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Bevezetés

Az autofagia az eukaridta sejtekre jellemzd konzervalt, lizoszoma-kozvetitett sejtes Gnemész-
té folyamat. Kiemelkedden fontos szerepe van a sejt ¢hezésre adott fizioldgiai valaszéban, a
tapanyaghianyos allapot tilélésében, valamint a felesleges €s karosodott sejtalkotok (koztiik
az abnormalis szerkezetli fehérjék) lebontasdban. Az autofagia tehat elengedhetetlen a sejt
homeosztazisanak fenntartdsahoz. A sejt anyagainak autofagiaval torténd megujitasa kiillono-
sen fontos a nem oszt6do, terminalisan differencialdédott sejtek esetében, mint amilyenek a
neuronok. Emberben a folyamat hibas mukddése szamos betegség kialakuldsahoz vezethet.
Az autofagia miikodésének zavara az idegrendszerben kiilonb6zo idegsejtpusztuldssal jard
betegség kialakulasahoz jarulhat hozza, mint amilyen az Alzheimer-, a Parkinson- vagy a Hu-
intington-kor. Ezzel 6sszhangban az autofagia kitiintetett terapias célpontta valt a neurode-
generativ betegségekben is. A Huntington-koér (HD) egy dominans, komplex motoros, kogni-
tiv és pszichiatriai tlinetekkel jar6, haldlos kimeneteli, jelenleg gyogyithatatlan betegség.
Doktori munkdm sordn két autofag aktivitdst fokozo kismolekula hatasat vizsgaltam egy

ecetmuslica (Dorosphila melanogaster) HD modellben.



Irodalmi attekintés

Az autofagia

Az autofagia az eukaridta sejtek szabalyozott, erdsen konzervalt lebontd mechanizmusa,
amely soran a citoplazma egy része a lizoszomakba keriil, ahol a beltartalom savas hidrolazok
altal lebontodik. Az igy keletkezett komponensek tijrahasznosulhatnak a felépité folyamatok-
ban épitékovekként, valamint energiat szolgaltathatnak a sejt folyamatai szamara (Mizushima
¢s Komatsu, 2011).

Az autofagia harom {6 formajat kiilonboztetjiik meg a lizoszomaba jutas modja szerint: a mik-
roautofagiat, a chaperon-kozvetitett autofagiat (chaperone-mediated autophagy - CMA) és a
makroautofagiat (1. abra) (Mizushima és Komatsu, 2011).

A mikroautofagia soran a lizoszoémak membranja betiiremkedik és az igy koriilolelt citoplaz-
ma részlet invaginacioval jut a lizoszoma belsejébe (Li és mtsai., 2012). A chaperon-
kozvetitett autofagia soran a KFERQ pentapeptid motivumot tartalmazé fehérjék specifikus
degradacioja torténik. E fehérjéket egy chaperon-komplex ismeri fel, és a lizoszoma-
asszocidlt membranprotein 2A (LAMP2A) receptorokon keresztiil jutnak a lizoszémakba
(Kaushik és Cuervo, 2012).

Az autofagia legjelent6sebb és legjobban ismert formdja a makroautofagia. Makroautofagia
soran egy riboszomamentes, kettds, un. izoldlo membran (mas néven fagofor) képzddik, mely
elkiiloniti, majd magaba zarja a citoplazma egy részét, ezzel kialakitva a kettds membrannal
rendelkezd autofagoszomat. Az autofagoszoma késobb lizoszomaval, illetve lizoszoémakkal
(vagy még egy ezt megel6zé 1épésben még endoszomaval is) fuzional autolizoszomat ered-
ményezve, amelyben a lizoszomalis enzimek lebontjak a beltartalmat és az autofagoszéma
belsd membranjat egyarant (1. és 2. dbra). (Novényekben és gombdakban lizoszomak helyett a
vakuolaval torténik a fuzio, és abban torténik az enzimatikus degradacid.) Az autofag lebontas
termékei visszakeriilnek a citoszolba, és a sejt Gjrahasznositja 6ket igényeinek megfelelden.
Bar az autofagia sz6 a gordg ,,auto” €s ,,phagos”, azaz ,,0n” €s ,,evés” kifejezésekbdl szarma-
zik - utalva arra a katabolikus folyamatra, amely soran a sejt lebontja a sajat komponenseit -,
mégis pontosabb az autofagiat lebontd helyett reciklizald Gtvonalnak nevezni, igy jobban le-

het érzékeltetni a sejt mitkodéséhez vald hozzajarulasat.
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1. abra. Az autofagia tipusai a lizoszomaba jutas médja szerint. A mikroautofagia soran a lizoszomak memb-
ranjanak betiiremkedése, majd lefiizédése révén kozvetleniil jut be a lebontand6 citoplazma részlet a lizoszoma
belsejébe. A chaperon-kozvetitett autofagia soran a KFERQ pentapeptid motivumot tartalmazo fehérjéket speci-
fikusan egy chaperon-komplex ismeri fel, és a lizoszoma-asszocialt membranprotein 2A (Lamp2A) receptorokon
keresztiil jutnak a lizoszomakba. A legjelent6sebb és legjobban ismert tipus a makroautofagia, amely soran egy
kettds, tin. izolalé6 membran vagy mas néven fagofor képzodik, mely elkiiloniti, majd magaba zarja a citoplazma
egy részét, ezzel kialakitva a szintén kettés membrannal rendelkezd autofagoszomat. Az autofagoszéma késébb
lizoszomaval (vagy még egy ezt megeldz6 1épésben még kései endoszomaval is - mely az abran nincs feltiintet-
ve) fuziondl autolizoszémat eredményezve, amelyben a lizoszomalis hidrolazok lebontjak a beltartalmat és az
autofagoszoma belsé membranjat egyarant. Cheung és Ip, 2009 nyoman, Szaker Henrik altal moédositva

Az autofagia funkcioi

Az eukaridta sejtekben miikodo alapszintii, Uin. bazalis autofaga felelds a sejt hosszu életidej,
rosszul feltekeredett fehérjéinek, és a karosodott vagy feleslegessé valt sejtalkotdinak a lebon-
tasaért. Az autofagia ezen feliil kiilonboz6 hatasokra képes indukalodni - a legismertebb ilyen
az €hezési stressz -, amelyek soran hozzajarul a sejt és végsd soron az egész ¢ldlény tulélésé-
hez azaltal, hogy a lebontas révén energiat és molekuldris épitdkoveket biztosit a sejt szamara
(Rabinowitz és White, 2010; Mizushima és Komatsu, 2011). Az autofagia képes a citoplaz-
ma-tartalom tomeges lebontasara, azonban képes az egyes sejtalkotok szelektiv lebontasara is

(Anding és Baehrecke, 2017). Attol fiiggéen, hogy milyen sejtalkoto keriil szelektiven lebon-



tasra, megkiilonboztetliink mitofagiat (mitokondriumok), retikulofagiat (endoplazmatikus reti-
kulum), ribofagiat (riboszoémak) pexofagiat (peroxiszomak), nukleofagiat (sejtmag), lizofagiat
(lizoszomak) (Lemasters, 2005; Park és mtsai., 2009; Youle és Narendra, 2011; Cebollero és
mtsai., 2012; Hung és mtsai., 2013; Maejima és mtsai.,, 2013; Mochida és mtsai., 2015;
Zientara-Rytter és Subramani, 2016). Az autofagia képes az aggregalodott fehérjék szelektiv
lebontasara is (aggrefagia) (Lamark és Johansen, 2012). A szelektiv autofagia soran az auto-
fag receptorok molekularis kapcsolatot teremtenek a lebontandé (gyakran ubikvitinalt) struk-
turak €s az autofag membran kozott. Ilyen autofag receptor példaul a p62, NIX, NBR1, Alfy
¢és Tollip fehérjék (Bjeorkey és mtsai., 2005; Pankiv és mtsai., 2007; Kirkin és mtsai., 2009;
Novak és mtsai., 2010; Isakson és mtsai., 2013; Shaid és mtsai., 2013; Lu és mtsai., 2014).
Koziiliik a legaltalanosabb a p62 (emberben: SQSTM1 - Sequestosome-1, Drosophila-ban:
Ref(2)P - Refractory to sigma P), amely az ubikvitinalt fehérjék és az Atg8/LC3 (lasd késébb)
teremt kozvetlen kapcsolatot, és az autofdgia soran maga is lebomlik, igy markerként széles-
kortien hasznaljak az autofag lebontas vizsgalatara (Bjerkey és mtsai., 2005; Pankiv és mtsai.,
2007; Shvets és mtsai., 2008; Pircs és mtsai., 2012; Nagy és mtsai., 2014b).

A sejtes homeosztazis fenntartdsan tal az autofagia szerepet jatszik az intracellularis patogé-
nek elemésztésében (xenofagia) (Nakagawa és mtsai., 2004; Levine és mtsai., 2011), valamint
szamos egyedfejlodési és sejtdifferenciacios 1épésben (Levine és Klionsky, 2004; Mizushima
¢s Levine, 2010). Ilyen egyedfejlodési/differenciacios 1épés példaul a gombak termétest- és
sporaképzése (Otto és mtsai., 2003; Voigt és Poggeler, 2013), a patogén egysejtiiek (pl.
Tripanasoma, Leishmania) életciklus atmenetei (Besteiro és mtsai., 2006; Alvarez és mtsai.,
2008), a fonalféreg Caenorhabditis elegans szoma-csiravonal elkiiloniilése és embrionalis fej-
16dése (Qu és mtsai., 2007; Zhang és mtsai., 2009; Erdélyi és mtsai., 2011), a rovarok meta-
morfozisa (pl. a larvalis zsirtest, nyalmirigy, bél) lebontasa (Berry és Baehrecke, 2007;
Denton és mtsai., 2009; Franzetti és mtsai., 2012; Tracy és Baehrecke, 2013). Gerinctelenek-
ben az apai eredetli mitokondriumok lebontasa is autofagiaval torténik a megtermékenyitést
kovetden (Al Rawi és mtsai., 2011; Sato ¢és Sato, 2011; Politi és mtsai., 2014). Az autofagia
emldsokben sziikséges az anyai géntermékek eltavolitdsdhoz az embrionalis fejlédés elején
(Tsukamoto és mtsai., 2008), és a megsziiletést kovetd hirtelen bealldo éhezési idoszak tulélé-
séhez (Kuma és mtsai., 2004; Komatsu és mtsai., 2005). Az autofag lebontas nélkiilozhetetlen
szamos sejttipus, koztiik a zsirsejtek (Baerga és mtsai., 2009), vorosvérsejtek (Schweers és
mtsai., 2007; Kundu és mtsai., 2008) ¢és limfocitak (Miller és mtsai., 2008; Pua és mtsali.,

------



Az autofagia miikodési zavara szamos betegség patomechanizmusahoz jarul hozza, mint ami-
lyen a kiilonb6z6é neurodegenerativ betegségek, a daganatos megbetegedések kiilonbozo faj-
tai, maj-, vese- és hasnyalmirigy betegségek, diabétesz és miopatiak (Levine és Kroemer,
2008; Mizushima és mtsai., 2008; Gonzalez és mtsai., 2011; Sandri és mtsai., 2013; Jiang és
Mizushima, 2014). Az autofag lebontas karosodasa felgyorsult 6regedéshez, és ezaltal rovi-
debb ¢lettartam kialakulasahoz vezet (Hars ¢és mtsai., 2007; Juhasz és mtsai., 2007; Toth és

mtsai., 2008; Vellai, 2009; Rubinsztein és mtsai., 2011; Martinez-Lopez és mtsai., 2015).

A makroautofagia szakaszai

Az autofagia univerzalisan el6forduld és mennyiségileg legjelentésebb formaja a makroauto-
fagia. Tovabbiakban az autofagia kifejezés alatt makroautofagiat értek. Az autofagia folyama-
ta az alabbi l1épésekre oszthatd: indukcio, autofagoszoma képzddése, fzio lizoszoméaval, ma-

ga a tényleges lebontés és a lizoszomdék ujraképzddése (2. dbra).

Az elsé autofagiara vonatkozd megfigyelések emldsokbdl (patkdny majsejtek) szarmaznak
(Clark, 1957; Novikoff, 1959; Novikoff és Essner, 1962). 1992-ben Ohsumi laboratériumaban
irtak le, hogy élesztében (soréleszté/pékéleszté — Saccharomyces cerevisiae) az autofagia
morfoldgiaja hasonld az emldsokben megfigyelhet6hoz (Takeshige és mtsai., 1992). Mivel az
autofag strukturak élesztében mar fénymikroszkdppal is megfigyelhetéek voltak, ez lehetévé
tette olyan genetikai sziiréseket (screen-eket), amelyek segitségével autofagia deficiens mu-
tansokat lehetett azonositani (Tsukada és Ohsumi 1993; Thumm és mtsai., 1994; Harding és
mtsai., 1995). Yoshinori Ohsumi autofag gének meghatarozasaban végzett uttoré munkassa-
gat és annak jelentéségét 2016-ban Nobel-dijjal is elismerték. A kiilonb6z6 genetikai sz{ir6-
vizsgalatokban leirt gének elnevezését késébb Autophagy-related-re, azaz ATG-re egységesi-
tették (Klionsky és mtsai., 2003). Az ATG gének altal kodolt fehérjék jelentds része konzer-
valt éleszt6tdl az emberig (Meijer és mtsai., 2007), és az autofagoszoma-képzddésben betol-
tott szerepiik szerint csoportokba osztjdk Oket: az Atgl/ULKI kindz fémjelezte indukcids
ubikvitin-szerti fehérjekonjugacios rendszer (Atgl2-Atg5 és Atg8/LC3-PE), a foszfatidilinozi-
tol-3-foszfat effektor Atgl8/WIPI fehérjék, valamint az Atg9 és az Atg2 (2. abra).
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Az 1zolald6 membran eredete nagyon sokaig vitatott volt. Ma az a leginkabb elfogadott nézet,
hogy az endoplazmatikus retikulum (ER) egy specialis részébdl, az omegaszomabol alakul ki
(Axe és mtsai., 2008; Hayashi-Nishino és mtsai., 2009; Carlsson és Simonsen, 2015). Az izo-
1al6 membran novekedéséhez azonban mar a sejt legkiilonb6z6bb membranjai szolgalhatnak
forrasként: az endoplazmatikus retikulum (Hayashi-Nishino és mtsai., 2009; Yla-Anttila és
mtsai., 2009) mellett azonositottak mar a Golgi apparatust (Yen és mtsai., 2010; Bodemann és
mtsai., 2011), a mitokondrium kiilsé membranjat (Hailey és mtsai., 2010), a reciklizalé endo-

szémakat (Puri és mtsai., 2013) és a plazmamembrant is (Ravikumar és mtsai., 2010).

Polarizalatlan emlés sejtekben autofagoszomak a sejt egész teriiletén keletkezhetnek (Jahreiss
¢s mtsai., 2008; Kimura és mtsai., 2008). A 1étrejott autofagoszoma vagy kozvetlentiil fuzional
lizoszoémaval, vagy el6tte endoszémaval olvad 6ssze, 1étrehozva az amfiszomat (amely aztan
szintén lizoszémaval fuzional). Az, hogy melyik utvonal a dominans, az ¢161ény-, szerv-, sejt-
tipus-fiiggo, illetve az autofagiat kivalto ok fiiggvényének tlinik. Az autofagoszomak rendsze-
rint a sejtmag koriili régidoban fuzionalnak lizoszomakkal. Az autofagoszomak mozgatasa,
szallitdsa a mikrotubulusok mentén torténik, kinezin és dinein motorfehérje-kompexek koz-
remitkodésével (Ganley, 2013; Kast és Dominguez, 2017). A fuziés eseményekhez a Rab7
fehérje, a HOPS panyvazo komplex és SNARE fehérjék - koztiik a STX17/Syx17 - elenged-
hetetlen (Jager és mtsai., 2004; Hegediis és mtsai., 2013; Jiang és mtsai., 2014). Az au-
tofagoszoma beltartalma és pH-ja is valtozik az egymast kovetd fuzids események révén
(Kimura és mtsai., 2007). E komplex folyamatot nevezik az autofagoszoma érésének is
(Eskelinen, 2005).

Az autofag lebontashoz esszencialis a lizoszoma biogenezise is, amely magaban foglalja a
lizoszomalis lebontéenzimek (savas hidrolazok) és a lizoszomalis membran fehérjék lizoszo-
ma belsejébe illetve a membranba jutasat. A lizoszomalis membran fehérjék sziikségesek a
lizoszoma belsé terének elsavasodasahoz, a citoszolbol torténé specifikus fehérjefelvételhez, a
fuzios eseményekhez és a lebontas termékeinek citoszolba vald visszajuttatasahoz is (Saftig és
Klumperman, 2009). Az autofagia folyamata a lizoszomak autolizoszomabol torténd ujrakép-

z6désével zarul le (Yu és mtsai., 2010).
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2. abra. A makroautofagia folyamata és az képzodésért felelés fobb komplexek. A makroautofagia soran egy
kettésmembrannal rendelkezé fagofor vagy izolaldé membran képzdédik, mely elkiiloniti, majd magaba zarja a
citoplazma lebontand6 részletét, a nem miikodé/karosodott vagy feleslegessé valt fehérjéket, organeullomokat,
létrehozva az autofagoszomat. Az autofagoszoma lizoszomaval fuziondl (vagy még egy ezt megel6z6 1épésben
késbi endoszomaval is - mely az abran nincs feltiintetve). Az igy 1étrejovo autolizoszoOmaban a lizoszomalis hid-
rolazok lebontjak a beltartalmat és az autofagoszoma belsé membranjat is. Az autofagoszéma képz6dés iniciaci-
ojaért az Atgl/Ulkl kinaz indukcios- és a Vps34/PI3KC3 vezikula nukleacios komplexek felelések. Az utobbi
hozza létre a foszfatidilinozitol 3-foszfatot (PI3P) - amely egy lipidszignalizaciés molekula, és kulcsfontossagi
az autofagoszoma kialakulasaban - a foszfatidilinozitol (PI) harmas pozicidban torténd foszforilalasa altal. Az
izolalé membran novekedéséhez sziikség van az Atgda/AtgdB altal mar hasitott Atg8a/LC3 izolalé membranhoz
torténd kovalens kapcsolodasara, melyet az E1- (Atg7), E2- (Atg3, Atgl0) és E3-szerii enzimek (Atg5-Atgl2-
Atgl6(L1) komplex) katalizalnak. Az autofagoszoma zarddasa el6tt vagy utan kozvetleniil az Atg5-Atgl2-
Atgl6(L1) komplex disszocial a membranrdl, és a membran kiilsé oldalan levé Atg8a/LC3-t az Atgda/Atg4B
lehasitja (reciklizalja). Az autofagoszoma képzédéséhez szintén sziikséges Atg9, Atgl18a/WIPI és Atg2 fehérjék
nincsenek jeldlve. A fizidhoz sziikséges mind az autofagoszéman, mind a lizoszéman jelen levé Rab7 fehérje,
illetve a SNARE illetve Syntaxinl7 tartalma HOPS komplexek (az abran nincsenek feltiintetve). A szerz6 sajat
abraja

Az autofagoszéma-képz6dés molekularis mechanizmusa

Az autofagia mechanizmusa a nagyfoku evolucids konzervaltsag mellett jelentds taxonspecifi-
kus kiilonbségeket is mutat. Tovabba, az autofagia pontos mechanizmusa fligghet attol is,
hogy mi az, ami kivaltja (stresszfaktor - de milyen?, fejlédési szignal, stb.), illetve hogy az
adott €l6lény melyik sejttipusarol beszéliink. Bar az autofagoszoéma-képzddéshez sziikséges

géneket és fehérjéket eldszor élesztOben irtdk le, a bemutatasukban elsdsorban emlds sejtes
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modellrendszerekre és Drosophila-ra fokuszalok. E rendszerekben a kanonikusnak tekintett
mechanizmus az (aminosav-megvonasos) ¢hezés altal indukalt autofagia vizsgalata soran ke-

rlilt megismerésre.

Az ¢hezés minden ismert ¢l6lényben képes indukalni az autofagiat. A kiilonb6zo éhezési
szignalok, novekedési faktor megvonasok nagyrészt a TOR (target of rapamycin; emlésokben
MTOR - mammalian target of rapamycin) kinazon (annak egyik komplexén, az (m)TORC1-n)
konvergalodnak (Dibble és Manning, 2013). Az éhezés soran is fellép6 energetikai stressz-
jeleket pedig a sejt kdozponti energiaszenzor kinaza az AMPK (AMP-aktivalt protein Kinaz)
integralja (Hardie, 2014).

Els6sorban az Atgl/Ulk1 kindz indukcids komplex kozvetiti a TOR és az AMPK jeleit az au-
tofagoszoma-képzodés felé. A komplex tagjai az Atgl/UIK1 szerin-treonin kinaz, az Atgl3,
Atgl7/Fip200 és az AtglO01. (3. abra) (A ,,/” jel bal oldalan a Drosophila, mig a jobb oldalan
az emlds komponens elnevezése olvashato.) Az indukcios komplex szabalyozza az egyetlen
integrans Atg fehérjét, az Atg9-t, és aktivalja a vezikula nukledciés komplexet, amely a
Vps34/PI3KC3, a Vps15/p150, az Atg6/Beclinl és az Atgl4/Atgl4L fehérjekbdl all. E komp-
lex felelds az autofagoszéma-képzddéshez nélkiilozhetetlen foszfatidilinozitol 3-foszfat
(PI3P) Iétrejottéhez. A PI3P lehetdvé teszi effektorfehérjék toborzasat, mint amilyen az
Atgl8/WIPI (4. abra). Az Atgl2-Atg5 és Atg8/LC3-PE ubikvitinszerii konjugacids rendsze-
rek miikodésének eredményeképpen az Atg8/LC3 fehérje foszfatidil-etanolaminhoz (PE-hez)
konjugalodik, ezaltal kovalensen kapcsolodik az autofag strukturdk membranjahoz, és szere-
pet jatszik az izolald6 membran novekedésében, gorbiilésében ¢€s zarodasaban. Az au-
tofagoszoma zarddasadhoz sziikséges az Atg2 fehérje is. A kovetkezd alfejezetekben e fehérjek

is funkciok részletesebb bemutatisa kovetkezik.

Az Atgl/UIk1 kinaz indukcios komplex

Az éleszté Atgl szerin/treonin kinaz nagyfokd hasonlosagot mutat a C. elegans UNC-51 fe-
hérjéjével (Matsuura és mtsai., 1997), amely alapjan elnevezésre keriiltek az emlés homolo-
gok (UNC-51 like kinase-ok; Ulk-k). Az 6t Atgl homologbol csak az Ulkl és az Ulk2 vesz
részt jelenlegi ismereteink szerint az autofagoszoma-képzdodésben. Az Ulkl és az Ulk2 sze-
leskortien kifejez6d6 fehérjék, és éhezés hatasara az izolald membranhoz toborzodnak (Hara
¢s mtsai., 2008). A két homolog koziil az Ulkl tlinik az éhezés-indukalt autofagiaban jelentd-

sebbnek (Young és mtsai., 2006; Chan és mtsai., 2007; Ganley és mtsai., 2009; Jung és
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mtsai., 2009). Az Ulk1l kinazaktivitasa megné éhezés hatasara és sziikséges az autofagiahoz
(Chan ¢és mtsai., 2007; Hara és mtsai., 2008). Az Ulk1/2 komplexet alkot az Atgl3-mal és a
FIP200-zal (Focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kD), ¢és az éleszté Atgl7-
tel lat el analog funkciot (Hara és mtsai., 2008). Az Atgl01 szintén az emlds autofagia induk-
cios komplex része (Hosokawa és mtsai., 2009b; Mercer és mtsai., 2009).

Tapanyagban gazdag kornyezetben az mTORC1 komplex hozzakapcsolddik az Ulk1-Atgl3-
FIP200-Atg101 komplexhez, és inaktiv allapotban tartja a citoszolban (Hosokawa és mtsai.,
2009a). Az mTORCI hiperfoszforilalja az Atgl3-at és az Ulkl-et ¢ koriilmények kozott,
amely révén gatlédik az Ulkl kinaz aktivitasa és az autofagia folyamat (Ganley és mtsai.,
2009; Hosokawa ¢és mtsai., 2009a; Jung és mtsai., 2009). Tapanyaghiany esetén az mTORCI1
inaktivalodik, az Ulkl és az Atgl3 defoszforilalodik (Ganley és mtsai., 2009; Hosokawa és
mtsai., 2009a; Jung és mtsai., 2009), az Ulkl komplex és az mTORCI disszocial, s az Ulkl
komplex athelyezddik az izolaldé membran képzédésének helyére (Chan és mtsai., 2007; Hara
¢s mtsai., 2008; Ganley és mtsai., 2009; Hosokawa és mtsai., 2009a). Az aktiv Ulkl (mas po-
zicidban) autofoszforilalodik, és foszforilalja az Atgl3-at és a FIP200-at (Jung és mtsai.,
2009). (3. abra) Az Ulkl tovabba foszforilalja az AMBRAI1-et (activating molecule in
Beclinl-regulated autophagy), amely lehet6vé teszi a PI3K komplex athelyezddését az endo-
plazmatikus retikulumhoz az izolald membran képzddésének helyéhez és igy az au-
is, amely szintén sziikséges az éhezés-indukalt autofagiahoz: mind az autofagoszoma nuklea-
cigjahoz, mind az autofagoszoma éréséhez (Russell és mtsai., 2013). Az Atgl4-et is foszfori-
lalja, mely fokozza a Vps34/PI3KC3 kinazaktivitasat (Wold és mtsai., 2016). Ezen tl szaba-
lyozza az Atg9-tartalmu vezikuldk toborzasat a novekvd izolalé membranhoz (Young és

mtsai., 2006; Mack és mtsai., 2012). (3. és 4. abra)

Drosophila-ban két éleszté Atgl homoldg van, a Drosophila Atgl és az ADUK (Another
Drosophila Unc-51-like kinase). Szélesebb ismereteink az Atgl-r6l vannak, amely az emlds
Ulk1 és az Ulk2 ortologja, mig az ADUK az Ulk3 ortologja (Scott és mtsai., 2004; Braden és
Neufeld, 2016). Mindkét fehérje komplexet alkot az emlésokben leirtakhoz hasonléan az
Atgl3-mal, Atgl7/Fip200-zal és az Agl01-gyel, és e komplexek a TOR szabalyozasa alatt
allnak (Scott és mtsai., 2007; Chang és Neufeld, 2009; Kim és mtsai., 2013; Hegediis és
mtsai., 2014; Nagy €s mtsai., 2014a; Braden és Neufeld, 2016).
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3. abra. Az Atgl/UIkl kinaz indukciés komplex szabalyozasa. Emldsokben az indukcids komplex tagjai az
UlIk1/2, Atgl3, FIP200, Atgl01 fehérjék. Megfeleld tapanyag ellatottsag esetén az mTORCI1 hiperfoszforilalja
az UIk1/2-6t és az Atgl3-at, ezaltal inaktiv allapotban tartva a komplexet. Ehezés hatasira az mTORCI disszo-
cidl az indukciés komplexrdl, amely gyorsan defoszforilalodik (megsziinik az mTORCI altal 1étrehozott gatld
jelzés), az Ulkl pedig mas pozicidkban autofoszforilalodik és foszforilalja az Atgl3-t és a FIP200-t (és mas
downstream komponenseket, amelyek az abran nincsenek feltlintetve), igy eléidézve az autofigia indukcidjat.
Az AMPK is képes eldsegiteni az indukcios komplex aktivalodasat, mind az mTORCI gatlasa, mind az Ulk1/2
kozvetlen aktivalasa révén. Alers és mtsai., 2012 nyoman, a szerz6 altal moédositva

Atg9

Az Atg9 az egyetlen transzmembran fehérje a f6 Atg komponensek koziil. Az élesztobeli
Atg9-nek két emlds homoldgja van, az Atg9A ¢és az Atg9B, vagy masik nevezéktan szerint az
Atg9L1 és -L2, melyek kozil az Atg9A/Atg9L1 fejezddik ki minden sejtben, az
Atg9B/Atg9L2 expresszidja a placentdra és az agyalapi mirigyre korlatozodik. Mindkettd hat
transzmembran doménnel rendelkezik (Yamada és mtsai., 2005; Young és mtsai., 2006). Az
Atg9A a transz-Golgi halozat és kiilonb6z6 endocitotikus kompartimentumok (korai, késoi, és
reciklizal6 endoszomak) kozott utazik megfeleld tapanyag ellatottsag esetén (Young és mtsai.,
2006; Orsi és mtsai., 2012). Ehezés hatasara az Atg9A eltiinik a transz-Golgi hal6zatbol és az
1zolald6 membran novekedéséhez sziikséges membranforrds biztositdsaban (pl. a plazma-
membranbdl és az endoszomakbol) jatszik szerepet, anélkiil, hogy beleolvadna az autofag
membranba (Young és mtsai., 2006; Orsi és mtsai., 2012; Puri és mtsai., 2013). A folyamat
legalabb részben az Ulk1 és az AMPK szabalyozasa alatt all (Young és mtsai., 2006; Mack és
mtsai., 2012).

Az egy Drosophila Atg9 homolog egyelére kevéssé jellemzett. Sziikséges az autofagiahoz
(Pircs és mtsai., 2012; Low és mtsai., 2013; Tang és mtsai., 2013), fizikailag kolcsonhatasba
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1ép az Atgl8a-val, mely kdlcsonhatasnak szerepe lehet az Atg9 izolalo membran képzodésé-

nek helyére toborzasaban (Nagy és mtsai., 2013).

