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Bevezetés

Az autofagia egy evolucidsan erdsen konzervalddott
intracellularis lebont6 folyamat. A f6 utvonala sordn egy membran
ciszterna keletkezik, amit fagofornak hivnak (esetleg izolald
membrannak), majd fokozatosan meghosszabbodik és korbe véve
a citoplazma egy részét, bezarddik és kialakul bel6le a
duplamembrénu autofagoszéma. Az autofagoszoma az egyetlen
kizarolag autofagiahoz kothetd sejtszervecske, amely végiil, vagy
endoszomaval, amely végiil a lizoszoméhoz fuzional, illetve
fuzionalhat kozvetleniil a lizoszomahoz is. Ezen folyamat sordn
kialakul az autolizoszéma amelyben a lizoszéma hidrolitikus

enzimei monomerjeire bontjak a sejt komponenseit.

Az autofagia folyamatat féleg az AMPK, TOR kinaz
szabalyozza, valamint az Atg fehérje komplexek. Ez a katabolikus
folyamat rendkiviil fontos szerepet tolt be az eukaridta sejtekben,
mivel a folyamat sordn megujulnak a sejtek fehérjéi és
sejtszervecskéi, ezért jelent6s oregedés elleni hatasa van, valamint
hozzajarul az éhezés okozta stressz elleni védekezésben. Ezen
funkci6éi mellett az autofagianak jelent6s szerepe van szamos
fiziologias és  koéros folyamatban. Ezért az Atg gének
tanulmanyozasa kulcsfontossagi teriiletté valt az elmult

évtizedekben.

Az egyik legérdekesebb Atg gén, az Atg8, amely egy

ubikvitin-szerti fehérje, amely az autofagia soran a fagofor



phosphatidylethanolamine (PE) lipidéhez kot6dik. Az Atg8 fehérje
a fagoférhoz a C-termindlis glicin aminosavan keresztiil
kapcsolodik a fagoforhoz. Ezt a folyamatot egy ubikvitindlassal
analog folyamat katalizalja, amelynek van E1, E2 és E3-szerii
funkciot betoltd tagja is. A folyamat fontos szerepet jatszik az
zérddasat, a szubsztratok felismerését, az autofagoszomak

mozgatasat €s az autofagoszémak lizoszomahoz vald panyvazasat.

Emberben hét Atg8 homoldgot irtak le, amelyek erds
redundanciat  mutatnak.  Ezzel ellentétben  Drosophila
melanogaster-ben mindossze két Atg8 homoldogot irtak le eddig:
az Atg8a-t és az Atg8b-t. Ezek pontos funkciot még nem tisztaztak.
PhD tanulmanyaim alatt ezen géneket tanulmanyoztam ¢&s

jellemeztem.
Célkitiizések:

1. Rovar filogenetikai fajfa generalasa, amely reprezentalja

2. Null mutans készitése az Atg8a és az Atg8b génekre,
valamint lipidaciora képtelen allél készitése az Atg8a
génre in vVivo mutagenézis modszerekkel.

3. Az (j allélok jellemzése az autofagidban és az

egyedfejlédésben betoltott szerepiik alapjan.



Az Atg8a-t és az Atg8b-t transzgénikusan kifejez6
konstrukciok  készitése az elkésziilt 10 allélok
menekitésének céljabol.

Az Atg8a ¢és az Atg8b Kifejez6dési mintazatanak
vizsgalata, olyan transzgénikus riporterek segitségével,
amelyek endogén promoterrel vannak ellatval.

Az Atg8b mutans him steril fenotipusanak vizsgalata.

Anyagok és médszerek

1.

Bioinformatikai modszerekkel rekonstrudljuk és az Atg8

srcs

,»Plug-and-Play” modszerrel Atg8a génre null allél
generalasa (Atg8a '™ C4),

CRISPR/Cas9 kozvetitette homoldg rekombinaciod
segitségével Atg8a génre lipidalodasra képtelen allél
generalasa (Atg8a®®"),

CRISPR/Cas9 génszerkesztési modszer segitségével
delécios mutans eldéallitasa (Atg8b'®).

