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Roviditések
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1. Osszefoglal6

Az 1l-es tipusi spinocerebellaris ataxia (SCAl) egy dominans, autoszomalis,
okoz. Az autofagia egy sejten beliili lizoszomadlis lebontd folyamat, amely segit a karos
sejtalkotok lebontdsaban, biztositva ezaltal a sejtek homeosztazisanak fenntartdsat. Az
autofagia hatékonysaga az ¢lettartam soran csokken, hianyaban neurodegeneracié alakulhat ki.
Az AUTEN-67 (A67) és AUTEN-99 (A99) hatéanyagok a makroautofagia aktivatorai, a Vps34
autofag komplex antagonistdjanak, az MTMR14-nek gatlasan keresztiil hatnak. Célul tliztem
ki, hogy ezeket a hatdanyagokat megvizsgaljam az SCA1 muslica modelljében.

Eredményeim szerint az A67 és A99 egyarant aktivaljak az autofagiat vadtipust allatokban
és novelik az élettartamot. Teljes agyban eldidézett SCA1 betegségmodellben azonban csak az
A67 noveli az autofagiat, az ¢€lettartamot ¢és javitja az id0s allatok maszasi képességét. A
betegségmodellre jellemzO szem aberracidt is csak az A67 kezelés képes csokkenteni.
Feltételezhetd, hogy a 2 hatéanyag eltérden hat kiilonbodzo tipusu idegsejtekben. A megfigyelt
eltéréseket neuronspecifikus hatdanyag vizsgalattal pontositottam. A vizsgalt idegsejtek koziil
az A99 a glutamaterg, az A67 pedig a kolinerg neuronokra volt nagyobb hatassal.

Elmondhat6 tehat, hogy bar a két AUTEN molekula célfehérjéje megegyezik, kozottiik
idegsejt specifikus eltérések tapasztalhatoak, amely adodhat a neuronok eltérd érzékenységébdl
vagy a sejtek hatdanyag affinitasabol.

Ezen eredmények segitenek az SCA1 betegség athatobb megértését, hiszen az eddigi
Drosophila modellek az egész agyban vizsgaltdk a jelenségeket. Ez kiilondsen azért fontos,
mert a human SCA1-ben leginkabb a kisagy Purkinje-GABAerg sejtjei érintettek. Az elvégzett
kisérletek ezen kiviil segitenek az idegsejtspecifikus autofagia farmakoldgia aktivalas hatasat

megismerni, ezaltal egy pontosabb SCA1 modellt 1étrehozni.

2. Irodalmi bevezetés

2.1 1-es tipusu spinocerebellaris ataxia

Az egyes tipusu spinocerebelléris ataxia (SCAL) egy jellemzden felndtt korban kialakulo
dominans, autoszomalis, neurodegenerativ betegség. Az Ataxin-1 (Atx1) fehérje til hosszura
nyult poliQ (poliglutamin) régidja miatt kiilonb6zé mértékii neurodegeneracio figyelhetd meg

a betegek kisagyaban, agytorzsében és spinocerebelldris traktusaiban'=.



Az SCALI klinikai fenotipusanak jellemzoi: fokoz6do nehézségek a jarasban, egyensulyban,
beszédben, nyelésben, végtag koordindcidban, spaszticitds  (allandosult  koros
izomdsszehtzodas) és finom kognitiv gyengiilés. A tlinetek eldszor csak kis mértékben
észrevehetéek, majd a betegség eldrehaladtaval sulyosbodnak??>.

A betegségért az atxl gén elsé kodold exonjdban (exon 8) taldlhatdo CAG-ismétlddédes
régidja felelés (a CAG a glutamint kodold szakaszt més néven poliQ régionak is nevezik).
Egészséges emberben CAG tripletek szama 4 és 39 kozé tehetd. Beteg emberekben a poliQ
régi6 hossza 40-t81 akar 82-83-ig is ndhet 2. A til hosszii CAG-ismétlédést tartalmazo fehérje
nagyon instabil, ezért, ha a szekvenciat nem szakitjak meg stabilizalé6 CAT (hisztamin) tripletek
a szekvencia fogékony lesz a meiotikus instabilitasra és a koros feldasuldsra®. A szakasz hossza
korrelal a betegség megjelenésének idejével. A betegség tlinetei is a CAG szakaszok méretével
sulyosbodnak?.

Az Atx1 egy nukledris fehérje, amely széles korben kifejezddik, mind sejt, mind pedig
szovetszinten. Feltételezhetd, hogy feladatai kozé tartozik a transzkripcid szabalyozasa €s az
RNS-ek processzalasa®. A megnyult poliglutamin traktus a fehérje hibds feltekeredéséhez vezet,
ami intranukledris zarvanyokat (NIk) eredményez. Ezek az NIk megzavarjak a fehérje
Ujrahajtogatodast és a degradacids Utvonalakat. Viszont manapsadg mar egyre tobb bizonyiték
szol amellett, hogy nem az NIk feleldsek elsdsorban a betegségért, hanem a mutans fehérjék
oligomerizalt forméi a toxikusak. Feltételezhetd, hogy az NIk a neurodegeneracio ellen
dolgozhatnak, az 4ltal, hogy a képz6dd oligomereket ,,aggregatumokban” tartjak>’.

A dAtx-1 (CG4547) egy 230 aminosav hosszt Drosophila fehérje. Ez a legkdzelebbi muslica
homoldgja az emberi Atx1-nek (hAtx1). Tartalmazza az AXH domént, viszont a poliQ traktus
hianyzik beldle. Osszehasonlitva a hAtx1 kifejezetését és a dAtxl taltermeltetését
Drosophilaban elmondhatd, hogy bar elég stlyos fenotipusos valtozéast okozott a dAtxl, a
hAtx1 jelentdsebb abnormalitdsokat idézett elé®. Ezért a kutatdsokban az UAS-Gal4 rendszer
segitségével human mutans atx!-et fejeztetnek ki a Drosophila betegségmodellekben’.

Mivel a sejtekben felhalmozddik a toxikus fehérje '°, érdemes lehet sejten beliili lebontd
folyamatokat fokozni ezek eltavolitasara. Ilyen folyamat példaul az autofagia. Az idegsejtek
jorészt osztodasra képtelenek, igy potlasuk nehéz. Viszont az autofagia segitségével
megszabadulhatnak a karos, felhalmozodott fehérjéktdl, sejtalkotoktol, ezaltal ndvelve

¢lettartamukat és biztosithatjak normal miikodésiiket.



2.2 Autofagia mechanizmusa és élettartam szabalyozo szerepe
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1. dbra: A makroautofigia fobb lépései. A makroautofagiat 6 nagy lépésre lehet bonatani, ezek az autofagia
aktivacio, a vezikula nukledcio, a fagofor nukledcio, a névekedés és érés autofagoszomava, a fizio lizoszomaval a
lebontas és végiil a kiaramlas. Dolgozatom szempontjabol a vezikula nukledcios lépés a fontos, ekkor torténik a
PI3P képzédése a PI3K segitségével. A PI3P tratlamu membranok autofdg utra kotelezédnek el, ehhez toborzodnak
az autofdgia mechanizmusdanak késébbi 1épéseinek komplexei. ' alapjan

Az autofagia egy sejten beliilli lizoszomalis lebont6 folyamat, amely fontos
homeosztazisanak fenntartdsdban. E mechanizmus segitségével tavolitddnak el a sejtbdl a
rosszul hajtogatott, aggregalddott fehérjék €s a megrongalodott sejtszervecskék, igy biztositva
a sejtnek energiat és felhasznalhaté bomlastermékeket®!2,

A makroautofagia (innentdl egyszerlien csak autofagia) az autofagia legismertebb
mechanizmusa, amelynek folyamatat felbonthatjuk 6 nagy Iépésre: aktivacio, fagofor
nukleécio, novekedés €s érés autofagoszomava, dokkolas és lizoszomaval valo fizid, lebontas
¢s veégll kiaramlas (1. abra). Ezeket a folyamatokat az Atg (autophagy related) gének altal
koédolt fehérjék szabalyozzdk. Ezen Atg fehérjék funkcidja és igy az egymast kovetd
mechanizmusok is erésen konzervaltak'>.

