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1. Bevezetés

Valamennyi él6lény szervezete egy vagy tobb sejtbél épiil fel, amelyek mint legkisebb
egységek, még mutatjak az €16 anyag szerkezeti, fiziologiai és szervezOodésbeli jellegzetességeit —
ez volt a Theodor Schwann, Matthias Jacob Schleiden és Rudolf Virchow kutatdsaira épiilo
klasszikus sejtelmélet egyik legfontosabb megallapitasa. A mar meglévd sejtekbdl osztdodas utjan
keletkezd ujabbak 6nalld életpalyat jarnak be: ndovekednek és fejlddnek, majd 6ndllo 1ényként,
vagy egy soksejtli organizmus részeként funkcionalnak, végiil egyedi életiiknek a kovetkezd
sejtosztodas, vagy az eloregedést kovetd pusztulas vet véget. A nyitott rendszerként viselkedo sejt
¢lete soran kornyezetével allandé anyag-, energia- és informaciocserét folytat, és ennek
fliggvényében igyekszik fenntartani sajat, illetve az 6t magat tartalmaz6 szervezet homeosztazisat.
Ez épplugy magaba foglalja a pillanatnyi sziikségletnek megfeleld mRNS-ek, fehérjék és mas
makromolekulak szintézisét, vagy bizonyos sejtorganellumok szamanak felszaporodasat, mint a
mar feleslegessé vagy haszndlhatatlanna valt komponensek gyors és preciz lebontasat. Bar a
felépitd, anabolikus folyamatok vilaga szamtalan Utvonalon keresztiil kapcsolodik a lebonto,
katabolikus reakciokhoz, ez nem jelenti azt, hogy a két, eltérd célu biokémiai-sejtbiologiai rendszer
Osszehangolasa automatikusan megtorténik, foképpen nem gy, hogy az az adott sejt vagy a teljes
organizmus szamara megfeleld legyen. Egyediil a sejt 6nmaga képes arra, hogy egy rendkiviil
bonyolult, sokféle kiilsé és belsé paramétert 0sszegz6 mechanizmus segitségével eldontse, hogy a
novekedés és osztodas, vagy a stagnalas, illetve esetleg a degradalodas iranyaba mozduljon el. Ez a
mechanizmus, amely egyarant figyelemmel kiséri a sejten kiviili és beliili tdpanyag-ellatottsag
mutatoit, érzékeli a sejt pillanatnyi energetikai allapotat és stresszhelyzetben képes mozgositani a
sejt belso forrasait, szemmel tartja az eloregedett vagy sériilt sejtorganellumok folyamatos cseréjét,
€s végsO esetben szerepet vallal a sejt fejlédési program szerinti teljes lebontasaban — ez a
mechanizmus egyetlen kdzponti végrehajtd folyamat, a sejtek dnemésztése, vagy autofagiaja koré

rendezodik.




1. Az autofagia, mint komplex sejtélettani folyamat

Az eukariota sejtek alapvetd sejtbiologiai folyamatai koziil az autofagia (a sejtek onemésztd
folyamata) elsésorban a hosszu életidejii fehérjék lebontasaért, valamint a sériilt, vagy eloregedett
sejtorganellumok és a koriilottiik 16v6 citoplazma eltavolitasaért felelds (Teichert, 1989; Takeshige,
1992; Rodriguez-Enriquez és mtsai, 2006; Kim és mtsai, 2007; Farré és mtsai, 2009, Kanki és
mtsai, 2009, Kanki és Klionsky, 2010; Tanida 2011). A sejtek, az ket érd stresszhelyzetekben,
mint amilyen az éhezés, a hipoxia vagy szélséséges homérséklet, citoplazmajuk egyes részeinek
szintén autofagia Utjan torténd lebontasaval biztositjdk a tulélésiikhéz szlikséges monomereket,
illetve energiat. Az autofagia ezekben az esetekben tehat a sejt homeosztazisanak fennmaradasat
szolgalja (Mitchener és mtsai, 1976, Takeshige és mtsai, 1992; Kamada és mtsai, 2004; Zhu és
mtsai, 2005; Adhami és mtsai, 2007, Mazure és Pouysségur, 2009). Erdekes - és némileg ezzel
ellentétes - modon, a fejlédod szervezetek eltavolitasra itélt szoveteiben €s sejtjeiben a sziikséges
fejlodési fazisban endogén indukcidé hatidsara megjelend autofag folyamatok az adott struktura
elpusztulasahoz és lebomlasahoz vezetnek. Ilyenkor viszont az autofagia - az apoptozis, azaz a
programozott sejthalal (PCD) 1. tipusa mellett - a PCD II tipusaként jelenik meg (Sass és Kovdcs,
1975, 1977; Sass és mtsai, 1989; Bursch, 2001, Edinger és Thompson, 2004; Lockshin és Zakeri,
2004; Shintani és Klionsky, 2004, Lum és mtsai, 2005; Levine és Yuan, 2005; Mizushima és
Klionsky, 2007; Denton és mtsai, 2010, Bialik és Kimchi, 2010). Valamennyi, az eldbbieckben
felsorolt esetben a morfologiailag azonosithatd és az autofagidhoz kapcsolhatd struktirak
megjelenését gének egy jol koriilirhatd csoportjanak aktivalddasa eldzi meg, amelyek altal kodolt
fehérjék nélkilozhetetlenek ebben a lebontd mechanizmusban. Az autofag folyamatok
iranyitasdban részt vevd gének és termékeik ezen talmenden rész vesznek a tumorok
kialakulasaban €s novekedésében (Shigemitsu és mtsai, 1999; Liang és mtsai, 1999, Qu és mtsai,
2003; Ogier-Denis és Codogno, 2003, Kondo és mtsai, 2005, Degenhardt és mtsai, 2006, Mathew
es mtsai, 2007; Eisenberg-Lerner és Kimchi, 2009; Chen és Debnath, 2010; Giansanti és mtsai,
2011), a neurodegenerativ betegségek megjelenésében (Boellaard és mtsai, 1991; Nixon és mtsai,
2000; Ravikumar és mtsai, 2002; Levine és Yuan, 2005; Ventruti és Cuervo, 2007; Cherra és
mtsai, 2010; Yamamoto és Simonsen, 2011), valamint az oregedési folyamatokban és az élethossz
szabalyozasaban (Meléndez és mtsai, 2003, Bergamini és mtsai, 2004, Donati, 2006; Yen és
Klionsky, 2008; Vellai, 2009, Vellai és mtsai, 2009; Bjedov és mtsai, 2010; Partridge és mtsai,
2011).




Az autofagia fogalmat és jelenségét Sam L. Clark 1957-ben publikalt, lizoszomakkal
kapcsolatos leirasa, valamint sajat, emlds sejteken végzett elektronmikroszkopos, vizsgalatai

alapjan Christian de Duve irta le el6szor (de Duve és Wattiaux, 1966).

1.1. Az autofagia morfoldgiai tipusai

Annak alapjan, hogy a lebontandd citoplazma-komponens hogyan keriil kapcsolatba a
lizoszomalis (az éleszt esetében a vakuolaris) enzimekkel, az autofagia harom — morfologiai
szempontbol erésen kiilonbozo — klasszikus tipusat (makroautofagia, mikroautofagia és chaperon-
medialt autofagia) szokas megkiilonboztetni (Kelekar, 2005; Klionsky, 2005), (I. dbra). A
makroautofdgia sordn a lebontdsra keriild6 kompartmentumot elséként egy — mindmadig vitatott
eredetii - zart, kett6s izolalo6 membran, vagy fagofor kezdi el koriilvenni, majd ez a struktara
bezarddva létrehozza az autofagoszomat (Seglen és Bohley, 1992, Juhdsz és Neufeld, 2006; Xie és
mtsai, 2008, Yen és mtsai, 2010; Yla-Antilla és mtsai, 2009). Ez utobbi — vagy kozvetleniil, vagy
kozvetett Gton, el6bb endoszoma-vezikulakkal fuzionalva — lizoszomakkal (az éleszt6 esetében a
kozponti vakuolaval) egyesiil, és beltartalma enzimatikus ton lebomlik (Deter, 1975; Yoshimori,
2004; Eskelinen, 2005; Nakatogawa és mtsai, 2009), (1. dbra, A). Bar korabban ugy képzelték,
hogy a makroautofagia soran véletlenszerlien keriilnek be a citoplazma komponensei az
autofagoszomaba, ma mar bizonyitottnak tekinthetjiik, hogy léteznek olyan fehérjekomplexek
(Veidberg és mtsai, 2011), amelyek képesek szelektiven a peroxiszomakat (Dunn és mtsai, 2005;
van Zutphen és mtsai, 2008; Manjithaya és mtsai, 2010; Oku és Sakai, 2010), az endoplazmatikus
halézat egységeit (Bernales és mtsai, 2006; 2007), a mitokondriumokat (Kim és mtsai, 2007,
Goldman és mtsai, 2010; Huang és mtsai, 2011), a riboszémakat (Kraft és mtsai, 2008; Maclntosh
és Bassham, 2011) vagy éppen az ubiquitinnel megjelolt, aggregalodd fehérjéket (Yamamoto és
Simonsen, 2011) a fagoforhoz szallitani. Ezekben az esetekben — az emlités sorrendjében —
pexofagiarol, retikulofagiardl, mitofagiarol, ribofagiar6l és aggrefagiardl (vagy ujabban
proteinofagiarol) beszélhetiink.

A mikroautofigia esetében nem képzddik autofagoszéma, hanem a lizoszoma membranja
bettirdéseket hoz létre, és igy veszi fel a citoplazma részleteket és az azokban 1év6 sejtalkotokat
(Marzella és mtsai, 1981; Uttenweiler és Mayer, 2008; Majaljica és mtsai, 2011), (1. dbra, B).

Bér az eldbbiekben emlitett autofagia-tipusok is mutatnak bizonyos szelektivitast abban a

tekintetben, hogy képesek az eloregedett, vagy mukodésképtelen organellumokat tartalmazo




citoplazma-teriiletet izolalni és lebontani, célzott, finom szelektalasra egyediil a chaperon-medidlt
autofagia esetén van lehetéség (1. dbra, C). Ebben az esetben ugyanis a lizoszoéma membranjaban
talalhato receptorok veszik fel a chaperonok altal odaszallitott, lebontasra itélt fehérjéket, melyek
direkt transzlokacioval jutnak a lizoszoma lumenébe (Majeski és Dice, 2004; Dice 2007; Kon és
Cuervo, 2009; Hubbard és mtsai, 2011).

AY Makroautofigia:
Lizoszdims

Fagofor  Autofagossima Autolizoszima Reaidudilic test

B) Mikroautofagia:

Lizoseom:

]’ﬂ xR

C) Chaperon-medialt antofigia:

L{']:H.I‘II"HIIIID LAMP-2a

ﬁ g g

1. abra: Az autofagia f6bb morfologiai tipusai. (LAMP-2a: Lizoszoma asszocialt membran protein 2a)

O Inpﬂ on-komplex

Mivel a fent emlitett tipusok koziil a makroautofagia a legjelentGsebb és a legjobban ismert,
valamint munkénk sordn ez allt a vizsgélataink kozéppontjdban, ezért a tovabbiakban az

,autofagia” Kifejezést ennek megjeldlésére fogom hasznalni.

1.2. A fagofor kialakulasat szabalyoz6 mechanizmus

Mint az elézdekben lattuk, az autofagia elsd, morfologiailag detektalhato jele a fagofor
megjelenése. Természetesen mieldtt a folyamat eljut eddig a pontig, addig szdmos, kiillonb6zo
jelatviteli tvonalon at érkezd informacionak kell O6sszegzddnie ugy, hogy ezek ereddje az

autofagia indukciojanak iranyaba mutasson.




Mivel optimalis koriilmények kozott a sejtekben az autofagia igen kismértékii (un.
haztartasi autofagia), ezért egy rendkiviil hat¢kony mechanizmus sziikséges ahhoz, hogy - akar
kiils6, akar belsé hatasokra — a sejtek gyors autofag valaszt adjanak, ilyen modon alkalmazkodva a
megvaltozott koriilményekhez vagy kovetelményekhez. A folyamat kdzponti regulatora a TOR
(target of rapamycin kinase complex 1), amely az autofagia indukciojaban részt vevd fehérjéket
foszforilalt allapotban tartja, és ilyen modon meggatolja a fagofor kialakuldsahoz vezetd 1épéseket.
Ez a sok alegységb6l allo multiprotein komplex, integralva a tapanyag-ellatottsag és a
stresszhatéasok jeleit, a ndvekedési faktorok vagy hormonok jelenlététét illetve hidnyéat, valamint a
sejt altal felhaszndlhaté energia mennyiségét, képes szabalyozni a sejt metabolizmusat és
novekedését. Amennyiben a sejt az altala hasznosithato tapanyagokban hianyt szenved, vagy éppen
komoly stresszvalaszra kényszeriil, illetve energiakészlete jelentdsen megfogyatkozik, akkor a
TOR kinaz inaktivalodasa, majd ezt kovetden az eddig altala foszforilalt allapotban tartott fehérjék
defoszforilacidja olyan reakciok beindulasahoz vezet, amelyek beszikitik az anabolikus
folyamatokat, és utat nyitnak a sejt sajat anyagainak bontasabol szarmazé monomereket és energiat
szolgaltatd autofagianak (Noda és Ohsumi, 1998; Schmelzle és Hall, 2000; Raught és mtsai, 2001
Neufeld, 2003; Kamada és mtsai, 2004; Wullschleger és mtsai, 2006; Wang és Proud, 2009; He és
Klionsky, 2009; Jung és mtsai, 2010; Tanida 2011).

Feltétleniil megemlitend6 az a fontos tény, hogy az eukariotakban nem egy, hanem kétféle,
TOR kinazt tartalmazd komplex (TORC1 ¢és TORC2) talalhato, amelyeknek a citoplazmatikus
elhelyezkedése, valamint az altaluk foszforilalt molekuldk kore jelentés kiilonbséget mutat. Az
utobbi kinaz aktivitasa — nevével ellentétben — csak nagyon korlatozottan valtozik meg rapamicin

jelenlétében (Rosner és Hengstschldger, 2008).

1.2.1. A TOR-komplexek felépitése

A TOR-komplex1 nagy, 300 kDa molekulatomegili szerin/treonin kindz, amely egy, a
foszfatidilinozitol kinazok rokonsagi korébe tartozo kindzcsalad (phosphatidylinositol kinase
related kinase (PIKK)) tagja. Felfedezésekor mint az immunszupresszansként és antibiotikus
gyogyszerként hasznalhat6é rapamicin molekula célpontjaként irtak le (Heitman és mtsai, 1991). A
tovabbi kutatasok azonban hamarosan fényt deritettek a sejtek novekedésének, metabolizmusanak

és a stresszhelyzetekhez torténd alkalmazkodasanak szabalyozasaban betdltott szerepére is.




Az emlds TORC1-ben (mMTORCI1) a kinaz mellett négy tovabbi fehérje talalhato: a raptor
(regulatory associated protein of mTOR), a PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40kDa), a
GBL/MLST8 fehérje (mMTOR associated protein LST8 homolog) és a DEPTOR (DEP-domain
interactor of MTOR). A raptor szerepe kett6s: amennyiben lazan kapcsolodik az mTOR-hoz, abban
az esetben a kindzt aktivalja, és igy az képes a célmolekuldk foszforilalasara. Ha azonban a két
fehérje kozotti kapcsolat szoros, abban az esetben a raptor inaktivalja az mTOR-t, ez pedig a
korabbi célmolekuldk defoszforilalasdhoz €s az autofag folyamat meginduldasdhoz vezet (Kim és
mtsai, 2002; Lee és mtsai, 2007).

Abban az esetben, ha a PRAS40 kapcsolodik az mTOR-hoz, akkor képes csokkenteni
annak aktivitasat, és ezaltal autofdgiat indukalni. Meglepd mddon azonban maga a PRAS40 is
szubsztratja az mTOR-nak, ami a PRAS40 mas folyamatokban is betoltott szerepére enged
kovetkeztetni (Wang és mtsai, 2008; Hong-Brownés mtsai, 2010).

A két utolso fehérje (a DEPTOR ¢és a GBL/MLSTS®) mindkét mTOR komplexben jelen van.
Az elébbi az mTORCI1 negativ regulatora, hidnyaban a kinaz aktivitdsa megnovekszik (Lee és
mtsai, 2007, Kazi és mtsai, 2011). Az GBL/MLSTS funkcidjardl jelenleg még nincsenek
egyértelmil adatok (Rosner és mtsai, 2009; Jung és mtsai, 2010).

Az elébb felsorolt fehérjék koziil egyik sem kdzvetlen célpontja a rapamicinnek. Ez a
gatloszer az FKBP12-vel (FK506 binding protein 12) komplexet alkotva képes megakadalyozni,
hogy a raptor hozzakapcsolddva a TOR kindzhoz, aktivalja azt (Kim és Chen, 2000, Weisman és
Choder, 2001). EKkor a TOR inaktivalodik, ami természetszerlien autofagiahoz vezet (2/a abra).

A TORC2 szintén nagy molekulatomegili szerin/treonin kindz, amely rapamicinnel
egyszerlien nem (Loewith és mtsai, 2002), vagy csak ismételt, erdteljes kezeléssel gatolhato
(Sarbassov és mtsai, 2005). Ebben a komplexben is legalabb négy fehérje taldlhato: a TOR kinaz, a
GBL/MLSTS8 fehérje, a PRR5 (proline-rich protein 5), tovabba a rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR) és a SIN1 (stress-activated protein kinase-interacting protein 1). Az utobb
emlitett két fehérjének valosziniileg a komplex stabilizalasaban van fontos szerepe. (Woo és mtsai,
2007; Rosner és Hengstschliger, 2008; Cybulski és Hall, 2009). A TORC2 funkcidjarél csak
kevés megbizhatd adat all rendelkezésre, annyi bizonyos, hogy a sejtvaz-aktin dinamikéjanak
szabalyozasaban vesz részt, tovabba, hogy — a TORC1-hez hasonldan - képes bizonyos AGC-
kinazok aktivalasara (Jacinto és Lorberg, 2008; Cybulski és Hall, 2009; Cameron és mtsai,
2011)(2/b abra).
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2. dbra. Az emlds TOR-komplexek felépitése. a) Az mTORCI tagjai €s a rajta 0sszegz6dd hatdsok. b) Az

MTORC2-t alkoto6 fehérjék, és hatasa a sejtvazrendszerre.

1.2.2. A TORC1 aktivitasanak szabalyozasa

A TORCI felé vezetd szignalizacios utak koziil az aminosav-ellatottsaggal kapcsolatos-, az
inzulin/inzulinszeri novekedési faktor- illetve az LKB1-AMPK jelatviteli utvonal tekintheté a
legjelentésebbeknek.

Magasabbrendii eukariotak esetében az aminosavak a sejtek plazmamembranjaban 1évo
SLCIAS és SLC7AS (soluble carrier family 1 member 5 és soluble carrier family 7 member 5)
transzportereken, vagy ezek homologjain keresztiil 1épnek be a citoplazmaba (Nicklin és mtsai,
2009). Emlés sejtvonalakon végzett kisérletek eredményei arra utalnak, hogy megfelelé aminosav-
ellatottsag esetén a Rheb (Ras homolog enriched in brain) fehérje kozvetleniil aktivalja a TOR-t
(Long és mtsai, 2005). Az mTORC1 Rheb-en keresztiil torténé szabalyozasanak mechanizmusa
rendkiviil érdekes: megfelel6 aminosav szint esetén mindketten a sejtmag koriil elhelyezkedo,
nagyméretli vezikulumokban talalhatoak, viszont aminosav megvonas esetén az mTORCI
athelyezddik a citoplazmaban 1évd apro, pontszerli vezikulumokba. Ezaltal kivonja magat a Rheb
aktivald hatasa alol, aminek kovetkeztében az eddig altala foszforilalt forméban tartott fehérjék
defoszforilalodnak, ami a fehérjeszintézis volumenének beszikiiléséhez, ¢és az autofagia

indukcidjahoz vezet (Sancak és mtsai, 2008). Léteznek mdés, a TORCI1 aktivalasdhoz vezetd
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utvonalak is, a Drosophila esetében a Rag (Ras-related small GTPases) fehérjéken keresztiil
aktivalodik a TORC1 az aminosav szint fliggvényében (Kim és mtsai, 208).

A novekedési faktorok megvondsara a sejtek — a tapanyag-ellatottsagtol fliggetleniil —
autofagiaval valaszolnak, jelenlétiik viszont az extracellularis térben képes biztositani a sejtek
megfelelé fehérjeszintézisét és novekedését. Az inzulin/névekedési faktor jelatviteli ut elsd
1épéseként az inzulin, vagy az inzulinszeri névekedési faktor hozzakapcsolddik a sejtmembranban
1év6é receptorahoz. A ligand-kotott receptor autofoszforilalodik, majd ennek kovetkeztében
aktivalodva foszforilalja az inzulin receptor szubsztrat 1 és 2 (IRS1 és IRS2) fehérjéket. Az ilyen
modon aktivva tett IRS-ek tobbféle fehérjét, koztiik az class 1 foszfoinozitid 3-kinazt (class I
PI3K) képesek a plazmamembranhoz gytijteni és aktivalni (Sdnchez-Margalet és Najib, 1999). A
kinaz aktivitassal rendelkez6 class | PI3K a membranban 1évé foszfatidilinozitol 4,5 difoszfatot az
2006). A kaszkad kovetkez6 tagja, a protein kinaz B/Akt (PKB/Akt), amely PH doménje
(pleckstrin  homology domain) segitségével odakotddik az el6z6 reakcid soran keletkezd
foszfatidilinozitol 3,4,5 trifoszfathoz, majd a PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase 1)
jelenlétében és hatasara  aktivalodik (Alessi és mtsai, 1997, Stokoe és mtsai, 1997). A
szerin/treonin kinaz aktivitassal rendelkez6 PKB/Akt a TSC1/2 (tuberous sclerosis complex)
masodik tagjat, a TSC2-t (régebbi nevén a tuberint), - azt 924-es szerinjén és 1518-as treoninjan
foszforilalva — inaktivalja (Potter és mtsai, 2002; Huang és Manning, 2008). Ennek a lépésnek két
fontos kovetkezménye lesz: az egyik, hogy a TSC2 a tovabbiakban nem képes komplexet képezni
a hamartinnal, azaz a TSC1-gyel, a masik, hogy a foszforilalt TSC2 elvesziti azt a képességét,
hogy a TSC1l-gyel képzett komplexben inaktivalni tudja a GTP-azokat (Gao és mtsai, 2002;
Avruch és mtsai, 2006, Huang és Manning, 2009). A TORCL felé vezetd szignalizacids uton ez az
utobbi jar komoly kovetkezményekkel, ugyanis ennek kovetkeztében a TSC2 nem képes inaktiv
(GDP-t kotd) formaban tartani a Rheb fehérjét, amely az mTORCI1 egyik legfontosabb aktivatora
(Zhang és mtsai, 2003; Manning és Cantley, 2003; Avruch és mtsai, 2009). Az aktiv, GTP-t
tartalmazd Rheb viszont képes megkotni és igy inaktivalni azt az FKBP38 fehérjét, amelyik
egyébként a TORCI inhibitora, ezért 8 TORC1-re gyakorolt pozitiv hatds tovabb er6sddik (Bai és
mtsai, 2007). Az inzulin szignalizaciés Utvonal tehat a TORCIl-et gatolni képes fehérjék

inaktivalasaval tartja fent a TORCI1 folyamatos mikodését, és ezen keresztil a sejtek

crcr
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3. abra. A TORCl1-hez kapcsolddd legfontosabb szignalizacios utak. IGF: inzulinszerli novekedési

faktor, IRS: inzulin receptor szubsztrat, PI3K: foszfoinozitid 3-kinaz, PTEN: tenzin-homolog foszfataz
(A PI3P-ot képes defoszforilalni), PDK1: foszfatidilinozitol-fiiggé kinazl, PKB/Akt: protein kinaz
B/Akt, TSC1/TSC2: tuberous sclerosis complex 1 és 2, Rag: Ras-related small GTPases, AMPK: AMP
altal aktivalt protein kindz, LKBI1: liver kinase B1, Ras: Rat sarcoma small GTPase, Rheb: Ras

homologue enriched in brain GTPaz, a mTOR: eml6s target of rapamicin, p27: cyclin-dependent kinase

inhibitor 1B, Raf-1: proto-oncogene serine/threonine-protein kinase, MEK: mitogen-activated protein

kinase kinase, ERK: extracellularis szignal altal regulalt protein kinaz. A Raf-1 — MEK — ERK utvonal

a TOR megkeriilésével képes autofagiat indukalni. (He és Klionsky, 2009 alapjan, atrajzolva).

Az STK11/LKB1 (serine/threonine 11 Kkinase/liver kinase B1l) -

AMPK (adenosine

monophosphate-activated kinase) jelatviteli Gitvonal elsGsorban a sejt energetikai allapotanak, azaz

az ATP/ADP arany valtozasanak fliggvényében szabalyozza a TORCI aktivitasat (Hardie és mtsai,

2006). Amennyiben az el6bb emlitett arany az ADP javara tolodik el, abban az esetben az adenilat

kindz az altala katalizalt 2ADP = ATP + AMP reakcioval igyekszik az egyensuly kozeli

ATP/ADP viszonyt fenntartani. A keletkezd és felhalmozodd AMP viszont képes aktivalni az

AMPK kinazt (Hardie és mtsai, 1998), amely, ha elér egy bizonyos kiiszobértéket (Chhippa és

mtsai, 2011) a TSC1/2 komplex aktivalasan keresztiil csokkenti a TORC1 miikodését, ami viszont

az autofag folyamatok beindulasahoz vezet (Hardie, 2004, 2005, Meijer és Codogno, 2007). Ezzel

parhuzamosan az AMPK képes aktivalni a p27-et (cyclin-dependent kinase inhibitor) (Short és
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mtsai, 2010), amely kozvetett uton autofagiat indukal (Chen és mtsai, 2008). A fentebb vazolt
1épések mellett az STK11/LKBI1 kinaz hatdsa is sziikséges az AMPK aktivalasahoz (Hawley és
mtsai, 2003; Lizcano és mtsai, 2004; Shaw, 2009) (3. abra).

1.2.3. A TORC1 altal szabalyozott folyamatok

Optimalis feltételek, valamint a megfelelé hormonok illetve névekedési faktorok jelenléte
esetén a TORCI1 aktivitasa folyamatosan foszforilalt allapotban tartja az S6 kinazt (Ribosomal
protein S6 kinase B1) és a 4E-BP-t ((Eukariotic translation initiation factor 4E-binding protein),
Sonenberg, 2004). Ugyancsak sziikséges a komplex aktivitasa a transzkripcié megfeleld szinten
tartasahoz, valamint a riboszomalis RNS-ek képzddésehez és igy a riboszoma biogenezishez
(Claypool és mtsai, 2004; Mayer és mtsai, 2004; Wullschleger és mtsai, 2006) is. Ugyanezen
feltételek mellett a TORCI1 mar korabban ismertetett feladata az autofag folyamatok gatlasanak
fenntartasa (4. abra).

mTORC1 @

DEPTOR
PRAS40
0 & /
Fehérje-
szintézis, Riboszoma
metabolizmus  biogenezis Transzkripcié  Autofagia

4. abra. Az aktiv mTORC1 altal szabalyozott legfontosabb folyamatok.
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Mind az élesztd, mind a soksejtii eukariotak esetében a TORCI altal regulalt lebontod
folyamatokban elsésorban az atg (autophagy-releated) gének — vagy ezek ortologjainak - termékei
talalhatok. Ezek fontos szerepet jatszanak az élesztOben a pre-autofagoszomalis struktira (PAS),
illetve a magasabbrendi eukariotdkban a fagofor kialakitasaban, novekedésében és zarodasaban
(azaz autofagoszomava alakulasaban), tovabba eldsegitik lizoszémakkal vald egyesiilését (Noda és
Ohsumi, 1998; Ichimura és mtsai, 2000; Stromhaug és Klionsky, 2001; Mizushima és mtsai, 2002;
Levine és Klionsky, 2004; Sarbassov és mtsai, 2005; Xie és Klionsky, 2007; Xie és mtsai, 2008,
Nakatogawa és mtsai, 2009; Cebollero és Reggiori, 2009; Kamada és mtsai, 2010; Tanida 2011).

Az eukariotdk korében az autofagia molekuléris szintli mechanizmusa — ideértve a folyamat
genetikai szabalyozasat is — evolicidos szempontbdl erdsen konzervalt: az élesztétél a
gerincteleneken at az emlésokig ugyanazon, vagy nagyon hasonld 1épések sorozatabdl all (Bursch
2001; Reggiori és Klionsky, 2002; Wang és Klionsky 2003; Levine és Klionsky, 2004; He és
Klionsky, 2009; Tanida 2011).

