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Bevezetés

Az autofagia kutatdsa a bioldgia nagyon gyorsan fejlodd teriilete.
Ennek oka, hogy az autofagia szamtalan alapvetd életfolyamatban jatszik
kulcsszerepet, igy pl. a sejteket éré stressz-hatasokra adott valaszokban
(éhezés, oxidativ stressz stb.), a sejt homeosztdzisanak fenntartdsdban, az
immunrendszer mikodésében, szamos sulyos emberi betegségben
(neurodegenerativ  betegségek, rak, cukorbetegség stb.) valamint az
¢élethossz szabalyozasaban. Eppen ezért nagy jelentdségii lenne, ha képesek
volnank az autofigia folyamatdba kontrollaltan beavatkozni. Ehhez
azonban az autofagia miikodésének és foként szabalyozasanak sokkal
alaposabb ismeretére volna sziikségiink. Bar o6ridsi ismeretanyag
halmozddott fel eziddig, mégis Osszességében kevéssé feltart teriilet az
autofagia szabalyozasanak, illetve annak a sejtek jelatviteli halézataban
val6 elhelyezkedésének kérdése.

Doktori munkam soran az autofagia szabalyozasanak vizsgalataval és a
szabalyozds kutatasanak eldsegitésével foglalkoztam. Az autofigia
szabalyozdsanak tanulmanyozasat evolicidosan kozeli és tavoli fajok
autofagia szabalyozdsdnak Osszehasonlitdsaval, az azonossagok ¢és
eltérések feltarasaval végeztem. Az elobbieken tul, egy atfogd, az
autofagia mitkodésével €s szabalyozasaval kapcsolatban a jelenleg elérhetd
minél teljesebb informdaciot felolelé autofagia szabalyozasi kapcsolati
haloézat 1étrehozasaban vettem részt az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem
Genetikai Tanszékén miikodé NetBiol halozatbiologiai csoportban. A
létrehozott adatbazis lehet6vé teszi autofagiaval kapcsolatos elméletek
kidolgozasat és ellenorzését, illetve segiti kisérletek tervezését és
eredményeik értelmezését.

Autofagia az egysejtiiek korében

Az elmult évtizedekben hatalmas informaciémennyiség gyult 6ssze az
autofagiar6l az élesztd és tobbsejtli eukariotdk esetében. Az utdbbi
években azonban egyre nagyobb szamu publikacié jelent meg az
egysejtiek korében végzett kutatdsokrol. Szamos fajban azonositottak
¢élesztd autofagia fehérje ortologokat. A munkak legnagyobb része parazita
egysejtiiekre fokuszalt. Az autofagia kulcsfontossaginak bizonyult ezen
szervezetek életciklusaban.

Az autofagia indukcidé szorosan kapcsolodik a metabolikus stresszhez
(éhezéshez) az Unikonta (Amoebozoa, Fungi, Metazoa) csoport esetében.
Az ¢éhezés, valamennyi eddig vizsgalt Unikonta fajban aktivalja az
autofagiat, amit a TOR kindz kdzvetiti az autofagia fel¢ az Atgl/ULK1
autofagia indukciés komplex gatlasaval. Az indukcios folyamat az
Unikonta-ban részleteiben ismert. Ezzel szemben csak nagyon korlatozott
¢és ellentmondasos eredmények allnak rendelkezésre az éhezés és a TOR



autofagia indukcidoban betoltott szerepér6l a nem Unikonta egysejtiick
esetében.

Tobb fajban sikeriilt valoszinii autofagoszomakat kimutatni, az Atg8
fehérjével vald jelolddésiik azonban nem mindig volt igazolhatd. Szamos
esetben nem sikeriilt az autofagiat indukalni TOR gatlasaval és éhezéssel.
Mindezek alapjan lathato, hogy az éhezés hatasara bekovetkezd autofagia
indukciorol nem csak meglehetésen kevés informacidval rendelkeziink a
nem Unikonta egysejtiick korében, de azok igen ellentmondasosak is.

