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Bevezetés

Kutatdsom témaja az autofagia szabalyozasaban kiemelt jelentéségli kis GTPaz fehérjék
vizsgélata. Az autofagia egy citoprotektiv lebont6d folyamat a sejtekben, amely biztositja a
karosodott citoplazmatikus komponensek eliminalasat. Ez a degradacios Gtvonal 1étfontossagu
a sejtek tualélése és homeosztazisanak biztositasa érdekében, kiemelten olyan szovetek
sejtjeiben, amik nem osztdédnak és regeneraciora sem képesek. Ilyen sejtek a neuronok, ahol a
kor elérehaladtdval hanyatld intenzitasti autofidgia nem képes a toxikus sejtalkotok

eltavolitasara ¢s ezek felhalmozddasa az idegsejtek pusztuldsat okozza.

Az autofagia kutatdsanak jelentdségét fokozza, hogy szdmos neurodegenerativ betegséget
Osszefiiggésbe hoztak az autofag utvonal elégtelen mikodésével, igy orvosbioldgiai
szempontbol is fontos a folyamat részletesebb megértése. Ezen feliil a betegségek kezelésének
potencialis utvonala lehet az autofigia serkentése, sok kutatds torekszik az autofagia

aktivalasara alkalmas célpontokat felkutatni.

Az autofagia serkentése a folyamat eltérd 1épésein keresztiil torténhet, igy egy upstream
aktivator az autofag vezikuldk képzdédését, mig a downstream Iépések fokozisa a meglévd
vezikulumok lebontasat segiti eld. Az Alzheimer-kor szempontjabdl nem célravezetd az uj
vezikulak képzddését fokozni, mert a vezikulak izolald kozege eldsegitheti a f-amiloid és Tau
toxikus aggregatumok kialakulasat. Az altalam vizsgalt fehérjék a lebontas késdi 1épéseiben, a

fuziods 1épések végrehajtasaban jatszanak szerepet.

A makroautofagia folyamata egy kettés membran ciszterna, a fagofor inicialasaval kezdddik,
amely zarodasaval kialakit egy citoplazma komponenseket tartalmazo autofagoszomat. Ez
fuzio altal egyesiilhet a savas kdzeget és lebonto enzimeket biztosito lizoszomaval, igy kialakul

az autolizoszéma, amely belsejében megtorténhet a lebontas.

A kisérleteimet Drosophila melanogasterben végeztem, ami egy kozkedvelt modellél6lény
a genetikai kutatdsok sordn és szamos kedvezd tulajdonsaggal rendelkezik, amik idedlissa
teszik idegrendszeri és autofagia vizsgalatok kivitelezéséhez. Kutatasom sordn a Rab7 és az
Arl8 szerepének részletes megismerését tliztem ki célul. Vizsgaltam ezen kis GTPaz fehérjék
gatlasanak és aktivaldsanak a hatasat az autofagia és az életképesség szempontjabol. Valtozatos
modszertani eszkoztar allt rendelkezésemre a kisérletek sordn: vizsgaltam az 4llatok
¢lettartamat, mozgasi képességét €s az autofagia hatékonysagat tobbféle technikaval: Western-

blot és konfokalis mikroszkopos modszerekkel.



Irodalmi attekintés

A makroautofagia

Az autofagia egy lizoszomalis degradacios utvonal az eukaridta sejtekben, ami jelentds
citoprotektiv szereppel bir, mivel eltavolitja a sejtekbdl a sériilt organellumokat, megel6zi a
toxikus fehérjék aggregalodasat €s eldsegiti a homeosztazis fenntartasat. Az élesztoktdl az
emldsokig az autofagia evoluciosan konzervalt médon megy végbe €s a folyamatban résztvevo
fehérjék is jelentds hasonlosagot mutatnak (Feng és mtsai., 2014). Szerepe kiemelt jelentéségii
a posztmitotikus szovetek sejtjeiben, példaul az idegrendszerben, ahol 1étfontossaga a neuronok
homeosztazisanak ¢s tulélésének biztositasaban, mivel az idegsejtek jelentOs része pusztulas

utan nem képes potlodni (Tan és mtsai., 2014).

Jelen kutatasban a makroautofagia az autofagia legjobban jellemzett fajtaja lesz kozponti
szerepben. A makroautofagia (tovabbiakban csak autofagia) folyamata (1. abra) egy dupla
membran formalodassal, a fagofor képzddésével kezdddik, ami egy Citoplazma részletet vagy
kivalasztott organellumokat koriilolel, majd zarddva létrehozza az autofagoszémat (Wong ¢€s
Cuervo, 2010). Az autofagoszéma formalddas a citoplazmaban barhol torténhet, mig a késoi
endoszoma és a lizoszoma jellemzéen a perinuklearis régioban talalhato. Emiatt a képz6dott
autofagoszomakat szallitani kell a mikrotubulus rendszer mentén, a dinein-dinaktin komplex
segitségével a minusz vég iranyaba, ahol egyesiilhetnek lizoszomakkal (Nakamura és
Yoshimori, 2017). A fazi6 egy autolizoszoma kialakulasat eredményezi, vagy ezt megel6z6en
az autofagoszoma egy késoi endoszomaval kialakithat egy koztes amfiszomat, ami végiil a
lizoszomaval fog egyesiilni. A lebontast a lizoszéma savas hidrolaz enzimei végzik, majd Uj
monomerek képzddnek, amik visszajutnak a citoplazmaba, hogy felépité folyamatok soran

makromolekulak épitdelemei lehessenek (Tan és mtsai., 2014).
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1. abra: A makroautofagia mechanizmusa. A makroautofagia indukciojat stressz hatasara
az Atgl komplex végzi. Ezutan egy izolalo membran (fagofor) képzddik, aminek
formalodasaban kiemelt szerepet jatszik a VPS34 komplex. 4 fagofor zarddasdt és
autofagoszoma képzodését az Atgl2-Atg5 és Atg8 konjugacios komplexek iranyitjak. Végiil az
autofagoszoma lizoszomaval egyesiil és autolizoszomdat eredményez, aminek a belsejében a
savas hidrolaz enzimek lebontjdk a bekeriilo komponenseket (Frentzel és mtsai., 2017 alapjan
modositva).

Az autofagia mechanizmusdnak megértése kiemelt orvosbioldgiai jelentdséggel bir és
eldsegitheti terapids kezelések kidolgozasat kiilonféle neurodegenerativ betegségek esetén.
Ezen betegségek soran koros fehérjék képzddnek, amelyek ha aggregalodnak, oligomerek vagy
multimer komplexek jonnek 1étre, akkor eltavolitasukat csak a makroautofagia végezheti (Tan
¢és mtsai., 2014). Ismert, hogy 6regedés soran csokken az autofagia aktivitasa. A neuronok
kiemelten érzékenyek az autofagia alulmiikodésére, mert a felhalmoz6doé toxikus sejtalkotok a
neuronok funkcidvesztéséhez és pusztulasdhoz vezetnek. Mdas szdvetekkel ellentétben az
idegszovet osztodassal nem képes regeneraciora (kevés kivételtdl eltekintve). Kutatasok
kimutattdk, hogy az autofagia aktivalasaval a toxikus fehérje aggregatumok szintje
csOkkenthetd, ami az 6regedési és neurodegenerativ betegségmodellekben elényos hatastnak

bizonyult (Billes és mtsai., 2016; Kovacs és mtsai., 2017; Park és mtsai., 2020).



Az autofagia kezdeti lepései

Az autofagia szabalyozasadban kdzponti szerepet tolt be a kdrnyezet tdpanyagellatottsagat
érzékel6 TOR kinaz (Target of Rapamycin) fehérje. Az autofagia iniciacidja és a fagofor
formalodasa egy Atgl kinaz komplex (Atgl, Atgll, Atgl3, Atgl7, Atg29 és Atg3l)
aktivalodasaval kezdddik. Tapanyagban gazdag kornyezetben az Atgl komplexhez
asszocialodik a TOR kindz, foszforildlja az Atgl és Atgl3 fehérjéket, ezzel inaktivalja Oket.
Elesztdben éhezés hatasara a TOR levalik, a fehérjék defoszforilalodhatnak, igy aktivalodhat a
komplex, és elindulhat az autofagia (Feng és mtsai., 2014; McPhee és Baehrecke, 2009;
Parzych és Klionsky, 2014).

crer

Vps34/harmas tipust (class III) foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K) komplex végzi. Az
Osszeszerel6dé komplex része az Atg6, Atgld, Vpsl5 és Vps34. A komplex feladata, hogy a
membranban Iétrehozza a foszfatidil-inozitol-3-foszfatot (PI3P), amihez fehérjék, mint az
Atgl8 specifikusan tudnak kotddni. Két fehérje is fontos szerepet tolt be a fagofor
novekedésének biztositasaban: az Atg18-hoz kothet az Atg2 lipid transzporter, amely lipideket
szallit a fagoforhoz, mig az Atg9 transzmembran fehérje a perifériardl kisméretli vezikulakhoz
asszocialva érkezik a képzddd autofag membranhoz (Feng és mtsai., 2014; McPhee ¢s mtsai.,

2009).

Kétféle ubikvitin-szerti fehérjéket tartalmazd konjugacios rendszer mukodik a fagofor
novekedését és zarodasat serkentve: Atgl2-Atg5-Atgl6é és Atg8/LC3 komplexek. Kozos
benniik, hogy El-szer(i enzimként az Atg7-et hasznaljak, mig eltérés kozottik az E2-szerli
enzim: az Atgl2 komplex az AtglO-et, az Atg8 rendszer az Atg3-at hasznalja. Az
autofagoszoma zarodasat kovetden az Atgl2-Atg5-Atgl6 komplex disszocidl roéla és

visszakerdl a citoplazmaba (McPhee és mtsai., 2009; Pyo és mtsai., 2012).

