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Bevezetés

A sejtek homeosztazisanak fenntartdsa, a sejtek szamanak valamint méretének szabdlyozasa a
felépitd (anabolikus) és a lebontd (katabolikus) folyamatok preciz 0sszehangolasat igénylik.
Autofagia (sejtes Onemésztés) alatt az eukariotdk korében eléforduld, olyan katabolikus
folyamatokat értjiik, melyek soran a sejt sajat anyagait, beleértve a citoszolt,
makromolekularis komplexeket és organellumokat a lizoszomalis rendszer segitségével bontja
elengedhetetlen szerepet jatszik a sejt sajat anyagainak reciklizdcidjan keresztiil annak
makromolekuldkkal és ATP-vel torténd ellatasaban, valamint az egyedfejlédés soran a sejtek
és szovetek atépiilésében. Az autofigia harom f6 formajat kiilonboztetjiik meg morfologiai
lefolyasuk alapjan, a chaperone-medialt autofagiat, a mikroautofagiat, valamint a
makroautofagiat. A makroautofagia soran, a sejt citoplazmarészei kettds membrannal hatéarolt
vezikuldkba, un. autofagoszomakba kiiloniilnek. Az autofagoszomdk a lizoszomakkal
egyesiilve, majd beltartalmuk a lizoszomalis enzimek segitségével lebomlik. Doktori munkam
soran a makroautofdgia folyamatanak tanulmdnyozasara fokuszaltam. Az autofagiat
szabalyozo jelatviteli itvonalakat eldszor €lesztében irtdk le, késobb igazoltdk, hogy ezen
szabalyozasi rendszerek igen nagymértékli evolicids konzervaltsagot mutatnak mind C.
elegansban, Drosophilaban és emlds sejtekben. Mivel az autofagia meghibasodasa szamos
patologiai elvaltozéassal Osszefliggésbe hozhaté (daganatos megbetegedések, obezitas,
diabétesz, neurodegenerativ  betegségek), az autofagiat szabalyozdé molekularis
mechanizmusok tanulmanyozasa rendkiviili jelentdségii.

Szamos sejtbiologiai folyamat és jelatviteli utvonal fehérjék reverzibilis foszforilacidja altal
szabalyozott. Szamos kindz autofagidban betoltott szerepét leirtdk, am az autofagia
kontrolljadban szerepet jatszo fehérjék defoszforilacidjat végzd foszfatdzok pontos
hatasmechanizma eddig még tisztdzatlan. A protein foszfatdz 2A (PP2A) egy szerin-treonin
specifikus foszfataz, mely szamos sejtbiologiai folyamatban betoltott szerepérdl ismert, mint
példaul DNS replikacio, intermedier anyagcsere, transzkripcio, sejtosztddas, apoptdzis vagy
autofagia. A PP2A heterotrimer holoenzim komplex egy A, B és egy C alegységbdl épiil fel.
A katalitikus C alegység az A vazfehérje karboxil végéhez kot, igy formalva az Gin. dimer core
komplexet. A dimerhez kotd B regulacios alegység hatarozza meg a holoenzim szubcellularis
lokalizacidjat és szubsztratspecifitasat. Korabbi tanulméanyokban leirtak, hogy a PP2A-C
szelektiv inhibitora, az okaddnsav gatolja az autofagidt madjsejtekben, tovabba, hogy

¢lesztében a PP2A a TOR 4ltal szabalyozott autofagidban jatszik szerepet.



Doktori munkdam eredményi szerint Drosophilaban az mts (katalitikus alegység), a PP2A-29B
vazfehérje valamint két regulacios alegység (wdb és B’) altal alkotott trimer komplexek
szabalyozzak az éheztetéssel indukalt autofagia folyamatat, két eltérd uitvonalon.

A hox gének altal kodolt transzkripcios faktorok szamos olyan, egyedfejlédésben szerepet
jatszd folyamatot szabalyoznak, mint példaul az organogenezis, a sejtdifferenciacié és az
apoptozis. A programozott sejthalal az allatok korében a normal egyedfejlodés szerves része.
Mig a Hox gének és az apoptodzis kapcsolatat mar korabban leirtdk (I. tipust programozott
sejthalal, PCDI), az autofagia (II. tipusu programozott sejthalal, PCDII) kapcsolatat eddig még
nem vizsgaltak.