A kozlemultban tobb atfogdé munka zajlott, amelyek keretében
bioinformatikai moddszerekkel igyekeztek azonositani élesztd Atg
homoloégokat egysejtiek genomjaban. Egyetlen kordbbi kutatds sem
alkalmazott parhuzamosan két eltérd algoritmust hasznalé elemz6
mobdszert, tovabba nem fokuszalt az indukcid kérdésére és vizsgalta az
autofagia-indukcios komplex kiilonbségeit az Unikonta és nem Unikonta
egysejtiiek kozott.

Autofagia szabalyozasa

Az autofagia felfedezése ota a szabalyozasardl vald tudasunk jelentdsen
boviilt. Az autofagia legfontosabb poszt-transzlaciés szabdlyozoi jol
ismertek, a transzkripciondlis és poszt-transzkripcionalis szabalyozokhoz
képest, amelyekr6l jelenleg csak korlatozott informéciéo  all
rendelkezésiinkre. Mind az elégtelen, mind a hiperaktiv autofagia
veszélyeztetheti a talélést. Mindezek miatt az autofagia kiemelkedd
fontossagu €s nagy orvosi jelentdséggel bir. Az autofigia tobb mint 30
indukalo és végrehajto fehérje komplex egylittmitkddése, ami a kiilonb6zo
szabalyozasi szintek szigort és preciz ellendrzése alatt kell, hogy alljon.

A szabalyozok azonositasanak sziikségességét tdmasztja ala, hogy
az autofagia igéretes terapias célpontnak tlinik szamos korkép, kiillondsen a
rak és a neurodegenerativ betegségek esetében. Mivel az autofagidnak
kettos szerepe van a rakban, a terapiaknak specifikusnak és kornyezet-
fliggbnek kell lennie. Az els6 1épés, ha az autofagia szabalyozast, mint
rendszert vizsgaljuk, hogy 0ssze kell gylijteni valamennyi hozzaférhetd
informacioét a szabalyozasi szintekr6l. Ezen tudastomeg egyes elemei
jelenleg is elérhetéek igen nagyszami tudomanyos cikkben és kiilonféle
bioinformatikai — fehérje-fehérje interakcios, transzkripcids vagy poszt-
transzkripcionalis  szabalyozasi — adatbazisokban. Egy integralt,
megfeleléen Osszedllitott interakcids halozat lehetéséget ad 1) a
szabalyozds valamennyi szintjét atfogd  visszacsatolasi  korok
feltérképezésére, 2) a szovet-, fizioldgiai allapot, betegség-,
gyogyszerhatds- vagy éppen nemtdl fliggd eltérések feltarasara; 3)
kiilonb6z6 matematikai eszkdzok felhasznalasaval felallitott modellek
kisérletes tesztelésére.



Korabban nem volt elérhetd olyan, autofidgidhoz kapcsolodo
bioinformatikai adatbazis, amelyik teljeskoriien Osszegyijtotte volna a
hozzaférheté adatokat az irodalombol, a fehérje-fehérje interakcios
adatbazisokbol, kiegészitve josolt kapcsolatokkal, és amelyik tartalmazza a
szabalyozas kiilonbozé szintjeit. Eppen ez a hiany inditott minket arra,
hogy kifejlessziink egy integralt autofagia szabélyozasi adatbazist, az
Autophagy Regulatory Network-6t (ARN; http://autophagy-regulation.org).

Célkitiuzeések

Kiinduld6 célunk az autofidgia szabalyozdsdnak rendszerszinti
tanulmanyozasa volt. Munkank soran ezt a célt két uton indulva kivantuk
megvaldsitani. Egyrészt azt tztiik ki célul, hogy megvizsgéljuk a sokat
tanulmanyozott modellszervezetek (é¢s az ember) valamint az evolucidésan
tavoli egysejtli szervezetek autofagia mitkodésének kiilonbségeit ¢és
hasonlosagait, hogy a homologidk és analdgiak felhasznalasdval tagabb
Osszefiiggéseiben vizsgalhassuk az autofigia szabdlyozas kérdését.
Masrészt elhataroztuk, hogy az autofagia mitkodésével és szabalyozasaval
kapcsolatos hozzaférhetd adatokat minél teljesebben Osszegylijtve, egy
valamennyi szabalyozasi szintet atfogd, rendszerszintli elemzéseket
lehetévé tevo adatbazist hozunk létre. Céljaink szerint ez az adatbazis
lehetdvé tenné az autofagia szabalyozas részletesebb feltérképezését, ujabb
szabalyozési pontok feltarasat. Az adatbazis lehetdséget ad tovabba a
kisérletek pontosabb ¢€s hatékonyabb megtervezésére valamint
megkonnyiti a kapott eredmények értelmezesét.

