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Bevezetés

Az autofagia, mas néven sejtes onemésztés folyamata rendkiviil fontos szerepet tolt be a sejt-
és szervezet szintjén lezajlo fiziologiai €s patologias folyamatokban. Illyen folyamatok a
differenciacio, fejlédés, dregedés, idegrendszeri valtozasok, daganatképzddés, stb. [1][2]. Az
Atg9 az Atg fehérjecsalad konzervalt és egyetlen transzmembran fehérje képviseldje, feladata
membran részletek, lipidek biztositdsa az autofag struktirdk novekedéséhez [3]. Az
irodalombol ismert, hogy az autofagia folyamata szerepet jatszik a Drosophila melanogaster
petesejt fejlodésében. A Drosophila peteérés az irodalomban alaposan koriilirt folyamat. A
petefészek petekezdemények lancolataibdl all 6ssze, egy petekezdeményt pedig ivarvonalsejtek
(15 dajkasejtek, 1 petesejt) és testi sejtek (follikularis sejtek, hatarsejtek, stb.) alkotjak. A
peteérés folyaméan az ivarvonal eredetii sejtek szoros kapcsolatban allnak egymadssal ¢s a
petekezdeményt korbevevd testi sejtekkel, kozottik pedig intenziv kommunikécio zajlik.
Mozaik analizisekkel igazolt, hogy az ivarvonal- és testi sejtek kozott zajlo interakcio egyik
fontos szabalyozdja az autofagia, azonban csak abban az esetben figyelheté meg termékenység
csokkenés, ha a testi sejtekben gatolt az autofagia (Atgl vagy Atg7 mutans follikularis sejtek)
[4][5]. Ezt a megfigyelést erdsiti, hogy szamos életképes, Atg génre null mutans torzs 1étezik:
Atg3/Autl, Atg5, Atg7, és Atgl6 [6][7]. Kiilonés modon, a felsorolt Atg mutans torzsektol
eltéréen, az Atg9 mutdns ndstények szinte teljes mértékben terméketlene [8][9]. Felmeriilt a
kérdés, vajon van-e az Atg9-nek olyan, az autofagiatol fiiggetlen funkcioja, mellyel a peteérés

szabalyozasaban vesz részt?

A Drosophila peteérés kiilonboz6 stadiumai (1-14 stadiumok) meghatarozott sejtbiologiai és
¢lettani jelek, jelenségek alapjan jol elkiilonithetok [10]. Az egyik leginkabb vizsgalt folyamat
a Drosophila peteérés soran az aktin sejtvaz (citoszkeleton) kialakulasa és miikodése, melynek
zavara jOl felismerhetd elvaltozasokat okoz, gyakran pedig a termékenység csokkenéséhez

vezet. A sejtvazzal kapcsolatos egyik jelenség a 10. stadium végén kezdddd dajkasejt
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~dumping”, amely soran a dajkasejtek atpréselik citoplazmajukat a petesejtbe, taplalva és
megnovelve azt. A dajkasejt dumping hibatlan lezajlasahoz, a dajkasejtek stabil, erés aktin
halozatara van sziikség. A dumping hibaja kisebb, Un. ,,dumpless” petéket eredményezhet.
Szamos olyan ismert faktor vesz részt az ivarvonal sejtek sejtvaz szabalyozasaban (aktin,
Enabled, profilin, capping fehérjék, stb) [11][12][13], amelyek testszerte, mas szovetek
sejtjeiben is hasonldo modon a sejtvaz kialakitasat, mikodését iranyitjak (pl. idegrendszer). A
dolgozatom alapjaul szolgald6 munkaban a muslica petefészkében vizsgaltam az Atg9
lehetséges, autofagiatol fiiggetlen szerepét, vizsgdlataimat pedig mas sejttipusokra is

kiterjesztettem (embrionalis és larvalis szovetek, sejtek).
Célkitiizések

Munkank célja Atg9 mutans muslica torzs létrehozasa és annak jellemzése, a Drosophila Atg9
gén funkcidjanak meghatarozasa. CRISPR/Cas9 technikaval Atg9 null mutans muslica torzset
hoztunk 1étre, melynek jellemzését klasszikus autofagia tesztekkel, és a muslica petefészkének
vizsgalataval végeztiik. Tovabba genetikai €s biokémiai modszerekkel azonositottuk az Atg9
két Uj interakcios partnerét. A genetikai interakciokat és az Atg9 null allél hatasat a
petefészekben €s az idegrendszerben is vizsgéltuk. Céljainkat az alabbi 1épéseken keresztiil

valositottuk meg:

