Bevezetés

Az autofagia (6nemésztés) a sejtek egyik alapmiikodése, amelynek sordn a sajat,
felesleges, hibas, sériilt, miikodésképtelen, vagy karos makromolekuldit és organellumait
elkiilonitik a miikodo citoplazmatol és lebontjak, eliminaljak. Makroautofagia soran az Un.
PAS-bol (Pre-Autophagosomal Structure) kettdsfala izoldld membran alakul ki, mely
koriilzarja a citoplazma lebontanddé komponenseit ¢és kialakul az autofagoszoma. Az
autofagoszoma lizoszomakkal flaziondl, amelyek egyrészt tartalmazzdk az izolalt
makromolekulak lebontasahoz sziikséges enzimeket, masrészt a lizoszomak membranjaban
levé v-ATPazok biztositjak azt a savas kozeget, amely sziikséges az enzimek miikodéséhez.
Az 1igy keletkezett organellum az autolizoszéma, amelyben lezajlik a bekebelezett
citoplazmakomponensek emésztése. Az emesztés soran keletkezé nukleotidok, aminosavak,
szabad zsirsavak, egyszerli cukrok, stb. az autolizoszoma membranjan keresztiil visszajutnak
a citoplazmaba ¢és a szintetikus folyamatokban wjrahasznosulnak. Az esetlegesen
visszamarado, emészthetetlen anyagokat tartalmazo, Gn. rezidualis testek felhalmozodhatnak
vagy exocitozissal kiliriilnek a sejtbdl. Az utobbi években felmeriilt az a lehetdség, hogy az
autofagoszomak ugy valnak képessé a lizoszomakkal valé fiziora, hogy elobb endoszémakkal
egyesiilnek és un. amfiszomakat képeznek.

Az autofagiat eredetileg a sejtek védekez6 mechanizmusaként irtak le, mivel a sejtet
ér6, mnagyon kiillonbozo fizikai és kémiai behatasokkal lehet indukalni  (pl.
hémeérsékletvaltozas, tapanyaghiany, besugarzas, szabadgyokok felhalmozodasa, altalaban
fogalmazva: stressz-hatasokkal). Pédaul ¢hezéskor a csokkend tapanyagmennyiség autofagiat
valt ki. Ennek soran a sejt a sajat makromolekuldinak lebontasaval jut pl. aminosavakhoz,
zsirsavakhoz, ATP-hez, altalaban anyagokhoz és energiahoz, ami biztositja a talélését kiilsé
tapanyagforras hidnyaban is.

Ma mar tudjuk, hogy az autofdgia minden sejtben folyamatosan zajlo, dllandoan aktiv,
lebontd folyamat, amely nélkiilozhetetlen a normalis életmiikddéshez és a homeosztazis
fenntartasahoz. Ezt az alapszinten, folyamatosan zajlé autofagiat ,,housekeeping” (haztartasi)
autofadgianak nevezziik. Az autofagia mellett a sejtek masik katabolikus rendszere, a
proteaszOma rendszer vesz még részt a felesleges, vagy hibds makromolekuldk
eliminalasaban. E két lebontd folyamat kapcsolatdnak részletei ma még erdsen kérdésesek.

Az autofagia egyes fiziologiai helyzetekben, elsdsorban az ontogenezis egyes 1€pései soran
extrém modon felerésodik és akar a sejtek pusztuldsdhoz is vezethet. Ez az un. ,.fejlodési
autofagia” nagyon szigoruan szabalyozott folyamat, térben ¢és idében pontosan meghatarozott

sejtek, szovetek, szervek lebontdsdhoz vezet. JO és sokat tanulmdnyozott példa a fejlédési



autofagiara a teljes atalakulassal fejlodé rovarok larvalis szerveiben zajlo autofagia. A
metamorfozis (a babozddas) soran a larvalis sejtek és szervek lebomlanak, és helyiiket a
kifejlett allatokra jellemz0 szervek veszik at. A sejtek lebomlasa alatt felhalmozodott extrém
mennyiségli autofag struktura halmozodik fel a larvalis szervekben. Ha az autofagidra valo
képesség valamilyen modon sériil, akkor a rovar elpusztul a metamorfézis alatt, mert az
autofagia hianyaban a larvalis szervek nem bomlanak le (és az imaginélis szervek nem tudnak
kialakulni), igy a larva, vagy a bab nem tud tovabblépni a kdvetkezo fejlodési stadiumba.

Az autofagia kutatdsaban jelentGs attorést jelentett az ATG (AuTophaGy-related genes)
géneket felfedezése. Mintegy 20 olyan muténst izolaltak €s azonositottak, amelyek az
autofagia folyamatdban, molekularis mechanizmusaban hibasak. Meghataroztdk a mutaciok
altal érintett géneket és a géntermék funkcidjat az autofag folyamatokban. Rovidesen fény
deriilt arra, hogy az ATG gének nodvényekben, férgekben, rovarokban, halakban és
emldsdkben is jelen vannak, és funkcidik az élesztOben megfigyeltekhez nagyon hasonloak.
Az ATG gének tehat evolucidésan konzervaltak, miikodésiiket megorizték a torzsfejlédés
folyaman.

Az ATG gének tanulmanyozasa soran az is nyilvanvalova valt, hogy az autofagia a
multicellularis szervezetekben milyen sokféle és nagyonis fontos élettani folyamatban vesz
részt. Példaul szabalyozza a sejtek novekedését, atépiilését (reprogramming), az egyedfejlodés
szamos lépését, a sejtek és a szervezet Oregedését (ageing), €s szerepet jatszik a korokozok
elleni védekezésben is. Mivel az autofagiat mechanizmusaban és szabalyozasaban szerepet
Jatszo gének erdsen konzervaltak, jo esély van arra, hogy az alsobb rendli modellallatokban
kapott eredmények az emlds/human rendszerekre is kiterjeszthetok. Ez indokolja azt, hogy
laboratoriumainkban kihasznaljuk mindazon kisérletes, molekularis biologiai, genetikai
eljarasok eldnyeit, amelyek a Drosophila és a Caenorhabditis elegans esetében
rendelkezésiinkre allnak.