Az eddig leirt 34 atg gén talnyomo tobbségét mar sikeriilt azonositani és jellemezni
(Weidberg és mtsai,2011). Ezek koziil 18 (atg 1- atgl0, atgl2 - atgl4, atgl6 - atgl8, atg29 és az
atg31) nélkiilozhetetlen az autofagoszoma kialakulasdhoz (Ohsumi és Mizushima, 2004, Klionsky
2005; Kabeya és mtsai, 2005 és 2009). Az ezekrol szintetizalodo Atg fehérjéket funkcidjuk szerint
a kovetkez6 csoportokba lehet sorolni (Suzuki és mtsai, 2001, Ohsumi és Mizushima, 2004, Levine

és Klionsky, 2004; Klionsky 2005; Kawamata és mtsai, 2008, He és Klionsky, 2009):

a) Atgl kinaz és a hozza tartozé szabalyozo fehérjék (Atgl, Atgl3, Atgl7),

b) Atgl2 konjugacios rendszer tagjai (Atg5, Atg7, Atgl0, Atgl2 és Atgl6),

) Atg8 konjugacios rendszer tagjai (Atg3, Atgd, Atg7 és Atgl)

d) a III. osztalyba tartoz6 PI3K komplex elemei (Vps15, Vps34, Atg6/Vps30 és Atgl4)
e) Az eldbbi csoportokba nem tartozo fehérjék (Atg2, Atg9 és Atgl8)

Fontos megjegyezni, hogy az autofigia vizsgalatok egyik legfontosabb alanyiban, a
Saccharomices cerevisiae-ben az Atg fehérjék jelentds hanyada a citoplazmabodl a vakuolum felé
torténd szallitasi utvonalban (cytoplasm to vacuole targeting, Cvt) is részt vallal (Levine és
Klionsky, 2004; Klionsky 2005; He és Klionsky, 2009).
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Ha egy sejt szamara a koriilmények optimalisak, (illetve a soksejtiickben a szervezet
fejlodése szempontjabdl sem indokolt annak autofagia utjan torténd eliminalasa), akkor ebben a
sejtben a TORCI1 hiperfoszforilalt allapotban tartja az Atgl3 fehérjét, amely igy nem tud
hozzakapcsolodni az Atgl-hez, és ennek kovetkeztében nem alakulhat ki az autofag folyamatot

inicialo komplex (Funakoshi és mtsai, 1997; Wullschleger és mtsai, 2006; Kamada és mtsai,

cres

crer

Loewith,. 2006, Wang és Levine, 2010). A kiils6 vagy a bels6 kornyezet megvaltozasa azonban a
korabban ismertetett szignalizacids utakon keresztiil képes inaktivalni a TORC1-et, és ez a 1épés -
foszfatazok kozremikodésével - az Atg13 részleges defoszforilacidjahoz, majd az Atgl-hez torténd
kotddéséhez vezet. (Kamada és mtsai, 2000; Chang és Neufeld, 2009, Kamada és mtsai, 2010). Az
Atgl3-Atgl egyiitteshez az ¢lesztd esetében az Atgl7, majd ezt kdvetden az Atgll, az Atg29 és
végiil az Atg31 kapcsolodik (Klionsky, 2005; Kabeya és mtsai, 2005; Kawamata és mtsai, 2008;
Kabeya és mtsai, 2009; Kamada, 2010; Mizushima és mtsai, 2011). Az igy kialakuld komplex a
pre-autofagoszomalis struktira vagy a fagofor Osszedllasi helyén (phagophore assembly site,
mindkettd roviditése: PAS) helyén halmozodik fel, és legalabb két eltéré funkcidja van:
detektalhatd kindz aktivitds nélkiil Osszetoborozni a fagofor kialakitdsahoz sziikséges Atg
fehérjéket, valamint feltételezett kindz aktivitds kozremiikodeésével eldsegiteni az autofagoszoma
1étrejottét (Scott és mtsai, 2000; Kabeya és mtsai, 2005, Cheong és mtsai, 2008; Mizushima és
mtsai, 2011) (5. abra).
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5. dbra. A pre-autofagoszomalis struktira inicidlasaért felelés komplex tagjai és

aktivalodasa élesztoben.

Emldsok esetében ez a komplex az ¢lesztdbdl ismert fehérjék koziil csak az Atgl
homologjainak, az ULKI1 és 2 (Unc-51 like kinase 1 és 2) egyikét, valamint az Atgl3-at
tartalmazza, viszont két j komponenssel: az Atgl7 emlés homologjaval, a FIP200-zal (focal
adhesion kinase family interacting protein of 200kDa) és az Atg 101-gyel boviil ki (Hara és mtsai,
2008; Hosokawa és mtsai, 2009; Jung és mtsai, 2009; Mercer és mtsai, 2009). Az emldsdk
sejtjieiben az ULK1/2 komplex tagjai folyamatosan 6ssze vannak kapcsolddva, és alaphelyzetben
kozvetlen interakcioban vannak az ULK1/2 fehérjét foszforilalo mTORCI-gyel. Ehezés vagy
stressz hatdsdra ennek az interakcionak a megsziinése vezet az ULK1/2 defoszforilalédasahoz,
aminek kovetkeztében ez a fehérje visszanyeri kindz aktivitasat, és foszforiladlja a komplex tobbi

tagjat (Jung és mtsai, 2009; Ganley és mtsai, 2009). (6. abra)
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6. abra. Eml0s sejtekben a fagofor kialakulasaért felelds koplex inaktiv forméaban
allandoan jelen van, és az mTORCI1 gatlasa kovetkeztében valik csak aktivva. A

z061d nyilak a foszforilaciot végzd kinazok feldl mutatnak a célmolekula felé.

Ellentétben az ¢lesztonél tapasztaltakkal, a magasabbrendii eukaridtdk sejtjeinek
citoplazmajaban szamos PAS johet létre egyiddben, ¢és ezek mindegyikébdl keletkezhet

autofagoszoma (Hara és mtsai, 2008).

1.2.4. Az autofagoszoma kialakulasa

A TORCI inaktivalodasat kovetden az Atgl3-Atgl fehérjékbdl kialakuld maghoz és az
ahhoz kapcsolodo tovabbi molekulakbol kialakuld komplex 1étrejottéhez sziikséges mas atg-gének
(atgl, atg3, atgd, atg5, atg7, atg8, atgl2, atgl3 és atgld) expresszidjanak fokozodasa (Hardwick és
mtsai, 1999; Abeliovich és mtsai, 2000; Chan és mtsai, 2001; Natarajan és mtsai, 2001). Ennek
kovetkeztében alakulhatnak ki és/vagy aktivalodhatnak azok a komplexek, amelyek részt vesznek
az autofagia soron kovetkezd 1épéseinek — az izolald membran vagy fagofor létrejottét (nucleation)

kovetd novekedési- (expansion) és végiil zarodasi fazisnak (completion) — megvaldsitasaban.
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1.2.4.1 A fagofor képzddése (nucleation)

A lassan tobb, mint fél évszazados kutatas ellenére a lebontand6 citoplazmateriiletet
elkiilonitd kettds izolaldé membran/fagofor eredete még mindig nem tisztazott (Juhdsz és Neufeld,
2006). Az a tény, hogy az élesztd esetében eddig nem sikeriilt megfigyelni a kettds izolald
membran keletkezését a sejtben mar meglévd, membrannal hatarolt organellumokbdl, a fagofor de
novo keletkezésére enged kovetkeztetni (Klionsky, 2005). Az Atg-fehérjékbdl formalodo PAS
kornyezetében a Vpsl5 (vacuolar protein sorting 15), Vps34/PI3K, Vps30/Atg6 és Atgl4d
fehérjékbol allo komplex jelenik meg, amelyrél egyelére csak annyit lehet tudni, hogy
nélkiilézhetetlen szerepe van a membranokban 1évo foszfatidilinozitol molekulak foszforilalasaban
¢és igy az izolald membran kialakitasaban is (Kametaka és mtsai, 1998; Kihara és mtsai, 2001,
Klionsky, 2005, Heenan és mtsai, 2009, Zhong és mtsai, 2009).

A fagofor inicialasaban a magasabbrendl eukariotaknal is a Vps15/p150 és a Vps34/PI3K
kindzokbol, az utobbival komplexet képzd Beclinl/Atgb fehérjébdl és a hozzajuk kapcsolodo
mALtg14/Atgl14L proteinbdl allo egyiittes vesz részt (Liang és mtsai, 2001; Furuya és mtsai, 2005,
Zeng és mtsai, 20006, Itakura, 2008). Feltételezések szerint valdszinilileg ez a komplex egésziil ki
az UVRAG (ultraviolet irradiation resistance-associated gene) fehérjével, amely mar a fagofor
novekedéséhez sziikséges (Liang és mtsai, 2007 és 2008)) (7. abra a, b).

Az eml06s sejtvonalakon végzett legijabb vizsgalatok viszont szoros kapcsolatot mutattak ki
az endoplazmatikus halozat és a képz6dé fagofér membranja kozott (Axe és mtsai, 2008; Yli-

Anttila és mtsai, 2009; Hayashi-Nishino és mtsai, 2009 és 2010).
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7. abra. Az eml6s sejtekben a fagofor kialakitdsdban részt vevo fehérjék (ULK1/2, DFCP1, WIPI1/2,
Atg 5, Atg 12 és Atg 16L) és a Vps34 komplex tagjai (Vps34, Vpsl15/pl50, Atg6/Beclinl mAtgl4L) a
membranhoz térténd kapcsolodasuk sorrendjében (Weidberg és mtsai, 2011 nyoman, atrajzolva)

1.2.4.2. A fagofor novekedése (expansion)

Az iniciaciot kovetéen még legalabb kétféle, egyeldre még tisztazatlan funkcioja fehérje
kapcsolodik a fagofér membranjaban 1évé PI3P-molekulakhoz: a DFCP1(double FYVE domain—
containing protein) és az mATGS ortolog WIPI1 és WIPI2 (WD repeat proteins interacting with
phosphoinositides) fehérje (Axe és mtsai, 2008; Polson és mtsai, 2010). A legtobb, az autofagiaban
betoltott funkcidjat illetden is azonositott Atg fehérje (Atg3, Atgd, Atg 5, Atg7, Atg 8, AtglO,
Atgl2 és Atgl6) a fagofor novekedésében jatszik nélkiilozhetetlen szerepet. Két, egymassal is
kapcsolatban 4llo, a ubiquitin-rendszerhez hasonl6 konjugéacios mechanizmust alkotnak: az Atgl2-,
illetve az Atg8 konjugacios rendszert (Ohsumi és Mizushima, 2004; Geng és Klionsky, 2008,
Mizushima és mtsai, 2011)(7. abra ¢, d).

1.2.4.2.1. Az Atg12 konjugacids rendszer

Az Atgl2 konjugécios rendszerben elsd 1épésként az ATP jelenlétében aktivalodo Atg7 egy
tioészter kotést létesit az Atgl2-vel. Ebben a lépésben az Atg7 amellett, hogy az ubiquitin
konjugaciés rendszerben jelenlévd E1 (aktivalo) enzimhez hasonld szerepet tolt be, a
kulcsfontossagu teriileteken részleges homologiat is mutat ezzel az enzimmel (Mizushima és mtsai,

1998, Tanida és mtsai, 1999; Komatsu és mtsai, 2001; Ohsumi és Mizushima, 2004). Az Atgl2
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ezutan az atgl0 gén termékével képez komplexet, amelyben az Atgl0 fehérje mint konjugalé (E2)
enzim szerepel (Shintani és mtasai, 1999). A folyamat utolsé 1épésében az Atgl2 és az Atg5 kozott
kovalens izopeptid kotés jon létre, és ettdl kezdve a két fehérjébdl 1étrejovo képlet egy egységes
molekulaként viselkedik (Mizushima és mtsai, 1998, Ohsumi és Mizushima, 2004). Az Atgl2
konjugaciés rendszer miikddése igen hatékony, a sejtekben gyakorlatilag nem lehet szabad Atgl2
¢és Atg5 fehérjét talalni (Ohsumi és Mizushima, 2004). A keletkezé Atgl2-Atg5 komplexek az
Atgl6 molekulakkal egyiitt egy multimer komplexet képeznek (Mizushima és mtsai, 1999) (8.
abra). Ez a komplex a néveked6 fagoforhoz kapcsolodik, annak kiteljesedését segiti egészen az
autofagoszomava torténé zarodasaig (Mizushima és mtsai, 2001; 2003). Ugyanakkor meg kell
emliteni, hogy az Atgl2-Atg5 molekula nmagaban is funkcioképes, és E3 (ubiquitin ligase)-szerti
aktivitasa révén részt vesz az Atg8 konjugacids folyamat utolsod 1épésében, vagyis az Atg8 és a
foszfatidiletanolamin kozotti kotés kialakitasaban (Hanada és mtsai, 2007, Fujita és mtsai, 2008)
(9. abra).

Atg12)Gly

ATP

AMP+PPI
(Agi2aly - CVS-L—Z» (Rgidaly ~ oys(igid) %, Rigid)cly—Lys(Aigs)

a&d  Ee-GE) g2
Atg16' Atg16
Atg16 Atg16

Algi2-Eig) &g

Atg16

8. abra. Az Atgl2 konjugacios rendszer és az Atgl2-Atg5-Atgl6 multimer komplex kialakulasa (He és
Klionsky, 2009 alapjan, mddositva)
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1.2.4.2.2. Az Atg8 konjugacios rendszer

Ez a rendszer felelés az ubiquitin-szerii fehérjék kozé tartozd Atg8 aktivalasaért és annak
foszfatidiletanolaminhoz (PE) torténd kapcsolasaért. Mivel az Atg8 molekula C-terminalisan egy
arginin talalhato, ami blokkolja a mogotte 1évo glicint, ezért elsé 1épésként az Atgd — egy cisztein
proteaz — ezt az arginint eltavolitja. Az igy terminalis helyzetbe keriild glicinnel mar képes az Atg7
(E1 aktivalo enzim) tioészter kotést kialakitani (Matsuura és mtsai, 1997; Ichimura és mtsai,
2000). Az aktivalt Atg8 ezutan atkeriil az Atg3 konjugalé enzimre (E2), amely kialakitja az Atg8
¢s a foszfatidiletanolamin (PE) k6zotti amidkotést (Ichimura és mtsai, 2000). Ennek kovetkeztében
az eddig szolubilis Atg8 membranko6tott fehérjévé valik (Kirisako és mtsai, 1999, Huang és mtsai,
2000), és a tovabbiakban mint strukturalis alkotoelem, a fagofor membranjanak mindkét oldalahoz
kotédve részt vesz annak novekedésében (Kirisako és mtsai, 1999) (5. abra). Az Atg8-PE
kialakulasa reverzibilis folyamat, ugyanis a konjugacios kaszkad els6 tagja — az Atg4 fehérje —
képes a PE-t eltavolitani az Atg8 fehérjérdl (Kirisako és mtsai, 2000). Az Atg8, illetve az Atg8-PE
hianyaban csupan rendellenesen kis méretli autofagoszomak kialakuldsat lehet megfigyelni
(Abeliovich és mtsai, 2000) (9. abra).

Emldsokben a kezdetben csésze alaku, kettds membrannal hatarolt fagofor ndvekedésében
és zarodasdban a foszfatidiletanolaminhoz kotddni képes Atg8 fehérje ortolégja az LC3
(microtubule-associated protein 1 light chain 3), illetve ennek aktivalasaban részt vevé enzimek
(Atg4, Atg7 és Atg3) jutnak nélkiilozhetetlen szerephez (Kirisako és mtsai, 1999; Kabeya és mtsai,
2000; Tanida és mtsai, 2003; Tanida és mtsai, 2004, Nakatogawa és mtsai, 2007, Xie és mtsai,
2008b). A tovabbi Atg-fehérjék (Atg3, Atgd, AtgS, Atg7, Atg8, Atgl0 és Atgl2) mind az emlds
sejtvonalakban, mind a Drosophilaban kiilonb6z6 komplexek- illetve konjugacios rendszerek
tagjaiként részt vesznek a fagofor expanzidjaban €s zardodasaban (Liang és mtsai, 1999; Thumm és
Kadowaki, 2001; Mizushima és mtsai, 2002, Juhasz és mtsai, 2003; Scott és mtsai, 2004, Yang és
Klionsky, 2009; Hosokawa és mtsai, 2009, Jung és mtsai, 2009; Chang és Neufeld, 2010), bar

ezeknek az adott folyamatban betoltott pontos szerepe sok esetben még egyaltalan nem tisztazott.
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9. abra. Az Atg8 konjugacios rendszer miikddése €s a membrankotott Atg8 kialakulasa (He és Klionsky,

2009 nyoman, modositva)

1.2.4.3. A bekebelezés szelektivitasa

Bar az autofagiara hosszt ideig mint nem-szelektiv lebontd folyamatra tekintettek, ma mar
tudjuk, hogy sejtorganellumok szintjén van valogatis — ez felel meg a bevezetOben emlitett
pexofagianak, retikulofagianak, mitofagianak és ribofagianak. Az utobbi években azonban arra is
fény deriilt, hogy léteznek olyan molekularis felismerd- és szallito rendszerek, amelyek szelektiven
juttatnak ubiquitinalt fehérjéket a fagofor teriiletére, mintegy konkuralva a proteaszéma
rendszerrel. A p62/SQSTM1 (sequestosome 1) fehérje nemcsak az ubiqiutinnel megjeldlt
fehérjékkel, hanem a fagofor membranjahoz kotédni képes Atg8s-sel (az Atg8 egyik valtozataval)
is képes kapcsolatot 1étesiteni, és ilyen mdédon az ubiquitinalt fehérjéket a fagoforhoz eljuttatni
(Bjorkoy és mtsai, 2005, Moscat és mtsai, 2007). Az ujabb eredmények tiilkrében azonban ugy
tlinik, hogy a p62/SQSTM1 nem kizarélagosan csak a citoplazmaban szabadon 1€v6, ubiquitinnel

megjelolt fehérjéket képes a fagoforhoz irdnyitani, hanem a belsé membranokban levoket is, az
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Oket hordozo sejtorganellummal, vagy baktériummal egylitt (Kim és mtsai, 2008; Ding és mtsai,
2010; Zheng és mtsai, 2009).

Két tovabbi fehérje is részt vallal az ubiquitin-jellel ellatott proteinek fagofor
membranjadhoz vald rogzitésében: az Alfy (autophagy-linked FYVE protein) és a DFCP1 (double
FYVE-containing protein 1). Ezek a p62/SQSTM1-tdl eltéréen nem az Atg8 fehérjén keresztiil,
hanem kozvetleniil képesek kapcsolddni a PI3P-hoz (Clausen és mtsai, 2010, Filimonenko és

mtsai, 2010)

1.2.4.4. A fagofor autofagoszoémava torténoé zarédasa (completion)

A fagofor zarodasa — éppugy, mint a kialakulasahoz sziikséges membran eredete — nehezen
vizsgalhato, és ezért eddig ez viszonylag kevés adekvat kisérletes eredménnyel dokumentalt 1épése
az autofagia folyamatanak. Az el6zOkben vézolt két konjugacids folyamat eredményeképpen
létrejove  Atgl2-Atg5-Atgleé multimer komplex valamint az Atg8-PE jelenléte, illetve
kapcsolodasuk a fagofér membranjahoz nélkiilozhetetlen annak névekedéséhez, levalasuk viszont
ennek az elongacids folyamatnak a végét jelenti (Kabeya és mtsai, 2000, Mizushima és mtsai,
2001; Mizushima és mtsai, 2003; Suzuki és Ohsumi, 2007). Mivel az Atg8 a hozza kovalensen
kotott foszfatidiletanolaminon keresztiil kotddik a fagofér membranjahoz, ezért az elébbi
levalasahoz az Atg4 cisztein-proteaz aktivitasa sziikséges (Kirisako és mtsai, 2000; Xie és mtsai,
2008). A fagofor zarodasaban és a tobbi fehérje membranrol torténd levalasztasaban az Atg8 egyik
ortologjanak, a GATE16-nak (Golgi-associatedATPase enhancer of 16 kDa) van fontos szerepe
(Weidberg és mtsai, 2010) (10. abra a és b).
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10. abra. A fagofor névekedéséhez (a) tovabbi fehérjék, igy az Atg8-PE/LC3-PE, valamint a GATE16
membranhoz vald kotddése sziikséges. A fagofor zarddasakor (b) a korabban membran-kotott fehérjék
levalnak, az Atg8-PE/LC3-PE és a GATE16 kivételével (Weidberg és mtsai, 2011 nyoman, atrajzolva)

1.2.4.5. Az autolizoszéma kialakulasa (maturation)

A fagofor zarddasaval kialakuld autofagoszOma még csupan az eltavolitando
sejtorganellumokat és a citoplazmabol szarmazé molekuldkat tartalmazza, a lebontasukhoz
sziikséges enzimeket még nem. A fagofor, bar kialakuldsanak pillanatatol kezdve folyamatosan
novekszik és formalodik, nem képes a helyét a citoplazman beliil megvaltoztatni. Csak az
autofagoszomava torténd zarddasat kovetdéen lesz képes motor fehérjéken keresztil a
mikrotubuléris halozathoz kapcsoldédva a sejten beliil transzportalodni (Kéchl és mtsai, 2006,
Kimura ¢és mtsai, 2008; Geeraert és mtsai, 2010). Az autofagoszomak a magasabb rendii
eukariotakban rendszerint eldszor a korai €s/vagy késoi endoszémakkal fuzionalnak (Liou és mtsai,
1997, Berg és mtsai, 1998), ez a 1épés teremti meg az auto- és a heterofag Utvonalak kozotti
kapcsolatot. Ezt kdvetden keriil sor a lizoszomakkal (élesztd esetében a vakudlummal) torténd
egyesiilésre, vagyis az autolizoszoma (a régebbi morfoldgiai nomenklatura szerint az autofag
vakuolum) kialakulasara. Faziokor a kettds hatarolomembrannal rendelkezd autofagoszémanak
csak a kiils6 membranja vesz részt az 0sszeolvaddsban, a bels§ membranjat majd a lizoszomalis
enzimek fogjak lebontani. (Dunn, 1990; Gordon és mtsai, 1992). Az autofagoszoma és a lizoszéma

kozotti egybeolvadds a homotipikus membranok esetén megfigyelt fiziohoz hasonld moddon
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torténik. Elesztében ebben a mechanizmusban szerepet kap az Ypt7 (a Rab7 fehérjecsaladba
tartoz6 GTPaz), az Sec18 (NSF homolog) és a SNARE csaladba tartoz6 Vam3, Vam7 Vtil és Ykt6
fehérje (Klionsky, 2005). Emlés sejtekben a LAMP2 (lysosomal assiciated membrane protein2) és
a Rab7 GTPaz jelenléte nélkiilozhetetlen a fGzidhoz (Tanaka és mtsai, 2000; Jager és mtsai, 2004).

1.2.4.6. Az autolizoszoma beltartalmanak lebontasa (degradation)

A fuzid révén létrejovo autolizoszoma rendelkezik a lebontashoz sziikséges Osszes
komponenssel: az alacsony pH-t biztositd protonpumpakkal, a degradaciot végzo lizoszomalis
hidrolazokkal és ezek szubsztratjaival (Deter és mtsai, 1967, Marzella és mtsai, 1981; Glaumann
és mtsai, 1981; Dunn, 1990; Bloomart és mtsai, 1997, Wang és Klionsky, 2003). A beltartalom
enzimatikus lebontdsa akkor indul meg, amikor az ezt hatarolé bels6 membrant az enzimeknek
sikeriil lebontaniuk. A felszabadul6 monomerek az autolizoszomabol transzport Utjan keriilnek

vissza a citoplazmaba.
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1.3. Az autofagia mechanizmusa a Holometabola rovarokban

Az elézéekben vazolt eredmények elsdsorban a soréleszté (Saccharomyces cerevisiae)
torzsein és emlds sejtvonalakon végzett kutatasokbdl szarmaznak, de az autofdg mechanizmus
erésen konzervalt jellege miatt az eddig vizsgalt eukariotak esetében a rendszer szamos ortologjat

sikeriilt mar azonositani, illetve pontos funkciojukat meghatarozni (Meléndez és Neufeld, 2008).

1.3.1. A Holometabola rovarok, mint az autofagia modellszervezetei

A teljes atalakulassal fejlodé (holometabola) rovarok idedlis alanyai az autofagia
kutatasanak (Sass, 2008). Egyfel6l, mivel a posztembrionalis fejlodésiik soran gyakorlatilag
folyamatosan taplalkoznak és novekszenek, ezért az aminosavak megvonasara igen gyors ¢és
erdteljes autofag-valaszt produkalnak. Masfel6l viszont, a metamorfozist kdzvetleniil megel6z6
idészakban - hormonalis hatasra - a lebontand6 larvalis szerveikben fizioldgiasan is autofagia
indukalodik, amely végiil, a baballapot soran ezen szervek elpusztuldsdhoz és lebomlasahoz vezet
(Sass és Kovacs, 1975; Larsen, 1976; Sass és Kovdcs, 1977; Butterworth és mtsai, 1988; Sass és
mtsai, 1989; Lee és Baehrecke, 2001; Thummel, 2001; Lee és mtsai, 2002; Rusten és mtsai, 2004;
Scott és mtsai, 2004; Yin és Thummel, 2005; Hennig és mtsai, 2006; Neufeld, 2008; McPhee és
Baehrecke, 2009; Chang és Neufeld, 2010). A fiziologias autofagia beindulasat kdvetben a
larvalis zsirtestben — amely a gerincesek mdjahoz hasonléan a fejl6ddé allat metabolizmusanak
kozponti szerve — nagyszamu endocitotikus (heterofadg) vakuolum is keletkezik. Ezek segitségével
veszik fel a zsirtest sejtjei a hemolimfatikus fehérjéket, amelyeket atmenetileg protein
granulumokban raktaroznak. (Locke és Collins, 1966; 1968; Larsen, 1976; Lepesant és mtsai,
1982; Levenbook és Bauer, 1984; Schenkel és Scheller, 1986; Burmeister és Scheller, 1992).
Mindezek alapjan tehat a teljes atalakulassal fejlodé rovarok, mint modellszervezetek, egyarant
alkalmasak az indukalt és a fejlodési autofagia, és a vele szamos ponton szoros kapcsolodast
mutat6 endocitozis (heterofagia) tanulmanyozasara.

Koziilik is kiemelkedik a Drosophila melanogaster, rovid életciklusaval, konny(
tenyészthetdségével, a kozel egy évszazada tartd genetikai vizsgdlatanak eredményeivel, hatalmas,
¢s allandoan boviilé mutansparkjaival, valamint azzal a hihetetleniil széles spektruma molekularis-

genetikai eszkoztarral, amely sikerrel alkalmazhato ezen a modellszervezeten.
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Az elézéekben vazolt, az autofag folyamatokat iranyitd gének ortologjait — kevés kivétellel

— mar megtalaltdk a Drosophilaban is (1. tablazat).

Az autofag gének ortologjai Drosophilaban Igazolt szerep a Drosophila autofagiaban
InR (inzulin-szer( receptor) igen
PI3K (I. osztalyba tartozé Foszfoinozitol 3 kinaz) igen
Rheb (Ras kis GTP-4zok csaladjaba tartoz6 fehérje) igen
TSC1/TSC2 (GTPazokat aktivald fehérje komplex) igen
TOR (PIK csaladba tartoz6 szerin-treonin kinaz) igen
Atgl (szerin-treonin protein kindz) igen
Atg2 (Az Atg2-Atg9 komplex tagja) igen
Atg3 (Ubq E2-szerti konjugélo enzim) igen
Atg4 (cisztein protedz) igen
Atg5 (Atg5-Atgl2-Atgl6 komplex tagja) igen
Atg6 (Vps34 komplex tagja) igen
Atg7 (Ubq El-szeri aktivalo enzim) igen
Atg8a/Atg8b (Foszfatidiletanolamint koto fehérje) igen
Atg9 (Az Atg2-Atg9 komplex tagja) ?
Atg10 (Ubq E2-szer(i konjugél6 enzim) ?
Atgl12 (Atg5-Atgl2-Atgl6 komplex tagja) igen
Atg13 (Az Atgl komplex tagja) igen
Atgl4 (Vps34 komplex tagja) ?
Atgl6 (Atg5-Atgl2-Atgl6 komplex tagja) ?
Atgl18 (PI3K kotése) igen
Vps34 (Vps34 komplex tagja) igen
Vpsl5 (Vps34 komplex tagja) igen
UVRAG (Vps34 komplex tagja) ?
FIP200 (Az Atgl komplex tagja) ?
Atg101 (Az Atgl komplex tagja) ?

1. tablazat. Az autofag gének eddig azonositott ortologjai Drosophila melanogasterben.

