3.5.1 Az éleszté autofagia-gének miikodésének igazolasa Drosophila
melanogasterben

Ezidaig 20 Agt gént azonositottak élesztdben. Koziiliik 9-nek van ortologja
Drosophildban. Az Atg7 gén fehérjeterméke egy EI konjugalé enzim, amely az
¢lesztoben az Agt8 és Atgl2 aktivacidjan keresztil a képz6dd autofag vakuolum
membranjanak bezarédasahoz ¢s leflizodéséhez sziikséges. Eldallitottuk az Atg7
mutansat Drosophildban, aminek kdvetkeztében a larva-bab atalakulas el6tt természetes
koriilmények kozott beinduld un. fejlodési autofagia gyakorlatilag teljesen gatlodott a
larvalis szervekben. A kifejlett legyekben az Atg7 mikddésének gatldsa a stressz
hatasokra vald tulérzékenységhez vezetett, csokkentette az ¢élethosszukat ¢és az
idegrendszeriikben ubiquitindlodott fehérjék felhalmozdodasat okozta. Feltehetden ez a
kozvetlen oka annak, hogy az ilyen mutiansok kozponti idegrendszerében a pusztuld
idegsejtek szdma megnovekedett. E vizsgalataink arra utalnak, hogy az autofigia a
neuronok tuléléséhez sziikséges, mivel alaphelyzetben a kéros fehérjéket elimindlja a
idegsejtekbdl (Juhasz és mtsa-i 2007).

3.5.2 Azon gének funkcidjanak vizsgalata az autofagocitozis soran, amelyek
miikodésérol korabban még nem sziilettek leirasok

P-elem inzercios torzsekbdl azonositott autofagia-gének

Korabbi munkainkban tobb mint 300, késo larvakorban letalis, P-elem indukalt,
funkciovesztéses Drosophila mutans torzset teszteltiink. Osszesen 52 olyan mutéanst
talaltunk, amelyek larvalis szerveibdl, a fénymikroszkopos vizsgalatok eredményei
szerint, teljesen hidnyoznak az acridin orange/neutralvords/LysoTracker Red pozitiv
granulumok, vagy a granulumok mérete, megoszlasa, szama jelentdsen eltér a vad
tipustol. Ezen torzsek zsirtest sejtjeit elektronmikroszkopban is megvizsgaltuk és csak
azokat vizsgaltuk tovabb, amelyek esetében az autofag struktirdk hidnya ezen a szinten is
igazolhaté volt. Valamennyi funkciovesztéses torzsbdl kezeltiink allatokat 20-
hidroxiekdizonnal (amely a fejlédési autofagiat serkenti) és végeztiink ¢€heztetéses
kisérleteket (a stressz indukalt autofagia vizsgalatira). A P-elem altal okozott
funkciovesztést delécios mutansokkal vald keresztezésekkel is igazoltuk. Végil e
tesztrendszer segitségével 21 térzset azonositottunk.

A jelen palyazat keretében eldszor e 21 torzsben megprobaltuk az eredeti
fenotipust visszaallitani a P-elem remobilizalasaval. Mas szoval revertansokat allitottunk
eld. Ez 10 torzs esetében bizonyult sikeresnek:

Koziilok kivalasztottunk négy torzset, amelyeket részletesebben tanulményoztunk
az elmult évek soran (CG5269 vib, CG6784, CG8532 Iqf és CG17299 SNF4).

A kovetkez0 kisérleteket végeztiik el:

1. Megszekvendltuk a Flybase-bdl azonositott genomidlis DNS szakaszt, azért,
hogy a P-elem pontos helyét megallapitsuk és k6zoIni tudjuk. A szekvenalds mind a négy
esetben sikeres volt, de sajnos a CG6784 torzsben két P-elem inzertalodott. fgy e torzs



esetében tovabbi genetikai munkara volt sziikség, aminek a segitségével a két P-elemet
sz¢&t tudtuk valasztani és meg tudtuk allapitani, hogy melyik inzerci6 az, amely az
autofagia szabalyozasaban szerepet jatszo gén miikodését akadalyozza.