Az autofagia kutatasok tovabbi jelentds felismerései arra vonatkoznak, hogy az
autofagia hib4ja, hidnya, vagy éppen extrém feler6sddése nagyon sok patoldgias folyamat
okozoja, vagy velejargja. Ilyenek a sejtvesztéssel jard betegségek (a cerebrovascularis és a
myocardialis stroke, a kiilonb6z6 myopatidk), a rosszindulati daganatok kialakuldsa, a
cukorbetegség és szamos lizoszomalis eredetii betegség, hogy a legfontosabbakat emlitsiik. A
legnagyobb probléma ezen alapkutatdsi eredmények értelmezésében ¢€s  foként
hasznositasaban, hogy jelenleg nem all rendelkezésre elegendd adat arra vonatkozoan, hogy
az egyes betegségekben az autofagiat erdsiteni kell-e, azért, hogy a citoprotektiv hatasanak

elényeit hasznaljuk ki, vagy éppen gatolni kell, hogy megakadalyozzuk, hogy a feler6sodd



autofagia ne vezessen ahhoz, hogy a sejtek megemésszék Onmagukat és ebbe
belepusztuljanak. Az azonban mar a rendelkezésre 4ll6 adatok fényében is nyilvanvalo, hogy
a terapids eljarasok kidolgozasa az egyes betegségekre, s6t az egyes paciensekre is specifikus

eljarasokat kovetel majd.
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Az autofagia kettds szerepe kiilonboz6 emberi betegségekben.
(Szatmari Zsuzsa abraja Mizushima és munkatarsai (2008) alapjan)

Laboratériumainkban mintegy 40 éve foglalkozunk az autofigia vizsgélataval. A
fentiek, és az el6zetes eredményeink ismeretében megfogalmazott célkitiizéseink a
kovetkezOkben foglalhatok Ossze:

Eddig ismeretlen, az autofagia szabalyozdsdban szerepet jatszd gének azonositasa
Drosophilaban 1) P-elem indukalt mutansgytjtményekbdl, DEP (Double Enhancer and
Promoter element) indukalt mutansgyiijtményekbdl és microarray modszer segitségével. 2)
Az autofagia molekularis mechanizmusaban és szabalyozasaban fontos ) gének keresése C.
elegans-ban. 3) Az autofagia funkcidinak vizsgalata hiper- és hypothermia alatt és utan. 4) Az
esetleges fehérje-fehérje kolcsonhatdsok vizsgalata az autofigia szabélyozasaban co-

immunprecipitacioé segitségével. 5) Az autofagia szabalyozasaban részt vevd jelatviteli



utvonalak leirasa Drosophilaban ¢és C. clegansban. 6) Az ATG gének szerepe a
neuronpusztulasban, Drosophila modellben. 7) Az ATG gének és termékeik funkcidja az
emlds szervezet neuronpusztuldssal jar6 korképeiben. 8) Az eredmények hasznositisa az

oktatasi munkank soran.

Az elért eredmények

A zérébeszamoloban nem érintjik az Osszes kordbban elért ¢és publikalt
eredményiinket, mivel azok szerepeltek az idokozi beszamoldkban és az irodalomjegyzék
alapjan nyomon kovethetdk. Itt els6sorban azokra a dolgainkra koncentralunk, amelyeket a

2013-14 években sikeriilt megvalositanunk.

A Drosphila melanogasteren végzett vizsgalatok

Genetikai,  molekularis  biologiai,  sejtbiologiai,  morfologiai ~ modszerek
kombinaciojaval igazoltuk a protein phosphatase 2A (PP2A) szerepét az autofagia
mechanizmuséban és szabalyozasaban. Drosophildban a PP2A triimer ,,B” alegységének
harom ismert formdja van, a widerborst/wdb, a twins/tws és a PP2A-B’. A holoenzim
lokalizacioja attol fiigg, hogy a komplex melyik B alegységet tartalmazza. Eredményeink
szerint, ha a wdb alegység van a komplexben, akkor a PP2A a dTOR-t6l upstream hat a
PtdIns3K/PTEN/AKkt szabalyozasi utvonalon keresztiil. Ha azonban a B’ alegység kapcsolodik
a komplexhez, akkor az a dTOR-hoz képest dowstream hat és elsésorban az autofagoszoma
Igazoltuk, hogy ebben a folyamatban a PP2A-A/B’/C komplex potencialis célmolekulai az
Atgl4d, Atgl7 és Atgl01 fehérjék lehetnek. (Banréti és mtsai, 2012)

Egy kovetkez0 munkankban az iranyitott vesicularis transzportban és a
membranfizidban szerepet jatszo HOPS fehérjék funkcidjat vizsgaltuk az autofagia soran. A
Drosophildban hat HOPS alegység (Vps11/CG32350, Vpsl8/dor, Vpsl6A, Vps33A/car,
Vps39/CG7146 and Vps4l/lt) ismert és eredményeink szerint mindegyik sziikséges az
autofagoszoma-lizoszoma fizidhoz. Ha ezen alegységeket kodold barmelyik gén hibas,
funkcidjat veszti, a sejtekben igen nagymennyiségben halmozddnak fel autolizoszémaék, de
benniik nem indul meg a lebontds, mert nem képesek a lizoszomakkal 6sszeolvadni. Ez a
jelenség mind a bazalis, mind az indukalt, mind a fejlédési autofagia sordn megfigyelhetd. A
Syntaxin 17 (Syx17) az autofagoszomak membranjdban mint egy SNARE mikddik.
Kimutattuk, hogy e molekuldhoz a Vps33A/car specifikusan kotddik, majd e kotés hatasara a
Vpsl6A az autofagoszomak membranjan lokalizalhatd Atg8-hoz kapcsolodik. Azt is



igagzoltuk, hogy a Vps38/UVRAG null-mutansokban az autofagoszoma-lizoszoma fizié nem
karosodik, de az endocitotikus folyamatok ¢és a lizoszomdk biogenezise gatolt, ami a két
utvonal eltéré molekuldris mechanizmusaira utal. (Takacs és mtsai, 2013)

