PCR terméket
az el6zoleg készitett pBluescript-Atg8b(1-117)-FLAG plazmidba ligaltuk Xhol (NEB,
R0146S)-Acc651 (NEB, R0599S) vagohelyekre.

5. tablazat: az Atg8b“°-Flag konstrukciéhoz felhasznalt primerek:

Primer Primer szekvencia
megnevezése
Atg8bFWD AATAGAATTCATGGATATGAACTACCAGTACAAGAAGGAC
Atg8bFLAGUTR  AATTCTCGAGTCAAGCCCGCGTCTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCCTGCCGTCC
REV ATAGACGTTCTCAT
XhoUTRFWD GGGCTTGACTCGAGTAATCGTT
Acc65IUTRREV TAGAGGTACCAGCCGATCAGT

Az N-terminalis 3xHA-Atg8b endogén promoterrel rendelkez6 konstrukciohoz a 3xHA
jelold szekvenciat HAFWD és HAREV (6. tablazat) primerek segitségével az UAS-3xHA-
VAMP7 plazmidrol amplifikaltuk fol (Takats és mtsai, 2013). A kapott fragmentet a
pBluescript SK (+) (Addgene, 212205) plazmidba ligaltuk, Xhol EcoRI (NEB, R3101)-Xhol
(NEB, R0146S) vagd helyekre. Az Atg8b kodolot és 3’UTR régiojat Atg8bXhoFWD (6.
tablazat) és az Acc6SIUTRREV (5. tablazat) segitségével amplifikaltuk fol és a kapott PCR
terméket a pBluescript SK (+)-3xHA vektor Xhol (NEB, R0146S)-Acc651 (NEB, R0599S)
vagohelyekre klonoztuk.

6. tablazat: Az 3XHA-Atg8b endogén promoteres konstrukciohoz hasznalt primerek:

Primer megnevezése Primer szekvencia
HAFWD TACCGAATTCATGTACCCATACGATGTTCCT
HAREV ATAACTCGAGAGCGTAATCTGGAACGTCATA
Atg8bXhoFWD AAGGCTCGAGATGGATATGAACTACCAGTACAAGAAG

Az Atg8b>3xHA-Atg8a konstrukciohoz az Atg8a kodold régiot amplifikaltuk az
Atg8aXhoFWD és Atg8aBGIIIREV (7. tablazat) primerek segitségével, majd az Atg8b 3°-
UTR régiot Atg8bUTRBGLIIFWD és az Atg8bUTRAcc65IREV (7. tablazat) primerek
segitségével amplifikaltuk. Ezeket Xhol (NEB, R0146S)-BglIl (R0144S) ¢és Bglll (R0144S)-
Acc651 (NEB, R0599S) restrikcids enzimekkel duplaemésztettiik és a fragmenteket az Xhol
(NEB, R0146S)-Acc651 (NEB, R0599S) emésztési helyeken pBluescript SK (+)-3xHA
vektorba ligaltuk. Ennek a plazmidnak az Xhol-Acc651 emésztett fragmentjét végiil a pGen
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plazmidba klonoztuk, pGen-Atg8b promoter-3xHA-Atg8a-4tg8h 3°-UTR konstrukciot

létrehozva.

7. tablazat: Atg8b>3xHA-Atg8a konstrukcio létrehozasahoz sziikséges primerek listaja:

Primer megnevezése Primer szekvencia
Atg8aXhoFWD AAGGCTCGAGATGAAGTTCCAATACAAGGAGGAGC
Atg8aBgllIREV TTAAAGATCTAGTTAATTTTGGCCATGCCGTAA
Atg8bUTRBGLIIFWD AATTAGATCTCGCGGGCTTGACTCG
Atg8bUTRACC65IREV TAGAGGTACCAGCCGATCAGT

Atg8a>3xHA-Atg8b konstrukciohoz el6szor a pBluescript SK (+)-3xHA-Atg8b
plazmidot Bglll (NEB, R0144S)-Acc651 (NEB, R0599S) restrikciés endonukledazokkal
emésztettiik és ezekre a vagohelyekbe ligaltuk a Atg8aUTRFWD és Atg8aUTRAccREV (8.
tablazat) primerek altal amplifikalt, majd BamHI (NEB, R3136)-Acc651 (NEB, R0599S)
enzimekkel emésztett Atg8a 3’-UTR régiot. Ez eredményez egy pBSK 3xHA-Atg8b-
Atg8aUTR atmeneti konstrukcidt. Ezutan a pGen-3xHA-Atg8b plazmidot emésztettiik Sphl
(NEB, R0182S)-EcoRI (NEB, R3101) enzimekkel, majd ebbe ligaltuk a szintén Sphl-EcoRI
enzimekkel emésztett Atg8a promoter régiét tartalmazd Atg8aPROMFWD  ¢és
Atg8aPROMREYV (8. tablazat) primerek altal amplifikalt fragmentet. Végiil a pUAST-attB-
Atg8aprom-3XHA-Atg8b-Atg8aUTR konstrukciot NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master
Mix (NEB, E2621G) felhasznalasaval EcoRI (R0101S)-Acc651 (NEB, R0599S) emésztett
pUAST-attB-Atg8aprom-Atg8b-UTR konstrukciot és a 3xHA-Atg8b-Atg8aUTR fragmentet,
amelyet a GAECORIFWD és GAAcc65REV (8. tablazat) primerekkel amplifikaltuk a pBSK-
3XHA-Atg8b-Atg8aUTR plazmidot mintaként hasznalva, hoztunk 1étre.

8. tablazat: Atg8a>3xHA-Atg8b konstrukciéhoz felhasznalt primerek.

Primer Primer szekvencia
megnevezése
Atg8aUTRFWD TTTTGGATCCTTTGCTCCGGTCGGGATGCA
Atg8aUTRACCRE TTTTGGATCCTTTGCTCCGGTCGGGATGCA
V

Atg8aPROMFWD CTTGCATGCGAATGTGATTGATCA
Atg8aPROMREV CCATGAATTCGATTGCAATGAAGAGGTAATTG

GAECoRIFWD AGCCAATTACCTCTTCATTGCAATCGAATTCATGTACCCATACGATGTTCCT

G
GAACC65REV CCTTCACAAAGATCCTCTAGAGGTACCAAAACTGCGAGGCCAAC

Végiil az sszes elkésziilt konstrukciot teljesen szekvenaltattuk és az ) konstrukcidkat
a Szegedi Biologia Kutatokdzpont belsd injektald szolgéltatojaval szlrattunk be és a
transzgénikus jelolteket standard genetikai modszerekkel kereszteztiik stabil transzgénikus

vonalakba.

28



3.5 Mikroszkopos technikak

Indukalt autofagia vizsgalatdhoz az [.3-as larvakat eldszor 3 oran at éheztettiink 20%-
os szachar6z oldatban (tulajdonképpen aminosav éhezésnek kitéve a larvakat). Ezutdn a
transzgénikus torzseket kozvetleniil lehetett vizsgalni (ez esetben DAPI oldatban tortént a
boncolas is), mas tipusu vizsgalatok esetén egy fixalasi Iépés utan bizonyos festési eljarasokkal

tettiink lathatova a kiilonbdzo autofagiahoz kapcsolodo strukturakat.

3.5.1 LTR festés

Az egyik ilyen festés az LTR, amely a sejt savas kompartmentumait jeloli ki
fluoreszcens médon. A PBS-ben, sztereomikroszkop alatt, csipesszel kiboncolt zsirtesteket 35
ul PBS-be tettiink, ami 100 uM LysoTracker Red (Invitrogen, L7528) és 0,2 png/ml DAPI-t
(4',6-DiAmidino-2-Phenylindole, Invitrogen, D1306) tartalmazott. Ot perc festédés utan PBS
segitségével lemostuk a folosleges festéket majd 50%-0s glicerin-PBS oldattal lefedjiik és a

frissen késziilt preparatumokat azonnal fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaljuk.

3.5.2 Fluoreszcens immunjeldlés

Fluoreszcens immunjelolés esetén a larvakat ugy boncoljuk ki, hogy csipesszel a
kaudalis végén a kutikulat leszakitjuk, majd dvatosan kipréseljiik a larva belsé szerveit, Ggy,
hogy azok tovabbra is a kutikulahoz rogziiljenek. Az igy kapott képleteket 30 percig 3,7%-0S
formaldehid-PBS oldatban kevertettiik, majd haromszor mostuk 0,1%-0s Triton-X100-PBS
oldatban 30 percig. Ezutan blokkoltuk 5%-0s magzati szarvasmarha szérummal (FCS) és 0,1%-
os Triton-X100-PBS oldatban két oraig kevertettilk. Ezutan friss blokkolo folyadékhoz
hozzamértiik az elsédleges ellenanyagot, leszivtuk a mintakrol a blokkolot és hozzaadtuk az
elsédleges ellenanyag tartalmi blokkold folyadékot és 4°C-on kevertettiik masnapig. Masnap
leontottiik az elsédleges ellenanyagot tartalmazo oldatot, majd 0,1%-0s Triton-X100-PBS
oldatban kevertettiik haromszor 30 percig, mosas céljabol. A mosas utan hozzaadtuk a
fluoreszcensen konjugalt masodlagos ellenanyagot tartalmazo blokkol6 oldatot és két oran at
kevertettiik fényvédett csomagolasban, szobahémérsékleten. Ezutan Gjra haromszor 30 percig
kevertettiik, 0,1%-0s Triton-X100-PBS oldatban, mosas céljabol, majd a 0,2% pg/ml DAPI-val
festetettiik 20 percig. Végiil egy percig PBS-ben mostuk és 50%-0s glicerin-PBS oldatban
targylemezre tettiik és fedjiik. A targylemezeket 4°C fényvédett modon taroltuk, vagy azonnal
vizsgaltuk fluoreszcens mikroszkop alatt. Zsirtest festések soran a kovetkezd elsddleges
ellenagyagokat a kovetkez6 koncentracidban hasznaltuk: poliklonalis nyul anti-Ref(2)P
(1:1000, Pircs és mtsai, 2012), monoklonalis csirke anti-GFP (1:1000, Aveslab, GFP-1020),
monoklonalis nytl anti-Gabarap+GabarapLl +GabarapL2 (1:400, Abcam, ab109364). A
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kovetkez6 immunkonjugalt masodlagos ellenanyagokat hasznaltuk: anti-nyul Alexa Fluor 568
(1:800, Life Technologies, A11036), anti-csirke Alexa Fluor 488 (1:800, Thermo, SA5-10070).

A megtermékenyitett ndstények spermatékajat PBS-ben boncoltuk ki és 4%-0s
formaldehid-PBS oldatban fixaltuk 20 percig. Ezutan haromszor 10 percig mostuk PBST-ban
(PBS ¢és 0.1% Triton X-100 [Sigma-Aldrich, T8787]). A DAPI (1 pg/ml) és a TexasRed
phalloidin (1:250) festést 30 percig végeztiik. A mintakat SlowFade® Gold antifade reagent
(Life Technologies, S36936) médiumban fedtiik le.

A Drosophila melanogaster here preparalasat és festését mar korabban részletesen
leirtak alapjan végeztiik (White-Cooper, H. és 2004). A heréket jégen, pufferben (183 mM KCl,
47 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, pH 6.8) boncoltuk, majd 20 percig fixaltuk (frissen készitett
PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 2 mM KH2PO4 pH 7.4, 4% formaldehid).
A fixalo oldatot leszivtuk és a mintakat haromszor 20 percig mostuk PBSTX-ben (0.1%
tween20-at 0.3% TritonX-et tartalmaz6 PBS). Egy 6ran keresztiil PBSTX + 1% BSA-ban (1%
BSA-t tartalmazé PBSTX) blokkoltuk, majd az elsédleges ellenanyaggal egy éjszakan keresztiil
kevertettiik 4°C-on. Els6dleges ellenanyagként nyal anti-hasitott-Caspase3 ellenanyagot (Cell
Signalling, clone 5A1E) hasznaltunk 1:200-es higitasban, valamint egér anti-pan poliglicilalt
Tubulin ellenanyagot (Merck, clone AXO 49) hasznaltunk 1:5000 higitasban. A heréket ezt
kovetden harom alkalommal 20 percig PBSTX-ben mostuk szobahdmérsékleten, majd a
preparatumokat a masodlagos ellenanyaggal 1,5-2 oraig kevertettik  szintén
szobahOmérsékleten. Alexa Fluor 488 konjugalt anti-egér €s anti-nyul hasznaltunk (Invitrogen,
725002, 725302), mint masodlagos ellenanyag (1:400 higitas). A DAPI (1 pug/ml) és a Texas
Red jelolésti phalloidin (1:250) festést 20 percig PBSTX-ben végeztiik. Ezt kdvetden a mintakat
haromszor 20 percig PBSTX-ben mostuk. A mintakat SlowFade® Gold antifade reagent (Life

Technologies) médiumban fedtiik le.