Munkam eredményeként levonhatd kovetkeztetés, hogy a Hox fehérjéknek -Ultrabithorax
(Ubx), AbdominalA (AbdA), Abdominal B (AbdB), Deformed (Dfd), Sex Comb Reduced
(Scr)- elengedhetetlen szerepiik van az egyedfejlodés soran a programozott autofagia precizen
szabalyozott iddzitéséhez. Eredményeim szerint a tesztelt Hox fehérjék mindegyike gatolja az
autofagiat, azaz ezen funkciojuk inkabb tekinthetd generalisnak és redunddnsnak, mintsem
paralog-specifikusnak. A megszokott, poziciondlis informaciot kodold szerepiikkel ellentétben
a Hox fehérjék a fejodési autofagia iddzitésében jatszanak szerepet, azaz temporalis
informacioval szolgalnak az egyedfejlodés soran. Munkam eredményei igazoljak tovabba,
hogy a a Hox gének kifejezOdésének iddbeli mintazatait a Brahma kromatin regulacids
komplex szabalyozza, melynek aktivitdsa a fakultativ Pontin komponensének jelenlététol
fligg. Eredményeim szerint a Hox fehérjék szamos Atg €s autofagia specifikus gén atirasdnak

gatlasan keresztiil szabalyozzak az autofagia folyamatat.

A doktori munka fo célkitiizései

A) A PP2A és az autofagia kapcsolatanak vizsgalata:

1) Szerepet jatszik-e a Drosophila PP2A foszfatdzhoz az autofigia szabalyozasaban, az
emlés PP2A-hoz hasonléan?

2) Mely Drosophila PP2A alegységek szabdlyozzdk az autofagiat?

3) Hogyan illeszthetd be a PP2A az autofigiat szabalyozé molekuléris halozatba?

4) Mik a PP2A potencialis célfehérjéi, melyeken keresztiil szabalyozza az autofagiat?



B) A Hox fehérjék és az autofagia kapcsolatanak vizsgalata:
1) Mi a Hox gének iddbeli kifejez6dési mintazata Drosophila larvélis zsirtestben a

fejlodési autofagia indukciodja elott és azt kovetden?

2) Mi all a Hox gének kifejezddési mintdzatanak hatterében?

3) Szerepet jatszanak-e a Hox géneknek a fejlédési autofagia szabalyozasaban?

4) Befolyasolhato-e a Hox gének kifejezddésének mintazata kdrnyezeti hatasokkal?

5) Van-e szerepe a Hox géneknek az ¢heztetéssel indukalt autofagia szabalyozasaban?

6) Hogyan illeszthetéek be a Hox fehérj¢ék az autofagiat szabalyoz6 molekularis
halozatba?

7) Melyek a Hox fehérjék potencidlis célgénjei, melyeken keresztiil szabalyozza az
autofagiat?

8) A Hox fehérjék autofagiara gyakorolt hatdsa evolucidosan konzervalt-e?

Anyagok és Modszerek

Modszerek: Drosophila genetika, Szemi-kvantitativ és kvantitativ Reverz Transzkriptdz PCR
molekularis klonozas, immunohisztokémia és immunocitokémia, fluorescens és konfokalis

mikroszkopia, transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM), grinces sejtvonal transzfekcio