2. Mindegyik torzs esetében felsokszoroztuk a génterméket, vagy annak egy
jellemzd exonjat PCR segitségével, majd expresszids vektorba klonoztuk a megfeleld
fragmentet. Kifejeztettiik a fehérjét, vagy az exon altal koédolt részt és poliklonalis
ellenanyagot termeltettiink elleniik. Az ellenanyagok segitségével Western blotokon
meghataroztuk a fehérje kifejezodésének idejét az egyedfejlodés soran, ¢&s
megallapitottuk, hogy mely szervekben expresszdlodnak. Fénymikroszkopos
immuncitokémiai mdodszerekkel megallapitottuk a sejtekben a fehérje lokalizaciojat.

3. Ugyancsak a fent emlitett négy gén esetében un. palindromés konstrukcidkat
hoztunk létre. Ezeket hdsokk- és szovetspecifikus promoterek mogé épitettiik, majd a
megfeleld vectorba valod bevitel utan petesejtekbe injektaltuk. A transzgén torzsekben a
hésokk hatdséra a palindromas konstrukciordl hajtlialakt, kettds szala RNS masolodik,
amely az RNS interferencia jelensége miatt az adott gént ,.elcsendesiti”, azaz a rola
masolodo egyes szali RNS molekuldk is lebomlanak a sejtekben. Ennek az a
kovetkezménye, hogy az autofagia gatlodik az ilyen torzsekben.

4. Menekité konstrukciokat készitettiink és ezzel a modszerrel is igazoltuk az
adott gén funkciojat az autofagia kivaltasaban, mechanizmusaban.

5. Igazoltuk RT-PCR segitségével, hogy a mutansokban az adott gén mRNS
terméke gyakorlatilag hidnyzik és nem lehet sem hormonkezeléssel, sem ¢heztetéssel a
génrdl masolodo mRNS szintézisét fokozni.

6. Mind a négy torzs esetében megprobalkoztunk klonalis expresszidval is. Ezek a
kisérletek egyendre csak esetenként sikeriiltek.

A CGI17299SNF4Ay torzs az egyike azoknak, amelyek esetében valamenyi
kisérletiink pozitiv eredményt hozott. A mutacid gatolja a fejloddési €s a stressz indukalta
autofagiat, a zsirtest sejtek sem 20-OHE kezelés, sem éheztetés hatdsara nem képesek
autofag vakuolumok képzésére. Ugyanez a hatds figyelhetd meg a hemizigotdkban és
RNS interferencia alkalmazasa utan. A P-elem remobilizalasa és a menekités visszallitja
az eredeti, vad fenotipust. A mutansokban nem mutathato ki a géntermék sem RNS, sem
fehérje szinten. A fénymikroszkdpos immuncitokémiai vizsgalataink azt igazoljak, hogy
a génrdl masolodo fehérje az autofagia indukcidjakor a sejtmagba transzlokalodik. A gén
csOkkentett expresszidja a felndttkorban (legyekben) az élethossz jelentds rovidiiléséhez
vezet. Az SNF4Ay az emlésokben azonositott AMPK Drosophila orthologja. Miitkodése a
fejlédési és stressz indukalt autofidgidhoz egyarant sziikséges és minden bizonnyal a
TSC1/TSC2-Rheb-TOR jelatviteli utvonalon keresztiil szabalyozza a folyamatot (Lippai
€s mtsa-i 2008).