3.5.3 Az alkalmazott mikroszkopok ¢és képfeldolgozasi technikak

A Drosophila melanogaster herékbdl késziilt fixalt mintakat Olympus BXS51
mikroszkopon vizsgaltuk meg és dokumentéaltuk. A spermatéka képeket Olympus Fluoview
Fv10i konfokalis mikroszkoppal készitettiik. A tobbi képet Zeiss Axiolmager M2
mikroszkdpon készitettiik, amely fel volt szerelve egy konfokalis képességeket ado ApoTome
2 raccsal és egy ORCA-Flash4.0 LT sCMOS (Hamamatsu) kameraval. A larvalis vakbelek
fotozasat ugyanezen a mikroszkopon végeztiik, csak az AxioCam 506-0S (Zeiss) kamerat

hasznaltuk. Feldolgozasuk sordn a ImageJ program manualis bejel6ld funkcidjat hasznalva
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megmértem a vakbelek teriiletét, amit kallibraltunk a mikroszképos fotd skalajaval. A
mikroszkopos képek feldolgozasat és szerkesztését egyrészt a Zeiss mikroszkop sajat
programjaval, a ZEN Lite 3.1-el, masrészt a Photoshop CS3 (Adobe), CombineZP (Yahoo) és
ImageJ (NIH) programokkal végeztiik.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatra szant preparalt Drosophila melanogaster here és
imagod agyakat éjszakan at fixaltuk 4°C-on elektronmikroszképos fixalé oldatban (3,2%
paraformaldehid, 0,5% glutaraldehid, 1% szachar6z és 2 mM CaCly, 0,1 M Na-kakodilat
oldatban, pH 7,4). Egy mosasi Iépés utan, a mintakat Durcupan miigyantaba (Fluka) agyaztuk
a gyartoi utasitasokat figyelembe vége. A beagyazott blokkokbol 70 nm-es metszeteket
készitettiink, melyeket a Reynolds-féle modszerrel kontrasztositottunk. A fényképeket JEOL
JEM-1011-es transzmisszios elektronmikroszkop Olympus Morada kamerajaval készitettiik és

az iTEM programmal dolgoztuk fel.

3.6 Western blot technikak

A fehérje mintak eldallitasahoz 1 mg Drosophila melanogaster mintahoz 20 pl PBS-el
egyszeresre higitott Laemmli minta puffert (Sigma, S3401) tettiink és 6t percig 100°C-on
inkubaltuk, majd dérzspalcikaval homogenizaltuk. A kapott homogenizalt oldatot ujra 100°C-
on inkubaltuk, majd centrifugéaltuk 15000 RPM-en és a feliiluszot dvatosan 0 csdbe helyeztiik

A mintakat azonos térfogatban vittiik fol 10 (Ref(2)P esetén) illetve 15%-0s (Atg8
esetén) SDS (natrium-dodecilszulfat) tartalmu poliakrilamid gélre. A fehérjéket ezutan
elektroforézissel méret szerint elvalasztottuk. A gélt ezutan egy PVDF (Polivinilidén-fluorid,
Immobilon-P  (Millipore), illetve fluoreszcensen jelolt ellenanyagok hasznalata esetén
Immobilon-FL, Merck, IPFL00010) membranra blottoltuk éjszakan at. Ezutan a membrant
0,5% kazeint tartalmazo oldatban blokkoltuk, majd 0,1% Tween20-at tartalmaz6 blokkoloban
feloldottuk az elsddleges ellenanyagot €és ebben az oldatban kevertettilk a membrant egy oraig
szobahdmérsékleten. Ezt kdvetden leszivtuk az elsddleges ellenanyagot tartalmazd oldatot és
haromszor 10 percig mostuk TBST-ben (0,025 M Trisz-pufferelt séoldat, pH 7.4, és 0.1%
Tween20), vagy PBST-ben (PBS, 0.1% Tween20). Ezutan hozzatettik a masodlagos
ellenanyagokat és 1-2 oraig inkubaltuk. Ezutan Gjra haromszor 10 percig mostuk TBST-ben,
vagy PBST-ben. Az alkalikus foszfatdz enzimmel konjugélt méasodlagos ellenanyag hasznalata
esetén sziikséges egy el6hivasi szakasz és ehhez az el6hivo folyadék az NBT-BCIP-t (Nitro-
Blue Tetrazolium klorid és 5-Bromo-4-Chloro-3’-Indolyl-Phosphate), mely az alkalikus

foszfatdz szubsztratjaként az enzimreakciot kovetden sotétlilas csapadékot eredményez a
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membranon, igy detektalhatova valnak a keresett fehérjék. Fluoreszcensen konjugalt
ellenanyagok esetén az eléhivast egy fluoreszcens szkenner, az Odyssey CLx imager (LI-COR)

veégezte.

A Western blot kisérletek soran elsddleges ellenanyagként a poliklonalis nyult anti-
Ref(2)P-t  (1:4,000, Pircs ¢és mtsai, 2012), a nyal monoklonalis anti-
GABARAP+GABARAPL1+GABARAPL2-t (1:2.000, Abcam, ab109364) és az egér anti-
tubulin (1:4.000, DSHB, 12g10) ellenanyagokat hasznaltunk. Masodlagos ellenanyagként az
alkalikus foszfatdz konjugalt anti-nyal és anti-egér (mindkettét 1:5.000 higitdsban; Sigma-
Aldrich, A3812, A3562), vagy fluoreszcensen konjugalt IRDye 800CW anti-nyul (1:13.000,
LI-COR, 926-32211) és IRDye 800CW anti-egér (1:13.000, LI-COR, 926-32210)

ellenanyagokat hasznaltunk.

3.7 A rovarfajok Atg8 génfijanak elkészitése

Az Atg8 géncsalad rekonstrukciojahoz 69 teljes genomot hasznaltunk fel: ebbdl 20 a
Drosophila nemzetségbdl kertilt ki, tovabbi 47 rovarfajt, agy valogattunk ki, hogy a kivalasztott
fajok a rovarokon (Insecta) beliil a lehet6 legtobb taxondmiai csoportot reprezentaljanak egy,
vagy két fajjal, mig kiils6 taxondémiai csoportnak a rovarokkal kozeli rokonsagot mutatod
ugrovillasokat (Collembola) valasztottuk, amelyeket két fajjal reprezentaltunk. A pontos génfa
rekonstrukcidjahoz egy fajfa rekonstrukcio is sziikséges, ezért meghataroztuk a fajokban jelen
levé konzervalt eukariota BUSCO géncsaladokat (Waterhouse és mtsai, 2018). A 302
megtalalt, rekonstrualhat6 BUSCO géncsaladot MAFFT L-INS-I algoritmussal illesztettiik,
majd trimAL (—strict) programmal eltdvolitottuk a problémas poziciokat, amelyek til sok gapet
tartalmaztak ¢és tul variabilisak (Katoh és mtsai 2013, Seppey ¢és mtsai, 2019). A
géncsaladonkénti illesztéseket egy szupermatrixa flztiik Ossze, majd a filogenetikai
rekonstrukciot a RAXML BlackBox-al végeztik a CIPRES Science Gateway kozdsségi
szerveren, 1000 “rapid bootstrap” ismétlést & PROTGAMMAWAG modell-t alkalmazva. A
génfa rekonstrukciojat a korabban leirt folyamat szerint és egyedi R szkriptekkel végeztiik
(Merényi és mtsai, 2020). A génfat a Notung 2.9-el gyokereztettiik majd 50%-os “boostrap”
tamogatasi kiiszob mellett egyeztettik a fajfaval (Darby ¢és mtsai, 2017). A
duplikdcios/génvesztéses eseményeket a fajfan rogzitettiink Dollo parszindmia elvet kdvetve a
COMPARE programmal (Nagy ¢és mtsai, 2014). A kivalasztott Atg8 homologokat
CLUSTALW osszeillesztését az Unipro UGENE v1.31.1 alkalmazasaval hajtottuk végre
(Okonechnikov és mtsai, 2012).
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3.8 Statisztika

Az adatok szdmszeriisitését mindig az eredeti, modositasok nélkiili képeken végeztiink.
Az Osszes kisérletiinket legaldbb harom fliggetlen mintan is megismételtiik. A legtobb
mikroszkopos felvételt az ImageJ (NIH) program segitségével dolgoztuk fel. A Western blot
képeken az Image Studio Lite (Li-Cor) programmal szdmszerusitettiikk. Azt, hogy normal
eloszlasu-e, vagy nem normal eloszlasu a kapott adatsor, azt a Prism 8.0.1 (GraphPad) program
Shapiro—Wilk tesztjével dontottiikk el. Normal eloszlas esetén ANOVA-t (harom, vagy tobb
adatsor esetén), vagy paros T-tesztet alkalmaztunk (két minta esetén). Abban az esetben, ha az
adatsorunk nem normal eloszlast, akkor Kruskal-Wallis tesztet (harom, vagy tobb adatsor
esetén) hasznaltunk. A hibasavok a standardszorast mutatjak a grafikonokon. A statisztikai

teszteket és az adatok grafikus abrazolasat a Prism 8.0.1 (GraphPad) segitségével végeztiik.

33



4. Eredmények

4.1 A Drosophila melanogaster Atg8 homologok evolucidja rovarokban
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6. abra. Az Atg8 fehérjecsalad kopiaszim evolicidja a rovarokban (Insecta) és két ugrovillasok
(Collembola) alosztalyaba tartozé fajban. A rovarokban alapvetden két Atg8 fehérjecsalad van (kék és zold
korcikkek), de a masodik (kék korcikk) Atg8 fehérje eltlinik, tobbek kozott a Dipterak rendjének legtobb fajaban.
Ezen beliil a Drosophilidae csaladban masodlagosan kialakul egy uj Atg8 fehérje (narancssarga korcikk).

El6szor az Atg8 gének evolicios rekonstrukciojat és abrazolasat végeztiik el egy rovar
és par kozeli rokonanak filogenetikai fajfajan (6. abra). Ezen analizisbdl kideriilt, hogy minden

fajban jelen van, a varakozasoknak megfelelden, legalabb egy Atg8 homolog (kék korcikk). Ez
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a homolog a Drosophila melanogaster-ben az Atg8a. Viszonylag koran megjelent egy masodik
Atg8 homolog is (z6ld korcikk), amit késobb tobb faj is elveszit, kdztik a Drosophilidae
csaladba tartozo fajok is. Ugyanakkor a Drosophilidae csaladban megjelent egy viszonylag 1j
Atg8b homoldg (narancssarga korcikk), amit Drosophila melanogaster-ben Atg8b-nek hivnak.

A Drosophila melanogaster Atg8a homolog minden altalunk vizsgalt fajban jelen van,
ugyanakkor az Atg8b valosziniileg retrotranszpozicidés esemény soran keletkezett (Betran és
mtsai, 2002). Erre az is utal, hogy mig az Atg8a szamos intronnal rendelkezik, addig az Atg8b-
bol ezek hianyoznak. Az Atg8a és a Drosophilidae specifikus Atg8b fehérjék aminosav
szekvenciai 78%-o0s egyezést mutattak, és sokkal jobban hasonlitottak a human GABARAP

alcsaladhoz, mint a MAP1LC3 alcsalad aminosav szekvenciajahoz (7. abra).
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7. abra. A rovar és human Atg8 aminosav szekvenciak osszehasonlitasa. Kiilonb6z6 rovarfajok (Drosophila
melanogaster és obscura, Aedes egypti és Rhodnius prolixus) és human (beleértve a pszeudogén GABARAPL3-at)
Atg8 fehérjék CLUSTALW szekvencia 6sszehasonlitésa erds evolﬁciés konzervailtségot mutat Megjegyezzﬁk hogy a

srer

lipidalodni.

4.2 Uj Atg8a és Atg8b allélok izolalasa

PhD-hallgatoi éveim alatt szamos olyan Atg génre készitettiink CRISPR/Cas9 alapt
null allélt, amelyekre azel6tt nem volt elérhetd torzs. Habar ezek a mutdnsok tobb
publikacionkban (Kim és mtsai, 2016, Hegediis és mtsai, 2016, Kiss és mtsai, 2019) is hasznos
eszkOzként szolgaltak, ebben a dolgozatban csak az Atg8a és Atg8b génekkel kapcsolatos

eredményeinket mutatom be.