Szekvenalassal és PCR kisérlettel validalni az uj Atg8a
és Atg8b génekre készitett allélokat.

Western blot vizsgalatok Atg8 és Ref(2)P ellenanyagok
felhasznalasaval.

Szomatikus klonsejtek generalasa és vizsgalata larvalis
zsirtestekben.

Larvalis zsirtestek Lysotracker festése.



Transzgénikus riporterek és immunfestések alkalmazasa

zsirtestekben.

10. Fény-, epifluoreszcens- és elektronmikroszkopia
alkalmazasa.

11. Rekombinans DNS technikak alkalmazésa.

12. Transzgénikus Drosophila melanogaster konstrukciok
1étrehozésa .

13. Immunhiszokémiai modszerek hasznalata here mintakon.

14. Statisztikai analizisek.

Eredmények
1. Rekonstrudltuk a rovarfajok Atg8 fehérjecsalad

crcs

rovarok 06si formdjaban két Atg8 fehérjecsaladdal
rendelkeztek, de a masodik Atg8 fehérje tobb
rovarcsoportban eltlint, beleértve a Diptera rend legtobb
fajat is. Drosophilidae csalad tagjaiban masodlagosan
duplikaloédott az Atg8a gén, retrotranszpozicid 1utjan
duplikalodott 1étrehozva egy j homologot, az Atg8b-t.

Drosophila melanogaster-ben 1étrehoztunk egy 1j null
mutanst az Atg8a génre. Ehhez egy Plug-and-Play in vivo
mutagenézis modszert hasznaltuk, ugy hogy genetikai
modszerekkel a Trojan (T2A)-Gal4 kazettat helyeztiink a
MI13726 transzpozonba. Az igy készitett konstrukciot



leteszteltiik Atg8 ellenanyag segitségével western bloton,
ahol nem talaltunk kifejez6dott Atg8a-t.

Készitettiink egy olyan mutanst amely lipidalodasra
képtelen Atg8a-t fejez ki. Ehhez egy egyszali DNS donort
¢s  CRISPR/Cas9-el indukaltunk egy homolog
rekombindciét hasznaltunk. Az igy létrehozott allél nem
rendelkezik C-terminalis glicinnel, igy képtelen a
lipidalodasra. Az igy létrehozott Atg8a®M®™ allélt Atg8
ellenanyaggal Western blotton teszteltiik, ahol nem
lattunk lipidalt Atg8 kifejez6dést. Ezen feliil az allélt DN'S
szekvenalassal is teszteltiik az elmutalt lokusz koriil.
Tovabba készitettiink dupla gRNS és CRISPR/Cas9
felhasznalasaval egy Atg8b génre delécids null mutanst,
az Atg8b'-ot. Ebben az allélban az Atg8b kodolo régidja
teljesen ki lett vagva, amit PCR vizsgalattal, valamint
szekvenalassal is megerdsitettiink.

Larvalis zsirtestben végzett szomatikus klonanalizis
vizsgalatokban azt talaltuk, hogy az Atg8a mutans
zsirsejtekben jelentésen visszaesett a savas strukturak
szama (tobbnyire autolizoszémak) ¢és jelentésen
megemelkedett a Ref(2)P (az autofagia specifikus
szubsztrat) szintje, ezzel ellentétben az Atg8b mutans
sejtekben nem talaltunk jelentés eltérést a mutans és a

kontroll sejtekben. Ezek az eredmények arra engednek



kovetkeztetni, hogy az Atg8b nem jatszik semmilyen
szerepet az autofagiaban, szemben az Atg8a-val.

