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1.

Irodalmi attekintés

1.1. Lizoszdéma-fiiggd intracellularis lebont6 folyamatok

1.1.1. A lizoszOma

A lizoszémaékat Christian de Duve és munkatarsai izolaltak el6szor patkanymajbol és a
hidrolitikus aktivitasa utan nevezték el (DE DUVE et al. 1955). Az ¢ls6 elektronmikroszkopos
vizsgalatok soran Novikoff és munkatarsai szintén patkdnymadjban irtdk le a lizoszomat, amit
savas pH-ja miatt sotét és denz képletként figyeltek meg (Novikoff, Beaufay, and De Duve
1956).

A lizoszémak a 6 sejtkomponensek, amelyek felelosek az extracellularis anyagok
lebontasaért. A meghibasodasuk soran emésztetlen anyagokat halmoznak fel, amelynek stilyos
kovetkezményei lehetnek, mint példaul a neurodegenerativ rendellenességekhez vald
hozzajarulas, ilyenek a Huntington-, Parkinson- és Alzheimer-kor. Az ezekben a betegségekben
keletkez6 aggregatumok eltavolitasa a lizoszoma altal egy igéretes terapias megkozelités lehet
(Saftig and Haas 2016). A lizoszomak membrannal hatarolt, dinamikus, heterogén
organellumok, melyek kiilonbozhetnek morfologidjukban, méretiikben, enzimtartalmukban és
szubsztratjukban is. Membranjuk tobb szaz integralt és periférias membranfehérjét valamint
ioncsatornat tartalmaz. A savas 4,5-5,5 pH értéket a tobb alegységbdl allo V-ATPaz
protonpumpa tartja fent. Az alacsony pH érték teszi lehetdvé a tobb mint 50 intralizoszémalis
hidroldz aktivitdsat, ami végiill megemészti a bekeriild0 makromolekuldkat és patogén
baktériumokat. A lebontott végtermék végiil elszallitodik és ujrahasznalodik a sejt
homeosztazisaban. Ezen kivill a lizoszomaknak fontos szerepilkk van az autofagia

szabalyozasaban is (Yang and Wang 2021).
1.1.2. Az autofagia és tipusai

Az autofagia (sejtes Onemésztés) egy eukariotakban erGsen konzervalt sejtes
ujrahasznositd folyamat, az ubiquitin-proteoszoéma rendszer mellett a masik f6 degradacios
utvonal. Fontos szerepe van a sejt talélésében és fenntartdsaban, a citoplazmatikus
organellumok, fehérjék valamint egyéb makromolekulak lebontasaban ¢és ezeknek az

ujrahasznositasaban. Az ujrahasznositas 0j épitOkoveket és energiat szolgaltat a sejtnek az



ujjaépiiléshez és a normalis homeosztazishoz (Parzych and Klionsky n.d.). Eleinte ugy
gondoltdk, hogy az autofagia nem a szelektiv degradacios folyamatokért felelds és ¢hezés soran
az energia potlasaban van szerepe. Eppen ezért kiilonbséget tettek az alapszint(i autofagia és az
¢hezés vagy stressz indukalt autofagia kozott. Azonban mara a szelektiv autofagidnak tobb
tipusa is ismert, példdul organellumok (mitofagia, pexofagia), baktériumok (xenofagia),
riboszoémak, makromolekulak, egyedi molekuldk és fehérje aggregatumok (aggrefagia)
specifikus lebontasa (Birgisdottir, Lamark, and Johansen 2013). Az autofagia f6 tipusai: a
makroautofagia, a chaperon-kozvetitette autofagia, RN/DNautofagia, mikroautofaga és a

krinofagia (Johansen and Lamark 2011).
1.1.2.1. Makroautofagia

A makroautofagia (a dolgozatban a nemzetkozi gyakorlatnak megfeleléen autofagianak
nevezem) soran egy sajatos, a folyamatra jellemz6 koztes organellum segiti a lebontast, ez az
autofagoszoma (1A. abra). Ez az autofagia legismertebb ¢s leggyakoribb formaja. A folyamat
soran egy duplamembranu ciszterna, az izolald6 membran (mas néven fagofor) alakul ki. Ez a
fagofor bekebelezi a citoplazma azon részét, ahol a lebontasra itélt anyagok €s sejtszervecskék
talalhatoak. Ez a kettds membrannal koriilvett autofagoszoma, ami ezutdn egy endoszémaval
vagy lizoszomaval fuzionalva létrehozza az amfiszomat vagy az autolizoszomat. Az amfiszoma
belsejében multivezikularis testekre jellemzd kis vezikuldk és egy az autofagoszoma belsd
membranjaval hatérolt beltartalom taldlhaté. Az autolizoszoma mar csak egyszeres
membrannal hatérolt, mert a folyamat sordn az autofagoszéma belsé membranja lebomlik,
hasonléan mint a benne talalhato anyagok a lizoszomaban talalhatd savas hidrolazok
segitségével (Mizushima and Komatsu 2011).

Elészor Christian de Duve hasznalta az autofagiat, mint fogalom. Az 1950-es évek
végén elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével azonositottdk a fagofort és az
autofagoszomat. Azonban a folyamatban résztvevd gének leirasa késébb tortént meg (Duve

1963).
1.1.2.2.  Mikroautofagia

A mikroautofagia sordn a citoplazma betiiremkedik a lizoszoméba, majd a lizoszoma
membranja leflizodik és a bejutott citoplazma lebontodik a tartalmaval egyiitt (1B. abra ). A
membran dinamika igen hasonlé az ESCRT-fliggé multivezikularis test kialakulasahoz, ami a

kés6i endoszomanal figyelheté meg (Mizushima and Komatsu 2011). A mikroautofagia még



kevésbé ismert és kisebb jelentdségii, mint a makroautofagia, azonban a szelektiv valtozata akar
organellumok, példaul mitokondrium, endoplazmatikus retikulum és akar a sejtmag lebontasara
is képes (Yim and Mizushima 2020).

1.1.2.3. A chaperon-kozvetitett autofagia

A chaperon-kozvetitett autofagia (CMA) egy szelektiv forméaja az autofagianak, amely
soran a specifikus citoszolikus fehérjék egy az egyben transzportdlodnak a lizoszoma
membranjan keresztiil és degradalodnak (1C. abra). A folyamat kozben a membranok nem
szervezOdnek at. A CMA szelektiven a citoszolban oldott fehérjék lebontasara specializalodott,
tehat ez az utvonal nem bont le sejtszervecskéket. Hsc70 citoszolikus chaperon fehérjék
specifikusan felismerik azokat a hibas felépitésti fehérjéket, amik tartalmazzak a KFERQ
motivumot. A KFERQ motivumot eldszor a ribonukleaz A-ban azonositottak (Orenstein and
Cuervo 2010). Ezutan a Hsc70 a lizoszoma membranjaban elhelyezkedé Lamp2A-hoz
kapcsolodik, majd tovabbi dajkafehérjék segitségével membrantranszportra alkalmas
szerkezetlivé alakul. Utolsé 1épésként a Lamp2 A multimerizalddik és csatornat képez amin
keresztiil a lebontando fehérje képes a lizoszoma lumenébe jutni, ahol a hidrolitikus enzimek

altal lebomlik (Cuervo and Dice 1996).
1.1.2.4. RN/DNautofigia (RDA)

Az autofagia ezen tipusanal a nukleinsav direkt mddon jut a lizoszéméba és bomlik le.
Ez az Gtvonal ATP-fiiggd és a CMA tutvonaltdl eltérden fiiggetlen a Hsc70-t61. Az Gtvonalhoz
szlikséges lizoszomalis membran fehérje a Lamp2, amelynek harom izoforméja létezik, a
Lamp2A, Lamp2B ¢és a Lamp2C. Mindhdrom tartalmaz egy transzmembran régiot €s azonos
felépitéstiek, kivéve a kiilonb6z6 C-termindlis citoszolikus véget. A Lamp2A a mar kordbban
emlitett CMA ttvonalban jatszik szerepet. A Lamp2B DNS-k&td képességgel rendelkezik. Az
evoluciosan konzervalt Lamp2C pedig lizoszomalis membran fehérje, amely kotddik az RNS-
hez. Ezen kiviil képes direkt kapcsolodni a DNS-hez is, igy annak lebontasaban is szerepe van
(Fujiwara, Furuta, et al. 2013; Fujiwara, Kikuchi, et al. 2013). Az autofagia ezen tipusanak
valosziniileg a virus- vagy mitokondrialis eredetii DNS lebontdsaban van szerepe, azonban a

mechanizmusa még nem ismert (Nguyen et al. 2017).



1.1.25. Krinofagia

Krinofagia soran a sejt altal megtermelt, azonban ki nem {iriilt, illetve az eldregedett
szekrécios granulumok fuzionalnak a lizoszémakkal. A folyamat soran létrejon a krinoszoma,
amely egy egyszeres membréannal hatarolt, vegyes eredet(i és beltartalmt képlet. Altalaban az
eredeti lizoszémat és a szekrécids granulumot és annak alkotéit tartalmazza. Jellemzden
endokrin sejtekben figyelhetd meg, ahol intenziv a szekrécids tevékenység. A folyamatban

résztvevd faktorok még alig ismertek (Csizmadia et al. 2018).
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1. abra. Az autofagia tipusai. Az autofagia Osszes tipusa soran a sejt sajat anyagai Keriilnek lebontasra és
ujrahasznositasra a lizoszoma segitségével. A. A makrofagia soran a kett6s membrannal rendelkez6 fagofor alakul
ki a citoszolban. Ezutan a fagofor bezarulasaval kialakul az autofagoszoma, amely tartalmazza a citoplazma egy
részét €s a degradaciora itélt sejtszervecskéket €s makromolekuldkat. Ezutdn az autofagoszéma egy endoszémaval,

vagy lizoszomaval fuziondlva autolizoszomava alakul. A lizoszoméaban 1évé savas hidrolazok elvégzik a



bejuttatott anyagok lebontasat. B. A lizoszoma membranjanak betiiremkedése a citoplazma egy részét bekebelezi,

majd azonos modon a tobbi tipushoz, lebontja. C. A chaperon-kozvetitett autofagia soran dajkafehérjék és a

crer

2020) alapjan a Biorender felhasznalasaval).
1.1.3. A szelektiv autofagia és jelentdsebb tipusai

A szelektiv autofagia soran a sejt célzott modon bont le egy sériilt, vagy mar
sziikségtelen makromolekulat, vagy akar sejtszervecskét. A nem szelektiv autofagiat inkabb
¢hezés soran figyelték meg, amikor a sejt a citoplazma egy véletlenszerii részét emészti meg.
A szelektiv autofagia a makroautofagia egy tipusa, amiben szerepet jatszanak autofagia receptor
fehérjék. Ezeknek fontos szereplik van, mivel képesek poliubiquitin lancokat kotni a lebontéasra
itélt fehérjéken és az Atg8-at, amely fagofér membranjan talalhato. gy juttatjidk be a
degraddlandé makromolekuldkat az autofagoszoémdba, amik ezutan lizoszomaval fuzionalva
lebontasra kertilnek. A folyamat soran az Atg8 és az autofag receptor is degradalodik (Gatica,
Lahiri, and Klionsky 2018). Emlésokben a SQSTM1, NBRI1 ¢s az OPTN a legjellemz6bb
receptorok, amik az Atg8 fehérjéhez vagy homoldgjahoz kapcsolodnak. A szelektiv
autofagianak tobb tipusa van, aszerint hogy melyik organellum lebontasaért felelnek.

Az aggrefagia (2A. abra) felelds a fehérje-aggregatumok lebontasaért, kivalthatjak
kiilonb6z6 proteotoxikus allapotok, mint példaul a 26S proteaszoma vagy a chaperonok gatlasa.
A lebontasra itélt aggregatumok ubiquitinalédnak, majd egy szelektiv autofagia receptor ezt
Osszekoti a fagoforon 1évd adaptor fehérjével. Az aggregalodott fehérjék felhalmozodasat
altalaban a neurodegenerativ betegségekkel hozzak Gsszefiiggésbe, mint példaul Alzheimer-
kor, Parkinson-kor és a Huntington-kor. Megfigyelték, hogy ezeknél a betegségeknél a
felhalmozoddott fehérjék aggregaciora hajlamosak, mint példaul a mutans HTT (Huntingtin)
(Ravikumar et al. 2004; Bhattacharjee et al. 2019).

A mitofagia (2B. abra) a hibas vagy sziikségtelen mitokondriumok lebontasaért felel,
ezzel fenntartja a normalis metabolikus homeosztizist és tobb neurodegenerativ €s
mozgasszervi betegségtdl védi meg a szervezetet. Jelenleg ez a legjobban jellemzett szelektiv
autofagia tipus, felfedezése a Parkinson-kor esetében sikeriilt. Ebben a szelektiv autofagia
tipusban a képzddd fagofor a mitokondrium felszinéhez asszocialva jon létre és novi korbe a
degradaciora szant mitokondriumot, igy a kornyez0 citoplazma gyakorlatilag nem kertil bele az
autofagoszomaba. A folyamatban a PINK1 kinaznak és a Parkin E3 ligaznak van fontos szerepe
az ubiquitin lancok felépitésében a mitokondrium kiilsd membranjan. A sériilt mitokondrium

kiils6 membranjara kotodik a PINK1 és foszforilalja az ubiquitin és a Parkin UBL doménjét.



Ezek egyiittesen aktivaljak a Parkint a mitokondriumokban. Ezutdn egy p62-hoz hasonlo
szelektiv autofag receptor kozvetitésével a mitokondrium lebontasra keriil. A PINK1 vagy a
Parkin funkcidvesztése a karosodott mitokondriumok felhalmozddasahoz vezet, ami a
Parkinson-kor és mas neurodegeneracios tiinetek kialakulasahoz vezet (R. H. Chen, Chen, and
Huang 2019; Lee, Giordano, and Zhang 2012).

A lipofagia (2C. abra) a lipid cseppek lebontasat végzo folyamat, aminek a legnagyobb
szerepe €¢hezés soran van, mivel a sejt triglicerid homeosztazis fenntartasaval segiti az €¢letben
maradast. A zsirtesteket kortilvevo perilipin fehérjéket a chaperon kozvetitette autofagia bontja
le, ami a lipofagia folyamatat gyorsitja. Nincs specifikus receptora ami csak a szelektiv
autofagia ezen formajat segitené el (Singh et al. 2009).

A pexofagia (2D. abra) a peroxiszéma lebontasat jelenti. A folyamathoz sziikséges a
PEX2 E3 enzim, ami monoubiquitinalja a PEX5-6t. Ezutan a SQSTM1 és az NBRI1 autofag
receptorok ismerik fel a PEX5-6t. Ezek segitségével a peroxiszoma a fagoforhoz kotédik és
lebontasra keriil (J. Zhang et al. 2015).

Ezen kiviil még tobb kevésbé ismert és kisebb szelektiv autofagia tipus is létezik. Ilyen
a ferritinofagia, (2E. abra) amely soran a ferritin bomlik le NCOA4 receptor segitségével,
ezzel hozzajarulva a vashiany potlasahoz.

Nukleofagia (2F. abra) soran a nuklearis komponensek, beleértve a DNS, RNS, a
sejtmag, a nukledris fehérje és a nuklearis burok lebontdsat végzi, amely soran eldszor
mikronukleuszok képzddnek és ezeket ismeri fel az autofdg rendszer. Két formaja van, a
makronukleofagia és a mikronukleofagia (Otto and Thumm 2021; Li et al. 2020).

A lizofagia (2G. abra) a lizoszoma lebomlasanak folyamata. A nem stabil
lizoszomakbol a citoszolba nagy mennyiségli hidroldz szabadul ki, ami kéaros a sejtre. A
lizoszoma kiszakadasakor protonok és kalcium szabadul fel, ami a sejtfunkciokat is tonkreteszi.
Ahhoz, hogy a cellularis homeosztazist a sejtek képesek legyenek fenntartani a sériilt
lizoszomakat el kell tavolitani, mivel az intracellularis lizoszomak 0ssz-szama csak Kkis
mértékben valtozik, még akkor is ha ezek koziil tobb is mikodésképtelen (Li et al. 2020).

A xenofagia (2H. abra) pedig az intracellularis patogének példaul gombak,
baktériumok és virusok lebontasaban jatszik fontos szerepet. A xenofagia soran ugyanazok az
autofag receptorok jatszanak szerepet mint amik a mitofagia soran is (Gatica, Lahiri, and
Klionsky 2018; Li et al. 2020).
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A. Aggrefagia B 7 B. Mitofagia

C. Lipofagia = ~ D. Pexofagia

E. Ferritinofagia

G. Lizoféagia H. Xenoféagia

Autofag L . - : :
Atg8 receptor/p62 Ubiquitin Peroxiszoma Ferritin  Lizoszéma

o3,
{ o'

2. abra. A szelektiv autofagia tipusai. A szelektiv autofagia tipusaiban szerepe van a fagofor membranjan 1évo
adaptor fehérjének, ez altalaban az Atg8 vagy a homologja, egy szelektiv autofag receptornak (SQSTM1, NBR1,
OPTN) és az ubiquitin jel6lésnek, ami a degradalandé makromolekulat vagy sejtszervecskét jeloli Ki az autofag
rendszernek. Mindegyik tipusban az autofagoszoma lizoszomaval fuzional ((Gatica, Lahiri, and Klionsky 2018)

alapjan a Biorender felhasznalasaval).

1.1.4. Az autofagia szabalyozasa

11.4.1. Az autofag gének

Az 1990-es években Oshumi és munkatarsai tobb autofagiaval Osszefliggd gént
azonositottak éleszté modellben. Ezeknek a funkcionalis homoldgja megtalalhatd magasabb

rendii eukaridtdkban is (1. Tablazat). 2003 ota Atg génekként ismerjiik a folyamatban
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résztvevo géneket. Az autofag folyamatokat az Atg fehérjék komplexekbe rendezédve hajtjak
végre (Sheng and Qin 2019). Koriilbeliil 16-20 konzervalt Atg fehérjét ismeriink és
mindegyiket kiilonallo biokémiai és funkcionalis csoportokba soroljuk, attol fiiggéen, hogy az

autofagia mely részében hatnak (Levine and Kroemer 2019).

