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Osszefoglalé

Az autofagia sejtjeink egy nélkiilozhetetlen homeosztazist fenntarté folyamata, mely
azonban az Oregedés sordn veszit hatékonysagabol. E csokkent aktivitas kiilonosen
veszélyes lehet olyan pdtolhatatlan sejtekre nézve, mint az idegrendszer sejtjei, ahol a karos
anyagok felhalmozddasa neurodegenerativ betegségek kialakuldsaval jarhat.

Kutato6 csoportunk korabbi eredményei szerint a Rab2 kis-GTPaz (kis-G) fehérje — mely
formaja fokozza az autofagia hatékonysagat 6reg allatokban, tovabba ndveli azok élethosszat
¢és maszasi képességét. A kis-G fehérjéket GAP-ok (GTPase-activating proteins) gatoljak
azok inaktivalasaval, igy kozvetetten csokkenthetik az autofagia hatékonysagat, azonban
Rab2 specifikus GAP-ok még nem ismertek az irodalomban. Kutatasi célom volt olyan Rab2
fehérjét szabalyoz6 GAP-okat talalni, melyeknek gatlasa képes fokozni a lizoszomalis
lebontasi utvonalakat és ezaltal novelni az autofagia hatékonysagat az idegrendszerben. Ezen
fehérjék jo célpontjai lehetnek a jovében gatld hatast gyogyszer molekuldknak.

12 GAP gén RNS-interferencia (RNSi) csendesitését végeztem Drosophilaban, melyek
potencialisan részt vehetnek a Rab2 szabalyozasaban. Ezek koziil 5 lett kivalasztva
részletesebb vizsgalatokra. Mind idegrendszerben, mind zsirtestben sikertilt tobb olyan GAP
gént talalni, melyek csendesitése képes volt megndvelni az aktiv Rab2-pozitiv vezikulumok
szamat a sejtekben. Egyes csendesitések képesek voltak az autofag-lizoszomalis lebontd
utvonalak aktivalasara (pl: CG42795-RNSi), ezzel csokkentve a lebontasra megjelolt
anyagokat az allatok idegsejtjeiben. Bizonyos GAP-0k csendesitése szignifikans novekedést
okozott a Drosophilék élethosszaban és a maszasi képességre is tobb gén csendesitése volt
pozitiv hatassal. Feltételezhetjiik tehat, hogy egyes GAP fehérjék gatlasa valoban alkalmas
lehet a lizoszomalis lebontasi utvonalak aktivalasahoz, igy ezeknek a fehérjéknek a tovabbi
kutatasa relevans uj terapias célpontokat nyujthat a neurodegenerativ betegségek elleni
kiizdelem soran.

(Kutatasom soran én végeztem az allatok fenntartasat és keresztezését, a fluoreszcens
mikroszkopiahoz a mintakat (elékészités, boncolas, fixalas), a Western-blotot és a PCR
eljarasokat €s az azokhoz sziikséges mintak eldallitasat, az €élethossz és maszas esszéket,
valamint a kisérletek soran kapott adatok kiértékelését, statisztikai elemzését €s a hozzajuk

tartozo abrak és diagramok elkészitését.)
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Szakirodalmi attekintés

A sejtek onmegujito képessége: Az autofagia

Az autofagia szerepét, mint a sejtek homeosztazisat fenntarté mechanizmust mar szamos
kutatas bizonyitotta, valamint azt is, hogy hibas miikodése sulyos betegségekkel hozhato
osszefliggésbel?. Az autofag-lebontd ttvonalakat tobb altipusra osztjak fel, am ezek koziil a
legjobban kutatott a makroautofagia, mely olyan nagyméretii, potencialisan karos Struktarak
¢és organellumok eltavolitasara is képes a sejtekb6l, amivel a tobbi lebontd Gtvonal mar nem
tud megbirkdzni. E folyamat soran a lebontand6 anyagokat egy kettés membrannal rendelkez6
fagofor veszi korbe, ami aztan autofagoszomava zarddva izolalja ezen struktrakat a sejten
beliil. Az autofagoszémanak, beltartalma lebontasahoz a savas lebontd tutvonalakban
foszerepet jatszo lizoszomaval kell egyesiilnie, mely tartalmazza a degradaciohoz sziikséges
enzimeket (1.dbra)®.

A fagofér — mely az autofagoszOma még be nem zarult, kezdetleges formaja —
képzddésének helyét pontosan még nem tudtdk meghatdrozni, bar az endoplazmatikus
retikulum (ER) kulcsfontossagunak latszik e tekintetben, de mitokondrialis, Golgi és
plazmamembran eredetét is leirtak mar*®,

A fagofor képzddést az Atgl (emldsokben ULK) kindz komplex aktivalodasa inditja be,
mely mas az autofagoszoma biogeneziséhez sziikséges fehérjéket fog foszforilalni és ezzel
aktivalni®. E komplex szabalyozasaért a TOR (target of rapamycin) (emlésokben TORCI)
utvonal felelés, mely az intracellularis metabolizmus mesterszabalyozoja. Amennyiben az
utvonal bizonyos aminosavak, vagy inzulin megemelkedett mennyiségét érzékeli, tehat a sejt
ugymond "jollakott" allapotban van, akkor az Atgl (autophagy-related 1) kinaz komplex
gatlasan keresztiil lecsokkenti az autofagiat, hiszen a sejtnek van elég épitokove €s energidja a
fehérjeszintézishez. Ha azonban a sejt ¢éhezik és a TOR szignaliziciés Utvonal igy
deaktivalodik, akkor beindulhat az Atgl kinaz komplex és 0j autofagoszomak képzédhetnek,
hogy a sejt a sajat anyagainak lebontasabol juthasson épitdkovekhez, ugyanis a fehérjeszintézis
egy sejtben sem allhat le, még tapanyaghiany esetén sem. Ez a szabalyozasi mechanizmus
mutatja, hogy az alapvetd homeosztatikus folyamatokban is elengedhetetlen az autofagia a
sejtek tiléléséhez, nem pusztan tjrahasznosité szerepet tolt be®”.

Az autofagoszoma biogenezisének korai szakaszaban szerepet jatszik még a Vps34/PI3K
komplex is, mely foszfatidil-inozitol-3-foszfatta (PI3P) alakit foszfatidil-inozitolokat (PI) a
fagofér membranjan. A PI3P egy autofagoszoma membran specifikus PI, igy ezt a mintazatot

egyéb az autofagiahoz sziikséges fehérjék fogjak felismerni és ezaltal a forméalodé membranhoz
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toborzodni®®. Ilyen példaul az Atg2 mely az Atgl8-cal alkot komplexet. Az Atg2-Atgl8
komplex lipideket csatornaz at a fagoféor membranjaba, igy novelve annak feliiletét. A
membranba tovabba beépiilnek Atg9 transzmembran fehérjéket tartalmazé kis vezikulumok,
melyeknek szintén szerepe van a membran novekedésében.,

A fagofér és késébb az autofagoszoma membranjara egy masik fontos identitast
meghataroz6 elem is rakeriil a PI3P-n kiviil, ez pedig az ubikvitin-szeri Atg8 (emldsokben
LC3B, ecetmuslicaban Atg8a) fehérje. A szabad Atg8 fehérjékre az ubikvitin-ligaz-szerii
konjugacios rendszer egy foszfatidil-etanolamin lipidhorgonyt helyez fel, majd ezek a lipidalt
Atg8 fehérjék a fagofér membranjdhoz horgonyzddnak. Az Atg4 fehérje aminosav hasitdsa az
Atg8 C-terminalisan sziikséges a lipidhorgony felhelyezéséhez. Az Atg8 képes kapcsolatot
létesiteni a p62 (Drosophila ortolog Ref(2)P) adaptor fehérjével. Sok szelektiven lebontand6
anyag az Atg8-p62 (és mas, szintén Atg8-hoz kapcsolt adaptor) fehérjék segitségével bomlik
le31°. E két fehérje mutans, fluoreszcens forméjat gyakran hasznaljdk a kutatok autofag
markernek.

A vezikulak formalodasa, szallitasa, egyesiilése finoman szabalyozott, bonyolult
lIépéseken keresztiil valosul meg, mely szamtalan kiilonb6zé funkcioji fehérjét igényel.

Ilyenek tobbek kozott a Kis-GTPaz, a burkold, a motor, a dokkolo és a panyvazo fehérjék3.

Membran névekedés és formalodas
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L.dbra: A makroautofigia folyamatinak f6bb lépései. A fagofor biogenezise utin a lebontando
anyagok koriil autofagoszomava zarodik, mely adllati sejtekben lizoszomaval, névényekben és
élesztében a vakudlummal egyesiilve degraddlja ezen anyagokat®.

