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1. Irodalmi hattér

A sejt homeosztazisanak fenntartasat, a fehérjeszintézis és lebontas kozotti egyensulyt
(proteosztazis) szamos szabalyozéasi halozat Osszehangolt miikddése teszi lehetdvé.
Kiilonb6z6 kornyezeti hatasokra vagy stresszre reagalva a sejtek megprobalnak egy
korabbi homeosztatikus allapotba keriilni, de ha ez nem Iehetséges, akkor sejthalal
folyamatok indukalodnak.

A sejt Onfenntarté folyamatait specializalt sejtszervecskék miikodési zavarai is
befolyasolhatjak, igy példaul az endoplazmas retikulum stressz. A stressz-valasz soran a
sejtek élet és halal kozotti dontését az autofagia és az apoptozis folyamatainak
Osszehangolasa, azaz az ezeket szabalyozo fehérjekomplexek (MTORC1, AMPK) és
jelatviteli utak (UPR — nem feltekeredett fehérje valasz) kozotti kolcsonhatasok

hatarozzak meg.

1.1. Az autofagia

A makroautofagia (a tovabbiakban autofagia) az eukariota sejtekben egy evolicidsan
konzervalt dinamikus folyamat, mely soran a citoplazma komponenseit tartalmazo,
kettés membrannal hatarolt vezikuldk jonnek létre. A folyamat végén a vezikulak a

lizoszomakkal torténd faziot kovetden lebontasra keriilnek (1-3) (1. abra).

Lizoszoma

&)
Hidrolézok
¥ , 1y

| .

[ v

& Autolizoszoma

Fagofor Autofagoszéma Permedaz

1. abra. A makroautofagia folyamata.
A citoszolban létrejon a kettosmembran hatarolt vezikula, ami a lizoszomaval torténo
egyesiilést kovetéen autolizoszomava alakul (4).
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Az autofagia fontos szerepet jatszik a sejtek homeosztazisanak fenntartasaban (1),
illetve hozzajarul a sejtek tuléléséhez a citoplazma komponenseinek lebontasaval és
azok ujboli felhasznalasaval (5). Az éhezés ¢és mas stresszfolyamatok soran
prekurzorokat és energiat biztosithat a sejt szamara (3, 6).

Az autofagia szabélyozasi zavara szamos human korkép kialakuldsaban megfigyelhetd,
mint példaul a neurodegenerativ és metabolikus betegségek (6, 7), a rak (7), az oregedés

(8), és kiilonbozo fertdzések (6) esetén.

1.1.1. Az autofdgia indukcioja és nukleacioja

Az autofagia indukcidja ¢és nukleacioja bonyolult folyamatok, amelyeket két
fehérjekomplex az ULK ¢és a VPS34 iranyit (1).

1.1.1.1. Az ULK komplex és az autofagia indukcioja

Az autofagia az ULK komplex képzddésével és aktivalodasaval kezdddik. Az ULK
komplex tagjai az ULK1 (unc-51-like kinase 1), az ATG13 (autophagy-related protein
13), a FIP200 (focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa) és az
ATG101 (autophagy-related protein 101). Az autofagia indukcidja soran az ULK
komplex az autofagia iniciacios helyére szallitodik, mely az endoplazmas retikulum
(ER) foszfatidilinozitol 3-foszfat (PI3P) gazdag régidja, mas néven az omegaszoma (1).
A kialakult ULK komplex szabalyozza a VPS34 (vacuolar protein sorting 34) komplex
felépiilését (1) (2. abra).

1.11.2. A VPS34 komplex és az autofagia nukledacioja

A nukledcié sordan a fagoféor membranjanak novekedéséhez sziikséges molekulak
szallitodnak az omegaszomahoz, amiben kulcs szerepe van a VPS34 komplexnek. A
VPS34 komplex tartalmazza a VPS34-et, a Beclin-1-et, a VPS15-6t és az ATG14L-t. A
1étrejott komplex foszfatidilinozitolbol képez PI3P-t az autofagoszoma képzddés helyén
(9) (2. abra).

10
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A létrehozott PI3P sziikséges a PI3P-kotd fehérjék megfeleld lokalizacidjahoz, mivel
ezek a fehérjék (WIPI2B, DFCP1) segitik a késébbiekben a fagofér membranjanak
meghosszabbitasat (9) (2. abra).

ATGY
Endoszoma vezikula

-~
~Se
-~
-~
-~
~-
-~

Autofagoszoma

3
pI3p (DFCPL) PI3P FCP

Omegaszéma

2. abra. Az autofagoszoma képzodése.
Az autofagoszoma képzédésében résztvevd fehérjék, fehérjekomplexek és organellumok

(1).

1.1.2. Afagofor membranjanak meghosszabbitdsa, az elongdcio

Emldsokben a fagofor membranjanak hosszabbitasat két konjugacids rendszer végzi. A
folyamat soran eldszor az ATG12-ATG5-ATG16L1 komplex jon létre. Az ATG7
aktivalja az ATG5-6t, ezt kovetden az ATG10 konjugélja hozza az ATG12-t, végiil
pedig az ATG16L1 kot az ATG5-h6z nem-kovalens modon (4) (3. abra).

ATG4 hasitja az LC3-at, melynek hatdsdra az LC3 C-terminalisan egy glicin jelenik
meg, igy létrejon az LC3 I-es formaja. Az ATG7 aktivalja az LC3 I-et és az ATG3-hoz
szallitja. Ezutan az ATG16L1-ATG5-ATG12 komplex ligdzként konjugalja az LC3 I-et
a membranban levo foszfatidil-etanolaminhoz, és igy 1étrejon az LC3 Il-es formaja (4).
Az ATG4 felelés az LC3 Il LC3 I-¢ torténd atalakitasaért is, mivel képes levagni az
LC3 Il-t a membranrol (10) (3. abra).

11
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Az emlés ATGS8 fehérjecsalad tagjai (LC3A, LC3B, LC3C, GABARAP,
GABARAPL1, GABARAPL2) fontos szerepet jatszanak a lebontanddo komponensek
felismerésében, az autofagoszoma membranjanak bezarodasaban és a lizoszomaval
torténd fuzioban (1). Az LC3-at széles korben hasznaljak autofagoszoéma markerként

molekularis bioldgiai kisérletek soran (9).

ATGI2

\ ( ATGT )
ATG10

Y
ATG12
ATGI6LI \

)

G|

ATGI12

membrin
kotott
@
3. abra. A fagofor membranjanak hosszabbitasat végzo konjugacios rendszerek, az
ATG5-ATG12-ATG16L1 komplex és az LC3 1I-es formdjanak képzddése (4).

ATGI16L1

ATGI16L1

Az ATGY az egyetlen olyan emlés transzmembran fehérje, amely részt vesz az
autofagiaban, de pontos szerepe még nem teljesen tisztazott. Az ATG9 a Golgi
komplexbdl és az endoszomakbdl az autofagoszoma képzddés helyére szallitodik, majd
az ATGY tartalmu vezikulak fuziondlnak az ATG16L1 tartalmu vezikulakkal, ezzel is

novelve az autofagoszomak membranjanak méretét (3, 9).
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1.1.3. Szallito receptorok

Az autofagiaval lebontani kivant miikdodésképtelen mitokondriumok, peroxiszomak,
aggregalodott fehérjék és kiilonbozo fertdzd agensek autofagia receptorokon keresztiil
szelektiven bontddnak le. Ilyen autofigia-receptorfehérje példaul a p62. A
receptorfehérjék egyrészt hozzakapcsoldodnak a szallitmanyukhoz, gyakran ubiquitinalt
helyeken keresztiil, masrészt egy masik doménjiikon keresztiil az autofagoszoma
membranjahoz is kotédnek. Az autofagoszoOma membranjahoz kapcsolédé domén

leggyakrabban a LIR domén, amely az L.C3 fehérjével képes kolcsonhatasba 1épni (11).

1.1.4. Az autofagoszoma fuzioja a lizoszomaval

Miutan kialakult az autofagoszoma, flzionalnia kell a lizoszomaval és/vagy egy
endoszémaval, hogy autolizoszOmava valjon és a benne levd tartalom lebontasra
keriiljon (4, 9). Ennek az id6zitése nagyon fontos, mert csak akkor torténhet meg, ha a
fagofor membranja mar bezarodott. Emiatt a fuziot szabalyozo faktoroknak csak az érett
autofagoszomat szabad felismerniiik (9).

teljesen ismertek, de az mar biztos, hogy néhany fehérje, mint példaul az ATG16L1 és
az ULK komplex, ami a fagofor képzOdéséhez sziikséges, hidnyzik az érett

autofagoszomabol (9).

1.2. Az ULK1

A S. cerevisiae-ben megtalalhatdé Atgl szerin/treonin kinaz emlds ortologja az ULK].
Az ULKI1 fehérje kindz doménjének homoldgjai az ULK2, az ULK3, az ULK4 és a
STK36 (szerin/treonin kinaz 36) (12).

Az autofagids folyamatokban az ULK1 mellett az ULK2 is szerepet jatszik. Az ULK1
és az ULK2 fehérjék szekvencidja megkozelitdleg 52%-ban, mig a kindz doménjiik
78%-ban egyezik meg (12). A legtobb sejtvonalban, példaul HEK293 (human
embrionalis vese-sejtek) sejtekben az autofagia nem aktivalodott ULK1 hiany esetén
(13).
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Azonban egerekben az ULK1 és az ULK?2 kilitése egyarant sziikséges volt ahhoz, hogy
ugyanazt az Ujszilottkori letalitdst tudjadk megfigyelni, mint mas autofagids gének
(ATGS5 és ATG7) kiiitése esetén (14, 15). Ezért valdszinii, hogy bizonyos mértékben az
ULK2 képes helyettesiteni az ULK1-et az autofagias folyamatokban (13).

Az ULKI kinaz aktivitasa elengedhetetlen az autofagia inicidcidjahoz, mivel az ULKI
kindz hidnymutansokban vagy az ULK1 enzimatikus aktivitdsanak kémiai dgenssel valo

gatlasakor nem figyeltek meg autofagia aktivalodasat (16-18).

1.2.1. Az ULK komplex

Az ULK komplexet az ULK1, az ATG13, a FIP200 és az ATG101 fehérjék alkotjak
(19-22). Az ULK1 kinaz aktivitasa és stabilitasa novekszik az ATG13-mal és a FIP200-
zal kialakitott kapcsolat hatasara (20-22). A komplexhez az ATG101 az ATG13-on

keresztiil kapcsolodik, ami sziikséges a megfelel6 autofagiahoz (19, 23).

1.2.2. Az ULK komplex szabdlyozdsa

Az ULK komplex tobb utvonal csomopontjaként szamos stresszhatas nyoman képes az
autofagoszomak képz6dését beinditani (12).

Megfeleld tapanyag-ellatottsag esetén az mTORCI1 foszforildlja az ULK1 és az ATG13
tobb aminosavat is (20-22) (4. abra). A foszforilacié hatasara az ULKI1 elveszti
katalitikus aktivitasat és igy az autofagia gatlodik. Ezzel parhuzamosan az ATG13
foszforilacioja is negativan hat az ULK1 aktivitasara (24).

Az mTORCI indirekt modon, az AMBRAI foszforilaciojaval is képes szabalyozni az
ULKI1 fehérje aktivitasat. Az AMBRAL szallitja a TRAF6-ot (TNF receptor associated
factor 6), ami ubiquitinalja az ULK1-et a Lys63-as aminosavon, ezzel hozzajarulva az
Aminosav megvonds esetén azonban az mTORCI inaktivalddik, ennek hatdsara pedig
mind az ULK1, mind az ATG13 gyorsan defoszforilalodik (12). Az aktivalodo AMPK
foszforilalja az ULK1 tobb aminosavat; ez a foszforilacio lehet aktivalo és gatlo hatasu
IS (24, 26) (4. abra). Az AMPK eddig azonositott foszforilacios helyei az ULK1-en a
kovetkezok: Ser317, Serd67, Ser555, Thr574, Ser637 és Ser777 (12).
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Az AMPK az ATG13-at a Ser224-es aminosavon foszforilalja és ezzel csokkenti az
ULK komplex aktivitasat (24). Ezeknek a foszforilacios eseményeknek az id6zitése
dontd jelent6ségii lehet az autofagias folyamatok lefolyasanak szempontjabol (12), és az
AMPK szerepe az ULK komplex szabdlyozisaban nélkiilozhetetlen ,,finomhangolast”
biztosit az autofagia pontosabb €s hatékonyabb iranyitasaban (24).

Novekedési faktorok megvonasa esetén a GSK3 (glycogen synthase kinase 3)
foszforilacioval aktivalja az acetiltranszferaz TIP60-at (60-kDa Tat-interactive protein).
Az aktivalodott TIP60 acetilalja az ULK1-et, ezzel is segitve az ULKI1 aktivalodasat
(27) (4. abra).

\_ mToRC | UDNL

~——— AMPK v/-npb&rﬁA Fé

4. abra. Az ULK komplex poszttranszlacios modositasai.

Az ULK komplex szamos modositason megy keresztiil: foszforilacio (P), acetildcio (Ac)
és ubiquitinacio (Ub). A zolddel jelolt modositasok aktivaciot, mig a pirossal jeloltek
gatlast jelentenek (12).

1.2.3. Az ULK1 szerepe az autofagia szabalyozasaban

Az autofagia indukaldédasakor az ULK1 autofoszforilalja sajat magat tobb aminosavon,
ugymint a Thr180-on, a Serl042-n és a Thr1046-on keresztiil. Ezutan az ULKI
foszforilalja az ULK komplex tagjait, az ATG13-at a Ser318-as, a FIP200-at a Ser943-
as, a Ser986-0s, a Serl323-as és az ATG101-et a Serll-es, a Ser203-as aminosavakon
(12, 18, 20-22) (4. abra).
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Az autofagias folyamatok tovabbi ,,finomhangolasat” és a folyamat robusztussagat az
biztositja, hogy az ULKI1 tobb szinten is szabalyozza a VPS34 komplex miikodését
(28). Az autofagia iniciacidja soran az ULKI1 foszforilalja a VPS34 komplex tagjait, a
Beclin-1-et a Serl4-es, az ATG14L-et a Ser29-es, és a VPS34-et a Ser249-es
aminosavakon, ami a VPS34 komplex megndvekedett aktivitdsdhoz és PI3P
termelédéséhez vezet (18, 29, 30). Az ULKI1 az AMBRAI fehérje foszforilacidjan
keresztiil is szabalyozza a VPS34 komplexet. A Beclin-1-hez kétott AMBRAL segiti a
Beclin-1 citoszkeletonhoz valdé kotését. Az AMBRAI1 foszforilacidjanak hatasara
azonban a Beclin-1 disszocialodik a citoszkeletonrol és a VPS34 komplex az autofagia
iniciacios helyére kertl at (31). A VPS34 pedig pozitiv visszacsatolassal hat az ULK
komplexre, mivel a megnovekedett PI3P termelés megndvekedett ULK1 termeléshez
vezet (28).

Az ATGY az ULKI hatasara helyezddik at az autofagoszoma képzddés helyére, ahol
részt vesz a membran meghosszabbitasaban (32).

Az ULK1-nek szerepe van az ubiquitin-szeri konjugaciés mechanizmus
szabalyozasaban, mivel az ATG4 protedz foszforilalasan keresztiil hozzajarul az LC3

atalakitasi folyamatok szabalyozasahoz (10).

1.3. AzmTOR

Az mTOR szerin/treonin-kinaz a sejtanyagcsere egyik legfontosabb szabalyozoja. Az
MTOR iranyitja a sejt novekedését, a proliferaciot és fontos szerepe van az autofagia
szabalyozasaban is (33, 34).

Az mTOR szabalyozasi halozat szdmos human korkép esetén érintett, mint a
cukorbetegség, a neurodegenerativ és a daganatos megbetegedések, ezért ezekben a

betegségekben az 6t gatlo szereknek terapias jelentésége lehet (33, 34).

1.3.1. Az mTOR komplexek felépitése

Az mTOR tobb fehérjével kapcsolddva, két kiilonbozé komplexet képezhet: az mTOR
komplex 1-et (INTORC1) és az mTOR komplex 2-t (NMTORC?2) (5. abra).
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Az mLST8, a DEPTOR és a Ttil/Tel2 komplex egyarant megtalalhatd6 az mTORC1-ben
és az mMTORC2-ben (35-38). Ezeken kiviil az mTORCL1 tartalmazza a RAPTOR és a
PRAS40 fehérjéket (39-44), mig az mTORC2 a RICTOR, az mSinl és a PROCTOR1/2
fehérjékbol épiil fel (43, 45-49) (5. abra).

A tovabbiakban csak az autofagia szabalyozasaban fontos mMTORC1 mikodését és

szabalyozasat tekintjiik at részletesen.

1.3.2. Az mTORC1 miikodese és szabalyozasa

Az mTORCI eldsegiti a sejtben a felépitd folyamatokat azaltal, hogy biztositja a
fehérjék, lipidek és nukleotidok felépitéséhez, valamint transzkripcids és
poszttranszlacios szinten is gatolja a lebontd folyamatokat, beleértve az autofagiat (50,
51).

Az mTORCI1 altal szabalyozott legfontosabb fehérjék a 4E-BP1 (elF4E-binding protein
1) és a p70S6K1 (ribosomal protein S6 kinase beta-1 (S6K1)). A 4E-BP1 gatolja a
transzlacio elindulasat azzal, hogy kot az eukariota transzlacios iniciacios faktor 4E-hez
(elF4E). Az mTORC1 altali foszforilacié hatasara a 4E-BP1 levalik az eIF4E-rdl és a
fehérjeszintézis elindul. Az mTORCI1 foszforilacioval aktivalja a p70S6K1-et. A
p70S6K1 egy szerin/treonin kinaz, amely foszforildlja az S6 riboszomalis fehérjét,
ezaltal indukalja a fehérje és a riboszoma bioszintézisét (52) (5. abra).

A celluléris stresszorok, mint az alacsony energiatoltottség vagy a hipoxia hatdsara
aktivalodé TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis (TSC) tumor suppressor complex) komplex
a GAP aktivitasa révén gatolja az mTORC1-et aktivald6 Rheb GTPaz miikodését (5.
abra) (53, 54). A Rheb kis G-fehérje, GTP kotott aktiv allapotaban kot az mTORCI -
hez, aminek hatasira az mTORCI konformacidja megvaltozik ezaltal pedig
allosztérikusan segiti el az aktivalodasat (55). A TSC1 (hamartin) és a TSC2 (tuberin)
mutacidja szamos szovetben tumorok képzddését okozta, mig a TSC1 és TSC2 hiany
mutansokban az mTORC1 koros aktivacigjat figyelték meg, ami szabalyozatlan
novekedéshez vezetett (53, 54). Az AMPK képes foszforilalni a TSC2-t és novelni a
TSC1/2 komplex GAP aktivitasat (56), igy hozzajarul a TSC1/2 komplex hatasdhoz az
mTORC1-en.
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Emellett az AMPK az mTORCI1 komplex RAPTOR alegységét is foszforilalja, igy
kozvetlen negativ hatast is gyakorol a komplex miikddésére (57) (5. abra).
Az alacsony cellularis oxigén szint a REDD1-en (DNA damage response 1) keresztiil

aktivalja a TSC2-t és igy gatolja az mTORC1 miikodését (58, 59) (5. abra).
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5. abra. Az mTOR szabalyozasi halozat.

Az mTOR két kiilonallo komplexet képez az mTORCI-et és az mTORC2-t. Az mTORC1-
re a novekedési faktorok és a tapanyagok hatnak, aktivalja a felépité folyamatokat, mint
a fehérje- és lipidszintézis és gatolja a lebonto folyamatokat, mint az autofagia (33).

A novekedési faktorok, mint az inzulin és az IGF, indukaljak a novekedési faktor
receptorokat, aminek hatasdra aktivalodik a PI3K/AKT ttvonal. Az AKT
foszforilacioval gatolja a TSC1/2 fehérjéket (53, 60, 61), igy a TSC1/2 komplex nem
jon létre, ez pedig eldsegiti a Rheb kis G-fehérje aktivalodasat (62-64). Mivel a Rheb
aktivalja az mTORCl1-et, ezért a TSC1/2 komplex miikddésének AKT-fliggd gatlasa
hozzajarul az mTORCI1 aktivalodasahoz (65, 66). Emellett az AKT foszforilacidval
gatolja a PRAS40 miikodését, ami az mTORC1 komplexet gatolna (41-44) (5. abra). Az
mTORC?2 foszforilalja az AKT-ot, igy hozzdjarul az aktivalodasdhoz. Ezzel az AKT
kapcsolatot teremt az mTORC1 és az mTORC2 komplexek kozott (67) (5. abra).
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A novekedési faktor receptor indukélja a Ras/Erk/p90 riboszémalis S6 kindz 1 (RSK1)
jelatviteli Gtvonalat is, ami szintén hozzajarul a TSC2 GAP aktivitasanak gatlasahoz
(68, 69) (5. abra).

Tapanyag-ellatottsagtol fliggben a jelenlevé aminosavak a Ragulator GTPazokon
keresztiil (Rag A, B, C, D) kozvetleniil aktivalhatjak az mTORC1 miikodését (70, 71)
(5. abra).

1.3.3. Az mTORCL1 szerepe az autofagia szabdlyozdasaban

Az mTORC1 (élesztoben TORC1) genetikai vagy farmakologiai agensekkel torténd
gatlasa az autofagia indukalodasat okozza, amit elészor élesztében (72), majd késobb
ecetmuslicaban mutattak ki (73).
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6. abra. Az autofagia mTORC] dltali szabadlyozasa.
A tapanyagok és novekedési faktorok hatdasara aktivalodo mTORCI tobb fehérje
foszforilaciojan keresztiil (ULK1, ATG13, ATG14L, AMBRAL) gdtolja az autofagiat,

crer

mTORCI foszforilalja a transzkripcios faktor TFEB-et megakadalyozva a sejtmagba
torténd transzlokaciojat (33).