1.3.2. A Drosophila melanogaster egyedfejlodése

Modellallatunk, a Drosophila melanogaster egyedfejlodése tobb szakaszra oszthatd (9.
abra): Az embriondlis fejlédés a megtermékenyitéstdl a peteburokbol vald kibujasig tart,
iddtartama szobahdmérsékleten hozzavetdlegesen 24 ora. A kisérletes munka soran az allatok korat
a peterakastol, mint kezd6ponttol szamitott 6rakban mérjiikk (AEL, after egg laying). A kikelést a
posztembrionalis fejlodés koveti, amely a babbor (puparium) kialakuldsaig tart és héarom,
egymastol vedlésekkel elvalasztott fejlodési szakaszbol all: az elso ldarvastadiumbol (L1,
id6tartama mintegy 24 o6ra), amelyet a mdsodik larvastadium (L2, ennek iddtartama szintén 24

6ra), majd végiil a bebabozddast megel6zd, leghosszabb, kb. 62 -72 ora idétartamt harmadik
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larvastadium (L3) kovet. A harmadik stadium két tovabbi szakaszra oszthato: elsé felében, az
ugynevezett tdapldlkozo periédusban (72-108h AEL), az éllat tovabbra is folyamatosan taplalkozik.
Ennek megfelelden posztembrionalis fejoddés soran, csaknem annak végéig, a larvalis szovetek és -
szervek folyamatosan és intenziven proliferalnak. Mivel benniik azonban a DNS duplikaciét nem
koveti citokinézis, ezért sejtjeikben a kromoszoémaszam minden ciklusban megduplazodik, és a
periodus végére a ploidiaszint akar a 2048n-et is elérheti (Rudkin, 1972). A taplalkoz6 szakaszt a
vandorlo periodus koveti (108-144h AEL), melynek soran a larva elhagyja a taplalékat tartalmazo
nedves helyet, és babozodasra alkalmas szaraz teriiletet keres. Ebben az idészakban kezd6dik meg
a larvalis szovetek tomeges autofagiaval vald lebontdsa. A harmadik larvastadium végén az allat
prepupava alakul at, kiiltakardja néhany ora leforgasa alatt atalakul és szklerotizalodik, igy hozva
1étre a babbort (puparium). A metamorfozis 110-120 oran at zajlik (AEL 144-254/568), ezalatt a
poliploid larvalis szdvetek lebomlanak, tapanyagot és monomereket biztositva a diploid
hisztoblasztok szamara, melyekbdl ezalatt a kifejlett imago szervei fejlddnek ki (3. abra). Az imdgo
vagy adult stadium a babbor levedlésével kezdddik, majd az allatok egy ora alatt kifeszitik a
szarnyukat, ezt kovetden pedig kutikuldjuk megkeményedik, szklerotizalodik. 3-4 ora mulva
ivaréretté valnak, majd parosodnak. Ezt kovetden a ndstények az elsé petéiket 2 nap mulva rakjak
le, és fiziologias koriilmények kdzott 2-3 héten keresztiil intenziven petéznek. Teljes élethosszuk —

laboratoriumi koériilmények kozott — 65-80 nap (Ashburner, 2006).
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1.3.3. Autofagia a Drosophila larvalis zsirtestben

A Drosophila szervezetében — éppugy, mint a rovarok tobbségénél — a zsirtest tolti be a
metabolikus kdzpont szerepét. Ebbdl a szempontbodl - barmelyik fejlédési stadiumot is vizsgaljuk —
jelentdsége és feladatai a gerincesek mdajahoz teszi hasonlatossd: a szervezet sziikségleteinek
megfelelden tapanyagokat raktaroz vagy monomereket bocsat ki a keringési rendszerbe;
hemolimfa-, raktarozo-, immun- és szikfehérjéket szintetizal, megfeleld szinten tartja a hemolimfa
glukoz/trehaloz szintjét, valamint képes hormonokat aktivalni €s inaktivalni (Wigglesworth, 1949;
Butterworth és mtsai, 1965; Price, 1973; Lepesant és mtsai,1982; Poeting és mtsai, 1982; Powell
és mtsai; 1984).

A larvalis szovetek tobbségéhez hasonloan, a larvalis zsirtest proliferald sejtjei — vagyis a
trofocitdk — sorozatos endomitdzist végeznek az embrionalis fejlodés utols6 harmadatol (16h
AEL) kezdve (Smith és Orr-Weaver, 1991) az utolso larvastadium taplalkozo szakaszanak végéig
(108h AEL). Ennek eredményeképpen a metamorfozist megel6z6 idészakra a hatalmas méretli
zsirtest-sejtek 256n kromoszoma készlettel rendelkeznek (Richards, 1980, Butterworth és Rasch,
1986).

A fizioldgias koriilmények kozott tartott, vad tipusti muslica larvalis zsirtestének sejtjeiben
az utolso larvastadium harmadik napjan figyelhetd meg el6szor a tomeges autofagia megjelenése.
Ez hozzéavetdlegesen az allatok egyedfejlodésének peterakastdl szamitott 108. oraja koriil (108h
AEL) kovetkezik be (10. abra) (Butterworth és mtsai, 1988). Ehezés kovetkezményeként viszont
ennél korabban - akar a 75-90h AEL koru allatban is - autofagia indukalodik zsirtestben, hogy a
tobbi szovet tapanyag-ellatottsaga megfelelé maradjon (Zinke és mtsai, 2002; Rusten és mtsai,
2004; Scott és mtsai, 2004).

A metamorfozis elsé idOszakaban a larvalis zsirtest erds autofagiat mutatd sejtjei
izolalodnak (Butterworth és mtsai, 1988), majd a sejtmagjukban 1évé DNS az apoptozisra jellemz6
moédon fragmentalodik (sajat, még nem kozolt megfigyelés). Ezt kovetden a trofocitdk
elpusztulnak, és anyaguk szabadon felhasznalhatova valik az imaginalis sejtek és szovetek

feleptiléséhez.
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10. abra: A 108 6ranal (AEL) fiatalabb, teljes értékii taptalajon tartott, vad tipust larvak zsirtest-sejtjeiben

nem mutathatok ki az ennél idésebb allatok trofocitaiban fiziologiasan megjelend autofag struktirak.

Az autofagia fiziologids aktivalasanak hatterét a juvenilis hormon (JH) jelenléte altal
szabalyozott génaktivitds-mintazat adja. Amikor a JH szintje lecsokken, ¢és ezzel parhuzamosan
megemelkedik a 20-HE koncentracidja a hemolimfaban, akkor a larvalis szovetek genetikai
programja megvaltozik, és a proliferacié helyett az autofagia iranyaba valnak elkotelezetté
(Postlethwait és Jones, 1978; Butterwort és mtsai, 1988). Mivel a megfelel6 idépontban
alkalmazott 20-HE kezeléssel a larvalis szovetekben kivalthatd az autofagia, ezért a folyamat
kozvetlen induktoranak a vedlési hormon szintemelkedését tekintik (Lee és Baehrecke, 2001,
Thummel, 2001; Rusten és mtsai, 2004). Viszont az ekdizon-kezeléssel kivaltott autofagia soran a
megvaltozod transzkripcidos mintazatok elemzésével (un. reverz genetikai modszerekkel), talalt
gének nagy része még attételesen sem kapcsolodik az autofagidhoz, mivel a 20-hidroxiekdizon
nem kizarolag ezek, hanem szdmos mads, egyéb funkcioval rendelkezd gének, ill. géncsoportok
atirasat is aktivalja (Lee és mtsai, 2002; 2003; Gorski és mtsai, 2003; Martin és mtsai, 2007). igy
sokkal célravezetobbnek tlinnek azok a tesztek, amelyeknek célja a mutans fenotipusokbol
kiindulva (an. forward genetikai modszerrel) megtalalni az autofagia szabalyozasaban részt vevo
géneket. Munkank soran transzpozonokkal mutagenizalt, auto- ¢és heterofagiara nézve
funkciovesztéses Drosophila vonalak vizsgalataval azonositottunk és jellemeztiink 1j, korabban

ebben a szerepkorben ismeretlen géneket (Lippai és mtsai, 2008, Csikos és mtsai, 2009).
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2. Célkituzések

2.1. A cAMP szerepe az autofagia szabalyozasaban

crer

kifinomult kolcsonhatasi halozatot alkotva. Ezek hatasat nagymértékben befolyasolja a
sejt cAMP tartalménak alakulasa, amely befolyassal van az autofag folyamat
indukciodjara. Kisérleteinkben a vedlési hormon ¢és a cAMP szint alakulasanak

Osszefliggéseit vizsgaljuk meg a fejlédési autofagia idészakaban.

2.2. A heterofag uton kialakuld protein granulumok enzimtartalmanak eredete.

Az autofigiaval parhuzamosan a holometabola rovarlarvdk trofocitai jelentds heterofag
(endocitotikus) aktivitast is mutatnak. Az ennek soran formalddd protein granulumok
enzimtartalmanak eléallitdsdra a mar degradalodo zsirtest-sejtek nem képesek. A para-
nitrofenil-foszfataz aktivitast mutatdo fehérjét felismeré antiszérum segitségével
megvizsgaljuk, hogy Iétezik-e az enzimet inaktiv formaban raktarozni képes

szOvetféleség a larvak szervezetében.

2.3. Az autofagiaban részt vevo gének homologjainak vizsgalata Drosophila larvaban

Az autofagia gének ecetmuslicaban fellelhetd homologjainak azonositasat kovetden célul
tiztik ki, hogy egy kivalasztott gén (Autl/Apg3, az Aut7/Apg8 ubiquitinszerii
konjugacios rendszer E2 tipusu enzime) Drosophila homoldgjanak vizsgalataval
igazoljuk annak autofagiaban jatszott szerepét, valamint hogy - funkciovesztéses allatok
1étrehozasaval - informéciot nyerjiink az autofigia sziikségességérdl az egyedfejlodés

soran.

2.4. Uj, az autofagiaban részt vevé gének felkutatisa P-elem inzerciot hordozé Drosophila

mutansparkok segitségével

Az autofag mechanizmusban defektust mutatd torzsek kivalasztisa fénymikroszkopos
tesztelés utjan, amit a jelolt vonalak elektronmikroszkopos vizsgalataval is megerdsitiink.
20-hidroxiekdizon kezeléssel kiszelektaljuk azokat a vonalakat, amelyekben nem az

autofagiaban részt vevd géneket, hanem a folyamatot fiziologidsan kivaltd vedlési
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hormon bioszintézisét érinti a mutacié. A P-elem beépiilési helyének meghatarozasat
kovetéen a Flybase adatbazis segitségével azonositani tudjuk az érintett, autofag
fenotipust okoz6 gént. Végezetiil a P-elem remobilizalasaval igazoljuk, hogy ténylegesen
az adott génbe beépiilt transzpozon, nem pedig egy hattérmutacidé okozta a megfigyelt

fenotipust.

2.5. Az snfday (AMPK) szerepe az autofag folyamatok szabalyozasaban

Az 1(3)S005042-es vonal megfelelt az el6z6 pontban leirt feltételeknek, és az altala
hordozott P-elem az snf4ay génben foglal helyet, amely az AMPK egyik alegységének
Drosophila homologja. A gén érintettségét az autofadg fenotipus kialakitdsaban egy
SNF4ay-RNAi konstrukt eldallitdsaval, illetve az ennek segitségével 1étrehozott transzgén
larvak vizsgalataval igazoljuk. A gén egyik exonjat klonozva, arrol fehérjét termeltetiink,
amely segitségével antiszérumot allitunk eld. A specifikus antiszérummal Western bloton
megvizsgaljuk, hogy hogyan alakul az SNF4ay mennyisége a larvalis zsirtrestben a
posztembriondlis ~ fejlédés  idején, tovabba  immunhisztokémiai = moddszerrel

nyomonkovetjiik a fehérje lokalizaciojat az utolsé larvastddium idején.

2.6. Az Igf gén jelentosége az auto- és heterofag folyamatokban

A P-clem inszercidval 1étrehozott mutanspark 1(3)S011027-es vonala szintén megfelelt az
elézetes kritériumoknak, és benne a mutacio az liquid facets (Igf) gént érintette. Mivel
ezeknek a larvaknak a zsirtest-sejtjei sem auto- sem pedig heterofag eredetii
granulumokat nem tartalmaztak, ezért megvizsgaljuk, hogy az adott gén milyen szerepet
jatszhat ezekben a folyamatokban. Lgf-RNAi konstrukciot hordozd transzgén allatok
eléallitasaval igazoljuk, hogy ténylegesen ennek a génnek a hibaja okozza a fenotipust.
Megvizsgaljuk, hogy az Lqf-GFP fuzios fehérje milyen eloszlast mutat a larvalis zsirtest-
sejtekben. Specifikus Lgf-antiszérum elGallitasa utan immunhisztokémiai modszerrel
megnézziik, hogy az Lqf fehérje milyen lokalizaciot mutat az utolsé larvastadium idején.
Rapamicin kezeléssel megvizsgaljuk, hogy az Lqf az autofag folyamatban a TOR-hoz

képest azt megel6zden, vagy pedig az utdn jatszik fontos szerepet.
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3. Anyagok és modszerek

Az allatok tartdsa:

A Mamestra brassicae larvakat mesterséges taptalajon, 25-27°C-os termosztatban, napi 16
oras megvilagitds mellett tartottuk. Az 4allatokat a vedlések alkalmaval szinkronizaltuk.
Kisérleteinkhez a bebabozddast megel6zd, utolso larvastadiumban 1évo egyedeket hasznaltuk.

A Kkifejlett és a larvaallapoti Neobellieria bullata egyedeket 24 °C-on tartottuk, és szamukra
60-70%-os relativ paratartalmat és napi 16 o6ras megvildgitast biztositottunk. A felnéttek tejporral
kevert cukrot, a larvak marhamajat ettek ad libitum.

A Drosophila melanogaster vonalakat mesterséges taptalajon, 20°C-os klimaszobéban, 60-
70%-os relativ paratartalom mellett tartottuk. Napi ritmusuk megorzésérel6 fény- és 8 oras sotét
periodust biztositottunk. A transzgén vonalak fenntartasat w''*’ hattéren végeztiik, és a nem

megfeleld markereket hordoz6 egyedeket az atrazdsok idején tavolitottuk el.

Az allatok kezelese.
A Mamestra brassicae larvak 20-hidroxiekdizonnal (20-HE), dibutiril-cAMP-vel (db-

CAMP) illetve teofillinnel valo kezelése mindig az utolsé larva-larva vedlést koveto 48-50. draban

tortént. 12-12 larva kapott egyféle kezelést 10 pl-es injekcié formajaban, amely vagy 5 pg 20-HE-
t, vagy 10 ug db-cAMP-t vagy 30 ug teofillint tartalmazott testsulygrammonként, Grace
médiumban oldva. A kontrollcsoport larvai 10 pl tiszta Grace médiummal lettek beinjektalva. A 3
oras kezelés utan a kontroll- és a 20-HE kezelést kapott csoport tagjainak zsirtestébol
elektronmikroszképos (ELMI) vizsgalathoz, illetve a cAMP tartalom meghatdrozdsdra mintat
gytjtottink. A db-cAMP illetve teofillin kezelésben részesiilt larvak zsirtestéb6l csak ELMI
vizsgalathoz vettiink ki mintékat.

A Neobellieria bullata larvak hormonkezelésekor 1 pg/testsulygramm 20-HE-t injektaltunk
a testliregbe, 10 pl-es injekcio formajaban. A bebabozodas kivédésére tin. water stress kezelést
alkalmaztunk: a larvakat 2 ml csapvizet tartalmazé 100 ml-es Erlenmayer lombikba tettiik, amit
héaloval zartunk le. Amennyiben ekkor is hormonkezelést alkalmaztunk, abban az esetben 10 pg
20-HE-t tettiink a csapviz minden milliliterébe.

A Drosophila melanogasteren végzett kezelésekhez az allatokat 2 oran at petéztettiik, és az

azonos koru larvékat az utols6 larva-larva vedlés ideje szerint még egyszer szinkronizaltuk.
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20-HE kezelés esetén siitdélesztot higitottunk azonos térfogatu desztillalt vizzel, majd a
szuszpenziot felforraltuk. Lehtilés utan 10 pl 20-HE oldatot (1 ml, 5% etanolt tartalmazé nanopure
vizben oldottunk fel 5 mg hormont) adtunk 1 ml élesztd szuszpenzidhoz. Ebbdl a keverékbdl 100-
100 pl-t tettiink egy 24 lyuku szovettenyészté lemez minden egyes kamrajaba, és ezekbe helyeztiik
bele a larvékat. A kontrollok csak tiszta éleszté szuszpenzidt kaptak. 12 d6ras inkubacié utan a
larvakat felboncoltuk a megfeleld vizsgalatok céljaira.

Rapamicinnel torténd kezeléshez az élesztd szuszpenzid 4 uM rapamicint (Sigma)
tartalmazott. Az antibiotikumbo6l eldszor egy 80 uM rapamicin torzsoldatot készitettiink, 10%
DMSO-t (dimetilszulfoxid) tartalmazé PBS-ben, és ebbdl tettiik a megfeleld mennyiséget az
¢lesztd szuszpenzidba. A 6 oran at tartd kezelés itt is 24 lyukl szdvettenyészto lemezen tortént.

Aminosav megvondas (éheztetés): Az autofagiat még nem mutatd, 95-100 AEL kort larvakat
a taptalajbol kigytijtottiik, és 4 oras idOtartamra 20% szukrozt tartalmazé vizes oldatba helyeztiik
oket tigy, hogy az oldat éppen ellepje az allatokat. A kezelés utan a larvakat felboncoltuk, és az
autofagia jelenlétét vagy hianyat LysoTracker Red festéssel mutattuk ki. A zsirtest-lebenyeket

ebben az estben is Olympus BX-51 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

In vitro kezelések:

Az utolsé larvastadiumban 1évé Mamestra brassicae larvakbol ovatosan kiemeltik a
zsirtest lebenyeket, majd 3 6rdn keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk 6ket milliliterenként 10
ug db-cAMP-t vagy 30 pupg teofillint tartalmazd6 Grace médiumban. Ezt kovetéen a
szovetdarabkakat ELMI vizsgalatra rogzitettiik.

A zsirtest cAMP tartalmanak meghatarozasa:

A szinkron nevelt larvak koziil az utols6 larvastddium minden napjan azonos idopontban 5-
5 larvabol kiboncoltuk a zsirtestet, majd annak egy darabjat elektronmikroszkopos vizsgélat céljara
rogzitettiik. A szovet tobbi részét a kovetkez6 pufferben gyiijtottikk 6ssze: 5 mM TRIS-HCI, 8 mM
teofillin, 6mM B-merkaptoetanol, pH: 7,4. Az 5 allatbol hozzavetdlegesen 70 mg szovetet
gylijtottiink, amit elhomogenizaltunk, majd 15 percen 4t centrifugaltunk, 4°C-on 12000-es
fordulatszammal. A tiszta foliiliszobol 3 x 400 ul-nyi mennyiséget fagyasztottunk le -20°C-ra a
cAMP tartalom meghatarozasdhoz, amit Brown ¢és mtsai (1971) altal kifejlesztett kompetitiv

fehérje kotd modszerrel (competitive protein binding method) végeztiink. A kotéfehérjét a leiras
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szerint borjii mellékvesekéregbdl prepardltuk és 0,2 ml-es egységekben taroltuk -20°C-on,
legfeljebb egy honapig. A tesztcsébe 100 ul puffert, 100 ul kotéfehérje-preparatumot, 50 ul (5
uCi) H3cAMP-t (Amersham) és 100 ul feliiltiszot tettiink, majd 90 percen 4t 0°C-on inkubéltuk. A
reakcio leallitasat 100 ul szénszuszpenzio (5 g Norit A, 1 g BSA (bovine serum albumin, 50 ml
pufferben) hozzaadasaval végeztiik. 15 percen at tartd, 3000-es fordulatszammal végzett
centrifugalas utan a feliiliszobol 200 pl-nyi mennyiséget adtunk a scintillacios keverékhez
(toluene-ethoxy-ethanol és PPOPOPOP 3:1 aranyu keveréke), végiil a mintak radioaktivitasat
Beckman LS-100 folyadék scintillacios szamlalo segitségével hataroztuk meg. A standard gorbe
felvételéhez 100 pl, ismert mennyiségii (0,5 — 16 pM), nem radioaktiv CAMP-t tartalmazo6 oldatot
raktunk a tesztcsObe a minta helyett. Az eredményeket logit-log moddszerrel szamoltuk ki. A

mintak fehérjetartalmat Bio-Rad Protein assay segitségével hataroztuk meg.

A hemolimfa és a zsirtest savas foszfatdz aktivitdsanak meghatarozasa:

Az utols6 larvastadium minden napjan ugyanabban az idOpontban vettiink mintat a
Neobellieria bullata larvakbol. Az allatok testének hatsé végén egy Kis sebet ejtve a kicseppend
hemolimfat egy Eppendorf cs6ben gyiijtottiik, amely 500 ul jéghideg, 0,1 M-os TRIS-HCI puffert
(pH: 7,4), és néhany ditiotreitol kristalyt tartalmazott. Ot percig tartd, dvatos (2000 rpm, 4°C)
centrifugalast kovetden a feliiluszot maradéktalanul 6sszegyiijtottiik, majd lemértiik és -20°C-on
taroltuk. A kipreparalt és atmosott zsirtest lebenyeket 1 ml 0,1 M TRIS-HCI pufferben gyijtottiik,
majd iiveg-teflon homogenizaloval 4°C-on elhomogenizaltuk. A 7 perces centrifugalast kovetden
(2000 rpm, 4°C) a felszint boritd zsir eltavolitisa utan kigytijtottiik a feliiluszot, majd -20°C-on
taroltuk. A savas foszfataz aktivitds mérése Barrett (1972) kissé modositott modszere szerint
tortént: a reakciokeverék 800 ul 0,2 M-os natrium-citrat puffert (pH: 4,5), 100 ul 10 mM para-
nitrofenil foszfatot és 100 ul hemolimfa vagy zsirtest feliiluszot tartalmazott. 37°C-on torténd. 60
perces inkubacio utan a reakciot 1,2 ml jéghideg, 1% sodium-dodecil-szulfatot (SDS) tartalmazo
2,0 M-os TRIS puffer (pH: 9,5) hozzaadasaval allitottuk le. Az oldat abszorbancigjat 410 nm-es
hullamhossznal mértiik. A kalibracios gorbe felvételéhez ismert mennyiségli para-nitrofenilt

tartalmazo oldatsort hasznaltunk.
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A savas foszfatdaz enzim izolaldsa.:

260 g fagyasztott, utolsé stadiumos Neobellieria bullata larvabol tisztitottuk az enzimet,
Feigen és mtsai (1980) altal kidolgozott mddszerrel. Az eljarast annyiban modositottuk, hogy a
végsd Concanavalin A-agardz kromatografias 1épést elhagytuk. A tisztitott enzim frakcid aktivitas
mintegy négyszazszorosa volt a kiindulashoz hasznalt durva homogenatuménak. A frakcio

tisztasagat SDS-gélelektroforézissel igazoltuk.

Immunizalasok:

Savas foszfataz antiszérum elddllitasa: a tisztitott fehérjét 1 mg/ml koncentracioban
tartalmazd Na-acetat puffert 1.1 aranyban Osszekevertiink komplett Freund adjuvanssal, majd
ebbdl a keverékbdl 1-1ml-t nyulak borébe injektaltunk. Ezt kdvetden 10 naponként, Gsszesen 3
alkalommal hasonl6 aranyu, de inkomplett adjuvéanssal készitett keverékkel emlékeztetd oltasokat
adtunk az allatoknak. Az utolsé oltast kovetd 10. napon kb. 10 ml vért vettiink le a nyulakbol, amit
30 perces iilepités utan 3000 rpm-mel, 10 percen at 4°C-on centrifugaltunk. A szérumot tartalmazo
feliiliszot jéghideg ammoénium szulfat oldattal 70%-ig telitettiik, aminek kovetkeztében az
immunglobulinok kicsapddtak. A csapadékot enyhe centrifugalassal (5000 rpm, 10 percig, 4°C-on)
Osszegytjtottiik, majd 0,4%-os NaCl oldatban feloldottuk, végiil egy éjszakan keresztiil ugyanilyen
oldattal szemben dializaltuk. A dializatumot Sephadex G-25 oszlopon kromatografaltuk, hogy
eliminaljuk annak endogén savas foszfatdz tartalmat. A tisztitott antiszérumot 300 pl-es

egységekben, -20°C-on taroltuk.

ELISA:

A zsirtest- és hemolimfa mintdk savas foszfataz tartalmanak meghatirozasat ELISA
modszerrel (Engvall and Perlmann, 1972; Butler és mtsai, 1978) végeztik. A savas foszfataz
antiszérumot 1:500-szoros, a masodik antitestet (horseradish peroxidase—labelled anti-rabbit

antibody) pedig 1:300-as higitasban hasznaltuk.

SDS-gélelektroforézis és Western Blot:

A minta készitéséhez a kipreparalt szovetet vagy a teljes allatot 1x SDS futtaté pufferben
elhomogenizaltuk, amely 2mM Complete Proteinase Inhibitor Cocktail (Roche) tartalmazott. A
homogenatumot egy percen keresztiil forraltuk, majd 2 percen at centrifugaltuk (12000 rpm, 4°C),
majd a feliiluszot legytijtottiik és -20°C-on taroltuk.
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A gélelektroforézishez 10- vagy 12%-os denaturald szepardcios gélek hasznaltunk,
amelyeket Laemmli (1970) leirasa szerint készitettiink el. A gélek blottolasat Bio-Rad Miniblot
nedves blotkamraban végeztiikk el, Towbin ¢s mtsai (1979) metddusa szerint. A membranokat
ezutan 5% tejport tartalmazd TBS pufferben blokkoltuk egy o6ran keresztiil, majd 3 x 5 percig
mostuk TTBS pufferrel. Az elsd antiszérumot 1:750 ill. 1:1000 higitasban 3% tejport tartalmazo
TTBS pufferben hasznaltuk, ezzel egész éjjelen 4t inkubaltuk a membrant lengdasztalon, 4°C-on.
Az ujabb 3 x 5 perces mosast kovetden a masodik antitestet (Amersham anti-nyul vagy anti-egér
alkalikus foszfatazzal jelolt antitest) szintén 3% tejport tartalmazd TTBS-ben tettiik rd a
membranra. Egy 6rds, szobahdmérsékleten, folyamatos mozgatas mellett tortént inkubdalds utan a

membrant ismét haromszor mostuk, majd BCIP/NBT szubsztratot hasznalva el6hivtuk.

Immunhisztokéemia:

A Neobellieria bullata larvakat és babokat frissen készitett Bouin oldattal 2 6ran at fixaltuk.
A rogzitett allatokbol készitett blokkokat 80%-os alkohollal mostuk, majd dehidraltuk és
paraplasztba 4agyaztuk. Az 5 pum vastagsagih metszeteket TBS pufferben (TRIS buffered saline,
0.15 M TRIS, 0.5 M NaCl, pH 7.5) rehidraltuk, majd 5% Carnation tejport tartalmazé TBS-ben
inkubaltuk egy oran at szobahOmérsékleten, hogy blokkoljuk az aspecifikus kotéhelyeket. Ezt
kovetden a metszeteket hdromszor 5 percen 4t mostuk TTBS pufferrel (5% Tween 20 detergenst
tartalmazo TBS puffer), majd az elsé antiszérumot TTBS pufferben, 1:1000 higitasban ratettiik a
metszetekre. Egész éjjelen at tartd, 4°C-on végzett inkubalas utan a metszeteket ismét haromszor 5
percen at mostuk TTBS pufferrel, majd ezt kdvetden a masodik antitestet 1:500-as, TTBS-ben
tortént higitasban ratettilk a metszetekre. Egy oran 4t szobahOmeérsékleten végzett inkubalas utan
ismét TTBS-sel mostuk a metszeteket, majd Sigma Fast Red TR/Naphthol ASMX kitbdl készitett
szubsztrattal elvégeztilk a reakciot. A leallitast kovetéen a metszeteket 10% PBS-t (Phasphate
buffered saline, pH:7,4) tartalmazd glicerinnel fedtiik le.