Vezikula nukleaciés komplex

A PI3P (foszfatidilinozitol 3-foszfat) kulcsfontossagu lipidszignalizaciés molekula az au-
tofagoszoma képzddés kezdetén, melynek létrejottét, azaz a PI (foszfatidilinozitol) — PI3P
atalakulast a Vps34/PI3KC3 (Vacoule protein sorting factor 34 / phosphatidilinositol 3-kinase
class 3) kinaz komplex katalizalja. Maga a Vps34/ PI3KC3 (a tovabbiakban fajtol fiiggetlenil
Vps34) bir enzimatikus aktivitassal az egyetlen III. osztalyba tartozo PI3K-ként (foszfatidili-
nozitol 3-kinazként). Ezzel 6sszhangban a wortmannin és a 3-metiladenin, amelyek gatoljak a
PI3K-k miikodését, jol ismert autofag inhibitorok (Blommaart és mtsai., 1997). Az él61ények-
ben a Vps34 kétféle komplexben fordulhat el6, rajta kiviil mindkét komplex tagja a
Atg6/Beclinl és a Vps15/p150 (Volinia és mtsai., 1995; Liang és mtsai., 1999; Petiot és
mtsai., 2000; Kihara és mtsai., 2001b; Tassa és mtsai., 2003; Itakura és mtsai., 2008; Obara és
mtsai., 2008). Az Atgl4 (I-es komplex) és az UVRAG (II-es komplex) fehérjék egymast kol-
csondsen kizarva lehetnek tagjai a Vps34 komplexeknek, a vezikula nukleacidés komplexben
az Atgl4 van jelen (Itakura és mtsai., 2008; Sun és mtsai., 2008; Matsunaga és mtsai., 2009;
Zhong és mtsai., 2009). Emldsokben Atgl4L vagy Barkor néven ismert a fehérje, amely az
autofagia-specifikus PI3K komplexet az ER-hez toborozza, hogy omegaszoma képzédhessen
(Matsunaga és mtsai., 2010). Az Atgl4L-Beclinl dimer fokozza a Vps34 enzimatikus aktivi-
tasat (Zhong és mtsai., 2009), és az Atgl4L ¢és a Beclinl kolcsondsen pozitivan hatnak egy-
mas és a Vps34 stabilitasara (Itakura és mtsai., 2008). A Vps15/p150 szerin-treonin kinaz és a
komplex szabalyozo alegységeként tartjak szamon, valdszinlileg a komplex membranhoz
kapcsolasaért felel (Stack és mtsai., 1993; Stack és mtsai., 1995; Panaretou és mtsai., 1997). A
Beclinl amellett, hogy interakcios platformként szolgal a Vps34 komplex tagjai szamara,
szamos mas fehérje dtmeneti kapcsolddasat és igy a komplexek miitkodésének szabalyozasat is
lehet6vé teszi (Funderburk és mtsai., 2010; Wirth és mtsai., 2013). Az UVRAG tartalmu II-es
komplex az endoszomaékon lokalizalt, az endoszomak kialakuldsaban és érésében bir fontos
szereppel (Kihara és mtsai., 2001a; Itakura és mtsai., 2008; Liang és mtsai., 2008; Matsunaga
¢s mtsai., 2009; Zhong és mtsai., 2009).

Az emlésokben leirtakhoz hasonloan, a Drosophila Atg6 (Beclinl ortoldg), Vps34 és Vpsl5

is sziikséges a PI3P és az autofagoszomak képzddéséhez, valamint a zavartalan endocitdzis-
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hoz (Juhasz és mtsai., 2008; Lindmo és mtsai., 2008; Shravage és mtsai., 2013). Atgl4 hia-
nyaban erdsen gatlodik az autofagia (Banréti és mtsai., 2012; Pircs és mtsai., 2012; Lérincz és
mtsai., 2014; Katheder és mtsai., 2017), mig az UVRAG az endoszomak éréséhez kell

(Rusten és mtsai., 2007; Lérincz és mtsai., 2014).

PI3P effektorok

Az autofag fehérjék a PI3P hidnyaban is képesek az izoldlo6 membran képzddésének helyére
toborzodni, de ahhoz, hogy ott is maradjanak, ahhoz a PI3P sziikséges (Karanasios és mtsai.,
2013; Koyama-Honda és mtsai., 2013). A PI3P lipidszignalizaciés hatasat effektorfehérjék
kozvetitik. Az omegaszoma az endoplazmatikus retikulum PI3P-ben feldusult, riboszoma-
mentes része. A DFCP1 (Double FYVE-containing protein 1) egy PI3P effektor fehérje,
amely a FYVE-doménjével képes kotni a PI3P-t (4. abra). A DFCP1 tapanyagban gazdag
kdrnyezetben a Golgi membranokon és az ER-n talalhato egyenletes eloszoldst mutatva, ¢he-
z¢s hatasara azonban az ER-ndl pontszerii megjelenésii lesz (FY VE-domén fliggd modon) és
részlegesen kolokalizal az izolalo membran és autofagoszoma markerekkel, a funkcidja azon-
ban egyelére ismeretlen (Axe és mtsai., 2008).

Az éleszté Atgl8 ortologjai a WIPI (WD-repeat protein interacting with phosphoinositides)
fehérjék, amelyek a PROPPIN (B-propellers that bind phosphoinositides) csaladba tartoznak
és élesztotdl az emberig konzervalt PI3P-effektorok. Emberben négy homologjuk van:
WIPI1-4, illetve azok splice-variansai (Proikas-Cezanne és mtsai., 2015). Azt tartjak roluk,
hogy egyfajta hidat képeznek a PI3P és az autofagoszoma-képzodésben downstream faktorok
kozott. Konkrét molekularis szerepet eddig csak a WIPI2B-hez sikeriilt tarsitani: az
ATGI16L1-gyel valo fizikai kdlcsonhatdsan keresztiil toborozza az LC3 lipidizacigjaért felelds
komplexet az izolal6 membranhoz (Dooley és mtsai., 2014). A WIPI2B mellett a WIPI1 és a
WIPI2D is részt vesz az autofagiaban emlésokben (Proikas-Cezanne és mtsai., 2004; Polson
¢s mtsai., 2010; Proikas-Cezanne és mtsai., 2015). A WIPI4/EPG-6 szerepét C. elegans-ban
irtak le, feltehetéen az ATG-2 toborzasahoz jarul hozza (Lu és mtsai., 2011).
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4. abra. Az Atgl/UIk1 kinaz és a PI3KC3/Vps34 kinaz komplexek sziikségesek az izolalé membran képzo-
déséhez. Az Atgl/Ulkl kindz komplex tagjai emlsokben az Ulkl (vagy az Ulk2), az Atgl3, FIP200 és az
Atgl01 fehérjék. A komplex az endoplazmatikus retikulumhoz toborzodik az autofagia indukcidja soran (1). Az

srer

1416 membran képzGdési helyére és fokozza az aktivitasat (2, 3). A PI3BKC3/Vps34 kinaz komplex kialakitja az
ER specialis részére, az omegaszomara jellemz6 foszfatidilinozitol 3-foszfat (PI13P) mintazatot (4). A PI3P-hoz
effektorfehérjék kapcsolddnak (DFCP1, WIPI1 és WIPI2) melyek kozvetitik a jelet a downtream komponensek
felé. Az MTMR 14 myotubularin csaladba tartozo foszfataz a PI3P defoszforilalasaval képes gatolni az izolalo
membran képzddését és igy az autofagiat. Az Ulkl kinaz komplex miikddése eldsegiti az Atg9-tartalmi veziku-
lak izolaldé membranhoz érkezését, hogy membranforrasként szolgaljanak a névekedéshez. Randall-Demllo és
mtsai., 2013 nyoman, a szerz6 altal modositva

Drosophila-ban nincs DFCP1, a WIPI1/2 homologja az Atgl8a és az Atgl8b, a CG11975 pe-
dig WIPI3/4 homologként funkcional. A CG11975 autofagidban betoltott funkcioja eddig
nem ismert. Az Atgl8a sziikséges az autofagiahoz, kapcsoldodik az izolalo membranban talal-
hat6 PI3P-hez, és fizikailag kolcsonhat a p62 Drosophila ortologjaval a Ref(2)P-vel, illetve az
Atg9-cel, és az Atg2-vel (Scott és mtsai., 2004; Pircs és mtsai., 2012; Nagy és mtsai., 2013).
Az Atgl8b eddigi ismereteink alapjan az Atg2-vel 1ép fizikal interakcioba, és éhezés hatasara

fokozodik az expresszioja (Erdi és mtsai., 2012; Nagy és mtsai., 2013).
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Az izolal6o membran novekedése és zarodasa: a két ubikvitin-szeri konjugacios rendszer

és az Atg2

Az ¢€lesztd Atg8, illetve homologjai ubikvitin szerti fehérjék, amelyek sziikségesek az izolalod
membran novekedéséhez és zarddasahoz (Kirisako és mtsai.,, 1999; Weidberg és mtsai.,
2010). Ezen funkciok ellatasahoz sziikséges, hogy a fehérje kovalensen kapcsolodjon az izola-
16 membran mindkét oldalan jelenlevé foszfatidil-etanolaminhoz (Ichimura és mtsai., 2000).
Ehhez a ciszteinproteaz Atgd-nek (emlésokben AtgdB-nek, Drosophila-ban Atg4a-nak) hasi-
tania kell C terminalisan a fehérjét, hogy egy reaktiv glicin aminosav képz6djon (Hemelaar és
mtsai., 2003). Az Atg7 El-szeri enzim aktivalja az Atg8/LC3-at (Tanida és mtsai., 2001),
amely igy az E2-szerli Atg3-hoz kapcsolodik (Tanida és mtsai., 2002). Az E3-szerii enzim
funkciot az Atg5-Atgl2-Atgl6 heterotetramer fehérjekomplex latja el, amely eredményeként
1étrejon a foszfatidil-etanolaminnal konjugalt Atg8/LC3 (Hanada és mtsai., 2007). (Az élesztd
illetve Drosophila Atgl6 emlds megfeleldje az Atgl6L1, de a tovabbiakban az emlds fehérjé-
re is Atgl6-ként hivatkozom.) Az Atg5-Atgl2-Atgl6 komplex 1étrejottéhez is hasonlod 1épé-
sek sziikségesek. Az Atgl2 is egy ubikvitin-szerli molekula, melyet szintén az Atg7 aktival
(Tanida és mtsai., 2001), de az Atg3 mellett nagyobb részt egy masik E2-szerli enzim, az
Atgl0 hozza létre az Atg5-Atgl2 konjugatumot (Tanida és mtsai., 2002; Nemoto és mtsai.,
2003), mely aztan kapcsolodik az Atgl6-tal és tetramerizalodik (Mizushima és mtsai., 2003)
(5. abra). Az Atgl6 felelds az Atg5-Atgl2-Atgl6 komplex izolald6 membranhoz juttatasaért -
¢s igy azért is, hogy az Atg8/LC3 az izolal6 membranra keriiljon rd - a FIP200 ¢s a WIPI2B
fehérjékkel vald interakcioi révén (Mizushima és mtsai.,, 2003; Fujita és mtsai., 2008b;
Gammoh és mtsai., 2013; Dooley és mtsai., 2014). Az autofagoszoma zarodasakor az Atg5-
Atgl12-Atgl6 komplex disszocial (Mizushima és mtsai., 2001; Mizushima és mtsai., 2003), és
az autofagoszoma kiils6 membranjan talalhatd Atg8/LC3-t az Atg4 lehasitja membranrol (re-
ciklizalas) (Tanida és mtsai., 2004). A bels6 membranban viszont ott marad egészen addig,
amig az autolizoszémaban a lizoszomalis hidroldzok el nem emésztik, vagyis az Atg8/LC3
kapcsolodik legtartosabban az autofag strukturakhoz. Fluoroforral (pl. GFP-vel vagy
mCherry-vel) jelolt valtozata a legelterjedtebben hasznalt fénymikroszkopos vizualizacios
eszkoz az autofagia vizsgalatara (Mizushima és mtsai., 2004; Mauvezin és mtsai., 2014). Ra-
adasul az mCherry/DsRed/RFP sokkal ellenallobb a savas kozeggel és a lizoszomalis enzi-
mekkel szemben, mint a GFP, igy az mCherry/DsRed/RFP-vel jelolt Atg8a/LC3-mal az auto-

lizoszomak is lathatova tehetéek (Kimura és mtsai., 2007; Mauvezin ¢és mtsai., 2014). Eml6-
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s6kben nyolc Atg8 ortolog talalhatd, MAPILC3A-C (vagy csak LC3A-C: microtubule asso-
ciated protein 1 light chain 3 a-y, az egyiknek két splice-variansa van), GABARAP (GABA
type A receptor-associated protein), GABARAPL1, GATE-16/GABARAPL2 és GABA-
RAPLS3. E fehérjék valdszintileg mind részt vesznek az autofagiaban, részben annak késobbi
1épéseiben (zarddas, érés, fzio). Legjobban az LC3B szerepe ismert (Fujita és mtsai., 2008a;
Weidberg és mtsai., 2010; Dunlop és mtsai., 2014; Wang és mtsai., 2015). Drosophila-ban két
Atg8 homolog van, az Atg8a ¢és az Atg8b. Mindkettd képes rakeriilni az autofag membranok-
ra, azonban az utobbi joval korlatozottabb expresszidval bir (Scott és mtsai., 2004; Scott és

mtsai., 2007).

Atg1 Atg1 6
(Atg5 ) = @gi12) Augs

tg12

E1

PEJ

Atg4

5. abra. Az Atg8 homolég LC3 molekula kapcsolédasa az izolalé membranhoz - az ubikvitin-szerii kon-
jugacios rendszerek szerepe az autofagoszéma-képzodés soran. Az ubikvitin-szerii Atg8/LC3 molekulak ko-
valensen kapcsolodnak az autofag membranokban talalhat6 a foszfatidil-etanolamin (PE) lipidhez E1-, E2-, E3-
szerli molekulak, molekulakomplex segitségével. Ennek eléfeltétele, hogy az Atgd proteaz (Atgda/AtgdB) C
terminalsan hasitsa az Atg8/LC3-t, reaktiv glicint (Gly) eredménezve a moleula végén. Az Atg8/L.C3-at az E1-
szer(i Atg7 aktivalja, és adja at az E2-szer(i Atg3-nak. Az E3-szerii funkciét az Atg5-Atgl2-Atgl6 heterotet-
ramer komplex latja el, mely végiil kovalensen hozzakapcsolja az Atg8/LC3-t a membranban levé PE-hoz. Az
Atg5-Atgl2-Atgl6 heterotetramer komplex 1étrejottéhez is E1- és E2-szerli enzimaktivitas sziikséges. Az Atg7
aktivalja az ubikvitin-szeri Atgl2-t, az Atgl0 E3-szerii enzim pedig hozzakapcsolja az Atg5-héz. Az Atg5-
Atgl2 konjugatum az Atgl6-tal kapcsolédva hozza 1étre az E3-szeri aktivitassal bird Atg5-Atgl2-Atgl6 hetero-
tetramer komplexet. Levine és Kroemer, 2008 nyoman, a szerzd altal modositva

Az autofagoszoma zarddasahoz az Atg2 nélkiilozhetetlen, mind emldsokben (Atg2A és

Atg2B), mind Drosophila-ban (Velikkakath és mtsai., 2012; Nagy és mtsai., 2013).
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Az autofagoszéma-képzodésben részt vevod fehérjék az autofagia késébbi Iépéseiben is hat-
hatnak. Az Atg9, illetve az Atgl2-Atg5 konjugatum valdsziniileg részt vesz az autofagoszo-
mak érésében is (Chen és mtsai., 2012; Bader és mtsai., 2015), mig az Atgl4 az autofago-
szOma-lizoszéma flizi6 soran szabalyozza a SNARE-komplex miikodését (Liu és mitsai.,

2015).

Az autofagiaban betoltott funkcidikon til az ATG fehérjék mas folyamatokban is részt vesz-
nek (Bestebroer és mtsai., 2013; Komatsu és mtsai., 2013; Munz, 2017). Az Atgl/Ulk1 példa-
ul az autofagiatdl fliggetlentil sziikséges az axonok ndvekedéséhez, a neuronok fejlodéséhez,
¢s benniik szabalyozza a vezikula transzportot (Tomoda és mtsai., 2004; Toda és mtsai., 2008;
Mochizuki és mtsai., 2011). Az Atg8/LC3 a fagocitozisban vesz részt (Romao és mitsai.,
2013), mig az Atgl2-Atg3 konjugatum a mitokondrialis homeosztazisban tolt be fontos sze-
repet (Radoshevich és mtsai., 2010). Olyan autofag (és makroautofag) Gtvonalak is léteznek,
amelyek nem igénylik valamelyik kanonikus autofag komponens meglétét, igy ismert
Atg5/Atg7- és Beclinl fliggetlen makroautofagia is (Nishida és mtsai., 2009; Juenemann és
Reits, 2012; Dupont és mtsai., 2017).

A PI3P, mint szabalyozasi pont

A PI3P létrejotte kulcsfontossagu az autofagia kezdeti 1épésében, a vezikula nukleacidban. A
Vps34 hozza 1étre a PI3P-t PI-bol (foszforilacio), mig a myotubularin tipusu foszfatazok azok,
amelyek az ellenkez6 iranyu reakciot, a PI3P defoszforilaciojat képesek katalizalni (Robinson
¢és Dixon, 2006). E lipidfoszfatazok masik szubsztratja a PI3,5P, (foszfatidilinozitol-3,5-
biszfoszfat) lehet. A myotubularinok csaladja szintén konzervalt éleszt6tl az emberig, gerin-
cesekben e csalad 16 tagot (MTM1, MTMR1-15 [Myotubularin related 1-15]) szamlal. Tobb
csaladtagrol, igy az MTM1-r6l, MTMR2-r6l, MTMR3-r6l, MTMR6-161, MTMRS8-14l és az
MTMR14-r6l is kimutattak, hogy hat az autofagiara (Vergne és mtsai., 2009; Hnia és mtsai.,
2012; Zou és mtsai., 2012; Al-Qusairi és mtsai., 2013; Liu és mtsai., 2014). Koziilik az
MTMRI14 szerepe a legjobban feltart: a vezikula nukleaci6 soran képz6ddé PI3P defoszfo-
rilalasa révén gatolja az autofagiat (Vergne és mtsai., 2009) (4. és 6. abra). Az MTMR14 gén-
csendesitése fokozza az autofagoszoma-képzddést és a lebontast is, igy az MTMR14 gatlasa

igéretes farmakoldgiai célpont az autofag aktivitas fokozasara.
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Autofagia az idegsejtekben

A neuronok termindlisan differencialodott sejtek, posztmitotikusak, azaz nem osztédnak.
Ezért a homeosztazisuk fenntartdsaban (és igy az idegsejtek életben maraddséban) a lebontd-
folyamatok kulcsfontossaguak, mert az esetlegesen képzodé hibas sejtalkotok az osztodasok
hidnyaban nem tudnak kihigulni. Rdadasul az agyban a legtobb neuron az embrionalis fejlo-
dés folyaman jon létre, azaz az él6lény egész €lete soran mikkodoképesnek kell maradnia. A
nem miikod6é neuronoknak alapvetden nincs sejtes ,,turnover”-iik, nem cserélédnek ki, mint a
terminalisan differencialodott sejtek nagy része mas szervrendszerekben. Ez a fehérjék és
sejtalkotok mindségellenérzésének jelentdségét neuronokban még tovabb noveli (Maday,
2016). A neuronok tovabbi kiilonlegessége a nagyfoka komplexitas, kompartimentalizacio és
polarizacio. Az axonjuk rendkiviil hosszu lehet (akar 1 méter is), ez térbeli kihivast jelent az

idegsejten beliili folyamatok, igy az autofagia szamara is (Maday, 2016).

Az els6 neurondlis autofagidra vonatkozod megfigyelések még az 1960-as, 70-es évekbdl
szarmaznak: megfigyelték, hogy axonok elvagasa utan fokozodik az autofag struktirak meny-
nyisége (Dixon, 1967; Matthews és Raisman, 1972). Ezt kovetéen Mary Bartlett Bunge ideg-
sejtek novekvo axonjat jellemezte az axon cstcsatol a szomaig elektronmikroszkoppal soro-
zatmetszetek segitségével. Szamos kettdsmembrannal hatarolt struktura volt megfigyelhet6 az
axondombban, de végig az axon mentén is jelen voltak (Bunge, 1973). Kés6bb, az autofagia

markerek kifejlesztésével lehetdség nyilt megerdsiteni, hogy ezek valdoban autofag struktarak.

Az autofagoszomak az idegsejtekben viszonylag kis szamban vannak jelen (Mizushima és
mtsai., 2004; Boland és mtsai., 2008), de folyamatosan képzddnek az axonban, kis mértékben
a kozéps6 részén, nagyobb mértékben pedig a disztalis részén (Hollenbeck, 1993; Maday és
mtsai., 2012; Maday és Holzbaur, 2014). A neuronokban konstitutiv bazalis autofagia zajlik,
amely éhezés hatasara nem indukalodik (Mizushima és mtsai., 2004; Maday és Holzbaur,
2014; Lumkwana és mtsai., 2017). Neuronokban az autofagoszéma képzédés a SER DFCP1-
pozitiv membranjabol torténik (Bunge, 1973; Maday és Holzbaur, 2014).

Az axon disztalis részén képzddd autofagoszomak retrograd transzporttal a szoma irdnyaba
vandorolnak dinein motorok segitségével (Hollenbeck, 1993; Lee és mtsai., 2011; Maday és
mtsai., 2012; Cheng és mtsai., 2015) (6A abra). Az autofagoszomak érése és vandorlasa kol-

csOndsen egymasra utalt, az autofagoszomak ezen axonbeli vandorlas soran érnek meg (Lee
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¢és mtsai., 2011; Maday és mtsai., 2012), de az els6 fzios esemény elésegiti a dinein toborza-
sat, és ezaltal a vandorlas megkezdését (Cheng és mtsai., 2015). A dineinek révén valé moz-

gast elosegiti a JIP1 (Fu és mtsai., 2014) és a Huntingtin (6B abra) (Wong és Holzbaur, 2014).

A disztalis proximalis

retrograd transzport

© @ ® & L o«

kinezin kinezin

(aktiv) (inakt) ~ Mikrotubulus

autofagoszéma autolizoszéma késéi endoszéma  dinein/dinaktin
/ lizoszéma

YA
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6. abra. Az autofag strukturak retrograd transzportja az axonban. (A) Az autofagszomak nagy része az
axondombban képzddik, és dienin/dinaktin motor segitségével a mikrotobulus mentén retrograd irdnyba, azaz a
szoma felé szallitodnak. A retrograd transzport kivaltdja az autofagoszoma els6 fazidja kés6i endoszomaval,
melyet tobb tovabbi fuzids esemény kovet késéi endoszomaval €s lizoszomaval (a tovabbi fizios események az
abran nincsenek feltlintetve), igy a szOmaban mar erésen savas autolizoszomak talalhatoak. A szomaban és rovid
ideig az axondombban az autofag strukturdk kétiranyl mozgasa is megfigyelhetd. Az anterograd iranyu transz-
portért a kinezin motorfehérje a felelés, amely inaktiv a retrograd transzport soran (B) A Huntingtin fehérje fon-
tos szerepet jatszik a retrograd transzportban. Képes fizikai kolesonhatasra 1épni kézvetleniil a dineinnel és koz-
vetetten - a HAP1 (Huntingtin-asszocialt protein 1) fehérjén keresztiil - a dineint szabalyoz6 dinaktin komplex-
szel Maday és mtsai., 2012, valamint Wong és Holzbaur, 2015 nyoman, a szerz$ altal médositva

Ezekkel 0sszhangban az axon kdzepén levd autofag struktirdk mar pozitivak a késéi endo-
szoma/lizoszoma marker LAMP1-re, azaz késdi endoszoméaval vagy lizoszémaval vald 6s--
szeolvadasra mar sor keriilt (Maday és mtsai., 2012). A szomahoz kozel mar teljesen elsava-
sodott autofag strukturak, autolizoszomak taldlhatéak (Lee és mtsai., 2011; Maday ¢és mtsai.,
2012). Az axonon beliili végighaladas a kiindulasi fizios eseményen tul tovabbi fuziokkal jar

feltehetden, ugyanis az autofagoszoma-szallitas hibai gatoljak az autofagoszomak érését és a
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lebontast (Fu és mtsai., 2014; Wong és Holzbaur, 2014). Mivel a fehérjeszintézis elsddleges
helye a neuronokban a szoma, igy az autofag strukturdk szomaba széllitasa feltehetden eldse-

giti a lebontas termékeinek ujrahasznosulasat (Maday, 2016).

Az autofag gének minden sejtet érinté delécidja egerekben embrionalis vagy ujsziilott-Kori
¢letképtelenséghez vezet, az allatok legkésobb a sziiletést kdvetd elsé napon elpusztulnak
(Kuma és mtsai., 2004; Komatsu és mtsai., 2005). Ezért az idegsejtekben mar embrionalis
korban indukalod6 promoterrel vezérelve hoztak 1étre olyan mozaikos mutans egértorzseket,
amelyekben vizsgalhatd volt az autofagia szerepe az idegrendszerben. Az autofag gének ideg-
rendszeri kilitésének kovetkezményei igen stlyosak, a pleiotrop fenotipusok kozott progres--
ssziv neurodegenracid, motoros funkcidcsokkenés, viselkedési elvaltozasok és rovid élettar-
tam is megfigyelhet6 volt (Hara és mtsai., 2006; Komatsu és mtsai., 2006; Nishiyama és
mtsai., 2007; Liang és mtsai., 2010). Az Atg5 illetve Atg7 mutans egerek mar két-harom hetes
koruktol kezdve motoros és viselkedésbeli elvaltozasokat mutatnak: abnormalis hats6 végtag
Osszehtizas, tremor, csokkent egyenstlyérzék, zavart mozgaskoordinacio és abnormalis jaras
jellemz6 rajuk (Hara és mtsai., 2006; Komatsu és mtsai., 2006). Pusztulasuk a sziiletést kove-

t6 negyedik és huszonnyolcadik hét kozott torténik meg (Komatsu és mtsai., 2006).

Erdekes modon a kiilonboz6 neuronok nem egyforman érzékenyek az autofagia hidnyara. A
kisagyi Purkinje-sejtek pusztulasa a legjelentésebb, de az agykérgi neuronok, kiilondsen a pi-
ramis sejtek pusztulasa is igen kifejezett (Hara és mtsai., 2006; Komatsu és mtsai., 2006). Au-
tofagia hianyaban a legkorabban jelentkez6 idegsejt-fenotipus is a Purkinje-sejteket érinti. Az
Atg5, az Atg7 vagy a Fip200 hianya a Purkinje-sejtek axonvégzodésének megduzzadasahoz és
sorvadasahoz (atr6fiajahoz) vezet (Hara és mtsai., 2006; Komatsu ¢és mtsai., 2007b;
Nishiyama és mtsai., 2007; Liang és mtsai., 2010). Aztan az axonok duzzadasa tobb ponton is
megfigyelhetové valik (Hara és mtsai., 2006), és csak mindezeket kdvetden pusztulnak el a
Purkinje-sejtek. Bar ezen neuronok igen kiterjedt dendritfaval rendelkeznek, a dendritekben
nem volt elvaltozas (Komatsu és mtsai., 2007b; Nishiyama és mtsai., 2007), ahogyan a szo-
maban sem (Nishiyama és mtsai., 2007). Axondegeneracio mas agyi teriileteken is jelentke-
zik, tobbek kozott az agykéregben, a nucleus gracilis-ben, a talamusz magvaiban, a hip-

pokampuszban ¢és a hid magvaiban is (Hara és mtsai., 2006; Komatsu és mtsai., 2007a).

Autofagia hidnyaban jellemz0, hogy ubikvitin- és p62-pozitiv fehérje aggregatumok jelennek

meg az allatok koradnak eldrehaladtaval, amelyek ugyan a normalis agyi Oregedés sordn is
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megfigyelhetéek, azonban az Atg mutansokban sokkal korabban jelentkeznek (Hara és mtsai.,
2006; Komatsu és mtsai., 2006; Komatsu és mtsai., 2007a; Liang és mtsai., 2010). Azonban
aggregatumok sem egyforma mértékben jelennek meg a kiilonb6z6 agyi régidkban, neuronti-
pusokban, pl. a Purkinje-sejtekben alig képz6édnek (Hara és mtsai., 2006; Komatsu és mtsai.,
2006). Mivel autofagia hidnyaban Purkinje-sejtek mutatnak leghamarabb elvaltozasokat és e
sejtek pusztulnak el a legnagyobb mértékben, ez azt sejteti, hogy az aggregatumok citoprotek-
tiv szereppel birnak. A fehérjeaggregatumok képzodését pedig megeldzi az oldhatéd (szoltbi-
lis) ubikvitinalt fehérjék és az oldhato p62 felhalmozddasa (Hara és mtsai., 2006; Komatsu és
mtsai., 2007a). Az autofagia feltehetden szerepet jatszik az axonbeli membran reciklizacidban
IS, ugyanis mind Atg5, mind Atg7 mutansban aberrans membranstruktirak halmozéodnak fel

(Komatsu és mtsai., 2007b; Nishiyama és mtsai., 2007).

Mindezek utdn nem meglepd, hogy az autofagia miikodésének kiilonb6zo zavarai is jellemzo-
ek a neurodegenerativ betegségek esetén. Az adott betegséghez vezetd valamelyik mutaci6 az
autofagia megvaltozott (altalaban csokkent) miikodéséhez vezet, amely 6nmagaban neuronalis
funkciok csokkenéséhez vezet, €s tovabb sulyosbitja a mutans fehérje hatasat (mert a csdkkent
autofag aktivitds miatt a mutdns fehérje eltavolitasa is kevésbé hatékony). Az autofagia bizo-
nyitottan érintett az Alzheimer- (lizoszomalis lebontas hibai), a Parkinson- (karosodott mito-
fagia és CMA, lizoszomalis pH novekedése) és Huntington-korban (lasd részletesen a kovet-
kez6 fejezetben), az amiotrofias lateralis szklerozisban (ALS) (p62 funkciovaltozas), a prion-
betegségekben és a spinocerebellaris ataxia tobb formajaban (sériilt mitofagia) (Menzies és

mtsai., 2011; Nixon, 2013; Hu és mtsai., 2014; Menzies és mtsai., 2017).