Az autofagia folyamatanak és szabalyozasanak pontosabb megértése
érdekében az alabbi célokat thztiik ki:

1. Az eukaridta egysejtiick 0sszehasonlitd vizsgalataval kapcsolatban az
alabbi vizsgalatok elvégzését tiiztiik ki célul:

— Autofagia fehérjék jelenlétének vizsgalata: mennyire tekinthetd
altalanosnak az eukariota egysejtiiek korében az autofagia, azaz
megtalalhatoak-e az ismert (sarjadzd ¢€lesztd) autofagia fehérjék
ortologjai benniik. Valasztott modszer: szekvencia-hasonlosagi
elemzések (BLAST, HMMER).

— Az autofagia kulcslépésének, az indukcionak a vizsgélata. Valasztott
modszer: szakirodalom kutatasa.

— Az Unikonta fajokban altalanos TOR-—Atgl/ULK1-komplex
utvonalon  torténd  indukciotol  vald  esetleges  eltérések
tanulmanyozasa. Valasztott modszer: szekvencia-hasonlosagi
elemzések (BLAST, HMMER).

— A nem Unikonta egysejtiek esetében az Atgl-fliiggetlen
autofagia indukcios lehetdségek felderitése. Valasztott modszerek:
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szekvencia-hasonlosagi  elemzések  (BLAST, n HMMER),
foszforilacios célszekvenciak és expresszidos mintazatok elemzése.

2. Az autofagia szabalyozasi haldzatat feloleld adatbazis elkészitéséhez az
alabbi 1épések elvégzését tiztiik ki célul:

— Az autofagia folyamat fehérjéinek egymassal és mas — foként
szabalyozo — fehérjékkel vald kisérletesen igazolt kapcsolatainak
Osszegyljtése a szakirodalombol, meghatdrozott protokoll szerint
végzett kézi gyljtéssel.

— Az autofagia fehérjék és az azokat szabalyozd fehérjéket szabalyozo
fehérjék, transzkripcidés faktorok ¢és miRNS-ek adatbazisanak
Osszeallitasa. Az informacidk forrasa: mas kapcsolati adatbazisok
valamint jéslasok.

— A teljes adatbazis 6sszekapcsolasa a korabban kifejlesztett SignaLink
2 jelatviteli utvonal adatbazissal, amely hét {6 jelatviteli utvonal
(RTK, TGFB/TGF-B, WNT, Hedgehog, JAK/STAT, Notch, NHR)
kézzel gyujtott fehérje-fehérje kapcsolati adatait tartalmazo
adatbazis.

— Egy webes adatforrds-honlap Ilétrehozésa, amelyen keresztiil
felhasznalobarat feliileten lehet lekérdezni, vagy akar letdlteni a
felhasznalo igényei szerint testreszabott adatokat.

Modszerek

Unikonta és nem Unikonta ésszehasonlité vizsgalatok

Az egysejtiiekkel kapcsolatos vizsgalatok soran 40, nem Unikonta
egysejtli faj genomjat tanulmanyoztuk. Az NCBI Genome adatbazisabol
kizarolag azokat az eukariota, nem Unikonta egysejtii fajokat valasztottuk
ki, amelyek teljesen megszekvendlt genommal rendelkeztek az NCBI
Genome adatbazis 2013. decemberi allapota alapjan.

Az egymashoz hasonld fehérjeszekvencidk keresését a BLAST
(heurisztikus algoritmuson, helyi szekvencia-illesztések) és a HMMER
(valoszintiségi modszerek, rejtett Markov modellek) alkalmazasokkal
végeztik.

A szekvencia-keresések soran altalanos keres6-szekvenciaként az
éleszté fehérje szekvencidkat hasznaltuk (Saccharomyces Genome
Database). Tovabbi keresdszekvenciak forrasai: Dictyostelium discoideum:
dictyBASE; Caenorhabditis elegans: Wormbase; Drosophila
melanogaster: Flybase; emberi fehérje szekvenciak: Ensembl.