Tapanyagban gazdag kornyezetben a TROCI (target of rapamycin kinase complex 1) géatolja
az Atg1/ULK aktivacios komplex tagjait. Ehezéskor az Atg1/ULK felszabadul a TORC1 gétlasa

A fagofor létrejottéhez sziikség van foszfatidilinozitol-3-foszfatra (PI3P), a PI3P lipidet
tartalmazo membran részek fognak autofag Utra elkotelezddni. A PI3P foszfatidil inozitol (PI)
foszforilasaval jon létre, ezt a 1épést a Vps34/ PI3K kinaz I. komplex katalizalja. A komplex
tagjai az Vps34, Atg6/Vps30, Vpsl5 és Atgld. A létrejott PI3P-hoz FYVE doménnel



rendelkez0 fehérjék tudnak kapcsolodni. Az egyik ilyen fehérje az Atg18 (a WIPI1/2 ortologja),
amely az autofagia késdbbi 1épéseiért fontos komplexeket toborozza a fagoforhoz (pl: Atgl2-
Atg5-Atgl6 komplex). A Vps34 komplex antagonistaja az MTMR 14 (Jumpy) vagy a Drosphila
megfeleldje az EDTP. Feladatuk, hogy a PI3P-ot defoszforilaljak PI-14, igy védve a sejtet a
talzott, karos mértéki autofag aktivitas ellen'*16.

Az Atg8-PE/LC3B-PE (Drosophila ortolog - Atg8a) funkcidja a membranformalodas és az
autofagoszomazarddas segitése mellett, hogy receptorként részt vesz a szelektiv autofagiaban.
komplex katalizalja'>»'*!7. Az Atg8-PE kapcsolodik a p62/SQSTM1-hez (sequestosome 1) (és
sok egyéb adaptor fehérjékhez). A p62 egy tobbfunkciods adaptormolekula, amely eldsegiti a
poliubiquitinalt fehérje-aggregatumok kihorgonyzasat a formalodd fagoféorhoz. A
p62/SQSTMI1 az autofdgia szubsztratjanak szamit, igy mennyisége forditottan aranyos a
lebontas hatékonysigaval®!'.

Végiil a fagofor két ndvekvo vége zarddik. Ehhez az ESCRT (endosomal sorting complex
required for transport) fehérjék sziikségesek. Az autofagoszoma fuzional a lizoszomaval a
HOPS, SNARE komplexek és kisGTP-azok kozremiikodésével, igy megkezdddhet tartalmanak
lebontasa. Ilyenkor az autofagoszéma belsd membrénja is lebomlik. Ebben a proteolitikus
folyamatban keletkezd metabolitok visszakeriilnek a citoszolba és a sejt Ujrahasznositja
Oket!'>13,

Az autofégia szerepet jatszik a homeosztazis fenntartdsdban, igy az éregedés folyamataban
is kulcsszerepld. A kor eldrehaladtaval az autofagia génjeinek kifejezddése romlik, igy maga az
autofagia hatékonysaga is leromlik. Az autofagia sériilésével felgyorsul az 6regedés folyamata,
mig aktivacigja élettartam novekedését segiti eld. Idds éldlényekben a vezikula nukledcio
folyamata és a lizoszomalis lebontés is sériil'®!"”. Az Atg gének mutacidja szamos idéskori
betegség kivaltdja lehet, mint példaul neurodegeneracid, axon degeneracid, hepatomegalia és
majelégtelenség, szivhipertrofia és diszfunkcid, valamint dezorganizalt mitokondriumok stb.
Ezek mind olyan jellemzdk, amik 6regedés sordn is eléfordulnak. Fontos megjegyezni, hogy
autofagidval nemcsak fehérjéket, molekuldkat, hanem egész sejtszervecskéket is bonthat a sejt.
Ez nagyban hozzdjarul ahhoz, hogy a hibdsan miikdodé mitokondriumok és egyéb
sejtszervecskék ne okozzanak tovabbi karokat. Mindent dsszevetve tehat az autofagia hidnya
sulyos kovetkezményekkel jar, és gyorsitja a sejtes dregedési folyamatokat!®,

Kiilonésen fontos a neuronok szempontjabol a hibatlan autofagia. Extrém mértékli

polarizaciojuk és hosszuk miatt nélkiilozhetetlen a jo lipid- és fehérjetranszport a sejten beliil.

A felnétt szervezetben a neuronok poétlasa nem lehetséges, igy azok tulélése és funkcidik
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biztositasa az egész élettartam alatt esszencidlis'>. A neuronokra jellemzd a gyorsabb
autofagoszoma turnover. Emiatt tobbek kozott a tadpanyaghidnyos idegsejtek joval kevesebb
LC3-II-t (LC3B-PE) tartalmaznak, mint a nem polarizalt sejtek. A fiatal idegsejtek szamara
valoszinlileg nem sziikséges jelent6s mértékii autofagia, igy fogékonyabbak lehetnek az
autofagias fluxus egyensulyanak felboruldsara. Az Atg gének mutacioi sulyos neuronalis
miikddési zavart idézhetnek eld!®. Az Arg8 és Atg5 gének kifejezodésének idegrendszeri
fokozasaval viszont megndvelhetd az élettartam?’. Mivel a neuronok autofagja ilyen pontos
1d6- ¢és térbeli szabalyozast igényel, az idegsejtekben az autofagia mechanizmusa kiilonbozik
az atlagos sejtektol. Az autofagoszomak kialakulhatnak a sejt periféridjan is (kiilondsen az
axonvégeken), amik a sejttest felé endoszomakkal fuziondlva tudnak axon melletti retrograd
transzporttal haladni. A neuronok autofag aktivitasara jellemzo, hogy a kdrnyezo sejtek (foleg

az asztrocitak) segitségét igényli'>.

2.3 Autofagia aktivalo — AUTEN molekulak sejtbiologiai és

élettani szerepe

Az iddskori autofagia romlds hozzajarul az 6regedés folyamatdhoz és az autofigia Gjra
aktivalasa eldsegiti az élettartam ndvekedését. A kutatok mar régoéta probalnak kiilonféle
hatéanyagokat fejleszteni, amely tamogatja a szervezetet az autofag aktivitas hatékonyabba
tételében, segitve az 1d6sddd sejt homeosztazisanak fenntartasat. Azonban a legtobb elérhetd
autofagia aktivalé hatéanyag az autofagiatol upstream hatnak, igy alkalmazasuk szdmos
mellékhatassal jarhat. A rapamycin-A pédalul az mTORCI kindz gatlasan keresztiil hat, ami
rengeteg sejtfunkcidban vesz részt (pl.: ndvekedés, proliferacio, fehérjeszintézis)’!. A
rilmenidin egy a2-adrenoceptor és imidazolin I1 receptor agonista, amely nemcsak az mTOR-
fliggetlen makroautofagiara hat, hanem a vérnyomasra is hatdssal van (antihipertenziv)*>*. A
litium is ismert, mint autofagia szabalyozd hatéanyag, egyes esetekben indukalja, maskor
viszont akar gatolhatja is azt?*.

Kutatocsoportunk célja az eddig ismert autofagia szabalyozd pontoknal specifikusabb
aktivalasi lehetdségeket taldlni. Az MTMRI14 (Myotubularin related protein 14 /Jumpy) és
Drosohpila ortologja az EDTP (Egg-derived tyrosine phosphatase) antagonstai a PI3K-nak.
Defoszforilaljak a PI3P-ot, ezaltal gatoljak az autofagia vezikula nukleacios 1épését®>?S. Ez az
EDTP-hez hasonl6an az MTMR14-re is igaz. Az EDTP dopaminerg ¢és szerotonerg neuron

specifikus gitlasaval élettartam ndvelhetd és javithaté a maszasképeség!’.



Dolgozatomban két autofagia aktivald kismolekula hatasat vizsgaltam, az AUTEN-67-et
(autophagy enhancer-67) ¢és az AUTEN-99-et. Az AUTEN-67 és a -99 az MTRM14/EDTP
gatlasan keresztiil aktivaljak az autofagiat!®>>2¢ (2. dbra). HeLa sejtekben az AUTEN-67 (A67)
az MTMR 14 foszfataz aktivitas gatlasa koncentracio fliggd, igy akar finomhangolni is lehet a
hatasat. Az A67 ¢és A99 tehat a vezikula nukleacios 1épésnél fokozhatjak az autofagiat, ezért

valészinisithetd, hogy kevesebb mellékhatdsa van, mint példaul a Rapamicinnek?®’.

2 3
P
PI3KNp534

PI3P—— AUTOFAGIA
EDTP!MTM R14

<>/\

\7N

NF:J 3 H—Br
AUTEN-67 AUTEN-33

2. abra Az AUTEN-67 és -99 autofigia aktivdlo hatdsa. Mindkét kismolekula a PI3K/Vps34 antagonistdjat, az
EDTP/MTMR 14-et gatolja, ez dltal fokozva az autofig aktivitast."