Drosophila larvak zsirtestét kiboncoltuk, majd 2%-0s, PBS-ben oldott paraformaldehidben
15 percen at szobahdmérsékleten fixaltuk oket. Ezutan a 2 x 5 percig PBS pufferrel mostuk, majd
20 percen at 0,1% Triton X-100 detergenst tartalmazé PBS-ben tartuk fel a szovetdarabkakat. A
preparatumot 5%  Carnation tejport tartalmazd PBS-ben inkubaltuk egy o6ran at
szobahémérsékleten, igy blokkoltuk az aspecifikus kotOhelyeket. Ezt kovetden a lebenyeket
haromszor 5 percen at mostuk TPBS pufferrel (5% Tween 20 detergenst tartalmazé PBS puffer),

majd az elsé antiszérumot TPBS pufferben, 1:100 higitdsban ratettiik a szovetmintakra. Ejszakan at
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tartd, 4°C-on végzett inkubalds utdn a preparatumot ismét haromszor 5 percen at mostuk TPBS
pufferrel, majd ezt kovetden a masodik antitestet (anti-nyul Cy3, vagy anti-egér Alexa 488) (Sigma
illetve Molecular Probes termékek) 1:500-as, PBS-ben tortént higitasban alkalmaztuk. Egy 6ran at
szobahdmérsékleten végzett inkubalds utan ismét PBS-sel mostuk a metszeteket, majd magfestés
céljabol 1 pg/ml DAPI-t tartalmazé PBS-ben inkubaltuk azokat. Az ismételt PBS pufferrel torténd
mosast kovetden a preparatumot 20% PBS-t tartalmazé glicerinnel fedtik le, és Olympus BX-51
fluoreszcens mikroszkodppal, vagy Olympus I1X-81 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

Az autofag strukturdk kimutatasa fluoreszcens festésekkel.:

A mutansparkok teszteléséhez, valamint a kisérletek soran a savas beltartalma struktarak
(elsdsorban autolizoszémak) kimutatdsdhoz akridin oranzs, illetve LysoTracker Red festékeket
hasznaltunk. A zsirtestet egy PBS-csepp alatt kiboncoltuk a larvakbol, majd 5 percen keresztiil,
DND 99 (Molecular Probes) oldatban inkubaltuk 6ket, amely magfestés céljabol 1 ug/ml DAPI-t
(4',6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma) is tartalmazott. Ezt kovetden a zsirtest lebenyeket
targylemezekre helyeztilk, majd 20% PBS-t tartalmazo glicerinben fedtiik le azokat. A
vizsgalatokat Olympus BX-51 fluoreszcens mikroszkdppal végeztiik, a fényképeket pedig Fluo

View programmal készitettiik.

Elektronmikroszkopos vizsgalatok

A zsirtest lebenyeket finoman kiemeltiik a larvak testiiregébdl, majd 2 oréas idStartamra 1%
glutaraldehidet tartalmazo, 0,1 M kakodilat-HCl-oldatba (pH: 7,4) tettiikk Oket. Ezt kdvetéen a
szovetmintdkat tiszta kakodilat pufferben mostuk, majd 2% ozmium-tetroxidot tartalmazo
kakodilat oldatban utérogzitést végeztiink. A beagyazas Aralditba tortént, €s az ultravékony
metszeteket Jeol CM 11-100 transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

Amennyiben félvékony metszeteket is készitettiink az Aralditba dgyazott mintakbol, ugy

azokat toluidin kék — azurll festékkeverékkel festettiik meg.

P-elem remobilizdalas (revertans dllatok eléallitdsa):

A harmadik kromoszoman iil0 P-elemet balanszer kromoszoémaval szemben hordozo
vonalat (P-elem / TM6 Tb) bekereszteztik a TM3, Ser, delta2-3/Dr, delta2-3 torzzsel. Az F1
generaciobol kivalogattuk a P-elem / TM3, Ser, delta2-3 himeket és ezeket egyedileg
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Osszekereszteztiik az eredeti P-elemes vonal ndstényeivel. Az utdodok koziil kivalogattuk a Tb és
Ser markereket nem hordozo, piros szemii egyedeket, amelyek a tovabb ugrasztott P-elemmel

rendelkeznek, majd ezeket torzsbe allitottuk.

Inverz PCR:
A P{lacW} transzpozon inzercios helyének meghatarozasara genomi DNS preparatumon
végzett inverz PCR reakcidt a http://www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html weboldalon

leirtak szerint végeztiik.

Reverz transzkriptiz PCR (RT-PCR):
A harmadik stddiumu larvakbdl a teljes RNS mennyiséget kivontuk a RevertAid Total RNA

Isolation Kit (Fermentas) segitségével, majd a First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)
felhasznalasaval reverz transzkripciot végeztiink.

Az snfdayesetén a PCR reakcidhoz a kovetkez6 primerparokat hasznaltuk:
5-CTTCTTCTTGAGTGCGCGGT-3"és 5'-GTCTTGTTTTTGCCGCTTGG-3' (SNF4AY-RG)
5-CTGGCGCTCGCTAAACTCTT-3'and 5-GTCTTGTTTTTGCCGCTTGG-3' (SNF4Ay-RL)
5-ACGGGCAGACGACACAAAAT-3 and 5-AAGACAACCAACTTGGCGGA-3' (SNF4Ay-RI)
A Dbelsé kontrollként hasznalt aktin mRNS felsokszorozasahoz a kovetkezd primerpart
alkalmaztuk:

5-GTCGCTTAGCTCAGCCTCG-3 and 5'-TAACCCTCGTAGATGGGCAC-3' (ActinsC).

Feél-kvantitativ PCR vizsgadlatok:

A W' (kontroll) és az 1qfS011027 larvakbol teljes mennyiségli RNS-t izolaltunk QlAeasy
RNA isolation kit (Qiagen) segitségével. A preparatum RNé&z-mentes DNaz enzimmel vald
kezelése utan RevertAid kit (Fermentas) felhasznaldséval reverz transzkripcidt végeztiink. A
felsokszorozéashoz az alabbi primereket hasznaltuk:
5 GGCAAAGGAAAGATTCGCCC 3'¢s 5' CCATGCCAGGTCCAAGAGCT 3.
Belsd kontrollként a Drosophila Act5 specifikus primereket hasznaltuk. Az RT-PCR reakciot 28
ciklus utan allitottuk le, majd a termékeket 1%-os agaréz gélen futtattuk meg, amelyet SybrSafe
festékkel (Invitrogen) festettiink tettiink lathatova.
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A rekombinans feherjék eloallitasa:

A Drautl rekombinans fehérje létrehozasdhoz sziikséges DNS szekvenciat a kovetkezo
primerekkel sokszoroztuk fel Drosophila genomi DNS-béI:
5’CATATGCAGAGTGTTCTCAACACCG3’ ¢és S’CTCGAGAGACATGTTGAAGTTTTGC3’. A
PCR terméket TA klonozassal expresszids vektorba helyeztilk, amellyel BL21 sejteket
transzformaltunk. A fehérjét tartalmazo zarvanytesteket (inclusion bodies) ultracentrifugalassal
szeparaltuk, majd SDS gélelektroforézissel tisztitottuk. A tiszta, denaturalt fehérjével CB57black
egereket immunizaltunk.

Az snfday esetében a gén 9. exonjat sokszoroztuk fel a kovetkezd primerek segitségével:
GAGGTCGGCTGACCCGCAGG 3'és 5'GGGGAATCTAGATTAACTAATTATTCG 3', majd a
PCR terméket kozvetleniil a pQE-UA bakteridlis expresszids vektorba (Qiagen) illesztettiik be. A
vektorral transzformalt M15 E. coli baktériumok a fehérjét mar Ggy expresszaljak, hogy annak N
termindlisan egy hat hisztidinbdl all6 szakasz jelenik meg. Az igy megjelolt fehérje tisztitdsdhoz
QIA expressionist kit-et (Qiagen) hasznaltunk. A preparatum tisztasagat SDS gélelektroforézissel
ellendriztiik, majd a tiszta fehérjével nyulakat immunizaltunk.

Az Igf gén vizsgalatakor a kodolod szekvencia 5. exonjat sokszoroztuk fel a kdvetkezo
primerpar felhasznalasaval:
5'GGATCCCCAAAACTTCCGCCTCCCGT3' és 5'CTGCAGTTCCAGCTTGCAGTTGGCCG3..
Az ezt kovetd lépések pontosan megegyeztek az Snfday rekombinans fehérje eldallitasanal

leirtakkal. A tisztitott fehérjével egereket immunizaltunk.

Az RNS-interferencia konstrukt elkészitése:

A Drautl klonozasahoz sziikséges szekvenciat a bloomingtoni Drosophila Genomics
Resource Centerbdl megkapott, GH28859 EST-b6l (expressed sequence tag) a kovetkezd
primerparral sokszoroztuk fel:

5" CATATGCAGAGTGTTCTCAACACCG 3’ és 5 CTCGAGAGACATGTTGAAGTTTTGC
GTA 3’, majd a kapott PCR terméket TA klonozassal egy pBLTA vektorba illesztettiik be. Innen
Ndel és Xhol enzimparral kivagtuk, és egy, az ugyanezekkel az enzimekkel meghasitott pET21
vektorba illesztettiik bele (pET21Drautl). Kovetkezd 1épésként a GH28859 EST-bdl EcoRI-Xhol
enzimpar segitségével kivettiik a transzlaciods start kodont mar nem tartalmazo6 szekvenciat, és azt
egy pUAST vektorba klonoztuk (pUASTDrautl). A pET21Drautl vektorbol Xhol-Xbal

enzimekkel kihasitottuk a korabban beillesztett szekvenciat, majd forditott orientacidban beligaltuk
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az ugyanezen enzimekkel megemésztett pUAT Drautl vektorba. Ellendrzés utan a kész vektorral
witt legyektdl szarmazé petéket transzformaltunk, a Rubin és Spradling (1982) altal kifejlesztett
metodikaval.

SNF4Ay-RNAi: A gén valamennyi splice-variansaban meglévd, a 3’ véghez kozel
elhelyezked6 0,7 kb méretti szakaszt a kovetkez6 primerek:
5'AATCTCGCCGCCGAGAAA3' és 5'GTCAGTGACTGGCCCAAASZ' segitségével ugy tudtuk
felsokszorozni, hogy a termék végein BglII illetve Xhol hasitohely legyen. A PCR reakciohoz
ExTaq DNS polymerazt (Takara) PCR hasznaltunk. A kapott terméket Topo TA PCR Cloning
vektorba (Invitrogen) szubklonoztuk, majd atvittiik egy modositott pUAST vektorba (pWizMod),
amely mar alkalmas a kettés szali RNS (dsRNA) eldallitasara (GenBank accession number
AB186054; Kurucz és mtsai, 2007). Ez két 1épésben tortént: eldszor a fragmentet beillesztettiik a
pWizMod vektor BglLL-Xhol helyére, majd ezt kdvetéen ugyanezt a szekvenciat Kpnl-Xbal
enzimparral kivagtuk a Topo TA vektorbdl, és az eldbbihez képest forditott orientacioban beraktuk
az els6 fragmentet mar tartalmazéo pWizMod vektorba. A konstrukciokat mikroinjektalassal

juttattuk be a w'*’

vonal 2-3 oras petéibe, a Rubin és Spradling (1982) altal leirt eljaras szerint.
Lgf-RNAi konstrukcio eldallitasahoz a gén 5. exonjanak egy 605 bp hosszisagu szakaszat
valasztottuk ki, amelyet a kovetkez6 primerekkel sokszoroztunk fel kdzvetleniil a genomi DNS-
bél: SSGGATCCAGCGAGATAGCGGAACTCACC3' és 5'CTCGAGTCACTTGAAATCCTGCT
CACT C3'. Ezt koveten pontosan ugy jartunk el, mint az SNF4Ay-RNAI konstrukt és transzgén

vonal 1étrehozasakor.

RNAi expresszio:

A megfeleld hatasfoki RNS csendesités eléréséhez olyan Gal4 forrast hordoz6 legyekkel
kereszteztik be az RNAi konstrukciot tartalmazo vonalak egyedeit, amelyek a dicer2 enzim
overexpresszidjara is képesek. Ezeket a vonalakat (DCR2; hsGal4) William Ja bocsatotta a

rendelkezésiinkre.

Az SNF4A»-RG menekitd konstrukt elédllitasa:

Az snf4a)-RG transzkriptumot tartalmazé szekvenciat a bloomingtoni Drosophila
Genomics Resource Centerbdl megkapott, LD30628 szamu, a gén teljes hossziisaga cDNS

szakaszat tartalmazo6 plazmidbol vagtuk ki, EcoRI-Xhol enzimpar segitségével. Az igy kapott DNS
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szakaszt pUAST Drosophila transzformacios vektorba illesztettiik be, amelyet tisztitdas utan

transzformalasra hasznaltunk.

A GFP-Lqf konstrukt létrehozdsa:
A GFP-t tartalmaz6 szekvenciat a pRSET/EmGFP (Invitrogen) plazmidbdl sokszoroztuk fel

egy olyan primerparral, amelynek tagjai a megfelel6 végiikon tartalmaztak a BamHlI, illetve a Bglll
hasitohelyeket:

S5ATTGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG3’ és S'CTTAGACTCCTTGTACAGCTCGTC
CAT3'. Ezt kdvetden a fragmentet - a helyes leolvasasi keretet megtartva - beklonoztuk egy BgllI-
vel megemésztett pUAST vektor multiklonozo helye elé. Kovetkezé 1épésként az Igf gén teljes
hosszasagi cDNS-ét tartalmazo pOT2 vektorbdl (Berkeley Drosophila Genome Project, BDGP)
felsokszoroztuk az Igf szekvencigjat olyan primerekkel, amelyek szintén ki voltak egészitve a
Bglll, illetve a Xhol hasitohelyekkel:

5’AGATCTATGGATCCGGTATCGGCGAAC3' ¢és S5'CTCGAGCGACAAAAACGGATTTGT
TGC3'. Utolso 1épésként ezeket a fragmenteket Bglll-vel és Xhol-gyel megemésztettilk, majd
frame-ben beillesztettiik a GFP-t mar tartalmazé pUAST vektorba, amelyet mikroinjektalassal

1117

juttattuk be a w" vonal 2-3 oras petéibe, Rubin és Spradling (1982) altal leirt eljarasnak

megfelelden.

Transzgén Drosophila vonalak eléallitasa és hasznalata:

Az endotoxinoktol mentesitett (endotoxin free) konstrukciokat mikroinjektalassal juttattuk

17 vonal 2-3 oras petéibe, Rubin és Spradling (1982) éltal leirt eljaras szerint. A kifejeztetni

be aw
szant konstrukciok eldtt a Gal4 transzkripcios faktor kotdhelyéiil szolgald 5 darab UAS (upstream
activating sequence) helyezkedett el. Amennyiben az ezeket a konstrukcidkat hordoz6 vonalakat a
megfeleld promoter mogott 1ilé Gal4-et kifejezd torzzsel kereszteztiik be, akkor az utddnemzedék
egy része mind a transzkripcids faktort, mind az ezt fogadni képes konstrukciot is tartalmazta.
Amennyiben az adott szdvetspecifikus expresszidt csupan meghatarozott fejlédési idészakban
akartuk megengedni, akkor tovabbi keresztezésekkel a Gal4 forras és UAS-t hordoz6 konstrukciot
mellé még egy tubulin prométer mogé helyezett Gal80® fehérjét kodold szekvenciat is be kellett
juttatnunk az allatokba. Ebben az esetben a Gal4 csak akkor tudta kifejteni fenotipust okozo
expresszids hatdsat a konstrukciora, amennyiben az addig 18°C-on tartott kisérleti allatokat a 48

oran at 32°C-on tartottuk.
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A mitotikus klonok eléallitasa és vizsgalata:
A Th. Neufeld laboratériumabol kapott, hsFlp; cgGal4, UAS-GFP, FRT80B genotipusu
vonalbdl sziizeket gyQjtottiink, amelyeket a J. Fischer altal elkildott IqfL71FRT80B/TM6b

genotipusu himekkel kereszteztiink Ossze. A frissen lerakott, 8 6ranal nem iddsebb petéket 30
percre 32°C-os hésokk hatasnak tettiik ki. Ezt kdvetéen az embridk és a larvdk normal téptalajon,
25°C-on ndvekedtek 95-100 o6ras korukig. Mivel a larvak zsirtestében 1évé, GFP-t expresszald
klénok megfeleld gerjesztd fényben a kiiltakard keresztiil is felismerhetdk, a 488 nm hullamhosszi
fényt kibocsaté LED segitségével a klonokat tartalmazo larvakat kivalogattuk, majd 4 6ran at tartd
aminosav-megvonas utan felboncoltuk Oket. A LysoTracker Reddel megfestett zsirtest-sejteket

Olympus BX-51 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.
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4. Eredmények

Az autofag folyamatanak és szabalyozasanak vizsgalata

Tanszékiinkon tobb, mint harom évtizede kezdddott el az autofdg folyamatok
rovarszervezeteken torténd vizsgalata, amely azdta is laboratoriumunk kutatdsi profiljanak
meghataroz6 eleme. A kezdeti idészakban elsGsorban hazai Lepidopterak (Pieris brassicae ¢és
Mamestra brassicae) voltak a kisérleti alanyaink, a késObbiekben a Dipterak koziil elGszor a
Neobelleria bullata, majd végezetiil a Drosophila melanogaster lett az autofagiaval kapcsolatos
vizsgalataink kisérleti objektuma. Ezekkel a valtasokkal parhuzamosan bdviilt a kutatasi repertoar
a kiilonféle kezelésekkel kiegészitett morfologiai vizsgalatoktél kezdve az enzimaktivitas-
meghatarozasokon keresztiil az immunbiologiai eljarasokon at a modern molekularis-genetikai

modszerek hasznélataig.
4.1. Az auto- és heterofag folyamatok szabalyozasanak vizsgalata

4.1.1. A cAMP szint valtozasa az utolso larvastadium soran a Mamestra brassicae

zsirtestében jol korrelal a 20-hidroxiekdizon altal kivaltott autofag folyamatokkal.

Korai vizsgalati eredményeink koziil mindenképpen emlitésre méltd az a kisérletsorozat,
amelyben elsOként igazoltuk, hogy a metamorfozisra késziild Lepidoptera larvak zsirtestében
tomegesen jelentkezd fiziologias autofagiat a szoveti ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP)
szintemelkedése kiséri.

A kaposzta-bagolylepke (Mamestra brassicae) hernyojanak zsirtestében az utolsod
larvastadium elsd, taplalkozo idészakaban nem talalunk autofagiara utal6 struktirakat (1. dbra, A
kép). Ezzel szemben az utols6 larvastadium masodik, vandorld periodusanak vége felé a zsirtest-

sejtek nagyszamu autofag vakudlumot (autofagoszomat) tartalmaztak (1. abra, B kép).
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1. abra. Az utolsé larvastidium soran a Mamestra brassicae hernydinak zsirteste dramai
valtozasokon megy keresztiil: a kezdetben normalis szerkezetli trofocitak a stadium végére
erbteljes autofagocitozist mutatnak. N: sejtmag, L: zsircsepp, G: raktarozott glikogén, *: autofag

vakuolumok, nyilhegyek: multivezikularis testek. Méretjel: 1 pm.

Amennyiben a még taplalkozd hernyokat a sejtmembranon athatolni képes dibutiril-
CAMP-vel, vagy pedig az endogén cAMP-t lebontd foszfodiészterazokat gatlo teofillinnel
kezeltiik, abban az esetben az autofagia ebben a szdvetben a fiziologids iddpontnal korabban is

kivalthato volt (2. dbra, C és D képek).
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2. abra. A fizioldgiasan autofagiat nem mutato trofocitakban db-cAMP- (C kép), valamint

teofillin (D kép) kezeléssel autofag struktarak megjelenése indukalhatd. N: sejtmag, L: zsircsepp,
G: raktarozott glikogén, *: autofag vakuélumok. Méretjel: 1 um.

A Holometabola rovarokban a fiziologidsan megjelend autofagia elsdédleges induktora a
vedlési hormon (20-hidroxiekdizon, 20-HE) szintjének megemelkedése. CPBA (Competitive
protein binding assay) modszer segitségével meghatarozva az endogén cAMP szintjének
valtozasat, kimutattuk, hogy az jol illeszkedett az utolsé larvastadium idején tapasztalhatd vedlési
hormon (20-hidroxiekdizon) titerének alakulasahoz. A fiziologias autofagia megjelenése el6tt egy
nappal 20-HE kezeléssel indukalt autofag folyamat a trofocitak CAMP tartalmanak jelentOs
megemelkedésével jart egylitt. A hormonkezelés utan mért cAMP szint feltlind egyezést mutatott
azzal az értékkel, amelyet a fiziologids autofagia meginduldsanak idején mértiink (3. abra). Az
egyes mérési eredményekbdl szarmazdo cAMP-értékeket kétféle vonatkoztatdsi alaphoz
viszonyitottuk: a frissen kipreparalt zsirtest 1 mg-jara, illetve a benne talalhat6 fehérje 1 mg-jara.
Mivel a zsirtest-sejtek az utolsd stadium masodik felében igen jelenté mennyiségii larvalis szérum
fehérjét vesznek fel a hemolimfabol, ezért fehérjetartalmuk exponencialisan novekszik. Emiatt
viszonyitasi alapként csak igen korlatozottan lehet hasznéalni. Mivel a trofocitak a fehérjékkel

parhuzamosan jelentés mennyiségii lipidet és glikogént is felhalmoznak, ezért a nedves szoveti
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suly valtozésa a linearishoz kozelit. Erre viszonyitva a mérési adatainkat tapasztaltuk azt, hogy a

vedlési hormon és a cAMP szint alakulasa egyezést mutat az utolso larvastadium soran.
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3. abra. Az endogen cAMP szint valtozasa a Mamestra brassicea zsirtestében, az utolsod
larvastadium 6 napja alatt. A zold szinli oszlopok a friss szovet 1 milligramjara, mig a
sarga oszlopok a szdovetben 1évé 1 mg fehérjére vonatkoztatott cAMP mennyiséget
mutatjak. A sotétzold szinnel jelolt oszlop a 20-HE kezelést kovetéen mért cAMP

mennyiségét jelzi, 1 mg friss szoveti stlyra vonatkoztatva.

A két folyamat kozotti kozvetlen ok-okozati Osszefiiggést nem lehetett igazolni, annak
ellenére, hogy a vizsgilt Holometabola rovarok larvalis szerveinek lebontdsit végzd autofag
folyamatok beinditasat a vedlési hormon titerének megemelkedése okozza (Sass és Kovacs, 1975,
1977, Dai és Gilbert, 1999; Lee és Baehrecke, 2001; Lee és mtsai 2002; Rusten és mtsai, 2004).
Mivel a cikk megjelenése idején az autofdgia molekularis mechanizmusardl még semmilyen adat
nem allt rendelkezésre, csak joval késébb, mintegy masfél évtized mulva jelentek meg azok a
beszamoldk, amelyek igazoltdk, hogy az intracellularis cAMP szint megemelkedése sziikséges a

folyamat korai, membranszervezddéssel ¢és —atrendezddéssel jard 1épéseinek szabdlyozasaban
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(Holen és mtsai, 1996; Budovskaya és mtsai, 2004, Kimura és mtsai, 2004; Ugland és mtsai,
2011).

4.1.2. A savas foszfataz tartalom és aktivitas alakulasa a Neobellieria bullata l1arvalis

zsirtestében és hemolimfajaban.

A sejtek dnemésztésének valodi végrehajtoi a lizoszomalis enzimek, (Deter és mtsai, 1967,
Ericsson, 1969; Locke és Sykes, 1975; Dean, 1977; Glaumann és mtsai, 1981; Sass és mitsai,
1989). Azokban a szovetekben — ilyen példaul a maj - , ahol az autofigia a sejtek normalis
miikodésének részét képezi €s nem vezet azok pusztuldsdhoz, a lizoszomalis enzimek keletkezése
¢s aktivitdsa egyenes aranyban all az autofag folyamatok intenzitasaval (Deter és mtsai, 1967;
Sanghavi és Koenig, 1976; Lawrence és Brown, 1993). Azokban a szovetekben azonban, ahol az
autofagia a sejtek végleges lebontasanak eszkoze — ilyen példaul a larvalis zsirtest — a folyamat
fokozatosan boviilo primer lizoszoéma- ill. lizoszémalis enzim igényét a sejt az egyre fogyatkozo
citoplazmaja és sejtorganellumai miatt egy id6 utan mar nem tudja fedezni. A probléma feloldasa
lehet egy olyan - sejten beliili vagy kiviili — lerakat (depo), ahol az enzimek inaktiv formaban
raktarozhatok, és onnan sziikség szerint felvehetdk, vagy felszabadithatok.

A Holometabola rovarok a béaballapot soran a leendd felnétt allat képz6dd szoveteinek és
szerveinek aminosav igényét kiilonleges uton, a kizardlag erre a célra készitett raktarozo fehérjék
lebontasabol fedezi (Levenbook és Bauer, 1984). Ezeket a proteineket az utols6 larvastadium soran
a zsirtest sejtjei - a trofocitdk - szintetizaljak, majd a hemolimféba szekretaljak. A szintézis és a
szekrécid volumenére jellemzd, hogy a stadium vége felé ezek a fehérjék lesznek a hemolimfa
meghataroz6 fehérjéi, és ennek alapjan kaptak neviiket is: larvalis szérum proteinek (LSP-k).
Ezeket a trofocitak a metamorfozis kezdet eldtt receptor medidlt endocitdzissal visszaveszik a
hemolimfabdl és a felhasznalasig protein granulumok formajéban taroljak (Locke és Collins, 1966;
1968; Lepesant és mtsai, 1982; Levenbook és Bauer, 1984, Schenkel és Scheller, 1986; Burmester
és Scheller, 1992).

Mivel tehat az utolsé larvastaddium idején a hemolimfa egy atmeneti fehérjeraktarként is
funkcional, ez felvetette annak lehetéségét, hogy nem csak a LSP-k, hanem — inaktiv formaban — a
lizoszomalis enzimek is tdrolddhatnak ebben a specialis szovetben.

Erre a lehetdségre utal kozvetetten a savas foszfatdz enzim aktivitdsdnak alakuldsa a
zsirtestben és a hemolimfaban az utolso larvastadium soran és a baballapot elsé napjaiban is. A

zsirtest szovetében az enzim specifikus aktivitdsa (nmol pNF/6ra/mg fehérje) gyakorlatilag nem
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mutat jelentds valtozast, ugyanakkor a teljes aktivitds (nmol pNF/ora/szerv) baballapot elején

ugrasszeriien, tobb mint huszonotszérosére novekszik (4. abra), annak ellenére, hogy a vandorlasi

periodus kezdetétdl a mar egyre fokozddo autofag folyamatok mindjobban besziikitik a sejtek

fehérjeszintézis-kapacitasat. A hemolimfaban mérhetd enzimakivitds egy nagysagrenddel kisebb,

mint a zsirtestben talalhato, és azzal 6sszevetve nem mutat jelentds valtozast (5. abra).

4. abra. A savas foszfataz 8000
enzim aktivitasanak alakuldsa 00 Zsirtest
a zsirtestben az utolso
larvastadium 6t napjan (LO — 6000 1

L5) és a baballapot elsé két 5000 A
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5. ébra. A savas foszfataz enzim
aktivitasanak alakulasa a
hemolimfaban az utolso
larvastadium 6t napja (LO — L5)
és a baballapot elsé két napja
(P1 és P2) soran. A sarga szinii
oszlopok a specifikus- (nmol
pNF/6ra/mg fehérje), a sziirkék
pedig a teljes aktivitas-értékeket
(nmol pNF/o6ra/szerv) mutatjak.

A nyil a vandorlas kezdetét jelzi.



Hipotézisiink igazolasdra — mely szerint a trofocitdk a benniik megjelend autofagidhoz
sziikséges enzimek egy részét is atmenetileg a hemolimfaban taroljak - a kockas huslégybol
(Neobellieria bullata) izolaltuk a para-nitrofenilfoszfat-foszfataz (klasszikus nevén: savas
foszfatdz) aktivitassal rendelkezd fehérjét, majd ennek segitségével poliklondlis antiszérumot
allitottunk eld. Az antiszérum specifitdsat Western blottal, illetve az emzimaktivitasra gyakorolt
gatld hatasaval igazoltuk. Ezt kovetéen ELISA-val (Enzyme-linked immunosorbent assay)
vizsgaltuk az enzimfehérje megoszlasat a zsirtest és a hemolimfa kozott az utolséd larvastadium
folyaméan és a baballapot elején. Kimutattuk, hogy a kérdéses fehérje mennyisége a vizsgalt
idészakban fokozatosan novekedett mindkét szovetféleségben €s egy maximum-értéket ért el a
puparium formalodasa elétt. Ezutdn viszont egy igen erdteljes csokkenés volt tapasztalhatd a
hemolimfa savas foszfatdz tartalmaban, amivel parhuzamosan ndvekedett az enzimfehérje

mennyisége a zsirtestben (6. abra).
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6. abra. A para-nitrofenilfoszfat-foszfataz aktivitast mutatd fehérje megoszlasa

L4. L.5. P.1. P.2.

a zsirtest (sarga szinli oszlopok) és a hemolimfa (z6ld szinnel jeldlt oszlopok)

kozott, az utolso larvastadium idején és a baballapot elsé két napjan.