A CG8532lqf a masik torzs, amely a négy vizsgalt koziil minden eddigi
vizsgalatban pozitiv eredményeket hozott. A mutansok sem az autofagiat indukalo
hormonalis (20-OHE) hatasra, sem az ¢heztetésre nem tudnak autofagiaval valaszolni. Az
autofagiat RNAi1 modszerrel gatolni lehet benniik. A P-elem remobilizédlasa és a
menekités e mutans esetében is visszallitja az eredeti, vad fenotipust. A gén csendesitése
jelentdsen lecsokkenti a legyek ¢lethosszat. E gén fehérjetermékével szemben is
termeltettiink ellenanyagot. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatokban igazoltuk, hogy az
Igf kolokalizdl a LAMPI1 lizoszémalis membran markerrel, amelyet egy transzgén



torzsiink hordoz. Eredményeink tudomanyos cikk forméjadban vald publikacidja el6tt
szeretnénk a génterméket elektronmikroszkdopos szinten is lokalizalni. Sajnos, az altalunk
kifejlesztett poliklonalis ellenanyag ebben a rendszerben nem mukddik. Ezért GFP-1gf
fuzids fehérjét expresszald transzgén torzset készitettiink. E legyekben a génterméket
anti-GFP segitségével tervezziik lokalizalni. Ez fontos eredmény lehet, mivel az Iqf
ENTH doménje szerepet jatszhat az autofag vakuolum izolal6 membranjanak
kialakulasaban (Sass és mtsa-i 2006).

A CG6784 torzs esetében is elvégeztiik valamennyi fent emlitett kisérletet és ezek
pozitiv eredményeket hoztak. Egyértelmuen bizonyitottuk a gén funkcidjat az autofagia
szabalyozasaban. Mivel a konfokalis mikroszkopos vizsgalatokban CG6784
fehérjeterméke is kolokalizdl a LAMPI1 lizoszomalis membran markerrel, ebben az
esetben is szeretnénk elektronmikroszkopos vizsgalatokat végezni az eredmények leirasa
elétt. E torzs esetében hidnyoznak még az RT-PCR kisérletek is. (Sass és mtsai, 2005,
Lippai és mtsai 2005, Csikos és mtsai 2005).

A CG5269vib esetében szintén elvégeztiik a fenti kisérletsorokat. Valamennyi
vizsgalat pozitiv eredményt hozott. Egyelére nem sikeriilt azonban olyan ellenanyagot
termeltetni, amely felismeri a vad torzsekben a fehérjét, noha a rekombinans fehérjével
kitlin6en reagalnak.

Autofagia gének azonositdsa microarray modszerrel

Autofagia géneket kerestiink mikroarray modszerrel is. Azt talaltunk, hogy tobb
chaperon fehérjét kodold gén gatlodik a fejlodési autofagia meginduldsanak idején,
kozottik a peptidil-cisz-transz izomerdz FK506-kotd fehérje génje is (FKBP39).
Genetikai molekularis bioldgiai és sejtbioldgiai modszerekkel igazoltuk, hogy e
fehérjének fontos szerepe van az autofigia szabalyozasaban, és valdsziniileg a Foxo
transzkripcids faktor miikodeését modulélja. A Foxo mutdnsok nem képesek éheztetés
hataséara autofag struktarakat képezni, viszont a Foxo tultermeltetése autofagiat indukal a
sejtekben (Juhasz és mtsa-1 2007).

Autofagia gének azonositasa differential display technikdval

A Manduca sexta interegmentalis izmainak lebomlasat tanulmanyozva ezzel a
modszerrel, egy 1j, eddig nem azonositott autofagia gént sikeriilt azonositanunk,
amelynek a funkcidjat Drosophildban is vizsgalni tervezziik a tovabbiakban (Low és
mtsa-i 2005).

3.5.3 Az elézetes munkaink soran azonositott autofagia gének egymashoz
valo kapcsolatainak tisztazasa

A munkatervi pontra vonatkozdan jelenleg azt mondhatjuk, az altalunk
azonositott valamennyi autofidgia gén a molekuldris hatdsmechanizmusa alapjan
kapcsolhaté az eddig ismert autofagia gének egy, vagy tobb tagjahoz. Ugyanakkor még
nem ismeriink elég adatot e gének miikodésnek mechanizmusair6l ahhoz, hogy egy a



soksejtli szervezetekben is érvényes szabalyozasi halozatba tudjuk rendezni Oket. E cél
eléréséhez minden bizonnyal még sok munkara és szerencsére van sziikség.