4.2.1 Az Atg8aT-Ca nyll allél 1étrehozasa

Habar az Atg8a a Drosophila melanogaster modellben foly6 autofagia kutatasok soran
nagyon gyakran hasznalt gén, ennek ellenére eddig f6leg a P-elem inszercios torzset hasznaltak,
amely csak az Atg8a egyik (bar leghosszabb) izoformajanak kifejez6dését képes meggatolni
(Atg8ake7%%) ' vagy egy olyan P-elem nem preciz kivég()désa okozta delécidés vonalat
étereszt('iképességﬁ génkifejez0dési vizsgalatok kimutattak, hogy az Atha-nak van még két

alternativ promoter régioja, amirdl két masik Atg8a izoforma is at tud ir6dni, ami arra utal, hogy
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az eddig hasznalt két mutans nem igazi null allél, csak erésebb hipomorf allélok. A probléma
megoldasdra felhasznaltunk egy Minos-elem inszerciot (Atg8aM'**7%6), amely az Atg8a els6
intronjaban talalhato, és amelyen mind a harom Atg8a izoforma osztozik. Ezt a Minos-elemet
genetikai modszerekkel (Diao és mtsai, 2015) kicseréltiik egy fehérje kédold exonjara, amit

Trojan-Gal4-nek hivunk, és ami képes az 6sszes izoforma csapdazasara.
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Szabad Atg8a Lipidalt Atg8a
8. abra. Az Atg8a'™Ca* készitése és jellemzése. (A) Az Atg8a null allélt egy Trojan (T2A) -Gal4 kazetta M113726

transzpozon inszerci6 kicserélésével hoztuk Iétre, amely az Atg8a els6 (legnagyobb) intronjaban talalhato (a képen
a korabbi Atg8a allélok is szerepelnek a géntérképen). (B) Western blot kisérlet segitségével kimutattuk, hogy az
0j allél halmozza a Ref(2)P-t (az autofagia specifikus szubsztratja), (C) ezt szamszerisitettiik és statisztikailag is
igazoltuk. (D) Szintén Western blot-tal igazoltuk, hogy Atg8a ellenanyaggal nem mutahatdo ki az Atg8

kifejezodése, amit (E) szamszerusitettiink €s statisztikailag is igazoltunk.

Ez az j inszercid 1étrehoz egy f01zi6t az dsszes izoforma és az Onhasitdo T2A polipeptid
kozott, amely fuzional az élesztd transzkripcids faktor Gal4 fehérjéhez, és amely igy
alkalmazhato a széles kdrben hasznalt UAS promotert tartalmazo6 konstrukciok meghajtasdhoz.
Az 1j allél (Atg8a™™ ) meggatolta az Atg8a dsszes izoformajanak az atirodasat, és igy null
allélként viselkedik (8. abra A). Ezen allél kés6i bab stadiumban letalist okozott és a mutans
egyedekbdl készitett fehérjemintdkban erésebb halmozodast mutatott a Ref(2)P szintjén, mint
az Atg8akel7>® a11¢] esetén. Ezt a fenotipust menekitette az endogén promoterrel rendelkezd
3xmCherry-Atg8a transzgén expresszidja (8. abra B, C). Szintén Western blot-on mutattuk ki,

hogy Atg8a ellenanyaggal nem mutat jelet az 0j null all¢l (8. abra D, E).
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4.2.2 Az Atg8a®l®” lipidaciora képtelen allél létrehozasa

Az Atg8 C-termindlis végén, a fehérje utolsod glicinje kulcsfontossagu, hiszen ezen a
glicinen keresztiil kapcsolodik a fagoforhoz (Mizushima, N., 2020). Ez motivalt minket arra,
hogy készitsiink egy olyan allélt, amely nem rendelkezik ezzel a glicinnel, hogy ezzel egy olyan
uj torzset allitsunk eld, amely tovabbi funkciok vizsgalatara lesz alkalmas. CRISPR/Cas9
rendszer felhasznalasaval egy pontmutaciot okoztunk az endogén Atg8a génben, amely
kijavitasara tett kisérlet soran egy homoldég szekvencidkat hordoz6 donor oligonukleotid
segitségével Stop kodonra cseréltilk az addig 116. glicin aminosavat (9. abra A). Az igy
létrehozott Atg8a®ll®” allélt hordozd etetett és éheztetett (autofagia indukalt) larvak esetén
egyarant nem mutatott lipidalt Atg8a format Western blot kisérletiink (8. abra D, E; 9. abra
B). A mutans egyedek azonban életképesek és fertilisek voltak, tovabba semmilyen egyértelmi

morfologiai elvaltozast nem mutattak.

A
— Atg8a Glycine

[ r >

Etetett  Eheztetett

55 kDa <«Tubulin

< Atg8a-l (Nem lipidalt)
15 kDa

< Atg8a-Il (Lipidalt)

9. abra. Az Atg8aC''®" lipidaciéra képtelen allél 1étrehozasa és jellemzése. (A) Az 4j allélt egy sSDNS-templat
felhasznalasaval allitottuk el6 CRISPR/Cas9 altal kozvetitett homoldg rekombinacioval (HA1 és 2: homoldgia
karok). (B) Az 1j allélt hordozo larvak fehérjelizatumabdl, Atg8 ellenanyaggal késziilt Western blot vizsgalatabol
vilagosan kideriilt, hogy sem etetett, sem éheztetett mintakon nem mutathato ki a lipidalt Atg8a forma (Atg8a-I1).



4.2.3 Az Atg8b® null allél létrehozasa

Az Atg8b esetén elbttink még nem irtak le mutans allélokat, nem alltak
rendelkezésiinkre inszercios allélok sem. Mi azonban CRISPR/Cas9 moddszerrel, in vivo
mutagenezissel izolaltunk egy 393 bazispar hossza deléciot mutatd null mutanst (10. abra A),
amit PCR sziiréssel azonositottunk (10. abra B). Ellentétben az Atg8a™ ¢ ¢s Atg8aCtlit”
allélokkal, az Atg8b'® mutins egyedekbdl késziilt larvalis fehérjeizoldtum nem mutat
nyilvanvalé mintazatvaltozast a kereskedelmi forgalomban kaphat6 pan-Atg8 ellenanyag

felhasznalasaval késziilt Western blot-on (8. abra D).

A
—Atg8b
I

1500 bp

<932 bp X -Atg8a-|
500 bp <539 bp

<Atg8b
< Atg8a-Il

10. abra. Az Atg8b?® null allél izoldlasa és jellemzése. (A) Az Atg8b gén mutans alléljét két gRNS konstrukcid
transzgénikus kifejeztetésével allitottuk eld, CRISPR/Cas9 technika alkalmazasaval. (B) A delécids vonalat PCR
alapt sziiréssel azonositottuk, genomi DNS-t hasznalva templatként. Az igy kapott delécids fragment megerdsiti
a delécio méretét is. A transzgénikus konstrukcidt hordozé vonalon egyarant kimutathato vad és delécids fragment.
(C) Az intakt Atg8a-1, lipidalt Atg8a-II és Atg8b kifejez6dése Atg8a, Atg8b és Atg5 mutansok heréiben. Az Atg8b
gyorsabb vandorlasa az Atg8a-l-hez képest a gélen azzal magyarazhato, hogy egy aminosavval rovidebb, illetve

némileg kiilonb6z6 az aminosav-Osszetétele az Atg8a-hoz képest.

Mivel nagy ateresztOképességli génkifejezddési vizsgalatokbol (Fly Atlas, FlyBase)
tudjuk, hogy az Atg8b f6leg Drosophila melanogaster herékben fejezédik ki, ezért herékbdl
késziilt fehérjelizatumon is végeztiink pan-Atg8 ellenanyag alapti Western blot-ot (10. abra C).
Ebben a vizsgalatban egyértelmiien azonositottuk az Atg8b fehérjét, amely csak az Atg8hb'®
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lizatumbo] hianyzik, viszont jelen volt a vadtipusban és az Atg8a™ és az Atg5°°“® mutansokban

is (utobbiakban nincs Atg8a vagy hianyzik az Atg8a lipidalt formaja).

4.3 Az Atg8a ¢és Atg8b autofagiaban betoltott szerepe

Atg gének funkcidinak elemzése soran kézenfekvd, hogy az autofigiaban betoltott
szerepiiket vizsgaljuk el6szor. Az Atg8a és az Atg8b autofagidban betdltott szerepét
fluoreszcens mikroszkopia segitségével, kiillonboz6 festési moddszerekkel és riporter
transzgének felhasznalasaval vizsgaltuk. Ehhez Drosophila melanogaster éheztetett harmadik
stadiumu, de nem vandorld larvak zsirtesteiben genetikai mozaik analizist alkalmaztunk,
amelynek elonye, hogy ugyanazon szovetben, hasonld kornyezetben vizsgalhatéak a mutans
sejtek ¢és a kornyezd kontroll sejtek. A moddszer és az allélok validalasa okan el6szor anti-
GABARAP/Atg8 ellenanyaggal immunfluoreszcens festést alkalmaztunk. A GFP-t nem

expresszalo, negativan jelolt Atg8a'™Ca

mutans sejtekben nem figyelhettiink meg Atg8
festodést, szemben a kontroll sejtekkel (11. abra A). Az Atg8a®'®" mutans sejtekben észleltiink
a szomszédos sejtekénél joval gyengébb jelet, amely valosziniileg a lipidalatlan Atg8a-1 lehetett
(11. abra B). Osszességében elmondhatd, hogy mindkét muticié drasztikusan csdkkentette az

Atg8a szintjét a zsirsejtekben.

GFP

Atg8afro-~5al4

GFP

Atg8ac!'® Atg8 ¥
11. Abra. Az Atg8a'™ " és Atg8a C116" zsirtestsejtek festése anti-GABARAP/AtgS ellenanyaggal. (A) A GFP
hianya 4ltal kijeldlt Atg8a™™*®3* mutans sejtekben nem lattunk Atg8-jelet. (B) Az Atg8a 1" mutans klonsejtekben
halvany, felhdszert jel figyeltiink meg. Elmondhatjuk, hogy mindkét tipusit mutacidénak drasztikus hatdsa van az

Atg8a kifejezodésére. Skala méret: 10 pm.
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A Lysotracker Red egy altalanosan hasznalt fluoreszcens festés a savas
kompartmentumok, foképpen az autolizoszomak kimutatasara (Nagy és mtsai, 2015). Ezen
festés alkalmazasa sordn a GFP-t nem expresszald Atg8a'™ ¢ ¢s Atg8a®8" mutans sejtekben
erésen lecsokkent a savas kompartmentumok szama és mérete (12. abra A, B, C, D), mig az
Atg8b?® null allé] vizsgalatakor, ezek szdma a kontroll és a mutans (ebben az esetben GFP-
pozitiv) sejtekben kozel azonos volt (12. abra E, F). A Lampl-3xmCherry egy gyakran
hasznalt lizoszoma riporter. Hasonldéan az Lysotracker Red festéshez, a Lampl-pozitiv
strukturak szama és mérete mérsékelten lecsokkent az Atg8a mutansokban, de nem valtozott az

Atg8b mutans sejtekben (Fiiggelékek F1. abra A, B, C).
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12. abra. Az Atg8a és Atg8b mutans klénsejtek Lysotracker mintazata. (A, B, C, D) Az Atg8a mutans (GFP-t
nem tartalmazo) klonsejtekben szignifikans modon lecsokkent a savas struktirak szama, mig az Atg8b (GFP-t
kifejez6) mutans sejtekben nem tapasztaltunk valtozast ebben a tekintetben (E, F). Az adatok Osszehasonlitasa

paros T-probaval tortént, n = 10/genotipus, ****: p< 0.0001, ns: nem szignifikans. Skala mérete: 10 um.
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A Ref(2)P (az eml6és p62 Drosophila homologja) az autofagia specifikus szubsztratja.
Mivel mas uton nem képes lebomlani, ezért az autofagia folyamatanak sériilése jelentdsen
megndveli a Ref(2)P szintjét a sejtekben. Az el6zd kisérlethez hasonldé médon mutans
klonsejteket hoztunk 1étre zsirtestbe, de ezesetben egy konstitutivan expresszald tubulin>GFP-
Ref(2)P riporter szintjét vizsgaltuk, a mutans sejteket pedig az RFP hianya jelolte ki. Az Atg8a
mutans klonsejtekben erds felhalmozodast mutatott a GFP-Ref(2)P (13. abra A-D). Az Atg8b
esetén technikai okok miatt a riporter helyett anti-Ref(2)P immunfestést hasznaltunk, amely
alapjan a GFP-t nem expresszaldo Atg8b mutans sejtekben nem halmozodott fel a Ref(2)P (13.
abra E, F).
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13. abra. Az Atg8a és Atg8b mutans klonsejtek Ref(2)P mintazata. (A, B, C, D) Az Atg8a mutans (RFP-t nem
tartalmazo) klonsejtekben szignifikans modon megnétt a GFP-Ref(2)P-pozitiv struktirak szama, mig az Atg8b
(GFP-t nem expresszald) mutans és kontroll sejtek kézott nem mutattunk ki kiilonbség ebben a tekintetben (E, F).
Az adatok Osszehasonlitasa paros T-probaval tortént, n = 10/genotipus, ****: p < 0.0001, ns: nem szignifikans.

Skala mérete: 10 um.
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4.4 Az Atg8a szerepe az autofagoszomak kepzodéseben

Az eukariotak kozott nem teljesen egyértelmii, hogy az Atg8-nak milyen jelentdsége
van a fagofor képzddésében és érésében. Amig az élesztdben az Atg8 kiiitése ellehetetleniti
még a fagofor-kezdemény kialakulasat is (Kirisako, T és mtsai, 1999), addig emlosoknél ez
nem ilyen egyértelmt, a fagoforok novekedése ugyan erdsen sériil, de még eléfordulnak autofag

struktrakra emlékeztetd képletek a sejtekben (Nguyen és mtsai, 2016).