A sajat eredményeink és az irodalmi adatok Osszefoglaldsaként irtunk egy cikket az
acetilacio szerepérol az autofagia szabalyozasaban. Kimutatuk, hogy az autofagia, amellett,
hogy szamos foszforilacids és ubiquitinacios 1épés szigoru szabalyozasa alatt all, jelentésen
befolyasoljak — gatoljak, vagy serkentik — a hiszton acetilazok és deacetilazok is. E cikkben
bemutattuk mindazon eredményeket, amelyek az acetildcido és az autofagia kapcsolatara
utalnak kiilénb6z6 fiziologiai és patologiai folyamatokban. (Banréti és mtsai, 2013)

Munkank soran foglalkoztunk a Rab11 fehérje autofagiaban betoltott szerepének
vizsgalataval is. Kimutattuk, hogy a Rabll RNS interferencidn alapulé csendesitése
kisméretli autofag struktirak felhalmozodasahoz vezet a Drosophila larvalis zsirtest
sejtjeiben. Hasonld fenotipust tapasztaltunk a miikodé Rabll fehérjét nem tartalmazo
homozigoéta mutans sejtekben, illetve a fehérje allanddan inaktiv, domindns negativ
formajanak taltermelését kovetden is. Ezek a megfigyelések arra utaltak, hogy a Rabll
sziikséges az autofagia zavartalan mikodéséhez, hidnya az autofagia hibajat okozza.
Kiilonb6z6 modszerekkel — immunhisztokémia, Western blot analizis, autofag flux kovetésére
alkalmas transzgének vizsgalata, elektronmikroszkopia — Sikeriilt megerdsiteniink, hogy a
Rabl1l hianya éretlen autofagoszomdk felhalmozodasdhoz vezet. A milkddoképes Rabll
fehérjét nem tartalmazd sejtekben megfigyeltiik a késéi endoszémak szdmanak jelentds
novekedését. Ko-lokalizacios vizsgalatok segitségével kimutattuk azt is, hogy a Rabll az
érési folyamat korai lépéseihez, azaz az autofagoszomak késdi endoszomakkal torténd
torténd autofagia indukcid hatdséra a Rabl1, a reciklizdlé endoszomak (RE) ismert markere,
autofagoszomakra helyezddik at. A Rabll mind sejttenyészetben, mint pedig €16 allatban
fizikai kolcsonhatast 1étesit a Hook fehérjével, mely az endoszomak érésének egyik ismert
regulatora. Ko-immunprecipitacids vizsgalatok segitségével feltérképeztiik a Hook fehérjén a
Rabll kotohelyét. A kolcsonhatds erdssége megnétt autofagia indukcid soran. Ezzel
Osszhangban a két fehérje ko-lokalizacigjanak gyakorisdga is novekedett. Kimutattuk, hogy
¢heztetés hatasara a Hook késdi endoszomakrol autofag struktirakra helyezddik at, és ehhez a
folyamathoz sziikséges a Rab11 jelenléte a sejtekben. (Szatmari és mtsai, 2014)

A Rab fehérjék autofagidban betoltott szerepérdl irtunk egy eddig hidnypotlo,
Osszefoglalo cikket is. (Z. Szatmari, M. Sass. (2014) “Autophagy wants you!” — recruitment



for clean-up purposes conducted by RABs and their upstream regulators. Autophagy,
submitted, under second revision)

A Hox gének olyan, a fejlddést szabdlyozd transzkripcids faktorokat kodolnak,
amelyek meghatarozzak a testszelvények tulajdonsagait a test antero-posterior tengelye
mentén. Elsoként figyeltik meg, hogy emellett a Hox gének tobbsége erdsen gatolja a
posztembrionalis fejlédés soran jelentkezd autofag folyamatokat Drosophilaban. Az autofagia
gatlasa nem mutat térbeli specifitast, vagy testszelvényekhez kothetd, pozicionalis fenotipust.
Idében azonban nagyonis pontosan behatarolt a Hox gének autofagia gatlasa. A fejlodési
autofagia csak akkor indul meg, ha a Hox gének gatlasa aldl felszabadul. Aktiv Hox gének
mellett éheztetéssel sem lehet autofagiat serkenteni a Drosophila sejtekben. Igazoltuk, hogy a
Hox gének a Brahma ,.kromatin remodelling komplex” egyik tagjan, a Pontin-on keresztiil
fejtik ki gatlo hatdsukat az autofagia kozponti mechanizmusdban szerepet jatszd gének
kifejezddésére. Bizonyitottuk azt is, hogy a Hox gének ezen gatlo hatdsa emlds
sejttenyészeteken is érvényesiil. (Banréti és mtsai, 2014)

A vpsl3a gén huméan megfeleléjének muticidja a chorea-acanthocytosis nevi,
neurodegeneracios tiinetekkel és abnormalis voOrosvértest-morfologiaval —jellemezhetd
betegség kialakuldsdhoz vezet, melynek patomechanizmusardl, valamint a gén termékének
feltételezhetd, hogy autofag és/vagy endocitotikus szerepet tolthet be.