Az expresszios adatok forrasaként az EuPathDB adatbazist hasznaltuk, ami
kérokozo egysejtiiek interneten elérhetdé genomikai és funkcionalis
genomikai adatbazisainak gylijteménye. Az irodalomban szokasos modon



akkor tekintettiink egy expressziés mintazatot differencialisnak, ha két
életciklus fazis kozott legalabb kétszeres eltérést talaltunk (ez alatt
konstansnak tekintettiik).

Autofagia szabalyozasi adatbazis

Kifejlesztettiink egy tobbrétegli adatbazis-struktarat, hogy hatékonyan
integralhassuk az autofagia kiillonbozd szabalyozasi szintjeit kiilsd
adatbazisokbol. A halozat kdzponti részét az autofagia fehérjék és kézzel
gyujtott fehérje-fehérje kapesolatok alkotjak.

A fehérje-fehérje kapcsolati adatok kézi gyujtése

A kézi gytlijtéshez a kiindulopontot Osszefoglald cikkek jelentették.
El6szor minden egyes 0Osszefoglaldo cikkben emlitett fehérje-fehérje
kapcsolatot 0sszegytijtottem. A kovetkezd 1épésben felkutattam az eredeti
cikket, amelyik els6ként irta le kisérletesen igazolva az adott kapcsolat
1étezését. Az 6sszefoglald cikkeken kiviil hasznaltam az iHOP és Chilibot
webes alkalmazasokat. A kézi gylijtés soran Osszegyujtottem a kdzponti
autofagia fehérjék egymas kozotti valamint a kdzponti autofagia fehérjék
és azok szabdlyoz6 fehérjéi kozotti kapcsolatokat. Nagyon szigortan
ellendrizve csak kisérletesen igazolt és kizarolag human-human
kapcsolatok keriiltek gytijtésre.

Az Autophagy Regulatory Network felépitése

Az ARN a kézi gylijtésii adatok mellett az autofagia fehérjékre és
szabalyozoikra (fehérjék, transzkripcios faktorok, miRNS-ek) vonatkozd
importalt és josolt kapcsolati adatokat is tartalmaz. Az ARN-ben az egyes
szabalyozasi rétegek hagymaszerii strukturaban épiilnek egymasra.

Az elso réteget az autofagia kozvetlen fehérje szabalyozoi jelentik. A
masodik réteg in silico moédszerekkel josolt, feltételezett szabalyozod
fehérjéket tartalmaz. A harmadik szabalyozasi réteg transzkripcios
faktorokat, valamint a kozottik levé fehérje-fehérje kapcsolatokat
tartalmazza (kézi gyujtés, importalt kapcsolatok). A negyedik rétegbe
MIRNS-mRNS kapcsolatokat importaltunk. Az 6todik réteg tartalmazza a
MIRNS-ek transzkripcionalis szabalyozoéit (importalt adatok). Ezutan
Osszekotottiik az eddigi rétegeket a jelatviteli utvonalakkal (SignaLink 2).
Végiil, valamennyi eddigi fehérjére vonatkozoan tovabbi fehérje-fehérje
kapcsolatokat josoltunk, illetve adtunk hozza (kapcsolati adatbdzisokbol
importalt adatok).

Valamennyi adatbazisbol integraltuk a hozzaférhet6 megbizhatosagi
adatokat is. Ugyanakkor szemantikus hasonlosagi mérészamot s
szamoltunk minden fehérjepar Gene Ontology Biological Processes
tulajdonsagai kozott.



Minden egyes fehérje esetében betegségekkel és rakkal kapcsolatos
informaciokat is megadtunk (GAD, OMIM ¢és COSMIC adatbazisok).

Eredmények (tézisek)

A nem Unikonta egysejtiiek autofagia indukciéjanak vizsgalataval
kapcsolatos eredményeim

A disszertacioban az  autofigia  szabalyozisat  vizsgaltam
bioinformatikai modszerekkel.