6



Az autofagia jelent6ségé az oregedésben

Az iddskorral 6sszefiiggésbe hozhato betegségek kapcesan rengeteg kutatas mutatott ra az
autofagia szerepére. Kimutathatd, hogy a kor elérehaladtaval az autofagia hatékonysaga
csokken a sejtekben és ez szamos problémahoz vezethet az egyes szovetekben, szervekben. A
jelenség nem csak emlésokben, hanem olyan modellél6lényekben is kimutathatd és
vizsgalhato, mint a Drosophila melanogaster, vagy Caenorhabditis elegans, melyek kedvelt
modellszervezetei az autofigidval kapcsolatos kutatasoknak®. Az autofig gének (atg-k)
funkciovesztéses mutacioi korai dregedést és élethossz csokkenést okoznak'!!, ezzel szemben
ezen gének (atg8 vagy atg5) talaktivalasa Drosophilaban és egérben élethossz novekedéssel
jart?12,

Az autofagia id6skori hanyatlasara bizonyos szovetek kiilondsen érzékenynek
tekinthetoek, példaul az idegsejtek nagy részének életiink végéig el kell latnia feladatat,
helyettesitésiik nem lehetséges. Ezért lehet az, hogy sok neurodegenerativ 6regkori betegség
kapcsolatba hozhat6 az autofagia hibas miikodésével, vagy annak hidnyaval és 0ijra-aktivalasa
potencidlisan javulast valthat ki az eddig gyogyithatatlannak elkonyvelt betegségek
lefolyasaban. Parkinson-kor (PD) kialakulasahoz példaul két jelentGsen eltérd autofag utvonal
hibgja is vezethet. A shaperon medialt autofagia (CMA) utvonal, mely normal esetben
lebontand az idegsejtekben az a-synucleint, cs6dot mond annak mutans oligomerizalt formaja
esetében, mely erdsen kotddik a lizoszomakon 1évé LAMP2A transzporterekhez'®. Szintén
PD-t eredményezhet a mitofagia — az autofagia egy specialis mitokondriumokat lebontd
formédja — fehérjéinek (Parkin, PINK1 és DJ-1) hibdi, melynek kovetkeztében nem
megfeleléen miikddd, kiros mitokondriumok halmozodnak fel az idegsejtekben™.

PD és Huntington koros Drosophila modellek esetében jo eredményeket értek el az
autofagia farmakologiai aktivalasaval. Az AUTEN-67 (autophagy enhancer) és AUTEN-99
gyogyszermolekulak alkalmazasaval, melyek az MTMRI14/EDTP fehérje inhibitorai. Az
MTMR14 (myotubularin-related protein 14) egy autofagiat gatlo fehérje, mely a Vps34-kinaz
komplex tevékenységének egy antagonistija. Ez a fehérje ugyanis képes defoszforilalni az
autofagoszoma biogenezishez sziikséges PI3P molekulakat. Az AUTEN molekulakkal kezelt
neurodegenerativ. modell &llatok neuronjaiban szignifikdnsan csokken a karos fehérje
aggregatumok jelenléte, az allatok élethossza és maszasi képessége is javul™>®,

Kutatocsoportunk korabbi eredményei arra utalnak, hogy az 6reged6 allatokban nem csak
a létrejovo autofagoszomak szamanak csokkenése miatt, hanem a lebontd folyamat késdbbi
1épéseiben bekovetkez6 hibak miatt is csokken az autofagia hatékonysaga. Erre abbdl lehet

kovetkeztetni, hogy az oreg allatokban megemelkedik az autofag-vezikulakhoz kothetd
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lipidalt-Atg8a fehérjék mennyisége, tehat a lebontdé kompartimentumok jelen vannak, azok
felhalmozddnak, a savas-lebontds mégsem jatszodik le, melyre egy masik autofag marker
fehérje a Ref(2)P/p62 emelkedd szintje is utal. A Ref(2)P ugyanis normal esetben a lebontand6
karos anyagokkal egyiitt szintén lebomlik a folyamat sordn. Ezen adatok alapan
feltételezhetjiik, hogy az autofag-degradacios utvonal megakadasat részben olyan downstream
1épések hibai okozhatjak, mint példaul a vezikula fuzio, vagy a savas-lebontas nem megfeleld

mukodésel’.

A vezikularis fzioé fészereploi

A lebontasra szant sejtrészt koriilhatarol6 autofagoszoma nem tartalmaz lebontd
enzimeket, igy azt mashonnan kell beszereznie, hogy véghez vihesse feladatat. Két lehetséges
utvonal koziil, vagy lizoszomaval egyesiilve autolizoszomava alakul, vagy endoszémaval
egyesiilve amfiszomat képez, mely ugyancsak lizoszomaval fuzionalva autolizoszomat hoz
1étre. A fzios folyamatok hibdja autofagoszomak felhalmozodésaval jarhat a sejtekben, ami
a fehérje aggregatumok megjelenéséhez hasonloan szintén karos a sejtekre nézve®'8. Az egyes
vezikuldk fuzidja magatdl szinte sohasem megy végbe, ahhoz mindkét vezikula részérdl
specialis, egymast felismerd €s egymassal interakcioba 1€pd fehérjékre van sziikség. A
kiilonféle vezikulak identitasat specifikus, a kiilsé membranhoz kt6dé fehérjék, mint példaul
a kis-GTPazok és a panyvazo fehérjék hatarozzak meg, melyekhez egyéb azokat felismer6
fehérjék is bekapcsolodhatnak. Az identitassal rendelkezé vezikulumok a megfeleld
célallomas felé szallitobdhatnak motorfehérjék segitségével és ott az adott feliilettel
egyesiilhetnek, amennyiben az ehhez sziikséges fehérjék aktivalodnak. A legszamosabb ilyen
identitast meghatarozo kis-G fehérjék a Rab és az Arf alcsoportokba sorolhatoak, tovabba a
fiiziohoz elengedhetetlen a SNARE és HOPS komplexek kozremiikodése® 9%,

A SNARE fehérjék a membranok citoplazma feldli oldalan taldlhatéak meg és
sziikségesek a lizoszomalis lebontasban érintett vezikulumok (autofagoszoma, lizoszoma,
egyesiilésre késziild vezikulum a célmembranhoz ér, a SNARE komplex fehérjéi mintegy
Osszesodrodo kotél egymas koré tekerednek és egymas felé huzzak a két lipid kettOsréteget,
kovetkeztében sériilnek a lebonto utvonalak. Ez torténik bizonyos lysosomal storage disorder
(LSD) betegségek esetében is, ahol a tilzott koleszterin jelenléte miatt, a membranokban nem

tud megfelelé konforméciot felvenni a SNARE egyes részei’l. A Syntaxinl7 (Stx17) egy



autofagoszoma membran specifikus SNARE, ami azonban még nem taldlhatdé meg a
fagoforok felszinén, igy a lizoszomak nem fuzionalnak a még "nyitott" vezikulumokkal??.

Homotypic fusion and protein sorting (HOPS) egy panyvazo fehérje, mely jol konzervalt
vacuolar protein sorting (Vps) alegységekbél tevddik 6ssze?. A kis-G fehérjék, mint példaul
a Rab-ok, melyek a vezikula membranok kiils6 oldalan helyezkednek el, fontosak a kiilonbdz6
vezikulak e panyvazé fehérjével vald dsszekapcsolasahoz annak alegységein keresztiil?4%
(2.dbra). A HOPS hataskore az éleszté esetében mar kelléen bizonyitott, miszerint sziikséges
az autofagoszoma-lizoszéma fuzidhoz, az emldsok esetében azonban még ellentmondasosak
az informdciok. Bizonyos alegységek esetében azt figyelték meg, hogy hidnya esetén sériil az
autofagia?®?, Jiang és munkatérsai felderitették, hogy a HOPS két alegysége, a Vps33A és a
Vps16 is képes az autofag-membran specifikus Stx17-hez kétddniZ.

Az Arl8 (Arf like protein 8) egy az Arf alcsaladba tartozo fehérje, mely allanddan jelen
van az érett lizoszomak felszinén és elengedhetetlen azok megfelelé elosztasahoz az emberi
sejtekben'®?’. Szamos endoszémaval kapcsolatos funkcioban és a szinaptikus vezikulak
esetében is leirtdk mar szerepét?®?®. Ezek mellett fontos a vezikula fuzidban is, mind az
endoszoma-lizoszoma, mind az autofagoszoma-lizoszoma egyesiilésben. A HOPS komplex
egy alegységének, a Vps41-nek az interakcios partnereként hivatkoznak ra!®%,

A Rab7 (élesztdben Ypt7p) fehérje egy effektora a retromer komplex, mely segit
bizonyos anyagok visszajuttatasaban az endocitotikus utvonalbdl a plazma membranra, vagy
a transz-Golgi ciszternakra®!. Tovabba szerepe van az organellumok, tobbek kozt az
autofagoszomak pozicionalasaban is, motor komplexek megkotésével®>®, Sziikséges még a
vezikula fuziohoz is, amit a HOPS komplex segitségével hajt végre. Elesztd esetében
bizonyitott a Rab7-HOPS interakcio 1étrejotte fuziokor™, metazoakban erre azonban még
kevés az adat. Emberi sejtekben kimutattak viszont, hogy a Rab7 fehérjék kozvetleniil, a két
membran kozott homodimereket alkotva is ellatjak ezt a funkciot™.