Az Atg4 cisztein proteaz képes az Atg8-at hasitani, igy egy reaktiv glicin marad szabadon a
C-terminalison (Yu és mtsai., 2012). Az Atgl2-Atg5-Atgle komplex E3-szerli enzimként
katalizalja a folyamat utolso 1épését, és eldsegiti, hogy az Atg8 kovalensen ko6tédjon foszfatidil-
etanolaminhoz, tehat 1étrejon az autofagoszoma membranhoz asszocialt Atg8 fehérje (Parzych
€s mtsai., 2014). A lebontasra itélt, ubikvitin tartalmu fehérje aggregatumok adaptor fehérjék
(példaul: p62) segitségével kotddnek az Atg8 fehérjéhez ¢€s jutnak szelektiven az

autofagoszoma belsejébe (Nezis és mtsai., 2008).



Az autofagia fuzi0s eseményel

Az autofagia 1épéseirdl mar részletes ismeretekkel rendelkeziink, de mind kozil az
autofagoszoma-lizoszoma fazidés 1épés a legkevésbé megértett folyamat (Nakamura és
Yoshimori, 2017). A fazioban szerepet jatszanak kis G fehérjék, panyvazo faktorok, SNARE
komplex, motor fehérjék és kiilonféle adaptor molekulak. A kis G fehérjék kozé tartoznak a
Rab ¢és az Arf alcsalad tagjai, amik képesek effektor fehérjéket toborozni és ezzel
meghatarozzak az adott organellum sorsat (Lérincz és Juhasz, 2020). Ezen fehérjék azonos
mechanizmussal dolgoznak, tgynevezett molekularis kapcsolok, mivel a GDP és GTP kotott
allapot kozott képesek valtani. A két forma eltér6 funkci6 ellatasaért felelds és az egyensulyt a
kornyezet enzimek altal szabalyozza. A GEF (guanin nukleotid kicserélé faktor) a GDP-t
cseréli GTP-re, tehat aktivalja a fehérjét, mig a GAP (GTPaz aktivalo fehérje) a GTP
hidrolizisét serkenti, ezzel inaktivalja a fehérjét (Bernards és Settleman, 2004; Khatter és mtsai.,
2015). Kizardlag GTP kotott formaban aktivak és lipid horgonnyal képesek membranhoz
kotddni, a GDP kotott forma pedig inaktiv és a citoplazmaban talalhato (Takats és mtsai., 2018).

A f0zi6s 1épéshez elsdsorban a két organellumnak térben taldlkoznia kell, ezt biztositja a
Rab7 és az Arl8, amik adaptorokhoz kapcsolodva motorfehérjék segitségével a mikrotubulus
rendszer mentén szallitjadk az autofagoszomat és a lizoszémat egymas felé. Mig a Rab7 az
autofagoszomakat a sejt kozpontja felé széllitja, addig az Arl8 felelds a lizoszomak periféria
felé torténd mozgatasaért. A panyvazo faktor feladata, hogy a taladlkozd organellumokat
egymashoz rogzitse. A legjobban ismert panyvazo faktor a HOPS komplex. A SNARE
komplexnek szerepe van a fizios 1épés kivitelezésében az éleszt6tdl egészen az emberig, de
evolucidosan nem konzervalt (LOrincz és Juhasz, 2020). A Syntaxin-17 (Syx-17) az
autofagoszoma-lizoszéma ¢és autofagoszéma-endoszoma fuzidhoz sziikséges SNARE fehérje.
A Syx-17 mutans Drosophilaban felhalmozodnak az autofagoszomak a sejtekben a lebontés

hianya miatt (Maruzs és mtsai., 2019).

Az autofagoszdma-lizoszoma fuzids 1épésben sokféle kis G fehérje vesz részt, mint példaul:
Rab2, Rab7, Arl8, Rab21 és Rab24. A Rab33B a fuzids 1épést negativan szabalyozza. Ezek
koziil a legjobban tanulmanyozott fehérjék a Rab2, a Rab7 és az Arl8 (Lérincz és Juhasz, 2020).

A Rab2 kis GTPaz fehérje er6sen konzervalt magasabb rendii eukariota szervezetekben.
Elhelyezkedését tekintve a Rab2 a késdi endoszomaék, Golgi eredetli vezikuldk és lizoszomak
membranjan lokalizalodik (2. dbra). Szerepet jatszik az autofagoszoma és endoszoma érésben,

a lizoszéma megfeleld mitkddésében és szabalyozza a retrograd és anterograd szallitast a Golgi
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¢s az endoplazmatikus retikulum kozott. Fontos funkcidja biztositani a LAMP fehérje
2017; Lund és mtsai., 2018; Sinka és mtsai., 2008). Drosophila és emlés modellben is leirtak,
hogy a Rab2 kotédik a HOPS komplexhez (Gillingham és mtsai., 2014). A Rab2 fontos szerepet
jatszik az autofagia késéi 1épéseiben a Drosophila minden szévetében, de ezek eltérd
érzékenységgel reagalnak a Rab2 csendesitésére. [zomszovetben a Rab2 az autofagoszéman
lokalizalodik, ahol a HOPS komplexhez kotve elésegiti az autofagoszéma-lizoszoma fuzids

1épést (Fujita és mtsai., 2017).

A Rab7 kis G fehérjének szerepe van az autofag vezikuldk szallitasdban a mikrotubulus
rendszer mentén és a lizoszomaval valo fuzidban (Tan és mtsai., 2014). Megtalalhato az
autofagoszomak és kés6i endoszomak felszinén (2. abra) (Dinter és mitsai.,, 2016). Az
endoszoma érés soran fontos 1épés a Rab5 cseréje Rab7-re (Takats és mtsai., 2018). Szerepet
jatszik az apoptozisban, fagocitozisban és mitofagiaban is. A Rab7-nek az idegsejtekben is
sokféle funkcioja ismert: kapcsolatban van a novekedési faktor receptorral, részt vesz a receptor
endoszomalis transzportjaban és szabalyozza a jelatvitelt. Fontos az axonalis retrograd

transzportban, az idegsejtek talélésében és a neuronalis migracioban is (Guerra és Bucci, 2016).

Az Arl8 az Arf alcsaladba tartozo kis GTPaz fehérje, ami els6sorban az érett lizoszomakon
lokalizalodik (2. abra), és a legtobb eukariota él61ényben konzervalt. Sziikséges a lizoszomak
megfeleld eloszlasanak kialakitasahoz emberi és Drosophila sejtekben is (Rosa-Ferreira és
mtsai., 2018). Tultermeltetése hatasara a lizoszomak a sejt szélén periférias eloszlast mutatnak.
Emellett szerepe van az endocitozissal felvett komponensek lizoszoma felé iranyitasaban és az
axon mentén a szinaptikus vezikula prekurzorok szallitasaban. Drosophilaban is leirtdk, hogy
nélkiilozhetetlen az endocitotikus Gtvonal és az axonalis transzport normal miikodéséhez. A
lizoszoma poziciondldsa mellett sziikséges az endoszoma-lizoszoOma €s az autofagoszoma-

lizoszoma fazidhoz, mivel interakcios partnere a HOPS komplexnek (Boda és mtsai., 2019).
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2. dbra: A savas lebontast szabalyozo kis GTPazok eltéré membranaffinitassal
rendelkeznek. A Rab?2 a késéi endoszomak és Golgi eredetii vezikulak membranjan taldalhato.
A Rab7 az autofagoszomdK vagy endoszomdk membranjan helyezkedik el, mig az Arl8 a
lizoszoman lokalizalodik (Boda és mtsai., 2019 alapjdn modositva).

Autofagia a neuronokban

A neuronok morfoldgiailag és funkcionalisan is kiilonleges sejtek. Ebbdl adodik, hogy az
autofagoszomak formalddasa és érére a neuronokban szigoru kontroll alatt all (Damme és
mtsai., 2015). Az autofagoszomak a disztalis axon végen keletkeznek, majd progressziv és
egyiranyl mozgatdsuk torténik a szoma felé, dinein kozvetitésével. A formalddast kdvetden a
disztalis autofagoszomak kés6i endoszomakkal fuzionalhatnak. Ez az esemény serkentheti a
sejttestbe iranyuld szallitas beinditasat. Az axon végérdl szallitott autofagoszémak a szomaba
érkezve fuzionalnak az ott koncentralodo lizoszomakkal, igy autolizoszomava érnek (3. abra).
A retrograd transzport ilyen modon biztositja, hogy tavoli helyekrél anyagfelvétel torténjen,
majd az axonon keresztiil szallitva a sejttestben a makroautofagia biztositsa a lebontast. Ez a
folyamat fontos szerepet jatszik a szinapszisok mindségellendrzésében is, ahol a sejtalkotok

talhasznaltak és hajlamosak karosodni. Az autofagia hidnya a szinapszisok kialakuldsat,

crer

Az autofagia fontos szerepet jatszik a posztmitotikus idegsejtekben a karos és aggregalodott
fehérjék, illetve sériilt sejtorganellumok eltavolitdsdban. A sériilt mitokondriumok képesek
reaktiv oxigéngyokot képezni, ami DNS karosodast okozhat, illetve az apoptozist is serkentheti
citokrom c kibocsajtasa altal, ezért eltavolitasuk létfontossagu a sejt tulélése érdekében. Az
autofagia aktivitasa a kor elérehaladtaval csokken. A makroautofagia serkentése képes

megndvelni az élethosszt sokféle modellélolényben, mint az €élesztd, a fonalféreg, a muslica €s



az egér. Ezen feliil az Atg8a-nak az idegrendszeri taltermeltetése is képes az élettartam
novelésére. Ezzel szemben a makroautofagia deficiens allatok fenotipusa a normalis
oregedéshez hasonld jellegzetességeket mutatott. Feltételezhetd, hogy az autofagia
kulcsfontossagu az oregedés megelozésében (Damme és mtsai., 2015; Simonsen €s mtsai.,

2008).