A vpsl3a funkcidjanak vizsgalatahoz célzott, in vivo mutagenezissel 1étrehoztuk a gén
funkciovesztéses alléljét. A tovabbiakban a mutaciéra homozigdta egyedek fenotipusos
sajatsagait vizsgaltuk meg. Q-PCR vizsgalattal bizonyitottuk, hogy a génnek a delécid altal
nem érintett szakaszarol csak nagyon kismérteéki transzkripcio zajlik, tovabba a mutans allélre
homozigota egyedek 80%-a elpusztul a metamorfozis soran. A fentiek alapjan a létrehozott
mutacio a vpsl3a szemiletélis, hipomorf alléljének tekinthetd. A taléld, kifejlett allatok esetén
részleges ndstény-, illetve teljes himsterilitas mutathaté ki. A him egyedek ondohodlyagja (a
vad tipussal ellentétben) sosem tartalmaz egyedi, 6nalld6 mozgasra képes spermiumokat. A
spermatogenezis egyes fazisainak vizsgalatabol kideriilt, hogy az Osivarsejtek mitotikus,
illetve meiotikus osztddasai zavartalanul lezajlanak, a hiba a késobbi, differencidlodasi
fazisban kovetkezik be: a megnyult, egymassal citoplazma-hidakkal Osszekottetésben 1évo
himivarsejt eléalakok a mutacié kovetkeztében nem tudnak szétvalni egymastol. Kimutathato
tovabba a spermiumok mitokondriumainak morfoldgiai eltérése is a vadtipustol. A vpsl3a

gén terméke tehat sziikséges a normalis spermatogenezishez, hidnydban himsterilitds alakul



ki, melynek hatterében a spermiumok individualizacids zavara, illetve mitokondriumainak
abnormalis morfoldgiaja all. (Maruzs és mtsai., kézirat elkészités alatt)

Az autofigia tovabbi szerepét igazoltuk az ivarsejtdifferenciicio soran
Drosophildban. A himek tesztiszében a keletkezd csirasejtek tomeges pusztulasa egy
regeneracios folyamatot indukal, mely soran differencidlt sejtek dedifferencialodnak
csirasejteket képzO Ossejtekké. E folyamat soran az autofagia jelentdsen aktivalodott a
regeneracioban részt vevd sejtekben (mCherry::Atg8 riporter konstrukciot tartalmazod
torzsekben), €s autofag gének klonalis mutaciés inaktivitasa jelentés mértékben blokkolta a
regeneracios folyamatot. Igazoltuk tovabba, hogy az autofdg folyamat ezen hatasa a
Hedgehog és a BMP jelatviteli utvonalak hatdsat igényli: szdmos autofagia gén ezen
utvonalak hatdsara expresszalodik a regeneralédd sejtekben (Kovacs és mtsai., kézirat
elkészités alatt).

A palyézat id6tartama alatt részletesen vizsgaltuk az autofag gének funkcidjat a
Drosophila szarny fejlodése soran. Az Atg6 (az emlds Beclinl ecetmuslica megfeleléje) az
irodalmi adatok alapjan a Vps34 és Vpsl5 fehérjékkel egyiitt alkotja a PI3K (III) komplex
kozponti részét. Attol fiiggben, hogy Atgld vagy UVRAG fehérje kotodik negyedik
komponensként a komplexhez, beszéliink PI3K (III) komplex I-rél, illetve PI3K (IIT) komplex
II-r6l. Az ismert, hogy a Vps34 ¢és Vpsl5 sziikséges szamos sejtélettani miikodés
szabalyozasahoz, ugy mint példaul az endocitézis és autofagia. Munkank soran az Atg6,
UVRAG ¢és Atgl4 szerepét vizsgaltuk az ecetmuslica szarny fejlédése soran. Fluoreszcens és
elektronmikroszkopos modszerek segitségével kimutattuk, hogy az Atg6 és UVRAG
sziikséges az endolizoszoOmék éréséhez valamint miikodéséhez, amely miatt receptorok ¢és
ligandjaik lebontasa révén az Atg6b ¢és UVRAG sziikséges jelatviteli folyamatok
szabalyozasahoz. Ez utobbi feltételezésiinket a Notch és Wingless - két szarnyfejlddésben
kritikus fontossagu — jelatviteli utvonal vizsgalataval is sikeresen igazoltuk. Kimutattuk, hogy
ezen folyamatok ereddjeként az Atgb és UVRAG sziikséges a hamsejtek normalis polaritasi
mintdzatdnak kialakitasdhoz. Tovabba azt is sikeresen kimutattuk, hogy ezekhez a sejtélettani
folyamatokhoz az Atgl4 egyaltalan nem sziikséges. Viszont ezzel szemben igazoltuk, hogy
mig az UVRAG nem, az Atgl4 és az Atg6 elengedhetetleniil sziikséges a normalis autofag
mitkddésekhez. Eredményeink tehat azt a feltételezést igazoltak, hogy az Atgl4 tartalmu az
autofagia-specifikus komplex, mig az UVRAG tartalmu az endocitozis szabalyozasaért
felelés komplex. (Lorincz P., Lakatos Zs., Maruzs, T., Szatmari, Zs., Kis, V. and Sass,

M.: (2014) Atg6- and UVRAG-containing PI3K (I11) complex is required for endosome



maturation, lysosome function, receptor downregulation and cell polarity in Drosophila
Bio.Med. Research International, accepted for publication)

Drosophilaban igazoltuk, hogy az autofigia sziikséges az érett Osszetett szem
kifejlodéséhez. Autofag gének klonalis (szemtelepben torténd) kikapcsolasa vagy csendesitése
csokevényes vagy szemnélkiili fenotipust eredményezett. Az autofagia hiperaktivalasa
szemtelepben pedig megndtt szemhez vezetett feln6tt allatokban. Ezzel 6sszhangban az
autofagia jelentds és differencialt aktivitast mutat a szem diszkusz fejlddése soran. Igazoltuk,
hogy ezen folyamat soran bizonyos autofag gének az egyedfejlodés mesterszabalyozo
elemeinek tekintheté HOX fehérjék transzkripcids kontrollja alatt allnak; pl. a Labial HOX
faktor transzkripciosan aktivalja az ATG8 autofagia gént a szem diszkuszban (Billes és
mtsai., kézirat elkészités alatt).