Ahhoz, hogy ezt Drosophila melanogaster-ben is megvizsgaljuk, késdi bab stadiumu
egyedekbdl agyat boncoltunk és elektronmikroszkop segitségével megvizsgaltuk a neuronok
ultrastruktrajat. Az Atg8a'™ 3 ¢s Atg8a®'®" mutansok esetében, dacara annak, hogy az
autofagia erdsen sériilt benniik, megfigyeltiink benne autofag struktirakat az idegsejtekben,
tovabba megfigyeltiink aggregatumok is, amely az Atg mutansok egyik jellemzéje. Ezen feliil
végeztiink egy olyan mutans klonanalizist zsirtestben, amiben az Atgl8-Cherry-t, egy korai
fagofor markert, hasznaltunk (14. abra A-C). Jol lathatd, hogy a klonsejtekben nem csokkent
érdemben az Atgl8-Cherry-pozitiv strukturak szama csak a mérete, ami szintén arra utal, hogy

redukalt mértékben, de fennmaradt a fagoforok és autofagoszomak biogenézise (14. abra D,

. GFP ¥
Atgl8-Cherry * 38a ™G Atg18-Cherry

14. abra. Az Atg8a hianya csokkenti, de nem sziinteti meg teljesen az autofagoszomak képzodést. (A) A
vadtipusu imagd agy keresztmetszetén ritkan, de meg lehetett figyelni autofagoszémakat (fehér nyil). (B) Az
Atg8aT™oCa &5 az Atg8a®lit” (C) allélok esetében szintén megfigyeltiink autofagoszémakat, de ezen feliil fehérje
aggregatumok is megjelentek a sejtekben (sarga nyilhegy). (D) Az Atgl8-Cherry korai fagofor markerre pozitiv
struktirak mérete az Atg8a®M®" mutdns zsirtest-klonsejtekben lecsdkkent, de ezek teljesen nem tiintek el,

hasonléan az Atg8a"™ ¢ mutans klonokhoz (E). Skila mérete: 10 um.
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4.5 Az Atg8a ¢s az Atg8b egyedfejlodésben betoltott szerepének
vizsgalata

A Drosophila melanogaster mint modell egyik nagy elénye, hogy az egyedfejlodése
gyors ¢s alaposan feltart. Ezt az elonyt kihasznalva részletesebben kezdtiik el vizsgalni, hogy
az Atg8a’™-Ca4 a]i¢l altal okozott késdi bab letalitisnak milyen kézzelfoghato, morfoldgiai
megnyilvanulasai vannak. Ismert, hogy a Drosophila larvalis szervek egy jelentds része
lebomlik a babozodas folyaman. Ez a lebomlas tulajdonképpen egy ekdizon altal szabalyozott,
un. programozott autofigiaval bekovetkezd sejthalal/sejtzsugorodas, amely folyamat soran

lebomlanak az olyan nagymeéretii szervek, mint a larvalis zsirtestek, a nyalmirigyek és a bél

(Hu, Y. X., és mtsai, 2019).
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15. dbra. Az Atg8a null allél egyedeiben gatolt a vakbelek zsugorodasa. Az Atg8a™™Ca“ null allél esetén a
vakbelek (nyil) szinte intaktak (C, H) 6sszehasonlitva a kontrollal, illetve az Atg8a®'%" és az Atg8b® allélokkal
(B, D, E, H), amelyeknél jelentds zsugorodas figyelhetd meg. Az Atg8a™™ ¢ allél fenotipusa menekitheté Atg8a-
t és Atg8b-t kodolo transzgénekkel (F, G, H). n = 12-24 per genotipus, ****: p < 0.0001, ***: p < 0.001, ns: nem
szignifikans egy utas ANOVA teszttel (H). Skala mérete: 100 pm.

A gyomor utan, a k6zépbél kezdetén talalhatd vakbelek lebomléasa a babozddas kezdeti
szakaszaban, a fehér bab fazisban kezdddik és normal koriilmények kozott 4 ora alatt szinte
teljesen lezajlik (15. abra A, B, H). Ezzel ellentétben az Atg8a’™ 3 null allél esetén a
vakbelek lebomlasa gatoltnak bizonyult (15. abra C, H). Ugyanakkor az Atg8a®!!®” lipidaciora

képtelen allél és az Atg8b™ null allél esetében a vakbelek degradacidja nem lassult le

43



szignifikans mértékben (15. abra C, D, H). Erdekes jelenség, hogy az Atg8a'™C¢2“ ezen
fenotipusat az Atg8a-t kifejez6 3xmCherry-Atg8a, valamint az Atg8b-t Atg8a promoterrel
kifejezd Atg8a>3xHA-Atg8b transzgénikus konstrukcido egyarant képes volt szignifikans
mértékben menekiteni (15. abra F, G, H). A vakbelekhez hasonléan a nydlmirigyek is
autofagia-fliggd modon bomlanak le babozodas utan. Megfigyeléseink szerint az Atg8a' 2

allél esetén a vakbelekhez hasonldan gatolt volt a nyalmirigyek lebomlasa (Fiiggelék F2. abra).

A babokat vizsgalva hasonléan nyilvanvalé fenotipust talaltunk. Az Atg8a™ 3 mutans
babok mérete sokkal kisebb volt, valamint az anterior l€gzdcsovek — a kontrolltol eltéréen —
nem tiiremkedtek ki a babbol (15. abra). Az Atg8a®!®" és az Atg8b'® mutans babok mérete nem
kiilonbozott a kontrolltdl és 1égzéesoveik (spirakulum) is a kontrollhoz hasonlitottak (16.

abra).

z-
‘g :
E 3
,';’:

o0

L1

L
.

A
e

Kontroll Atg8a®"®’ Atg8aTro-ca Atg8b'®

16. abra. Atg8a hianyaban a babok fejlédési rendellenességeket mutatnak. Megfigyelhetd, hogy az Atg8a™
Gal4 habok a kontrollhoz és a masik két bemutatott mutanshoz képest kisebb méretiick voltak és az anterior

1égzdcsovek nem tiiremkedtek ki a babbdl (nyilhegy). Skala méret: 1 mm.

4.6 Az Atg8a ¢és az Atg8b kifejezddési mintazata
Hogy jobb betekintést nyerjiink az Atg8a és az Atg8b funkcidjaba, megvizsgaltuk azok

kifejez6dési mintdzatat. Az Atg8a tanulmadnyozédsira egy elézdleg mar leirt riportert, a
3xmCherry-Atg8a-t hasznaltuk. Ez a konstrukcié tartalmazza a teljes Atg8a-gént és promoter
régidjat, ami biztositja, hogy a riporter konstrukci6 autentikusan abrazolja a gén kifejez6dési
mintazatat. Ezen konstrukci6 alapjan az Atg8a, a fontos szerepének megfeleléen, minden
szovetben és sejttipusban mutat kifejezodést (17. abra). Készitettiink egy 3xeGFP-Atg8b
riportert is, amelyet az Atg8b endogén promoterét helyeztiik be az Atg8b kifejezése érdekében.
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3xeGFP-Atg8b transzgénnek a kifejezodését kizardlag a larvalis és imagod herékben észleltiik

(17. abra).

3xeGFP-Atg8b

3xmCherry=Atg8a |3xeGFP-Atg8b
17. abra. Az Atg8a-nak altalanos, addig az Atg8b csak a herékben mutat kifejezodést. Kés6i vandorlarvakban

3xmCherry-Atg8a (piros) gyakorlatilag a teljes szervezetben kifejez8détt, mig a 3xeGFP-Atg8b (z61d) kizardlag

a fejlodo larvalis herékben volt megfigyelhetd. Skala mérete: 250 pm.

A teljes szervezetet érintd vizsgalatok eredményei alapjan attértiink az imago
Drosophila melanogaster heréjének a vizsgalatara. A herék apikalis végét bemutatd képek
konnyebb értelmezésére, egy vazlatos abrat készitettiink, amely bemutatja a here ezen részén
eléfordulo fobb sejttipusokat. (18. abra). A 3xmCherry-Atg8a kifejez6dése, C784-Gal4 (ciszta
sejt marker), vasa-GFP-hez (csiravonal marker transzgén) ¢és Atg8b-hez hasonlitva,
altalanosnak nevezhet6 a herében, egyarant jelen volt a testi és az csirasejtvonalakban (19. abra
A, B; FiiggelékF3. A). Erdemes megjegyezni, hogy a riporter a testi eredetiit HUB sejtekben
er6s halmozodast mutatott. A 3xmCherry-Atg8a-val ellentétben a 3xeGFP-Atg8b kizardlag a
csirasejtvonalakban volt megfigyelhet6. A GFP jel a korai 16 sejtes spermatocitakban jelent

meg, ¢s a késéi megnyuld cisztakban is jol megfigyelhetéen jelen volt (19. abra A, C;

Fiiggelék F3. abra B.). Ugyanakkor a testi eredetii
ciszta sejtek mintazata tokéletesen komplementer
volt az Atg8b kifejezddési mintazataval, tovabba
nem fejezddott ki a szintén testi eredetii epitélialis
sejtekben. Ellenben a himivarsejtekben nagyon

erésen halmozodott, a késdbbi, megnyllt

spermatidakban is.

Testi sejtek: Ivari sejtek:
© Epitélialis sejtek @ Ivari ésssejtek , . . .
© HUB sejtek @ Spermatogénia 18. abra. A frissen kikelt Drosophila melanogaster here
@ Ciszta 6ssejtek OSpermatocita . or rye . , . , . .
© Ciszta sejtek O Erett spermatocita (testis) apikalis részének és szovettipusainak a sematikus
O Farki ciszta sejtek (@ Meghosszabbodott spermatida

abrazolasa.
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3xmCherry-Atg8a

Germline cells

3xmCherry-Atg8a vasa-GFP

C784-Gal4>UAS-6xmCherry 3xeGFP-Atg8b

19. abra. Az Atg8a és az Atg8b expressziés mintazata a frissen Kikelt ecetmuslicak heréjének apikalis
részében. (A) Az Atg8a a 3xmCherry-Atg8a (piros) riporterrel vizsgalva azt latjuk, hogy ha eltéré mértékben, de
a here minden sejttipusaban kifejezodik a 3xeGFP-Atg8b (z0ld, az Atg8b riportere) foleg az ivarvonalban
fejezddik ki. (B) 3xmCherry-Atg8a és a vasa-GFP (csiravonal riporter) egyiittes kifejeztetése alapjan nem csak az
latszik, hogy az Atg8a csiravonalban is jelen van, hanem az is, hogy az epitelialis sejtekben és a ciszta sejtekben
is kifejezodik, a szintén testi HUB sejtekben pedig halmozodast mutat. (C) A testi sejteket kijel6ld riporterrel
(C784-Gal4) jol lathatd, hogy az Atg8b (zold) egyik testi sejtben sem mutat kifejez6dést, kizardlag a
csiravonalakban. Sarga vonallal a 16 sejtes cisztak, valamint sarga csillaggal a megnytlt spermatidak vannak

jelolve. Skala mérete: 200 pm.

4.7 Az Atg8b szerepe a him egyedek fertilitasdban

4.7.1 Az Atg gének szerepe a him fertilitdsban

Bar megfigyelték mar az Atg gének szerepét a spermatogenézisben, féleg RNS
csendesitéses technikdkkal, konkrét hatdsukat a him fertilitdsra még nem vizsgaltdk. Mi
elhataroztuk, hogy ezt a hidnyossagot jol jellemzett null allélok felhasznalasaval potoljuk. A
vizsgalni kivant Atg gének kozott igyekeztiink tigy valasztani, hogy az autofagiat befolyasolo
f6bb komplexek képviselve legyenek legalabb egy-egy tagjukkal. A Vps34 lipid kinaz komplex

kivételével, ahol nincs egy életképes null allél, minden komplexben talaltunk életképes null
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allélt (az inicidléo komplexet az AtglO1, a reciklizalot az Atg9 és a konjugalé komplexet az
Atg7, Atg5, Atg8a, Atgl6 gének reprezentaltak). A fertilitasi teszt eredményei alapjan minden
¢letképes Atg null allél fertilis az Atg8b null allél kivételével. Az Gsszes Atg null allél
szignifikdns mértékben mutatott nagyobb fertilitist az Atg8b®-hoz képest, kivéve az
Atg8a®1®”-ot, amelyet az alkalmazott teszt nem mutatott szignifikdnsnak, mert a keresztezések
felében nem volt egy utdd sem, ami arra utal, hogy szemisteril (20. abra). Ez részben azért
lehetett, mert a mutdns torzs némi neuromuszkuladris zavart mutatott, ami esetenként
ellehetetlenithette a parzast, de a térzs ennek ellenére homozigota allapotban fenntarthatd, ami
arra utal, hogy a mutacié nem okoz alapvetd fertilitasi hibat. Ezen vizsgalatsorozat keretén beliil
teszteltiik az Atg8b-t kifejez6 transzgénikus menekité konstrukciokat Atg8b null allél hattéren.
Tovabba az endogén promoterrel rendelkez6 és Atg8b-t kodold 3xHA-Atg8b, a C-terminalis
glicinjét elveszté csonkolt Atg8b-t kifejezd Atg8b2S-Flag konstrukcié is menekitette az Atg8b
mutanst. Egy masik konstrukcio, az Atg8b>3xHA-Atg8a, melyet Atg8b promoterrel készitettiik
el, viszont az Atg8a gén atirasara alkalmas. Az Atg8b>3xHA-Atg8a meglepetésiinkre szintén

képes menekiteni a himsteril fenotipust.
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20. abra. Az Atg null allélok és az Atg8b transzgénikus menekitéseinek him fertilitas tesztje. Az Atg8h?®
szinte teljesen sterilnek bizonyult, de az Atg komplexeket reprezentalé Atg mutdns himek fertilisek voltak,

hasonléan az Atg8b*® null allél hatterében tesztelt transzgénikus menekitd konstrukciokhoz.
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4.7.2 Az Atg8b hianya himsterilitast okoz megfigyelheté morfologiai

elvaltozasok nélkul

Atg8b'®

%

“‘A_'98b“"

Kontroll

21. abra. Atg8b'® here fenotipusai. (A) Az individualizaciés folyamat az Atg8b*® mutansokban normalisan zajlik,
mivel az individualizaciés komplex morfologiaja (piros) hasonlé a kontrollhoz, és a nem apoptotikus kaszpaz
kaszkad aktiv a keletkez6 ,,waste bag”-ekben (z61d). (B) Az érett axonéma tubulinok megfestésével latszik, hogy
az Atg8b mutansokban meghibasodott az érett spermium atjutasa az ondohdlyagha (SV) és a spermiumok
felhalmozodasa figyelheté meg a here terminalis epitéliumban (TE) a kontrollokkal 6sszehasonlitva. Skala mérete:
100 pm. (C) Mutans 10 napos herékben mar nativ mikroszkopos felvételeken is jol lathatoéan kitagult a terminalis

epithélium a felhalmozodott spermiumoktdl. Skéala mérete: 100 pm.

