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Bevezetés 

 Az autofágia egy evolúciósan erősen konzerválódott 

intracelluláris lebontó folyamat. A fő útvonala során egy membrán 

ciszterna keletkezik, amit fagofórnak hívnak (esetleg izoláló 

membránnak), majd fokozatosan meghosszabbodik és körbe véve 

a citoplazma egy részét, bezáródik és kialakul belőle a 

duplamembránú autofagoszóma. Az autofagoszóma az egyetlen 

kizárólag autofágiához köthető sejtszervecske, amely végül, vagy 

endoszómával, amely végül a lizoszómához fuzionál, illetve 

fuzionálhat közvetlenül a lizoszómához is. Ezen folyamat során 

kialakul az autolizoszóma amelyben a lizoszóma hidrolítikus 

enzimei monomerjeire bontják a sejt komponenseit.   

 Az autofágia folyamatát főleg az AMPK, TOR kináz 

szabályozza, valamint az Atg fehérje komplexek. Ez a katabolikus 

folyamat rendkívül fontos szerepet tölt be az eukarióta sejtekben, 

mivel a folyamat során megújulnak a sejtek fehérjéi és 

sejtszervecskéi, ezért jelentős öregedés elleni hatása van, valamint 

hozzájárul az éhezés okozta stressz elleni védekezésben. Ezen 

funkciói mellett az autofágiának jelentős szerepe van számos 

fiziológiás és  kóros folyamatban. Ezért az Atg gének 

tanulmányozása kulcsfontosságú területté vált az elmúlt 

évtizedekben.  

 Az egyik legérdekesebb Atg gén, az Atg8, amely egy 

ubikvitin-szerű fehérje, amely az autofágia során a fagofór 



phosphatidylethanolamine (PE) lipidéhez kötődik. Az Atg8 fehérje 

a fagofórhoz a C-terminális glicin aminosaván keresztül 

kapcsolódik a fagofórhoz. Ezt a folyamatot egy ubikvitinálással 

analóg folyamat katalizálja, amelynek van E1, E2 és E3-szerű 

funkciót betöltő tagja is. A folyamat fontos szerepet játszik az 

autofágia során, beleértve a fagofór elongációját, a fagofór 

záródását, a szubsztrátok felismerését, az autofagoszómák 

mozgatását és az autofagoszómák lizoszómához való pányvázását.  

 Emberben hét Atg8 homológot írtak le, amelyek erős 

redundanciát mutatnak. Ezzel ellentétben Drosophila 

melanogaster-ben mindössze két Atg8 homológot írtak le eddig: 

az Atg8a-t és az Atg8b-t. Ezek pontos funkciót még nem tisztázták. 

PhD tanulmányaim alatt ezen géneket tanulmányoztam és 

jellemeztem. 

Célkitűzések: 

1. Rovar filogenetikai fajfa generálása, amely reprezentálja 

az Atg8 kópiaszám evolúcióját az Atg8 géncsaládnak. 

2. Null mutáns készítése az Atg8a és az Atg8b génekre, 

valamint lipidációra képtelen allél készítése az Atg8a 

génre in vivo mutagenézis módszerekkel. 

3. Az új allélok jellemzése az autofágiában és az 

egyedfejlődésben betöltött szerepük alapján.  



4. Az Atg8a-t és az Atg8b-t transzgénikusan kifejező 

konstrukciók készítése az elkészült új allélok 

menekítésének céljából.  

5. Az Atg8a és az Atg8b kifejeződési mintázatának 

vizsgálata, olyan transzgénikus riporterek segítségével, 

amelyek endogén promoterrel vannak ellátval. 

6. Az Atg8b mutáns hím steril fenotípusának vizsgálata. 

Anyagok és módszerek 

1. Bioinformatikai módszerekkel rekonstruáljuk és az Atg8 

kópiaszám evolúcióját. 

2. „Plug-and-Play” módszerrel Atg8a génre null allél 

generálása (Atg8aTro-Gal4). 