SZEREP: S. CEREVISIAE DROSOPHILA M. H.SAPIENS
INDUKCIO TOR dTOR mTOR
ATG1 Atgl ULK1, ULK2
ATG13 Atgl3 ATG13
ATG17 - -
ATG29 — —
ATG31 - -
= Atg17/ FIP200 FIP200, RB1CC1
- Atg101 ATG101
NUKLEACIO ATG6 Atg6 BECN1
VPS34 VPS34/Pi3K59F PIK3C3
VPS15 ird1 PIK3R4
ATG14 Atgl4 ATG14 (barkor)
- Uvrag UVRAG
- endoB SH3GLB1
- buffy BCL2
- - AMBRA1
ATG3 Atg3 ATG3
ATG4 Atgd ATG4AB,C.D
ATG5 Atg5 ATG5
ATG7 Atg7 ATG7
ATGS Atg8a, Atg8b MAP1LC3A,
MAP1LC3B,
MAP1LC3B2,
MAP1LC3C,
GABARAP,
GABARAPL1
GABARAPL?2
ATG10 Atg10 ATGI10
ATGI12 Atg12 ATG12
ATG16 Atgl6 ATG16L1, ATG16L2

1. Tablazat. Az autofag gének és homologjai (Zirin, Perrimon, and Hughes, n.d.)
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1.1.4.2. Az autofagia aktivalasa a TOR komplex és az AMPK hatéasara

A kordbban mar emlitett tapanyagmegvonds egy erds autofagia aktivator. Az ¢hezés
hatasara az autofagia vizsgélata konnyebb, mivel egy gyors valasz indul be az intracellularis
fehérjék és organellumok tomeges lebontasanak érdekében. Ez a folyamat aminosavakat és
energiaforrast biztosit a tuléléshez. Az autofagia 6 szabalyozdja a tdpanyag hozzaférhetdségre
a mTOR komplex 1 (mTORC1) (3. abra). Az mTOR egy szerin/treonin protein kinaz, ami a
sejtnovekedés és az anyagcsere szabalyozasaért felelds. A lizoszémak citoszol fel6li oldalan
aktivalodik, amikor aminosavakat érzékel. Ilyenkor az aktiv mTORCI1 gatolja az autofagiat az
ULKI1 ¢és az Atgl3 foszforildlasaval. Aminosav megvonas esetén az mMTORCI1 aktivacidja
megszlnik és az ULK1 valamint az Atgl3 gyors defoszforilacidjanak hatasara az ULK1 kinaz
aktivalodik és ez az autofagia indukcigjat eredményezi.

Az ULKI kindz komplex aktivalasat mas faktorok is segithetik, példaul novekedési
faktorok jelatvitele és az energiamegvonas is befolyasolhatia az mTOR aktivitasat.
Energiamegvondas hatasara az alacsony ATP szint vagy az AMP:ATP arany novekedése az
AMP-aktivalt protein kinaz (AMPK) aktivalasat okozza (3. abra). Az AMPK képes inaktivalni
az mTORC1 komplexet a rajta talalhatd RAPTOR fehérje foszforilalasaval. Az AMPK ezen
kiviil képesek kozvetleniil foszforilalni az ULK1-et és igy aktivalni azt, azonban ellentétben
ezzel képesek foszforilalni az Atgl3-at, amivel az mTORC1 gatlasat segitik el6 amennyiben az

¢hezés megsziinik (Zachari and Ganley 2017).
1.1.43. Az Atgl/ULK1 szerin-treonin kinaz komplex

Autofagia soran az Atgl/ULK1 szerin-treonin kinaz komplex (3. abra) az elsd, amelyik
aktivalodik, az autofagia iniciaciojaért felel és 6sszetoborozza, valamint aktivalja a sziikséges
fehérjéket. A novekedés soran az Atgl-hez kotédd Atgl3-at a TORCL kinaz foszforildlja,
azonban éhezés hatasara defoszforilalodik, ami noveli az Atgl3 affinitasat az Atgl-hez, ezzel
fokozva az aktivitdsat. Ezenkiviil élesztdben az Atgl kotdpartnere még az Atgl7, ami
kapcsolodik az Atg29-hez és az Atg3l-hez. Ez a komplex specifikusan az éhezés indukalt
autofagiahoz sziikséges (Ganley et al. 2009).

1.1.44. A foszfatidil-inozitol-3 kinaz IIT (PI3K(III)) komplex

Masodszor a foszfatidil-inozitol-3 kinaz III (PI3K(III)) komplex (3. abra) aktivalodik,
amelynek tagja az élesztében a Vps34, ami két komplex 1étrehozasara képes. Az I-es komplex

az autofagiahoz sziikséges, mig a II-es a Vps utvonalhoz. Az I-es komplexet alkotja a Vps34,
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Vpsl15, Vps30/Atgo6 és az Atgl4. A 11 komplexben Atgl4 helyett Vps38/UVRAG talalhatd. Ez
az egy alegység hatarozza meg a komplex lokalizaciojat, példaul a Vps38 jelenléte
endocitotikus membranokban specifikus. Fontos szerepe van ezenkiviil a nukleacioban, vagyis
az autofagoszoma membranjanak kialakulasaban (Ohsumi 2014). A Vps34, ami egy III tipusa
P13-kindz, foszfatidilinozitol-3-foszfatot (PI3P) hoz Ilétre a foszfatidil-inozitolbdl a
membranban, ezzel meginditva a membrant az izolalé membran képzddése felé. A Vpsl15 lipid
horgonyként a komplexet a membranhoz koti. Az Atg6 pedig fontos szerepet jatszik a komplex

Osszeszerelddésében ¢€s aktivalasaban (Itakura et al. 2008; Juhasz et al. 2008).
1.1.45. Az Atg9 vezikulak és az Atg2-Atgl8 komplex

Az Atg9 (3. abra) az egyetlen ismert, evoliiciésan konzervalt transzmembran doménnel
rendelkezd Atg fehérje. Az autofagoszoéma kialakuldsahoz membranrészletek és lipidek
szallitasa valamint reciklizalasa a feladata, az Atgl komplex segitségével. Az Atg9 pozitiv
struktarakat megfigyelték az ER-ben, transz-Golgiban, korai és ujrahasznosuld endoszomakban
IS. Az Atg9 autofagia folyamataban betoltott szerepe még nem tisztazott. Ezen felil az Atg9
rendelkezik nem autofagidval Osszefiiggd szereppel is, példaul a kulcsfontossagu kortikalis

aktin halozat kialakitasaban van szerepe (Kiss et al. 2020; Yamamoto et al. 2012).
1.146. Az Atgl2 és az Atg8 konjugécios komplex

Az autofagiahoz sziikséges két ubiquitinszeri fehérje konjugacios komplex (3. abra) is,
ubiquitinalasa torténik a komplex tobbi tagjanak segitségével. Az Atgl?2 lipidaciojat az Atg7
El-szerli enzim aktivalja, aminek hatdsara az utolso glicinjén egy tiolészter kotést alakit ki az
Atg7-tel, majd az Atgl0 E2-szeri enzimmel. Az ebben a folyamatban poszttranszlacios
modositason atesett Atg7 sziikséges lesz az Atg8 lipidacidjahoz.
lehasitja, majd ezt a mar poszttranszlacios modositason atesett fehérjét az Atg7 E1 funkcioju
enzim aktivalja ATP-fiiggd modon. A folyamatot az Atg3 E2 funkcidji enzim segiti. Részt vesz
még a folyamatban az Atgl2-Atg5-Atgl6é komplex, mely E3-szerii enzim funkcioval
rendelkezik. Ennek kialakuldsakor az Atgl2 az Atg5-hoz kotédik egy izopeptid kotésen
keresztiil az els6 konjugacios rendszer aktivitasa révén, majd ehhez a dimerhez kapcsolodik az

rrrrrrrr

komplex képes tovabbi multimerizacidra. Az Atgl6 szerepe leginkabb a komplex fagoforhoz
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vald kapcsolodasaban van. Ez a komplex felels a korabban kialakitott karboxi-terminalis glicin

kovalens kotédéséért a foszfatidil-etanolaminhoz (PE), ami a képz6d6 fagoféron is

crcr

crcr

autofagoszoma kiils6 részérdl eltavolitja az Atg8-at (Das, Shravage, and Baehrecke n.d.; Geng
and Klionsky 2008; Pang et al. n.d.). Ezen feliil az Atg8-nak szamos, az autofagiaval nem
Osszefiiggd folyamatban is szerepe van, igy talalhatunk lipidalt és lipidalatlan Atg8-at is
(Martens and Fracchiolla 2020). Ismert, hogy a fagocitdzis soran, amikor a sejt membranja
korbevesz egy apoptotikus sejtet vagy mikrobat és leflizi egy egyrétegli lipiddel kortlvett
fagoszomaba, azt bizonyos koriilmények kozott Atg8/LC3 boritja be (Sanjuan et al. 2007). Ezt
a folyamatot LC3-asszocialt fagocitozisnak is nevezziik, illetve generalizalva mas egyrétegii
membranokra (pl. endoszoma, lizoszoma) CASM-nak (conjugation of Atg8 to single
membranes). A lipiddlatlan forma funkcidja az endoplazmatikus retikulum kapcsolt lebontési

utvonalban is megfigyelhet6 (Liu et al. 2018).

Atg1/ULK1 Foszfatidil-inozitol-3 Atg12 konjugacids komplex
szerin-treonin kindz 11l (PI3K(III))
kindz komplex komplex
Atg‘l @
/\ Atg10 b
Atg10 <>
Atg7
Ath

Iniciacio

\ y/ o e,
- f @ \ :l’ 4 PR \ 0.5.0
L] ]
=% e B —> 7
\ ° o
X 5} A\ f&» 7 (el
LN )
€9
Atg3 3
Atg8 konjugécios @ /Atgd s
komplex Atg7
Atg8-l J\.»AﬁSTR\
Membrén nukleacio és fagofor formalodas Fagofdr novekedése Autofagoszéma Fuzi6 lizoszémaval Degradacio
Autofag

Atg8 receptor Ubiquitin Lizoszéma Mitokondrium

B = O & <D

3. abra. Az autofagia szabalyozasa. Az mTOR ¢és az AMPK fel6l érkezd jelek hatasara elindul az autofagia.
Elészor az Atgl/ULK1 szerin-treonin komplex odatoborozza és aktivalja az autofagiaért felelds fehérjéket. Ezutan
a foszfatidil-inozitol-3 kinaz III (PI3K(III)) komplex az autofagoszéma membranjanak kialakitasaban vesz részt.
Ezen komplex tagjai koziil a Vps15 lipid horgonyként a komplexet a membranhoz koéti, mig az Atg6-nak a

komplex 0Osszeszerelodésében ¢és aktivalasaban van szerepe. Az Atg9 az autofagoszoma kialakulasdhoz
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membranrészleteket és lipideket szallit. Az Atgl2 és Atg8 konjugacios komplex feladata az Atg8 lipidacidja és

komplex fagoforhoz valé kapcsolasa (Hansen, Rubinsztein, and Walker 2018). (a Biorender felhasznalasaval)
1.1.4.7. Az autofagoszoma-lizoszoma fuzi6 faktorai

A fagofor bezarddasaval kialakul az autofagoszoma, ami ezutan fuzional a
lizoszomaval, ezzel kialakitva az autolizoszomat. A fuzidhoz sziikségesek a SNARE fehérjék,
amelyek két komplexbe rendezédnek. Az egyik komplexet a Syx17-Snap29-Vamp7/Vamp8
alegységek alkotjak, mig a masikat a Syx17-Snap29-Ykt6. Ezen komplexek kialakuldsahoz
szlikségesek a panyvazé HOPS komplexek, amelyek kozelebb huzzak egymaéshoz a két
vezikulat. Az eddigi fehérjéken kiviil a fizidhoz sziikség van még kiilonb6z6 GTP aktivalt kis
GTPaz Rab és Arl fehérjékre is. A lizoszoman talalhato Arl8 kis GTPaz fehérje képes kotddni
a HOPS komplexen keresztiil az autofagoszoman talalhaté mas kis GTPazokhoz. Ezek koziil a
legfontosabbak a Rab7 és a Rab2 (Hegedis et al. 2016; Takats et al. 2018).

1.1.4.8. A szelektiv autofagia receptorok (SAR)

Az els6 megismert szelektiv autofagia tipust, a citoplazma-vakuélum utvonalat (Cvt)
Saccharomyces cerevisiae-ben irtak le el6szor. Ez az utvonal felhasznalja az autofag rendszert,
hogy az aminopeptidaz 1, aszpartil aminopeptidaz €s a-mannozidaz (Apel, Ape4 és Amsl)
enzimeket a vakudlumba juttassa. Ezekhez autofagoszoma-szerli vezikuldkat hasznal,
ugynevezett Cvt vezikulakat. Ebben az tvonalban az Atgl9 és az Atg34 autofag receptorok
jatszanak szerepet. Specifikusan képesek kapcsoldodni az Atgl1 panyvazo alegységre az Atgl
komplexhez és az Atg8-hoz (Zaffagnini and Martens 2016). Az élesztében az autofag
receptorok leggyakrabban az Atg8-hoz ¢s az Atgl 1-hez kotddnek, kivéve a Cue5, ami csak az
Atg8-al képes kapcsolatot 1étrehozni (Lu, Psakhye, and Jentsch 2014).

Az autofagia legeldszor leirt folyamatéban a citoplazma véletlenszerti részei kiiloniilnek
el és emésztddnek meg a lizoszomaban. Késdbb deriilt csak ki, hogy az autofagia célzottan is
képes fehérjéket, lipidcseppeket, sejtszervecskéket, aggregatumokat is lebontasba vinni. Ebben
vesznek részt a korabban mar emlitett szelektiv autofagia receptorok, amelyek feladata, hogy
kotddjenek a degradalandd fehérjéhez/organellumhoz és a formalodo fagoforhoz is. Ezzel
képesek a lebontasra itélt a sejtkomponenseket megkiilonboztetve, szelektiven a fagoforba
juttatni, mikozben maguk a receptorok is degradalodnak. Metazodkban a receptorok a
fagoforhoz foként az Atg8/LC3/GABARAP fehérjén keresztiil kapcsolodnak, mig a lebontando
anyaghoz egy ubiquitin-koté domén segitségével kotodnek. Ezenkiviil a miikodésiikben fontos

szerepe van még a multimerizacios doménnek. A receptorok poszttranszlacids és szerkezeti
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modosulasokon mennek keresztiil, hogy a feladatukat el tudjak végezni. Ilyenek példaul a
foszforilacid, az ubiquitinacio, az acetilacio és az oligomerizacio. Az elsé azonositott metazoa
szelektiv autofagia receptor a p62 volt (sequestosome-1 (SQSTML1)), melynek Drosophila
homologja a Ref(2)P (Bjerkey et al. 2005). Emlésben tobb ilyen LIR motivummal rendelkez6
receptort is azonositottak az évek soran, példaul NBR1, NDP52, optineurin (OPTN),
TAX1BP1, Nix, Stbdl. Drosophila-ban a Ref(2)P mellett LIR motivummal rendelkez6
szelektiv autofag receptor a Kenny és az ALFY/blue cheese (Gohel et al. 2020).

A Kenny az emlés IKKy/NEMO homologja. Kulcsfontossagu szerepe van a Drosophila
velesziiletett immunitas szabalyozasaban az IMD tutvonalon keresztiil. Az IMD tutvonal,
hasonléan az emldsok TNF receptor utvonaldhoz, az antimikrobialis peptid expresszid
szabalyozasaért felelés. A Kenny fontos tagja az IkB kinaz (IKK) komplexnek, ami az
IKKB/ird5S ¢és az IKKy/Kenny alegységekbdl all. A Relish transzkripcios faktor nuklearis
transzportjaban jatszanak fontos szerepet, igy szerepiik van az antimikrobialis peptid (AMP)
gének expressziojanak indukalasaban, mint példaul a Diptericinében (Dpt) (Rutschmann et al.
2000). A Kenny 387 aminosavbol épiil fel és tartalmaz egy ZZ-tipust zinc-finger domént a C-
terminalis végén. Az N-terminalis végén talalhato egy LIR domén, amely az Atg8a-hoz képes
kotédni. Ezt a kapcesolatot S2R+ Drosophila sejteken is megerésitették. Ez a kdlcsonhatas a
Kenny LIR doménjének mutacidjakor és az Atg8a mutacidjakor is megsziint. Kimutattak, hogy
Kenny az IKK komplex lebontasanak szelektiv autofagia receptora, mivel kolcsonhatasba 1ép
az ird5-tel és az Atg8a-val (Tusco et al. 2017).

A Blue cheese a Drosophila homologja az emlés Alfy fehérjének. Ez az erésen
konzervalt fehérje 3489 aminosavbol épiil fel. Tartalmaz ZZ-tipusu zinc-finger domént,
BEACH domént és tobb WD40 ismétlddést, amelyet egy LIR motivum kovet a C-terminalison.
Az N-terminalisan egy erésen konzervalodott leucin-izoleucin gazdag domén talalhatoé (Alf
Hakon Lystad et al. 2014). A szerkezetében megtalalhaté tobb fehérje-fehérje interakcios
domén miatt sokféle fehérje kolcsonhatasra képes. Ilyen példaul a membranvezikulakkal is
kialakitott szoros kapcsolat, amivel pedig elésegiti az ubiquitinalodott fehérje aggregatumok
lebontasat az autofagia altal (Bjerkey et al. 2005). Az emlés homoldg Alfy-rdl ismert, hogy
hozzajarul az autofagidhoz sziikséges szelektivitdshoz az ubiquitinalt fehérjék toborzasaval a
p62-n keresztiil. Ezen kiviil erésen kotédik az LC3C-hez és a GABARAP-okhoz a WD40
doménjében talalhatdo LIR motivumon keresztiil (Alf Hikon Lystad et al. 2014).