3.5.4 A neuronpusztulas szabalyozasaban és mechanizmusaban részt vevo
gének/géntermékek azonositasa

Ezen a téren az elsd vizsgalataink célja az volt, hogy a neuronpusztulast okozo
Drosophila mutdnsokban, ill. transzgén torzsekben megfigyelhetd sejtpusztulas tipusat
(apoptosis, autophagia, vesicularis degradatio) meghataroztuk.

A Flybase adatbazisbol a kovetkezO mutdnsokat vaalasztottuk ki a kordbbi
rendelkezésre allo irodalmi adatok ismeretében: Loechrig (SNF4Ay, 12 allél) Blue
cheese (Beachedl, 2 allél), Bubblegum (4 allél), Drop-dead (6 allél), Swiss cheese (10
allél), Spongecake (2 allél), Eggroll (2 allél), Appl (16 allél), Vap (1 allél). Ezeken kiviil
megszereztik a Huntington-modellként szolgaldé UAS-Zzzz, a Parkinson modellként
ismert UAS-Hsap/SNCA ¢és az Alzheimer-kort modellez6 UAS-SWE transzgén torzseket
is.

A torzseket bekereszteztiik a megfeleld genetikai markereket és balancereket
hordoz6d legyekkel. Sajnos, e keresztezések soran valamennyi neuronpuszuldsos
transzgén torzset elvesztettiik, mivel életképtelennek bizonyultak.

A tobbi torzs esetében eldszor fénymikroszkopos felmérést végeztiink. A Blue
cheese, a Bubblegum, a Swisscheese és a Vap mutansokban talaltunk olyan teriileteket az
agyducban, ahol val6szinusithetd volt tomeges sejtpusztulas.

Ezeket a mintdkat elektronmikroszkopban is megvizsgéaltuk. Megallapitottuk,
hogy a sejtpusztulas a Blue cheese és a Swisscheese mutansokban a neuronok pusztulasa
a babbol valo kikelés utani 10.-12. napon volt eldszor megfigyelhetd. A sejttestek nagy
részében fiatal autofagoszomék ¢és 1ddsebb autofag vakuolumok is lathatok. Az
axontdmegben is megfigyelhetd az elérehaladott autofagia, noha sokkal kevesebb
szamban, mint ahogy azt a sejttestek allapota alapjan varni lehetne.

A Bubblegum és a Vap mutdnsokban a babbol valo kikelés utdn 18-24 nappal
talaltuk meg azokat az idegsejteket, amelyek a mutacio kovetkeztében elpusztulnak. Ezen
torzsek esetében elsOsorban apoptotikus sejteket tudtunk azonositani. Ezen a téren
tovabbi feladat az autofagia esetleges szerepének tisztdzasa, pontos meghatarozasa
(Takécs és mtsai 2005). Az elsédleges adatgyiijtés alapjdn munden bizonnyal
morfometriai felméréseket kell végezniink elektronmikroszkopos szinten ahhoz, hogy
igazolni tudjuk az autofagia részvételét a neuronpusztuldsban, vagy a neuronpusztuldst
megeleldzd fizologiai folyamatok soran (Takéacs €s mtsai 2006).

4.2.3 Az autofagia és apoptozis (genetikai) kapcsolatanak vizsgalata

A palyazat keretében tobb vizsgalatot végeztiink az apoptozis €és az autofagia
kapcsolatdra vonatkozdan is a Drosophila larvalis szoveteinek pusztuldsa soran.
Megallapitottuk, hogy a proapoptotikus gének koziil a hid erdteljesen serkenti az
autofagiat a larvalis szovetekben, mig a repear, a grim és a sickle nincs hatassal e
folyamatra, noha mind a négy gén egyidejiileg apoptdzist indukal az imaginalis
szervekben. Igazoltuk, hogy a hid autofigiat serkenté hatdsa a kaszpaz-kaszkad



rendszertdl fiiggetlen. Tovabbi kisérletek alapjan bebizonyosodott, hogy a hid ugyan
erésen serkenti a stressz indukalta autofagiat, de a fiziologidsan beinduld, fejlodési
autofagidhoz nem sziikséges, mert a hid mutansokban ugyanugy zajlik a folyamat, mint a
kontrol, vad tipusu larvakban (Juhdsz és mtsai 2005).