Modell rendszerek: Drosophila L3 stadiumu larvak, gerinces COS-7 sejtvonal

Eredmények

A) A PP2A katalitikus alegységének gatlasa okadansavval, RNSi-vel illetve az mts génbe
torténd P-elem inszercioval az éheztetéssel indukalt autofagia tejes mértékii gatlasat
eredményezte. Ezen eredmények szerint, hasonl6an az emlds sejtekben megyfigyeltekhez, a
PP2A-nak Drosophilaban is szerepe van az autofagia szabdlyozdsiban. Igazoltam, hogy
tovabbi PP2A alegységeknek ugymint a PP2A-29B, wdb illetve a PP2A-B’ fehérjéknek
szintén elengedhetetlen szerepe van az autofagia indukcidjaban. GFP::PP2A-B’ fuzidés gént
hordoz6 torzset allitottam elé, melyben a GFP-jelolt fuzids fehérjét taltermeltettem. Eheztetés
hatdsara az autofadg struktirdk igen jelentds feldisulasa volt megfigyelhetd. A GFP-jelolt
PP2A-B’ fehérje a LysoTracker-Red pozitiv granulumokat jellt fluoreszcens mikroszkoppal,
¢és konfokalis mikroszkoppal. Eredményeimet transzmisszios elektronmikroszkop segitségével
is igazoltam. Kimutattam tovabb4, hogy rapamycin kezelés hatdsidra megvaltozik a PP2A-B’

alegység szubcellularis lokalizacidja és a B’ alegység szerepet jatszik a rapamycin-idukalt
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autofagiaban. Ezzel ellentétben, a wdb alegység csendesitése nem volt hatdssal a rapamycin-
indukalt autofagiara. Mindezek alapjan arra kovetkeztetek, hogy mig a wdb a dTOR-on
keresztiil hathat, addig a B’-t valoszinii a dTOR szabalyozza.

A PP2A potencialis célgénjeként azonositottam az srp (serpent)-et mint az éleszté gin3
Drosophila ortologjat. Kimutattam, hogy az Srp szabdlyozza az autofagoszomak és
lizoszémak fazidjat. Azonositottam tovabba harom uj Atg gént (Atgl4, Atgl7 és AtglOl),
melyek potencialisan a PP2A és az Srp kontrollja alatt allnak.

B) A Hox fehérjék térbeli expressziojat egész boncolt zsirtesteken, immunfestéssel
tanulmanyoztam. Az Ubx és AbdB kifejezddése szokatlanul széles savra terjed ki, és atfedést
mutatott az anterior Dfd-t expresszaloé zondval. Mindezen eredmények arra utalnak, hogy a
Hox géneknek nem a sejtek térbeli helyzetét kodolo funkciojuk van a zsirtestben.
Kovetkezoként megvizsgaltam a Hox gének expresszidjat a fejlodési autofagiat indukciojat
megeldz6 periddusban (taplalkozo larvastadium) illetve azt kovetden (vandorlo larvastadium).
Eredményeim a Hox gének kifejez0désének L3F/L3W atmenetet kovetd csokkenésére
utalnak, mely a transzkripcio szintjén is megfigyelhetd volt. A Hox gének L3W stadiumban
fenntartott kifejeztetése klonsejtekben gatolta a fejlodési autofagiat. Ezen eredményeket
elektonmikroszkopos vizsgalatokkal is alatamasztottam. A funkcionyeréses kisérletek
eredményei illetve a Hox gének széles savban atfedd kifejezodési mintdzata mind a Hox
fehérjék zsirtestben betoltott altalanos temporalis informaciot kodold szerepére utalnak.
Eszerit pusztan egy individualis Hox gén gatlasa nem valtoztat a Hox fehérjék fejlodési
autofagiara gyakorolt gatld hatasan. A Tritorax csoportba tartoz6 Brahma (Brm) komplex
felelés mind a Drosophila a Hox gének expresszionalis szabalyozasaért embridban és mas
szovetekben. Hogy ez igaz-e a larvalis zsirtestre is, a Brm komplex tagjainak RNSi-vel torténd
inaktivaciojanak hatasat teszteltem a Hox géntermékeire. Eredményeim alapjan a Brm
komplex konstitutiv (Brm, Osa, Moi) illetve jarulékos (Pont) tagjainak egyiittes jelenléte
sziikséges a Hox gének kifejezddésének fenntartdsdhoz és az autofagia gatlasdhoz L3F
stddiumban. Kordbbi kozlemények szerint a fejlddési autofagia iddzitése az ekdizon
hormonhoz kotott. Eredményim szerint az ekdizon szabdlyozza a Pont aktivitdsanak
dinamikajat és a Hox gének id6beli kifejez6dési mintazatat zsirtest sejtekben. Eheztetés
hatasara az eukariota sejtekben, igy a Drosophila larvalis zsirtestjének sejtjeiben fiziologias
valaszreakcioként indukalodik az autofagia. Megfigyeltem, hogy a Hox fehérjék dinamikéja és
az autofigia lefolydsa egymassal negativ korrelacioban 4allnak ¢éheztetést kdvetden.
Eredményeim szerint a Hox fehérjék szintén gatld hatassal vannak az €heztetéssel indukalt

