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Roviditések jegyzéke

6-OHDA 6-hydroxydopamine (6-hidroxidopamin)

AMP Adenosine monophosphate (adenozin monofoszfat)

AMPK AMP activated Protein Kinase (AMP aktivalt fehérje kindz)

Apel Aminopeptidasel

ATP Adenosine triphosphate (adenozin trifoszfat)

CMA Chaperone Mediated Autophagy (chaperone-kozvetitett autofagia)

Cvt Cytoplasm to Vacuole Targeting (citoplazma — vakuolum bioszintetikus
utvonal)

DNS dezoxiribonukleinsav

FUDR 5-Fluoro-2'-deoxyuridine

GFP Green Fluorescent Protein (Z6ld Fluoreszcens Fehérje)

IGF Insulin-like Growth Factor (inzulinszer(i ndvekedési faktor)

IPTG isopropyl-beta-D-thiogalactoside (izopropil-beta-D-tiogalaktozid)

MAPI1-LC3  Microtubule associated protein 1 — light chain 3 (mikrotubulus asszocialt
fehérje 1 — konnyi lanc 3)

NGM Nematode Growth Medium (nematoda tenyészté médium)

NMDA N-methyl-D-aspartic acid (N-metil-D-aszparaginsav)

PAS Pre-autophagosomal structure (pre-autofagoszomalis struktira)

PCD Programmed cell death (programozott sejthalal)

PCR Polimerase Chain Reaction (polimeraz lancreakcio)

PE Phosphatidylethanolamine (foszfatidiletanolamin)

PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase (foszfatidilinozitol 3-kinaz)

PIP; Phosphatidylinositol 3 phosphate (foszfatidilinozitol 3 foszfat)

Pmn Piecemeal microautophagy of the nucleus (a sejtmag ,,piecemeal”
autofagiara)

RNSI RNS interferencia

RNS ribonukleinsav

ROS Reactive oxygen species (reaktiv oxigén specieszek)

TOR Target of Rapamycin (a Rapamycin immunszuppresszans antibiotikum
célpontja)



1. Bevezetés

Az autofagia az eukariota sejtek szabalyozott onlebontd folyamata, amely soran a
citoplazma egy részlete a lizoszomakba jut, ahol savas hidrolazok altal lebontodik. A
felszabaduld molekuldk a felépité folyamatokban tjra hasznosulnak. Az autofagia tehat a
citoplazma makromolekulainak és a sejtszervecskék turnoverében jatszik fontos szerepet.
Az autofagia miikodésének zavarat szamos emberi betegséggel (példaul neurodegenerativ
elvaltozasok, sziv és érrendszeri betegségek, kiilonbozd eredetii €s fajtaji tumorok, sejten
beliili parazita fertézések) hoztak Osszefiiggésbe. Az autofagia szerepet jatszik szamos
alapveté biologiai folyamatban, mint példaul az egyedfejlédésben, a vorosvértestek
érésében ¢és az immunrendszer miikodésében. Az autofag folyamatot az 1990-es évekig
csak elektronmikroszkopos modszerekkel lehetett vizsgalni. Az utobbi masfél évtizedben
azonban az autofagia vizsgalata élesztében (amelyben fénymikroszkoppal is kimutathatd
az autofagia mikodésének zavara) lehetové tette a folyamat molekularis vizsgalatat. Ezt a
lehetéséget kiaknazva kezdtem meg kutatdsaimat az autofagia teriiletén napjaink egyik
legizgalmasabb genetikai modell organizmusan, a Caenorhabditis elegans fonalférgen.

Dolgozatomban az autofag géneknek az excitotoxikus neurodegenerativ
folyamatokban, valamint a sejtméret és az Oregedési folyamat szabalyozasaban betoltott
szerepét vizsgaltam. Kimutattam, hogy a funkcionyeréses mutans ioncsatorna, illetve a 6-
hidroxidopamin neurotoxin altal kivaltott sejtpusztulast a bec-1, unc-51 és Igg-1 autofag
gének inaktivalasa gatolja. A bec-1 és unc-51 funkciovesztéses mutaciok a sejtméret
csokkentésén keresztiil a testméretet is befolyasoljak. A bec-1, unc-51 és atg-18 autofag
génekrdl kimutattam, hogy inaktivalasuk befolyasolja az élethosszat. Az élettartam
roviditésén tal a vizsgalt bec-1, unc-51 és atg-18 funkcidvesztéses mutaciok felgyorsitottak
az Oregedési folyamatot jellemz6é markerek (példaul dregedési pigment) felhalmozdodasat,
valamint az izomsorvadas folyamatat. Eredményeimmel igazoltam, hogy az autofag gének
a neurodegenerativ folyamat, a sejtméret és az dregedés szabalyozasaban fontos szerepet
toltenek be. Ezek az eredmények elvezethetnek szamos emberi betegség molekularis

hatterének jobb megértéséhez.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Autofagia

Az autofagia az eukariota sejtek szabalyozott onlebontd folyamata. Elészor 1957-
ben ujszilott egér vese epithelialis sejtek elektronmikroszkopos vizsgalata nyoman irtak le
[1]. Az autofagia soran a citoplazma bizonyos része a lizoszomalis rendszer segitségével
bontodik le. A lebontasra kijeldlt citoplazma részlet lizoszomaba keriilése alapjan az
autofagia harom f6bb tipusat kiilonboztetjiik meg: mikroautofagia, makroautofagia, illetve
chaperone-kdzvetitett autofagia (CMA) [2]. A mikroautofagia soran a lizoszoma melletti
citoplazmarészletet magukba foglald vezikulak fiiz6dnek le a lizoszoma egyszeres
membranjabol invaginacioval, majd a lizoszoma bels6 terébe jutva lebomlanak. CMA-val
a KFERQ peptidszekvenciat hordozé fehérjék bomlanak le. Egy chaperone rendszer
felismeri a KFERQ motivumot, majd az azt hordozo6 fehérjét a lizoszomahoz tovébbitja. A
lebontandé fehérje a lizoszomaba egy membrantranszport rendszer segitségével kertil be.
A makroautofagia soran egy kettésmembran, az un. izoldldé membran veszi korbe a
lebontandd citoplazma részletet (szekvesztracid). A kettés membran bezarulasaval
kialakuld vakudlat (elsédleges) autofagoszomanak, vagy autofag vakudlanak (AV)
nevezzilk. Az AV barmely sejtalkotét magaba foglalhatja. Mérete sejt és fajfiiggo,
leggyakrabban 0,1-1 mikrométer nagysagrendii. Az elsédleges autofagoszoma kiils
membranja képes lizoszomaval fuzionalni. Mivel a lizoszoma kisebb, mint az
autofagoszoma, nem a lebontandd citoplazma keriil a lizoszoma belsé terébe, hanem a
lizoszomalis enzimek jutnak be az autofagoszoma két hatarold6 membranja kozé. A
lizoszomalis protonpumpaknak és egyéb membranfehérjéknek az autofagoszoma kiilsd
membranjaban valé megjelenésétdl kezdve beszélhetiink masodlagos autofagoszomarol (1.
abra). Az AV a lizoszomaval nemcsak kozvetleniil, hanem a heterofag eredetii
endoszomaval valo fuziot kovetden is egyesiilhet. A lebontas soran felszabadult molekulak

visszakeriilnek a citoplazmaba, a maradék pedig egy siirli maradvanytestet képez.



A. Makroautofagia

Szekvesztrdcio Fuzié Degraddcié

B. Mikroautofagia

Invagindcio Degraddcio

C. Chaperon kozvetitett autofagia (CMA)
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1. abra Az autofagia foébb tipusai. A: a makroautofagia soran egyes citoplazma
komponenseket a képzddé izolalomembran korbezar (szekvesztracid). A kettds
izolalomembrannal korbevett (elsddleges) autofagoszoma, vagy autofag vakuodla kiilsé
membranja fuzional a lizoszomaval (fuzid). A lizoszomalis protonpumpak savanyitjak a
masodlagos lizoszoma, vagy autofagolizoszoma belsd terét, ezaltal a lizoszomalis
hidrolazok aktivalodnak és lebontjak a beltartalmat (degradacid). B: a mikroautofagia
soran a lizoszomat kérbevevd citoplazma komponensek lizoszoma membrannal egytitt
jutnak a lizoszoma belsé terébe (invaginacid), ahol lebomlanak (degradacid). C: a
chaperone-kozvetitett autofagia (CMA) soran a KFERQ motivumot hordozé fehérjéket
citoplazmatikus chaperoneok ismerik fel (felismerés). A chaperone - szubsztrat fehérje
komplex a lizoszoma membran-receptoraihoz szallitodik. A receptor segitségével a fehérje
bejut a lizoszoma belsd terébe (transzlokacio), majd lebomlik (degradacio). A képen
lathato struktirak sematikusak.



2.1.1. A makroautofagia szabalyozasanak kezdeti 1épései

Dolgozatomban a makroautofagia szabalyozasanak kezdeti 1épéseiben résztvevo
géneket vizsgaltam. Mind az unc-51/4TG1, bec-1/ATG6, 1gg-1/ATGS és atg-18/ATGI1S
gének altal kodolt fehérjék az autofagia szabalyozasanak az autofagoszoma kialakulasaig
tartd szakaszaban fejtik ki hatdsukat. (El6szor a C. elegans, majd az élesztd ortolog nevét
tiintettem fel, mivel az autofag gének élesztdben hasznalt nevezéktana egységesebb a C.
elegans ortologokénal.) Ezért ebben az alfejezetben az autofagia szabalyozasanak az
autofag vakuola létrejottéig tartd szakaszat mutatom be. Mivel az autofagia fobb tipusai
koziil a makroautofagia mechanizmusaban résztvevd géneket vizsgaltam, a tovabbiakban
autofagia megnevezés alatt a makroautofagia értendo.

Az autofagia szabalyozasa taxononként jelentdsen eltéré lehet. Az egysejtl
¢élesztében példaul megfelel tapanyagellatottsag mellett az autofag lebontas szerepe
elhanyagolhato, de tdpanyag megvonas hatdsara nagymértékben aktivalodik a folyamat.
Eml6sokben az autofagia az éhezésre adott ,,stresszvalasz”, de e mellett szamos egyéb
funkciot is betdlt. Bar az autofagia szabalyozasa fajonként eltéré lehet, az autofag gének és
szabalyozasban résztvevé jelatviteli tvonalak erésen konzervaltak. Az élesztdben feltart
gének koziil szamos az emldsokben, Drosophilaban és C. elegansban is megtalalhato. Az
¢éleszt6bol, C. elegansbol, Drosophilabol és emlds modellekbdl szarmazo6 adatok alapjan
felvazolhatunk egy konzervalt autofdg mechanizmust [3]. Az Atgl kinazt tartalmazo
komplex aktivalja az autofagia molekularis mechanizmusat. Az inzulin/IGF-1 jelatviteli
utvonal és a citoplazma AMP/ATP aranyat érzékeld6 AMP-fiiggd kinaz (AMPK) jo
tapanyagellatottsag mellett a TOR komplexen keresztiil meggatolja az aktiv Atgl komplex
kialakulasat. Az Atgl komplex gatldsa élesztdben bizonyitottan a TOR komplex
szabélyozasan keresztiil valosul meg. Elesztében éhezés, vagy a Tor2 genetikai, kémiai
inaktivalasa esetén az Atgl3 és tovabbi fehérjék az Atgl komplexbe integralédnak. Az igy
létrejott aktiv Atgl komplex serkenti az izolald6 membran képzédését, ezaltal az
autofagoszomak kialakulasat. Az 0j membran nukleaciojat a Vps34/Atgl4/Atg6 altal
alkotott IlI-as tipusti PI3 kinazt tartalmazé komplex serkenti. A PI3 (III) kindz komplex a
Vpsl5 segitségével az Atg9 altal megjeldlt membranhoz kapcsolodik.

Az autofagia iniciacidjaban részt vevé fehérjék kozil egyelére csak 2
transzmembran fehérjérél tudunk, ezek az Atg9 és az Atg27 [4]. Az Atg27 csak akkor vesz
részt az autofagia iniciacidjaban, amennyiben nagy mennyiségii autofagoszéma képzédik.

Atg9-cel megjelolt membrant, melyet az izoldlomembran eredetének tekintenek,



¢éleszt6ben a sejtmag melletti pre-autofagoszomalis strukturabol (PAS) mutattak ki [2].
Hasonlo képzédményt tobbsejtii él6lényekben nem irtak le. A PAS-ra jellemz6
fehérjemarkerek metazodkban nem egy meghatarozott helyen Osszpontosulnak, hanem a
citoplazméban elszorva talalhatoak [2]. Metazoakban tehat a mai napig nem ismert, hogy
pontosan mi az izolaldé membran forrasa. Elképzelhetd, hogy endoplazmatikus retikulum
membran eredetli ¢s a jelenlegi elektronmikroszkopos technikdkkal nem vizsgalhato,
50nm-nél kisebb atmérdjii vezikulakban szallitodik az autofagoszoma 6sszeallitodasanak a
helyére [5]. Egy masik elmélet szerint az izolalé membran de novo képzddik, azonban erre
még nincs bizonyiték [2].

A formalodé autofagoszomaban az Atg9 és az Atg27 mar nem mutathatd ki (2.
abra). Az Atg9 visszanyerésében valoszinlileg az Atg2 ¢és az Atgl8 periférias
membranfehérjéknek van szerepe. A formalodé autofagoszoma membran f6 molekularis
markerének az Atg8-at tekintik. Az Atg8 ubikvitin-szerii, alacsony molekulatomegi,
citoplazmatikus fehérje. Az autofagoszoma membranjahoz egy ubikvitinilacidhoz hasonld
folyamat soran kovalensen kotddik. A kotés az Atg8 C termindlisan taldlhato glicin
aminosavmaradék és a membran egyik lipidkomponense, a foszfatidiletanolamin (PE)
nem glicin aminosavmaradék talalhatd, a termindlis glicint az Atg4 protedz szabaditja fel.
Az Atg8 membranhoz kétése elétt még szamos 1épés zajlik le (a teljes folyamatot lasd az 2.
abran). A meghasitott Atg8 fehérje a tovabbiakban aktivalodik. Az aktivalast Atg7 El
tipusu fehérje végzi ATP felhasznalasaval. Az aktivalas soran az Atg8 kovalensen kétodik
az Atg7-hez, majd ezt kdvetden az Atg5-Atgl2/Atgl6 komplex, illetve az E2 tipust Atg3
enzim segitségével a PE-hoz kotddik. Az Atg5-Atgl2/Atgl6 komplex kialakitasaban
szintén részt vesz az Atg7, mely aktivalja az Atg5-6t. Az Atg5 ezt kovetden az E2 tipusu
Atgl0 segitségével konjugalodik az ubikvitin-szerti Atgl2-hoz. Az Atg5-Atgl2 alegységek
egy Atgl6 molekulakbol allo mag koré szervezddve alakitjak ki a kész Atg5-Atgl2/Atgl6
komplexet. Az autofagoszoma bezarddasa utan az Atg8 lehasitodik a membranrél. Mivel a
kettés membrannal korbevett autofagoszoma kiilsé és belsd oldala is Atg8-cal jelolt, a
belsd térbe keriilt Atg8 a kialakuld tiregbe zarul és csak az autofagoszoma beltartalmaval
egylitt bomlik le. A lizoszomaval torténé fuzidhoz sziikséges tovabbi, kizarolag az

autofagiaban résztvevé fehérjék nem ismertek.
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2. abra A makroautofigia szabalyozasianak kezdeti lépései. Az iniciaciohoz sziikséges
Atgl komplex aktivitasat a TOR komplexen keresztiil az inzulin/IGF-1 jelatviteli utvonal
és az AMPK hatarozza meg. Az iniciacidhoz sziikséges tovabba a vezikula nukleacio is,
amely szabalyozasanak részletei pontosan nem ismertek.

2.1.2. Az autofagia szerepe a sejtmiikodésben

Az autofagia a sejt anyagainak lebontasara szolgalé mechanizmus. A proteaszoma
mellett az autofagia a mennyiségileg legjelentésebb fehérjedegradacios rendszer [2].
Aktivalodasat  eldidézheti az ¢hezés okozta energiahiany, vagy a felépitd
anyagcserefolyamatokhoz sziikséges aminosavak, nitrogénvegyliletek hidnya, illetve a
karosodott makromolekulak felhalmozodasa. Az autofagianak fontos szerepe van szamos
egyedfejlédési és sejttani folyamat szabalyozasaban. Autofagiaval bomlik le példaul a
Drosophila melanogaster larva zsirteste [6], vagy emldsokben a vorosvértestek
képzodésekor a sejtmag kilokddése utan az endoplazmatikus retikulum ¢és a
mitokondriumok [7, 8]. Az autofagia sziikséges az emlds immunrendszer mitkodése soran,
az MHClI-vel torténd antigén prezentacidhoz [9, 10]. Szerepe van a korokozok elleni

védekezésében, és az intracellularis parazitak (pl. Mycobacterium, virusok) elpusztitasaban
[11,12].
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Az autofagia kiillonboz6 tipusai szelektivek lehetnek a lebontandd organellumokra
(példaul pexofagia esetén a peroxiszomara, mitofagia esetében a mitokondriumokra), vagy
molekulacsoportokra (példaul a KFERQ hordozé fehérjékre a chaperone-kozvetitett
autofagianal), illetve egyes molekuldk szelektiv felvételére is [2]. ElesztSben az Apel
fehérje a makroautofagiaval nagyrészt azonos molekularis hatteri un. Cvt tutvonal
segitségével jut a vakuolumba [2].

A lebontd folyamatok koziil az autofagia képes a citoplazma legnagyobb részét
adott id§ alatt lebontani. Ehezés soran perfundalt emlés majban [13], vagy izolalt emlds
majsejtekben [14] 1 ora alatt a citoplazma 4-5%-a is lebomolhat autofagiaval. Ugyanez az
érték emlés embrionalis &ssejtekben 2% [15], emlds fibroblasztokban és élesztében pedig
1% [16, 17].

Kizarolag az autofagia képes a nagyméretli, membrannal hatarolt sejtalkotok
eltavolitasara, ami a hosszl életii ideg-, vagy izomsejtek tuléléséhez nélkiilozhetetlen. Az
autofagia gatlasa egérben sulyos, progressziv idegrendszeri tiinetekhez vezet. A kdzponti
idegrendszerben bekovetkezd jelentds neuron pusztulds utdn az allatok 80%-a még 4
hénapos koruk el6tt elpusztul. A pusztulds oka feltehetéen az autofagia altal el nem
tavolitott 6sszecsapzdodott fehérjék és sejtalkotok karositod hatasa [18, 19].

Az autofagia a sejtek pusztuldsat is okozhatja, ezért egyes kutatok az autofagiat a
programozott sejthalal onallo tipusanak tekintik (PCD Il-es tipus) [20, 21]. Ezt
alatamasztja, hogy a Drosophila nyalmirigysejtjei nem pusztulnak el amennyiben az
autofagia mikodése gatolt [22]. Az autofagia szoros Osszefliggésben all az I-es tipusu
programozott sejthalallal, az apoptézissal. A talaktivalt autofagia kodzvetett modon,

apoptozis indukalasaval is okozhatja a sejt pusztulasat [23, 24].
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2.2. C. elegans modell organizmus

A Caenorhabditis elegans (tovabbiakban C. elegans) mérsékelt 6vi, szabadon él6,
baktériumokkal taplalkozo, kifejlett allapotban 1,1-1,2 mm hosszuak fonalféreg. Normal
koriilmények kozott a vad tipust allatok 25°C-on kevesebb, mint 3 nap alatt, négy
larvastadiumon keresztiil (L1-L4) fejlédnek ki (4. abra) és atlagosan 2 hétig élnek. Nagy
egyedsliriiség és tapanyaghiany mellett egy alternativ harmadik, ugynevezett dauer
larvastadiumon keresztiil fejlédnek. A dauer larva akar fél évig is élhet, kutikulaja ellenallo
¢és vastag. A C. eleganst specialis ivari dimorfizmus jellemzi; a populaciot him és himnds
egyedek alkotjak (3. abra). Az 6nmegtermékenyité himndsek a tiszta genetikai vonalak
fenntartasat, a himek a genetikai vonalak kombinalasat teszik lehetévé. Az oocitakat és
spermiumokat is termelé himnds egyedek 25°C-on 3 nap utdn kezdenek embridkat
képezni, a him kiilsé megtermékenyitése nélkiil maximalisan 200-250 darabot. A
hermafroditanak 959, a himnek 1031 testi sejtje van [25]. A sejtek egyedfejlodési
leszarmazasa — egyediiliként az eddig vizsgalt ¢élolények kozott — invarians és
fénymikroszkop segitségével meghatarozott [25]. A haploid genom 5 testi, és 1 ivari
kromoszomaba szervezddve mintegy 100 Mb-bol all, és koriilbeliil 19000 gént kodol. A C.
elegans génjeinek legalabb 50%-a szignifikans szekvencia hasonlésagot mutat emberi
génekkel [26]. A C. elegans genom kiilonlegessége, hogy rendkiviil kompakt
szervezOdésli, az egy génre jutd bazisszamot tekintve 20-szor tomorebb az emberi
genomnal. Jellemzbéje az operonos szerkezet (tobb gén koz6s szabalyozo régidval
rendelkezik), amely az eukaridtak kozott csak a fonalférgekben ismert. A laboratoriumi
kisérletek soran a C. elegans torzsek a mikroorganizmusokhoz hasonléan milanyag petri

lemezeken, vagy folyadékkulturaban tenyészthetdek.

3. dbra A C. elegans ivari

dimorfizmusa. A természetes

" populaciot  tobbnyire hermafroditak

y = : (fent) alkotjak, a himek (lent) csak
L 0,2%-ban fordulnak el6. A képen
LS lathato két feln6tt allat kozott 3 lerakott

pete lathato.
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4. abra A C. elegans életciklusa. A C. elegans generacios ideje minddssze 3 nap 25°C-on.
Az életciklus fobb stadiumai a kovetkezOk: a zart peteburkon beliil végbemend
embriogenezis; a kikelést kdvetden a lethargusnak nevezett nyugalmi allapotokkal és az azt
kovetd vedlésekkel elhatarolt 4 larvastadiumot magaban foglalo larvalis fejlédés, majd a
felnéttkor. Az L1 larvaallapotot kdvetden magas homérséklet, taplalékhiany, vagy az
tgynevezett dauer feromon hatasara egy alternativ L3 larvastadium, a dauerlarva alakulhat
ki.

Az évek soran felhalmozodott tudast az egyik elso integralt adatbazis, a WormBase
tartalmazza (www.wormbase.org). A képi adatbazist a Wormatlas (www.wormatlas.org)
cimen lehet elérni. Szamos folyamatosan aktualizalt irodalmi forras talalhato a
Wormbookban (www.wormbook.org). A nemzetkdzi torzsgyljteményt a Minnesotai
egyetemen tartjak fenn (CGC: Caenorhabditis Genetics Center,
http://dbw.msi.umn.edu/cgedb/search.php). A C. elegans fonalférgen végzett kutatasokat
2002-ben (Sydney Brenner, John Sulston és Robert H. Horvitz) és 2006-ban (Andrew Z.

Fire és Craig C. Mello) orvosi Nobel-dijjal jutalmaztak.