Egy tovabbi munkankban igazoltuk, hogy a proteaszomalis lebontas hibaja a hipoxia
jelatviteli utvonalon serkenti az autofigiat ecetmuslicdban. A szabélyozott fehérjebontas
nagyobb részéért két titvonal felelés az eukaryota sejtben: az ubiquitin-proteaszoma rendszer
¢s az autofagia. Az utobbi években kideriilt, hogy mindkét rendszer képes az ubiquitinilalt
fehérjék szelektiv lebontasdra és hogy az autofdgia részlegesen kompenzélni tudja a
proteaszomalis lebontas hianyat. Eredményeink bizonyitjak, hogy a Drosophila larvalis
zsirtestjében az autofagia feler6sodik, ha a kiilonb6zd proteaszoma alegység (o, P vagy
szabalyoz0) géneket csendesitjiik. Ha RNS interferenciaval csendesitettiik a sejtekben az Atg
géneket, akkor a p62 és a ubiquitinilalt fehérje tartalmi aggregatumok nagymértékii
felhalmozddasat tapasztaltuk. A p62 hianya nem gatolja az autofagia proteaszéma hiba altali
serkentését €s ez mutatja, hogy a kiegészitd autofagia nem egyszeriien a felesleges fehérjék
felszaporodasa miatt indul be. Az ubiquitin-proteaszoma rendszer egyik legrészletesebben
jellemzett szubsztratja a hypoxia-indukalhaté transzkripcios faktor 1 o alegysége (HIF-1a),
melyet normdl oxigén ellatds mellett a proteaszoma folyamatosan lebont. A hipoxia emlds
sejtekben ismerten serkenti az autofagiat. Munkank soran egy 0j genetikai kapcsolatot
azonositottunk az ubiquitin-proteaszéma rendszer és az autofagia kozott és kimutattuk, hogy a
hipoxia jelatviteli utvonalat genetikailag indukéalva Drosophila sejtekben is kivalthatd az
autofagia. Emellett az is kideriilt, hogy a proteaszoma inaktivalassal indukalt autofadgidhoz
sziikség van a @ HIF-1 a Drosophila ortologjara. (L6éw és mtsai, 2013)

Eredendden a Drosophila larvalis nydlmirigyben az autofagia szabalyozasat terveztiik
tanulmanyozni a szerv lebomlasa/pusztuldsa soran. Végiil arra az eredményre jutottunk, hogy
a nyalmirigy sejtjei a fehérjéik nagy részét nem autofdgia Utjan, hanem apokrin szekrécioval

tavolitjak el a sejtek lebontasa soran. (Farkas és mtsai, 2014)



A palyazat iddtartama alatt részt vettiink két oOsszefoglalé médszertani cikk

megirasaban és megszerkesztésében (Eskeleinen és mtsai, 2011, Klionsky és mtsai, 2012)

A Caenorhabditis eleganson végzett vizsgalatok

A DNS metabolizmus felborulasa sejtpusztulast indukal. Az 5-fluorouracil (5FU) az
egyik legpotensebb genotoxikus stressz az emlds sejtekben, hatékony kemoterdpias agens.
Eredményeink szerint az SFU kezelés autofag sejthaldlt indukal human sejtvonalakban és
fonalféreg (Caenorhabditis elegans) modellrendszerben. Igazoltuk, hogy az 5FU kezelés
soran a mismatch repair (MMR) és base excision repair (BER) DNS javitdo utvonalak
konvergalddnak, ¢s kozos elemeken keresztiil aktivaljak az autofag folyamatot (Sengupta és
mtsi., Nat Commun. 2013; 4:2674). Az autofagia tehat esszencidlis eleme a genotoxikus
stressz kivédésére szdveti szinten (eltavolitja az érintett sejteket a miikodo szévetbol).

Irodalmi adatok és korabbi eredményeink igazoltak, hogy az insulin/IGF-1 (insulin-
like growth factor-1) és TGF-B (transforming growth factor-beta) jelatviteli utvonalak
szabalyozzdk az autofag folyamatot a sejtnovekedés, az dregedési és a sejtes differenciacio
soran. Kimutattuk, hogy C. elegans-ban a két folyamatot a HSF-1 (heat shock factor-1)
transzkripcids faktor kapcsolja 0ssze molekularisan. A HSF-1 aktivitasat az insulin/IGF-1
receptor DAF-2 gatolja, mig a HSF-1 a TGF-beta ligandum DAF-7 expressziojat blokkolja. A
HSF-1 tehat kozponti szerepet jatszik a kiillonbozo stressz folyamatokra adott sejtes valaszok
Osszehangolasaban, igy az autofagia indukcidjaban is (Barna és mtsi.,, BMC Dev Biol. 2012,
12:32.). Jelenleg a HSF-1 célgének szisztematikus (genom szintii) jellemzésével foglalkozunk
C. elegans-ban. A direkt talalatok kozott szamos autofag gén talalhatd, amely magyarazatot
adhat arra, miként aktivalodik az autofagia hd- és oxidativ stresszre is (Barna és mtsi.,
kézirat elkészités alatt).

Ma mar sok adat igazolja, hogy az autofagia az élethossz, az oregedési folyamat
meghatarozasdban kdzponti szerepet jatszik az élesztotol kezdve, a fonalférgen €s a 1égyen at
az emldsokig. Ennek a jelenségnek a molekulédris részletei azonban még tavolrdl sem
ismertek. A palyazat ideje alatt publikaltunk egy cikket, amelyben 6sszefoglaltuk mindazon
ismereteket, amelyek arra utalnak, hogy az dregedésben valamilyen funcidval rendelkezd,
valamennyi folyamat, szabalyozési tvonal végsd fokon az autofiagia szabalyozdsara hat.
(Vellai és mtsai 2009)

Kimutattuk, hogy az autofagia és az apoptézis (programozott sejthalal) egylitt
sziikkségesek a C. elegans normalis egyedfejlédéséhez. Autofagia vagy apoptozis defektiv

egyszeres mutans allatok életképesek, és normalisan kifejlédnek, mig az autofagia-apoptdzis



defektiv kettés mutans allatok elpusztulnak az embriondlis fejlodés soran. Igazoltuk, hogy
autofag gének transzkripcios aktivitdsa az apoptdzisban szerepet jatszé6 ATF-szerii
transzkripcios faktorok kontrollja alatt all (Erdélyi és mtsi., J Cell Sci. 2011, 124: 1510-8;
Borsos és mtsi., Autophagy. 2011, 7: 557-9).