A Rab2 fehérjét legkorabban a Golgi késziiléken talaltdk meg és ezen organellum
valamint az ER kozétti vezikula forgalomhoz kototték szerepét®®=6. A legtobb régebben
felfedezett interakcios partnere mind olyan fehérjék, melyek szintén a Golgihoz kothetoek,
ezek funkcidi azonban nem ismert. A Rab2 kiiktatasa C. elegansban zavart okoz a szekrécios
granolumok képzddésében, valamit akadalyozza a fagoforok érését. Mindez az endocitotikus
Gitvonalakban betdltott szerepére utal®’. Sinka Rita és munkatarsai egy biokémiai screen
keretében Rab interakcios partnereket keresve azt talaltak, hogy a Rab2 a HOPS komplex két
alegységével (Vps39 és Vps4l) is kapcsolddik. Ez alapjan vélhetd volt, hogy szerepet tolt be



a vezikula fzio, igy az autolizoszomak 1étrejottében is, valamit az amfiszomak lizoszémaval
Rab2 kiiitése, vagy csendesitése az autofagoszomak felhalmozodasat okozza larvalis
zsirszovetben mutatva azt, hogy azok képtelenek végighaladni normalis lebonto
Gitvonalukon?®, Tovabba4 a konstitutivan aktiv Rab2 fehérje csokkenti az autofdg marker (p62
fehérje) jelenlétét a sejtekben, mely az autolizoszomalis lebontas megemelkedésére utal,
valamint képes volt a PD modell allatok élettartamét és mdszasi képességét is megndvelni®.
Muslica larva idegsejtjeiben végezett Rab2 vizsgalatok ramutattak annak szerepére az axonalis
transzport folyamatokban. A Rab2 sziikséges a fehérje tipusi neurotranszmittereket tarold
dense core vesicles (DCV) éréséhez, valamint azok anterograd és retrograd szallitasahoz.
Tovabba endoszomék és lizoszomak szallitasaban is kimutattdk hatdsat az idegsejtekben,
viszont az Arl8-al ellentétben a Rab2 nem volt sziikséges a neurotranszmittereket tartalmazo
vezikuldk szinapszisba valo juttatasahoz®®. A Drosophilabol szarmazé Rab2 adatok mind
larvalis szoveteken lettek vizsgalva, a Rab2 lokalizacidja és funkciodja feln6tt idegrendszerben

azonban még nem ismert.

autofagoszoma

segit a HOPS komplexen keresztiil (sajat abra).

A kis-G fehérjék fokapcsoloja: GAP-ok és GEF-ek

AKis-G fehérjéket gyakran nevezik molekularis kapcsol6 fehérjéknek is, mert az alapjan,
hogy GTP-t, vagy GDP-t kotnek, van egy aktiv, illetve egy inaktiv allapotuk. A GTP kotott,
aktivalt kis-G fehérje képes mas fehérjékhez kotddni és azokat aktivalni. Ebben a formajukban
alltalaban membran kotottek is, példaul egy lipid horgony segitségével. GDP-t tartalmazo
formajuk deaktivalt és sokszor szolubilisen talalhato a citoplazmaban. A kis-G fehérjék GTP
kotott allapotat és igy bekapcsolasat a GEF (guanine nucleotide exchange factors) enzimek
segitik el6. Ezzel ellentétesen a GAP (GTPase-activating proteins) enzimek a GTP- GDP-re
torténd hidrolizisét és ezzel a kikapcsolast valtjak ki. Ennek kovetkeztében ezen fehérjék

jelenléte, vagy hianya kozvetetten befolyasolja a savas-lebonto ttvonalak hatékonysagat a Rab

10



és mas Kis-GTPazok ki-be kapcsolasan keresztiil®. A mar fentebb leirt kisérletekben
tapasztaltak szerint bizonyos Rab-ok gatlasa az autofag-lebont6 utvonal megakasztasahoz, igy
az autofagoszomak felhalmozodasahoz, vagy azok teljes hidnyahoz vezethet?. Tehat ezen
Rab-okat inaktivalo GAP-0k gatlasa potencialis terapias célpont lehet, amennyiben az autofag
aktivitast szeretnénk megnovelni, helyreallitani. A lizoszomalis lebontasban szerepet jatszo

kis-G fehérjéknek azonban jelenleg nem ismertek GAP szabalyozo6i az irodalomban.

Drosophila melanogaster elonyei az oregedéssel kapcsolatos betegségek
kutatasaban

A Drosophila melanogaster — melyet a koznyelvben csak muslicaként ismerhetiink — a
tudomanyban az egyik legelterjedtebb és legrégebb ota hasznalt gerinctelen modelléldlény.
Szédmtalan el6ny0s tulajdonsdga miatt hatékonyan és gazdasagosan lehet vele dolgozni. A
Drosophila rendkiviil alkalmas screenek ¢és egyéb nagy atereszté-képességli kutatasok
elvégzésére, mivel ezen allatok életciklusa nagyon rovid, a kikeld egyedek szama viszont
nagyon nagy. Annak ellenére, hogy a rovarok taxondmiailag tavoli csoportnak tekinthetdk, az
emberi betegségeket okozd gének hozzavetdleg 65%-anak van vélt funkciondlis ortologja a
Drosophila genomban®®#° és ezeknek az ortologoknak egy szignifikinsan nagy hanyada
expresszalodik is a Drosophila emberével megegyezd funkcidju szoveteiben*!,

A kutatasokat nagyban megkonnyiti a Drosophiléban kifejlesztett UAS-Gal4 rendszer. Ez
a rendszer két elembdl all, melyek az élesztobdl lettek atemelve a muslica genomba. A Gal4
fehérje egy olyan transzkripcids aktivator, mely az UAS (upstream activating sequence)
szakaszt ismeri fel és ehhez kotddve lehetévé teszi a downstream beépitett transzgén
atirodasat. A Gal4 és az UAS elemek élltalaban kiilon térzsekben vannak fenntartva és a két
torzs Osszekeresztezésével aktivalhatok. Tovabbi nagy elonye az UAS-Gal4 rendszernek,
hogy lehet6vé valik a transzgének szovet specifikus atirodasa. Csupan annyit kell tenni, hogy
az aktivator Gal4 fehérje gén szekvenciajat egy az adott szovetre jellemz6é enhancer mogé
épitjiik be, igy az csak ott fog kifejezédni és aktivalni a transzgén atirodasat. Igy lehetéségiink
van példaul csak az idegsejtekben kifejeztetni egy fluoreszcens jelolést, vagy csendesiteni egy
gént RNS-interferenciaval. Az UAS-Gal4 egy tovabbfejlesztett valtozatdban képesek lehetlink
idében is szabalyozni a transzgén kifejez6dését. Itt egy harmadik elem (Gal80%) is
megtalalhato, egy fehérje mely a Gal4-gyel komplexet alkotva gatolja annak mitkodését. A
nekiink megfeleld idoben homérséklet emelést alkalmazva azonban megsziinik ez az

interakcio6 és a transzgén atirasra keriilhet*?,
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Az RNS interferencia (RNSi) az eukariotak egy endogén védelmi mechanizmusa, amivel
a sejtek képesek adott atirddott génszakaszok, vagy idegen szekvenciak poszt-transzkripcios
gatlasara, igy megakadalyozva azt, hogy azokbdl fehérje keletkezzen. A mechanizmust egy
duplaszali RNS (dsRNS) inditja be, mely lehet exogén eredetii, vagy akar egy hajtli szertien
Osszezarodo sajat atirat is. Drosophildban a dsRNS-t a Dicer2 fehérjét tartalmazé komplex
ismeri fel, mely 21bp (bazispar) hosszi darabokra vagja azt, majd ezeket az Ago2 (argonauta)
fehérje egy-szali RNS-sé tekeri ki. Az igy processzalt RNS molekula alapjan a RISC (RNA-
induced silencer complex) megkeresi az azzal homoldg, parosoddo mRNS (messenger-RNS)
transzkriptumokat és ha taldl ilyet akkor azt elhasitja, ami ennek kovetkeztében gyorsan
degradalodni fog. Nem teljes bazispar egyezés esetén pedig transzlacios gatlas valdsulhat meg.
Ezt a folyamatot természetesen a kutatok is kihaszndljdk a vizsgdlni kivant gének
csendesitésére. A muslica esetében a legtobb génre mar létrehoztak RNSi torzset melyek a

kiilonféle torzskdzpontokbol viszonylag egyszeriien beszerezhetéek 344,

Célkittizés

Az Oregkori betegségek egy jelentds része kapcsolatba hozhaté az autofigia
hatékonysaganak csokkenésével. Az autofdgia helyredllitdsa képes lehet az élethossz és
életmindség novelésére, melyet mar tobb modellszervezet esetében is igazoltak???.

Egy lehetséges modja az autofag aktivitas novelésére a lizoszomalis lebontasi utvonalak
hatékonysaganak fokozasa. Kutatd csoportunk korabbi eredményei azt mutattak, hogy az
idegrendszerben konstitutivan aktiv formaban kifejeztetett Rab2 (Rab2-CA) fehérje
megnoveli az 4llatok élettartamat és azok kognitiv funkcidit, valamint hozzdjarul egy
Parkinson-koros modell (A53T) tiineteinek az enyhiiléséhez is®.