3. CRISPR/Cas9 közvetítette homológ rekombináció 

segítségével Atg8a génre lipidálódásra képtelen allél 

generálása (Atg8aG116*). 

4. CRISPR/Cas9 génszerkesztési módszer segítségével 

deléciós mutáns előállítása (Atg8b16). 

5. Szekvenálással és PCR kísérlettel validálni az új Atg8a 

és Atg8b génekre készített allélokat.  

6. Western blot vizsgálatok Atg8 és Ref(2)P ellenanyagok 

felhasználásával.  

7. Szomatikus klónsejtek generálása és vizsgálata lárvális 

zsírtestekben. 

8. Lárvális zsírtestek Lysotracker festése. 



9. Transzgénikus riporterek és immunfestések alkalmazása 

zsírtestekben. 

10. Fény-, epifluoreszcens- és elektronmikroszkópia 

alkalmazása. 

11. Rekombináns DNS technikák alkalmazása. 

12. Transzgénikus Drosophila melanogaster konstrukciók 

létrehozása . 

13. Immunhiszokémiai módszerek használata here mintákon. 

14. Statisztikai analízisek.  

Eredmények 

1. Rekonstruáltuk a rovarfajok Atg8 fehérjecsalád 

kópiaszám evolúcióját egy törzsfán. Azt találtuk, hogy a 

rovarok ősi formájában két Atg8 fehérjecsaláddal 

rendelkeztek, de a második Atg8 fehérje több 

rovarcsoportban eltűnt, beleértve a Diptera rend legtöbb 

faját is. Drosophilidae család tagjaiban másodlagosan 

duplikálódott az Atg8a gén, retrotranszpozició útján 

duplikálódott létrehozva egy új homológot, az Atg8b-t. 

2. Drosophila melanogaster-ben létrehoztunk egy új null 

mutánst az Atg8a génre. Ehhez egy Plug-and-Play in vivo 

mutagenézis módszert használtuk, úgy hogy genetikai 

módszerekkel a Trojan (T2A)-Gal4 kazettát helyeztünk a 

MI13726 transzpozonba. Az így készített konstrukciót 



leteszteltük Atg8 ellenanyag segítségével western bloton, 

ahol nem találtunk kifejeződött Atg8a-t.  

3. Készítettünk egy olyan mutánst amely lipidálódásra 

képtelen Atg8a-t fejez ki. Ehhez egy egyszálú DNS donort 

és CRISPR/Cas9-el indukáltunk egy homológ 

rekombinációt használtunk. Az így létrehozott allél nem 

rendelkezik C-terminális glicinnel, így képtelen a 

lipidálódásra. Az így létrehozott Atg8aG116* allélt Atg8 

ellenanyaggal Western blotton teszteltük, ahol nem 

láttunk lipidált Atg8 kifejeződést. Ezen felül az allélt DNS 

szekvenálással is teszteltük az elmutált lokusz körül.  

4. Továbbá készítettünk dupla gRNS és CRISPR/Cas9 

felhasználásával egy Atg8b génre deléciós null mutánst, 

az Atg8b16-ot. Ebben az allélban az Atg8b kódoló régiója 

teljesen ki lett vágva, amit PCR vizsgálattal, valamint 

szekvenálással is megerősítettünk. 

5. Lárvális zsírtestben végzett szomatikus klónanalízis 

vizsgálatokban azt találtuk, hogy az Atg8a mutáns 

zsírsejtekben jelentősen visszaesett a savas struktúrák 

száma (többnyire autolizoszómák) és jelentősen 

megemelkedett a Ref(2)P (az autofágia specifikus 

szubsztrát) szintje, ezzel ellentétben az Atg8b mutáns 

sejtekben nem találtunk jelentős eltérést a mutáns és a 

kontroll sejtekben. Ezek az eredmények arra engednek 



következtetni, hogy az Atg8b nem játszik semmilyen 

szerepet az autofágiában, szemben az Atg8a-val.  

6. A lárvális középbél első harmadában található vakbelek 

bábozódáskor történő zsugorodása autofágia függő 

programozott sejthalál modellként funkcionál. 