Héarom kutatdcsoport egymastol fiiggetleniil azt figyelte meg, hogy az mTORCI1 az
ATG13 és az ULK1/2 foszforilacidjan keresztiil gatolja az ULK komplex miikodését (6.
abra). Abban az esetben, amikor gatoltdk az mTORC1 miikodését, az ULK1/2 kinaz
aktivitasa novekedett (20-22).
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Az mTORCI1 az ULKI1 foszforilacidjaval megakadalyozza, hogy az AMPK ¢és az ULK1
kozott kapcsolat alakuljon ki, azaltal pedig az ULK1 aktivalodjon (26). Emellett az
mTORC1 csokkenti az ULKI1 fehérje stabilitasit az AMBRA1 foszforilacidjan
keresztiil (25) (6. abra).

Ezzel parhuzamosan az mTORCI foszforilalja az ATG14L fehérjét és gatolja a VPS34
lipid kinaz aktivitasat, ezaltal megakadalyozza az autofagiat (74) (6. abra).

A TFEB (transcription factor EB) a lizoszomalis és autofagids gének transzkripcios
szabalyozdja (75). Transzkripcios aktivitasa a Sejt tapanyag-ellatottsagatol és a
citoplazma €s a sejtmag kozotti megoszlasatol fiigg (76). Az mTORCL a Serl42-es és a
Ser211-es aminosavakon foszforilalja a TFEB-et. Ennek nyomén a TFEB inaktiv
allapotba keriil és ez megakadalyozza a sejtmagbol a citoplazmdba torténd
szabalyozza az autofagiat (75) (6. abra).

Az mTORCI az autofagias folyamatok aktivalodasa esetén gatlodik, azonban a lebontd
folyamatokbol szdrmazd energia- és tapanyag-felszabadulds hatasara képes ujra

aktivalodni, ami sziikséges az 0j lizoszomak képzodéséhez (78).

1.4. Az AMPK

Eukariota sejtekben az AMPK a 6 energia-érzékeld kinaz, amely szamos folyamatot
szabalyozva képes hatni a metabolikusan relevans fehérjékre és azok expresszidjara (79,
80).

A sejt energiaszintjének csokkenésekor az AMPK képes aktivalni és szabalyozni
kiilonbdz6 metabolikus enzimeket és energiatermeld utvonalakat, mint példaul a lipid-
¢és szénhidrat-anyagcserét és a mitokondriumok biogenezisét. Annak érdekében, hogy a
sejt ATP-felhasznalasa csokkenjen, az AMPK gatolja a felépitd utvonalakat, igy a
szénhidratok, lipidek és fehérjék szintézisét is (79, 80). Ezzel ellentétesen az AMPK
fokozza a lebontd folyamatokban résztvevd transzkripcios faktorok aktivitasat, hogy

elésegitse az ATP-termelést (79, 80).
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1.4.1. Az AMPK felépitése

Az AMPK evolucidsan konzervalt, heterotrimer szerkezetii szerin/treonin-kinaz, amely
emlds sejtekben a katalitikus o €s a szabalyozo B és vy alegységekbdl épiil fel (81).
Az alegységeket harom kiilonb6z6 gén kodolja:

e PRKAA (5'-AMP-activated protein kinase catalytic subunit alpha),

e PRKAB (5'-AMP-activated protein kinase subunit beta),

e PRKAG (5'-AMP-activated protein kinase subunit gamma) (82).
Minden alegységnek tobb izoforméja is 1étezik, igy az a katalitikus alegységnek kettd
(al és 02, a PRKAALI és a PRKAA2 géneken kddolva), a B alegységnek kettd (B1 és B2,
a PRKABI génen kodolva), mig a y alegységnek harom (y1, y2 és y3, a PRKAGL, a
PRKAG2 ¢s a PRKAG3 géneken kodolva) (82).
Az o katalitikus alegység N-terminalis régioja tartalmaz egy szerin/treonin-kinaz
domént, valamint egy kitiintetett foszforilacios helyet, a Thrl72-t. Ezt a konzervalt
foszforilacids helyet szamos kiilonboz6 kindz képes foszforildlni, és ezen keresztiil

szabalyozni az AMPK aktivitasat (83).

1.4.2. Az AMPK szabadlyozasa

Az LKB1 (Liver kinase B1) energiastresszek esetén, mig a CAMKK2
(Calcium/calmodulin-dependent  protein  kinase Kkinase 2) az intracellularis
kalciumszintek megvaltozasanak hatasara képes foszforilalni az AMPK-on a Thrl172-es
aminosavat (84, 85). Ezeken kiviil kimutattak, hogy a MAPKKK csalad egyik tagja, a
TAK1/MAP3KY7 (Transforming growth factor beta-activated kinase 1/ Mitogen-
activated protein kinase 7) is foszforilalja az AMPK-t (86, 87).

Az AMP képes 6nmagaban aktivalni az AMPK-t és allosztérikus modulacioval fokozni
a Thrl72-es pozicié autofoszforilaciojat (88, 89). Ha a foszforilacid mar megtortént a
Thr172-es aminosavon, az AMP allosztérikusan tovabb fokozza az AMPK aktivitasat és
megakadalyozza ennek a pozicionak a defoszforilalodasat (90, 91).

A vy alegység az AMP/ATP vagy az ADP/ATP arany megvaltozasat érzékeli,

fliggetleniil az a alegység foszforilaciojatol (92).
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1.4.3. Az AMPK szerepe az autofagia szabdlyozdasaban

1.43.1. Az AMPK hatdsa az ULK komplexre és az mTORCI-re

Az AMPK pro-autofagias stimulusok hatasara szamos aminosav-oldallancon
foszforilalja az ULK1-et, ezaltal aktivalja az ULK komplexet és pozitivan hat az
autofagias folyamatok iniciacidjara (93) (7. abra).

Emellett az AMPK az mTORCI1 aktivitasat tobb modon is gatolni képes, igy
megsziinteti az ULK komplexen az mTORC]1 gatld hatasat (93). Egyrészt az AMPK
aktivalja a TSC2 fehérjét a Thrl227-es és a Ser1345-6s aminosavak foszforilaciojaval
és elésegiti a TSC1/TSC2 heterodimer képzddését (56). Masrészt az AMPK gatolja a
RAPTOR fehérjét a Ser722-es és a Ser792-es aminosavakon torténd foszforilacion
keresztiil (57) (7. abra).

1.1.1.1. Az AMPK hatdasa VPS34 komplexre

Az AMPK képes a VPS34 komplex kiilonbozd alegységeinek miikodését foszforilacion
keresztiil is befolyasolni. A sejt energia allapotanak fliggvényében az AMPK
szabalyozza a VPS34 tartalmi komplexek mennyiségét a VPS34 foszforilaciojan
keresztiil, ezaltal modositva a komplex tagjainak egymashoz valo affinitasat. Autofagiat
aktivalo koriilmények kozott az AMPK a Beclin-1 foszforilacidjaval fokozza a VPS34
és a pro-autofagias VPS34 komplexek aktivitasat (94). A Beclin-1 Thr388-as
aminosavon torténd foszforilaciojaval noveli a Beclin-1 kotodését a VPS34 és az

ATG14 fehérjékhez, ami erésebb autofagias aktivitast eredményez (94, 95) (7. abra).

1.43.1. Az AMPK autofagiara gyakorolt tovabbi hatasai

Az AMPK képes foszforilalni az ATG9-et a Ser761-es aminosavon, ezaltal elésegitve
az ATG?9 tartalmu vezikulak LC3-tartalmu vezikulakka vald atalakulasat (96) (7. abra).
Stressz hatasara az AMPK foszforilalja a FOXO3 (Forkhead box O3) és a TFEB/TFE

transzkripcios faktorokat és egyéb, a transzkripciot szabalyozo fehérjéket is (81).
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Ezek a transzkripcids faktorok és szabalyozo fehérjék a lizoszomak képzédésében és az

autofagia végrehajtasaban részt vevo génekre hatnak (81).
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7. abra. Az autofagia szabadlyozasa az AMPK altal.

Az ULK komplexet az AMPK és az MTORCI egymassal ellentétesen szabalyozza. Az
AMPK aktivalja az ULK komplexet és gatolja az mTORCI-et. Az AMPK képes fokozni a
VPS34 komplex pro-autofagidas hatasat és segiti a komplex kialakulasdat. Az AMPK
foszforilalja az ATGY-et, amelynek hatdsdara megné az ATGY szallitds az autofagoszoma
képzddés helyére (97).

1.5.Az AMPK-ULK1-mTORC1szabalyozasi haromszog

A sejtek homeosztazisdnak fenntartdsaban kulcsfontossagu a ,,jollakottsagot” figyeld
MTORCL1 ¢és az energiahianyt érzékel6 AMPK kozotti egyensuly. Ez a két fehérje
ellentétesen szabalyozza az ULK1-et, ami az ULK komplex részeként nélkiilozhetetlen

az autofagia inicializalasahoz (26, 93) (8. abra).
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Mig az AMPK az aktualis energiaszinteknek megfeleléen tovabbitja a szignalokat az
ULKI1 ¢és az mTORCI felé, addig az mTORCI1 ¢és az ULKI ellentétesen miikodnek a
tapanyag-ellatottsag fliggvényében (98).
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8. abra. Az autofagia szabadlyozasa az AMPK-ULK1-mTORC1szabdlyozdasi haromszog
altal.

Az AMPK és az mTORCI ellentétesen hatnak az autofagiat indukdlo ULK komplexre.
Az ULK komplex ugyanakkor mindkét kindz miikodését gatolja. A zold nyilak aktivalo,
mig a pirosak gatlo hatast jelélnek (93).

Megfeleld tapanyagellatottsag esetén az mTORCI1 gatolja az ULK komplex miikddését
az ULK1 és az ATG13 foszforilacidjan keresztiil (26, 93). Azonban az energiaszegény
koriilmények kozott aktivalodo AMPK indukélja az 6nemészté folyamatokat az ULK1
foszforilacigjaval és az mTORCI1 gatlasaval (26, 93) (8. abra). Az ULK1 mTORCI
altali foszforilacigja a Ser757-en szabdlyozza az ULKI1 és az AMPK kozotti
kolcsonhatast. Azonban ez nem teljesen egyértelmii az egymassal ellentétes irodalmi
adatok alapjan (98). Az egyik esetben a rapamycin-kezelés fokozta az ULKI1 és az
AMPK kozotti kolesonhatast (26), mig a masik esetben az ULK1 és az AMPK kozotti

kolcsonhatas csak éhezés soran jott 1étre (99).
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Ehezés soran a Ser757-es aminosav defoszforilacidja az ULKI és az AMPK
kapcsolddasadhoz vezet, ami az ULK1 ¢és ezéltal az autofagia aktivitasanak fokozddasat
teszi lehet6vé (98, 99).

Az autofagias valasz ,,finomhangolasat” két ULK1-fiiggd negativ visszacsatolasi hurok
segiti (100). Egyrészt az ULKI1 képes negativan visszahatni az AMPK-ra, vagyis
foszforilalja az AMPK mindhdrom alegységét és ezzel csokkenti az aktivitasat. Tehat az
AMPK ¢s az ULK1 kozotti kapcsolat nem maradhat fenn hosszatavon. Masrészt az
ULK1 foszforildlja az mTORCI komplex RAPTOR alegységét, ami tartds
tapanyaghiany esetén az mTORC]1 gatlasat eredményezi (101, 102) (8. abra).

A tranziens visszacsatolasi mechanizmusok jelenlétének koszonhetéen az AMPK-
ULKI1-mTORCI1 szabalyozasi hdromszog képes visszaallni az alapértelmezett
nbeallitasi értékekre” a sejt mindenkori allapotanak megfeleléen. Ezen atfogo
szabalyozasi mechanizmus segitségével a sejt hosszitavon se nem aktivalja, se nem

gatolja az mTORCI1 ¢és az ULK1 ttvonalakat (98).

1.6. Az AMPK-ULK1-mTORCl1szabalyozasi haromszog miikodésének

vizsgalata

Szymanska és munkatarsai készitettek egy mechanisztikus matematikai modellt az

autofagias lebont6 €s a felépitd folyamatok kozotti kapcesolat leirasara (103).

1.6.1. A matematikai modell jellemzdi

A modell az alabbi fehérjék kozotti kdlcsonhatasokat foglalja magaba:

e az AMPK aktivélja az ULK1-et és gatolja az mTORC1-et,

e azmTORCI és az ULK1 koz¢ dupla negativ visszacsatolasi hurok van beépitve,

e az ULKI és az AMPK koz6tt negativ visszacsatolasi hurok talalhato,

e az mTORC1 gatolja az EIF4AEBP1 fehérjét, igy annak gatl6 hatasa a transzlacion
megsziinik,

e az ULKI aktivilja az AMBRAI1-et, aminek hatisara az autofagia aktivalodik
(103) (9. abra).
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Az elméleti modell a szabalyozasi rendszerben leirt fehérje-fehérje kolcsonhatasokon
alapul. Kidolgozasa soran figyelembe vették az egyes fehérjefoszforilaciok specifikus
helyét, a fehérjék linearis motivumait és a kotések kialakitasaért és a Katalitikus
interakciokért felelés fehérjedoméncket [103]. A modell bemeneti, szabadon
valtoztathatd paraméterei a rapamycin mennyisége ¢s az AMPK alfa alegységének
foszforilaltsaga, ami megfeleltetheté a sejt AMP:ATP aranyanak. A modellel végzett
szimulaciok eredménye (kimenete) az EIF4AEBP1 (mTORCI1 szubsztrat) transzlacios

represszor és az AMBRA1 foszforilaciojanak a szintje (103) (9. abra).
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9. abra. A modell sematikus hdlozati dbrdja.
Az abra a modellben definialt fehérjéket és az azok kozotti kapcsolatokat tiinteti fel. A
modell kér bemenete a csillaggal (*) jelolt rapamycin és az AMPK szintje. Mig a
szimulaciok eredménye a transzlacio és az autofdagia mértéke. A zold nyilak aktivalo,
mig a lila nyilak gatlo hatast jelélnek (103).

26



DOI:10.14753/SE.2022.2558

1.6.2. Bistabilitas

A matematikai modell paraméterezését ugy allitottak be, hogy az ULKI1 és az AMPK
kozotti negativ visszacsatolas sebessége lassabb a tobbi interakciohoz képest, emiatt a
rendszer ugy viselkedik, mintha ez a negativ visszacsatolas nem is létezne. igy a modell
segitségével meg tudtak vizsgalni, hogy milyen hatassal van a rendszer miikodésére
ennek a kapcsolatnak a hianya. Ebben az esetben a szimulaciok egy stabil egyensulyi
allapot kialakulasat mutattak ki (103).
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10. dbra. A rendszer egyensulyi (bifurkacios) vizsgalata, ha az ULKI és az AMPK
kozott hianyzik a negativ visszacsatolas.

A diagramok az AMBRAL (piros) és az EIF4EBPI (kék) foszforilalt, stabil dllapotat
mutatjak az AMPK-aktivitas* vagy a rapamycinszint* fiiggvényében. Az SN1, SN2, SN3
a bifurkdcios/egyensulyi pontokat jelzi (103).

Amennyiben az AMPK szintjét adtdk meg bemeneti paraméterként, akkor két stabil
régié jott 1étre (10. abra, bal oldali panelek). Alacsony AMPK-aktivitas esetén az
AMBRAL1 foszforilacios szintje és ennek megfeleléen az autofagia szintje is alacsony
volt (10. abra, bal oldali, felsd panel), mig a transzlacio mértéke magas maradt (10.

abra, bal oldali, als6 panel).
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Ezzel szemben magas AMPK aktivitas esetén az AMBRA foszforilacioja megnétt (10.
abra, bal oldali, felsé panel), az EIFAEBP1 foszforilacidja lecsokkent (10. abra, bal
oldali, also panel) (103).

Ha bemeneti paraméterként magas rapamycinszintet adtak meg, akkor csak egy stabil
régio jott létre (10. abra, jobb oldali panelek). Ebben a régioban az AMBRAI
foszforilacigja magas (10. &bra, jobb oldali, fels6é panel), mig az EIF4EBPI
foszforilacid szintje alacsony (10. abra, jobb oldali, als6 panel) (103).

Az mTORCI1 és az ULK1 kozotti dupla negativ visszacsatolas okozhatja azt, hogy az
AMBRALI ¢és az EIF4AEBP1 magas ¢és alacsony foszforilacios szint esetén is kdlesondsen
kizarjak egymas aktivitasat, aminek kovetkeztében a transzlacid €s az autofagia sem
mitkodik egyszerre (103).

Megfigyelték, hogy ha az AMBRAL a rapamycin vagy az AMPK hatasara aktivalodott,
akkor az aktivitdsa mar nem csokkent le. Vagyis az AMPK ¢s az ULK1 kozotti negativ
visszacsatolasnak elengedhetetlen szerepe van az autofagia szabalyozasaban és

gatlasaban, azaz a talzott mértéki autofagia megakadalyozasaban (103).

1.6.3. Oszcillacio

A modellel végzett elemzések alapjan az ULK1 és az AMPK kozotti késleltetett negativ
visszacsatolas kovetkezménye az mTORC] aktivitas oszcillacidja, ami az autofagia és a
fehérje transzlacio valtakozasat idézi eld (103).

Azt tapasztaltdk, hogy mind az AMPK aktivitdsdnak, mind a rapamycin mennyiségének
magas szintje az autofagia tartds fennmaradasat és a transzlacio tartos gatlasat okozza
(11. abra, B, C). A bemeneti paraméterek kozepes (kevésbé sulyos) szintre emelése az
autofagia és a transzlacio periodikus valtakozasat idézte el6 (103) (11. abra, D, E, F).

Az oszcillacidé amplitidoja és az autofagids fazis hossza fiiggetlen a stressz mértekétol,
ezzel szemben a transzlacio hossza a stressz novekedésével lecsokken (103).

Az mTORCI és az ULK1 kozotti dupla negativ visszacsatolds teszi lehetévé a rendszer
kapcsoloszerti viselkedését, mig az AMPK ¢és az ULKI1 kozotti lassu negativ

visszacsatolas valtja ki az oszcillacios viselkedést (103).
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Az AMPK ¢és az ULKI1 kozotti negativ visszacsatolds megsziinése esetén a rendszer
nem képes oszcillalni, emiatt alakul ki a bistabilitas, amelyet kapcsoloszerti, igen vagy

nem tipust valasz jellemez (103) (10. abra).

1 A - fiziologias allapot 1 D - kiézepes AMPK* szint
pEIF4AEBP1 —
pAMBRA1 —
0 0
0 t (sx10%) 1 0 t (sx10%) 3

B - magas AMPK* szint 1 E - kidzepes rapamycin® szint

L 1

0 t (sx10%) 1 0 t (sx10%) 3
1 C - magas rapamycin* szint 1 F - alacsony AMPK* és rapamycin* szint
0 0 . .

0 t (sx10%) 1 0 t (sx10%) 3

11. dbra. Az AMBRAI és az EIF4EBPI foszforilacio ido-fiiggése kiilonbozo stimulusok
hatasara.

A piros vonal az AMBRAI foszforilacios szintjét, mig a kék vonal az EIF4EBPI
foszforilaciojat jeloli. Minden panelen a stimulus egy ,,nem stresszelt” | fiziologids
dllapotbdl indul, ahol a rapamycin szintje 0, az AMPK szintje pedig 30000 db/sejt. Az
(A) diagramon nincs stimulus, a (B) diagramon az AMPK szintje 150000 db/sejt, a (C)
diagramon a rapamycin szintje 9000 db/sejt, a (D) diagramon az AMPK szintje 90000
db/sejt, az (E) diagramon a rapamycin szintje 6000 db/sejt, az (F) diagramon a
rapamycin szintje 3000 db/sejt, mig az AMPK-¢é 60000 db/sejt (103).

1.7. Az endoplazmas retikulum stressz és az autofagia

Az endoplazmas retikulum (ER) minden eukaridta sejtben megtalalhaté organellum,
melynek egyik legfontosabb feladata a membran- vagy szekréciora keriild fehérjék
szintézise, poszttranszlacidés modositasa és nativ szerkezetiik kialakulasanak eldsegitése.
Funkcié és szerkezet alapjan megkiilonboztethetliink durva feliileti ER-ot (DER) és
sima feliiletti ER-ot (SER).
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A DER feliiletén nagy mennyiségli riboszoma talalhatd, amely a fehérjeszintézisért
felelds, mig a SER felszinén kisebb szamban vagy egyaltalan nem talalhatéak

riboszomak, és feladata f6leg a lipidszintézis. (104).

1.7.1. Az endoplazmas retikulum stressz

Ha az endoplazmas retikulum lumenében barmilyen ok miatt felhalmozdédnak a rossz
térszerkezetli fehérjék (példaul tapanyag hidny, Ca?* metabolizmus egyensulyanak
felborulasa, toxinhatas, oxidativ stressz, virusfert6zés, mutans szerkezeti fehérje) az
organellum homeosztazisa felborul és a tulélés érdekében szamos 6nvédelmi folyamat
indukalodik, melyek osszességét ER-stresszvalasznak nevezziik. Az ER-stressz hatasara
a ,rosszul feltekeredett fehérje” valasz, vagy mas néven az UPR (unfolded protein
response) jelatviteli Gtvonal aktivalodik (104). Az UPR eldsegiti a fehérjék wjboli
feltekeredését vagy lebontasat dajkafehérjék és a foldingban résztvevé enzimek
indukcidjan keresztiil és csokkenti az organellumra jutd terhelést a de novo
fehérjeszintézis ledllitasaval. Az ER ¢s a sejt egyenstlyanak visszaallitasa érdekében az
autofagias folyamatok is beindulnak, a citoplazméba torténd Ca?* felszabaditassal,
mivel ilyenkor a Ca** a CaMKK-B-n keresztiil aktivalja az AMPK-t (104).