Mivel a GAP-ok feleldsek a kis-G fehérjék inaktivalasaért, ezért feltételezésem szerint a
megfeleld6 GAP fehérjék gatlasaval ugyszintén aktivalhatoak a lizoszomalis lebontasi
utvonalak, hasonléan mint a mutans, folyamatosan aktiv Rab2 fehérje esetében (3.dbra).
Jelenleg az irodalomban azonban még nem ismertek e folyamatra specifikus GAP fehérjék.
Célom ezért olyan Rab2 specifikus GAP-0k keresése és jellemzése, elsdsorban az
idegrendszerben, melyek jo célpontjai lehetnek gatldo hatasu gydgyszer molekuldknak a

jovoben.
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Ennek érdekében a kovetkezo kisérleteket szerettem volna elvégezni:

e Megvizsgalni az egyes GAP-csendesitéseket kovetden az aktiv-Rab2 fehérjék
mennyiségét Drosophila idegrendszerben (agyakban), fluoreszcens mikroszkdpia
segitségével. Az eredmények alapjan kivélasztani a potencialis Rab2-t szabalyozo6 GAP
fehérjéket tovabbi vizsgalatokra.

e Az kiilonb6z6 GAP-csendesitett torzsekben vizsgalni az autofagia hatékonysagaban
bekovetkez6 ~ valtozasokat, fluoreszcens  mikroszkopia, = Western-blot  és
immunhisztokémia segitségével.

e A GAP-géncsendesitett muslica torzsek élethosszanak és maszasi képességének
vizsgalata a megfeleld esszéket alkalmazva.

e Az egyes GAP-csendesitések hatasat tanulmanyozni Drosophila larvalis zsirszévetben,

fluoreszcens mikroszkopia és Western-blot segitségével.

alapszintu
savas lebontas
(mérsékel hatékonysagu

autofagoszoma
/Golgi eredetii

aktivacio jeziiulumy autofagia)
(Rab2 inaktivalasa)
GAP-RNS
autofagoszéma megemelkedett
{Golgi eredetl savas lebontas

nincs GTPaz ez kulum (emelkedett hatékonysagu
aktivacio autofagia)

(Rab2 aktiv

allapotban marad)

érett
. . lizoszéma
RNS-interferencia

3.dbra: Rab2-t szabdlyozo GAP-ok csendesitésének vart hatisa. A Rab?2 fehérjét inaktivalo GAP
Jjelenlétében a lizoszomalis lebontasi utvonalak alapszinten miikédnek (felsé dbra), mig annak
hianyaban a Rab2 bekapcsolva marad és az autofagia hatékonysaga megemelkedhet (also abra).
*Kiilonbozo szervekben a Rab2-héz kétik az autofagoszoma és a Golgi-eredetii, hidrolaz-enzim
tartalmu vezikulumok fuziojat is a lizoszomaval. Mindketto fiizios esemény serkentése névelheti a
lebontas hatékonysagat (sajat abra).

13



Anyagok és maddszerek

Felhasznalt torzsek, létrehozasuk és fenntartasuk

A kisérletekhez Drosophila melanogaster modellszervezetet hasznaltam. A felhasznalt

torzsek standard kukorica-cukor-agar alapu taptalajon voltak fenntartva.

Minden

kisérletemet 29°C-on tartott allatokon végeztem. A felhasznalt torzsek a Bloomington
Drosophila Stock Center-bél (BDSC) szarmaznak, illetve az ELTE Genetika Tanszék

torzsgytjteményébdl (EGTT) keresztezéssel lettek Iétrehozva. Az RNS-interferencia screen

soran 12 kiilonbozé GAP gén csendesitését végeztem (GAP-RNSI) (1.tablazat).

Megnevezés Genotipus Szarmazas
kontroll / isowhite wliis BDSC
. . y[1] sc[*] v[1]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
GFP-RNSi (RNSi-kontroll) =VALIUM22-EGFP.shRNA 4}attP2 BDSC
. y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]
CG8085 (GAP-RNSI) =TRiP.JFO3085}attP2 BDSC
. y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
CG7324 (GAP-RNSi) =TRiP.HMS00722}attP2 BDSC
. y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
CG1695 (GAP-RNSI) =TRiP.HMJ24138}attP40 BDSC
. y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
€G31935 (GAP-RNSI) =TRiP.HMC05513}attP40 BDSC
. y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]
CG42795 (GAP-RNSI) =TRiP.HMJ23781}attP40/CyO BDSC
. y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
CG7112 (GAP-RNSI) =TRiP.HMS01132}attP2/TM3, Sh[1] BDSC
. y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
CG4041 (GAP-RNSI) =TRIP.GL00239}attP2/TM3, Sb[1] BDSC
. y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
CG42612 (GAP-RNSI) =TRiP.HMC06174}attP40 BDSC
. y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
CG6182 (GAP-RNSI) =TRiP.HMC06532}attP40 BDSC
. y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
CG5344 (GAP-RNSi) =TRiP.HMC06579}attP40 BDSC
. y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+11.8]
CG12241 (GAP-RNSI) =TRiP.HMS00612}attP2/TM3, Sb[1] BDSC
. y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]
CG11727 (GAP-RNSi) =TRIP.HMS01818}attP40 BDSC
DdcGalad w[1118]; P{Ddc-GAL4.L}4.36 BDSC
cgGal4 w([1118]; P{Cg-GAL4.A}2 BDSC
DdcGal4-Rab2-YFP w([1118]; DdcGal4; Rab2-YFP/ST6 EGTT

cgGal4-Rab2-YFP

w[1118]; cgGal4; Rab2-YFP/ST6

altalam létrehozva

cgGal4 (I1.) w[1118]; P{Cg-GAL4.A}2 EGTT
y[1] w[*]; P{w[+mC]=UAST-YFP.Rab2}|

Rab2-YFP (3)ne038[02]/TM3, Sbi1] BDSC

ST6 w*; Sp; Sb / ST6 EGTT

3x mCh-Atg8a, DdcGal4 w[1118]; DdcGal4; 3x mCh-Atg8a EGTT

1.tablazat: A felhasznalt torzsek megnevezése, genotipusa és szarmazdsi helye.
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Az éltalam létrehozott cgGal4; Rab2-YFP/ST6 torzs sziikséges volt a larvalis
zsirszovetek fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatdhoz. A DdcGal4-es torzshoz hasonldan,
mely elsésorban a dopaminerg és szerotonerg neuronokban fejezi ki a Gal4 fehérjét®®, a
cgGal4 zsirszovet specifikusan fejezi ki azt*®, igy az RNS interferencia és a fluoreszcens
marker fehérjék csak itt fognak atirédni (szovet specifikus UAS-Gal4 rendszer). Az ST6
multikromoszoémalis (kapcsolt) balancer kromoszomara azért van sziikség, mert igy a torzs
stabilabban fenntarthato, lehetové teszi a vele homoldg 2. és 3. kromoszomak egyideji
0rokl6dését, valamint az ST6-ban jelenlévé tubby (révid és tomzsi) mutaciod fenotipusara
konnyen lehet szelektalni a 1arvak esetében is. A keresztezés soran fluoreszcens mikroszkop
alatt szelektaltam a fluoreszkalo tubby fenotipusu larvakra (4.dbra).

fluoreszkalo larvak fluoreszkalg, tubby larvak

(11, kr.)
cgGal4 cgGal4  UAS-Rab2-YFP . <gGal4  UAS-Rab2-YFP cgGal4 ; UAS Rab2-YFP
cgGal4 + + i + + / ST6
X X
UAS—Rab2—YFP\ c Spisb \, Dhe oGl st
TM3 = ST6 ST6 ST6 ST6
(1. kr.) ‘@?\x ey N %
\</2//>/>—> +// cgGald' +  + WYFP
nem fluoreszkalé larvak osszes tobbi fenotipus

4.dbra: A cgGal4-Rab2-YFP elnevezésii tirzs létrehozdsdnak lépései. TM3 és ST6 balancer
kromoszomdak, Sp (sternopleural) és Sb (stubble) marker mutdaciok (sajat abra).

Kontroll torzsek

A kisérleteim soran RNS-interferencia (RNSi) torzseket haszndltam, melyekhez
kontrollként a vad tipusnak megfeleltetheté izogenikus w8 (isowhite) torzset alkalmaztam,
illetve bizonyos kisérletekhez egy tovabbi RNSi-kontroll térzset (GFP-RNSI) (/.tdbldzat).
Erre azért volt sziikség, mivel a termel6dd duplaszala RNS 6nmagaban is kivalthat nem-
specifikus hatasokat a RISC komplex aktivalasan keresztiil. Az RNSi-kontroll egy target-
nélkiili duplaszalit RNS-t termeltet pluszban a normal kontrollhoz képest, igy ennek a nem-
specifikus hatésait hivatott szimulalni*’. Ez a GFP-RNSi kontroll tdrzs azonban nem
alkalmazhaté azokndl a kisérleteknél, ahol a GFP fehérje kifejeztetése sziikséges (példaul

tobb fluoreszcens mikroszkdpos kisérletem esetében is).
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Maszas vizsgalat

E kisérlet soran Osszehasonlithatjuk a vizsgalt allatok fittségét és idegrendszerének
allapotat oregedésiik folyaman. Leiitést kovetéen a Drosophildk egy kis atmérdjli, magas
(25cm) tiveges6ben kezdenek el felfele maszni (negativ geotaxis). Az inger felfogasanak
sebessége ¢és annak megtartasa aranyos a muslicdk idegrendszerének allapotaval. A
rovidtav maszas-teszt az allatok ingerfelfogd képességérd, mig a hosszutavi-maszas az
allatok inger megtartd képességérdl, azaz a memoriajukrol ad informéaciot*. Az allatok
maszasat 7, 14, 21 és 28 napos korukban mértem. A méréseket két parhuzamos csével
végeztem. Az egyes genotipusokat CO2-vel elaltattam, majd a nemeket elkiilonitve, 10-10
allat keriilt egy-egy csobe. Ezt kdvetden az allatok 1 orat pihentek 29°C-on. Pihenés utan a
maszas essz€t haromszor ismételtem, 30 perces sziinetekkel az egyes mérések kozott. A
maszasokrol vided felvétel késziilt, ami alapjan ki lehet értékelni az egyes genotipusok
nemenkénti teljesitményét. A rovidtdvi maszas az elsd hatdrvonalig tart (6 cm) és méri, hogy
a 10 allatbol hany éri azt el 10, illetve 20mp alatt. A hosszitavi maszas a felsd hatarvonalig
tart (21cm) és méri, hogy hany allat éri azt el 20, 40, illetve 60mp alatt. Az eredmények
hasonlésaga miatt a dolgozatban csak a legnagyobb kiilonbségeket mutatd mérések lettek

bemutatva, ami rovidtav esetén a 20-, hosszutav esetén a 60-masodperces értékek.