A legtobb lebontand6 organellumnak sajat szelektiv autofagia receptora van, melyet a

2.Tablazatban 6sszefoglaltam.
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SZELEKTIV LEBONTANDO FAJ SZELEKTIV AUTOFAGIA
AUTOFAGIA ORGANELLUM RECEPTOR

AGGREFAGIA Aggregatumok Elesztd Cueb
Novény NBR1
Emlés  NBR1, OPTN, p62, TOLLIP,

TAX1BP1
CVT UTVONAL Apel, Aped, Amsl Elesztd Atgl9, Atg34
ER-FAGIA Endoplazmatikus ~ Eleszté  Atg39, Atg40
retikulum Novény ATI3, C53

Emlés  ATL3, C53, CCPG1, FAM134B,
RTNS3, Sec62, TEX264, CALCOCO1

FERRITINOFAGIA | Ferritin Emlés NCOA4
GLIKOFAGIA Glikogén Emlés STBD1
LIPOFAGIA Lipid cseppek Emlés  p62
LIZOFAGIA Lizoszoma Emlés  p62, TRIM16
MITOFAGIA Mitokondrium Eleszté  Atg32

Emlés AMBRAL, Bcl2L13, BNIP3,
FUNDC1, NDP52, NIX, NLRX1,
OPTN, p62, PHB2, TAX1BP1

NUKLEOFAGIA Sejtmag részei Eleszté  Atg39
PEXOFAGIA Peroxiszoma Eleszté  Atg30, Atg36
Emlés  NBR1, p62
RIBOFAGIA Riboszéma Emlés  NUFIP1
XENOFAGIA Baktériumok és Emlés  NDP52, OPTN, p62, TAX1BP1
virusok

2. Tablazat. A szelektiv autofagia tipusai. A szelektiv autofagia tipusai degradaland6 organellum, a faj és a

szelektiv autofag receptor szerint.
1.1.4.9. A p62 ésa Drosophila homolog Ref(2)P felépitése

Az emlés p62/Ref(2)P fehérje 440 aminosavbol épiil fel és 6t funkcionalis domént
tartalmaz. Egy N-terminalis Phox és Bemlp domént (PB1 domén), egy ZZ-tipusu zinc-finger
domént ¢s egy C-terminalis ubiquitin-k6t6 domént (UBA domén). Ezenkiviil talalhatd6 még

benne egy LC3-kolcsonhato régid, mas néven LIR motivum, amelyet Atg8 interakcios
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motivumnak (AIM) is hivnak. A p62/Ref(2)P a LIR motivumaval képes kapcsolddni az LC3B-
hez és az Atg8-hoz (Birgisdottir, Lamark, and Johansen 2013). Végiil az emlés p62-ben
talalhato egy Keapl interakcios régio (KIR), ami sziikséges a Keap1-hez valo kapcsolodashoz,
azonban ez a Drosophila Ref(2)P-bdl hianyzik (4. abra). Mar mas csoportok kimutattak, hogy
a Ref(2)P ubiquitinalt Keap1-el immunoprecipitalodik, ami a Ref(2)P UBA doménjén keresztiil
lehetséges. Az UBA domén mutacidja képes ezt a kdlcsonhatast megsziintetni (Jain et al. 2015).
A p62, mint autofag receptor fontos szerepe van az autofagia folyamatdban. A képzddo
fagoforhoz kapcsolodo Atg8, ¢és a degradalando fehérje vagy organellumokon 1évé ubiquitin
kotésével a lebontasra itélt anyagokat az autofagoszémaba vezeti. Ez késébb a lizoszémaval

fuzionalva létrehozza az autolizoszomat, és a benne talalhat6 anyagok lebontasra keriilnek (4.

abra).
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4. abra. A p62/Ref(2)P felépitése és szerepe az autofiagiaban. A human p62 és a Drosophila Ref(2)P
funkcionalis doménjei a Phox és Bemlp domén (PB1 domén), egy ZZ-tipusu zinc-finger domén és egy C-
terminalis ubiquitin-koté domén (UBA domén), LC3-kélesénhato6 régio (LIR motivum) és a p62 esetében a Keapl
interakcios régid (KIR). Autofagia sordn a p62/Ref(2)P kapcsolddik a lebontand6 fehérjéhez, vagy organellumhoz

az UBA doménnel és az LC3/Atg8-hoz a LIR motivummal. (a Biorender felhasznalasaval)

A LIR motivumot a ®0-X1-X2-I"3 konszenzus szekvencia jellemzi. Ebbdl a ®0 aromas

(W/FIY) és az TI'3 alifas aminosavak segitségével kotédik a két hidrofob zsebhez LIR
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kotéhelyen. A motivumon kiviili savas aminosavak stabilizaljak a kapcsolatot, ezt a régiot a
kiterjesztett LIR résznek is nevezziikk. A Drosophila-ban az els6 felfedezett W454-Q-L-1457
LIR motivum szekvenciaval rendelkez6 fehérje a Ref(2)P. A LIR motivum pontos helyének
meghatarozasat Jain és munkatarsai végezték (Jain et al. 2015). Biokémiai elemzésekkel
megfigyelték, hogy ebben a motivumban két aminosav cseréje alaninra (W454A, 1457A) képes
a Ref(2)P-Atg8a kozotti kdlesonhatast megsziintetni (4. abra). Ezzel egyiitt a Ref(2)P nem
képes bejutni a lizoszomaba és degradalodni (Jain et al. 2015). Emellett a szakirodalomban
megtalalhaté még tobb Ref(2)P mutans, mint példaul a Ref(2)POP? és Ref(2)POP3, A Ref(2)PCOP?

mutdnsnak a PB1 doménje, mig a Ref(2)P°P3

mutansnak az UBA doménje hianyzik. Ezeknek
a mutansoknak az élethossza normal tapon tartva és az oxidativ stressz ndvelésére hasznalt
paraquat kezelés hatasara is szignifikansan csokkent (Nezis et al. 2008). A negativ geotaxis
tesztek soran szignifikans kiilonbséget lattak a vad tipushoz képest, ami az életkor
elérehaladtaval tovabb nétt. Megfigyelték, hogy a Ref(2)POP? és Ref(2)POP3 mutansok Atg8a
mutans hattéren nem mutattak fehérje aggregatum felhalmozodast az adult allatok agyaban,
ellentétben az Atg8a mutanssal. Emellett az ubiquitin aggregalt citoplazmatikus festddést
mutatott, amely kolokalizalt a Ref(2)P-vel és tovabbi vizsgéilatok soran kimutattdk, hogy
oldhatatlan 6sszecsapzodott ubiquitinalt fehérjék talalhatoak az adult allatok agyaban (Nezis et
al. 2008). A p62 ubiquitin tartalmu fehérje aggregatumokban is felhalmozodik, beleértve tobb
neurodegenerativ betegséget, példaul Alzheimer-kort, a Pick-kort, a Lewy-testes demenciat és
a Parkinson-kort.

Egy masik tanulmdnyban a Ref(2)P UBA illetve PB1 domént nem tartalmazo
mutansaiban megfigyelt mitokondridlis hibak ellenére nem talaltak nagyobb kiilonbséget a
mitokondriumok szamdban. Minden bizonnyal a motoros teljesitmény korai életkortdl
megfigyelt csokkenése arra utal, hogy a mitokondridlis hibdk a nagy energiaigényii szoveteket
érintik (De Castro et al. 2013).

1.1.4.10. A p62/Ref(2)P kapcsolata az Atg8-al

A p62 Atg8-hoz vald kotédését egy W/F/YXXL/I/V motivum teszi lehetové, ez az
Atg8/LC3 interakcios motivum/régio (AIM/LIR). Ezt a motivumot hidroféb aminosavak
jellemzik a nulladik és a harmadik pozicidban és negativ toltésii aminosavak szegélyezik, ezzel
novelve a kotédés ersségét.

Az élesztd Atg8-nak emldsokben hat homoldgjat is azonositottak, amelyeket az LC3 ¢és

GABARAP csaladokra osztottak. Az elébbibe tartoznak az LC3A, LC3B, LC3C, mig az
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utobbiba a GABARAP, GABARAPL1 és GABARAPL2 (mas néven GATE-16). Az
emldsokben megtaldlhaté autofdg receptorok az AIM-szerli LC3-interakcidos région és
GABARAP-interakcios motivumon keresztiil (LIR-ek, illetve GIM-ek) kotédnek az Atg8-hoz.
A motivumok felépitése hasonlo az €lesztééhez.

Az Atg8/LC3/GABARAP-k6té motivum mellett minden autofag receptor altalaban
tartalmaz egy domént, amivel képes kotddni a degradalandd anyaghoz. Ez altaldban egy
ubiquitin-k6té domén, mivel a legtobb lebontandd anyag ubiquitinalodik.

Az ubiquitin-fiiggetlen felismeréskor az autofag receptor kozvetleniil a degradalando
anyaghoz kotodik. Ilyenkor a rajtuk 1év6 szacharidokat és lipideket ismeri fel (Gubas and Dikic

2022), vagy a mitokondrium kiilsé membranjaban exponalddik (egyes mitofagia receptorok).
1.1.5. Az autofagia vizsgalata €s patologias jelentdsége

Az autofagia f6 feladata, hogy lebontsa a sériilt vagy mar feleslegessé valt fehérjéket és
organellumokat, ezaltal biztositva a sejt tilélését olyan stressz hatdsok alatt, mint példaul az
¢hezés és kiilonbozo fertdzések. Drosophila-ban ennek a vizsgalatara a larvalis zsirtest
megfeleld, mivel itt éhezés hatasara stressz-indukalt autofagia figyelhetd meg.

Ezen feliil azonban fontos szerepe van az egyedfejlédésben is, ezt fejlddési autofagianak is
nevezziik, amit Drosophila-ban metamorfozis soran figyelhetiink meg. Ezen folyamatok soran
az autofagia biztositja a megfeleld anyag- és energiasziikségletet, mivel a lebontasra keriilt
larvalis szoveteket Gjrahasznositja (Tracy and Baehrecke 2013).

Megtigyelték az autofagia szerepét az dregedési, neurodegeneracios €s az oxidativ stressz
elleni védekezés folyamataban is. Az autofagia gatlasa az agyban novelte a neurodegenerativ
megbetegedések kialakulasaért felelos fehérje aggregatumok jelenlétét. Ezen feliil szerepe van
az idegrendszer fejlddésében és a szinapszisok kialakulasaban is (Kulkarni, Chen, and Maday
2018).

Tumoros megbetegedésekkel szemben pozitiv és negativ eredményeket is talaltak. Az
indukalt autofagia proapoptotikus hatasa miatt tumor ellenes. Azonban a tumoros sejtekben
hozzéjarul a gyors ndvekedéshez, az energia- és anyagigény megtermelésével (White 2012).

A szelektiv autofagiaban részvevé gének mutacidja szamos betegségre hajlamosit. A p62,
az optineurin, a Parkin E3 ligaz és a PINKI mutaciéi csaladi és olyan korai kezdetii
neurodegenerativ betegségek leggyakoribb oka, mint példaul Parkinson-kér, demencia és
amiotrofias lateralis szklerozis (ALS). Ezen kiviil tobb résztvevo gén mutacidja okoz kiilonbozo

betegségeket, ezeket a 3. Tablazatban részleteztem (Levine and Kroemer 2019).
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Gén Betegség
Atgl6L1 Crohn-betegség
Atg5 Gyerekkori ataxia, Szisztémas szklerozis,

szisztémas lupus erythematosus

BECNL1 / Atg6 Mellrak, petefészekrak
Lamp2 Danon-féle kardiomiopatia
SQSTM1 (p62) Amiotrofias lateralszklerozis,

Frontotemporalis demencia, Paget-betegség,

disztalis miopatia

VPS13D Ataxia
Parkin Parkinson-kor, vastagbél- tiid6- és agyrak
PINK1 Parkinson-kor

3. Tablazat. Autofagidban résztvevo gének és a mutacidik altal okozott betegségek.

1.2. Az oxidativ stressz

Az oxidativ stressz az oxidansok és az antioxidansok kozotti egyensuly felborulasat jelenti,
amely redoxallapot megzavarasahoz és molekularis karosodasokhoz vezet. A sejtjeinket
tobbféle stressz is érheti, ilyen példaul a metabolikus stressz, baktériumok altali fertézés, vagy
az oxidativ stressz. Mindharom folyamatra kiilonb6z6 stresszvalasz reakciok alakultak ki. A
megndvekedett oxidativ stressz szerepet jatszik a legtobb 6regedéssel dsszefliggd betegségben,
az Oregedésben, de a rakos megbetegedésekben is. Az oxidativ stressz, mint fogalom az 1950-
es években sziiletett meg, azota ugy hataroztdk meg, hogy a folyamat a redox jelatvitel €s
szabalyozas zavara. Ez magéaban foglalja a reaktiv oxigén fajtakat (ROS) és a reaktiv
nitrogénfajtak (RNS) talzott képzddését. Ilyenek példaul a peroxinitrit (ONOO—), hidrogén-
peroxid (H20.), nitrogén-oxid (NO), hidroxilgyokok (HO-) és szuperoxid-anion gyokok (Oz:-
). A szervezetben ROS és RNS forrasok talalhatdbak nem csak patologias, de fizioldgias
korilmények kozott is. A legtobb ROS a mitokondriumokban, az endoplazmatikus
retikulumban és a peroxiszomakban taldlhato. A ROS magas szintje az antioxidans rendszerben
fellépd egyensuly hidnyanak kovetkezménye. A ROS szint novekedése karositja a DNS-t, a
sejtmembranokat és fehérjéket és ezaltal az oOregedéssel is Osszefiiggd neurodegenerativ
betegségek kialakulasahoz vezet (Yu and Xiao 2021). Az oxidativ stressz elleni harcban az
autofagianak és a Keap1-Nrf2 rendszernek egyarant fontos szerepe van. Mindkét folyamat részt
vesz az oxidativ stresszvalaszokban, a metabolikus tUtvonalakban és a velesziiletett

immunitasban (Ichimura et al. 2013).
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1.2.1. Az oxidativ stressz és az autofagia

Tobben beszamoltak mar arrol, hogy éheztetés hatasara kialakuld autofagiat a ROS
képes indukalni, azonban még nem vilagos, hogy hogyan és milyen szabalyozas alatt all a
folyamat. Vannak adatok arrol, hogy a szuperoxid-anion gyokoknek (O2--) szerepiik van az
¢heztetéssel indukalt autofagiaban (Y. Chen, Azad, and Gibson 2009). Tobb bizonyiték is utal
ra, hogy a hidrogén-peroxid (H20.) az a molekula, amely az éhezés hatasara azonnal termel6dni
kezd (Scherz-Shouval, Shvets, and Elazar 2007). Sokan tugy gondoljak, hogy a ROS-nak
kulcsfontossagl szerepe van az autofagiaban, mivel az antioxidansokkal valo kezelés részben

vagy teljesen visszaallitja a folyamatot (C. Zhang et al. 2013).

1.2.2. A Keap-1 - Nrf2/CncC utvonal

Az oxidativ kdrosodasok lekiizdéséhez a szervezet egyik védekez6 rendszere a Keapl-
Nrf2 utvonal, amelynek segitségével a szervezet inaktivalja a ROS-t (5. abra). A Nuclear
factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) transzkripcios faktor tobb antioxidans enzim génjének
f6 szabalyozdja, amely érzékeli az oxidativ stressz mértékét. Aktivalja az antioxidans védelem
tobb résztvevojét is, mint példaul a szuperoxid-diszmutazt (SOD), glutation-peroxidazt (GPx),
glutation-reduktazt, tioredoxin-reduktazt és ferritint. Az Nrf2 szerepe, hogy megakadalyozza a
sejtek dregedését, az antioxidans hatasu génexpresszio szabalyozasan keresztiil. Kimutattak azt
is, hogy az Nrf2 gatlasa eldsegiti a sejtek Oregedését, ami bizonyitja az Nrf2 szerepét az
oregedés gatlasaban (Wati, Matsumaru, and Motohashi 2020; Yu and Xiao 2021). A Kelch-like
ECH-associated protein 1 (Keapl) az Nrf2 negativ szabalyozoja. A Keapl egy Cullin 3 tartalmu
E3 ubiquitin ligaz, amely képes lebontasra kijellni az Nrf2-t. Oxidativ stressz hatasara a Keapl
Nrf2 a sejtmagba keriil, ahol heterodimert képez a musculoaponeurotic fibrosarcoma-val (Maf),

amivel kozosen az antioxidans valasz elemhez kotddve (ARE) tobb antioxidans gén

crer
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5. abra. A Keap-1 - Nrf2 utvonal. Normal allapotban az Nrf2 szintjét a proteoszéma szabalyozza. Azonban
oxidativ stressz hatdsara az Nrf2 levalik a Keap1-rdl és a sejtmagba kertil, ahol a Maf-fal heterodimerizalodik. Ez
a heterodimer az ARE-hez k6tddik, hogy indukalja az antioxidans és metabolikus gének expresszidjat (Bellezza
et al. 2018). A p62 koti a Keapl-et, ami ezaltal lebontasra kertil. (a Biorender felhasznalasaval)

1.2.3. A Keapl — Nrf2 atvonal kapcsolata a p62/Ref(2)P -vel

A p62-Keapl-Nrf2 harmasa egy szignalizacios utvonal, amely részt vesz a mérgezések,
a human hepatocellularis karcinomak, az apoptdzis és az autofagia szabalyozasaban. A p62
kompetitiven képes kotni a Keapl-et, ezzel aktivalva a Nrf2-t. A p62 révén a Keapl szelektiv
autofagiara keriil (5. abra). A p62 szabdlyozdsa ilyenkor olyan poszttranszlacios
modositasokkal torténik, mint példaul a p62 foszforilacidja és ubiquitinacioja (Katsuragi,
Ichimura, and Komatsu 2016). Ehhez példaul a TRIM21 E3 ubiquitin ligaz sziikséges, ami a
TRIM21 ezen kiviil szamos bioldgiai folyamatban vesz részt, mint példaul az immunvalasz, a
sejtmetabolizmus, a redox homeosztazis és a rak kialakulasa (Wang et al. 2021). A p62-Keapl-
Nrf2 ut fontos védo szerepet jatszik a normal sejtekben, azonban a leglijabb kutatdsok szerint

ez az utvonal a pre-malignus sejtek tumorgenezisét is indukalja és eldsegiti a tumorsejtek

crer

2018).
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2. Célkituzések

Az autofagia egy nagy konzervaltsagot mutato intracelluléris lebontd folyamat az eukaridta
¢l6lények kozott. Az elmult harmince évben az autofagia kutatas fellendiilt az autofag gének
izolalasanak hatasara.

PhD dolgozatomban a Ref(2)P, a Drosophila melanogaster-ben talalhato szelektiv autofag
receptor egyik f6 komponensében, a LIR motivumban altalunk 1étrehozott mutacid hatasat
vizsgaltam. A mutacioval szerettiik volna szelektiv autofagia hibajat eléidézni, mivel az
elézetes eredmények szerint (Jain et al. 2015) a motivum elrontasaval a Ref(2)P képes ugyan
az ubiquitindlodott fehérjékhez ¢és organellumokhoz kapcsolodni, azonban képtelen
kapcsolodni az Atg8-hoz és igy a képzddd fagoforba nem keriilnek be a degradélésra kijeldlt
anyagok. Ugy gondoltuk, hogy a felhalmoz6dé aggregatumok és a Ref(2)P hatéssal lesz a

Drosophila élethosszara és motoros funkcioira.