autofagiara. Igazoltam, hogy a Hox fehérjék az éheztetéssel indukalt autofagia szabalyozasaért
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felelos, evolucidsan konzervalt Aktl/dTOR 1tvonal kontrollja alatt allnak. Kovetkezd
lépésként potencialis Hox célgéneket kerestem. Szamos Atg gén (AuTophaGy-related gén)
melyek az autofagidt szabalyozd molekularis rendszer kulcsenzimeit kodoljdk, illetve egyéb,
az autofagia szabalyozéasaban leirt gén kifejezodésének mértékét qRT-PCR-al vizsgaltam L3F
¢s L3W stadiumokban. Eredményeim szerint, a Hox gének termeltetése L3W stadiumban
szamos autofagiaban elengedhetetlen szereppel bird gén kifejez6dését gatolta. A Hox fehérjek
altal szabalyozott autofagia evolucidés konzervaltsagat igazolja, az egér Hox ortologok
Drosophila larvalis zsirtestjében illetve COS-7 sejtekben megfigyelt autofagiara gyakorolt

gatl6 hatésa.

DiszKkusszio

Az autofagia valamennyi eukaridtaban el6fordulo, élettani folyamat, mely rendkiviili mértéki
evolicios konzervaltsagot mutat. Az autofagidnak nélkiilozhetetlen szerepe van a sejtek
kornyezeti stresszhatdsokra adott valaszreakciojaban, az 6regedésben, a feleslegessé valt vagy
karosodott sejtszervecskék eliminacidjaban illetve a sejtek és szovetek atépiilésében az
egyedfejlodés soran. Az autofigia indukcidjanak ¢és gatlasanak szabalyozdsa rendkiviil
Osszetett, a kornyezeti szigndlok integralasa mellett fejlodési jelek — hormonok - kdzvetitését
is magaba foglalja. Erre példa az egyedfejlodés soran tomeges autofagidhoz vezetd ekdizon
szteroid hormon és annak szignalizdcios kaszkadja. A hormonalis és kornyezeti jeleket
kozvetitd jelatviteli itvonalak egymassal szoros dsszefliggésben allnak, mint azt egy korabban
lek6zolt tanulmanyok eredményei is alatamasztjak. Példaul Drosophilaban az ekdizon altal
indukalt jelatviteli utvonal az Pi3K/Akt1 kaszkad gatolasan keresztiil hat.

A legtobb sejtfolyamat ¢€s jelatviteli utvonal szabalyozéasa részben a fehérjék reverzibilis
foszforildcidjan keresztiil valosul meg. Habar szamos kindz elengedhetetlen szerepét irtak le
az autofagia szabdlyozadsdban, az altaluk szabdlyozott fehérjék defoszforildciéjanak pontos
mechanizmusa tobbnyire ismeretlen. Drosophildban a PP2A heterotrimer enzimkomplex egy
katalitikus PP2A-C (microtubule star/mts), egy vazfehérje A (PP2A-29B) illetve egy variabilis
regulacios B (twins (tws), widerborst (wdb) vagy B’) alegységbdl épiil fel. A PP2A dimer
(core) komplexet az mts és PP2A-29B alegységek alkotjak, a variabilis alegységek pedig
(wdb, tws illetve PP2A-B’) a holoenzim komplex szubcelluldris lokalizaciojat és
szubsztratspecifitasat hatarozzak meg.