A munkam elsé felében 40 nem Unikonta eukariota egysejtii faj
genomjdban vizsgaltam 33 autofagia fehérje és 3 autofigia szabalyozo
kinadz jelenlétét szekvencia-hasonlosagi keresésekkel. Megallapitottam,
hogy valamennyi vizsgalt faj rendelkezik autofigia fehérjékkel, de
egyetlen esetben sem sikeriilt valamennyi éleszté fehérje ortologot
megtalalni.

A disszertaciom els6 felében bemutatott j tudomanyos
eredmények a kovetkezok:

1. Rémutattam, hogy az Atgl fehérje és az Atgl-komplex tobbi tagja
(Atgl3, Atgl7, Atg29, Atg31) nem taldlhatéak meg a vizsgilt nem
Unikonta egysejtiiekben.

2. Kimutattam, hogy a mas publikaciokban Atgl ortologként azonositott
fehérjék nem tekinthetdek megfelelden megalapozottan Atgl
ortolognak, mivel a kindz-doménen kiviili szekvencia-hasonlosag teljes
hidnya miatt nagy valdszintiséggel nem rendelkeznek az , Atgl
funkci6” betoltéséhez sziikséges fehérje régiokkal.

3. Bemutattam, hogy az Atgl/ULKI indukcios komplextdl fliggetlen
modokon is elképzelhet6 a nem Unikonta egysejtiiekben az autofagia
indukcioja.

A 40 egysejtii faj fele esetében sikeriilt azonositani Atg6/Beclinl

ortologokat, igy ezen fajoknal lehetséges az autofagia poszttranszlacios

szabalyozasa.

Bemutattam, hogy lehetséges az autofagia indukcidja a nem Unikonta

egysejtiiekben az Atgl-komplex esetleges hianyaban is: Trypanosoma

brucei-ben az autofiagia pusztan transzkripcionalis  szinten
szabalyozodhat a kulcsfehérjék differencidlis expresszidjan keresztiil.

A disszertacioban kapott eredmények ramutatnak arra, hogy az
autofagia az eukariotak kialakulasanak kozvetlen kozelében jelenhetett
meg. Tovabba az autofagia metabolikus stressz altali indukcios
szabalyozasa a nem Unikonta egysejtiiekben valdszintileg nem az eddig
ismert konvencionalis Uton mikddik. Ennek a korokozd egysejtiiek
esetében van kiilondsen nagy jelentdsége, mivel a legtobb egysejtli parazita



életciklusaban 1étfontossaghi az autofagia. Ha specifikusan befolyasolni
tudjuk ezen fajokban az autofagiat — az emberi autofagia szabalyozasi
folyamatok megzavarasa nélkiil — akkor 1j eszkoziink lenne a korokozdk
elleni védekezésben.

Az autofagia szabalyozasi adatbazissal kapcsolatos eredményeim

Az autofiagia fObb poszt-transzlacids szabalyozoi jol ismertek, bar
atfogd Osszefoglalasuk nem tortént meg. Az autofigia preciz
szabalyozdsdhoz tovabbi, transzkripciondlis €s poszt-transzkripciondlis
szabalyozokra is sziikség van, de ezek csak kiilonb6zé adatbazisokban
lelhetéek fel. Az autofagidval kapcsolatos rendszerszintli informacidk
hianyara reagdlva az irodalmi adatok kézi gyljtésével ¢és kiilsd
adatforrasok integralasaval létrehoztunk egy atfogd autofagia adatbazist.
Kifejlesztettink egy on-line adatforrast, az Autophagy Regulatory
Network-6t (ARN, http://autophagy-regulation.org/), amely egy atfogo,
rendszerszintli autofagia adatbazis az autofagiaval kapcsolatos kutatdsok
tamogatasara.

A disszertaciom masodik felében bemutatott Wj tudomanyos
eredmények a kovetkezok:

1. Létrehoztunk egy autofagia szabalyozasi adatbazist, az Autophagy
Regulation Network-6t (ARN), amely tartalmazza az autofagia
fehérjéket, azok poszt-transzlacidés, transzkripcids és  poszt-
transzkripcids szabalyozoit valamint ezek egymas kozatti, ill. jelatviteli
utvonalakhoz valod kapcsolataikat. (Az ARN kézzel gyijtott, josolt
valamint 23 kiils6 forrasbol integralt adatokat tartalmaz, sszesen 6 262
fehérjét, 325 miRNS-t és 132 159 kapcsolatot.)