2.3. Neurodegenerativ betegségek

Neurodegenerativ betegségeknek nevezzilk mindazokat a betegségeket, amelyek
soran a kozponti, vagy a kornyéki idegrendszerben idegsejtek karosodnak, vagy pusztulnak
el, sszefoglaloan, amelyek soran neurodegeneracié kovetkezik be. Az emberi testben
naponta kiilsé beavatkozas nélkiil is tobb mint 100 milliard sejt pusztul el és termelddik
ujja. A testet ért sériilések soran egyes szervek, mint példaul a bér, vagy a maj jelentds
mértékli meghjulasra képesek, az idegsejtek azonban korlatozott osztodasi és regenerativ
potenciallal rendelkeznek. A hires neuroanatomus Santiago Ramon y Cajal altal a huszadik
szazad elején felallitott dogma szerint a kifejlett idegrendszerben ,,barmi elpusztulhat, de
semmi sem regeneralddhat” [27]. Noha ez a dogma megddlt, a neurogenezis térben és
idében csak korlatozottan mehet végbe.

A neurodegenerativ betegségek emberek millioit érintik. Lefolyasuk altalaban lasst
¢és féleg idosebb korban jelentkezik. Néknél a reproduktiv kor lezarultaval, férfiak esetében
a 60-as években nd meg a betegség megjelenésének a valdsziniisége. A neurodegenerativ
betegségek soran el6szor altalaban csak a sejtek funkcidja karosodik [28]. Késébb a
neuronok egyre gyorsuld mértékben elpusztulnak. Az idegrendszer plaszticitdsa miatt a
tiinetek akar az egyes funkcioért felelos neuronok 80%-anak elvesztéséig sem észlelhetok
(példaul a Parkinson-kor esetében [29, 30]). A neuronok tipusatdl fiiggden sériilhetnek

kognitiv, motoros és szenzoros funkciok.

2.3.1. Neurodegenerativ betegségek csoportositasa

A neurodegenerativ  betegségeket a molekularis mechanizmus alapjan
csoportositva, beszélhetiink fehérjék aggregalodasaval jaré konformacios neurodegenerativ
betegségekrdl, illetve excitotoxikus hatas (az ingerld szinapszisokban talalhato receptorok
tulaktivalasa miatt fellépd hatas) altal kivaltott neurodegenerativ folyamatrol [31, 32]. Az
Alzheimer, Parkinson, Huntington-kor és szamos tovabbi neurodegenerativ betegség
esetében szinte mindig ki lehet mutatni fehérjeaggregaciot. Sokaig azt feltételezték, hogy
az Osszecsapzodott fehérjeplakkok allnak az egyes betegségek hatterében. A legujabb
kutatasok szerint azonban a fehérjeplakkok jelenléte, mérete és az elszenvedett karosodas
mértéke nincs kozvetlen dsszefliggésben. Sokkal valdsziniibb, hogy a plakkok kialakulasa
eredménye [33-37]. A nem megfelelden ,,feltekeredett” fehérjék amellett, hogy képtelenek

eredeti funkciojukat betdlteni, a fehérjemagbol kiszabadult hidroféob aminosav

15



oldallancaikkal a legkiilonbozbb sejtalkotokhoz csapzodhatnak ki. A hidrofob
felszineiknél fogva megkotott sejtvazelemek, hésokkfehérjék, transzkripcids faktorok,
membran csatorndk karosoddsa a sejt pusztulasdhoz vezethet. A sériilt fehérjék
aggregalddasa a sejt a tilélését szolgalja, nem pedig a pusztulast okozza [33-37].

A neuronok membranreceptorainak tulzott mértékii, vagy tul hosszu ideig tartd
ingerlése nyoman excitotoxikus hatds 1ép fel. A fehérjeaggregacios betegségekhez
hasonléan ez is az idegsejtek funkcidvesztésével, majd pusztulasaval jard jelenség.
Excitotoxikus hatas alakulhat ki, ha az ioncsatorna funkcidju receptor liganduma a sejten
kiviili térben a fiziologiasnal hosszabb ideig, vagy nagyobb mértékben van jelen. Ezt
okozhatja az adott ingeriiletatvivé anyag termelédésének abnormalis mértékiti fokozodasa,
vagy a visszanyerésének csokkenése [32]. A visszanyerés mértéke romolhat példaul
sériilés nyoman bekovetkezd iszkémia miatt (vérellatasi zavar kovetkeztében kialakult
oxigénhiany). Az iszkémia soran azért halmozodhat fel a fiziologiasnal nagyobb
mennyiségli ingeriiletatvivé anyag, mert ezek eltavolitasa a sejtkozi térbdl energiaigényes
folyamat, az oxigén-, illetve gliikozhiany viszont lokalis energiahianyt okoz [38, 39].
Excitotoxicitas mesterségesen is kivalthato neurotranszmitter analogok beadasaval.

Az excitotoxikus hatds soran a sejthartya ioncsatorndinak tulzott aktivalasa az
idegsejtek depolarizacidjat okozza, az ioncsatorna liganduménak folyamatos jelenléte miatt
pedig nem tud repolarizalodni a sejt. A nyitott csatorna kovetkeztében az intracellularis
Ca>" szint tartbsan megnd, ¢és ez idével a mitokondriumok karosodasat, illetve
foszfolipazok, endonukleazok és proteazok (példaul a calpainok) aktivalodasat okozza. Az
idegsejt végill apoptotizal, vagy szabalyozott, de az apoptozistol kiilonbozo,
kaszpazfiiggetlen modon nekroézissal pusztul el [40].

Szamos olyan betegség ismert, amelyben az excitotoxikus hatasmechanizmusnak
szerepe van. llyen példaul a sztrok, a traumas agysériilések, az Alzheimer-kor, az
amiotrofias lateralis szklerozis, a Parkinson-kor és a Huntington-kor [41-47]. A sztrok és a
traumas agysériilések esetében a fizikai karosodas kovetkeztében fellépd iszkémia miatti
glutamat felhalmozodas, az Alzheimer-kor, az amiotrofias lateralis szklerozis, a Parkinson-
kor és a Huntington-kor esetében pedig az aggregalodo fehérjék ioncsatornakat befolyasold

hatasa allhat a hattérben.
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2.3.2. Neurodegenerativ betegségek vizsgalatahoz hasznalt allati modellek

2.3.2.1. Aggregacion alapulé modellek

Az emberi neurodegenerativ folyamatokban bizonyitottan résztvevd fehérjék
hatasat in vivo allati modellekben vizsgaljak. A betegségben érintett fehérjét kodolo gént
szovetspecifikus promoterrel vad tipusu allatokban expresszaltatjak. A transzgén
kifejez6désének hatdsa ezt kovetden ¢élettani, molekularis biologiai eszkozokkel
vizsgalhato. Ilyen modellt készitettek mar Caenorhabditis elegansban, Drosophila

melanogasterben, Zebra danioban és egérben [48-51].

2.3.2.2. Excitotoxikus modellek

Az idegrendszer miikddése soran termel6dd ingeriiletatvivé anyagok, mint példaul
a glutamat és a dopamin, illetve mesterséges vegyliletek, (mint példaul a glutamat
receptorokra hatd agonistak, az N-metil-D-aszparaginsav (NMDA), vagy a kainat sav)
megfeleld mennyiségben képesek ugynevezett excitotoxikus hatast kivaltani [52].
Felhasznalasuk nem korlatozodik az emlés vagy gerinces modellekre. A kezelés
célpontjanak  szamit6 ioncsatornak konzervaltsiga miatt olyan nem gerinces
modellorganizmusokon is alkalmazhatoak, mint a Caenorhabditis elegans és a Drosophila
melanogaster [53]. A kémiai kezeléshez hasonld hatastiak bizonyos gének mutacioi.
Ilyenek a sejthartyaban talalhatdo degenerin csalad tagjai (DEG/ENaC) tagjait kodolo
gének.

Az excitotoxikus modellek vizsgalata nem csak a trauma nyoman fellép6
neurodegenerativ folyamatok jobb megértése miatt fontos. Az aggregacion alapuld és az
excitotoxikus neurodegenerativ folyamatok egyszerre jelentkezhetnek szamos betegség
esetében (példaul: Alzheimer-kor, az amiotrofias lateral szklerdzis, a Parkinson-kor és a

Huntington-kor [41-47]).

2.3.2.2.1. Degenerin modellek C. elegansban

A Degenerin/Epithelial amiloride-sensitive Sodium Channel (DEG/ENaC)
fehérjecsalad tagjai nem fesziiltségfiiggd, amiloride érzékeny kationcsatornak. A
fehérjecsalad tagjai szamos gerinces ¢és gerinctelen fajban megtalalhatéak [54]. A

degenerin fehérjecsalad és mas ioncsatorna alegységek hiperaktiv mutans formainak
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segitségével C. elegansban vizsgalhato az excitotoxikus neurodegeneracié mechanizmusa.
A deg-3 gén a konzervalt nikotinos acetilkolin receptor (nAChR) C. elegans ortoldgjanak
alfa alegységét kodolja [55]. A C. elegans nAChR a degenerinekhez hasonléan
kationcsatornaként miikodik. A deg-3(u662) funkcionyeréses mutacié altal kivaltott
idegsejtpusztulds nem mutat eltérést a degenerin mutaciok altal kivaltott pusztulastol [40].
A funkciondlis hasonlésag miatt dolgozatomban a deg-3 gént, bar nem degenerin, nem
kiilonitem el a degenerinektol.

A degenerin MEC-4 és DEG-1, illetve a degenerinekhez hasonlé miikédésti DEG-3
fehérjék neuronokban fejezddnek ki, a sejthartyaban talalhatd ioncsatornak felépitésében
vesznek részt. Funkcionyeréses alléljaik az ioncsatornak talmiikodését, ezaltal a neuronok

duzzadasat, majd nekrotikus pusztulasat okozhatjak [56].
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ingerlés nélkiil ingerelve

(zart csatorna) (nyitott csatorna)
5. dbra A MEC-4/MEC-10 ioncsatorna felépitése és miikodése. A: zart degenerin
csatorna sematikus képe. A csatorna a neuron sejthartyaban helyezkedik el, de horgony
fehérjékkel mind a kutikuldhoz, mind a sejten beliili mikrotubularis rendszerhez ki van
panyvazva. Mechanikus inger (érintés) hatasara, a horgonyfehérjék kozvetitésével a
csatorna ingerlddik és kinyilik. B: nyitott degenerin csatorna, amelyen at kationok
aramolhatnak a neuron citoplazmajaba, ezaltal depolarizalva a sejthartyat. ([57],
modositva)

A mec-4 gén egy amiloride érzékeny, natrium-csatorna alegységet kodol, melynek
mutacidja 6 érintésérzékeld idegsejtet érint (6. abra, [58]). A mutacio altal érintett sejtek
pusztulasa az embrionalis fejlédés soran megkezdddik. A legtobb sejt az L2 stadiumban

pusztul el, de a pusztulas csokkent mértékben egészen az allatok halalaig tart.

18



mecd expresszio

[ = W
e “’_‘ﬂ—\"J o P am ALMUR e | __._._S‘-"",TLML.E

6. abra A mec-4 idegsejtpusztulasi modell. A MEC-4 fehérje az AVM, ALML, ALMR
PVM, PLML ¢és PLMR érzékel6 idegsejtekben fejezddik ki.

A deg-1 gén is amiloride érzékeny, kation csatorna alegységet kodol. Szamos inter-,
amphid- és érintésérzékeld neuronban fejezddik ki (7. abra, [59]). A sejtek pusztulasa a
deg-1 mutansokban embrionalis korban kezdddik és az LI1-L2 stadiumban a

legintenzivebb.
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7. abra A deg-1 idegsejtpusztulasi modell. A DEG-1 fehérje az AVG, AVDL, AVDR,
PVCL, PVCR inter-, ASHL, ASHR amphid- és IL1L, ILIR, IL1DL, IL1DR, IL1VL,
IL1VR érintésérzékelé neuronokban fejezddik ki.

A deg-3 a nikotinos acetilkolin receptor (nAChR) alfa alegységét kodold gén.
Funkcidnyeréses mutacidja szamos interneuront és érintésérzékel6 neuront érint (8. abra).
Ezen sejtek pusztulasa foleg az L1-L3 stddiumban figyelheté meg.
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8. abra A deg-3 idegsejtpusztulasi modell. A DEG-3 fehérje az AVG, PVCL, PVCR
interneuronokban ¢€s az érintésérzékelé ALML, ALMR, ILIL, ILIR, ILIDL, IL1DR,
IL1VL, IL1VR, PLML, PLMR, PVD neuronokban fejezddik ki.

A mec-4, deg-1 és deg-3 gének funkcionyeréses mutacioi folyamatosan aktiv
allapotban tartjdk a sejtmembranban elhelyezkedd ioncsatornakat, amely a sejtek
pusztulasat okozhatja [60]. A mutansokban nem hal meg minden érintett sejt, mivel
véletlen faktoroktol is fiigg, hogy az érintett sejtek képesek-e kompenzalni a karosito hatast
[61].
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A mec-4, deg-1 és deg-3 funkcionyeréses mutansokban az elpusztulo sejtek egy jol
karakterizalhat6 nekrotikus folyamaton mennek keresztiil. Kezdetben a sejt megduzzad és
megvaltoznak optikai tulajdonsagai. Ebben az allapotban a pusztuld sejt kis nagyitasu
fénymikroszkoppal is konnyen azonosithatd. A maximalis méret elérése utan a sejt
zsugorodni kezd, majd végiil eltiinik. A degeneracio 4-24 6ran beliil zajlik le. A duzzado
sejt mérete valtozo, a farokban talalhato sejtek példaul hatalmas holyagga duzzadhatnak fel
[61]. Az elektronmikroszkopos megfigyelések alapjan a pusztuld sejtben sokszorosan
feltekeredett membran strukturdk képzédnek. A citoplazmaban kisebb vakuolak jelennek
meg ¢és a maganyag a sejtmaghartya belsd felszinén kisebb csomokba all Ossze. A
degeneraci6 eldrehaladtaval a sejt egyre jobban megduzzad és lekerekedik, eldobja
axonjait és dendritjeit, nagy vakuolak jelennek meg benne. A sejtmag eltorzul, betiir6dések
és lefliz6dések jelennek meg benne, a maganyag széttoredezik. A citoplazma attetszévé
még épek, csak a pusztulasi folyamat végén bomlanak le. A pusztulas végsé fazisaban mar
nincs felismerhet6 sejtmag, sejtszervecske. Maradékaik kompakt, elektrondenz testecskék
formajaban figyelheték meg a citoplazmaban. Az elpusztuld sejtet a szomszédos sejtek
bekebelezhetik, vagy a nytlvanyaikkal teljesen elszigetelhetik az alaphartyatol, illetve a
tobbi sejttdl (mielinizacid). A degeneracio késoi fazisatol a sejt nekrotizalhat, vagyis a
sejthartya felszakadasaval ellendrizetlen, szabalyozatlan pusztulasi folyamaton mehet

keresztiil.

9. abra Pusztul6 sejtek elektronmikroszképos képe C. elegans degenerin mutiansokbél
A: a degeneralodas elején 1évé PVM sejt transzmisszios elektronmikroszkopos képe. B: a
kinagyitott spiralis membran strukturdk. C: a pusztulas el6rehaladott fazisaban lévé PVC
sejt. D,E: Késoi fazisban 1évé PVM sejtek, melyekben sejtmag, vagy mas ép sejtszervecske
mar egyik sikban sem volt megtalalhatd. A D képen egy intakt sejtmembranu, a
hypodermalis sejt nyulvanyaval korbevett sejt, mig az E képen egy lizalo sejt lathato. A teli
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nyilak az autofag vakuoldkra mutatnak, mig az ires nyil a lizalo sejt felszakadt
sejtmembranjat jelzi ([61], modositva).

2.3.2.2.2. 6-hidroxidopamin neurotoxinon alapulé C. elegans modell

Szamos mesterségesen eléallitott neurotranszmitter, vagy neurotranszmitter analog
valthat ki neurodegeracios betegségre jellemzé neuron pusztulasi mintazatot. Ilyen anyag
példaul a 6-hidroxidopamin (6-OHDA) neurotoxin. Segitségével a degenerineken alapuld
modellhez nagyon hasonld neurodegenerativ modell hozhato 1étre. A modell alapja egy
olyan transzgénikus C. elegans torzs melynek mind a 8 dopaminerg neuronja GFP-vel
(Green Fluorescent Protein) jelolt. A gfp gén aktivitasat a neurotoxinra specifikus receptort
kodold gén (dat-1) promotere szabalyozza, ami igy csak a neurotoxinra érzékeny sejtekben
fejezddik ki (pdat-1::gfp). A transzgénikus allatokat 6-OHDA-nal kezelik, majd 24 o6ra
elteltével megszamoljak hany neuron, illetve idegsejtnytlvany pusztult el. A GFP
hasznalata azért sziikséges, mert a degenerin-indukalt pusztuldssal szemben ebben a
modellben nem duzzadnak meg a sejtek. {gy Nomarski mikroszkopiaval nem allapithato

meg, melyik idegsejt pusztul el és melyik ¢l tal.

CEPDLE

w dat-1 expresszié i ‘S_/

= - i
CERYLT ADELR PDE LR

10. abra pdat-1::gfp idegsejtpusztulasi modell. A DAT-1 dopamin receptor a CEPDL,
CEPDR, CEPVL, CEPVR, ADEL, ADER, PDEL és PDER neuronokban fejezédik ki.

2.4. A sejtméret szabalyozasa

A tobbsejtii él6lények testének méretét alapvetden az azt felépité sejtek szama és
mérete hatdrozza meg. A sejtméretet a lebontd és a felépité folyamatok viszonya, a
sejtszamot az osztodasok gyakorisaga hatarozza meg. A sejtciklus szabalyozasa intenziven
vizsgalt és viszonylag jol megértett teriilet. A sejtek méretének szabalyozasar6l azonban
keveset tudunk [62].

A sejtméretet szabalyozé mechanizmusok kozé tartozik a ciklin — ciklin-fliggd
kinaz rendszer, amely a sejtosztodas eldtt ellendrzi, hogy a sejt elérte-e az osztddashoz
sziikséges minimalis méretet [63, 64]. A sejtméretet befolyasolja a ploidiaszint is. A
genom kopiaszamanak novekedése szamos fajban a sejtméret novekedésével jar [65].

Drosophilaban az alacsony homérséklet a szarnyak, a labak ¢és a szemek
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megnagyobbodasat okozza, a sejtek szamanak gyarapodasa nélkil [66]. A hOmérséklet
tehat ugyancsak hatassal lehet a sejtméretre.

Az inzulin/Inzulinszer(i Novekedési Faktor 1 (insulin/ Insulin-like Growth Factor-
1; roviditve: inzulin/IGF-1) genetikai utvonal minden tobbsejtii allatban megtalalhato.
Bizonyos komponensei mar az egysejtiickben, igy példaul az élesztdben is jelen vannak.
Nevét onnan kapta, hogy az inzulin/IGF-1 ttvonal altal kozvetitett hatdsokat emldsdkben
két, az inzulin és az IGF-1 jelmolekulakkal jellemezheto genetikai titvonal kozvetiti. Mind
az inzulin, mind az IGF-1 alacsony molekulatomegii peptid [67]. Az inzulin hormon,
amely a hasnyalmirigy Langerhans sejtjeiben termelddik és foleg a glikoz anyagesere
szabalyozasaban vesz részt. Emellett hat a lipid anyagcserére és anabolikus hatasa is van
[68]. Az IGF-1 hormonként és novekedési faktorként is mitkodik [69]. Az inzulin/IGF-1
jelatviteli utvonal aktivitasa elsdsorban a tapanyagok mennyiségétél fiigg. Az utvonal
befolyasolja az energiahaztartast, a sejtnévekedést, a sejtosztodast, az élettartamot és az
idegrendszer mitkodését [70].

Az inzulin/IGF-1 utvonal receptoranak (InR receptor) inaktivalasa Drosophildban,
illetve csokkent aktivitasa emldsokben kis testméretet eredményez [71, 72]. C. elegansban
az inzulin/IGF-1 tutvonal receptora a DAF-2 fehérje. Citoplazmatikus komponensei, az
AGE-1, PDK ¢és AKT fehérjék. A jelatviteli Gitvonal aktivitasa a ,,downstream” helyzetii
DAF-16/FOXO transzkripcios faktor inaktivalasat eredményezi (11. abra). A DAF-16 t6bb
szaz célgén kifejez6dését szabalyozza kozvetleniil [73-75]. Az inzulin/IGF-1 jelatviteli
utvonalnak C. elegansban tobb szignalmolekuldja van (INS-1, INS-7, INS-18 és DAF-28;
[76, 77]. A tirozin kindz aktivitaisi DAF-2 receptor a ligandum kotés hatasara
dimerizalodik és aktivalja az AGE-1 foszfoinozitid-3-kindz molekulat. Utobbi a
foszfoinozitid-3,4-difoszfatot (PIP,) foszforillalja tovabb foszfoinozitid-3,4,5-trifoszfatta
(PIP3). Az AKT-1 részben a PDK-1 foszfoinozitid-fiiggd kinazon, részben a foszfoinozitid-
3,4,5-trifoszfaton at kozvetleniil aktivalodik. Az AKT-1 protein kindaz a DAF-16-ot
foszforillalja [78]. A foszforillalt DAF-16 nem képes a sejtmagba jutni. Az inzulin/IGF-1
utvonal egyetlen gatlo tagja a DAF-18 foszfataz, amely a PTEN human tumor
szuppresszor ortologja [79]. Az AKT-1 és a DAF-16 altal szabalyozott gének egyike a
CeTor/let-363 [23]. A CeTor az élesztd TOR2 ortologja, amely az autofagia egyik f6
szabalyoz faktora. C. elegansban az inzulin/IGF-1 utvonal fontos szerepet jatszik az
alternativ egyedfejlédési allapotot képvisel¢ dauer larva kialakitdsaban, hatassal van a
fertilitasra, az életképességre és a HRP-1 fehérjén keresztiil a telomer szerkezet

kialakitasara is [80].
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DAF-18 (~PTEN)

PI3.4P, PI(3.4,5)P, e

PDK-1— AKT-1 AKT-2
DAF-16

————— dauer képzes
1 anyagcsere

elethossz szabalyozas

seftmaghartya

11. 4dbra Inzulin/IGF-1 jelatviteli utvonal C. elegansban.

Emldsokben a TGF-B csaladba tartozo molekuldk (Bone Morphogenetic Proteins 2-
7, BMPs) szabalyozzék a csont, porc és izomfejlédést, hatdssal vannak a sejtosztodasra,
differencialodasra, cellularis szeneszcenciara és autokrin novekedési faktorként is
miikodhetnek [81]. Drosophildban a decapentaplegic nevii morfogén egy TGF-f ortolog.
Gytumoleslégyben a TGF-f jelatviteli titvonal az idegrendszer fejlédésében [82], illetve a
csiravonal és a spermatogenezis szabalyozasaban is részt vesz [83].

C. elegansban a TGF-p genetikai utvonal a sejtek méretének szabalyozasan
keresztiil befolyasolja a testméretet [84]. Az utvonal a receptorok szintjén sajatsagos
valtozatossagot mutat. A TGF-B receptor heterodimer, amely az Gsszetételétdl fiiggden
kiilonb6z6 folyamatok szabalyozasaban vehet részt . Amennyiben a DAF-4 és a DAF-1
receptor alegységek kapcsolédnak Ossze, akkor az tutvonal a dauer larva fejlédést
szabalyozza. Amennyiben a DAF-4 és a SMA-6 receptor alegységek kapcsolodnak, akkor
az utvonal a testméret szabalyozasaban vesz részt [85].