Az autofagia és az apoptdzis szabalyozasanak kapcsolataira vonatkozoan amerikai
kutatokkal kooperacioban végeztink kisérleteket a Drosophila nyalmirigyen.
Megallapitottuk, hogy a nyalmirigy pusztulasa soran az autofagia megeldzi az apoptozis
elsd Iépéseit, sziikséges a proapoptotikus gének aktivalodadsdhoz, az apoptozis
beindulasahoz. (Akdemir és mtsa-i 2006)

Egy masik kisérletsorozatban, szlovak kutatokkal kozosen azt talaltuk, hogy a
nyalmirigy sejtek pusztuldsa soran az autofagianak fontos szerepe van, de valdsziniileg
nem az autofidgia maga a sejtpusztulds ,kivitelez6” mechanizmusa, mert a sejtek
elssorban apoptozissal pustulnak. Ugy tiinik, hogy az autofagiat egy ER stressz inditja
be a nyalmirigy sejtekben. Az autofdg gének miikodésének gétldsa, vagy muticidja a
nyalmirigyben azt eredményezi, hogy a mirigy pusztuld sejtjeit nem tdmadjak meg és
nem kebelezik be a vérsejtek. E folyamat molekularis hatterére vonatkoz6an vannak mar
adataink, amelyeket a kdzeljovoben terveziink leirni.

4.2.4 Az autofagia potencialis szerepének vizsgalata a neurondegeneracioban

Mint arr6l fentebb szd esett, az Atg7 ¢€lesztd autofagia gén funkcidjat vizsgalva
Drosophildban azt tapasztaltuk, hogy a gén muticidja az ¢élethosszot jelentdsen
megroviditette a kifejlett legyekben. Ez egyébként valamennyi eddig altalunk
tanulmanyozott autofagia gén esetében igaz (Toth és mtsa-i 2008). A jelenséget
részletesebben tanulmanyozva azt tapasztaltuk, hogy a mutans legyek stressz hatasokra
adott valasza sokkal gyengébb, mint a kontroloké. Mozgasi aktivitdsuk is jelentdsen
gyengiilt. A muténs legyek agydacédban levé neuronokban jelentds mennyiségben
jelennek meg a fehérje aggregatumok (inclusion bodies). Ezek a fehérje aggregatumok
ubiquitinalt molekuldkat tartalmaznak. Mindebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az
autofadgia normalis esetben a hibds, vagy karos fehérjéket folyamatosan elimindlja a
neuronokbdl. Ha az autofagia gatolt a mutacié kovetkeztében, akkor ezek felszaporodnak
¢s minden bizonnyal az idegsejtek pusztuldsdhoz vezetnek, ami alapja lehet az élethossz
rovidiilésének is (Juhasz és mtsa-1 2007). KésObb a mi eredményeinkhez nagyon hasonlo
adatokat kozoltek az Atg8 esetében is.

A C. elegans esetében elért eredmények

4.2.1 C. elegans autofag gének mutans és RNAI analizise
4.2.2 Az autofagiat szabalyozo genetikai utvonalak feltarasa és jellemzése

A kutatasi periddus elsé szakaszaban zold fluorescens fehérjével (GFP) jelolt
riporter konstrukciokat hoztunk létre a C. elegansban zajlé autofagia vizsgalatara; a bec-
1/Atgl, Igg-8/Atg8 és atg-18/Atgl8 gének transzlacids fuzios (funkciondlis) rendszerét
injektaltuk vad tipusti genetikai hattérbe. A BEC-1::GFP transzgén menekitette a bec-1
,»hull” mutdnsok embrid életképtelen fenotipusat. Ezt az extrakromoszomalis (instabil)