A Huntington-kor és a Huntingtin fehérje - terapias megkézelitések

és kapcsolat az autofagiaval

A Huntington-kér tlinetei, lefolyasa és genetikai hattere

A Huntington-kor (Huntington’s Disease, HD) egy progressziv, dominans, autoszomas o6rok-
16dést mutatd neurodegenerativ betegség, széles spektrumt motoros, kognitiv és pszichiatriai
tinetekkel (Martin és Gusella 1986; Riib és mtsai., 2016). 100.000 emberbdl 5-8-at érint (Riib
¢s mtsai., 2016). Az érintett személy élete folyaman barmikor kialakulhat a HD, de leggyak-
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rabban feln6tt korban, 20 és 65 éves kor kozott kezdédik (Walker, 2007; Wyant és mtsai.,
2017). A betegség tiz-hlisz éven at egyre stlyosbodik, és mindig halalos kimenetelii (Wyant
¢s mtsai., 2017). A kezdeti tiinetek gyakran a negyvenes évek kdzepén jaro egyéneknél je-
lentkeznek (Riib és mtsai., 2016). E kezdeti tiinetek kozé tartozik a kognitiv képességek fo-
lyamatos romlasa és olyan nem jellegzetes motoros tiinetek, amelyeket gyakran iigyetlenség-
ként, remegésként, egyensulyhianyként irnak le. Az akaratlan, vitustancszeri mozdulatok
(chorea) a korjelz6 és legjobban ismert mozgasi rendellenességek a HD-ban szenved6 embe-
reknél. Masik jellemzd, korai €és egyértelmi tiinetcsoport a szemmozgasok kiilonb6z6 zavara.
A vitustancszerii akaratlan mozdulatok fokozatosan alakulnak ki a betegség tiineti fazisaban,
¢s elGszor a test vagy a fej bizonyos részeire korlatozodnak. Ezek kialakulasaval egyiitt jarnak
(de akar meg is eldzhetik) bizonyos személyiségbeli valtozasok, a viselkedésnek bizonyos
megvaltozasai vagy akar pszichiatriai tiinetek (pl. depresszio, skizofrénia-szer( tiinetek, a
szégyen ¢és zavar érzésének elvesztése, nyugtalansag, ingerlékenység, szorongas) és/vagy neu-
rofizioldgiai tlinetek. A vitustdncszerli mozgasok egyre sulyosabba valnak a korai, kismértéki
megjelenéseiket kovetden, egyre Kisebb mértékben lesznek akaratlagosan befolyasolhatoak,
¢s igy egyre inkabb gatoljak az akaratlagos mozgasokat és a mindennapi ¢életet. A HD el6re-
haladottabb allapotaban a vitustdncszerli mozgasok nem erdsddnek tovabb vagy akar el is
tinhetnek, atadva a helyiiket mas (szomato)motoros tiineteknek, mint amilyen a merevség, a
bradikinézia (mozgasok lelassulasa, meglassultsag), az ataxia (izommozgasok koordinacioja-
nak zavarabol adodo bizonytalan és iigyetlen mozgas), a dystonia (akaratlan, abnormalis tar-
tos izomosszehtizodas, amely koros iziileti helyzetet eredményez), az izom hipotodnia, a test-
tartas instabilitasa, a finommotoros képességek romlasa, a dysarthria (a beszédmozgasok ko-
ordinacids kivitelezésének zavara), és a dysphagia (nehezitett nyelés). Ezen tiinetek mellett
érzékszervi zavarok is el6fordulhatnak, melyek a betegség elérehaladtaval folyamatosan si-
lyosbodnak. A késébbi fazisban - egyeldre ismeretlen okokbdl - jelentds testsulyvesztés is be-
kovetkezik, ami el6bb vagy utobb cachexia-hoz (koros lesovanyodashoz) vezet, és igy er6sen
¢lettartam meghatarozo a HD betegekben. A pszichiatriai €s neurofizioldgiai tiinetek is egyre
stlyosabbak lesznek. Végiil, nagymértékii cachexia és kognitiv leromlas mellett altalaban
nyelési zavar nyoman kialakul6 tiidégyulladas szovédményei kovetkeztében hunynak el a pa-

ciensek (Riib és mtsai., 2016).

A HD-ért felelés mutaciot tartalmazé gént (IT15, Interesting Transcript 15) 1993-ban azono-
sitottak, és a Huntingtin (HTT) nevet kapta (Group, 1993). A HTT gén egy nagy, ~3144 ami-

nosavbol allé6 ~350 kDa-s fehérjét kodol, és az elsé exonjaban meiotikusan instabil CAG-

26



ismétlédésekbol allo szekvenciat tartalmaz (Saudou és Humbert, 2016). Ha replikacio soran
replikacios csuszas torténik, és az elcsiszd hibas bazisparosodas (slippery mismatching) stabi-
lizalodik, Ggy, hogy a szintetizalodo szal kihurkolodik - ekkor torténik inszercid, ez vezet a
CAG ismétlddések szamanak novekedéséhez. A CAG ismétlddések polimorf poliglutamin
(polyQ) szakaszt kodolnak. A CAG ismétlodések szama 9 és 35 kozott van a HD altal nem
érintett emberekben (Kremer és mtsai., 1994). A legfrissebb kutatasok szerint a 28-35 kozotti
ismétlodés esetén a szakasz mar nem stabil és expandalodhat, amely a tiinetek kialakulasdhoz
vezethet (Riib és mtsai., 2016). A 36-39 kozotti CAG-ismétlédéssel rendelkezok kozott a be-
tegség penetrancidja nem teljes, és akikben ki is alakul a HD, joval késobb jelentkeznek a tii-
netek, mint azon emberek esetében, akikben 40 vagy afeletti a CAG ismétlédések szama. Mi-
nél hosszabb a CAG-szakasz, annal fiatalabb korban jelentkeznek a tiinetek (Kremer és
mtsai., 1994; Lee és mtsai., 2012). Az abnormalis polyQ expanzié a HD mellett tobb ideg-
rendszeri betegség kialakulasaért felelds, melyeket 6sszefoglald néven poliglutamin betegsé-
geknek neveziink (Fan és mtsai., 2014). A HD altalaban a kozepes méretii tiiskés neuronok
pusztulasaval jar a striatumban (a nucleus caudatus-ban és a putamenben) (Reiner és mtsai.,
1988), de szinte minden mas agyi teriilet is érintett lehet, koztiik az agykéreg, az agytorzs, a

kisagy, a globus pallidus és a hippokampusz (Rosas és mtsai., 2003; Rosas és mtsai., 2008).
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Idegrendszeri kitekintés

Két kdzponti idegrednszeri mozgasszabalyozd kort ismeriink, a striatum-kort és a cerebellum-kort. Az agykéreg
szinte minden teriiletérdl a torzsdiicokba érkezé informacioé nagyrészt a striatumon keresztiil érkezik. A bazalis
ganglionok altal feldolgozott informacidt a talamusz kozvetiti ’vissza’ az agykéregbe. A bazalis ganglionokat
vagy torzsducokat (nuclei basales) az agyféltekék mélyén talalhatd sziirkeallomany alkotja, a kovetkez6 magvak
alkotjak: nucleus caudatus (NC), nucleus accumbens, putamen, globus pallidus (GP) (mas néven pallidum),
nucleus subthalamicus (NST) és a substantia nigra. A nucleus caudatus (caudatum) és a putamen funkcionalis
egységet alkot, ez a stridtum vagy neostriatum. A GP pars interndra (GPi) és pars externdra (GPe) oszthatd. A
substantia nigra két részbél all, a dorsalis pars compactabol (SNc) és a ventralis pars reticularisbol (SNr). A GPi
és a SNr hisztologiai és miikddési szempontbol hasonlo szerkezetek, a mozgasszabalyozasban egységnek tekint-
heték. A nucleus caudatus és a putamen szoveti felépitése hasonlo, funkcidjuk azonban jelentdsen kiilonbozik. A
putamen bemenete foként a motoros kéregbdl, részben a somatosensoros és a BrS areabol, szarmazik; elsésorban
a vazizmok mozgasat szabalyozza, kiesése mozgaszavart eredményez, ezért a neve motoros striatum. A putamen
a globus pallidus mindkét (GPe és GPi) teriiletével, mind a SNr-sal kapcsolatban all. A caudatum centralis és
dorsolateralis regioja részt vesz a szemmozgas, a gondolkodas és szélesebb értelemben az egzekutiv (Kivitelezés,
végrehajtas) mitkodések szervezésében. A ventralis és ventromedialis magrész a memoria, emociok, a magatartds
egyik integratora. A teriiletnek gazdag kapcsolatai vannak a limbicus asszocidcios és praefrontalis szerkezetekkel
ezért nevezik asszocidcios- és limbicus striatumnak. A striatum kor (cortico-striato-thalamo-corticalis kor) az
agykéreg mozgatd, érzd és asszociacios tertileteirdl szedddik dssze; a striatumban (nucl. caudatus és putamen)
kapcsol at a ventralis anterior (VA), ventralis lateralis (VL), a ventralis lateralis oralis (VLo) és mediodorsalis
thalamus magokra. A thalamocorticalis projekciok foként a szupplementer motoros kéregben, kisebb szamban a
praemotoros és primer motoros kéregben végzddnek, majd a kor cortico-corticalis kapcsolatokkal zar a primer
mozgatokéregben. A striatum kor a kognitiv szerkezetekkel 1étesiilt kapcsolatai révén irdnyitja a mozgastervezést,
valamint az dsszetett mozgasmintak kivitelét. Bonyolult mozgasmintak (pl. zene) tanulasa soran is aktivalhato.

A striatum kor direkt és indirekt palyarendszerb6l all. A direkt cortex-neostriatalis pdlya excitatoros mitkodésii
glutamaterg neuronokat tartalmaz. A striatumbol mind a GPi-hez és a SNr-hoz GABA-erg és substance P atviteli
neuronok kapcsolnak at, ez a rendszer gatldé hatasti. A GPi-bol és a SNr-bol ugyancsak gatld hatasi GABA-erg
palya éri el a thalamust. A direkt palyarendszer elsésorban D1-dopaminreceptorokat tartalmaz. A thalamus akkor
aktivalja a szupplementer motoros kérget, ha a gatlas alol felszabadul. Ez akkor lehetséges, ha a striatum gatolja a
GPi és SNr gatlasat a thalamus VA és VLo magjaira.
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A mozgasszabalyozo korok élettani miikodése. A piros nyilak serkentést, a feketék gatlast jeleznek. SNr: substantia nigra pars reti-
cularis; SNc: substantia nigra pars compacta; Th VA, VL: ventralis anterior/ventralis lateralis thalamus magok; NST: nucl. subthala-
micus; GPe: globus pallidus externus; GPi: globus pallidus internus; szuppl. m. cortex: szupplementer motoros kéreg; m. cortex: pri-
mer motoros kéreg

Az indirekt palya ettdl eltéréen miikddik. A gatlo palya (GABA- és encefalinerg synapsisok) szintén a striatum-
bol indul, a GPe-ba vezet, majd innen a nucl. subthalamicusba, amelyet GABA-erg gatlas alatt tart, végiil gluta-
materg excitatoros synapsisokkal kapcsol vissza a kimeneti magokhoz (GPi, SNr). Az indirekt palya elsésorban
D2- (GABA-encefalin) receptorokat tartalmaz. A corticostriatalis serkentés a GPe-ban GABA- és encefalinmedi-
alt gatlast hoz létre, amely felszabaditja a gatlas aldl a nucl. subthalamicust (NST). A NST glutamaterg rendsze-
reken keresztiil aktivalja a kimeneti gatlo magokat (GPi és SNr), amelyek a thalamus miikodését gatoljak, igy a
szupplementer motoros kéreg aktivalasa csokken.

A SNc-bol szarmazd dopamin a striatum direkt striatopallidalis palya DI1-receptorhelyeit serkenti, a D2-
receptorhelyeket viszont az indirekt striatopallidalis palyaban gatolja.

Forras: Szirmai Imre, Neuroldgia, 2011, Medicina Konyvkiad6 Zrt., médositva
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A vad tipusu Huntingtin (HTT) fehérje

A HTT expresszioja, lokalizacidja, interakcioi

A vad tipusu HTT gén terméke a legtobb emberi szervben €s szovetben megtalalhaté , és mar
az embrionalis fejlédés elején is kifejezédik (Marques Sousa és Humbert, 2013; Saudou és
Humbert, 2016). A sejtben nagymértékben citoplazmaban, kisebb mértékben a sejtmagban
talalhato. Miikodését szamos poszttranszlacios modositas befolyasolja.

Az els6 exon altal kodol fehérjerészlet a leginkabb jellemzett. Az emberi HTT-ben a polyQ
szakaszt 17 aminosav el6zi meg, amely nuklearis export szignalként (NES-ként) funkcional,
¢és a-hélix strukturaja. A polyQ szakasz 17Q esetén egy flexibilis régio, tobbféle konformécio
felvételére képes. A polyQ szakaszt egy prolin-gazdag régio (proline-rich domain, PRD) ko-
veti, amely a triptofantartalmu (WW) fehérjékkel illetve az SH3 doménekkel vald interakciot
tesz lehet6vé. A PRD prolin-prolin hélix konformaciot vesz fel, mely egy rigid struktira, és
feltehetden a polyQ szakasz altal felvett szerkezet stabilitdsaban jatszik szerepet. A fehérje
tobbi része, bar 66 exon kodolja és a teljes fehérje 97,8%-at alkotja: joval kevésbé jellemzett.
Szamos HEAT ismétlédés domént tartalmaz, amelyek 5-7 a-rod-ba csoportosulnak. A HEAT
ismétlédés domének szolenoid-szerl strukturat alkothatnak, €s szdmos fehérje-fehérje inter-
akciot valamint intramolekuldris kapcsolatokat tehetnek lehetdvé. A tisztitott HTT fehérje
tobb mint szazféle konformaciot képes felvenni (Saudou és Humbert, 2016).

A vad tipusa HTT-nek tobb mint 350 interakcios partnerét azonositottak. Ezen kdlcsonhata-
sok sok esetben nagy komplexek formajaban fordulnak eld, ami a HTT allvanyfehérje

crer

rendszerre is jellemz6 és egy még kisebb része az, amely a striatumra (Saudou és Humbert,
2016).

A HTT funkcioi
A HTT részt vesz a vezikulak és organellumok szallitdsaban. Kolcsonhat a molekuldris moto-
rok apparatusaval vagy kozvetlenill a dineinnel, vagy kozvetetten: a Huntingtin-asszocialt

protein 1-en (HAP1-en) keresztiil a dineint szabalyozé dinaktin komplex egyik alegységével.

A kinezin egyik tagjaval (Kinesin heavy chain isoform 5C-vel) is a HAP1-n keresztiil 1ép
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kapcsolatba (6B abra). E kolcsonhatasokon keresztiil a HTT szabalyozza az organellumok
transzportjat a neuronokban mind anterograd, mind retrograd irdnyban, az axonokban és
dendritekben egyarant. Ezen organellumok lehetnek tobbek kozt szinaptikus vezikula prekur-
zorok, autofagoszomak, endoszomak, lizoszoémak, BDNF (brain-derived neurotrophic factor -
agyi eredetli ndvekedési faktor)-tartalmu vezikuldk, RNS granulumok, és GABA-receptor tar-
talmua vezikulak (Ma és mtsai., 2011; Saudou és Humbert, 2016). A HTT emellett képes fo-
kozni a szallitas sebességét a mikrotubulusok mentén azaltal, hogy a GAPDH-t hozzacsatolja
a vezikuladkhoz, mely igy ott helyben biztosit a gyors axondlis transzporthoz energiat. Eltéro
poszttranszlacios modositasai révén a HTT a szallitas iranyat is befolyasolja. A HTT vezikula
¢és organellum transzportban betoltott funkcidi konzervéltak az ember és az ecetmuslica ko-
zOtt.

A HTT részt vesz a neuroblasztok és nem neurdlis sejtek osztddasaban: a magorsoé €s az orso-

crer

kozott (Saudou és Humbert, 2016).

A HTT nélkiilozhetetlen a csillo képzddéséhez és mitkodéshez, illetve az idegsejtek elsodle-
ges csillojanak kialakulasahoz (az elsédleges csillok nem mozognak, szenzoros funkciot lat-
nak el). A HTT sziikséges a PCM1 (Pericentriolar material 1) fehérje szallitasahoz a peri-
centriolaris anyaghoz és onnan vissza (Keryer és mtsai., 2011; Saudou és Humbert, 2016).

A HTT endocitozisbeli szerepe szerteagazo. Részt vesz a membranbetiirédésben, klatrinburok
Osszeallasaban és a membran lefiizodésben is. Az endoszoméak mozgasat is befolyasolja, a
HAP40-en (Huntingtin-asszocialt protein 40) keresztiil kapcsolodik a Rab5-hoz, és a korai
endoszomakon lokalizalodik, €s az aktinvazzal kolcsonhatva lassitja az endoszomak mozgésat
¢és elbsegiti a mikrotubulusokrol az aktinvazra valo atvaltast. A HTT kolcsonhat a Rab8-
optineurin-miozin VI komplexszel is a HAP1-dinaktin komplex mellett. A mikrotubulusokrol
aktinvazra torténd valtas mind a plazmamembrannal, mind a transz-Golgi halézatban beko-
vetkezhet. A fent emlitetteken til a HTT fontos szereppel bir a reciklizalé utvonalban is: akti-
valja a Rabl11-et a reciklizal6 utvonal 6 szervez6jét (Saudou és Humbert, 2016).

A PolyQ szakaszt tartalmaz6 fehérjék transzkripcios faktorként is miikodnek. A HTT-rdl is-
mert, hogy koélcsonhat szamos transzkripcids faktorral (CBP, NeuroD, SP1, NF-kB, p53), és
transzkripcios  aktivatorokkal, illetve represszorokkal (CA150, TAFII130, NCOR,
EST/NRSF, CtBP). Ebbdl kifolyolag a HTT szamos sejtbiologiai folyamatra hatassal van pl. a
p53-mal vald kolcsonhatasa révén - annak célgénjeinek expressziojanak befolyasolasan ke-
resztiil - a sejtciklus szabalyozasra, DNS hibajavitasra, apoptozisra, sejtes stresszvalaszokra

(Bae és mtsai., 2005). A HTT hathat scaffoldként is, kozvetlen kapcsolatot teremtve egy
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transzkripcidt szabalyozo faktor és a bazalis transzkripcios apparatus kozott vagy lehet maga
is transzkripcios kofaktor. Ezek mellett a kromatinszervezddést is képes szabalyozni, és részt

vehet a transzkripcios faktorok sejtmagba torténd szallitasaban is (Saudou és Humbert, 2016).

Egérben a HTT nélkiilozhetetlen az embrionalis fejlédéséhez, sziikséges az agykéreg, a stria-
tum ¢és a talamusz fejlddéséhez, elengedhetetlen ezen agyi régiokban a neuroblasztok differen-
A HTT antiapoptotikus, talélést elésegitéd faktor is. Hianyaban konnyebben halnak meg a neu-
ronok, mig a taltermeltetése esetén jobban birjak az idegsejtek az dket érd karos hatdsokat.
Ennek egyik lehetséges magyarazata az, hogy a HTT gatolja a kaszpaz-3 ¢és -9 aktivalodasat,
egy masik pedig a BDNF szignalizacioban betoltott komplex szerepe. A striatumban nem
termelddik a BDNF, az agyi eredetii ndvekedési faktor, hanem a cortico-striatumi afferensek-
re van utalva. A HTT el8segiti a BDNF transzkripcidjat a kortexben, és a BDNF-tartalmu ve-
zikulak szallitasat az axonban a cortico-Striatumi Szinapszishoz. A szinaptikus résbe {irtilt
BDNF-t a TrkB receptorok veszik fel, rajtuk keresztiil keriil endocitézisra a BDNF, amely az-
tan a HTT (HTT-dinein komplex) segitségével retrograd transzporttal jut el a striatum neuron-
jainak sejttestébe és ott aktivalja a tuléléshez sziikséges jelatvitelt. Tehat a HTT-nek tobb pon-
ton is fontos szerep jut abban, hogy a striatum sejtjei BDNF-hez jussanak. Ez valdszintileg
Osszefliggésben van azzal, hogy a HD-ban szenvedd betegekben a striatum idegsejtjei pusz-

tulnak el elészor (Saudou és Humbert, 2016).

Mutans HTT patolégiahoz vezet6 funkcioi

A magas CAG ismétlédéssel rendelkez6 HTT gén terméke aberrans és rosszul feltekeredett
fehérje, amely aggregalodik és fehérjezarvanyokat (inclusion body-kat) képez - ez a HD neu-
ropatoldgiai tulajdonsaga -, de nem minden sejtben. A zarvanyok lehetnek citoplaz-matikusak
és sejtmagiak is (DiFiglia és mtsai., 1997). A zarvanyok hatasa feltehetéen Osszetett, ereden-
dden azt feltételezték, hogy a jelenlétiikkel karositjak a sejtes folyamatokat, és igy toxikusak,
azonban jelenleg az a sokkal valészintibb, hogy az érintett sejtekben valdjaban citoprotektiv
funkcioval birnak a joval toxikusabb oldott mutans HTT-szint csokkentése révén (Arrasate és
mtsai., 2004; Ross és Poirier, 2005; Miller és mtsai., 2010; Ross és Tabrizi, 2011). Ezzel
Osszhangban van az a megfigyelés, hogy nem azok az idegsejtek pusztulnak el elsésorban,

amelyekben nagyfokt az aggregatumképzdés.
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A sejtmagi zarvanyok mutans HTT mellett ubikvitint és p62-t tartalmaznak (Sieradzan és
mtsai., 1999; Nagaoka és mtsai., 2004). E sejtmagi zarvanyokban csonkolt mutans HTT mu-
tathato ki. A csonka HTT proteolitikus hasitasok révén jon 1étre, amelyet kaszpazok és mas
protedzok végeznek (Sawa és mtsai., 2005). Igy tobbféle, a polyQ szakaszt tartalmazé N-
terminalis fragmentum jon létre, amelyek annal toxikusabbak, minél rovidebbek. Ezek egy
része transzlokalodik a sejtmagba és megmaradhatnak oldott formaban, vagy zarvanyokat al-
kothatnak. Oldott allapotban hozzajarulnak az idegsejtek pusztuldsdhoz a transzkripciéra gya-
korolt dominans negativ hatasuk révén, mig zarvanyokba zarva feltehetben nem vagy joval
kevésbé toxikusak (Valor, 2015). A mutans HTT proteolizise soran olyan HTT fragmentumok
is képzbédnek, amelyek az eredeti fehérje C-terminalis részei (tehat nem tartalmazzak a polyQ-
szakaszt) mégis toxikusak (El-Daher és mtsai., 2015).

A citoplazmatikus zarvanyok lehetnek a szomaban, axonokban, axonterminalisokban és dend-
ritekben egyarant, de nem mindig ugyanazon sejtekben fordulnak el6, amelyekben a nuklearis
zarvanyok IS megfigyelhetéek. A citoplazmatikus zarvanyok tartalmaznak mutans HTT-t,
csonkoltat és teljeset egyarant (Sieradzan és mtsai., 1999) és tartalmazhatnak Beclinl (Shibata
¢és mtsai., 2006) és mTOR fehérjéket (Ravikumar és mtsai., 2004). A citoplazmatikus aggre-
gatumok egy része tartalmaz, mig a masik része nem tartalmaz p62-t (lwata és mtsai., 2005;
Rue és mtsai., 2013). A p62-pozitiv mutans HTT tartalmu citoplazmatikus aggregatu-
mok/zarvanyok tartalmaznak LC3-at és ubikvtint is (HeLa sejtes- és egérmodellben legalabb-
is) (Bjorkey és mtsai., 2005; Iwata és mtsai., 2005; Heng és mtsai., 2010).

Kiilonb6z6 HD modellekben a mutans HTT (teljes vagy fragmentum) tultermeltetésével vég-
zett kisérletek szerint a mutans HTT képes gatolni a proteaszomalis és az autofag lebontést,
mitokondrialis abnormalitasokhoz (rendellenes fuzio és fisszio) és ehhez kapcsoloddan ener-
getikai- és anyagcserezavarokhoz vezet. Megvaltoztatja az endocitozist és a vezikulak transz-
portjat, transzkripcios zavart eredményez, fokozott kalcium jelatvitelt okoz (a mutans HTT
hozzakéot az IPs receptorhoz, mely a legjelentdsebb Ca?*-csatorna a neuronokban), kérositja a
szinaptikus miikodést. Igy excitotoxicitashoz és kiilonbozd neorotranszmitter receptorok (glu-
tamat-, adenozin A2-, kannabinoid- és GLT-1 receptorok) jelatvitelének zavarahoz is vezet
(Ross és Tabrizi, 2011; Dayalu és Albin, 2015; Saudou és Humbert, 2016). Tehat a vad tipusu
HTT-hez tarsitott 6sszes funkcié megvaltozik az abnormalis méreti polyQ-szakasz jelenléte
koveztében.

Ugyanakkor a HD-ban szenvedé emberekben - 1€vén heterozigotak - kettds valtozas van: ren-

delkeznek egy mutans alléllel, amely egy abnormalisan magas szamti CAG-ismétlddést tar-
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talmaz, ¢s rdaadasul csak egy példanyban lesz jelen a vad tipusu allél. A csokkent vad tipusu
HTT mennyiség tovabb arnyalja a mutans HTT taltermeltetésével megfigyelt képet, ugyanis a
csokkent (vad tipust) HTT hatasara csokken a BDNF transzportja, amelyet tovabb ront a mu-
tans HTT jelenléte (Saudou és Humbert, 2016). Tovabbi komplexitas-fokozodas lehetséges
akkor, amikor a vad tipusit HTT hianya és a mutans fehérje ellentétesen hat valamire, mint
amilyen a csillok kialakuldsa. HTT hidnydban a PCMI1 nem szallitédik a pericentriolaris
anyaghoz, aminek kovetkeztében rovid csillo lesz, vagy egyaltalan nem alakul ki csillo.
Azonban amennyiben abnormalisan hosszu a polyQ-szakasz a HTT-ben, tgy a PCMI1 nem
szallitddik el a pericentriolaris anyagtol, és abnormalisan hossza csillo alakul ki (Keryer és
mtsai., 2011). Egérmodelleken végzett kisérletek alapjan a vad tipusit HTT részleges hianya is
hozzajarulhat a HD-ra jellemz6 patologia kialakulasahoz (Dragatsis és mtsai., 2000; Van
Raamsdonk és mtsai., 2005b; Saudou és Humbert, 2016).

A HD-ra jellemzd neurondlis diszfunkciok €s az idegsejtpusztulas valdszinlileg mar a vég-
eredménye, végkovetkezménye az addig végbemend komplex valtozasoknak (Dayalu és
Albin, 2015).

Autofagia a HD-ban és a HTT az autofagiaban

Azt, hogy megvaltozik az autofag aktivitas a Huntington-kor esetében, eldszor betegek agya-
bol mutattak ki posztmortem (Tellez-Nagel és mtsai., 1974). Tébben megfigyelték, hogy a
mutans HTT fehérje hatasara az autofag struktirak mennyisége megné egér striatumi idegsej-
tekben (Kim és mtsai., 1999; Kegel és mtsai., 2000; Petersen és mtsai., 2001), és HD betegek
limfoblasztjaiban (Nagata és mtsai., 2004; Martinez-Vicente és mtsai., 2010). Az autofag
struktarak megnovekedett mennyisége ugyanakkor nem fokozott autofag aktivitasra, hanem
az autofag folyamat zavarara utal (Martinez-Vicente és mtsai., 2010; Hu és mtsai., 2014;
Martin és mtsai., 2014).

A vad tipust HTT fehérjét az ubikvitin-proteaszoma rendszer és a szelektiv autofagia is képes
lebontani, azonban a progressziv proteaszomalis karosodas és az aggregatumok képzddése a
betegség soran az autofag degradacio felé tolja el a lebontasat (Bennett és mtsai., 2005;
Bennett és mtsai., 2007; Kaushik és mtsai., 2010). A mutans HTT egy autofagia szubsztrat
(Ravikumar ¢és mtsai., 2002): a mutans HTT-t az autofagia szelektiven képes lebontani. Ezzel

Osszhangban az autofag receptoroknak, a SQSTM1/p62-nek, az ALFY-nak ¢és a Tollipnak na-
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gyon fontos szerepe van a mutans HTT lebontasaban (Bjerkey és mtsai., 2005; Filimonenko
¢és mtsai., 2010; Lu és mtsai., 2014). Idével a mutans HTT makroautofagia altali lebontasa is

sériil, ezt részben kompenzalhatja a CMA (Koga és mtsai., 2011).

A HD-ban a hibas autofag miikodésnek tobb oka lehet, egyeldre nem tudni, hogy az alabbiak
kozilil mikor melyik hatas a dominans (Martin és mtsai., 2015). Elképzelhetd, hogy fligg a
kérdéses sejttipustol és a betegség stadiumatol. A mutans HTT képes hozzakdtni a p62-hoz,
igy gatolva a lebontando strukturak autofagoszomakba keriilését (un. ,,iires autofagoszomak™
képzbddnek). Ezaltal a mutans HTT gatolja a szelektiv autofagiat és 6nnén maga lebontasat is
(Martinez-Vicente és mtsai., 2010). Gatolhatja tovabba az ATG14 és a Beclinl ULK1 altali
foszforilacigjat, ezaltal a Vps34 kindz csokkent aktivitdsu lesz az autofagoszéma-képzddés
soran (Wold és mtsai., 2016). A mutans HTT zarvanyokba csapdazhatja a Beclinl-et (Shibata
¢és mtsai., 2006), mig az oldott mutans HTT kolcsonhatasba Iéphet a Beclinl-gyel, ekkor ga-
tolja a Beclinl ¢és az Ataxin-3 kozti kdlcsonhatéast, amely a Beclinl fokozott proteaszomalis
lebontasahoz vezet (Ashkenazi és mtsai., 2017). Ezek a folyamatok a Beclinl-fiiggé autofagia
gatlasat eredményezik. A mutdns HTT hat a vezikuldk - koztlik az autofagoszomaék - transz-
portjara is, gatolja az autofagoszokmdk mozgasat, és ezaltal megakaddlyozza az au-
valé kolcsonhatason keresztil a mutdns HTT megzavarja a poszt-Golgi lizoszomalis en-

zimtranszportot, amelynek nyoman csokken a lizoszomak aktivitasa (del Toro és mtsai.,
2009).

A vad tipust HTT fehérje maga tobb ponton is fontos szerepet jatszik a szelektiv autofagia-
ban. HTT hianyaban ubikvitin és p62 kettdspozitiv aggregatumok halmozodnak fel a neuro-
nokban, ugyantigy, mint ahogyan az Atg mutans idegsejtekben (Steffan, 2010; Ochaba és
mtsai., 2014). A HTT allvanyfehérjeként fizikailag kdlcsonhat a p62-vel és LIR motivumai
réveén valdszinilileg az LC3-mal is, €s eldsegiti a p62-nek az ubikvitinalt fehérjékhez és az
LC3-hoz valo6 kapcsolodasat (Ochaba és mtsai., 2014; Rui és mtsai., 2015). A HD betegekben
¢s modellekben megfigyelt ,,iires autofagoszoma” (Martinez-Vicente és mtsai., 2010) fenoti-
pus igy valdsziniileg nem csak a mutans HTT kovetkeztében alakul ki, hanem a vad tipusu
HTT mennyiségének csokkenése is hozzajarul. Ehezés hatdsara az mTORC] aktivitasa gatlo-
dik, igy az autofagia iniciaciojat végz6 ULK1-komplex aktivalodik, amely ¢hezés-indukalta
autofagiahoz vezet (3. abra). A szelektiv autofagia ezzel szemben megfelel tapanyag ellatott-

sag, és aktiv mTORCI1 mellett is képes aktivalodni. Ez legaldbb részben a HTT-nek koszon-
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hetd, amely kozvetleniil hozzakapcsolodik az ULK1-hez, és ezaltal eltavolitja az mTORC1-
t6l (@ HTT-ULKI1 és az mTOR-ULK1 komplexek egymast kdlcsondsen kizarok) (Rui és
mtsai., 2015). A HTT e hatasat segitheti az is, hogy szintén fizikai kolcsonhatasba 1éphet az
indukcios komplexbdl az ATG13-mal és a FIP200-zal is (Ochaba és mtsai., 2014). Ezen kol-
csonhatasok egy lehetséges oka, hogy a HTT C-terminalis része bizonyos foku hasonldsagot
lektiv autofagiahoz hasonlo, un. Cvt (cytoplasm-to-vacuole) utvonal iniciaciojaban részt vevo
Atg fehérjékkel és egy autofag receptorral (Steffan 2010; Ochaba és mtsai., 2014). A HTT
kozvetlen kolcsonhatasba 1ép a Beclinl-gyel is (Ochaba és mtsai., 2014), de hogy ez hatassal

van-e az autofag aktivitasra, és ha igen, akkor hogyan befolyasolja, az egyeldre ismeretlen.