A TGF-B utvonalban a daf-7, daf-1, daf-4, daf-8 gének mutaciéi Daf-c (dauer
formation constitutive, konstitutivan dauer larvat képzd), mig a daf-3 és daf-14 gének
mutacioi Daf-d (dauer formation defective, dauer larva képzésre képtelen) fenotipust

eredményeznek. Ugyanezen utvonal testhossz meghatarozasért felelds részében a dbl-1,
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sma-6, sma-2, sma-3, sma-4 mutaciok fenotipusa Sma (Small, rovid testhossza), mig a lon-
2, lon-1 mutaciok fenotipusa Lon (Long, nagy testhosszt). A mab-21 gén a him allatok
parzasban részt vevé farki érzékeld-strukturainak kialakitdsaban vesz részt, igy

funkcidvesztéses mutacioja Mab (Male-tail abnormal) fenotipust eredményez [86].

DAF-7 DBL-1

DAF-3 SMA-4
DAF-8
DAF-14 MAB-21
l LON-1 \
dauer képzes testméret szabhalyozasa him farok érzékelonyulvany

kialakitasa

12. dbra TGF-p jelatviteli itvonal C. elegansban.
2.5. Az oregedési folyamat biologiaja

2.5.1. Oregedé tarsadalmak

A XXI. szazadban szamos orszdg néz szembe a tarsadalom eloregedésének
problémajaval. Eurdpa, Eszak-Amerika, Ausztralia, Uj-Zéland és Azsia fejlett orszagaiban
a varhato élettartam a 80 évet is meghaladhatja. Az ENSZ jelentéseit is 0sszeallito PRB
(Population Reference Bureau, www.prb.org) 2007-es becslése szerint a gyerekvallalasi
kedv csokkenése, illetve a varhato élettartam emelkedése tovabb folytatodik a kovetkezd
50 évben. Az eldrejelzés szerint 2050-re a fejlett orszagok lakossaganak 26%-a, a vilag
népességének 16%-a lesz 64 ¢évesnél idésebb (State of World Population 2007,
http://www.unfpa.org/). Az idés emberek aranyanak novekedése miatt fontos, hogy
megismerjik az oregedés biologiai alapjait. Ennek a tudasnak a birtokaban megel6zhetd
vagy késleltetheté lenne az oregedés soran fellépd karos folyamatok kialakulasa, ezaltal

jobb életmindség lenne elérhetd.
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M Kevesebb mint 5 szazalék
[ 5.9 szazalék

[ 10-14 szazalék

W 14 szazalék felett

13. abra A 64 évesnél idésebbek ardanya a népességen beliil a vilag orszagaiban, 2007-
ben. (World Population Data Sheet 2007, http://www.prb.org/).

2.5.2. Oregedési elméletek

Szamos Oregedési elmélet sziiletett evoluciés és mechanisztikus alapon (1.
tablazat). Ezek altalaban csak egy szempontbol vizsgaltdk az Oregedés komplex
folyamatat. A legutobbi elméletek a tobbi elmélet figyelembevételével, halozatelméleti

alapon késziiltek [87].
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1. tablazat. Az 6regedést magyarazé fobb evolucios elméletek

Mutacioé akkumulacios
elmélet [88]
Antagonisztikus pleiotropia

elmélet [89]

Felesleges test elmélet

[87, 90]

Hibakatasztrofa elmélet

[91]

Szomatikus mutaci6 elmélet
[91]

Mitokondrialis elmélet

[91]

Szabadgyok elmélet

[92]

A nitrogén oxid elmélet

[93]

A reproduktiv kort kovetden csokken a szelekcios nyomas.
Az emiatt felhalmozdod6 mutaciok okozzak az dregedést.

A fiatalkorban elényds gének a kor elérehaladtaval karossa
vallnak (gyorsabb metabolizmus, nagyobb szabadgyok
terhelés).

A test a reproduktiv idészak utan ,.eldobhatova” valik, a
karbantartdsat végzé mechanizmusokra tovabb nincsen
sziikség.

A transzlaci6 soran véletlenszeriien bekovetkezé hibak a
transzlaciéos mechanizmus komponenseit is karositjak.
Emiatt csokken a transzlacié pontossaga. Az igy létrejovo
egyre csokkend hatékonysagl pozitiv visszacsatolasi ciklus
okozza az oregedést.

A szomatikus sejtek osztodasa soran felhalmozodo
mutaciok teszik mikodésképtelenné a szervezetet.

A szomatikus mutaciok elészor a kevésbé hatékony DNS
hibajavité mechanizmussal rendelkezé mitokondriumok
génjeit teszik tonkre, a hibas organellumok pedig
megzavarjak a sejtek miikodését.

Az oxidativ foszforillacio soran keletkezd reaktiv oxigén
gyokok (ROS) karositjak a sejt makromolekulait, ami
oregedéshez vezet.

A stressz, gyulladas és fertézések soran felszabadulo
nitrogén oxidok hosszabb tavon karositjak a szervezetet és

oregedéshez vezetnek.

2.5.3. Az oregedési folyamat

Az oregedés soktényezds, progressziv jellegli, a szervezet allapotanak folyamatos

romlasaval egyiitt jaré folyamat [94]. Karositd hatasok allandodan érik a szervezetet, de

szamos hibajavitd mechanizmus feliigyeli a szervezet épségét. Az orokitdanyagban

keletkezé hibakat a DNS hibajavité rendszerek (BER, Base excision repair; NER,
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Nucleotide excision repair; MMR, Mismatch repair; NHEJ, non-homologous end joining
¢és a rekombinacios hibajavitas) kiiszobolik ki [95]. A karosodott, vagy nem megfeleléen
szintetizalt fehérje molekuldkat a fehérje homeosztazis puffer (chaperone rendszer,
proteaszomalis és autofag fehérje lebontas) hivatott kijavitani [95]. A sejt érzékeli a
sejtszervecskék sériilését is, ezek az autofagia aktivalasaval tavolithatoak el [95]. A
hibajavitas sikertelensége esetén a nem megfelelden miik6do sejtek belsd jelekre (DNS
karosodas esetén a pS53 aktivalodas, sériilt mitokondriumnal a citoplazmaba kiszabadulo
citokrom c, lyukas membranon bedramlé Ca®" aktivalt calpainok altal, stb.) vagy a
kornyezetiikbol érkezé inger hatdsara (T limfocita altal kifejezett ,halal-ligandumok”,
illetve a sejten talalhaté Fas-, TRAIL-R, TNF-R1, IL-1R ,halal-receptorok™) programozott
sejthalallal pusztulnak el [95]. Helyiiket szoveti ssejtekbol, vagy a kornyezd sejtekbol
képzodott Uj sejtek foglaljak el.

A hibajavito mechanizmusok a reproduktiv korban funkcionalisan képesek kozel
allando szinten tartani a szervezet allapotat. A bekovetkezd karosodasok azonban nyomot
hagyhatnak. A fehérjemolekuldk megérzik létezésiik végéig apro szerkezeti torzulasok
formajaban egy részleges denaturacidé emlékét. A testi sejtek orokitéanyagaban mutaciok
halmozddnak fel, a fehérjék az oregedéssel karbonilalodnak. A betegségek és az apro
sériilések kovetkeztében megvaltozik a szdveti struktira, ndvekedik a kotészovet aranya.
60-65 ¢év felett a felgyiilemld, ki nem javitott hibak a szervezet elhasznalddasahoz,
civilizaciés betegségek megjelenéséhez vezethetnek. Ilyenek a fentebb részletesen
jellemzett neurodegenerativ betegségek (kozilik is féleg az Alzheimer-kor), az Gjabban
fiatalkorban is jelentkezd elhizas, a rak megannyi formaja, a csokkent inzulin termelés,
vagy az inzulin rezisztencia altal kivaltott II-es tipust cukorbetegség, a sziv és érrendszeri
betegségek, a vesebetegségek, az autoimmun betegségek, az idéskori izomsorvadas
(szarkopénia), a csontritkulas, a sztrok ¢és a depresszio. Ezekkel a korfliggd

megbetegedésekkel egy 0j orvosi szakma, a geriatria foglalkozik.

2.5.4. Oregedést befolyasolé fobb genetikai és kornyezeti faktorok

2.5.4.1. Inzulin/IGF-1 jelatviteli utvonal
Az inzulin/IGF-1 jelatviteli itvonal kapcsolatban van az eddig leirt oregedést
befolyasold genetikai és kornyezeti faktorok szinte mindegyikével [78, 95]. C. elegans

fonalféregben az utvonal receptoranak, a DAF-2-nek a gatlasa az élethossz
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megkétszerez6déshez vezet. Az inzulin/IGF-1 jelatvitel gatlasa élettartam novelé hatasa
Drosophildban és egérben is [96-98]. Az inzulin/IGF-1 utvonal gatlasa az élethossz
befolyasolasan tl szamos egyéb, az oregedési folyamatra jellemzé tiinet megjelenését is
keslelteti. C. elegansban az idéskori izomdegeneracié miatti bénulés a vad tipusra jellemz6
8-9 nap helyett hetekkel késobb jelenik meg [99]. Az 6regedési pigmentek felhalmozdodasa
25°C-on 5 nap helyett 20 nap alatt éri el a vad tipus esetében megfigyelhetd értéket [100].

2.5.4.2. TOR kiniz

A TOR (Target of Rapamycin) nevét az eredetileg antifungalis antibiotikumnak
fejlesztett, majd immunszuppressziv hatdsa miatt a szervatiiltetések soran alkalmazott
Rapamycinnek koszonheti. A TOR jelatviteli ut kozponti eleme a TOR kindz. Az
inzulin/IGF-1 jelatviteli utvonal, az aminosavak elérhetésége és az AMP fiiggd kinaz
(AMPK) egyarant szabalyozza aktivitasat [101]. A TOR kindz élesztében és emlds
modellekben az autofagiat és a transzlacio aktivitasat is befolyasolja (KEGG signaling
pathways, http://www.genome.jp/kegg). Inaktivalasa C. elegans [23], Drosophila [102] és

¢éleszt6 [103] modell rendszerekben az élethossz jelentés novekedésével jar.

2.5.4.3. Kalériakorlatozas

A kaléria korlatozas soran a szokasosnal Iényegesen kevesebb, de a tuléléshez még
éppen elegendé mennyiségli taplalékhoz jut a szervezet. McCay és Crowell 1934-es
megfigyelései szerint patkanyok napi taplalékadagjat bizonyos hatarig csokkentve
megfeleld mindség és Osszetétel esetén a szervezet nem karosodik, sét az élethossz
jelentdsen megnd [104]. Késobb ezeket az eredményeket egéren [105], Drosophildn [106],
C. eleganson [107] és Macaca mulatta-n [108] végzett kisérletek megerdsitették. C.
elegansban a kaloria korlatozas altal kivaltott élettartam novekedéshez sziikséges a pha-
4/FOXA ¢és a skn-1 gén miikodése, de a genetikai hattér részleteiben még nem tisztazott

[107, 109].

2.5.4.4. Mitokondrialis 1égzési lanc
A mitokondrium citoplazmatikus, 6nallo cirkularis kromoszomaval rendelkezd,
kettésmembrannal hatarolt, anyai 6roklédést sejtszervecske. A sejt energiakdzpontja, az

ATP szintézis szinhelye, az egyik fO Ca®" raktir. A mitokondriumok elektron
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transzportlancanak miikddése soran képz6dd reaktiv oxigéngyokok (ROS) a szervezetet
¢ér6 oxidativ karosodas f6 forrasai.

Mivel szamos emberi betegség mitokondrialis rendellenességre vezethetd vissza, a
mitokondridlis gének inaktivalasatol az élethossz csokkenése varhatd. Ezzel ellentétben C.
elegansban szamos mitokondridlis gén RNS interferenciaval torténd ,,csendesitése” 20-
200%-os ¢élethossz novekedést okoz [110]. Az ellentmondast Rea és mtsai 2007-es
cikkiikben azzal oldjak fel, hogy ez a hatas csak bizonyos, csokkent mértékii inaktivalas
esetén all fenn és a hatterében az egyedfejlodés bizonyos pontjan a sejtosztodast

szabalyoz6 DNS ellenérz6 pontokkal kialakulo kolesonhatas allhat [110].

2.5.4.5. Az autofag gének hatasa az élethosszra

Az autofagia szerepét az dregedésben eldszor 2003-ban Meléndez és mtsai irtak le
[111]. A daf-2(el370) inzulin/IGF-1 mutans hosszu élet fenotipusat a bec-/ RNSi kezelés
képes részlegesen szuppresszalni. A daf-2(el370) mutans vad tipushoz képest
megnovekedett élethosszanak kialakitasahoz sziikséges a bec-1 autofag gén miikodése.
Hars és mtsai 2007-es cikkiikben két masik RNS interferencia segitségével inaktivalt
autofag génrél (Arg7, Atgl2) bizonyitottak, hogy azok is sziikségesek a vad tipusu

¢élethossz eléréséhez [112].

2.5.5. Az oregedési folyamat vizsgalata

Az élettartam 6nmagaban nem informal az élélény ,,egészségi” allapotarol. Az
Oregedést szamos sejt és szervezet-szintii 6regedési jelenség kiséri, példaul izomsorvadas,
Oregedési pigment felhalmozodas, testméret csokkenés, fehérje karbonilacio és bizonyos
enzimek (pl. tirozin kindzok, lizoszomalis hidrolazok) aktivitasanak csokkenése [113].
Ezek a szervezet fizioldgiai allapotaval és/vagy az 6regedéssel szoros Osszefiiggésben 16vo
paraméterek, amelyek nyomonkéovetésével kvantifikalhatjuk az 6regedés folyamatat.

A sejt lebontd szervecskéiben, a lizoszomakban folyamatosan halmozodnak a
tovabb mar nem bonthaté maradékanyagok, amelyeket 6regedési pigmenteknek hivunk.
Ezek szamos keresztkotést tartalmazo fluoreszeens anyageseretermékek, melyek jorészt a
szintén Osszetett lipofuszcinbol és AGE-b6l (Advanced Glycation Endproducts) allnak
[100]. Az 6regedés soran a regeneraciora csak korlatozottan képes vazizomzat fokozatosan
leépiil. A folyamat neve szarkopénia, vagy korfiiggd izomdegeneracid, amely minden

elkiiloniilt izomzattal rendelkez6 él6lényben megfigyelhetd. A leépiilés korrelal az
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Oregedési folyamat sebességével, idével mozgaszavarokat, majd kiteljesedett formaban
teljes bénulast eredményez. Tovabbi jol hasznalhaté oregedési marker a sejten beliili
AMP/ATP arany, amely a sejt 6regedésének elérehaladtaval fokozatosan emelkedik [114].
Az emberi gyogyaszatban ezt a modszert mar tobb mint 20 éve rutinszeriien hasznaljak
[115]).

C. elegans specifikus modszer a thermotolerancia mérése [116, 117]. Ennek soran
az allatok teljes hostresszel szembeni ellenallo képességét mérjiik, nyomon kovetve, hogy
meddig képesek elviselni a szamukra letalis 35°C-os hémérsékletet. Ez kozvetve
Osszefiiggésben van a hdsokkfehérjék termelésének a képességével, mely a
thermotoleranciaval egyiitt csokken az oOregedés soran [118]. Ugyancsak C. elegans
specifikus a garatpumpalas vizsgalata, illetve a defekacios frekvencia meghatarozasa is:

mindkettd csokkenést mutat az 6regedéssel [113].
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3. Célkitiizések

3.1. Az autofag gének szerepének vizsgalata a neurodegeneraciéban

C. elegans modellrendszerben az éhezés befolyasolja a hiperaktiv degenerinek altal
kivaltott sejtpusztulast [40]. Az éhezés hatasara csokken a pusztulasban érintett aszpartil-
proteazok aktivitasa, gatlodik az inzulin/IGF-1 jelatviteli utvonal miikddése és fokozodik
az autofag aktivitas. Az autofagiarol ismert, hogy szabalyozasaban az inzulin/IGF-1
jelatviteli utvonalnak kitintetett szerepet van [111]. A neurodegeneraciés modellek
vizsgalata soran jellegzetes membran atrendezddéssel jaro folyamatokat irtak le, amelyek
jelenléte az autofagia aktivalodasara utalhatnak. Ezek a korilmények arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a degenerinek altal kivaltott sejtpusztulasban az autofagianak is
szerepe lehet.

Kisérleteimben azt vizsgaltam, hogy az autofag géneknek milyen szerepe van a
hiperaktiv degenerinek, illetve a 6-hidroxidopamin neurotoxin dltal Kkivaltott

sejtpusztulasban C. elegansban.

3.2. Az autofag gének szerepének vizsgalata a sejtméret szabalyozasaban

A sejtméretet a lebonto €s a felépitd anyagesere folyamatok aktivitasa hatarozza
meg. Az autofagia az eukariota sejtek legnagyobb kapacitasu lebontdé mechanizmusa, ezért
logikusnak tiint, hogy megvizsgaljam szerepét a sejtméret szabalyozasban. C. elegansban
ismert, hogy mind az inzulin/IGF-1 mind a TGF- jelatviteli utvonal a sejtek méretének
szabalyozasan keresztiil befolyasolja a testhosszat.

Kisérleteimmel arra kerestem a valaszt, hogy az autofag gének szabalyozzak-e
a sejtméretet C. elegansban és amennyiben igen, milyen kapcsolatban allnak az

inzulin/IGF-1 és TGF-§ genetikai itvonalakkal.

3.3. Az autofag gének szerepének vizsgilata az oregedési folyamat
szabalyozisaban

Az Oregedés egy progressziv az egész szervezet allapotanak romlasaval jard
folyamat, amelyhez szamos degenerativ betegség tarsulhat. Az autofagia szerepét
kimutattak szamos korfiiggd betegségben, a leglijabb eredmények alapjan az élethossz
meghatarozasaban is kozvetlenill vesz részt. Az utobbi hisz évben kideriilt, hogy az

oregedés nagymértékben genetikailag meghatarozott folyamat. Azok a funkcidvesztéses
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mutaciok, amelyek csokkentik az inzulin/IGF, vagy a TOR kinaz altal kozvetitett jelatviteli
utvonalak aktivitasat, a mitokondrialis mikodést és a kaloria felvételt jelentésen
megnovelik az élethosszat filogenetikailag egymastol tavol allo allatfajokban.

Kisérleteim sordn az autofag gének oregedésben betoltott szerepét vizsgaltam
az élethossz és az oregedési pigment felhalmozodas mérésével, az izomdegeneracioé
nyomonkdvetésével. Tovabba vizsgiltam az autofag gének és az élethossz

szabalyozasban szerepet jatszé korabban leirt genetikai itvonalak kolesonhatdsat.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A vizsgalt autofag gének

Kisérleteim megkezdésekor az autofag gének C. elegans ortologjai koziil csak az
unc-51 ¢és a bec-1 gének funkciovesztéses alléljai voltak elérhetéek. Ezenkiviil az Igg-/
gént RNSi technika segitségével ,csendesitettem”. Az Oregedés szabalyozasaval
kapcsolatos kisérletek elvégzésekor mar rendelkezésemre allt az atg-18 gén delécios
allélja, ezért ezt a gént is bevontam a vizsgalatokba.

A bec-1 gén az élesztd ATG6/VPS30, illetve a human beclin-1 gén ortologja. A bec-
1 gén egy coiled-coil fehérjét kodol [111, 119], amely valoszintileg egy P13 kinaz komplex
tagja [120]. Az bec-1(0k691) és bec-1(ok700) funkciovesztéses allélok a gén tobb exonjara
is kiterjedé delécios nullmutansok. A bec-/ gén hidnya nagy penetranciaji embrionalis
letalitast okoz. Az embrionalis fejlodésen tuljuto allatok (0,3% bec-1(0k691), illetve 0,2%
bec-1(0k700) [120]) fenotipusa pleiotrop. Testméretiik kicsi, a vedlések soran nem tudnak
kibujni a kutikulabol, fragilisek, és ha eljutnak a felndttkorig, akkor sterilek. A bec-
1(0k691), illetve bec-1(0k700) funkciovesztéses mutans torzsek fenntartdsa heterozigota
formaban, vagy balancer kromoszoma hasznalataval lehetséges. Kisérleteim soran egy
olyan konstrukciot hordozo torzset hasznaltam, amelyben a bec-1 letalitasat egy a
funkcionalis bec-1 gént hordozd instabil (extrakromoszomalis) plazmid részlegesen
menekitette (swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP + rol-6(sul006)], a tovabbiakban Ex/bec-
1(+)] [120]). A plazmidot az egyedfejlodés soran a sejtek véletlenszeriien elveszthetik,
ezaltal az allat genotipusa mozaikos lesz. Mivel a plazmid gyakran elvész, az éllatok
fertilitasa alacsony €s testi sejtjeik nagy része bec-1 -/- genotipusu.

Az unc-51 gén az élesztd ATGI, illetve a human ULK-1 gén ortologja [121, 122].
Az UNC-51 fehérje szerin/treonin kinaz aktivitasu. A gén inaktivalasa pleiotrop fenotipus
megjelenéséhez vezet. A funkciovesztéses mutansok testmérete kicsi, gyakorlatilag
teljesen mozgasképtelenek (Unc fenotipus — Uncoordinated- ; koordinalatlan mozgasu),
csak korlatozott szamu petét tudnak lerakni, és a hermafroditaban kikel6 larvak elpusztitjak
az anyaallatot (Bow fenotipus - Bag of worms). Az ¢369 allél egy nonszensz mutacio,
amely a kodolo régioban a GIn553STOP (CAT - TAG, amber) tranziciot okozza [123].
Az ell89 allél esetében nincs informacidé a mutacid pontos helyzetér6l, mivel

Mindkét unc-51 allél teljes funkciovesztéses nullmutansnak tekinthetd [123].
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Az Igg-1 gén az élesztd ATGS és a human MAP-LC3 gének féreg ortologja [111].
Az LGG-1 ubikvitin-szertd, alacsony molekulatomegii fehérje. Az Igg-1 esetében nem all
rendelkezésre mutans allél, ezért a gént RNS interferencia (RNSi) technika alkalmazasaval
,csendesitettem”. Az /gg-/ RNSi kezelés hatasara alacsony penetranciaval megakad az
embrionalis fejlodés (elpusztult peték figyelhetdek meg a petri lemezen), illetve a larvalis
kifejlett Igg-1(RNSi) allatok lathatdé morfologiai vagy viselkedési abnormalitast nem
mutatnak.

Az atg-18 gén az élesztd ATGIS, illetve a human WIPI2 gén ortologja [111]. Az
ATG-18 foszfoinozitid koté fehérje, amely az autofagia mellett a dauerképzés
folyamataban vesz részt. A atg-18(gk378) allél egy kiterjedt deléciot hordoz, amely a
kodold régio elsé 3 exonjat érinti. A atg-18(gk378) allatok lathaté morfologiai vagy

viselkedési abnormalitassal nem rendelkeznek, fertilitdsuk azonban csokkent.

4.2. Torzsfenntartas

A C. elegans torzseket laboratoriumi koriilmények kozott 15 és 25°C kozott,
termosztatokban, petri lemezekbe ontdtt NGM agaron 1év6 E. coli OP50 baktériumpazsiton
(a tovabbiakban NGM lemezen) tartjuk fent [124]. Az allatokat egyedileg platina tii, vagy
szempilla segitségével rakhatjuk at egyik NGM lemezrél a masikra. Nagyobb mennyiségii
allat mozgatasat kisméretii spatula segitségével végezhetjiik el az agar darab kivagasaval,
és athelyezésével. A C. elegans fenntartasanak egyszeriiségét a mikroorganizmusokéhoz
lehet hasonlitani. Stabil homozigéta mutaciok esetében elég a torzseket 1-2 havonta friss
lemezre athelyezni. Folyékony nitrogénben a torzseket évekig is tarolhatjuk. Az NGM agar
alapvaltozatanak modositasaval specifikus lemezeket készithetiink. Példaul ,.etetéses”
RNSi alkalmazasdhoz a lemezbe kevert szelektivitast biztosito ampicilin és tetraciklin
antibiotikumokkal és az indukcidhoz IPTG-dal, élethossz mérésekhez a sterilitast biztositd

FUDR-nel, szamolashoz az allatokat bénitd NaNs-dal.