Az autofagidhoz sziikséges gének neuronspecifikus kilitése axon degeneraciot és az
idegsejtek halalat okozza egérben. A neuronok pusztulasa 6sSzefliggésben all az ubikvitin
pozitiv fehérje aggregatumok mennyiségének ndvekedésével. Tovabba tobbféle fontos autofag
fehérje mutécidja kapcsolatban all neurodegenerativ betegségek kialakulasaval emberekben,
ami megerdsiti az elképzelést, hogy az autofagia kiemelt funkcidja az egészséges neuronok
megobrzése (Kulkarni és mtsai., 2018). Alzheimer-koros egér modellben igazoltak, hogy az
intracellularis B-amiloid oligomerek a dinein motorfehérjéhez kapcsolodva gatoljak azok
toborzasat az amfiszomakhoz, ezzel gatolva az axonalis transzportot és az autofagiat a

neuronokban (Tammineni és Cai, 2017).

@ @
S

@ =

Lizoszéma KésG6i endoszoma

]
@ Autolizoszéma @ Autofagoszéma

3. dbra: Az autofdgia szerepe a neuronokban. Az axon disztdlis végén képzodo
autofagoszomdak az axon mentén retrogrdd transzporttal szallitodnak dinein kozvetitésével. A
szomaban megtorténik az autofagoszoma/amfiszoma fuzioja az ott lokalizalodo lizoszomakkal,
és igy kialakul az autolizoszoma (Kulkarni és mtsai., 2018 alapjdin médositva).
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Drosophila melanogaster mint idegrendszeri €s autofagia modell

A Drosophila melanogaster kozkedvelt modellélélény, tobb mint 100 éves multra tekint
vissza a genetikai kutatasokban, mivel szamos kedvez6 tulajdonsaga alkalmassa teszi a
feladatra. A sokéves tapasztalat el@segiti napjaink kutatasait, ugyanis a Drosophila mara egy
széleskortien tanulmanyozott és részletesen megismert €l6lény lett, aminek a vizsgalatara

valtozatos modszertan van kidolgozva.

Emberi betegségek modellezésére kifejezetten alkalmas a Drosophila melanogaster, amely
4 kromoszoman tobb mint 13 ezer gént tartalmaz és genomjaban kisebb a redundancia, mint a
gerincesekben. Szamos géncsalad evoltcidsan konzervalt a gerinctelenektdl a gerincesekig,
ezek kozott talalhatunk sokféle potencialis gyogyszercélpontot is. A emberi betegségeket okozo

gének 70%-anak van muslicaban ortologja (Moloney és mtsai., 2010).

A Drosophila rovid generacios ideje és élethossza miatt kifejezetten alkalmas
neurodegenerativ betegségek vizsgalatara. A rovid élettartam lehetévé teszi a gyors
adatgyljtést és nagy elemszamu minta vizsgalatat (Priifing és mtsai., 2013). Az emlds és a
muslica agy sok hasonlosagot mutat: neuronok és tamaszto glia sejtek alkotjak, azonos
neurotranszmittereket hasznalnak és a muslica is rendelkezik egy vér-agy gathoz hasonlo (glia
sejtek valasztjak el a keringési rendszert a kozponti idegrendszert6l) hatarfeliilettel (Florence
¢és mtsai., 2017). A gyogyszerfejlesztés soran nagyon fontos szempont, hogy a gyogyszerjelolt
molekula milyen hatékonyan tud atjutni a vér-agy gaton és bejutni az agyba. A kiilonféle
gyogyszerjeloltek korai in vivo tesztelésénél célszeriibb a draga ragcsaldo modellek helyett a

Drosophilat valasztani (Hindle és Bainton, 2014).

A Drosophila melanogaster rendkiviil alkalmas modellélélény az autofagia vizsgalatara,
szamos modszer lett kidolgozva a tanulmanyozasara. Az autofagia evoliciosan konzervalt
folyamat, a 1épései és a sziikséges fehérjék jelentés hasonlosagot mutatnak egymastol tavoli

fajok kozott is (Feng és mtsai., 2014).

A fluoreszcens mikroszkopia az egyik legelterjedtebb modszer Drosophildban az autofagia
vizsgalatara. Hasznalhatunk fluoreszcens riportereket vagy vitalis festékeket az autofag
struktirdk jelolésére vagy indirekt modon ellenanyagokat is alkalmazhatunk az endogén
fehérjék jelolésére (Lorincz, Mauvezin és mtsai., 2017; Nagy és mtsai., 2015). A leggyakrabban
hasznalt markere az autofag vezikulumoknak az Atg8a, ami az emlds LC3 ortologja. A

makroautofagia soran az Atg8a kotddik a forméalodo fagofor membranjahoz, majd zarodas utan
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az autofagoszoma kiilsé és belsd membranjaban is megtalalhato lesz. Késobb az Atg4 levagja
a kiils6 membranrdl, de a bels6hodz tovabbra is kotve marad. A legtdbb riporter, példaul a GFP
pH érzékeny, és a lizoszoma savas kdzegében gyorsan elvesziti a fluoreszcens jelet, de az RFP
és tarsai stabilabbak és lassabban veszitik el a jelet, igy az mCherry-Atg8a alkalmas minden

autofag struktura jelolésére (Lérincz, Mauvezin és mtsai., 2017).

Fluoreszcens jeloléssel vizsgalhato a Ref(2)P/p62 is (pl.: GFP-p62), ami szelektiven kotodik
az ubikvitinalt fehérjékhez ¢és autofagia soran maga is lebomlik. Konfokalis mokroszkopban
vizsgalva a p62 pozitiv aggregatumok mennyiségének megemelkedése az autofagia elegtelen
miikodését jelzi. Immuncitokémidhoz alkalmazhaté anti-p62 ellenanyag is, amivel az endogén
fehérje jelolhetd és nem sziikséges a riporterrel ellatott fehérjét keresztezéssel az allatokba

juttatni (Lérincz, Mauvezin és mtsai., 2017; Nagy és mtsai., 2015).

Az autofagia tanulmanyozasara a klasszikusan hasznalt szovettipus a larvalis zsirtest, ezért
a legtobb fluoreszcens technika is erre lett kidolgozva és més szdvetekben vald vizsgalddasra

nem feltétlenil alkalmas.

Western-blot vizsgalat is alkalmas autofagia vizsgalatara. Altalaban a fehérjemintat a teljes
allatbol, vagy kiboncolt szoveteibdl készitik. A vizsgalat soran rutinszeriien detektalt fehérje az
Atg8a, ami két csikot ad eredményként: a lipidalt, autofagoszoma kotott Atg8a 11 gyorsabban
vandorol a gélben, mint a szolubilis Atg8a I. Az Atg8a Il fehérje szintjének emelkedése utalhat
megndvekedett autofagoszoma szamra, amit az autofagoszoma-lizoszoéma fzi6 sériilése okoz.
Az Atg8a II csokkenése jelezheti az autofagoszoma képzddés hibajat vagy az elégtelen Atg8a
lipidaciot. A masik vizsgalt fehérje a Ref(2)P/p62, aminek emelkedése az autofagia gatlasat

jelzi (Lérincz, Mauvezin és mtsai., 2017; Nagy és mtsai., 2015).

Az egyik legelterjedtebben alkalmazott modszer Drosophilaban az UAS-Gal4 rendszer
haszndlata, ami lehetdvé teszi gének specifikus helyen torténd kifejezédését. Az UAS és a Gal4
komponensei a rendszernek kiilon torzsekben vannak fenntartva. Ennek elénye, hogy igy a
szll61 vonalban a gén transzkripcidsan inaktiv, ezaltal lehetdvé valik olyan gének fenntartasa

Is, amirdl toxikus vagy életképességet csokkentd fehérjék képzédnek (Duffy, 2002).

A Gal4 egy transzkripcios faktor, amely egy specifikus DNS szekvencia, az upstream
activation sequence (UAS) felismerésére képes. Amennyiben a Gal4 atirodik, hozzakotve az
UAS szekvenciahoz serkenti a hozza kapcsolt gén kifejezodését (4. abra). A rendszer
valtozatosan szabalyozhatd, az UAS szekvenciat kovetéen barmilyen gén elhelyezhetd, amivel

gének tultermeltetése, RNS interferencia altali géncsendesités vagy fluoreszcens riporter
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fehérjék expresszalasa indukalhato. A Gal4 gén atirddasat szovetspecifikus enhancerekkel lehet
szabalyozni, igy elérhetd, hogy a kivalasztott tiltermeltetni kivant géniink, ne a teljes allatban
fejez6djon ki, hanem adott szovettipusra korlatozoédjon (pl.: DdcGal4 specifikusan a

dopaminerg és szerotonerg neuronokban fejezddik ki).