A HTT szerepet jatszik az autofagia késébbi 1épéséiben is. Sziikséges a dinein-dinaktin-HAP1
komplexen keresztiil az autofagoszémak axonok mentén térténd mozgasahoz és igy az au-
tofagoszomak éréhez is (Wong és Holzbaur, 2014). Erdekes modon, a polyQ szakasz delécio-
ja, eltavolitasa a vad tipust HTT fehérjébdl mTOR-fliggetlen médon fokozza az autofag akti-
vitast (Zheng és mtsai., 2010).

A HD-ban a neuronok egy részében citoplazmatikus zarvanyokba csapdazodik az mTOR is,
melynek kovetkeztében megnd ezen neuronokban az autofag aktivitas (Ravikumar és mtsai.,
2004). Ezzel szemben azokban a sejtekben, amelyekben oldott allapotban marad a HTT, nem
nd meg az autofagia ilyen modon. Ez lehet az egyik oka annak, hogy a mutans HTT aggrega-
tumokat tartalmazo sejtek kozott kisebb mérteékili a sejthalal, mint az aggregatumot nem (csak
oldott mutans HTT-t) tartalmazo sejtek esetében (Arrasate és mtsai., 2004; Rubinsztein, 2006;
Miller és mtsai., 2010). Ugyanakkor minden bizonnyal ennél joval komplexebb az mTOR
érintettsége a HD-ban. Egy masik tanulmany szerint ugyanis pont a lecsokkent mTORCI1 ak-
tivitas helyreallitasa az, ami javitja a striatum neuronjainak miikodését, és javitja a motoros
tiineteket HD egérmodellben (Lee és mtsai., 2015). De megfigyelték mar az mTORC1 szaba-
lyozasanak a felborulasat (Gines és mtsai., 2003; Xifr6 és mtsai., 2011) és fokozodasat is egér

striatum HD modellsejtekben (Pryor és mtsai., 2014; Walter és mtsai., 2016).
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A HD terapias lehetéségei

Farmakologiai megkozelitések

A jelenleg létezd kezelési lehetdség a tiinetek enyhitésére irdnyulnak, azt teszik lehetévé - jo
esetben (Wyant és mtsai., 2017). A motoros tiinetek koziil a vitustancszer tiineteket lehet vi-
szonylag jol kezelni. A chorea-t feltehetéen a striatumbeli GPe neuronok pusztuldsa okozza,
amely neuronok kulcsfontossdgtak az indirekt palydban (b6vebb informacidért lasd a keretes
irast a 28. oldalon). Az indirekt palya ezen hibaja a nucleus subthalamicus gatlasat eredmé-
nyezi, amely hiperkinetkus zavart eredményez (fokozodik az izom aktivitasa, amely nyoman
tilzott normalis és/vagy abnormalis mozgasok jelentkeznek) (Reiner és mtsai., 1988; Deng és
mtsai., 2004). A SNc-bél (substantia nigra pars compacta) érkezé dopamin mennyiségének
csokkentése vagy a D2 receptor blokkolasa a jelenleg 1étezd gyogyszerészeti megkozelitések
célja annak érdekében, hogy a tilzott mozgast csdkkentsék. A Tetrabenazine (TBZ) jelenleg
az egyetlen FDA 4ltal jovahagyott készitmény a vitustancszerii tiinetek kezelésére. A TBZ
reverzibilisen gatolja a vezikularis monoamin transzporter 2-t (VMAT?2) a kozponti idegrend-
szerben. A VMAT-2 csomagolja a dopamint, szerotonint és norepinefrint a citoszolbol a pre-
szinaptikus vezikulakba. [gy a VMAT-2 gatlasa fokozza e hiarom neurotranszmitter lebomla-
sat és gatolja a szinaptikus résbe tiriilését (Hayden és mtsai., 2009; Wyant és mtsai., 2017). A
dopamin mennyiség csokkentése enyhiti ugyan a vitustancszeri tiineteket, azonban a szeroto-
nin és az epinefrin deplécioja ronthat a depresszids és szorongasos tiineteken, igy fokozhatja
az ongyilkos késztetést és az ongyilkossagi kisérletek gyakorisagat a betegekben. Raadésul a
depresszio és az ongyilkossagi késztetés is altalanos a HD-ban, és sokszor nagyobb problémat
jelent, mint a vitustancszerli mozgas. Ezek erdteljes érvek a TBZ hasznélatdval szemben
(Wyant és mtsai., 2017).

A vitustancszer(i tiinetek kezelésére a TBZ-nek egy valtozata (deutetrabenazine avagy SD-
809), illetve mas gyogyszerek (antipszichotikumok, dopaminstabilizatorok, vagy a Parkinson-
korban szenveddk esetében hasznalt Amantadine) hatasat is vizsgaltak HD-betegeken. Azon-
ban az alacsony hatékonysag, illetve a mellékhatdsok sokasaga és sulyossdga miatt a kapott

eredmények a ,,nem egyértelmiien pozitiv’-tol a , kétségbeejt6-ig terjedtek (Lundin és mtsai.,
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2010; Frank és mtsai., 2016; Wyant és mtsai., 2017). A t6bbi motoros tiinet kezelési lehetdsé-
gei viszont méginkabb korlatozottak (Wyant és mtsai., 2017).

A progressziv kognitiv zavarok, altalaban el6bb jelentkeznek a HD-ban, mint a motoros tiine-
tek. A HD-ra a szubkortikalis demencia a jellemzd. A feldolgozas sebessége, figyelem, prob-
Iéma-megoldo képesség, emlékek visszakeresése tartoznak a sériilt funkciok kozé (szemben
az Alzheimer-korral, melyben agykérgi demencia van, igy megjegyzés, nyelv, és latotérbeli
zavarok figyelhetéek meg). A striatum az agykéregbdl erételjes glutamaterg beidegzésben ré-
szesiil, és feltételezik, hogy a HD-ban fokozott glutamaterg neurotranszmisszio kivaltotta
excitotoxicitds is hozzajarul a striatum idegsejtjeinek pusztulasahoz. Egy gyogyszerkisérletrol
tudni, amely a HD-ban szenveddk kognitiv zavarainak javitasat célozta meg a glutamat jelat-
vitel stabilizalasaval (a memantin alkalmazasaval, amely egy NMDA receptor gatld) (Beister
¢s mtsai., 2004). Az eredmények biztatéak voltak ugyan, de tovabbi, szigoribb kontrollok
mellett végzett kisérletek sziikségesek (Wyant és mtsai., 2017).

A HD betegekben sokféle pszichiatriai tiinet fordulhat elé, mint pl. depresszid, pszichozis,
kényszerbetegség. Ezek, illetve mas érzelmi és viselkedésbeli valtozasok valdsziniileg a stra-
tiumi kor degeneracioja, a frontalis lebeny és a ventralis anterior és medialis dorzalis talamu-
szi magvak degeneracioja révén alakul ki (Paulsen és mtsai., 2001). A pszichiatriai tiinetek
kezelésének kilatasai jobbak, mint a kognitivoké. A depresszid a leggyakoribb pszichiatriai
tiinet a HD-ban, és jol reagal a kezelésekre, a depresszios allapotot javitdo beavatkozasok igen
igéretesek. Az ongyilkos-késztetés i1s komoly probléma a HD betegek jelentds részében, erre

hatni azonban elsédlegesen szocialisan lehet (Wyant és mtsai., 2017).

Genetikai megkozelitések

Az antiszensz oligonukleotidok (ASO) kicsi, egyszali molekulak, melyeket azzal a céllal
szintetizalnak, hogy a szekvencia-komplementaritas alapjan a betegséget okozd gén pre-
MRNS-¢éhez vagy mRNS-¢éhez kapcsolodjanak. Az ASO-k egyik fajtaja a sejtmagban miiko-
dik és a pre-mRNS-hez kapcsolodva aktivalja az RNaz H-t, amely lebontja az mRNS-t (az
ASO-t meg nem). Az ASO-k masik fajtaja a citoplazmaban 1ép kolcsonhatasba az mRNS-sel,

ismétlodést, SNP-t, vagy intront (a pre-mRNS-ben) (Kay és mtsai., 2014; Skotte és mtsai.,
2014).
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Az ASO csokkenti a mutans HTT mennyiségét human fibroblasztokban (Hu és mtsai., 2009;
Gagnon és mtsai., 2010; Sun és mtsai., 2014) és javitja a HD-jellegli fenotipust egérmodellek-
ben (Carroll és mtsai., 2011; Kordasiewicz és mtsai., 2012; Sun és mtsai., 2014). Jobbara sze-
lektivek ezek a muténs allélra, és a vad tipusu géntermék mennyiségét kevésbé csokkentik.

A kezeléssel ugyanakkor vannak problémak. Hogyha az ASO a CAG-ot tamadja, akkor az
megzavarhatja mas CAG-ismétlédést tartalmazo gének mitkodését is, kiilonosen akkor, hogy-
ha a patogén HTT-ben viszonylag kicsi a CAG ismétlddések szama. Az ASO-k nem mennek
at a vér-agy gaton, igy intratekalisan kell 6ket beadni, azaz az agyat és a gerincvelot koriilve-
v, agy-gerincvelGi folyadékkal teli térbe kell bejuttatni. Onnan képesek belépni a neuronokba
¢és azok sejtmagjaba (Kay és mtsai., 2014), de lumbalis szuras esetén kérdése, hogy mennyi
ASO ¢ri el a striatumot, azaz mennyire képesek ott hatni, ahol a leginkabb sziikség lenne ra-

juk (Wild és Tabrizi 2014).

Az RNS interferencia (RNSi) alapu megkdzelitésekben a SIRNS-ek kisfokt komplementarita-
son keresztiil is képesek hatni, igy nem tudnak megbizhatdéan csak a mutans HTT-re specifi-
kusak lenni. Ugyanakkor SNP alapon tudnak tamadni, igy olyan SNP alapon is, amely néhany
¢észak-amerikai és europai HD betegben megtalalhato (Aronin és DiFiglia, 2014; Kumar és
mtsai., 2015). E polimorfizmusok nélkiil kiilonb6zé siRNS-ek kombinacidjat kell alkalmazni
ahhoz, hogy szelektiven a mutans Htt-t célozzak.

Egy egérmodellben egy Htt csendesitdé miRNS nagy aranyban bejutott a striatum sejtjeibe
(tobb mint 80%), és kb. 40%-ra csokkentette a mutans, de a vad tipusit HTT mRNS ¢és fehérje
mennyiségét is (Stanek és mtsai., 2014). Az RNSi alapt megkozelités legnagyobb problémaja
az, hogy egy viralis hordozdvektorra van sziikség, és jelenleg mindkét oldali striatumba kell
bejuttatni ahhoz, hogy hasson. Réadasul sokkal gyorsabban bomlik le a vektorrél képz6do
RNS, mint az ASO-k. HD-ban szenved6 pacienseken még nem vizsgaltak (Wyant és mtsai.,
2017).

A cink-ujj fehérjék (ZFP-k) represszorként vald alkalmazasa egy tovabbi lehet6ség. Specifi-
kusan a CAG ismétlddésekhez lehet iranyitani dket, és mivel kozel van a CAG-ismétlddés az
5 UTR-hez, ezért az a varakozas, hogy szelektivek a mutans HTT-re és nem interferalnak
mas poly-CAG génekkel (Wild és Tabrizi, 2014). Egy egérmodellben hatékonyan csokkentet-
ték a ZFP-k a mutans Htt mRNS és fehérje szintjét, mig mas poly-CAG géneket nem befolya-
soltak (Garriga-Canut és mtsai., 2012). Hatrany, hogy ezek alkalmazasahoz is viralis vektorra
van sziikség (Wild és Tabrizi, 2014).
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A CRISPR-Cas9 rendszer genomszerkesztést €s igy genomszintii szerkesztést és kezelést tesz
lehetové. Specifikusan a mutans gén inaktivalasara van lehetdség, HD betegekbdl szarmazo
fibroblasztokban és egér modellben mar sikeresen alkalmaztak (Aronin és DiFiglia, 2014;
Monteys és mtsai., 2017). A vad tipusd HTT mennyiségének felez6désébol fakadd funkciod-

csokkenésekre egyik genetikai kezelés sincsen hatassal.

Az autofagia, mint terapias célpont a HD-ban

Az autofagia kitiintetett szerepli a neuronok homeosztazisanak ¢s miikodésének fenntartasa-
ban, mert azok nem tudjak osztodassal kihigitani a karosodott fehérjéket és mas sejtalkotokat,
raadasul tobb ponton karosodik is a HD folyaman (Nixon, 2013; Hu és mtsai., 2014; Martin
¢s mtsai., 2015; Menzies és mtsai., 2017). Ugyanakkor, az autofagia legalabb részben képes a
mutans HTT lebontasara, igy a betegségért felel6s legfébb faktor mennyiségét csokkenteni.
Ezek miatt az autofag aktivitas fokozasa igéretes célpont tobb neurodegenerativ betegség ke-
zelésében, koztiik a HD-ban is (Ravikumar és mtsai., 2002; Sarkar és Rubinsztein, 2008;
Sarkar és mtsai., 2009; Martinez-Vicente 2015; Huang és Adachi, 2016; Menzies és mtsai.,
2017).

A rapamycin €s rapamycin-analogok altali autofagia aktivalas az eddig legjobban tanulma-
nyozott megkozelités a neurodegenerativ betegségekben, igy a HD-ban is. A rapamycin az
FKBP12 (peptidil-prolil cisz/transz izomeraz FK506-binding protein 12) fehérjéhez kot, és az
FKBP12-rapamycin komplex az, amely gatolja a TOR miikodését, pontosabban specifikusan
az mTORC1 miikodését (Sabatini és mtsai., 1994; Laplante és Sabatini, 2009).

Az mTOR-fiiggd megkozelitések kozé tartozo rapamyicin és a jobb vizoldékonysaggal ren-
delkez6 rapamycin észter (CCI-779 avagy Temsirolimus) tobb kiilonb6zé modellben sikere-
sen csokkentette a HD-ra jellemz6 patologiakat (Ravikumar és mtsai., 2002; Ravikumar és
mtsai., 2004; Berger és mtsai., 2006; Sarkar és mtsai., 2008).

A metformin, mely a 2-es tipusu cukorbetegség kezelésére hasznalt gyogyszer, az AMPK-n
keresztiil gatolja az mTOR-t és aktivalja az ULKI1-t, igy részben mTOR-fliggd, részben
mMTOR-fiiggetlen médon fokozza az autofagiat, és javitja a HD modellekben megfigyelhetd
patologias elvaltozasokat (Ma és mtsai., 2007; Vazquez-Manrique és mtsai., 2016) Szintén az
AMPK-n keresztiil hat az Onjisaponin B (Wu és mtsai., 2013) és egy reverzibilis AMPK-
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aktivator, az A769662, melyek javitjak a HD patologidkat modell sejtekben (Walter és mtsai.,
2016).

A rapamycin bar citoprotektiv, hatranya, hogy sok mellékhatassal bir (immunszuppresszans
tulajdonsagat transzplantaciok alkalmaval ki is hasznaljak), mivel az mTOR nagyon sok fon-
tos sejtes funkciot szabalyoz (Abraham és Wiederrecht, 1996; Kahan, 1997; Laplante és
Sabatini, 2009; Laplante és Sabatini, 2012; Fantus és mtsai., 2016). Rdadasul az mTOR érin-
tettsége a HD-ban valoszinlileg komplex, az aktivitdsdnak fokozasaval is megfigyeltek mar
pozitiv hatast egér HD modellben (Lee és mtsai., 2015). Ezért az mTOR-gatlok hasznalata
valosziniileg nem idealis. Kiilondsen igaz ez a neurodegenerativ betegségek esetében, ame-

lyeknél hosszantartd gyogyszeres kezelés sziikséges (Sarkar és mtsai., 2007Db).

Az mTOR-t6l fliggetlen megkdzelitésekként tobb kiilonb6z6 tulajdonsagi molekulat vizsgal-
tak mar. Szintén az FDA Aaltal jovahagyott készitmény a rilmenidin és a klonidin, melyeket
magas vérnyomas kezelésére hasznalnak, és a cAMP szint csokkentése révén fokozzak az au-
tofagiat (Williams és mtsai., 2008). A klonidint Drosophila és zebrahal HD modellekben tesz-
telték, és javitotta a vizsgalt patologiakat (Williams és mtsai., 2008). A rilmenidin javitja a
HD modell egerek motoros funkcidit €s csokkenti a mutans HTT mennyiségét, de nem tudja
meggatolni a sulyvesztést €s nincsen pozitiv hatassal az élettartamra (Rose és mtsai., 2010).

A verapamil kalcium-antagonista, gatolja a kalcium bejutasat a sejtbe, és szintén vérnyomas-
csokkentd, értagitd hatast. A valproat egy antiepileptikum és az IP3 szint csokkentése révén
fokozza az autofagiat (Sarkar és mtsai., 2005). A klonidinhez hasonldan a verapamil és a val-
proat is csokkentette a neurodegeneraciot Drosophila és zebrahal HD modellekben (Williams
¢és mtsai., 2008). A HD-ban megnové intracellularis kalciumszint egyik kovetkezménye a kal-
painok fokozott aktivalodasa (a kalpainok Ca-fiiggd nem lizoszomalis cisztein proteazok)
(Gafni ¢és Ellerby, 2002). A kalpainok kozvetlen gatlasa kalpasztatinnal vagy calpeptinnel fo-
kozza az autofagiat. Ennek oka az lehet, hogy a kalpainok egyik szubsztratja egy heterotrimer
G-fehérje a alegysége (Gsa), amely adenil ciklaz aktivitassal bir, és az aktivitasa (igy a cAMP
képzddése) fokozodik a kalpaionok hasitasat kovetden (Williams és mtsai., 2008; Menzies és
mtsai., 2015). A kalpasztatin tiltermeltetése csokkenti a mutans HTT mennyiségét, és javitja

a motoros funkciokat egér HD modellben (Menzies és mtsai., 2015).

Trehal6z egy chaperonként is hatd, gerincesekben endogén moédon nem képz6dd, nem reduka-

16 diszacharid, amely az mTOR-t6l fliggetleniil a gliikoztranszporterek gatlasa révén aktivalja
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az autofagiat. Neuroprotektiv hatasu kiilonféle HD modellekben, és csokkenti a mutans HTT
mennyis€gét és annak toxicitasat, és javitja a HD betegekbdl szarmazé fibroblasztok miikodé-
sét (Tanaka és mtsai., 2004; Sarkar és mtsai., 2007a; Fernandez-Estevez és mtsai., 2014,
DeBosch és mtsai., 2016; Perucho és mtsai., 2016). Egérmodellben raadasul antidepresszans-
szerll hatast figyeltek meg az alkalmazasa soran (Kara és mtsai., 2013), ami azért is fontos,

mert a HD-ban a depresszi6 a leggyakoribb pszichiatriai tiinet.

A cAMP, az intracellularis kalcium, az IP3s mennyisége vagy a gliikoztranszporterek mitkodé-
se szintén szamos folyamatra van hatassal. Ezért az mTOR-t6l fliggetleniil, de specifikusabb

moddon haté megkdzelitések sziikségesek.

Az egyik lehetséges ilyen célpont a Vps34 komplex. A Tat-Beclinl egy Beclinl fehérjébol
szarmazé 18 aminosavbol allo részlet a HIV-1 virus Tat transzdukcios fehérjéjével fuzional-
tatva, amely autofagiat indukal (Shoji-Kawata és mtsai., 2013). Ez a molekula a GAPR-1-hez
kot (GAPRI1: Golgi-associated plant pathogenesis-related protein 1, mas néven GLIPR2)
(Shoji-Kawata és mtsai., 2013). A GAPR1 a Golgi-membran citoszolikus oldalahoz, annak
lipidgazdag régidihoz kapcsolodik (Eberle és mtsai., 2002). A GAPR1 a Golgi-hoz kéti a
Beclinl-et, a Tat-Beclinl peptid hatasara azonban megvaltozik a Beclinl lokalizacidja és at-
keriil a EEA1, a Lampl, a WIPI2 és a PD1-pozitiv struktirakra (az utobbi egy ER-marker)
(Shoji-Kawata és mtsai., 2013). Ez vezet az autofag aktivitas fokozodasahoz, amely révén
csokkenti egér HD modellben az aggregatumok mennyiségét (Shoji-Kawata és mtsai., 2013).
De a Beclinl tartalmu Vps34 komplexek az autofagia mellett az endocitézisban is szerepet
jatszanak, igy feltehetéen a Tat-Beclinl nem csak az autofagiara hat, hanem az endocitézisra
is - ahogyan szintén erre utal a Belcinl kolokalizacioja az EEA1-gyel (amely korai endoszo-
ma marker) és LAMP1-gyel (amely késdi endoszoma- és lizoszéma marker).

Az L-NAME egy NOS inhibitor, mely komplex modon hat az autofagiara, részben a Vps34-
en keresztiil fokozza azt. Ugyanakkor a HD modellekben kapott eredmények ellentmondéso-

sak (Deckel és mtsai., 2001; Sarkar és mtsai., 2011).

Az mTOR-tdl fliggetleniil vagy téle downstream hatnak egy €lesztd screen-bol szarmazo kis

molekulatomegii enhancerek (small-molecule enhancer - SMER). Ezek a molekulak csokken-

crcr

dellben (Sarkar és mtsai., 2007b).
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Egyel6re ismeretlen hatdsmechanizmust autofag aktivitast noveld természetes vegyiiletek ko-
z¢ tartozik az epigallokatekin-gallat (EGCG), egy catechin tipusu polifenol, mely legnagyobb
mennyiségben a zold tea levelében talalhato. Fokozza az autofagiat és ezen hatasan keresztiil
csokkenti a mutans HTT toxicitasat kiilonb6z6 HD modellekben (Ehrnhoefer és mtsai., 2006;
Huang és Adachi 2016). A borbolyakban és rokonaikban el6forduld berberin szintén egyelére
nem ismert modon fokozza az autofag aktivitast, és egér- illetve sejtes HD modellben javitotta

cres

mtsai., 2015).

Az autofagia fokozasa az Atg14-tartalmu, autofagiara specifikus Vps34

komplex miikodésén keresztul

Az AUTEN-67 és AUTEN-99 (autophagy enhancer-67 és -99) kismolekulak egy olyan szii-
révizsgalatbol szarmaznak, melyet azzal a céllal végeztek el, hogy olyan 0ij hatdéanyagokat
azonositsanak, amelyek célzottan, kozvetleniil és specifikusan fokozzak az autofag aktivitast:
ezzel a céllal kerestek MTMR 14-gatlokat (7A abra) (Papp és mtsai., 2016; Kovacs és mtsai.,
2017). A két molekula a Velgene Three Kft. tulajdona, és szabadalmi bejegyzés alatt allnak.
Az MTMR14 (Myotubularin related 14, mas néven (h)Jumpy vagy MIP) a myotubularinok
csaladjaba tartozo lipidfoszfataz, és az autofagia iniciacidjanak egyik kulcslépésével, a Vps34
kinaz komplex altal katalizalt PI — PI3P reakcioval ellentétes folyamatot katalizal (4. és 7A
abra). Az MTMR14 gatolja a bazélis és az ¢hezésindukalt autofagiat HeLa sejtekben és hu-
man makrofagokban. A géncsendesitése fokozza a PI3P-effektor WIPI1 és az Atg9-tartalmt
vezikulak toborzasat az izolald6 membranhoz, ezaltal serkenti az autofagoszémak képz6dését,
érését és magat a lebontast (Vergne és mtsai., 2009). A géncsendesitése vagy mutacidja egér
embrionalis fibroblasztokban és egér vazizomban is az autofag aktivitds fokozodasat eredmé-
nyezi (Hnia és mtsai., 2012; Liu és mtsai., 2014). Raadasul az MTMR 14 human makrofagok-
ban nem kolokalizal a korai endoszoma marker EEA1-gyel (Vergne és mtsai., 2009). Ez az
sejteti, hogy - legalabbis azokban a sejtekben - az MTMR14 az UVRAG-ot tartalmazo 11-es
Vps34 komplexnek nem antagonistaja, mig az ATG14-tartalmq, I-es Vps34 komplexnek igen,
azaz csak az autofdg membranokon jelenlevé PI3P defoszforilalasat végzi, a korai endoszo-
man jelenlevot nem. Az AUTEN-67 és az AUTEN-99 koncentracio-fliggd modon gatolja az
MTMR14 foszfataz aktivitasat in vitro (7B abra) (Papp és mtsai., 2016; Kovacs és mtsai.,
2017).
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Kutatocsoportunkban mar korabban elkezdtik az MTMR14 Drosophila ortologjanak, az
EDTP-nek (Egg-derived tyrosine phosphatase) funkcionalis jellemzését és autofagiara gyako-
rolt hatasanak vizsgalatat. Ezen eredményeket majd Manzéger Anna doktori értékezésébol

lehet megismerni. Az AUTEN-67 és -99 autofagiara gyakorolt hatasanak vizsgalatat eml6s
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7. abra. Az AUTEN-67 és AUTEN-99 kismolekulak gatoljak az MTMR14-et. (A) Az autofagia iniciacioja-
nak egyik kulcslépése a foszfatidilinozitol (PI) - foszfatidilinizitol 3-foszfat atalakulas, melyet a PI3KC3/Vps34
kinaz katalizal. E folyamat antagonistaja a myotubularin csaladba tartoz6 MTMR 14 (Myotubularin related 14),
melynek gatlasa révén az AUTEN-67 és AUTEN-99 kismolekulak képesek fokozni az autofagoszoma képzodést
és az autofig lebontast. (B) Az AUTEN-67 és az AUTEN-99 in vitro koncentraciofiiggé modon gatolja az
MTMR 14 foszfataz aktivitasat. Papp és mtsai., 2016; Kovacs és mtsai., 2017 nyoman, a szerz6 altal modositva

sejtkultirdkon Dr. Papp Diana, Dr. Schlett Katalin, Dr. Tarnok Krisztidn ¢és Liliom Hanna vé-
gezte. Mi e molekulak hatasat jellemeztiik in vivo, Drosophila melanogaster modellorganiz-
musban, ¢és vizsgaltuk Parkinson- és Huntington-kor modellallatokon, hogy vajon képesek-€ a
a neurodegenerativ folyamatok hatasait csokkenteni. A doktori értekezésemben a munkéank

azon részeét mutatom be, amely soran az AUTEN-67 és az AUTEN-99 hatdsat vizsgaltuk
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Drosophila HD modellben. A t6bbi Drosophila-kisérlet eredménye Kovacs Tibor értékezésé-

nek targyat képezi.

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) mint HD modell

Az ecetmuslica - Drosophila melanogaster - egy altalanosan hasznalt genetikai modellallat,
melynek kutatasa tobb mint szaz éves multra tekint vissza. Ennek koszonhetden széles geneti-
kai eszkoztar keriilt mar kifejlesztésre a Drosophila genetikusok jovoltabol, amely tobbek ko-
zOtt magaban foglalja a transzgének célzott, sejt-, szovet- vagy szervspecifikus kifejeztetését
is. A binaris UAS-Gal4 rendszer mindkét eleme éleszt6bdl (Saccharomyces cerevisiae-bol)
szarmazik, az egyik az UAS (upstream activating sequence) cisz elem, a masik a Gal4 transz-
kripcios faktor. A Gal4 az UAS elemhez kapcsolodva képes az UAS-t61 downstream elhe-
lyezked6 gén (pl. transzgén vagy riportergén) transzkripcidjat aktivalni. Ma mar tobb mint
hétezer kiilonbozd promoterrel rendelkezd Gal4-et hordoz6 transzgenikus muslicatorzs all a
kutatok rendelkezésére, amellyel szinte tetszEés szerinti sejtben, szervben, szovetben lehet ira-
nyitott génexpressziot indukalni. Az UAS-Gal4 rendszer hdmérsékletfiiggést mutat, a Gal4
DNS koétési optimuma 29°C (vagyis az UAS-Gal4 rendszer 29°C-on a leghatékonyabb)
(Duffy, 2002; Lewis és Smith, 2015).

A Drosophila-t széleskortien hasznaljak kiilonb6z6 neurodegeneracios betegségek modellezé-
séhez is (Fernandez-Funez és mtsai., 2015; Lewis és Smith, 2015; McGurk és mtsai., 2015;
Sun és Chen, 2015; Xu és mtsai., 2015; Krench és Littleton, 2017). A HD-t illetéen a
Drosophila modell rekapitulalja a HD patologiai tulajdonsagainak nagy részét, raadasul a pa-
tologiahoz hozzajaruld egyes mechanizmusok jobb megismerését is lehetové teszi. Ebben a
rendszerben kivalo lehet6ség rejlik a terapias megkozelitések, hatdanyagok és gyogyszerjelolt
molekulak vizsgalatara (Marsh és mtsai., 2003; Lewis és Smith, 2015; Xu és mtsai., 2015;
Krench és Littleton, 2017).

Neurodegeneracio

Az elsé Drosophila HD modellt kozel hisz évvel ezelott hoztak 1étre. Az emberi HTT N-
terminalis fragmentumanak a felhasznalasaval késziilt, az els6 142 aminosavat kodoltak a
transzgének (HTT%2) rovid (2Q), illetve abnormalis hosszasagua (75Q illetve 142Q) patogén

polyQ szakasszal. GMR promoéterti (a fotoreceptorokban és a fejlddd Gsszetett szem jarulékos
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sejtieiben vezet kifejezddéshez) konstrukciok vizsgalataval megallapitottak, hogy az abnor-

malisan hosszu polyQ szakaszt tartalmazé mutans HTT a fotoreceptorok progressziv neuro-

crer

idegsejtek pusztulasahoz (Jackson és mtsai., 1998). A neurodegeneracié minden mas vizsgalt

Drosophila HD modellben is megfigyelheté (Xu és mtsai., 2015).

Aggregdtumképzddés

A mutans HTT nem csak neurodegeneraciohoz vezet Drosophila HD modellekben, hanem
képes aggregalodni is, az aggregatumok léte, mérete és lokalizacidja pedig fiigg a fragmen-
tum, a csonkolt mutans HTT méretétol.