Mindez egyértelmiien arra utal, hogy a vizsgalt rovar larvak képesek nagymennyiségli
lizoszomalis enzimet inaktiv formaban felhalmozni a hemolimfajukban, majd onnan visszavéve

azokat az auto- és heterofag folyamatokban felhasznalni.
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Az utolsé larvastadium harmadik napjan alkalmazott 20-hidroxiekdizon kezelés hatasara a
zsirtestben a para-nitrofenilfoszfat-foszfataz aktivitdssal rendelkezé fehérje mennyisége csak
kismértékben emelkedett meg, viszont a hemolimfaban jelentdés mértékben megnovekedett ennek a
fehérjének a jelenléte (7. abra). Mindez arra engedett kovetkeztetni, hogy mind az enzimfehérje

szintézise, mind szekvesztracidja a 20-HE kontrollja alatt 4ll.
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7. abra. 20-HE kezelés hatasara zsirtestben csak kismértékben
emelkedett meg a para-nitrofenilfoszfat-foszfatdz aktivitassal
rendelkez6 fehérje mennyisége (sarga szinnel jel6lt oszlopok),
ugyanakkor viszont a hemolimfaban ennek a fehérjének a

jelenléte nagymértékben megndvekedett (z61d szinii oszlopok).

Kisérleteink eredményei alapjan egy lehetséges, 1Ujszerli mechanizmus 1étezését
bizonyitottuk, amely lehetévé teszi az aminosav-forrasként szolgédld fehérjék (az LSP-k) és a

crer

¢s kozel egyidejii visszavételét, majd aktivizalasat.

4.1.3. Az aut1 gén homologja Drosophilaban nélkiil6zhetetlen az autofagiahoz és a

posztembrionalis fejlodéshez.

Az ezredforduld idejére mar szamos, az autofagiat iranyitd gént irtak le az élesztd

vizsgalata alapjan, ezek azonositdsa azonban a magasabbrendii gerinctelenekben, igy a
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Drosophilaban is még varatott magara. A mi laboratoriumunkbol keriilt ki az els6, in silico
analizisen alapul6 kozlemény, amelyik 14, az ¢lesztobdl ismert gén ortologjanak meglétét mutatta
ki a Drosophila genomban (Juhdsz és mtsai, 2001). Ennek alapjan kezdtiik el az élesztében leirt
autl gén (Schlumpberger és mtsai, 1997) — a késobbi egységesitett nomenklatira szerint atg3
(Klionsky és mtsai, 2003) — Drosophilaban meglévé ortologjanak (drautl) vizsgalatat. A gén
terméke ellen készitett antiszérumot hasznalva Western blottal kimutattuk, hogy a Drautl fehérje,
bar a fejlédés valamennyi fazisaban jelen van, mennyisége jelentdsen megnovekszik azokban az
iddszakokban, amikor az autofdg folyamatok dominalnak, azaz a metamorfozist megel6zo

periddusban és a baballapot elején (8. dbra).

E L1 L2 L3tL3v P Am Af M R

— 82
Drautlp™|™= — =

— 33

— 27

8. abra. A Drautl fehérje relativ mennyiségének valtozasa a Drosophila fejlédése soran. E:
embrid, L1 és L2: els6- és masodik larvastddium, L3t: harmadik larvastadium téplalkozo
idészak, L3v: harmadik larvastddium véandorlé peridodus, P: bab, Am: feln6tt him, Af:
feln6tt néstény, M: molekulatomeg marker, R: rekombinans Draut1 fehérje. A *-gal jelzett,
csak az embrid- és a feln6tt himekbdl szarmazo mintakban jelen 1évé fehérje valosziniileg a

Drautl moédosulata.

A géncsendesitésre alkalmas, dautlRNAI konstrukciot tobb kopiaban hordozd transzgén
allatok eloallitasaval lehet6séglink nyilt arra, hogy a drautl gén expresszidjat tetszbleges
idépontban megakadalyozzuk. A géncsendesités megvalosulasat, azaz a Drautl fehérje
mennyiségének csokkenését Western blottal, ennek hatdsét a fiziologids autofagidra pedig fény- és
elektronmikroszkopos modszerekkel vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a vad tipusu larvak zsirtest-
sejtjei a taplalkozo periddusban egyaltalan nem tartalmaznak autofag vakudlumokat, viszont ezek
nagy szamban vannak jelen a kés6i vandorld stadiumban 1év6 larvak trofocitaiban (9. abra, a és b

képek). A drautl gén csendesitésének mértékétdl fiiggden az autofag vakudlumok mennyisége
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jelentdsen lecsokkent, vagy pedig teljesen hianyoztak (9. abra, ¢ és d képek). Mindez igazolta az
elozetes varakozasunkat, mely szerint a Drautl fehérje nélkiilozhetetlen az autofigia normalis

lefolyasahoz.

9. abra. Drosophila zsirtestébdl késziilt félvékony metszetek. a: A vad tipusu taplalkozo larva trofocitaiban
nem talalunk autofagiara utalé granulaciot. b: Az ugyancsak vad tipust, vandorlo larvak zsirtest-sejtjeiben
nagyszamu, denz autofag vakudlum jelenik meg. ¢ és d képek: drautl gén csendesitésekor az autofag

strukturak mennyisége jelentosen lecsokkent, vagy pedig teljesen hianyoztak. Méretjel: 10 um.

Amennyiben a géncsendesitést egy olyan deléciot hordozé — egyébként normalis fejlodést,
vad fenotipust mutato — Drosophila torzsben végeztiik, ahol csak egy miikodoképes drautl gén
volt az allatokban, akkor a hatas 100%-s volt: az allatok képtelenek voltak a metamorfozisra, és az
utolsd larvastadium végén, vagy a baballapot elején elpusztultak. Ennek alapjan bizonyitottnak
tekinthetjiilk, hogy a holometabola rovaroknadl az autofagia nélkiilozhetetlen része a
metamorfézisnak és hogy az autofdag folyamat kulcsfontossagi Iépéseinek gatlasa a
posztembrionalis fejlddés megakadalyozasahoz és igy a fejlodd szervezet elpusztulasahoz vezet.

Elesztdben az autl/atg3 gén terméke az utolsé tagja annak a konjugélé enzim-sorozatnak,
amely az ubiquitin-szerti fehérjék csaladjaba tartdzo Atg8 fehérje aktivalasaért és
foszfatidiletanolaminnal (PE) tortén6é konjugalasaért felelés (Kirisako és mtsai, 1999; Ichimura és
mtsai, 2000; Tanida és mtsai, 2003). Amint a bevezet6ben lattuk, az Atg8-PE nélkiilozhetetlen a
formalodo autofag vezikulum novekedéséhez és zarodasahoz, funkcidképtelensége az autofagia

defektusat okozza (Abeliovich és mtsai; 2000 Ohsumi, 2001).
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4.2. Uj, az auto- és heterofagiaban szerepet jatszé gének azonositasa

Korabbi eredményeinkre tamaszkodva egy nagyobb volumenii vizsgalatot terveztiink,
amelynek célja olyan gének megtalaldsa és azonositasa volt Drosophilaban, amelyek autofagiaban
jatszott szerepér6l eddig nem volt tudomasunk. Ennek kivitelezésére idedlis lehetdséget
biztositottak a magyarorszagi Drosophila-mutansparkok: az akkor még miikodé Szeged Stock
Center illetve Dr. Kiss Istvan gylijteménye. Mindkét kollekcido P-elem beépiiléssel eldidézett

funkcidvesztéses vonalakat tartalmazott.

2.2.1. A P-elem szerkezete és felhasznalasa molekularis-genetikai kisérletekben

A Drosophila melanogaster tobbféle transzpozont is hordozhat a genomjaban, ezek egyike
a P-elem. Ez a minddssze 2907 bazisparbol (bp) allo, két végén forditottan ismétlédd (inverted
repeated, IR) szekvenciakat hordozé mobil elem az altala kodolt transzpozaz enzim segitségével
képes sajat magat az IR szekvencidknal kivdgva a genom egyik pontjabol a masikba athelyezni

(O'Hare és Rubin, 1983) (10. 4bra).
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10. abra. A P-elem szerkezete. A kék szinnel jeldlt szakaszok a forditottan ismétlodo (inverted repeated)
szekvencidkat, jelolik, a zold szinliek pedig a transzpozaz enzim felismerd helyeit mutatjak. A négy exon a

transzpozaz enzimet kodolja. O'Hare és Rubin nyoman (1983)

Ez az ,,ugras” azonban csak a csiravonalban valdsul meg, a differencialt szovetekben mar
nem, tehat egy generacio életében csak egyszer torténhet meg ez a folyamat. Ha a transzpozazt
kodold szekvenciat a P-elemben elrontjuk, akkor a hibas enzim nem lesz képes kivagni és ujra
beilleszteni a transzpozont, tehat az mozgasképtelenné valik, és ettdl kezdve generaciok soran at a
genom ugyanazon pontjan lesz megtalalhatd (Robertson és mtsai, 1988). A transzpozazt kodolo

gén modositdsdval parhuzamosan egy, a P-elem jelenlétének detektalasara alkalmas szekvenciat
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(ez 4ltalaban a piros szemszint meghatarozé miniwhite” szekvencia) is beiiltetnek a transzpozonba
(Searles és mtsai, 1982).

Ha viszont csak az IR-szekvenciakat moddositjuk, akkor is immobilis, de mikddéképes
transzpozaszt hordozd P-elemet kapunk, amely szintén hosszi ideig fenntarthatdé az adott
Drosophila-vonalban (Robertson és mtsai, 1988). Ha a fenti két vonalat 6sszekeresztezziik, akkor
az utddok csiravonaldban a funkcidképes transzpozaz kivagja és athelyezi az ép IR-szekvenciakkal
rendelkezd P-elemet a genom egy masik pontjaba, amely egyedenként eltérd lesz. A beépiild P-
elem mintegy széttolja az eredeti DNS-szekvenciat, ezaltal csokkenti vagy lehetetlenné teszi az
érintett gén expresszidjat, hipomorf- ill. null mutanst hozva létre. Megfeleld keresztezésekkel a
genomjukban kiilonb6zé helyeken P-elemet hordozd egyedekbdl folyamatosan fenntarthatd
torzseket lehet 1étrehozni. Ezek jelentds részében a mutacié homozigdta formaban letalitast okoz,
amely az egyedfejlodés egyik vagy masik szakaszaban jelentkezik, attol fliggden, hogy az érintett
gén melyikben jatszott volna nélkiilozhetetlen szerepet. Ezeket a vonalakat balanszer kromoszoma
segitségével, heterozigota forméaban lehet fenntartani. A Szegedi Torzsgylijteményben talalhatd
vonalak a harmadik kromoszémajuk kiillonb6z6 pontjain hordoztdk a transzpozont, mig a Dr. Kiss

Istvantol kapott torzsek esetében a masodik kromoszomat €rintette a P-elem inzercio.

4.2.2. Uj autofag gének keresésének munkahipotézise

A munkahipotézis — amelynek haszndlhatosagardl a késdbbiekben meggydzddhetiink — a
kovetkezd volt: Mivel a metamorfozis elott allo larvak zsirtestét poliploid sejtekbdl allo egyetlen
egy réteg alkotja, ezért kiboncolas utan fénymikroszkdppal konnyen vizsgalhato in vivo formaban
is, azaz bedgyazas ¢és lemetszés nélkiil. A trofocitakban ebben az iddszakban tomegesen megjelend,
autofagiahoz kapcsolodo organellumok (lizoszomak €s autofag vakuolumok) beltartalma savas pH-
ju, ilyen modon klasszikus hisztologiai festésekkel (mint példaul neutralvords vagy akridin oranzs)
jol és specifikusan jelolhetdk, vagyis jelenlétiik, hianyuk vagy mennyiségbeli valtozasuk konnyen
meghatarozhato volt. Ezen tilmenden az akridin oranzs festés alkalmas a protein granulumok,
vagyis a heterofagia/endocitozis meglétének vagy hianyanak a kimutatasara is (11. abra). Minden
vonal egyedeinek zsirtestét legalabb kétféle festéssel vizsgaltuk, és csak azokban az esetekben
folytattuk a kutatast, amelyekben a két kiilonboz6 eljaras megegyezd eredményt mutatott (12.
abra).

Mivel korabbi vizsgalatainkbol ismert volt, hogy az autofagia hianya ellehetetleniti a

metamorfozist: a tiléld larvalis szovetek anyagai nélkiil az imago szervei nem tudnak kialakulni és
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ez az egyed elpusztulasahoz vezet. Eppen ezért a torzsgylijteményekbdl csak azokat a vonalakat
vontuk be a vizsgalatba, amelyek homozigdta egyedei késéi larva- illetve korai bab letalitast
mutattak, azaz abban az id6szakban pusztultak el, amikor a fizioldgids autofagidnak miikddnie

kellett volna.

Acridin grange Acridin orange
. =

LW

11. abra. Ugyanazon vonal vandorlé kort larvainak zsirteste, akridin oranzs festés utan. Az A) képen
a heterozigota larvabdl szarmazo zsirtest sejtjei tele vannak akridin oranzs pozitiv granulumokkal,

addig a B) képen lathat6 homozigoéta larva trofocitaibol ezek teljesen hianyoznak. Méretjel: 50 pum.

A

12. abra. A 4abran mar bemutatott vonal vandorld idészakbol szarmazd larvainak zsirteste,
Lysotracker red festést kovetéen. A heterozigotak trofocitai nagyszamban tartalmazzak a
Lysotacker Red festéket felhalmozo granulumokat (A kép), ugyanakkor a homozigotak zsirtest-
sejtjei liresek (B kép). Méretjel: 50 um.
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4.2.3. A p-elemet hordoz6 mutansparkok tesztelésének eredménye

A fenti modszer segitségével 62 darab, a masodik-, és 175 darab, a harmadik
kromoszoémajan a P-elem beépiilése altal okozott mutaciot hordozd vonal homozigdta egyedeit

teszteltlink le (1. és 2. tablazat).

k00115 k00119 k00230 k00231 k00302 k00312 k00403
k00507 k00602 k00604 k00613  kO0O705 k00803 k00805
k00812 k01002 k01104 k01502 k01802 k02002 k02401
k02512 k02615 k02703 k02705 k02707 k03117 k03501
k04203 k04207 k04301 k04405 k05313 k05517 k06106
k06130 k06602 k07020 k07120 k07302 k07409 k08625
k08707 k08903 k10415 k10815 k11002 k11328 k12702
k12909 k13101 k13217 k13409 k13510 k13624 k13705
k14112 k14316 k14816 k16514 k16616 k16802

1. tablazat. Az altalunk tesztelt, masodik kromoszémajukon P-elemet hordoz6 torzsek.

S000616 S000625 S000721 S001704 S001813 S002001 S003612
S005042 S007902 S008309 S008931 S011027 S011046 S012719
S018301 S018812 S019203 S020514 S021202 S022241 S023820
S023825 S023826 S023941 S024309 S024314 S024533 S024715
S027614 S028206 S028416 S028510 S029120 S029910 S032301
S041316 S044402 S045831 S050006 S050016 S050501 S050515
S051010 S051406 S054507 S054515 S054516 S055015 S062105
S062118 S063003 S063304 S065103 S065711 S066105 S066607
S066610 S066619 S066813 S067003 S067404 S068111 S068502
S068510 S069701 S071615 S071901 S073002 S073502 S073810
S074510 S075807 S076807 S078709 S083005 S084307 S084402
S084507 S084512 S089106 S090101 S091604 S091801 S092712
S093614 S094405 S094906 S095108 S095203 S095304 S095501
S095708 S096003 S096108 S096713 S097301 S098202 S098905
S098910 S098916 S099312 S099504 S100303 S101710 S101801
S102409 S102412 S102908 S102910 S103114 S103207 S103401
S103515 S103712 S104415 S104903 S106710 S110416 S112609
S113105 S113208 S113410 S115214 S117809 S125012 S126206
S126215 S130813 S130911 S131005 S131092 S132214 S132304
S132306 S132312 S132413 S133501 S133603 S133809 S134802
S135301 S136110 S138210 S138815 S139101 S139116 S139210
S139602 S140307 S141207 S141709 S141803 S142411 S142607
S142009 S143907 S144201 S144801 S145211 S145808 S146507
S146604 S146901 S147310 S147402 S147406 S147410 S147804
S147910 S147911 S148906 EP(3)1107 EP(3)3116 EP(3)3332 EP(3)3377

2. tablazat. A megvizsgalt, harmadik kromoszomajukon P-elem inzercids vonalak.
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Természetesen a késdi larva-, vagy a korai bab letalitas mogott nemcsak az autofagiat
érinté defektusok huzdédhatnak meg. Ennek megfeleléen a megvizsgalt 237 vonal koziil csak 82
zsirteste mutatott a normalistdl eltérd granulaciot (34,5%). Mivel az autofag folyamatok indukcioja
a 20-hidroxiekdizon titerének emelkedésétdl fligg, csupan teoretikus uton nem lehetett kizarni
annak lehet0ségét, hogy a granulacid hidnyanak hatterében a nem megfeleld mértéki
hormonszintézis huzoédik meg. Ezért az els6 teszt eredményeként kapott 82 vonal homozigota
egyedeit 20-hidroxiekdizonnal torténd kezelés utan felboncoltuk ¢és zsirtestilket ismét
megfestettiik. Tizenegy vonal esetében a granulacid a kezelést kdvetéen megjelent, tehat ezeknél
nem egy, az autofagidban fontos, hanem egy madsik, a vedlési hormon szintézise szempontjabol
fontos gént érintett a P-elem inzerci6. Ezeket a vonalakat a tovabbiakban a mi szempontunkbol
nem volt érdemes vizsgalni. A fennmarad6 71 torzset kétféleképpen vizsgaltuk a tovabbiakban:
egyrészt elektronmikroszkdpos, azaz szubcellularis szinten is ellendriztikk benniik az autofag
struktardk hidnyat, masrészt plazmid-menekitéssel, majd az ezt kdvetd PCR- és szekvenalasi
Iépések utan a Flybase adatbazis segitségével (http:/flybase.org/) meghataroztuk a P-elem
beépiilésének helyét, vagyis az ennek kovetkeztében funkcidképtelenné valt gént. Mindkét
vizsgalattal tovabb tudtuk szlikiteni a szdmunkra érdekes vonalak korét, kiszlirve a
fénymikroszkoppal nem detektdlhatd, kismértékli autofagidra képes torzseket, valamint azokat,
amelyekben tobbszords P-elem inzerciot talaltunk. Utolso ellenérzd 1épésként a tovabbi vizsgalatra
kijelolt vonalakat olyan torzsekkel kereszteztiik be, amelyek az adott gént hordoz6 kromoszoma-
szekvenciara nézve egy deléciot hordoztak. Amennyiben az igy eldallitott hemizigdta vonalak is
mutattak az eredeti, autofagia-defektes fenotipust, gy abban az esetben biztosak lehettiink abban
is, hogy a megfigyelt fenotipust nem egy, az adott vonalban ugyancsak homozigéta formaban
eléforduld hattérmutacio okozta. Ezen ellendrzd vizsgalatok elvégzése utan 18 olyan vonalat
talaltunk, amelyben az autofagia-defektes fenotipusdt a P-elem beépiilésével elrontott gén
termékének hidnya okozhatta. Meglepd modon harom torzs esetében a mutacid ugyanazt a gént
érintette (CG17299), természetesen ugyanolyan fenotipust 1étrehozva. Ez jelentdsen megerdsitette

a szlir6- €s ellendrzd vizsgalataink helyességét (3. tablazat).

3. tablazat. A P-elemet hordozd vonalak

k00115 k01502 ~ k02401 k04203 k04405 k06130
tesztelése utan a tovabbi  vizsgalatokra

kivalasztott torzsek listdja. A bekeretezett 3005042| S011027  S011046 | S012719 | S028510 ~S050515
S065103  S094312 S110416  S132413 EP(3)316 |EP(3)3332

kodszamok azokat a  vonalakat jelzik,

amelyekben a mutacid ugyanazt a gént (CG17299) tette mitkkodésképtelenné.
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A 16, funkciovesztéses formaban autofagia-defektes fenotipust okozo gén koziil elsdként a
harom vonalban is azonositott, CG17299 szamu, a szukrozt nem fermentdld 4/adenosin
monofoszfat altal aktivalt protein kinaz y alegységét kodold (SNF4Ay/AMP-activated protein

kinase y subunit) gént vizsgaltuk meg és jellemeztiik alaposabban.

4.3. A Drosophila AMPK vy alegysége részt vesz a fejlodési és a stressz-indukalt

autofagia szabalyozasaban

4.3.1. Az 1(3)S005042 vonalbdl szarmazo homozigota larvak zsirtestének morfologiai

leirasa

A hérom, az SNF4Ay alegységét érintd P-elem inzercidot hordozd vonal kozil az
1(3)S005042 valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatok céljara. Ennek a torzsnek a szinkron
petéztetésbdl szarmazo, a transzpozon jelenléte szempontjabol hetero- és homozigota egyedeinek
posztembrionalis fejlodése megkdzelitdleg azonos volt. Az utolsé larvastadium taplalkozo
periodusaban (AEL72-108h) 1évé allatok zsirtestében — a vad tipusu larvakhoz hasonloan (13. abra
A és D képek) sem akridin oranzs-, sem pedig Lysotracker Red pozitivitdst mutatd granulaciot nem
lehetett detektalni, ill. a trofocitédk ultrastuktirdja is megegyezett a kontrollokéval (13. dbra G kép).
Az ezt kovetd vandorlasi peridodusban a vad fenotipust larvak zsirtestében — €épplgy, mint az
1(3)S005042 vonal heterozigota allatokéban — egyre ndvekvd szamban jelennek meg az
autofagoszomak, majd kevéssel késdbb a protein granulumok, és az elébbiek szama a prepupa
stadium idejére eléri a sejtenkénti 35-50 darabot (13. abra, B, E és H képek). Ugyanakkor az
1(3)S005042 torzs AEL144h kort homozigota larvainak zsirtest-sejtjeiben sem akridin oranzs-,
sem pedig Lysotracker Red pozitivitast mutatd granulaciot nem lehetett detektalni (13. abra C és F
képek). Elektronmikroszkoppal megvizsgdlva ezt a szdvetet, sejtenként csupan egy-két fiatal
autofag vakuolumot lehetett talalni, ettdl eltekintve viszont a tobbi sejtorganellum normalis

méretiinek és szerkezetlinek mutatkozott (13. abra, I kép).
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13. abra. Akridin oranzzsal (A-C) és LysoTracker Reddel (D-F) megfestett zsirtest-lebenyek, valamint az
ugyanolyan kort larvak trofocitainak elektronmikroszkopos felvételei (G-1). Az els6 oszlopban 1év6, a vad
tipusu, taplalkozo larvak zsirtestérol késziilt felvételeken nem lathatok olyan strukturak, amelyek akridin
oranzzsal, vagy pedig LysoTracker Reddel lennének megfesthetéek (A és D képek), illetve az
elektronmikroszkopos felvételen sem talalunk autofag vakuolumokat vagy protein granulumokat (G kép). A
kozEéps6 oszlop képein 1évo, vandorld koru, vad tipusu larvalis zsirtest viszont mar bévelkedik a savas
beltartalmt struktarakban (B és E képek), amelyek az elektronmikroszkdpos vizsgalat eredménye szerint
foként autofag vakuolumok, illetve kisebb szamban protein granulumok (H kép). Az 1(3)S005042 torzs
ugyanilyen kori homozigota larvainak zsirtestét bemutatd, a harmadik oszlopban 1év6 képekrdl viszont ezek
a struktardk — mind fény-, mind elektronmikroszkopos szinten — teljesen hianyoznak ((C, F és I képek).
Megjegyzendd, hogy az 1(3)S005042 vonal heterozigdta egyedeinek zsirtest-sejtjei a vad tipussal
megegyezden fejlédnek, és benniik a megfelelé idépontokban ugyanazok a strukturalis valtozasok

figyelhet6k meg. Méretjelek: 25um (A-F) és 1 um (G-I).
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4.3.2. A 20-hidroxiekdizon kezelés hatasa az 1(3)S005042 homozigota larvak

zsirtestére

Mivel a rovarokban az autofagia f6 induktora a JH szint csokkenése mellett megemelkedd
20-HE szint, ezért fontos volt megvizsgalni, hogy az autofag-defektes fenotipust esetleg nem a
tartosan alacsony 20-HE koncentracié okozza-e. Azonos koru, AEL80Oh kontroll ¢és 1(3)S005042
homozigota larvakat 20-hidroxiekdizonnal kezelve azt tapasztaltuk, hogy mig a vad tipust larvak
trofocitdiban jelent6s szdmu, LysoTracker Reddel megfesthetd granulum jelent meg (14. abra A
kép), addig az 1(3)S005042 homozigdta mutansokban ilyen valtozas nem volt megfigyelhetd (14.
abra B kép).

Py

14, abra. A 20-HE kezelést kdvetden csak a 15. abra. A négy oras aminosav-megvonast
kontrolllarvak zsirtestében jelentek meg a kovetden csak a vad tipust larvak trofocitai
LysoTrackerRed-del jel6lheté granulumok voltak  képesek akridin  oranzs-pozitiv
(A), ugyanakkor a homozigota mutansok garnulumokat képezni (A), az 1(3)S005042
esetében ilyen valtozast nem tapasztaltunk (B). larvak zsirteste tovabbra is tires maradt (B).
Méretjel: 25pm Meéretjel: 25pm
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4.3.4. Az aminosav-megvonas hatasa az 1(3)S005042 homozigéta larvak

zsirtestére

Az autofagia kivaltasanak egyik daltalanosan elterjedt modszere az aminosav-
megvonason alapuld éheztetés. Mivel ekkor a sejteken beliili degradacié mas, részleteiben
eddig még nem teljesen feltart jelatviteli utvonalakon at érkezd jelek hatasara aktivalodik,
ezért volt fontos megvizsgalni, hogy a 20-HE kezelésre nem reagéald szovetek képesek-e
aminosav-megvonasra autofagiaval valaszolni. A szinkron petéztetett, taplalkozo periddusban
1évé, AEL80h kontroll és homozigdta mutans larvakat €heztettiink 4 o6ran keresztiil. Ennek
hatasara a vad tipusu larvdk zsirtestében tekintélyes mennyiségii, akridin oranzzsal jelolhetd
granulum jelent meg (15. abra A kép), ugyanakkor az 1(3)S005042 homozigéta egyedek

trofocitaiban nem lattunk valtozast (15. abra B kép).

4.3.5. A P-elem inzercio altal érintett gén meghatarozasa

Plazmid menekitéses modszer segitségével igazoltuk, hogy az [(3)S005042 vonal
esetében a transzpozon az snfday gén (CG17299) tizenhatodik intronjaban talalhato, 29
bazisparral elérébb az snfdaj-RL, és 86 bazisparral feljebb az snf4ay-RG transzkriptumanak
kezddpontjatol (16. abra).

Errdl a terjedelmes Drosophila génrdl relative nagyszamu, eltéré exonszerkezetii
mRNS keletkezhet (alternativ splicing utjan), amelyekrdl legkevesebb hétféle fehérje
késziilhet (http://flybase.org/). Ez utobbiak a C terminusuk koézelében valamennyien
tartalmazzak azt a CBP (CAMP response element binding protein (CREB) binding protein
(CBP)) domént, amelyik kozvetetten felelés az AMP-kotéséért, ugyanakkor viszont nagyfoka

valtozatossagot mutatnak az N-terminus fel6li szekvenciaikat illetGen.
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SNF4figamma W W V
5005042
SNFdAg R“i: 10k ' —L e 947 aa
SNFangamna-gn o e e T y + +——80F> 1400 aa
B # ok t t t e 947 aa
* SNFdfganma-RN I P t t W 614 aa
SNFdfg R t 4 + + 881> 614 aa
SNF4Agamna-RC >0k +——moP 906 aa
_SNFdAganna-RE I—D-DF————+——#01 906 aa
SNFdfganna-RJ D—DB————+——#DH> 906 aa
SNFdAganma-RK r?m—|—|w 906 aa
SNFdAgamma-RL I>—+——BH> 718 aa
SNFdAgamma-RG é—l—l@l-) 814 aa
_— SNFdfAgamma-R1 i—i:lBH 538 aa
v \4 W%
SNFdAgamna-RE - e
SNFdfigamna-R) - e
SNFdfAgamna-RK B4 - e
SNFdAganna-RL BRI T
SNFdAgamma-RC I————"—1t D
SNFdAgamna-Rl l— - E———

16. abra. Az snfday gén feltételezett exon-intron szerkezete az 1(3)S005042 vonalban hordozott P-
elem inzercios helyének megjeldlésével (vastag, szamozott nyilhegyek), valamint a lehetséges
transzkriptumok feltiintetésével. Ez utobbiakon kis nyilak jelzik a transzlacios startkodon helyét.
Az egyes mRNS-ek mogotti szamok a roluk szintetizal6odo fehérjék méretét (aminosav-szamat)
mutatjak). Az abra als6 felében az snf4ay gén 3' végének kinagyitott részletén feltiintettilk azokat
a tovabbi, a megjelolt helyen transzpozont tartalmazo vonalakat, amelyeket az 1(3)S005042
torzzsel kapcsolatban megvizsgaltunk. Ezek a kovetkezok voltak : (1) EP648 (Szegedi
Torzskozpontbol, SzSC); (2) 1(3)S005042 (SzSC); (3) 1(3)S012719 (SzSC); (4) EP3015b (SzSC);
(5) EP3310 (SzSC); (6) EP3332 (SzSC); (7) EP3176 (SzSC); (8) KG10152 (Bloomingtoni
Torzskozpontbol, BSC); (9) EP772 (SzSC); (10) KG00325 (BSC); (11) EY07066 (BSC).