4.3. RNS interferencia

Az etetéssel alkalmazott RNS interferencia a C. elegans genetikaban széleskortien
hasznalt modszer egyedi gének inaktivalasahoz (,,csendesitéséhez”). A csendesiteni kivant
gén mRNS-ébdl egy koriilbeliil 900 bazisparos szakaszt reverz transzkiptazzal cDNS-re
irattam 4t, majd PCR reakcio segitségével megsokszoroztam. A kapott cDNS-t T-vektorba

klonoztam, majd RNSi vektorba (pPD129.36, [125]) szubkloénoztam. Az ampicilin
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rezisztenciagént hordozo RNSi vektort egy specialis tetraciklin rezisztens HT115 nevii E.
coli torzsbe transzformaltam, amit RNSi lemezekre cseppentettem. A baktériumsejtek
ezeken a lemezeken az induktiv IPTG hatasara atirjak a célgénre specifikus DNS szakaszt.
A baktérium sejtek elfogyasztasaval a duplaszala RNS a C. elegans belébe keriil, onnan
felszivodik, majd szétterjed az egész szervezetben és ,,csendesiti” a szekvencia-specifikus

genomi szakaszokat [126].

4.4. Sejthalal vizsgalatok

A mec-4(u231), deg-1(u506) és deg-3(u662) funkcionyeréses mutans C. elegans
torzsekben az elpusztuld idegsejtek megduzzadnak. A megduzzadt sejtek Nomarski
optikaval jol megfigyelhetok. A vizsgalt torzsbodl szinkronizalt populaciot hoztam létre, a
duzzado sejteket az L1 stadium végén szamoltam. A duzzadt neuronok szama megfelel az
L1 stadium végén elpusztulo idegsejtek szamanak, mert a pusztulasi folyamat nem
visszafordithato. Mivel a neuronpusztulds embrionalis korban kezdédik és az allat élete
végéig tart (az L1 stadium végén a legintenzivebb), egy adott allatban elpusztuld dsszes
idegsejtnek csak egy részérél nyerhetd igy informacio. Emiatt sziikséges a mérés elott
ellendrizni, hogy a vizsgalt genetikai, vagy kornyezeti hatds nem tolja el a maximalis
pusztuldsi periddust a vizsgalt idétartamon kiviilre. Ez kisszdmu 4llatban, a teljes ¢lethossz
soran az Osszes elpusztuld sejt szamanak meghatarozasaval lehetséges. Ennek hianyaban
eléfordulhatna, hogy a vizsgalt hatas csak a pusztulds idobeli lefolyasat valtoztatja meg, az
elpusztult sejtek szamat viszont nem érinti.

A fenti probléma kikiiszobolhetd olyan transzgénikus térzsekkel, amelyekben a
degeneralodd neuronokat fluoreszcens GFP fehérje jeloli meg. A gfp gént hordozd
transzgénikus torzset a degenerin mutanssal Osszekeresztezve olyan kettds mutansok
hozhatoak létre, amelyekben a vizsgalat pillanataig elpusztult Osszes idegsejt szama
meghatarozhatd. Az elpusztult idegsejtek nem fluoreszkalnak. Az Osszes jelolt idegsejt
szamabol kivonva a még vilagitd idegsejtek szamat megkapjuk az elpusztult idegsejtek

szamat.
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14. abra A mec-4 neurodegeneracios modellben fénymikroszképpal nyomonkovetheté
a neuronok pusztulasa. A: a pmec-4.:gfp transzgénikus allatban a mec-4 gén
promoterével kifejeztetett GFP 6 érintésérzékelé idegsejtet jelol meg. B: a mec-
4(u231);pmec-4::gfp genotipusu L2 stadiumu allatban a mec-4(u231) funkcionyeréses
mutacié indukalta idegsejtpusztulds miatt a maximalis 6 idegsejtbdl mar csak 3 van
életben. C: a mec-4u231);pmec-4::gfp transzgénikus allatban az egyik PLM sejt
vakuolarizaciojarol Nomarski optikaval késziilt kép. D: az C képen lathato allatrol késziilt
Nomarskis ¢és fluoreszcens kép Osszemontirozva. A mec-4 gén promoterével kifejeztetett
GFP jelenléte a pusztuld sejtben mutatja, hogy a mec-4(u231) mutacio jelenléte okozza a
vakuolarizaciot. E-F: a mec-4(u231);pmec-4::gfp allatban a mec-4(u231) funkcionyeréses
mutacié nem minden esetben okozza a szenzoros neuronok pusztulasat. A fluoreszcens
mikroszkopos E képen mindkét PLM sejt lathatd (a pmec-4::GFP-vel azonosithatoak), a
Nomarski optikaval késziilt F képen viszont csak a duzzadt (vakuolarizalodé) PLMR
idegsejt lathato.

A populacioé szinkronizalasa soran 30 hermafrodita sziilot 2-4 oran at hagytam
petézni (150-300 pete), majd a sziiloket eltavolitottam. Ezt kovetden az embrionalis és a
larvalis fejlodés soran lejatszodik a sejtpusztulas. Az adatgyiijtéshez a még petéket nem
tartalmazo fiatal felnétt allatok a legmegfelelébbek. Vizsgalatonként minimum 50-100
allat sziikséges.

A 6-hidroxidopamin (6-OHDA) neurotoxin-indukalt sejtpusztulas vizsgalatdhoz
pdat-1::gfp transzgénikus allatok sziikségesek. A pdat-1::gfp transzgén a C. elegans 8
dopaminerg idegsejtjében fejezédik ki. A 6-OHDA ezeket a GFP jelolt sejteket karositja. A
szinkronizalt fiatal feln6tt egyedeket 10mM aszkorbinsav kontroll oldatban, illetve 50 mM
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6-hidroxidopamin, 10 mM aszkorbinsav oldatban inkubaltam 60 percen keresztiil. A
kezelést kovetden az allatokat tires NGM lemezre helyeztem. 24 éraval a kezelést kovetden
fluoreszcens mikroszkopidval meghatdroztam a sériilt dendritek, illetve az elpusztult

dopaminerg idegsejtek szamat.
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15. abra A C. elegansban talilhaté 8 dopaminerg idegsejt és azok nyulvanyai jol
azonosithatéak a pdar-1::gfp konstrukcié segitségével. Az abran egy fiatal felnétt eliilsd
testtajarol, a garatrol és annak kornyékérdl késziilt fluoreszcens mikroszkopos kép lathato.
A 8 DAT-1 dopamin transzportert kifejezd sejtbdl csak 6 lathato, 2 tovabbi dopaminerg
idegsejt (PDEL és PDER) az allat hatulso testfelében helyezkedik el.

e
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16. abra 6-OHDA Kkezelés hatiasara a dopaminerg idegsejtek nyilvanyai elhalnak és
az idegsejtek egy része elpusztul. A pdat-1::gfp genotipusti allatokban fluroeszcens
mikroszkopiaval ez a folyamat jol megfigyelhets. A: 6-OHDA kezelt pdat-1::gfp
genotipusu allat 4 t0lé16 dopaminerg idegsejttel (a 2. ADE sejt nincs a fokuszban) és azok
nyulvanyainak feldarabolodott maradvanyaival. B: 6-OHDA kezelt pdat-1:.:gfp genotipusu
allat a degeneracio magasabb fokan, minddsszesen 2 tlélé neuronnal. C: 6-OHDA kezelt
pdat-1::gfp genotipust allat, amelyben szinte minden GFP jelolt idegsejt elpusztult.
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A pusztuld, illetve a GFP jelolt sejteket mindig azonos hémérsékleten, szinkronizalt
populaciobol szarmazo allatokban, kontroll felvétele mellett szamoltam. A vizsgalatokat
Nomarski optikaval felszerelt Zeiss Axiovert 135 mikroszkop szézszoros nagyitasu
objektivjével végeztem, targylemezen kialakitott, vékony agarpadra cseppentett 0,1 mM
koncentracioju levamisole oldatban. Zeiss Axioskop 20 mikroszkop 10, 20 és
negyvenszeres nagyitasu objektiviével NGM lemezen in situ megfigyeléseket is végeztem.
A kapott adatok statisztikai elemzését kétmintas t-proba segitségével végeztem el (SPSS

14 statisztikaprogram). Az eltéréseket p<0,05 értéknél tekintettem szignifikansnak.

4.5. Elethossz mérések

A torzseket 20°C-on legalabb 2 generacion keresztiil tiszta, ¢hezésmentes
allapotban novesztettem. Az allatokat 3 oran at petéztetve szinkronizalt populaciot hoztam
létre, majd a szinkronizalt allatokat fiatal (,,non-gravid”) felnétt allapotban 300 pg/ml
FUDR-ot (5-fluoro-2’-deoxyuridine, Sigma) tartalmazé lemezekre helyeztem és 25°C-on
tartottam. A FUDR meggatolja a DNS szintézist, igy az allatok szaporodasat, am a
szomatikus sejteket nem érinti, mivel azok mar nem osztédnak tovabb. A szaporodas
gatlasa az unc-51 ¢és a bec-1 mutansok Egl (egg laying defective - peterakasra képtelen)
fenotipusa miatt volt sziikséges, mivel ennek hianyaban a nem lerakott petékbdl még az
anyaban kikel6 larvak elpusztitjak sziileiket, és ezaltal ellehetetlenitik az élethossz mérést.
A FUdR hasznalatanak tovabbi eldnye, hogy kikiiszoboli a mutans torzsek esetlegesen
eltéré csiravonal aktivitasabol adodo kiilonbségeket. Az allatokat 20°C-on novesztettem
fiatal feln6tt korig, mert a vizsgalt térzsek koziil a daf-2 mutansok hdoérzékenyek és ennél
magasabb hémérsékleten az alternativ L3 larva stadiumba, a dauer larva stadiumba jutnak,
ahol egyedfejlédésiik megreked. Mivel az élethossz mérések szempontjabol a 25°C idealis
(jelent6és idomegtakaritast jelent), de ezen a hdmérsékleten nem lehet szinkronizalt, felnétt
daf-2 mutans populaciot létrehozni, az embrionalis és larvalis fejlddés ideje alatt az
allatokat 20°C-on tartottam.

RNSi alkalmazidsa mellett nem lehetett FUDR lemezt hasznalni, mivel az RNSi
hatas kialakulasahoz sziltkséges a baktériumsejtek lemezen torténd szaporodasa. A FUDR
12-24 oran at tartd alkalmazasa végleg sterillé alakitja az allatokat, igy ezekben a
kisérletekben az RNSi kezelést megel6zden, a fiatal felndtt allatokat a sterilitds eléréséig

FUDR lemezen tartottam, majd tovdbbraktam Sket a megfelelé RNSi lemezekre.
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Az éllatokat naponta ellendriztem és az elpusztultakat eltavolitottam. Elpusztultnak
az az allat tekinthetd, amelyik mar spontan nem mozog ¢s a platinatiivel valo érintésre sem
reagdl. A mérés az utolsd allat pusztuldsaig tart. A kapott adatokbol az SPSS 14-es
statisztikaprogram  segitségével =~ Kaplan-Meier — gorbéket — képeztem, lefutasuk
kiillonbozéségét Log rank modszerrel vizsgaltam. Az eltéréseket p<0,05 értéknél

tekintettem szignifikansnak.

4.6. Az oregedési pigment tartalom vizsgalata

A fluorimetrias méréseket Spex Fluoromax spektrofluoriméterrel (Edison, NJ,
USA), Gerstbrein és mtsai 2005-6s cikke alapjan [100], kisebb modositasokkal végeztem.
Minden méréshez legalabb 30 szinkronizalt allatot gyijtdttem, majd a bakterialis
szennyez6déstol ultra-tiszta vizzel megtisztitottam. A mintakat ezutan 1 ml ultra-tiszta
vizben haromszor 30 masodpercig szonikaltam (Branson Sonifier 250, output level 2, duty
cycle 50%, Branson Ultrasonics Corp. Danbury, CT, USA), a szonikalasok kozott jégen
inkubéaltam. A szonikalast kovetéen 30 masodperc 3000 rpm-es centrifugalassal
eltavolitottam a lebegé részeket, majd a feliiliszot azonnal mértem. Az dregedési pigment
tartalom a 290 nm/330 nm (gerjesztési/detektalasi hullamhossz), illetve a 340 nm/430 nm-
en kapott értékek hanyadosaként keriilt megallapitdsra. Az utobbi hullamhosszpar
Gerstbrein és munkatarsai szerint [100] a sejtek lipofuscin és AGE pigment tartalmara
jellemzé érték, mig az el6bbi a triptofan aminosavmaradékok altal kibocsatott jel (TRP). A
TRP jel mérésére az allatok eltérd térfogata miatt, az dsszes fehérje mennyiségen alapuld
normalashoz sziikséges. Mivel a mérés az allatok pusztulasaval jar, minden mérési ponthoz
kiilon populaciot inditottam. A mérési napon az €16 allatok koziil 30-at véletlenszeriien
kivalasztottam. Minden mérést legalabb haromszor végeztem el. A mérési napok a
felnbttkor elérését kovetd 2., 5., 8., 15., 18. napok. igy jellemeztem a reproduktiv idészak
elejét és végét (2., 5. nap), illetve a posztreproduktiv iddszakot is. Minden mérési napon a
késziiléket a gyartd altal megadottaknak megfelelen kalibraltam. A kapott adatokat az
SPSS 14-es statisztikaprogram segitségével értékeltem. Az eltéréseket p<0,05 értéknél

tekintettem szignifikansnak.

4.7. 1zomdegeneraciéo nyomonkdovetése
Fiatal feln6tt korban és a feln6tté valas utani 4-5 napban minden vad tipust allat

képes spontan, szinuszoid alaki maszé mozgasra. Ezt koévetéen a természetes
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izomdegeneracidé a mozgasmintazat szétesésével, a mozgasképesség fokozatos romlasaval
jar [99]. A szinuszoid mozgas amplituddja és frekvencidja megvaltozik, folyamatossaga
megtorik, igy az allatok mozgasa koordindlatlannd valik. Az allatok haladasi sebessége
csokken, spontan mozgasra kiilsé ingerléssel (példaul szempillaval, vagy a platinatiivel
vald6 megérintéssel) rabirhatok. A végsé fazis (teljes bénulds) elérésekor az allat
helyvaltoztatd mozgasra mar nem, csak helyzetvaltoztatd mozgasra képes. Az éllatok
maszni mar nem tudnak, de még képesek dsszehtizodni. A mintdkban az izomdegeneracio
mértékét a helyvaltoztatd mozgasra képtelen allatok teljes mintdra vetitett aranyaval
jellemeztem. A populacié folyamatosan pusztul, ezért az izomdegeneracios gorbe egy adott
pontja azt az aranyt mutatja, ami az addig a napig lebénult 6sszes allat (¢16 és halott) és a
minta teljes egyedszama hanyadosaként kaphatd. Amennyiben az allatok egy része bénulas
nélkiil hal meg, ugy a gorbe végiil nem éri el a 100%-ot. Ennek informacidértéke van,

hiszen ez is az 6regedés minéségére jellemz6 paraméter.

4.8. Elektronmikroszképia

4.8.1. Elokeészités
Az elektronmikroszkopos felvételek készitésénél eldszor megfeleld kora és allapota
allatokat kell kivalasztani. Az autofag mutansok vizsgalatanal 20°C-on tartott, nem éhezett,

nem fert6zott allatokat fixaltam.

4.8.2. Fixalas

Fixalas soran a sejteket 0,2% glutaraldehidet, 3,2% formaldehidet és 0,15 M
cacodylat puffert tartalmazo oldatban rogzitettem. Ahhoz hogy a rogzitszer a vastag €s
ellenallé kutikulan athatolhasson, az allatokat mérettél fliggden 2-4 darabba vagtam. A

rogzités egy éjszakan at 4°C-on tortént.

4.8.3. Mosas, kontrasztositas

A rogzitett allatokbol a maradék fixaloszert a tulrogzités elkeriilése végett Gjabb
egy nap 0,1 M cacodylate pufferes mosassal tavolitottam el. Mosas kozben, hogy a
gyakran sztereomikroszkoppal is nehezen lathatd mintakat konnyebben megtalaljam ¢és
mozgathassam, ruténiumvords festék hozzdadasaval enyhén megfestettem. Ez a

fénymikroszkopos festés a késébbi elektronmikroszkopos megfigyelést nem akadalyozza.
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4.8.4. Beagyazas, metszés

Beagyazas soran a fixalt mintakat az orientalhatosag végett agarba agyaztam, és a
0,5%-0s cacodylate pufferes, OsO4-0s utofixalds, és 2%-os uranil acetatos festés, majd
felszallo etil-alkohol soros, és végiil propylene oxidos viztelenités utdn azzal egyiitt
agyaztam be Durcupan (Fluka) négykomponensii migyantaba. Metszést, a mintakat
tartalmazé miigyantablokk kifaragasa utan praktikus szempontok alapjan (a legtobb sejt
igy lathato egyetlen metszeten) az allatok hossztengelyével parhuzamosan végeztem
Reichert-Jung Ultracut-E type ultramikrotommal. A metszeteket 6lom citrattal festettem,

¢és a megfigyelést JEM100CX II elektronmikroszkoppal végeztem el.

41



5. Eredmények

5.1. Az autofag gének C. elegans ortolégjainak jellemzése

Az autofagia molekularis mechanizmusat mindossze masfél évtizede vizsgaljak
¢lesztében [17]. Az elsé C. eleganson végzett autofagia tanulmanyt 2003-ban irtak [111].
Ebben az é16lényben az autofag gének expresszidjanak jellemzése nagymértékben hianyos
maradt, elektronmikroszkoposan pedig egyaltalan nem vizsgaltak vajon inaktivalasuk
befolyasolja-e az autofag folyamat mikodését. Emiatt el6szor az unc-51/ATGI, bec-
1/ATG6, 1gg-1/ATGS ¢és az atg-18/ATG18 autofag gének expresszidjat tanulmanyoztam,
majd vizsgaltam, hogy inaktivalasuk érinti-e az autofagoszomak képzddését. Az unc-51 és
az atg-18 géneket C. elegansban autofagiaval kapcsolatban kollégaimmal mi vizsgaltuk

elGszor.

5.1.1. C. elegans autofag gének expresszios vizsgalata

Autofag gének mutans alléljeivel végzett kisérletek értékeléséhez ismerniink kell az
adott gén expresszidjat. Ennek tanulmanyozasara adott autofag gén promoterével
szabalyozott transzkripcios és transzlaciés GFP konstrukciokat hasznaltam.

A bec-1 gén expresszidjat az Ex[bec-1(+)] transzgénikus torzs segitségével
vizsgaltam [23]. Az Ex/[bec-1(+)] a funkcionalis bec-/ gént tartalmazza, a fehérje C-
terminalis végéhez egy GFP riporter van fuzionaltatva. Az extrakromoszomalis Ex/bec-
1(+)] a csiravonalat leszamitva minden sejtben kifejezédik az egyedfejlodés folyaman és a
kifejlett allatokban is. Az ideg, izom, hipodermisz ¢és bélsejtek citoplazmajaban
tapasztaltam a legerésebb bec-1 expresszios aktivitast (17. abra).

Az Igg-1 gén expresszidjat a plgg-1::gfp::lgg-1 transzgénikus torzs segitségével
vizsgaltam. Az extrakromoszomalis plgg-1::gfp::lgg-1 transzlacids fizids riporter rendszer
az Igg-1 gén promotere utan a fehérje N terminalisdhoz kapcsolva tartalmazza a gfp
riporter gént [111]. Ez azért sziikséges, mert az LGG-1 fehérje érése soran a C terminalisat
egy proteaz eltavolitja. A plgg-1::gfp::lgg-1 riporter konstrukcio tehat alkalmas az LGG-1
fehérje expressziojanak nyomonkovetésére a szervezet szintjén és intracellularis szinten is.
A plgg-1::gfp::lgg-1 konstrukcidé embrionalis kortol bazalis aktivitassal minden sejtben és
minden egyedfejlodési stadiumban expresszalodik. A bélben, a hipodermiszben és a

,,ventral nerve cord” bizonyos idegsejtjeiben az Igg-1 expresszidja erds.
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17. abra A bec-1 gén Kkifejezédése ideg, izom, hipodermisz és bélsejtekben. A: a
Ex[bec-1(+)] transzgén a PVM neuronban és a ,,ventral nerve cord” idegsejtjeiben is
kifejezédik. B: a Ex/bec-1(+)] expresszidja a garatban és a garatideggytiri neuronjaiban.
Az A ¢és B képeken a neuronok hatterében a bél, a hipodermisz és az izmok
fluoreszcenciaja latszik. C: A Ex/bec-1(+)] transzgén kifejezodése egy vazizomsejtben.

Az atg-18 gén expressziojat az sls13209 integralt transzgént hordozo torzs
segitségével vizsgaltam [127]. A transzgén transzkripcios konstrukcid, azaz csak az atg-18
gén promoterét tartalmazza, a kodold részt a gfp riporter gén kodolo részével
helyettesitették. Az sIs13209 transzgén idegsejtekben (,,ventral nerve cord”, feji és farki
idegducok), a vulvaban, a hipodermiszben és a bélben is kifejezodik.

Az unc-51 gén expresszidjaval kapcsolatban irodalmi adatokra hagyatkoztam [123].
Az unc-51 gén foleg ideg- ¢s izomsejtekben fejezédik ki embrionalis, larvalis és felnott

korban is.
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18. abra C. elegans autofag gének expresszidja és a tanulmanyozott allélok felépitése
Az Igg-1 és atg-18 gének kifejezddnek a bélben, az idegsejtekben és a hipodermiszben. A:
a plgg-1::gfp::lgg-1 transzgén kifejezédik a bélben (haromszogek), illetve a
hipodermiszben is (nyilak). B és C: a plgg-1::gfp::lgg-1 transzgén expresszidja a ventral
nerve cord (VNC) neuronjaiban és a PLML neuronban. D: a patg-18::gfp transzgén
kifejezodése a ,,ventral nerve cord”-ban és a hipodermiszben (a testfal pontszert, illetve
diffuz fluoreszcenciajaként figyelheté meg). E: a parg-18::gfp transzgén kifejezédése a
bélben (haromszogek), a hipoderszben ¢és bizonyos neurnokban (nyilak). F: a
tanulmanyozott autofag gének exon (sziirke négyszog) — intron (vonal) szerkezete, illetve
az alléljaikban talalhaté mutaciok relativ helyzete. Az RNSi allélnal a duplaszala RNSre
atirt mRNS szakaszt tiintettem fel.
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5.1.2. Az bec-1 autofag gén inaktivalasa abnormalis autofag vakuolak képzédéshez
vezet

Az autofagoszomakat biztosan csak elektronmikroszkopiaval lehet azonositani. Az
autofagoszomak vad tipusu allatokban 1 pm alatti, kettdsmembrannal korbevett, szabalyos
kerek képletek. bec-1(ok691) autofdg mutansban a vad tipusu autofagoszomdk helyett
membrannal sokszorosan korbevett, tobb autofag vakuolabol dsszecsapzodott, méretiikben

és szerkezetiikben torz strukturak talalhatok (19. abra).