Mivel a HTT-ben a polyQ szakasz az els6 exonban van, és az N-terminushoz nagyon kozel
helyezkedik el, és mind betegekbdl szarmazoé mintakban, mind az allati modellekben sokféle
N-terminalis mutans HTT fragmentum figyelheté meg a proteolitikus hasitasok kovetkezté-
ben, ezért sok vizsgalatban nem vagy nem csak az egész (teljes hosszusagi) mutans HTT fe-
hérjét fejeztetik ki, hanem valamekkora N-terminalis fragmentumot. A normalis hoSszusagu
polyQ szakasszal bir6 kontroll fehérje féleg citoplazmatikus lokalizciot mutat, nem aggrega-
16dik és nem citotoxikus. Ezzel szemben a hosszu polyQ szakaszt tartalmazé HTT fehérjék
vagy fehérjefragmentumok toxicitdst mutatnak, de a hatdsuk jelentésen kiillonbozik egymas-
tol. A teljes hosszusag 128 ismétlddést tartalmazo (128Q) HTT csak citoplazmatikus lokali-
zaciot mutat, nem képez aggregatumokat a neuronokban, és csak késén megjelend neurode-
generacidhoz vezet (Romero és mtsai., 2008). Ha csak az elsé exon keriil kifejezédésre (pl.
46Q vagy 93Q), akkor citoplazmatikus aggregatumok figyelhetéek meg, és a 93Q esetén su-
lyos degeneracio is (Zhang és mtsai., 2010). A HTT els6 136 aminosavat tartalmazo, 128
hosszusagu polyQ ismétlddést tartalmazo valtozata féleg sejtmagi aggregatumokat képez
(Branco és mtsai., 2008; Romero és mtsai., 2008). Hét természetesen el6fordulé HTT frag-
mentum vizsgalata soran (mindegyik 120Q) az nyert megallapitast, hogy a legrovidebb frag-
mentum a leginkabb toxikus és a leginkabb aggregaciora hajlamos, €és mindkét tulajdonsag

mértéke csokken a fragmentum méretének novekedésével (Barbaro és mtsai., 2015).

Az axonalis transzport zavara

Axonalis szallitas is sériil a Drosophila HD modellekben. A larvalis motorneuronokban vad
tipusu és rovid polyQ-szakaszu transzgént kifejez6 kontroll allatokban a szinaptikus vezikulak
¢s mas organellumok hatékonyan szallitodnak a neuromuszkularis kapcsolat (junkcid) felé.

Ugyanakkor hogyha egy olyan, citoplazmatikus aggregatumokat képzé HTT fragmentum fe-
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jezodik ki, amely az elsé 548 aminosavat tartalmazza (és 128Q-t: 128Q-HTT>%), akkor az
nagymértékben gatolja az organellumok axonmenti szallitasat, és axonduzzadashoz vezet. Az
érintett larvak mozgasa lelassul, jelezve a motorneuron milkddésében bealld zavart

(Gunawardena és mtsai., 2003; Lee és mtsai., 2004).

Motoros funkcidk romlasa

A larvak mozgasanak valtozasan til a felndttek motoros képességei is csokkennek. Az egyik
konnyen tesztelheté motoros tulajdonsag a felndttek maszo képessége, amely a tobbi patold-
giai tulajdonsaghoz hasonléan progressziv (Marsh és mtsai., 2003). A mutans HTT a maszo-

képesség romlasa mellett csokkent repiilési képességet is eredményez (Romero és mtsai.,
2008).

Fokozott neurotranszmisszio és megemelkedett kalcium-szint

A 128Q-HTT*® HD modellben fokozott neurotranszmissziot lehet tapasztalni (Lee és mtsai.,
2004), de az axonalis transzport karosodasa is jellemz6. Ezért nem lehetett tudni, hogy a fo-
kozott neurotraszmisszi6 ok vagy okozat. Az ugyanakkora polyQ-szakaszt tartalmazo, de tel-
jes hosszasagn HTT fehérje (128Q-HTT) jelenléte is fokozott neurotranszmissziohoz vezet,
még barmiféle lathatdo neurodegeneracié elott (Romero és mtsai., 2008). A vizsgalt larvalis
neuronokban nem volt megfigyelheté sem citoplazmatikus zarvany, sem sejtmagi zarvany,
sem az axonalis transzport zavara, ellenben rendellenesen magas volt a preszinaptikus Ca?*-
szint (Romero és mtsai., 2008). A preszinaptikus Ca?*-szint csokkentésével javitani lehetett az
ingeriiletatviteli rendellenességen és a neurodegeneracion. Ez azt sugallja, hogy a preszinapti-
kusan abnormalisan magas Ca®*-szint vezet a fokozott neurotranszmissziéhoz (Romero és
mtsai., 2008). HD betegekben és egérmodellekben is abnormalis kalciumszint figyelheté meg,

amely valosziniileg egy korai patologiai jelenség (Raymond, 2017).

Transzkripcidé megvaltozasa

HDAC (hisztondeacetilaz) farmakoldgiai vagy genetikai gatlasa javitja a Drosophila HD mo-
dell patologiai tulajdonsagait, igy a HDAC érintettsége révén elképzelhetd, hogy a transzkrip-

ci6 szabalyozasa is felborul Drosophila HD modellben is (Steffan és mtsai., 2001).

Csokkent élettartam

Az abnormalis hosszsagu polyQ szakaszt tartalmazé mutans HTT-t kifejez6 allatok révidebb

ideig élnek, mint a kontroll egyedek. A mutans HTT tehat megroviditi az é€lettartamot
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Drosophila HD modellekben is (Marsh és mtsai., 2003; Lee és mtsai., 2004; Romero ¢és
mtsai., 2008).

Jelenleg a Huntington-kér gyogyithatatlan, illetve a tlineti kezelések is mérsékelten hatéko-
nyak viszonylag sok mellékhatassal (Wyant és mtsai., 2017). Ezért mind a mai napig igen
fontosak azok a farmakologiai kisérletek, amelyek a Huntington-kor gyogyitasat és a tiinetek
enyhitését célozzak. A Drosophila HD modellek jol megjelenitik a HD szamos patologiai tu-
lajdonsagat, igy hatoanyagok, potencialis gyogyszermolekulak tesztelésére kivaloan alkalmas

az emlésmodellek elbtt.

A fentebb emlitett autofagia-fokoz6é molekulak koziil a rapamycin (Ravikumar és mtsai.,
2004), a klonidin, a verapamil, a valproat (Williams és mtsai., 2008), egy ¢lesztd genetikai
szlir6vizsgalatbol szarmazo harom kis molekulatomegii enhancer (Sarkar és mtsai., 2007b) és
az EGCG (Ehrnhoefer és mtsai., 2006) bir jotékony hatassal Drosophila HD modellekben.

A neurodegeneracié mértékét csokkenti tovabba a polyQ oligomerek ndvekedését gatlo kon-
govoros (Apostol és mtsai., 2003; Takahashi és mtsai., 2008), az Alzheimer-korban szenve-
dok esetében is igéretes metilénkék (Sontag és mtsai., 2012) és egy szerves diszulfid, a
transzglutaminaz inhibitor cisztamin (Apostol és mtsai., 2003). Szintén neuroprotektivnek bi-
zonyult a SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid) és a butirat hisztondeacetilaz gatlok al-
kalmazasa (Steffan és mtsai., 2001). Hasonld pozitiv eredményekhez vezetett az Y-27632,
amely egy ROCK gatlo és rajta keresztiil a sejtvazszervezddésre hat (Pollitt és mtsai., 2003),
¢és egy HSP90 gatlo, a geldanamycin alkalmazasa (Agrawal és mtsai., 2005). Mesterségesen
tervezett peptidalapti mutans HTT-gatlok szintén csokkentették a fotoreceptorok degeneracio-
jat (Kazantsev és mtsai., 2002; Nagai és mtsai., 2003). Kombinaciok vizsgalata is tortént azzal
a céllal (pl. a cisztamin, a kong6vords €és a SAHA esetében), hogy alacsonyabb koncentracio-
ban lehessen hasznalni az egyes Osszetevoket, és igy csokkenteni lehessen az egyes kompo-
nensek altal okozott mellékhatasokat (Agrawal és mtsai., 2005). Amennyiben a HTT-
specifikus ellenanyaggal kombinaltak a cisztamin hatasat, az tovabb fokozta a neuroprotektiv

hatast (Bortvedt és mtsai., 2010).

A Drosophila az autofagia-alapt kutatasokra is kivaloan alkalmas modell, a sokrétii és széles-
korten tesztelt és alkalmazott modszerek miatt, valamint azért, mert az ecetmuslicaban és az

emlésokben lejatszodd makroautofagia igen sok hasonlosagot mutat (Chang és Neufeld, 2010;
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Mauvezin és mtsai., 2014; Mulakkal és mtsai., 2014; Nagy és mtsai., 2014b). Raadasul a
HTT/Htt szelektiv autofagidban betoltott szerepe is legalabb részben konzervalt az emldsok €s
a Drosophila kozott (Rui és mtsai., 2015). Mivel a Drosophila HD modellek rekapitulaljak
a(z emberi) HD patologiai tulajdonsagainak jelentés részét, és kivaldoan alkalmas autofagia-
alapu kutatasokra és gyogyszerjelolt molekuldk tesztelésére, igy az autofagiat fokozod kismo-
lekulak - mint amilyen az AUTEN-67, és az ATUEN-99 - Huntington-koérra kifejtett hatasa-

nak kezdeti vizsgalatara is alkalmas modell.
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Célkitlizések

A Huntington-kér (HD) egy sulyos, gyogyithatatlan neurodegenerativ betegség. A kiilonb6z6
HD modellekben az autofag aktivitas genetikai vagy farmakoldgia fokozasa neuroprotektiv
hatasti. Azonban az eddigi autofagia aktivald megkozelitések célpontjai a kozponti autofag
apparatustol uprstream és/vagy tavol hatd szabalyozo fehérjék, amelyek nem csak az autofa-
giara hatnak, hanem szamos mas sejtbiologiai folyamatra is. gy e megkozelitések jelentés
mellékhatas-kockéazatokkal birnak.

Az autofagia inicidcié egyik antagonistaja az MTMR14. Célunk az MTMR 14 gétlasan keresz-
tiil hat6 AUTEN-67 és AUTEN-99 autofagia-fokoz6 kismolekulak hatasanak vizsgélata volt

Drosophila melanogaster Huntington-kér modellben. Konkrét céljaink:

1. A taplalékkal felvett gyogyszerjelolt molekuldk képesek-e a felnétt allatok agyéaban is fo-
kozni az autofagiat (ahogyan az a larvak/larvalis zsirtest esetén elmondhato).
2. Pozitiv eredmény esetén célunk volt a gydgyszerjeldlt molekulak
- autofagiara gyakorolt hatdsdnak elemzése az autofag receptor Ref(2)P/p62 és az ubik-
vitinalt fehérjék vizsgalataval
- motoros funkcidkra gyakorolt hatdsanak vizsgalata (maszo- és repiilési képesség tesz-
telése)
- mutdns HTT mennyiségére kifejtett hatdsanak vizsgalata
- ¢lettartamra gyakorolt hatasanak vizsgalata

anem patogén 16Q-HTT-t és a patogén 128Q-HTT-t kifejez6 HD modellallatokban.
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Anyagok és modszerek

A hasznalt ecetmuslica torzsek és tartasuk

Az ecetmuslica torzsek fenntartasa, illetve a veliik végzett genetikai munka, keresztezések
egyarant 18°C-25°C-0s kornyezetben torténtek. A kisérletek soran a maximalis UAS-Gal4
hatékonysag végett 29°C-on tartottuk az allatokat. A hagyomanyos agar-kukoricaliszt-cukor-
¢lesztd tartalmu taptalajok egyikét hasznaltuk a munkank soran, melynek Gsszetétele és elké-
szitése a Kovetkezo:

Egy liter taptalaj f6zéséhez

- 66,859 kukoricalisztet,

- 32,599 cukrot,

- 10g agart,

- 26g ¢lesztot hasznalunk.

Miutan ezt 6sszemértiik, 1 liter hideg vizet adunk hozza, j6l 6sszekeverjiik, és mikrohullamt
stitében 17-20 percig f6zziik (800W), kdzben masfél-két percenként csomdmentesre keverjiik.
A kész taptalajt 20 percig hiilni hagyjuk, majd (amikor mar kb. csak 60°C-0s) 10ml 25%-0s
(m/V) nipagin (4-hidroximetil-benzoat) 96%-os etanollal alkotott oldatat adjuk hozza. Ezt ko-

vetden adagoljuk a taptalajt az iivegfiolakba, kb. 4-7 ml-t csdvenként.

Az alabbi ecetmuslica torzseket hasznaltuk: w8 (BL5905), Appl-Gal4, y*, w* (BL32040),
w18 Ddc-Gal4 (BL7009), w!!!®; UAS-16Q-HTT/CyO (BL33810), wl!®; UAS-128Q-HTT
(BL33808) - ezeket a bloomingtoni térzskézpontbol (Bloomington Drosophila Stock Center)
rendeltiik. Az autofag strukturak vizsgalatahoz hasznalt UAS-mCherry-Atg8a-t (Chang és
Neufeld, 2009) Dr. Juhasz Gabor (ELTE, Anatomiai, Sejt- és Fejlodésbiologiai Tanszék) bo-

csatotta rendelkezésiinkre.

Hatéanyag-kezelések

A felnétt allatok kezeléséhez az AUTEN-67-et, illetve az AUTEN-99-et DMSO-ban (Sigma,
D8418) oldottuk majd élesztészuszpenzidhoz adtuk (az élesztészuszpenzid 2 g szaritott élesz-

t6 és 10 ml viz felhasznalasaval késziilt) ugy, hogy az AUTEN-koncentracié a végtérfogatra
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széamitva a kivant mértéki (pl. 50, 100 vagy 200 uM-os) legyen. Kontrollként mindig az adott
kezeléshez alkalmazott DMSO-val megegyezd térfogati DMSO-t kevertiink az élesztdszusz-
penzidba. Az igy késziilt élesztészuszpenzidkat szétosztottuk (1-1,2 ml-enként) és lefagyasz-
tottuk, -20°C-on taroltuk az adott kisérlet végéig.

A vizsgalataink soran a megfelelé genotipusi (AUTEN-67-tel vagy az AUTEN-99-cel kezel-
ni kivant) feln6tt allatokat a babbdl valo kikelés utan 1-11 éraval a mar el6z06 nap el- és eloké-
szitett hatdanyagos csovekbe tettiik: a taptalaj felszinére 65ul AUTEN-t (vagy csak DMSO-t)
tartalmazé élesztOszuszpenzidt adtunk, és egyenletesen eloszlattuk a felszinén. Az allatokat
vizsgalattol fliggetleniil minden masodik nap tovabb raztuk 1j, frissen késziilt hatéanyagos

csovekbe.

Maszdéképesség vizsgalata és atlagsebesség meghatarozasa

Klasszikus, ,,hosszatavi” maszoképesség-vizsgalathoz az allatokat tartalmazo csévekbdl 20-
20 ndstényt valasztottunk ki véletlenszertien, és ezekkel végeztilk a vizsgalatot. A szén-
dioxiddal valo altatast kdvetden egy vékony, specidlisan erre a célra gyartatott ivegcsdbe
(hossza 25 cm; atmérdje 1,5 cm) tettiik az allatokat, majd vattaval bedugoztuk. Az altatast ko-
vetden vartunk két orat, és ezt kovetden kezdtiik el a mérést. Az allatokat tartalmazo tivegesd
aljat figgélegesen tartva finoman leiitottiik 6tszor a csovet, igy minden allat biztosan leesett a
csO aljara. Erre a hatisra az allatok negativ geotaxissal valaszolnak, ¢és elkezdenek folfelé
maszni az livegesO faldn (a csében a hely sziikossége nem kedvez a replilésnek). Az allatokat
megfigyelve feljegyeztiik, hogy 20, 40 illetve 60 mp alatt hany allat ért fel a csé tetejére (hany
allat érte el a 21,8 cm magasan levé vonalat). Minden esetben 3-6 parhuzamossal dolgoztunk,
¢s haromszor ismételtiik meg a kisérleteket (20 perces sziineteket beiktatva).

,»Rovidtava” maszoképesség-vizsgalat €s atlagsebesség meghatarozasa sordn az allatok ma-
szOképességét egy masik rendszerben vizsgaltuk. A vizsgalatra szant allatokat tartalmazo cso-
vekbdl 10-10 néstényt véletlenszeriien kivalasztottunk és szén-dioxid-dal valo altatast koveto-
en egy 9 cm magas, 2,2 cm szé€les livegesobe, a fenntartdsokhoz is hasznalt iivegfioldba tettiik
Oket. Az altatast kovetd felépiilési idO leteltével az allatokat tartalmazé fioldkat egyszer fino-
man de hatdrozottan leiitottiik, hogy az allatok leessenek a fiola aljara. Az allatok erre a hatés-
ra ezesetben is negativ geotaxissal valaszolva elindultak folfelé az iivegfalon. A vizsgalatot
videora vettiik, a felvételeket vizsgdlva megallapitottuk, hogy melyik allat mennyi 1d6 alatt
(h&dny masodperc, hany tizedmdasodperc alatt) érte el az 5 cm magassdgban levd vonalat. Az

igy kapott adatokat tobbféleképpen elemeztiik. Egyrészt megallapitottuk, hogy a 10-bdl hany
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allat érte el 10 illetve 20 mp alatt az 5 cm magassagban levé vonalat, illetve megbecsiiltiik az
allatok atlagsebességét (egyenes vonalii mozgasként kezelve a maszasukat). Minden esetben 3
parhuzamossal dolgoztunk és haromszor ismételtiik meg a kisérleteket (20 perces sziineteket

beiktatva).

Repiilésvizsgalat

Az allatok repiilésének vizsgalatahoz egy 11 cm atmérdji, 97 cm hosszu hengert hasznaltunk,
melybe egy kartonlapot helyeztiik, melynek belsé oldalat rovarcsapda ragasztoval dekoraltuk
elézoleg. 20 ndstény allatot tartalmazo csoveket egy tolcsér és egy keskeny cso segitségével
beleraztunk a fliggdlegesen alld hengerbe (8A ébra), majd a ragasztés 90 cm hosszu kartonla-
pot kiszedve ¢és kiteritve megallapitottuk, hogy az egyes allatok a kiindulashoz képest hany
cm-t megtéve ragadtak bele a ragasztds kartonlapba, azaz mekkora utat tettek meg a levego-
ben (8B éabra). Az igy megtett ut forditottan ardnyos a repiilési képességgel, minél jobb az
adott allat reptilési képessége, annal hamarabb szarnyra kap (Babcock és Ganetzky, 2014). Az
eredményeket a repiilési index szarmazatott mennyiséggel mutattuk be, az allatok zuhanassal
megtett tavolsagat kivontuk a vizsgalt teljes tavolsagbol (mm-ben) és 100-zal osztottuk, hogy
a kapott érték 0 és 9 kozé essen. Az allatok egy része egyaltalan nem kapott szarnyra. Ezek az
allatok belezuhantak a henger alatt elhelyezett paraffinolaj tartalmu talba, amelyben szintén
megszamlalhatoak voltak a teljesen ropképtelennek bizonyulod allatok. 3-3 parhuzamost hasz-
naltunk, és a legjobban repiild 33 allat eredményét jelenitettilk meg a vizsgalt 60-bol, mert

legalabb 33 minden esetben szarnyra kapott.
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8. abra. A repiilésvizsgalathoz hasznalt berendezés és egy a vizsgalat soran kaphat6 eredmény sematikus
rajza. (A) Az allatok repiilésének vizsgalatahoz egy 11 cm atmér6jii, 97 cm hossz hengert hasznaltunk, melybe
egy kartonlapot helyeztiik, melyet rovarcsapda ragasztoval dekoraltunk beliilr6l. Az allatokat tartalmazé csove-
ket egy tolcsér és egy keskeny csé segitségével beleraztunk a fiiggblegesen allo hengerbe. Az esetiinkben a tol-
csér alja beleért a hengerbe (az abran feltiintetettel ellentétben). (B) Az allatok altal a cs6ben zuhanassal megtett
ut forditottan aranyos a repiilési képességgel. A hengerbdl kiszedett majd kiteritett kartonlapon megallapithatd,
hogy hany cm-t tett meg a kiindulastol (a tolcsér aljatdl) minden egyes allat zuhanva a hengerben, mieldtt
szarnyra kapva belerepiilt volna a hengert béleld ragasztoval ellatott kartonpapirba. Az 1. tdrzs jobb repiilési ké-
pességgel rendelkezik, mint a II. torzs. Rosszabb repiilési képesség esetén az allatok egy része egyaltalan nem
képes szarnyra kapni, és belezuhannak a henger ala helyezett paraffinolaj tartalmu talba. Babcock és Ganetzky,
2014 nyoman, a szerz6 altal médositva

Elethossz-mérés

Ndstény allatok élettartamat hataroztuk meg. 5-11 parhuzamost hasznaltuk, csovenként 20-30
nésténnyel és kb. 6tddannyi him egyeddel (hogy megtermékenyitsék a ndstényeket). Minden

nap feljegyeztiik az aznapra elpusztult allatok szamat.

Mikroszkdpia

A szemikonfokalis fluoreszcens felvételeket Zeiss Axioimager Z1 upright mikroszkoppal
(Plan-NeoFluar 10x 0,3 NA, Plan-NeoFluar 20x 0,5 NA és Plan-Apochromat 63x 1,4 NA ob-
jektivekkel) szemikonfokalis ApoTome feltéttel készitettiik az AxioVision 4.82 program se-

gitségével.
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A mintael6készités az autofagia felnétt agyban valé mikroszkopos
vizsgalatahoz

Feln6tt agyakat PBS-ben boncoltuk (Sigma, P4417), majd glicerin-PBS 4:1 aranyu oldataval
fedtiink, amely a sejtmagok jeloléséhez sejtmagfestéket, Hoechst 33342-t (0,1 mg/ml, Mo-
lecular Probes, H-1399) is tartalmazott.

Immunhisztokémia

A felnétt allatokat lefejeztiik, majd eltavolitottuk a szajszervet €s a feji kutikulat felnyitottuk
PBS-ben olyannyira, hogy az eljaras folyaman hasznalt oldatok zavartalan aramlasa biztositva
legyen. A mintakat 400 ul 4%-o0s formaldehidben (PBS-ben oldott) fixaltuk egy éjszakan at,
4°C-on, ezutan haromszor 20 percig mostuk 400ul PBT-ben (PBT: olyan PBS, amely 0,1%-
ban Tween 20-t is tartalmaz). Ezutan kovetkezett a blokkolas, amelyhez PBT-ben oldott 5%-
os kecskeszérumot (Life Technologies, PCN5000) hasznaltunk (ez a blokkol6 oldat, a térfogat
400 pl - ahogyan minden tovabbi 1épés esetén is), egy oran at. A kivant elsddleges ellenanya-
got blokkold oldatban adtuk a mintdkhoz, és 4°C-on inkubaltuk egész éjszakan at. Ezt kove-
tden egyszer mostunk 20 percig 5xNaCl PBS-sel és PBT-ben (szintén 20 perc). Ezt kovette az
ujabb blokkolas (20 perc), majd a blokkold oldatban a masodlagos ellenanyag (60 perc), két
ugyanolyan mosasi 1épés, mint az els6dleges ellenanyag utan, a sejtmagfestés PBS-ben oldott
Hoechst-tel (Hoechst 33342 PBS-ben oldva, ImM, 1:20) 6 percen at. Utana PBT-ben, majd
PBS-ben mostuk a mintakat, végiil PBS-sel oblitettiik. A mintakat ekkor boncoltuk PBS-ben.
A fedéshez ProLong Gold antifade reagenst (Molecular Probes, P36934) hasznaltunk. Az igy
jelolt mintak vizsgalatara legkorabban masnap keriilhetett sor. A munkank soran az alabbi el-
lenanyagokat hasznaltuk:

Elsddleges ellenanyagok

- anti-Ref(2)P, nyulban termeltetett, 1:200 (Pircs és mtsai., 2012)

- anti-polyQ, egérben termeltetett, 1:100 Merck, MAB1574

- anti-Ubi, egérben termeltetett, 1:500, Merck, ST1200

Masodlagos ellenanyagok:

- anti-nyul Alexa Fluor 488, 1:500 (Life Technologies, A11008)

- anti-egér Texas Red, 1:500 (Life Technologies, T862)
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Fehérjeizolalas és western blot analizis

A western blot kisérletekhez a fehérjét az allatok fejébdl izolaltuk, hét fejet hasznalva egy
technikai parhuzamoshoz. A fejekhez 28,6 ul Fly lysis buffert (1% Tween20, SOmM Tris
7,.5pH, 150mM NaCl, ImM EDTA, kétszer desztillalt viz, 1 proteinaz inhibitor tabletta
[cOmplete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail, Sigma, 11836153001]) és 28,6 ul 2x SDS min-
tafelvivot (950 pl 2x Laemmli Sample Buffer [Bio-Rad #161-0737] és 50 ul B-merkaptoetanol
[Reanal, 60-24-2]) adtunk. 95°C-on forraltuk 5 percen at, majd homogenizaltuk és ujra forral-
tuk 95°C-on 5 percig. Ezt egy 5 perces centrifugalasi 1épés kovette (8000 g), majd a feliiluszo
athelyezése 11j eppendorf cs6be. A mintakat felhasznalasaig -20°C-on taroltuk.

Western blot analizishez 5 percen keresztiil forraltuk a fehérjemintakat tovabbi denaturalas
végett. A gélre (mini-PROTEAN TGX precast gels, 4-20%, Biorad, 456-1093) azonos térfo-
gati mintakat vittiink fel (15 vagy 20 ul), a nedves blottolas nitrocelluloz membranra (Kisker
Biotech, 30805150) tortént. Ezt mosas kovette TBST-ben (tris-buffered saline + Tween-20),
majd az egy Oran at tartd blokkolas, 3% tejportartalmu (Biorad, 170-6404) TBST-ben. A ki-
vant elsodleges ellenanyagot blokkolo oldatban adtuk a mintdkhoz, és 4°C-on egész ¢éjszakan
at inkubaltuk. Ezt kdvetéen 3-szor tiz percen at mostuk TBST-ben, majd a megfeleld, alkali-
kus foszfataz-konjugalt masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk a membrant blokkold oldatban
egy oOran at. Ezt Gjabb haromszor tiz perces TBST-s mosas kovette. Majd alkalikus foszfataz
(AP) pufferrel mostunk kétszer 5 percen at. Az el6hivas NBT-BCIP (Sigma, 72091) kemilu-
mineszcens AP szubsztrat segitségével tortént.

A munkank soran az alabbi elsddleges ellenanyagokat hasznaltuk:

- a-Tub84B, egérben termeltetett, 1:2500, Sigma, T6199

- anti-Ref(2)P, nytlban termeltetett, 1:2500 (Pircs és mtsai., 2012)

- anti-Ubi, egérben termeltetett, 1:500, Merck, ST1200

- anti-polyQ, egérben termeltetett, 1:1000, Merck, MAB1574

- anti-HTT, nyualban termeltetett, 1:1000,Viva Bioscience, VB3130

Masodlagos ellenanyagok:

- anti-nyul IgG alkali foszfataz (1:1000, Sigma, A3687)

- anti-egér IgG alkali foszfataz (1:1000, Sigma, A8438)

Az elektroforézishez 1x-es fehérje futtatod - running - puffert hasznaltunk.

A tomény, 10X puffer osszetétele 1 literre vonatkozodan:

* 30,3 g Tris bazis (Sigma, T1503-KG)

* 144 g glicin (VWR, 97061-128)
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* 5 g SDS (Sigma, L-4390)

* 1 liter kétszer desztillalt viz

Hasznalat: 1x-esre higitva

A nedves blottolas 1x transzfer pufferben tortént.

A tomény 10x transzfer puffer 6sszetétele 1 literre vonatkozodan:

* 30,3 g Tris bazis (Sigma , 1503-KG)

* 144 g glicin (VWR, 97061-128)

* 1 liter kétszer desztillalt viz

Hasznalat: 1x-esre higitva kétszer desztillalt viz metanol 8:1 arany( oldataval (kétszer desztil-
lalt viz + metanol + 10x transzfer puffer sorrendben).

AP (alkalikus foszfataz) puffer 6sszetétele 100 ml-re vonatkozoan:
* 10 ml 1M Tris-HCI (pH 9,5) [1 mlI 6N HCI + 8 ml 1N HCI]

* 5Sml IM MgCl

* 2 ml 5M NaCl

* 100 ul 20% Tween 20

* 100 ml-ig kétszer desztillalt viz

A felvételek mennyiségi kiértékelése

A képek elemzéséhez, a felvételek kvantitativ kiértékeléséhez az AxioVision 4.82 és az
ImageJ 1.45s (Schneider és mtsai., 2012) szoftvereket hasznaltuk. A pontszerii struktirak
kvantifikalasat Cut View képeken végeztiik, amelyeket az AxioVision 4.82-ben allitottunk el
az egyedi 1 um vastag optikai szeletekbdl maximum intensity projection eljarassal. Az Image]
1.45s képelemzd szoftverben sorban az alabbiakat végeztiik az adott kép megnyitasat kovetd-
en: csatorna osztas, hattérkivonds, alapértelmezett kiiszobot hasznaltuk, vagy azt modositottuk
valamelyik irdnyba, ha sziikséges volt, majd analizaltuk a partikulumokat.

A sejt-/régidszintli kolokalizaciok, egyiittes eldfordulasok elemzése soran a mikroszkopos
felvételeken - szintén AxioVision 4.82 ¢s ImageJ 1.45s szoftverek segitségével - meghataroz-
tuk azon teriiletek nagysagat, amelyek a piros €s a zold csatornakon is intenziven jelolodtek,
¢és azokét is, amelyek csak az egyik csatornan.