SCAT1-hez hasonléan a Huntington-kor is a poliQ betegségek koz¢é tartozik, a tlinetekért a
meghosszabbodott poliglutamin régi6o a felelés. Humén huntingtin (htt) mutans allélt
kifejeztetve Drosophila agyban elmondhato, hogy az A67 a Huntington-kéros muslicédban is
aktivalta az autofagiat. A szer hatasasra a kdros mutans htt fehérje mennyisége €és az ubiquitinalt
fehérjék szintje is eredményesen csokkent. Az A67 novelte a varhato élettartamot a Huntington-
koros muslicaban®®. Az A99 az A67-hez hasonléan pozitiv eredményeket ért el a Parkinson-kor

modellek esetében is'>.
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2.4 Drosophila, mint neurodegeneracios modell
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3. abra: Az UAS-Gal4 rendzser miikodése Drosophildban. Az atirodott Gal4 fehérje kétédik az UAS-transzgén
promoteréhez ezzel aktivalva meg kiilonbozd funkcioju transzgének atirasat. Sajat abra.

Az egyik legismertebb modellélélény az ecetmuslica (Drosophila melanogaster). Rendkiviil
sok elonyds tulajdonsdga van, példaul rovid életciklusa (25°C-on kb. 10 nap), konnyen
fenntarthat6, viszonylag kis genommal rendelkezik és génjeinek manipulalasa is egyszerii és
gyors?’.

Mivel az emberi betegségekhez kothetd gének 75%-anak van ecetmuslica ortologja,
alkalmazhatéak neurodegenerativ betegségmodellekként is. Neurodegenerativ modell
szempontjabol eldnyds tulajdonségai, hogy komplex idegrendszerrel rendelkezik, agyaban
neuronok és glidk talalhatok, amiket ,,vér-agy” gat szerii hatarfeliilet véd. Neurotranszmittereik
az emldsokéhez hasonldak (dopamin, GABA, glutamét, acetilkolin, szerotonin... stb.), de
rendelkeznek emldsoktol eltérd norepinefrinnek megfeleltethetd ingeriiletatvivo anyaggal is, az
oktopaminnal®®.

Sok neurodegenerativ betegségnek 1étezik ecetmuslica modellje: tobbek kozott a Parkinson-
kor, az Alzheimer-kor, a fragilis X-szindréma, a torékeny-X-hez kapcsolt tremor-/ataxia-
szindroma, valamint a spinocerebellaris ataxia. A modellhez altaldban transzgenikus torzseket
vagy funkciovesztéses mutans allélokat tartalmazo torzseket hasznalnak a kutatok. Példaul
indukalasaval®!. De eléfordulhat az is, hogy emberi komplement DNS-t klénoznak egy pUAST
transzforméacidés ~ vektorba, amit késébb injektdlnak a  muslicdkba®’.  Ennek
kovetkezményeképpen a muslica egy leegyszeriisitett human betegség tiineteit fogja mutatni,
segitségével betekintést nyerhetiink a genetikai Utvonalakra és folyamatokra, amik szerepet

jatszanak a betegség kialakulasaban?’.



Az egyik legelterjedtebb vizsgalati mdédszer Drosophilaban az UAS-Gal4 rendszer hasznalata
(3. abra). Ennek segitségével egy betegség génjét vagy feltételezett szabalyozo géneket lehet
kifejeztetni szovet- és/vagy sejtspecifikusan.

A rendszer két fO részbdl all. Az UAS egy upstream aktivald szekvencia, ami utdn a
kifejeztetni kivant transzgén helyezkedik el. A Gal4 pedig egy €lesztd transzkripcios faktor, ami
egy sejtspecifikus promoter mogott helyezkedik el. Mivel a transzgén az UAS befolyésa alatt
all, csak akkor fejezddik ki, ha a Gal4 bekot az UAS-re. Ezt egy egyszerl keresztezéssel lehet
elérni az F1 generacioban’?.

A Gal4 kozelében 1évo promoter felel a sejt-/szévetspecifikussagért, befolyasolva az UAS-
target gén kifejezddését. Amely UAS-transzgén kodolhat RNS interferencidhoz sziikséges
duplaszala RNS-t, gén tltermeltetéshez cDNS-t, vagy fluoreszcensen jeldlt fehérjéket’*. Ez a
rendszer tehat igen sokféle modon hasznalhatdé genetikai modositdsokra. Példaul sejtsors
megvaltoztatasara, az adott sejt kdrnyezetében 1€vo sejtek sorsanak megvaltoztatdsira vagy
szignalizaciés utvonalak tanulmanyozéasaban, az ektopikus génexpresszié hatdsanak
vizsgalataban, de példaul a szovet-/sejtspecifikus géncsendesitésben is komoly szerepe van,

ezaltal vilagitva meg egyes folyamatok nélkiilozhetetlen &sszetevoit®?

. Ez a nagymértékii
valtozatossag lehetdve tette szovetspecifikus funkcionyeréses vagy funkcidovesztéses screenek
végrehajtdsat, mutans sejtek jelolését kiméra szovetekben, génmenekitéses kisérleteket,
valamint neurondlis funkciok gatlasat is>.

Az SCA1 Drosophila modellje esetén a human Atx1 fehérjét termeltetjiik til az UAS-Gal4
rendszer segitségével. Erre azért van sziikség, mert bar muslicaban megtalalhat6 az atx/ gén, a

polyQ régio hianyzik, ami a betegség szempontjabol kulcsfontossagu®.

3. Célkitiuzések

Az AUTEN-67 (A67) és AUTEN-99 (A99) hatéanyagoknak ugyanaz a célfehérjéje
(EDTP/MTMR14), meégis a szerkezeti €s méreti eltéréseikbdl kovetkezden adodhatnak
kiilonbségek a hatdsmechanizmust illetden. Az A99 a kisebb, ezért a felszivodasa és a vér-agy
gaton atjutasa is hatékonyabb lehet, mint az A67-¢é. A két molekula idegrendszeri hatasa eddig
még nem keriilt 0sszehasonlitasra (egyidejiileg nem voltak vizsgalva). Célom a két autofagia
aktivald kismolekula hatdsdnak vizsgélata SCA1 betegségmodellben és idegsejtspecifikus
Osszehasonlitasuk a Drosophila felndtt idegrendszerében. Kutatasomhoz az alabbi kisérletes

célokat tiztem ki:
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o Az A67 ¢és A99 oOsszehasonlitasa az SCAI1 ,konvencionalis” betegségmodellekben
(€lettartam, mozgasképesség €s Osszetett szem morfoldgia vizsgalatok)

e Az AUTENek autofagia aktivalo hatasanak vizsgalata kontroll és SCA1 modellben
(fluoreszcens mikroszkopos és fehérjemennyiség meghatarozé modszerekkel)

e Megvizsgalni, hogy van-e kiilonbség az A67 és A99 hatdéanyagok autofagia aktivald
képességében kiilonbozo idegsejt tipusokban (idegsejt specifikusan vizsgalni az
autofagiat fluoreszcens mikroszkdpos és Western blot technikakkal).

o Idegsejt specifikus SCA1 modellek 1étrehozasa és jellemzése.

e Az AUTEN-ek élettartam és mozgasi képesség vizsgalata hAtx1-et tiltermeld neuron

specifikus (kolinerg, GABAerg ¢és glutamaterg) mutansokban.

4. Anyagok és mddszerek

FELHASZNALT TORZSEK ES KEZELESEIK

Név Genotipus Szarmazasi hely
isow’ w[1118] BDSC 5905
30Q P{w[+mC]=UAS-Hsap\ATX1.30Q}F6 Huda Zoghbi
82Q w[1118]; P{w[+mC]=UAS-Hsap\ATX1.82Q}M6 Huda Zoghbi
FYVE w[*]; P{w[+mC]=UAS-GF P-myc-2xFYVE}2 BDSC 42712
UGMA w*; P{JUAS-mCherry-GFP-Atg8a} Juhdsz Gabor
Appl-Gal4 P{Appl-GAL4.G1a}1, y' w’ BDSC 32040
Szabo Aron
Chat-Gala w[*]; P{w[+mC]=ChAT-GAL4.7.4}19B P {w[+mC]=UAS-GFP.$65TIMyo31DF[T2] S0SC 6793
Elav-Gald w[*]; P{w[+mC]=GAL4-elav.L}3 Huda Zoghbi
Szabo Aron
Gadl-Gald P{w[+m(]=Gad1-GAL4.3.098}2/Cy0O BDSC 51630
0OK371-Gala w; OK371-Gal4/CyO; UAS-mCD8:GFP/TM6 Hu Szabd Aron
ple-Gal4 w[*]; P{w[+mC]=ple-GAL4.F}3 BDSC 8848
3xmCherry-Atg8a |w[1118]; 3xmCherry-Atg8a; + Juhdsz Gabor
GFP-p62 TubGFP-p623-2M (11)/Cy0O Juhész Gabor