Korabbi tanulmanyok eredményi igazoljadk, hogy a PP2A-nak szerepe van a TOR altal

szabalyozott autofdgidban mind élesztben mind emlds sejtekben. Tovabbd Drosophilaban
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Wdb genetikailag egylitt hat a Pi3K/Akt1 jelatviteli Gitvonallal, valamint feltehetdleg az Aktl
direkt foszforilacidjan keresztiil szelektiv uton befolydsolja annak aktivitdsdnak szintjét.
Eredményeimet Osszefoglalva, az autofagia indukcidjahoz két kiilonb6z6 PP2A (B’-vel illetve
wdb-vel alkotott) komplex aktivitdsa sziikséges, melyek kiilonbozo uton fejtik ki hatasukat:
mig a B’-t magaba foglald6 komplex a dTOR targetje, a wdb-vel alkotott PP2A holoenzim
annak regulatora. A PP2A-A/B’/C komplex potencialis célgénjeként harom 0j Atg gént
azonositottam, az ¢élesztd atgl4, atgl7 és atgl0I ortologjait illetve a serpent-et (srp) mely
élesztd GIn3 transzkripcids faktort kodoldo gén ortologja. Osszefoglalva, eredményeim
igazoljak a Drosophila PP2A ¢éheztetéssel indukalt autofagia szabalyozasaban betoltott kettds
szerepét. Azonositottam tovabba szamos potencialis célfehérjét melyeken keresztiil a PP2A az
autofagiara hathat.

Az autofagia 1dozitésének préciz szabalyozédsa kulcsfontossagu. Genetikai tanulmdnyok
igazoljak, hogy a fejlodési autofigia elengedhetetlen a Drosophila egyedfejlodéshez. A
fejlodési autofagia igen jelentds mértékben megnd a posztembrionalis fejlddés soran
ujraszervezddo larvalis sejtekben, sejtcsoportokban tgy mint a trachea, zsirtest, nyalmirigy és
kozépbél sejtjeiben.

Doktori munkdm eredményei a Drosophila Hox fehérjék (beleértve a Dfd, Scr, Ubx, AbdA
illetve AbdB fehérjéket) egy uj, az autofagia gatlasaban betdltott szerepét igazoljak. Munkdm
eredményi igazoljak, hogy a Hox gének megszokott, pozicionalis informéciot kodold
szerepiikkel ellentétben az ekdizon jelatviteli utvonal aktivitasdnak hatasara a fejodési
autofagia 1dOzitésében jatszanak szerepet, azaz temporalis informacioval szolgalnak az
egyedfejlodés soran. Igazoltam, hogy az O6sszes Hox gén egyidejii gatlasa - mely a Brm
komplex inaktivitdsanak eredményeként valosul meg - eléfeltétele az autofagia indukcidjanak.
A fejlédési autofagia kontrollja mellet a Hox fehérjék szintén szerepet jatszanak az
¢heztetéssel indukalt autofagidban, a konzervalt InR/Akt1/dTOR jelatviteli ttvonal tagjaiként
a kiilsd kornyezet jeleit kozvetitve a sejt szdmara. Eredményeim szerint az autofigia Hox
gének Aaltali gatldsa szdmos Atg és egyéb autofdg gén kifejezddésének gatlasan keresztiil
valosul meg. Az Ubx és AbdB aktivitasa a legtobb ismert Atg gén kifejezddését gatolta, és a
két Hox fehérje célgénjei nagymértékben atfedtek, mely funkciondlis redundancidjukra utal.
Osszefoglalasul, munkam eredményei ravildgitanak arra, hogy a Hox gének miikddése
elengedhetetlen a fejlédési autofagia iddzitéséhez, és ezen 10j funkcidjuk nem csupan
genetikailag meghatarozott fejlddési szignalok, de a kiilsé kornyezet jelei 4ltal is
befolyasoltak, valamint a Hox gének ezen kiilsd és belsd jelek altal aktivalt jelatviteli

kaszkadok integratoraként hatnak az autofagiara.



Tekintve az autofiagia nagyfokii evoliciésan konzervativ jellegét, ezen molekularis
szabalyozasi utvonalak ismerete, illetve farmakoldgiai szintii manipulaciojuk altal az autofagia
kimenetelének befolydsolasa uj lehetdségekkel szolgalhat a gyogyszerkutatdsban a célfehérjék

keresése soran.
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10