Hosszantarté vagy intenziv ER-stressz esetén azonban még ez sem eclegendé a sejt
homeosztazisanak helyreallitasahoz, ezért ilyenkor elindulnak a sejthalalt aktivalo
folyamatok (104).

1.7.1.1. Az UPR, avagy a ,,rosszul feltekeredett fehérje” valasz

A ,rosszul feltekeredett fehérje” valasz (UPR) egy védelmi mechanizmus, ami az ER
homeosztazisanak helyreallitasa érdekében aktivalédik ER-stressz esetén. Az UPR az
ER felszinén 1év6 transzmembran fehérjéket aktivalja, amelyek szamos intracellularis
utvonalat inditanak be a sejt talélésének eldsegitése érdekében. Az UPR altal indukalt
transzmembran fehérjék a PERK (protein kinase R-like ER kinase), az IRE1 (inositol
requiring kinase 1) és az ATF6 (activate transcription factor 6). Fiziologias
koriilmények kozott a GRP78/Bip kot ehhez a harom fehérjéhez, ezaltal inaktiv

allapotban tartva Oket.
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A talzott mennyiségben felhalmoz6dd, nem megfeleld szerkezetli fehérjék elvonjak a
GRP78/Bip-et a fenti komplexbdl, a szabadon maradt PERK, IRE1 és ATF6 pedig
homodimereket képezve aktivalodik (104).

Az aktivalodott PERK, IRE1 és ATF6 olyan jelatviteli utvonalakat aktival, amelyek
serkentik a gének atirddasat a sejtmagban, fokozzak a dajka fehérjék szintézisét, novelik
(104) (12. abra).

Az ER-stressz soran aktivalodo PERK el6szor dimerizalodik, majd alegységei
kolcsonosen foszforilaljak egymast és az elF2a-t a Ser51l-es aminosavon, aminek
hatasara a fehérjék szintézise ledll, igy csokkentve a fehérjeprocesszald apparatusra
nehezed6 nyomast (104). Ezzel parhuzamosan a foszforilalodott elF2a szelektiven
serkenti az ATF4 transzkripcios faktor szintézisét, amely tovabbi két célgén, a CHOP
(transcription factor C/EBP homologous protein) és a GADD34 (growth arrest and
DNA damage-inducible 34) atirasat fogja aktivalni (104-106) (12. abra).

Ireta PERK ATF6u

Golgi

intramem.
proteolizis

szelektiv
transzlacio

ATF4 JI ATEG

NOU
> UPR-célgének

sejtmag

12. abra. Az endoplazmas retikulum stressz hatasara aktivalodo UPR jelzés.
Az ER-stresszt érzékelo feherjék, az IRE1, a PERK és az ATF6 az ER membranjaban
helyezkednek el, aktivilodva pedig tovabbi fehérjéket indukdlnak (107).
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Az IREI is dimerizalddik, majd kereszt-foszforilalodik az ER-stressz hatdsara, igy az
endonukleaz aktivitasa aktivalodik. Az IRE1 hasitja az XBP-1 (X-box binding protein-
1) mRNS prekurzorat, amely szamos, az ER-stressz lekiizdéséhez sziikséges fehérje
promoteréhez képes kotddni, eldsegitve azok atirddasat (104-106).

ER-stressz hatasara az ATF6 transzportvezikulumok segitségével a Golgi-apparatusba
helyez6dik at, ahol két proteaz a S1P és az S2P (Site-1 protease, Site-2 protease) hasitja.
A hasitas hatasara az ATF6 citoszolikus fragmentuma felszabadul és a sejtmagba
szallitodik, ahol kozvetleniil az UPR-célgének atirasat serkenti (104-106) (12. abra).

1.7.1.2. A GADD34

A GADD34 expressziojat szamos stresszfaktor képes indukalni, tobbek kozott a DNS-
karosodas, UV-sugarzas, tapanyagmegvonas, virusfertézés és az ER-stressz (108). A
sejt stresszre adott valasza sordn kikapcsolja a fehérjeszintézist az elF2a
foszforilacidjan keresztiil, majd a foszforilalt elF2a0 indukalja az ATF4 altal a GADD34
expresszidjat. A GADD34 funkcionalis komplexet képez a PP1-gyel (protein
phosphatase 1) és defoszforilalja az elF20-t, ami a fehérjeszintézis helyreallasahoz vezet
(109, 110). igy a GADD34 elésegiti a sejt tilélését és az ER-stressz altal indukalt

fehérjeszintézis gatlasanak helyreallasat (111).

1.8.Az UPR ¢és az mTORC1 kozétti kapcesolat

Az UPR elsddleges feladata a sejt bels6 homeosztazisanak és az ER allapotanak
helyreallitdsa kiilonb6z0 mechanizmusokon keresztiil. Azonban az UPR képes
eldsegiteni az apoptotikus sejthalal aktivalodasat intenziv vagy hosszantartd stressz
esetén. Patologias esetekben, példaul neurodegenerativ betegségek esetén, kimutattak,
hogy az ER-stressz indukalta apoptdzisban fontos szerepet jatszik az UPR, ami az
mTORCI1 kronikus aktivaciojaval parosul (107, 112). Tehat az mTORC1l a
sejtnovekedés és proliferacido szabalyozasa mellett képes a sejt halalat is indukalni
(107). Az mTORC1 képes aktivalni az IRE1-JNK utvonalat anélkiil, hogy a masik két
UPR-ag (ATF6, PERK) is aktivalodna, ami végiil a sejt halalahoz vezet (112, 113) (13.

abra).
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A Rheb tultermeltetése fokozta, mig kilitése gatolta az apoptotikus stimulusokat ASK1-
figgd modon, ami megerdsiti az MTORCI1-IRE1-ASK1-JNK apoptotikus jelzés
1étezését (114). A TSC1/2 gatlo hatasa nélkil az mTORCL1 aktivitasa hosszan
fennmarad, ami szintén indukalja a JNK-t és ezen keresztiil apoptozist valt ki (107) (13.
abra). Tovabb noveli a rendszer komplexitasat, hogy az UPR és az mTORCI1 kozotti
jelatviteli utvonalakat az ATF6 is szabalyozza. Az ATF6 az AKT aktivalasan keresztiil
gatolja a PERK-et, a Rheb aktivalasan keresztiil pedig elésegiti az mTORC1
indukalodasat (115, 116) (13. abra). Az UPR aktivalasa farmakolodgiai szerekkel
indukalta az ATF6-on keresztiil a PI3K-AKT-mTORCI jelatviteli utvonalat (112).

Az ER-stressz hatasara indukalodo AKT aktivalja az mTORCI1-et, azonban kronikus
stressz esetén az UPR legatolja az AKT-ot, ami igy az IRE1-ASK1-JNK utvonal és vele
egyiitt a sejthalal aktivalodasahoz vezet (107, 112) (13. abra).

fehérjeszintézis

Ire1a-~-ASK1 NK :
—>- ATF6o-{Z-PI3K —»= Akt — JSX3— Rheb —- Q
N\ /—;) IRS1
TRB3
S6K1

PERK
CHOP

wgRc2 @)
(3) — akut fazis

GSK3f kronikus fazis

13. abra. Az UPR és az mTORC1 kozotti kapcesolat.
Az ismert utvonalak, amik osszekotik az UPR-t és az mTORCI-et. A fekete nyilak az
akut fazisban, mig a sziirke nyilak a kronikus fazisban aktivalodo folyamatokat jelzik

(107).

Az UPR és az mTORCI bizonyos folyamatokat kézosen szabalyoznak fiziologias és
patologias allapotokban egyarant (107). Az UPR és az mTORCI1 egyforman aktivalolag
hatnak a majban torténd lipidszintézisre, az NF-kB jelzésre és az inzulin-rezisztenciara,
azonban ellentétesen szabalyozzak a riboszomak biogenezisét, az autofagiat és az

apoptozist (107).
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1.8.1. A GADD34 ¢s az mTORC1 kézotti kapcesolat

A GADD34 ¢s az mTORCI1 kozotti kapcsolat hozzajarul a fehérjeszintézis megfeleld
szabalyozasahoz a kiilonb6zé kornyezeti stresszek sordn, mint az ¢&hezés és a
virusfertzés.

Az ¢hezés hatasara aktivalodo GADD34 az mTORC1-et gatolja azaltal, hogy stabil
komplexet képez a TSCL1/TSC2-vel, ami hozzajarul a sejtek taléléséhez és
megakadalyozza az apoptdzist (108). A GADD34 a Thrl462-es aminosavon képes
defoszforilalni a TSC2-t, ami a TSC1/2 komplex aktivalodasahoz vezet (117). A
GADD34 hianyos sejtekben az mMTORC1 aktivitasa fennmarad és a sejtek halalat
okozza (108).

VSV (vesicular stomatitis virus)-fert6zés hatasara is hasonld jelenségeket tudtak
megfigyelni. A fertézéskor aktivaloddo GADD34 csokkentette a virus replikaciojat, mig
GADD34- ¢s TSC2-hianyos sejtekben a replikacio fokozottabb volt. A GADD34 ebben
az esetben is kolcsonhatasba 1épett a TSC1/2 fehérjékkel, majd a TSC2-n az Akt altal
foszforilalt Thr1462-es aminosavat defoszforilalta. Az igy aktivalodott TSC1/2 komplex
stabilabba valt és gatolta az mTORC1 mikodését. Emellett GADD34-hianyos sejtek
rapamycinnel torténd kezelése esetén a virus replikacidja hasonloan lecsdkkent, mint a
GADD34 jelenléte soran (109).

A Drs fehérje (down regulated by v-src) apoptozist indukalé tumorszupresszor, amely
virusos megbetegedés esetén részt vesz a védekezési mechanizmusokban. VSV-vel
fertdzott drs-génkititott sejtekben a virus replikacioja fokozottabb volt, mig a p70S6K1,
az S6, a 4E-BP1 ¢és a TSC2 foszforilalt formajanak szintje megemelkedett. A Drs
fehérje képes kolcsonhatast kialakitani a GADD34-gyel és eldsegiteni annak
komplexképzését a TSC1/2-vel. A virusfert6zés soran a Drs- és a GADD34-hianyos
sejtek valaszai hasonldak voltak, vagyis a Drs is részt vesz az mTORCI-Utvonal
szabalyozasaban. A rapamycinnel torténé kezelés Drs- és GADD34-hiany esetén is
csokkentette a virus replikaciojat (118).

Neurodegenerativ. megbetegedések esetén a fehérje-aggregatumok kialakuldsa
stresszhez vezet. Mutans huntingtin fehérjét termel6 PC6.3 idegsejtekben 24 ora

elteltével az autofagia aktivalodott, mig az mTORC1 inaktivalodott (111).
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Ez annak koszonhetd, hogy a huntingtint expresszald sejtekben a TSCI1/2 fehérje
kolcsonhatasba 1épett a GADD34-gyel, aminek hatasara a TSC2 defoszforilalodott és az
autofagia aktivalodott (111).

A HBZ fehérje (HTLV-1 basic leucine-zipper factor) HTLV-1 fertézés soran (human T-
cell leukemia virus type-1) a sejtmagbdl a citoplazmaba keriil, ahol a GADD34-hez valo
kapcsolodéasan keresztiil aktivalja az mTORC1-et. A GADD34 tialtermelés a sejtekben
csokkentette, mig a GADD34 ¢és a HBZ egyiittes kifejezése visszaallitotta a p70S6K1
foszforilacios szintjét. A HBZ-t kifejez6 sejtekben az LC3 ll-es formajanak szintje is
szignifikansan csokkent, azaz a HBZ gatolta a GADD34 altal indukalt autofagids
folyamatokat (119).

Bakterialis fertézés (LPS kezelés) hatasara aktivalodd makrofagok tirozinnal és
ciszteinnel vald éheztetése is indukalta a GADD34 muikodését. A GADD34 az
mTORC1 gatlasaval elnyomta a makrofagok aktivaciojanak hatdsira bekovetkezo

sejthalalt és indukalta az autofagiat (120).

1.9. A vizsgalt szabalyozési rendszer mikodését befolyasold exogén

vegyiiletek

rapamycin

epigallokatekin-gallat resveratrol
OH

OH
HO O HO O N
. OH
OH OH OH

OH
OH

14. abra - A rapamycin, a resveratrol és az epigallokatekin-gallat szerkezeti képlete.
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1.9.1. Rapamycin

A rapamycin (mas néven sirolimus) egy makrolid antibiotikum, melyet a Streptomyces
hygroscopicus baktérium termel. A rapamycint eldszor a Husvét-szigetrél szarmazo
foldmintakban mutattak ki. Kezdetben gombaellenes szerként hasznaltak, de csakhamar
felfedezték, hogy immunszuppresszans aktivitasa is van, emellett gatolja a T-sejtek
az FKBP12-vel (12-kDa FK506-binding protein) és allosztérikus inhibitorként kotédik
az mTORCI mTOR alegységéhez, amivel a p70S6K 1 aktivaciojat gatolja, és a 4E-BP1-
et aktivalja (34, 121).

Jobb oldhatosaguk és kedvez6bb farmakokinetikajuk miatt szamos rapamycin-analogot
(rapalog) fejlesztettek (121). A rapamycint és a rapalogokat széles korben hasznaljak
immunszuppresszansként  vese- és  majatiiltetéseket  kovetéen,  daganatos
megbetegedések és a tuberous sclerosis (az mTORCI1 rendellenes aktivacidja)
szovOdményeinek kezelése soran. Azonban ezen vegyiiletek hossza tavu alkalmazésa
soran szamos negativ mellékhatast figyeltek meg, mint hiperlipidémia, glukéz-
intolarencia, inzulin-rezisztencia, gyomor- és bélrendszeri rendellenességek, valamint

1éguti és hugytti fertdzések (121).

1.9.2. Resveratrol

A novények gyokerében, bogyods gyiimolesdkben és sz6l6ben megtalalhato resveratrol
(transz-3,5,4'-trihidroxisztilbén) egy természetes polifenol-vegytilet. A resveratrol védi
a novényeket az ultraibolya (UV) sugaraktol és szerepet jatszik a korokozok elleni
védekezésben, sériilések és abiotikus stresszek kivédésében (123).

A resveratrolt hasznaljak gyogyszerekben és taplalék-kiegészitOként; a szervezetre
gyakorolt pozitiv hatdsait mar szamos tanulméanyban igazoltdk. Enyhiti a gyulladast,
elésegiti a tumorsejtek halalat (antikarcinogén aktivitasa van) és véd az oxidativ stressz
ellen. A vegyiilet jotékony tulajdonsagai dsszefliggésben allnak azzal, hogy indukalja az
autofagias 6nemésztd folyamatokat (123-125).
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A resveratrol az AMPK miikddésének aktivalasan keresztiil képes gatolni az mTORCI -
et, valamint képes az mTORCI1-et kozvetleniil, ATP kompetalé mddon gatolni is, igy
hatast gyakorol az mTORC1-ULK1 utvonalra és az autofagia aktivalodasara is (124,
125).

1.9.3. Epigallokatekin-gallat (EGCG)

A z0ld tea az egyik legnépszeriibb ital a vilagon. Epidemioldgiai tanulmanyok alapjan a
z0ld tea fogyasztasa Osszefiiggésbe hozhatd szdmos kronikus betegség kockazatanak
csOkkenésével, mint példaul kardiovaszkularis betegségek, diabétesz ¢s kiilonbozo
daganatos megbetegedések. A zo6ld tea egészségre gyakorolt jotékony hatasaiért a benne
levé bioaktiv komponensek, a katekinek felelések. Tobb katekint is azonositottak a zold
teaban: a katekint (C), az epikatekint (EC), az epigallokatekint (EGC), az epikatekin-
gallatot (ECG) és az epigallokatekin-gallatot (EGCG). Ezen vegyiiletek koziil a
legaktivabb az EGCG (126, 127).

Az EGCG egy flavon-3-ol fenolos vegyiilet, nyolc szabad hidroxil-csoporttal, amelyek
a bioaktivitasat és sokoldalu biologiai funkcioit adjak. Az EGCG gatolja az oxidativ
stressz és a gyulladas kialakulasat, csokkenti a plazma lipid- és cukorszintjét, valamint
szabalyozza a génexpressziot és szamos molekularis ttvonalat (126, 127).

Megfigyelték, hogy a teaban levé polifenolok kiilonb6z6 mechanizmusokkal aktivaljak
az autofagiat, példaul az mTORC1 gatlasan és a PI3K vagy a Beclin-1 aktivalasan
keresztiil. A zold tea katekinek az autofdgia indukcigjaval segitettek megelozni a
hipoxia altal indukalt oxidativ stresszt ¢és a sejthalalt. Az EGCG magasabb

koncentracioja viszont gatolta az autofagiat és apoptozishoz vezetett (127).
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2. Célkituzések

A sejtek homeosztazisat szdmos szabdlyozdsi halozat Osszehangolt mikodése tartja
fenn. Ezen folyamatok koziil fontos az AMPK ¢és az mTORCI1 k6zotti egyensuly, mivel
ez a két kindz kozosen szabalyozza az autofagia induktorat, az ULK1-et. Az AMPK
energiaszegény korliilmények kozott gatolja az mTORCI mikodését és az ULKI
fehérjén keresztiil aktivalja az autofagias dnemésztd folyamatokat. Megfeleld tapanyag-
ellatottsag esetén azonban az mTORCI1 az ULKI1 gatlasan keresztiil megakadalyozza
ezeket az Onemésztd folyamatokat. A rendszer miikodésének ,,finomhangolasat” az
ULKI1 biztositja azaltal, hogy képes gatolni mind az AMPK, mind az mTORCI1

miikodését.

I. Munkank sordn szerettiik volna megvizsgalni az AMPK-mTORC1-ULK1
szabalyozasi haromszogben levd kapcsolatok dinamikai miikodését. Korabban egy
masik kutatocsoport kidolgozottt egy matematikai modellt a hal6zat miikkodésére, de
viszonylag kevés fenotipust tanulmanyoztak. Ezért az aldbbi vizsgdlatokat terveztiik

elvégezni:

a kordbban leirt modell reprodukalasa és miikodésének tovabbi tesztelése

elméleti modszerekkel, kiilonbozd stressz-hatasok segitségével,

e a modell miikodésének ¢€s a szimulaciok eredményeinek ellendrzése az
irodalomban mar leirt, molekuldris biologiai technikdk segitségével 1is
bizonyitott eredményekkel,

e amennyiben az elvégzett szimuldciok eredményei nem egyeznek meg az
irodalmi adatokkal, akkor az elkészitett modell kiegészitése a megfeleld
kapcsolatokkal és/vagy visszacsatolasi hurkokkal;

o a feltételezett 1) szabalyozési kapcsolatok vizsgéalata elméleti és molekuldris

biologiai technikak segitségével.
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I1. Amennyiben egy rendszerben negativ visszacsatolasi hurok talalhato, akkor az a
rendszer képes lehet oszcillalni. A vizsgalt szabalyozasi halézatban két negativ
visszacsatolasi hurok is megtaldlhato egyrészt az AMPK ¢és az ULK1 kozott, valamint
az AMPK-ULK1-mTORC1 haromszogben. Ezek kozelebbi jellemzése érdekében az
alabbi célokat tiiztik ki:

e az AMPK ¢és az ULKI1 kozotti negativ visszacsatolasi hurok dinamikai
miikddésének vizsgalata, mikozben az AMPK ¢és az ULK1 kozotti szabalyozasra
kiilonb6z6 lehetbségeket (ugymint direkt vagy késleltetett kapcsolat) tételeziink
fel,

e az autofagia és a szabalyozasi halozat tagjainak vizsgalata mind szimulaciok,
mind molekularis biologiai technikdk segitségével hosszantarto cellularis stressz
esetén, illetve annak vizsgalata, hogy az egyes tagok képesek-¢ egy idében
ismétlodo, periodikus aktivalodasra;

e amennyiben a szimulaciok alapjan az AMPK és az ULKI1 kozotti kapcsolat

idében késleltetett, akkor biologiailag relevans késleltetési modok keresése.

I1l. Ha a sejtben valamilyen cellularis stressz hatasara nem megfeleld térszerkezeti
fehérjék halmozodnak fel, akkor az ER-stresszvalasz, az UPR aktivalodik. Ilyenkor az
AMPK-ULK1-mTORC1 szabalyozasi haromszog és az UPR kiilonb6zd folyamatokon
keresztlil megprobaljak a sejt allapotat a korabbi, vagy egy lj homeosztatikus allapotba
visszaallitani, de ha ez mar nem lehetséges, akkor a sejthaldl folyamatat aktivaljak. Mar
bizonyitott, hogy az UPR és az mTORCI1 kozott szabalyozésbeli keresztkapcsolatok
vannak és szamos cellularis stressz esetén az UPR altal aktivalt GADD34 képes gatolni
az mTORC1 milkodését, igy eldsegitve a sejtek talélését. Ezért az AMPK-ULK1-
MTORC1 szabalyozasi haromszog ER-stresszfolyamatokkal valé kapcsolatat is

szerettiik volna feltérképezni:

e a GADD34 szerepének vizsgalata az mTORCI gatlasaban ER-stressz esetén;
e olyan, természetben el6forduld hatdéanyagok keresése, amelyekkel ennek a
rendszernek a mikodése befolyasolhatd és az autofagias tulélési folyamatok

idoében kitolhatok, az ER-stressz pedig késleltethetd.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Sejtvonal fenntartasa

Kisérleteinkhez human embrionalis vesesejteket (HEK293T) hasznaltunk. A sejteket
1% antibiotikumot és antimikotikumot (100 egység/ml penicillin, 100 pg/ml
sztreptomicin, 0,25 ug/ml amfotericin B; GIBCO) valamint 10% magzati borjt
szérumot (GIBCO) tartalmaz6 DMEM médiumban (GIBCO) 37 °C hémérsékletet és

5% COz-koncentraciot biztositd inkubatorban tenyésztettiik.