Elethossz vizsgalat

A kisérlet célja, hogy 0sszehasonlitsuk az egyes genotipusok atlagos élettartamat. A
mérést 5 parhuzamos csdvel végeztem, minden csébe 15 ndstény és 15 him allat keriilt. A
Drosophilakat két naponta raztam at friss tapcsobe. Naponta feljegyeztem, hogy melyik
cs6ben mennyi és milyen nemd allat halt meg, mig az 6sszes muslica el nem pusztult. Az
¢élethossz-mérés Kaplan-Meier gorbéit és az adatok kiértékelését az SPSS22.0 szoftverrel

végeztem.

Fluoreszcens mikroszképia

A GAP-RNS-interferencia hatasait kétféle szervben vizsgaltam, felnétt Drosophila
agyakban és larvalis zsirtestekben. A feln6tt néstény muslicakat éteres altatast kdvetden
lefejeztem és a fejeket eléboncoltam, majd 4%-0s PBS-ben (foszfattal pufferolt sdoldat)
higitott formaldehiddel fixaltam 20 percig szobahén, aztan 3x 5 perig mostam a mintakat

PBS-ben. Ezt kovetdéen kiboncoltam az agyakat, szintén PBS-ben. A zsirszovet
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vizsgalatahoz L3 taplalkozo stadiumu (L3F), larvak zsirtest lebenyeit boncoltam ki, fixalas
nélkiil PBS-ben. A savas kompartimentumok jel6lésére zsirtestekben LysoTracker Red
(L7528) festést hasznaltam. A festéshez a LysoTrackert PBS-ben 1:1000 aranyban
higitottam. 2 perces festést kdvetden 2x mostam a mintakat PBS-ben, fedése el6tt 2-2 percet.
A mintdkat Hoechst tartalmt PBS:glicerin (1:4 arany) oldattal fedtem. A mikroszkopos
képek ApoTome2-vel felszerelt Zeiss Axioimager Z1 mikroszkoppal késziiltek. Az agyak
fotdzéasa 200x, mig a zsirtesteké 400x nagyitason tortént. A képek készitésekor a teljes szerv
vastagsaga végig lett fényképezve, szeletenként 1 um tavolsagra késziiltek egymastol képek.
Az elkésziilt képek ezt kovetden Ossze lettek montdzsolva, igy a kiértékeléskor a szerv
valamennyi jelolése szamolhato volt. A képek kiértékeléséhez a ZEN 3.5 (Blue edition

v3.5.093) ¢és az Imagel szoftvereket hasznaltam.

Immunhisztokémia

A muslica agyakban jelenlévd ubikvitinalt struktirdk mennyiségi valtozasat
immunhisztokémia segitségével tanulmanyoztam. A kisérlethez 7 napos ndstény
Drosophilak agyat hasznaltam fel, Kovacs és munkatérsai altal leirtak szerint*®. A mintékat
a mikroszkopiandl leirtak szerint készitettem eld €s 40 percig szobahdmérsekleten fixaltam.
Fixalas utan a mosast itt PBT-vel (3x 10perc, PBS + 0.1% Tween20) végeztem. Ezt kovetéen
az agyakat kiboncoltam és 1 orat blokkoltam 1ml PBT + 50ul FBS (fetal bovine serum)
oldatban. Ezutan inkubaltam a mintakat az els6dleges ellenanyagban: anti-ubikvitin (mouse,
1:500, Merck, ST1200), 5°C-on 2 napig. A felesleges elsddleges ellenanyagot kimostam
PBT-vel (3x 20perc), majd egy tjabb blokkolas kovetkezett 20 percig, mely utdn mar a
masodlagos ellenanyaggal: Alexa Fluor 488 anti-mouse (1:500, Life Technologies, A11001)
inkubaltam az agyakat szobahdmérsékleten, 2 6ran keresztiil. A masodlagos ellenanyag
felesleget is tobb 1épésben kimostam, az elsddlegesnél leirtak szerint, majd az "utoboncolas"
soran eltavolitottam a maradék rajtamaradt mas szervbdl szarmaz6 szovetet €s tracheakat az
agyak felszinérél a mikroszkopia elétt. A magok jeldlése Hoechst tartalmi PBS:glicerin

(1:4) magfestékkel tortént.

Western-blot

Bizonyos fehérjék mennyiségi valtozasanak mérésére Western-blotot alkalmaztam. A
méréshez 7 napos, néstény allatok fejébol izolaltam fehérjét. Az allatokat éteres altatds utan

lefejeztem, igy az egyes torzsekbdl 15-15 fejet gytijtottem eppendorf csovekbe. A fejekbol
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a fehérjéket 96ul Fly Lysis buffer és 2xLaemmli (BioRad, 1610737) buffer 1:1 aranyos
keverékében homogenizald palca segitségével nyertem ki, majd -20°C-on taroltam. A
Western-blotot Billes és munkatarsai altal leirt metodika szerint folytattam®. Az egyes
mintakbol 15ul-t vittem fel, majd futtattam 4-20%-0s Mini-PROTEAN® TGX™ gradiens
gélen, majd blottoltam nitrocellul6z membranra (Kisker Biotech, 40520100). Ezt kdvetéen
3%-o0s tejpor oldatban (BioRad 170-6404 Blotting-Grade Blocker) blokkoltam a mintakat 1
oran keresztiil, majd felvittem az elsddleges ellenanyagokat: anti-Ref(2)P/p62 (nyul,
1:2000°Y), a-Tub84B (belsé kontroll) (egér, 1:1000, Sigma, T6199), anti-Atg8a (nyul,
1:2000%%%%) ¢és ezekben inkubaltam a mintat 5°C-on egy éjszakan keresztiil. Masnap
lemostam a felesleges (nem kot6dott) elsddleges ellenanyagot a nitrocellulézrél TBST-vel,
3x 10 perc mosas. Ezutan a masodlagos ellenanyagokban: anti-nyul IgG alkalikus foszfataz
(1:1000, Sigma, A3687), anti-egér IgG alkalikus foszfataz (1:1000, Sigma, A5153) egy orat
hagytam a nitrocellulézt. Az eléhivas NBT-BCIP oldattal (1:50, Sigma, 72091) tortént. Az
eredmények kiértékeléséhez Imagel programot hasznaltam. A p62 és Atg8a szintjeit az a-
Tub84B-nél mért valtozassal korrigaltam. A Western-blot egy szemi-kvantitativ technika,

igy csak a valtozasok iranyat jegyeztem fel, azok mértékét nem jeldltem.

PCR, Q-PCR

Az RNS-interferencia hatékonysaganak vizsgalatara PCR eljaradsokat alkalmaztam,
melyek megmutatjak, hogy a kontrollhoz képest hogyan valtozik a vizsgalt génekrdl atir6do
MRNS-ek mennyisége. A kisérlethez 7 napos ndstény Drosophilak fejébdl izolaltam RNS-t.
A muslicakat éteres altatas utan lefejeztem, igy 10-10 fejet gyljtottem Ossze az egyes
genotipust allatokbol. Trizol és 96%-os etanol 1:1 aranyos keverékében, homogenizald
palca segitségével degradaltam a szdveteket, hogy kinyerhessem a nukleinsavakat, majd
RNS izolalo kit (Direct-zol™ RNA MiniPrep kit (Zymo Research, R2050)) segitségével
izolaltam azokat az extraktumbol. DNaz enzimes emésztéssel tovabb tisztitottam a mintakat,
hogy abban ne maradjon genomialis DNS, ami befolyasolhatja a PCR eljaras
végeredményét. A tisztitott mintat eltettem -80°C-ra 1 napra. Eloszor standard PCR
technikaval vizsgaltam a mintakat. Az RNS-eket reverz-transzkriptaz (RevertAid RT
Reverse Transcription Kit (Thermo Scientific, K1691)) enzimmel cDNS-re irtam at, majd
amplifikaltam. Az igy keletkezett ampliknokat 0,8%-os agar6z gélen futtattam, melyhez 4l
etidium-bromidot adtam hozza. Ugyanezeket az RNS mintakat kvantitativ PCR (Q-PCR)
eszkozzel 1s megvizsgaltam (Roche LightCycler 96 (Roche Molecular Systems)), az alabbi
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kit alkalmazasaval: (FastStat Essential DNS Green Master kit (Roche, 06924204011)).
Minden mintar6l 3 parhuzamos mérést végeztem. Haztartasi génként az actinsc mRNS
mennyiségét mértem.

Primer tervezéskor ugy probaltam kikiiszobolni a genomialis DNS szennyezést, hogy a
forward és reverse primereket két kiilon exonra, tovabba a forward primert két egymast
kovetd exon hatarara terveztem, igy csokkentve annak az esélyét, hogy az intronokat is
tartalmazé nukleinsav szekvencidkkal ez a primer parba alljon (5.dbra). Ha ez mégis
megtorténne ugy az amplikon eltérd hosszabol kovetkeztethetiink a valés mRNS
mennyiségre. Az intronokat tartalmazo amplikonok mindig hosszabbak lesznek, mint a
processzalt mRNS amplikonja (2.tdbldzat). A PCR eljarasokhoz a primereket Lasergene
SeqBuilder (v7.0, Build: 43) szoftver és a Primer3web (primer3.ut.ee) webes program
segitségével terveztem (2.tdblazat).