Munkam soran a kovetkezoket tiztem ki célul:

- Terveink kozott szerepelt CRISPR/Cas9 homolog iranyitott hibajavitassal 1étrehozni egy
Ref(2)P dupla aminosav cserét a LIR motivumban, amely elrontja az Atg8a-hoz valo
kapcsolodast.

- Szerettiik volna a létrehozott mutans vonal altalanos vizsgalata mellett kiilonboz6 fiziologiai
valtozasokat is megfigyelni, mint példaul élethossz és negativ geotaxis tesztek.

- A fent emlitett vizsgéalatokat szerettiik volna megismételni 1d6s6dd legyeken, hogy
vizsgalhassuk az oregedés hatasat.

- Vizsgalni szerettiik volna az 4altaldnos autofagia és a felhalmozodott aggregadtumok
jelenlétének hatasat a LIR mutacio jelenlétében a larva és az adult allat kiilonboz6 szoveteiben.
- A szelektiv autofagia valtozasat a LIR mutacio jelenlétében kivantuk megfigyelni, és a
betdltott szerepét megvizsgalni.

- A Ref(2)P szerepének vizsgalatat tliztiik ki az oxidativ stresszvalasz tvonalakban.
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3. Anyagok ¢s modszerek

3.1. Felhasznalt Drososphila melanogaster torzsek

A felhasznalt Drososphila melanogaster torzseket standard agar és kukoricadara alapu
taptalajon tartottam. Kozvetleniil a kisérletekhez felhasznalt torzseket 25°C-on tartottam,
beleértve a keresztezéseket és a minta eldkészitési munkalatokat is. A késébbiekben minden
kisérletben a w8 torzset hasznaltam mint kontroll.

A munkam soran a kovetkez6 torzseket hasznaltam fel:

- i, - UAS-GFP-Keap1/CyO,

- 3xmCherry-Atg8a (Hegediis et al. 2016) - UAS-GFP-Keapl/FM7,

- W[*]; P{w[+mC]=sgh-EYFP-Mito}3, - Tub-GAL4/TMS,

- Cnc IR[TRiP.HMS00650]/TM3, - Act5C-Cas9 (54590)

-Sb, w,;p[w+ 9xpim-2.HA] 3.2, - BcGla/CyO

- UAS-GFP-CL (Pandey et al. 2007) - Refi2)P™"; a1g16””’

- y[1] W[*]; P{w[+m*]=nSyb-GAL4.S}3, - Ref(2)PMR | tub>CncC.RNAi
- Atg16[d129] (Varga et al. 2016) - Ref(2)P*" tub>GFP

- UAS-GFP-CncC-7/TM3 (Terje Johansen),

3.2. Transzgének ¢€s transzgénikus torzsek 1étrehozasa

crcr

homolog rekombinaci6 alapt mutagenezist hasznaltunk (Port et al. 2014). A p62_LIR_gRNS1
és p62LIR_gRNS2 (4. tablazat) oligonukleotidokat 95°C-on denaturaltuk, majd lehiitve
hidrolizaltattuk egymassal. Az igy kapott kétszala oligonukleotidot pCFDS5 (Addgene, 73914,
Simon Bullock altal megosztott) plazmidba Bbsl (NEB, R0539S) restrikcios hasitohelyre
ligaltuk, hogy single guide RNS-t expresszalé plazmidot kapjunk. Az igy kapott plazmidot
koinjektaltattuk a p62_LIR_DONOR egyszali donor polinukleotiddal egyiitt (4. tablazat)
Act5C-Cas9, 1ig*®° torzsbe. Ezek utédaibol izolaltuk a mutans allélt morfologiai fenotipusuk
(F1. abra), PCR és Ref(2)P ellenanyag alapu Western blot sziiréssel. A mutansokat Sanger
szekvenalassal azonositottuk a LIR mutaciéra specifikus primerek segitségével. Ezen kiviil a
mutans ecetmuslicakat hat keresztezéssel izogenizaltuk a vad tipust (W!'®) torzzsel valo

visszakeresztezéssel.
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Oligonukleotid neve Oligonukleotid szekvenciaja

p62_LIR_gRNS_FOR tgcaTTGTCAATAAGCTGCCACTC
p62_LIR_gRNS_REV 2aacGAGTGGCAGCTTATTGACAA

p62_LIR_ssDONOR TCGGAAACCACCACCGAAACAGAGCAGGAAAGACGCC
GTTCAGACAGCTTGGATCCAGAG gcc cag ctg gcc
GACAATGCATACTCTGCAAACAATAGTAACTTGATCAA
TCTGGACACAACCAATCCCACT
p62_LIR_DONOR AGT GGG ATT GGT TGT GTC CAG ATT GAT CAAGTT

ACT ATT GTT TGC AGA GTATGC ATT GTC GGC CAG

revers CTG GGC CTC TGG ATC CAA GCT GTC TGA ACG GCG
TCTTTCCTGCTC TGT TTC GGT GGT GGT TTC CGA
P62seql AACCAGAAGAGCAGGGTCAA
P62seq?2 TGGATCAGATGCAGCAGAAG
P62LIR GAGTATGCATTGTCGGCCAG

4. Tablazat. A felhasznalt oligonukleotidok és primerek neve és szekvenciaja

3.3. Elethossz és paraquat rezisztencia tesztek

Az élethossz tesztekhez fiolanként 20 frissen kikelt him, illetve ndstény ecetmuslicakat
hasznaltunk. Genotipusonként 10 fiolat 25 °C-on standard tapon tartottuk. Heti haromszor friss
taptalajra raktuk az allatokat €s szamoltuk az elhullast.

Az éheztetéshez az ecetmuslicakat iires fioldkba helyeztiik, amelyekben csak vizzel
atitatott szlir6papir volt és ezt naponta cseréltiik, mig az utols6 muslica is elpusztult. Minden
12 6raban feljegyeztiik az elpusztult muslicak szamat.

A paraquatot az oxidativ stresszel szembeni rezisztencia mérésére hasznaljuk. Ehhez 3
napos allatokat huszasaval fioldkba helyeztiikk, amelyekbe 20 mM paraquatot tartalmazo
szlirOpapirt tettiink. Naponta 01 paraquatot tartalmazo friss fioldkba tettiik az ecetmuslicékat és

a halott allatok szamat feljegyeztiik 12 éranként.
3.4. Maszo tesztek

A maszo6 tesztekhez (Rana et al. 2017) 100 darab ecetmuslicat egy 100 ml-es méréhengerbe
tettiink (249 mm magas). Miutan az allatok az altatasbol felébredtek, a méréhengert leiitottiik,
majd hagytuk az ecetmuslicakat 2 percig maszni és ezt nyolcszor megismételtiik. Egy perccel
az utolso leiitéstd] szamitva képet készitettiink a méréhengerrdl. Ezutan megszamoltuk a felsd,

kozépso és az alsd harmadban 1€v6 allatokat.
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3.5. RT-Q-PCR tesztek

A sziikséges genotipusokbol 3 napos allatokat gyiijtottiink (haromszor 9 him és 9 néstény)
¢és 0ssz RNS-t izoldltunk DiretZol RNA Miniprep készlet hasznalataval. A cDNS szintézis 1 ug
0ssz RNS-bdl random hexamer primerek és a RevertAid cDNS szintézis készlet segitségével
tortént. A szintézishez hasznalt beallitasok a kovetkezok voltak: 25°C 5 perc, 42°C 1 6ra és
72°C 5 perc. 50 ng cDNS-t hasznaltunk fel, harom kiilonb6z6 biologiai mintabol és harom
kisérleti ismétlést végeztiink el. PerfeCTa SYBR Green FastMix-et hasznaltunk, Qiagen Rotor-
Gene Q rendszerben az alabbi beallitasokkal: kezdeti denaturacid 95°C 5 percig, 45 ciklus 95°C
20 masodpercig, 60°C 20 masodpercig és 72°C 20 masodpercig. Az adatok értékeléséhez a
Rotor-Gene Q rendszert hasznaltuk, a gének expressziojat az Rpl32 szintjéhez normalizaltuk.

A felhasznalt primerek megtalalhatoak az 5. Tablazatban.

P62seql AACCAGAAGAGCAGGGTCAA
P62seq2 TGGATCAGATGCAGCAGAAG
P62LIR GAGTATGCATTGTCGGCCAG
Rpl32_FP TGCTAAGCTGTCGCACAAATGGC
Rpl32_RP CGATCCGTAACCGATGTTGGGC
Ref(2)P_FP GACCTTCTGGATCGACGCTG
Ref(2)P_RP CTCTTGCTTGGTGGCCTTTG
Keapl_FP CCAGAAAGGCACAGCAGGCATC
Keapl_ RP CGCCAGCTCCAAGGGGTGTGT
CncC_FP GAGGTGGAAATCGGAGATGA
CncC_RP CTGCTTGTAGAGCACCTCAGC
GstEl_FP GCTGGAGACGTTCCTGGGCAA
GstE1l_RP ACAGTGGGTCCGGTGGACAGA
cat_FP ACCAGGGCATCAAGAATCTG
cat_RP AACTTCTTGGCCTGCTCGTA
GcIC_FP CGCTTTATCCAGAAGCGTGCCG
GcIC_RP AATCCTGCTTGTAATCCGGGTGGC

5. Tablazat. A felhasznalt RT-Q-PCR primerek neve és szekvenciaja
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3.6. Mikroszkopos technikak

3.6.1. Lysotracker festés (LTR festés)

L3 stadiumu larvakat 20%-0s szachar6z oldatba helyeztiik négy orara ¢heztetés céljabol.
Ezutan PBS-ben kiboncoltuk a larvak zsirtestjeit és azonnal 50 nM Lysotracker Red-et (LTR;
Invitrogen, L7528) és 0,5 ug/ml DAPI-t (Sigma, D9542) tartalmazo PBS-ben inkubaltuk 4
percig. A festés utan egyszeres PBS-ben mostuk, majd glicerin-PBS-ben (4:1) fedtiik. Zeiss
Axioimager M2 rendszerrel 40%/0.75 Plan-Neofluar objektivvel vizsgaltuk. A LTR pozitiv

struktarakat Fiji szoftverrel értékeltiik ki.
3.6.2. MitoSOX festés

Adult néstény hemithoraxokat boncoltunk hideg PBS-ben és festettik a kovetkezd
oldattal: MitoSOX red (5 uM; Invitrogen, M36008) és Mitotracker Green-FM (100 nM;
Invitrogen, M7514) PBS-ben. Szobahémérsékleten 12 percig inkubaltuk, majd haromszor
mostuk PBS-sel. A fedéshez 80%-0s glicerol-PBS oldatot hasznaltunk. Zeiss Axioimager M2
rendszerrel 40%/0.75 Plan-Neofluar objektivvel vizsgaltuk. A MitoSOX fluoreszcencia

intenzitasat Fiji szoftverrel értékeltiik ki.
3.6.3. Immuncitokémia

A frissen kiboncolt L3 larva zsirszovetet, vagy adult nstény hemithoraxot 4%-0s PBS-
paraformaldehidben fixaltuk 30 percig. Ezutan haromszor 10 percig PBST-ben (PBS+0,1%
Triton-X-100) mostuk. A blokkolashoz 5%-o0s normal szérumot (FBS) hasznaltunk PBST-ben
oldva, egy oOrdn at szobahOmérsékleten. Az ellenanyagok higitdsa a 6. Tablazatban és a
7.Tablazatban talalhato. Az elsddleges ellenanyagot a blokkold oldathoz adva, egy éjszakan
at 4 °C-on billegd razégépen inkubaltuk. Ezutan a fent leirt mosasokat ismételtiik és a
masodlagos ellenanyagot a blokkol6 oldathoz adva két 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Ismét harom mosés utan 15-20 percig DAPI oldatban inkubaltuk, majd egy PBS-sel torténd
mosas utan 80%-0s glicerol-PBS-sel fedtiik. Az adult agy immunfestéséhez a kiboncolt szovetet
4%-0s PBS-paraformaldehidben fixaltuk 30 percig. Ezutan haromszor 10 percig PBTx-ben
(PBS+0,3% Triton-X-100) mostuk. A blokkolashoz 5%-0s normal szérumot (FBS) hasznaltunk
PBTx-ben oldva, négy oran at szobahémérsékleten. Az elsédleges ellenanyagot a blokkolo

oldathoz adva, két éjszakan at 4 °C-on raz6 gépen inkubaltuk. Ezutan a fent leirt mosasokat
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ismételtiik és a masodlagos ellenanyagot a blokkold oldathoz adva egy éjszakan at 4 °C-on
inkubaltuk. Ismét harom mosas utan 15-20 percig DAPI oldatban inkubaltuk, majd egy PBS-
sel torténd mosas utan 80%-0s glicerol-PBS-sel fedtiik. A fotézashoz a Zeiss Axioimager M2
rendszert hasznaltunk. A kolokalizacio kiértékeléséhez Fiji szoftvert és a Pearson-féle
korrelacios egyiitthatot hasznaltuk. A felhasznalt ellenanyagok a 6. Tablazatban ¢és a 7.
Tablazatban talalhatoak.

3.6.4. Az elektronmikroszkdpos mintak el0készitése

Harom napos adult néstények agyat PBS-ben kiboncoltuk, majd a kovetkez6 oldatban
fixaltuk: 3,2%-os paraformaldehid, 0,5% glutaraldehid, 1% szukréz, 0,028% CaCl2, a 0,1 N
Na-cacodylate (pH=7.4) egy éjszakan at 4 °C-on. Az utdlagos fixalashoz 0,5%-0s OsOs —et
hasznaltunk egy 6rdn at, Araldite-ba agyaztuk. A metszés utdn kapott ultravékony (70 nm)
metszeteket Reynold-féle citrattal Lead [II] nitrate és tri-natrium-citrat-dihidrattal és NaOH-al
festettiik. A képalkotas Olympus Morada kameraval felszerelt Jeol JEM-1011 transzmisszios
elektronmikroszkoppal késziilt 5000-10.000-szeres nagyitasban.

3.6.5. Ko-immunoprecipitacié €s Western blot technikak

Az immunoprecipitacidhoz 130 db 1-7 napos ecetmuslicat hasznaltunk fel. Az éallatokat
Dounce homogenizator segitségével feltartuk, 45 lenyomadssal 1,5 ml homogenizélo oldatban,
jégen. Az oldat az alabbi vegyiiletekbdl all: 20 mM HEPES (pH=7.5), 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0.2% Triton X-100 és proteaz inhibitor koktél (Pierce Protease Inhibitor Tablet; Thermo
Scientific, A32965). A lizatumokat ezutan el6szor 5 percig 1000xg-vel 4°C-on fugaltuk. Majd
ezutan 15 percig 58.000 xg-vel fugaltuk 4°C-on. A kovetkezd 1épésben 25 pl RFP-Trap
Magnetic Agarozzal inkubaltunk 1 mg muslica kivonatot 3 6ran at 4°C-on. A gyongyoket
el6zbleg haromszor 10 percig mostuk a fent leirt homogenizal6 oldatban 4°C-on. Az elicidhoz
50 ul 1x Laemmli oldatot (Sigma, S3401) hasznaltunk, amihez 100 mM DTT-t adtunk, majd 5
percig 100 °C-on forraltuk. A gélre toltéskor 25 ul eluatumot hasznaltunk, 20 ug inputtal.
Western blot-hoz anti-mCherry-t (1:1000) és anti-Ref(2)P-t (1:2000) hasznaltunk (6.
Tablazat). Western blothoz L3 larvak vagy felnétt egyedek lizatumat hasznaltunk, amelyeket
1x Laemmli-ben forraltunk. Ezutan homogenizaltuk az allatokat és ijabb 5 percig forraltuk. Az
SDS-poliakrilamid gélre azonos mennyiségti fehérjéket toltottiink fel, majd 0,45 um PVDF
membranra (Immobilon-FL Millipore, IPFLO0010) transzferaltuk egy ¢&jszakan at. A
membranokat TBS Odyssey bufferrel blokkoltunk egy oran at szobahdmérsékleten. Az
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elsddleges ellenanyagot 4 °C-on egy €jszakan at inkubaltuk. Ezutan négyszer 10 percig mostuk
TBST-ben (TBS + 0,1% Tween-20). Ezutan masfél oran keresztiil szobahdémérsékleten
inkubaltuk a masodlagos ellenanyagban (7. Tablazat). Haromszor 10 perc TBST mosas utan 5
perc TBS —es mosas és 5 perc H2O mosas kovetkezett. Az el6hivas LI-COR Odyssey CLx

rendszerrel tortént. A felhasznalt ellenanyagok a 6. Tablazatban és a 7. Tablazatban

talalhatoak.
Elsédleges ellenanyagok Higités Felhasznalasa
HA (Roche 11867431001) 1:1500 Western blot
TUBA/alpha-tubulin (DSHB, AA12.1) 1:2000 Western blot
GFP-chicken (Aves Labs, Inc. GFP-1020) 1:500 Immunfestés
Keapl (rabbit; Terje Johansen, Department of Medical 1:250 Immunfestés
Biology, UiT The Arctic University of Norway,
1:1000 Western blot
Tromse, Norway),
- 1:300 Immunfestés
Ref(2)P (rabbit (Pircs et al. 2012))
1:2000 Western blot
o 1:350 Immunfestés
poly-ubiquitin FK2 (mouse;Enzo, BMLPW8810)
1:1000 Western blot
1:400 Immunfestés
GABARAP (rabbit;Abcam, ab109364), 12000 Western blot
mCherry (mouse; Novus Biologicals,
1:1000 Western blot
NBP1-96752),
cnc/CncC (rabbit; Huai Deng, Swenson College of
Science and Engineering, University of Minnesota, 1:10 Immunfestés
Duluth, MN, USA)
anti-PSMD/p54/Rpn10 1:2000
PSMC4/p48A/Rpt3 1:2000
PSMD6/p42A/Rpn7 1:2000 Western blot
PSMD13/p39A/Rpn9 1:2000
PSMA3/CPa7/Prosa7 1:2000

6. Tablazat. A felhasznalt elsédleges ellenanyagok és higitasuk
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Masodlagos ellenanyag Higitas Felhasznalasa
goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A-11008) 1:800
goat antirabbit 1:800
Alexa Fluor 546 (Invitrogen, A-11010) '
goat anti-mouse 1:800
Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A-11001) ' Immunfestés
goat anti-mouse Alexa 1:800
Fluor 546 (Invitrogen, A-11003) )
goat anti-chicken DyL.ight 488 1:800
(Thermo Scientific, SA5-10070) )
IRDye 800CW goat-anti rabbit (LI-COR Biosciences, 1:5000
926-32211) '
800CW goat antl-mousgz(zl_ll(;g:OR Biosciences, 926— 1:5000 Western blot
680RD goat-anti mouse (LI-COR Biosciences, 926— 1:5000
68,070) '