3.2. RNA1 alapu géncsendesités és tranziens transzfekcio

A sejteket a csendesitéshez antibiotikum-mentes médiumban gy(jtéttik be, majd
hatlyukt lemezekre oltottuk 6ket (200.000 db sejt/well). Egy éjszakan at hagytuk a
sejteket letapadni, majd mésnap elvégeztiik a transzfekciot.

A transzfekciohoz Lipofectamine RNAI Max (Invitrogen) reagenst, GIBCO™ Opti-
MEM 1 (GlutaMAX™-]) redukalt szérum médiumot (Invitrogen) és 20 pmol/ml
koncentracioban alkalmazott siRNS-t hasznaltunk. Kisérleteink soran siRNS-sel
csendesitettik a GADD34-et (ThermoFisher), az ULK1-et (Ambion), a TSC1l-et
(Ambion) és a TSC2-t (Ambion).

Az Osszemért transzfekciés reagens lyukanként 500 ul OPTIMEM-et, 6 pl
lipofektamint és 1 pl 100 uM-o0s SiRNS-t tartalmazott. A reagenst cseppenként adtuk
hozza a sejtekhez, majd 24 6rdn at inkubaltuk Oket, ezt kdvetden pedig elvégeztiik a
kezeléseket.

A csendesités hatékonysagat fehérje- és/vagy RNS-szinten vizsgaltuk.

3.3. A sejtek kezelése

A kezeléshez a sejteket higitas utan 6-, illetve 12-lyuka lemezekre raktuk le, majd egy

¢jszakat vartunk, hogy a sejtek megfelelden letapadjanak.
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A kezelések soran a sejteket egy stresszornak vagy a stresszorok kombinacidinak tettiik

ki (1. tablazat), illetve gluk6z-mentes médiumban éheztettiik 6ket.

1. tablazat. A kezelésekhez hasznalt stresszorok, a kezelési koncentraciok és
idotartamok.

Stresszor Kezelési koncentraciok Kezelési id6

rapamycin 100 nM clokezelésként: 2 h
kezelésként: 2,5hés 5 h
Compound C 2,5 uM 2h
thapsigargin 10 uM 2h
guanabenz 5uM 1h
resveratrol 10 uM 24 h
EGCG 10, 20, 40 és 80 uM 24 h
elékezelésként: 20 uM

H-89 2,5 uM 2h

A kezelésekhez hasznalt koncentraciokat kordbbi kisérleti eredmények és/vagy irodalmi
adatok alapjan, eldzetes bedllitast kdvetden valasztottuk ki. Az eldzetes koncentracio-
beallitasok soran Cell Titer Blue reagenssel vizsgaltuk a koncentraci6 és az id6 hatasat a
sejtek életképességére, valamint Western blottal kovettik nyomon a fontosabb

fehérjemarkerek expressziojat.
3.4. Eletképességi vizsgalat

A sejteket higitast kovetden 100 ul térfogati médiumban osztottuk ki a 96-lyuku
lemezekre, hagytuk dket letapadni, majd kovetkezd nap végeztiik el a kezelést.

A kezelést kovetéen minden lyukhoz 20 ul Cell Titer Blue (Promega) reagenst mértiink,
majd az abszorbanciat fotométer segitségével 590 és 600 nm hullamhosszusagh
referencia-szinten féloranként mértiikk. A mérés soran hasznalt vak oldatot 100 pl

sejtmentes médium és 20 ul Cell Titer Blue reagens dsszekeverésével allitottuk eld.
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A modszer kémiai alapja az, hogy a Cell Titer Blue spektralis tulajdonsagai valtoznak a
resazurinnak resorufinnd torténd redukcigjat kovetden. A resazurin sotétkék szintll, mig
redukalt terméke rdzsaszini.

Az ¢letképes sejtek képesek a resazurint resorufinnd alakitani, mig a nem ¢életképes
sejtek redukald ekvivalensek hidnyaban elvesztik ezt a metabolikus kapacitast, és nem

képesek atalakitani az indikator festéket, igy kék festddést mutatnak.

3.5. Sejtszdmolas  Biirker-kamraval ¢és Luna tipusi  automata

sejtszamlaloval

A kezeléseket kovetden leszivtuk a sejtekrél a médiumot, majd a sejteket 1 ml 1x
koncentralt steril PBS-sel (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NayHPO4, 2 mM
KH2PO4, pH=7,4) mostuk, majd 250 ul tripszinnel (tripszin-EDTA 0,25%; GIBCO)
szedtiik fel ket és 1-2 ml friss médium segitségével vittiik at 6ket centrifuga csdvekbe.
A sejtes médiumot 1:1 térfogatardnyban kevertiikk tripankék festékkel, majd a
sejtszamolasra alkalmas targylemezek mindkét felébe 10-10 pl-t mértink. Az ¢é16
sejtekez fénymikroszkop vagy az automata késziilék (Logos Biosystems) hasznalataval

szamoltuk, tobb parhuzamos mérést végezve.

crer

A kezelések utan a begytijtott sejteket 1000 rpm-en 4°C-on 5 percig centrifugaltuk és 1x
hideg PBS-sel mostuk Oket. A mosast kovetéen Gjra centrifugaltuk a sejteket (1000
rpm-en 4°C-on 5 perc). A PBS eltavolitasa utan a sejtekhez hozzaadtuk a lizalo RIPA-
puffert. A lizalo puffer, RIPA puffer (150 mM NaCl, 50 mM Trisz-HCI, 1% NP40,
0,1% SDS) és proteaz-inhibitor-koktél (Sigma) keveréke. A mintakat jégen hiitve 45
percig allni hagytuk, majd a 45 perc letelte utan 14000 rpm-en 4°C-on, 15 percig
centrifugéltuk dket. A centrifugalas utdn a feliiluszot felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

crcr

segitségével hatdroztuk meg.
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s

hasznaltunk, melyek koncentracioi rendre: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 és 0,6 mg/ml voltak.
Ezeket a kalibracios oldatokat 2 mg/ml-es BSA torzsoldatbol 1x PBS-sel higitottuk.

A fehérje-koncentracié meghatarozasahoz sziikséges reagenst az A- és B-oldatok 50:1
térfogataranyban vald 0sszekeverésével allitottuk eld.

Ezutan a 96-lyuka lemez lyukaiba 200 pl-t mértiink a pufferb6l, majd ebbe a kalibracios
fehérje oldatokbol €s a sajat fehérje mintankbol 10 pl-t pipettaztunk. A fehérje mintakat
a mérés elott 1x PBS-oldattal huszszorosara higitottuk. A mintdk és a kalibracios
oldatok esetén is harom parhuzamos mérést végeztiink.

A reagens ¢s a fehérje mintdk 0sszekeveresét kovetden a mintdkat szobahdmérsékleten
30 percig allni hagytuk, hogy a szinreakcido lejatszodhasson, majd 562 nm-en

fotometraltunk.

3.7. Western blot analizis

A fehérje mintdkat a koncentrdcio mérése utan a kdvetkezOképpen készitettiik eld a
Western blot analizishez. 100 pl mintdhoz 20 pl 5x toménységii minta puffert (25 mM
Trisz-HCI (pH=7,5), 50 tf% 100%-o0s glicerin, 10% SDS, 0,75 mM bromfenolkék) és 3
ul merkaptoetanolt adtunk. A gélbe torténé bemérés eldtt 95°C-on 5 percig melegitettiik
a mintakat, majd Osszekevertiik és maximalis fordulatszamon lecentrifugaltuk oket. A
g¢l zsebeibe minden mintabol egyforma mennyiséget, 10-20 pg-ot vittiink fel.

A gélelektroforézishez a kisérletek soran 10 vagy 15%-os elvalaszto és 5%-0S tomoritd
SDS-poliakrilamid géllemezeket hasznaltunk.

A gélbdl a fehérjéket nedves transzfer segitségével PVDF-membranra transzferaltuk.

A transzfer utan a membrant 5% tej oldatban (4 g zsirszegény szaraz tejpor, 80 ml TBS-
Tween-ben — 950 ml desztillalt viz, 50 ml 20x toménységii TBS, 850 ul Tween-20),
zselatin pufferben (1,53 tf% 1 M Trisz (pH=7,5), 0,13 M NaCl, 0,2 tf% 0,5 M EDTA,
0,1 % zselatin, 0,1 tf% TritonX, 0,2 tf% 10% NaN3) vagy 1%-o0s BSA oldatban (0,1 g
BSA-t tartalmaz 10 ml TBS-Tween) blokkoltuk.

A fehérjék jeloléséhez az elsOdleges antitesteket egy éjszakan keresztiil inkubaltuk a
membranon 1%-0s tej oldataban, 1%-0s BSA oldatban vagy zselatin pufferben, enyhe

keverés kozben.
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Az antitestek pontos koncentracioi és az antitesteknek megfeleld inkubalé oldatok a 2.

tablazatban talalhatoak meg.

2. tablazat. A Western blothoz hasznalt elsodleges antitestek és alkalmazasuk

koriilményei.

A tablazatban a hasznalt antitesteket, az antitestek higitasihoz hasznalt inkubalo
az antitestekhez hasznalt masodlagos
antitesteket és az antitestek gyartoit tiintettiik fel.

oldatokat,

erer

Marker Antitest Inkubadlo  Koncentracio  Mdsodlagos Gyadrto
oldat antitest

mTOR 4E-BP1-P tej 1:1000 nyul-ellenes  CellSignaling

4E-BP1 tej 1:1000 nyul-ellenes  CellSignaling

p70S6K-P tej 1:750 nyul-ellenes  CellSignaling

p70S6K tej 1:750 nyul-ellenes SantaCruz

AMPK AMPK-Thrl172-P BSA 1:750 nyul-ellenes  CellSignaling

AMPK BSA 1:750 nyul-ellenes  CellSignaling

ULK1 ULK1-Ser555-P BSA 1:1000 nyul-ellenes  CellSignaling

ULK1 tej 1:750 nyul-ellenes  CellSignaling

Autofdagia | LC3 tej 1:750 egér-ellenes SantaCruz

p62 tej 1:1000 nyul-ellenes  CellSignaling

Apoptozis | PARP tej 1:1000 nyul-ellenes  CellSignaling

prokaszpaz-3 tej 1:1000 egér-ellenes SantaCruz

UPR: PERK | GADD34 tej 1:750 nyul-ellenes SantaCruz

a8 elF2a-P zselatin 1:750 nyul-ellenes  CellSignaling

elF2a tej 1:750 nyul-ellenes  CellSignaling

Haztartasi | GAPDH tej 1:16000 egér-ellenes SantaCruz
gén

Masnap haromszor 15 percen at TBS-Tween oldattal mostuk a membranokat, majd 1
orat inkubaltuk Oket az elsddleges antitesteknek megfelelé masodlagos antitestekkel,
ugymint HRP (tormaperoxidazzal (HRP)) konjugalt nyul-ellenes antitest (1:1000,
CellSignaling) vagy egér-ellenes antitest (1:1000, CellSignaling). A masodlagos
antitesttel torténd inkubalds utdn a membranokat jbol mostuk, majd a detektalast
megnovelt kemilumineszenciaval, SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

(Pierce) elohivo folyadék segitségével végeztiik.
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3.8.Az egyes fehérjek mennyiségi meghatirozasa

A Western blot soran detektalt és azonositott fehérjéink mennyiségi kiértékelését
denzitometralas segitségével végeztik. A denzitometralashoz az Imagel] ingyenesen
elérhetd szoftvert hasznaltuk, amelyet a kovetkezd honlaprdl toltottiink le:
https://imagej.nih.gov/ij/download.html.

A denzitometrias abrakon a fehérjék relativ denzitasait abrazoltuk, amihez az adott
fehérje denzitasat vagy az adott fehérje dsszmennyiségével vagy a GAPDH fehérjével

szemben normalizaltuk.

3.9. RNS-izolalas és PCR-analizis

A GADD34 csendesités hatékonysagat PCR-modszer segitségével ellendriztik. A
kezelések végén a sejtek egy részéb6l RNS-t izolaltunk TRIzol RNS-izolalo reagens
segitségével (Invitrogen). A kezelés utan a felszedett sejteket kétszer mostuk 1X
toménységli PBS-sel (1000 rpm, 4°C, 5 perc), majd hozzaadtuk a mintadkhoz a sejtek
szamaval aranyos mennyiségii, 250 ul - 1 ml TRIzol reagenst. Ebben alaposan
homogenizaltuk a mintdkat, majd hozzamértiik az adott térfogatu kloroformot (1 ml
TRIzol reagenshez 200 pl kloroform). Homogenizaciot és 3 perc inkubaciot kdvetden a
mintakat 10000 rpm-en, 4°C-on 15 percig centrifugaltuk. Ennek nyoman a keverék egy
felsd vizes, egy kozépsd és egy alsod pirosas fenol fazisra valt szét. A felsé vizes fazis
tartalmazza az RNS-t, ezért azt egy 0j csébe mértiikk at. Ehhez hideg izopropanolt
adtunk (1 ml TRIzol reagenshez 500 ul izopropanol) és 10 perc inkubaciot kovetéen
10000 rpm-en, 4°C-on 10 percig centrifugaltuk.

Az RNS gél-szerli csapadékot képez a csd aljaban, amirdél a feliilluszot Ovatosan
eltavolitjuk. Ezutan az RNS-t hideg etanolban mostuk (1 ml TRIzol reagenshez 1 mi
etanol) ¢és 8000 rpm-en 4°C-on 5 percig centrifugaltuk. Az etanolt nagyon alaposan
leszivtuk az RNS-mintakrol és elszivo fililkében teljesen kiszaritottuk oket. A szaritast
kovetden 30 ul RNaz-mentes vizben oldottuk fel az RNS-eket.

RNS atirasa c¢cDNS-sé SuperScriptll First-Strand Synthesis System (Invitrogen)

segitségével tortént.
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cyey

vizzel. A PCR-csovekbe mintanként 1 pl random hexamer primert, 1 ul 10 mM dNTP-
keveréket és 11,5 pul RNaz-mentes vizet mértiink dssze. Keverés utan ehhez 1 pl higitott
RNS-t adtunk, és 65°C-os vizfiirdén melegitettiik 5 percig, majd a melegitést kovetéen
1 percen at jégen hitottik a mintakat. A hiités utan minden PCR-cs6hoz 4 pl 5x
toménységi puffert, 1 ul 0,1 M-os DTT-t és 0,5 pl SuperScript RTIII enzimet mértiink,
majd kevertiikk €s centrifugaltuk dket. A PCR-hez hasznalt termociklus a kdvetkezo
fazisokbol allt: 50°C — 50 perc, 85°C — 5 perc.

A GADD34 mennyiségét Invitrogen Platinum SYBR Green gPCR SuperMix UDG
segitségével és QuantStudio 12K Flex real-time PCR-késziilékkel mértik meg.
Mintanként a PCR-hez hasznalt lemez megfelelé pozicidiba 10 ul 2x toménységii
SYBR Green mixet, 2-2 pl-t @ 10 uM primerekbdl és 4 ul vizet mértiink, és ehhez
egyesével adtuk hozza a 2 ul cDNS-t (4x higitas). A PCR-hez hasznalt termociklus a
kovetkezd volt: 95°C — 10 perc, 40 ciklus: 95°C — 15 masodperc, 60°C — 1 perc.

A GADD34 gén amplifikalasahoz hasznalt primerpar szekvenciai:

Forward: 5-GACCTGTGATCGCTTCTGG-3',

Reverse: 5-TAGCCTGATGGGGTGCTT-3".

A GAPDH gén amplifikalasdhoz hasznalt primerpar bazissorrendje:

Forward: 5-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3,

Reverse: 5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'.

3.10. Immunfluoreszcens festés

A fluoreszcens mikroszkopos vizsgélathoz a sejteket megfeleld higitas utan 8 kamras
(Nunc™ Lab-Tek™ I Chamber Slide™ System, Thermo Scientific) vagy 16 kamras
(CultureWell™ Chambered Coverglass for cell culture, Invitrogen) lemezekre vittiik
fel. A lemezeket hasznalat el6tt poli-D-lizinnel (Sigma) vontuk be, a HEK293 sejtek
megfeleld tapadasa érdekében.

A kezeléseket kovetéen a sejteket 4% paraformaldehidet tartalmazé PBS-oldatban
fixaltuk 15 percig. A fixalast kovetden haromszor mostuk Oket hideg 1x toménységii
PBS-sel.
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Ezutan a sejteket 0,25% Triton-X-et tartalmazo 1x toménységli PBS-oldataban 10
perces kezeléssel permeabilizaltuk, majd jbol mostuk Oket haromszor 5 percig 1X
toménységli PBS-ben. A permeabilizalas utan a sejteket 5% kecske szérumot és 0,3%
Triton-X-et tartalmazo PBS-oldatban 1 éran at blokkoltuk. Az els6dleges antitesteket
(p62 és LC3, CellSignaling) 5% kecske szérumot és 0,3% Triton-X-et tartalmaz6 PBS-
oldatban 1:100 ardnyban higitottuk, majd ezzel egy ¢&jszakdn keresztiil 4°C-on
inkubaltuk a sejteket. Masnap a sejteket jbol mostuk haromszor 5 percig 1X
toménységii PBS-ben, majd az Alexa Fluor 488-cal konjugalt masodlagos nyul-ellenes
antitesttel (CellSignaling) 1 6ran keresztiil inkubaltuk 6ket. A masodlagos antitestet 1x
toménységli PBS-oldatban, 1:600 aranyban higitottuk. A masodlagos antitesttel torténd
inkubéciot kdvetden a sejteket 1jbol mostuk 1x tdménységli PBS-oldatban haromszor 5
percig. A mosasok utan a sejteket DAPI festéket 1:10000 aranyban tartalmaz6 1x
toménységli PBS-sel 5 percig inkubaltuk. A festést kovetden kétszer 3 percig mostuk a
sejteket 1x toménységii PBS-sel. Ezutan a sejteket FluoroSave reagenssel (Millipore)
vontuk be és fedélemezekkel fedtiik be 6ket. Egy éjszakan at tartd szaradast kovetden
fluoreszcens mikroszkdp (Nikon Eclipse Ts2R) hasznalataval készitettiink felvételeket a

sejtekrol.

3.11. Statisztika

Minden kisérlet esetén harom, egymastol fiiggetlen parhuzamos mérést végeztiink. Az
eredményeket tartalmazo diagramokon a mérések atlagat abrazoltuk, feltiintetve a
szorast (SD - standard deviation). A szorasokat ANOVA modszer segitségével
hasonlitottuk 0ssze. A diagramokon levé jelek a megfeleld kontrolltol valo
statisztikailag szignifikans eltérést jeleznek: ns- nem szignifikans; *: p < 0,05; **: p <
0,01.
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3.12. Modellezés

Az mMTOR-AMPK-ULK1 szabalyozasi halozat dinamikai viselkedését nemlinearis
kozonséges differencialegyenletek segitségével irtuk le (128-130), igy egy
sokparaméteres els6fokt differencial-egyenletrendszert kaptunk. A  dinamikai
szimulaciok analizisét az XPP-AUT programmal végeztiik, mely ingyenesen elérhetd
innen: http://www.math.pitt.edu/~bard/xpp/xpp.html (129, 130).

A differencidlegyenletek egy komponens (AMPK, ULKI1, mTORC1, GADD34,

s

valtozésat irjék le az idében.

A szabalyozasi halozat elemeinek idébeni valtozasait leird differencialegyenletek két
részbdl allnak: egy pozitiv és egy negativ tagbol. A pozitiv tag lehet fehérjeszintézis és
aktivalodas (pl.: poszttranszlacids moddositassal), mig a negativ tag lehet fehérje
degradacio és inaktivacio. A szintézis és a degradacio folyamatait altalaban tomeghatas
kinetikaval, mig a fehérje aktivalodast tomeghatas vagy Michaelis-Menten kinetikaval
irtuk le. A nemlinearis differencidlegyenlet rendszer megoldasa megadja a relativ
fehérjekoncentracid vagy aktivitas idobeli alakulasat.

A (k) sebességi allandok min

mértékegységgel rendelkeznek, mig a Michaelis
allandok (J) dimenzi6 nélkiiliek. A fehérjeszintet vagy aktivitast onkényes egységekben

adjuk meg.
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4. Eredmények

4.1. Az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabalyozasi haromszog dinamikai

viselkedésének vizsgalata

Az utdbbi években tobb olyan tanulmany késziilt, ahol a biologiai rendszerek dinamikai
viselkedését elméleti moddszerekkel probaltak kozeliteni. Egy lengyel-amerikai
kutatocsoport létrehozott egy egyszerli mechanisztikus matematikai modellt, az
autofagia és a sejtnovekedést szabalyoz6é mechanizmusok leirdsdra, melyben a
kulcsfontossagu tagokat és azok egymasra gyakorolt hatasat differencidlegyenletekkel
irtak le (103). A Szymanska P. és munkatarsai altal felépitett modell megfeleléen
szimulalta a glukéozmegvonds és a rapamycin-kezelés hatdsat az autofagia és a

transzlacio aktivalodasa szempontjabol, de mas kisérleti beallitasokat nem teszteltek

(103).
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15. abra. Az AMPK-ULK1-mTORC1 szabdlyozasi haromszog.