rendszert hasznaltuk a bec-1 gén mozaik analizis¢hez. Az Igg-1 és atg-18 transzgéneket
sikeriilt integralni, majd a kapott torzseket izogenizalni. Az Igg-1::gfp transzgént
expresszalo torzs elemzésével megallapitottuk, hogy az autofigia legfébb markereként
hasznalt LGG-1 (LC3/GABARAP/GATE16) fehérje jelen van a fonalféreg egyedfejlodés
minden szakaszaban és az allat minden sejtjében. A normalis koriilmények kozott tartott
fonalférgek esetében az LGG-1 alapvetden ,,bazalis” szintli expressziét mutatott, de a
citoplazmaban jellemzd pontszerii struktirakat is megfigyeltink. Ez a bazalis szint
kiilonbozoé  sejthalalt okozo inzultusok hatdsara drasztikusan megndvekedett az
embriokban. Hasonl6 mintdzatot kaptunk a bec-1 és atg-18 gének esetében is, amely
felveti az autofagiat szabalyoz6 gének koordindlt transzkripciés szabalyozasat.
Kimutattuk, hogy az LGG-1 a larvalis ,,seam” sejtekben a Golgi strukturdkkal is ko-
lokalizalodik.

A genetikai vizsgdlatokhoz izolaltunk két bec-1 mutéciot, beszereztiink két unc-
51/Atgl mutans torzset, valamint az lgg-1, atg-7 és lgg-3/Atg12 génekre specifikus RNS
interferencia (RNSi) konstrukciokat allitottunk elé. Ugyancsak 1étrehoztuk a Drososphila
»blue cheese” és ,,snf4” gének nematoda ortolégjainak RNSi konstrukcidit. A genetikai
vizsgalatok az alabbi eredményekkel szolgaltak.

1. Kimutattuk, hogy az autofag gének hozzdjarulnak a kiilonb6z6 ion-csatorna
alegységeket kodold gének funkcidnyeréses mutécioi altal okozott idegsejt pusztulashoz;
az autofag gének inaktivalasa gatolta a mec-1, mec-4 és deg-1 funkcionyeréses
mutansokban az érintés-érzékeld neuronok pusztuldsat. Ezzel Osszhangban, csokkent
TOR jelatvitel vagy éhezési stressz serkentette ezen neuronok pusztuldsat. Az autofag
gének csokkent aktivitdsa ugyancsak szuppresszalta a 6-OHDA neurotoxin-indukalt
dopaminerg neuronok nekrézisat. Eredményeink rédmutatnak az autofdg gének
exocitotoxikus hatdsokra bekovetkezd neurodegeneraciot kozvetitd hatasara.

2. bec-1 és unc-51 mutans nematoda torzsek vizsgalataval kimutattuk, hogy ezek
az autofag gének sziikségesek a normalis testméret kialakitdsahoz. A bec-1 és unc-51
mutansok kisebbek voltak a vad tipusnal. Mivel a bec-1 és unc-51 muticidk nem
befolyasoltak a sejtszamot (a C. elegans sejtvonala invaridns, mennyiségileg jol
jellemezhetd), hatdsuk kisebb sejtméretben nyilvanult meg. Ezt igazoltak a sejt-
markereken alapulo vizsgalatok is. A sejtek méretét alapvetden az insulin/IGF-1 és TGF-
B jelatviteli Utvonalak szabalyozzak. Kimutattuk, hogy az insulin/IGF-1 és TGF-B mutans
allatok hosszu testméretét az autofag mutaciok szuppresszaltak. Az autofdg génkaszkad
tehat ,,downstream” hat e két jelatviteli rendszertdl a sejtméret szabalyozasaban.