Megfigyeltük, hogy az Atg8a null mutánsban a folyamat 

jelentősen gátolt, ellentétben az Atg8a lipidációs 

mutánssal és az Atg8b mutánssal, amelyekben a 

kontrollhoz hasonlóan megy végbe a folyamat.  

7. Endogén promoterű Atg8a-t és Atg8b-t kifejező riporter 

transzgének vizsgálatával azt találtuk, hogy míg az Atg8a 

általános kifejeződést mutat, addig az Atg8b csak herék 

szintjén fejeződik ki. Herékben az Atg8a moderált 

általános kifejeződést mutat, amíg az Atg8b csak a 

csíravonal sejtekben expresszál. 

8. Az Atg8b null mutáns hím steril fenotípust mutat, 

szemben az összes többi élettépes Atg mutánssal, amelyek 

fertilisek. Ez a hím steril fenotípus nem mutatott 

semmilyen finomszerkezeti elváltozást. 

9. A Ref(2)P szintjének transzgénikus riporterek és Western 

blot vizsgálatok segítségével vizsgálva kimutattuk, hogy 

az Atg8b-nek herék szintjén sincs semmilyen szerepe az 

autofágiában. Továbbá azt is kimutattuk, hogy az Atg8b 

mutáns hím steril fenotípusát menekíteni lehet egy olyan 



transzgénnel, amely az Atg8b-t egy csonkolt, C-terminális 

glicin nélkül fejezi ki.  

10. Atg8a promoterével rendelkező Atg8b-t kódoló 

transzgénikus konstrukciók használatával sikerült 

menekíteni az Atg8a mutáns fenotípusait. Ugyanakkor az 

Atg8b promoterrel rendelkező Atg8a-t kódoló 

szekvenciával sikeresen menekítettük az Atg8b mutáns 

fenotípusát. 

Összefoglaló 

Az Atg8 fontos szerepet tölt be az autofagoszómák 

biogenézisében az eukarióta élőlényekben. Ezen felül ez a 

leggyakrabban használt marker az autofágia követésére, 

köszönhetően annak, hogy kovalens módon kötődik a fagofór 

lipidjéhez. Az Atg8 fehérjecsalád jelentős redundanciát mutat a 

többsejtű állatokban és a növényekben egyaránt, ennek ellenére 

Drosophila fajokban csak két Atg8 homológot írtak le. Munkám 

során reverz genetikai megközelítés alkalmazásával kimutattuk 

Drosophila melanogaster modellorganizmuson, hogy a 

lipidálódott Atg8a szükséges az autofágia folyamatához. 

Ugyanakkor azt is kimutattuk lárvális középbél első felében 

található vakbelek és a nyálmirigy sejthalál modelljén, hogy a nem 

lipidálódott forma szerepet játszik az egyedfejlődés függő 

sejthalálban. Ugyanakkor kimutattuk, hogy az Atg8b kizárólag hím 

ivarvonalban fejeződik ki és ennek megfelelően erős hím steril 



fenotípusa van, mivel elvesztette hímivarsejtjei elvesztették a 

mozgásképességüket. Ugyanakkor ezen szerepének betöltéséhez 

herék szintjén sem tölt be funkciót az autofágiában. Ezt azzal is 

igazultuk, hogy a lipidálatlan Atg8b transzgénikus kifejeztetése 

ivarvonalon képes menekíteni az Atg8b mutáns fenotípusát. 

Továbbá kísérleteink alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy 

az Atg8a és az Atg8b különböző funkciói a herék ivarvonal 

szintjén elsősorban nem szekvenciafüggő, hanem génkefejeződés 

mintázatával és mértékével függ össze. Az Atg8 nem kanonikus 

funkcióiból levonhatjuk azt a következtetést, hogy bár a különböző 

lipidációért felelős Atg gének elvesztése az autofágia 

meghibásodását okozzák, ennek ellenére nem okoznak jelentős 

fejlődésbiológiai zavart és hím sterilitást. 
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