4.3.6. Az snf4ay gén leirasa és transzkriptumainak kapcsolata az autofagiaval

Az snfdaygén a harmadik kromoszoma jobb karjan, a 93C1-93C5 citogenetikai
pozicidban talalhatd, teljes mérete a 16966463 — 17038409 bazisparok kozé esik. Jelenleg
Osszesen 16 féle transzkriptumot és ugyanennyi fehérjét tételeznek fel, mint ennek a génnek a

termékeit, azonban ezek koziil csak néhanynak igazoltak a létezését (http://flybase.org/).
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Az snfdaygén 12 féle mRNS-e koziil kilenc tartalmazza a tizenhatodik intront, igy
ezek esetében valdszintisithetd volt, hogy az 1(3)S005042 vonalban 1év6 inzercio hatassal van
a géntermék megjelenésére és/vagy mitkodésére. De mivel a P-elem beépiilés az snf4ay -RG, -
RL, -RI transzkriptuma kezd6pontjanak kozelében helyezkedik el, nem volt kizarhat6 annak a
lehet6sége sem, hogy ez érinthette ez utdbbi harom mRNS-valtozat keletkezését is. Ennek
eldontésére a 4. abran 1-11 szammal megjeldlt helyeken transzpozont tartalmazoé torzseken is
elvégeztiik a fénymikroszképos autofagia tesztet. Meglepd moddon, csupan egy esetben, az
1(3)S012719 vonal (a 8. abran 3-as szammal jelolve) vizsgalatakor talaltunk kifejezetten
autofagia-defektusra utald jeleket. Az itt megfigyelt fenotipus erdsen hasonlitott az
1(3)S005042 torzs esetében tapasztaltra, és a 1(3)S005042 / 1(3)S012719 traszheterozigotak
nem voltak képesek sem az autofagiara sem pedig a metamorfdzisra, hanem még a puparium
kialakitasa elé6tt elpusztultak. Az 1(3)S012719 vonal esetében a P-elem 53 bazisparral el6rébb
helyezkedik el, mint a 1(3)S005042 t6rzsben. Erdekes modon két tovabbi vonal (EP3015b és
EP3310, a 8. dbran 4-es és 5-0s szammal jelolve) homozigodta larvai nem ¢€lték meg a 3.
larvastadiumot, hanem kordbban elpusztultak, annak ellenére, hogy benniik a transzpozon
igen kozel il az 1(3)S005042 torzsben 1évé P-elem inzercids pontjahoz. Ugyanakkor viszont
az EP648 vonal homozigota egyedei - amelyekben a transzpozon csupan 24 bazisparral
helyezkedett el hatrabb, mint az 1(3)S005042 térzsben — teljes mértékben életképesek voltak,
¢és benniik nem mutatkozott autofagia-defektus. Mindezek arra utalnak, hogy az autofagiaval
Osszefliggésbe hozhatd régiot az snfday gén RL transzkriptumanak kezdGpontja el6tt 1€vo,

mintegy 200-500 bazispar hosszisagu szakasz hordozhatja.

4.3.7. A transzpozon tovabbugratasaval a vad fenotipus helyreallithato volt

Az 1(3)S005042 torzs heterozigota egyedeit miikodoképes transzpozazt hordozo
muslicakkal bekeresztezve az snf4ay génben il6 P-elem tovabbugrathaté volt. Azokban az
egyedekben, ahol a P-elem kivagasa pontosan sikeriilt, ott az autofag folyamat a megfeleld
idében és mértékben megjelent (17. abra A és B kép), és ezek az allatok a vad tipustiakhoz

teljesen hasonld modon fejlédtek és szaporodtak.
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17. abra. A P-elem eltavolitdsa utan az
1(3)S005042  egyedeiben a vad
fenotipus helyreallt. A kép: Akridin
oranzzsal megfestett, kés6i vandorlo
(AEL140h) larvabdl szarmazo zsirtest,
a vad tipusra jellemz0 granulacidval. B

kép: Az ugyanilyen kort larva

trofocitainak ultrastruktiraja is a vad

fenotipust mutatta. Méretjel: A: 25um, B: 1 pm.

4.3.8. Az autofagia csendesitése UAS-SNF4IR RNAI segitségével

Annak igazolasara, hogy az snf4aygén termékének jelenléte a zsirtest sejtjeiben
sziikséges az autofag folyamatok beinduldsdhoz, a gén 3’ végén 1évd, valamennyi
transzkriptumban megjelené exonok szekvencidira RNS csendesitésre alkalmas konstrukciot
készitettiink. Ezzel az UAS-SNF4IR-t hordoz6 vektorral transzgén allatokat hoztunk létre,
amelyeket a megfeleld Gal4 forrast hordozo egyedekkel bekeresztezve az RNS csendesitést
tetszéleges szovetben és csupan a sziikséges idopontban valthattuk ki. Kisérleteinkben a csak
a zsirtestben kifejez6d6 cgGald-et hasznaltuk az UAS-SNF4IR  szovetspecifikus
expresszaltatasihoz. Az idSbeni szabalyozhatésagot az tub-Gal80" rendszerrel biztositottuk.
Ez utdbbi egy héérzékeny represszor folyamatos termelésével megakadalyozza, hogy a Gal4
fehérje szobahdmérsekleten - hozzakotddve az RNAi konstrukecido UAS szekvencidjahoz -
atirassa a csendesitéshez sziikséges génszakaszt. Ha azonban ezeket a kisérleti allatokat
32°C-on tartjuk, akkor a héérzékeny represszor inaktivalodik, és a Gal4 fehérje meginditja a
géncsendesitést. Ezt a rendszert hasznalva lehetdséglink nyilt arra, hogy az snfdaygén
kifejez6dését csak a harmadik larvastadium idején akadalyozzuk meg. Amennyiben az
Gal80ts/cgGal4; UAS-SNF4IR/+ genotipusu larvakat a posztembrionalis fejlodés soran végig
20°C-on tartottuk, Gigy trofocitdikban a szokésos idében és mennyiségben megjelentek az
acridin oranzs pozitivitast mutatdé granulumok (10. abra, A kép). Ha viszont az ugyanilyen
genotipusu allatokat azok utolsé larvastadiumuk elsd napjatol (AEL78h) 32°C-on tartottuk,
akkor az autofag folyamatok beinduldsat jelzé granuldcidé nem jelent meg a szokasos

idépontban (18. abra, B kép).
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18. abra. Az snf4ay gén
csendesitése a  zsirtest-sejtekben
képes meggatolni az autofigiara
jellemzdé granulumok kialakulésat.
A: kontroll, B: az azonos koru
géncsendesitett  larva  zsirteste.

Méretjel: 25um.

4.3.9. Anti- Snf4ay ellenanyag el6allitasa és tesztelése

Egy, az snfday génrdl atirod6 harom leghosszabb transzkriptum - az snf4ay-RA, -RB
¢s -RF - mindegyikében jelen 1év6 exont (az snfday—RA esetében ez a 9. exon
(FBgn0025803:9), a 19. abran zold nyillal jelolve) valasztottuk ki, mint az immunizalasra
megfeleld szekvenciat. Dontésiinkben fontos jelentdséggel birt az a tény, hogy az snf4ay-RF
MRNS-rdl keletkezd fehérjérél mar bebizonyitottak, hogy hianya sulyos neuronpusztulashoz

vezet a kifejlett Drosophilaban (Tschépe és mtsai, 2002).

1 S005042

SNFdAgamma-RB D—it 0k t t T L%

SNFd4Agamma-RF i e L%
SNFd4Agamma-RA A

e :, 40+ e

SNF4Ag. RN D ‘Ei L g

SNFdAgamma-RM + ‘E: t L 1%

SNF4Agamma-RC F .;;9! + L%

SNF4Aganma-RE D+

>

SNFdAgamma-R) D—D-DH——+——#B>
SNFdAgamma-RK
SNFdAganma-RL I>—+——8BH>
SNFdAgamma-RG
SNFdAgamma-R1 t—i:lei-)

>

19. dbra. Az immunizalashoz hasznalt szekvencia helyzete az snf4ay-RA, -RB és —-RF
transzkriptumokon beliil.

A kivalasztott génszakasz klonozasa, kifejeztetése, majd a fehérjével torténd immunizalés
utan nyert ellenanyagot Western blottal ellendriztiik. A poliklonalis antiszérum tisztan

felismerte a rekombinans, baktériumban eldallitott fehérjét, amelynek mérete megfelelt a
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klonozashoz hasznalt génszakaszrol elvileg késziilhet6 fehérje méretével (28 kDa) (20. abra,
1. oszlop). Amennyiben harmadik stadiumban 1év6, AEL110h koru larvakbol készitett teljes
homogenatumon teszteltiik az ellenanyagot, abban az esetben az egy 105 kDa
molekulatomegii fehérjével mutatott keresztreakciot. Ez a molekulatomeg jo egyezést mutat
az snfday—RA és —RB transzkriptumok altal kodolt aminosavak szamabol (947) kalkulalhato
értékkel (20. abra, 2. oszlop).

130

T — 95 20. abra. az snfdaygén RA, RB és RF
72 transzkriptumaiban koézos exon  ellen
56 termeltetett antiszérum ellendrzése. Az

ellenanyag felismeri mind a rekombindns-

43 (1. oszlop), mind pedig az eredeti

34 fehérjében 1évo szekvenciat (2. oszlop).
e 26
130
21. éabra. Anti Snfday-ellenanyag altal
felismert fehérje nem mutat mennyiségi
kiilonbséget az azonos kori ¢és fejlettségi 95
allapott, vad tipusu néstény (elsé oszlop) és
him (masodik oszlop) larvakbol szarmazo 72
mintakban.
Tub

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy az altalunk készitett ellenanyag altal
felismert fehérje mutat-e barmilyen mennyiségi kiilonbséget a kiilonb6z6 nemii larvak
esetében. Mivel ilyen eltérést nem tudtunk detektalni (21. abra), ezért ettdl kezdve a Western

blot mintak készitésekor 1:1 ardnyban hasznaltuk a néstény és a him larvéakat.
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4.3.10. Az Snf4ay fehérje Kkifejez6dése az embrionalis- és a posztembrionalis

fejlédés, valamint a metamorfozis idején

118 yonalbol szarmazé embriokbél, L1-L3

Az ellenanyag ellenérzését kovetden w
stadiumu 1arvakbol, tovabba el6-, fehér- és barna babokbol készitett homogenatumokban
vizsgaltuk az Snfday fehérje jelentétét és relativ mennyiségét. Az egyes mintak teljes fehérje
tartalmat a benniik 1évé tubulin mennyisége alapjan egyensulyoztuk ki. A korabbi
eredményeknek megfeleléen az anti-Snfday ellenanyag — az embriokbdl szarmazé minta
kivételével — valamennyi mintaban csak egy, a 105 kDa molekulatomegii fehérjét ismert fel.
Szemikvantitativ becslés alapjan az Snf4ay mennyisége nem valtozik szamottevéen az elso
larvastadiumtol (L1) a harmadik larvastadium taplalkozé periodusanak (L3F) végéig (22.
abra, L1-L3F oszlopok). A vandorld periddusban viszont ennek a fehérjének a részaranya

jelentésen megemelkedik, és a metamorfézis idészakabdl szarmazd mintdkat is ez a magas

Snf4ay tartalom jellemzi (22. abra, LW-P 0szlopok).

E L1 L2 L3F L3W PP WP P M
130
95
72
—— - Ge— y D v Tub

22. abra. Az Snfday fehérje jelenlétének és mennyiségi valtozasanak szemikvantitativ
kimutatasa a Drosophila egyedfejlédése soran, az embrid kialakulasatol a bab létrejottéig
tarto iddszakban. A teljes homogenatumot tartalmazé mintak jelolése a kovetkezd: E:
embrio (AEL16h), L1: els6 stadiumos larva (AEL36h), L2: masodik stadiumos larva
(AEL60h), L3F: harmadik stadiumos taplalkoz6 larva (AEL86h), L3W: harmadik
stadiumos vandorld larva (AEL120h), PP: elébab (prepupa, AEL146h), WP: fehér bab
(AEL150h), P: barna bab (AEL175h). Az é4bra alsé részén a mennyiségi referenciaként

szolgalo tubulin kimutatasa lathato.

Ezek az eredmények jO egyezést mutattak azzal a feltételezéssel, hogy az snf4ay gén
RA, RB ¢és RF transzkriptumairdl késziild fehérje szerepet jatszhat a metamorfozis

elékészitésében €s lebonyolitasaban.

69



4.3.1.1. Az 1(3)S5042 vonal homozigo6ta egyedeiben az Snf4ay fehérje mennyisége

erosen lecsokkent

A P-elem inzerciét hordozé 1(3)S005042 vonal L3 taplalkoz6 (AEL86h)- illetve
vandorlé (AEL120h) kort homozigdta larvaibol készitett teljes homogendtumot Western
blotton, az anti- Snf4ay ellenanyag segitségével vizsgalva megallapitottuk, hogy a vad tipusq,
hasonlé koru larvakhoz képest a mutans taplalkozo larvak joval kevesebb, mig a vandorlok
ezzel a modszerrel a kimutathatdsadg hatdra alatti mennyiségli Snf4ay fehérjét tartalmaztak

(23. abra).

1 2 M 3 4
130
e W sy
95
72
» ——— & . Tub

23. abra. A vad tipusu taplalkozo- illetve vandorldo larvak
homogenatumaban nagy mennyiségben van jelen a 105 kDa
molekulatomegii Snfday fehérje (1. és 3. oszlop), ugyanakkor ennek a
fehérjének a jelenléte a mutans taplalkozo larvakban alig, mig a
vandorlokban egyaltalan nem mutathat6 ki (2. és 4. oszlop). Az abra also

részén a mennyiségi referenciaként szolgald tubulin-kimutatas lathato.

4.3.12. A géncsendesités is csokkentette az Snf4ay fehérje mennyiségeét

Az altalunk eléallitott, az snf4ay génre nézve RNA1 konstrukciot hordozo transzgén
vonal larvaiban is ellendriztiik, hogy a géncsendesités képes-e csokkenteni az Snfday fehérje
mennyiségét. Az RNS-interferencia kivaltdsahoz ugyanazt a Gal80“/Gal4 rendszert
alkalmaztuk, amit kordbban az autofag fenotipus kivaltdsdhoz is hasznaltunk, azzal a
kiilonbséggel, hogy jelen esetben nem a zsirtest-specifikus cgGal4, hanem a valamennyi

szovetben kifejez6dd aktin promoterrel ellatott ActGal4 szerepelt Gal4 forrasként. Ezt a
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valtoztatast az indokolta, hogy a Western blotokon teljes homogenatumokat vizsgaltunk, igy
ha csak a zsirtestben csokkentjiik az Snfday fehérje mennyiségét, akkor ezt a valtozast a tobbi
szvet normalis Snf4ay expresszioja elfedhette volna. A Gal80"/ActGal4; UAS-SNF4IR/+
genotipusu, vandorld kora (AEL120h) larvakbol szarmazo mintakban nem tudtuk kimutatni
az Snfday fehérje jelenlétét (24. abra, 1. oszlop), ugyanakkor a Gal80"/ActGald; +/+
genotipusu, ugyanolyan modon kezelt, hasonlé koru dallatokban ez a fehérje nagy

mennyiségben van jelen (24. abra, 2. oszlop).

130
-

95

72
Tub

24. dbra. Az RNS-interferencia a kimutathatosag hatara ala csokkentette
az Snfday fehérje mennyiségét (1. oszlop). A Gal80"/ActGal4 rendszer
elemeit tartalmazo, viszont a géncsendesité konstrukciét nem hordozo
larvakban a kérdéses fehérje mennyisége nem valtozott (2. oszlop). Az
abra also részén a mennyiségi referenciaként szolgalo tubulin-kimutatas

lathato.

4.3.1.3. Snf4ay fehérje sejten beliili elhelyezkedése

A posztembriondlis és a metamorfozis korai iddszakanak vizsgalatdbol szdrmazd
Western blot eredmények azt mutattak, hogy az Snf4ay fehérje mennyisége jelentdsen
megemelkedett a vandorlasi periddus kezdetén. Hogy megtudjuk, ez a folyamat egyiitt jar-e a
fehérje sejten beliili eloszlasanak a megvaltozasaval is, vad tipusu, normalis fejlédést-, illetve
¢heztetett taplalkozd stadiumban 1évé (AELS86), valamint vandorld (AEL120h) larvékat,
tovabba szintén vandorld kort (1)S005042 homozigéta larvakat vizsgaltunk meg

immunhisztokémiai modszerrel.
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A vad genotipust, rendesen taplalkozo larvak zsirtest-sejtjeiben az Snf4ay fehérje a
vart, citoplazmatikus lokalizaciot mutatta (25. dbra, A-A’’ képek). Ezzel ellentétben viszont a
vandorld kort, vad larvak trofocitdit vizsgdlva, az immunfluoreszcens jel elsdsorban a
sejtmagokban mutatkozott (25. abra, B-B”’ képek). A vad tipusu, taplalkozo koru, am harom
oran at ¢heztetett larvak zsirtestében Snf4ay fehérje szintén a sejtmagokban halmozodott fol
(25. abra, C-C”” képek), mig a mutans vonal homozigéta larvainak trofocitaiban nem tudtuk

kimutatni a vizsgalt fehérje jelenlétét (25. dbra, D-D’° képek).

25. abra. Snfday fehérje a vad tipust taplalkozo larvakban a trofocitak citoplazmajaban (A-A”’
képek), mig az idOsebb, vandorld larvak esetében mar elsdsorban a sejtmagokban talalhato (B-B”’
képek). A taplalkozo larvak rovid ideig tartd éheztetése kivaltja a fehérje sejtmagban torténd
felhalmozodasat (C-C’ képek). Az 1(3)S005042 homozigota larvak zsirtest-sejtjeiben nem mutathatod
ki az Snfday fehérje jelenléte (D-D”’ képek). Méretjel: 25 pm.
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4.4. A liquid facets (Iqf) gén termékének részvétele az auto- és heterofagiaban

4.4.1. Az1(3)S011027 vonal tesztelésének eredményei

A P-elem beépiiléssel 1étrehozott mutansparkok tesztelése soran keriilt latdteriinkbe az
1(3)S011027 vonal, amelynek homozigéta, vandorld kortt (AEL120h) larvainak zsirtestében
sem akridin oranzs- (26. abra, fels6 képsor), sem pedig LysoTracker Red festéssel nem tudtuk
az auto- és a heterofag (endocitotikus) eredetii granulumok jelenlétét kimutatni (26. abra, alsé

képsor).

Wi.w ] ] . ’ wits “n

feeding . a2 Iate'Wandefim Y

B

S011027
wandering aged

11 1118
w''e w

feeding late wandering

S011027
wandering aged

26. abra. A vad tipusu, taplalkozd peridodusban 1évé (AEL86h) larvak zsirtestében nincsenek jelen
azok az akridin oranzs-, illetve LysoTracker Red-pozitivitast mutaté granulumok (A és D képek),
amelyek viszont egy nappal késébb, a mar vandorlo (AEL120h) larva trofocitdinak meghatarozo
sejtorgenellumai lesznek (B és E képek). Ezzel szemben az 1(3)S011027 vonal ugyanilyen idés
(AEL120h), homozigota larvainak zsirtest-sejtjei egyaltaldin nem tartalmaznak akridin oranzzsal vagy

Lysotracker Reddel fest6dé granulumokat (C és F képek). Méretjel: 100 um.

Az el6bbi, elsésorban vizualis-Kvalitativ megfigyelésiinket egy egyszer(i statisztikai
elemzéssel is megerdsitettiik, amelybdl kidertilt, hogy a mutans larvak trofocitai gyakorlatilag
képtelenek az acridin oranzzsal megfesthetd (protein)granulunok eldallitasara, viszont kis
mennyiségben képesek Lysotracker Red-pozitivitast mutatd granulumok megjelenitésére. Ez
utdbbiak azonban mind méretben, mind szdmban jelentdsen elmaradnak a vad tipusu larvaban

megfigyelhet6tdl (27. abra)
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27. abra. Az akridin oranzzsal, illetve a Lysotracker Reddel
jelolhetd granulumok szama az azonos koru vad tipust (W) és
a mutaciot hordozd (S011027) homozigdta larvak zsirtestében,

1600 négyzetpixel méreti teriiletekre vetitve.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok teljes mértékben alatdmasztottdk a

fénymikroszkopos szinten megfigyelt jelenségeket. A vad tipusu (W)

, taplalkozo
periddusban 1évd, (AEL86h) larvakbol szdrmazd mintakban nem talaltunk sem autofag
vakuoléakat, sem pedig protein granulumokat (28. abra, A kép). Mindkét, a metamorfozis elotti
iddszakra jellemzd6 struktira viszont nagy szamban volt jelen a vad, mar vandorlo stddiumban
1évé (AEL120h) larvakbol készitett mintdkban (28. ébra, B kép). Az 1(3)S011027 vonal
homozigota (AEL120h) larvainak zsirtestében azonban autofagoszomak és autofag vakuolak
csak elvétve, heterofag eredetii organellumok pedig egyaltalan nem voltak megtalalhatoak,
ezekben a trofocitdkban csak néhany, a szokdsosnal kissé nagyobb lizoszéma jelenlétét tudtuk

kimutatni (28. abra, C kép). Az elobbi megfigyeléseinket egy egyszerli morfometriai

analizissel is alatdmasztottuk (29. abra).
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28. abra. A normalis fejlédésii, vad tipusu larvak zsirtest-sejtjeiben a taplalkozé idészakban nem
mutathaté ki sem auto-, sem pedig heterofdg eredetii organellum (A kép), ezek csak a vandorlasi
periodusban jelennek meg, egyre ndvekvé szamban a trofocitakban (B kép). Az 1(3)S011027 vonal
vandorld stddiumban 1évé homozigéta larvak zsirtest-sejtjeiben csak elvétve taldlunk autofag
struktarakat vagy nagyobb lizoszomakat, mig a heterofag iton kialakul6 protein granulumok teljesen
hianyoznak ezekbdl a sejtekbdl (C kép). L.lipidcseppek, ER: endoplazmatikus haldzat, N: sejtmag,
MVB: multivezikularis test, PG: fehérje granulum, M: mitokondrium, a nyilak a szokasosnal nagyobb

méretll lizoszomakra mutatnak. Méretjel: 10 pm.

40 -

number of organelles / test area

<
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29. abra. Az autofagoszomak (AS), az autofag vakudlumok (AV), a lizoszomak (Lys) és a protein
granulumok (PG) relativ mennyisége a vandorlo kora, vad tipusa (W) és az 1(3)S011027 mutans

larvak trofocitaiban.
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4.4.2.Az1(3)S011027 vonal homozigota egyedei 20-HE kezeléssel nem voltak

menekithetok

A 20-HE szintemelkedés a normalis fejlédés folyaman a metamorfozist megel6z6
iddszakban serkenti az autofadg és az endocitotikus folyamatokat, ezért ennek a vonalnak az
esetében is fontos volt annak megvizsgalasa, hogy vajon nem a vedlési hormon
szignalizaciojanak hibdja okozza-e a tapasztalt fenotipust. Mig a négy oras 20-HE kezelést
kovetden a vad tipusu larvak zsirtestében jelent0s szamu akridin oranzs- illetve LysoTracker
Red pozitiv struktira jelent meg (14. abra A kép), addig az 1(3)S011027 vonal homozigota
larvainak trofocitdiban viszont még 8 6ras 20-HE kezelést kdvetden sem talaltunk akridin
oranzzsal fest6d6 strukturakat. (30. abra A kép). Ugyanakkor a kezelés hatasara kisszamu,
LysoTracker Reddel jelolheté organellum jelent meg a mutansok zsirtest-sejtjeiben (30. abra
B kép)

30. abra. A 20-HE kezelést kdvetden a homozigota mutans larvak tovabbra sem
voltak képesek akridin oranzs-pozitiv granulumok eléallitasara (A kép), viszont
trofocitaikban néhany LysoTracker reddel fest6dd struktura megjelenését
detektaltuk (B kép). Méretjel: 100 um.

76



4.4.3. A P-elem inzercio helyének meghatarozasa az1(3)S011027 vonalban

Inverz PCR metodikaval meghatarozva a transzpozon helyét a genomban a Flybase
adatbazis (http://flybase.org/) segitségével igazoltuk, hogy a P-elem a liquid facets gén (Iqgf,
CG8532, FBgn0028582) startpontjatdl - a kodold szekvencia iranyaba - 32 bazisparnyira
talalhatdo. Ennek alapjan a mutéacidonak ¢érintenie kell az 1qf-RC, -RB, -RE ¢és —-RF
transzkripteket, és mivel jelenleg a génen beliill nem tételeznek fel tovabbi startponto(ka)t,

ezért valoszintileg a rovidebb 1qf-RA és —RD transzkriptek sem johetnek 1étre (31. abra).

, , , , , , , , , , ,
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31. abra. Az Igf gén és a rdla késziil6 transzkriptek szerkezete
(http://flybase.org/). A fekete nyil az 1(3)S011027 vonalban iil6 transzpozon
helyét jeloli.

Bar az inverz PCR eredménye egyértelmiien megmutatta, hogy az 1(3)S011027
torzsben csupan egyetlen P-elem taldlhatd, annak lehetdségét, hogy a tapasztalt fenotipust
mégsem a P-elem beépiilése, hanem esetleg egy, a transzpozonnal azonos kromoszéman 1évo
hattérmutacio okozza, azt tovabbi keresztezésekkel tudtuk kizarni. Mivel az Igf gén a
harmadik kromoszoman, a 66 A4-66A5 citologiai helyen talalhatd, ezért az 1(3)S011027 vonal
heterozigéta egyedeit az ebben a kromoszoémalis régioban deléciot hordozo pbl-X1(65F, 66B)
torzzsel kereszteztiik be. Mivel a delécids vonallal torténd keresztezés az F1 nemzedékben
nem sziintette meg (nem komplementélta) a tapasztalt fenotipust, igy egyfeldl kizarhattuk
annak a lehetdségét, hogy egy hattérmutacid6 okozta az autofdg defektust, masfeldl
megerdsithettiik azt az allaspontunkat, hogy az Igf génben 1év6 P-elem okozta funkciovesztés
all a jelenség mogott.

Ez utobbit két masik, az Iqf génben igazoltan mutaci6é hordozo, homozigota formaban
letalitast mutato torzs 1(3)S011027 vonallal torténd keresztezésével is igazoltuk. Mind az

lgf*"/TMBB  x  1gf' @ %7/ TMeb, mind pedig az lgf-"/TMeb x  1gf @ %/ TMeb
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keresztezésekbdl csak a TM6b balanszert hordozo heterozigotak voltak életképesek, a

heteroallélikus allatok nem.

4.4.4. Mitotikus klonok vizsgalata

Amennyiben a hsFlp; cgGal4, UAS-GFP, FRT80B vonalbdl szarmazé sziizeket
sszekeresztezziik az Igf-"*FRT80B/TM6b himekkel, ugy egy olyan vonal birtokaba jutunk,
amelyben az embrionalis fejlédés elején alkalmazott rovid idejii hdsokkal mitotikus
rekombinaciot lehet kivaltani. A keletkezd qu"71 homozigota sejtklonokbol hidnyozni fog a
z0ld fluoreszcens fehérje (GFP), viszont a szomszédos sejtekben — amelyek vad tipustiak
lesznek -kétszer annyi lesz a GFP mennyisége. Az ilyen, zsirtestiikben sotét- illetve zolden
erésen vilagité ikerfoltokat hordozd larvak normalis fejlédéstick Amennyiben ezeket a
larvakat 90 o6ras korukban (AEL90h) négy o6ran at tarté aminosav megvondsnak tessziik ki,
gy trofocitaik koziil az Igf-"/+, illetve a +/+ genotipusiak nagyszami, az autofigia
megindulasat jelzé LysoTracker Red pozitivitast mutatd granulumot halmoznak fel, viszont

erre az Igf-"/ 1gf-"* klénok tovabbra sem képesek (32. abra).