A szabdlyozasi halozatban levé kapcsolatok (a,b,c,d,e,f,g) az irodalmi adatok alapjdan. A
zold nyilak serkents, mig a pirosak gatlo kapcsolatot feltételeznek a halozat tagjai
kozott.
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Ezért a szabalyozasi rendszer miikodésének tovabbi vizsgéalatdhoz reprodukaltuk az
altaluk leirt kapcsolatokat tartalmazo matematikai modellt (15. abra) ugy, hogy a
definialt kapcsolatok alapjan differencialegyenletek segitségével irtuk meg a modellhez
sziikséges programot.

Ebben a haldzati rendszerben megtalalhat6 egy bizonyitott negativ visszacsatolasi hurok
az AMPK ¢és az ULKI1 kozott (15. abra, °d’, ’f’), valamint egy dupla negativ
visszacsatolasi hurok az ULK1 és az mTORCI1 kozott (15. abra, ’c’, °g’). Az AMPK
gatolja az mTORC1 miikodését (15. abra, ’e’), mig az mTORC1 megakadalyozza (15.
abra, ’b’), az ULK1 pedig serkenti (15. abra, ’a’) az autofagia (ATG) mikodését.

A reprodukalt modellel elvégeztik az ¢éhezés és a rapamycin-kezelés idObeni
segitségével is teszteltiik a rendszer mikodését (az irodalmi adatok a 7. melléklet

tablazataban talalhatok meg).
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16. abra. A reprodukalt modellel végzett idobeni szimulaciok eredményei.
A reprodukalt modellel végzett kezelések idébeni szimuldacioi: A) éhezés, B) ULKI-
csendesités, C) rapamycin-kezelés, D) MTORCL-hiperaktivicio (TSCL1/2-csendesités).
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Azt vettiik észre, hogy ezzel a modellel végzett id6beni szimulaciok nem elég pontosan
— s6t mi tobb, ellentmondasosan — irtak le a szabalyozasi halozat mitkodését. Ehezés és
rapamycin-kezelés hatasara irodalmi adatok alapjan AMPK aktivalodast, mig ULK1
csendesitése és mTORCL hiperaktivacioja esetén pedig inaktiv AMPK-t varnank. Ezzel
szemben éhezés (16. dbra — A) és rapamycin-kezelés (16. abra — C) soran az AMPK
inaktivalédott, mig az ULKI csendesitése (16. abra — B) és az mTORC1
hiperaktivacioja (16. abra — D) esetén enyhén ndvekedett az AMPK aktivitasi szintje.

Ezek a szimulacios eredmények tehat arra utalnak, hogy a rendszerbdl hianyzik egy
vagy akar tobb tovabbi kapcsolat, visszacsatolasi hurok, amellyel a modellt kiegészitve

az képes lenne megfelelden leirni az €16 rendszerek mikodését.

4.1.1. Az ULK1 csendesitésenek vizsgalata

Ahhoz, hogy igazoljuk a hianyzo kapcsolatot, kisérletesen is elvégeztiik az ULK1 (17.
abra) ¢és a TSC1/2 (mTORCI hiperaktivacio) (131) csendesitését és a halozat tagjainak
aktivacids profiljat immunoblottal vizsgaltuk meg (17. abra).

Az ULKI1-csendesités hatékonysagat fehérjeszinten ellendriztiik (17. abra — A, B).
Kivancsiak voltunk az ULKI1-csendesités autofdgiara gyakorolt hatdsara is, igy a
csendesitést éhezéssel és rapamycin-kezeléssel kombinaltuk. Rapamycin-kezelés és
¢hezés hatasara a p62 fehérje szintje szignifikansan csékkent, mig az LC3 1I/GAPDH
arany novekedett, ami az autofagia aktivalédasara utal. Ha ezeket a kezeléseket az
ULK1 fehérje csendesitése elézte meg, az autofdgia nem tudott megfeleléen
aktivalodni, azaz az LC3 11 formajanak mennyisége nem névekedett (az LC3 1I/GAPDH
arany nem nétt), a p62 fehérje mennyisége pedig nem csokkent (17. abra — A, B). Ezt
megvizsgaltuk az LC3 fehérje fluoreszcens antitesttel valo jelolésével is (17. abra — C),
ahol az imunoblottokkal megegyez6 eredményeket kaptunk. Itt az LC3-at az
autofagoszomakban felhalmozodva, éles pontokként detektalhattuk. Rapamycin-kezelés
hatasara kb. 6tszorés novekedést tapasztaltunk az autofagoszomak szamaban, ezzel
szemben ULKI1 hianyaban az autofagoszomak szdma a kontrollhoz hasonld alacsony
szinten maradt.

Mivel ULK1 nélkiil a sejtekben nem detektaltunk autofagias aktivitast azt mondhatjuk,

hogy az autofagia miikodéséhez az ULKI jelenléte mindenképpen sziikséges.
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Ezutan megvizsgaltuk az AMPK ¢és az mTORC1 aktivacios profiljat is az ULKI
csendesitése esetén. Azt lattuk, hogy az AMPK inaktiv, mivel az aktivitasat jelzo
foszforilaci6 nem nodvekedett (a foszforilalt AMPK mennyisége a kontrollhoz
viszonyitva még csokkent is), mig az mTORC1 aktiv (az mTORC1 szubsztrat p70S6K
foszforilacidja a kontrollhoz képest valtozatlan) maradt (17. abra — D). Ez azt sugallja,
hogy bar az AMPK-t ebben az esetben az ULK1 nem tudja inaktiv allapotban tartani,
mivel a szabalyozasi halozatbol kiesik az ULK1 AMPK-on valo gatlasa, egy tovabbi

ismeretlen tényezé mégis megakadalyozza azt, hogy az AMPK aktivalédjon.
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17. abra. Az ULK1-csendesités hatasanak vizsgalata.

A) Az ULK1-csendesités hatékonysaganak (ULKI) és az autofagia aktivdlodas (p62,
LC3) nyomon kévetése Western blot segitségével. B) A Western blot eredmények
denzitometrias analizise. C) Az autofagia fluoreszcens LC3-mal valo detektaldasa. D) Az
ULK1-csendesités hatasa az AMPK (AMPK-Thrl72-P) és az mTORCI (p70S6K-P)
miikodésére.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans; *: p <0,05; **: p <0,01.
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Az mTORCI1 autofagia szabalyozasadban betdltott szerepének tovabbi vizsgalatdhoz az
MTORC1 mikédés hiperaktivalasat az 6t gatlo TSC1 és TSC2 fehérjék siRNS-sel
torténd csendesitésével értiik el.

Az mTORCL1 hiperaktivaciojat kombinaltuk éhezéssel és rapamycin-kezeléssel is, hogy
az MTORC1 szerepér6l megbizonyosodjunk az autofigia szabalyozasaban. Az
mTORCI1 fokozott mikddése esetén az autofagia inaktiv maradt. Habar az ULKI1
aktivitasat nem tudtuk megfigyelni a TSC1 és TSC2 fehérjék csendesitése esetén, az
AMPK mégis inaktiv volt (131).

Mivel az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabalyozasi halézatban egyediil az mTORC]1 aktiv,
arra kovetkeztettiink, hogy az mTORCI1-nek valamilyen direkt vagy indirekt gatlo
hatasa lehet az AMPK-ra.

Ezen eredmények alapjan valoban sziikséges kiegésziteni a modellt egy tovabbi
kapcsolattal is a megfeleld mukodéshez, igy Ilétrehoztuk a sajat matematikai
modelliinket, amelybe beépitettiik az altalunk feltételezett extra visszacsatolasi hurkot

az AMPK és az mTORC1 koz¢é (18. abra, *h’).
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18. abra. Az AMPK-ULK1-mTORC1 szabalyozasi haromszog kiegészitése a feltételezett
kapcsolattal.

A szabalyozasi halozatban levé irodalmi adatokkal igazolt kapcsolatok (a,b,c,d,e,f,g) és
az altalunk feltételezett kapcsolat (h). A zold nyilak serkents, mig a pirosak gadtlo
kapcsolatot feltételeznek a halozat tagjai kézott, az uj kapcsolatot kék szinnel jeloltiik.
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4.1.2. AzmTORC1 -I AMPK kapcsolattal kiegészitett modell vizsgalata

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk az AMPK mTORCI-fiiggé gatlasanak fontossagat a
vizsgalt szabalyozasi halézatunkban, kiegészitettiik a korabbi modellt ezzel a negativ
kapcsolattal (ImMTORC1 -| AMPK). igy egy dupla negativ visszacsatolasi hurok jott 1étre
az AMPK és az mTORC1 kozétt (MTORCL{ AMPK 4 mTORCL, 18. ébra, °h’ és *e’).
A kiegészitett modellel is elvégeztiik ugyanazokat a szimulacidkat, mint az eredeti
modellel és azt lattuk, hogy a kapott szimulacidk a kisérletes eredményeinket mar
jobban megkdozelitették (19. abra).

Az éhezés szimulaciojakor azt tapasztaltuk, hogy az AMPK gyorsan aktivva valt, majd
aktivalta az ULK1-et. Az aktiv AMPK ¢és az ULK1 pedig egyilitt indukalta az autofagias
folyamatokat, ezt kovetden pedig az ULK1 legétolta az AMPK tovabbi miikodését (19.
abra — A).

Az ULKI1-csendesités szimuldcidjakor az mTORC1 aktivitaisa nem csokkent,
koszonhetden az AMPK mTORCI1-fiiggd gatlasanak, igy az AMPK inaktiv, tehat
defoszforilalt allapotban maradt (19. abra — B).

Amennyiben az mTORC1-et hiperaktivaltuk, akkor ugyan az aktivabb mTORCI
gyorsan gatolta az ULK1-et, az AMPK nem valt aktivv4, mivel az mTORCI1 géatlo
hatasa érvényesiilt az AMPK-on (19. abra — C).

Tovabba a modelliinkkel végzett szimulacidkon az is latszodott, hogy az mTORCI
hiperaktivacidja rapamycin-kezeléssel elnyomhat6 volt, ebben az esetben az AMPK, az
ULKI1 és az autofagia is képes lehet aktivalodni (19. abra — E), mig az éhezés hatasara
ezt nem tudtuk megfigyelni (19. abra — D).

Az elvégzett idobeni szimulaciok eredményei alapjan tehat elképzelheté az, hogy az
mTORC1 az a keresett faktor, ami gatolja az AMPK miikodését. fgy a rendszerben
létrejon egy 1) dupla negativ visszacsatoldsi hurok, aminek alapvetd szerepe lehet
abban, hogy fizioldgias koriilmények kozott az AMPK biztosan az inaktiv allapotban

maradjon.
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19. dbra. Az altalunk felépitett modellel végzett idobeni szimuldaciok.
A modelliinkkel végzett idobeni szimuldciok eredményei a diagramokon lathatok: A)
¢hezés, B) ULKI-csendesités, C) mTORCl-hiperaktivacio (TSCI1/2-csendesités), D)
MTORC1-hiperaktivacio (TSCI1/2-csendesités) kombindlasa éhezéssel, E) mTORC1-
hiperaktivacio (TSC1/2-csendesités) kombinalasa rapamycin-kezeléssel.
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4.1.3. Az AMPK aktivacios profiljanak vizsgalata az mTORCI gatlasa

eseten

Az mTORC1 AMPK-ra kifejtett gatlo hatasanak megerdsitéséhez megvizsgaltuk az
mTORCI1 gatlasa esetén az AMPK aktivacios profiljat. Ezért az mTORC1 miikddését
tobb idopontban is rapamycinnel gatoltuk, majd a halozat tagjainak aktivalodasat

immunoblottal vizsgaltuk (20. abra).
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20. dabra. Az AMPK aktivaciojanak vizsgalata az mTORC1 gatlasa esetén.

A) Az mTORC1-markerek (p70S6K-P, 4E-BP1-P), az AMPK (AMPK-Thrl72-P), az
ULK1 (ULK1-Ser555-P) és az autofigia aktivalodasanak (p62, LC3) nyomon kovetése
Western blot segitségével. B) A Western blot eredmények denzitometrias analizise. A
hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikdans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans, *: p <0,05; **: p <0,01. C) A rapamycin-kezelés
hatdsanak idébeni szimuldcidja a kiegészitett modell segitségével.
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A kezelés hatasara az mTORCL1 aktivitisa gyorsan lecsokkent, amire a szubsztrat
fehérjék foszforilacidjanak valtozasabol kovetkeztethettiink (p70S6K foszforilacioja
csokkent, a 4E-BP1 3. csikjanak foszforilacioja nétt) (20. abra— A, B).

Az mTORCL1 inaktivaloédasaval parhuzamosan az AMPK aktivalodott. Az aktiv AMPK
pedig kis id6beni késleltetéssel aktivalta az ULK1-et (ULK1-Ser555-P megjelenése), de
ezt kovetden az AMPK aktivitasa lecsokkent, mivel az aktiv ULK1 legatolta az AMPK
miikddését (20. abra— A, B).

Bar az LC3 Il-es forméjanak mennyisége mar 30 perc kezelés utan megnétt, a p62
szintje szignifikdnsan csak akkor kezdett el csokkeni, amikor mar az ULK1 is aktiv volt.
Az autofagia a kezelés végéig aktiv maradt, annak ellenére, hogy az ULKI1 gatolta az
AMPK mikodését, vagyis aktiv. AMPK jelenléte nem esszencidlis az autofigias
folyamatok fenntartasahoz (20. abra — A, B).

A modelliinkkel készitett idobeni szimulaci6 karakterisztikaja megegyezett a kisérletes
eredményeinkkel (20. abra — C).

Tehat az eredményeink alapjan az mTORCI gatlasakor az AMPK tranziensen

aktivalodik, és az aktivalodasa megeldzi az ULK1 aktivalodasat.

4.1.4. Az ULK]I csendesités kombindldasa az mTORC1 gatlasaval

A korabbi eredmények azt mutattak, hogy az AMPK inaktiv maradt ULK1-csendesités
esetén, mig az mTORC1 aktiv volt. Igy a kozottiik levé kapesolat tovabbi vizsgalatanak
érdekében az ULKI1 csendesitését rapamycin-kezeléssel is kombinaltuk, igy
megvizsgalva azt, hogy az mMTORC1 gatlasa esetén az AMPK mar képes-e aktivalodni.
A sejtekben el6szor csendesitettiik az ULK1 fehérjét siRNS-sel, majd rapamycinnel
kezeltiik dket és a halozat tagjainak aktivalodasat immunoblot segitségével kovettiik
nyomon (21. 4bra).

Az ULKI1 csendesitésének hatékonysagat fehérje szinten vizsgaltuk az ULK1 fehérje
aktiv és 0sszes mennyiségének Osszehasonlitasaval (21. abra — A).

Az ULKI1 csendesitése esetén a rapamycin-kezelés hatasara az mTORC1 mar 30 perc
utan inaktivaloédott (a p70S6K foszforilacioja csokkent, a 4E-BP1 3. csikjanak
foszforilacidja nétt) (21. abra — B, C).
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21. abra. Az ULK1 csendesitésének kombinalasa az mTORCI gatlasaval.

A) Az ULK1-csendesités hatékonysaganak ellenérzése (ULKI-Ser555-P, ULKI,
GAPDH) Western blottal és az eredmények denzitometrias analizise. B) Az mTORCI-
markerek (p70S6K-P, 4E-BP1-P), az AMPK (AMPK-Thrl72-P) és az autofigia
aktivalodasanak (p62, LC3) nyomon kévetése Western blot segitségével. C) A Western
blot eredmények denzitometrias analizise. D) A kombinalt kezelés hatasanak idobeni

szimuldacioja a kiegészitett modell segitségével.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a

kontrolltol: ns - nem szignifikans, *: p <0,05; **: p <0,01.
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Az AMPK pedig ezt kdvetden masfél ora utan aktivalodott, és az aktivitdsa ULKI
hianyadban a kezelés végéig fennmaradt (21. dbra — B, C). Azonban az autofdgias
folyamatok ULK1 nélkiil nem tudtak aktivalédni (LC3 Il-es formdjanak mennyisége a
kontrollhoz képest nem valtozott, a p62 szintje nem csokkent) (21. abra — B, C).
Szamitoégépes szimuldcionkon is az latszik, hogy az AMPK aktivalodott az mTORC1
gatlasa esetén és ez az aktivitas az ULK1 csendesitése miatt tartdsan fenn is maradt (21.
abra — D). Az AMPK fokozott aktivitasa arra utal, hogy az 6t gatld fehérjék hianyoznak
a rendszerbdl.

Tehat abban az esetben, ha mind az ULK1, mind az mTORCL1 aktivalédasa gatolt, az

AMPK képes aktivalodni, de 6nmagéaban nem elégséges az autofagia aktivalasahoz.

4.1.5. Az AMPK gatlasanak kombindlasa az mTORCI gatlasaval

Az AMPK az autofagia aktivalodasaban nyujtott szerepének vizsgalatahoz gatoltuk a
mikodését Compound C-vel és ezt a kezelést az mTORCI1 gatlasaval is kombinaltuk
(rapamycin-kezelés). A kezeléseket kovetden a halozat egyes tagjainak markerfehérjéit
immunoblottal vizsgaltuk (22. abra).

A Compound C teljesen gatolta az AMPK aktivalodasat, igy a Thr172-es hely
foszforilacigjat egyaltalan nem figyeltiik meg (22. abra — A, B). A rapamycin-kezelés
hatasara az mTORCI1 is inaktivalodott (p70S6K foszforilacidja csokkent, a 4E-BP1 3.
csikjanak foszforilacidja nétt) (22. abra — A, B).

Az aktiv AMPK hianyaban sem az ULKI1 (az ULKI1 Ser555-6s foszforildcioja nem
noétt), sem az autofagia (LC3 Il-es formdjanak mennyisége a kontrollhoz képest nem
valtozott, a p62 szintje nem csokkent) nem tudott aktivalodni, hidba volt az mTORC1
inaktiv allapotban (22. abra — A, B).

A modellel végzett szimulaciok esetén is hasonlo karakterisztikat tudtunk megfigyelni,
vagyis az ULK1 inaktiv maradt. Bar az ULK1-et az mTORC1 nem gatolta, mégsem
volt képes aktivalodni, mert aktivacidjdhoz az AMPK n¢lkiilozhetetlennek bizonyult.
Mivel sem az aktiv AMPK, sem az aktiv ULK1 nem volt detektalhato, igy az

Oonemésztd folyamatok sem tudtak aktivalddni (22. abra — C).
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22. abra. Az AMPK gatlasanak kombindlasa az mTORCI gatlasaval.

A) Az mTORC1 markereinek (p70S6K-P, 4E-BP1-P), az AMPK (AMPK-Thr172-P), az
ULK1 (ULK1-Ser555-P) és az autofagia aktivalodasanak (p62, LC3) nyomon kovetése
Western blot segitségével. B) A Western blot eredmények denzitometrias analizise. A
hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans; *. p <0,05; **: p <0,01. C) A kombindlt kezelés
hatasanak idobeni szimuldcioja a kiegészitett modell segitségével.

A kisérletes €és az elméleti mdodszerekkel kapott eredmények arra utalnak, hogy az
AMPK aktivacidja sziikséges az autofagia elinduldsdhoz, aziltal, hogy az ULKI-et
foszforilacidval aktivalja.

A modellekkel tovabbi szimulaciokat is elvégeztiink, ahol az AMPK mTORCI1 altali
gatlasanak beépitésével végzett szimulaciokkal vetettiik Ossze az eredeti modell

mikodését és kiemeltiik a két modell szimulacioinak kiilonbségeit (131).
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4.2. Az AMPK ¢és az ULKI1 kozotti negativ visszacsatoldsi hurok

dinamikai vizsgalata

Az elkészitett modelliinkkel a kovetkezékben az AMPK-P — ULK1-P -| AMPK-P
negativ visszacsatolasi hurok miikodését tanulmanyoztuk, hogy ennek a kapcsolatnak a

dinamikai tulajdonsagait jobban megértsiik.

4.21. Az AMPK és az ULKI kozotti direkt negativ visszacsatolds

vizsgalata

Elészor azt feltételeztiik, hogy a szabalyozasi haldézatunkban az AMPK ¢és az ULKI
kozott AMPK-P — ULK1-P -| AMPK-P modon felépiilé direkt visszacsatolasi hurok
talalhato, azaz az aktiv AMPK indukalja az ULK1 miikodését, majd az aktivalodott
ULK1 legatolja az AMPK-t.

A feltételezett direkt negativ visszacsatolas a halozat mitkkddésére gyakorolt hatdsanak
megértéséhez jel-valasz gorbéket generdltunk.

Abban az esetben, ha a halozat tobbi tagjarol feltételezziik, hogy gyorsan egyensulyi
allapotba (steady state) keriilnek, akkor az aktiv AMPK (AMPK-P) fiiggvényében
abrazolhatjuk az aktiv ULK1-et (ULK1-P) (23. abra, felsé diagramok). A két gorbe
metszéspontjait egyensulyi pontoknak nevezziik, itt a rendszer egyenstlyban van, tehat
ezek a pontok a szabalyozasi haldzatban fiziologias allapotként értelmezhetdk.
Fiziologias koriilmények kozott az egyensulyi gorbek a 0-hoz kozel metszettek
egymast, arra utalva, hogy itt mind az AMPK, mind az ULKI1 inaktiv (23. abra — A,
fels6 diagram). A modelliinkkel id6ébeni szimulaciokat végezve pedig azt lattuk, hogy
fiziologias koriilmények kozott az mTORCL aktiv, mig az AMPK, az ULKI és az
autofagia inaktiv allapotban volt (23. abra — A, als6 diagram).