A western blot kisérletek eredményeként kapott képeket ImageJ-ben értékeltiik ki, denzito-
metriai elemzést hasznalva. Ezen utobbi mennyiségi meghatarozasok nagyban fiiggnek az ex-

poziciods 1d6tél, igy az altaluk kapott szamértékek csak gyenge becsléseknek tekinthetéek.
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Statisztika

Annak eldontésére, hogy az altalunk vizsgalt minta normaleloszlasu-e vagy sem, Lilliefors
vagy Kolmogorov-Smirnov normalitas tesztet hasznaltunk. A munkank soran csak fliggetlen
mintakkal dolgoztunk. Amennyiben mindkét 6sszehasonlitandé minta normaleloszlast volt,
akkor F tesztet hasznaltunk a variancidjuk 6sszehasonlitdsara. Amennyiben a varianciak meg-
egyeztek (az F teszt eredményéiil kapott p > 0,05), kétmintas t-probat alkalmaztunk, ha a vari-
anciak kiilonboztek, akkor d-tesztet (mas néven Welch-tesztet) végeztiink. Hogyha az 6ssze-
hasonlitando fiiggetlen mintak nem voltak normaleloszlastuak (legalabb az egyik nem volt az),
akkor Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk. Ezekhez a MatLab 7.12.0.635 (R2011a) vagy az
RStudio 0.98.1102 programot hasznaltuk. Amennyiben sziikséges volt, Bonferroni post hoc
korrekciot végeztiink. Az ¢€lethossz mérések soran kapott talélési gorbék Osszehasonlitasat
log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztiik, SPSS 17.0 szoftverben. Az egyes p értékékre a diag-
ramokon kiilonb6z6 szamu csillagokkal utaltam: *: 0,01<p<0,05. **: 0,005<p<0,01. ***:
p<0,005.
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Eredmények és értékelésuk

Az AUTEN-67 és -99 kismolekulak novelik az autofag strukturak

mennyiségét Drosophila feln6tt agyban

Az AUTEN-67 és -99 kismolekulak autofag aktivitasra gyakorolt hatasanak larvalis zsirtest-
ben torténd sokrétli vizsgalata Kovacs Tibor kollégdm doktori munkdjaban ismerheté meg
részletesen. Mind a két molekula fokozza az autofag aktivitast, és ez a hatas az EDTP-n ke-
resztiil valosul meg (EDTP mutans genetikai hattérben a molekulak nem tudjak fokozni az

autofag lebontast) (Papp és mtsai., 2016; Kovacs és mtsai., 2017).

Az EDTP kifejez6dik a felndtt allatok agyaban, mind a FlyAtlas nagy ateresztoképességii
vizsgalatok eredményeit tartalmazé adatbazis szerint (Robinson és mtsai., 2013), mind Ko-
vécs Tibor, Muranyi Gabor és Szinyakovics Janka volt, illetve jelenlegi kollégaim eredményei
alapjan. Az MTMR14 agyi expresszidjat eddig csak korlatozottan vizsgaltak, de a vizsgalt ré-
giokban (agykéreg, kisagy, felsd halantéki tekervény) kifejezodik (Uhlen és mtsai., 2015;
Kovacs és mtsai., 2017), ezért az EDTP gatlasan keresztiil hato molekulak vizsgélata az ecet-

muslica felndttek agyaban megalapozottnak és indokoltnak tlinik.

Annak a kérdésnek az eldontésére, hogy képes-e a két gydgyszerjelolt molekula a feln6tt agy-
ban fokozni az autofag aktivitast, UAS-mCherry-Atg8a és Ddc-Gal4 transzgéneket egyarant
hordozo hét napos allatokat vizsgaltunk. Az mCherry-Atg8a riporterfehérje minden autofag
struktarat megjeldl, azonban a méretbdl (€s ezzel dsszefliggésben a fluorofor révén a fényes-
ségbdl) fakaddan foként az autolizoszomakat teszi lathatova (Mauvezin és mtsai., 2014; Nagy
¢és mtsai., 2014b). A Ddc-Gal4 a Dopa dekarboxilaz (Dopa decarboxylase - Ddc) promotere
révén a dopaminerg és szerotoninerg idegsejtekben fejezi ki a Gal4 fehérjét, igy ezen neuro-
nokban vizsgaltuk az autofag strukturak mennyiségét kontroll, illetve AUTEN-67-, -99-kezelt
mintakban. (A valasztas azért esett a Ddc-Gal4-re és igy a dopaminerg és szerotoninerg neu-
ronokra, mert igy egyidejiileg arra a kérdésre is valaszt kaphattunk, hogy a Ddc-Gal4-vezérelt

mutans emberi Parkin fehérjét kifejez6 Parkinson-kor modell allatok esetében is vezethet-e
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eredményre az AUTEN-67 és -99 alkalmazasa. A Parkinson-kor modellen kapott eredmé-

nyekrdl Kovacs Tibor doktori értekezésében lehet olvasni.)

A vizsgalt hatéanyag koncentracié (az AUTEN-67 esetében 50 uM, mig az AUTEN-99 ese-
tében 100 uM), mindkét gydgyszerjelolt molekula esetében szignifikansan fokozta az autofag
struktardk mennyiségét (teriiletaranyat) felndtt agyban (9. dbra). Az altalunk vizsgalt két hato-
anyag tehat a taplalékként szolgald élesztészuszpenzidval felvéve képes hatni, igy érdemes-

nek tartottuk a molekuldk HD modellallatokra gyakorolt hatdsanak vizsgalatat.

Az altalunk valasztott HD modellben a patogén fehérjét az UAS-128Q-HTT transzgén kodol-
ja, azaz 128Q hosszusagu poliglumatin szakaszt tartalmazé teljes emberi fehérjét kodolo
transzgént hordozo allatokat hasznaltunk. Kontrolként egy révid, nem patogén, 16Q hosszl-
sagl poliglutamin szakaszt tartalmazo HTT fehérjét kifejezé (UAS-16Q-HTT) muslicakat al-
kalmaztunk. A nevezéktani szabalyokkal 6sszhangban HTT/HTT rovidités minden esetben az
emberi Huntingtin génre / Huntingtin fehérjére utal. Egy korabbi tanulmanyban e transzgéne-
ket a motoneuronokban expresszalodd C164-Gald-gyel fejeztették ki (Romero és mtsai.,
2008). A HD tiinetei azonban nem korlatozodnak csak a motoros idegrendszerre, a kognitiv
képességek hanyatlasa és pszichiatriai kérképek is jellemzoek a betegekre, ezért egy széle-
sebb expresszioji Gal4-gyel, a panneuralis Appl-Gal4-gyel vezéreltiik a transzgének expres--

sziojat, amely a latolebenyek kivételével a teljes protocerebrumban kifejezddik (Torroja és
mtsai., 1999).
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mCherry-Atg8a Hoechst egyesitett

kontroll (csak DMSO)|

teriiletaranya
(6]
1

1« [ O kontroll (csak DMSO)
05 - O AUTEN-67 - 50 uM
O AUTEN-99 - 100 uM

mCherry-Atg8a-pozitiv
struktarak normalizalt

0

9. abra Az AUTEN-67 (50 pM) és az AUTEN-99 (100 pM) kismolekula fokozza az autofag strukturak
mennyiségét Drosophila felnétt agyban. A kontroll (csak DMSO-t kapd, n=7) allatok agyahoz képest, mind az
AUTEN-67 (n=7), mind az AUTEN-99 (n=6) hatasara megné az mCherry-Atg8a-val jel6lt pontszerii autofag
strukturak (piros csatorna) teriiletaranya. 29°C-on tartott, 7 napos allatok. A Hoechst festés a sejtmagokat jeloli
(kék csatorna). A genotipus mindharom esetben: w*; UAS-mCherry-Atg8a/+; Ddc-Gal4/+. A mérce 50 pm-t
jelol. A diagramon az atlag+szoras értékek vannak abrazolva, és csak a szignifikans eltérések vannak jelolve. *:
p<0,05
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Az AUTEN-67 és AUTEN-99 kismolekulak javitjak a maszoképessé-
get Drosophila HD modellben

A HD egyik legjellemzdbb tiinete a chorea, de parhuzamosan vagy azt kdvetden tobb mas
mozgaskoordinacios tiinet is jelentkezhet (Riib és mtsai., 2016). A feln6tt Drosophila-kban,
mind az Oregedés soran bekdvetkezd, mind a neurodegeneracids valtozasok kovetkeztében
fellépd motoros funkcidvesztés tanulmanyozasara leggyakrabban maszoképesség-vizsgalatot
alkalmaznak (Ganetzky és Flanagan, 1978; Feany és Bender, 2000; Marsh és mtsai., 2003).
Ezért mi is vizsgaltuk az allatok maszoképességét, melynek soran arra voltunk kivancsiak,
hogy 20-20 allatbol adott id6 alatt (20, 40, 60 mp) hany allat képes felmaszni egy keskeny
iivegesd tetejére (21,8 cm), miutan az livegesoveket letitogettik. Az ilyen jellegli ingerre
(ijesztésre) az allatok negativ geotaxissal valaszolnak, azaz elkezdenek felfele maszni a cs6
falan. Mivel az livegcs6 atmérdje kicsi, az allatok a maszast részesitik elényben a repiiléssel
szemben. Az allatokat 7, 14 és 21 napos korukban vizsgaltuk. (21 nap utan a 128Q-HTT-t ki-
fejezo allatok elpusztulnak.) A 16Q-HTT-t kifejez6é kontroll muslicak nagy része elérte a cso
tetejét hét napos korukban, majd az allatok teljesitménye romlott az életkor elérehaladtaval
(10. abra). A 128Q-HTT-t expresszaldé muslicak 7 napos korukban rosszabbul teljesitettek a
16Q-HTT-t kifejezd allatoknal, 14 napos korukban csak a 20 mp alatt felért allatok aranyaban
volt kiilonbség, a 40 illetve 60 mp alatt felért allatok esetében pedig nem tapasztaltunk elté-
rést. Ugyanakkor, jelentés mértékli maszoképesség-romlas jelentkezett a hdromhetes felndtt
allatokban (10. abra).

Ebben a kisérleti elrendezésben egyik gyogyszerjelolt molekula alkalmazasaval sem tapasztal-
tunk pozitiv hatast a célba ért allatok ardnyat tekintve (10. abra), azonban megfigyeltiik, hogy
az AUTEN-67-tel kezelt allatok az ijesztést (az livegeso letitését) kdvetden gyorsabban masz-
nak a kontroll (csak DMSO-t kap6) tarsaikhoz képest. E kezdeti gyorsabb haladas azonban
nem volt elegend6 ahhoz, hogy nagyobb aranyban érjék el az iivegcsovek tetejét. A klasszi-
kus, ,,hosszutavi” maszoképességet vizsgalva tehat nem teljesitettek jobban, de ,,révidtadvon”
gyorsabbnak tiintek (10. abra). Ezen kezdeti megfigyelés megerdsitésére vagy elvetésére
vizsgaltuk az allatok maszoképességét oly modon, hogy a célvonalat nem 21,8 cm magasra,
hanem csak 5 cm-re hiztuk meg a csé aljatol. Ebben a kisérletes elrendezésben 10-10 allatot
vizsgaltunk csovenként (a biztos beazonosithatosag végett), €s azt néztiik, hogy koziilik 10

ill. 20 mp alatt hanyan masznak fel legalabb 5 cm magasra (11. 4bra).
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10. abra. Klasszikus, ,,hossziatavi” maszéképesség vizsgalatban az AUTEN-67 (50 pM) és az AUTEN-99
(100 pM) nem befolyasolja az allatok teljesitményét. 7, 14, 21 napos korban vizsgalva az allatok maszoképes-
sége, %-ban kifejezve a 20, 40, 60 mp alatt célba (21,8 cm) ért allatok aranya. 7 és 21 napos korban a 128Q-
HTT-t kifejez6 allatok mindharom vizsgalt id6pillanatban rosszabbul teljesitenek, mint a 16Q-HT T-t expresszalo
kontroll allatok. 14 napos korban csak a 20 mp alatt célba ért allatok aranyaban van kiilonbség. A 16Q-HTT-t
kifejezd allatok teljesitménye az életkorral folyamatosan romlik a vizsgélt idéablakban. A 128Q-HTT-t expresz-
szalo allatok esetében ilyen trend csak a 20 mp alatt feléré allatoknal figyelheté meg. 40 és 60 mp esetében a
maszoképességben jelentés romlas 21 napos korra kovetkezik be. A diagramokon az atlagtszoras értékek van-
nak abrazolva, az azonos genotipusu allatokat Gsszevetve a kiilonbségek egyik esetben sem szignifikansak
(p>0,05). Genotipus: Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-16Q-HTT/+ illetve Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-128Q-HTT/+.
29°C-on nevelt allatok

10 mp
100 ~

|
|l

40 A

Célba ért allatok (%)

20 A

1
—T—

7 nap 21 nap

-y
o
I

Célba ért allatok (%)

1
T

N
o
I

=l

7 nap 14 nap 21 nap

O 16Q-HTT - kontroll (csak DMSQ) B 128Q-HTT - kontroll (csak DMSQ)
O 16Q-HTT - AUTEN-87 - 50 uM B 128Q-HTT - AUTEN-67 - 50 uM
O16Q-HTT - AUTEN-89 - 100 uM M 128Q-HTT - AUTEN-89 - 100 uM

11. abra. ,,Révidtavi” maszoképesség vizsgalatban az AUTEN-67 (50 pM) és AUTEN-99 (100 pM) kismo-
lekula nem javitja szignifikinsan az allatok teljesitményét. 7, 14, 21 napos korban vizsgalva az allatok ma-
szoképessége, %-ban kifejezve a 10, 20 mp alatt célba (5 cm) ért allatok ardnya. Mind a 16Q-HTT-t, mind a
128Q-HTT-t kifejez6 allatok rovidtavi maszoképessége romlik az id6 elérehaladtaval és né koztiik a kiilonbség.
AUTEN-67 hatasara kismértékii, nem szignifikans javitd hatas figyelhetd meg a 10 mp alatt célba ért allatok
esetében. A diagramokon az atlag+szoras értékek vannak dbrazolva, az azonos genotipus allatokat dsszevetve a
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kiilonbségek egyik esetben sem szignifikansak (p>0,05). Genotipus: Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-16Q-HTT/+ il-
letve Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-128Q-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok

Az AUTEN-67-tel kezelt 128Q-HTT-t expresszalé allatok e rovidebb tavon valdban jobb ma-
szoképességgel rendelkeztek, mint a nem kezelt (csak DMSO-t kapo) kontroll allatok. A ke-
zelt allatok nagyobb hanyada ért fel 5 cm magasra 10 mp alatt. Ez a hatds 7 és 14 napos kor-
ban is megfigyelhetd volt, azonban e trend nem bizonyult szignifikdnsnak (11. dbra, felsd
rész). A 20 mp alatt felért allatok aranyaban azonban mar nem mutatkozott meg ilyen kiilonb-
ség (11. abra, also rész). Az AUTEN-67 hatasara tehat az allatok gyorsabban masztak. Meg-
hataroztuk minden egyes maszas esetén az els6 0t célba érd allat atlagsebességét, illetve az
Osszes allat atlagos sebességét. Mindkét Osszevetés szerint az AUTEN-67 szignifikdnsan no-

velte a 12Q-HTT-t kifejez6 allatok atlagsebességét 7 napos korban (12. abra).

Kivancsiak voltunk arra, hogy a koncentracié emelésével az AUTEN-67 pozitiv hatasa kiter-
jeszthetd-e a hosszutav maszasra is, illetve, hogy az AUTEN-99 esetén jelentkezik-e hasonld

crer

szitavi masszoképességre gyakorolt hatasukat.

Az AUTEN-67 (100 uM) kezelés képes volt fokozni a 128Q-HTT-t expresszalo allatok
,,hosszutavi” maszoképességét 7, 14 és 21 napos korban (13. abra). Tobb AUTEN-67 kezelt
allat ért célba 20 és 40 mp alatt, mint nem kezelt (csak DMSO) kontroll allat. A 60 mp alatt
célba ért allatok szamaban mar nem volt kiilonbség, igy Osszességében elmondhato, hogy az
AUTEN-67 koncentraciofiiggd modon javitja az allatok maszoképességét az altal, hogy az
allatok mészasi sebességére képes pozitiv hatast gyakorolni (13. 4bra).

Az AUTEN-99 kezelés 14 napos korban szignifikdnsan javitotta a 128Q-t kifejezd allatok
maszoképességét. 20 mp alatt 5-6-szor annyi allat ért célba, mint a csak DMSO-t kap6 cso-
portban. Ez a kiilonbség fokozatosan eltlint a 40., illetve a 60. mp-re (13. dbra). Tehat az AU-
TEN-99-cel kapcsolatban is azt lehet feltételezni, hogy azaltal javitja az allatok maszoképes-

ségét, hogy fokozza a méaszas sebességét.
A 16Q-HTT-t kifejezo allatok maszoképessége, illetve atlagsebessége egyik kisérleti felallas-

ban sem valtozott szignifikdnsan az AUTEN-ek hatdsara semelyik vizsgalt életkorban (10-13.

abrak).
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A mérésenkénti leggyorsabb 6t allat atlagsebessége
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12. abra. AZ AUTEN-67 (50 pM) szignifikansan noveli a 128Q-HTT-t expresszalo 7 napos felnétt allatok
atlagsebességét. 7, 14, 21 napos korban vizsgalva az allatok atlagsebessége, a ,,rovidtavi” maszoképesség soran
az 5 cm magasra felért allatok idejébdl szamitva, vagy a mérésenkénti leggyorsabb 6t allat atlagsebességét (felsd
rész), vagy a kisérletben részt vevd Osszes allat atlagsebességét felhasznalva (also rész). A 16Q-HTT-t és a
128Q-HTT-t kifejez6 allatok atlagsebessége az életkorral csokken. A diagramokon az atlag+szoras értékek van-
nak abrazolva. *: p<0,05, **: p<0,01; ***: p<0,005, a tobbi azonos genotipusu allatok dsszevetésébdl szarmazo
kiilonbség nem szignifikins. Genotipus: Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-16Q-HTT/+ illetve Appl-Gal4, y!, w*/+;
UAS-128Q-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok
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13. abra. Klasszikus, ,,hosszutavi” maszoképesség vizsgalatban az AUTEN-67 (100 pM) és az AUTEN-99
(200 pM) képes szignifikansan javitani az 128Q-HTT Kkifejezé allatok teljesitményét. 7, 14, 21 napos korban
vizsgalva az allatok maszoképessége, %-ban kifejezve a 20, 40, 60 mp alatt célba (21,8 cm) ért allatok aranya. 7
és 21 napos korban a 128Q-HTT-t kifejez6 allatok rosszabbul teljesitenek, mint a 16Q-HTT-t expresszalok min-
den vizsgalt iddpillanatban. 14 napos felndttekben csak a 20 mp alatt felérd allatok aranyaban van kiilonbség. A
16Q-HTT-t kifejezd allatok teljesitménye az oregedéssel folyamatosan romlik a vizsgalt idoszakban. A 128Q-
HTT-t expresszalo allatoknal ilyen trend csak a 20 mp alatt felérd allatok esetében mondhato el. 40 és 60 mp
esetében a maszoképességben jelentds romlas csak a 21 napos felnéttekben kovetkezik be. Az AUTEN-67-tel
kezelt allatok koziil 7 és 14 napos korban szignifikansan tobb 128Q-HTT-t kifejez6 allat ér fel 20 és 40 mp alatt.
Az AUTEN-99-cel kezelve 14 napos korban, 20 mp alatt teljesitenck jobban az allatok. A diagramokon az at-
lag+szoras értékek vannak abrazolva. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,005, a tobbi azonos genotipusu allatok
dsszevetésébodl szarmazo kiilonbség nem szignifikans. Genotipus: Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-16Q-HTT/+ illetve
Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-128Q-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok

Az AUTEN-67 és AUTEN-99 kismolekulak cs6kkentik a p62 autofag
szubsztrat mennyiségét Drosophila agyban

Az AUTEN-67 és AUTEN-99 egyarant javitotta a maszoképességet a 128Q-HTT-t kifejez6
muslicakban (13. abra). Ezt a hatast a hatéanyagok feltehetden az allatok maszasi sebességé-
nek novelésén keresztiil érték el. Annak érdekében, hogy megtudjuk, hogy e pozitiv hatas leg-
alabb részben az allatok agyaban eldidézett autofag aktivitas fokozasa révén valdsul-e meg,
vizsgaltuk a HTT-t kifejez6 allatok fejében az autofag receptor, Ref(2)P/p62 (a tovabbiakban
csak p62) mennyiségét. A p62 lebomlik a szelektiv autofagia sordn, igy mennyisége gyakran
forditottan aranyos az autofagia intenzitasaval, széleskortien alkalmazott markere az autofag
lebontasnak (Pankiv és mtsai., 2007; Shvets és mtsai., 2008; Pircs és mtsai., 2012; Nagy és
mtsai., 2014b). Ebben az esetben és minden tovabbi kisérletben a magasabb koncentraciot
hasznaltuk (tehat a koncentracio az AUTEN-67 esetében 100 uM, az AUTEN-99 alkalmaza-
sakor 200 uM volt). 21 napos feln6tt 16Q-HTT-t, illetve 128Q-HTT-t kifejez6 allatok fejébdl
szarmaz6 fehérjemintakban mindkét gyogyszerjeldlt molekula hatdsara csokkent a p62 men--

nyisége (14. abra). Ez fokozott autofagiara utalhat a kezelt allatokban.

Az AUTEN-67-tel szemben az AUTEN-99 7 napos korban még nem volt pozitiv hatassal a
maszoképességre (13. abra, bal oldal), mig az 14 napos allatok esetében mar igen (13. abra,
felsé rész). Igy az AUTEN-99 p62 mennyiségére kifejtett hatasanak idébeliségét is megvizs-
galtuk (15. abra). Az AUTEN-99 hatasara 7 napos korban a p62 mennyisége nem valtozott
(6sszhangban a maszoképességre gyakorolt pozitiv hatas hianyaval), ugyanakkor 14 napos
korban mar megfigyelhetd volt a p62 fehérje mennyiségének csokkenése (15. abra). Ennek az
egybeesése azzal, hogy az AUTEN-99 14 napos korban mar javitja a 128Q-HTT-t kifejez6
allatok maszoképességét ok-okozati Osszefiiggésre is utalhat: az AUTEN-99 a HD modellalla-

tok fejében fokozza az autofag aktivitast, és ezaltal vezet jobb maszoteljesitményhez.

67



16Q-HTT 128Q-HTT
[ | [ |
kontroll AUTEN-67 AUTEN-99 kontroll AUTEN-67 AUTEN-99
(csak DMSO) 100 pM 200 pM (csak DMSO) 100 pM 200 pM

Ref(2)P/p62 b PRNED — e . — 100 kDa

) 15

aTubB4B (NS TEEEEES A G T A O O (D:

B *
1
17 -
E
b
5 081 —
@
£
&
o 0,6 1
(1=
=3
o
§ 0,4 O 16Q-HTT - kontroll (csak DMSO)
@ O 16Q-HTT - AUTEN-67 - 100 uM
=
8 02 B 128Q-HTT - kontroll (csak DMSQ)
2 M 128Q-HTT - AUTEN-67 - 100 uM
0
C
1 - PR
E
o
Z;:',‘ 0,8 1
£
8
o 0,6
Li=]
2
o
§ 0,4 [0 16Q-HTT - kontroll (csak DMSO)
& 0 16Q-HTT - AUTEN-99 - 200 uM
=
g 027 B 128Q-HTT - kontroll (csak DMSO)
2 B 128Q-HTT - AUTEN-99 - 200 M

0

14, abra. Az AUTEN-67 és az AUTEN-99 kismolekula csokkenti a Ref(2)P/p62 autofag receptor mennyi-
ségét 16Q-HTT-t és 128Q-HTT-t kifejezé allatokban. A fehérjemintak 21 napos allatok fejébdl szarmaznak.
Bels6 kontrollként aTub84B szolgal. A 16Q-HTT-t kifejez6 allatokban magasabb az oldott p62 fehérje mennyi-
sége, mint a 128Q-HTT-t kifejezokben. (A) Egy reprezentativ western blot kisérlet képe, melyen mindkét geno-
tipus és mindkét gyogyszerjelolt molekulaval végzett kezelés hatasa lathato. (B) Az AUTEN-67-tel végzett keze-
lIések hatasanak kvantifikalasa, négy bioldgiai parhuzamos felhasznalasaval. Az atlag+szoras értékek vannak
abrazolva. Csak az azonos genotipust allatok esetén van jelolve a statisztikai teszt eredménye. *: p<0,05. (C) Az
AUTEN-99-cel végzett kezelések hatasanak kvantifikalasa, harom technikai parhuzamos felhasznalasaval (igy
szorasértékek nem kertiltek feltiintetésre). A Ref(2)P/p62 fehérjemennyiségekhez tartozo értékek a belsé kontroll
(aTub84B) fehérjemennyiségek értékével korrigalva, és a 16Q-HTT kontroll (csak DMSO) mintakat 1-nek véve
normalizalva keriiltek abrazolasra. Genotipus: Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-16Q-HTT/+ illetve Appl-Gal4, y*,
w*/+; UAS-128Q-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok

Az allatok oregedése soran megfigyelhetd a p62 mennyiségének novekedése, mind a 16Q-

HTT-t, mind a 128Q-HTT-t kifejez6 nem kezelt (csak DMSO) allatcsoportban. Az AUTEN-
99 viszont csokkentette a p62 kor-fiiggd halmozodasat a 128Q-HTT-t kifejezo allatok fejében.
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15. abra. Az AUTEN-99 csokkenti a Ref(2)P/p62 mennyiségét 14 és 21 napos felnétt allatokban. A fehér-
jemintak 7, 14 és 21 napos allatok fejébdl szarmaznak. A 16Q-HTT-t kifejez6 allatok fejében halmozodik a leg-
nagyobb mértékben az oldott Ref(2)P/p62 mennyiége. Belsé kontrollként aTub84B szolgal. (A) Egy reprezenta-
tiv western blot kisérlet képe. (B) A kezelések hatasanak kvantifikalasa, harom technikai parhuzamos felhaszna-
lasaval (a szoras- nem, csak az atlagértékek keriiltek feltiintetésre). A baloldali diagramon a western blot képen
lathat6 sorrenddel megegyezden keriiltek feltiintetésre az értékek, mig a jobboldalon ugyanazon értékek mas
csoportositas szerint lathatbak. A Ref(2)P/p62 fehérjemennyiségekhez tartozo értékek a belsé kontroll oTub84B
fehérjemennyiségek értékével korrigalva, és a 16Q-HTT kontroll (csak DMSO) mintakat 1-nek véve normalizal-
va keriiltek 4brazolasra. Genotipus: Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-16Q-HTT/+ illetve Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-
128Q-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok

Nem csak a p62 akkumulacioja jellemzé a HD agyban, illetve az agy id6ésddése soran, hanem
a karosodott, lebontasra kijeldlt ubikvitinalt fehérjék mennyisége is. Kivancsiak voltunk arra,
hogy vajon a csokkent p62-szintbdl feltételezhetd fokozddott autofag aktivitas révén csdkken-
e a lebontasra kijel6lt ubikvitinalt fehérjék mennyisége az AUTEN-kezelések hatdsara. A kér-
dés megvalaszolasara western blot kisérletben vizsgaltuk az anti-Ubiquitinnel (anti-Ubi) jeldlt
fehérjék szintjét is, 21 napos allatok fejébdl szdrmazo mintdkban. Az AUTEN-67 szignifikan-
san csOkkentette a 16Q-HTT-t és a 128Q-HTT-t kifejezd allatokbol szarmazo fehérjemintaban
az ubikvitinalt fehérjék mennyiségét (16. abra). Az AUTEN-99 azonban a 16Q-HTT-t kifeje-

z6 allatokban nincs hatassal az ubikvitinalt fehérjék mennyiségére, a 128Q-HTT-t expressza-

16kban pedig csak kismértékben csokkenti.
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16. abra. Az AUTEN-67 szignifikansan csokkenti a 16Q-HTT és a 128Q-HTT-t kifejezo allatokbol szar-
mazé fehérjemintiaban az ubikvitinalt fehérjék mennyiségét. A fehérjemintdk 21 napos allatok fejébdl szar-
maznak. A 16Q-HTT-t kifejez6 allatokban magasabb az ubikvitinalt fehérjék mennyisége, mint a 128Q-HTT-t
kifejezokben. (A) Egy reprezentativ western blot kisérlet képe, melyen mindkét genotipus és mindkét gyogyszer-
jelolt molekulaval végzett kezelés hatasa lathato. (B) Az AUTEN-67-tel végzett kezelések hatasanak kvantifika-
lasa, harom biologiai parhuzamos felhasznalasaval. Az atlagtszoras értékek vannak abrazolva. Csak az azonos
genotipusu allatok esetén van jeldlve a statisztikai teszt eredménye. *: p<0,05. Az AUTEN-99-cel tortént kezelés
a 16Q-HTT-t kifejezd allatokban nincs hatassal az ubikvitinalt fehérjék mennyiségére, a 128Q-HTT-t expressza-
16kban pedig feltehetéen kismértékben csékkenti, harom technikai parhuzamos alapjan. A szoras értékek nincse-
nek feltiintetve. Az ubikvitinalt fehérjemennyiségekhez tartozo értékek masik gélen futtatott, de egyazon fehér-
jeizolalasbol szarmazo belsé kontroll aTub84B fehérjemennyiségek értékével keriiltek korrigalasra. A 16Q-HTT
kontroll (csak DMSO) mintakat 1-nek véve normalizalva keriiltek dbrazolasra. Genotipus: Appl-Gal4, y!, w*/+;
UAS-16Q-HTT/+ illetve Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-128Q-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok

Erdekes modon, mind a p62, mind az ubikvitinalt fehérjék mennyisége tobb a 16Q-HTT-t ki-
fejezd allatokban, mint a 128Q-HTT-t kifejezOkben 21 napos allatok fejébdl szarmazé min-

takban. Ez azért meglepd, mert a 128Q HD modelltdl azt varnank, hogy benne az autofagia
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gatolt a mutans HTT taltermeltetése miatt (Martin és mtsai., 2015), igy a csokkent autofag
miikodés miatt nagyobb mennyiségli p62 €s ubikvitinalt fehérje mennyiségekre szamitottunk.
Annak eldontésére, hogy valamilyen okbol kifolyolag a 16Q-HTT-t kifejezo allatokban van-e
a vartnal tobb, vagy a 128Q-HTT-t expresszalokban van-e a vartnal kevesebb fehérje, az 6s--
szehasonlitasba bevontunk human HTT-t nem expresszalo, csak az Appl-Gal4-t hordoz6 alla-
tokat. Azt tapasztaltuk, hogy az UAS-HTT transzgént nem tartalmazo allatok fejében a p62
felhalmozodas mértéke megegyezik a 16Q-HTT-t kifejezé allatokban észlelt felalmozodas
mértékével (17. abra). A 128Q-HTT-t kifejez6 allatokban tehat a vartnal kevesebb p62 (és fel-

tehetden ubikvitinalt) fehérje van.