1. tablazat A kisérletek sordan felhaszndlt Drosophila torzsek. BDSC: Bloomington Drosophila Stock Center

Az allatok normal koriilmények kozott, standard taptalajon voltak nevelve 25°C-on. A
kezeléseket a babbol valo kikelést kovetden, 29°C-on végeztem. Az AUTEN-67 (T0501-7132)
¢s AUTEN-99 (T0512-8758) hatoanyagok DMSO-ban (Sigma, D8418) voltak feloldva, ezért
a kontroll 4llatokat azonos térfogatt DMSO-val kezeltem. Az dallatok kezeléséhez a
torzsoldatokat 100 uM-osra higitottam élesztd szuszpenzidban. A kezelt allatokat kétnaponta

friss hatdanyagos taptalajra tettem.
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WESTERN BLOT

A fehérje mintdk 29°C-on tartott felndtt, 7 napos (fiatal) és 21 napos (id0s) muslicakbol
szarmaztak®’. A blotokat tobbszor is megismételtem. Elsddleges ellenanyagok: anti-
Ref(2)P/SQSTM1/p62 (nyul 1:2000), alfa-anti-Atg8a (nytl, 1:2000), anti-ataxin (nyul, 1:1000,
Sigma, C116639), anti-GFP (patkany, 1:2500, DSHB-GFP-1D2). Bels6é kontrollnak anti-
Tub84B (egér, 1:1000) jelolést végeztem. Alabbi masodlagos ellenanyagokat hasznaltam: anti-
nyul IgG alkalikus foszfataz (1:1000, Sigma, A3687), anti-egér IgG alkalikus foszfataz (1:1000,
Sigma, A8438), anti-patkany IgG alkalikus foszfataz (1:1000, Sigma, A8438). A jelolések
eléhivasahoz NBT-BCIP oldatot (Sigma, 72091) (3%-os tejporos TBST-ben higitva)
alkalmaztam.

Az UAS-GFP-mCherry-Atg8a transzgént idegsejt-specifikusan fejeztettem ki, igy a fehérje
izolatumokbol anti-GFP jeloléssel csak az altalam vizsgalt sejtben zajlo lebontasi folyamatok
voltak vizsgalhatoak. A moddszerrel sejttipus fliggéen 3, vagy 4 GFP-pozitiv jelolés volt
tanulmanyozhat6. = A GFP-mCherry-Atg8a-1  (szolubilis), = GFP-mCherry-Atg8a-II
(membrankotott — lipidalt forma), tovabba az Atg8a-rdl hidrolazok altal lehasadt GFP és GFP-
mCherry fehérjek jelolései voltak lathatéak. A detektalt GFP-mCherry illetve a GFP
mennyisége az autofagia fluxot mutatja meg®>. Minél nagyobb a hasadt formak aranya, annal
eredményesebb a lebontds. Ha nem torténik lebontas, akkor semmilyen hasadt format nem
lathatunk. A szabad GFP és szabad GFP-mCherry egymashoz viszonyitott aranya valdsziniileg

a neuronspecifikus lizoszomalis enzimek milyenségétdl fligg (4. abra).

GFP-mCherry-Atg8a-| D IR D

GFP-mCherry-Atg8a-ll mmmmn G G

GFP-mCherry I
Degradalt

fragmentek
GFP O

4. abra: Az autofagia flux vizsgdlata western blottal. Az elsé oszlopban nem tapasztalhato degradacio. A masodik és a
harmadik oszlopban hasonlo mértékii az autofagia flux, de masik degradalt forma szaporodott fel.

IMMUNHISZTOKEMIA
Az agyakat 4%-os formaldehidben fixaltam, majd hiaromszor mostam PBST-ben. A
blokkoldshoz magzati szarvasmarha szérumot hasznaltam (1:20 aranyban PBST-ben oldva). A

kisérletet az alabbi protokoll alapjan végeztem*®. Az elsédleges ellenanyag jeldlést 2 napig 4°C-
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on végeztem. Ellenanyagok: anti-ataxin (nyul, 1:500, Sigma, C116639), Anti-Ref(P)2/p62
(nyul, 1:200), anti-ubiquitin (egér, 1:500, Merck, ST1200). Ez utan haromszor mostam PBST-
vel és utana Gjra blokkoloba raktam 6ket. Mésodlagos ellenanyagnak Anti-Rabbit Alexa Fluor
488-t (Life Technologies, A11008) ¢és anti-Mouse Texas Redet (Life Technologies, T862)
hasznaltam 1:500 higitasban. Fedéshez 50 pg/ ml Hoechstot (sejtmagfesték) tartalmazé 1:4
PBS:glicerol oldatot hasznaltam.

FLUORESZCENS és KONFOKALIS MIKROSZKOPIA

A képek készitéséhez Zeiss Axioimager M2 fluoreszcens mikroszképot hasznaltunk,
ApoTome-mal felszerelve. A konfokalis képek készitéséhez Zeiss inverted LSM800 confocal
mikroszkopot vettiink igénybe. A képek szerkesztéséhez pedig Zeiss Zen Blue lite szoftvert

alkalmaztunk.

MASZAS ESSZE

Az UAS-transzgének kifejeztetéséhez Elav-Gal4-et (teljes felndtt idegrendszerben
kifejez6dd) valamint Gadl-Gal4-et, Chat-Gal4-et és OK371-Gal4-et hasznéltam. CO» altatést
kovetden vékony hosszua tivegesdbe (25 cm magas, 1,5 cm atmérdji) helyeztem az allatokat. A
mérés eldtt 1,5 ora regeneracids 1d6t hagytam 29°C-on. A negativ geotaxist finom iitogetéssel
valtottam ki, ami miatt az allatok leestek a cs6 aljara, majd elindultak felfelé. Megszamoltam,
hogy 20, 40, 60 masodperc alatt hany allat ér1 el a 6 cm-nél (Gadl-Gal4-et, Chat-Gal4-et és
OK371-Gal4) ¢és 21,8 cm-nél (Elav-Gal4) 1évd vonalat. Az elsd kisérletnél a reakcididejiiket
lehet mérni az allatoknak, a masodiknal viszont azt, hogy vannak-e memoriaproblémaik
(képesek-e hosszabb ideig is megtartani a menekiilési ingert) és az izommiikddést vizsgaljuk.
A kezelésenkeént 2 parhuzamos csovet (15-15 allat) hasznaltam, a méréseket féloras sziinetekkel

haromszor ismételtem>°.

ELETHOSSZ MERES

Elethossz méréshez felndtt himeket és néstényeket valogattam ki, minden masodik nap 1j
hatdanyagos taptalajra helyezve Oket. Minden nap megszamoltam az elpusztult himeket és
néstényeket. Ot-6t parhuzamos csé volt minden allatbol, csdvenként 15 him és 15 ndstény
allattal. A kiértékeléshez és az élettartam Kaplan-Meier gorbék készitéséhezhez SPSS 17

szoftvert alkalmaztam.
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STATISZTIKA

Minden adathalmazrol elészor Shapiro-Wilk teszttel megnéztem, hogy normal eloszlasuak.
Ha az Osszehasonlitand6é adatsorok normal eloszlastuak, akkor F-probaval ellendriztem a
varianciat, ha ez is megegyezett, akkor kétmintds t-probaval hasonlitottam Ossze az
adathalmazokat. Ha a variancia nem egyezett meg, akkor Welch-probat alkalmaztam. Ha a két
Osszehasonlitando adatsorbdl az egyik vagy mindkettd nem normalis eloszlasu volt, akkor Man-
Whitney U-teszttel hasonlitottam Gssze a mintakat, ez a kétmintas t-probaval egyenértékii. Az
elemzéshez és a boxplotok készitéséhez RStudo 2023.06.2 verzidt hasznaltam.
A boxploton a négyzetek als6 €s felsO széle az elsd, illetve a negyedik kvartilist jelolik. A
kozépen szerepld vastagabb vonal a median. A szignifikancia megbizhatdsagat csillagokkal

jeloltem, ***: p<0,005, **: p<0,01 és *: p<0,05.

5. Eredmények és megvitatasuk

5.1. Az AUTEN-67 élettartam novelo hatasu az SCA1
betegségmodellben

A kisérletekhez az SCAT1 vadtipusu 30Q és mutans 82Q humdan Atx1 fehérjéket kifejezo
torzseket hasznaltam (30 és 82 glutamin ismétlédésti Atx1 fehérjek képzddnek). A 30Q mellett
tovabbi kontrollként izogenikus white (w/1118]) torzset kereszteztem a Gal4 forrassal. w/1118]
genotipusu allatokba integraltak a vizsgalathoz hasznalt transzgéneket. A transzgenikus 30Q és
82Q torzseket Elav-Gal4-gyel fejeztettem ki az egész agyban®’.