19. abra. Rendellenes autofagoszomak bec-1(0k691) mutans allatban. A: vad tipusi
allatban talalhat6 autofag vakuola (fekete nyil). A lebontandd citoplazma részlet kettds
membrannal van korbevéve. B: bec-1(0k691) autofag mutans citoplazmajaban a vad tipusu
autofag vakuolatol eltér6 abnormalis autofag struktarak talalhatok (fehér nyil).
Transzmisszios elektronmikroszkopos képek, a fekete vonal 1um-t jeldl.

5.1.3. Az Igg-1 RNSIi kezelés gatolja az LGG-1 fehérje kifejezédését

Igg-1 RNSi kezelt allatokban a képz6dd autofagoszomak a plgg-1.:gfp::lgg-1
konstrukcio segitségével megjeldlhetoek, mivel az LGG-1 fehérje az autofagoszoma
membranjahoz kotédik. /gg-1 RNSi kezelés hatasara a GFP:LGG-1 eltiinik, ami az

endogén LGG-1 fehérje expresszidjanak gatlasat mutatja.
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20. abra. Az RNSIi technika segitségével meggatolhaté az LGG-1 fehérje kifejezodése.
A: kontroll RNSi kezelést kapott plgg-1::gfp::igg-1 genotipusu allat Nomarski
mikroszkopos képe. B: az A képen lathato allatrol késziilt fluoreszcens mikroszkopos kép.
A GFP::LGG-1 fehérje a csiravonal kivételével az dsszes szovetben kifejezédik. C: /gg-1
RNSi kezelt plgg-1::gfp::lgg-1 genotipusu allat Nomarski mikroszkopos képe. D: a C
képen lathato allatrol készilt fluoreszcens mikroszkopos kép. Az Igg-I RNSi kezelés
hatasara a GFP::LGG-1 fehérje expresszidja eltiint. Csupan a garat mutat a vektorbol
szarmaz6 hattér expressziot.

5.2. Az autofag gének inaktivilasa gatolja az excitotoxikus neurodegeneracios
modellekben az idegsejtek pusztulasat

C. elegansban az ¢hezés gatolja a hiperaktiv degenerinek altal kivaltott
sejtpusztulast [40]. Az ¢éhezés hatasara gatlodik az inzulin/IGF-1 jelatviteli utvonal
miikodése és fokozodik az autofag aktivitas. Az autofagiardl ismert, hogy szabalyozasaban
az inzulin/IGF-1 jelatviteli utvonalnak Kkitiintetett szerepet van [111]. Tovabba a
neurodegeneraciés modellek vizsgalata soran jellegzetes membran atrendezédési
folyamatokat irtak le, amelyek az autofag folyamat aktivitisara utalhatnak. Ezek a
koriilmények, illetve az autofag gének intenziv idegrendszeri expresszidja arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a hiperaktiv degenerinek altal kivaltott sejtpusztulasban az autofag
géneknek is szerepe lehet. Kisérleteimben ezért azt vizsgaltam, hogy az autofag gének
befolyasoljak-e a mutans degenerinek, illetve a 6-hidroxidopamin neurotoxin altal kivaltott

sejtpusztulast C. elegansban.
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5.2.1. A sejtpusztulasi rata meghatarozasa hiperaktiv degenerin alapu
neurodegeneraciés modellekben

A mec-4, deg-1 és deg-3 gének funkcionyeréses mutacioi altal indukalt
idegsejtpusztulas a mutans populdciora jellemz6 atlagos pusztulasi rataval jellemezhetd. Ez
az ¢érték megmutatja, hogy az idegsejtek hany szazaléka pusztul el adott egyedfejlédési
allapotig (a pusztulod sejtekre specifikus GFP markerrel torténé megfigyelés esetében),
vagy egy adott id6tartam alatt (GFP marker nélkiil, a vakuolarizacié alapjan). A degenerin
alapi modellek vizsgalataval kimutattam, hogy az idegsejtek pusztulasa az egyszeres
degenerin mutansokban is kor- és homérsékletfiiggd. 15°C-on 1 napos kifejlett mec-
4(u231);pmec-4::gfp genotipusu allatokban az érintésérzékeld idegsejtek 8,49 + 0,18%-a
¢él. 20°C-on ezzel szemben az idegsejtek 15,86 + 0,40%-a, 25°C-on pedig 32,70 + 0,67%-a
¢él. A sejtpusztulas ebben a modellben az embrionalis kortol a feln6tt allat pusztulasaig tart.
1 napos korukra a mec-4(u231);pmec-4::gfp genotipusu kifejlett allatok érintésérzékeld
idegsejtjeinek 32,70 + 0,67%-a marad életben 25°C-on, 11 napos korukra azonban csak
20,43 + 0,59%-a. Relevans kiilonbséget kimutatni a neuron pusztulasban tehat csak a

fejlodési stadiumok és a tartasi hdmérséklet figyelembe vételével lehetséges.
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21. 4dbra. A mec-4 gén funkciényeréses muticiéja altal indukalt sejthaldl kor és
hémérsékletfiiggé. A: 15°C-on nagyobb mértéki idegsejtpusztulas figyelhetd meg a
larvalis kor végéig mec-4(u231);pmec-4::gfp genotipusu allatokban, mint 20°C, vagy
25°C-on. B: a felnéttkor elérése utan tovabb pusztulnak a neuronok mec-4(u231);pmec-
4::gfp genotipusu allatokban 25°C-on.

5.2.2. Az autofag gének gatlisa csokkenti az idegsejtek pusztulasat degenerin alapu
neurodegenericiéos modellekben
Els6ként a bec-1 gén két mutans alléljanak (0k691, 0k700) hatasat vizsgaltam meg

a degenerin indukalt neurodegeneracios modellekben. BEC-1 hianyos allatokban a mec-
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4(u231) funkcionyeréses mutacié altal el6idézett vakuolarizacid szamottevéen csokkent
(22. abra). A tovabbiakban a bec-1 gén inaktivalasanak a deg-1(u506) és a deg-3(u662)
funkcidnyeréses mutaciok altal kivaltott idegsejtpusztulasra gyakorolt hatdsat vizsgaltam.
A vakuolarizal6do sejtek szama a deg-1(u506) és deg-3(u662) egyszeres mutansokban
megfigyelt értékekhez képest szignifikansan csokkent a kettds mutansokban (22. abra).

250

200

150 4 O kontroll

100 | @ bec-1(o0k691); Ex[bec-1(+)]

50 B bec-1(ok700); Ex[bec-1(+)]

mec-4(u231) deg-1(u506) deg-3(u662)

100 allatra juté vakuolarizal6dé sejtek szama

22. abra A bec-1 gén inaktivalasa csokkenti a mec-4(u231), deg-1(u506) és deg-3(1662)
funkcionyeréses mutaciok altal indukalt idegsejtpusztulast.

2. tablazat. A bec-1 gén inaktivalisa csokkenti a degenerinek altal indukalt

idegsejtpusztulist
100 allatra juté
genotipus vakuolarizilodé szignifikancia

sejtek szama
mec-4(u231) 158,5+ 12,0
mec-4(u231);bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)] 100,0 +2,8 p<0,001
mec-4(u231);bec-1(0k700),; Ex[bec-1(+)] 90,7 + 6,4 p<0,001
deg-1(u506) 202,2+10,6
deg-1(u506);bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)] 1354 +8,7 p<0,001
deg-1(u506);bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)] 123,5+18,9 p<0,001
deg-3(u662) 221,5+9,5
deg-3(u662);bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)] 1284+17,5 p<0,001
deg-3(u662);bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)] 1152+6,9 p<0,001

A bec-1 gén inaktivalasa csokkenti a degenerinek altal indukalt idegsejtpusztulast. A
tablazatban a 100 késdi L1 stadiumu allatban megfigyelheté vakuolarizalédo (pusztuld)
idegsejtek szamat tintettem fel (20°C). 100 mec-4(u231), deg-1(u506) ¢és deg-3(u662)
egyszeres mutans, az Osszes tobbi genotipus esetében 200 allat mérésenként. A feltlintetett
adatok atlagértékek, a +/- szorassal kiegészitve. A szignifikancia a kontroll egyszeres
mutans és a kettés mutansok adatainak eltérésére vonatkozik (kétmintas t-proba).
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Az unc-51 gén két mutans alléljat (e369, el189) vizsgaltam. A mec-4(u231) altal
indukalt vakuolarizaciot mindkét allél jelentds mértékben csokkentette. Hasonld hatast
figyeltem meg a deg-1(u506) és a deg-3(u662) mutaciok altal kivaltott sejtpusztulds
esetében is. Az unc-51 gén inaktivalasa mindkét funkcidonyeréses mutacié esetében
jelentdsen csokkentette a degeneralodo sejtek szamat. Tovabba a vakuolarizaci6 id6tartama
a mec-4(u231) egyszeres mutansoknal megfigyelt atlagos 7 ora helyett unc-51(-) genetikai

hattérben 9 orara novekedett.
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23. abra Az unc-51 gén inaktivalasa csokkenti a mec-4(u231), deg-1(u506) és deg-
3(u662) funkcionyeréses mutiaciok altal indukalt idegsejtpusztulast.

3. tablazat. Az unc-51 gén inaktivalasa csokkenti a degenerinek altal indukalt

idegsejtpusztulist
100 allatra juté
genotipus vakuolarizilodé szignifikancia

sejtek szama
mec-4(u231) 158,5+ 12,0
mec-4(u231);unc-51(e369) 69,6 + 8,0 p<0,001
mec-4(u231);unc-51(el189) 46,9+5,2 p<0,001
deg-1(u506) 202,2 + 10,6
deg-1(u506);unc-51(e369) 116,0+15,3 p<0,001
deg-1(u506),;unc-51(el189) 63,4 +28,3 p<0,001
deg-3(u662) 221,5+9,5
deg-3(u662);unc-51(e369) 82,8 +19,8 p<0,001
deg-3(u662);unc-51(el189) 102,8+11,5 p<0,001

Az unc-51 gén inaktivalasa csokkenti a degenerinek altal indukalt idegsejtpusztulast. A
tablazatban a 100 kés6i L1 stadiumu allatra jutd vakuolarizalodé (pusztuld) idegsejtek
szamat tiintettem fel (20°C). Mérésenként 100 mec-4(u231), deg-1(u506) és deg-3(u662)
egyszeres mutans allatot, az Gsszes tobbi genotipus esetében 200 allatot vizsgaltam meg. A
feltiintetett adatok atlagértékek, a +/- szorassal kiegészitve. A szignifikancia a kontroll
egyszeres mutans és a kettés mutansok adatainak eltérésére vonatkozik (kétmintas t-
proba).
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Az lgg-1 gént RNSi-val ,,csendesitettem”. Az Igg-1 RNSi kezelés hatasara mind a
mec-4(u231), deg-1(u506) és deg-3(u662) genetikai hattérben szignifikdnsan kevesebb
pusztulo sejt volt megfigyelhetd.
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24. abra Az Igg-1 gén inaktivalidsa csokkenti a mec-4(u231), deg-1(u506) és deg-
3(u662) funkcionyeréses mutaciok altal indukalt idegsejtpusztulast.

4. tablazat. Az autofag gének inaktivalasa csokkenti a degenerinek altal
indukalt idegsejtpusztulast
100 allatra juto

genotipus vakuolarizalédé szignifikancia

sejtek szama

mec-4(u231) 142,6 £9,7

mec-4(u231),lgg-1(RNSi) 1189+5,5 p<0,01

deg-1(u506) 191,0 + 15,0

deg-1(u506);1gg-1(RNSi) 156,2+13,2 p<0,01

deg-3(u662) 197,2+9,9

deg-3(u662);1gg-1(RNSi) 156,6 21,2 p<0,018

Az Igg-1 gén inaktivalasa csokkenti a degenerinek altal indukalt idegsejtpusztulast. A
tablazatban a 100 kés6i L1 stadiumu allatra jutdé vakuolarizalodd (pusztuld) idegsejtek
szamat tiintettem fel (20°C). 100 mec-4(u231), deg-1(u506) és deg-3(u662) egyszeres
mutans, 200 /gg-1 RNSi kezelt allat mérésenként. A feltiintetett adatok atlagértékek, a +/-
szorassal kiegészitve. A szignifikancia a kontroll egyszeres mutans és a kettés mutansok
adatainak eltérésére vonatkozik (kétmintas t-proba). Az RNSi kisérletekben a kontroll
allatok iires feeding vektorral transzformalt £. coli HT115 baktériumpazsiton voltak tartva.

A pmec-4::gfp (a gfp gén a mec-4 gén promoterének szabalyozasa alatt) és a pmec-
4::mec-4::gfp (az endogén gén gfp-vel jelolve) konstrukciok segitségével vizsgaltam, hogy
az autofag gének inaktivalasa hogyan befolyasolja a degenerinek expresszivitasat és

expresszidjat. Vad tipust genetikai hattérben a pmec-4::gfp transzgén atlagosan 5,6 sejtben
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fejezédik ki allatonként (n=493). unc-51(e369) mutansokban 5,38 (n=263), bec-1(0k691)
mutansokban 5,47 (n=37), Igg-1(RNSi) allatokban 5,67 (n=168) sejt expresszalja atlagosan
a pmec-4::gfp transzgént. A pmec-4.::gfp transzgén expresszivitisaban tehat az autofag
gének inaktivalasa nem okoz statisztikailag szignifikans kiilonbséget (kétmintas T-proba,
p<0,05). A pmec-4::mec-4::gfp konstrukciot hordozo allatokban a bec-I RNSi kezelés a
kontrollhoz képest nem volt jelentds hatassal a a MEC-4 fehérje kifejezodésére (25. abra).

25. dbra Az autofiag gének inaktivilasa nem befolydsolja a mutins MEC-4 fehérje
kifejezédését. A: pmec-4::mec-4::gfp allat PLM sejtje RNSi kontroll hattérben. B: pmec-
4::mec-4::gfp;bec-1(RNSI) allat PLM sejtje azonos nagyitassal és expozicios idével. A
mec-4::gfp expresszioja bec-1(RNSi) genetikai hattérben azonos a kontrolléval.

A vakuolarizdlodé sejtek szamolasan tul vizsgaltam az autofag gének
inaktivalasanak a hatasat a mec-4(u231);pmec-4::gfp allatokban. Ez a konstrukcio lehetdvé
tette, hogy a felndttkorig tulélé sejtek szamat hatarozzam meg. Az érintésérzékeld
idegsejtek szignifikansan nagyobb aranyban élnek tal a bec-1, az unc-51 ¢és az Igg-1

funkciovesztéses mutans allatokban, mint a kontroll allatokban (26. abra).

mec-4(u231); pmec-4::gfp
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26. abra A bec-1, unc-51 és az Igg-1 gének inaktivalasa noveli a pmec-4::gfp-t kifejezo
érintésérzékeld neuronok tulélését mec-4(u231) mutans hattérben.
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5. tablazat. Az autofag gének inaktivilasa noveli az idegsejtek tllélését mec-
4(u231) mutans degenerin hattérben

genotipus idegsejtek  szignifikancia
tulélése (%)
mec-4(u231);pmec-4::gfp 32,7+0,7
mec-4(u231);pmec-4::gfp;bec-1(0k691),; Ex[bec-1(+)] 76,3 +6,9 p<0,001
mec-4(u231);pmec-4::gfp;bec-1(0k700),; Ex[bec-1(+)] 71,5+8,5 p<0,001
mec-4(u231);pmec-4.:gfp;unc-51(e368) 77,4+2,8 p<0,001
mec-4(u231);pmec-4::gfp;unc-51(el189) 81,3+5,4 p<0,001
mec-4(u231);pmec-4.:gfp kontroll (iires RNSi vektor) 339+1,6
mec-4(u231);pmec-4.:gfp;lgg-1(RNSi) 482472 p<0,01

Az autofag gének inaktivalasa noveli a pmec-4::gfp-t kifejezé idegsejtek talélését mec-
4(u231) genetikai hattérben. A tablazatban a fiatal felnétt allatokban szamolt GFP pozitiv
sejtek szazalékos aranyat tiintettem fel (25°C). 285 Igg-/ RNSi kezelt allat, az dsszes tobbi
genotipus esetében 200 allat mérésenként. A feltiintetett adatok atlagértékek, a +/-
szorassal kiegészitve. A szignifikancia a kontroll egyszeres mutans és a kettés mutansok
adatainak eltérésére vonatkozik (kétmintas t-proba). Az RNSi kisérletekben a kontroll
allatok iires ,,feeding” vektorral transzformalt E. coli HT115 baktériumpézsiton voltak
tartva.

A tovabbiakban azt vizsgaltam, hogy vajon az autofag gének expresszalodnak-e a
pusztuld neuronokban. A mec-4(u231),plgg-1::gfp::lgg-1 genotipust allatokban a

megduzzado, pusztulé neuronok erds GFP::LGG-1 expressziot mutattak.

27. abra A GFP::LGG-1 autofdg marker intenziven expresszalodik a mec-4(u231)
mutans allat pusztulé PLM neuronjaban. A: mec-4(u231),;plgg-1::gfp::1gg-1 genotipusu
allat duzzadé PLM neuronjarol késziilt Nomarski mikroszkopos kép. B: az A képen lathatd
tertiletr6l késziilt fluoreszcens mikroszkopos kép. C: az A és a B kép 0sszemontirozasabol
késziilt kép.
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5.2.3. Az unc-51 és bec-1 autofag gének inaktivalasa gatolja a 6-OHDA altal indukalt
neurodegeneraciét

A hiperaktiv degenerin alapii modelleken kiviil vizsgaltam az autofdg gének
inaktivdlasanak hatdsat a 6-hidroxidopamin (6-OHDA) neurotoxin 4ltal indukalt
sejthalalra. 24 6raval a 6-OHDA kezelést kovetden a neuronok épnek tekinthetdk, ha mind
a nyulvanyaik, mind a sejttestiik épnek latszik. A szinkronizalt populaciokbol szarmazo
vad tipusu allatokban 24 oraval az 50 mM-os 6-OHDA kezelést kovetdéen 10%-nal
kevesebb ép neuron maradt. A neuronok tobbségében ez a dendritek degeneralodasat
jelenti, de az allatok jelentés részében az idegsejtek mérete is csokken, vagy akar el is
pusztulhatnak (16. abra). Ezzel szemben az unc-51(e369) és unc-51(el189) mutaciok,
illetve a bec-1(RNSi) képes volt részlegesen szuppresszalni a neuronok pusztulasat ebben a
modellben. Az unc-51(e369) mutacié esetében a neuronok 39%-a, az unc-51(el189)

mutacio esetében az 53%-a, mig a bec-1(RNSi) allatokban a neuronok 37%-a maradt épen.

5.2.4. Az autofag gének gatlasa noveli a degenerin mutansok érintésérzékenységét

A degenerin mutans allatok érintésérzékeld idegsejtjeinek jelentds része elpusztul,
ezért a mutans allatok a vad tipushoz képest csokkent mértékben reagalnak a mechanikai
ingerlésre. Az autofag gének inaktivaldsa gatolja a neuronok pusztulasat, ezért érdemes
megvizsgalni, hogy a sejtek érintésérzékelésében bekovetkezd csokkenést s
szuppresszaljak-e? A vad tipusu fiatal feln6tt allatok 93,9%-ban reagalnak az eliilso testtaj
finom érintésére. A mec-4(u231) és deg-1(u506) mutans allatok, amelyek felndttkorukra az
érintésérzékeld neuronjaik jelentds részét elvesztik 27%, illetve 39%-ban reagalnak az
érintésre. Az unc-51 és a bec-1 mutansok a vad tipusnal rosszabbul, de a mec-4 és deg-1
mutansoknal jobban reagalnak az eliilso testtaj finom érintésére. A mec-4(u231) és deg-
1(u506) mutaci6 érintésérzékelésre gyakorolt negativ hatasat az unc-51 és a bec-1 gének

inaktivalasa szuppresszalja.
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28. abra A bec-1 és az unc-51 autofag gének inaktivalasa szuppresszalja a degenerin
mutansok csokkent érintésérzékenységét. 150 allat mérésenként, p<0,0001, kétmintas t-
proba.

6. tablazat. Az autofag gének gatlasa noveli a degenerin mutansok

érintésérzékenységét

genotipus érintésérzékeny szignifikancia

allatok (%)

vad tipus 939+2.24

bec-1(0k700);Ex[bec-1(+)] 89,8 £2,27

unc-51(e369) 69 + 3,11

unc-51(el189) 74,6 + 3,89

mec-4(u231) 28,6 £2,76

mec-4(u231);bec-1(0k700), Ex[bec-1(+)] 72,4 +2,89 p<0,001

mec-4(u231);unc-51(e369) 58,8 +4,24 p<0,001

mec-4(u231);unc-51(el189) 64,3+ 5,26 p<0,001

deg-1(u506) 36,9+4.6

deg-1(u506);bec-1(0k700);Ex[bec-1(+)] 65,3 +3,83 p<0,001

deg-1(u506);unc-51(e369) 66,6 + 4,43 p<0,001

deg-1(u506);unc-51(el189) 69,2 + 4,65 p<0,001

A degenerin mutansok érintésérzékenységét noveli az autofag gének inaktivalasa. A
tablazatban a fiatal feln6tt korban a platina tiivel torténd finom érintésre reagald allatok
aranyat tiintettem fel. 100 allat mérésenként, a feltiintetett adatok atlagértékek, a +/-
szorassal kiegészitve. A szignifikancia az egyszeres degenerin mutans €s a kettés mutansok
adatainak eltérésére vonatkozik (kétmintas t-proba). Az unc-51 egyszeres mutansok értékei
nem térnek el szignifikansan a kettds mutansokétol (p>0,05), a bec-1(0k700);Ex[bec-1(+)]
genotipusu allatok értékei viszont szignifikansan eltérnek a kettds mutansoktol (p<0,01)
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5.2.5. Az éhezés és a let-363/TOR2 gén gatlasa csokkenti a neuronok tulélését
degenerin alapui neurodegeneraciés modellekben

Az autofag gének inaktivalasa befolyasolta az idegsejtpusztulast két C. elegans
neurodegeneracidos modellben. Az autofagia aktivalasanak hatasat éheztetéssel, vagy az
autofagia-gatld le-363/TOR2 gén ,csendesitésével” tudtam vizsgalni. Kontrollként
ellendriztem a Ras genetikai utvonalba tartozd [ler-60 gén funkciovesztéses ¢&s
funkcionyeréses mutaciojanak hatasat. A /let-363(RNSi) allatokban nagymértékben
lecsokkent a t(lél6 neuronok szama (29. abra). Ehezést kovetéen szintén a neuronok
szamanak csokkenését tapasztaltam. A /let-60 funkciovesztéses és funkcionyeréses
alléljainak nem volt szignifikans hatasa a mec-4(u231) degenerin altal indukalt

sejtpusztulasra.

mec-4(u231); mec-4::gfp 25C 29. 4bra Az éhez‘és és a lef-
40 363/TOR2 RNSIi kezelés

35 csokkenti az érintésérzékelé
30 idegsejtek tilélését

25 mec-4(u231);pmec-4::gfp
allatokban. A /let-60 gén nem
befolyasolja  az  idegsejtek
pusztulasat. A let-60mn2021)
o allél funkciovesztéses, mig az
let-60(n1046) funkcionyeréses

idegsejtek tulélése (%)
N
o

5 X\ \ R N\ \] -
Qe‘é‘o Q§6\ ‘\\‘0\ ¥ Q‘L\\ bg;@ mutacio. 300 allat mérésenként,
@ ,bbrb\ ° 2 Q\& \(\'\Q let-363(RNSi) és éhezés:
& & p<0,0001, let-60 allélek: p>0,05

(kétmintas t-proba).