4.2.5 ,,Trans-species” analizis

Az autofdg gének funkciojat vizsgalva azt talaltuk, hogy az autofag gének
mutacidja, vagy csendesitése (BEC-1, UNC-51/Atgl, LGG-1/Atg8, Atg9, Atgl8) C.
elegansban és Drosophildban is jeletésen csokkenti az allatok élethosszat. Az ilyen
mutansok sejtjeiben a lipofuszcin mennyisége sokkal gyorsabban ndvekszik, mint a vad
tipusban, valamint hamarabb mutatjdk a ,sarcopenia” jelenségét.. Episztazis
vizsgalatokkkal igazoltuk, hogy az autofagia gének lecsdkkent aktivitasa az inzulin/IGF-
1-TOR jelatviteli utvonalon keresztiil befolyasolja az élettartamot. Az éheztetésnek €s a
mitokondriumok csokkentett miikodésének hasonlé hatasa van. Ugy gondoljuk, hogy az



autofagia normalis esetben fenn tudja tartani a sejtek energiaszintjét, legalabb annyira,
hogy az ne eshessen egy kritikus szint ald. Raadéasul, az autofagia eliminalni tudja a
sejtekbdl a sériilt makromolekulakat és organellumokat. E munkénk {6 iizenete az, hogy
az autofagia centralis szerepet tolthet be az ¢lethossz meghatarozasaban, és az életkor
meghatarozasa sokkal specifikusabban szabalyozott, mint ahogy azt kordbban gondoltdk
(Té6th és mtsa-i 2008).

4.2.5 Az eredményeink érvényességének Kkiterjesztése emlés-human
rendszerekre

Ezt a munkat mar 2008-ban végeztiik. A munkdaink ¢és a koltésiink ugy alakult,
hogy 2007 végén még jelentds Osszeg maradt tovabbi kisérletes munkakra. Ezért
engedélyt kértem és kaptam arra, hogy a palyazatot 2008 végén zarjuk le.

A kérelemben harom célkitiizést jeloltem meg:

1. a neuronpusztulas patkiny modelljében egyes autofag gének
expressziojanak a vizsgalata

Bedllitottunk (neurologus Kollégdink segitségével) egy ismert neuronvesztéses
patkany modellt. Ez azon alapszik, hogy a négycsatornds elzaras (az aa.vertebralis
elektrokoagulacidja, majd az ezt kovetd aa. carotis elszoritds) altal okozott hypoxia
jelentdés neuronvesztéshez vezet a kisérleti patkdnyok agyaban. Ismert az is, hogy a
prekondiciondlas, vagyis az aa. carotis rovid idejii elszoritasa megakadalyozza a késébb
alkalmazott hosszu idejii hypoxia altal okozott sejtpusztulast. E rendszerben vizsgaltuk
immuncitokémiai moédszerekkel a Bec-1, az Atg5 és Atg8 autofagia gének kifejezddését a
kezelt patkanyok agyszovetében. Vizsgaltuk azt, hogy a kontrol allatok idegsejtjeiben
kimutathatok-e ezen gének termékei, mennyiségiik a hypoxia, vagy inkabb a
prekondiciondlds utdn emelkedik-e és azt is, hogy az egyes funkciondlisan elkiilonithetd
agyteriiletekben az autofagia géneket kifejezd sejtek megoszlasa milyen a kiilonbozd
kisérleti csoportokban? Megallapitottuk, hogy ha alacsony szinten is, de kimutathatok a
kezeletlen allatok egyes idegsejtjeiben az autofagia gének. Ezek kifejezetten struktirahoz
kototten, aprd granulumok forméjaban jelennek meg a neuronok sejtmag koriili
zonajaban. Hypoxia utdn emelkedik az autofag géneket kifejezd neuronok szdma. Ez
elsdsorban a neocortex szenzoros részeiben €s a hypocampalis kéregben figyelhetd meg.
Prekondiciondlds utdn az atofagia géneket kifejezd idegsejtek szama lényegesen
magasabb, amibdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a neuronvesztés soran az autofagidnak
inkabb a neuronprotekcidban van szerepe, mint a neuronpusztulasban. E vizsgalatainkbol
publikacié még nem sziiletett, de egy V. éves hallgatom két didkkori konferencian nyert
masodik dijat az e t¢émakdrben tartott eldadésaival.