A. UAS-Gal4

Sz(il6i generacio

Utédok = szovetspecifikus
enhancer

@ emberigén —

X
A o

-/

B. Géncsendesités
Utdédok

2] szovetspecifikus L
enhancer -@_ ShRNS
A A A TILEL L —> mRNS
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4, abra: Az UAS-Gal4 rendszer miikiédési mechanizmusa. A sziildi generdcio egyik tagja
tartalmazza a szovetspecifikusan kifejezédé Gal4 gént, mig a masik az UAS enhancerhez
kapcsolt transzgént. A keresztezést kiovetéen a Gald és az UAS azonos egyedben lesz

megtalalhato, igy az dtirodo Gal4 fehérje megindithatia az UAS utdni gén dtirasa. A modszer
nagyvon vdltozatosan alkalmazhato, sokféle kifejezédési mintazatot lehet eldidézni
alkalmazasaval (Florence és mtsai., 2017 altal médositva).



Célkituzeések

Az autofagia hatékonysaganak novelésével az élettartam €s az aktivan tolthetd idoperiodus
IS meghosszabbithaté (Simonsen ¢és mtsai., 2008), ezaltal az iddskori megbetegedések
kialakulasa is elodazhatova vagy megel6zhetévé valhat. Az autofagia mechanizmusanak
részletesebb megértése €s 11j, specifikus aktivacids célpontok keresése nagyon jelentds kutatasi
irany napjainkban. Idés korban az jabb autofagoszomak képzddésének serkentése helyett
hipotézisem szerint hatékonyabb lehet a mar meglévé autofagoszomak lebontasanak

serkentése, tehat a fzios 1épés és a lizoszomalis degradacié fokozasa.

Elézetes eredményeink alapjan a Rab2 aktivacidja (Rab2-CA) javitotta az allatok
maszasképességét és serkentette az autofagiat neuronokban. Parkinson kort modellezd
allatokban a Rab2-CA novelte az élethosszt, javitotta a maszasképességet és serkentette az

autofagiat (Szinyakovics és mtsai., 2020).

Kutatasom célja volt, hogy a Rab7 és az Arl8 fehérjék idegrendszeri miikodésérdl és
milyen hatassal van az élettartamra és a korral hanyatld kognitiv képességekre. Ehhez els6
1épésben azt terveztem megvizsgalni, hogyan befolyasolja az allatok tulélési képességét, ha
idegrendszerre specifikusan csendesitem ezen kis G fehérjéket. Ezt kovetden a fehérjék
aktivacigjat, folytonosan GTP ko6tott mutansok idegrendszeri hatasat kivantam tanulmanyozni,
hogyan hatnak az autofagiara és az élettartam soran milyen kognitiv valtozasokat okoznak.
Végezetiil célom volt, hogy a kis G fehérjék egyiittes aktivaciojanak lehetséges szinergikus és

antagonisztikus hatasat is tanulmanyozzam.
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Anyag és modszer

A mérésekhez hasznalt allatok 29 °C-on voltak tartva, standard kukorica-cukor-agar alapu
taptalajon. A torzsek 3 torzskozpontbol szarmaznak: Bloomington Drosophila Stock Center
(BDSC), Vienna Drosophila Resource Center (VDRC), Fly Stocks of National Institute of
Genetics (NIG-Fly). Az Arl8-CA torzset Dr. Juhasz Gabortol, a UAS-Luc torzset Dr.

Lukacsovich Tamastol kaptuk. Néhany torzset keresztezéssel én hoztam 1étre.

A kisérletek soran felhasznalt torzsek
Megnevezés Genotipus Szirmazas
DdcGal4 w8 P{w[+mCJ]=Ddc-GAL4.L}Lmpt[4.36] BDSC:7009
izogenikus W | g BDSC:5905
(w kontroll)
Luka ich
UAS-Luc y* w* P{UAS-Luc.VALIUM20} attP40 HRaEsoIe
Tamastol
Rab2-CA y! w*; P{w[+mCJ=UASp-YFP.Rab2.Q65L}02 BDSC:9760
Rab7-CA (A) y! w*; P{w[+mCJ=UASp-YFPRab7.Q67L}19 BDSC:24103
y!w*; P{w[+mC]=UASpYFPRab7.Q67L}
Rab7-CA BDSC:9779
a ®) | awd[147/T™3, Sb[1]
Rab7-CA (C) y!w*; P{w[+mC[=UASp-YFPRab7.Q67L}7 BDSC:50785
Arl8-CA w*; UASpATII8.Q67L Juhasz Gabortol
RNS:i kontroll 40D-UAS VDRC: 60101
Rab7 RNSI wiiE: P{GD11800}v40337 VDRC: 40337
Arl8 RNSi w*, ArIgNIG.7891R NIG-Fly: 7891R-2
3xmCherry- y* w8 3xmCherry-Atg8a4-14 (II); altalunk
Atg8a, DdcGal4 |P{w[+mC]=Ddc-GAL4.L}Lmpt[4.36] létrehozva
w*;: P{UAS-Luc.VALIUM20}attP40; UAS-myr- |altalunk
Luc-GFP GFP letrehozva
w*; P{w[+mC]=UASp-YFP.Rab7.Q67L}19; altalunk
Rab7-CA, Lue | b 174 S 1 ne. VALIUM20} attP40 létrehozva
Rab7-CA, w*; P{w[+mC]=UASp-YFP.Rab7.Q67L}19; altalunk
Rab2-CA P{UASp-YFPRab2.Q65L}02 létrehozva
*. UASpATl8.Q67L; P{UAS-Luc.VALIUM20 altalunk
AflS-CA, Luc |V : UASPAIS.QGTL: Pt He ) |altak
attP40 letrehozva
Arl8-CA, w*: UASpATrl8.Q67L; P{UASp- altalunk
Rab2-CA YFP.Rab2.Q65L}02 létrehozva

1. tablazat: A kisérleteimhez hasznalt torzsek megnevezése, pontos genotipusa és a torzsek

szarmazasi helye
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Az altalam hasznalt DdcGal4 az agyban kizarolag dopaminerg és szerotonerg neuronokban
fejez6dik ki (Li és mtsai., 2000). A DdcGal4 hasznalatanak az oka, hogy korabbi eredményeink
szerint ezen az agyteriileten kifejtett autofagia aktivalas pozitiv hatassal van az allatokra. Ezen
kiviil az Parkinson-kor esetében kifejezetten a dopaminerg neuronok érintettek a toxikus
fehérjék felhalmozddasadban, igy orvosbioldgiai szempontbdl is érdemes erre a terliletre

Osszpontositani.

Elethossz mérés

Az élethossz méréshez minden genotipusbol 150 allatot hasznaltam (75 néstény és 75 him),
ezek 5 parhuzamos cs6be keriiltek, 1 napos korban. Az allatokat végig 29 °C-on tartottam és
naponta feljegyeztem az elpusztult allatok szamat és nemét. Kétnaponta friss taptalajra
helyeztem az allatokat. Az utolsé allat elpusztulasaval zarult a mérés, majd kovetkezett az

adatok statisztikai kiértékelése.

Maszas teszt

A maszas teszt célja, hogy kozvetetten informaciot szerezziink az idegrendszer allapotarol.
A mérések soran két mérési pontot kiilonboztetiink meg: a révidtava (6 cm) az ingerfelfogd
képesség gyorsasagat, mig a hosszatava (23,5 cm) az inger megtartdo képességet mutatja. A
maszas teszthez az allatokat szén-dioxiddal altattam, majd 10-10 allatot helyeztem 25
centiméter hosszii vékony csOvek aljara. Az altatast kovetden az allatok 1 ordn at
regeneralodtak. Kiilon vizsgaltam a him és ndstény egyedeket, minden mérést két parhuzamos
csoporttal végeztem és harom alkalommal ismételtem, kozottiik 30 perces sziinetekkel (Kovacs
¢és mtsai., 2021). A két nem kiilon torténd vizsgalata indokolt, mivel ismert, hogy a himekben
nagyobb mennyiségben expresszalodnak a transzgének, ami befolyasolhatja az allatok

maszasképességét is.

Minden maszast videon rogzitettem, ami a késObbi kiértékeléshez nélkiilozhetetlen. A
csoveket néhany hatarozott mozdulattal egy puha feliiletre leiitdttem, ennek hatasara az allatok
negativ geotaxissal valaszoltak és a csében felfele kezdtek maszni. A kiértékeléskor
rogzitettem, hogy héany allat érte el a 6 vagy 23,5 cm magassagot 20, 40 és 60 masodperc alatt.
A diagramok altalaban azonos tendenciat mutatnak, ezért az eredmények fejezetben egy
kivalasztott diagramot tiintettem fel a kisérletekhez, ami legjobban jellemzi a valtozast. A kettds
aktivacios kisérlet soran bemutatom a rovid- és hosszutavii maszas diagramjat is, mivel itt

érdekes modon a két tavolsagon egymastol eltéré eredményt tapasztaltam.
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Western-blot

A Western-blothoz a fehérjemintakat két életkorban izolaltam néstények fejébol: 7 napos
fiatal és 28 napos id6s allatokbol. A kisérlet menetét Billes és munkatarsai altal leirt modszerrel
végeztem (Billes és mtsai., 2016). Az fehérje izolalashoz 32 ul fly lizis puffert és 32 ul 2x SDS
loading oldatot adtam 10 fejhez, majd homogenizald palcaval egységesitettem a mintat, végiil
95 °C-on 5 perc alatt denaturaltam a fehérjéket. A Western-blot soran 15 pl fehérjemintat vittem
fel a 4-20% gradiens poliakrilamid gélre (Mini-PROTEAN TGX Gels, Bio-Rad, 456-1093),
illetve a mintak két végére kaleidoszkopot (ProSieve QuadColor Protein Marker 4,6-300 kDa
fehérjéket gélelektroforézissel méret szerint elvalasztottam, majd nitrocelluléz membranra
blottoltam a mintat. A blokkolashoz 3%-os tejporos oldatot hasznaltam 1x TBST-ben. A
kovetkez6 elsddleges ellenanyagokat alkalmaztam: anti-Ref(2)P/p62 (rabbit, 1:2000, Pircs és
mtsai., 2012), alpha-Tub84B (mouse, 1:1000, Sigma, T6199), anti-Atg8a (rabbit, 1:2000,
Takats és mtsai., 2013, Nagy ¢és mtsai., 2014). Az elsédleges ellenanyaggal egy éjszakan at
inkubaltam a mintat 4 °C-on. Mésodlagos ellenanyagok: anti-rabbit IgG alkalikus foszfataz
(1:1000, Sigma, A3687), anti-mouse IgG alkalikus foszfataz (1:1000, Sigma, A5153). Az
eléhivashoz NBT-BCIP oldatot (1:50, Sigma, 72091) hasznaltam.