7. Tablazat. A felhasznalt masodlagos ellenanyagok és higitasuk
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4.

Eredmeények

4.1. A p62/Ref(2)P-R mutansok létrehozasa és izogenizalasa

A korabban bemutatott biokémiai analizisek alapjan (Jain et al. 2015) szerettiik volna
megvizsgalni a LIR motivumban 1étrehozott mutans fehérje valtozat viselkedésének in vivo
fiziologiai kovetkezményeit Drosophila-ban. Ehhez CRISPR/Cas9 rendszerrel 1étrehoztunk
egy Drosophila knock-in mutanst, amelyben a LIR motivumban egy triptofant és egy izoleucint
kicseréltink egy-egy alaninra. A  tobbi motivumban nem  tortént  valtozas.
Osszehasonlitasképpen az dbran feltiintettem a humén p62 (SQSTM1) helyzetét és a LIR
motivumat is, ahol megfigyelheté a Drosophila-ban talalhato LIR motivumhoz képest a
az Atg8a-hoz. (6A. abra). Ko-immunoprecipitacioval vizsgalva az Atg8a-p62 kdlcsonhatast,
vildgosan megfigyelhetd volt, hogy mig a vad tipusia Ref(2)P-t hordoz6 extraktokban
kolcsonhatott a két fehérje, a Ref(2)PR mutans ecetmuslicikban a p62-Atg8a interakcid
megszlint. Az input Ref(2)P abundanciajara kontr(:i_lként az Atg16% (Varga et al. 2016) és
w8 torzseket hasznaltunk. Az Atg16%7, mint a legtobb Atg mutans felhalmozza a Ref(2)P-t
(6B. abra). A Ref(2)P-R mutans allatok hasonlo Ref(2)P halmozast mutattak, mint az autofag
mutans Atg16%7, vagyis nem miikodott a Ref(2)P autofagias degradacidja. (Jipa et al. 2020)

A
+ f UBA JIEEE
o Ref(2)P 451 DPEWOLIDN 459
Ref(2)P DPEWOLTDN 459
1 1 v v
SQSTM1/p62 DDDIWLHJ_:bS 343 Ref(2)pLRm DPEAQTADN
Atg8alLC3 Atg8alL.C3 |
B kDa Input IP: mCherry
130 —
100 —

< Nem lipidalt 3xmCherry-Atg8a
4= Lipidalt 3xmCherry-Atg8a

N
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6. abra. A p62 és a Ref(2)P-'R motivumainak osszehasonlitisa és mutacioja. A. A Drosophila Ref(2)P
sematikus képe mutatja az LC3 interakcids régiot (LIR motivum) és az altalunk létrehozott Ref(2)PH'R mutans
torzsben talalhaté mutaciot, amely megakadalyozza az Atg8-al vald kdlesonhatast. A tobbi domén szerkezete nem
valtozott. B. A fent jelzett genotipusokbol szarmazo allatokat immunprecipitaltuk anti-RFP gyongydkkel. Az
immunprecipitatum (mCherry) és a jelolt inputot SDS-gélen futtattuk és a 3xmCherry-Atg8a kiilonb6z6 formait
felismer6 ellenanyagokkal vizsgaltuk (lipidalt és lipidalatlan) és ko-immunoprecipitaltuk az endogén Ref(2)P-vel.

Az Atg16% lizatum igazolja a Ref(2)P molekulatomegét, mig a W8 torzs negativ kontrollként szolgal.

4.2. A p62/Ref(2)P-R mutansokban az ubiquitinalt fehérje

aggregatumok szdma megnd

A CRISPR/Cas9 rendszerrel htsz kiilonb6zé LIR mutans torzset is 1étrehoztunk. El6szor
ezekbdl az 4ltalunk létrehozott Ref(2)PH'R mutans torzsekbdl 6t adult allat teljes lizatumat
vizsgaltuk meg. A 7. abran ezek koziil ketté lathato, ahol megfigyelhettiikk, hogy mind a

Ref(2)P, mind az ubiquitin szint megemelkedett ezekben az allatokban a vad tipushoz képest.

Ref(2P "
1. Torzs 2. Torzs
&
60\\®Q$>< @\)@x
«@Q\»\ RN
100 — Ref(2)P
Ubiquitin
250 —
TEA AN
130 — !
100 —

7. abra. A Ref(2)P-'R mutins jeloltek vizsgalata Western blot médszerrel. A harom napos dllatok Western blot
vizsgalata kontroll, homozigota és heterozigota Ref(2)P-'R mutans allatok lizatumabol Ref(2)P és ubiquitin

felhalmozodast mutat. N = 5/genotipus

Ezutan tobb szévetben is megnéztiik a Ref(2)P és az ubiquitin jelenlétét, mint példaul
larvalis zsirtestben, (8A. abra) adult agyban, (9A. abra) és az indirekt repiilé izmokban (IFM).
Minden szdvetben szignifikansan felhalmozodott a Ref(2)P és az ubiquitin. Ezenkiviil erds

kolokalizaciot figyeltiink meg a Ref(2)P és az ubiquitin kozott az Gsszes altalunk vizsgalt
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szovetben. Mivel a Ref(2)P szintje hatassal van az Oregedésre és a neurodegenerativ

betegségekre, ezért fiatalabb 3 napos és idésebb 30 napos korban is vizsgaltuk az ubiquitinalt

fehérje aggregatumok szamat. Megfigyeltiik, hogy az aggregatumok szama ¢€s a kolokalizacio

mértéke is novekszik az életkorral a LIR mutansban (9B és 9C. abra).

A | Larvalis zsirtest

Kontroll

Ref(2)P

r=0.19
merge+

r=0.80

Larvalis zsirtest
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8. abra. A Ref(2)PY'R mutans larvalis zsirtestjeinek immunfestése. A. Az L3 vandorlo larvak zsirtestjeiben a

poliubiquitin (FK2, zo6ld) és a Ref(2)P (piros) felhalmozodasa és kolokalizacidja is megfigyelhetd. A Pearson-

koefficiensek (r) a kolokalizacié mértékét jelzik, a DAPI (kék) jeloli a magokat. B. A Ref(2)P pontok atlagos

szdmanak meghatarozasa. Statisztikai tesztelés: paratlan Student-féle t-teszt. A hibasavok szabvanyos hibat

jelentenek. ** p < 0,01. Kontroll N = 6; ref(2)P-'R N = 4.
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Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az ubiquitinalt fehérjék, amelyek normal esetben
citoszolikusan oldott formaban vannak jelen, képesek a szelektiv autofagia hibajanak hatasara

gyorsan aggregalodni és oldhatatlan allapotba keriilni a Ref(2)P-vel egyiitt a LIR mutans

allatokban.

A Adult agy

3 napos

merge+

Kontroll

30 napos

10 pm

LIR

Ref(2)P

Ref(2)P pozitiv
aggregatumok szama
Ref(2)P/ubiquitin

9. 4abra. 3 és 30 napos Ref(2)PL'R mutins néstény allatok agyanak immunfestése. A. A Ref(2)P-'R mutans

allatoknal mind 3, mind 30 napos korban szignifikansan megnétt a poliubiquitin (z61d) és a Ref(2)P (piros) szintje
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és ez a Kkorral folyamatosan erésodik. Ezenkiviil megfigyelhet6 a kolokalizaciojuk is, ami szintén né az életkor
elérehaladtaval. B. A Ref(2)P pozitiv struktirak szamanak meghatarozasa az agyban a megadott életkorban és
genotipusban, a Kruskal-Wallis teszt hasznalataval tértént. A hibasavok standard hibat jeldlnek. *** p < 0,001, **
p < 0,01. C. Pearson-féle korrelacids egyiitthatok (r), amelyek a Ref(2)P és a poliubiquitin k6z6tti kolokalizacio
szintjét jelentik az agyban. Statisztikai tesztelés: Kruskal-Wallis teszt hasznalataval. A hibasavok standard hibat

jelolnek.** p < 0,01, * p <0,05. N = 4/genotipus

Ezeket az aggregatumokat elektronmikroszkdppal tovabb vizsgaltuk. Ehhez az adult agy
optikus lebenyét hasznéltuk, ahol a Ref(2)P'R mutansokban citoszolikus, membran nélkiili 0,5

— 4 pum atméroji aggregatumokat talaltunk (10. abra).

Kontroll Ref(z)PLIR

=

adult kortikalis neuron

10. abra. A 3 napos Ref(2)P'R mutins ndstény Aallatok kortikdlis neuron sejttestjeinek
elektronmikroszképos megfigyelése. A Ref(2)P''R mutans dllatokndl membran nélkiili citoszolikus

aggregatumok talalhatdak.

Mivel t6bb olyan Atg gén van (Atg7, Atg8a, Atgl6) (Varga et al. 2016; Juhasz et al. 2007),
amelyek elvesztése hasonléan a LIR mutanshoz Ref(2)P pozitiv fehérje aggregatumok
felhalmozodasat okozza, ezért létrehoztunk egy a Ref(2)P“'R mutacié mellett az Atgl691?°
mutéciot is tartalmazo kettds mutans allatokat. Ezeknél az allatoknal megfigyeltiik, hogy nem
ndvekedett tovabb a Ref(2)P felhalmozddas a csupan Ref(2)PH'R mutaciot hordozo allatokhoz
képest (11A. és 11B. abra). Ez bizonyitja, hogy a LIR motivum hianya teljesen eliminalja az

ubiquitinalt fehérjék szelektiv autofagiajat.
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11. abra. 3 napos Atg169?° és Ref(2)P-'R; Atg169?° ndstény allatok agyanak immunfestése. A. A Ref(2)P-'R
muténs 4llatokban az Atg169?° mutacié nem okoz szignifikans kiilonbséget a Ref(2)P szdmdban. B. A Ref(2)P

szamszeriisitése a 3 napos immunfestett agyakon. N = 4/genotipus.

4.3. A Ref(2)P''R mutans allatok nem szelektiv autofagiaja nem

valtozik

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a nem szelektiv autofagia jelenlétét, LysoTracker festést
hasznaltunk, amely savas lizoszomakat jelol larvalis zsirtestben. Az altalunk vizsgalt LIR
mutans és kontroll allatok zsirtestjeiben nem volt szignifikans kiilonbség a LysoTracker pozitiv
strukturak szamaban (12A. és 12B. abra). Ezen kiviil teljes allat lizatumokban a lipidalt Atg8a
szintjében sem figyeltiink meg kiilonbséget az ¢heztetett kontroll és LIR mutans allatok kozott
(12C. és 12D abra). Az endogén promoterrel rendelkez6 3xmCherry-Atg8a riportert hasznalva
¢heztetett larvakat vizsgadlva azonos €hezési reakciot lattunk a kontroll és a mutans larvak
zsirszovetében (12E. és 12F. abra). Ezen kiviil az éheztetés a Ref(2)P szintjét sem emelte meg
a zsirszovetben. Ezért ugy gondoljuk, hogy a LIR mutacio jelenléte nem rontotta el a nem

szelektiv autofagia miikodését (12 G. és 12H. abra).

38



Eheztetett larvalis zsirtest

Taplalt

Eheztetett

Kontroll

&
N
@@

&

Ref(2)P

10 pm

—_—

Eheztetett larvak

} Atg8a

o-Tub.

Larvalis zsirtest

Kontroll

1ﬁChen‘y-Atg8a

Ref(2)P

39

25 p>0.05
> £ 20 . .
I Bl KN
S5O [F] 1T
2 10
e 2 .
=g O]
= g 0
N
o*‘\@\ f
¢
Q,
- 25 n.s.
% 2.0 "
= < .
<2 15 T
s 1.0 -
o’%‘_f 05 . p>0.05
on 0.0
< T
S
& ¥
& N
& é@*
Q,
F
n.s.
n.s. *%
s 300, — .
0y .
<< 200-
5% r T
e
£ 2 100 . v
on
O_ .*. ‘*‘
Eheztetés - + -
4 Ora \S
(4 6ra) &&o\ f
Q
& é@
Q,



Larvalis zsirtest |

Kontroll Ref(z)PLIR
5 - -+ o+
= 25 -
= n.s.
[ 9157? 20 A T
o2 15,
2 g
— a 10
5
- 0
(]
2 >
£ &@\ f S
o S
= RN IS
R

12. abra. A Ref(2)P-'R mutaciéja nem befolyasolja az alapszintii autofiagia miikodését. A. Az L3-as 4 oréan 4t
éheztetett larvak LysoTracker Red (LTR, piros) festddésében nem lathato kiilonbség az éheztetett kontroll és a
Ref(2)PH'R mutans zsirtestjei kozott. B. Az LTR festés soran nem lathaté szignifikans kiilonbség. C. Az éheztetett
larvak lizatumainak Western blot vizsgalata soran a lipidalt és lipidalatlan Atg8a hasonlé szintet mutatott. N =
5/genotipus D. Az Atg8a lipidacids arany mennyiségi meghatarozasa 3 kiilon éheztetési kisérletb6l nem mutattak
kiilonbséget. E. Nincs kiilonbség a 3xmCherry-Atg8a pozitiv autofag strukturdk szamaban a kontroll és a
Ref(2)P-'R mutans taplalt vagy éheztetett larva zsirsejtjei kozott. F. A larvalis zsirtestben lathato kiilonbségek nem
szignifikinsak. G. A taplalt és az éheztetett L3 stadiuma larvak zsirszoveteinek Ref(2)P immunfestésével
felhalmozodast figyeltiink meg. H. A Ref(2)P immunfestés szamszeriisitése soran megfigyelt felhalmozodas nem

szignifikans.

4.4. A Ref(2)P''R mutans allatok proteoszomalis funkcioi sértetlenek

Szerettiik volna megvizsgélni a proteoszomalis aktivitast az altalunk 1étrehozott Ref(2)PHR
mutansban. Kordbban megfigyelték, hogy a sériilt autofagiaval rendelkez6 HelLa sejtekben
felhalmozddnak a proteoszoma szubsztratok a p62 felhalmozddasa miatt, ami a 26S
proteoszomahoz valo szallitas hibajahoz vezet (Korolchuk et al. 2009). Ennek vizsgalatahoz
Osszehasonlitottuk az abran jelzett Drosophila 26S proteoszoma alegységek fehérje szintjét a
kontroll és a Ref(2)P-'R mutans allatokban és ezekben nem talaltunk kiilonbséget (13A. abra)
(Lipinszki et al. 2009; Kurucz et al. 2002). Az egyik proteoszoéma szubsztrat a pim, amelynek
szintje hasonlé volt a Ref(2)P-'R mutansban (13B. abra). Emellett egy CL1-GFP-t tartalmazo
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torzset hasznaltunk még, amiben a CL1 egy proteoszoma specifikus degron, ami az ubiquitin-
proteoszoma rendszer altali lebontasra kiild fehérjéket (Pandey et al. 2007). Az altalunk vizsgalt
30 napos allatokban nem talaltunk kiilonbséget a kontroll és a Ref(2)P-'R mutans allatokban a
CL1-GFP jel szintjében (13C. és 13D. abra). Ezek az eredmények nem tamogatjak Drosophila
esetében azt a korabbi megfigyelést az emlds p62-re nézve, hogy a p62 felhalmozodasa gatolja
a proteaszoéma funkciojat (Korolchuk et al. 2009).
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13. abra. A Ref(2)P“'R muticiéja nem befolyasolja a proteoszoma miikédését. A. A jelzett 26S proteoszoma
alegységek vizsgalata soran nem figyeltiink meg kiilonbséget a 3 napos kontroll és a LIR mutans allatok
lizaitumaban. N = 5 B. A pim/securin szintje a 3 napos Kontroll és LIR mutans allatokban nem mutat kiilonbséget.
Kontrollként a tub-Gal4/pim.2xHA és a ref(2)PLIR;tub-Gal4/pim.2xHA torzseket hasznaltuk. C. A CL1
proteoszoma szubsztrat szintjében nem lathat6 kiilonbség a 30 napos allatok agyaban immunfestés utan. Lépték:
10 um. D. A GFP intenzitasa a C panelrél. A kiilonbség nem szignifikans. Statisztikai tesztelés: paratlan Student-

féle t-teszt.
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4.5. A Ref(2)P“'R mutans allatok nem mutatnak fiziologiai
problémaékat, azonban jobban ellenéllnak a paraquat altal

kivaltott oxidativ stressznek

Mar korabban kimutattak, hogy az oxidativ stressz csokkenti az élettartamot (Demontis
and Perrimon 2010). Ezen kiviil tobb Atg mutans rovid élethosszat mutat, mint példaul az
Atg7977 és az Atg16%7 (Varga et al. 2016; Juhdsz et al. 2007). A korabban létrehozott Ref(2)P
mutansoknal, amelyeknek a PBI1 (Ref(2)P°®?), vagy az UBA (Ref(2)P°®) doménjén
valtoztattak, az Atg mutansokhoz hasonléan rovidebb élethosszt produkaltak. Ezen kiviil
csOkkent mozgasi funkciot és paraquat altal kivaltott stresszre fokozott érzékenységet
tapasztaltak ezekben a mutans torzsekben (De Castro et al. 2013). Azonban a Ref(2)P
tultermelése képes novelni az ecetmuslicak élettartamat (Aparicio, Rana, and Walker 2019).

Azért, hogy a Ref(2)PHR mutins torzsben minden egyéb genetikai kiilonbséget
Kikiiszoboljiink, izogenizaltuk a torzset. Ezutan az elvégzett élethossz kisérletekben a LIR
mutans allatok élethossza nem volt szignifikdnsan rovidebb a vadtipushoz képest. Ez a
csokkenés az atlagos élettartam 14%-a volt. Az ¢heztetett élethossz kisérletben nem figyeltiink
meg szignifikans kiilonbséget a vad tipusu allatokhoz képest (14A. és 14B. abra).

A neuromuszkularis képességek vizsgalatahoz maszasi teszteket alkalmaztunk az allatok 3
¢és 30 napos koraban. Egyik vizsgalt életkorban sem volt szignifikdns kiilonbség a kontroll
allatokhoz képest (14C. abra).