2. Bemutattam, hogy az ARN tobb autofagia fehérjét, autofagia
szabalyozot és kozottiik levo kapcsolatot tartalmaz, mint mas altalanos
vagy autofagia specifikus fehérje-fehérje kapcsolati adatbazisok. fgy
jelenleg az ARN a legatfogobb és legrészletesebb autofagia specifikus
fehérje-fehérje (és fehérje-miRNS) kapcsolati adatbazis.

Az ARN lehetGséget teremt az autofagiaval, kiilondsen annak
szabalyozasaval kapcsolatos kisérletek célzottabb megtervezésére,
valamint a kisérleti eredmények hatékonyabb értelmezésére. Az ARN
segitségével tovabbi autofagia szabalyozo transzkripcids faktorok, miRNS-
ek és jelatviteli utak azonositisara nyilik lehetéség. Ujabb autofagia
szabalyozok fontosak lehetnek a rakkal ¢és a neurodegenerativ
betegségekkel kapcsolatos farmakologiai kutatdsokban.
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Kovetkeztetések

A 40 nem Unikonta egysejti faj genomjdnak intenziv analizise alapjan
azt feltételezhetjiik, hogy a metabolikus stressz altali autofagia indukcios
szabalyozas, nem miikddik az Unikonta-nal jol ismert konvencionalis uton.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a nem Unikonta egysejtiick korében a
TOR autofagia indukcidoban betoltott szerepének tisztazasara. Hasonldan
tisztazando6 egy esetleges Atgl fiiggetlen autofagia szabalyozas lehet6sége
is. Az Unikonta fajokban megismert metabolikus stressz indukcios Gtvonal
esetleges hidnydban mas, transzkripciondlis vagy posztranszlacios
szabalyozdsi modok vehetnek részt az autofagia szabalyozasaban.
Ramutattam, hogy egyes autofagia gének differencidlis expresszidja egy
redlisan lehetséges modja az autofdgia szabdlyozasanak. Tovabba az
Atg6/Beclinl fehérjén keresztiil mas szignalizacids utvonalak is szerepet
jatszhatnak az autofagia szabalyozasdban.

Nem konvenciondlis autofigia indukcios utvonalak feltérképezése —
kiilondsen parazita egysejtiiek esetében — lehetdséget teremtene korokozo-
specifikus gyogyszerek kifejlesztésére. Szamos korokozo és ¢€16skodo
organizmus ellen léteznek mar gydgyszerek, amelyek eredményessége
éppen a gazdaszervezetre €s parazitira gyakorolt eltéré hatdsukon alapul.
szabalyozési folyamatoknak a megzavarasa nélkiill, komoly orvosi
jelentéséggel birna.

Az Autophagy Regulatory Network (ARN) egy uj és atfogo
bioinformatikai alkalmazas, ami az autofagia szabalyozasara fokuszal. Az
ARN 1 lehet6ségeket nyit meg a kisérletes és in silico autofagia-kutatas
terliletén mind kisléptékii, mind rendszerszintii vizsgalatok esetén. Az
ARN weboldalan (http://autophagy-regulation.org/) az autofagia lehetséges
poszt-transzlaciés,  transzkripcionalis  és  poszt-transzkripcionalis
szabalyozoi is konnyen tanulmanyozhatdéak. Az orvosi jelentdség
kihangsulyozasara betegségekkel és rakkal kapcsolatos informaciok is
szerepelnek az egyes fehérjéknél. Az érintett kutatok munkéjat segitendo
az ARN adatbazis t6bb kiilonb6z6 formatumban is let6ltheté egyben vagy
a felhasznalo altal sziirt tartalommal. Az ARN egy hianyp6tlo, integralo
alkalmazas, amely — reményeink szerint — lehetové teszi az autofagidval
kapcsolatos kutatdsok szdméara a jelenleg mar hozzaférhetd adatok
konnyebb és hatékonyabb elemzését, Uj irdnyokat mutathat jovendo
kutatasi projektek szamara és eldsegitheti az autofagiaval kapcsolatos
orvosi kutatasokat is.



http://autophagy-regulation.org/
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