7. tablazat. Az éhezés és a let-363/TOR2 RNSi kezelés csokkenti az érintésérzékelé
idegsejtek tulélését mec-4(u231);pmec-4::gfp allatokban

genotipus idegsejtek tulélése (%) szignifikancia
mec-4(u231);pmec-4.:gfp (iires RNSi vektor) 33,8 + 1,56
let-363(RNSi); mec-4(u231);pmec-4::gfp 6,26 + 1,71 p<0,001
mec-4(u231);pmec-4::gfp 32,69 + 0,6
mec-4(u231);pmec-4.::gfp (éhezett) 8,05+0,9 p<0,001
let-60(n20211f);mec-4(u231),pmec-4:.:gfp 34,0 + 1,57 p>0,05
let-60(n1046gf);mec-4(u231),pmec-4::gfp 37,0+ 0,6 p<0,05

A tablazatban a fiatal felnétt allatokban szamolt GFP pozitiv sejtek szazalékos aranyat
tintettem fel (25°C). 100 allat mérésenként. A feltiintetett adatok atlagértékek, a +/-
szorassal kiegészitve. A szignifikancia a kontroll és kezelt, illetve kettds mutansok allatok
adatainak eltérésére vonatkozik (kétmintas t-proba). Az RNSi kisérletben a kontroll 4llatok
tires feeding vektorral transzformalt E. coli HT115 baktériumpazsiton voltak tartva.
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5.3. Az unc-51 és a bec-1 autofag gének inaktivalasa csokkent sejtméretet okoz C.
elegansban

A sejtméretet a lebontd €s a felépitd anyagcesere folyamatok aktivitasa hatarozza
meg. Az autofagia az eukariota sejtek legnagyobb kapacitasu lebonté mechanizmusa, ezért
logikusnak tlint, hogy megvizsgaljam az autofag gének befolyasoljak-e a sejtméretet C.
elegansban.

A vad tipusi C. elegans atlagos testhossza méréseim szerint 1,28 mm. A kis
testméret (Sma — small - fenotipus) az unc-51 és a bec-1 autofag mutansok jellemzo
fenotipusa. Az unc-51 mutansok atlagos testhossza ~0,9 mm, a bec-/ mutansoké ~1,0mm
(9. tablazat). A testhossz csokkenését - allando testtérfogat mellett - okozhatja az allatok
atmérdjének novekedése, vagy a sejtek szamanak csokkenése is. Ezért vizsgaltam a két
autofag gén egy-egy funkciovesztéses mutans térzsének az atmérdjébol és a testhosszabol
szamolt testtérfogatat. Az atmérd a bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)] mutansoknal nem valtozott
szignifikdnasan, az wunc-51(el189) mutansok esetében koriilbeliill 8%-kal csokkent (8.
tablazat). A testtérfogat a bec-1(0k700), Ex[bec-1(+)] mutansoknal a harmadaval, az unc-
51(el189) mutansok esetében kozel a felére csokkent (8. tablazat).

8. tablazat. Az unc-51 és bec-1 mutansok testtestérfogata Kkisebb a vad tipusénal

Genotipus Testhossz Atmeéré Térfogat Térfogat Darabszam
(mm) (wm) (mm’) (%)
0.083 + 0.00619 +
Vad tipus 1.2+0.02 100 8
0.0015 0.0002
0.076 + 0.0036 +
unc-51(el189) | 0.86+0.07 58.17 11
0.0013 0.00019
bec-
0.083 + 0.0041 +
1(0k700);Ex[be | 1.02+0.15 66.88 11
0.001 0.0003
c-1(+)]

A mozaikos pprk-1::gfp transzgénikus konstrukcié segitségével a vizsgalt torzsek
egyedeinek sejtméret valtozasat is megmértem. A pprk-1::gfp transzgén csak az inert GFP
fehérjét fejezi ki, egyéb hatasa nincsen. A GFP pozitiv sejtek atlagos atmérdje vad tipusu
genetikai hattérben 56,1 + 3,2 um (n=30), mig unc-51(e369) mutansokban 41,9 + 1,9 pm
(n=39) volt.
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30. abra Az extrakromoszomalis pprk-1::gfp transzgén dltal kifejezett GFP-vel a
bélsejtek elkiilonithetéek a kornyezo sejtektél. A: a pprk-1::gfp konstrukciot hordozo
allat belének eliils6 régioja. A pprk-1.:gfp konstrukcid az osztddasok soran véletlenszeriien
elveszett, ezért egyes bélsejtekbdl hianyzik a fluoreszcens GFP fehérje. B: az A képen
lathato bélsejtek jelolodése eltérd, ez alapjan hatarvonaluk meghatarozhaté. C: az A képen
lathato allat bélsejtjeinek keresztmetszeti feliilete.

A sejtszam valtozasanak vizsgalatdra kiilonbozé szovetekben kifejez6déd GFP
konstrukciokat hordozo torzseket hasznaltam. Nem volt lehetéségem mind a 959
hermafrodita testi sejt leszamoldasara, a pmec-7::gfp altal jelolt idegsejtek és a CDH-
3::GFP-t és AJM-1::GFP-t kifejez6 ,,seam” sejtek mennyiségében nem volt eltérés a vad

tipushoz képest.

5.3.1. Az unc-51 és a bec-1 autofag gének az inzulin/IGF-1 és a TGF-p genetikai
utvonalakkal kélcsonhatva szabalyozzak a sejtméretet C. elegansban

C. elegansban ismert, hogy mind az inzulin/IGF-1 mind a TGF-B jelatviteli
utvonalak befolyasoljak a testhosszat a sejtméret szabalyozasan keresztiil. Mivel az autofag
gének inaktivalasa szintén befolyasolja a sejtméretet, a tovabbiakban az autofag gének és
az inzulin/IGF-1, illetve a TGF-B genetikai utvonal kapcsolatat vizsgaltam.

Az inzulin/IGF-1 jelatvitel receptoranak inaktivalasa, illetve a TGF-B jelatvitel
serkentése egyarant a testméret novekedésével jar. Az inzulin/IGF-1 jelatvitel receptoranak
a DAF-2-nek az inaktivalasa 1,36 + 0.08 mm-re noveli az atlagos testhosszat. A
funkciovesztéses TGF-B lon-1(el85) mutans testhossza 1.72 + 0.08 mm, mig a lon-2(e678)
mutansé 1.51 + 0.09 mm (9. tablazat). A TGF- utvonal egyik ligandumanak, a DBL-1-nek
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az overexpresszioja (a genotipus jeldlése: dbl-1(+++)) szintén Lon (hosszil) fenotipust
eredményez, a dbl-1(+++) genotipusu allatok atlagos testhossza 1.38 + 0.09 mm. Az unc-
51(e369) és bec-1(ok691) valamint a daf-2, lon-1, lon-2 funkcidvesztéses mutaciok, illetve
a dbl-1(+++) genotipus kolcsonhatasat episztazis (kettds mutans) analizissel vizsgaltam. A
kettés mutansok testhosszat lemérve az autofag mutansok révid testhossz fenotipusa (Sma)
minden esetben episztatikusnak bizonyult az inzulin/IGF-1 és a TGF-f komponensek
mutacioinak, illetve overexpresszidjanak, hosszu fenotipusa (Lon) felett. Az unc-51 és a
bec-1 mutansokkal képzett kettés mutansok testhossza majdnem teljesen megegyezett az

egyszeres mutansokra jellemzo6 rovid testhosszal (9. tablazat).

9. tablazat. Az unc-51 és bec-1 autofag gének, az inzulin/IGF-1 és a TGF-p jelatvitellel
egyiitthatva befolyasolja a testméretet

Genotipus Testhossz (mm) Darabszam Fenotipus
N2 1.28 £0.07 241 vad tipus
unc-51(e369) 0.87 £0.09 266 Sma
unc-51(el189) 0.9+0.08 304 Sma
bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)] 0.99 +0.08 157 Sma
bec-1(0k700);Ex[bec-1(+)] 1.04 +0.14 154 Sma
lon-1(el185) [TGF-B] 1.72 £ 0.08 228 Lon
lon-2(e678 )| TGF-B] 1.51 +0.09 243 Lon
dbl-1(+++) [TGF-B] 1.38 £0.09 252 Lon
daf-2(e1370) [insulin/IGF-1] 1.36 £ 0.08 185 Lon
unc-51(el189);lon-1(el85) 1.12£0.1 288 Sma
unc-51(el189);dbl-1(+++) 1.05 +0.06 279 Sma
unc-51(el189);daf-2(e1370) 0.98 £ 0.06 250 Sma
unc-51(e369);lon-1(el85) 1.07 + 0.06 225 Sma
unc-51(e369);lon-2(e678) 1.16 £0.11 253 Non-Lon
unc-51(e369);dbl-1(+++) 1.05 +0.09 265 Sma
bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)] ;lon-2(e678) 1.1£0.22 47 Sma
bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)];dbl-1(+++) 1.04 £0.17 58 Sma
bec-1(0k700),; Ex[bec-1(+)];lon-2(e678) 1.08 +£0.2 47 Sma
bec-1(0k700);Ex[bec-1(+)];dbl-1(+++) 1.12+0.13 42 Sma
bec-1(0k700),; Ex[bec-1(+)] lon-1(el85) 1.08 £ 0.1 65 Sma
bec-1(0k700);Ex[bec-1(+)] ;daf-2(e1370) 1.02 +0.09 89 Sma

Autofag mutansok, az inzulin/IGF-1 és TGF- komponensekben mutans allatok testhossza,
illetve a keresztezéssel eldallitott kettds mutans allatok testhossza. Az autofag gének
roviditik, a csokkent IGF-1 és TGF-p jelatvitelek, illetve a DBL-1 tulaktivalasa noveli a
testméretet. Az autofag mutansok rovid testhossz fenoitpusa episztatikus az inzulin/IGF-1
¢és a TGF-B mutansok hosszu testhossz fenotipusa felett. A tablazatban a vad tipusa (N2), a
funkciovesztéses autofag mutans, a funkciovesztéses TGF-f gatlo mutansok (lon-1, lon-2),
a TGF-B ligandumot taltermeld konstrukciot hordozoé transzgénikus (dbl-1(+++)) és a
funkcidvesztéses inzulin/IGF-1 receptor mutans (daf-2) C. elegans torzsek testhosszat
tiintettem fel. Sma: rovid testhossz, Lon: hossz( testhossz.
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A TGF-B jelatviteli tvonal C. elegansban a him parzoszerv fejlodését is
szabalyozza. Példaul a mab-21 gén mutacidja a him parzoszerv rendellenes fejlédését
okozza. Az unc-51 és bec-1 autofag mutansokban a him parzoszerv struktiraja szintén
abnormalis (31. abra). A vitorla altalaban megtalalhato, de csokkent méretti, a vad tipusban

megtalalhat6 idegsejtnyulvanyok hianyosak, vagy csokevényesek.

31. abra Az unc-51 és bec-1
autofag gének funkciovesztéses
mutdnsaiban sériil a him
parzészervek fejlédése. A: vad
tipusi  him  parzészerv. A
vitorlanak nevezett
kutikulanyulvanyba oldalanként
3x3, Osszesen 18  érzékeld
idegsejtnytlvany agyazodik be
(fehér nyilakkal jelolve). B: unc-
51(e369) mutans him farki
régioja. A parzészerv
idegsejtnyulvanyai szinte
teljesen hianyoznak. C: egy bec-
1(0k700); Ex[bec-1(+)]
genotipust him allat
parzdszerve. Az idegsejt
nyulvanyok szintén hianyoznak,
vagy csokevényesek. D, E: egy
bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)] him
allatrol késziilt Nomarski és
fluoreszcens mikroszkopos kép.
A D képen lathatd, hogy az
érzékel6  nyulvanyok  nem
mindegyike fejlédott ki, mig az
E képen az Ex[bec-1(+)]
konstrukciét hordozo allatban
lathatd, hogy a bec-1 gén
kifejezédik az érzékeld
nyulvanyokban (a fehér nyilak
csak a legjobban lathato
nyulvanyokra mutatnak).

5.4. Az autofag gének inaktivalasa felgyorsitja az dregedési folyamatot
A szervezet Oregedését és szamos Oregkori betegséget (pl. rak, neurodegeneracio,
izomsorvadas) a sejtes hibak progressziv felhalmozodasa kiséri. A hibak karosodott

sejtalkotok megjelenéséhez vezetnek, amelyek eltavolitasanak egyik legfontosabb
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mechanizmusa az autofiagia. Nem véletlen, hogy szamos korfiiggé degenerativ
betegségben mutattak ki az autofagia szerepét. A legujabb eredmények alapjan az
autofagia az ¢lethossz meghatarozasaban is kozvetlentil részt vesz. Kisérleteim soran ezért
az autofag gének Oregedésben betdltott szerepét vizsgaltam az élethossz és az Oregedési
pigment felhalmozodas mérésével, az izomdegeneracid6 nyomonkovetésével. Az utdbbi
husz évben kidertilt, hogy az oregedést genetikai faktorok nagymértékben befolyasoljak.
Példaul azok a funkciovesztéses mutaciok, amelyek csokkentik az inzulin/IGF vagy a TOR
kinaz altal kozvetitett jelatviteli utvonalak aktivitdsat, a mitokondridlis miikodést és a
kaléria felvételt jelentésen megnovelik az élethosszt filogenetikailag egymastol tavol allo
allatfajokban. Tovabbi kisérleteimben ezért ezen faktorok és az autofag gének

kolesonhatasat tanulmanyoztam.

5.4.1. Az autofag gének gatlasa roviditi az élethosszt C. elegansban
Eredményeim szerint a vad tipust C. elegans éatlagos féléletideje 25°C-on 15 nap.
Az unc-51, bec-1 és atg-18 gének mutdcids inaktivalasa a vad tipusra jellemzonél

szignifikansan rovidebb élethosszt eredményezett (32. abra és 10. tablazat).
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32. dbra Az autofiag gének inaktivaliasa roviditi az élethosszat C. elegans-ban. Az
¢élethossz méréseket 20°C-on, szinkronizalt populacioval végeztem.
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10. tablazat. Az autofag gének inaktivalisa roviditi az élethosszt C. elegans-ban.

Atlagos
Genotipus eilestzhé(;s;sz 50% darabszam SZl(gl:l g::(éz;(l;cm
(napokban)
vad tipus 14.9+0.1 13 112
bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)] 10.3+£0.1 9 174 <0.0001
bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)] 13.7+0.2 12 183 <0.0181
unc-51(e369) 13.9+0.3 12 132 <0.0023
unc-51(el189) 13.1+£0.3 10 130 <0.0046
atg-18(gk378) 12.2+0.1 10 185 <0.0001

Az autofag mutansok a vad tipusnal szignifikinsan rovidebb ideig élnek. Az élethossz
mérést, tiszta, szinkronizalt populacioval végeztem 300pg/ml FUDR-ot tartalmazod
lemezeken, 25°C-on. A szignifikancia a vad tipus és az egyszeres mutansok adatainak
eltérésére vonatkozik (Log-rank teszt).

5.4.2. Az autofag gének gatlasa felgyorsitja az 6regedési pigment felhalmozodasat

Az regedd allatok lipofuszeinbol és AGE-bdl (Advanced Glycation Endproducts)
allo autofluoreszcens oregedési pigmentet halmoznak fel [100], ami fluorimetriaval és
fluoreszcens mikroszkopiaval nyomon kovethetd (a részletek az anyagok és modszerek
fejezetben). Vad tipusban késéi L4 larvastadiumig még nincsen mérheté mennyiségii
Oregedési pigment felhalmozddas. 2 napos felnétt egyedekben, amelyek a csiravonalat
leszamitva mar csak differencialt sejtekbdl allnak, mérhetd mennyiségii 6regedési pigment
halmozédik fel (34. abra). Vad tipusban az Oregedési pigment mennyisége a 18. napig
emelkedd tendenciat mutat és eléri a 0,25 kortili értéket (33. abra). A grafikonon a 15. és
18. mérési nap nincs feltiintetve, mert a mutans torzsek a 15. napra gyakorlatilag
kipusztulnak.

Az autofag mutans allatok mar a 10. napon elérik a vad tipus késoi iddskorara
jellemzé 0,25 koriili AGE pigment — TRP aranyt. A 34. abran latszik, hogy azonos
mikroszkop beallitasok mellett a 6 napos unc-51(e369) autofluoreszcenciaja erdsebb, mint
a 6 napos N2 allaté, illetve a 10 napos unc-51(e369) sokkal erésebben fluoreszkal, mint a 9

napos N2.

62



= = st = = =
S = & ~ > w

oregedési pigment/TRP arany

o

—a— vad tipus
bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)]
<t~ - UNC-51(e369)

8 10 14
id6 (nap)

63

33. abra. A bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)] és
az unc-51(e369) genotipusu allatokban
gyorsabban halmozodik fel az oregedési
pigment, mint a vad tipusi Kontroll
allatokban.

34. 4bra. wunc-51(e369) autofag
mutansban  az  autofluoreszcens
oregedési pigmentek hamarabb érik
el az idéskorra jellemzé szintet, mint
a vad tipusban. A: kisnagyitasu
Nomarski mikroszképos kép egy vad
tipusu, 1 napos felnétt allatrol. B: az A
képen lathato allatrol késziilt
fluoreszcens mikroszkopos kép. A bél
autofluoreszcenciaja alig kivehetd. C: 6
napos vad tipusu felnétt allatrol késziilt
kisnagyitasi Nomarski mikroszkopos
kép. D: A C képen lathato allatrol
késziilt fluoreszcens mikroszkopos kép.
A Dbél autofluoreszcencidja megnétt €s
az atmér6je is csokkent. E: 6 napos
felndtt wunc-51(e369) allatrol késziilt
kisnagyitasi  Nomarski mikroszkopos
kép. F: Az E képen lathato allatrol
késziilt fluoreszcens mikroszkopos kép.
A bél autofluoreszcencidja meghaladja
a vad tipusét. G: kisnagyitasu
Nomarski mikroszkopos kép egy 9
napos feln6tt vad tipust allatrol. A kép
a jobb mindség elérése érdekében
ugyanazon allatrdl egy idoben késziilt 2
foto Osszeszerkesztésével késziilt. H:
Az G képen lathato allatrol készilt
fluoreszcens mikroszkopos kép. A bél
teljesen  elvékonyodott, a  gonad
degeneralodott maradéka is erdteljesen
autofluoreszcens.  I:  kisnagyitasu
Nomarski mikroszképos kép egy 10
napos felnétt unc-51(e369) allatrol. J:
Az 1 képen lathato allatrol készilt
fluoreszcens mikroszkopos kép. A bél
fluoreszcencigja joval er6sebb a vad
tipusénal. A képek nem egy idében, de
azonos expozicios idovel késziiltek.



5.4.3. Az autofag gének inkativalasa felgyorsitja az izomdegeneraciot

Az id6s6dé allatok mozgasanak sebessége csokken, koordinaltsaga romlik. Ennek
oka, hogy a kor elbrehaladtaval az izmok degeneralodnak. A garatizom sejtek a
reproduktiv kort kovetéen sorvadni kezdenek, a garatpumpalas megsziinik és az allatok

abbahagyjak a taplalkozast (35. abra).

35. abra. Az oregedés soran a C. elegansban izomsorvadas figyelheté meg. A-D: vad
tipust, 25°C-on tartott, a felndttkor elérésétdl szamolva A: 1, B: 6, C: 9, D: 14 napos
allatok eliilsé testrégidjardl késziilt Nomarski mikroszkopos képek. Az dregedés hatasa jol
megfigyelheté a C. elegans garatjan, amelynek izomzata a korral elérehaladva fokozatosan
degeneralodik. E: 5 napos felnétt bec-1(0k691),bec-1::gfp allat le nem rakott petékkel. Az
Oregedés soran a vulva izmok is degeneralodnak, igy a reproduktiv periodus végén
keletkez6 petéket sokkal lassabban, vagy egyaltalan nem rakjak le a hermafroditak.

A populacioban az idéskori izomdegeneraci6é altal sulyosan érintett egyedek
aranyat a helyvaltoztatd mozgasra képtelen (bénult) allatok aranyaval jellemeztem. A vad
tipusu, a bec-1(0k691);Ex [bec-1(+)] és az atg-18(gk378) genotipust allatok fiatal felnott
korban képesek spontan, szinuszoid alakii maszo mozgast végezni (az unc-51 autofag
mutansok nem képesek helyvaltoztatd mozgasra — Unc, azaz ,,Uncoordinated”
fenotipustiak). Az azonos genotipusu allatok a természetes izomdegeneracié tekintetében
nagymértékii variabilitast mutatnak. A vad tipus elsé egyedei a 8-9. napon kezdenek
lebénulni, a bec-1(0k691);Ex [bec-1(+)] mutansok esetében ez mar a 3. napon
bekovetkezik. Az atg-18(gk378) mutansok az 5. és 6. napon kezdenek lebénulni. A

bénulasi gorbe idobeli lefutdsa az Osszes populdcidban kozel azonos aranyt, igy a
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kezdetben kialakult kiilonbség a populaciok kihalasaig megmarad. A pusztulas el6tt az

Osszes allat elérte a teljesen bénult allapotot.
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36. abra. Az izomdegeneracié miatti bénulas hamarabb jelentkezik a bec-1(0k691) és
az atg-18(gk378) allatokban. A méréseket 20°C-on, tiszta, szinkronizalt populacioval
végeztem.

A vulvaizmok a testfal izmaihoz hasonléan sorvadnak az Oregedés soran. A
miikodésképtelen vulvaizmok miatt csokken a peterakasi képesség, a testben marado
petékbdl kikeld larvak pedig elpusztitjak a hermafrodita allatot (bow fenotipus). A vad
tipusu allatok koziil elenyészéen kevés pusztul el a benniik kikeld peték miatt, mig a bec-1
és unc-51 funkciovesztéses mutansok esetében a populacio kdzel 100%-a pusztul el ilyen

modon a reproduktiv idészak végére (35. abra).

5.4.4. Az autofag gének az élethosszt szabalyozo (,,longevity”) jelatviteli itvonalaktol
,downstream” hatnak

Noha majdnem 300 gént és szamos ,longevity” Utvonalat irtak mar le C.
elegansban, csak kevés esetben vizsgaltak, hogy azok hogyan miikddnek egyiitt az
¢élethossz szabalyozasaban. A tovabbiakban ezért episztazis analizissel vizsgaltam, hogy az
autofdg gének milyen kolcsonhatasban éallnak az inzulin/IGF és a TOR kinaz 4ltal

kozvetitett jelatviteli utvonalakkal és a mitokondrialis miikodést meghatarozo génekkel.
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5.4.4.1. Az autofag gének inaktivalasa részlegesen szuppresszalja a csokkent
inzulin/IGF-1 jelatvitel altal kialakitott hosszu élethossz fenotipust

A C. elegans inzulin/IGF-1 jelatviteli Gtvonal receptora a DAF-2 fehérje [128]. A
daf-2(el370) mutansok, tobb mint kétszer hosszabb ideig élnek a vad tipusnal [70]. A bec-
1(0k691);Ex[bec-1(+)] ;daf-2(el370) és az atg-18(gk378);daf-2(el370) kettds mutansok
élethossza lényegesen rovidebb a daf-2(el370) egyszeres mutansok élethosszanal. A bec-1
és az atg-18 gének inaktivalasa azonban csak részlegesen szuppresszalja a daf-2(el370)
egyszeres mutansok Age (aging, hosszu ¢letli) fenotipusat, az egyszeres autofag mutansok

rovid élethosszat nem allitja helyre. (37. abra, illetve 11. tablazat).

100 —o—daf-2(e1370)
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37. abra. A bec-1 és atg-18 autofag gének funkciovesztéses muticidi részlegesen
szuppresszaljak a daf-2(e1370)/IGF-1 mutans allatok fenotipusat. A jelmagyarazatban
a bec-1(0k691) genotipus a bec-1(0k691),; Ex[bec-1(+)] genotipusnak felel meg.