A tervezet egyik célkitlizése volt az autofigia funkcidinak vizsgilata hiper- és
hypothermia alatt és utidn. Az ezirdnyd munkat elkezdtiik, de egyértelmi, publikalhaté
eredényekre egyeldre nem jutottunk.

A munkatervi pont helyett egy igen érdekes ¢és a szakirodalomban teljesen 0j kutatasi
iranyban kezdtiink dolgozni. Nevezetesen az autofagia funkciojat néztikk a regeneracios
folyamatokban. A zebrahal (Danio rerio) farokuszoja kitiind szoveti regeneracios modell. A
szerv amputaldsa utan kb. 2 hét alatt a farki strukturdk visszandnek, és ez regeneracids
folyamat tobbszor is megismételhetd. A farokuszo regenerédcioja dedifferenciacidval torténik,
amelyet a sebzés helyén taladlhaté blasztéma sejtek inicidlnak. A dedifferenciacié soran a
sejtek anyagainak intenziv atrendezddése zajlik, szdmos komponens lebomlik, mikdzben ujak
szintetizalddnak. Kezdeti feltételezésiink szerint a lebontds alapvetden autofagiadval (sejtes
Onemésztés) megy végbe. Elektronmikroszképos ¢€s fluoreszcens mikroszkopos (Gip-
Atg8/Lc3 riporter konstrukciot tartalmazo transzgénikus halakat vizsgalva) technikakkal
kimutattuk, hogy a regeneracids régioban talalhatd sejtekben jelentds mértékben megnétt az
autofag aktivitds. Az autofag folyamat blokkolasa RNS interferenciaval (MO-Atg5 morfolino
injektalasa a regeneralodd szovetbe) és farmakologiai eszkozokkel (bafilomycin kezelés)
kezelésen atesett halak sebszOvetében az apoptotikus sejtpusztulds jelentés mértékben
megndtt. Hasonlo jelenséget figyeltiink meg a hal szivizménak regeneracidja soran (a kamra
izomszovet 1/3-anak eltavolitdsa regeneracioval normalisan helyredll). Kimutattuk, hogy ez
az autofagia-fiiggd regeneracios folyamat az Fgf/ERK jelatviteli folyamat aktivitasat igényli
(Varga és mtsi., Cell Death Differ. 2014, 21: 547-56). Megjegyzednd, hogy (ahogy fentebb
mar lattuk), az autofigia szerepe a here szovetében zajlo dedifferencidlodasban,

regeneracidban is esszencialis.

Az esetleges fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata az  autofagia
szabalyozasaban co-immunprecipitacio segitségével.
Ez a munkatervi pont lényegében egy metodikai fejlesztésre vonatkozott. A co-

immunprecipitaci6 modszerét bevezettiik a kutatdsainkba és minden olyan munkankban



alkalmaztuk, ahol annak értelme, jelentdsége volt. A Genetikai Tanszéken Vellainé Takécs
Krisztina, az Anatomiai Tanszéken Hegediis Krisztina vezeti azokat a laborokat, amelyekben

e vizsgalatokat ma mar rutinszeriien el lehet végezni.

Az autofagia szabalyozasaban részt vevo jelatviteli utvonalak leirasa Drosophildban
¢s C. elegansban.

Az elmult években rendkiviil sok leirds, eredmény latott napvilagot a nemzetkozi
irodalomban arrél, hogy a rovarok (foként a Drosphila) szervezetében az autofagianak milyen
¢lettani mitkddésekben van fontos szerepe. Napjainkban az is nyilvanvald, hogy az ilyen
leirasok nem nélkiilozhetik a molekularis és genetikai megkdzelitéseket, szabalyozasi
utvonalak, mechanizmusok feltarasat. Ezen eredményekrdl irtunk egy Osszefoglald cikket,
amelyben az autofagia szabalyozasaban részt vevd jelatviteli utvonalak is részletes
ismertetésre keriiltek — igaz, még nem bioinformatikai vizsgalatok alapjan. (Malagoli és
mtsai, 2010) A C. clegans esetében az autofagia masinéria 10j potencialis elemeit
bioinformatikai eszkdzokkel is prediktaltuk, és koziilik némelyiket kisérletesen validaltuk

(Kubisch és mtsi., 2013).

Az ATG gének szerepe a neuronpusztulasban, Drosophila modellben

A CG6783 jelii gént eredetileg egy, autofagiaban szerepet jatszo6 gének azonositasara
alkalmazott szlirés eredményeként azonositottuk. Ez egy citoplazmatikus, zsirsavkotd fehérje,
amely az omega-3 és omega-6 esszencialis zsirsavak felvételéért felelés. A fehérje hianyaban
a larvalis fejlédés 50%-al megnytlik, a babbol vald kikelés utdn a legyek mozgésa
rendellenes €s 48 oOra utan elpusztulnak. Az ilyen éllatok az allatok kozponti idegrendszerében
tomeges neuronpusztulast figyeltiink meg. Riportergén technikaval kimutattuk, hogy a
CG6783 fehérje jelen van az 4llat valamennyi szOvetében, ahol nagymennyiségl
lipidfelhalmozodas figyelhetd meg (zsirtest, kozépbél, vérsejtek, agyduc).