Korabbi eredmények azt mutatjadk, hogy mind az A67, mind pedig az A99 aktivélja az
autofagiat Drosophilaban és egyes neurodegenerativ betegségek kezelésében is segitséget
nyujthatnak'®?®. A két molekula hatasat SCA1 betegségmodell esetében tanulmanyoztam.

Megvizsgaltam a hatdanyagok élettartam szabalyozasat. Eredményeim szerint az AUTEN-
kezelések novelik a 30Q allatok élettartamat a kontroll 30Q DMSO-hoz képest (a valtozas
himekben volt nagyobb mértékii). A 82Q mutans éallatok szignifikdnsan rovidebb ideig élnek a
kontroll 30Q csoportoknal. A 82Q-esetében csak az A67 noveli a varhato élettartamot (5. dbra
A, A’). A maszas essz¢ a motoros ¢és idegi funkcidk (neurondlis és izommiikodés) vizsgalatara
szolgal®8. A , negativ geotaxis” egy velesziiletett menekiilési reakcid mérésén alapul. Az allatok
felmasznak az livegcs0 falan, ha eldtte finoman leiitogetjiik a muslicakat a cs6 aljara. A maszas
sebességébdl és tartdossagabol kovetkeztetni lehet az allatok ingerfelfogd és megtartd-

képességeire is*. A beteg allatok (82Q) szignifikansan rosszabbul mdsznak az azonos korti
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egészséges tarsaiknal (30Q), igy ez egy jo mddszer a betegség tanulmanyozasara®. Az AUTEN-
67 megnoveli id6s ,,beteg” SCA1 modell allatok maszasi képességét. Az A99 azonban nem

okozott szignifikans valtozast (5. abra B, B’).
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5. abra Az AUTEN-67 néveli az SCAI modellek élettartamdt és mozgdsi képességét. Az A az AUTEN kezelt allatok
Kaplan-Meier tuléléséi gorbéi, A’ az allatok altagos élettartamat mutatja. A B-B’ AUTEN-67 (A67) illetve AUTEN-99 (499)
kezelés hatasa lathato maszasi képességre. A C-C’ abran a szemben kifejeztetett mutans atx1 hatdsa lathato. A fekete

négyzetek a kinagyitott teriiletet jelilik, a nyilak pedig az aberrans omatidiumokat.
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GMR-Gal4-gyel foleg a differencialodo fotoreceptor sejtekben lehet kiilonb6z6 UAS-
transzgéneket kifejeztetni®. A mutans Atx1 tltermeltetése az dsszetett szemekben dezorganizalt
ommatidiumokat, interomatidialis sorte vesztést, valamint a rhabdomerek és a szovetintegrités
elvesztését okozza®. Megvizsgaltam, hogy a hatéanyagok miképpen befolyasoljak ezeket a
fenotipusos jellemzoket. A GMR-Gal4-gyel kifejeztetett 82Q abnormalis foltokat idéz el a
muslicék Osszetett szemében. NOstényekben a larvalis A67 kezelés szignifikansan csokkenti az

aberrans omatidiumok szamat a kontroll, 82Q DMSO néstényekhez képest (5. abra C, C’).

5.2. Az AUTEN hatéanyagok eltéré mértékben novelik az autofagiat
SCA1 betegségmodellben

3xmCherry-Atg8a ¢s GFP-p62 autofag markerekkel vizsgaltam Drosophila agyakban az
autofagiat. Az mCherry-Atg8a a formalodo fagofortol az autolizoszomaig valamennyi autofag
vezikula tipust jel6li*’. Eredményiil azt kaptam, hogy a DMSO-val kezelt 82Q-hoz képest,
mindkét AUTEN novelte az autofag struktirdk mennyiségét, de csak az A99 hatasa volt
szignifikans. A 30Q DMSO ¢és a 82Q DMSO allatokhoz képest az isow DMSO allatokban
kevesebb volt az autofag vezikulumok mennyisége (6. dbra A, A’).

Tovabbiakban megvizsgaltam, hogy a két hatdanyag hogyan hat a p62 (ecetmuslicaban
Ref(2)P) pozitiv struktirdkra. A p62 szubsztratja az autofagianak, mennyisége forditottan
aranyos az autofigia hatékonysagival®®. Az A67 jobban csokkentette a p62 pozitiv
kompartimentumok méretét a 82Q allatokban az A99-hez viszonyitva (6. dbra B, B’).

Az aggregalddott fehérjék mennyiségét anti-ubiquitin jeloléssel vizsgaltam. Az
ubiquitinicio a szelektiv autofagia aktivalasdban és a lebontasra itélt fehérjék kijelolésében is
szerepet jatszik*'. A jeldlt struktiirak esetén csak az A67 csokkentette szignifikdnsan az SCA1
betegekben az ubiquitinalt aggregatumok mennyiségét (6. abra C, C).

Mivel a betegségmodell fenotipusat az Atx1 mutans fehérje valtja ki, megvizsgaltam ennek
mennyiségét is immunhisztokémidval. Az A99 a 21 napos allatokban szignifikansan
csokkentette az Atx1-et 30Q DMSO kezelt allatokhoz képest. Feltételezhetd, hogy fokozodott
autofag aktivitas miatt tudtak a sejtek hatékonyabban megszabadulni az aggregalt Atx1-tdl (6.
abra D, D’). Ez némileg ellentmond az eddigi eredményeknek, tervezem a kisérletek

megismétlését.
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6. abra Az AUTEN-67 és -99 autofidgia aktivalé hatisdanak dsszehasonlitisa SCAI modellben. A fluoreszcens képeken a
magjelolést Hoechst festéssel készitettem. A sarga négyzet a kinagyitott teriiletet jeloli. A-A’ abrdkon az mCherry-AtgSa
autofag vezikulumok mennyiségi valtozasa és kiértékelése lathato. B-B’ GFP-p62 pozitiv aggregatumok valtozasa lathato. C-
C’ Ubiquitin ellenanyaggal jelolt kompartimentumok mennyiségvaltozdsa lathato. D-D’ Anti-Atx1 strukturdk valtozasa
lathato a fluoreszcens képeken. E Az autofagia vizsgalatahoz western blot modszert is hasznaltam. Ahol a p62 és Atg8a-1I az

autofagia szubsztratjait vizsgaltam. A aTub84B belso kontrollként volt jellve.
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A mikroszkopia fOleg az aggregalt (vagy vezikuldk felszinén csoportosult) fehérjék
mennyiségét mutatja, ezért a vizsgalatomat kiegészitettem western blot — fehérje mennyiségi
meghatdrozassal is. Ez a moddszer inkdbb alkalmas a szolubilis fehérjék mennyiségi
vizsgalatara*?,

Ref(2)P mennyisége a 82Q DMSO kezelt allatokban volt a legmagasabb. Tehat a 82Q

Kisérleteimhez anti-Ref(2)P ¢és anti-Atg8a ellenanyagokat hasznaltam. A

idegrendszeri tultermeltetése autofagia gatlast eredményezett. A kontroll 8§2Q DMSO
allatokhoz képest az A67 nagyobb mértékben csokkentette a Ref(2)P mennyiségét, mint az A99.
A western blot soran az anti-Atg8a jeloléssel lipidalt (Atg8a-II) és a szolubilis (Atg8a-I) forma
is vizsgalhato. Uj autofag vezikulumok képz6désénél tehat megnovekedett Atg8a-1I-es format
vartam, azonban az Atg8a-II nem valik le az autofagoszoma belso feliiletérol, igy a fehérje
szubsztratja is az autofagianak. Az Atg8a-I és -II formak egymashoz viszonyitott aranya fontos
informaciokkal szolgdlhat az autofagidrdl, de pontos értelmezésiikhdz tovabbi fehérjék
vizsgalata (pl: Ref(2)P) sziikséges®’. Az Atg8a-I1 jeldlés a 82Q DMSO esetében volt a legkisebb
a vizsgalt mintak koziil, de az Atg8a-I felhalmozodott. A 82Q A67 allatok esetében az Atg8a-I
¢s az Atg8a-II mennyisége megegyezett egymassal. A 82Q A99 muslicakban az Atg8a-I
mennyisége megemelkedett az Atg8a-11-hoz képest. Osszehasonlitva a 82Q AUTEN kezelt és
kontroll muslicdkban az Atg8a-I szintjét, az A67 mintdkban észlelhetd csokkenés. Tehat az
A67-tel kezelt allatok esetében a valtozas nagyobb mértékii volt, mint az A99-cel kezelt vagy a
kontroll allatok esetében.

Osszeségében elmondhaté, hogy a két hatdanyag csak a 30Q ,,egészséges” allatokban hat
egyforman. A 82Q SCA1 modellben az A67 hatékonyabban novelte az autofagiat.