L71 Lo ,
f mutaciora nezve

32. abra. A négy oran keresztiil aminosav-megvonassal éheztetett larvak Iq
heterozigota (halvanyzold)-, illetve a vad tipusu (erds zold szinil) zsirtest-sejtjeiben (A kép)
megjelentek az autofdgidra utald LysoTracker Red festdédésti granulumok (B és C képek). Ezzel
szemben viszont az lgf-"/1gf-"* homozigota (z6lden nem vilagit) trofocitikban ilyen granulacidt nem

talalunk (A-C képek). Méretjel: 100 um.
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4.4.5. Az Iqf génrol atirodé mRNS szintjének alakulasa vad tipusd és mutans

larvakban

Reverz transzkriptaz-PCR (RT-PCR) technikat alkalmazva megvizsgaltuk, hogy az
lgf'®011%7 yonal hetero- és homozigdta larvai - a vad tipusa kortarsaikhoz képest - milyen
mennyiségben képesek az 1qf-mRNS-t szintetizalni, valamint, hogy a vad tipusu larvakban az
utolsé larvastadium soran, illetve é¢hezéskor hogyan valtozik az Iqf génrél atirodo mRNS szintje.
A vandorld idészakban 1évé (AEL120h) Igfi®s0t027) 1qf@S01027, 6 0zi00ta larvakban csak
nagyon kis mennyiségi Igf transzkriptumot sikeriilt kimutatnunk, szemben a hasonld kort
heterozigota- €s vad tipust tarsaikkal (33. abra, A kép). A homozigdta mutans larvakban detektalt
minimalis Iqf-mRNS jelenlétének oka a P-elem inzercid esetén gyakran megmutatkoz6 hipomorf
hatas, kovetkezménye pedig az, hogy ezek a larvak képesek a metamorfozis kezdetéig életben
maradni. Ezt kovetéen azt vizsgaltuk meg, hogy van-e valtozads az Iqf gén expresszidjaban az
auto- ¢és heterofdg folyamatok fizioldgias beinduldsakor, vagy az azt megel6z6 idészakban. Vad
tipusu, taplalkozo (AEL75-80h), korai- (AEL100-105h) és kés6éi (AEL115-120h) vandorlo
larvakban vizsgalva az Igf transzkriptum mennyiségét azt tapasztaltuk, hogy az igen jelentsen
megndvekszik a vandorlas kezdetekor, és folyamatosan magas szinten marad a prepupa stadium
1étrejottéig (33. abra, B kép). Ezzel dsszhangban azt talaltuk, hogy a vad genotipusu, taplalkozo
A , (AEL75-80h) larvakban az éheztetéssel indukalt

Act5C
Iqf

‘ . autofagia esetében is jelentésen megemelkedett az Igf
’ : . gén expresszidja (33. abra, C kép). Ezekhez a

wne Igforozr  jgforiozns szemikvantitativ  kisérletekhez a folyamatosan

kifejez6dé aktinSC (Act5C) mRNS mennyiségét

hasznaltuk viszonyitasi alapként.

33. dbra. A: Az Igf gén kifejez6dése a vad tipusa- (W),
az qu'(3)8011027/ |qf'(3)5011027h0mozig(')ta— és az qu'(3)5011027/ +

heterozigota larvakban. B: Az Iqf gén expresszidjanak

valtozasa vad tipust larvakban, az utols6 larvastadium

idején. C: Az €éheztetés hatdsa az Iqf gén kifejezodésére,

vad tipusu, taplalkozo larvakban.

w8 starved w8 control
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4.4.6. Az 1qfRNAI hatasa a fizioldgias auto- és heterofagiara

Annak bizonyitasara, hogy az 1(3)S011027 vonalban az auto- és heterofag folyamatok
valoban az liquid facets gén elégtelen expresszidja miatt gatoltak, az Iqf gén valamennyi
transzkriptumaban megjelené 6. exon (FBgn0028582:6) egy darabjara tervezett UAS-IgfIR
konstrukcié felhasznalasaval négy Drosophila transzgén vonalat allitottunk el6 (lgf6, 1qf7,
Igf10, Igf12). Az RNS interferencia kivaltasahoz sziikséges Gal4 fehérjét kifejez6 torzsben —
az RNAI hatasfokanak emelése végett — egy UAS-DCR2 konstrukcié is jelen volt (UAS-
DCR2; hsGal4). Amennyiben a keresztezéssel 1étrehozott UAS-IqfIR/UAS-DCR2; hsGal4/+
genotipust, addig 18°C-on tartott, AEL70h kort larvékat életiik kovetkezd harom napjaban
32°C-on tartottuk, abban az esetben a zsirtest-sejtjeikben sem akridin oranzs-, sem pedig
LysoTracker Red-pozitiv granulumok jelenlétét nem tudtuk detektalni (34. és 35. abra, bal
oldali képek). Ezek a larvak egy megnyujtott posztembrionalis fejlodés utan sem voltak
képesek a metamorfozisra. Ezzel szemben a folyamatosan 18°C-on tartott testvéreikben -
ugyanebben az idépontban - mindkét festékkel jelolhetd, erdteljes granulacio jelentkezett (34.
¢s 35. abra, jobb oldali képek), és ezek az allatok a tovabbiakban is normalisan fejlodtek,

majd imagova alakultak.

RNAI

Iqf RNAi
control

1
heat shocked

34. abra. A ho-sokkal indukalt 1gfRNAi kovetkeztében a vandorld koru larvak
zsirtestében nem jelennek meg az akridin oranzzsal fest6d6 granulumok. Méretjel: 100

um.
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iqf ™A Iqf RN

heat shocked control

35. abra. Az 1qf-RNS interferencia hatasa az LysoTracker Reddel jeldlhet6 granulaciéo megjelenésére.

Meéretjel: 100 pm.

4.4.7. Az anti-Lqf ellenanyag eldallitasa és ellen6rzése

Az Igf gén 6. exonjanak (FBgn0028582:6) egy szakaszat expresszids vektorba
klénoztuk, majd az ennek segitségével termeltetett fehérjével egereket immunizaltunk. Az igy
kapott poliklonalis szérum Western blotton a vad tipusu, vandorlo larvak homogenatumabol
készitett mintaban egy 95 kDa molekulatomegli fehérjével adott keresztreakcidt, ami egyarant
megfeleltethetd a 824 vagy 831 aminosavbol allo Igf-RB, -RC, -RE vagy -RF
transzkriptumokrol késziil fehérjéknek épptigy, mint az Igf-RA vagy —RD mRNS-ek altal
kodolt proteineknek. Ugyanakkor az qu'(3)5011027h0mozigéta larvak mintaiban az antiszérum

egyaltalan nem mutatott keresztreakciot (36. abra).

- 36. abra. Az anti-Lgf ellenanyag a vad tipust
a-Lq ——
larvakbol készitett mintaban felismeri az Lqf
sctih fehérjét, mig ez az 1gf®"%%"homozigota
larvakbol hianyzik. A mintak fehérjetartalmat a

wlll8 lqf011027 tubulin  segitségével Aallitottuk be azonos

mennyiséglire.

Az el6z6 pontban ismertetett UAS-IgfIR konstrukcidt hordozé transzgén vonalakat is
megvizsgaltuk, hogy az RNS csendesitést kovetden vajon az Lqf fehérje is eltlinik-e a
trofocitakbol? A Western blot vizsgalatok alapjan kijelenthetjiik, hogy a sikeres RNS
interferencidval parhuzamosan a larvakban az Lqf fehérje mennyisége a kimutathatdsagi hatar
ala csokkent (37. abra, els6 oszlop). Amennyiben nem hé-sokkolt, UAS-IgfIR/UAS-DCR2;

hsGal4/+ genotipusu larvakat vizsgaltunk, ugy azokban az Lqf mennyisége a vad tipuséhoz
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hasonld volt (37. abra, masodik oszlop), épptigy, mint az UAS-IqfIR-t nem tartalmazo, csupan
az UAS-DCR2; hsGal4 konstrukciokat hordozo, hé-sokkolt larvakban (37. abra, harmadik

oszlop).

37. abra. Az Lqf fehérje nem volt kimutathat6é az RNS § §
csendesitett larvakban, viszont az azonos genotipusu, g g
~N ~N é}

csak  az UAS-IgfIR  aktivalasahoz  sziikséges a-Lqf —

de nem hé-sokkolt larvakban jelen volt, éppugy, mint a

konstrukcidkat hordozo, de hd-sokknak  Kitett

larvakban. A mintdk fehérjetartalmat a tubulin =

segitségével allitottuk be azonos mennyiségire. Treated Control Treated

4.4.8. Az Lqf fehérje eloszlasa a trofocitakban az utols6 larvastadium idején

Az anti-Lqf ellenanyag segitségével immunlokalizacios vizsgalatokat végeztiink
taplalkozo, korai és késdi vandorld stadiumban 1évd, vad tipusu larvdkon. A 4%-0S
paraformaldehiddel végzett rovid ideji fixalas utdn az AEL80h kort larvak zsirtestében az
Lqf protein jelenléte a sejtmag perifériagjan volt detektalhato (38.abra, A-C képek). Ez a
jellegzetes lokalizacid a vandorld stadium elején (AEL110h) megvaltozott: anélkiil, hogy a
sejtmag korili jel gyengiilt volna, Lgf-pozitivitast mutatdé granulumok jelentek meg a
trofocitak citoplazmajaban (39. abra, A-C képek). Ezzel szemben a prepupa stadiumot
megel6zd iddszakban (AEL130h) markéans valtozast tapasztaltunk az Lqf fehérje sejten beliili
lokalizacidjaban: a fehérje perinukledris akkumulacidja megsziint, ugyanakkor a granulumok

jelolodése igen erdteljessé valt (40. abra, A-C képek)
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Sytox green

38. abra. A taplalkozo larvak zsirtestében az Lqf fehérje a sejtmagok perifériajan talalhato. Méretjel:

100 pm.

Sytox green Sytox green

39. abra. A korai vandorlo larvak zsirtest-sejtjeiben az Lqf fehérje a formalédo granulumokban is

megtalalhatd. Méretjel: 100 pm.

@ Sytox green

40. abra. A vandorl6 periodus végére az Igf gén terméke csak a granulumok teriiletén mutathato ki.

Meéretjel: 100 pm.
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4.4.9. Az Iqf gén terméke kolokalizaciét mutat az autofagoszoma, illetve az autofag

vakudlum markereivel.

Az Atg8 fehérje az egyik legjobb - és ezért széles korben elfogadott — autofagoszéma-
marker. Amennyiben vandorlo kora, hsGFP::Atg8 konstrukciot expresszald transzgén larvak
zsirtestén végeztiik el az Lqf kimutatdsara szolgald6 immuncitokémiat, abban az esetben a két

fehérje igen erds kolokalizaciojat észleltiik a citoplazmaban 1évé granulumokon (41. ébra, A-

C képek).

41. 4bra. Az Lqf protein eloszlasa a vandorld larva trofocitdiban pontosan megegyezik az Atg8

eloszlasaval. Méretjel: 100 pm.

Vizsgalataink sordn legtobbszor a LysoTracker Red festékkel detektaltuk az autofag
struktardk jelenlétét. Mivel ezt a fluorofor vegyliletet csak fixalatlan szovet esetében lehet
hasznalni, ezért annak a kérdésnek az eldontésére, hogy a LysoTracke Red pozitivitast mutato
granulumok egyben tartalmazzak-e az Lqf fehérjét is, l1étrehoztunk egy UAS-GFP::Lqf
konstrukciot hordozé transzgén muslica vonalat. A GFP::Lqf fehérje megjelenését hsGal4
segitségével kivaltva azt tapasztaltuk, hogy a GFP::Lqf fuzios fehérje teljes mértékii
kolokalizaciot mutatott a LysoTracker Red-del megjelolhetd strukturakkal (42. abra, A-C
képek).
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UAS-GFP::lqf UAS-GFP::Iqgf

42. abra. A GFP::Lqf fehérje is a vandorlo larva zsirtest-sejtjeinek granulumaiban halmozodik fel (A
kép), amelyeket a LysoTacker Red festék is jelol (B kép). Az egymasra vetitett képen (C kép) jol
lathatd, hogy a kétféle jel teljesen atfed. Méretjel: 20 pm.

Egy adott konstrukciordl szintetizalodé fehérje mennyiségét nem a fiziologiai
paraméterek, hanem az expresszidhoz hasznalt rendszer erdssége és annak alkalmazasi ideje
hatarozza meg, és ez bizonyos esetekben hatassal lehet az adott fehérje lokalizacidjara is. Ezt
a problémat lehet kikiiszobolni a Flytrap torzsgyiijtemény vonalaival, ahol az eredeti gén
szekvencidjaba, azzal megegyezd leolvaséasi keretbe illesztik be a GFP-t kodoldé DNS
szakaszt. A CA07504 vonal az 1qf gén végére illesztett GFP szekvenciat hordoz. Az errdl a
génrdl szintetizaloddo Lqf-GFP fehérje a taplalkozo allatokban gyenge citoplazmatikus
lokalizaciot mutatott (43. abra, A kép). Ezzel szemben, a korai és a késdi vandorlo larvak

trofocitaiban egyre kifejezettebb granularis jelolést tapasztaltunk (43. abra, B és C képek).

43. abra. A sajat promotere és enhancere szabalyozasa alatt kifejez6d6, GFP-vel ellatott Igf gén
terméke a taplalkozo larva zsirtest-sejtjeiben a citoplazmaban talalhato (A kép). A korai (B kép) és a
kés6i (C kép) vandorld larva trofocitdiban viszont az Lgf-GFP az egyre élesebb konttrokkal

kirajzolodo granulumokban mutathato ki. Méretjel: 100 pm
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4.4.10. Az Iqf°11027 homozigota larvakon in vivo végzett rapamicin kezelés hatasa

Az el6zoekben ismertetett eredményeink alapjan az Igf gén termékének részvétele az
autofag folyamatban bizonyitottnak tekinthetd. Az autofdgia kdzponti reguldtora a target of
rapamicin (TOR) kindz, melynek aktivitasat rapamicin kezeléssel meg lehet gatolni, és ezaltal
az adott sejtben autofagiat lehet indukalni. Vizsgalatunk utols6 1épésében arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy az Lqf fehérje részvétele az autofagia folyamataban a TOR-hoz
viszonyitva attél korabban (,,upstream”) vagy pedig azt kovetden (,,downstream™) sziikséges.
Amennyiben az elobbi feltételezés az igaz, ugy a rapamicin kezelést kovetden LysoTracker
Red pozitivitdst mutatdé autofadg granulumoknak kell megjelenniiik a mutans larvak
trofocitaiban, viszont ha az Lgf a TOR-t kdvetden vesz részt a folyamatban, akkor a
granulumok megjelenése elmarad. Mivel a vandorlé (120h AEL) koru 1gf***%" homozigota
larvakon in vivo végzett rapamicin kezelés mind a granulum-képz6dés (44. abra B kép), mind
pedig a larva-letalitds menekitése szempontjabol hatdstalan maradt, ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy az Lqf fehérje az autofagia késobbi, a TOR szabalyozasi pontja alatti

folyamataiban vesz részt.

S011027
control

Oregon
control

S011027
rapamycin

44. abra. Az 1(3)S011027 homozigoéta larva zsirtestének képe a rapamicin kezelés koriilményit utanzo
(A kép) és a ténylegesen megtortént rapamicin kezelés utan (B kép). A C képen az azonos kort vad

tipusu larva zsirteste lathato. Méretjel: 100 pm
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4.4.11. Az Lqf fehérje részt vesz a larvalis szérum fehérjék receptor-medialt

endocitozisaban

A larvalis szérum fehérjéket (LSP) az utolsé larvastadium elsd felében a zsirtest sejtjei
szintetizaljak és szekretaljak a hemolimfaba. A vandorlési periddus sordn viszont ugyanazek a
sejtek receptor-medialt endocitdzissal visszaveszik az LSP-ket, majd protein granulumok
formajaban raktarozzak oket. Mivel az 1(3)S011027 vonal homozigota larvainak trofocitai
sem autofag-, sem pedig heterofag eredetli granulumok képzésére nem voltak képesek, ezért
megvizsgaltuk, hogy az Lqf fehérje hianya hogyan befolyasolja ezt az endocitotikus
(heterofag) folyamatot.

Vad, illetve 1(3)S011027 homozigota, vandorlé koru (115-120h AEL) zsirtest és
hemolimfa mintakat gyijtottink, majd fehérjetartalmukat 1 pm/ul értékre beallitva, SDS-
PAGE segitségével ellendriztilk hasznalhatosagukat. Ezt kovetéen anti-LSP2 ellenanyagot
hasznalva, Western bloton kimutattuk, hogy mind a vad, mind a homozigdta mutans larvak
(45. abra, A és B képek H betlivel jelolt mintai). Mivel a vandorlasi idészakban az LSP-k
visszavétele zajlik, ezért a zsirtest-sejtekben ennek a fehérjének a mennyisége folyamatosan

novekszik. Ezt a jelenséget azonban csak a vad tipusu larvak esetében tudtuk detektalni, az

A SDS PAGE 1gf**%" homozigota mutansok trofocitai erre
képtelenek voltak (45. abra, A és B képek
LSP2 FB-vel jelolt mintai).
wlll8 lgf 011027 45, 4bra. A vad (Wlm) és az qu011027
B Western blot homozigdta larvak zsirtestébol és
hemolimfajabol készitett mintdk
R ST g — —-— egybevetésébol kitlinik, hogy a
vandorlé6 kord mutans larvak
FB H FB H trofocitdi nem képesek az LSP2
wlll8 I qfo 11027 receptor-medialt endocitozisara.
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4.5. Az autl, az SNF4Ay és az Iqf gének termékeinek hatasa az élethosszra

Az a metabolikus halézat, amelynek az autofag mechanizmus is része, fontos szerepet
jatszik az oregedési folyamatok és ezen keresztiil az €lethossz szabalyozasaban azaltal, hogy
fenntartja a homeosztazist mind a sejtek, mind pedig szervek és az egész szervezet szintjén.
Az autofag kapacitds megvaltozasa — elsGsorban a besziikiilése — jelentés mértékben csokkenti
az adott organizmus élethosszat (Donati és mtsai, 2001; Bergamini és mtsai, 2004; Hars és
mtsai, 2007; Juhasz és mtsai, 2007; Toth és mtsai, 2008; Vellai és mtsai, 2009, Bjedov és
mtsai, 2010).

Ennek tiikrében megnéztiikk, hogy az altalunk vizsgalt autofag-gének csokkentett

expresszidja milyen hatassal van a Drosophila élethosszara (46. abra).

120 -

100

80

B0 4

Adults %

40 -

20 1

Days

46. abra. Az azonos koriilmények kozott tartott vad tipusu, hsGal4-et expresszald
legyek élethosszahoz képest a mérsékelten csendesitett autofag géneket hordozo allatok

¢lethossza jelentdsen (22,5-40%-kal) megrovidiilt.

A korabbi kisérleteinkben is alkalmazott UAS-drautlRNAI, UAS-SNF4RNAI, illetve
UAS-IgfRNAI konstrukciokat hordozo transzgén vonalakat a Gal4 fehérjét ho-sokk promoter
mogott tartalmazo (hsGald) torzzsel kereszteztiik Ossze. Mivel a hé-sokk promoter nem a

»,minden vagy semmi” elven miikddik, ezért kismértékli transzkripcidt indukal mar az
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alacsonyabb hémérsékleteken is. Ezért, amikor a hsGal4/+; UAS-dautlRNAI/+, illetve a
hsGal4/+; UAS-SNF4RNAI/+, valamint a hsGal4/+; UAS-IqfRNAIi/+ genotipust allatokat a
babbol torténd kikelésiik utdn folyamatosan 25°C tartottuk, akkor benniik az adott RNAI
szekvencia expresszidja - és ezzel egylitt az RNS csendesités mértéke - allanddan alacsony
szintli volt. Ennek kovetkeztében mindharom gyengén géncsendesitett vonalban a feln6tt
legyek féléletideje (MT50%) 22,5-40,0 %-kal lecsokkent, az azonos koriilmények kozott
tartott, hsGal4/+; +/+ allatokéhoz képest (4. tablazat).

4. tablizat. Az autofig gének mérsékelt MT(50) %
csendesitésének  hatdsa  az  élethosszra.

Amennyiben a vad tipusu, hsGal4-et expresszalo W1118 100’ 0
legyek élethosszat 100%-nak tekintjiik, akkor qu 87, 5
echhez képest az autofag gének csendesitése Autl 77’ 5
22,5-40%-os élethossz-rovidiilést okoz. SNE4 6 O, 0

A kisérleteinkben alkalmazott folyamatos, kismértékii RNS csendesités nem érintette az
allatok fertilitdsat és nem tapasztaltunk kiilonbséget az egyes géncsendesitett vonalakon beliil

a néstények és a himek ¢élethossz-valtozasa kozott.
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5. Megyvitatas

A fejlédo, vagy éppen a kifejlett szervezetekben lezajld szoveti differencialodas €s az
azt kovetd morfologiai valtozdsokban az autofdg mechanizmusnak kiemelt fontossagl szerepe
van. Az autofagia, mint a programozott sejthalal II. tipusa (PCD 1), els6sorban akkor kertil
elotérbe, amikor nagy tomegli sejt, vagy szovet eliminalasara van sziikség, mint példaul az
emlosok esetében a pro- €s a mezonefrosz telepének felszamolasa, himekben a Miiller-féle
csO elimindlasa, illetve kasztralas utdn a prosztata allomanydnak jelentds redukcidja,
ndstényekben a posztlaktacios periodusban a tejmirigyek visszafejlesztése. Hasonld6 modon
torténik a kétéltliek larvainak farokregresszidja, illetve a holometabola rovarok larvalis
szoveteinek lebontasa is, a metamorfozis idején (De Duve és Wattiaux, 1966; Helminen és
Ericsson, 1970; Helminen és mtsai, 1970; Schweichel és Merkel, 1973; Watanabe és Sasaki,
1974; Sass és Kovacs, 1975; Clarke, 1990; Lockshin és Zakeri, 2004). Az utobb emlitettek
kozé tartozod Drosophila melanogaster esetében is mar az embrionalis fejloddés soran
megtorténik a larva és az 1magd szoveteinek elkiiloniilése, és ez az eltérd iranyu
differencialodas vezet oda, hogy a larvalis szovetek a metamorfozis soran programozott
sejtpusztulas révén lebomlanak. Ebben a folyamatban az autofagia (PCD II) inditja meg ¢és
viszi csaknem végig a sejtpusztulas menetét, de az utolso 1€péshez sok esetben az apoptdzis (a
PCD I tipusa) is hozzdjarul (Lee és Baehrecke, 2001; Lee és mtsai, 2003; Martin és
Baechrecke, 2003, Miiller és mtsai, 2004; Berry és Baehrecke, 2008; Facey és Lockshin,
2010).

A posztembrionalis periddus a teljes atalakulassal fejlddd rovarok esetében az intenziv
taplalkozas és a novekedés iddszaka, melynek soran az egyed felkésziil az imagd testének
metamorfozis alatt torténd kialakitasdra. Ennek kovetkezményeképpen a petébdl torténd
kibujast kovetd ¢letszakaszban elsdsorban a larvalis szovetek é€s szervek azok, amelyek
folyamatosan proliferdlnak, mig a majdani imagindlis szerveket kialakit6 sejtek csak a
vedlések 1ddszakaban bekovetkezd mitozisokkal tudjdk szamukat ndvelni. Az utolséd
larvastadium véandorlasi szakaszdban megkezdddik a larvalis szovetek sejtjeinek autofagiaval
tortend lebontasa, és a beldliik felszabaduld monomerek épitdanyag- €és energiaforrasként
szolgalnak az imaginalis szervek kialakitasahoz a metamorfozis idején (Locke és Sykes, 1975;
Sass és Kovacs, 1975; Larsen, 1976; Sass és Kovdcs, 1977; Butterworth és mtsai, 1988; Sass
es mtsai, 1989; Lee és Baehrecke, 2001; Thummel, 2001; Lee és mtsai, 2002; Scott és mtsai,
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2004; Yin és Thummel, 2005; Hennig és mtsai, 2006; Neufeld, 2008; McPhee és Baehrecke,
2009; Chang és Neufeld, 2010).

Az autofagia folyamata — fliggetleniil attdl, hogy fejlédési- vagy stressz altal indukalt
autofagiardl beszéliink — precizen szabalyozott és csak meghatarozott feltételek mellett
indukalodo sejtbiologiai reakcid. Kisérletes munkank soran ennek a regulacios rendszernek
egyes elemeit azonositottuk és vizsgaltuk meg a holometabola rovarok larvalis szoveteiben.

A metamorfozist kdzvetleniil megel6z6 idészakban a larvalis szervek lebontasat végzo
autofag folyamatok beinditasat a vedlési hormon titerének megemelkedése okozza (Sass és
Kovdcs, 1975; 1977; Dai és Gilbert, 1999; Lee és Baehrecke, 2001; Thummel, 2001; Lee és
mtsai 2002; Rusten és mtsai, 2004). A 20-HE a sejtekbe belépve sajat, tobb izoformaban
(EcRA, EcRBI1 ¢és EcRB2) létezd intracellularis receptorahoz kotddik, és azzal egyiitt
onalloan, vagy az ultraspiracle gén termékével heterodimert képezve a sejtmagba
transzlokalodik, ahol génexpressziot képes kivaltani (Koelle és mtsai, 1991; Yao és mtsai,
1992; Riddiford, 1993; Talbot és mtsai, 1993; Robinow és mtsai, 1993). Ez torténik a larvalis
szovetek pusztulasanak indukcidjakor is; laboratériumunkbdl keriilt ki az elsé olyan
eredmény, amelyik egyértelmiien bebizonyitotta, hogy a génexpresszo altalanos csendesitése
esetén a fejlodési autofagia teljes mértékben gatlodik (Sass és Kovdcs, 1980). Ugyanakkor
mas eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a fehérjék foszforilacidja vagy
defoszforilacidja szintén lényeges az autofag folyamatok meginduldsa szempontjabdl (Sass,
Kémiives, Csikés, nem publikalt eredmények). Mivel akkori ismereteink szerint az
intracellularis cAMP szintemelkedés 4llhatott a fehérjék foszforilacios 4allapotanak
megvaltozasa mogott, ezért megvizsgaltuk, hogy a két folyamat - az endogén 20-HE
hemolimfatikus titerének €s a zsirtest cCAMP tartamanak valtozasa az utolsd larvastadium
soran — mutat-e barmilyen Osszefliggést. Eredményeink szerint a két vegyiilet mennyiségének
véltozasa szoros korrelacidban all, és az exogén vedlési hormon is képes megemelni a
trofocitak cAMP tartalmat (Sass és mtsai, 1983). Eredményeink publikalasa ota kideriilt, hogy
az intracellularis cAMP szint megemelkedése nélkiilozhetetlen az autofag folyamat korai,
membranszervezddéssel és —atrendezOdéssel jard 1épéseinek szabalyozasaban (Holen és
mtsai, 1996; Budovskaya és mtsai, 2004; Kimura és mtsai, 2004). A legfrissebb,
mezenhimatikus torzs-sejteken (mesenchymal stem cells, MSCs) kapott eredmények azt
valoszintisitik, hogy a sejten beliilli cAMP tartalom megemelkedése aktivalja az ERK-t
(extracellular signal-regulated protein kinase), amely a cyclin E inaktivalasa utjan serkenti az

Atg6/Beclinl felhalmozodasat a sejtmag koriili régioban, ez pedig a fagofor inicialasahoz,
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azaz az autofagia megindulasahoz vezet (Ugland és mtsai, 2011). Mivel a 20-HE az autofagia
indukcidjakor a PI3K utvonalon keresztiil fejti ki a hatdsat (Rusten és mtsai, 2004), igy
jelenlegi tudasunk szerint sem az endogén, sem pedig az exogén vedlési hormon nem vezethet
kozvetleniil a cAMP szint valtozasahoz.

A rovarlarvak zsirtestében az autofagia megindulasat — kis késéssel — kovetik a
heterofag (endocitotikus) folyamatok, azaz a larvalis szérum fehérjék szelektiv visszavétele a
hemolimfabol (Locke és Collins 1965; 1966; 1968; Tojo és mtsai, 1978; Lepesant és mtsai,
1982; Levenbook és Bauer, 1984, Schenkel és Scheller, 1986; Burmester és Scheller, 1992).
A receptor-medialt endocitozissal felvett szérumfehérjék az endoszomalis rendszeren
keresztiil eldszor multivezikularis testekbe (MVB) keriilnek, majd ezekbdl — az
elektronmikroszkdpban sokszor kristalyos szerkezetet mutat6 — protein granulumok
keletkeznek (Locke és Collins, 1968). Az ebben a formaban tarolt raktaroz6 fehérjék nagy
enzim-igényt lebontasa a metamorfozis idején torténik meg, amikor viszont a trofocitak
szintetikus kapacitisa mar erételjesen besziikiilt. Feltételeztiik, hogy zsirtest-sejtekben a
szérumfehérjék keletkezésével egyidében valosul meg a lebontasukhoz sziikséges enzimek
szintézise ¢és inaktiv formaban torténd egylittes szekrécidjuk a hemolimfaba. A kétféle
fehérjepopulacié egy idoben megvalosuld receptor medialt visszavétele biztositand, hogy a
protein granulumok mindkét fehérjeféleséget tartalmazzak (47. abra) (Csikos és Sass, 1997).