A tovabbiakban feltérképeztiik a lipideseppek tér €s idObeli eloszlasat a muslica
agyban. A lipidcseppek az agy minden részén jelen vannak, de kifejezetten nagy szamban
talalhatdak a kozponti test dorzomedialis részén. A lipidcseppek csoportokba rendezddnek, s
mindig a neurdlis Ossejtek kozvetlen kornyezetében lelhetdk fel. Kizardlag a gliasejtekben
talaltunk lipidcseppeket, az idegsejtekben soha. Az els6é lipidcseppek a masodik
larvastadiumban jelennek meg, s szamuk fokozatosan né a baballapot elsé harmadaig. Ezutan
a lipidcseppek szama fogyatkozni kezd és a kifejlett allatban mar nem figyelhetéek meg.
Genetikailag 1étrehozott gliasejt-klonok vizsgalatdval kimutattuk, hogy 1étezik egy specialis



gliasejt (az Gn. gyongy sejt), amely igen nagy szdmban halmoz fel lipidcseppeket. E sejteket
fény- és elektronmikroszkopos modszerekkel jellemeztiik. Igazoltuk azt is, hogy ezek a sejtek
nagy mennyiségben expresszaljak a Drosophila fatty acid binding protein-t (dfabp, CG6783),
mely fehérje ellen termeltetett ellenyanyaggal meg tudtuk jeldlni ezeket a sejteket. A
kovetkezO 1épés a lipideseppek élettani funkciojanak felderitése volt. A gliasejtekben
lecsendesitettilk a dfabp gént, aminek kovetkeztében a lipidcseppek szama drasztikusan
lecsokkent a larvalis agyban. A csendesités hatdsdra nagymértékii sejtpusztulast figyeltiink
meg. A feln6tt géncsendesitett allatok sulyos fejlodési rendellenességeket mutattak. Noha
minden szerviik kifejlédott a baballapot sordn, a babbdrbdl nem tudtak kikelni, s azon beliil
elpusztultak. Igen kis szazalékuk kelt csak ki, &m ezek sulyos idegrendszeri zavarokat
mutattak. Normalis mozgasra, parosodasra, repiilésre képtelenek voltak, s egy-két napon beliil
elpusztultak. A mutidns allatok agydban a gliasejtek szaménak drasztikus csokkenését
figyeltiik meg, az agy kozponti részében. Eredményeink elséként vilagitanak ra a lipidcseppek
agyfejlédésben betoltott szerepére és fontossagara. Vizsgalatainkbol az is kdvetkezik, hogy a
hibds  zsirsavanyagcserébdl —eredeztethetd idegrendszeri rendellenességek  kivaldan
modellezhetéek muslica modellben. (Kis és mtsai, 2013, Kis és mtsai, kézirat elkészités

alatt)

Az ATG gének és termékeik funkcidja az emlés szervezet neuronpusztulassal jaro
korképeiben

A munkatervben vallaltaknak megfeleléen vizsgalatainkat Kkiterjesztettik a
legismertebb ¢és leggyakoribb konformaciés neurodegenerativ betegségekben elhunyt
paciensek post-mortem agymintainak vizsgalatara.

A kutatasaink sikere érdekében szamos modszertani Ujitdst vezettiink be, amelyek
segitségével jelentdsen mélyebb betekintést nyerhettiink a neurodegeneracios folyamatok
molekuléris sejtbioldgiai mechanizmusaiba, mint az eddig alkalmazott ,hagyomanyos”
morfologiai vizsgalati eszkdztar révén.

Kidolgoztunk ¢és rendszeresitettiink egy olyan 1) alacsonyhdmérsékletii
elektronmikroszkopos minta-el6készitd modszert, amely alkalmazisdval nem csak a
perfuziosan fixalt egér agyakban, hanem a post-mortem humén agymintakban is jelentds
mértékben megoriztik az egyébként kiolddédasra hajlamos makromolekulakat, kiilonos
tekintettel a fehérjékre. Az igy bedgyazott mintakon végzett pre- ¢és postembedding

immuncitokémiai jelolések Osszehasonlitd morfologiai és morfometriai  elemzései



egyértelmiien azt mutattdk, hogy szignifikdnsabb tobb epitopot tudunk lokalizalni és
specifikusabban, mint a kordbban alkalmazott eljarasok révén.

Egy nemzetkozi kollaboracid keretében részt vettiink egy 1j, a szinukleinopatidkban
kozponti szerepet jatszd a-synuclein patogén fehérjét betegség-specifikusan felismerd
ellenanyag, az 5G4 eldallitasaban és kisérleti modellekbdl illetve human agybol szarmazo
mintdkon torténd tesztelésében.

Legfontosabb eredményeink az alabbiakban 6sszegezhetok:

PRION BETEGSEGEK
amyloid-képz6 hatasa rendkiviili a GPI-horgonnyal nem rendelkez6 prion fehérjét expresszald
allatokban.

Az allatok nem mutatjak a prion betegségekre jellemzd kliniko-patologiai tlineteket.

Az elektronmikroszkdpos szinten térténd megfigyelések alapjan megallapithatd, hogy
a PrP* fibrillumokbol felépiil6 plakkok folyamatos képzddése ellenére, azok
szomszédsagaban a neuronok a fiziol6gidsnak megfeleld képet mutatnak.

Az extracellularis fehérje aggregdtumok nagy tomegét az idegszovet glia halozata
igyekszik elimindlni és elszigetelni a kdrnyezetétol.

A Prp®" transzgénikus 4llatok esetén a PrP* altal kivaltott gyenge patologias
folyamatok a prion fehérje GPI-horgonyanak hianyaval magyarazhato.

A PrP> nem képes az idegsejtek membranjaval kapcsolatot kialakitani, ezaltal pedig
internalizacidjanak, valamint az endoszomalis-lizoszomalis rendszerbe keriilésének, és az
intracellularis patoldgids mechanizmusok kialakuldsanak a lehetdsége meglehetdsen csekély.

Az endoszomalis-lizoszémalis rendszernek tehat alapvetd szerepe van a Prps° sejten
beliili terjedésében, valamint a patologias folyamatok kivaltasaban.