Hogy megértsiik az Atg8b mutans himek sterilitasanak az okat, mikroszkopos elemzést
végeztiink a kiboncolt heremintdkon, aberraciokat, elvaltozasokat keresve a jellegzetes

fejlodési szakaszokon (Fabian, L. és Brill, J. A., 2012). A korai fejlédési szakaszban nem
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figyeltiink meg rendellenességeket, mivel az elsdédleges spermatocitakat tartalmazo 16 sejtes
cisztak szabalyosan képzddtek és a meidzis a mutansban szabalyosnak tint (Fiiggelék F4.
abra). A meidzis utan a spermatidak elkezdenek megnyulni, ami hosszikas cisztakat
eredményez mind a kontroll, mind a mutans himeknél, ezért ezt a folyamatot az Atg8b
mutacidja nem befolyasolja. A megnytlas utdn a kovetkezd fejlodési szakasz az
individualizacio.

Ennek soran az individualizaciés komplex (amely aktinban gazdag, kip alaku
citoszkeletalis struktirdkbol all) a ciszta apikalis végén alakul ki €s megkezdi vandorlasat a
bazalis vég felé, kialakitva a cisztikus holyagot. A citoszolbdl szdrmazd komponensek tobbsége

lebomlik ¢és kiliriil az ugynevezett ,,waste bag”-be, majd a folyamat végén kialakulnak az

individualizalodott spermiumok (21. abra A).
Kontroll Atg8b™®

22. abra. Az Atg8b'® spermiumai mozgasképtelenek, de nem mutatnak erre utalé morfologiai
elvaltozasokat. (A) A DJ-GFP kijel6li az érett spermiumok farki részét, Atg8b mutansban és vadtipusban egyarant.
Skala: 100 pm. (B) Vadtipust ndéstény DJ-GFP transzgént hordoz6é himmel valé parosodas utdn megjelolt
himivarsejteket hordoz a ondétartalyaban és a spermatékajaban. Skala: 100 um. (C) Here keresztmetszeten végzett
elektronmikroszkdpos felvételen nem latszik jelent6s ultrastrukturalis morfoldgiai kiilonbség az Atg8b mutans és

kontroll kozott. Skala: 100 nm.
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A spermatidak individualizalashoz elengedhetetlen a protedzok altali iranyitott
fehérjebontas és a nem apoptotikus kaszpaz aktivitds. A kaszpaz aktivitast anti-aktiv kaszpaz-
3 immunfestéssel tettiik lathatova és a vandorlo aktinkupokat fluoroforral konjugalt falloidinnel
festettiik (21. abra A). Ennek alapjan azt talaltuk, hogy az Atg8b mutansokban az
individualizacié normalisan zajlik, az individualizaciés komplex morfologiaja hasonld a
vadtipuséhoz, a nem apoptotikus aktiv kaszpaz kaszkad jelen van a ,,waste bagben”. Az
individualizacié utan a kovetkezd 1épés az érett sperma feltekeredése és atvitele az
ondoholyagba. Ezt a Iépést az anti poliglicilalt tubulin (AXO49) antitesttel torténd
immunfestéssel tanulmanyoztuk (21. abra B). Ez a vizsgalat azt mutatta, hogy az Atg8b
mutansban normalisan kifejlddnek a spermiumok, de az ondohdlyagba torténd megfeleld
atjutasa sériilt. Ennek megfeleléen az id6s Atg8b mutans himek heréjének a disztalis végén, a
terminalis epitéliumban felgyiilnek a himivarsejtek, amely lathatd szervi elvaltozast okoz (21.

abra C).

Annak tesztelésére, hogy a spermiumok eljutnak-e a néstényekhez, DJ-GFP riporterrel
jeloltik a himivarsejteket, amellyel egyarant jeloltik a kontrollt és az Atg8b mutans
spermiumokat egyarant (22. abra A). Ezeket a himeket vadtipusu néstényekkel kereszteztiik és
kiboncoltuk a ndstények spermium tarold szerveit. Ezek a kisérletek azt mutattdk, hogy az
Atg8b mutans spermasejtek nem tudjdk elérni a velilk parositott ndstények szeminalis
ondotartalyat és spermatékajat (22. abra B). Ezeket a jelenségeket jol magyarazza, hogy a
kifejlett himivarsejtek mozgasképessége rendkiviil alacsony (Fiiggelékek F5. abra). Ennek
ellenére transzmisszios elektronmikroszkopias felvételek alapjan ugy tiinik, hogy az Atg8b
mutans spermatidakba semmilyen ultrastruktaralis elvaltozast nem szenvedtek el (22. abra C).
A spermiumok mozgasat leginkabb meghatarozo a két mitokondrium szarmazék, valamint az
axonéma morfologiaja teljesen €ép, ami arra utal, hogy az Atg8b strukturalis fehérjeként nem

jatszik szerepet strukturalis fehérjeként a spermiogenezisben és a spermiumok miikodésében.

4.7.3 Az Atg8b himsteril fenotipusa fiiggetlen az autofagia folyamatatol

El6z6 kisérleteinkbd] mar kidertilt, hogy az Atg8b nem tolt be funkciot az autofagidban,
ugyanakkor jelentds kifejezodést mutat a herékben. Bar az Atg8b utolsd, a tobbi homoldgjaban
a lipidalodasaért felelds glicinje nélkiil, transzgénikusan kifejezve képes menekiteni az Atg8b
mutans himsteril fenotipusat, ennek ellenére Gigy gondoltuk, hogy érdemes lehet megvizsgalni

kozvetleniil a herékben is az autofagia aktivitasat.
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Ebben a kisérletben a zsirtest klonanalizis vizsgalatokbol mar ismert GFP-Ref(2)P
szintjét vizsgaltuk herében, Atg8a, Atg8b mutans és kontroll hattéren. Az eredmények
kvantifikalasa és statisztikai elemzése utn azt talaltuk, hogy csak az Atg8a®1%" all¢lban a GFP-
Ref(2)P a kontrollhoz képest szignifikans mértékben halmozodik fel, szemben az Atg8b
mutanssal, amelyik nem tért el szignifikans mértékben a kontrolltol (23. abra A, B). Egy masik
kisérletben a heréket kiboncoltuk, fehérjét izolaltunk bel6lik és Ref(2)P ellenanyag
felhasznalasaval Western bloton vizsgaltuk 6ket. Ebben a vizsgalatban az Atg8b mutans a
vadtipusi mintahoz hasonldé mértékii Ref(2)P-t mutatott, gy herében, mint a teljes
szervezetben, mig a tobbi Atg mutans (Atg7'477, Atg8a%*, Atg8akCc7°%; Atg8b86 kettds mutans)
herében is és a teljes szervezetben egyarant halmozta a Ref(2)P-t (23. abra C). Ezen
eredmények arra utalnak, hogy az Atg8b a kifejez6désének a helyén sem tolt be autofagiaval

kapcsolatos funkcidkat, tehat a fertilitdsban betoltott szerepe ettdl fiiggetlen lehet.
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23. abra. Az Atg8b mutacioja herék szintjén sem okozza a Ref(2)P felhalmozodasat. (A) A herék apikalis
részét vizsgalva azt talaltuk, hogy a GFP-Ref(2)P pontok szdma nagyon hasonld a kontrollban és az Atg8b'®-ban,
mig az Atg8a®1%” allélban szignifikans mértékben né a Ref(2)P pontok szama. (B) Az adatokat egyutas ANOVA-
val teszteltiik le n = 14 genotipusonként, ****: p < 0.0001, ns: nem szignifikans. Skéala mérete: 50 pm. (C)
Kiilonb6z6 herékbdl izolalt fehérjemintak Ref(2)P ellenanyag alapu Western blottal vizsgalata esetén azt latjuk,
hogy az Atg8b'8-ban azonos médon fejezédik ki a Ref(2)P, mint a kontrollban, szemben az Atg mutansokkal,

amelyek herében és a teljes szervezetben is erdsen halmozza a Ref(2)P.
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5. Eredmények megvitatasa

5.1 A Drosophila melanogaster Atg8 homologjai és azok szerepe az

autofagiaban ¢s az egyedfejlodésben

Az autofigia a sejt alkotoelemeinek lebontasaval szamos funkcid betdltésében jatszik
esszencialis szerepet. Mar a kezdetektdl ismert volt, hogy az autofagia legfontosabb szerepe az
egysejtii élesztoben a metabolikus stressz elleni védekezés ¢hezés esetén. Azonban tobbsejti,
komplexebb eukariotdkban szdmos egyéb fontos szerepet tolt be. Ilyen fontos funkcidja a
meghibasodott makromolekuldk ¢és sejtszervecskék lebontasa, mely hozzajarul a sejt
homeosztazisdnak fenntartasdhoz. Az emldsok idegsejtjeiben példaul, amelyek osztédas révén
képtelenek a megujuldsra, az autofagia jelentds szerepet jatszik a sejtek hibas fehérjéinek
eltavolitasaban. Hibaja olyan idegrendszeri megbetegedésekhez vezet, mint az Alzheimer-,
vagy a Parkinson-kor. Az autofagia kozponti génjei koziil talan a legtobb kérdés az Atg8 génnel
kapcsolatban van, ennek a mélyebb megismerését tiiztiik ki célul Drosophila melanogaster

modell segitségével.

Elsoként az Atg8 rovarokon beliili evoluciojat tanulmanyoztuk, és azt a megfigyelést
tettiik, hogy bar a rovarok eredetileg (a Caenorhabditis elegans-hoz hasonldéan) két Atg8
homologgal rendelkeznek, a csoporton beliil szamos esetben megfigyelhetd az egyik kopia
elvesztése. A megmaradt kopia minden esetben az Atg8a, ami a gén ¢élettani fontossagara is
utal. Arra is felfigyeltiink, hogy a Drosophila nembe tartoz6 fajokban megjelent egy 0j Atg8
homoldg, amely retrotranszpoziciés modon jott 1étre az Atg8a-t felhasznalva mintaként. Ez az
uj homolog az Atg8b, ami 78%-0s aminosav azonossagot mutat az Atg8a-val, ami nagyon
magas aranynak szamit. Erdemes azonban figyelembe venni, hogy a Drosophila melanogaster
Atg8a a tobbi rovarfaj Atg8a-val rendszerint 90% koriili aminosav szekvencia egyezést mutat,
ami arra utal, hogy az Atg8b elkiiloniilése mar viszonylag elérehaladott, és egy 0j funkcio

betoltése felé mutat a fejlodése.