A para-nitrofenil-foszfataz aktivitassal rendelkez6 protein részt vesz a trofocitak, és a
benniik tarolt protein granulumok lebomlasaban (de Priester és mtsai, 1979; van Pelt-Verkuil,
1979). Az altalunk izolalt fehérje ellen termeltetett antiszérum segitségével, immunbiologiai
modszerekkel igazoltuk, hogy az inaktiv enzimfehérje idélegesen valoban a hemolimfaban
halmozddik fel, majd visszavétel utan jelen van a protein granulumokban. Hasonl6 jelenséget
tapasztaltak egy cisztein pro-proteaz esetében, amelynek inaktiv formaban vald — és
ugyancsak immunhisztokémia segitségével igazolhatd — jelenléte a ndstény csotanyok

zsirtestében formalddo vitellin granulumokban volt kimutathat6 (Yin és mtsai, 2001).
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Hemolimfa
larvalis szérum larvalis szérum fehérjék B

fehérjék
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trofocita

47. abra. A protein granulumokban (PG) megjelend inaktiv savas foszfataz (Acph)
klasszikus (A) és az altalunk feltételezett Gitvonala (B). Az el6z6 esetben az Acph-t
tartalmazo vezikulumok nem fdritik ki tartalmukat a hemolimfaba, hanem
kozvetleniil belekeriilnek a multivezikularis testekbe (MVB), majd az azokbol
formalodo protein granulumokba. A masik lehetdség szerint viszont az inaktiv
Acph is kikeriil a hemolimfaba, ahonnan a szérum fehérjékkel egyiitt
szekvesztralodik, és épiil be a MVB-n keresztiil a protein granulumokba (Csikos és
Sass, 1997).

Az autolizoszoémék kialakulasdhoz vezetd szignalizacios és sejtbioldgiai utvonalak,

valamint az azokban részt vevé molekuldk vagy komplexek nagyfoku hasonlosdgot mutatnak
az élesztotol kezdve az emldsokkel bezarolag (Meijer és mtsai, 2007), ami jelentds mértékben

megkonnyiti a kiillonféle modellszervezetek vizsgéalataval nyert eredmények adaptalasat.

Az ¢lesztOben leirt autl/atg3 gén (Schlumpberger és mtsai, 1997) terméke egy

konjugald enzim, amely képes kovalens kotést 1étesiteni az Atg8 és a foszfatidiletanolamin
molekuldk kozott (Ichimura és mtsai, 2000). Az igy keletkezett Atg8-PE részt vesz az
autofagoszoma novekedésében (Kirisako és mtsai, 1999). Az altalunk vizsgalt Drosophila
autl (drautl) gén terméke sziikséges a fejlodési autofagiahoz, hianyaban a zsirtest-sejtekben

nem lehet autofag struktirakat megfigyelni (Juhdsz és mtsai, 2003). Mivel a Drautl az Atg8
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konjugaciés rendszerének tagja, megfeleld miikodése csak a rendszer tobbi komponensének
(Atg4 és Atg7) jelenlétében lehetséges. Az élesztd Atgd ortologjat mar korabban megtalaltak
a Drosophila melanogasterben, és igazoltak, hogy az ezt kodoldé gén képes menekiteni az
Atg4 deléciot hordozo, €s autofag defektust mutatod €lesztd vonalakat (Thumm és Kadowaki,
2001). Az Atg7 muslica ortoloégjanak mutacioi lassitjak a fejlodési autofagia folyamatat,
azonban még az atg7 null mutins egyedek is képesek szaporoddképes felndttekké valni
(Juhasz és mtsai, 2007). Mivel az Atg7 aktivaldé enzim nemcsak az atg8, hanem az atgl2
konjugacidés rendszernek is tagja, ennek alapjan elképzelhetd, hogy mas, hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkezd fehérjék képesek részlegesen helyettesiteni, illetve, hogy a
metamorfozis idején tapasztalhatd gyors és intenziv autofagia — legalabbis bizonyos atg gének
esetében - helyettesithetd egy lassu, elhizodd folyamattal (Juhdsz és mtsai, 2007). Erdekes
modon a P-elemes gyiijtemények altalunk alkalmazott, un. forward genetikai tesztelése soran
kivalasztott, autofagia-defektust okoz6 mutans gének egyike sem mutatott ilyen jelenséget.

Az Atg8 fehérje, amely szubsztratja az autl/atg3 gén termékének, szintén megtalalhatod
a muslicaban, és a zsirtest-sejtekben részt vesz az autofagoszoma kialakitasaban (Scott és
mtsai, 2004). Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az atg8 konjugacios rendszer tagjai
nemcsak megtaldlhatoak a Drosophilaban, hanem autofagia esetén aktiv résztvevdi is az
Atg8-PE komplex kialakitasanak.

A Drautl fehérje a posztembrionalis fejlodés teljes iddszakaban jelen van a larvalis
szovetekben, de mennyisége megemelkedik a metamorfozist megelézd iddszakban, ami jo
egyezést mutat az ugyanakkor meginduld autofag folyamatokkal (Butterworth és mtsai, 1988;
Rusten és mtsai, 2004). Ugyanakkor viszont az autl gén megfeleld mértékii csendesitése
késO1 larva- vagy korai bab letalitist okoz, vagyis a hidnydban elmarado autofagia
kovetkeztében éppugy csokken a ttlélés valoszinlisége, ahogy azt az autl null mutans élesztd
vonalak esetében leirtak (Schlumpberger és mtsai, 1997).

Az ortologok genetikai és funkciondlis vizsgalata, kolcsonhatd partnereik és az adott
organizmusra jellemz6 szabalyozasuk megismerése fontos, &m de nem egyetlen utja annak,
talaljunk. A Drosophila funkciovesztéses vonalait tartalmazo mutansparkok tervszerii és
célzott tesztelése jelentds szamu, az autofadg folyamatokban szerepet jatszo, eddig ismeretlen
génre iranyithatja a figyelmet.

Az altalunk morfologiai modszerekkel megvizsgalt 237, P-elem beépiilést hordozo

Drosophila vonal koziil végiil is 16 kiilonbdzd, az auto- és/vagy a heterofag folyamatokban
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nélkiilozhetetlen gént sikeriilt azonositanunk, amelyek szerepe a fenti folyamatokban a
tesztelés idopontjdban ismeretlen volt.

Ezek koziil az egyik vonal az 1(3)S005042 szam vonal volt, amelyben a transzpozon
az snfday génbe épiilt be. Az Snfday fehérje egyike az AMP-aktivalt protein kindz (AMPK)
komplex szabalyozo alegységeinek (Gao és mtsai, 1996; Woods és mtsai, 1996), mig maga az
AMPK egy, evollcios szempontbdl konzervalt, a sejtek folyamatos energia-ellatasaért felelos
kindz, amelyet a metabolikus stressz soran megndvekvé AMP mennyisége képes aktivalni
(Hardie és Hawley, 2001; Hardie és mtsai, 2006). Az AMPK komplex aktivitdsa segit
fenntartani az egész szervezet energia-egyensulyat, ugyanis képes Osztondzni a
taplalékfelvételt hipoglikémia esetén, illetve hipoxias allapotban megemeli a 1égzés
frekvenciajat (Hardie és mtsai, 2006). Az éleszt6ben talalhatd homoldgja - az Snfl/Snf4 kindz
komplex — elsésorban a felhasznalhaté glilkoz mennyiségének csokkenésekor aktivalodik, de
az AMPK-tol eltéréen ez a komplex nem érzékeny az AMP szintjének valtozasara
(Mitchelhill és mtsai, 1994).

Az AMPK komplex egy heterotrimer, amelyben az o alegység rendelkezik a
katalitikus aktivitassal, mig a 3 és y alegységek regulacids funkciot toltenek be. Az eukariotak
korében mindharom alegység hasonld domén-szerkezettel rendelkezik (Hardie és mtsai,
1998; Adams és mtsai, 2004). Az eml6soknél mindegyik alegységre szamos izoforma
talalhato, amelyeket mas és mas gének kodolnak, a Drosophila esetében viszont
alegységenként csak egy-egy gén 4ll az adott fehérje mogott (Pan és Hardie, 2002),
amelyekrdl viszont tobbféle transzkriptum is keletkezhet (http://Flybase.org).

Az 1(3)S005042 torzs homozigota egyedeiben az snfday-RG, az snf4ay-RL és az
snf4ay-R1 transzkriptumok mennyisége jelentésen lecsokkent, éppugy, mint a génrél
keletkez6 Snf4ay -PA/PB fehérje mennyisége. Mivel az snf4ay génben P-elem inzerciot
hordozd vonal homozigota egyedeinek zsirtest-sejtjeiben sem a metamorfézist megel6zo
idészakban, sem €hezés vagy 20-HE kezelés utan nem lehet autofag strukturdk jelenlétét
megfigyelni, ami igazolja az Snfday fehérje sziikségességét mind a fizioldgids, mind pedig a
stressz-indukalt autofagiaban (Lippai és mtsai, 2008).

Az AMPK képes foszforilacid utjan aktivalni a TCS1/2 komplexet, és ezaltal
inaktivalni a TORCI1 kinazt (Inoki és mtsai, 2006; Meijer és Codogno, 2007), ami az
autofadgia indukcidjdhoz vezet (2. abra). A szOvettenyészetben alkalmazott metabolikus
stresszt vagy a novekedés faktor megvonast az emlds sejtek LKB1-AMPK szignalizaciotol

fliggd autofagiaval tudjdk talélni (Liang és mtsai, 2007), éppugy, mint a keringésétol
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idolegesen vagy részlegesen megfosztott egér szivszovet (Takagi és mtsai, 2007), vagy a
kaempferol kezelésnek kitett carcindma sejtek (Filomeni és mtsai, 2010). Az irodalmi adatok
¢s a sajat megfigyeléseink alapjan az AMPK-t a metabolikus stressz miatt felhalmoz6do
AMP-n kiviil még aktivalhatja az LKBI1, valamint az intracellularis Ca** szint
megnovekedése kovetkeztében aktivaldodd calmodulin kinaz kinaz B (CaMKKP) is (Hoyer-
Hansen és mtsai, 2007). Az AMPK-t érint6, valamint a t6le kiindul6 szabalyozasi utvonalakat
a 48. abran tiintettiik fel.

Az irodalmi adatok szerint az AMPK komplex tagjai normalis koriilmények kozott a
citoplazmaban talalhatok (Gao és mtsai, 1996; Woods és mtsai, 1996; Hardie és Hawley,

2001; Hardie és mtsai, 2006). Immunlokalizaciés kisérleteink szerint viszont a vad tipusu

(ca™ t Drosophila larvak trofocitaiban az SNF4Ay
fehérje a fiziologiasan jelentkezd autofagia

am ¢ kezdetekor a sejtmagban halmozodott fel.

Ugyanezt tapasztaltuk a larvak
Katabotikas folyamatok] 4 " aMPK ) éheztetésekor, illetve vedlési hormonnal

torténd kezelésiik esetében is (Lippai és

— mtsai, 2008). A PredictNLS szoftver (Cokol

< és mtsai, 2000) segitségével kimutattuk,

@ hogy a snfday gén 8. exonja valoban

tartalmaz magi lokalizaciés szekvenciat
(nuclear localization signal, NLS), ¢és az
megjelenik az SNF4Ay-PA, PB ¢és PF
fehérjékben.

Atgl/AI3
48. abra. Az AMPK aktivitasat kozvetleniil
autofigia befolyasolja az LKB1, a CaMKKf ¢és az

intacellularis AMP szint novekedése. Az
AMPK ennek megfelelden serkentheti a katabolikus folyamatokat és gatolhatja az anabolikusakat;
ugyanakkor a TSC1/2 komplex aktivalasa révén csokkentheti a TOR kindz miikodését és ezek

keresztiil beindithatja az autofagiat (Lippai és mtsai, 2008).

Mindez nagyon jo egyezést mutatott azokkal a megfigyelésekkel, amelyek szerint az
AMPK alegységei stressz esetén a sejtmagba transzlokalddnak (Salt és mtsai, 1998; McGee és
mtsai, 2003; Kodiha és mtsai, 2007). Feltételezések szerint az AMPK komplex a sejtmagban
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1év6 fehérjék direkt foszforilalasaval képes szabalyozni bizonyos gének kifejez6dését (Leff,
2003), amelynek lehet6ségét az autofag folyamatok esetén sem vethetjiik el.

A P-elem inzerciot hordozo Drosophila torzsek tesztelésekor szembetlind volt az a
jelenség, hogy egyetlen egy olyan vonalat sem talaltunk, amelyben vagy csak az auto- vagy
pedig csak a heterofag folyamat mutatott volna defektust. Ez a megfigyelés volt az alapja
annak az elképzelésnek, hogy a magasabbrendii eukariotak esetében a kétféle mechanizmus
tobb kozos ponttal rendelkezik. Az egyik ilyen Osszekapcsolodasi pont a liquid facets (Igf)
gén ¢s terméke lehet.

Az 1(3)S011027 vonal esetében a transzpozon az Iqf gén els6 exonjaba iilt be, aminek
kovetkeztében a homozigdta larvak zsirtestében az autofagia sem fiziologids koriilmények
kozott, sem 20-HE kezelés, sem pedig ¢hezés vagy hipoxia hatdsara nem volt képes
megindulni. Ezzel parhuzamosan a trofocitdk — bar nagy mennyiségben szintetizaltak és
szekretaltdk a larvalis szérum fehérjéket — képtelenek voltak azok receptor medialt
endocitdzisara (Csikos és mtsai, 2009).

A Drosophila genomjaban talalhato Igf gén a gerincesek epsinjeihez rendkiviil hasonlo
fehérjét kodol, amely a clathrin-medidlt endocitozis komplexnek a tagja (Cadavid és mtsai,
2000). A modularis szerkezetli epsineket a foszfoinozitidek kotésére alkalmas N-terminalis
homologia domén (ENTH), az ezek utan helyet foglalé ubiqutin-interakcidos motivumok
(UIM), végiil a clathrin-, az AP2 adaptor- és az Eps15 fehérjék kotésére szolgalo szekvenciak
épitik fel (Hofmann és Falquet, 2001; Wendland, 2002; De Camilli és mtsai, 2002, Polo és
mtsai, 2003). Az UIM azonositasa az epsin szerkezetében vezetett arra a felismerésre, hogy ez
a molekula a cargoszelektiv adapterek csaladjaba tartozik (Wendland, 2002).

Az epsinek egyik legfontosabb alkotoeleme az ENTH domén, amelynek megléte a
fehérjében mind emlds, mind pedig élesztd sejtek esetében nélkiilozhetetlen az endocitdézishoz
(Wendland és mtsai, 1999; Chen és mtsai, 1998, Ford és mtsai 2002). Az Lgf, azaz a
Drosophila epsin hidnyaban nem torténik meg a Delta ligand endocitézisa, amely
megkeriilhetetlen 1épése a muslica differencialodd szemében zajlé  Delta-Notch
szignalizacionak (Overstreet és mtsai, 2003).

A fenti irodalmi adatokat sajat kisérleti eredményeink is alatdmasztjadk. Az utolsé
larvastadium els6 felében a vad tipusu Drosophila larvak zsirtest-sejtjei nagy mennyiségii
LSP2-t szintetizalnak és szekretdlnak a hemolimfaba. (Lepesant és mtsai, 1982; Powell és
mtsai, 1984; Benes és mtsai, 1990). A vandorlasi periddus folyaman viszont ugyanezek a

sejtek receptor-medialt endocitozis segitségével visszaveszik az LSP2-t a hemolimfabol (Tojo
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és mtsai, 1981; Levenbook és Bauer, 1984). Mindkét folyamat a 20-HE szabalyozasa alatt all
(Wolfe és mtsai, 1977; Lepesant és mtsai, 1982; Powell és mtsai, 1984). Bar a P-elem
beépiiléssel tonkretett 1qf gént homozigota formaban hordozé larvak trofocitai képesek az
Lqgf fehérje hidnyaban - nem kertiilhetett sor (Csikos és mtsai, 2009).

Az Lqf protein zsirtest-sejteken beliili lokalizacidja jelentds kiilonbséget mutatott a
taplalkozd ¢és a vandorld larvdk esetében. Az eldbbi iddszakban az Lqf a sejtmagok
belsejében, kozvetleniil azok membranja alatt volt kimutathatd. Az eddig vizsgalt emlds
sejtekben az epsinek - még azok thltermeltetése esetén is - a citoplazmaban voltak
megtalalhatok (Chen és mtsai, 1998; Rosenthal és mtsai, 1999). Ugyanakkor az irodalomban
arra is taldlunk utalast, hogy az epsinl és PLZF (promyelocytic leukemia Zn®* finger protein)
egylittes tultermeltetése esetén az epsin a sejtmagba transzlokalddott, ahol valoszintileg a
specifikus génexpresszid szabalyozasdban vesz részt (Hyman és mtsai, 200). A vandorlasi
periddus kezdetétdl — ami hozzavetdlegesen egybeesik az auto- és heterofag folyamatok
meginduldsdval — az Lqf fehérje a savas beltartalma vakudlumok membranjahoz
kapcsolodott. Ugyanez a lokalizacid volt megfigyelhetd az GFP-Lqf fuzids fehérjék esetében
is, ami kizarja a miitermék lehetdségét (Csikos és mtsai, 2009). Az ENTH domént hordozo
fehérjék koziil mind az epsinl-r6l, mind a huntingtin interacting protein 1 (HIP1)-r6l
kimutattdk, hogy képesek az endocitotikus vakudlumok membranjdhoz kotédni (Drake és
mtsai, 2000; Waelter és mtsai, 2001). Sajat elképzeléseink szerint az Lgf — mint egy olyan
fehérje, amely képes a membranokba ékelddve azok gorbiiletét megndvelni egyarant részt
vehet az auto- és az endocitotikus vakuolum kialakitasaban vagy formalasaban.

Ezt a lehetOséget tamasztotta ald a rapamicinnel végzett kezelés eredménye is. A
homozigdta mutans larvak zsirtestében a TORC1 inhibitoraként ismert rapamicin (Blommaart
és mtsai, 1995; Noda és Ohsumi, 1998) nem volt képes kivaltani az autofag struktarak
megjelenését a trofocitdkban. Ez arra enged kovetkezetni, hogy az Lqf a TORC1-tdl lejjebb
1év6 szinten fejti ki pozitiv hatasat az auto- €s heterofdg folyamatokra.

Felndtt egyedekben az autofdg kapacitas besziikiilése az élethossz megrovidiiléséhez
vezet (Bergamin és mtsai, 2003; 2004; Hars és mtsai, 2007; Vellai és mtsai, 2009; Partridge
es mtsai, 2011). Az RNS interferencia segitségével csendesitett 1gf transzlacié a muslicak
¢lethosszat jelentdsen megroviditette, ami kozvetetten is igazolja az Lqf auto- ¢&s
heterofagiaban jatszott szerepét (Csikos és mtsai, 2009). Azonban ez elsésorban az Lgf a

membranok gorbitésében végzett tevoleges funkcidjaval fligg Ossze, nem pedig szignalizacios
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vagy szabalyozasi lépésekkel, mint ahogy azt az ESCRT (endosomal sorting complex
required for transport) tagjaindl tapasztalhajuk, amelyek mutacioi gatoljak az endocitozis
folyamatat, ugyanakkor az autofagoszémak felhalmozodasahoz vezetnek (Rusten és mtsai,
2007; Rusten es Stenmark, 2009; Vaccari és mtsai, 2009). Az, hogy az Lqf homozigota
mutansok zsirtest-sejtjeiben az auto- és heterofag folyamatok egyarant gatoltak, erdsen
emlékeztet a Vps43 mutacid kovetkeztében fellépd fenotipusra, amelyet ezen folyamatok
hianya jellemez (Juhdsz és mtsai, 2008). A Vps34 protein pedig - az Lqf fehérjéhez hasonldan
- az izoldl6 membranhoz kapcsoloddo komplex részeként vesz részt a formalddo
autofagoszoma kialakitasaban.

Osszefoglalva vizsgilati eredményeinket elmondhatjuk, hogy egyfeldl sikeriilt
igazolnunk, hogy a rovar szervezetekben a fejlédési autofagia szoros kapcsolatban all a
heterofag (endocitotikus) folyamattal, amely a kiilonleges feltételeknek megfeleléen bizonyos
esetekben specialis megoldasokat alkalmaz. Masfeldl bebizonyitottuk, hogy a széles korben
ismert, az élesztoben leirt atg gének mellett a magasabbrendl eukariotakban jelentds szamban
vannak olyan gének, amelyek termékei sziikségesek, vagy éppen nélkiilozhetetlenek az auto-
¢s heterofagidhoz. JovObeni kutatdsaink sordn elsésorban ezek vizsgdlatdra szeretnénk

koncentralni.
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6. Roviditések jegyzéke:

20-HE — 20-hydroxyecdysone, molting hormone

4E-BP - eukariotic translation initiation factor 4E-binding protein
AEL - after egg laying

AGC kinazok — az A, G ¢és C protein kinaz csaladba tartozo6 kindzok
Alfy - autophagy-linked FYVE protein

AMPK - AMP-activated protein kinase

Atg - Autophagy-related gene

class | PI3K - class 1 foszfoinozitid 3-kinase

Cvt - cytoplasm to vacuole targeting

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole

DEPTOR - DEP-domain interactor of mTOR

DFCP1 - double FYVE domain—containing protein

DFCP1 - double FYVE-containing protein 1

ENTH - epsin N-terminal homology

ERK - extracellular signal-regulated protein kinase

ESCRT - endosomal sorting complex required for transport
FIP200 - focal adhesion kinase (FAK) family interacting protein of 200 kDa
FKBP12 - FK506 binding protein 12

FKBP38 - FK506 binding protein 38

GABARAP - c-aminobutyric acid (GABA) receptor associated protein
GAP1 - general amino acid permease 1

GATE-16 - Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa

GBL- G-protein beta-subunit-like

MLST8 - mTOR associated protein LST8 homolog

hVps34 - human ortholog of yeast vacuolar protein sorting 34
ISR1 - inzulin receptor szubsztrat 1

ISR2 - inzulin receptor szubsztrat 2

LAMP-2a - Lizoszoma asszocialt membran protein 2*

LKB1 — liver kinase B 1

LSP — larval serum protein

MEK - mitogen-activated protein kinase kinase

MTOR - mammalian target of rapamycin;
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PAS — pre-autophagosomal structure, ill. phagophore assembly site
PCD — programmed cell death

PDKT1 - phosphoinositide-dependent protein kinase 1

PE — phosphatidylethanolamine

PH domain - pleckstrin homology domain

PI3K - phosphoinositid 3-kinase

PIKK - phosphatidylinositol kinase related kinase

PKB - protein kinase B

PKB/AKkt - protein kinase B/Akt

PRAS40 - proline-rich Akt substrate of 40kDa

PRRS5 - proline-rich protein 5

PTEN - phosphatase and tensin homolog

raptor - regulatory associated protein of mTOR

Ras - Rat sarcoma small GTPase

Rheb - ras homolog enriched in brain

rictor - rapamycin insensitive companion of mTOR

rictor - rapamycin-insensitive companion of mTOR

S6 Kinase - ribosomal protein S6 kinase 1

SIN1 - stress-activated protein kinase-interacting protein 1
SLC1Ab5 - soluble carrier family 1 member 5

SLC7AG5 - soluble carrier family 7 member 5

TGN - trans-Golgi network

TOR - target of rapamycin kinase

TORCI1- target of rapamycin kinase complex 1

TORC?2- target of rapamycin kinase complex 2

TSC - tuberous sclerosis complex

UIM - ubiquitin interacting motif

ULKZ1 - UNC-51-like kinase 1

ULK2 - UNC-51-like kinase 2

UVRAG - ultraviolet irradiation resistance-associated gene
Vps - vacuolar protein sorting

WIPI1 - WD repeat proteins interacting with phosphoinositides 1
WIPI2 - WD repeat proteins interacting with phosphoinositides 2
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8. Summary

Autophagy is a basic cell biological process of self-digestion in eukaryotic cells that
maintains homeostasis by cleaning up and recycling long-lived or damaged proteins and
cellular organelles. When the cells are challenged by different stress conditions such as
hypoxia, cold or heat stress or starvation, autophagy provides monomers and energy for the
survival of a cell or organism. Interestingly, autophagy also has been linked to programmed
cell death, especially during postembryonal development of metamorphosing animals, which
initiates a controversial discussion on how a suggested role of autophagy in cell suicide might
meet with its survival function.

In holometabolous insects, autophagy is induced in larval tissues before and during
metamorphosis, when the majority of these cells die. The timing and hormonal control of this
process are well-known, making these animals a remarkable model system to study
autophagy. At the time of wandering period, in one of the most important larval tissue, the fat
body, the emerging autophagosome fuses with a lysosome, and forms an autophagic vacuole,
in which the sequestered material is degraded. In alignment with this increasing degradation,
the total activity of the lysosomal enzymes is low during the feeding period and higher in the
course of wandering stage and strikingly increased at the time of puparium formation.
Because the capacity of protein synthesis is dramatically weakened, the origin of the elevating
enzyme activity seemed to be mysterious. Our investigations showed that at least one of these
enzymes, the para-nitrophenyl phosphate phosphatase (Acph) is secreted by fat body cells into
the hemolymph during the larval stage, where it is stored in an inactive form. An increase in
the 20-HE titer at the end of last larval stage reverses this process, and the enzyme is taken up
by the fat body cells, where it becomes activated.

Recently it is a widely accepted that the autophagy is a highly conserved process in
eukaryotes. By our investigations, the Drosophila homolog of yeast Autl, CG6877/Drautl, is
a ubiquitously expressed cytosolic protein in the larval tissues, including fat body. Larvae
expressing an Daut1RNAI construct were unable to induce autophagy and heterophagy in
their trophocytes before pupariation and die during metamorphosis proving that Drautl has a
essential role during the fruit fly development. To our knowledge, this is the first report of a
multicellular animal lacking the function of a gene participating in the protein conjugation

systems of autophagy.
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Screening P-element-induced mutant collections, 52 lines were selected as potentially
defected ones in endocytosis or autophagy. After excluding those which were rescued by 20-
hydroxyecdysone treatment, the exact position of the inserted P-element was determined in
the remaining lines. One of the isolated mutants carries an insertion of a P-element in the gene
coding snf4ay, the Drosophila homologue of the AMPK (AMP-activated protein kinase)
subunit. The ability to form autophagic vesicles can be restored by remobilization of the P-
element in the mutant. Silencing of snf4ay by RNAI suppresses autophagic vesicle formation
in wildtype flies. The antibody raised against Snf4ay showed that this gene product is
constitutively present in the wild-type larval tissues during postembryonal development, but
the Snfday protein was nearly absent from the cells of homozygous mutants. Snfday
translocates into the nuclei of fat body cells at the onset of the wandering stage concurrently
with the beginning of the autophagic process. Our results demonstrate that Snf4ay has an
essential role in the regulation of autophagy in Drosophila larval fat body cells.

The other finding of screening P-element-induced mutant collections was the
1(3)S011027 stock, in that liquid facets (Iqf) gene was affected which codes an epsin homolog
protein in Drosophila. We revealed that Lgf is essential to the receptor-mediated endocytosis
of larval serum proteins (LSPSs) in the larval fat body cells of Drosophila. In 1(3)S011027 line,
lack of Lgf fails the formation of autophagosomes thus leading to the arrest of destroying of
trophocytes. Transgenic larvae carrying Lgf-RNAIi construct were unable to generate
endocytic and autophagic vacuoles and led to a prolonged larval stage. On the other hand,
GFP-tagged Lqf protein showed an exclusive colocalization with the LysoTracker Red- or
GFP-Atg8a labeled autophagosomes. By using the antiserum generated against the fifth exon
of Igf, we demonstrated that prior to the onset of developmental autophagy the Lqf protein
was present in the nucleus of fat body cell, but thereafter the protein was localized in the
territory of endocytic and autophagic vacuoles. The fact that the inhibition of the target of
rapamycin (TOR) did not restore the autophagic process and the normal development in the
case of Igf mutant larvae points to that the Lgf is downstream to the TOR, the central kinase
of the autophagy pathway.

There is still much more to learn about programmed cell death during animal
development. We believe that with our contribution the mechanism of autophagy can be a
little bit better understood.
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