5.3. Az AUTEN molekulak eltéro meértékben hatnak kiilonb6z6 neuron

tipusokban

Megfigyeltem, hogy a két AUTEN gyakran eltéré valtozast okoz a kontrollokhoz és
egymashoz képest. Feltételezhetd, hogy a vizsgalt kismolekuldk nem egyforma mértékben
befolyasoljak az egyes idegsejt tipusokat. Hipotézisem vizsgdlatdhoz tovabbi idegsejt-
specifikus kisérleteket végeztem. Tobbféle expresszids mintazati Gal4 konstrukcidval
kereszteztem az UAS-GFP-mCherry-Atg8a (UGMA) torzset, hogy az Atg8a pozitiv
struktarakat kiilonb6z6 idegsejtekben vizsgalhassam (7. abra).

Kutatocsoportunk mar kordbban is vizsgalta a Parkinson-kor Drosophila modelljét, ahol a
dopaminerg neuronoknak van fontos szerepiik, és az A67 hatdsosnak bizonyult’’. Az eddig

hasznalt FElav-Gal4-hez leginkabb az Appl-Gal4 expresszids mintdzata hasonlit (azzal a
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kiilonbséggel, hogy az Appl a szemlebenyekben nem fejeztet ki UAS-géneket)**. Ez egy
altalanosan hasznalt idegrendszeri Gal4, ezzel ellendriztem, hogy az eddigi eredményeim
reprodukélhatdak-e maés éltalanos ideg-Gal4-el. Az SCA1-ben leginkabb érintett neuronok a
kisagyi Purkinje-sejtek®, amik maguk is GABAergek® és GABAerg valamint glutamaterg
bemenettel rendelkeznek?. Ezért esett a valasztisom a Gadl-Gald-re (GABAerg) illetve az
OK371-Gal4-re (glutamaterg ¢és motor neuronok). Végezetill pedig szerettem volna
megvizsgalni egy eddig altalunk még nem vizsgalt Gal4 torzset is (Chat-Gal4), amely a kolinerg

neuronokban fejezédik ki’

Chat-Gal4 - OK371-Gald

7. abra A Gal4-es torzsek expresszios mintdi és a vizsgalt teriiletek; A fehér szaggatott négyzet és a szam jeloli az adott Gal4
esetében vizsgalt teriiletet. Az abrakon az mCherry-Atg8a (piros) autofag vezikulumokat, a Hoechst (kék) sejtmagokat jeloli.

A GFP érzékenyebb a pH valtozasra, mint az mCherry, ezért az autolizoszomakban a savas
kbzeg miatt mar csak mCherry jelolés detektalhatd. A vizsgélt 5 Gal4 esetén semmilyen kezelés
nem okozta a sarga (GFP és mCherry) jelolések felhalmozodasat, tehat a 14 napos kezelés nem
gatolta az autofagoszoma-lizoszoma fuzidt (vagy a lizoszoma savasodasat). Ezért a
kiértékeléshez csak a mCherry-pozitiv strukturakat szdmoltam. Western blot analizis
segitségével a szabad GFP és GFP-mCherry mennyiségét vizsgaltam anti-GFP jeloléssel, mert
minél nagyobb a lehasadt fehérjék mérete a bloton, annal hatékonyabb a lebontds*s. A FYVE-
GFP riporterrel a PI3P tartalmu strukturékat lehet tanulmanyozni*’, amibél kdvetkeztethetiink
arra, hogy az adott AUTEN mennyire eredményesen gatolta az EDTP-t. Ebben az esetben nem
volt lehetdség tobb kiilonallo teriiletet vizsgalni.

Az Appl-Gal4-gyel a szemlebenyek kivételével a teljes felndtt Drosophila agyban lehet
fehérjéket kifejeztetni®’. Két teriiletrdl vizsgaltam a mintdkat az Appl-Gal4-gyel keresztezett
UGMA torzsekben. Az A67 és A99 hatasat gombatestek teriiletén, illetve a prow régid
idegsejtjeiben tanulmanyoztam (7. abra A). A két teriiletet egyiitt vizsgalva (Osszesitett adatok)
az A99 szignifikansan megnovelte az mCherry-Atg8a pozitiv struktirdk mennyiségét az A67-

hez képest. A két teriiletet kiilon kiértékelve, csak a prow régidban szignifikans az eltérés a két
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AUTEN kozott (8. abra A/L., A/11, A’, A”). A FYVE-GFP marker (Appl-Gal4-el kifejeztetve)
konfokalis mikroszkopos vizsgalatabol latszik, hogy a PI3P struktardk mennyisége ndvekszik
mindkét hatdéanyag hatasara, egymashoz képest nem mutattak szignifikans kiilonbséget (8. abra
C, C’). A western blot eredménye idegsejt-specifikus, mivel anti-GFP ellenanyagot hasznaltam
¢s GFP-t csak a Gal4-re specifikus idegsejtek fejeztek ki. (Részletesebb leirds az Anyagok ¢és
modszerek fejezetben.) A western blottal csak a GFP-mCherry egyiittes hasadt forma
detektalhatd, a GFP 6nmagédban nem. (8. d&bra B) Ebben az esetben a DMSO és az A67 kozott
nem tapasztalhato kiilonbség. Lathatdé még, hogy GFP-mCherry-Atg8a-I-hez képest az A99-
ben lecsokken a I1-es forma mennyisége. Sziikséges a kisérlet megismétlése. A teljes agy (elav-

Gal4) ¢s Appl-Gal4 vizsgalataval tehat hasonl6 eredményeket kaptam.

Teljes agy (Appl-Gal4)
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8. dbra Az A99 autofdgia aktivalo hatdsi Appl-Gald-et kifejezd neuronokban. A/I. és A/IL abrakon a piros nyilak az Atg8a
pozitiv strukturdakat jelolik. A’-A” abrakon az mCherry-Atg8a autofag vezikulumok mennyiségének a kiértékelése lathato. Az
A’ abran az mCherry-Atg8a strukturdk mennyiségének a kiértékelése lathato, a két vizsgalt teriiletet egyiittesen kiértékelve.
Az A” abran a két teriilet (gombatest [A/1.] és prow régio [A/IL]) kiértékelése kiilon-kiilon lathato. B Az autofagia
vizsgalatahoz western blottal (anti-GFP jeloléssel) a GFP-mCherry-Atg8a-I és -1 formakat, valamint az errél lehasadt
fehérjét (GFP-mCherry és GFP) vizsgaltam. Az aTub84B belsé kontrollként volt jelélve. C-C’ abrakon a FYVE-GFP (z6ld)
markerrel jelolt PI3P mennyisége és kiértékelése lathato.
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A ple-Gal4 dopaminerg neuronokban fejezteti ki a kivant fehérjét>!. Itt a csoportoknak csak
egylittes megfigyelésiik volt lehetséges (nem minden neuroncsoport volt azonosithatd az 6sszes
mintaban) (7. dbra B). A DMSO kezeléshez képest az A67 ¢és az A99 is szignifikansan
megemelte az mCherry-Atg8a mennyiségét (9. dbra A, A’). Western blottal megfigyeltem, hogy
az UGMA mintakban a hasadt GFP mennyisége is megné a kontrollhoz (DMSO) képest az A67
¢és A99 allatokban (9. abra B). Az A67 és az A99 hatékonyan ndvelte a FYVE-GFP pozitiv
struktarak mennyiségét, de egymashoz képest nem mutattak szignifikans elérést (9. abra C, C’).
Az A67 és az A99 is hatékonyan teljesitett a dopaminerg neuronokban, kozottiik szignifikans
kiilonbség nem volt, ezért is lehet, hogy a korabban leirt az A99 altal a Parkinson-korra kifejtett

pozitiv hatas'S valosziniileg az A67-re is igaz.