1. CRISPR/Cas9 technikdval Atg9 null mutans létrehozasa (Atg9=®).
2. Az Atg9®° torzs jellemzése (klasszikus autofagia tesztek).
3. Az Atg9®° ndstények petefészkének morfoldgiai vizsgalatai.
4. Az Atg9 aktin sejtvaz kialakulasaval kapcsolatos vizsgélatai:
1. immunhisztokémiai vizsgéalatok
2. az Atg9 sejten beliili lokalizacidjanak vizsgalata mikroszkopia segitségével
3. interakcios vizsgalatok: élesztd kettés-hibrid, GST pull-down ¢és anti-tag ko-

immunprecipitacid tesztek, genetikai interakcid vizsgalata
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Moédszerek

1. Az Atg9®° deléciés mutans elééllitisa CRISPR/Cas9 technikéval.

2. Szekvenciameghatarozas ¢és PCR technika alkalmazisa a deléci6 mértékének
megallapitasara.

3. Western blot analizis.

4. Szomatikus klonsejtek 1étrehozasa larvalis zsirtestben.

5. Lérvalis zsirtest Lysotracker-rel torténd festése.

6. Autofagia vizsgalatok: oxidativ stressz vizsgalata Paraquat mérgezéssel, Pseudomonas
aeruginosa fert6zési teszt, maszas teszt.

7. Fény-, epifluoreszcens- és elektronmikroszkopos technikak

8. Rekombinans DNS technikak.

9. Transzgénikus Drosophila vonalak eléallitasa.

10. Embrionalis-, larvalis- és felndtt szovetek immunhisztokémiai vizsgalata.

11. Bleszté kettés-hibrid technika.

12. Anti-tag ko-immunprecipitacios technika.

13. GST pull-down technika.

14. Primer embrionalis neuronsejtek kinyerése és ndvesztése ex Vivo.

15. Citoplazmikus aramlas mérése.

16. Statisztikai szamitasok alkalmazasa.
Eredmények

1. Az Atg9 funkcionalis vizsgalata céljabol CRISPR/Cas9 moédszerrel mutansokat hoztunk
létre, melyekbol egy, az Atg9®° null allélnek bizonyult. Western blot és zsirsejteken végzett
szomatikus klon analizisekkel igazoltuk, hogy az Atg9®° null allél elrontja az autofag

folyamatokat. Az autofag defektusokat az altalunk létrehozott, genomi promoter altal



meghajtott Atg9-et tartalmazo transzgenikus konstrukciok (Atg9-3xHA, Atg9-3xmCherry)
menekitették, igazolva, hogy a megfigyelt elvaltozasok az Atg9 hianyabol eredtek.

. Az Atg9% mutans egyedek rovidebb ideig éltek, mint a vad tipust kontroll és menekitd
transzgénikus (Atg9-3xHA) muslicak, tovabba oxidativ stresszt okozo, paraquat toxinnal,
valamint fert6zéssel (Pseudomonas aeruginosa) szemben is jelentOsen érzékenyebnek
bizonyultak. Eredményeink ismételten igazoltak az Atg9 hianyabol ered6 hibasan miik6do
autofagiat.

. Az Atg9 null mutans néstényeknek nagymértékben csokkent a termékenysége.
Sztereomikroszkopiaval igazoltuk, hogy az Atg9 null ndstények petefészkei nem
csokevényesek, azonban lerakott petéinek ~30%-a kisebb, kerekebb, mint a kontroll
ndstények petéi. Ezek az tigynevezett ,,dumpless” peték, mely fenotipus az ivarvonal sejtek
aktin hélozatanak hibdjara utalt. Ennek igazolasdra megmértiik a dumping hatisara a
petesejtben keletkezé aramlas sebességét, amely Atg9 null esetében jelent6sen lecsokkent.
Igazoltuk tehat, hogy Atg9 hidnyaban az aktin sejtvaz mitkddése zavart szenved.