Az ¢hezés hatdsit a modelliinkben az AMPK-t aktivalo tag sebességi allandojanak
novelésével szimulaltuk. Ekkor az AMPK magasabb aktivitasa a negativ visszacsatolasi
hurokban egy késleltetést generalt. Ennek hatdsara a rendszer elemeinek oszcillaciojat
tudtuk megfigyelni, amit az AMPK-P { mTORCL1 { ULK1-P {AMPK-P

visszacsatolasi hurok eredményezett (23. abra — B).
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A szimuléciok szerint tehat a sejtben az €hezés az autofagia periodikus aktivalodasat
okozta ahelyett, hogy az 6onemésztd folyamatok aktivitasa allandosult volna (23. abra —
B).

Rapamycinnel torténé kezelés hatasara az mTORC1 mikodése gatlodott, vagyis a
rendszeriinkbdl kiesett az AMPK-P 4 mTORC1 4 ULK1-P { AMPK-P hurok és csak
az AMPK-P — ULK1-P -| AMPK-P direkt visszacsatolasi hurok maradt. A direkt
kapcsolat hatasara egy homeosztatikus allapot allt be, ahol az AMPK ¢és az ULK1 is
inaktiv volt (23. abra — C, felsé diagram). Vagyis az mTORC]1 hidnyaban az AMPK
gyorsan aktivalodott és foszforilalta az ULK1-et, azonban az ULK1 legatolta az AMPK
tovabbi aktivaciojat, miel6tt még az autofagias folyamatok elindultak volna, emiatt az
idében végzett szimulacio esetén sem tortént autofagia aktivacio (23. abra — C, also
diagram). Ez viszont teljesen ellentmond a korabbi kisérletek soran tapasztalt
eredményeknek, miszerint rapamycin-kezelés hatasara az AMPK ¢és az ULKI

aktivalodik és eldsegitik az onemésztd folyamatok indukalodasat.
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23. dbra. A felépitett modelliinkben az AMPK és az ULKI kézotti direkt negativ
visszacsatolasi hurok vizsgalata.
A modelliinkkel végzett szimulaciok eredményei: A) fiziologias koriilmények kozott, B)
¢hezés és C) rapamycin-kezelés esetén.

62



DOI:10.14753/SE.2022.2558

4.2.2. A tartos ehezés és rapamycin-kezelés hatdasanak Vizsgalata

Mivel a modelliinkkel nem sikeriilt megfeleléen szimulalnunk a rapamycin-kezelés
hatasat, tovabbd, hogy egy sokkal pontosabb képet kapjunk a rendszer miikodésérdl
kisérletesen is vizsgaltuk a tartds éhezés €s a tartos rapamycin-kezelés idéfliggését (24.
abra).
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24. abra. A tartos éhezés és rapamycin-kezelés hatasanak vizsgalata.

A) Az éhezés (glukoz-mentes médium) hatasara bekévetkezo valtozasok vizsgalata
Western blottal: az mTORC1 (p70S6K-P), az AMPK (AMPK-Thrl72-P), az ULK1
(ULK1-Ser555-P) és az autofagia (p62) aktivalodasanak nyomon kovetése. A Western
blot eredmények denzitometridas analizise. B) A rapamycin-kezelés hatasara bekovetkezo
valtozasok vizsgalata Western blottal: az mTORCI (p70S6K-P), az AMPK (AMPK-
Thrl72-P), az ULK1 (ULK1-Ser555-P) és az autofagia (p62) aktivilodasanak nyomon
kovetése. A Western blot eredmények denzitometrias analizise.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans,; *: p <0,05; **: p <0,01.

A Kkisérletekhez a sejteket FBS-mentes médiummal szinkronizaltuk, majd szénhidrat-
mentes médiumban éheztettilk dket 24 oraig, illetve 100 nM rapamycinnal 5 6ran at

inkubaltuk Oket.
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A mintdkat ¢hezés esetén két ordnként, mig rapamycin-kezelés esetén féloranként
vettlik. Ezt kovetéen pedig immunoblottal vizsgaltuk az mTORCI1, az ULK1, az AMPK
¢s az autofagia aktivalodasat (24. abra).

A kezelések nyoman azt tapasztaltuk, hogy az mTORCL1 gyorsan gatlodott (a p70S6K
foszforilacidja lecsokkent) (24. abra). Az mTORCI] inaktivalodasaval parhuzamosan az
AMPK képes volt aktivalodni, mivel a Thrl72-es aminosav foszforilacioja megnétt és
aktivalta az ULK1-et (ULK1-Ser555-P megjelenése). Az aktiv ULK1 ezutan legatolta
az AMPK miukodését, igy az AMPK aktivacioja egy alacsonyabb értékre csokkent
vissza. Emiatt viszont az ULKI is inaktivalodott, azonban mivel az mTORC1 a
kezelések hatdsara még mindig inaktiv allapotban volt, az AMPK képes volt 0jbol
aktivalodni és aktivalni az ULK1 fehérjét (24. 4bra).

Ennek megfeleléen az aktiv  AMPK és ULKI1 jelenléte esetén az autofagia is
aktivalodott, ekkor a p62 szintje lecsokkent, mig az AMPK ¢és az ULKI
inaktivalodasakor az autofagia is visszaallt egy alap allapotra (itt a p62 fehérje szintje
nem csokkent). Tehat a p62 fehérje szintjének ritmikus valtozdsa az autofagia
oszcillatorikus aktivalédasara utal (24. abra). Eredményeinket Gsszefoglalva tartds
rapamycin-kezelés és éhezés hatasara az AMPK, az ULK1 és az autofagia periodikus
aktivalodasat tudtuk megfigyelni.

Az autofagia aktivalodasanak periodikus valtozéasat a p62 fehérje fluoreszcens antitesttel
valo jelolése utan fluoreszcens mikroszkoppal is megvizsgaltuk (25. é&bra). Aktiv
autofagia esetén a p62 fehérje intenziv pottydk formdjaban az autofagoszéméakban
felhalmozodva detektalhato.

Az autofagoszomak relativ mennyisége szignifikdnsan megnovekedett 1 és 4 Oora
kezelés utan és az autofagoszomak magas szama kb. fél 6ran at maradt fent.

Ezt kovetden a mennyiségiik szignifikdnsan lecsokkent és a kontroll szintjére allt be
(25. abra).

A vizsgalat soran pozitiv kontrollként bafilomycin A1-kezelést alkalmaztunk (25. abra).

A bafilomycin Al egy vakuolaris ATP-4z inhibitor, amely gatolja az autofagoszomak

crer

okozza (132, 133).
A p62 fluoreszens jelolésével tehat az immunoblot eredményeihez hasonléan az

autofagia intenzitasanak oszcillacigjat tudtuk detektalni.
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25. dbra. A tartos rapamycin-kezelés hatasanak tovabbi vizsgalata.

A) A p62 fehérje fluoreszcens antitesttel valo jelolése, B) a mikroszkoppal készitett
képeken leszamolt, az autofdagia aktivitasara utalo p62-jelolt intenziv pottyok
mennyisége egy sejtre vonatkoztatva. A hibasavok a szorast jelolik, a jelek
statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a kontrolltol: ns - nem szignifikans; *:. p
<0,05; **: p <0,01.

p62 mennyisége / sejt

4.2.3. Az AMPK és az ULKI kozotti negativ visszacsatolas idobeni

kesleltetése

Kinetikai modellekkel mar bebizonyitottdk, hogy a negativ visszacsatolds képes a
rendszer oszcillaciojat okozni, amennyiben az a negativ visszacsatolas idében
késleltetett. Ezért a rendszeriinkbe a direkt kapcsolat helyett valamilyen késleltetési
mechanizmust kellett beépiteniink az AMPK és az ULK1 ko6zé, hogy a modelliink a
kisérletes eredményeknek megfelelden miikodhessen. A késleltetés elméletben lehet
mind az AMPK-P — ULK1-P aktival6 agon, mind az ULKl-P-I AMPK-P gatl6 agon,
azonban kisérleteink soran azt lattuk, hogy az AMPK aktivalodasa mindig megeldzte az

ULK1 aktivalodasat, ezért a késleltetést az AMPK-P — ULK1-P aktivalo agba épitettiik
be.
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A késleltetés eléréséhez elméleti modon lehetdségeket kerestiink és két bioldgiailag
relevans utat talaltunk.

A fehérje — fehérje kolcsonhatasok sordn a késleltetés altalaban egy tovabbi szabalyozo
faktor kozbeiktatasaval torténik, ami a rendszeriinkben egy AMPK-szubsztrat (26. abra
— A). Ebben az esetben az ULKI aktivalodasahoz ennek az AMPK-szubsztrat
fehérjének az AMPK altali aktivalasa vagy gatlasa is eléfordulhat. VVagyis lehetséges,
az, hogy az AMPK-nak aktivalnia kell egy fehérjét, amelynek aktivalédasa sziikséges
ahhoz, hogy az ULK1 aktivalddni tudjon (AMPK-P — AMPK szubsztrat — ULK1-P),
vagy az AMPK-nak gatolnia kell egy olyan fehérjét, amelynek gatlasa sziikséges ahhoz,
hogy az ULK1 aktivalodhasson (AMPK-P { AMPK szubsztrat 4 ULKZ1-P) (26. dbra —
A).
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26. dbra. Az AMPK és az ULKI kozétti negativ visszacsatolasi hurok idébeni
kesleltetésének lehetséges modjai.

A) Az AMPK és az ULKI kozotti kapcsolat tovabbi fehérjével valo kiegészitése, B) az
ULK]1 fehérje tobb lépcsoben torténd foszforilaciojanak feltételezése az AMPK altal.

A masik lehetdség a késleltetésre, ha egy tobb Iépcsében torténd folyamatot
feltételeziink, vagyis, hogy az AMPK tobb egymast kovetd 1épésben, kiillonbozo

aminosavakon torténd foszforilacioval tudja csak aktivalni az ULK1-et (26. abra — B).
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Ennek eredményeképpen kiilonbozo foszforilaltsagi allapotih ULK1 fehérjék képzddnek,
melyeknek aktivitasa is eltér6 (26. abra — B).

A két lehetséges késleltetett negativ visszacsatolasi hurok (szubsztrat beépités, tobb
1épcsdben torténd foszforilacid) oszcillacios tulajdonsagainak tovabbi vizsgalatahoz
szamitogépes szimulacidkat végeztiink, amihez mindkét idokésleltetéssel kiegészitettiik
a modelliinket.

A koztes szubsztrat beépitésével végzett szimulaciok (27. abra) soran azt tapasztaltuk,
hogy fizioldgias koriilmények kozott a rendszerben egy egyensulyi allapot talalhato az
AMPK ¢s az ULK1 alacsony aktivitasi szintjénél, tehat itt az autofagia is inaktiv maradt
(27. abra — A, felsé panel).
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27. abra. Az AMPK és az ULKI kozotti kapcsolatnak egy koztes fehérjével valo
kiegészitése.

A kiegészitett modellel végzett szimuldaciok A) fiziologias koriilmeények kozott, B) éhezés
és C) rapamycin-kezelés esetén.

Ehezés és rapamycin-kezelés esetén a késleltetett negativ visszacsatoldsi huroknak

koszonhetden a rendszer az egyensulyi allapotot nem érte el, ellenben a rendszer

oszcillacioja bekovetkezett (27. abra — B, C fels6 panel).
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A halozat tagjainak relativ aktivitdsat az ido fiiggvényében vizsgélva azt tapasztaltuk,
hogy fiziologids koriilmények kozott az mTOR aktiv, mig az AMPK, az ULK1 és az
autofagia inaktiv volt (27. abra — A, als6 panel). Az €hezés ¢€s a rapamycin-kezelés
modellezése megerdsitette, hogy a koztes AMPK-szubsztrat beépitése képes volt egy
hosszantarté oszcillaciot eldidézni az AMPK az ULKI, valamint az autofagia
aktivaciojaban (27. abra — B, C als6 panel).

A koztes fehérjével kiegészitett modell biologiai relevanciajanak alatdmasztasahoz
adatbazisok (BioGrid, DIP, MINT, InnateDB, IntAct) segitségével olyan fehérjéket
kerestiink, melyek méar bizonyitottan kapcsolatban allnak az ULK1 fehérjével.

Ezeken a fehérjéken lehetséges AMPK foszforilacids helyeket azonositottunk a Group-
based Prediction System 5.0 (134) és a NetPhos 3.1 (135) ingyenesen elérhet
szoftverek segitségével. Tobb olyan fehérjét is talaltunk, mint a PP1CA, a PP2A, vagy a
NEDDA4L, amelyet az AMPK képes lehet foszforilalni (8. melléklet).
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28. abra. Az ULK1 t6bb lépcsoben torténd foszforilacioja az AMPK dltal.

A kiegészitett modellel végzett szimuldaciok A) fiziologias koriilmények kozott, B) éhezés,
C) rapamycin-kezelés esetén és D) az AMPK-aktivacio és az mTORCI-gatlas
kombinalasakor.
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Hasonlé eredményeket kaptunk, ha az idokésleltetést a tobblépcsds foszforilacion
keresztiil értiik el a rendszerben (28. 4bra). Fizioldgias koriilmények kdzott szintén aktiv
mTORCI ¢és inaktiv AMPK, ULKI1 és autofagia volt megfigyelheté (28. abra — A).
Ehezés és rapamycin-kezelés hatasara pedig az mTORC]1 inaktivalodott, mig az AMPK,
az ULK1 és az autofagia periodikusan aktivalodott és inaktivalodott (28. abra — B, C).
Tobb mTORCI1-inhibitor és/vagy AMPK-aktivator (mint a resveratrol és az EGCG)
esetén kimutattuk, hogy stabil autofagiat képesek indukalni és nem okozzak a rendszer
oszcillacidjat. A szimulacidk segitségével is azt lattuk, hogy a rendszerben az autofagia
bekapcsolddik, ha az mTOR gétolt és az AMPK hiperaktivalt ugyanabban az idében. Itt
az ULK1 hidba aktivalodott, az AMPK aktivitasa nem csokkent le és ez az autofagia
folyamatos indukciojat eredményezte. Tehat ebben az esetben az ULK1-AMPK negativ
visszacsatolasi hurok nem tudott egy oszcillacios kinetikat mutatni (28. abra — D).

Mivel mar tobb AMPK foszforilacios hely is ismert az ULK1-en (Ser317, Ser467,
Ser555, Thr574 ¢és Ser777) (93, 136), ezért elméleti modszerekkel, a Group-based
Prediction System 5.0 és a NetPhos 3.1 szoftverek segitségével még tovabbi lehetséges
AMPK foszforilacios helyeket kerestink az ULKI1-en (9. melléklet). Tobb olyan
foszforilacids helyet is talaltunk, ahol a foszforilacids hely kornyéki peptid szekvencia
nagymeértékben atfedett az AMPK konszenzus foszforildcids motivumaval és a NetPhos
3.1 alapjan nem ismert az a kinaz, amely azt az aminosavat foszforilalja. Ilyen
foszforilacids helyek voltak a Ser111, a Ser247, a Ser308, a Ser495, a Ser694, a Ser716
¢és a Ser1042 (9. melléklet tablazata).

4.3. Az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabalyozasi haromszog ¢és az ER-

stressz folyamatok kozotti kapesolat vizsgalata

Az UPR, PERK-agéanak részeként aktivalodo GADD34 szdmos koriilmény kozott
(éhezés, virusos és bakterialis fertézések, huntingtin fehérje tltermelés esetén) gatolja
az mTORCI mikodését, azonban ezt a kapcsolatot ER-stressz esetén még nem

vizsgaltak.
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Az UPR ¢és az mTORCI1 kozotti kapesolat vizsgalatahoz elészor thapsigarginnal (TG)
(29. abra) vagy tunicamycinnel (TM) (137), ismert ER-stresszorokkal kezeltik a
sejteket és ezt kombinaltuk a GADD34 gatlasaval (guanabenz, GB), majd vizsgaltuk a
fehérjék aktivitasat és a sejtek talélését.

A TG felboritja az ER kélcium-homeosztazisat, a TM pedig gatolja a szekrécios- és
membranfehérjék N-glikozilaciojat az ER-ben (105). Mivel a TM ER-stresszor
hasznalataval késziilt eredményeink hasonldak a TG-nal végzett kezelés eredményeihez,
igy azok a dolgozatban nem keriilnek bemutatasra, csak hivatkozasok szintjén
szerepelnek (137, 138).

A GB-kezelés nem befolyasolja a GADD34 fehérje szintjét, hanem gatolja annak
katalitikus aktivitasat (139). Ezért a GB-kezelés hatisanak ellendrzéséhez az elF2a
foszforilacigjanak szintjét kovettiik nyomon, amit az aktivalodott GADD34
defoszforilalna normal koriilmények kozott (139).

Mivel GB-elokezelés esetén az elF2a foszforilacidjanak mértéke a kezelés végén is
fennmaradt, ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a GADD34 gatlasa megfeleld volt (29.
abra— A, B).

Ha 0sszehasonlitjuk a GB-zel kombinalt TG-nal tortént kombinéacios kezelés hatésait a
csak TG-nal tortént kezelés hatasaival, akkor azt latjuk, hogy az LC3 Il-es formajanak
mennyisége alacsonyabb volt (LC3 II/GAPDH) a GADD34 hianyaban, vagyis itt az
autofagia fliggd tulélési folyamatok gatoltak voltak. GADD34 hidnyadban a PARP
hasadasa mar fél ora utan intenziven megfigyelheté volt, mig a csak TG-nal kezelt
esetben masfél 6ra utan valt intenzivvé. Ez arra utal, hogy az autofagia indukalodasa
nélkiil az apoptotikus folyamatok hamarabb aktivalodtak (29. abra — A, B).

Az ULK1 fehérje tranziensen aktivalodott a TG-nal kezelt esetben (ULK1-Ser555-P
fehérje szint), ha pedig a TG-kezelést a GADD34 gatlasaval is kombinaltuk az ULK1
Ser555-6s foszforilacidja kevésbé volt kifejezett (29. abra — A, B). Az AMPK
aktivacios profilja az altala foszforilalt ULK1-éhez hasonld lehet, vagyis TG-kezelés
esetén szintén tranziensen aktivalodhat, ezzel ellentétben GB-kezeléssel kombinalt TG-
kezelés esetén inaktiv maradhat.

Ennek megfeleléen TG-kezelés esetén a 4E-BP1 3. csikja foszforilalddott, vagyis ott az
mTORCI inaktiv volt. Mig GADD34 nélkiil ez a foszforilacio a kontrollhoz képest alig
valtozott, tehat ott az mTORC] aktiv maradt a kezelés végéig (29. abra — A, B).

70



DOI:10.14753/SE.2022.2558

Az intenziv ER-stressz hatasat idében szimuldlva kezdetben az mTORCI1 aktivitasa
lecsokkent, ekkor a GADD34, az ULK1 és az autofagia aktivalodott (29. abra — C, felsd
panel).

Hosszabb 1d6 utan azonban az autofagia aktivitdsa csokkent le, igy az mTORC1 1jbol

aktivalodott és az aktivalodasaval parhuzamosan az apoptozis is bekapcsolt (29. abra —

P
C, felso panel).
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29. dbra. A GADD34 gatlds kombindldsa intenziv ER-stresszel.

A) Az mTORC1 marker (4E-BP1-P), az ULK1 (ULK1-Ser555-P), az autofigia (LC3) és
az apoptozis (PARP) aktivalodaisanak és az ER-stressz (elF2a-P) nyomon kovetése
Western blot segitségével. B) A Western blot eredmények denzitometrias analizise. C) A
kezelés hatdsanak idébeni szimuldcioja a kiegészitett modell segitségével intenziv ER-
stressz (felso panel) és a GADD34 gatlasaval kombinalt intenziv ER-Stressz (also panel)
esetén. D) Az ¢lo sejtek szamanak valtozasa.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans; *: p <0,05; **: p <0,01.
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Ha a GADD34 gatlasa esetén szimulaltunk intenziv ER-stresszt, akkor az mTORC1
aktivitasa fokozodott és az apoptdzis is aktivalodott, mig a GADD34, az ULKI1 és az
autofagia inaktiv maradt (29. abra — C, alsé panel).

Az €10 sejtek szamanak valtozasat is megvizsgaltuk a kezelések hatasara. A sejtek
¢letképesek maradtak masfél ordig a TG-kezelés sordn, mig két ora elteltével az
¢letképességiik dramaian csokkent (29. abra — D). A GADD34 gatlasa esetén az intenziv
ER-stresszhez képest nagyobb mértékben csokkent a sejtek életképessége (29. abra —
D), tehat ez is alatamasztja, hogy a GADD34 gatlasa képes idében elébbre hozni a
sejthalal folyamatok aktivalodasat.

Ezen eredmények alapjan a GADD34-nek fontos szerepe lehet a sejtek

¢letképességének a fenntartasaban, az mTORCI1 gatlasaval ER-stressz esetén.

4.4. Az autofagids talélési folyamatok id6beni kitolasa

Ezutan olyan hatéanyagokat kerestiink, amelyek segitségével az autofagids tulélési
folyamatok idében meghosszabbithatoak ER-stressz esetén.

Korabbi munkank soran ehhez eldszor az mTORC1 miikodését gatld rapamycint
teszteltiik és azt tapasztaltuk, hogy intenziv ER-stressz esetén az mTORC1 gatlasdnak
hatdsara az apoptotikus folyamatok aktivalodéasa egy késobbi idOpontra tolodott ki, mig
az AMPK, az ULK1, a GADD34 ¢s az autofagia aktivitdsa hosszabb ideig fennmaradt
ezzel novelve a sejtek életképességét. Ezért a tovabbiakban olyan, a természetben is
eléforduld hatdéanyagokat kerestiink, amelyek képesek az AMPK aktivalasan és/vagy az
mTORCI1 gatlasan keresztlil ndvelni a sejtek €letképességét. Ezen hatéoanyagok kozil a

resveratrol és az EGCG miikodését vizsgaltuk meg alaposabban.