Az Atg8 homologok feladatainak jobb megismerése céljabol mindkét génre készitettiink
null allélt, az Atg8a-ra ugyanakkor eldallitottunk egy misszensz mutanst is, amely esetén a
fehérje utolso glicinje hianyzik, ezért képtelen a lipidalodasra. Az elkésziilt 1) allélokon eldszor
az autofagia miikddését teszteltiik le kiilonbozé mikroszkopos és biokémiai mddszerekkel.
Eredményeink szerint mindkét Atg8a allél esetén erdsen gatolt az autofagia, mig az Atg8b génre

késziilt null allélnal az autofagia folyamata zavartalanul végbemegy egyarant testi és ivarvonali
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sejtekben. Mivel elézetes informaciok alapjan tudtuk, hogy az Atg8b foleg a herékben fejezddik
ki, ezért ebben a szervben is megvizsgaltuk az autofagia legfontosabb szubsztratjanak tekintett
Ref(2)P szintjét, és szintén azt talaltuk, hogy az Atg8b-nek nincs hatdsa az autofagiara. Ezzel
sikeriilt egy mai napig tévesen ¢él6 informaciot cafolni, miszerint az Atg8b-nek szerepe van az
autofagidban. Szamos olyan Atg gén van, amely az autofagian feliil szerepet jatszik mas
folyamatokban is (Kiss és mtsai, 2020, Nagy és mtsai, 2017, Osawa ¢és mtsai, 2019),
ugyanakkor kisérleteinkkel azonositottuk az elsé olyan Atg gént, amelynek nincs szerepe az
autofagiaban. Ez azt jelenti, hogy Drosophila melanogaster-ben csak egy autofag funkciot
ellaito Atg8 homolog van, ami egyedi a tobbsejtli modellorganizmusokban, és ezzel az
ecetmuslicat kiilonosen alkalmas eszk6zz¢ teszi az autofagia és a hozza kapcsolodo folyamatok

vizsgalatara.

Ismert, hogy az ¢élesztoben Atg8 hidnyaban nem figyelhetéek meg az autofag strukturak,
mig emlésokben Atg8 homologok hidnyaban is kimutathaté egy erdsen redukalt autofagia és
az azzal jaro csokkent méretli fagoforok és autofagoszomak. Drosophila melanogaster-ben még

nem vizsgaltdk, hogy milyen hatdssal van az autofigidra az Atg8 homologok hianya.

Tro-Gal4 G116*

Felhasznalva az 1j Atg8a null allélt és a lipidaciora képtelen Atg8a mutanst
fénymikroszkopos ¢és elektronmikroszkopos modszerekkel vizsgaltuk meg a fenti kérdést. Azt
figyeltilk meg, hogy mindkét Atg8a mutansnal az agyban ¢€s zsirtestben egyarant el6fordulnak
autofagiahoz kothetd strukturak. Ugyanakkor azt is megfigyeltiik, hogy az Atg8a mutans
imagok agyaban gyakran jelennek meg fehérje-aggregatumok, ami ugyanakkor utal az
autofagia mértékének a drasztikus csokkenésére is. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a

Drosophila-ban az autofagia folyamata inkabb az eml6sokéhez hasonlit.

A Drosophila modell egyik hagyomanyos elénye, hogy egyedfejlédése meglehetésen
jol jellemzett. Babozodaskor a larvak kozépbelén 1évo vakbelek zsugorodni és bomlani
kezdenek, ezzel ezek a szervek egyedi, kaszpazoktol fliggetlen, autofagia fliggd programozott
sejthalal modellként alkalmazhatéak. Korabban mar vizsgaltdk, hogy az Atg gének hogyan
hatnak erre a folyamatra, és arra jutottak, hogy a legtobb Atg gén sziikséges hozza, beleértve
az Atg8a-t, ugyanakkor az Atg8a lipidalasaért felelds kaszkad egyik tagjanak a csendesitése
sem gatolta a vakbelek zsugorodasat (Xu és mtsai, 2015). A publikdcidban ezt azzal
magyaraztak, hogy az Atg8a képes lehet egy addig még ismeretlen, nem kanonikus méddon is
lipidalodni. Az altalunk készitett, lipidalodasra képtelen mutdnsban szintén végbemegy a

vakbelek lebomlasa, mig a null mutansunk esetében ez gatolt, ami arra utal, hogy az Atg8a-nak

------
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par honapja megjelent egy kozlemény, amiben az Atg8a transzkripcios szabalyozo ko-
faktorként vald funkcidjat hataroztak meg (Jacomin és mtsai, 2020). Ebben a publikacidban
tobbek kozott leirjak, hogy az Atg8a az indukalt autofigia soran serkenti tobbek kozott a tobbi
Atg gén kifejez6dését, ennek alapjan felmeriil, hogy a lipidalatlan Atg8a szintén betdlthet
hasonlé funkcidkat, amely kérdést érdemes lehet még tovabb vizsgalni. Erre valaszt adhat, ha

a vad tipusu és a Atg8a®®”

allél Atg8a génjét egyarant in situ fizionaltatnank N-terminalisan
NES (Nuclear Export Signal) jellel. Ha az Atg8a lipidalodasra képtelen (tehat az autofagiaban
nem képes ellatni a szerepét) és a sejtmagba se képes bejutni, akkor érdemes lenne
megvizsgalni, hogy 0koz-e ez tobblet fenotipust az egyedfejlodésben? Ugyan ezen Uuj
konstrukcidban érdemes lenne qPCR-el megnézni tobb érintett gén kifejezOdési szintjét.
Tovabba érdemes lenne megvizsgalni a babozddast jelentésen befolyasold ekdizon hormon hat-

e az Atg8a potencialis transzkripcids kofaktor funkciojara.

Emlitésre méltd, hogy az Atg8a™cal

null allél fenotipusa menekithetd, nem csak az
Atg8a-t kifejez6 transzgénnel, de az Atg8b-t kodold transzgénnel is, ami arra utal, hogy az
aminosav szekvencia eltérés még nem olyan mértékii, hogy az Atg8b ne tudna betdlteni teljesen
az eredeti funkcioit. Ugyanakkor azt is érdemes megjegyezni, hogy hiaba menekitheték az
Atg8a’-Ca* autofagiahoz és egyedfejlédéshez kapcsolodd fenotipusai, az életképességi
defektust nem sikeriilt egyik transzgénnel sem menkiteni. Tovabba érdemes lenne
megvizsgalni, hogy a tobbi Atg8a allél (Atg8a™, Atg8aCo™>® Atg8a®'®") felhasznalasaval

késziilt transzheterozigota Atg8a’ -3l

vonalak milyen fenotipust mutatnak. Lehetséges, hogy
a konstrukcio altal kifejezett Gal4 okozza a késdi bab letalitast, ennek végleges tisztazasara

sziikség lenne egy delécidos mutansra, amelyben ki van iitve az Atg8a dsszes exonja.

5.2 Az autofagia ¢s az Atg8b szerepe a Drosophila melanogaster him
fertilitasban

Eml6sokben az autofagia tobb sejtbiologiai folyamaton keresztiil is hat a him egyedek
fertilitasara. Drosophila melanogaster-ben az autofagia hatidsa a spermatogenezisre még
viszonylag ismeretlen. Egy nemrég publikalt kutatds szerint az autofigianak jelentds szerepe
van a ciszta dssejtek fenntartadsaban, ilyen médon autofigia hidnyaban idével megfelezédik a
ciszta sejtek szama a herében (Demarco és mtsai, 2020). Ellenben az autofagia tényleges hatasat
a him fertilitasra itt sem vizsgaltak. A mi eredményeink szerint az dsszes olyan, az autofagidban
szerepet jatszd Atg gén esetében, amelynek null allélja nem okoz letalitast, az imagok fertilisek,

habar érzékeltiink némi visszaesést az utddok szamaban a mutans himek esetén. Ugyanakkor

54



nem mehetiink el sz6 nélkiil amellett sem, hogy az Atg8a®'!®” lipidaciora képtelen allél szemi-
sterilitast mutat. Esetiikben megfigyeltiik a tesztkeresztezésiik soran, hogy a keresztezések fele
steril. Joggal feltételezhetjiik, hogy az allélra jellemz6 renyheség (neuromuszkularis zavarok,
szarnyfejlodési hiba) okozhat kopuldlasban problémat. Bar ugy tiinik ezen himekben a
spermiumok mozgasképessége a vad tipusuthoz hasonld, érdemes lenne részeltesen
megvizsgalni a mutans Ossejt niche morfologiaja és mikodése szenvedett-e valamilyen
elvaltozast. Ugyanebben a tesztben az Atg8b® null allél esetén nem talaltunk utddokat, a himek

lényegében sterilek voltak.

Ennek okait eldszor a gén kifejezodési mintdzatdban probaltuk megtaladlni endogén
promoterrel rendelkezd riporter konstrukciok felhasznalasaval. A teljes szervezetet vizsgalva
azt talaltuk, hogy az Atg8b kizardlag herékben fejezodik ki, szemben az Atg8a-val, amely az
Osszes szOvettipusban jol lathatd kifejezOdést mutatott. A herékben tapasztalt kifejezOdést
részletesebben vizsgalva azt talaltuk, hogy az Atg8b kizarolag csiravonal sejtekben figyelheto
meg, a poszt-meiotikus 16 sejtes cisztak stadiumatol az érett spermiumokig. Ennek ellenére a
spermatogenezisben semmilyen lathatdo morfoldgiai elvaltozast nem észleltiink, a himek steril

fenotipusat a spermiumok mozgasképtelensége okozta.

Az Atg8b*® null mutans, korabbi fazisban megfigyelhetd, fejlédési hibat nem okozo, de
a mozgasképesség erds redukalddasaval jard fenotipus, bar nem egyedi, korantsem nevezhetd
szokvanyosnak. Egy EMS mutagenezis szilirés soran, olyan mutans vonalakat kerestek amelyek
valamilyen moédon himsterilitast okoztak (Wakimoto és mtsai, 2004). Mindossze a talalatok
19% volt olyan himsteril mutacid, amelynek soran ép himivarsejtek jutottak az ondéholyagba.
Ezen mutansok sterilitasat is csak kis része okozta a himivarsejtek mozgasképtelensége. A
legtobb ilyen fenotipus kategoriaba esé mutans spermiumai mozgasképesek voltak. Steril
mivoltukat leginkabb parzasi viselkedésiik meghibasodasa, valamilyen spermium atviteli, vagy
tarolasi hibaja, fertilizacios hiba, esetleg egy apai dominans letalis mutaci6 okozta. Sajnalatos

vonjunk le.

Azonban érdekes modon az Atg8b endogén promoterével rendelkez6é Atg8a-t kifejez6
konstrukcié képes a himek steril fenotipusanak a menekitésére, bar kisebb mértékben, mint az
Atg8b-t endogén mddon kifejez6 konstrukciok. Ez nem csak arra utal, hogy az Atg8b evolucios
léptékben még nem tavolodott el jelentdsen az Atg8a-tol, de arra is ramutat, hogy az Atg8b ivari
funkciojat elsésorban kifejez0dési mintézata adja, valosziniileg génddzis fiiggd modon hat €s
nem két fehérje aminosav szekvencia kiilonbségéb6l kovetkezik. Ugyanakkor az Atg8b
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herespecifikusan sem jatszik szerepet az autofagidban, amit nem csak a mar targyalt Ref(2)P
alapu vizsgalatok tamasztanak ala, hanem az a tény, hogy egy olyan konstrukci6 is menekiti az
Atg8b™® null allél okozta sterilitasat, amely endogén promoter mellett csonkolt, C-terminalis
végeén 1évo glicinjétol megfosztott, lipidalodasra képtelen Atg8b-t fejez ki. Ezt az eredményt az
IS erdsiti, hogy az Obscura al-nembe tartozé Drosophila fajok mar nem rendelkeznek ezzel a

glicinnel.

Erdemes azt is megjegyezni, hogy a Drosophila melanogaster-ben mar szamos here
specifikus génduplikalodast irtak le. Ezek koziil szamos gén hasonld funkciot télt be, mint az
eredeti valtozata. Ilyen az e(y)2b gén amely hasonld funkciot tolt be, mint az e(y)2 eredeti gén
(Krasnov és mtsai, 2005). Ugyanakkor szép szammal irtak le olyan duplikdciokat, amelyek
soran az j, here specifikus gén egy 0j funkciot nyert (Assis és Bachtrog, 2013). Vizsgalataink
alapjan kijelenthetjiik, hogy egy ilyen neofunkcionalizacié zajlott le az Atg8b esetén is.

Az Atg8b sejtbioldgiai funkcidjat jellegzetes morfologiai elvaltozasok hianya és
technikai korlatok miatt (a késziilt konstrukcidk nem voltak alkalmasak tomegspektrometrias
vizsgalatokra) nem tudtuk megtaldlni, viszont a fehérje jelenléte a spermium-farkakban és a
mutans himivarsejtek mozgasképtelensége valamilyen flagellaris, esetleg mitokondrialis

miitk6déssel kapcsolatos szerepet sejtet.

5.3 Az eredményeink potencialis felhasznalasi tertiletei

y o cro.r

kutatasi eredményeket. Nem lipidalt LC3-at (egy emlds Atg8 paralog) megfigyeltek
intracellularis Chlamydia-hoz koétédve, amely ilyen formaban sziikséges volt a baktérium
szaporodasahoz. Ugyanakkor az autofagia gatlasa segitette a Chlamydia novekedését (Al-
Younes ¢és mtsai, 2011). Az EDEMoszomak ER eredetli, kettds membrannal rendelkezo
vezikuldk, amelyeket kiilonb6z0 dajkafehérjék (koztik az EDEMI1) segitségével az
endoszomakba vandorol, késobbi lebontds céljabol. Ezen vezikuldkat lipidalatlan LC3
molekuldk boritjak be (Olivari és mtsai, 2006). Erdekes modon, tébbek kozott a koronavirusok
ezt az EDEMoszoma utvonalat eltéritve és felhaszndlva hoznak Iétre sajat szaporodasukhoz
kettds membrannal rendelkezd vezikuldkat (Reggiori €s mtsai, 2010). Ezen el6zmények alapjan
ugy gondolom, hogy a dolgozatomban bemutatott ) genetikai eszkdzok fontos alap és

alkalmazott kutatasokhoz jarulhatnak hozza.