5 CCARGGAGCTGCTIGCTTCCCTCGGCATTTTGCATTECCGAGATGCACTCGAGATACTTTGTCCTGCAGARGAGACGTGEGCCATGEEEAATCACGCEGGATTCGETTICCATE
o ' ! ' ! ' ! " Il " Il " ! ' ! ' ! ' ! " Il " Il 220
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T
3 GETICCTCGACGACGAAGGEAGCCETARAACCTARCGGCTCTACGTGAGCTCTATGARACAGGACGTCTTCTCTGCACCEGGTACCCCTTAGTGCGCCTARGCCAAGGTAC

I amplikon 279 b

TTGETGEGCACCTACGACAGCGTGATGAACACCARACCGECACCCTATCGCATCCTCCACCAGACGCCCTCEICGEGACGTGTCTTACCGARATCGCCATTGGCATTACCCR
' ! ' ! ' ! " Il " Il " ! ' ! ' ! ' ! " Il " Il 330
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T
AACCACCCGTGGATGCTGTCGCACTACTIGTGETTIGGCCETGEEATAGCGTAGGAGGTGETCTGCGECAGCAGCCTCCACAGAATECTTTAGCGETAACCETAATGEET

w oo u oo

amplikon 279 b

GGATGAGATTGTTAAGGATTGGGAATGGCTGARAGCTRAATCTCTTTARAAGTGCTGGACGAGATGGAGRACGAGGACGAGGTGACCAACTTTACCATATGCARGATCCARAT
R B L B R R B AR L S LD
CCTACTCTAACAATTCCTAACCCTTACCGACTTTCGATTAGAGARATTTCACGACCTGCTCTACCTCTTGCTCCTGCTCCACTGGTTGARATGGTATACGTTCTAGGTTA

- |
° R T —
amplikon 275 b ]
5.dbra: CG7324 gén szekvencidjara tervezett primerek SeqBuilder programban. 4 gén
szekvencidja a FlyBase adatbadzisbol szarmazik, majd abbol az intronokat a program segitségével
Kivdagtam.

© o uo

Forward Reverse cDNS (b) | gDNS (b)
actin5c | 5-GGATACTCCTCCCGACACAA-3 | 5-GAGCAGCAACTTCTTCG-3 265 1826
CG8085 |5-AGCGAAACGTACCACACAAAT-3 |5-TGAATGTTGTTGTCCTCCAGC-3 151 481
CG7324 |5-TCCCTCGGCATTTTGGATTG-3 5-TCCTCGTTCTCCATCTCGTC-3 279 1235
CG1695 |5-ACGAGGAGTTCTTGGCCAG-3 5-CCACTTTCCACGGGTCAGA-3 347 525
CG31935 | 5-GATAAGTTCGACCCCATGCG3 | 5-TGGGGAGGATGGGGATCA-3 323 2241
CG42795 |5-TTGCCAGGGATTCAACATGC-3 | 5-TCCCATCTTGCCATAGAACTCA3 | 448 1044

2.tablazat: A PCR eljarasokhoz tervezett primerek. Forward (/left-primer), reverse (/right-primer).
c¢DNS (komplementer DNS) az RNS mintabol reverz transzkipcio sordan atirodott szekvencia hossza
baziokban (b) megadva. gDNS (genomialis DNS) az esetleges DNS szennyezésbdl kapott amplikonok
hossza.
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Statisztika és az adatok abrazolasa

Az adatok statisztikai elemzését RStudio (2021.09.0 Build 351) programmal végeztem.
Els6 1épésként az adatok eloszlasat teszteltem. Normal eloszlas esetén t-tesztet, nem normal

eloszlas estén Mann-Whitney U-tesztet hasznaltam. A diagrammokon megjelend csillagok
a szignifikancia megbizhatosagi fokat jelzik: p<0,05: *, p<0,01: ** p<0,001: *** A
fekete * a "vad" (isowhite) tipusti kontrollhoz képesti szignifikanciat, a barna * az RNSi-

kontrollhoz (GFP-RNAI) képesti szignifikanciat jeloli.

A kiértékelt adatok abrazolasara boxplotokat (dobozdiagramokat) készitettem szintén
az RStudio program segitségével. A boxplot diagramon a doboz az interkvartilisbe tartozo
értékeket (adatok 50%-at), a dobozban 1év6 vonal pedig a mediant jel6li. Az alsé vizszintes
vonal a minimum, a fels6 a maximum értéket mutatja. Az iires korok az adatsor kiugro
értékeit tiintetik fel. A fekete pontok a diagramon egy-egy mintahoz tartozo értéket jeldlnek,
példaul egy mikroszkopos kép kiértékelését, kivéve a maszas esszé esetében, ahol egy pont
egy darab mérést, azaz 10 allat maszasat jeloli. Az élethossz vizsgalat és a Q-PCR adattipusa
nem jelenithetd meg boxplot segitségével, igy itt oszlopdiagramot hasznaltam. Az

oszlopdiagramon feltiintetett savok a standard szorast mutatjak.

Eredmények és diszkusszid

A Rab?2 pozitiv vezikulumok mennyisége szabalyozhaté egyes GAP-ok
csendesitésével felnott Drosophila agyakban

Mivel a célom Rab2 aktivicid és ezzel a lizoszomalis lebontasi utvonalak
hatékonysaganak novelése az idegrendszerben, igy eldszor megvizsgaltam fluoreszcens
mikroszkopia segitségével, hogy az egyes GAP-ok csendesitése esetén hogyan valtozik az
aktiv Rab2 fehérjét tartalmazo vezikulumok mennyisége muslica agyakban. Amennyiben
sikeriil Rab2-t inaktivaldo GAP-ot csendesiteni, gy tobb Rab2-pozitiv vezikulumot kell,
hogy lassunk az idegsejtekben. Az aktiv (lipidalt és vezikula membran kotott) Rab2 fehérjék
jol elkiilonithetd fluoreszcens pottyokként, mig az inaktiv szolubilis forma halvany
hattérzajként jelenik meg a fluoreszcens mikroszkdopos képeken (7.abra).

A kisérletben a BDSC gyiijteménybdl megrendelheté 12 GAP-RNSI torzset vizsgaltam.
Az egyes interferencia torzseket DdcGal4; Rab2-YFP genotipusu allatokkal kereszteztem

be, ami csak az agy dopaminerg és szerotonerg neuronjaiban fejezdik ki. A mérés soran a
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gombatestnek (mushroom body (MB)) nevezett agyteriiletre koncentraltam, mely nagy
szamban tartalmaz dopaminerg és szerotonerg neuronokat, valamint alkalmas oregkori

neurodegenerativ betegségek modellezésére®° (6.dbra: A-B).

kontroll

6.dabra: Rab2-YFP jelolés Drosophila agyban, dopaminerg és szerotonerg neuronokban. A:
konvencionalis mikroszkopos felvétel Drosophila agyrol. Fehérrel bekeretezett teriilet az MB. B:
Drosophila gombatest szemi-konfokalis felvétele.

Kiilon vizsgéaltam a neuronok sejttesti és axondlis teriileteit, ugyanis a neuronok
nagymértékben polarizalt sejtek, igy nagy kiilonbségek lehetnek a két sejtteriileten (8.dbra:
A-D). Tobb GAP gén csendesitését kovetden is megfigyelhet szignifikans valtozas a Rab2-
YFP pottyok mennyiségében (7., 8.dbra: E-F). Az axondlis sejtteriileten 7 esetben
novekedes €s 1 esetben csokkenés kovetkezik be, mig a sejttest teriiletén 7 gén csendesitése
okoz szignifikans novekedést. Az aktiv Rab2 fehérje ndvekedést okozd géncsendesitések
(CG7324-, CG1695-, CG31935-, CG42795-, CG11727-, CG12241-, CG5344-RNSi)
mindkét sejtteriileten szignifikans valtozast okoztak. A legtobb csendesitett génnel
ellentétben, csokkenést okozd géncsendesités (CG8085-RNSi) azonban csak az axonalis
teriileten mutat szignifikans eltérést.

Az itt kapott eredmények és egy korabban elvégzett eldzetes maszas vizsgalat alapjan,
végiil 5 GAP-RNSI torzset valasztottam ki, amiket részletesebben is meg szerettem volna
vizsgalni (3.tablazat). Ezek az alabbiak: CG7324, CG1695, CG31935, CG42795 és
CG8085, melyek koziil az els6é négy mind a Rab2 pozitiv struktirak mennyiségében, mind
az elézetes maszas esszében javulast eredményezett, mig CG8085 mindkét kisérletben

rontott, igy ellenpéldanak lett kivalasztva.
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kontroll CG1695-RNSi
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CG7122-RNSi . CG12241-RNSi ¢ :
7.abra: Példak az egyes GAP-RNSi torzseknél vizsgalt Rab? jelolésrol Drosophila idegrendszerben
(gombatestben), a sejtek axondlis teriiletén. A piros nyilak a kiértékelésnél mért, jol elkiilonithetd,
aktiv Rab2-pozitiv fluoreszcens pottyoket jelzik.
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8.dbra: Rab2-pozitiv struktiirak mennyiségének viltozdsa, kiilonbozé GAP csendesitések esetében
a neuronok axonadlis és sejttesti teriiletén. A-B: Kontroll és CG1695-RNSi Rab2 pottyozotisége a
gombatest (MB) axondlis teriiletén. C-D: Péottyozottség az MB neuronok sejttest teriiletén. E-F: A
ket vizsgalt sejtteriileten 1évé valtozasokat szemlélteté boxplot diagramok. Az egyes genotipusok
szinkodoldsa az dsszes abrdn egységes.
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GAP gén: vélt funkcio:

CG8085 Masnéven RN-tre (Related to the N terminus of tre oncogene). Ez a Drosophila
gén tobb human génnel is 0sszefiiggésbe hozhatd, de a legkozelebb a human
RNTRE fehérjéhez all, mely képes az EGF (epidermal growth factor) receptor
egy doménjéhez kotni, emellett GTP4z funkcioval is rendelkezik®’.