5.4.4.2. Az autofag gének inaktivalasa szuppresszalja a let-363(RNSi) allatok hosszu
élethossz fenotipusat

Az élesztd TOR2 génjének C. elegans ortologja a let-363/CeTor. Funkciovesztéses
mutacidja jelentds élethossz novekedést eredményez [23], a homozigota mutans allatok
fejlédése azonban L3 stadiumban megreked. Emiatt mutans torzs helyett a /let-363(RNSi)
allatokat hasznaltam az episztazis analizis elvégzéséhez. A  let-363(RNSi); bec-
1(0k691);Ex[bec-1(+)], let-363(RNSi);unc-51(e369) ¢és let-363(RNSi);atg-18(gk378)
genotipusu allatok a /let-363(RNSi) allatoknal szignifikdnsan rovidebb ideig élnek.
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Elethosszuk révidebb a vad tipusénal és nem térnek el jelentésen a ler-363 RNSi-val nem

kezelt egyszeres autofag mutansok élethosszatol.
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38. abra. Az autofag gének funkcidvesztéses mutacioi szuppresszaljak a let-363(RNSi)
fenotipusat. A funkciovesztéses autofag mutansok rovid élethossza episztatikus a /let-
363/CeTor RNSI kezelt allatok megnyult élethossz fenotipusa felett. A jelmagyarazatban a
bec-1(0k691) genotipus a bec-1(0k691),;Ex[bec-1(+)] genotipusnak felel meg.

5.4.4.3. Az autofag gének inaktivalasa szuppresszilja a csokkent mitokondrialis
miikodés okozta hosszu élethossz fenotipust

Az atp-3 gén a mitokondridlis ATP szintaz egyik alegységét kodolja [110].
Inaktivalasa a sejt ATP termeld képességét lecsokkenti, viszont megnéveli az allatok
¢élethosszat [110]. Az atp-3 RNSi-vel végzett méréseknél az anyagok és modszerek részben
leirt altalanos eljarassal ellentétben a larvalis fejlodés kezdetétdl arp-3(RNSi) lemezeken
tartottam az éllatokat, mivel az atp-3 gatlasa az L3 larvastadium soran fejti ki a hatasat,
késobb alkalmazva mar hatastalan. Az atp-3(RNSi) allatok atlagos élethossza tobb mint 5
nappal hosszabb a vad tipusénal, a maximalis ¢lethosszbeli eltérés még ennél is tobb. Az
atp-3(RNSi);bec-1(0k691), atp-3(RNSi);unc-51(e369) ¢és az atp-3(RNSi);atg-18(gk378)
genotipusu  allatok élethossza megegyezik az egyszeres autofag funkcidvesztéses

mutansokéval.
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39. abra. Az autofag gének funkciovesztéses mutacioi szuppresszaljak az atp-3(RNSi)
fenotipusat. A jelmagyarazatban a bec-1(0k691) genotipus a bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)]
genotipusnak felel meg.

11. tablazat. Az autofag gének inaktivalasa szuppresszilja az inzulin/IGF-1 és TOR
jelatvitel és a csokkent mitokondridlis miikddés kovetkeztében megnyult élethosszat

Atlagos
Genotipus elethros,s Z  darabszim Szignifikancia
+ szoras
(napokban)

daf-2(el1370) 32.1+£0.6 64
daf-2(e1370);bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)] 26.1+0.5 185 p<0.0001
daf-2(e1370);atg-18(gk378) 242+0.5 147 p<0.0001
vad tipus [iires RNSi vektor] 143+04 66
let-363(RNSi) 184+04 88
let-363(RNSi);bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)] 11.4+03 82 p<0.0001
let-363(RNSi);atg-18(gk378) 11.7+£0.3 46 p<0.0001
let-363(RNSi);unc-51(e369) 11.5+0.2 129 p<0.0001
vad tipus [ tires RNSi vektor] 141+04 66
atp-3(RNSi) 20.4+0.5 69
atp-3(RNSi);bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)] 11.5+£0.8 56 p<0.0001
atp-3(RNSi);atg-18(gk378) 103+ 1.6 39 p<0.0001
atp-3(RNSi),unc-51(e369) 142+0.7 55 p<0.0001

Az élethossz mérést, tiszta, szinkronizalt populacioval végeztem 300pg/ml FUDR-ot
tartalmazo lemezeken, 25°C-on. A szignifikancia az egyszeres ¢és a kétszeres mutansok
adatainak eltérésére vonatkozik (Log-rank teszt).
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6. Kovetkeztetések

A neurodegeneracio, a sejtek novekedése és az Oregedés is a sejtes hibakkal
kapcsolatban allo folyamatok. A sejtes hibak felhalmozodasa vezet el a neuronok
funkciovesztéséhez €s pusztulasdhoz, a sejtek novekedésének hatterében allo intenziv
anyagcserefolyamatok karositjak a sejtet, a kiils6 és belsd karosito hatasok kovetkeztében
egyre novekvd mennyiségli karosodott sejtalkotd halmozodik fel az oOregedd sejt
citoplazmajaban. Ezen folyamatok egyedfejlddési és orvos biologiai jelentdsége ellenére
keveset tudnak a karosodasok ellen hatd sejttani mechanizmusokrdl. Az autofagia az
eukariota sejtek meghatarozo lebontod folyamata, amely alkalmas a karosodott sejtalkotok
eltavolitasara. Doktori értekezésemben azért azt vizsgaltam, hogyan befolyasolja a

neurodegeneraciot, a sejtméret szabalyozast és az dregedési folyamatot az autofagia.

6.1. Az autofag gének minden szovettipusban és minden egyedfejlédési stadiumban
kifejez6dnek C. elegansban

A neurodegeneracid, a sejtméret és az Oregedés szabalyozasaban bizonyos
szovettipusoknak kiemelt szerepe van. Annak megallapitasahoz, hogy az autofag gének C.
elegans ortologjai kozvetleniil hatnak-e ezekre a folyamatokra, eldszor az autofag gének
expresszidjat vizsgaltam. Az altalam tanulmanyozott autofag gének majdnem minden
szovettipusban expresszalodnak az egyedfejlodés soran és a kifejlett allatokban. A
kifejezddés intenzitasa szovettipusonként eltérd, az idegsejtekben, a hipodermiszben és a
bélben a legerésebb. Az unc-51 gén kivétel, amely kizardlag csak az ideg- ¢és
izomsejtekben fejezédik ki. C. elegansban a transzgének kifejezOdése gatolt a
csiravonalban, emiatt ebben a szovettipusban az autofag gének expressziojat nem tudtam
vizsgalni.

A neurodegenerativ betegségekben az emberi idegsejtek taléléséhez, megfeleld
mitkodéséhez mas sejttipusok is hozzajarulnak, ezért példaul a glidkban kifejez6do
géneknek is fontos szerepiik van az idegsejtek tulélésében. Fonalférgekben a magasabb
rendiiek glidinak megfeleld sejttipusok hianyoznak, funkcidikat maguk az idegsejtek, vagy
a kornyezé szovetek példaul a hipodermisz latja el. Az idegsejtpusztulasban tehat a
legfontosabb szerepiik az érintett sejtekben, illetve a hipodermiszben kifejez6dd géneknek
van. Az idegrendszernek kitiintetett szerepe van az dregedési folyamat szabalyozasaban C.

elegansban. A szovetek koziil egyedill az idegszovet sejtjei nem pusztulnak a kor
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elérehaladtaval [99]. Az oregedési folyamat szabalyozasaban az idegsejteken kivil a
szervezet metabolikus egyensulyanak fenntartasaban fontos bélsejtek is szerepet jatszanak
[114, 129]. A sejtméret szabalyozasaban kozvetleniil a nagyméretli izom ¢és bélsejtek,
kozvetetten a hormonalis szabalyozas altal az idegsejtek birnak fontos szereppel. Az
autofag gének C. elegansban tehat kifejezddnek a neurodegeneracioban, a sejtméret és az
oregedési folyamat szabalyozasaban résztvevd szovettipusokban, ezekre a folyamatokra

gyakorolt hatasuk feltételezhetden kozvetlen.

6.2. A bec-1 és unc-51 autofag gének sziikségesek az autofagia normalis miikodéséhez
C. elegansban

Az éleszté ATGI és ATG6 géneket inaktivalva élesztében az autofagia miikodése
gatolt. Az élesztd gének C. elegans ortologjainak, az unc-51/ATG1 és bec-1/ATG6 gének
inaktivalasanak az autofagiara gyakorolt hatasat még nem tanulmanyoztak. A C. elegans
unc-51 ¢és bec-1 gének multifunkcionalisak [120, 123], emiatt elképzelhetd, hogy
mutacioik nem az autofagian keresztiil befolydsoljdk a neurodegeneraciot, a sejtméret
szabalyozast ¢és az oregedési folyamatot. Ezért kollégaimmal meg kellett vizsgalnom, hogy
az unc-51 ¢és bec-1 gének hogyan befolydsoljak az autofagia folyamatat. Ennek
ellendrzésére eldszor mi végeztiik el autofag génben mutans férgek elektronmikroszkopos
vizsgalatat. A 19. abran jol lathato, hogy a bec-1(0k691) mutans allatban méretiiket ¢s
felépitésiiket tekintve abnormalis autofag vakuolak talalhatok. A kettds membrannal
burkolt egyszerli autofagoszomak helyett torz, mielinizalt, dsszetett struktirak figyelhetdk
meg. Kolléganém, Sigmond Timea hasonlo megfigyelést tett unc-51(e369) mutans allatok
elektronmikroszkopos vizsgalata soran. Mivel a normalis felépitésii autofagoszomak
jelenléte sziikséges az autofagia miikddéséhez, ezért feltételezhetjiik, hogy az unc-51 és a
bec-1 gének funkciovesztéses mutacioi csokkent mértékii autofagiat eredményeznek.

Igg-1 RNSIi kezelt és atg-18 funkcidvesztéses mutans allatokban nem tudtam az
autofagoszoma képzddést elektronmikroszkopiaval vizsgalni. Az Igg-1(RNSi) allatokban a
plgg-1::gfp::lgg-1 konstrukcio segitségével azonban kozvetetten tanulmanyozhattam az
Igg-1 inaktivalasanak autofagiara gyakorolt hatasat. Az irodalmi adatok szerint az
autofagia miikodéséhez elengedhetetlen az LGG-1 fehérje jelenléte [130]. Az Igg-1 RNSi
kezelés gyakorlatilag teljes mértékben megakadalyozta a GFP::LGG-1 fehérje
termel6dését (20. abra). Az RNSi mechanizmusa miatt ez egyben az endogén LGG-1
fehérje gatlasat is jelenti. Tehat az [gg-/ RNSi-val végzett kisérleteimben joggal

feltételezhettem, hogy az autofag folyamat per se gatolt.
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Osszességében kijelenthetd, hogy a C. elegans unc-51, bec-1 és Igg-1 autofag
gének inaktivalasa az autofagia mechanizmusanak sériilésével jar. Az expresszios
vizsgalatok alapjan az autofag gének a legtobb sejttipusban kifejezédnek és inaktivalasuk
pleiotrop fenotipus megjelenését okozza. Ezek a megallapitasok jol mutatjdk, hogy az

autofag gének funkcioja alapvetden sziikséges a szervezet megfelelé miitkodéséhez.

6.3. Az autofag gének sziikségesek a degenerinek és a 6-OHDA kivaltotta
neurodegenerativ folyamatokhoz

A neurodegenerativ betegségek emberek millidit érintik. Az altaluk okozott
idegrendszeri karosodas gyogyitdisa ma még nem lehetséges. A C. elegans
neurodegenerativ modellek segitségével jobban megismerhetjiik a neurodegenerativ
betegségek soran lezajlo idegsejt pusztulas genetikai hatterét. Az altalam tanulmanyozott
degenerin és 6-OHDA alapti C. elegans neurodegeneracios modellek az excitotoxikus
idegsejt karosodas modelljei. Ilyen karosodas felléphet sztrok, traumas agysériilések,
Alzheimer és Parkinson valamint Huntington-kor soran.

Kisérleteinkkel els6ként bizonyitottuk be, hogy a neurodegeneraciot kivaltd mec-4,
deg-1 vagy deg-3 funkcionyeréses mutaciok altal indukalt idegsejtpusztulast az unc-51 és a
bec-1 autofag gének funkcidvesztéses mutacioi, illetve az Igg-/ RNSi kezelés szignifikans
mértékben gatoltak. Ez a gatlas mind a GFP jelolt idegsejtek tulélésének ndvekedésében,
mind a vakuolarizalodo sejtek szamanak csokkenésében megmutatkozott (22-24. és 26.
abra). Az unc-51 és a bec-1 gének nullmutans alléljainak nagyobb hatasa volt, mint az /gg-
I RNSi kezelésnek. Az Igg-1 RNSi alkalmazasakor megfigyelt kisebb hatas az RNSi
technika sajatossagaival magyarazhatd. Az RNSi ugyanis nem képes a megcélzott gént
teljes mértékben elhallgattatni. Ezért nem is vartam a nullmutansokhoz hasonlé mértékii
valtozast. Az autofag gének gatlasa gatolja a neurodegeneraciot, tehat az autofag gének és
feltehet6en maga az autofag folyamat sziikséges a neurodegeneracié végbemeneteléhez.

A kisérletek soran felmeriilt, hogy az autofag gének inaktivalasa a
neurodegeneracié csokkentésén til mas modon is okozhatja a pusztuld sejtek szamanak
csokkenését. Amennyiben az autofag gének mutdcioi megvaltoztatjadk a degenerinek
expresszidjat, az a vakuolarizalodo, illetve a GFP pozitiv sejtek szamanak valtozasat
okozza, ami pedig torzitja a mérések eredményeit. Példaul kisebb mértékii degenerin
expresszié az autofag mutansokban eleve kisebb sejtkarosito hatast eredményezne. .A mec-
4 promotert hordozé transzkripcios GFP riporter konstrukcio segitségével leszamoltam az

autofag mutansokban az érintésérzékelé idegsejtek szamat. A mec-4 gén szabalyozo és
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mutansok egyedi sejtjeiben tanulmanyoztam a degenerinek expressziojat. Szignifikans
eltérést egyik esetben sem tapasztaltam a vad tipushoz képest.

A hiperaktiv degenerin alapu C. elegans neurodegeneracios modellben a neuron
pusztulds embrionalis korban kezdddik és az allat élete végéig folytatodik. A
vakuolarizaci6 megfigyelésével azonban ennél joval rovidebb id6tartam soran elpusztuld
sejtek szamardl nyerhet6 informacid. Amennyiben az autofag gének inaktivalasa
megvaltoztatja a degenerint expresszalo sejtek pusztulasanak iddbeli profiljat az a pusztuld
sejtek szamanak latszolagos csokkenését eredményezheti. Ennek kizarasara a degenerin és
az autofag mutansokbol képzett kettds mutansokkal kisszamii mintan végigkovettem a
teljes egyedfejlodés soran a sejtpusztulas alakulasat. A kettés mutansokban abszolut
értékben kevesebb sejt halt meg mint a degenerin mutansokban, és a sejtpusztulas idébeli
lefutasa nem valtozott meg.

A neurodegenerativ betegségekben el6fordul, hogy a tiinetek mar a kimutathato
idegsejtpusztulds eldtt jelentkeznek. A kdrosodas tehdt a neuronok pusztuldsatol
fuggetleniil funkcionalis inaktivitast okozhat. A neurodegenerativ betegségek kezelése
soran ezért az idegsejtek talélésének biztositasan til azok funkciondlis aktivitasanak
fenntartasa is fontos szempont. A C. elegans neurodegenerativ modellben a
neurodegenerativ betegségeknek ez a sajatossaga is vizsgalhatd. Az unc-51 és a bec-1
autofag gének inaktivalasa jelentdsen javitotta az allatok mechanoszenzoros képességeit. A
kettds mutansok az egyszeres mutansokkal kozel megegyez6 érintésérzékeléssel
rendelkeztek. Az autofag gének inaktivalasa kovetkeztében tuléld idegsejtek funkciojukban
tehat épek maradtak.

Az autofagia aktivalasanak hatasat éheztetéssel, illetve az autofagiat gatlo ler-
363/TOR2 gén ,csendesitésével” vizsgaltam. A TOR az autofagia negativ regulatora,
csendesitése” élesztoben és emlds sejtekben az autofagia aktivalodasat eredményezi. A
let-363 RNSI kezelés hatasara a mec-4 modellben megnétt az elpusztuld neuronok szama
(29. abra). Hasonlo mértékii idegsejtpusztulas fokozodast tapasztaltam 24 oOras ¢heztetést
kovetden. A két kezelés idegsejtpusztulasra gyakorolt hatdsa megegyezett (29. abra). Az
autofagia aktivalasa tehat a hiperaktiv degenerin indukalt sejtpusztulast fokozza.

A Ras jelatvitel befolyasolja a sejtciklust, a szovetek kialakulasat, a sejtadhéziot, a
sejtmigraciot, az apoptozist, illetve ezeken az alapvetd jelenségeken keresztiil a szovetek
regeneraciojat ¢és a tumorképzddést. Csokkent miikddése C. elegansban a vad tipusénal

kisebb, mig tulmiikodése nagyobb sejtszam kialakulasat eredményezi. Kisérleteimben az
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autofag gének kontrolljaként hasznalt sem a let-60(n20211f) (Ras funkcidvesztés mutacio),
sem a let-60(nl1046gf) (Ras funkcidnyeréses mutacio) nem valtoztatta meg a degenerin
modellben a pusztuld sejtek szamat. A Ras altal befolyasolt jelatviteli itvonalak tehat nem
vesznek részt a neurodegeneracio genetikai hatterének kialakitasaban.

A degenerin alapt modelleken tul az autofag gének gatlasanak a hatasat egy masik
neurodegeneracids modellrendszerben is vizsgaltam. A 6-OHDA neurotranszmitter analog
a dopamin transzportert (C. elegans ortologja a DAT-1) kifejez6 idegsejtekben nyulvany és
sejt degeneraciot valt ki. Eredményeim azt mutatjak, hogy az unc-5/ funkciovesztéses
mutacioi és a bec-1 RNSi kezelés képes részlegesen menekiteni az excitotoxikus hatasnak
kitett neuronokat.

Eredményeinkkel els6ként igazoltuk, hogy az autofag gének inaktivalasa csokkenti
az idegsejtpusztulast a degenerinek ¢és a 6-OHDA kivaltotta neurodegeneracios
modellekben C. elegansban. Bebizonyitottuk, hogy ezt a csokkenést nem az autofag
géneknek a degenerinek kifejezddését érinté aspecifikus hatasa okozza. Bemutattuk, hogy
az autofag gének inaktivalasaval nem csak az idegsejtek talélése, de azok funkcionalis
allapota is javithato. Vizsgaltam az ¢éhezés és a TOR jelatvitel gatlasanak a hatasat,
bemutattam, hogy ezek az autofagiat aktivalo hatasok rontjak az idegsejtek tulélését a
modellekben. Bemutattam, hogy a Ras jelatviteli utvonal nem vesz részt az excitotoxikus
idegsejtpusztulas szabdlyozasaban. Osszességében elmondhatd, hogy az autofig gének

hozzajarulnak az excitotoxikus idegsejtpusztulashoz C. elegansban.

Kutatasomat megel6zen az autofdg gének inaktivalasanak a hatasat csak
fehérjeaggregacion alapuld neurodegenerativ modellekben vizsgaltak [53]. Szamos human
neurodegenerativ betegségben megfigyelhetd, hogy bizonyos fehérjék az extra, vagy
intracellularis térben felhalmozodnak és kicsapzodva aggregatumot képeznek. Ezeket a
fehérjéket — példaul huntingtin (Huntigton-kor); Tau, amiloid-béta (Alzheimer-kor); o-
synuclein (Parkinson-kér) — kiilonb6zé modellekben kifejeztetve aggregatum képzddés,
illetve az adott betegségre jellemzé sejtes tiinetek megjelenése figyelheté meg [131-133].
Az autofagia ezekben a modellekben az aggregalddo fehérjetomeg és az altaluk karositott
sejtalkotok lebontasaval a sejtek talélését segitheti el6 [134]. Az autofagia gatlasa ezekben
a modellekben tehat sietteti a sejtek pusztulasat, a serkentése pedig a tlélést segiti [18,
19].

Mindkét altalam alkalmazott degeneraciés modell kiilonbozik az aggregacios

modellektdl. A degenerin alapu és a 6-OHDA modellekben a degeneraciot az excitotoxikus
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sokkhoz hasonldan az idegsejtek sejthartyajaban talalhatd ioncsatornak tilmiikodtetése
valtja ki. A tulmikodésr6l mar korabban kimutattak, hogy specifikus aszpartil és kalpain
protedzokat indukalnak, amelyek egy apoptozistol fiiggetlen nekrotikus folyamatban
okozzak a sejt pusztulasat [40]. Az aszpartil és kalpain proteazok mellett a vakuolaris H'-
ATP-azok is sziikségesek a folyamat lezajlasahoz [135]. Utobbiak a lizoszomak
miikodéséhez nélkiilozhetetlenek, amelyek az autofag lebontasi titvonal részei. Kimutattak,
hogy az autofagia aktivalodik az excitotoxikus hatasra bekovetkez6 pusztulas soran [136].
Azonban nem vizsgaltak az autofag gének szerepét a sejtpusztulasban mutaciés analizissel,
vagy riporter konstrukciok segitségével [136-138]. Az irodalmi adatok és sajat
eredményeim alapjan a neurodegenerativ folyamatok két tipusaban, az aggregalodo
fehérjék altal kivaltott és az excitotoxikus folyamatban az autofagia szerepe tehat
kiilonbozik. Mig az aggregacios modellekben az aggregalodd fehérjetomeg és az altaluk
karositott sejtalkotok lebontasaval az autofagia a sejtek tulélését segiti eld, addig az
excitotoxikus sokknak kitett neuronokban az autofagia a sejtek pusztulasahoz jarul hozza.
Eredményeimet megerdsiti Samara és mtsai 2007-es cikke [139], amelyben hasonlo
megfigyelésekr6l szamolnak be.

Az aggregalodd fehérjék altal kivaltott és az excitotoxikus neurodegeneracid
mechanizmusaban kozos elemek is talalhatoak. Az aggregalodd fehérjék negativ hatdsanak
egyik lehetséges mechanizmusa, hogy az Osszecsapzodo oligomerek képesek a sejthartya
fehérjéihez, példaul az ioncsatornakhoz kotédni €s azok miikodését befolyasolni. Ezaltal az
excitotoxikus karosodashoz hasonlé moédon talaktivalédhatnak egyes ioncsatornak.
Amennyiben ez a hatas mindkét esetben az autofagiat serkenti, gy az megmagyarazhatja a
megfigyelt kiilonbozoséget. Aggregacio esetén az Osszecsapzodott fehérjetomeg
eltakaritasaval az autofagia segiti, mig excitotoxicikus folyamat soran az egyébként is
stresszelt sejt tovabbi forrasait lekotve az autofagia csokkenti a sejtek talélését. (Az
autofagia aktivalodasa példaul fogyasztja a neuronok tulélését eldsegité ionpumpak
miikodéséhez sziikséges ATP-t, illetve csokkenti a pufferként is miikodé citoplazma
térfogatat.) Ez egy lehetséges magyarazat arra nézve, hogy az autofagia miért szolgalja a
sejtek tulélését az aggregacio altal kivaltott neuronpusztulas esetén, és miért nem az
excitotoxikus esetekben.