Dopaminerg neuronok (ple-Gal4)
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9. dabra Az A-67 és -99 egyardnt néveli az autofigidat dopaminerg (ple-Gald) neuronokban; Az A abran a piros nyil az Atg8a
pozitiv strukturdkat jeloli adott hatéanyag kezelés hatdsara. A’ abran az mCherry-Atg8a autofag vezikulumok mennyiségének
a kiértékelése lathato. B Az autofagia vizsgalatahoz western blottal (anti-GFP jeldléssel) a GFP-mCherry-Atg8a-I és -11
Sformdakat, valamint az errél lehasadt fehérjét (GFP-mCherry és GFP) vizsgaltam. C-C’ abrdkon a FYVE-GFP-porzitiv (zold)
PI3P mennyisége és kiértékelése lathato.
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Gadl-Gal4-gyel a GABAerg neuronokban vizsgaltam az autofag strukturak valtozasat (7.
abra C)*2. Az Appl esetén leirt két teriilet Gadl-Gal4-pozitiv neuronjait vizsgaltam, ahol az
autofag vezikulumok névekedése volt megfigyelhetd (10. dbra A/I, A/II, A’, A”). Western blot
kisérletnél (10. abra B) a hasadt GFP forma nem latszik, csak a GFP-mCherry egyiitt. Az A67
novelte ennek a hasadt formanak a mennyiségét a kontroll allatokhoz képest. A FYVE-GFP
eredményekbdl is latszik, hogy mindketté hatéanyag szignifikansan aktivalta az autofégiat,

FYVE-GFP struktirdk mennyiségét. (10. abra C, C’)

GABAerg neuronok (Gad1-Gal4)
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10. abra Az AUTEN-67 és -99 egyardant novelik GABAerg (Gadl-Gald) idegsejtekben az autofig vezikulumok mértékét Az
A/l és A/IL abrdkon a piros nyil az Atg8a pozitiv strukturdkat jel6li adott hatoanyag kezelés hatasara. A’-A” abrakon az
mCherry-Atg8a autofig vezikulumok mennyiségének kiértékelése lathato. Az A’ abran az mCherry-Atg8a strukturdak
mennyiségének a kiértékelése lathato, a két vizsgalt teriiletet egyiittesen kiértékelve. Az A” abran a két teriilet (gombatest
[A/L] és prow régio [A/IL]) kiértékelése kiilon-kiilon lathato. A B dbran az autofagia vizsgalat lathato western blottal. Ehhez
anti-GFP ellenanyagot hasznaltam, lathatova téve a GFP-mCherry-Atg8a-I és -1I formakat, valamint a lehasadt fehérjéket a
GFP-mCherry és GFP-t. C-C’abrakon a FYVE-GFP-porzitiv (zold) PI3P mennyisége és kiértékelése lathato.

FYVE struktirak mennyisége
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Ezt kdvetden megvizsgaltam a Chat-Gal4 segitségével kolinerg neuronokban a két AUTEN
hatasat (7. abra D)*7. A teriileteket egyiitt tanulméanyozva szignifikinsan csak az A67 novelte az
Atg8a strukturdk mennyiségét (11. abra A/I, A/Il, A’). Ez a szignifikéans kiilonbség a prow régid
idegsejtjeiben megnovekedett mCherry-Atg8a struktirakbol szarmazik. (11. abra A””) Western
blottal az Appl-Gal4-gyel ellentétben, itt a GFP-mCherry egyiittes ¢s GFP hasadt formak is
latszanak. Elmondhato, hogy az A67 kezelés hatasara tobb hasadt GFP-t lehet latni az A99-hez
képest (11. abra B). A FYVE-GFP pozitiv strukturdk eredményeir6l elmondhato, hogy
Osszecsengenek az mCherry-Atg8a eredményeivel. Az A67 kezelt kolinerg idegsejtekben a
DMSO-hoz és a A99-hez képest is szignifikans kiilonbséget tapasztaltam. (11. abra C, C’)

Kolinerg neuronok (Chat-Gal4)
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11. abra Az AUTEN-67 kolinerg (Chat-Gal4) neuronokban néveli az autofigiat; Az A/1. és A/IL. abrakon a piros nyil az
Atg8a pozitiv strukturdkat jeloli adott hatéanyag kezelés hatdsara. A-A” abrdkon az mCherry-Atg8a autofag vezikulumok
mennyiségének kiértékelése lathato. Az A’ abran a két vizsgalt teriilet egyiittes kiértékelése, mig az A” abran a két teriilet
(gombatest [A/l.] és prow régio [A/IL])kiértékelése szétbontva figyelheté meg. B Az autofagia vizsgdlatahoz western blottal
(anti-GFP jeloléssel) a GFP-mCherry-Atg8a-1 és -1I formakat, valamint az errdl lehasadt fehérjét (GFP-mCherry és GFP)
vizsgaltam. Az aTub84B belsé kontrollként volt jelolve. C-C’ abrdkon a FYVE-GFP (z5ld) mennyisége és kiértékelése lathato.
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A glutamaterg ¢és motor neuronokban az OK371-Gal4-gyel vizsgaltam az autofag
vezikulumok mennyiségét™ (7. abra E/I, E/II, 12. abra A/I, A/II). Szignifikans kiilonbséget nem
tapasztaltam a két hatéanyag és a DMSO kozott, amikor a két teriiletet egylittesen vizsgaltam
(12. abra A’). Azonban a gombatest teriiletén az A99 szignifikdnsan novelte az autofag
struktrdk mennyiségét a kontroll DMSO-hoz viszonyitva (12. dbra A’’). Western bloton
mindkét hasadt forma latszik, viszont csak az mCherry-GFP jelolésben tapasztalhato eltérés a
kezelések kozott. Megfigyeltem, hogy a DMSO-hoz képest megnd az A99-es mintdban a
szabad GFP-mCherry mennyisége (12. dbra B). Az A99 szignifikansan megndvelte az A67- és
a DMSO-kezeléshez képest is a FYVE struktardk szamat. Elmondhat6, hogy a glutamaterg

neuronokban csak az A99 volt hatasos.

Glutamaterg és motor neuronok (OK371-Gal4)
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12. abra Az AUTEN-99 autofigia aktivdlo hatdsu glutamerg és motor (OK371-Gal4) neuronokban. Az A/1. és A/IL
dbrdkon a piros nyil az Atg8a pozitiv struktirdakat jeloli adott hatoanyag kezelés hatisara. A’-A” abrakon az mCherry-Atg8a
(piros) autofag vezikulumok mennyiségének a kiértékelése lathato. A két vizsgalat teriilet egyiittes kiértékelését az A’ abra
mutatja, kiilon-kiilon (gombatest [A/L.] és prow régio [A/II.]) pedig az A”. B Az autofiagia vizsgalatahoz western blottal (anti-
GFP jeloléssel) a GFP-mCherry-Atg8a-1 és -1I formdakat, valamint az errdl lehasadt fehérjét (GFP-mCherry és GFP)
vizsgaltam. A aTub84B belsé kontrollként volt jelolve. C-C’ abrakon a FYVE-GFP (zold) mennyisége és kiértékelése lathato.
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5.4. Az AUTEN molekulak eltéro mértékben hatnak a kiilonb6zo

neuron-specifikus SCA1 modellek maszasképességre és élettartamara

Végezetill kivalasztottam 3 Gal4 torzset tovabbi kisérletekhez. Az SCAl-ben leginkdbb
érintett Purkinje-sejteket* mds idegsejtek GABA-val (y-aminovajsav) és glutamat
neurotraszmitterekkel szabalyozzak °*. A Purkinje-sejtek GABAerg tipusuak és ugyanilyen
interneuronokat szabalyoznak™. Igy a Gad1-Gal4-re és az OK371-Gal4-re esett a valasztasom.
Az OK371-Gal4 a két hatdoanyag kozotti eltérés miatt is érdekes lehet, ami igaz a Chat-Gal4-re
is. Tovabbiakban ezzel a 3 Gal4-gyel dolgoztam.

Gadl-Gal4-gyel kifejeztetve a human ataxin 1 fehérje formakat (30Q és 82Q). Az A99 inkabb
a fiatal egyedekben novelte a méaszasképességet, mig az A67 inkdbb az idésekben volt hatdsos
a kontroll allatokhoz képest, bar a két hatdoanyag kozotti kiillonbség nem volt szignifikans (13.
abra A). Ez egybe vag az mChAtg8a-val és FYVE-val kisérletek eredményével, mely szerint
mindkét hatéanyag eredményes volt a GABAerg neuronokban (10. dbra A/L., A/IL., A’, C, C’).
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13. abra: AUTENEK hatdsa kiilonbozo idegsejtekben kifejeztetett hAtxI-t tartalmazo muslicak mdszdsképességére. Az A
esetben a GABAerg neuronokban fejeztettem ki 30 illetve 82 CAG ismétlédést tartalmazo human Atx1-t. A B, illetve C dabran
a kolinerg és a glutamaterg/motorneuronokban kifejeztettem ki oket. A fent mért eredmények révid tavii maszasbol
szarmaznak (a muslicak képtelenek voltak szakirodalomban meghatarozott idd alatt felmaszni a ,, célig” idegrendszeri
gondjaik miatt).