CG7324 Masnéven Tbc1d8-9 (TBC1 domain family member 8/9). Tobb humén
ortoldgja is van, példaul a TBC1D8 (TBC1 domain family member 8), vagy a
VRP (vascular RabGAP/TBC domain containing protein). GTPaz funkcioval
rendelkezik, valamint szerepet jatszhat a nephrotic syndrome type 20 betegség
kialakuldsaban®"%8,

CGIB95 Human ortoldgjai az SGSM1 (small G protein signaling modulator 1) és
SGSM2 (small G protein signaling modulator 2). Vélt funkcidja GTPaz
aktivacio®. Az SGSMI és SGSM2 fehérjéknek TBC-8 a C. elegans ortélégja,
amelyrdl leirtak, hogy rendelkezhet Rab2-t szabalyozé GAP funkcidval
(egyetlen ilyen jellegli kisérletes publikaci6)®.

CG31935 Vélhetbleg egy Rab3 fehérjét inaktivaldo GAP katalitikus alegysége, de lehet
mashol is GTPaz funkcioja. A Rab3 szerepet jatszik neurotranszmitterek és
hormonok exocitozisaban. (UniProt)

CG42795 Human ortoldgja a TBC1D30 (TBC1 domain family member 30) Vélt
funkcioja GTP4z aktivacié (UniProt)

3.tablazat. Tovabbi elemzésre kivilasztott 5 GAP gén(/fehérje) rovid leirasa.

Szemi-kvantitativ. PCR segitségével vizsgaltam ezen gének csendesitésének
hatékonysagat, melyhez a muslicak fejébdl izolaltam mRNS-t. 2 gén esetén tudtam mRNS
szint valtozast kimutatni a gélkép kiértékelését kovetden, amelyek transzlacios gatlasra
(CG42795), illetve mRNS degradaciora (CG31935) utalnak (9.dabra: A). A szemi-kvantitativ
PCR nem bizonyult elég érzékenynek arra, hogy minden gén esetében kimutasson valtozast.
Ez valodszinlileg azért van igy, mert az &ltalam hasznalt RNS-interferencidk csak a
dopaminerg és szerotonerg neuronokban fejezédnek ki, az RNS izolalasat azonban csak
egész fejbdl tudtam kivitelezni, melynek kovetkeztében elenyészévé valik a befolyasolt
sejtek aranya a mintakban. E probléma kikiiszobolésére kvantitative PCR (Q-PCR)
segitségével is megvizsgaltam a mintakat, mivel ez az eljaras képes kimutatni a nagyon Kis
mennyiségi eltéréseket is. A Q-PCR kimutatta, hogy CG1695- és CG42795-RNSi esetében
megemelkedik a transzkriptum mennyisége, tehat ezen géneknél transzlacids gatlas
kovetkezik be. CG7324-RNSi esetében pedig lecsokken, ami az mRNS-ek degradacidjara
utal (9.abra: B). CG31935-RNSi mérése ismétlést igényel. Elmondhatod tehat, hogy 3
esetben (CG7324-, CG1695-, CG42795-RNSi) miikodik az RNS-interferencia és CG31935-
RNSi-nél is erre utal a szemi-kvantitativ PCR eljaras eredménye. A CG8085-re tervezett

primer nem miikodott megfelelden, igy ez Gjratervezésre szorul.
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9.abra: Az RNS-interferencidak hatékonysaganak tesztelésére elvégzett szemi-kvantitativ PCR és
Q-PCR eljardasok eredményei. A: Kontrollként hasznalt haztartasi gén (actin5C) MRNS mennyisége
az egyes mintakban (felsé gélkép). A csendesitett target gének mRNS mennyisége (alsé gélkép). B: A
kvantitativ PCR eljaras eredmeényeit abrazolo diagramok.

Az autofagia aktivalhat6 a Rab2-t szabalyoz6 GAP-ok idegrendszeri gatlasaval

Az 5 kivalasztott GAP-csendesitésnél az autofagia aktivitasat is meg szerettem volna
vizsgalni. Ehhez 3xmCherry-Atg8a markert hasznaltam, mely a formalodé fagofortdl az
autolizoszémaig valamennyi kompartimentumot kijeloli®* (10.dbra: A-B). Mind az 5 torzs
esetében szignifikdnsan csokken az Atg8a-pozitiv pdttydok mennyisége a vad tipusu allatokhoz
képest, az RNSi-kontrollhoz képest azonban a csokkenés nem volt minden esetben sikeres
(10.dbra: C). CG7324-RNSi esetében a mérés sikertelen volt, igy ezt majd meg kell ismételni.
A lipidalt Atg8a pottydk csokkenése azon genotipusoknal, ahol ndvekedett a Rab2 pottyok
szama, jelentheti azt, hogy az autofag vezikuldk fizidja hatékonyabb és a hosszan fennalld
aktivalt autofagia hatasara elbomlott az mCherry jel6lés.

Western-blot segitségével megvizsgaltam az egyes genotipust allatok fejébdl izolalt Atg8a
és p62 fehérjék mennyiségét, valamint kontrollként a-Tub84B szintet is mértem (10.dbra: D).
A gélképen az Atg8a-II (lipidalt forma) szintek egybevagnak a mikroszkopos eredményekkel,
az RNSi torzseknél a fehérje mennyisége csokken. Ha az autofag-lizoszomalis lebontasi Gitvonal
hatékonysaga novekedik, akkor a Ref(2)P/p62 fehérje lebomlik (szubsztratja a folyamatnak) a
folyamat soréan, igy e fehérje jo indikatora az autofagianak®. A p62 szint is valamennyi RNSi
torzsnél csokken (a-Tub84B mennyiségével korrigalt szamitds alapjan), ami a kiértékelés
alapjan CG1695 és CG42795 esetében jelentds, igy ezeknél az autofagia aktivalodasa
feltételezheto.

Tovabbi vizsgalatként immunhisztokémiat (IHC) végeztem muslica agyakon, lebontasra
megjelolt, ubikvitinalt fehérje aggregatumokat keresve (10.abra: E-F). A vad tipust allatokhoz
képest mind az 5 kivalasztott GAP-csendesitésnél jelentésen csokkent az aggregatumok

mennyisége, tovabba 3 torzs esetén az RNSi-kontrollhoz képest is szignifikans csokkenést
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kaptam (10.dbra: G). Ezek az eredmények szintén magyarazhatoak az autofagia emelkedett

aktivitdsaval, melynek hatasara lebomlanak a degradaciora megjelolt ubikvitinalt struktiarak.

mCherry-Atg8a struktirak mennyisége

kontroll
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10.abra: GAP csendesitések hatdisa az autofig-aktivitisra felnott Drosophila agyban. A-B:
mCherry-Atg8a tartalmii strukturdk mennyisége a kontroll és egy GAP csendesités esetében. C: Az
mCherry-Atg8a fluoreszcens képek kiértékelése. D: Western-blot eredmények. E-F: Az ubikvitin
tartalmu strukturak jelenléte a kontroll és egy GAP-RNSi torzs esetében. G: Az ubikvitin ellenanyag

jelolesek kiertékelése.
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Elethossz novekedés érhetd el GAP-ok idegrendszer specifikus csendesitésével

A Rab2 fehérje mutans konstitutivan aktiv formaja képes volt élethossz novekedést
okozni Drosophildban®, tehat ha sikeriil Rab2-t inaktivalo GAP-ot csendesitenem, akkor
hasonldan élethossz novekedést varhatok. Ennek tesztelésére ¢lethossz vizsgélatot végeztem
az 5 RNSi torzson (11.dbra: A-B). A csendesitéseket szintén csak dopaminerg és szerotonerg
neuron specifikusan végeztem, igy mas szovetek, vagy neuron tipusok hatdsai nem
befolyasoljak a kisérletet. CG8085- és CG42795-RNSi mindkét nemnél szignifikansan
novelte az atlagos élettartamot, a CG42795-RNSi ndstény muslicaknal kiemelkedd
novekedést okozott. A masik harom GAP gén csendesitése csak az egyik nemben mutat
valtozast. CG7324- a himekben noveli az atlagos élettartamot, ndstényekben azonban nincs
szignifikans valtozas. CG1695 csendesitése himek esetében szignifikans csokkenést, mig
néstényekben ndovekvo trendet mutat. CG31935-RNSi a ndstényekben szignifikdnsan noveli

az élethosszt, himekben viszont nem okoz valtozast.
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11.dbra: Atlagos élettartam vdltozdsa az egyes géncsendesitések hatisira. A: Az egyes
géncsendesitett torzsek Kaplan-Meier élethossz gorbéi. A bal also sarokban talalhato kisebb
grafikonok a mindkét nemben szignifikins névekedést mutaté gorbéket emelik ki. B: Atlagos
élethossz az egyes torzsek esetében.