. CLEM ¢és nagyfelbontasu konfokalis mikroszkopos felvétel igazolta, hogy az Atg9 a
plazmamembranba benyomod6 aktin-kabelek csticsi részéhez kapcsolodik. Atg9 hianyaban
a petefejlédés folyaman a dajka sejtekben a 10. stddium utdn jellemz6 aktin-kabel halozat
kialakulasa késik, ellentétben mas autofag mutanssal (Atg16%*?°), igazolva, hogy az aktin
halézatban bekovetkezd valtozasok autofagiatol fliggetlenek.

Kimutattuk, hogy az Atg9 két aktin sejtvaz szabalyozo fehérjével interakcioban all. Atg9
hianyaban az Ena/\VASP (Ena) fehérje lokalizacidja megvaltozik dajkasejtekben, valamint
larvalis nyalmirigyben kimutattuk, hogy az Atg9 kolokalizal az Ena-val és a profilinnel is,
de harmas kolokalizaciot nem talaltunk, amely arra utalt, hogy a harom fehérje nincs jelen

egyszerre, egy komplexben. Az Atg9 és a profilin fehérjék kolcsonhatasat GST pull down



és anti-tag ko-immunprecipitacioval is kimutattuk erdsitve, hogy a két fehérje valoban egy
komplexben van jelen.

6. Genetikai interakcios tesztekkel vizsgaltuk az Atg9 és az ena, illetve az Atg9 és a chic (a
profilint kédold gén) genetikai kdlcsonhatasat. Fluoreszcens mikroszkopidval igazoltuk,
hogy az Atg9 hianyabdl ritkan el6forduld dajkasejt fuzid és gytriicsatorna-vesztés ena és
chic mutans allélek (ena® és chic?®?!) heterozigotaként torténd hasznalataval jelentésen
stilyosbithatd, igazolva ezzel, hogy az Atg9 mind az Ena-val, mind a profilinnel genetikai
kolesonhatasban allnak.

7. Eleszté kettés-hibrid teszttel igazoltuk, hogy az Atg9 kiilonbozé citoszolikus doménjei
(CTD) koétik az Ena és a profilin fehérjéket: az els6 (CTD1) az Ena-t, a negyedik (CTD4) a
profilint koti. Ismert, hogy a profilin prolin-gazdag régidkhoz kotodik, igy megvizsgalva az
Atg9 CTD4 aminésav sorrendjét, talaltunk egy prolin-gazdag motivumot, PPRPPAAP,
amelyben kicseréltiik a prolinokat alaninra. Az 4j CTD4 (CTD4 mut) kevésbé kototte a
profilint, igazolva, hogy a CTD4 prolinjai szerepet jatszanak az Atg9-profilin kotésben.

8. Kimutattuk, hogy az Atg9 null mutacié hatasa embrionalis idegrendszerben az aktin-halozat
szabalyozasan keresztiil érvényesiil: hianya ex vivo a primer embrionalis neuronok fokozott
axon- ¢és filopodium novekedéséhez vezet, idosebb embrioban pedig ritkan a ventralis
idegkdteg (VNC) kozépvonali megkeresztez6dését okozza. Ismert, hogy az ena és a chic
funkcidinak kiesése is hasonld idegrendszeri elvaltozasokat okozhatnak [14], igy
megerdsitve latszik az Atg9 aktin sejtvaz szabalyozasaban betoltott szerepe az ena-n és a

chic-en keresztiil.
Osszefoglalas

Vizsgalataink soran eldallitottuk a Drosophila Atg9 gén null muténsat (Atg9%°). Drosophila-
ban az Atg9 hianya az autofagia mutansokra jellemz6 fenotipusokon tul a ndstények jelentésen

csokkent termékenységét okozta. A ndstények altal lerakott peték jelentds része kisebb, un.



dumpless pete volt, melynek hatterében az ivarvonal sejtekben miik6d6 aktin sejtvaz hibaja allt.
Az Atg9 a dajkasejtekben a membranba benyomodo aktin kabelek végéinél volt jelen. Ebbdl a
megfigyelésbol kiindulva igazoltuk, hogy az Atg9 genetikai kolcsonhatasban all az aktin
1évén haztartasi gén, a szervezet minden sejtjében jelen van, igy aktin-szabalyozo hatasa is
kimutathaté volt mas szovetekben is, példaul az embriok fejlédé idegrendszerében.
Eredményeink felvetik a lehetdségét, hogy az Atg9 mas organizmusokban, példaul emlésdkben

szintén szerepet jatszhat a sejtvaz kialakulasaban vagy stabilizalasaban.
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