Kolinerg neuronokat vizsgéalva idésebb allatokban az A67 ndvelte a méaszasképességet a 82Q
allatokban a kontroll DMSO ¢és az A99-el kezelt allatokhoz képest. Az A99 esetében nem
tapasztalhato jelentds maszasképesség novekedes, sot fiatal allatokban mozgasképesség romlas

lathat6. A 30Q ndstény allatok nagyon hamar elpusztultak kolinerg neuronokban kifejeztetve,

igy 6ket nem tudtam kontrollnak hasznélni. (13. dbra B)
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A glutamaterg neuronok esetében eltérést tapasztaltam az eddigi eredményeimhez képest. Az
mChAtg8a és a FYVE esetében csak az A99 volt eredményes (12. dbra A és C részek), azonban
maszaskisérletben mindkét hatéanyag hatasos volt. Viszont az allatok életképessége rendkiviili
modon lecsokkent (13. dbra C). A méréseket csak 7 és 14 napos allatokon tudtam elvégezni.

A neuronspecifikus kiilonbségek tovabbi felmérésére élettartam vizsgalatokat végeztem.
Szignifikans kiilonbséget talaltam élethossz gorbék lefutasa esetén a kontroll DMSO- és az
A67- és A99-kezelt GABAerg-specifikus 82Q allatok kozott (14. dbra A). A kontrol allatok
(w[1118] és 30Q) szignifikdnsan hosszabb ideig ¢éltek, mint az SCA1 modellek (14. abra A’).

Kolinerg specifikus modellekben a 30Q allatok nagyon hamar meghaltak, ezt figyeltem meg
a maszaskisérletekben is. A Kaplan-Meier gorbéknél szignifikans kiilonbség lathatdo a 82Q
DMSO és 82Q A67 allatok kozott €s a két AUTEN kozott is. A w[1118] allatok éltek a legtovabb
(14. abra B). Erdekes modon, bar az atlagos élethossz nem egyezik, mégsem szignifikans a
kiilonbség kozottiik (14. dbra B’).

Végezetiil a glutamaterg és motorneuronok esetén szignifikans kiilonbség lathatdé a 82Q
DMSO- ¢s az A99-kezelt allatok élettartamgorbéi kozott. Ez igaz a 82Q DMSO ¢és A67 kezelt
allatokra is. A kiilonbség az A67- és az A99-kezelt allatok Kaplan-Meier gorbéi kdzott nem volt
szignifikans. Ebben az esetben is a kétféle kontroll allatok éltek a legtovabb (14. abra C, C).

Osszefoglalva tehat a maszas és az élethossz eredmények konzisztensek egymassal. GABAerg
neuronokban mindkét AUTEN eredményes volt (az A99 novelte a maszasképességet fiatal
allatokban, az A67 pedig az idésekben). Mindkét hatéanyag eredményes volt glutamaterg és
motorneuronokban és csak az A67 volt hatasos kolinerg idegsejtekben. Elettartam mérésekben
az A67 novelte az élettartamot kolinerg neuron specifikus SCAl-modellben. Mindkét
kismolekula hatasos volt GABAerg neuronokban, valamint glutamaterg és motorneuronokban

is. A nagyobb mintaelemszam elérése érdekében a kisérleteket érdemes megismételni.
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14. abra: Neuronspecifikus SCAI modell dllatok élettartam mérésének eredménye. Az A, B és C abran az dllatok Kaplan-
Meier élethossz gorbéit mutatjak, az A’, B’ és C’ abrak pedig az atlagos élethosszt.

6. Kovetkeztetések és jovobeli tervek

Kisérleteim soran az AUTEN-ek autofagia- illetve ¢élettartambefolyasolé hatasait
vizsgéltam, azonban hatéanyagok célfehérjének (igy az AUTEN-eknek is) lehetnek
autofagiatol fliggetlen hatasaik. Az MTMR-ek tobbféle folyamatban is részt vesznek. Emberek
esetében az miotubularin tipust foszfatizok inaktivalasa izomrendellenességeket okoz'>. Ezen
kiviil az MTMR14 az autofagia egy késObbi 1épését, az autofagoszoma érését kovetden is
szabdlyozza Drosophila idegrendszerben'’. Mivel a Vps34 szerepet jatszik a korai
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endoszomalis forgalom szabalyozasaban és a Rab7 aktivitas szabalyozasaban’®, érdemes lenne
tovabbi vizsgalatokat végezni annak kideritésére, hogy ezt a folyamatot hogyan befolyasoljak
az AUTEN-ek. Feltételezhetd, hogy a két AUTEN nem feltétlentil csak az EDTP-re specifikus,
egyéb miotubularinnal rokon fehérjéket is szabalyozhatnak. Eddigi eredmények alapjan a
hatéanyagok muslica indirekt repiildizmaban, larvalis zsirtestében ¢és felnott agydban csak az
EDTP-n keresztiil szabalyozzak az autofagiat'> %7,

A két hatoanyag kozott neuronspecifikus kiilonbségeket tapasztaltam, amely szarmazhat
abbol, hogy a hatdanyagok eltérd hatékonysaggal tudnak bejutni kiilonb6z6 idegsejtekbe. A
molekulék eltéré metabolitokkal rendelkezhetnek, amelyek hatdsa még nem ismert. A mutans
hAtx1 30Q taltermeltetése kolinerg neuronokban toxikus lehet. Erdekes modon, ebben az
esetben inkdbb a néstény egyedek voltak érzékenyek erre a taltermeltetésre. A pontos ok
kideritéséhez azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A western blot kisérleteknél néhol GFP-mCherry és GFP szabad formak, masol pedig csak
szabad GFP-mCherry volt lathat6. Ez adodhat a kiilonboz6 idegsejtek eltérd lizoszomalis
enzimeibdl valamint abbol, hogy a lebontés egy késobbi pillanata volt megjelenithetd a kisérlet
soran (friss hatéanyagos csoveket 2 naponta kaptak az éllatok).

A dopaminerg (ple-Gal4) és a GABAerg (Gadl-Gal4) neuronokban minkét hatéanyag
ugyanolyan eredményesen hatott. Ezek segithetik a vad tipust allatot az oregedés soran. A
kolinerg (Chat-Gal4) neuronokban csak az A67, mig a motoneuronok ¢és a glutamaterg
neuronokban (OK371-Gal4) csak az A99 volt hatasos. Idegsejt-specifikus SCA1 modellek
esetén GABAerg valamint glutamaterg/motorneuronokban mindkét hatdanyag hatéasos,
kolinerg neuronokban pedig csak az A67 eredményes. A kolinerg neuronok Drosophildaban a
vizualis percepcioban és a kognicidban jatszik szerepet’’. A glutamaterg neuronok pedig bar
elég sok helyen fordulnak elé a Drosophila idegrendszerében, élettani hatdsuk még nem
tisztazott>®. Az A67 és az A99 hatdsa kdzotti kiilonbség keletkezhet abbol, hogy az A99 nem
képes hatékonyan ndvelni az autofagiat az SCAl-nek leginkabb kitett sejtekben, vagy az
autofagiara tal szenzitiv sejtekben okoz talaktivitast.

A maszés kisérlet és az autofagias kiséreltek (FYVE és mCherry) kozotti kiilonbségek
adodhatnak abbol, hogy az autofagiat hAtx1-re vad tipusu allatokban néztem, de a maszas esszé
¢és élettartam mérések soran mar mutans allatokat hasznaltam. Az eredmények finomitasa
érdekében érdemes lenne a mutans allatokban is az autofag markereket is vizsgalni a specifikus
Gal4-ekkel keresztezve a hAtx1-et tartalmazé torzseket (8-12. dbra).

Az itt leirt kisérleteket érdemes megismételni gerinces modellekben is, hogy a megfigyelt

neuronspecifikus kiilonbségek altalanos érvénytiek-e.
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7. Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott Burjan Timea nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyuijtott AUTEN autofagia aktivalé
kismolekulak vizsgalata az 1-es tipusu spinocerebelléris ataxia Drosophila modellben cim(
palyamunkamban leirtak esetében az aldbbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(6tfokozatu skalan jellemezve)

A dolgozatban szerepld dllatok fenntartasa, keresztezése 5

és kezelése

A mikroszkdpos és fehérje vizsgdlati médszerekhez a

mintak (kezdetben segitséggel) készitése, a szlikséges 5

ellenanyag jeldlések (western blot és immunhisztokémia)

elvégzése

A hatdéanyag kezelt dllatok élettartamdnak, mozgasi

képességének és Gsszetettszem abberdcidjanak 4

kiértékelése

A pédlyamunkaban leirt kisérletek elvégzése, az

eredmények kiértékelése és grafikus dbrdzolasa

Az adatok statisztikai feldolgozédsa 5

Kelt: Budapest, 2024. 07. 15.

G Lt
YUY anga
[4

Palyamunkat benyuijtd hallgatd Burjan Timea

alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerésitem:

b _— el il
i \ ~

Témavezetd Kovdcs Tibor, ELTE Genetikai Tanszék

alairasa
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