16Q-HTT  128Q-HTT wits
Ref(2)P/p62 [NG— B S — 100 kDa
aTWS4E N G T — 49,0 (Da

17. abra. A Ref(2)P/p62 fehérje mennyisége a 128Q-HTT-t kifejezé allatokban kevesebb, mint a 16Q-
HTT-t kifejez6 vagy human HTT-t nem expresszaléo kontrollban. A fehérjemintdk 21 napos allatok fejébdl
szarmaznak. Genotipus: Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-16Q-HTT/+. Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-128Q-HTT/+ illetve
Appl-Gal4, yt, w*/+. 29°C-on nevelt 4llatok

Ennek egy lehetséges oka az, hogy a p62 és az ubikvitinalt fehérjék a 128Q-HTT-t kifejezd
allatokban nagyrészt oldhatatlan formaban, fehérjeaggregatumokként, zadrvanyokban talalha-
toak meg, amelyek az altalunk végzett western blot kisérletekben nem mutathatoak ki. A kér-
dés megvalaszolasara anti-p62-vel és anti-Ubi-nel immunhisztokémiai elemzést végeztiink. A
16Q-t kifejez6 allatok agyaban kevés, kisméretii p62-pozitiv pontszeri struktura volt megfi-
gyelhet6 (18. abra, els6 sor). Ez dsszhangban volt azzal, ami a vad tipusa Drosophila agyra
jellemzo6 (Nezis és mtsai., 2008). A p62 nagy zarvanyokat képzett 128Q-HTT-t kifejez6 alla-
tok agyaban (18. abra, harmadik sor). A 128Q-HTT mintakban anti-Ubi-pozitiv zarvanyokat
is meg lehetett figyelni, amelyek egyben p62-pozitivak is voltak (19. abra). Tehat a 128Q-
HTT allatok agyaban a p62 és az ubikvitin nagyrészt oldhatatlan formaban talalhato meg.

7 napos korban a 16Q-HTT-t és a 128Q-HTT-t kifejez6 allatok fejében az oldott p62 fehérje
szintek kozott ugy tlinik, hogy nincsen jelentds kiilonbség (15B arbra). A maszoképesség
vizsgalatokban mégis rosszabbul teljesitenek a mutans HTT-t expresszalo allatok (10., 12.,
13. abrak bal oldalai). A 128Q-HTT-t kifejezd 21 napos allatok agyaban megfigyelhetd zar-
vanyok alapjan elképzelhetd, hogy mar 7 napos korban is zadrvanyokban van a p62 egy része.
Az is lehetséges, hogy a 7 napos fejekbdl szarmazo6 fehérjemintak esetében a western blot ki-

sérlet nem bizonyult elég érzékenynek a szolubilis frakcion beliili kiillonbségek felderitéséhez.
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Ref(2)P/p62 Hoechst egyesitett
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18. abra. A Ref(2)P/p62 nagyrészt oldhatatlan zarvanyokban talalhat6o a 128Q-HTT-t kifejezo allatok
agyaban, és mennyisége jelentésen csokken az AUTEN-67 kezelés hatasara. 21 napos feln6ttekbdl szarmazo
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agymintak (n=4-5). A Ref(2)P/p62 (z6ld csatorna) a 16Q-HTT-t kifejezd allatokban kisméretii és kisszamu pont-
szerl struktira formajaban talalhaté oldhatatlan allapotban, mig a mutans HTT-t kifejez6 allatok agyaban renge-
teg nagyméretli fehérjeaggregatum, zarvany lathat6. AUTEN-67 hatasara ez utdbbi strukturdk mennyisége jelen-
tésen csokken. A Hoechst festés a sejtmagokat jeloli (kék csatorna). A diagramon az atlag+szoras értékek van-
nak abrazolva. Csak az azonos genotipusu allatok esetében van jeldlve a szignifikans kiillonbséget ado statisztikai
teszt eredménye. *: p<0,05 (a 16Q-HTT-t kifejez6 allatok Ssszevetése esetén p>0,05). A mérce 50 um-t jel6l.
Genotipus: Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-16Q-HTT/+ illetve Appl-Gal4, y, w*/+; UAS-128Q-HTT/+. 29°C-on
nevelt allatok

Ubi Ref(2)P/p62 Hoechst egyesitett

19. abra. Az ubikvitin (Ubi) nagyméretii citoplazmatikus fehérjeaggregatumokba, zarvanyokba csapda-
z6dik a 128Q-HTT-t kifejezd allatok agyaban, és jelentdos mértékben kolokalizal a Ref(2)P/p62-vel. A
128Q-HTT-t kifejez6 allatok agyaban a sejtek egy részében az anti-Ubi-nel jelolt struktarak (piros csatorna) is
nagy fehérjeaggregatumok, zarvanyok formajaban vannak jelen, akarcsak a Ref(2)P/p62-pozitiv struktirak (z6ld
csatorna). A strukturak jelentés része kettGspozitiv, azaz Ref(2)P-t és ubikvitint egyarant tartalmaz. A Hoechst
festés a sejtmagokat jeldli (kék csatorna). A mérce 10 um-t jeldl. Genotipus: Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-128-
HTT/+. 29°C-on nevelt allatok

Ennek a legfobb oka az lehet, hogy a 21 napos 16Q-HTT mintdban sokkal nagyobb volt a p62
mennyisége, és a tilhivas elkertilése végett az el6hivo reakcio leallitasat a 16Q-HTT mintahoz

kellett igazitanunk.
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Vizsgaltuk az AUTEN-67 kezelés hatdsat a 21 napos allatok agyaban megfigyelt p62-pozitiv
struktarak mennyiségére is. Az AUTEN-67 hatasara kevesebb kisméretii p62-pozitiz struktira
figyelheté meg a 16Q-HTT-t kifejez6 allatok agyaban, azonban a kiilonbség nem szignifikans.
A mutans HTT-t kifejez6 allatok esetén ugyanakkor a nagy citoplazmatikus zarvanyok men--

nyisége nagymértékben és szignifikansan csokkent a kezelés hatasara (18. abra).

Az AUTEN-67 és AUTEN-99 kismolekulak csokkentik a toxikus mu-

tans HTT fehérje mennyiségét Drosophila HD modellben

HD betegek agyaban, illetve mas HD modellekben a mutans HTT fehérje is része a p62- €s
Ubi-pozitiv zarvanyoknak (Bjerkey és mtsai., 2005; Heng és mtsai., 2010). Ezért vizsgaltuk,
hogy vajon az altalunk a 128Q-HTT allatok agyaban megfigyelt p62- és Ubi-pozitiv zarva-
nyokban megtaldlhat6-e a mutans HTT fehérje.

Az anti-polyQ-val és anti-p62-vel végzett kettés immunhisztokémiai jelolés felfedte, hogy a
128Q-HTT is jelentés mértékben része ezeknek a zarvanyoknak (20. édbra). Raadasul a p62
tobb esetben héjszerlien olelte korbe a 128Q-HTT aggregatumokat (20B abra). Ezt a jelensé-
get korabban Geir Bjerkey és munkatarsai is megfigyelték (Bjorkey és mtsai., 2005).

Erdekes médon, az anti-polyQ ellenanyag sejtmagi jelolédést is mutatott bizonyos agyi régi-
Okban (20C abra). Ezzel szemben a p62-jelek minden esetben citoplazmatikusak voltak. A
p62 és a 128Q-HTT nagyon nagyfoku sejt-/régioszintli kolokalizaciét mutatott (azok a sej-
tek/régiok, amelyekben nagymértékben felhalmozddott az oldhatatlan p62, azokban nagymér-
tékben felhalmozddott a 128Q-HTT, és forditva). E kolokalizaciok mértéke nem valtozott
AUTEN-67 kezelés hatasara, azonban kozel felére csokkentette mind az anti-p62-vel, mind az
anti-polyQ-val intenziven jel616d6 sejtek/régiok mennyiségét (20D abra). Az AUTEN-67 te-
hat csokkenti az oldhatatlan mutans HTT mennyiségét is.

Mivel a mutans HTT fehérje egy autofagia szubsztrat (Ravikumar és mtsai., 2002), kivancsiak
voltunk arra, hogy az AUTEN-67 illetve -99 kezelések hatasara fokozod6 autofagia hatassal
van-e a joval toxikusabb oldott mutans HTT mennyiségére. Az oldott fehérje szinteket wes-
tern blot kisérletekben vizsgaltuk. Mind az AUTEN-67, mind az AUTEN-99 jelentdsen csok-

kentette a mutans HTT fehérje mennyiségét, feltehetden annak lebontasat fokozva (21. ébra).
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A PolyQ Ref(2)P/p62 Hoechst egyesitett
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20. abra. A 128Q-HTT-t kifejez6 allatok agyanak bizonyos sejtjeiben a mutans HTT fehérje nagyméretii
fehérjeaggregatumokat képez, amelyek nagyfoku egyezést mutatnak az oldhatatlan Ref(2)P/p62-t intenzi-
ven halmozé sejtekkel. (A) Az anti-polyQ-val végzett immunhisztokémiai jel6lés felfedi, hogy a mutans HTT a
21 napos Appl-Gal4, y, w*/+; UAS-128-HTT/+ genotipusu allatok agyaban a sejtek egy részében nagyméretii
citoplazmatikus zarvanyokat alkot (piros csatorna). A mérce 50 um-t jell. (B) A Ref(2)P/p62 képes héjszerlien
korbevenni a mutdns HTT aggregtumokat (fehér nyilak). A felvétel az A) felsd soranak bal sz¢&ls6 abrdjan lathato
agy bekeretezett részletérdl késziilt, 630-szoros nagyitassal (a mérce 10 pm-t jeldl). A Hoechst festés a sejtma-
gokat jeloli (kék csatorna). (C) Az anti-polyQ ellenanyag bizonyos régiokban sejtmagi jellést is mutat (fehér
nyilak). (D) AUTEN-67 hatasara nem csak a Ref(2)P aggregatumok mennyisége csokken jelent6sen, hanem az
oldhatatlan HTT mennyisége is. A mutans HTT aggregatumok és az oldhatatlan Ref(2)P/p62 aggregatumok je-
lentés mértékben ugyanazon sejtekben fordulnak eld. Egyiittes eldfordulasukra az AUTEN-67 nincsen hatassal.
A diagramokon az atlag+szoras értékek vannak dbrazolva. Egyik kiilonbség sem szignifikans (p>0,05). Genoti-
pus: Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-128-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok
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21. abra. Az AUTEN-67 és az AUTEN-99 kismolekula csokkenti az oldott mutans HTT mennyiségét. A
fehérjemintak 21 napos allatok fejébdl szarmaznak. Belsd kontrollként aTub84B-t hasznaltunk. (A) Az AUTEN-
67 csokkenti az oldott mutans HTT mennyiségét, anti-polyQ ellenanyaggal végzett western blot kisérletek sze-
rint cs6kkend trend figyelheté meg a mutans HTT mérettartomanyaba esé magassagban (p=0,0592, n=3), mig
anti-HTT ellenanyaggal vizsgalva a kiilonbség szignifikans (p<0,05, n=3). (B) Az AUTEN-99 szignifikansan
csokkenti az oldott mutans HTT mennyiségét (p<0,05, n=3). A HTT fehérjemennyiségekhez tartozo értékek a
belsé kontroll aTub84B fehérjemennyiségek értékével korrigalva, és a 128Q-HTT kontroll (csak DMSO) minta-
kat 1-nek véve normalizalva kerliltek dbrazolasra. A diagramokon az atlag+szdras értékek keriiltek feltiintetésre.
Genotipus: Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-128-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok
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Az AUTEN-67 megnéveli a 128Q-HTT Drosophila HD modell élettar-
tamat

A Huntington-kor egy halalos kimenetelii betegség. Ennek megfeleléen a HD modellekre is
jellemz6 a kontroll allatoknal szignifikansan rovidebb élettartam (Menalled és Chesselet,
2002; Marsh és mtsai., 2003). Kivancsiak voltunk arra, hogy vajon az AUTEN-67 és -99 Kis-
molekulak képesek-e megnovelni a 128Q-HTT-t kifejez6 Drosophila HD modell élettartamat,
ezért élethossz méréseket végeztiink. A toxikus 128Q-t expresszalo allatok a varakozasoknak
megfeleléen révidebb ideig éltek, mint a 16Q-t kifejezo allatok (22. és 23. dbra). Az AUTEN-
67 hatasara a 16Q-HTT-t, és kismértékben a 128Q-HTT-t kifejezd allatok is tovabb éltek,
mint a DMSO-kezelt kontrollcsoport (22. abra).
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Atlagos élettartam

22. abra. Az AUTEN-67 kezelés hatasara megné a 16Q-HTT-t és a 128Q-HTT-t kifejezé allatok élettar-
tama. A toxikus 128Q-HTT fehérje jelentdsen csokkenti az élettartamot a nem patogén 16Q-HTT kifejezddésé-
hez képest. Az AUTEN-67 mindkét vizsgalt HTT valtozat esetében ndveli az élettartamot. A kiilonbségek mind
az élethossz-gorbék lefutasat (p<0,005), mind az atlagos élettartamok dsszevetését tekintve szignifikansak min-
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den csoport kdzott (az abran az utobbi van jeldlve, az azonos genotipust allatok kozott, **: p<0,01, *: p<0,05).
A diagramon az atlag+szoras értékek vannak dbrazolva. Genotipus: Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-16Q-HTT/+ illet-
ve Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-128Q-HTT/+. 29°C-on nevelt 4llatok

/4

Az AUTEN-99 képes volt novelni a nem patogén 16Q hosszisagi HTT-t kifejez6 allatok

¢lethosszat, azonban nem novelte a 128Q-HTT-t expresszalo allatok élettartamat (23. abra).
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Atlagos élettartam

23. abra. Az AUTEN-99 kezelés képes novelni a 16Q-HTT-t kifejez6 allatok élettartamat, mig a 128Q-
HTT-t kifejezokére nincs hatassal. A patogén 128Q-HTT jelentdsen csokkenti az élettartamot a nem patogén
16Q-HTT kifejezddéséhez képes. Az AUTEN-99 a 16Q-HTT kifejezése esetén ndveli az élettartamot, mind az
élethossz-gorbék lefutasat (p<0,005), mind az atlagos élettartamok Osszevetését tekintve (*: p<0,05 - az abran
jelolve csak az utdbbi van). A 128Q-HTT fehérje esetében nem vezet szignifikans valtozashoz egyik 6sszevetés t
tekintve sem (NS: p>0,05). A diagramon az atlag+szoras értékek vannak abrazolva. Genotipus: Appl-Gal4, y?,
w*/+; UAS-16Q-HTT/+ illetve Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-128Q-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok
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Az AUTEN-67 javitja a Drosophila HD modell repiilési képességét

A korabban bemutatott maszoképesség vizsgalatok mellett teszteltiik az allatok repiilési ké-
pességét is. Az allatokat az {livegfiolakbol kiiitve vizsgaltuk, hogy mennyi utat tesznek meg
zuhanva, mieldtt szarnyra kapnak. A rovidebb zuhanassal tolt6tt tdv jobb repiilési képességet
jelez. A repiilési képességet a repiilési indexszel jellemeztiik: az allatok zuhandssal megtett
tavolsagat kivontuk a vizsgalt teljes tavolsagbdl és 100-zal osztottuk, hogy a kapott érték 0 és
9 kozé essen. A repiilési indexet abrazolva tehat a magasabb érték jelenti a jobb repiilési ké-
pességet. Az Appl-Gal4 altal vezérelt UAS-16Q-HTT és UAS-128Q-HTT nem bizonyult jo
HD modellnek ebben az esetben, ugyanis a repiilésvizsgélatban valamilyen okbol kifolyolag a
128Q-t expresszald allatok teljesitettek jobban 7 és 14 napos korban, mig 21 naposan nem
volt kiilonbség (24. abra). Egyik allatcsoport esetében sem volt megfigyelhetd korfiiggd ha-
nyatlas. Ugyanakkor az elmondhatd, hogy a 128Q-HTT-t expresszalo allatok repiilési képes-
sége javult az AUTEN-67 hatasara 14 napos korban (24. ara). (Az AUTEN-99 hatésat ebben a

tesztben nem vizsgaltuk.)

9 *hk

Repiilési index

O 16Q-HTT - kontroll (csak DMSG) W 128Q-HTT - kontroll (csak DMSO)

O 16Q-HTT - AUTEN-67 - 100 uM W 128Q-HTT - AUTEN-67 - 100 uM

24, abra. Az AUTEN-67 javitja a 128Q-HTT-t kifejezo allatok repiilési képességét 14 napos korban. Az
Appl-Gal4 vezérelt UAS-16Q-HTT és UAS-128Q-HTT nem bizonyul j6 HD modellnek a repiilési vizsgalatban,
ugyanis a 128Q-HTT-t kifejez6 allatok jobb motoros funkcidkkal birnak, mint a kontroll egyedek, és nem fi-
gyelheté meg korfliggd hanyatlas sem. Ugyanakkor az AUTEN-67 képes javitani a 128Q-HTT-t expresszalo
allatok repiilési képességét 14 napos korban. Mas vizsgalt korban, illetve a 16Q-HTT-t kifejez6 allatokra nincsen
hatassal. Az abran csak az azonos genotipusti mintak kozti szignifikans kiilonbség van jeldlve (***: p<0,005). A
diagramon az atlag+szoras értékek vannak dbrazolva. Genotipus: Appl-Gal4, y!, w*/+; UAS-16Q-HTT/+ illetve
Appl-Gal4, y*, w*/+; UAS-128Q-HTT/+. 29°C-on nevelt allatok
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Eredmények megvitatasa

A sejtes lebonto folyamatok - az autofagia €és az ubikvitin-proteaszéma rendszer - a karosodott
fehérjék és sejtalkotok lebontasa révén igen jelentdsek a sejt homeosztazisanak fenntartasa-
ban. Ezen hatasuk kiilonosen fontos a nem o0sztddo, terminalisan differencialodott sejtek, mint
a neuronok esetében, amelyekben a karosodott komponensek mennyisége osztodassal nem
csokken (Rabinowitz és White, 2010; Mizushima és Komatsu, 2011; Menzies és mtsai.,
2017).

Az aggregaciora hajlamos fehérjéket az autofagia sokkal nagyobb hatékonysaggal képes le-
z0d0 struktirdk megjelenése kozos jellemzdje szdmos neurodegenerativ betegségnek, igy az
Alzheimer- és Parkinson-kornak, az amiotrofias lateralis szklerozisnak (ALS), a prion- és po-
liglutanin betegségeknek, az utdbbiak koz¢ tartozik a spinocerebelldris ataxia tobb forméaja és
a Huntington-kér (HD) (Ravikumar és mtsai., 2002; Sarkar és mtsai., 2009; Menzies és

mtsai., 2011; Sweeney és mtsai., 2017).

A Huntington-kor egy dominans, komplex motoros, kognitiv és pszichiatriai tiinetekkel jaro,
halalos kimenetelli, gyogyithatatlan betegség, melynek elsddleges molekularis oka az, hogy
rendellenesen magas szami CAG ismétlédés képzddik a Huntingtin (HTT) fehérjét kodold
génben, amely hosszt, aberrans polyQ szakaszhoz vezet a fehérjében. A mutans HTT pedig
szamos ponton szo6l bele a neuronok mitkddésébe, melynek elobb az idegsejtek rendellenes
miikodése, majd tomeges pusztulasa lesz a kovetkezménye (Ross és Tabrizi, 2011; Dayalu és
Albin, 2015; Riib és mtsai., 2016).

Az autofagia szelektiven képes a mutans HTT fehérje lebontaséra, és ez a képesség mégin-
kabb jelentdssé valik a proteaszomalis lebontas progressziv karosodasa miatt (Ravikumar és
mtsai., 2002; Bennett és mtsai., 2005; Bennett és mtsai., 2007; Sarkar és Rubinsztein 2008).
Ezzel 6sszhangban az autofagia genetikai vagy farmakoldgiai fokozasa jotékony hatasu sza-
mos HD (és mas neurodegenerativ betegség) modellben, mivel a HD soran maga az autofagia
is sériilést szenved (ahogyan mas neurodegenerativ betegségekben is) (Nixon, 2013; Martin és
mtsai., 2015; Martinez-Vicente, 2015; Menzies ¢s mtsai., 2017). A mutans HTT t6bb ponton

képes megzavarni az autofag miikodést. Ennek részben az a magyarazata, hogy a vad tipust

80



HTT maga is részt vesz az autofagidban, eldsegiti a szelektiv autofagiat, és az autofagoszo-
mak axonmenti mozagasat ¢és érését (Ochaba és mtsai., 2014; Wong és Holzbaur, 2014; Rui és
mtsai., 2015). A HD-ban szenveddk heterozigotak, vagyis a HD-ban megfelezédik a vad tipu-
st HTT mennyisége. Ez mar 6nmagaban képes a HTT-hez kapcsolodo funkciok csokkenésé-
hez vezetni (Dragatsis és mtsai., 2000; Saudou és Humbert, 2016). A mutans HTT fehérje pe-
dig dominans negativ modon hatva tovabb rontja - az autofagianal maradva - a lebontandd
struktirdk bekeriilését az autofagoszomakba, kozel iires autofagoszomakat eredményezve,
vagy az autofagoszomak axonmenti szallitasat (Martinez-Vicente és mtsai., 2010; Wong és
Holzbaur, 2014). A mutans HTT tovabba képes csokkenteni az autofagia iniciacidjanak a
mértékét is, illetve a lizoszomalis aktivitast is (del Toro és mtsai., 2009; Wold és mtsai.,
2016). A mutans HTT negativ hatasai azonban nem egyszerre jelentkeznek, felteheton fligg a

sejt tipusatol illetve a betegség stadiumatol (Martin és mtsai., 2015).

Az autofagia legjelentésebb negativ szabalyozdja az mTOR kindz komplex 1 (mTORC1). A
rapamycin ezen komplex gatlasan keresztiil aktivalja az autofagiat, és szamos HD modellben
megallapitast nyert, hogy gatolja a HD-ra jellemz6 patologids tulajdonsagok megnyilvanula-
sat (Ravikumar és mtsai., 2002; Ravikumar és mtsai., 2004; Sarkar és mtsai., 2009). Az
mTORC]1 azonban t6bb mas lényeges sejtes folyamatot is szabalyoz (pl. transzkripcio, transz-
lacid, riboszoma képzddés, lipid- és mitokondriumszintézis) (Laplante és Sabatini, 2009),
amelyekre a rapamycin is hatassal van. A rapamycint transzplantacioknal immunszuppres--
szasként is hasznaljak, de alkalmazasaban ott is hatranyt jelentenek az éltala kivaltott mellék-
hatasok (Allison, 2016). Ezért mindenképpen indokolt olyan autofagia aktivalo agensek azo-
nositasa és tesztelése, amelyek nem az mTOR-on keresztiil fejtik ki hatasukat. A sejt energia-
szenzoraként miikodé AMPK is ilyen célpont, és az AMPK aktivalasaval lehet is autofagiat
fokozni, és enyhiteni, késleltetni a HD-ra jellemzé patologiakat (Ma és mtsai., 2007;
Vazquez-Manrique és mtsai., 2016; Walter és mtsai., 2016). Ugyanakkor az AMPK is a sejt
egyik kozponti fehérjéje, akarcsak az mTOR (Hardie, 2014; Villanueva-Paz és mtsai., 2016).
Az elmult évtizedben tobb olyan molekulat sikeriilt azonositani, amelyek mTOR- és AMPK-
fiiggetleniil hatnak, részben az FDA altal mar torzskdnyvezett gyogyszerek ilyen iranya vizs-
gélataval, részben méas modon. A rilmenidin, a klonidin, a verapamil, a valproat, a kalpain-
inhibitorok és a trehal6z mind mTOR- ¢s AMPK-fliggetleniil fokozza az autofagiat és csok-
kenti a mutans HTT fehérje mennyiségét, illetve javitja a vizsgalt HD-ra jellemz6 patologiai

rendellenességeket HD modellekben (Williams és mtsai., 2008; Sarkar és mtsai., 2009;
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Menzies és mtsai., 2015). E molekulak mindegyike azonban az autofagiatol upstream hat pl.

kozvetleniil a gliikoz transzportra, a sejt Ca?*- vagy CAMP szintjére (Sarkar és mtsai., 2009).

Ezek tiikkrében sziikséges olyan megkozelités, amely az autofag apparatust a fentieknél joval
kozvetlenebb modon aktivalja. Egy ilyen torekvés eredménye a Tat-Beclin-1 peptid, melynek
alkalmazésa fokozza az autofagiat, és egér HD modellben csokkenti az aggregatumok képzo-
dését (Shoji-Kawata és mtsai., 2013). A Tat-Beclin-1 feltehetéen az endocitotozist is befolya-
solja mivel a Beclin-1 mindkét (az autofagiahoz és az endocitozishoz kelld) Vps34 komplex
tagja (Funderburk és mtsai., 2010). Erdemes olyan szabalyozé fehérjéket illetve molekulakat

keresni, amely csak az autofag Vps34 komplexre hatnak.

A myotubularinok lipidfoszfatazok, szubsztratjaik a PI3P és PI3,5P, (Robinson és Dixon
2006). Az MTMR14 (Myotubularin related 14, mas néven (h)Jumpy vagy MIP) egy alkalmas
jelolt lehet, ugyanis a PI - PI3P atalakitast katalizalo Vps34 antagonstdjaként szabalyozza az
autofagiat (Vergne és mtsai., 2009; Dowling és mtsai., 2010; Hnia ¢és mtsai., 2012; Liu és
mtsai., 2014), de az endocitotikus PI3P-készleten nem sikeriilt kimutatni (Vergne és mtsai.,
2009).

Egy kismolekula konyvtar biokémiai szlirésével (foszfataz essz¢) kerestink MTMR 14 inhibi-
torokat, amelyek potencialis autofagia aktivalok. Koziilik kettérdl, az AUTEN-67-r6l és az
AUTEN-99-r61 (autophagy enhancer-67 ¢és -99) megallapitottuk, hogy fokozzak az autofag
aktivitast HeLa sejtekben, neuronokban és Drosophila-ban, valamint gerinces modelléldlé-

nyekben egyarant (Papp és mtsai., 2016; Kovacs és mtsai., 2017). (Errdl részletesen Kovacs

crer

Drosophila eredményeink szerint az AUTEN-67 és az AUTEN-99 az MTMR14 Drosophila
ortologjan, az EDTP-n keresztiil fokozza az autofagiat, ugyanis e kismolekuldk EDTP mutans

allatokban nem voltak hatassal az autofag folyamatra (Papp és mtsai., 2016; Kovacs és mtsai.,
2017).

Miutan meggy6zddtiink rdla, hogy a taplalékhoz hozzaadva mind a két kismolekula képes fo-
kozni az autofagiat a felndtt muslicak agyaban (9. abra), vizsgaltuk a hatasukat Huntington- és
Parkinson-kor Drosophila modellekben. (A Parkinson-kér modellel kapott eredmények Ko-

vacs Tibor doktori dolgozataban olvashatoak.) A Drosophila melanogaster széleskoriien
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hasznalt modellorganizmus a neurodegenerativ betegségek kutatisaban a patoldgiai mecha-
nizmusok és gyogyszerjelolt molekulak vizsgalatara (Ambegaokar és mtsai., 2010; McGurk
¢és mtsai., 2015). A HD modellek rekapitulaljak a paciensekben megfigyelhetd patologiai el-
valtozasok jelent6s részét (Marsh és mtsai., 2003; Xu és mtsai., 2015). Az altalunk hasznalt
HD modell 6 eleme a 128Q hosszsagu poliglumatin szakaszt tartalmazo6 teljes emberi fehér-
jét kodold UAS-vezérelt transzgén, amely a korai patologiai elvaltozasokat is jol modellezi
(Romero és mtsai., 2008). Kontrollként a normal, 16Q hosszisagh szakaszt tartalmazé HTT-t
kodold allatokat hasznaltunk. A transzgéneket a panneuralis Appl-Gal-gyel fejeztettiik ki.
Azért esett erre a valasztas a feln6tt allatokban korabban hasznalt motoneuron-specifikus
C164-Gal4-gyel szemben (Romero és mtsai., 2008), mert a HD patoldogiaja joval szélesebb,

nem korlatozodik a motoros funkciokra (Riib és mtsai., 2016).

A p62 autofag receptor mennyiségének vizsgdlata széleskoriien hasznalt markere az autofag
lebontasnak és aktivitasnak (Pankiv és mtsai., 2007; Shvets és mtsai., 2008; Pircs és mtsai.,
2012; Nagy és mtsai., 2014b). Az AUTEN-67 ¢és -99 kezelések hatasara csokken a p62 men--
nyisége a 16Q-HTT-t és a 128Q-HTT-t kifejezd allatokban is (14. abra), azaz valosziniisithe-
téen mind az AUTEN-67, mind az AUTEN-99 fokozza az autofag aktivitast a HD modell al-
latokban is. Az AUTEN-99 kezelés esetében megfigyeltiik, hogy ez a hatas 7 napos felnéttek-
ben még nem jelentkezik, azonban az idoben elére haladva egyre hatékonyabban gatolta a p62
akkumulaciojat feltehetéen annak autofag lebontasat fokozva (15. abra). A 16Q-HTT-t kifeje-
z6 allatok oregedése soran is megfigyelheté a p62 felhalmozodasa, amely dsszhangban van
azzal, hogy a p62 mennyisége - akarcsak az ubikvitinalt fehérjéké - nd az agy oregedése so-
ran, mind emlésokben, mind Drosophila-ban (Gray és mtsai., 2003; Nezis és mtsai., 2008;
Simonsen ¢és mtsai., 2008; Braak és mtsai., 2013). Ezzel 6sszhangban az AUTEN-67 és -99
képes csokkenteni nem csak a p62, hanem a lebontasra kijelolt ubikvitindlodott fehérjék

mennyiségét is id6s, 21 napos HD modellallatokban (16. abra).