(Laszlé és mtsai, 2013, Puska és mtsai, 2013, Toth és mtsai, 2013, Toth és mtsai
2013)

SZINUKLEINOPATIAK

Az 5G4 ellenanyag rendkiviil igéretesnek bizonyult a kordbban mar feldolgozott
anyagok vizsgalatdban, valamint a mar megvitatasra keriilt eredmények Gjraértékelésében.

A patologias folyamatokban szerepet jatsz6 a-szinuklein felhalmozodasok
neuronokban, vékony és vastag neuritekben, elszértan neuronokban/neuropilben, tovabba az
asztroglia sejtekben, az ependyma sejtekben és kapillarisokhoz kapcsolodva egyarant jelen

vannak.



Az ependyma sejtek €s a kapillarisok immunoreaktivitasa azt a koncepcidt tdamogatja,
hogy a betegség patologias folyamataiban meghatarozd szerepet betolté a-szinuklein jelen
lehet a CSF-ben vagy a vérben is.

Az a-szinuklein endoszémalis jellegii strukturdkban figyelhetd meg az idegsejtekben,
ami a fehérje sejtrol-sejtre torténd terjedésével kapcsolatos felvetést tdmasztja ala.

A striatum teriiletén asztrocita sejtekben, valamint az entorhindlis és a temporalis
kéreg minden rétegében, valamint az amygdala teriiletén fibrillaris sturkturdk figyelhetk
meg. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az asztrocita sejtek dnmaguk képesek fibrillaris
aggregatumok képzésére a fehérje fagocitdzisa nélkiil.

(Molnar és mtsai, 2013, Kovacs és mtsai 2014), (Gabor G. Kovacs, Leonid Breydo,
Ryan Green, Viktor Kis, Gina Puska, Péter Lérincz, Laura Perju-Dumbrava, Regina Giera,
Walter Pirker, Mirjam Lutz, Ingolf Lachmann, Herbert Budka, Vladimir N. Uversky, Kinga
Molnar, Lajos Laszlo (2014) Prion-like cell-to-cell spreading of disease-associated a-
synuclein in the human brain. Acta Neuropathologica (submitted, under second revision))

Eredményeink alapjan valoszinisithetd, hogy a neurodegenerativ betegségek esetében
a sériilt mitokondriumok lebontasa nem mitofagia révén valdsul meg, hanem a degeneral6do
mitokondriumok sajat kiilsé membranja valik képessé a lizoszémakkal valé fuzidra. Ez a
folyamat kdvethetd nyomon a kopasi (6regedési) pigment (lipofuszcin) képzddésekor.

(Kis és mtsai 2014)

2013-ban egy év hosszabbitasért folyamodtunk az OTKA kuratériumahoz azért, hogy
a folyamatban levd munkdinkat még a paylazat lezarasa eldtt befejezhessiik ¢és
publikélhassuk. 2013-14 kozo6tt 11 tudomanyos cikket publikaltunk, egy mar el van fogadva,
de még nem jelent meg és kettd van az elbiralas utolsd fazisaban — ahogy azt a fenti
szovegben is jeleztiik. Tovabbi 6t kéziratunk gyakorlatilag készen van, heteken beliil beadéasra

fognak keriilni ezek is.



Az eredmények hasznositiasa az oktatasi munkank soran.

A palyazatban részt vevo két tanszék egylittesen gondozza a biologus M.Sc. képzés
,Genetika és molekularis sejtbioldgia” szakiranyban zajlé képzést. Ebben a palyazat
keretében elért eredményeinket is ismertetjilk a kiilonb6z0é kurzusok keretében, tekintettel
arra, hogy a szakiranyt valaszto hallgatok nagy része egyben a szakdolgozatosaink kozé
tartozik. A palyazati id6szakban nagyon sok hallgatot sikeriilt bevonni a kutatd munkankba.
Osszesen 33 B.Sc. és 59 M.Sc. szintli szakdolgozat sziiletett a két tanszéken a palyazat ideje
alatt. A hallgatoink egy része a publikacidinkban szerzétarsként szerepel. A nagyon sok M.Sc.
hallgatonk koziil 6sszesen 17 kolléga tudott Ph.D. 6sztondijasként tovabb dolgozni a két
tanszéken. Koziiliik négyen szerezték meg az abszolutdriumot, akiknek a védése ebben az

évben varhato.

A tudomanyos eredmények hasznositasa

Munkank tipikus alapkutatds, nem volt és nem is lehetett célja a gyakorlatban
kozvetleniil hasznosithaté eredmények elérése. Ugyanakkor, mint minden alapkutatdssal
foglalkoz6, rendiiletleniil hisziink abban, hogy az altalunk felismert és azonositott molekulak
idével hasznosithatok lesznek a gyogyitasban. E fehérjék ugyanis olyan iranyitott
gyogyszertervezésnek lehetnek a célpontjai, amelyek az autofag folyamatok befolyasolasat
teszik majd lehetdvé. Ennek kiilonds jelentdsége lehet, hiszen az autofagia olyan
népbetegségek patomechanizmusdban is szerepet jatszik, mint a myocardialis, vagy a
cerebrovascularis stroke, vagy a neuronvesztéssel jar6 Alzheimer-, Parkinson-, vagy
Huntington-kor, a kettes tipusu diabétesz, a rak, stb. Mindezek mellett az is egyre vilagosabb,
hogy az autofagidnak jelentds funkcidja van az Oregedési folyamatokban és az élethossz
meghatarozasaban.

Ezen tavlati célok mellett egyre kozelebbinek latjuk azt, hogy az éltalunk kifejlesztett
modszerek, ellenanyagok, proba cDNS-ek és szdmos mas, a kutatdsban alkalmazott
eszkozilink alkalmazhat6 lesz a diagnosztikus eljarasokban. Ennek egyre nagyobb a
jelentdsége, ahogy erdsddik az orvostudomany egyik legnagyobb kihivésa, az egyéni terapids

eljarasok alkalmazésa.