Eredményeim koziil nagyon fontosnak tartom kiemelni, hogy az autofag gének
inaktivalasa nemcsak a neuronok tulélésében, hanem azok funkcidképességének

megOrzésében is szerepet jatszik. Sok regenerdcidval, vagy neurodegeneracidval
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kapcsolatos publikacioban ezt a tényez6t egyaltalan nem vizsgaljak, pedig human orvosi

vonatkozasban a funkcid helyreallitasa jelenti a valddi célt.

6.4. Az autofag gének sziikségesek a normalis a sejtméret kialakitasahoz C.
elegansban

Ismert, hogy az inzulin/IGF-1, illetve a TGF-B ttvonalak részt vesznek a test ¢és a
sejtméret szabalyozasaban C. elegansban. Az azonban nem ismert, hogy milyen
intracellularis végrehajté mechanizmusokon keresztiil fejtik ki sejtnovekedést szabalyozo
hatasukat. Az unc-51/ATG1 és a bec-1/ATG6 autofag gének funkcidvesztéses mutacioi
altal C. elegansban kialakitott kis testméret arra utal, hogy az autofag gének részt vehetnek
a sejtméret szabalyozasaban. Ennek vizsgalatahoz elészor azt tanulmanyoztam, hogy vajon
az autofag mutansok rovid testhosszat a sejtméret csokkenése okozza-e. Mivel az autofag
mutansok testtérfogata kisebb a vad tipusénal, a sejtszamuk pedig nem kiilonbozik, a
testhossz rovidiilést a sejtméret csokkenés okozza. Ezt igazoljak tovabbi adataim is,
miszerint a tanulméanyozott bélsejtek mérete kisebb az autofag mutdnsokban, mint a vad
tipusban. Az autofig gének tehat részt vesznek a sejtnovekedés szabalyozasaban,
inaktivalasuk a sejtméret csokkenését okozza.

Ezt kovetben episztazis analizissel vizsgaltam, hogy az autofag gének milyen
kapcsolatban allnak az inzulin/IGF-1 és a TGF-f tutvonalba tartozo génekkel. Méréseim
szerint a daf-2(e1370) inzulin/IGF-1 receptor funkciévesztéses mutacioja, illetve a TGF-f3
utvonal aktivitasat gatld lon-1 és lon-2 gének el85, illetve e678 funkciovesztéses allélja
valamint a dbl-1 TGF-p ligandum taltermeltetése a vad tipusnal hosszabb testhosszat
eredményez. Az unc-51 és bec-1 autofag gének funkciovesztéses mutacioinak rovid
testhossz fenotipusa episztatikus mindkét utvonal mutans komponenseinek fenotipusaval
szemben (9. tablazat). Az autofag gének tehat a két itvonaltol ,,downstream” hatnak. Mivel
az episztazis nem volt teljes (a kettés mutansok hossza nem egyezett meg teljesen az
egyszeres autofag mutansok testhosszaval), feltételezhetd, hogy az inzulin/IGF-1 és TGF-
genetikai  Gtvonalak az  autofag  génektdl  kiilonb6z6, azokkal —parhuzamos
mechanizmusokon keresztiil is szabalyozzak a test- és sejtméretet. Mar kisérleteim elott
ismert volt, hogy a bec-1 autofag gén mitkodését az élethossz szabalyozassal kapcsolatban
az inzulin/IGF-1 utvonal szabalyozza [111]. A bec-1 gén és a TGF-f jelatviteli utvonal
kolcsonhatasat azonban még nem tanulmanyoztdk. A TGF-f jelatviteli tvonal C.
elegansban a him parzészerv megfeleld struktarajanak a kialakitasaért is felelds. Az unc-51

és bec-1 mutans himek parzoszerve egyarant abnormalis (31. abra). Ez a testhossz-
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mérésekbdl levont kovetkeztetéseimet megerdsiti, hogy az autofag gének a TGF-§
jelatvitellel genetikailag kolcsonhatnak.

Az ¢hezés sordn a sejtek sajat anyagaikat bontjak le a tulélés érdekében: ezért a
tapanyagmegvonas negativan befolyasolja a sejtek méretét. Egér fibroblasztok mérete 10
ora ¢hezés utan 10%-os, mig Drosophila sejtek mérete 45 6ra ¢hezés utan tobb mint 50
szazalékos csokkenést mutat [24, 140]. Azg5 deficiens egerek fibroblasztjaiban, ahol az
autofagia mikodése gatolt, Tet-off rendszerrel az autofagia miikddését indukalhatova
alakitottak [140]. [Ezaltal szelektiven mérhetdvé valt az autofagia hidnyanak
sejtméretvaltozasra gyakorolt hatasa. Drosophildn Atgl mutansokkal hasonlé kisérleteket
végeztek [24]. Mindkét kutatocsoport arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az autofagia
felnéttkori gatlasa jol taplalt felnétt allatokban nem okoz komolyabb tiineteket, ¢hezést
kovetden azonban nem kovetkezik be a sejtméret csokkenése. Az Atg5 és az Atg7 autofag
gének konstitutiv funkciovesztéses mutacioi egérben testméret csokkenést okoznak [18,
19].

Drosophilaban, egérben ¢és - az eredményeim alapjan - C. elegansban az autofag
gének szabalyozzak a sejtméretet [18, 19, 24, 140]. Amennyiben az egyedfejlddés soran
gatolt az autofagia miikodése, az kifejlett allatokban kis sejtméret kialakulasahoz vezet. Az
autofagia az inzulin/IGF-1 és TGF-B genetikai utvonalakkal kolcsénhatasban befolyésolja
a sejtméretet. Osszességében kijelenthetd, hogy az autofigia miikodése sziikséges a
normalis sejtméret kialakitasdhoz, azonban a szabalyozas részleteinek megértése tovabbi

kutatast igényel.

6.5. Az autofag gének befolyasoljik az dregedési folyamatot

Az ¢let soran a sejtes karosodasok folyamatosan halmozodnak, mennyiségik
novekedése kiséri az Oregedési folyamatot. A sériilt sejtalkotok eltavolitdsaban az
autofagianak kitiintetett szerepe van, a nagyméretii, membrannal hatarolt sejtszervecskéket
pedig csak az autofagia képes eltavolitani. Ezért feltételezhet6 volt, hogy az autofag gének
inaktivalasa befolyasolja az Oregedési folyamatot. Valoban, 2003-ban Meléndez ¢és
munkatarsai kimutattak, hogy a daf-2 gén funkcidvesztéses mutacidja altal okozott
¢élethossz novekedéshez sziikséges a bec-1 autofag gén miikodése [111]. Az inzulin/IGF-1
jelatvitel tehat a bec-1 autofag génen keresztiil (is) szabalyozza az élethosszat. 2007-ben
Hars és munkatarsai kimutattdk, hogy a C. elegans atg-7 és az atg-12 autofag gének
nélkiilozhetetlenek a normal ¢élethossz kialakitasdhoz vad tipusu genetikai hattérben,

valamint a megnyult ¢élethossz kialakulasahoz daf-2 mutans allatokban [112]. Az autofag
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gének tehat az inzulin/IGF-1 jelatviteltél fiiggetleniil, 6nmagukban is befolyasoljak az
¢élethosszat. Ezt kisérleteinkkel mi is igazoltuk. Ezen kiviil el6szor mutattuk ki, hogy a bec-
1, unc-51 ¢és az atg-18 autofag gének funkcidvesztéses mutdcioi roviditik az allat
élettartamat (32. abra).

Az oregedés komplex folyamat, amelynek id6beli alakulasa sok paraméterrel
jellemezhets. Az Oregedés soran Oregedési pigment halmozodik fel, az izmok
degeneralodnak, a testméret csokken, a fehérjék karbonilalodnak és szamos enzim
aktivitasa csokken. Vizsgaltam vajon az autofag gének inaktivalasa befolyasolja-e az
oregedési pigment felhalmozodasat és az izomdegeneracid megjelenését. Fluorimetrias
mérésekkel kimutattam, hogy az unc-51 és a bec-1 autofag mutans allatok a vad tipusnal
hamarabb, mar a felnéttkor 10. napjan elérték a késoi iddskorra jellemz6 0,25 koriili AGE
pigment — TRP aranyt. A bec-1(0k691);Ex[bec-1(+)] genetikai mozaikok és az atg-
18(gk378) mutans allatok a vad tipusnal legalabb 2 nappal hamarabb kezdtek
mozgasképtelenné valni. A mozgasképtelenség a korfliggd izomdegeneracio hatasara lép
fel [99]. Az élethossz, az Oregedési pigment felhalmozdodas és az izomdegeneracio
vizsgalata soran kapott adatok egyiittesen arra utalnak, hogy az autofag gének inaktivalasa
az élettartam rovidiilését az dregedési folyamat felgyorsitasaval okozza.

Csikos Gyorgy ¢és Sass Miklos Drosophila melanogaster-ben vizsgaltdk az autofag
gének ¢élettartamot befolyasolo hatasat. Az Atg3 gén az élesztd Azg3 autofag gén ortologja,
szlikséges a makroautofagia normalis miikodéséhez [141]. Az SNF4 gén a Drosophila
AMPK egyik alegységének ortologja, amely ¢hezés soran a TOR gatlasaval aktivélja az
autofagiat [142, 143]. Az éhezés és egyéb intracellularis AMP szintet novelé folyamatok
az SNF4 funkciovesztéses mutansokban tehat nem képesek az autofagia serkentésére.
Eredményeink szerint az Atg3(RNSi) és az SNF4(RNSi) allatok élethossza is rovidebb volt
a vad tipusénal.

Az Atg7 funkcidvesztéses autofag mutans egerek atlagos élethossza mindossze 6
hét, mig a kontroll torzs példanyai tobb mint egy évig élnek [18]. Az autofag gének
inaktivalasa Drosophila melanogasterben egérben ¢és eredményeink szerint Caenorhabditis
elegansban az élettartam rovidiilését okozza. Ebbol kovetkezéen az autofag géneknek az
¢élettartam szabalyozasaban betoltott szerepe evolucidsan konzervalt nem fajspecifikus,
feltételezhetd, hogy szamos eukariota taxonban altalanos jelenség.

C. elegansban mar majdnem 300 élettartamot szabalyozé gént irtak le [95, 144].
Ezen gének egy része evolucidsan konzervalt jelatviteli utvonalakba tartozik. A kiilonbozd

¢élethosszt szabalyozo (,,longevity”) Utvonalak kapcsolata nem ismert, igy az Oregedést
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szabalyozd genetikai halozat felépitése még kérdéses. A tovabbiakban az élettartam
komplex szabalyozasanak jobb megértése céljabol az autofag gének kolcsonhatasat
tanulmanyoztam az inzulin/IGF és TOR jelatviteli tutvonalakhoz tartozo, illetve a
mitokondrialis miikodést €s a kaloria felvételt befolyasold génekkel.

A bec-1, az atg-7 ¢és az atg-12 génekkel kapcsolatban mar leirtak, hogy RNS
interferenciaval torténd inaktivalasuk részlegesen gatolja a daf-2 funkcidvesztéses mutans
allatok megnyult élethosszat [111, 112]. Az autofag géneket tehat az inzulin/IGF-1
jelatviteli utvonal gatolja [145]. Vizsgalataim soran delécidés genetikai null mutans
alléleket hasznaltam. Ennek ellenére egyik vizsgalt autofag gén mutacidja sem
szuppresszalja teljes mértékben a daf-2(el370) mutans férgek hosszt élettartamat (37.
abra). Ez meger6siti azokat a korabbi kovetkeztetéseket miszerint az inzulin/IGF-1
jelatviteli utvonal tobb parhuzamosan miikod6é mechanizmuson keresztiil fejti ki hatasat az
Oregedési folyamatra.

A TOR jelatviteli rendszer gatlasa C. elegansban, Drosophilaban és élesztOben az
¢élettartamot megkettézi [23, 102, 103]. A bec-1, unc-51 ¢€s atg-18 autofdg gének
funkcidvesztéses mutacidi ezt a fenotipust teljesen szuppresszaltak (38. abra). A TOR
jelatvitel az élethosszt tehat az autofag géneken keresztiil szabalyozza.

Mérésem alapjan a mitokondridlis ATP szintdzt inaktivalva, harmadéval né meg a
C. elegans atlagos élettartama. Ezt az élethossz novekedést a bec-1, unc-51, atg-18 autofag
gének funkciovesztéses mutacidi szuppresszaltdk. Az atp-3 inaktivalasa tehat csak
megfelelden miikodé autofag gének mellett okoz élettartam ndvekedést.

Sigmond Timea kollégandm az eat-2 gén és az autofag gének kolcsonhatasat is
vizsgalta. Az eat-2 gén a C. elegans acetilkolin receptoranak egyik alegységét kodolja,
amelynek funkciovesztéses mutacidja a garatizmok mikodésének zavaraval jar [146]. Az
emiatt taplalkozni alig képes allatok a kaloria korlatozas tiineteit mutatjak. A kaloria
korlatozas jelentdsen megnoveli az élethosszat minden eddig tanulmanyozott metazoaban
[104-108]. Az autofag gének gatlasa kollégan6m megfigyelése szerint szuppresszalta ezt a
fenotipust. A TOR jelatvitelhez hasonldan a kaldria korlatozas élettartam befolyasolod
hatasahoz is sziikséges az autofag gének normalis miikodése. Mivel a kaloria korlatozas a
TOR aktivitas csokkenésével jar [147-149] az eat-2(adl116) mutacioé tanulmanyozasaval

nyert adatok a TOR jelatvitel vizsgalata soran kapott eredményeimet tamasztjak ala.
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Dolgozatomban kimutattam, hogy az autofag gének inaktivalasa roviditi a C.
elegans élettartamat. Drosophildn és egéren végzett vizsgalatok eredménye [18], valamint
sajat eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy az autofdg gének mas fajokban is
befolyasoljak az élethosszat. Az iddskori izomsorvadas és az Oregedési pigment
felhalmozddas  vizsgalataval kimutattuk, hogy az autofag gének inaktivalasa
Caenorhabditis elegans fonalféregben az Oregedési folyamatot gyorsitja fel. Ezzel
kozelebb keriilhetiink az 6regedés genetikai hatterének megértéséhez. Ezt tamaszthatja ala,
hogy egérben az Atg5 és Atg7 autofag gének inaktivalasanak vizsgalatakor kimutatattak,
hogy mar fiatal korban a Parkinson és az Alzheimer-korhoz hasonld progressziv
neuronpusztulas kovetkezik be [18, 19]. Ez eml6sokben az id6s egyedekre jellemzd. A
jelenség ugy is felfoghatd, hogy az autofag gének funkciovesztéses mutacioi egérben is
egyfajta felgyorsult 6regedést (progeria) okoztak. Tovabbi vizsgalataim soran kimutattam,
hogy az autofag gének az inzulin/IGF-1 jelatviteli utvonaltol ,,downstream”, mas
mechanizmusokkal parhuzamosan fejtik ki élethossz befolyasolo hatasukat. Ilyen
mechanizmus lehet példaul a proteaszomalis fehérjelebontas [150], amelynek feladata
részben atfed az autofagiaéval, vagy a chaperone rendszer. Eredményeim alapjan a TOR
jelatviteli tvonal, a kaldria korlatozas és a mitokondridlis miikodés az inzulin/IGF-1
jelatviteli utvonallal ellentétben csak az autofag folyamaton keresztiil fejti ki élethossz
befolyasolo hatasat, ezen Utvonalak k6z6s ,,downstream” effektora tehat az autofagia.

Hogyan lehetséges, hogy az autofagia ennyi kiilonboz6 élethossz szabalyozd
mechanizmus hatasait kozvetitse? Az inzulin/IGF-1 és TOR jelatviteli utvonalak
aktivitasat alapvetéen a taplalék mennyisége hatarozza meg, az anyagcserefolyamatok
befolyasolasan keresztiil. Az inzulin/IGF-1 és TOR jelatviteli utvonalak szamos a
citoplazma ,karbantartasat” végzé mechanizmus mikodését szabalyozzak. Ilyen
folyamatok példaul az autofagia, a proteaszoma és a chaperonok. Ezek a karbantartod
mechanizmusok tavolitjak el az energiatermeld folyamat (mitokondrialis 1égzés) soran
keletkezett ROS altal karositott sejtalkotokat. A karositd hatasok és a karbantartd
mechanizmusok egyenstlya hatarozza meg a sejt allapotat (hiba arany). Amennyiben a
sejtek allapota gyorsan romlik, az dregedési folyamat felgyorsul, ha nem, vagy csak lassan
romlik akkor az oregedési folyamat is lassi. Mivel az élethosszt az oregedési folyamat
sebessége hatarozza meg az élethossz szabalyozd ,longevity” Utvonalak hatasukat az
autofagian ¢és az ezzel parhuzamosan miikodd karbantarté mechanizmusokon keresztiil

fejtik ki.
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40. abra Az autofagia az oOregedést befolydsolo jelatviteli ttvonalak kozponti
mechanizmusa. A taplalék mennyisége az anyagcserefolyamatok befolyasolasan keresztiil
meghatdrozza az ¢lethosszt szabéalyozo inzulin/IGF-1 és TOR jelatviteli utvonalak
aktivitasat. Az inzulin/IGF-1 és TOR jelatviteli Gtvonalak szabalyozzak a citoplazma
karbantartasat” végz6 mechanizmusok miikddését. Az autofagia, a proteaszoma ¢és a
chaperonok tavolitjdk el az energiatermelé folyamat (mitokondridlis 1égzés) soran
keletkezett ROS altal karositott sejtalkotokat. A karositd hatasok és a karbantartd
mechanizmusok egyenstlya hatarozza meg a sejt allapotat (hiba arany). Amennyiben a
sejtek allapota gyorsan romlik, az dregedési folyamat felgyorsul, ha nem, vagy csak lassan
romlik akkor az oregedési folyamat is lassu. Az dregedési folyamat sebessége hatdrozza
meg az adott él6lény élethosszat.
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7. Osszefoglalas

Az autofagia az ecukaridta sejtek mennyiségileg legfontosabb lebontd
mechanizmusa. Az autofagia szabalyozott mikodése nélkiilozhetetlen a szervezet
mikodoképességének fenntartasdhoz, zavara emldsokben kontrolldlatlan sejtosztodas
(rak), neurodegenerativ elvaltozasok, sziv és érrendszeri betegségek kialakulasahoz,
valamint sejten beliili parazitdk megjelenéséhez vezethet. Dolgozatomban az autofag
géneknek az excitotoxikus neurodegenerativ folyamatokban, a sejtméret és az Sregedési
folyamat szabalyozasaban bet6ltott szerepét vizsgaltam. Kisérleteimhez a Caenorhabditis
elegans genetikai modellrendszert hasznaltam.

Neurodegenerativ modellként hiperaktiv degenerin mutans C. elegans torzseket ¢és a
6-hidroxidopamin neurotoxin altal kivaltott sejtpusztulast vizsgaltam. A degenerin fehérjék
neuronokban fejezédnek ki. Funkcionyeréses mutacidik a neuronok sejthartydjaban
talalhatoé ioncsatornak tulmiikodését és ezzel a neuronok pusztulasat okozzak. A 6-
hidroxidopamin a dopaminerg neuronokat karositja. A vizsgalt autofag gének inaktivalasa
mindkét modellben csokkentette a degeneralodo sejtek szamat. Az autofagia (vagy autofag
gének) tehat az excitotoxikus hatasnak kitett neuronok pusztulasahoz sziikséges.

Kimutattam, hogy az autofag gének funkcidvesztéses mutacioi megrovidiilt
testhosszat eredményeznek, de nem valtoztatjak meg a sejtek szamat és a test atmérdjét. Az
allatok testhosszanak rovidiilése tehat a sejtek méretének csokkenése miatt kovetkezik be.
Ezt igazoltam egyedi sejtek méretének vizsgalataval is. Az autofag gének mitkodése a sejt
¢és testméretet meghatdrozasaban az episztdzis analizis alapjan az inzulin/IGF-1 és a TGF-
genetikai Gitvonal is szabalyozza.

Az aktiv Oregkor eléréséhez érdemes megismerniink azokat a genetikailag
meghatarozott folyamatokat, amelyek szerepet jatszanak az Oregedési folyamatban.
Bemutattam, hogy az autofag gének inaktivalasa az élettartamat roviditi, az oregedési
folyamatot felgyorsitja. Szamos dregedési folyamatot befolyasolé mechanizmus, mint pl. a
kaléria korlatozas, a mitokondridlis 1égzés, az inzulin/IGF-1 és TOR jelatvitel az
autofagian keresztil fejti ki élethosszt befolyasol6 hatasat.

Eredményeimmel igazoltam, hogy az autofdg gének a neurodegenerativ
folyamatok, a sejtméret és az oregedés szabalyozasaban is fontos szerepet toltenck be. Az
autofag gének mitkodésének megismerésével munkam szamos emberi betegség hatterének

jobb megértését segitheti elo.
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8. Summary

Autophagy is the major catabolitic process of eukaryotic cells. The molecular
characterisation of autophagy is far from complete and its role has not been examined from
many physiological and pathological aspects. I have used the genetic model organsim
Caenorhabditis elegans to study role of autophagy genes in excitotoxic-like necrotic cell
death, cell growth and aging.

Gain-of-function mutations in genes of the degenerin gene family and exposure to
the neurotoxin 6-hydroxydopamine lead to degeneration of a subset of neurons in C.
elegans. Excitotoxic-like neuronal demise caused by ion channel hyperactivity is
accompanied by the formation of cytoplasmic vacuoles and intense degradation of
cytoplasmic contents. These findings suggest a role for autophagy in the process of
excitotoxic-like neurodegeneration. Here 1 show that function of three autophagy genes
contribute to excitotoxic-like neurotoxicity in C. elegans.

I also demonstrate that loss-of-function mutations in autophagy genes unc-5/ and
bec-1 reduce body length and body volume in C. elegans. Neither mutations affect cell
number, therefore reduction in body size may be due to reduced cell size. I confirmed these
results by measuring individual cell size in mutant animals. The insulin/IGF-1 and TGF-$
signaling pathways are major regulators of cell growth. I present genetic evidence that
autophagy genes affect cell size via acting downstream of both Insulin/IGF-1 and TGF-$
signaling. Hence autophagy might act as a central regulatory mechanism of cell growth.

Aging is a multifactorial process influenced by diverse signaling (longevity)
pathways, biochemical events and environmental factors. I show that inactivation of
autophagy genes, which are involved in the degradation of damaged cytoplasmic
constituents that accumulate during aging significantly reduces lifespan and accelerates the
rate at which the tissue age in C. elegans. I also demonstrate that autophagy genes suppress
lifespan extension in mutant nematodes with inherent dietary restriction, aberrant
insulin/IGF-1 or TOR signaling, and reduced mitochondrial respiration. Together these
findings imply that autophagy may act as a central regulatory mechanism of animal aging:
It appears as a common effector mechanism of conserved signaling pathways to regulate

cell growth and the aging process.
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Koszonettel tartozom témavezetémnek, Dr. Vellai Tibornak és tanszékvezetomnek
Dr. Orosz Laszlonak, hogy lehet6své tették és segitették kutatasomat.

Halaval tartozom Dr. Kovacs Attilanak az elektronmikroszkopia vilagaba torténd
bevezetésért. Koszonet illeti tovabba a segitségért Aladzsity Istvant, Barna Janost, Erdélyi
Pétert, Hargitai Balazst, Kardcsony Emesét, Sigmond Timeéat, Simon Pétert, Simon
Rezsénét, Szabo Emesét, Vellainé Takacs Krisztinat, és a Vellai labor szamos tovabbi

tagjat.
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