Megallapitottuk azt is, hogy mindkét kismolekulaval kezelve jelentésen kevesebb a HD
patomechanizmusat el6idézé oldott (szolubilis) mutans HTT fehérje mennyisége, vélhetéen a
fokozott autofag lebontas kovetkezményeként (20. és 21. dbra). Mindez 6sszhangban van az-
zal, hogy a mutans HTT egy autofagia szubsztrat, és az autofag aktivitas fokozasa csokkenti a
mutans HTT mennyiségét szamos HD modellben (Ravikumar és mtsai., 2002; Sarkar és
Rubinsztein 2008). Ugyanakkor meglepé mdodon a 128Q-tartalmia HTT-t expresszalo allatok-

ban kevesebb volt az oldott p62 és ubikvitinalt fehérjék mennyisége a kontrollként szolgald
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16Q-HTT ¢és human HTT transzgént nem tartalmazo allatokhoz képest is (14-17. abrak). Ez
két okbol lehetséges, vagy kevesebb a p62 és az ubikvitinalt fehérjék O0sszmennyisége a
128Q-HTT allatok fejébdl szarmazo mintakban, mint a 16Q-HTT kifejezo allatokéban, vagy
az ubikvitinalt fehérjék és a p62 nagyobb része oldhatatlan aggregatumokban, zarvanyokban
talalhato a 128Q-HTT-t expresszald allatokban. Az elébbi allitds magyarazataul szolgalhatott
volna a fokozott autofagia, és bar a HD paciensekben és a modellekben tobb autofag struktira
van, de ez az autofag folyamat gatlasabol adodik (Kim és mtsai., 1999; Kegel és mtsai., 2000;
Petersen és mtsai., 2001; Nagata és mtsai., 2004; Martinez-Vicente és mtsai., 2010; Martin és
mtsai., 2014; Martin és mtsai., 2015). Az allatok agyan végzett immunhisztokémiai jel6lések
szerint a 128Q-HTT-t expresszalo allatokban (és csak benniik) a p62 nagyon nagyméretii ci-
toplazmatikus zarvanyokban taldlhaté meg (18. és 20. abra). A p62 korbeveszi a mutans HTT-
t igen hasonldéan ahhoz, amit a 68Q-HTT! 7t kifejez8 HeLa sejt modellben is megfigyeltek
(Bjerkey és mtsai., 2005). Raadasul az oldhatatlan p62 és ubikvitin jelentds része kolokalizal
(19. abra), igy feltehetéen legalabb részben ubikvitin-tartalmuak is a mutans HTT alkotta ci-
toplazmatikus zarvanyok, masok megfigyeléseihez hasonldan (Bjerkey és mtsai., 2005; lwata
¢és mtsai., 2005; Heng és mtsai., 2010). A fehérjeaggregatumok, zarvanyok jelenléte azért volt
meglepd, mert kordbban ezzel a teljes hosszusdgi mutans HTT-t kifejezd konstrukcidval nem
figyeltek meg sejtmagi vagy citoplazmatikus aggregatumokat, sem larvalis motoneuronokban,
sem 20 napos felnéttek hasdtclanci interneuronjaiban (Romero és mtsai., 2008). Raadasul az
immunhisztokémiai kisérleteink soran bizonyos agyi neuronok sejtmagjai anti-polyQ poziti-
vak is voltak, ami a mutans HTT sejtmagi jelenlétére is utalhat (20. abra). A sejtmagi zarvany
gyakori patologias jelleg a HD neuronokban. Mig a szomabeli zarvanyokban a mutans HTT
lehet teljes vagy csonkolt, a sejtmagi zarvanyok csonkolt mutans HTT-t tartalmaznak
(Sieradzan és mtsai., 1999). Ez felveti annak a lehet6ségét, hogy a mutans human HTT fehér-
je hasitodik bizonyos neuronokban Drosophila-ban is. A sejtmagi zarvanyok p62 tartalmuak
HD betegekben ¢és egér modellben (Nagaoka és mtsai., 2004; Rue és mtsai., 2013), ezzel
szemben mi nem figyeltik meg a Ref(2)P/p62 magi lokalizacidjat Drosophila agyban. A kii-
16nbség fakadhat az ellenanyag tulajdonsagabol, hogy az anti-Ref(2)P/p62 nem képes bejutni
a sejtmagba, vagy abbol, hogy emlésokkel szemben a Drosophila-ban masképp képzédnek a
sejtmagi zarvanyok. Az is lehetséges, hogy a p62 Drosophila ortologja (Ref(2)P) mas funkci-
oval bir a sejtmagi aggregatumok képzddésében, de az sem zarhatd ki, hogy a sejtmagi anti-
polyQ-jel nem a mutans HTT fehérjét jeloli. A kérdés tisztazasa végett tovabbi vizsgalatok

sziikségesek. Az mindenesetre egyértelmiien elmondhat6, hogy az AUTEN-67 hatasara a ci-
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toplazmatikus zarvanyokbol is kevesebb van, tehat AUTEN-67 kezelés hatdsara csokkent az

oldott és az oldhatatlan mutans HTT mennyisége is (20. és 21. abra).

A HD-ban szdmos moddon sériilnek a motoros funkciok (a chorea mellett, pl. bradikinézia,
ataxia). Ezzel 6sszhangban a Drosophila HD modellekben is progressziven sériilnek e funkci-
ok. (Marsh és mtsai., 2003; Riib és mtsai., 2016; Wyant és mtsai., 2017). Az altalunk vizsgalt
modellben a 128Q-HTT-t kifejez6 allatok lassabban masznak, mint a 16Q-HTT-t expressza-
10k, és az allatok maszasi sebessége is folyamatosan csokken, és korral még tovabb romlik
(10-13. abra). Ez részlegesen egybecseng azzal, hogy az UAS-128Q-HTT transzgén motoneu-
ronbeli kifejeztetése rosszabb maszoképességhez vezet, mint a kontrollként GFP-t kifejezd
allatok (Romero és mtsai., 2008). Az AUTEN-67, és kisebb mértékben a -99, képes volt eny-
hiteni maszoképességi funkciok csokkenését. Korabban a Drosophila-ban vizsgalt neuropro-
tektiv molekulak koziil a kongdévords, a cisztamin és a SAHA maszoképességre gyakorolt ha-
tasat vizsgaltak. Az egyik tanulmanyban a kongdvorods pozitiv hatassal volt az allatok képes-
ségére, mig a cisztamin nem (Apostol és mtsai., 2003). Egy masik HD modellben, masik ki-
sérletes elrendezés szerint a kongovords sem tudta javitani az allatok méaszoképességét, aho-
gyan a cisztamin vagy a SAHA sem dnmagaban (Agrawal és mtsai., 2005). Ugyanakkor bar-
melyik kettds- vagy harmas kombinacidja e harom molekuldknak szignifikdns javuldst ered-

ményezett hét napos felnétt allatokban (Agrawal és mtsai., 2005).

Egy masik motoros tesztben, a repiilésvizsgalat esetében az Appl-Gal4d-vezérelt HD model-
liink nem bizonyult abban az értelemben megfelelonek, hogy a 16Q-HTT-t kifejezd allatok
repiiltek kevésbé jol (24. abra), szemben azzal a korabbi vizsgalattal, amikor a transzgéneket a
motoneuronokban fejeztették ki (Romero és mtsai., 2008). Ennek az oka egyelére nem ismert,
azonban tobb kiilonbséget lehet megnevezni az altaluk és az altalunk (jelen dolgozat) elvég-
zett kisérletek kozott. Ilyen a mar emlitett Gal4-forras (motoneuronalis C164-Gal4 versus
panneuralis Appl-Gal4), a hémérséklet (27°C kontra 29°C), az életkor (25 napos allatok ver-
sus 7, 14, és 21 napos allatok). A repiilési teszthez hasznalt henger az esetiikben atlatszo volt,
a mi tesztiinkben nem. A tovabbiakban ezért indokolt lehet a repiilési teszt megismétlése at-
latszo henger hasznalataval. Ugyanakkor elmondhato, hogy az AUTEN-67 nem csak a masza-
si, hanem a repiilési képességére is pozitiv hatassal volt a 128Q-HTT-t kifejezd allatok vizs-
galataban (24. abra). Mas gyogyszeraspirans molekula repiiloképességre gyakorolt hatasat

Drosophila HD modellben még nem vizsgaltak, igy ilyen 0sszevetések nem lehetségesek.
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A Huntington-kor halalos kimenetelii betegség, a vartnal rovidebb élettartamot eredményez.
Ennek megfeleléen a Drosophila HD modellek is rovidebb ideig élnek a rovid polyQ szakaszt
kifejez6 kontroll allatokhoz képest (Marsh és mtsai., 2003; Lee és mtsai., 2004; Romero ¢és
mtsai., 2008). Ezt a megfigyelést a mi modelliink is rekapitulalta (22. és 23. abra). Az AU-
TEN-67 és az AUTEN-99 kismolekula megnoveli az élettartamot 16Q-HTT-t kifejez6 musli-
cék esetében. Elethossz-noveld hatas white!® (nem transzgenikus) allatok esetében is megfi-
gyelhet6 (Papp és mtsai., 2016; Kovacs és mtsai., 2017). Ez 6sszhangban van az autofagia
¢lethossz meghatarozasaban betoltott szerepével, koztiik azzal, hogy az autofag aktivitas fo-
kozasa élethossz nyujté hatasu (Vellai 2009; Rubinsztein és mtsai., 2011; Pyo és mtsai., 2013;
Martinez-Lopez és mtsai., 2015). Az AUTEN-99 kezelés nem volt hatassal a 128Q-HTT-t
expresszalo allatok élettartamara, azonban az AUTEN-67 kezelés kis mértékben megndvelte

az ¢lettartamukat (22. és 23. abra).

Az éltalunk vizsgélt magasabb koncentraciokban feltehetéen a két autofagia aktivalo kismo-
lekula koziil az AUTEN-67 a hatékonyabb, mind a motoros funkciok kiterjedtebb javitasat
tekintve, mind az élettartamra kifejtett pozitiv hatast alapul véve. Egy gyogyszerjeldlt mole-
kula szignifikans pozitiv hatasa a motoros funkciokra és az élettartamra HD modellben igen
ritka és értékes megfigyelés.

A korabban vizsgalt molekulak koziil a rapamycinnek - amely neuroprotektiv Drosophila HD
modellben is -, egy észter analogja (CCI-779 = Temsirolimus) javitja a motoros funkciokat
egérben, de az élettartam novekedéséhez nem vezet (Ravikumar és mtsai., 2004), annak elle-
nére, hogy a rapamycin és az mTOR gatlasa az él6vilag széles skalajan €lethossz novekedést
eredményez (vad tipust genetikai hattérben) (Vellai és mtsai., 2003; Harrison és mtsai., 2009;
Bjedov és mtsai., 2010; Johnson és mtsai., 2013).

Az AMPK-aktivaldo metformin hatasat Drosophila HD modellben még nem vizsgaltak. Ege-
rekben érdekes modon nem-fiiggd hatast irtak le: a him HD modellegerek hatsé végtag Gssze-
huzasa ellen hat (mig ndstényekben nem), méas motoros funkciéra viszont egyik nemben sin-
csen hatassal. A him allatok élettartamat képes novelni, a ndstényekét viszont nem befolyasol-
ja (Ma és mtsai., 2007).

A kalpainok géncsendesitése Drosophila HD modellben neuroprotektiv €s ez a hatas nem fi-
gyelhetdé meg Atg8a mutans hattérben, az endogén kalpaingatlo kalpasztatin taltermeltetése
pedig egér HD modellben javitja a motoros funkciokat és nem szignifikansan ugyan, de fo-

kozza az ¢€lettartamot (Menzies és mtsai., 2015).
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A Drosophila HD modellek eredményeihez hasonldan a cisztamin egér HD modellben is neu-
roprotektiv (Dedeoglu és mtsai., 2002; Van Raamsdonk és mtsai., 2005a), hatékonyan védi a
pusztulastol a striatum neuronjait (Van Raamsdonk és mtsai., 2005a). A Drosophila eredmé-
nyekkel ellentétben a motoros funkciokat javitja, legalabbis abban az esetben, ha olyan HD
egérmodellt vizsgaltak, amelyekben a kdzponti idegrendszeren kiviil is képzodnek aggrega-
tumok. Ezen HD modell egerek élettartamat is novelte a cisztamin (Dedeoglu és mtsai., 2002;
Karpuj és mtsai., 2002; Bailey és Johnson 2006). Ezzel szemben nincs hatassal a motoros
funkcidvesztésre abban az esetben, hogyha a sajat szabalyozo elemei vezérlik a mutans embe-
ri HTT kifejez6dését - a Drosophila megfigyelésekkel Gsszhangban (Van Raamsdonk és
mtsai., 2005a). Ez utobbi esetben még nem vizsgaltak a cisztamin élettartamra gyakorolt hata-
sat, ahogyan Drosophila modellben sem.

A SAHA Drosophila HD modellben 6nmagéaban a motoros funkciokat nem javitotta (Agrawal
¢s mtsai., 2005), mig az élettartamot novelte (Steffan és mtsai., 2001). Egér HD modellben
gatolja a hisztondeacetildzok mikddését az agyban, bizonyos mértékben neuroprotektiv és
javitja a motoros funkciokat (Hockly és mtsai., 2003). A SAHA elképzelhetd, hogy részben az
autofagia aktivalasan keresztiil fejti ki a hatasat, mivel emlérak sejtekben képes fokozni az
autofag gének expresszidjat, és eldsegiti az LC3 autofag membranra keriilését (Han és mtsai.,
2017).

A Drosophila-ban tesztelt peptidalapt mutans HTT gatlok nem csak neuroprotektivnek bizo-
nyultak, hanem az élettartamot is fokoztak, viszont a motoros funkciokra gyakorolt hatasukat
nem vizsgaltak (Kazantsev és mtsai., 2002; Nagai és mtsai., 2003).

A metilénkék, amely neuroprotektiv Drosophila és egér HD modellben is, javitja a motoros
funkciokat HD egérben (muslicakban nem vizsgaltak) (Sontag és mtsai., 2012), ¢lettartamra
gyakorolt hatast azonban nem vizsgaltak semelyik modellben sem.

A kongovoros élethosszra gyakorolt hatasat nem vizsgaltak Drosophila-ban, egér HD modell-
ben pedig 6sszességében nem volt pozitiv hatassal, de az allatok elsé 50%-nak kicsit fokozta
az élettartamat (Wood és mtsai., 2007). Ugyanakkor, mig muslicakban képes javitani a maszo
képességet (Apostol és mtsai., 2003), addig egyaltalan nincsen pozitiv hatassal a motoros
vagy a kognitiv funkcidokra HD egérmodellben, aminek feltehetéen az az oka, hogy nem képes
atjutni a vér-agy gaton (Wood ¢és mtsai., 2007). A SAHA is csak ugy képes hatni egér HD
modellben, ha ciklodextrinnel alkottatnak vele komplexet, mert igy mar hatékonyan atjut a
vér-agy gaton (Hockly és mtsai., 2003). Az AUTEN-99 szintén jo vér-agy gat penetracios ké-
pességgel rendelkezik (Kovacs és mtsai., 2017), az AUTEN-67-t viszont egerek agyabol nem
sikeriilt kimutatni, ami azt sejteti, hogy nem jut at a vér-agy gaton. Az AUTEN-67 ugyanak-
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kor pozitiv hatassal volt egy egér Alzheimer-kor modell fészekrakasi viselkedésére (Papp és
mtsai., 2016). Ennek egyik oka lehet az, hogy annak ellenére, hogy nem jut at a vér-agy ga-
ton, jotékony hatast fejthet ki az agyi kapillarisokra vagy az agyi vérnyomasra, ezaltal ked-
vezve a jO agyi oxigénellatasnak, amely igen fontos faktor az Alzheimer-korban (Palmer és
Love 2011; Wang és mtsai., 2013). Masik ok az lehet, hogy az AUTEN-67 gyorsan metaboli-
zalodik, otféle metabolit azonosithatd. Az, hogy ezek atjutnak-e a vér-agy gaton, eddig nem
képezte vizsgalat targyat, igy lehetséges, hogy egy vagy tobb metabolit képes bejutni a koz-
ponti idegrendszerbe, és az(ok) felel6s(ek) az Alzheimer-kor modell egerekben megfigyelt
jotékony hatasokért. A metabolitok azonositasa és a vér-agy gaton vald atjutas képességének
tesztelése mindenképpen fontos lenne. Az AUTEN-67 ciklodextrinnel vald kapcsoldsa egy
lehetséges megoldas az AUTEN-67 vér-agy gaton valo bejuttatasara (Hockly és mtsai., 2003;

Coisne és mtsai., 2016).

Mind az AUTEN-67, mind az AUTEN-99 esetében figyelembe kell venni, hogy az MTMR 14
gatlasan keresztiil hatnak az autofag folyamatra. Az MTMR14 a myotubularinok csaladjaba
tartozik, melynek névado tagjat, az MTM1-t az X kromoszoméahoz kapcsolt miotubuléris mi-
opatia egyik genetikai okaként azonositottak (Laporte és mtsai., 1996). A miotubularis vagy
centronukledris miopatidk heterogén genetikai hatterti betegségek, melyekre kisméretii izom-
rostok, és azokban kozépen elhelyezkedo sejtmagok a jellemzéek. Az MTMR 14 két variansat
azonositottak centronuklearis miopatiaban szenvedd betegekben (Tosch és mtsai., 2006). Az
MTMR 14 mutacidi azonban feltehetéen nem elsédleges okai, de befolyasolo faktorai lehetnek
ennek a betegségnek (Tosch és mtsai.,, 2006; Hnia és mtsai., 2012; Jungbluth és Gautel,
2014). Ugyanakkor az Mtmr14 mutans egerek izmai kisebb erdkifejtésre képesek, hosszabb az
elernyedési idejiik és nagyobb mértékben faradnak el (hosszabb a regeneralodashoz sziikséges
idejiik). Az izomrostjaikban csokkent szarkoplazmatikus, de megndvekedett citoszolikus kal-
ciumszint jellemzo (Shen és mtsai., 2009), valamint duzzadt, megnyult T-tubulusok figyelhe-
téek meg (Shen és mtsai., 2009; Hnia és mtsai., 2012). Ezekkel &sszhangban romlik az
Mtmr14 mutans allatok motoros teljesitménye, és idés korukra a vad tipushoz képest 30%-Kkal
nagyobb vazizomvesztés jellemz0 rajuk (Shen és mtsai., 2009). Mivel a HD-ban szdmos mo-
toros rendellenesség jelenik, illetve jelenhet meg a chorea mellett illetve utan - merevség, bra-
dikinézia, ataxia, dystonia, csokkent izomtonus (Riib és mtsai., 2016; Wyant és mtsai., 2017) -
, ezért fontos figyelembe venni, hogy az Mtmrl4 csokkent funkcidja romlé izommiikodéshez
vezet egérmodellben. Ugyanakkor az Mtmrl4 mutans egerekben az MTMR 14 fehérje folya-

matosan €s teljes mértékben hianyzik, ami feltehetden joval stlyosabb hatast eredményezhet,
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mint az MTMR 14 felndttkori farmakologiai gatlasa. Ezzel egybecseng az, hogy az mtmrl4
géncsendesitett zebrahalak mutatnak ugyan az egér Mtmrl4 mutdnsokhoz hasonlé izomfunk-
cié romlasokat, de ez joval kisebb mértékii, mint az mtmrl hianyaban, illetve a vazizmok ult-
rastrukturajaban sem figyelhet6 meg elvaltozas (Dowling és mtsai., 2010). Drosophila-ban az
EDTP mutacidja szintén izomrendellenességhez és az izommiikodés fokozatos csokkenésé-
hez, valamint ingatag, lassi mozgashoz vezet (Selaya, 2001; Chan, 2003). Ilyen fenotipusokat
az AUTEN-67, illetve -99 kezelések nyoman nem figyeltiink meg. Az altalunk vizsgalt moto-
ros funkciokat az AUTEN-ek vagy javitottak, vagy nem voltak rajuk hatassal, de egyik eset-
ben sem rontottak rajtuk; és a 16Q-HTT-t expresszalo allatok maszoképességén vagy maszasi
sebességén sem rontottak. Ez azt sugallja, hogy 1étezik olyan AUTEN-67, illetve -99 doézis,
amely javitja a HD modell muslicak motoros funkcidvesztését, és nem pedig sulyosbitja azo-

kat.

Az Mtmrl4 mutans egerekre a fentebb irtak mellett fokozott idéskori elhizas jellemzd, és ma-
gasabb a vér gliikoz-, koleszterin- és a triglicired szintjiik, mint a kontroll allatoknak. Az élet-
kor elérehaladtaval gyulladasi citokinek szintje is novekszik (Lv és mtsai., 2015; Lv és mtsai.,
2017). Raadasul egér embrionalis fibroblasztok osztodasi kapacitasa is fokozodik az
MTMR 14 hianyaban, és e sejtekben, valamint majban, zsirszovetben és izomban megvaltozik
az AKT-ERK szignalizacié (Liu és mtsai., 2014; Lv és mtsai., 2015; Lv és mtsai., 2017).
Mindezekre érdemes kiilonds tekintettel lenni az AUTEN-ek tovabbi vizsgalata soran.
Ugyanakkor, az életkor eldrehaladtaval bekdvetkezd fokozott testsilygyarapodas még akar
jotékony mellékhatas is lehet, hiszen a HD végsé stadiumara cachexia (koros lesovanyodas) a

jellemz0, amely mar nagyon meghatarozza a betegek tulélési idejét (Riib és mtsai., 2016).

Az AUTEN-67, és kisebb mértékben az AUTEN-99, képes fokozni az autofag aktivitast egy
Drosophila HD modellben, és csokkenti a mutans HTT mennyiségét és toxicitasat, felteheto-
en ezaltal javitva a motoros funkciokat és novelve az allatok élettartamat, igy vizsgalatuk
folytatasa mindenképpen indokolt. Az altalunk vizsgalt Drosophila HD modell a korai pato-
logiai valtozasokat mutatja. Erdemes vizsgalni a tovabbiakban a késébbi allapotot rekapitulald
modelleket is, amelyekben nem a teljes fehérje keriil kifejeztetésre, hanem csak a polyQ sza-
kaszt tartalmaz6 N-termindlis fragmentum. Emellett érdemes lenne megnézni, hogy a moleku-
lak képesek-e csokkenteni a mutans HTT kivaltotta neurodegeneracié mértékét. Mindenkép-

pen igéretes, hogy egérbdl szarmazé elsddleges kérgi neuronok esetében az oxidativ stresszel
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szemben citoprotektivnek bizonyultak (Papp és mtsai., 2016; Kovacs és mtsai., 2017). Az
AUTEN-ek eldnyei kozé tartoznak, hogy az autofagia aktivalasan keresztiil hatnak, igy csok-
kentik a HD kialakulasdban a legfobb patogén faktor, a mutans HTT mennyiségét, és eldsegi-
tik a neuronok mitkodését a romlo lebontoképességiik fokozasaval, fenntartasaval. Elméletben
az autofagia mellett az ubikvitin-proteaszoma rendszer miikodésének fokozasa, javitasa is
hasznos lehetne a mutans HTT eltavolitdsaban, de az aggregdtumképzddés miatt joval kevés-
bé bontana hatékonyan, raadasul az ubikvitin-proteaszoma rendszer farmakoldgiai aktivalasa
nagyobb kihivas, mint az autofag aktivtas novelése (Bennett és mtsai., 2005; Bennett és
mtsai., 2007; Ross és Tabrizi, 2011). Ha sikeriil elérni azt, hogy az AUTEN-67 is atjusson a
vér-agy gaton, akkor tovabbi nagy eldnyiik lehet az AUTEN-eknek, hogy szajon at is alkal-
mazhatoak, nem kell az agy-gerincvel6i folyadékba adni dket - szemben a szintén nagyon ha-
tasos antiszensz oligonukleotidokkal, illetve nem igényelnek virdlis hordozovektort sem az
RNSi vagy a nagyon igéretes CRISPR-Cas9 alapi megkdozelitéssel ellentétben (Aronin és
DiFiglia, 2014; Monteys és mtsai., 2017). Remélhet6leg emlds sejtes és egér HD modelleken
is mieldbb tovabb vizsgalhato lesz az AUTEN-67 és az AUTEN-99, és az ott kapott hatasaik
is reménykeltdek lesznek. Amennyiben igen, akkor a jovében lehet kombindlni 6ket mas
gyogyszerjelolt molekulakkal, ez a mellékhatasokat is csokkenthetné. Remélhetdleg akar ezen

megkdzelitésekkel, akar barmilyen mas modon a Huntington-koér mielébb gyogyithatd lesz.
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Osszefoglalas

Az autofagia az eukariota sejtek konzervalt, lizoszoma kozvetitett sejtes onemészt6 folyama-
ta. Az alapszintli (bazalis) autofagia teszi lehet6vé a sejt hosszh életideji, rosszul feltekere-
dett fehérjéinek, valamint a karosodott vagy feleslegessé valt sejtalkotdinak a lebontasat. A
bazalis autofag aktivitas kiilonosen fontos a mar nem osztodo, terminalisan differencialodott
sejtekben, koztlik a neuronokban. Az autofagia hibas miikkodése szamos betegség kialakulasa-
hoz képes vezetni. Idegsejtekben az autofagia zavara kiilonboz6 neurodegenerativ betegségek
kialakulasahoz jarulhat hozza, mint amilyen az Alzheimer-, a Parkinson- vagy a Huntington-
kor. A Huntington-kor (Huntington'’s Disease, HD) egy dominans, komplex motoros-, kogni-
tiv és pszichiatriai tlinetekkel jaro, haldlos kimeneteld, jelenleg gydgyithatatlan betegség, me-
Iyet a Huntingtin (HTT) gén mutacidja okoz. Az autofagia igéretes terapias célpont a neuro-
degenerativ betegségekben, koztiik a HD-ben is, azonban az eddigi megkozelitések olyan au-
tofagia szabalyozokat céloznak, amelyek az autofagiatol upstream hatnak, és/vagy a sejt sza-
mos mas folyamatara vannak hatassal. Az autofagia iniciaciojanak egyik kulcslépése a foszfa-
tidilinozitol (P1) foszfatidilinozitol 3-foszfatta (PI3P) torténd atalakulasa, amelyet a Vps34
kinadz komplex katalizal. A folyamat egyik antagonistdja a myotubularinok csaladjaba tartozé
MTMRI14, amely géncsendesitése vagy mutdcidja fokozott autofidg aktivitdshoz vezet.
MTMR14-gatl6 autofagiat fokozd kismolekuldkat keresve sikeriilt azonositani az AUTEN-67
(autophagy enhancer-67) és az AUTEN-99 kismolekulakat. A doktori értekezésemben bemu-
tatott munkaban az AUTEN-67 ¢és az AUTEN-99 hatasat vizsgaltam ecetmuslica (Drosophila
melanogaster) HD modellben. Mindkét kismolekula képes a taplalékkal bejutva fokozni az
autofag aktivitast mind a HTT-t nem expresszalo, illetve nem patogén HTT-t kifejez6 kont-
roll, mind a patogén mutans HTT-t kifejez6 HD modell felnétt muslicak agyaban. A mutans
HTT nagy, citoplazmatikus, Ref(2)P/p62- (és feltehetden ubikvitin-) pozitiv fehérjeaggregatu-
mokat képez. Mindkét kismolekula képes csokkenteni a toxikus mutdns HTT mennyiségét,
valamint az AUTEN-67, és kisebb mértékben az AUTEN-99 képes javitani a mutans HTT-t
kifejezd allatok csokkent motoros funkciodit (maszo és repiilési képesség). Az AUTEN-67 és
az AUTEN-99 noveli a nem patogén HTT-t kifejez6 allatok élettartamat. Rdadasul az AU-
TEN-67 képes novelni a mutans HTT-t kifejez6 HD modelléallatok élettartamat is. Az, hogy
egy gyogyszerjelolt molekula a motoros funkcidkra és az élettartamra egyarant képes pozitiv
hatassal lenni HD modellben, igen ritka. Mindezen igéretes eredmények alapjan az AUTEN-
67 és az AUTEN-99 tovabbi vizsgalata javasolt emlés HD modellekben.
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Summary

Autophagy (cellular “self-eating”) is a highly conserved, lysosome-mediated self-degradative
pathway of eukaryotic cells. Autophagy is an inducible process, but it also operates selective-
ly at basal levels under normal conditions, removing the long-lived unnecessary and misfold-
ed proteins, as well as damaged or superfluous organelles. Its basal activity is particularly im-
portant in non-dividing terminally differentiated cells, including neurons. Several human dis-
eases associated with defective autophagy. Defects in autophagic activity in neurons are asso-
ciated with the development of various, age-related neurodegenerative conditions such as
Alzheimer’s, Parkinson’s or Huntington’s Disease. Huntington’s Disease (HD) is an autoso-
mal dominant, fatal disorder with complex motor, cognitive, and psychiatric disturbances. HD
is caused by mutations affecting Huntingtin (HTT) gene. Autophagy serves as a potent phar-
macological target in neurodegenerative disorders, including HD. However, the existing ap-
proaches target upstream regulators or components of autophagy, which function in the sig-
nalling network far from the core machinery of autophagic process and/or affect many other
cellular processes. A key step in the initiation of autophagy is the conversion of phosphatidyl-
inositol (PI) to phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P), which is catalyzed by the Vps34 ki-
nase complex. An antagonist of this process is MTMR14, which belongs to the family of my-
otubularin phosphatases. Genetic inactivation of MTMR14 leads to enhanced autophagic ac-
tivity. In searching for MTMR14 inhibitors we identified two small molecules, AUTEN-67
(autophagy enhancer-67) and AUTEN-99. | investigated the effects of AUTEN-67 and AUT-
EN-99 on a Drosophila HD model during the work presented in my PhD thesis. Both small
molecules are able to enhance autophagic activity in the brain of control adult flies, which do
not express HTT or express only a non-pathogenic protein form, as well as flies which ex-
press the toxic mutant HTT. Mutant HTT forms large, cytoplasmic aggregates, containing
Ref(2)P/p62 and ubiquitinated proteins. Both small molecules are able to decrease the level of
toxic mutant HTT. AUTEN-67, and in a lesser extent AUTEN-99, improves impaired motor
functions in animals expressing mutant HTT. These motor functions include climbing and fly-
ing. Both AUTEN-67 and AUTEN-99 extend the life span of flies expressing non-pathogenic
HTT. Moreover, AUTEN-67 increases the life span of HD model animals that express the
mutant HTT. It is a rather rare phenomenon that a single drug candidate affects positively the
life span and motor functions in a HD model. According to these promising results, further
examination of AUTEN-67 and AUTEN-99 in mammalian HD models is a rationale strategy

and highly recommended.
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Elséként szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Prof. Vellai Tibornak, mind téma-
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sajnos biztos nem lesz hianytalan: Annus Tamas, Ari Eszter, Barna Janos, Bir6 Janos Barna-
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bisch Janos, Kurucz Anita, Kutnyanszky Vera, Lengyel Katalin, Maurnyi Csilla, Modos De-
zs0, Muranyi Gabor, Prof. Orosz Laszl6, Palfy Maté, Papai Nora, Papp Dia, Pasztor Erzsébet,
Radvanyi Miklos, Regds Agi, Schuller Déra, Sturm Adam, Szaker Henrik, Szikszai Fanni,
Szincsak Séra, Szinydkovics Janka, Tagscherer Kinga, Tallos Zsofia, Toth Andras, To6th Mar-
ton Lorant, Tiirei Dénes, Varga Maté, Varga Virginia, Vellainé Takacs Krisztina, Zsigmond

Aron.
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ni koszonetemet a toliik kapott segitségekért, reagensekért, torzsekért, beszélgetésekért és a
mikroszkophasznalati lehetdségért. Szeretném koziiliik kiilon kiemelni Lorincz Pétert, akit a
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Gyorgyot, Dr. Juhasz Gabort, Dr. Low Pétert, Maruzs Tamast, Prof. Sass Miklost, Szatmari

Zsuzsannat és Takats Szabolcsot.
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miai Tanszék), Dr. Boka Karolynak, Dr. Kovacs M. Géabornak (mindketten ELTE Novény-
szervezettani Tanszék) és Merényi Zsoltnak (ELTE Novényélettani és Molekularis Novény-

biologiai Tanszék) is.

A kutatomunkatol hatrébb 1épve: szeretném e sorokkal is kifejezni koszonetemet sziileimnek,
Racz Marianne-nak és Billes Zoltannak. Ksz6nom a tamogatasukat, és értelemszertien mind-
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