A larvalis k6zépbél elsé harmadaban talalhato vakbelek
babozoddaskor torténd zsugoroddsa autofagia fliggd
programozott  sejthaladl ~ modellként  funkcional.
Megfigyeltiik, hogy az Atg8a null mutansban a folyamat
jelentésen gatolt, ellentétben az Atg8a lipidacios
mutanssal és az Atg8b mutanssal, amelyekben a
kontrollhoz hasonléan megy végbe a folyamat.

Endogén promoter(i Atg8a-t és Atg8b-t kifejez6 riporter
transzgének vizsgalataval azt talaltuk, hogy mig az Atg8a
altalanos kifejez6dést mutat, addig az Atg8b csak herék
szintjén fejezddik ki. Herékben az Atg8a moderalt
altalanos kifejez6dést mutat, amig az Atg8b csak a
csiravonal sejtekben expresszal.

Az Atg8b null mutins him steril fenotipust mutat,
szemben az dsszes tobbi élettépes Atg mutanssal, amelyek
fertilisek. Ez a him steril fenotipus nem mutatott
semmilyen finomszerkezeti elvaltozast.

A Ref(2)P szintjének transzgénikus riporterek és Western
blot vizsgalatok segitségével vizsgalva kimutattuk, hogy
az Atg8b-nek herék szintjén sincs semmilyen szerepe az
autofagiaban. Tovabba azt is kimutattuk, hogy az Atg8b

mutans him steril fenotipusat menekiteni lehet egy olyan



transzgénnel, amely az Atg8b-t egy csonkolt, C-terminalis
glicin nélkiil fejezi ki.

10. Atg8a promoterével rendelkez6 Atg8b-t kodolo
transzgénikus  konstrukciok  haszndlataval  sikeriilt
menekiteni az Atg8a mutans fenotipusait. Ugyanakkor az
Atg8b  promoterrel rendelkez6  Atg8a-t  kodold
szekvenciaval sikeresen menekitettiik az Atg8b mutans

fenotipusat.
Osszefoglalo

Az Atg8 fontos szerepet tolt be az autofagoszémak
biogenézisében az eukaridta ¢lélényekben. Ezen feliill ez a
leggyakrabban hasznalt marker az autofagia kovetésére,
kdszonhetéen annak, hogy kovalens modon kotédik a fagofor
lipidjéhez. Az Atg8 fehérjecsalad jelentds redundanciat mutat a
tobbsejtli allatokban és a novényekben egyarant, ennek ellenére
Drosophila fajokban csak két Atg8 homologot irtak le. Munkam
soran reverz genetikai megkozelités alkalmazasaval kimutattuk
Drosophila  melanogaster  modellorganizmuson, hogy a
lipidalodott Atg8a sziikséges az autofagia folyamatahoz.
Ugyanakkor azt is kimutattuk larvalis kozépbél elsé felében
talalhato vakbelek és a nyalmirigy sejthalal modelljén, hogy a nem
lipidalédott forma szerepet jatszik az egyedfejlodés fiiggo
sejthalalban. Ugyanakkor kimutattuk, hogy az Atg8b kizardlag him

ivarvonalban fejezédik ki és ennek megfeleléen er6s him steril



fenotipusa van, mivel elvesztette himivarsejtjei elvesztették a
mozgasképességiiket. Ugyanakkor ezen szerepének betdltéséhez
herék szintjén sem t6lt be funkciot az autofagiaban. Ezt azzal is
igazultuk, hogy a lipidalatlan Atg8b transzgénikus kifejeztetése
ivarvonalon képes menekiteni az Atg8b mutans fenotipusat.
Tovabba kisérleteink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
az Atg8a és az Atg8b kiilonb6zd funkcidi a herék ivarvonal
szintjén elsdsorban nem szekvenciafiiggd, hanem génkefejezodés
mintazataval és mértékével fligg 0ssze. Az Atg8 nem kanonikus
funkci6ibol levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy bar a kiilonb6z6
lipidacioért felelos Atg gének elvesztése az autofagia
meghibasodasat okozzak, ennek ellenére nem okoznak jelentds

fejlodésbiologiai zavart és him sterilitast.
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