4.4.1. Az EGCG hatasanak vizsgadlata az autofagiara és az apoptozisra

A sejteket kiilonb6z6 koncentracioban (10, 20, 40, 80 uM) kezeltiikk az EGCG-vel, majd

vizsgaltuk az €16 sejtek szamanak valtozasat és a sejtek életképességét (30. abra).

crer

EGCG-kezelés esetén sem az €16 sejtek szdma, sem a sejtek életképessége nem valtozott

jelentdsen a kontrollhoz képest (30. abra — A).
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A 80 uM-os EGCG-kezelés azonban mar kb. a felére csokkentette az €letképes sejtek
mennyiségét (30. abra — A).

Az autofagia- ¢és apoptdzis-markerek aktivacios profiljanak vizsgédlatdhoz az egyes
uM) EGCG-kezelés esetén az autofagia aktivalodott, az LC3 ll-es formajanak
mennyisége megnovekedett és az ULKI is intenziven foszforilalodott a Ser555-0s
aminosavon. Ezen eredmények igazolhatjak, hogy a sejtek életképességét az EGCG,
egy jol definidlhatd koncentracid tartomanyban, autofagia-fiiggé modon tartja fent. A
autofagia aktivitasat, amivel parhuzamosan a prokaszpaz-3 szintjének csokkenése is
megfigyelheté volt. A prokaszpaz-3 hasitasakor létrejon az aktiv kaszpaz-3, amely
hasitja a PARP fehérjét. A PARP hasadasa igy tehat egyértelmilien utal az apoptdzis
aktivalodasara.

Mivel a PARP hasadésa a 80 pM-os koncentracional még nem volt megfigyelhetd, ezért
az EGCG-indukalt apoptdzis az ennél magasabb koncentracioknal torténhet (30. dbra —
B, C).

Az EGCG-t alacsony koncentracioban hasznédlva az ER-stressz vélasz is aktivalodott.
Az elF2a foszforilacidja és a GADD34 fehérje szintje is megnovekedett, viszont a
magasabb koncentracioknal az elF2a-P szintje redukalodott (30. abra — B, C).

Az EGCG-nek az AMPK ¢és az mTORCI1 utvonalak kozotti egyensulyra gyakorolt
hatasat is megvizsgaltuk, ezért immunoblottal vizsgaltuk az AMPK ¢és az mTORCI1
aktivitasat (30. abra — B, C). Azt tapasztaltuk, hogy az AMPK aktivalodott az EGCG-
kezelés hatdsara, erre utal, hogy a Thr172-es aminosav foszforilacidja novekedett ezen
feliil pedig az altala foszforilalt ULK1-Ser555-P szintje is megndtt. Ezzel szemben az
EGCG-kezelés hatasara az mTORCI inaktivalodott a szubsztratjainak foszforilaltsagi
allapota alapjan (a 4E-BP1 3. csikjanak foszforildcioja novekedett, a p70S6K
foszforilacidja lecsokkent) (30. abra — B, C).

A modelliink segitségével az EGCG-kezelés hatasat iddben szimulalva azt lattuk, hogy
az mTORCI1 gyorsan inaktivalodott, mig ezzel parhuzamosan a GADD34 gyorsan
aktivalodott. A GADD34 aktivalodasat kovetéen az ULKI1 és az autofigia is
indukalodott és az aktivitdsuk fenn is maradt. Az EGCG-kezelés szimulacidjakor a

sejthalal folyamatok nem aktivalodtak (30. abra — D).
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30. abra. Az EGCG-kezelés hatasanak vizsgalata.

A) Az él6 sejtek szamdnak és életképességének valtozasa a kezelés hatasara. B) Az
mTORC1-marker (4E-BP1-P, p70S6K-P), az AMPK (AMPK-Thrl72-P), az ULK1
az autofagia (LC3) és az apoptozis (prokaszpdaz-3, PARP)
aktivalodasanak és az ER-stressz (elF2a-P, GADD34) nyomon kévetése Western blot
segitségevel. C) A Western blot eredmények denzitometrids analizise. D) A kezelés

(ULK1-Ser555-P),

hatasanak idobeni szimuldcioja a kiegészitett modell segitségével.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a

kontrolltol: ns - nem szignifikans, *: p <0,05; **: p <0,01.
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Tehat az EGCG-t alacsony koncentracioban alkalmazni lehet az AMPK aktivalasara és
az mTORCI1 gatlasara, ami a sejtek életképességének a novekedését eredményezi. Ezen
eredmények pedig igazoljak, hogy az EGCG képes befolyasolni az AMPK ¢és az
MTORC1 kozotti egyensulyt.

4.4.2. Az EGCG-indukalt autofagia vizsgadlata

Az EGCG az AMPK ¢és az mTORC1 kozotti egyensulyra vald hatasdnak tovabbi
vizsgélatdhoz az EGCG hatasat mas autofagia aktivald szerekkel hasonlitottuk Ossze
(31. abra). Ehhez rapamycin- és H-89-kezelést hasznaltunk. A rapamycin-kezelés
autofagiat indukal az mTORCI gatlasan keresztiil, mig a H-89 egy PKA-inhibitor és az
MTORC1-t6] fliggetlen médon indukalja az autofagiat (125). A sejteket kiilon-kiilon a
stresszorokkal kezeltiik, valamint az EGCG-kezelést rapamycinnel és H-89-cel is
kombinaltuk (31. abra).

Az alkalmazott kezelések €s kombinacioik nem befolyésoltak sem az €16 sejtek szamat,
sem a sejtek életképességét, a kontrollhoz képest nem tortént valtozas (31. abra — A).

Az mTORCI, az AMPK, az autofidgia és az apoptdzis aktivitdsdt immunoblot
segitségével kovettiikk nyomon.

A sejtek valtozatlan életképességének megfeleléen az apoptotikus sejthalal folyamatok
nem aktivalodtak a kezelések hatasara (a prokaszpaz-3 szintje nem csokkent, a PARP
nem hasadt) (31. abra — B, C).

Abban az esetben, ha az EGCG-t rapamycin-kezeléssel kombinaltuk, nem tapasztaltunk
szignifikans novekedést az autofagia ¢s az AMPK aktivacidban, valamint az mTORCI
gatlasban. Ez arra utal, hogy az EGCG ¢és a rapamycin ugyanazon az utvonalon
keresztiil hat az autofagia aktivalodasara (31. abra — B, C).

Amikor az EGCG-kezelést H-89-kezeléssel kombinaltuk, akkor az autofagia
aktivalodasaban egy szignifikdns fokozodast figyeltiink meg, ami igazolja, hogy az
EGCG ¢és a H-89 kiilonb6z6 Gtvonalakon keresztiil indukaljak az autofagias 6nemészto

folyamatokat (31. abra — B, C).
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Habar a H-89-nek onmagaban nem volt hatdsa az AMPK ¢és az mTORCI1 kozotti
egyensulyra, az EGCG-kezeléssel kombinalva az AMPK mar aktivalodott (az AMPK-
Thrl72-P szintje nétt) és az mTORCI inaktivalodott (a 4E-BP1 3. csikja
foszforilalodott) (31. abra — B, C).
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31. dbra. Az EGCG-kezelés hatasanak vizsgalata mTORC1- és PKA-gatloszerekkel
torténd kombindlason keresztiil.

A) Az él6 sejtek szamanak és életképességének valtozdasa a kezelések hatdsara. B) Az
mTORC1-marker (4E-BP1-P), az AMPK (AMPK-Thr172-P), az autofagia (LC3) és az
apoptozis (prokaszpdz-3, PARP) aktivalodasanak nyomon kovetése Western blot
segitségevel. C) A Western blot eredmények denzitometrids analizise.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans; *: p <0,05; **: p <0,01.
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A kombinalt kezelések alapjan az EGCG nem PKA-fiiggé moddon aktivalja az
autofagiat, hanem a rapamycinhez hasonléan az AMPK-mTORCI1 egyenstlyra hat.

4.4.3. EGCG-kezelés hatasanak vizsgalata ULK I-csendesités esetén

Az AMPK-mTORCI1-utvonal EGCG-indukalt autofagidban betoltott szerepének
tovabbi vizsgalatahoz, az AMPK ¢és az mTORCI altal szabalyozott ULK1 fehérje
jelenlétében és annak hianyaban is elvégeztiik az EGCG-kezelést. Ebben az esetben is a
rapamycin- és a H-89- kezelést hasznaltuk kontrollként (32. &bra). Az ULK1
csendesitése nem okozott az €16 sejtek szdmaban valtozast a kezelések hatasara (32.
abra — A), és ennek megfelelden a sejthalalfolyamatok sem aktivalodtak (a prokaszpaz-3
szintje nem csokkent, a PARP nem hasadt) (32. abra — B, C).

Az ULKI1 csendesitésének hatékonysagat fehérje-szinten kdvettiik nyomon Western blot
segitségével (az ULKI és az ULK1-Ser555-P szinteket vizsgaltuk). Az EGCG-kezelés
hatasara az LC3 Il-es formdja ULKI1 jelenlétében novekedett, mig ULK1 nélkil a
szintje szignifikdnsan csokkent a kontroll kezeléshez viszonyitva. Hasonlé jelenséget
tudtunk megfigyelni a rapamycin-kezelés és a H-89-kezelés hatasara is (32. abra — B,
C).

Az eredmények alapjan tehat az valosziniisithetd, hogy az ULKI1 sziikséges az EGCG

altal indukalt autofagias folyamatok lezajlasahoz.
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32. abra. Az EGCG-kezelés kombindlasa az ULKI csendesitésével.

A) Az éld sejtek szamanak valtozasa a kezelés hatdsara. B) Az ULK1 (ULK1-Ser555-P),
az autofagia (LC3) és az apoptozis (prokaszpaz-3, PARP) aktivalodasanak nyomon
kovetése Western blot segitségével. C) A Western blot eredmények denzitometrids
analizise.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans, *: p <0,05; **: p <0,01.
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4.4.4. Az EGCG-kezelés kombindlasa intenziv ER-stresszel

Mivel az EGCG hatéssal van az AMPK ¢és az mTORCI1 aktivaciojara, ezért ER-stressz
esetén IS pozitiv hatasa lehet a sejtek talélésére. Ennek kideritéséhez a sejteket az
intenziv ER-stressz kivaltasa (thapsigargin- (33. abra) vagy tunicamycin-kezelés (138))
elétt EGCG-vel kezeltiik. Annak eldontésére, hogy az EGCG valdban segiti-e a sejtek
talélését ER-stressz esetén, megvizsgaltuk az €16 sejtek szdmanak és €letképességének a
kezelések nyoman fellépd valtozasait. Az EGCG-eldkezelés szignifikdnsan megnovelte
a sejtek ¢letképességét és kitolta a sejthalal aktivalodasat egy késébbi iddpontba
intenziv TG-indukalt (33. abra — A) ER-stressz esetén.

Ezutan immunoblottal megvizsgaltuk az EGCG-eldkezelés hatasat az ER-stressz, az
autofagia, az apoptézis, az AMPK ¢és az mTORCI] aktivitdsara TG-indukalt ER-stressz
esetén.

Az LC3 ll-es formdjanak magas szintje mind a két esetben azt igazolja, hogy az
autofagia kétoras TG-kezelést kovetden is aktiv maradt, mikozben sem a prokaszpaz-3
fogyasa, sem a PARP hasadasa nem volt megfigyelhet6 (33. abra — B, C).

Az AMPK ¢és az ULKI1 (a Ser555-6s aminosavon) intenziv foszforilalédasa alapjan az
AMPK aktiv volt és az aktivitdsa a kezelés végéig fennmaradt. Ezzel parhuzamosan az
mTORCI inaktivalodott, ha az ER-stresszt EGCG-kezelés el6zte meg (33. abra — B, C).
A GADD34 szintje gyorsan megnovekedett EGCG-el6kezelés esetén és a szintje magas
maradt a kétoras TG-kezelés esetén is. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a GADD34-
nek fontos szerepe lehet az EGCG-indukalt autofagiaban ER-stressz esetén (33. abra —
B, C).

Az EGCG-vel kombinalt intenziv ER-stressz szimulacidjakor azt lattuk, hogy az EGCG
hatasaira az mTORCI1 azonnal inaktivalodott, megteremtve ezzel a GADD34
aktivalodasanak lehetdségét. A GADD34 aktivalodasa utan az ULK1 és az autofagia is
aktivalodott. A GADD34, az ULKI és az autofagia aktivitdsa a szimuldcidé soran nem
csokkent le. Mivel az intenziv ER-stresszt az EGCG jelenlétében valtottuk ki, apoptdzis
egyaltalan nem kovetkezett be (33. abra — D).

Ezen eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy intenziv ER-stressz esetén az EGCG az
autofagia indukaldsan keresztil képes idOben késleltetni az apoptotikus sejthalél

aktivalodasat.
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33. dbra. Az EGCG-kezelés kombindlasa TG-indukalt intenziv ER-stresszel.

A) Az éld sejtek szamanak és életképességének valtozasa a kezelések hatasdara. B) Az
mTORC1-marker (4E-BP1-P), az AMPK (AMPK-Thr172-P), az ULK1 (ULK1-Ser555-
P), az autofagia (LC3) és az apoptozis (prokaszpaz-3, PARP) aktivalodasanak és az ER-
stressz (elF2a-P, GADD34) nyomon kovetése Western blot segitségével. C) A Western
blot eredmények denzitometrias analizise. D) A kezelés hatdsanak idobeni szimuldcioja
a kiegészitett modell segitségével.
A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans; *: p <0,05; **: p <0,01.
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4.5. A GADDB34-hiany negativ hatdsainak kikiiszobolése

A GADD34 miukodésének gatlasa esetén azt tapasztaltuk, hogy az autofagia-fliggd
tulélési mechanizmusok gatlodtak, az mTORC1 gyors aktivalodasat pedig az
apoptotikus sejthaldl folyamatok aktivalédasa kovette ER-stressz esetén. Korabbi
eredményeink azt mutattak, hogy a rapamycin-kezelés az mTORCI1 gatlasaval képes
volt megsziintetni a GADD34 gatlasanak negativ hatasait, igy tovabbi hatoanyagokat
kerestiink, amelyeknek hasonlé hatasuk lehet. Mivel mind az EGCG, mind a resveratrol
hatast gyakorolhat az AMPK-mTORCI1 egyensulyra cellularis stressz esetén, ezért ezek
a vegyliletek ER-stressz alatt a GADD34 hianyaban is képesek lehetnek a sejtek

¢letképességét fenntartani az autofagia indukcidjan keresztiil.

4.5.1. A GADD34 miikédésének gatlasa inhibitorral

Az EGCG-elokezelés védohatasanak vizsgalatdhoz elvégeztiink egy kombinalt kezelést,
ahol a sejteket a GADD34-et gatlo guanabenzzel kezeltikk el6, majd ezt kdvetéen
EGCG-t adtunk a sejtekhez és ezek utan a sejtekben intenziv ER-stresszt indukaltunk
TG-nal (34. abra) ¢s TM-nel (138).

Az EGCG-eldkezelés képes volt a sejtek életképességét fokozni €s az €16 sejtek szamat
megnovelni, ha intenziv ER-stressz esetén gatoltuk a GADD34 miikodését (34. abra —
A).

Az EGCG-eldkezelés hatasat immunoblot segitségével vizsgaltuk meg az autofagiara,
az apoptozisra, az AMPK és az mTORCI1 aktivitasra intenziv ER-stressz esetén, amikor
a GADD34 miikodését inhibitorral gatoltuk.

A GADD34 gatlasanak hatdsossagat az elF2a foszforilaltsaga alapjan ellendriztiik.
Mivel az elF2a foszforilacio nem csokkent le, ezért feltételezhetjiik, hogy a GADD34 a
kezelés ideje alatt inaktiv volt (34. abra — B, C).

EGCG-eldkezelés nélkill a GADD34 gatlasanak hatdsara az autofagia nem volt képes
megfeleld mértékben aktivalodni, az LC3 Il-es formdjanak mennyisége a kontrollhoz
képest szinte nem is valtozott. Ek6zben az apoptozis mar a kezelés elején aktivalodott, a
prokaszpdz-3 szintje egy oran at tarté TG-kezelés utan csokkeni kezdett és ekkor mar a

PARP hasadasa is intenziven megfigyelhet6 volt (34. abra — B, C).
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34. dabra. Az EGCG-kezelés kombindlasa TG-indukalt intenziv ER-stresszel a GADD34
gatlasa esetén.

A) Az él6 sejtek szamdnak és életképességének valtozasa a kezelés hatdsara. B) Az
mTORC1-marker (4E-BP1-P), az AMPK (AMPK-Thr172-P), az ULK1 (ULK1-Ser555-
P), az autofagia (LC3) és az apoptozis (prokaszpaz-3, PARP) aktivalodasanak és az ER-
stressz (elF2a-P) nyomon kévetése Western blot segitségével. C) A Western blot
eredmények denzitometridas analizise. D) A kezelés hatdsanak idobeni szimuldacioja a
kiegészitett modell segitségével.
A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans, *: p <0,05; **: p <0,01.
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EGCG-vel tortént elokezelés nyoméan azonban az LC3 Il-es formdjanak mennyisége
nagymértékben megndvekedett, ez pedig intenziv autofagids folyamatokra utal, ami a
kezelés végéig fenn is maradt. Ekkor az apoptoézis inaktiv maradt, sem a prokaszpaz-3
csokkenését, sem a PARP hasadasat nem tudtuk detektalni (34. abra — B, C).

Az AMPK a Thrl72-es aminosavon foszforilalédott az EGCG-el6kezelés esetén, vagyis
az EGCG képes volt aktivalni az AMPK-t. Aktiv  AMPK-ra utal, hogy az altala
foszforilalt ULK1 foszforilacidja is megnovekedett a Ser555-06s aminosavon. Ennek
megfeleloen EGCG-kezelés esetén az mTORCI inaktivalodott, mivel a 4E-BP1 3.
csikjanak a foszforilacioja megnovekedett (34. abra — B, C).

A modelliink segitségével is szimulaltuk az EGCG-eldkezelés hatdsat a GADD34
hianyéban, intenziv ER-stressz esetén. A szimuldcion azt lattuk, hogy az EGCG-kezelés
hatasara az mTORCI1 aktivitasa lecsokkent, ezt kovetden pedig az ULK1 és az autofagia
aktivalodott. A szimulacié soran az apoptdzis végig inaktiv volt és mivel a GADD34
aktivalodasat is gatoltuk, ezért a GADD34 aktivitdsa is egy nagyon alacsony szinten
maradt (34. abra — D).

Az eredmények alapjan tehdt az EGCG ER-stressz esetén még akkor is képes
fenntartani a sejtek életképességét az autofagia-fiiggd tulélési mechanizmusok
aktivalasan keresztiil, ha az mTORCl1-et giatld GADD34 miikodését egy inhibitorral
megakadalyozzuk. Vagyis az GADD34 gatlasanak negativ hatasait az EGCG képes volt
kikiiszobdlni az AMPK ¢és az mTORCI1 kozotti egyensuly felboritasaval a TM- és TG-

indukalt ER-stressz esetén.

45.2. A GADD34 csendesitése siRNS-sel

Ahhoz, hogy igazoljuk, hogy az EGCG ¢s a resveratrol képes az ER-stressz-indukalt
apoptotikus sejthalalt késleltetni a GADD34 hianyaban, elvégeztiink még egy kombinalt
kezelést, ahol a sejtekben a GADD34-et siRNS segitségével csendesitettilk, majd
elokezeltiik a sejteket EGCG-vel vagy resveratrollal ¢€s ezutdn kezeltik Oket

thapsigargin ER-stresszorral (35. és 36. abra).

83



45.2.1.

A GADD34 csendesitésének hatékonysagat fehérjeszinten Western blottal és mRNS-
szinten kvantitativ PCR-rel is ellendriztiik. Mind a fehérje-, mind az mRNS-szintek
alapjan a csendesitéslink megfeleld mértékben hatékony volt a kontroll sejtekkel végzett
kezelésekhez viszonyitva (35. abra — A). A GADD34 csendesitésének hatasa emellett az

elF2a foszforilaciojan is ellendrizhetd, mivel a GADD34 hidnyaban ez a foszforilacid

DOI:10.14753/SE.2022.2558

Resveratrol-elékezelés GADD34 csendesités esetén

nem csokkent le a kezelés ideje alatt (36. abra).
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GADD34 csendesitése esetén (1.).

A) A GADD34-csendesités hatékonysaganak ellendrzése fehérjeszinten Western blottal
(felsé panel) és mRNS-szinten kvantitattv PCR-rel (also panel). B) Az él6 sejtek

szamanak valtozasa a kezelés hatasara.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag Szignifikans eltérést mutatnak a

kontrolltol: ns - nem szignifikans; *: p <0,05; **: p <0,01.
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A GADD34 guanabenzzel torténd gatlasdhoz hasonloan a GADD34 csendesitésekor is
nagyobb mértékben csokkent az €16 sejtek szama, mint a nem csendesitett sejtek TG-nal
torténd kezelése esetén (35. abra — B).

A GADD34 csendesitésének az ¢l6 sejtek szamara gyakorolt negativ hatdsa a

resveratrol-elokezeléssel kivédhetd volt és a sejtek életben maradtak (35. abra — B).
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36. dbra. A resveratrol-kezelés kombindlisa TG-indukalt intenziv ER-Stresszel a
GADD34 csendesitése esetén (I1.).