A maszas vizsgalatot is megismételtem tobb mérési ponttal, mint a koradbban
alkalmazott, elézetes mérés esetében. A mostani adatok alapjan mind a hosszutavl, mind a

rovidtava  maszasképességet  kiértékeltem (12.dbra). Bizonyos GAP-csendesitések

27



javitottak, mig egy esetben jelentésen romlott az allatok maszasképessége id6s korukra.
CGB8085-RNSi a him allatok a hossztava maszasat javitja, mig néstényeknél ront. CG7324-
RNSi mind a hosszutdvi, mind a rovidtdvii maszast javitotta az id6s ndstény muslicak
esetében. CG1695- rovid tivon mindkét nemnél javulast eredményez, mig hosszatavon csak
a himeknél szignifikans a javulas (bar tendenciozus javulas minden mérésnél lathato). A leg
szembetlinObb valtozast a CG31935 csendesitése esetében lathatjuk, ami jelentdsen lerontja
az allatok maszasat mindkét nemben. Ebben az esetben a Drosophilak mar 21 napos korukra
szinte alig képesek maszni. CG42795-RNSi mindkét nemben javit, ez azonban csak a

himekben mutat szignifikans valtozast.
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12.dbra: Mdszdsi képesség valtozasa az egyes géncsendesitések hatasdra oregedd muslicakndl. A-
A': Hosszutavi maszasi képesség oregedo nostény (baloldalt) és oregedé him (jobboldalt) allatok
eseteben. B-B': Rovidtaviu maszasi képesség valtozasa.

A GAP-ok taplaltsagi kondiciotol fiiggé médon szabalyozhatjak a Rab2
aktivacigjat

Az autofagia és lizoszOmalis lebontas vizsgalatanak kedvelt szovete a Drosophila
larvalis zsirszovet. Szerettem volna itt is megvizsgalni, az egyes GAP-ok hatasat. E10szor a
Rab2 pozitiv struktirak valtozasat tanulmanyoztam. Az RNSi torzseket cgGal4; Rab2-YFP
torzzsel kereszteztem be, mely larvalis zsirtest specifikusan fejezddik ki. A vizsgalatot két

kondicidban, joltaplalt és éhezé allatok esetében is elvégeztem. Eheztetés kovetkeztében az
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autofagia aktivalodik az allatokban, mig joltaplalt koriilmények kozott kevés autofag
vezikulum észlelhets%2,

A joltaplalt larvak esetében a kontroll szovet alig tartalmaz Rab2-pozitiv vezikulat, mig
CGB8085-RNSi esetében rengeteg aprobb elszort pottyot figyeltem meg. CG31935-nél pedig
kevesebb, de nagy méretii Rab2-pozitiv strukturdk jelennek meg tobbnyire a sejtek
perifériajan (13.abra A-C). A vezikulumok periférian valéd elhelyezkedése utalhat az adott
GAP vezikula transzportban betdltott szerepére, egy a szallitdshoz sziikséges kis-G fehérjén
keresztiil. Ezt a hipotézist masfajta, a vezikularis transzport folyamatok vizsgalatara
alkalmas markerekkel lehetne tesztelni. Egy ilyen kisérlet ravilagithat arra, hogy melyik kis-
G fehérjét szabalyozza az adott GAP. Ehezé allatoknal mar CG1695 és CG42795 esetében
is szignifikdns novekedést figyelhetiink meg, azonban CG8085 hatésa itt kevésbé jelentds
(13.abra D-E). CG7324 nem mutat valtozast a kontrollhoz képest egyik esetben sem. Ezek
az eredmények az aktiv Rab2 fehérje mennyiségének jelentds emelkedésére utalnak
bizonyos GAP-0k csendesitésének kdvetkeztében zsirszovetben.

A két jelentds valtozast mutatd GAP-RNSi (CG8085, CG31935) esetében egy tovabbi
kisérletben LysoTracker Red festést alkalmaztam larvalis zsirtesten, mely a lebontasban
fontos savas vezikulakat festi®®. Ilyenek a lizoszomak és a késéi endoszomak. Ennél a
kisérletnél is az el6zéekéhez hasonld mintazatot figyeltem meg, valamint a két genotipusban
szignifikansan t6bb volt a lebontd utvonalak vezikulaibol (13.dbra: F-G).

Zsirtestben az egyes GAP-csendesitések autofag-aktivitasra gyakorolt hatdsat az
idegrendszernél leirt protokoll szerint Western-blottal vizsgaltam. Az Atg8a és p62/Ref(2)P
autofag marker fehérjék, valamint kontrollként az a-Tub84B fehérje mennyiségét mértem
(13.dbra: G). Ebben a kisérletben ehhez joltaplalt Drosophila L3F stadiumu larvak
zsirtesteibdl izolaltam fehérjét, 10 allatbol/minta. A szemi-kvantitativ adatok kiértékelését
kovetden két géncsendesités (CG31935-, CG42795-RNSi) esetében tapasztaltam
jelentdsebb csokkenést a Ref(2)P fehérje mennyiségében, mely az autofag-lebontés
aktivalodasara utal, valamint ezen géneknél a lipidalt-Atg8a fehérje mennyisége (lipidalt
forma (Atg8a II) a szabad formahoz (Atg8a I) képest) is lecsokkent. Ezen adatok
hasonlitanak az idegrendszerben tapasztaltakhoz azon géneknél, ahol aktivalodott a savas

lebontas.
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13.dbra:. GAP csendesitések hatisinak vizsgdlata larvilis zsirszovetben: A-C: Rab2-pozitiv
organellumok kontroll és két RNSi torzs esetében. D-E: A Rab2-YFP péttyék mennyiségi valtozasat
abrazolo grafikonok jol taplalt (D) és éhezé (E) allatok esetében. F-F': LysoTracker Red-el festédo
organellumok a kiilonbozé mintakban, valamint ezek mennyiségi valtozasat abrdzolo boxplot. G:
Zsirtestekbdl izolalt fehérjek Western-blot eredményei.

Konkluzio és jovobeli tervek
Az eredményekbdl az alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le (14.dbra). CG8085-RNSI
idegsejtekben csokkentette, zsirtestben ndvelte az aktiv Rab2 fehérjék szamat, mégis
megnovelte az élethosszt, igy elképzelhetd, hogy ez a GAP nem Rab2-n, hanem mas kis-G
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fehérjén keresztiil hat az idegrendszerben. Ezzel szemben CG7324-RNSi csak idegsejtekben
(zsirtestben nem) novelte az aktiv Rab2 mennyiségét, tehat ez a GAP szdvetspecifikus lehet.
Ezen felill javitotta az allatok maszasi képességét és a him allatok élethosszat. CG1695,
CG31935 ¢s CG42795 csendesitése mind idegsejtekben, mind zsirszovetben képes novelni az
aktiv Rab2 mennyiségét, valamint emelni az autofagia mértékét. E harom géncsendesités
koziil CG1695- negativan befolydsolja a him allatok élethosszat, viszont javitja az allatok
maszas képességét. CG31935- javitja a ndstény muslicak atlagos élethosszat és mindkét
nemben jelentds negativ hatdssal van a maszas képességre. CG42795- mindkét nemben az
¢lethosszt is jelentdsen megnovelte, valamint a maszas képességre is pozitiv hatassal volt idos
Drosophilaknal.

Bizonyos GAP-ok eltér6 hatassal birhatnak a Rab2 aktivacidjara zsirszovetben:
CGB80085-RNSi esetében megfigyelhetd kisméretii, a sejtekben szortan elhelyezkedd
vezikulumok a lizoszomalis lebontas hibdjara utalhatnak, mig CG31935 csendesitésekor
nagyméretli Rab2-pozitiv, savas vezikulumok képzddnek, amelyek a sejtmembran felé
szallitddnak. Ez utalhat hatékonyabb vezikula fuziora.

A kapott eredményekbdl elmondhato tehat, hogy GAP-ok csendesitésével lehetséges lehet
az aktiv-Rab2 fehérjék mennyiségének a novelése. Sok esetben sikeresen novelhetd a savas
lebontd utvonalak hatékonysaga, ezaltal az ubikvitindlt lebontasra megjelolt anyagok
csokkentése a Drosophildk agyéaban, valamint elérhetd az allatok élethosszanak és maszasi
képességének novelése is. Néhany esetben viszont élettartam vagy maszas képesség csokkenés
tortént, tehat a GAP-ok csendesitésének negativ hatésai is lehetnek. Mindent 6sszevetve a GAP
feheérjék gatlasa egy jo irdnya lehet a savas lebonto Utvonalak hatékonysaganak novelésére €s
gyogyszer jelolt molekulak fejlesztésére (pl.: neurodegenerativ betegségek gyogyitasara).

A jovoében sziikségesnek tartom a fenti kisérleteimet mas RNSi torzsekkel és mutans
allélekkel is megismételni. Tovabba fehérje-fehérje interakcidos (GAP-Rab2) vizsgalatokat,
példaul éleszté kéthibrid modszert is tervezek végezni, melyek segithetnek eldonteni, hogy a
GAP fehérjek kozvetleniil a Rab2-hoz kotddve, vagy mas kozvetett uton szabalyoznak.
Ezeken kiviil érdemes lehet és tervezem is részletesebben megvizsgalni a CG12241 ¢s
CG5344 gének csendesitéseinek hatasait, mivel ezek szintén szignifikansan novelték az aktiv
Rab2 mennyiségét Drosophila idegrendszerben. Tovabba az élethossz és maszas esszékben
tobb esetben eltérés volt tapasztalhato az eredményekben a nemek kozott, idegrendszeri Rab2
és autofigia aktivaciot azonban csak ndstény allatokban vizsgaltam. Erdemes lehet a himekben
is tanulméanyozni ezeket. Szeretném a jovOben human vonatkozasban is kutatni ezeket a

géneket, azok Rab2-re és autofagiara gyakorolt konzervalt hatésait.
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