A Drosophila nemnek szamos olyan kozeli rokona van, amely parazitaként valamilyen

fert6z6 agenst (vektor) hordoz. Ilyenek példaul a cecelegyek (Glossina), amelyek az alomkort
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okoz6 Trypanosoma-t terjesztik. Mivel nincs annotalva ezen fajok szekvenalt genomja, ezért

nem kertiltek be az altalunk vizsgalt fajok koz¢€, de a legtobb, ismert szekvenciaval rendelkez6

fajban két Atg8 homoldg is felismerhetd ,blast” jellegi kereséssel, amelyekbdl az egyik

nagyfoki azonossagot mutat a Drosophila melanogaster Atg8b szekvenciajaval. Ha

beigazolddna, hogy a cecelegyeknek hasonlé funkcioval rendelkezé Atg8b homologja van,

akkor ez a gén egy kivalo célpont lehetne a populacidjuk féken tartdsara tett probalkozasokban.

5.4 A legfontosabb eredményeink rovid 6sszefoglalasa

s

Létrehoztunk egy erdteljes genetikai eszkoztarat, amely tartalmaz két null allélt az
Atg8a és az Atg8b génekre, valamint egy lipidaciora képtelen, csonkolt fehérjét kifejezo
Atg8a torzset, tovabba szamos transzgénikus vonalat, amelyek ezen gének kiilonb6z6
valtozatait fejezik ki.

Megallapitottuk, hogy csak az Atg8a jatszik szerepet az autofagidban és az
egyedfejlédésben, mig az Atg8b-nek kizarolag a him fertilitasban van szerepe.

Az Atg8b csak csiravonalban fejez6dik ki, mutacidja pedig er6sen redukalja a
spermiumok mozgékonysagat.

Az Atg8b here ivarvonal szintjén betoltott, Atg8a-hoz képest megkiilonboztetd
szerepének els6sorban nem aminosav szekvencia kiilonbségbéli oka van, hanem
génkifejezddésben kiilonbozik az Atg8a-tol.

Az Atg8b 1j funkcidja mar nem jatszik szerepet az autofagiaban herék szintjén sem.

rrrrrr

transzlacios modositast nem igényld funkcioja.
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7. Osszefoglalas

Az autofagia egy evoliicidosan erdsen konzervalddott intracellularis lebonté folyamat. A
f0 utvonala soran egy membran ciszterna keletkezik, amit fagoférnak hivnak (vagy izolalo
membrannak), majd fokozatosan meghosszabbodik és korbe véve a citoplazma egy részét,
bezarodik és kialakul beldle a kettds membrannal hatarolt autofagoszéma. Az autofagoszéma
az egyetlen kizardlag autofagidhoz kothetd sejtszervecske, amely végiil, vagy endoszomaval,
¢és aztan lizoszomaval fuzional, vagy kozvetleniil lizoszoémaval egyesiil. Ez a katabolikus
folyamat rendkiviil fontos szerepet tolt be az eukariota sejtekben, mivel a folyamat soréan ilyen
moddon lebomlanak és megujulnak a sejtek fehérjéi €s sejtszervecskéi, ezért jelentds dregedést
lassitd hatasa van, valamint hozzajarul az éhezés okozta stressz elleni védekezéshez. Ezen
funkcioi mellett az autofagianak jelentds szerepe van szamos fiziologiai és koros funkcidiban,
beleértve a rakos megbetegedéseket, neurodegenerativ megbetegedéseket (Alzheimer-kor,
Parkinson-kor, Huntington-kor), miopatiat, Crohn betegséget, szivbetegségeket, az

immunitéssal kapcsolatos megbetegedéseket, gyulladasi folyamatokat és az 6regedést.

Az autofagiat foleg a TOR kinaz komplex iranyitja, valamint szdmos Atg fehérje
komplex is részt vesz a szabalyozasaban, valamint a folyamatban is. Az Atgl kinaz komplex
(emlésokben ULK1, 2; FIP200; Atgl3; Atgl01) inicidlja az autofagiat, tobbek kozott a Vps34
lipid kin4dz komplex tagjainak (Vps34, Vpsl5, Atg6 és Atgl4, utdbbi leginkabb a komplex
autofagia specifikussagat biztositja) a foszforilalasan keresztiil. Ez a kindz komplex
foszforilalja a membran lipidet, ugy hogy létrehozza a foszfatidilinozitol-3-foszfatot (PI3P). Ez
foszfolipid jelként szolgal a PI3P effektorok odavonzasahoz. Ilyen effektor az Atgl8, amely az
Atg2-vel alkotott komplexe részt vesz az Atg9 transzmembran fehérje altal jelolt vezikulak
mozgatasaban és ezaltal hozzajarul a fagofor biogenéziséhez. Egy masik fehérje komplex az
Atg8 konjugéiciés komplex, amely szintén fontos szerepet toltenek be az autofigia
folyamataban. Az Atg7 E1 enzimként funkciondl és aktivalja az Atgl2 és az Atg8 ubikvitin-
szerli fehérjeket. Az Atgl2 fehérjét az Atgl0 E2-szerli fehérje konjugalja az Atg5 fehérjére,
amely dimerhez kapcsolodik egy Atgl6-os fehérjére, amely komplex tovabb multimerizalédhat
¢és E3-szerli enzimként funkcional. Ekozben az Atg3 konjugalja az Atg8-at, majd az Atgl2-
Atg5~Atgl6 komplex juttatja a fagofor foszfatidiletanolamin (PE) lipidjére. Az Atg8-nak
fontos szerepe van a fagofor ndvekedésében és zarodasaban. Ugyanakkor fontos szerepe van a
szelektiv autofagidban, mint horgonyz6 fehérje, amely az autofagia receptor fehérjéket (példaul

p62/Ref(2)P) koti a fagoforhoz a receptor altal megkotott szubsztratokkal egyiitt. Ugyanakkor
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az Atg8 eszkdzként szolgdl a kiillonbozd megkdzelitési kisérleti rendszerekben, mivel ez az
egyetlen fehérje, amely stabilan kot az autofidg struktirdkhoz a fagofér biogenézisétdl a
lizoszémaban valé lebomldsdig. Ugyanakkor az Atg8 szamos funkcidja és miikodési

mechanizmusa nem teljesen tisztazott.

Bioinformatikai eszkozokkel rekonstrualtuk a rovarok Atg8 homologjainak az
evoluciojat. Azt talaltuk, hogy a rovaroknak eredetileg két Atg8 homoldgja van, viszont abbol
az egyik tobb rovar csoportban eltlinik és csak az Atg8a maradt meg. A Drosophilidae csalad
minden megvizsgalt tagjdban megtalaltunk egy viszonylag 1j, retrotranszpoziciés esemény
soran az Atg8a-t mintaként masolva keletkezett homologot, amelynek a Drosophila

melanogaster-ben Atg8b a neve. A két génnek 78% aminosav szekvencia azonossaga van.

Az autofigia egy széles korben vizsgalt folyamattd valt az orvosbioldgiai
jelentéségének koszonhetden, de a vizsgalatdhoz még szamos genetikai eszkdz hidnyzik.
CRISPR/Cas9 és ,plug-and-play” inszercidés géncsapdazas technikaval készitettiink, majd
jellemeztiink egy-egy null allélt a két Atg8 homologra (Atg8a™™Ca“ Atg8b®), valamint
CRISPR/Cas9 kozvetitette homolog rekombinacioval 1étrehoztunk egy lipidaciora képtelen
Atg8a homologot (Atg8a®i®"). Az uj allélok segitségével eldszor tisztaztuk az Atg8a és az
Atg8b funkciojat az autofagiaban. Mutdns mozaik zsirtestek vizsgalataval arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy mindkét Atg8a mutans halmozza az autofigia specifikus
szubsztratjat, a Ref(2)P-t, mig erésen lecsokken a savas kompartimentumok szadma, ami az
autolizoszémak szdmanak csokkenésére utal. Ezzel ellentétben az Atg8b mutans zsirsejtekben
a Ref(2)P ¢s a savas kompartimentumok szama egyarant megegyezett a kontroll sejtekével. A
Ref(2)P szintjét Western bloton is megvizsgaltuk, amely vizsgalat a zsirtest mozaikvizsgalat
eredményeit erdsitették meg, amibdl azt a kovetkeztetést vontok le, hogy szemben tobb
irodalmi adattal, az Atg8b nem jatszik szerepet az autofagiaban, Drosophila-ban kizarolag az

Atg8a-nak van szerepe az autofigiaban.

Vandorlo larvak kozépbelén talalhatdo vakbelek babozodas soran visszahuzodnak és
lebomlanak, ezért sajatos autofagia-fliggd programozott sejthaldl modellként hasznalhatok.
Ezen a modellen azt talaltuk, hogy az Atg8b null allél egyedeiben és az Atg8a lipidacios
mutansban nem sériil a vakbelek redukcidjanak a folyamata, viszont az Atg8a null allélban
jelentdsen sériill ez a folyamat. Ugyancsak tanulméanyoztuk ezen allélok babjainak a

crers

mutansok babjain semmilyen morfologiai hiba nincs, mig az Atg8a null allélok babjai kisebbek,
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rdadasul hianyoznak a légzdcsovei. Ebbol azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az Atg8a

------

Endogén promoterrel rendelkez6 riporterek felhasznalasaval tanulmanyoztuk a két Atg8
homolég kifejez06dési mintazatat. Azt talaltuk, hogy mig Atg8a a teljes szervezetben
kifejez6dik, addig az Atg8b kizardlag a herékben fejezddik ki, a harmadik stadiumu larva
szakasztol kezdve. Ezutdn értelemszertien a felndtt legyek heréiben vizsgéltuk meg ezen gének
kifejez0dési mintdzatat, csiravonal sejteket jelolo vasa-GFP ¢és szomatikus sejteket jelolo
C784-Gal4 riporter konstrukciokat. Azt talaltuk, hogy az Atg8b a 16. stadiumi cisztakban
fejezddik ki el6szor és kizarolag a csiravonalban fejezddik ki, mig az Atg8a szomatikus ¢€s

csiravonal sejtekben egyarant kifejez6dik.

Az Atg8b null allél, a kifejez6dési mintazatanak megfelelden, himsterilitast mutat,
amely egy egyedi jelenség az Atg gének kozott. Fény- €s elektronmikroszkopos vizsgalatok
alapjan azt talaltuk, hogy az Atg8b mutans heréje nem mutat semmilyen morfologiai és
szerkezeti hibat, a spermatogenezis folyamata nem sériil. Ugyanakkor azt figyeltiik meg, hogy
az Atg8b mutansok sterilitasat a himivarsejtjeinek a mozgasképtelensége okozza. Tovabba azt
is igazoltuk, hogy az Atg8b-nek az autofagidban a herék szintjén sincs szerepe. Ezen feliil a C-
terminalis glicinjétél megfosztott trunkalt Atg8b-t kifejezd konstrukcid képes menekiteni az
Atg8b mutans steril fenotipusat, amely szintén arra utal, hogy az Atg8b-nek nincs szerepe az
autofagiaban. Erdekes modon az Atg8b mutans himsteril fenotipusat sikeriilt menekiteni egy
olyan konstrukcioval, amely az Atg8b promoter segitségével Atg8a-t fejez ki. Ugyanakkor az
Atg8a promoter segitségével Atg8b-t kifejeztetd konstrukcio szintén képes az Atg8a null allél
fejlodésbiologiai fenotipusainak a menekitésére. Ezek a kisérletek arra utalnak, hogy a
Drosophila két Atg8 homologja kozott még nincs akkora kiilonbség, hogy ne legyenek képesek
betolteni egymas szerepét, ami azt jelenti, hogy a funkciondlis eltérésiiket els6sorban a

kifejez0dési mintazatukbol adodo kiilonbség adja.

Ezen eredmények ismeretében elmondhat6, hogy a lipidalodasra képtelen Atg8 fehérjék
az autofigia meghibasodasahoz vezetnek, ellenben ezen gének kiiitése fejlodési
rendellenességeket, valamint himsterilitast okoz. Ezen fenotipusok mogotti mechanizmusok

jobb megismeréséhez tovabbi kutatasok sziikségesek.
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8. Summary

Autophagy is an evolutionarily conserved intracellular degradation process. During the
main pathway of autophagy, a small cisterna, called isolation membrane (phagophore)
elongates and surrounds a part of the cytoplasm to form a double-membraned structure, the
autophagosome. Autophagosomes either fuse with late endosomes to form amphisomes, which
then fuse with lysosomes, or they fuse directly with lysosomes themselves. This catabolic
pathway plays a very important role in eukaryotic cells: the sustained turnover of
macromolecules and organelles has an anti-aging effect, and it is essential for adaptation to
nutrient-poor conditions such as starvation. Besides these functions, autophagy has many other
physiological and pathological functions, including cancer progression, neurodegeneration
(Alzheimer’s disease, transmissible spongiform encephalopathies, Parkinson’s disease,
Huntington’s disease), myopathy, Crohn’s disease, cardiac disease, immunity, inflammation

and aging.