Az eredmények fejezetben szerepld képeken az eltérd méretli fehérjék azonos membranrol
szarmaznak, igy a mintdk fehérje mennyisége O6sszehasonlithatdé egymassal, ha a kontrollként
hasznalt tubulin haztartasi fehérje mennyiségéhez viszonyitunk. A képek kiértékeléséhez az
Image]J (1.52a) programot hasznaltam, ami a csikok intenzitasat adta meg, majd ezeket az
értékeket a tubulinhoz normalizaltam. Mivel a Western-blot méodszer szemikvantitativ, ezért az
eredményeket nem szamszeriisitve mutatom be, csak a kiértékelés utan latott valtozas iranyat
jelzem, hogy a mennyiség né vagy csokken. A human p62 fehérje ortologja a Drosophila
Ref(2)P, ami egy 100kDa-os fehérje (Wyers és mtsai., 1993). A Ref(2)P/p62 autofag szubsztrat,
ami autofagia soran lebomlik, tehat mennyiségi csokkenése az autofagia aktivacidjara utal. Az
Atg8a I a szolubilis, mig az Atg8a Il a lipidalt, autofag struktirak membranjahoz kotott formaja
a fehérjének, ami autofagia soran lebomlik. A foszfatidil-etanolaminhoz k6tétt, lipidalt forma
molekuléaris tomege ugyan nagyobb, de a megndvekedett hidrofobicitds miatt nagyobb az

elektroforetikus mobilitasa (Mizushima és Yoshimori, 2007).
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Mikroszkdpia

A mikroszkopos mérésekhez a ndstény allatokat 7 napos korban lefejeztem, eltavolitottam a
fejekrdl a szajszerviiket, majd fixaltam (4%-os formaldehid PBS-ben higitva) ket 20 percig
szobahOmérsékleten. Utana 3x5 percig mostam a mintat PBS-sel. A fixalast kovetéen
kiboncoltam az agyakat PBS-ben, majd Hoechst tartalma fedéoldattal (glicerin:PBS - 4:1
aranyban) lefedtem Oket. A fluoreszcens mikroszkopos képek a Zeiss Axioimager Z1
mikroszkoppal késziiltek, (Plan-APOCHROMAT 20x 0,8 NA objektivvel), ami ApoTome2-

vel van felszerelve.

A képek készitésénél a minta teljes vastagsdgaban egymdstdl 1 um tavolsadgban késziiltek
fotok, majd ezek voltak egyesitve. Az igy késziilt kép a mintaban talalhatd Osszes strukturat
mutatja, igy kikiiszobolhetd, hogy ne egy szubjektivan valasztott szeletet vizsgaljunk, ami alul-
vagy feliilreprezentalhatja a jeldlt struktirak mennyiségét. A képek kiértékeléséhez az Imagel
(1.52a) programot hasznaltam. A kapott eredmények a jeldlt struktirak vizsgalt teriileten mért
aranyat jelenti, mert nem csak a vezikulumok mennyisége, de azok mérete is szamit, mivel tobb
autofagoszoma is 0sszeolvadhat egy lizoszomdaval, ami a fizids 1épés serkentését jelzi, de nem
noveli a mikroszkopos képen lathatd struktirak mennyiségét. Ezen kiviil a p62 is tud

nagyméretii fehérje aggregatumokhoz kotddni, ennek is szamit a mérete és nem csak a szama.

5. dabra: Drosophila agy fluoreszcens mikroszkopos képe. A szaggatott vonallal jelzett
teriilet lathato az eredmények résznél szereplo képeken.
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Immunhisztokémia

A méréshez 7 napos ndstény allatokat hasznaltam, genotipusonként 5-8 agyrol késziilt
mikroszkopos felvétel. Az immunhisztokémia a mikroszkdpos méréssel megegyezé modon
kezdédik: 7 napos allatokat lefejeztem, a szajszerveket eltavolitottam, majd fixaltam az agyakat
(1 ml 4%-os formaldehid + 5 pl 20% Tween20) 30 percig szobahdmérsékleten. Ezt 3x20 perc
mosas kovette PBST-ben (0,1% Triton-X, PBS-ben). A fixalast az agyak kiboncolasa kovette
PBS-ben. A blokkolashoz PBST és fetal bovine serum (FBS) tartalmu oldatot hasznaltam (1 ml
PBST-hez kell 50 ul FBS), a folyamat 1 6ran at szobahdmérsékleten, billegteton ment. Ezutan
a mintakra rakeriilt az elsédleges ellenanyag: anti-ubikvitin (mouse, 1:500, Merck, ST1200).
Majd 4 °C-on, billegtet6 talcan 2 éjszakat jel616dni hagytam a mintat. A 3. napon elészor PBST-
vel mosast végeztem 3x20 percig. A masodlagos ellenanyagot: Alexa Fluor 488 anti-mouse
(1:500, Life Technologies, A11001) szobahémérsékleten 2 o6ran at hagytam a mintan. Ezt
kovette a magfestés 20 percig PBST + DAPI oldattal. Ujabb mosasi 1épések kovetkeztek: 3x20
perc PBST, majd 5-10 perc PBS mosés. A mintakat lefedés utan (fed6 oldat: glicerin:PBS - 4:1)
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaljuk Kovacs és munkatarsai altal leirt metodikat

alkalmaztam a kisérlethez (Kovacs és mtsai., 2021).

Statisztika

Statisztikai elemzéshez az RStudio (2021.09.0+351) programot hasznaltam. El&szor
megvizsgaltam az adatok eloszlasat (Lilliefors-teszt), majd normal eloszlasi mintak esetén
kétmintas t-probat végeztem. Ha az adatok nem normal eloszlast mutattak, Mann-Whitney U-
tesztet alkalmaztam. Az élethossz eredmények Kaplan-Meier gorbéit az SPSS22.0 programmal
készitettem. A diagramokon feltiintetett hibasavok a standard szorast, a csillagok pedig
szignifikanciat és annak megbizhatdsagi fokat jeldlik: p<0,05: *, p<0,01: **, p<0,001: ***,
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Eredmények és megvitatasuk

A kutatasom soran kis G fehérjék idegrendszeri szerepét, Iehetséges €lettartam és autofagia

befolyasold hatasat tanulmanyoztam.

A kis G fehérjék csendesitése csokkenti az €lettartamot €s rontja a kognitiv funkciot

Elsé kisérleteimben megvizsgaltam, hogyan hat a kis GTPaz fehérjék csendesitése az allatok
¢lethosszara, maszasképességére és hogyan befolyasolja az autofagiat. Feltételezésem szerint a
Rab2, a Rab7 és az Arl8 csendesitése is autofag vezikulumok felhalmozddasahoz vezet, mivel
hianyukban a fizios 1épések gatlodnak. Jelen kutatasban a Rab7 és az Arl8 csendesitését
vizsgaltam. A géncsendesitéshez RNS interferencia (RNSI) torzseket, kontrollnak pedig az
izogenikus w'!!® (white) mutanst (tovabbiakban w kontroll) és az RNSi kontroll torzset
hasznaltam, amiket a kisérletben hasznalt Gal4 forrassal kereszteztem. Minden transzgénrdl
kifejez6d6 RNSi esetében aktivalodhat a RISC komplex pusztin azért, mert duplaszalit RNS-t
termeltetiink tul. Az igy aktivalédott RNS interferencia tovabbi gének kifejezddését
szabalyozhatja és igy hatassal lehet az élettartamra. Az ON-target nélkiili RNSi kontroll torzs
ezt a nem specifikus RNS interferencia aktivalodasbol eredd kiilonbséget hivatott kikiiszobdlni
(Alic és mtsai., 2012). Korabbi eredményiink szerint a Rab2 csendesitése rovidebb élettartamot
¢és hanyatld kognitiv képességet okoz. Az altalam vizsgalt RNSi gének egy UAS szekvencia
utdn helyezkednek el, ezért az atir6das biztositasahoz egy Gal4-gyel kereszteztem Ossze az

allatokat. En a DdcGal4-et hasznaltam kisérleteim soran.

Elvégeztem az RNS interferencia konstrukciok vizsgalatat, hogy meghatarozzam milyen
hatékonyan csendesitik az adott géneket. A vizsgalatok kimutattak, hogy mindkét gén (Rab7 és

Arl8) expresszidja csendesiilt az RNSi hatasara.