2. Az Iqf-re vonatkozo eredmények kiegészitése és leirasa
2008-ban kiegészitettiik és publikalhato formdba rendeztiik a fentebb mar emlitett,

a Drosophila 1qf génre vonatkozd eredményeinket. A kéziratot elkiildtiik, amit kisebb
modositasok és néhany kiegészitd kisérlet elvégzése utan javasoltak elfogadasra. Ezeket a



hidnyossagokat, a birdlok javaslatai alapjan, potoltuk és visszakiildtiik a szerkesztdségbe.

A kéziratot kozlésre elfogadtak, de még nem jelent meg (Gyorgy Csikos, Monika Lippai,
Tamas Lukacsovich, Gabor Juhdsz, Laszl6 Henn, Miklés Erdélyi, Péter Maroy and
Miklés Sass (2008) A novel role for the Drosophila epsin (Igf): involvement in
autophagy. Autophagy, accepted).

3. Az autofagia szerepének vizsgalata a nyalmirigy sejteinek lebontasaban, a
vérsejtek szerepe a larvalis sejtek maradvanyainak eltiintetésében

A Kkisérleti terv alapja Beth Levine (Qu ¢és mtsai Cell 2007) azon megfigyelése
volt, miszerint a szovettenyészetben tartott emlds sejtekben az autofag gének (elsésorban
a Bec-1) kifejezddése az ,,eat me szignal” (phosphatidylserine, PS) sejttmembranon val6
sejteket. A Drosophila nyalmirigy esetében a metamorfotikus valtozdsok egyike az
erdteljes autofag reakcio, amelyet a vérsejtek infiltracioja kovet. Végeredményben az
elpusztuld nyalmirigy sejtek maradvanyait az odavandorld vérsejtek veszik fel és
emésztik el. Elozetes megfigyeléseink rdadasul azt igazoltdk, hogy az ,.eat me szignal”
expozicidja a nydlmirigy sejtek membranjan itt is kimutathaté a vérsejtek besziirddése
elétt. Sajnos varakozdsaink nem bizonyultak helyesnek. Mindezen jelenségek
megfigyelhetdk a nydlmirigy metamorfotikus valtozassora alatt, de kapcsolat az autofagia
¢s a vérsejtek nyalmirigyre tapadasa, odavandorldsa kozott nem volt bizonyithato.
Egyeldre eziranyt munkénkat felfiiggeszettiik.

2008 soran, a fentieken kiviil, amerikai kollégainkkal kooperacioban, befejeztiink
egy korabban elkezdett kisérletsort. Ebben azzal foglalkoztunk, hogy a Vps34 (a
Drosophila Class III, phosphatidylinositol(3)phosphate molekulat kodolé génje)
esszencialis szerepet tolt be az autofagia szempontjabodl. Eldallitottuk a gén mutansat €s
igazoltuk, hogy a mutacio kovetkeztében a sejtekben nem alakulnak ki autofag
vakuolumok, s6t az endocitdzis is nagyrészt gatlodik. Az eredményeink arra utalnak,
hogy ez annak a kovetkezménye, hogy az Atgl autofagia gén hatasara a Vps34 a primer
endoszomakbol az autofagoszémak membranjaba transzlokalddik. Ez a hatas fliggetlen a
TOR kinazto6l, amir6l korabban azt gondoltuk, hogy a Vps34 jelatviteli itvonalanak egyik
,downstream” tagja (Juhasz és mtsai 2008).

Ugy gondolom, hogy a palyazatban felvazolt eredeti célokat elértiik. A legtobb
eltervezett kisérletsorozat meghozta a vart eredményeket. Ezek nagy részét sikeriilt leirni,
altalaban jo, néhany esetben pedig jelentds nemzetkozi folydiratokban kézzétenni.

Nem valtozott az az eredeti elképzelésiink, miszerint az autofag gének nagyon
fontos biologiai miikddéseket irdnyitanak ¢€s termékeik (a nem tavoli jovOben) a
gyogyszertervezés jeloltjei lehetnek.