Autophagy is mainly regulated by TOR complex, AMP kinase and multiple Atg protein
complexes. In mammals, the Atgl kinase complex (ULK1, 2, FIP200, Atg13, Atg101) initiates
autophagy in part via phosphorylation of the Vps34 lipid kinase complex (Vps34, Vpsl5, Atg6
and Atgl4, with the last subunit being responsible for the specificity of the complex in
autophagy), which phosphorylates the membrane lipid phosphatidylinositol to create
phosphatidylinositol-3-phosphate (P13P). This phospholipid serves as a signal that recruits PI13P
effectors such as Atgl8 family proteins. The Atgl8-Atg2 complex may also regulate the
trafficking of vesicles positive for the transmembrane protein Atg9, which are also important
for phagophore biogenesis. Another group of protein complexes which is important for the
autophagy are the two ubiquitin-like conjugation systems. Atg7 acts as an E1-like enzyme that
activates Atgl2 and Atg8 in two distinct conjugation pathways. Atgl2 and Atg8 are then
covalently conjugated to the E2-like proteins Atg10 and Atg3. This is followed by conjugation
of Atgl2 to Atg5, which together bind to Atgl6 to act as an E3 ligase for Atg8 conjugation to
phosphatidylethanolamine (PE). This protein has an important role in the phagophore expansion
and closure, moreover it functions as an anchor for autophagy receptors (for example
p62/Ref(2)P). Therefore, the key role of Atg8 is to ensure the selectivity of autophagy. At the
same time, Atg8 is one of the most important molecules in the autophagy research, because it
is the established reporter for following autophagic structures. Although, other possible roles

and mechanisms are not clear about the process.
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Based on our bioinformatic analysis, we observed that insects initially had two Atg8
homologs, but the second Atg8 is lost in several insect groups. During evolution, Drosophilidae
secondarily duplicated their Atg8a gene by a retrotransposition event to give rise to a new
paralog: Atg8b. These two proteins have 78% amino acid sequence similarity.

Since autophagy is becoming a widely investigated topic thanks to its biomedical
relevance, null mutants of these critical factors are needed for clear-cut genetic analyses. Using
CRISPR/Cas9 and a ‘plug-and-play’ gene trapping technic, we generated and characterized two
null alleles (Atg8a™ %34 Atg8h®) for both Drosophila melanogaster Atg8 genes and a
lipidation-deficient missense allele (Atg8a®!!®") for Atg8a. Next, we analysed autophagic
activity in the new Atg8a and Atg8b alleles using several staining methods, confocal microscopy
and western blotting. Using mosaic fat body clone cells for both Atg8a mutants we observed
reduced number of acidic compartments, and increased level of Ref(2)P (cargo specific for
autophagy). In contrast, the Atg8b mutant fat body clones show similar level of acidic structures
and Ref(2) level with the control cells. Our western blot experiments also confirm the increased
Ref(2)P level in Atg8a mutants, but not in the Atg8b null alleles. Based on these results, we
established that Atg8a is required for autophagy, whereas in contrast to the literature Atg8b

does not play a role in autophagy.

Using gastric caeca in prepupae as an autophagy-dependent cell death model, we
showed the Atg8a null allele plays an important role in this developmental process, but not the
lipidation-deficient Atg8a allele and the Atg8b null allele. We also studied the morphology of
the pupa in the different Atg8 mutants. We observed that the Atg8a lipidation-deficient allele
and the Atg8b null allele have similar morphology with the control pupa, but the Atg8a null
allele shows size reduction and respiratory spiracle deficiency. This suggests that Atg8a has a

lipidation independent role in the development process.

We also studied the expression pattern of Atg8a and Atg8b genes, using endogenous
promoter-driven transgenic constructs. We found that the Atg8a is expressed in every cell type,
but the Atg8b shows expression only in testis. We also tested the expression pattern of Atg8
homologs in testis using supplementary germline (vasa-GFP) and somatic cell markers (C784-
Gal4) and found that Atg8b has only germline expression in contrast to Atg8a, which has a

moderate general expression in the testis too.

Atg8b null allele —according to its expression pattern — shows male-sterile phenotype,

which is unique among the Atg genes. Based on light- and electron microscopic approaches,
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the male-sterile phenotype was not associated with visible ultrastructural lesion, and
spermatogenesis was not affected. At the same time, based on our observations, the mutation
caused immobile sperms. We also found loss of Atg8b causes male sterility without affecting
autophagy. In addition, transgenic expression of non-lipidated Atg8b in the male germline is
enough for fertility, which also confirms that Atg8b does not have role in autophagy process.
Interestingly, the expression of Atg8a using Atg8b promoter is also able to rescue Atg8b mutant
phenotypes. Similarly, the coding sequence of Atg8b driven by Atg8a promoter is able to rescue
the developmental phenotypes of Atg8a mutants.

Consistent with these non-canonical functions of Atg8 proteins, loss of Atg genes
required for Atg8 lipidation leads to autophagy defects but does not cause developmental
disorders or sperm immobility which cause male sterility. More research is required to establish
the underlying mechanism of these phenotypes.
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9. KOszOnetnyilvanitas

Mindenek el6tt kdszonetet szeretnék mondani Dr. Juhasz Gabornak a bizalmaért és a
témavezetOi tevékenységéért. Dr. Horvath V. Gabornak a sok oOtletéért, megtervezett ¢&s
elkészitett konstrukcidiért és kritikai hozzaallasaért. Dr. Maruzs Tamasnak, Dr. Szabé Aronnak
a rengeteg Otletért, a technikai segitségért, a dolgozatom atnézéséért és emberségiikért.
Koszonom Urmési Adélnak a sokféle segitségét a dolgozat alapjaul szolgalé projektben.
Ko6szonom Dr. Kovacs Attilanak az elektronmikroszkopos munkakért. Koszonettel tartozom
Dr. Kovacs Leventének és Dr. Takats Szabolcsnak, hogy megtanitottdk és elmélyitették a
Drosophila melanogasterrel kapcsolatos modszereket. Koszonet Arindam Bhattacharjee-nek a
segitségéért a munkamban és az angol nyelven megirt szovegeim kijavitasaért. K6szonom
Bozs6 Szilvianak és Palfia Saroltanak a sok asszisztensi munkat. K6szonom minden régi és
jelenlegi kollégdmnak a segitségét €s inspiraciojat. Kiemelt koszonet illeti Dr. Sinka Ritat €s
Dr. Vedelek Viktort a Drosophila melanogaster here modellen végzett munkaikért. Koszonom
Dr. Merényi Zsoltnak, hogy elkészitette a dolgozatban is szerepld rovar torzsfat. Koszonet
Leopold Anna Maria kozépiskolai tandromnak és Dr. Csermely Péternek, amiért

lelkesedésiikkel és szaktudasukkal sokat motivaltak, hogy ezt a hivatast valasszam.

Ko6szondm barataimnak, hogy batoritottak, kritizaltak ¢és mellettem voltak. Kiilon
koszonet Péderi Tamasnak, Varga Julidnak, Fecske Nandornak akik nélkiil ez a dolgozat talan

soha nem késziilt volna el.

Ezuton szeretném megkdszonni, sziileim Gall Eniké és Jipa Viktor gondoskodasat €s
mindennemil tAmogatasat, nagymamamnak Gall Piroskanak és Jipa Jolannak, hogy elvarasok
nélkiil tudtak szeretni, nagyapaimnak Gall Arpadnak és Jipa Ion-nak, hogy felnézhettem rajuk.
Végiil, de nem utols6 sorban feleségemnek Gagyi Kinga-Borbalanak és lanyomnak Jipa

Lénédnak amiért kitartottak mellettem és annyi boldogsagot adtak ezekben az években.

A doktorim sordn végzett munkat és a dolgozat megirasat a kovetkezd palyazatok
tamogattadk: Magyar Tudomanyos Akadémia [Momentum LP2014/2]; Nemzeti Kutatasi
Fejlesztési és Innovacios Hivatal [GINOP-2.3.2-15-2016-00035]; Nemzeti Kutatasi Fejlesztési
¢s Innovaciés Hivatal [GINOP-2.3.2-15-2016-00032]; Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és
Innovacioés Hivatal [KKP129797].
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10. Sajat hozzajarulasom a munkahoz

A disszertacidmat tobbes szam els6 személyben irtam meg, ami egy tisztelgés a
szamos kolléganak, akik hozzajarultak ehhez a munkahoz. Ennek ellenére a dolgozatomban
leirt kisérletek és eredmények nagyobb része hozzam kothetd. Ebben a fejezetben ezeket a

munkdikat tételesen is felsorolom:

- A harom mutans generalasa, szlirése ¢s vallidalasa

- 3xeGFP-Atg8b plazmid létrehozasa molekularis bioldgiai moédszerekkel

- Az Osszes transzgén eldallitdsahoz sziikséges plazmid injektalasra vald elokészitése €s
tesztemésztése, valamint a transzgénikus jelolt ecetmuslica vonalak eldallitasa, a
transzgénikus vonalak izolalasa, stabil vonalakba valo keresztezése és tesztelése

- Drosophila genetikai munkak

- FRT kromoszémakra torténd rekombindlas €s klongeneralas

- Osszes zsirtestes mikroszkopos felvétel

- Osszes sztereomikroszkopos folvétel és eldkészitése

- Az elektronmikroszkopos mintak el6készitése, fixalasa €s mosasa, a here mintak
beagyazasa gyantaba

- Osszes nem immunhisztokémias technikaval késziilt herefelvétel (kivéve a 22. A
képeket)

- Fertilitasvizsgalatok

- Az 6sszes dolgozatban szereplé Western blot kisérletek

- A dolgozatban szerepld 6sszes kép szerkesztése

- Az 6sszes mérhet0 kisérlet kvantifikalasa és statisztikai kiértékelése
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11. Fuiggelek

Lamp1-3xmCherry

Lamp1-3xmCherry:

GFP LR
Atg8b'® Lamp1-3xmCherry

F1. abra. Az Atg8a és Atg8b mutans klénsejtek Lamp1-3xmCherry mintazata. (A, B, C) Az Atg8a mutans
klonsejtekben (z6ld negativan jel6lt) szignifikans modon lecsdkken a Lamp1-3xmCherry pozitiv struktirak szama,
mig az Atg8b (zold pozitivan jelolt MARCM klonok) mutans sejtekben nem valtozik Lamp1-3xmCherry pozitiv

struktrak szama. Skala mérete: 10 um.
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Kontroll Atg8a®'¢" Atg8aT-Gal4 Kontroll Atg8at'1¢" Atg8aTro-Gak4 Kontroll Atg8a®'1®” Atg8aTr-Gal4

F2. abra. Az Atg8a hianya gatolja a nyalmirigyek programozott lebomlasat. A Glue-Red riporterrel jelolt
nyalmirigyek 24 6ra utin lebomlasnak indulnak, ellenben az Atg8a™™¢2“ null allél nyalmirigye intakt maradt,

szemben az Atg8a®M8" mutanssal és a kontrollal. Skala mérete: 1 mm.

C784-Gal4>UAS-2xeGFP 3xmCherry-Atg8a

3xeGFP-Atg8b vasa-mKate 3xeGFP-Atg8b

F3. abra. Az Atg8a és az Atg8b expressziés mintazata a szomatikus és csiravonal specifikus sejtmarkerek
mellett harom napja Kikelt ecetmuslicak heréjének apikalis részében. (A) Az Atg8a (piros) részben
megfigyelhetd a ciszta sejtekben (z6ld). (B) Az Atg8b (zold) csak csiravonal (piros) sejtekben figyelheté meg.
Skala mérete: 200 pm.
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F4. abra. Az Atg8b'® mutans testis morfologaja nem szenvedett észlelhetd elvaltizasijat. W8 vadtipust kontroll és az Atg8b'®
mutansok kdzott nincs jelentds kiilonbség a korai spermatogenézis szakaszokban, csak a terminalis epitéliumban lathato spermium
felhalmozddas a mutans herében. Skala mérete: 100 pm.

B

F5. abra. Az Atg8b'® mutins spermiumai mozgasképtelenek. Kontrollban megfigyelhetd, hogy himivarsejtek masodpercenként
véltoztatjdk a pozicidjukat, mig az Atg8b'® mutinsok himivarsejtjei szinte egyaltalin nem mozognak. Eredeti kontroll video:
https://youtu.be/sGFYpuaZl Q. Eredeti Atg8b® video: https://youtu.be/OnphOAstcEl. Skala: 50 pm.
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