Az allatok életképesség vizsgalatahoz maszas tesztet és élethossz mérést végeztem. A Rab7
¢és az Arl8 csendesitésének hatasara csokkent az atlagos tilélési képesség a kontrollhoz képest
(6.abra/A’). Az Arl8 RNSi hatasara az életkor szignifikansan csokkent az mindkét kontrollhoz
viszonyitva, mig a Rab7 csendesitése a w kontrollhoz képest mutatott szignifikans hatast. A
maszasképesség romlott, a hosszi- és a rovidtavii maszas tekintetében egyarant (Arl8 és Rab7
RNSi esetében is) (6.abra/B). Tovabba megnéztem 7 és 28 napos allatok fejébdl szarmazo
autofagiaban érintett fehérjék mennyiségét Western-blottal. Az Arl8 RNSi esetében mindkét
¢letkorban megemelkedett a Ref(2)P/p62 mennyisége, amely eredmény az autofagia gatlasat

jelzi. Emellett az Atg8a szolubilis forma mennyisége is nétt (6. abra/C).
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6. dbra: A Rab7 és az Arl8 egyardnt sziikséges a megfelelo élethosszhoz és kognitiv
funkciokhoz. Mindkét fehérje gatldsa rovidebb varhato élettartamot és rosszabb mdaszdsi
képességet okozott. A Western-blot eredmények az Arl8 RNSi mintaban autofagia gatldast
jeleznek, mivel a Ref(2)P/p62 szintje megnivekedett. A-A’ kis G fehérje gatlas hatdisa az
¢lettartamra, A: Kaplan-Meier élethossz gorbék, A’ dllatok dtlagos tulélése napokban, B:
aktivacio hatasa a mozgasi képességre, rovidtavi maszas eredmények bemutatdsa, de azonos
tendencia volt megfigyelhetd hosszutavon is, C: Western-blot eredmények eltéré életkorban. A
blot képétol balra a hasznalt ellenanyagok, jobbra pedig a jelolt fehérjék mérete lathato. A
szinkodolas a kiilonbozdé hasznalt torzseket jeloli. Az oszlopdiagramon a hibasav a standard
szords. A csillag a szignifikanciat és annak megbizhatosagi fokat jelenti: p<0,05: * p<0,01:
** p<0,001: ***,

A mikroszkopos vizsgalatokhoz a Rab7 és az Arl8 RNSi allatokat a DdcGal4, mCherry-
Atg8a torzzsel kereszteztem 6ssze. A mikroszkdpos felvételeken a piros szinli, mCherry-Atg8a
pozitiv strukturak az autofag strukturakat jelolik (7. abra/A). Az Arl8 csendesitésének hatasara
az autofag vezikulumok mennyisége szignifikansan megemelkedett az mindkét kontrollhoz
képest (7. abra/A’). A Rab7 RNSi esetében is novekedés figyelheté meg, de ez csak a w

kontrollhoz képest volt szignifikans.

21



A sejtmag sejtmag

w kontroll RNSi kontroll A -
D

sejtmag sejtmag % ;
=}
g ED e m w kontroll
8L 2 ® RNSi kontroll
E}D =
<G 15 ] Rab7 RNSi
> E .
= | . M Arl8 RNSi
o 1
Q
£

Rab7 RNSi Arl8 RNSi

7. abra Az Arl8 RNSi hatdisdra szignifikansan novekedett az mCherry-Atg8a-val jelolt
autofig vezikulumok mennyisége. A: fluoreszcens mikroszkopos képek Drosophila felnatt
agyakrol, A’: mCherry-Atg8a pozitiv strukturak mennyisége oszlopdiagramon abrdzolva. A
szinkodolas a kiilonbozo hasznalt torvzseket jeloli. Az oszlopdiagramon a hibasav a standard
szoras. A csillag a szignifikanciat és annak megbizhatosagi fokat jelenti: p<0,01: **,

Az RNS interferencia csendesitést anti-ubikvitin jel6léssel is tanulmanyoztam. Az
ubikvitinalt fehérje aggregatumok ¢és organellumok autofagiaval bomlanak le, igy a
mikroszkdéposan megfigyelhetd pontszerli ubikvitin struktirdk mennyisége az autofagia
hatékonysagaval aranyos (Yao, 2010). A Rab7 és az Arl8 RNSi torzseknél az ubikvitin
struktarak mennyiségének novekedését tapasztaltam, ami az savas lebontas csokkent aktivitasat
jelzi (8. abra/A’). Az eredmények megerésitik a Western-bloton tapasztaltakat, ami szintén az

Arl8 RNSi esetében autofagia gatlast mutatott.
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8. dbra: A Rab7 és az Arl8 RNSi is gdtolja az ubikvitin strukturdk lebontdsat. Az Arl8
gatlasa szignifikansan névelte az ubikvitinalt aggregdatumok mennyiségét. A: fluoreszcens
mikroszkopos képek Drosophila felnétt agyakrol, A’: ubikvitin strukturak mennyisége
oszlopdiagramon dabrazolva. A szinkodolas a kiilonbozo hasznalt torzseket jeloli. Az
oszlopdiagramon a hibasav a standard szoras. A csillag a szignifikanciat és annak
megbizhatosagi fokat jelenti: p<0,01: **.

A Rab7-CA rontja, mig az Arl8-CA javitja a talélési id6t és a maszasi képességet

A csendesités mellett vizsgaltam az aktiv fehérjeformak idegrendszeri expresszidjanak
hatasat is. Ehhez a kis G fehérjék konstitutivan aktiv (CA) formajat hasznaltam, aminek a
miikddési mechanizmusa, hogy egy aminosav csere kdvetkeztében a fehérje mindig GTP kotott,
aktiv allapotban van (Zhang és mtsai., 2007). A vizsgalt allatokban a fehérjék aktivalt formaja
kizarolag a DdcGal4-et kifejez6 sejtekben volt jelen. Megvizsgaltam hogyan hat a Rab2-, a
Rab7- és az Arl8-CA kifejezddése az allatok tulélési- és maszasképességére, illetve az

autofagiara.

Az élethossz mérés soran a Rab2-CA ¢és az Arl§-CA egyarant szignifikdnsan novelte az
allatok atlagos tulélését, viszont az Arl8-CA nagyobb mértékben novelte az élethosszt, mint a
Rab2-CA (9. abra/A-A’). A maszas teszt eredményei szerint a Rab2-CA ¢és az Arl8-CA is
javitotta az allatok rovid és hosszutavi maszasképességét is a kontrollhoz képest (9. abra/B). A
Rab7-CA jelentésen rontotta a mozgasi képességet (9. abra/B), illetve szignifikdnsan

csOkkentette az allatok élettartamat is: 16 napos életkort megel6zéen az Gsszes allat elpusztult
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(9. abra/A-A’). Western-blot mérést is végeztem, ahol a 7 napos allatokbol szarmazé fehérjék

esetében a Rab7-CA mintakban jelentésen felhalmozodott a Ref(2)P/p62 autofag szubsztrat

mennyisége, ami az autofagia gatlasat jelzi. 28 napos korban a Rab7-CA allatok vizsgalata mar

nem volt lehetséges a rovid élettartam miatt. A 28 napos mintakban azt tapasztaltam, hogy az

Arl8 aktivacidjakor a Ref(2)P/p62 mennyisége csokkent, ami autofagia aktivaciora utal (9.

abra/C).
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96. dbra: Az Arl8 aktivdcidja novelte az élettartamot, javitotta a mdszdsképességet és
autofagiat aktivdlt 28 napos korban. A Rab7-CA hatdasara csékkent a varhato élettartam,
romlott a mozgasi képesség és gatlodott a savas lebontas. A-A’ egyszeres kis G fehérje aktivacio
hatdsa az élettartamra, A: Kaplan-Meier élethossz gorbék, A’ dllatok dtlagos tulélése
napokban, B: aktivacio hatisa a mozgasi képességre, rovidtavi mdszds eredmények
bemutatdasa, de azonos tendencia volt megfigyelheté hosszutavon is, C: Western-blot
eredmények eltérd életkorban. A blot képétdl balra a haszndlt ellenanyagok, jobbra pedig a
jelolt fehérjék mérete lathato. A szinkodolas a kiilonbozé hasznalt torzseket jeloli. Az
oszlopdiagramon a hibasav a standard szoras. A csillag a szignifikanciat és annak
megbizhatosagi fokat jelenti: p<0,05: *, p<0,01: **, p<0,001: ***,
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Az mCherry-Atg8a pozitiv autofag strukturak mennyiségét is vizsgaltam mikroszkoppal,
ami a Rab7-CA esetében megnétt, mig az Arl8-CA esetében csokkent (10. abra/A’). A Rab7-
CA autofag strukturak felhalmozodasat eredményezhette, mig az Arl8-CA allatokban a 7 napig
tartd hatékony lebontas okozhatta a kevesebb mCherry-Atg8a-pozitiv vezikulumot. A Rab7-
CA konstrukci6 egy YFP fuzios fehérjét kodol. Ez lehetévé tette, hogy mikroszkdpos felvételen
a z0ld jelet is detektaljam, ami a Rab7 helyét mutatja. A szakirodalom alapjan a Rab7
megtalalhat6 az autofagoszomak és késéi endoszomak felszinén is (Dinter és mtsai., 2016). A
felvételek alapjan a piros és z6ld jel nem mindenhol kolokalizalt (10. abra/B). Feltételezhet6en
itt az endoszomalis eredetii vezikulumok fuzidja (késdi endoszoma—autofagoszoéma vagy az
negativan befolyasolja, ami esszencialis a neuronok talélésében és miikodésében (Tammineni

és mtsai., 2017).