Ahhoz, hogy megtfigyeljiik az allatok oxidativ stresszre adott valaszat paraquat kezelést
alkalmaztunk. A 3 napos LIR mutans allatoknal szignifikansan megndvekedett toleranciat
tapasztaltunk a vad tipusu allatokhoz képest. Ez a tolerancia 66%-os novekedést adott az 4tlagos
tuléléshez képest a Ref(2)PH'R mutans torzsnek (14D. 4bra). Mivel a fent emlitett Ref(2)POP?
és Ref(2)P°® a PB1 vagy az UBA domén hianydban képtelenek ubiquitinalt fehérje
aggregatumok kialakitasara, igy lehetséges egy kapcsolat az aggregatum képzddés ¢és a

fiziologiai valtozasok kozott a LIR mutans esetében.
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14. abra. A Ref(2)P“'R mutacionak minimalis hatasa van az allatok élettartamara, mikozben megnévekedett
oxidativ stressz rezisztenciat eredményez. A. Az élethossz kisérletsoran nem figyeltiink meg szignifikans
kiilonbséget a kontroll és a LIR mutans allatok kozott. N= 191 kontroll N = 200 Ref(2)P-'R B. A teljes éheztetési
kisérlet soran az élethosszban nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a kontroll és a LIR mutans allatok
kozott. N= 112 kontroll N = 110 Ref(2)PYR C. A 3 és 30 napos kontroll és Ref(2)PHR muténs ecetmuslicak maszo
teljesitményében nincs szignifikans kiilonbség egy mérdhenger harmad térfogataiban valé eloszlast vizsgalva.
Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk. N= 300 3 napos kontroll és Ref(2)P-'R N = 261 30 napos kontroll N = 269
Ref(2)P-'R
megnovekedett. A kisérletek értékeléséhez Kaplan-Meier tulélési elemzést hasznaltunk. N= 314 kontroll N = 337
Ref(2)P-'R

D. A 3 napos muslicdk paraquattal vald etetés soran a Ref(2)P 'R mutans allatok tulélése
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4.6. A Ref(2)P - Keapl kapcsolata és ennek valtozasa a LIR mutacid

hatasara

Ahhoz, hogy kideritsiik az oxidativ stresszrezisztencia okat, elészor megvizsgaltuk, hogy
az ubiquitinalt Keap1 egyiitt fejez6dik-e ki a Ref(2)P-vel. Ehhez egy panneuralis nSyb driverrel
meghajtott GFP-Keapl transzgenikus torzset hasznaltunk a LIR mutans allatokban.
Megfigyeltiikk, hogy az adult LIR mutans ecetmuslicadk agyaban szignifikansan tobb GFP-
Keapl volt jelen, mint a vad tipusu allatoknal. Ezenkiviil ezek a pontozott struktirak részben
kolokalizaltak a Ref(2)P-vel (15A. és 15B. abra). Az endogén Keap1 és Ref(2)P hasznalataval
is hasonl6 eredményeket kaptunk (16. abra). Ezen kiviil a 3 napos Ref(2)P-'R mutans egyedek
lizatumaban tobb endogén Keapl talalhatd, mint a kontroll mintakban (15C. és 15D. abra).
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15. abra. A Ref(2)P-'R mutans allatokban a Keap1 felhalmozédik és kolokalizal a Ref(2)P-vel. A. A 3 napos,
adult nOstény allat agyat immunfestettik Ref(2)P és GFP-Keapl-el. Részleges kolokalizaciot figyeltink meg
(nyilak) a Ref(2)P-'R mutans 4allatoknal az optikus lebenyben. N= 4/genotipus B. A GFP-Keapl mennyiségének
meghatarozasa. A kiértékeléshez kétiranyG Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk. C. Adult allatok lizatumat

hasznalva Western blot-ot végeztiink az endogén Keapl szintjének meghatarozasara. A fekete nyil jeloli a
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specifikus Keapl-et. A Ref(2)P-'R mutans allatokban a Keapl felhalmozédott. D. A C panelen talalhaté Western

blot kvantifikalasahoz kétvégii Student’s t tesztet hasznaltunk.

Kontroll Ref(z)PLIR

dmKeapl

dmKeap1 merge+DAPI

Ref(2)P

Kiemelés

16. abra. A 3 napos Ref(2)P-'R mutans allatok agyanak immunfestése. A Ref(2)P-'R mutans adult allatok
agyaban a Keapl (z61d) felhalmozodik és részben kolokalizal a Ref(2)P-vel (piros). A bekeretezett régiok lent
lathatoak.

4.7. A Nrf2/Cnc aktivaciojanak szerepe a paraquat toleranciaban

Mint azt az irodalmi attekintésben is emlitettem, a Keapl gatolja az Nrf2-t, ezért
megvizsgaltuk a Nrf2 aktivitasat, mint lehetséges okot a paraquat rezisztenciara. Megfigyeltiik,

hogy a Ref(2)P'R mutans allatokban megndvekedett az Nrf2 és a tdle downstream talalhato
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ARE régiot tartalmazé gének transzkripcios aktivalasa. Ilyen példaul a Keapl, a glutation-S-
transzferaz (Gstl) és a katalaz (Cat) aktivitasa is, azonban a Ref(2)P transzkripcioja, amely
szintén Nrf2 target, valtozatlan maradt a mutans allatokban (17A. abra). Ezzel egyiitt, az Nrf2
megnovekedett nuklearis transzlokaciojat is megfigyeltiik a Ref(2)PH'R mutans larvak kozépbél
sejtjeiben (17B. és 17C. abra). Ahhoz, hogy bizonyitsuk az Nrf2 szerepét a paraquat
toleranciaban, csendesitettiik az Nrf2-6t a LIR mutans allatokban. Ezeknek az allatoknak 33%-
al csokkent az élethossza a paraquattal vald kezelés soran a Ref(2)P-'R mutans 4llatokhoz
viszonyitva (17D. abra). Ezért ugy gondoljuk, hogy a paraquat tolerancia egy nem vart

funkcionyerés az ecetmuslicakban, amelyekben meghibasodott az ubiquitin-fliggé autofagia.
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17. abra. A Ref(2)P-'R mutans allatokban a Keap1 megkotése a Nrf2/Cnc atvonal aktivalasahoz vezet. A RT-
Q-PCR-rel lemértiik a Ref(2)P, Keapl, GstE1l, CncC, Cat és GcLC transzkriptek mennyiségét Ref(2)P-R
mutansokban és Rpl32 kontrollhoz normalizaltuk. A statisztikai kiértékeléshez kétoldalas Mann-Whitney U tesztet
hasznaltunk. Bars: standard hiba. **** p <0,0001, *** p < 0,005, ** p < 0,01, * p < 0,05. B A kontroll és Ref(2)P-'R
mutans GFP-Cnc-t expresszalé L3 stadiumu larvainak a kozépbél sejtjeiben fokozott nuklearis transzlokaciot
figyeltiink meg. N = 6 C A B panelen lathato citoszolikus GFP fluoreszencia kiszamitasahoz a sejtmagi GFP
fluoreszenciat kivontuk (narancssarga korok a B panelen) a teljes sejtbdl (cian korok a B panelen). Ezutan a

sejtmag GFP fluoreszencigjat elosztottuk a citoszol GFP fluoreszencigjaval, igy megkaptuk a sejtmag/citoszol
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aranyt. Statisztikai tesztelés: kétoldalas Mann-Whitney U teszt. Standard hiba. **** p < 0,0001. N = 66 kontroll
N = 62 Ref(2)P'R D A Ref(2)P-"R mutans éllatok paraquat tilélési reakcioja a Cnc RNSi-vel azt mutatja, hogy az
oxidativ stressz rezisztenciahoz sziikség van a Cnc-re. Statisztikai tesztelés: Kaplan-Meier talélési elemzés, majd

Log-rank teszt. N = 314 kontroll N = 172 tub>CncC.RNSi N = Ref(2)P-'R N = 149 Ref(2)P-'R;tub>CncC.RNSi

4.8. Az oregedéssel 0sszefiiggd mitokondridlis szuperoxid termelés

csokken a megemelkedett Nrf2/Cnc szint hatasara

Az ecetmuslicaknal az oregedés soran megfigyelhetd a szuperoxidok termelddése a tor
repiiléizmaiban talalhatd mitokondriumokban. Ez a folyamat visszafordithatdo az életkor
kozepén Ref(2)P taltermelésével, valamit a Drpl segitségével, mivel mindkettd felgyorsitja a
mitokondriumok degradalodasat, igy megujulasat (Rana et al. 2017). A mitokondrialis
szuperoxid szintjének meghatarozasahoz MitoSOX festést alkalmaztunk. A mutansaink
esetében, a MitoSOX jel csokkenését figyeltiik meg 45 napos LIR mutans allatok agyanak
optikus lebenyében a kontroll allatokhoz képest (18A. és 18B. abra).

A | Adult agy |

Ref(2)P

tub>CncC.RNAIi

Ref2)P ",
tub>CncC.RNA1



Fkkk

0.6 -
ns.
n *kwk *
i
] 0.2 ]
o [}
2 . .
.E e . .
] [}
2 0.1 | 2 Les
g SRR
Rt . « %
s .
H
0.0 *a
> S

SRS
S S FTS
Y &S
Qg’QQ QS}\GQ

JT Eg
N N

18. abra. A megnivekedett mitokondrialis szuperoxid termékek szima csokkent a Ref(2)PL'R mutdns
allatokban. A. A jelzett genotipusokban a 45 napos adult néstény allatok agyanak optikus lebenyét kettos festéssel
festettiik, ahol a MitoSOX Red a mitokondrialis szuperoxidot jeldli, mig a MitoTracker Green FM (MTG) a
mitokondriumokat. Megfigyelheté a Mitosox jel csokkenése a Ref(2)PY'R mutinsban. B. A MitoSOX adatok
kvantifikacidja az A panelr6l. Statisztikai tesztelés: kétoldalas Mann-Whitney U teszt. **** p < 0,0001. n.s. = nem

szignifikans. N = 6

Hasonl6 eredményeket kaptunk a 45 napos allatok indirekt repiildizom (IFM) vizsgalata soran
is. Megfigyeltiik, hogy a mitokondrialis szuperoxid szint hasonl6 volt a 45 napos Cnc RNSi-t
expresszald izomszdvetben mind a kontrollal, mind a Ref(2)P-"R mutans héttérrel (19A. és 19B.

abra).
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19. abra. A 45 napos adult allatok repiiléizmaiban csékkent a mitokondrialis szuperoxidok mennyisége. A.
A jelzett genotipusu 45 napos allatok repiildizmait feltartuk, majd MitoSOX (piros) és MitoTracker Green (z61d)
festékkel kezeltiik. A Ref(2)P-'R mutans 4llatokban csokkent a mitokondrialis szuperoxidok mennyisége. A

statisztikdhoz kétiranyu Mann-Whitney U tesztet haszndltunk. N = 6/genotipus
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4.9. Az aggregatumok novekedéséhez a Ref(2)P - ubiquitin

egytlittmikodése sziikséges

Szerettiik volna tudni, hogy a Ref(2)P aggregatumok képzbédése elengedhetetlen-e Keapl-
re gyakorolt gatldo hatashoz. Ennek megfigyeléséhez egy UAS-vezérelt N-terminalis GFP-vel
jelolt monoubiquitint  expresszald torzset hasznaltunk, majd egy tubulin driverrel
taltermeltettiik LIR mutans allatokban. Korabban megfigyelték, hogy a ZZ domén képes
kotddni a K48- és K63-kapcesolt ubiquitin lancokhoz. Ezért a tetra-ubiquitin lancok taltermelése
képes megzavarni a Ref(2)P — ubiquitin kdlcsonhatast, azaltal, hogy a p62 ZZ doménjén
keresztiil kapcsolodik az ubiquitinhez (Zaffagnini et al. 2018). A p62 ZZ doménje kozel
helyezkedik el a PB1 doménhez, ezaltal képes csokkenteni a PB1 domén altal 1étrejovo p62
polimerek 1étrejottét (Ciuffa et al. 2015).

A korabbi megfigyelésekkel dsszhangban azt lattuk, hogy a Ref(2)PL'R; tub>GFP-Ub
allatok szoveteiben jelentdsen kevesebb Ref(2)P aggregatum talalhatd, mint a LIR mutans
allatokban (20A. és 20B. abra). Ezen kiviil a Ref(2)P pontok mérete is csokkent mind a larva
zsirtestjeiben, mind az adult agyban (20C. abra). Megfigyeltik a Ref(2)P és az endogén
ubiquitin kolokalizacidjanak csokkenését is (20D. abra). Ez elsésorban azt jelzi, hogy a
Ref(2)P - ubiquitin egyiittes kifejezodése sziikséges az aggregatumok novekedéséhez. Emellett
a tub>GFP-Ub expresszidja novelte a GFP - ubiquitin pontok szamat a LIR mutansban, de a
kontrollban nem. Ezek szerint a felhalmozddott lebontatlan Ref(2)P segiti az ubiquitin
klaszterek kialakulasat. Megfigyeltiik, hogy a ref(2)P-R; tub>GFP-Ub allatok szoveteiben
jelen vannak ubiquitin pozitiv Keap1 pontok is (21A. és 21B. abra). Ez arra utal, hogy az UBA
domén altal vezérelt Keapl - Ref(2)P kdlcsonhatas nem fligg szorosan a Ref(2)P aggregatum
képzodéstol (21C. abra).
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20. abra. Az ubiquitin tdlzott expresszioja gatolja a Ref(2)P aggregatum novekedését a LIR mutansokban.
A. A vandorlé larvak zsirszovetének immunfestése anti-Ref(2)P (zold) és anti-ubiquitin ellenanyaggal (piros). N
= 6/genotipus B. Az A panelen a Ref(2)P aggregatumok mérete megndvekedett az ubiquitin taltermelés nélkiili
szOveteken. Statisztikai tesztelés: kétoldalas Mann-Whitney U teszt. **** p < 0,0001. C. A Ref(2)P aggregatumok
szama megnodvekedett mindkét LIR mutaciot tartalmazo szoveten. Statisztikai tesztelés: kétiranyu parositatlan
Student-féle t-teszt. ****p < 0,0001, *p < 0,05. D. A Ref(2)P- ubiquitin kolokalizaci6 mértéke a LIR mutaciot is
tartalmaz6 ubiquitint taltermeld térzsen volt megfigyelhetd. Statisztikai tesztelés: kétirany( parositatlan Student t-

teszt és kétiranya Mann-Whitney U-teszt (tub-GFP-Ub vs. Ref(2)PY'R, tub-GFP-UDb).
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21. abra. A Ref(2)P aggregacio képzodésének zavara nem vezet a Keap1 szint valtozasahoz. A. Az L3 larvalis
zsirszoveteket DAPI-val festettiik és megfigyeltik a GFP-ubiquitin szintjét a LIR mutacio jelenlétében. B.
Sejtenkénti GFP-ubiquitin pontok szdmanak meghatirozasa. N=8, tub-Gal4/UAS-GFP-Ub és Ref(2)P-'R; tub-
Gal4/UAS-GFP-Ub. Bars = standard hiba. Statisztikai tesztelés: kétiranya Mann-Whitney U teszt. ****p<0,0001.
C. Az L3 larvalis zsirtestet Keapl-el (zold) és ubiquitinnel (piros) festettiik. Megfigyeltiik a Keapl-ubiquitin

kololkalizaciojat. Scale bar=10 pm.

4.10. A Ref(2)P LIR mutacioja csokkenti a Ref(2)P mitokondrialis

lokalizacidjat, amit az ubiquitin taltermelés helyreallit

Az Oregedés soran a Ref(2)P a le nem bomlott mitokondriumokon talalhato és talzott
expresszidja felgyorsitja a mitofagiat. A sok Ref(2)P pont jelenléte a tubulin>GFP-ubiquitin;
Ref(2)PH'R mutans szovetben felvetette a lehetéségét, hogy a nem aggregalt Ref(2)P most mar
az ubiquitinalt rakomany felismerését végzi. Ahhoz, hogy ezt teszteljiik CCCP-vel egy oxidativ
foszforilacié inhibitorral etettiik a larvakat, ami mitofagiat indukal. Ez a kiils6 mitokondrialis
membranfehérjék ubiquitinacidjahoz vezet és ezaltal a mitokondrium szelektiv autofagia altal

degradalodik. A Ref(2)P fokozott mitokondrialis lokalizaciojat talaltuk a Ref(2)PH'R; tub>GFP-
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Ub szovetben, mig a Ref(2)P“R mutans sejtekben a Ref(2)P mitokondrialis lokalizacioja

szignifikansan alacsonyabb volt (22A. és 22B. abra).
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22. abra. A CCCP-indukalt mitofagia vizsgalata. A A fenti genotipusokban L3 larvalis zsirszévetben vizsgaltuk
a CCCP-indukalt mitofagiat Ref(2)P (zold) és ATP5a (piros, mitokondridlis marker) immunfestéssel. A
kolokalizaciok megfigyelhetéek a kis panelekben. N = 6/genotipus B Az A panelen talalhato képek kvantifikacioja,
ahol lathato, hogy a Ref(2)P-'R mutans és a Ref(2)PH'R; tub>GFP-Ub ATP5a és Ref(2)P kolokalizacié kozotti

kiilonbség szignifikans.
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5. Eredmények megvitatasa

5.1. A Drosophila Ref(2)P-'R mutacidja ubiquitinalt fehérje-
aggregatumok képzodését eredményezi, azonban ez alig

befolyasolja az allatok ¢lethosszat

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a szelektiv, ubiquitinacio-fiiggd fehérje autofagia hibait és a
nagyléptékli aggregdtum képzddés kovetkezményeit egy komplett allatban, 1étrehoztunk két
mutaciot a Drosophila Ref(2)P-ben talalhatd LIR motivumban. A LIR mutéacié hatasara a
Ref(2)P nem képes kapcsolatot 1étrehozni az Atg8a-val és igy nem jut be a képz6dd
autofagoszomaba a degradaland6 anyaggal. Azonban az UBA domén jelenléte miatt a kotodik
a degradaland6 fehérjén 1évo ubiquitinhez. Az igy 1étrejott Ref(2)P-t és a vele kolokalizalo
ubiquitinalodott fehérje aggregatumok felhalmozodasast megfigyeltik a teljes allatok
lizatumdban, a larvalis zsirtestben €s az adultak agyaban is. Ebben a mutdnsban nem figyeltiink
meg proteotoxicitast, amire magyarazat lehet, hogy a legtobb poliubiquitinalt degradalando
anyag folyadék-folyadék fazisszeparacion megy at (Sun et al. 2018; Yamasaki et al. 2020).