A sejtmag sejtmag sejtmag
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70. dbra: Az Arl8 és Rab7 fehérjék idegrendszeri aktivilasa ellentétes hatdsu lehet az
autofagia szabdlyozdasaban. A Rab7 aktivilasa hatasara szignifikansan megemelkedett az
autofag strukturak mennyisége. Az mCherry-Atg8a és Rab7 jel kolokalizaciojanak hianya arra
utal, hogy sériilt az endoszomalis eredetii vezikulak fuzioja, ami az axondlis transzport
karosodasat okozza a neuronokban. A: felnott Drosophila agyak mikroszkopos képe, A’: az
mCherry-Atg8a pozitiv struktirak mennyisége. B: Az mCherry-Atg8a, Rab7-CA agyakroil
keésziilt képeken megfigyelheto nem kolokalizalo piros és zold strukturak nyilakkal jelolve. A
szinkodolas a kiilonbozo hasznalt torzseket jeloli. Az oszlopdiagramon a hibasav a standard
szordas. A csillag a szignifikanciat és annak megbizhatosagi fokat jelenti: p<0,05: *.
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Ezt k6vetéen anti-ubikvitinnel végeztem immunhisztokémiai jelolést (11.abra/A), melynek
eredménye alapjan lathatd, hogy a Rab7-CA-ban szignifikansan nétt, mig az Arl8-CA-ban
szignifikansan csokkent az ubikvitin pozitiv aggregatumok mennyisége (11. abra/A’). A Rab7-
CA tehat csokkentette, mig az Arl8-CA novelte az autofagia hatékonysagat. Ez az eredmény

megegyezik a Western-bloton tapasztaltakkal.
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81. dabra: Az Arl8-CA csokkentette, a Rab7-CA novelte az ubikvitin strukturak
mennyiségét a Drosophila agyban. A: fluoreszcens mikroszkopos képek felnétt Drosophila
agyakrol, A’: ubikvitin strukturak mennyisége oszlopdiagramon dabradzolva. A szinkodolds a
kiilonbozo hasznalt torzseket jeloli. Az oszlopdiagramon a hibasav a standard szoras. A csillag
a szignifikanciat és annak megbizhatosagi fokat jelenti: p<0,01: **, p<0,001: ***,

A Rab7-CA (24103) forma idegrendszeri kifejezése jelentGsen rontotta az allatok
maszasképességét és csokkentette az élethosszt. A Rab2-CA és Rab7-CA konstrukciok is YFP
transzgénnel jeloltek, igy Osszehasonlitottam kifejezddésiiket fluoreszcens mikroszkoppal.
Eredményeim szerit a Rab7-CA nagyobb mennyiségben expresszalodik, mint a Rab2-CA (12.
abra/A-A’). Szerettem volna eldonteni, hogy a Rab7 aktivaciojanak van karos hatasa az
idegrendszerben, vagy a fehérje tilzott expresszioja toxikus az allatokra. Ennek a kideritésére
megvizsgaltam tovabbi harom Rab7-CA konstrukcio (9779, 42707 és 50785) kifejez6dését
(azonos DdcGal4-gyel) (12. abra/A). Az Gjonnan tesztelt Rab7-CA formak szignifikansan
gyengébben expresszalnak, mint a korabbi Rab7-CA (24103) és Rab2-CA konstrukciok (12.
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abra/A’). Megismételtem a maszas tesztet a Rab7-CA-t gyengébben kifejez6 (9779 és 50785)
allatokkal, amely alapjan elmondhato, hogy a maszasképesség romlott a kontrollhoz képest
mindkét esetben (12. abra/B). Tehat a Rab7 aktivalasa alacsonyabb génexpresszio mellett is

mozgasképesség romlashoz vezetett.
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92. abra: A kiilonféle genomi pozicioju Rab7-CA konstrukciok expresszidja agyban. A
Rab2-CA-hoz viszonyitva a Rab7-CA 24103 (ezzel végeztiik az aktivacios vizSgadlatokat a 10.
11. és 12. abran lathatok az eredmények) nagyobb mennyiségben expresszalodik. A hdarom
ujonnan vizsgalt konstrukcio: Rab7-CA 9779, 42707 és 50785 viszont sokkal gyengebb
expresszios szintet mutat a Rab2-CA-hoz képest. A maszas teszt kimutatta, hogy a gyengébben
kifejez6dd Rab7 aktivdcios konstrukciok hatasara is romlik a mozgasi képesség. A: fluoreszcens
mikroszkopos képek felndtt Drosophila agyakrol, A’: a mikroszkopos képeken mérhetd dtlagos
pixelintenzitas (zold), B: mozgasi képesség eltéro életkorban, szazalékban kifejezve. A
szinkodolas a kiilonbozo hasznalt torzseket jeloli. Az oszlopdiagramon a hibasav a standard
szords. A csillag a szignifikanciat és annak megbizhatosagi fokat jelenti: p<0,05: *, p<0,01:
** p<0,001: ***,
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A kis GTPazok egyiittes aktivacioja tovabb javithatja az allatok mozgasképességét

A tovabbiakban érdekesnek talaltam megvizsgalni, hogy milyen hatast okoz az allatokban,
ha egyszerre aktivalok kiilonb6zé kis G fehérjéket. A kettds aktivaciok esetében a képz6do
Gal4 fehérje két UAS szekvencia kozott fog megoszlani, tehat az egyes fehérjék atirodasa
feltehetden kisebb mértékii lesz az egyszeres aktivalasukhoz képest, ezért a kettds aktivacios
torzsek (pl.: UAS-ArI8-CA, UAS-Rab2-CA) mellé olyan kontrollokat valasztottam, ahol
szintén kettd UAS transzgén kozott oszlik meg a Gal4 mennyisége (pl: UAS-Luc; UAS-GFP,
UAS-ArI8-CA; UAS-Luc). A Rab7 aktivacioja (UAS-Rab7-CA; UAS-Luc) ez esetben is
csokkentette az allatok élettartamat, de a transzgén vélt alacsonyabb kifejez6dése kevésbé volt
toxikus az allatokra. A Rab2 — Rab7 kettds aktivacioju allatok tovabb éltek a Rab7-CA, Luc
kontrollnal, ami feltehet6en annak készonhetd, hogy a Rab2-CA 6nmagaban is pozitiv hatassal
van az allatokra, ami ,,elnyomhatja” a Rab7 potencialis negativ hatasat. Az Arl8-CA, Luc
torzshoz képest, nem tapasztaltam hosszabb ¢élettartamot, az Arl8-CA, Rab2-CA torzsben (14.
abra/A’).

A korabbi mérésektdl eltéréen a him allatok maszasi eredményeit mutatom be, mert csak itt
tapasztaltam szignifikans eltéréseket a maszasképességek kozott (a himekben gyakorta
magasabb a transzgének kifejezodésének mértéke, feltehetden csak itt volt elégséges a
transzgének expresszidja). Az Arl8-CA, Rab2-CA transzgéneket egyiitt kifejezé allatok
mutattdk a legjobb eredményt hosszutavon (13. abra/B). Az egyszeres aktivacios
eredményekben azt tapasztaltam, hogy a Rab2-CA 6nmagéban pozitiv hatdsu, mig a Rab7-CA
negativ hatasu, hossz- és rovidtavon is. Ezzel szemben a Rab7-CA, Rab2-CA rovidtava

maszasképessége meghaladta a kontroll értékeit, kifejezetten idésebb korban (13. abra/B’).
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13. abra: A Rab7-CA, Rab2-CA egyiittes aktivdcioja novelte az élettartamot a Rab7-CA,
Luc torzshoz képest. Az Arl8-CA, Rab2-CA nem javitotta a tulélési idot (A°), de a hosszutavii
maszaskepességre pozitiv hatdasa volt (B). A-A’ kétszeres kis G fehérje aktivacio hatasa az
élettartamra, A: Kaplan-Meier élethossz gorbék, A’ dllatok atlagos tulélése napokban, B-B’
aktivdacio hatasa a mozgasi képességre, B: hosszutavu maszds, B’: rovidtavu mdszas
eredmények. A szinkodolas a kiilonbozo hasznalt torzseket jeloli. Az oszlopdiagramon a hibasav
a standard szoras. A csillag a szignifikanciat és annak megbizhatosagi fokat jelenti: p<0,05: *.

A 7 napos allatok fejébdl izolalt fehérjemintak alapjan elmondhatd, hogy az Arl8-CA, Rab2-
CA egyiittes kifejezése a Ref(2)P/p62 szintjének csokkenését eredményezte, ami az autofagia
aktivalasat jelzi. A 28 napos fehérjeminta esetében Az Arl8-CA, Rab2-CA és a Rab7-CA,
Rab2-CA esetében is a Ref(2)P/p62 mennyiségének a csokkenését tapasztaltam az azonos kora
kontrollhoz viszonyitva (14. abra/A’). Az élethossz és a mozgasi tesztek esetén nem volt
lehetdségiink mindkét esetben az Gsszes genotipus hasznalatara, ezért a jovoben érdemesnek

tartom a kisérletek megismétlését, a fejezetben szerepld valamennyi genotipus bevonasaval.
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104. dbra: Western-blot eredmények szerint az Arl8-CA, Rab2-CA fiatal és idés dllatokban
is aktivdlta az autofagiat, mivel megemelkedett a Ref(2)P/p62 mennyisége. A nitrocelluloz
membrdanrol készitett foté alapjin a viltozds nem tisztan kivehetd, mivel a tubulin
mennyisége nem azonos az eltéré mintakban. Az eredményeim aldatamasztasa érdekében
oszlopdiagramon mutatom a tubulinnal normalizdlt Ref(2)P/p62 vdltozdst a 28 napos
mintdkban, ami a fehérje mennyiségének csokkenését mutatja. A blot képétsl balra a hasznalt
ellenanyagok, jobbra pedig a jelolt fehérjék mérete lathato.
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Kovetkeztetés

Osszefoglalasul elmondhatd, hogy a Rab7 és az Arl8 is sziikséges a normélis élethossz és
maszasképesség biztositasahoz és hianyukban az autofagia gatlasa figyelhetd meg. Bar a gPCR
eredmény nem mutatott jelentds valtozast az RNSi torzsekben mért mRNS mennyiségben, de
a Western-blot megerdsitette a fehérjék szintjén tortént mennyiségbeli csokkenést. Emellett a
vizsgalataim soran is jelentds fenotipikus hatast lattam az RNSi konstrukciok hasznalatakor,
ezért arra kovetkeztettem, hogy a csendesités transzlacios gatlasként fejti ki a hatasat. Az Arl8
RNSI jelentdsebb hatast okozott, viszont ez nem feltétleniil az Arl8 fontossagara utal, hanem
hogy az RNSi konstrukciok koziil ez okozott jelentdsebb csendesitést. A kis GTPazok
aktivaciojanal eltérd hatést tapasztaltam az Arl8 és a Rab7 esetében. Az Arl8 aktivacidja képes
volt megnovelni az allatok élettartamat, javitani a maszasképességet és autofagiat aktivalt
idegrendszerben, mig a Rab7-CA jelentGsen csokkentette a varhato élettartamot, szignifikansan
rontotta az élettartamot és gatolta a savas lebontast. A kis G fehérjék egyiittes aktivacidja tovabb
javitotta az allatok mozgasi képességét és kis mértékben serkentette az autofagiat is. Az

eredményeimet a jovOben érdemes ultrastrukturalis vizsgalatokkal is kiegésziteni.

A Rab2 aktivéciodja pozitivan, mig a Rab7 negativan befolyasolta a maszasképességet. Ezen
két kis GTPaz egyiittes aktivacidjakor rovidtavon javult az allatok mozgasi képessége, mig
hosszutavon javulast nem figyeltem meg (13. abra). A pozitiv hatast valoszintileg azért csak
rovidtavon tapasztaltam, mert a Rab7 hosszitavon jelentdsebb mértékben fejtette ki negativ
hatasat. A szerotonerg ¢és dopaminerg neuronok részben atfednek a memoriaval kapcsolatos
agyteriiletekkel, példaul a gombatest is tartalmaz dopaminerg neuronokat és ismert rola, hogy
jelentOs szerepe van tanulasban és memoriaban (Aso és mtsai., 2014), igy a Rab7 aktivacioja

cres

maszas romlasat okozza, ami az inger megtart6 képességet jellemzi.

Az Arl8 RNSi esetében a Western-blot eredményen azt tapasztaltam, hogy az Atg8a
szolubilis forma mennyisége megemelkedett mindkét vizsgalt életkorban (6. abra). Ez utalhat
arra, hogy a gatlodott lebontés miatt egy kompenzacios mechanizmusként a sejt megndveli az
Atg8a atirodasat, vagy a fehérje nem képes hatékonyan beépiilni az autofag struktirdk
membranjaba. Ennek eldontésére tovabbi kisérletet terveznék, ahol kvantitativ PCR

segitségével vizsgalnam az Atg8a mRNS szintjének valtozasat az Arl8 csendesitett allatokban.

Megallapithatd, hogy a Rab2 és az Arl8 aktivacioja is pozitiv hatast és igéretes autofagia
aktivacios célpontok lehetnek és altaluk az élettartam megndvelhetdvé valhat. A Rab7
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aktivacidja kerlilend6 a negativ hatdsai miatt. Ezen eredmények fontosak olyan jovobeli
kisérletekben, amik az autofagia aktivalasat célozzdk meg. Ez olyan neurodegenerativ
betegségek kezelésében hozhat attorést, ahol a betegség kivaltdé oka egy toxikus
citoplazmatikus fehérje felhalmozddasa €s ezek hatékonyabb lebontasaval lehet javulast elérni.
Ilyen betegség az Alzheimer-kor (felhalmozodott B-amiloid és tau fehérje), Parkinson kor (a-
szinuklein) és egyéb taupatiak. Gyogyszerfejlesztés szempontjabol a kis GTPaz fehérjék
aktivacioja példaul ugy érhetd el, ha gatoljuk a GAP enzimeket, amik a GTP hidroliziséért
felelOsek, tehat inaktivaljak a kis G fehérjéket. Az jelenleg még nem ismert, hogy melyik GAP
enzimek lehetnek specifikusak az altalam vizsgalt kis GTPaz fehérjékre. Ha talalunk olyan
GAP enzimeket, ami képes célzottan a Rab2 vagy az Arl8 fehérjéket inaktivalni, akkor ez
idedlis célfehérje lenne, amit gyogyszerjeldlt molekulakkal gatolhatunk. Osszegezve, a cél a
negativ szabalyozok gatlasan keresztiili aktivacid. A Rab7-tel kapcsolatos eredmények alapjan
elmondhato, hogy a Rab7-re specifikus GAP-ok gatlasa kerililend6 a lehetséges negativ hatasai

miatt.

A dolgozatban a kis GTPaz-okat mint autofagia szabalyozo fehérjéket vizsgaltam, azonban
fontos megemliteni, hogy ezen fehérjék rendelkeznek a savas lebontastol fiiggetlen funkcidval
IS. Az Arl8 szerepet jatszik a mikrotubulus és vezikula szallitas iranyitasaban. Emellett elésegiti
a preszinaptikus cargo fehérjék axonalis transzportjat és ezzel megelzi az id6 eldtti
aggregalodasukat (Donaldson és Jackson, 2011). A Rab2 egy Golgi rezidens fehérje, melynek
szerepe van az ER és Golgi kozotti szallitd folyamatokban mindkét iranyban. A preszinaptikus
prekurzorok, melyek a neuronok szomajaban képzddnek a transz-Golgi halozatbol a Rab2
kozremiikddesével jutnak a szinapszisokhoz. Ez a folyamat nélkiilozhetetlen a szinapszisok
képzéséhez és neurotranszmisszidhoz. Azt is kimutattak, hogy a preszinaptikus prekurzurok
biogenezisében a Rab2 upstream hat az Arl8-hoz képest (Gotz és mtsai., 2021). A Rab7 részt
vesz tumor progresszioban: ez lehet egyarant onkogén vagy tumor szuppresszor szerep, ezt a
kornyezeti faktorok hatarozzak meg. Fontos szerepet jatszik a ciszplastin kemoterapids szer
elleni kemorezisztenciaban, mivel befolyéasolja a késéi endoszomalis utvonalat és lizoszoma
biogenezist. Ezen fontos szerepei miatt rakos terapiak kidolgozasahoz jo célpont lehet (Guerra

és Bucci, 2019).
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Osszefoglalé

Az autofagia egy lizoszomalis degradacids Utvonal az ecukaridta sejtekben, ami sériilt
organellumok, toxikus fehérjék lebontasaért és a sejtes homeosztazis fenntartasaért felelds.
Szerepe Iétfontossagli a posztmitotikus szovetekben, mint az idegrendszerben, ahol az
elpusztult neuronok potlasa nem lehetséges, igy autofagia altal kell megakadalyozni a toxikus
fehérjeformak képzddését. Az autofagia hatékonysaga a kor eldrehaladtaval csokken, ami
eléidézheti neurodegenerativ betegségek megjelenését. Ezek kezelésére igéretes modszer lehet

az autofagia aktivalasa.

Makroautofagia soran létrejon egy citoplazma komponenseket tartalmazd, kettds
membrannal rendelkez6 autofagoszéma, ami fuzionalhat késdi endoszémaval vagy
lizoszomaval. A fzios 1€pések szabalyozasaban szamos kis G fehérje vesz részt, mint a Rab2,
Rab7 és Arl8, de ezek eltérnek egymastol lokalizacioban és funkcioban, illetve kiilonb6zo

fuzios eseményeket iranyitanak.

Korabbi eredményeink szerint a Rab2 Kkonstitutivan aktiv, GTP-kotott (Rab2-CA)
form4janak idegrendszeri kifejez6dése noveli az élettartamot €s javitja a maszasképességet.
Jelen kutatas kimutatta, hogy a Rab7 és az Arl8 gatlasa negativ hatassal van az allatok mozgasi
és talélési képességére €s gatolja az autofagiat. Az Arl8 folytonosan GTP kotott formaja (Arl8-
CA) pozitivan, viszont a Rab7 aktivalas (Rab7-CA) negativan befolyasolja az élettartamot és a
kognitiv képességet. A Rab7 aktivalasa hatdsara az axonalis transzport sériilését feltételezem.

A kis G fehérjék kettds aktivalasa javitja a mészast és serkenti az autofagiat.

Megallapithatjuk, hogy mindharom kis G fehérje sziikséges a normal élettartamhoz,
fittséghez ¢és a megfeleld autofagidhoz, de aktivalasuk hatdsa eltérd. Autofagiat aktivalod
gyogyszermolekulak tervezésekor a kis G fehérjék igéretes 0j célpontok lehetnek, de a
hatéanyagok specifikussagadnak ismerete kiemelt jelentdségli a lehetséges negativ hatasok

elkeriilése érdekében.
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