Tobb Atg gén mutacidja hasonld Ref(2)P fehérje aggregatumok felhalmozodasat
eredményezi (Varga et al. 2016), azonban az altalunk létrehozott Ref(2)P-'R; Atg16912°
kettésmutansban nem figyeltiink meg erésebb Ref(2)P felhalmozodast. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a LIR mutacioja teljesen megsziinteti a szelektiv autofagiat.

Az Atg mutansokban ezen kiviil élethossz rovidiilést is megfigyeltek (Juhasz et al. 2007;
Varga et al. 2016), hasonloan a tobbi Ref(2)P mutanshoz (De Castro et al. 2013). Az altalunk
létrehozott és izogenizalt Ref(2)P R 4llatokban az élethossz minimélisan csokkent a vad
tipushoz képest, normal koriilmények kozott valamint éheztetés soran. Ez a szelektiv autofagia
megnovekedett szerepének tudhato be az 6regedés alatt. A lipidcseppek folyamatos atalakulasa
aggregatumokat és ubiquitinalt fehérjéket tartalmazd zarvanyokba is okozhatja az élethossz
rovidiilését. Eppen ezért, ugy gondoljuk, hogy a szelektiv autofgia degradativ jelenléte kritikus

szerepet jatszik az élethossz novekedésében, vagy az élet késObbi szakaszaban.
5.2.  Ref(2)P-R allatok alapszintii autofagiaja miikodoképes marad

Ahhoz, hogy az alapszintii autofagiat megvizsgaljuk Lysotracker Red festést alkalmaztunk.

A Lysotracker Red a membranatereszt6 képessége miatt a savas vezikulakban halmozodik fel.
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Ezt a festéket széles korben hasznaljak Drosophila larva zsirtestjében, mivel a jol taplalt
larvakban alig, vagy egyaltalan nem fest, mivel a lizoszomak kisméretiick, valamint azok pH-
ja nem savas. Ezzel szemben éheztetés hatasara, vagy a fejlodési autofagia soran Lysotracker-
pozitiv lizoszomak és autolizoszomak jelennek meg (Nagy et al. 2015). Az éheztetett Ref(2)PH'R
mutans larvakban a Lysotracker Red pozitiv struktirdk szaméaban nem volt szignifikdns
kiilonbség a vad tipushoz képest.

A tovabbi vizsgéalatokhoz az endogén promoterrel rendelkez6 3xmCherry-Atg8a-t
Ezaltal a riporter konstrukcidé autentikusan reprodukalja a gén kifejez6dési mintazatat. Az
Atg8a a fontos szerepének megfeleléen, minden szovetben €s sejttipusban mutat kifejezodést
(Hegediis et al. 2016). A megfigyelt ¢heztetési reakcid azonos volt a kontroll és a LIR mutans
larvak zsirszovetében és a teljes allatok lizatumaban. Emellett a lipidalt Atg8a szintjében sem
talaltunk kiilonbséget. Ezekbdl az eredményekbdl azt a kovetkeztetés vontuk le, hogy a LIR
mutacid jelenléte nem befolyasolta az alapszintli autofagia mikddését az altalunk 1étrehozott

mutans vonalban.

5.3. A Ref(2)PtR allatoknak nincs latvanyos  fiziologiai
rendellenességiik, azonban jobban ellenallnak a paraquat altal

kivaltott oxidativ stressznek

A Ref(2)PHR mutans allatok agyaban felhalmozddott ubiquitinalodott fehérje aggregatumok
jelenléte miatt szerettiik volna megvizsgalni a neuromuszkularis képességeiket. Ehhez maszasi
teszteket végeztiink fiatal és idGs ecetmuslicakon. A maszas teszteket altalanosan hasznaljak a
neurodegenerativ rendellenességek vizsgalatathoz (Feany and Bender 2000). Az altalunk
elvégzett kisérletek soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget sem a fiatal 3 napos, sem az
idds 30 napos allatok maszasi teljesitményében. Ezek szerint az agyukban jelenlévo és a
korukkal egyre névekedd poliubiquitin aggregatum jelenléte nem okoz az Atg mutansokhoz
hasonl6 és jelentds fiziologiai hibakat. Ezen eredményeinket egy masik csoport egér majban
tortént vizsgalatokkal megerésitette (Kageyama et al. 2021). A szintetikus LIR peptid talzott
expresszidja sordn a SQSTM1-hoz kapcsolodik és mas LC3 kotd partnerekhez is és ezaltal a
felhalmozodott SQSTM1 aggregatumok perzisztens Nr2 aktivitashoz vezetnek, mikdzben az

alapszintli autofagia valtozatlan marad és a majmiikddési zavar sem észlelheto.
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Ahhoz, hogy az altalunk létrehozott allatokban a Keap1-Nrf2 utvonal éltal is szabélyozott
oxidativ stressz valaszt megfigyeljiik paraquatot hasznaltunk. A paraquatot a Drosophila-ban
altalaban az oxidativ stresszel szemben szerzett rezisztencia mérésére hasznaljak (PQ
rezisztencia teszt), mivel mitokondrialis diszfunkciot, igy szabadgyok felhalmozodast okoz
(Hosamani and Muralidhara 2013). Megfigyeltiik, hogy a Ref(2)P“R mutans 4llatoknak
szignifikdnsan megnovekedett az oxidativ stressz toleranciaja a kontroll allatokhoz képest. A
tobbi ismert Ref(2)P mutansokra (Ref(2)POP? és Ref(2)P°®) (Nezis et al. 2008) fokozott
oxidativ stressz érzékenység volt jellemzo. Ezért tigy gondoljuk, hogy a PB1 vagy az UBA
domén hidnyaban nem alakulnak ki az ubiquitinalt fehérje aggregatumok. Ezéltal az ubiquitinalt
fehérjék oldhaté formaban lesznek jelen és valdszinlileg sokkal toxikusabbak, mint az
aggregatumok. Emellett a megemelkedett Ref(2)P szintnek is szerepe lehet a rezisztencia
novekedésében, mivel az oxidativ stressz valaszban is szereplé Keapl-Nrf2 utvonal

aktivitasaért is felel.

5.4. A Ref(2)P-R allatok paraquat rezisztencigjat a Keapl-gyel valo

kotddese €s az Nrf2 utvonal aktivalds befolyasolja

Megfigyeltiik, hogy a poliubiquitinalt aggregatumok nem csak Ref(2)P-t hanem Keapl-et
is tartalmaznak, amely a Nrf2-fiiggé oxidativ stressz valasz negativ regulatora. A Keap1 autofag
lebontasat allatokban a Ref(2)P segiti, az Atg8a-Ref(2)P-Keapl komplexszel az autofagiaval
degradalando aggregatumokkal egyiitt. Ezaltal a Ref(2)P szabalyozza a szabad Keapl szintet
¢és ezzel a Nrf2 aktivitast is, az emldsokhoz hasonléan, annak ellenére, hogy az emldsdkben
megtalalhaté KIR régioval nem rendelkezik. A Ref(2)P-Keap1 egyiitt fejezédik ki a Ref(2)PHR
mutansban, azonban lebontodni nem tud, ezért a LIR mutans allatokban a Keapl szintje is
megnd. A Keapl felhalmozodasa miatt a Nrf2 proteoszomalis lebontasa gatlodik és ennek
fontos kovetkezménye a LIR mutansban a tartosan megndvekedett Nrf2 aktivitas. Végso soron
ez vezet a megnovekedett paraquat tolerancidhoz (23. abra). Ezek az eredményeink
megmagyarazzak a Ref(2)P PB1l és UBA domén mutansaiban tapasztalt megnovekedett
paraquat érzékenységet, amely legaldbb részben a degraddland6 anyag, beleértve a Keapl
kifejez6dési hibainak is koszonhet6. Mas csoportok azt is megfigyelték, hogy a heterozigota
Keapl mutans allatok élethossza és paraquat tolerancidja is megnovekedett (Sykiotis and
Bohmann 2008).

Megfigyeltiik, hogy a Ref(2)P'R mutans 4llatainkban, az Nrf2 tartos aktivalasa fiziologiai
elonyokkel jarhat a vad tipusu allatokhoz képest. Azaltal, hogy az ubiquitinalt aggregatumok
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1étrejonnek, csokken a proteotoxicitasuk. Az Nrf2 vezérelt fokozott oxidativ stressz rezisztencia
valdszintileg csokkenti az oxidalt roncsolt fehérjék szintjét, ami ezaltal csokkentheti az oldott,

feltehetdleg toxikusabb fehérjék jelenlétét is.

5.5. Az aggregatumképzodés zavara a felhalmozott Ref(2)P-t a
mitokondriumokra iranyitja

Az antioxidans gének tartos expresszioja a Ref(2)P-'R mutans allatokban csokkenti az olyan
organellumok oxidativ karosodasat, mint amilyenek a mitokondriumok is. Ezzel egyiitt LIR
mutansunkban a konstitutivan aktiv Nrf2 hatasara a mitokondrialis szuperoxid termékek szama
csdkken. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk az ubiquitin tiltermélésének hatasat egy Ref(2)P-R
;tub>GFP-Ubiquitin térzset hasznaltunk. Az ubiquitin taltermelése képes megzavarni az in
vivo aggregatum képzodést Ref(2)P 'R mutinsban, bar az ubiquitin pozitiv Keapl
aggregatumok tovabbra is kialakulnak. Ebben a kettés mutansban a felhalmozodott Ref(2)P és
a taltermeltetett ubiquitin miatt Ggy tiinik, hogy a Ref(2)P és ubiquitin kozotti kolcsonhatas
karosodott. Ennek hatdsara az ubiquitinhez nem kotott Ref(2)P, amely még tud
oligomerizalodni a citoszolban felhalmozodik. Ugy tiinik, hogy ez a nem felhalmozodott
Ref(2)P képes a citoszolban 1év6 felesleges ubiquitint kis aggregatumokka alakitani. Emellett
képes az UBA-doménen keresztiil a Keapl-et megkotni és a mitokondriumra lokalizalni, ezért
a mitofagia folyamata sértetlen marad (23. abra) (Bhattacharjee et al. 2022). A tubulin-GFP-
ubiquitint taltermelé Ref(2)P'R mutans hatterti ecetmuslicak szoveteinek FRAP vizsgalata
soran a GFP-ubiquitin aggregatumok szdmanak valtozasa nem volt szignifikéns, ellentétben a
Ref(2)P és a tetra-ubiquitin lanc altal létrejott aggregatumokhoz képest, amelynél a
fluoreszcencia gyorsan helyreallt (Zaffagnini et al. 2018). Az azt jelzi, hogy az aggregatumok
elveszitik a dinamikus természetiiket a cellularis ubiquitinalt aggregatumokkal vald
kapcsolodas utan és hogy a Keapl megkotése esetleg nem reverzibilis a felesleges Ref(2)P
jelenlétében.

Osszefoglalasul elmondhatjuk, hogy az ubiquitindlt fehérjék autofag lebontdsédnak hianya
jelentés aggregatum felhalmozodéshoz vezet, ami fiziologiailag jol tolerdlhatd a
megnovekedett antioxidans valaszok kompenzécids hatasa miatt. Azonban az Nrf2 funkcioi
nélkiil a szelektiv ubiquitinalt fehérje autofagia mutansok, amelyekben az aggregatumok
kotodése gatolt (a Ref(2)P mutansok melyeknek a PB1 vagy UBA doménje hianyzik)
karosodott mozgasi aktivitast mutatnak. Ez mutatja igazan a Ref(2)P-fliggé szelektiv autofagia

jelentdségét €s az ehhez kapcsolodo szignalizacios utvonalak szerepét.
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23. abra. A LIR motivum hianyanak kévetkezményei. Az Nrf2 ttvonal aktivalasa a Keapl gatlasan keresztiil,

valamint a potencialisan citotoxikus anyagok megkotése a Ref(2)P aggregatumokban a cellularis antioxidans

valaszok fokozott szabalyozasahoz és a mitokondrialis szuperoxid szint csokkenéséhez vezetnek az Oregedés

soran. A GFP-ubiquitin expresszidja megzavarja a Ref(2)P aggregatum képzodését és mitofagia indukalasa soran

a felhalmozodott Ref(2)P-t a mitokondriumok felé iranyitja.
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6. Osszefoglalas

Az autofagia a sejtek evolucidosan konzervalt intracellularis degradacios folyamata. A 6
utvonala soran a citoplazmatikus anyag lebontasa a lizoszémalis rendszeren keresztiil torténik.
Az autofagianak harom f6 tipusa van, a makroautofagia, a mikroautofagia és a chaperon-
kozvetitett autofagia. A szelektiv autofigia soran célzottan egy makromolekula vagy
sejtszervecske lebontasa torténik. Ehhez szilikséges egy szelektiv autofagia receptor. A szelektiv
autofagia receptorok képesek felismerni az poliubiquitinalédott aggregatumokat és kotédni az
Atg8/LC3 fehérjéhez, hogy biztositsak az aggregatumok jelenlétét az autofagoszémaba.
Mindegyik szelektiv autofagia tipushoz kiilonb6zd szelektiv autofagia receptor tartozik. A
Drosophila-ban a legismertebb autofagia receptor, amihez az ubiquitinalt fehérje aggregatumok
kapcsolddnak az altalunk is vizsgalt p62/Ref(2)P. A Ref(2)P-ben talalhato egy C-terminalis
ubiquitin-koté domén (UBA), egy N-terminalis PB1 domén, amely kozvetiti az aggregatumok
képzodését és egy LIR (LC3- interakcios régid) motivum, egy strukturalatlan régidoban, ami
felel az LC3/Atg8a—val valo kotédésért az autofag membranon. Ezen kiviil az emlds p62-ben
talalhat6 egy KIR domén, ami a Drosophila Ref(2)P-ben nem talalhat6. Az autofagia rendkiviil
fontos szerepet jatszik az eukariota sejtekben, mivel a folyamat sordn a degradalando fehérjék
¢s organellumok lebontdédnak és az épitéelemek Ujrahasznositodnak, ezzel is lassitva az
Oregedést és az ¢hezés okozta stresszt.

Az autofagiahoz sziikséges gének mutécidja tobb betegség kivaltd okaként is ismert, mint
példaul neurodegeneracios betegségek (példaul Parkinson-kor, ataxia), kiilonb6z6 rakos
megbetegedések és Crohn-betegség.

Az autofagianak fontos szerepe van az oxidativ stressz elleni védelemben is, a Keapl-Nrf2
rendszerrel egyiitt. Tobb kutatas is kimutatta, hogy a ROS képes indukalni az éheztetés hatasara
kialakulo autofagiat, éppen ezért ugy gondoljak, hogy kulcsfontossdgi szerepe van a
folyamatban. A Keapl-Nrf2 utvonal az egyik legfontosabb védekez6 rendszer az oxidativ
karosodasok ellen, amit a ROS inaktivalasaval végez el. A rendszerben az Nrf2 érzékeli az
oxidativ stressz mértékét és ezaltal szabalyozza az antioxidans enzimeket. Az emlds p62 a KIR
doménen keresztiil lehetséges az ubiquitinalt Keap1-el.

PhD munkam sordn a Ref(2)P-'R motivumaban CRISPR/Cas9 kozvetitette homolog
rekombinacioval létrehoztunk két aminosaveserét, ahol egy triptofant és egy izoleucint alaninra

cseréltiink. Ahhoz, hogy a Ref(2)PL'R mutans allatokat azonos genetikai héttéren hasonlitsuk
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dssze a kontroll allatokkal, a vizsgalt vonalakat izogenizaltuk. Az igy létrehozott Ref(2)P-'R
mutdns fehérje mar nem képes kotni az Atg8-at, ami az elvardsainknak megfeleléen a
homozigota mutans allatokban  nagymértéki  ubiquitinalt fehérje aggregatumok
felhalmozodasahoz vezetett. Ezt ko-immunoprecipitacioval és Western-blot kisérletekkel is
megerdsitettiik. A Ref(2)P'R mutans torzsben a fehérje aggregatumokat tobb kiilonbozd
szovetben is megfigyeltiik, mint példaul a larvalis zsirtestben és az adult agyban. Mindkét
szovetben mind a Ref(2)P, mind az ubiquitin szintje szignifikansan megnott és kolokalizaciot
mutattak. Az agyban az aggregatumok szama és a kolokalizacio mértéke az életkorral
novekedett. Ezeket az aggregatumokat tovabb vizsgaltuk elektronmikroszkoppal is és az adult
agy optikus lebenyében citoszolikus, membran nélkiili 0,5 — 4 um atmérdjii aggregatumokat
talaltunk. Mivel a legtobb Atg mutansnal hasonl6 aggregatumok talalhatoak, ezért 1étrehoztunk
egy Ref(2)PH'R; Atg16 92° kettés mutanst is. Ebben a torzsben megfigyeltiik, hogy a dupla
mutaciot hordozé térzsben a Ref(2)P szintje nem novekedett tovabb, vagyis a LIR motivum
hianya teljesen eliminalja a szelektiv autofagiat.

A szelektiv autofagia utan megvizsgaltuk LysoTracker festéssel az alapszintii autofagiat is
a Ref(2)P-'R mutdns torzsben és azt tapasztaltuk, hogy a zsirtestjeiben nem volt szignifikansan
tobb savas pH-ju autolizoszoma a kontrollhoz képest. Emellett a teljes allatok lizatumaban az
autofagiahoz sziikséges lipidalt Atg8a szintjében sem figyeltiink meg kiilonbséget. Az ¢hezési
reakcio megfigyeléséhez egy endogén promoterrel rendelkezé 3xmCherry-Atg8a riportert
hasznaltunk a kontroll és a mutans larvak zsirszovetében. Azonban a megfigyelt ¢hezési reakcid
azonos volt a két genotipusban. Emellett a taplalt és az ¢heztetett L3 stadiumu larvak
zsirszoveteinek Ref(2)P immunfestése soran felhalmozodast figyeltink meg a Ref(2)P-R
mutansban, azonban ez a kiilonbség sem volt szignifikdns. Ezekbdl az eredményekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a LIR mutacidja nem befolydsolja a nem szelektiv autofagia miikodését.

Az alapvizsgalatok utdn a felhalmoz6do aggregatumok jelenléte miatt kivancsiak voltunk,
hogy ez milyen hatassal van az élethosszra és a maszasi képességre. Ennek oka, hogy a
neurodegeneracios betegségeknél is hasonld fehérje aggregatumok jelennek meg az agyban,
azonban ezeknek a patologiaban betoltott szerepe még nem tisztazott. Hozzajarulhatnak a
betegség kialakulasahoz, azonban védhetik is az idegsejteket a kéaros fehérjék raktarozasaval.
A megfigyeléseink alapjan minden sejtben megjelend Ref(2)P-t és a poliubiquitinalt fehérjéket
tartalmazo aggregatumok felhalmozodasa nem okoz jelentds ¢életképességi €s fertilitasi
problémakat a Ref(2)PH'® mutans trzsben. A vizsgalt élethossz és maszési tesztek soran nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket a vad tipushoz képest. Ez ellentmond a

varakozasainknak, mivel a legtobb Atg mutans és a Ref(2)P PB1 és UBA domén mutéans
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élethossza lerdvidiilt, mikdzben az oxidativ stressz érzékenységiik csokkent. A Ref(2)P-R
mutans allatok oxidativ stresszre adott reakcidjanak megfigyeléséhez az ecetmuslicakat
paraquattal kezeltiik. A Ref(2)PY'® mutansok kevésbé érzékenyek az oxidativ stresszre a
kontrollokhoz képest. Az altalunk alkalmazott paraquat kezelés soran a tulélésiik messze
meghaladta a vad tipusu allatokét. Ugy gondoljuk, hogy ezt a felhalmozodott Ref(2)P jelatviteli
szerepe okozhatja, mivel feltehetden az oxidativ stressz valaszban is szereplé Nrf2 rendszer
aktivitdsa magasabb a Ref(2)P“"? mutansban.

A paraquat rezisztencia novekedése miatt az Nrf2-Keap1 utvonalra koncentraltunk. Ehhez
egy panneuralis nSyb driverrel-el meghajtott GFP-Keapl-et hasznaltunk, hogy kideritsiik a
Ref(2)P kolcsénhatasba 1ép-e az ubiquitindlt Keapl-el. Az Ref(2)P-R mutins adult allatok
agyaban megfigyelhettiik, hogy szignifikdnsan tobb a GFP-Keapl, melyek részben
kolokalizalnak a Ref(2)P-vel. Ez a felhalmozddas a teljes allatok lizdtuméban is megfigyelhetd.
Mivel a Keapl aktivalja az Nrf2-t, ezért megvizsgaltuk az aktivitasat a Ref(2)PH'R mutans
allatokban. Az RT-Q-PCR mérések soran megfigyeltiik, hogy a Ref(2)P-'R mutans allatokban
az Nrf2 transzkripcios aktivitasa megnovekedett, amire az ARE régiot tartalmazo targetjeinek
(Gstl) és a katalaz (Cat). Az L3-as larvak kozépbélsejtjeinek vizsgalata soran megfigyeltiik,
hogy a taltermelddott Nrf2 a sejtmagba lokalizalodik. Az Ref(2)PH'R mutans allatokban az Nrf2
a paraquat tolerancidban vald szerepének vizsgalatdhoz létrehoztunk egy Nrf2 csendesitett
torzset. Megfigyeltiik, hogy ennek az Nrf2 csendesitett Ref(2)P-R mutans térzsnek a paraquat
kezelés hatasdra 33%-al csokkent az élethossza. Ezért ugy gondoljuk, hogy a paraquat
tolerancia egy nem vart funkcionyerés a Ref(2)P-'R mutans allatokban.

A tor repiildizmaiban az oregedéssel a szuperoxid termelédés megnd. Ez azonban a Ref(2)P
tultermelésével visszafordithat6. Mivel az indirekt repiild izmokban a mitokondriumok szdma
igen magas, kiboncoltuk és a mitokondridlis szuperoxid szint megfigyeléséhez MitoSOX festést
alkalmaztunk. A 45 napos adult allatok repiiléizmaiban csokkent mitokondrialis szuperoxid
szintet figyeltink meg. Emellett a MitoSOX jel csokkenését figyeltiik meg a 45 napos
Ref(2)PHR mutans 4llatok agyanak optikus lebenyében.

Meg akartuk vizsgdlni, hogy a Ref(2)P'R mutacioja és az aggregatumok jelenléte hogyan
befolyasolja a Keapl negativ szabalyozasat az Nrf2-re. Ehhez a Ref(2)P-'R mutans allatokban
egy UAS-vezérelt N-termindlis GFP-vel jeldlt monoubiquitin torzset hasznaltunk.
Megfigyeltiik, hogy a Ref(2)Pt'R; tub>GFP-Ub allatok larvalis zsirtestjeiben és az adultak
agyaban a Ref(2)P aggregatumok jelenléte csokkent. Emellett a Ref(2)P pontok mérete is

csokkent mindkét altalunk megfigyelt szovetben és a Ref(2)P — ubiquitin kolokalizacidja is
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csokkent. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az aggregatumok 1étrejottéhez és ndvekedéséhez
a Ref(2)P és az ubiquitin egyiittes jelenléte sziikkséges. A mutansban a GFP- ubiquitin pontok
szama is megnovekedett a kontrollhoz képest, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
felhalmozodott lebontatlan Ref(2)P segiti az ubiquitin klaszterek kialakulasat.

A felhalmozddott, azonban nem aggregalddott Ref(2)P jelenléte a mitokondriumon
felvetette az Otletet, hogy talan az ubiquitinalt rakomany felismerését végzi. Ennek
vizsgalatahoz a larvakban a mitofagiat CCCP-vel indukaltuk és megfigyeltik a Ref(2)P
megemelkedett mitokondrialis  lokalizacidjat  Ref(2)PL'R;  tub>GFP-Ub  genotipust
ecetmuslicak szovetében.

Osszefoglalasul elmondhatjuk, hogy sikeresen létrehoztunk egy Ref(2)PH'R mutéans torzset.
Ezek az allatok nagy szamban felhalmozzak a Ref(2)P-t és az ubiquitinalt fehérjéket. Az
altalunk megfigyelt ubiquitin aggregatumok ubiquitinalodott Keapl-et tartalmaznak, amely az
Nrf2 fiiggd oxidativ stressz valasz negativ szabalyozoi. A Keapl autofag lebontasa a Ref(2)P
LIR doménjén keresztiil torténik, igy létrehozva az Atg8a-Ref(2)P-Keapl komplexet, ami
elosegiti a képz6do aggregatumok degradalddasat. Ezaltal az emlésokhoz hasonldan a szabad
Keapl szint és az Nrf2 aktivitas a Ref(2)P altal szabalyozott. A Ref(2)P-Keapl egyiittes
kifejez6désének fontos kovetkezménye a LIR mutansban a tartdsan megnovekedett Nrf2
aktivitas, mivel annak proteaszomalis lebomlasat a mutans Ref(2)P megakadalyozza, ami végsé
soron megnovekedett paraquat tolerancidhoz vezet. Megfigyeltiik, hogy a folyamatos Nrf2
aktivitas a Ref(2)P-'R mutans éllatokban fiziologiai elénydkkel jar a vad tipushoz képest. A
kisérleti adatainkbol 1étrehozott modell szerint az ubiquitinaloédott aggregatumok
felhalmozodasa eldszor megemeli a proteotoxicitast. Azonban ezutan az Nrf2 altal vezérelt
megnovekedett detoxifikacio csokkenti az oxidalt, majd ubiquitinalodott fehérjék szamat,
amelyek oldhat6 forméban taldlhatoak és valosziniileg sokkal toxikusabbak. A szelektiv
ubiquitinalt fehérje-autofagia hibas ecetmuslicdk hasonld mennyiségli poliubiquitin
aggregatumot halmoznak fol, mint az Atg mutansok, de nem mutatnak jelentésebb fiziologiai

hibékat.
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/. Summary

Autophagy is an evolutionarily conserved intracellular degradation process of cellular self-
eating and the major pathway for the degradation of cytoplasmatic material by the lysosomal
machinery. There are three main types of autophagy, macroautophagy, microautophagy, and
chaperone-mediated autophagy. Macroautophagy also requires an intermediate organelle, the
phagophore. Selective autophagy specifically degrades a macromolecule or cell organelle. This
requires a selective autophagy receptor. Selective autophagy receptors can recognize
ubiquitinated aggregates, and bind to Atg8/LC3 proteins to ensure the capture of cargo into
autophagosomes. Each type of selective autophagy has a different selective autophagy receptor.
The selective autophagy receptor p62/Ref(2)P plays an important role in the autophagy process.
In Drosophila, only one autophagy receptor for ubiquitinated protein aggregates is known:
p62/Ref(2)P. Ref(2)P possesses a C-terminal ubiquitin-binding domain (UBA), an N-terminal
PB1 domain to mediate aggregate formation, and a LIR (LC3-interacting region) motif in an
unstructured region, which is responsible for LC3/Atg8a binding on autophagic membranes. In
addition, a KIR domain is found in mammalian p62 that is not found in Drosophila Ref(2)P.

Autophagy plays an extremely important role in eukaryotic cells because in the process, the
proteins and organelles to be degraded are broken down and the building blocks are recycled,
thus slowing down the aging and stress caused by starvation. Mutations in genes required for
autophagy are known to cause several diseases, such as neurodegenerative diseases (e.g.,
Parkinson's disease), various cancers, ataxia, and Crohn's disease.

Autophagy also plays an important role in protection against oxidative stress, along with
the Keapl-Nrf2 system. Several studies have shown that ROS can induce starvation-induced
autophagy. The Keapl-Nrf2 pathway is one of the most important defense systems against
oxidative damage by inactivating ROS. The Nrf2 senses the degree of oxidative stress and
thereby regulates antioxidant enzymes. Mammalian p62 binds to Keapl relative to the KIR
region, however, in the case of Ref (2) P, this association is possible with ubiquitinated Keapl
via the UBA domain.

In my PhD work, we replaced two amino acids by CRISPR/Cas9-mediated homologous
recombination in the LIR motif of Ref(2)P, where we exchanged one tryptophan and one
isoleucine to alanines. To confirm our results, we did isogenization experiments to compare
Ref(2)PHR mutant autophagic dysfunctional and control animals with the same genetic
background. The Ref(2)P'R mutant is no longer able to bind Atg8, leading to the accumulation
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of large ubiquitinated protein aggregates in homozygous mutant animals as expected. This was
also confirmed by co-immunoprecipitation and Western blot experiments. In the Ref(2)P-R
mutant strain, protein aggregates were observed in several different tissues, such as the larval
fat body and the adult brain. In both tissues, Ref(2)P and ubiquitin levels are significantly
elevated and colocalize. The number of aggregates in the brain and the extent of colocalization
increases with age. These aggregates were further examined by electron microscopy. In the
optical lobe of the adult brain, cytosolic aggregates without membrane, 0.5-4 pum in diameter
were found. Most Atg mutants have similar aggregates, so we also generated a Ref(2)PL'R;
Atg16%1% double mutant. In this strain, we observed that the level of Ref(2)P in the double-
mutant strain was not further increased, so the absence of the LIR motif completely eliminated
selective autophagy.

After selective autophagy, we examined basal autophagy in the Ref(2)P-'R mutant strain
by LysoTracker staining and it was found that its fat body did not have significantly less acidic
autolysosomes than the control. In addition, no difference was observed in the level of lipidated
Atg8a in the lysate of whole animals. A 3xmCherry-Atg8a reporter with an endogenous
promoter in the fat tissue of control and mutant larvae was used to monitor the starvation
response. However, the observed starvation response was similar in the two genotypes. In
addition, accumulation was observed in the Ref(2)P-'R mutant during Ref(2)P immunostaining
of fatbody tissues of fed and starved L3 stage larvae, however, this difference was not
significant. From these results, we concluded that the LIR mutation does not affect the function
of non-selective autophagy.

Due to the presence of accumulating aggregates after baseline studies, we were
interested in the effect of this on lifespan and climbing ability. Similar protein aggregates appear
in the brain in neurodegenerative diseases, but their role is not yet clear. They can contribute to
the development of the disease, but they can also protect nerve cells by storing harmful proteins.
Based on our observations, the accumulation of aggregates containing Ref(2)P and
polyubiquitinated proteins present in all cells does not cause significant viability and fertility
problems. No significant differences were found in the lifespan and climbing tests compared to
the wild type. This is surprising since most Atg mutants and Ref 2)P PB1 and UBA domain
mutant’s lifespan are shortened. To observe the response of Ref (2)P-R mutant animals to
oxidative stress, flies were treated with paraquat. However, Ref(2)P-'R mutants are much more
tolerant of oxidative stress compared to controls. In the paraquat treatment we used, their
survival far exceeded that of wild-type animals. We think that this may be due to the signaling

role of accumulated Ref(2)P, as the activity of the Nrf2 system, which is also involved in the
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oxidative stress response, is presumably higher in the Ref(2)P'R mutant. The role of Ref(2)P in
regulating Nrf2 is already known from previous research, however, the Ref(2)P protein binds
Keapl involved in this relationship is missing from the Drosophila protein.

Due to the increase in paraquat resistance, we focused on the Nrf2-Keapl pathway. In
mammals, this pathway prevails in the KIR domain of Ref(2)P, which binds to Keapl, however,
Drosophila Ref(2)P has no KIR domain. For this, we used GFP-Keapl driven by a pan-neural
nSyb driver to determine whether Ref(2)P co-sequestered with ubiquitinated Keapl. In the
brains of Ref(2)P-'R mutant adult flies, we observed that there were significantly more GFP-
Keapl that partially colocalize with Ref(2)P. This accumulation can also be observed in the
lysate of whole animals. Since Keapl activates Nrf2, we examined its activity in Ref(2)P-'?
mutant animals. In Q-PCR measurements, we observed that Nrf2 transcriptional activity was
increased in Ref(2)PH'R mutant animals along with proteins containing the ARE region
downstream. For examples these are a Keapl, glutathione S-transferase (Gstl) and catalase
(Cat). In the study of the middle intestinal cells of L3 larvae, the increased Nrf2 localizes to the
nucleus. During silencing of Nrf2 in the Ref(2)P-'R mutant animals we observed the role in
paraquat tolerance. We observed that in the Nrf2 silenced Ref(2)P-'R mutant strain, the paraquat
treatment reduced its lifespan by 33%. Therefore, paraquat tolerance is an unexpected function
gain in selective ubiquitin autophagy in mutant flies.

As a result of this elevated Nrf2 level, the production of mitochondrial superoxide that
accumulates during aging is altered. However, this can be reversed by overproduction of
Ref(2)P. MitoSOX staining was used to monitor mitochondrial superoxide levels, and a
decrease in MitoSOX signal was observed in the optical lobe of the brain of 45-day-old
Ref(2)PY'R mutant animals. The number of mitochondria in the indirect flying muscles is very
high, so we also used this tissue.

We investigated how the LIR mutation in Ref(2)P and the presence of aggregates affect
the negative regulation of Keapl to Nrf2. For this, we used an UAS-driven N-terminal GFP-
labeled monoubiquitin strain in Ref(2)P'R mutant animals. We observed a decrease in the
presence of Ref(2)P aggregates in the larval fat bodies and in the brains of Ref(2)P''?; tub>
GFP-Ub. In addition, we observed the size of Ref(2)P puncta decreased in both tissues, and the
colocalization of Ref(2)P - ubiquitin also decreased. From this it can be concluded that the co-
sequencing of Ref(2)P and ubiquitin are required for the formation and growth of aggregates.

The number of GFP-ubiquitin puncta in the mutant was also increased compared to the
control, suggesting that the accumulated undegraded Ref(2)P promotes the formation of

ubiquitin clusters.
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However, the presence of accumulated non-aggregated Ref(2)P on the mitochondria
raised the idea of increased mitophagy. For this, mitophagy was induced in the larvae by CCCP
and increased mitochondrial localization of Ref (2) P was observed in Ref (2) P-R: tub> in
GFP-Ub tissue.

To summarize, we generated a Ref(2)P“® mutant stock. These flies accumulated
copious amounts of Ref(2)P and poly-ubiquitin. We find that these polyUb aggregates contain
ubiquitinated Keapl, a negative regulator of the Nrf2-dependent oxidative stress response.
Keapl autophagic degradation in flies is facilitated by Ref(2)P through its LIR-mediated
interaction with the Atg8a-Keapl complex, which promotes engulfment of the resulting
aggregates. Thus, free Keapl levels and by extension, Nrf2 activity is regulated by Ref(2)P
similar to mammals. An important consequence of the Ref(2)P-Keapl co-sequestration in the
LIR mutant is persistently elevated Nrf2 activity as its proteasomal degradation is prevented,
ultimately leading to increased PQ tolerance. We find that persistent Nrf2 activation in our
Ref(2)P-'R mutants can have physiological benefits even compared to wild-type animals. In our
model that is gleaned from the experimental results, sequestration of ubiquitinated cargoes
firstly increases their proteotoxicity. However, subsequent Nrf2-mediated increased
detoxification likely reduces the burden of ubiquitinated proteins, which may also reduce the
levels of soluble, presumably more toxic species. Our selective ubiquitinated protein autophagy
defective flies develop just as many poly-Ub aggregates as Atg mutants do, but they do not

show any major physiological defects.
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10. Sajat hozzajarulasom a munkéhoz

- A Ref(2)P'R mutansok létrehozasa CRISPR/Cas9 rendszerrel, a klonozastol, a stabil torzs
létrehozasaig

- A Ref(2)PH'R mutans torzs élethossz és maszas tesztek elvégzése

- A Ref(2)PHR mutans torzs paraquattal kezelt élethossz tesztjének elvégzése

- A RT-Q-PCR tesztekhez a mintak elkészitése, a reakcio dsszemérése €s lefuttatasa

- Larvak éheztetése, zsirtestjeinek boncolasa és festése

- Az adult agyak boncolasa elektronmikroszkopos mintakhoz és immuncitokémidhoz és festése
- Mintak készitése a ko-immunoprecipitaciohoz €s annak futtatasa

- Western blot mintak készitése ¢s futtatasa

- A Ref(2)PLR: 116" torzs létrehozasa és vizsgalata

- A Ref(2)PYR; tub>GFP-Ub torzs 1étrehozasa és vizsgalata
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11. Figgelékek
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CyO/Ref(2)PLR X CyO/Ref(2)PLR

CyO/CyO Ref(2)PLR/Ref(2)PLR CyO/Ref(2)PLR

F1. 4abra. A ref(2)P-'R mutians allatok létrehozasinak keresztezési sémaja. A CRISPR/Cas9 rendszer
segitségével létrehozott ref(2)P-'R mutans allatokat elészér a BcGla/CyO torzzsel kereszteztem, majd a kikelt
egyedek koziil kivalogattam a Cyo markert, és a LIR mutéciot tartalmazé allatokat. Ezutan homozigota torzset

készitettem a ref(2)P-'R mutans allatokbol.
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