A) Az mTORC1-marker (4E-BP1-P), az ULK1 (ULK1-Ser555-P), az autofigia (LC3) és
az apoptozis (PARP) aktivalodasanak és az ER-Stressz (elF2a-P) nyomon kovetése
Western blot segitségével. B) A Western blot eredmények denzitometrids analizise.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans; *: p <0,05; **: p <0,01.
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A GADD34 csendesitésekor TG-indukélt ER-stressz esetén az autofagias valasz nem
aktivalodott, mivel sem az ULKI1 Ser555-6s foszforilacidja, sem az LC3 II-es
formdajanak a mennyisége nem noétt jelentds mértékben a kontrollhoz képest (36. abra).
Ennek megfeleléen az apoptozis viszont hamarabb bekapcsolt, a PARP hasadasat pedig
mar a kezelés elején intenziven megfigyelhettiik (36. abra).

Ezzel ellentétben a resveratrol-elokezelés GADD34 hianyaban is képes volt az autofagia
aktivaciojat el6idézni, mivel azt tapasztaltuk, hogy az LC3 Il-es formajanak a
mennyisége megndvekedett. Az apoptdzis aktivalodasat az eldkezelés késleltette, a
PARP hasadasat a kezelés ideje alatt nem tudtuk megfigyelni (36. abra).

A resveratrollal kombinalt esetben az AMPK aktivaloédott, mivel az altala foszforilalt
ULK1-Ser555-P szintje megnovekedett, az mTORCI1 pedig inaktiv maradt (a 4E-BP1 3.
csikja foszforilalodott) (36. abra).

Ezek az eredmények azt tamasztjak ala, hogy a resveratrol képes a sejtek életképességét
novelni és a GADD34 negativ hatésait kikiiszobolni az mTORC]1 gatlasaval és az

AMPK aktivalasaval ER-stressz soran.

45.2.2. EGCG-eldkezeles a GADD34 csendesitése esetén

Az EGCG-vel tortént elokezelés esetén eldszor a csendesités hatékonysagat teszteltiik
fehérjeszinten immunoblot hasznalataval. Mivel a csendesités esetén a kezelések
hatasara a GADD34 szintje nem ndvekedett a kontroll sejtekhez viszonyitva (TG-
kezelés GADD34-csendesités nélkiil), ezért a GADD34 csendesitését sikeresnek
tekintettiik (37. abra — A). A csendesités hatasossagat tamasztja ala tovabba az is, hogy
az elF2a foszforilacioja a kezelések sordn nem csokkent le, vagyis a GADD34 nincs
jelen, hogy defoszforilalni tudja 6t (38. abra).

A guanabenz kezeléshez hasonldoan a GADD34 csendesitése ebben az esetben is
csokkentette az €10 sejtek szdmat ER-stressz esetén a nem csendesitett sejtekhez képest.
Azonban ezt az EGCG-elékezelés képes volt kivédeni, és a sejtek életképességét a

kontrollhoz hasonlé szinten tartani (37. abra — B).

86



DOI:10.14753/SE.2022.2558

A SsiGADD34
TG TG + EGCG __ 16
K o5 1 15 2 05 1 15 2 K 05 1 15 2 h
GADD34 TE 2 wmee - - S — .~--.-”-72kDa
GAPDH -------—---..‘ 237
14 - *% *k
12 A *%*
10 4
8~
6_
*%
41 *%
2*
04

BTG siGADD34 + TG
BEGCG +TG SiGADD34 + EGCG + TG
** ** *% *%*

£
‘G 0,38
(%]
= T I
3 o6 I
>
P}
S04
()]
| .
0,2
0 T T T
1 1,5 2
id6 (h)

37. abra. Az EGCG-elbkezelés kombindlasa TG-indukalt intenziv ER-stresszel a
GADD34 csendesitése esetén (l.).

A) A GADD34-csendesités  hatékonysaganak ellendrzése fehérje-szinten Western
blottal. B) Az él6 sejtek szamanak valtozasa a kezelés hatdsara.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a
kontrolltol: ns - nem szignifikans, *: p <0,05; **: p <0,01.

A GADD34 csendesitése esetén az ER-stressz hatdsara az autofagia rovid idore és
kismértékben aktivalodott, ugyanis az AMPK ¢s az ULK1 foszforilacioja és az LC3 II-

es forméjanak mennyisége is enyhén megndvekedett (38. abra).
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38. dbra. Az EGCG-elbkezelés kombinaldasa TG-indukalt intenziv ER-stresszel a

GADD34 csendesitése esetén (I1.).

A) Az mTORC1-marker (4E-BP1-P), az AMPK (AMPK-Thrl172-P), az ULK1 (ULK1-
Ser555-P), az autofagia (LC3) és az apoptozis (prokaszpadz-3, PARP) aktivalodasanak
és az ER-stressz (elF2a-P) nyomon kiovetése Western blot segitségével. B) A Western

blot eredmények denzitometrias analizise.

A hibasavok a szorast jelolik, a jelek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a

kontrolltol: ns - nem szignifikans, *: p <0,05; **: p <0,01.
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Azonban az apoptézis hamarabb aktivaldédott, a prokaszpaz-3 mennyiségének
csOkkenését és a PARP hasadasat mar a TG-kezelés elején megfigyelhettiik (38. dbra).
Ezzel ellentétben, ha a GADD34-csendesitett sejteket EGCG-vel is kezeltiik, akkor az
autofagia aktivitdsa hosszabb ideig fennmaradt, az apoptdzis aktivalédasa pedig egy
késébbi idépontra toldédott. Az AMPK ¢és az ULKI1 foszforilacidja és az LC3 II-es
formajanak mennyisége is magas maradt a kezelés végéig, mig a kaszpaz-3 aktivaciojat
¢és a PARP hasadasat nem tudtuk detektalni (38. abra).

Az EGCG-vel kombinalt esetben tehat az AMPK végig aktiv volt, erre utal a Thr172-es
aminosavon torténd foszforilacié és az ULK1 Ser555-6s aminosavanak foszforilaltsaga
is, mig az mTORC1 gatolt maradt (a 4E-BP1 3. csikja foszforilalt) (38. abra).

Ezek az eredmények tehat igazoljak azt, hogy a GADD34 csendesitésének negativ
hatasai ER-stressz esetén EGCG- és resveratrol-elokezeléssel kivédhetoek, mindkét
természetes hatdbanyag az AMPK-mTORCI1 egyensiuly megboritasa révén eldsegiti az

autofagia aktivalodasat és a sejtek talélését.
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5. Megbeszélés

A sejt homeosztazisanak fenntartdsat szamos szabdlyozadsi hélézat Osszehangolt
miikédése teszi lehetové. Kiilonbozé kornyezeti hatdsokra vagy stresszre reagalva a
sejtek megprobalnak egy korabbi homeosztatikus allapotba keriilni, de ha ez nem
lehetséges, akkor a sejthalal folyamatai indukalodhatnak. Ezekben a folyamatokban
kulcsfontossagli a tapanyag-ellatottsagot kovetd mTORC1 ¢€s az energiatdltttséget
érzékel6 AMPK kozotti egyensuly, mivel ez a két kindz kozosen szabalyozza az
autofagia egyik esszencialis induktorat, az ULK1-et (26, 81, 93, 141). Az AMPK az
ATP fogyasan és az AMP mennyiségének ndovekedésén keresztiil érzékeli a sejt energia
allapotat, mig az ULKI1 aktivalasan ¢s az mTORCI1 gatlasan keresztiil eldsegiti a
lebontd, autofagias folyamatokat (26, 93, 98). Megfelelé tapanyag-ellatottsag esetén
azonban az mTORC1 az ULKI1 gatlasdval megakadalyozza ezeket a lebontd
folyamatokat (26, 93). Bizonyitott, hogy az ULK1 egy negativ visszacsatolassal gatolja
az AMPK-t (100, 142), ami lehet6vé teszi az autofagia lecsengését és az mTORC1
visszaaktivalodasat (39. abra).

Az utdbbi években tobb olyan tanulmany késziilt, ahol a biologiai rendszerek dinamikai
viselkedését elméleti modszerekkel probaltdk megkozeliteni. Ezek koziil az egyik
egyszeri mechanisztikus matematikai modell az autofagia ¢és a sejtnovekedést
szabalyozd mechanizmusok miikodését vizsgalta. Ebben a modellben a kulcsfontossaga
tagokat €és azok egymadsra gyakorolt hatasat differencidlegyenletekkel irtak le és tobb
kisérletes eredményt is megfeleléen szimulaltak (pl. éhezés, rapamycin-kezelés) (103),
de mivel csak két bemeneti tényez6t vizsgaltak, szamos, mar kisérletekkel bizonyitott
folyamatot nem pontosan irt le a modell. Ezért a modell megfeleld6 mikodéséhez
sziikség lehet Gjabb kapcsolat(ok) (visszacsatolasi hurok) beépitésére is az AMPK-
ULK1-mTORC1 szabalyozasi haldzatba, igy felépitettiik sajat modelliinket, majd
teszteltiik annak miikodését kiilonbozo stresszekre adott valaszok alapjan, amiket mind
elméleti, mind molekularis biologiai technikak segitségével ellendriztiink.
Megallapitottuk, hogy az AMPK nem aktivalodik sem az ULK1 csendesitése, sem az
mTORCT hiperaktivacioja (a TSC1/2 csendesités) esetén, habar a halozatban az 6t gatld
ULK1 mukodését megakadalyoztuk.
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Mivel mindkét helyzetben az mTORCI aktiv volt a sejtben, ezért arra kovetkeztettiink,
hogy az mTORC1-nek valamilyen modon negativ hatasa lehet az AMPK-ra.

Ezen feliil, ha az mTORCI1 miikodését rapamycin segitségével gatoltuk, akkor az
AMPK képes volt aktivalédni, ami szintén alatamasztja azt, hogy az mTORCI direkt
vagy indirekt hatassal megakadalyozza az AMPK aktivalodasat. Mivel az AMPK mar
bizonyitottan gatolja az mTORC1 mikodését (56, 93), ezért a halézatunkban egy dupla
negativ visszacsatolasi hurkot feltételeztiink és hoztunk 1étre a kiegészité kapcsolat
beépitésével (39. abra: AMPK -I mTORC1 -| AMPK). A dupla negativ visszacsatolas
egy ugynevezett kapcsoloszerii (igen-nem tipust) viselkedést biztosit a bioldgiai
rendszerek szabalyozasa soran, és igy egy irreverzibilis atmenetet hozhat létre két jol
elkiilonitheté allapot kozott (pl.: autofagia — sejtnovekedés) (129). Vagyis ebben a
helyzetben fiziologias koriilmények kozott az mTORCI aktiv, mig az AMPK inaktiv,
azonban az AMPK gyorsan aktivalodik energiahidny esetén. Az AMPK aktivalédasa
pedig az mTORCI1 gatlasat eredményezi, ezaltal eldsegiti az autofagia folyamatainak
aktivalodasat. Véleménylink szerint az AMPK MTORCI1 altali gatlasa tehat ahhoz
sziikséges, hogy az AMPK fizioldgids koriilmények kozott biztosan inaktiv maradjon,
¢és hogy elkeriilhessiik az intenziv autofagia akar mar enyhe stressz hatasara torténd
bekovetkezését.

Mivel az mTORC1 egy szerin/treonin-kinaz, ezért az AMPK-t foszforilacioval
gatolhatja, amit kutaté csoportunk elméleti modszerekkel igazolt, majd Ling és
munkatarsai ezt kovetden mar kisérletesen iS bizonyitottak. Vizsgalataik alapjan az
MTORC1 a Ser345-6s aminosavon foszforilalja az AMPK-t, ami negativan hat az
AMPK katalitikus alegységén levé Thrl72-es aminosav foszforilalodasara és igy az
AMPK aktivalodasat gatolja (143).

Habar az AMPK szabalyozasa és az autofagiara gyakorolt hatasa mar jol ismert (97), az
aktiv. AMPK viselkedésének dinamikai karakterisztikdjat még nem tanulmanyoztak.
Ezért elméleti és molekularis biologiai modszerekkel megvizsgaltuk az AMPK szerepét
az autofagias folyamatok eldsegitésében. Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy
az aktiv AMPK sziikséges, de 6nmagéaban nem elégséges az autofagia indukciojahoz

cellularis stressz esetén.
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Ha rapamycin-kezelés esetén gatoltuk az AMPK mikodését (Compound C-vel),
autofagia nem kovetkezett be és ugyanezt tapasztaltuk akkor is, ha a kezelést az ULK1
csendesitése eldzte meg, hidba volt aktiv AMPK jelen. Tehat az aktiv AMPK sziikséges
az autofagia megfeleld indukalddasahoz az ULK1 foszforilaciojan keresztiil.

Az mTORCI1 id6ébeni gatldsa (rapamycin-kezelés) soran pedig azt lattuk, hogy az
AMPK aktivaléddsa az mTORCI1 gatlodasat kovetden figyelhetdé meg és ez az
aktivalodas megelozte az ULK1 aktivalodasat. Ha a sejtben jelen volt mind az aktiv
AMPK, mind az aktiv ULKI1, akkor az onemésztd autofagias folyamatok is aktivva
valtak. Erdekes médon az aktivalédott ULK1 szinte azonnal gatolta az AMPK
mikodését, mikozben az autofagia aktiv maradt.

Az ULKI1 és az AMPK kozott negativ visszacsatolas figyelheté meg, pedig mindketten
sziikségesek az intenziv autofiagia kialakitdsahoz. Elképzelésiink szerint az AMPK
sziikséges az autofagia beinditasahoz az ULK1 pedig annak fenntartasahoz sziikséges.
Viszont a sejt idével az autofagias folyamatok lecsengését helyezi el6térbe, ezért az
ULKI1 gatolja az AMPK tovabbi miikddését. Ezzel azonban az ULKI1 a sajat maga
tovabbi aktivitasanak fennmaradasat is korlatozza, igy az autofigia lecseng és az
mTORCI képes lesz ujbol aktivalodni.

A tovabbiakban az autofagia idobeni lecsengéseében szerepet jatszo, az AMPK-ULK1-
MTORC1 szabalyozasi haldézatban megtalalhatdé negativ visszacsatolasi hurkok
miikddését vizsgaltuk meg. A vizsgalt halozatban két, részben egymasba agyazott
negativ visszacsatolasi hurok talalhat6é: az AMPK-P — ULKI-P -|AMPK-P és az
AMPK-P { mTORC1 - ULKI-P{ AMPK-P hurkok. Abban az esetben, ha az AMPK
¢s az ULK1 kozott egy direkt negativ visszacsatolas lehetdségét vizsgaltuk a modelliink
segitségével, akkor éhezés esetén a fokozott AMPK-aktivalodasnak koszonhetéen az
AMPK-P -I mTORC1 -| ULKI-P -| AMPK-P negativ visszacsatolasi hurok az
autofagia oszcillatorikus aktivalodasat okozta. Kisérletes eredményeink alapjan is
¢hezés hatdsara a fiziologias allapot (aktiv mTORCI, inaktiv AMPK ¢és ULK1) és az
autofagias allapot (inaktiv mTORCI, aktiv AMPK és ULK1) periodikus valtakozéasat
tudtuk megfigyelni. Az ULK1 fehérje periodikus aktivalddasat mar korabban is leirtak
(144), de glikoz megvonas hatasara az autofagia oszcillacios aktivalodasat nem

vizsgaltak meg.
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Az mTORC1 rapamycin-fiiggé gatlasanak hatasara bekovetkez6 AMPK-aktivalodasra
egymasnak ellentmond6 eredmények talalhatoak meg az irodalomban, miszerint
rapamycin-kezelés esetén az AMPK aktivalodik (sajat eredmények, (145)), mig masok
nem detektaltdk az AMPK aktivalodasat (146, 147). Az utdbbi esetekben viszont,
amikor nem tapasztaltak AMPK aktivalodast, a mintakat csak egy adott id6pontban
vizsgaltak.

Ezért kisérleteink soran az eddigicknél hosszabb rapamycin-kezelést végeztiink és a
mintakat fél oranként vettiik. Az autofagids folyamatok oszcillatorikus aktivalédasaval
parhuzamosan az AMPK foszforilaciojaban is periodikus valtozasokat tudtunk
megfigyelni. Ez az eredmény az ellentmond6 irodalmi adatokra is magyarazatot adhat,

amelyek szerint hol aktiv, hol pedig inaktiv az AMPK.

39. dbra. A munkank soran vizsgalt szabalyozasi halozat felépitése.
A zold nyilak aktivadlo, a pirosak gatlo kapcsolatot feltételeznek a halozat tagjai kozott.

Mivel az mTORC1 miikodése a tartdos rapamycin-kezelés és ¢éhezés esetén gatolt, az
AMPK-P -I mTORC1 -I ULK1-P -| AMPK-P negativ visszacsatolasi hurok hatdsa nem
érvényesiil a szabdlyozasi halozatban, ezért feltételezéseink szerint a rendszer
oszcillacios viselkedését az AMPK-P — ULK1-P -|AMPK-P visszacsatolasi hurok
okozza. Mivel ezt a viselkedést az AMPK ¢és az ULK1 kozotti direkt kapcsolattal nem
tudtuk leirni, elméleti modszerekkel biologiailag relevans iddbeni késleltetési modokat
kerestiink. Az egyik lehetdség az AMPK ¢és az ULK1 kozotti kapcsolat kiegészitése egy
tovabbi fehérjével, mig a masik, ha az ULKI1 fehérje tobb lépcsOben torténd

foszforilacigjat feltételezziik az AMPK altal.
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A modelliinkkel végzett vizsgalatok alapjan, mind a tovabbi fehérje beépitése, mind a
tobb 1épcsében torténd foszforilacid megfeleld idokésleltetést biztosit a szabalyozasi
halozat tagjainak oszcillaciojahoz.

Feltételezéseink szerint az autofagids ¢€s a fiziologias allapot periodikus valtakozasa
¢hezés és rapamycin-kezelés esetén lehetdséget biztosit a rendszer szdmara, hogy az
autofagia 4ltal létrehozott ¢épitdanyagokat komplex, a miikodés szempontjabol
nélkiilozhetetlen, biologiai elemek létrehozasara hasznélja fel, €s amennyiben a stressz
lecsengett, visszaalljon a fiziologias allapotba.

Az endoplazmds retikulumnak kulcs szerepe van a sejt homeosztazisanak
fenntartasaban, azaltal, hogy a membranjaban olyan szabalyozé fehérjék talalhatok meg,
amelyek a sejtek élet-halal kozotti dontését segitik elé (104, 105). Endoplazmas
retikulum stressz esetén a stressz nagysagatol és hosszatol fiiggéen a sejt vagy
autofagia-fiiggd tulélési folyamatokat indit el, vagy ha ez mar nem lehetséges, akkor
aktivalja az apoptotikus utvonalakat (148). A generalt valasz mechanizmusoknak pontos
dontést kell hozniuk a ,félreértések” ¢és azok akdr végzetes kovetkezményeinek
elkeriilése érdekében. Ebben lehet szerepe két kiilonalld jelatviteli Gtvonal, az UPR
(105) és az mTORCI1 (52) kozotti keresztkapcsolatoknak (39. abra) (107). Korabbi
eredményeink alapjan azt lattuk, hogy az apoptotikus sejthaldl indukalodasat mindig
megeldzi az autofagia-fliggd talélési folyamat aktivalddasa intenziv ER-stressz esetén
(148, 149). Szamos stresszhelyzet, mint az ¢hezés, a virus fert6zés vagy a huntingtin
fehérje taltermelése soran kimutattdk, hogy a GADD34 képes gatolni az mTORCI
mikodését (108, 109, 111, 117-120). Mivel a GADD34 az UPR-utvonal részeként
aktivalodik ER-stressz soran, megvizsgaltuk, hogy ebben az esetben is van-e egy gatlo
hatasa az mTORC1 miikodésére. Ha a GADD34 miikodését annak egy farmakologiai
inhibitoraval (guanabenz) gatoltuk, akkor az latszodott, hogy az mTORCI1 ¢és az
apoptozis gyorsan aktivalodott, mikdzben az AMPK inaktiv maradt €s az autofagia-
fliggd talélés sokkal rovidebb ideig volt aktiv intenziv ER-stressz esetén. Ennek
megfeleléen a sejtek életképessége is nagyobb mértékben csokkent a GADD34
gatlasakor. Tehat a GADD34-nek fontos szerepe van a tulélés és a sejthalal kozotti
egyensuly kialakitasaban, mivel képes megakadalyozni az apoptotikus sejthalal

aktivalodasat az mTORCI1 gatlasan keresztiil.
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Ezek az eredmények azt is igazoljak, hogy az AMPK- ¢és az mTORC1-tutvonalak a
GADD34 fehérjén keresztiil kapcsolodnak az UPR-Gtvonalhoz ER-stressz esetén.
ER-stressz okozta karosodasok szamos human korképnél megfigyelhetok, mint a
neurodegenerativ  betegségek, a gyulladdasos betegségek vagy a ll-es tipusu
cukorbetegség (106). Mostanra mar tobb olyan autofagia aktivalo szert is azonositottak,
amelyek a jovében potencialis hatdéanyagok lehetnek ezen betegségek kezelésében, az
ER-stressz karos hatasainak idébeni elhalasztasaval. Kutatocsoportunk megerdsitette,
hogy az autofagia meghosszabbithat6 mMTORC1-gatlok és/vagy AMPK-aktivatorok (pl.:
metyrapone, rapamycin, resveratrol) elokezelésként torténd hasznalataval ER-stressz
esetén (137, 149).

A hatéanyagok keresésekor a zold teaban talalhato katekin, az EGCG
hatdsmechanizmusat alaposabban is megvizsgaltuk, mivel az EGCG szamos hatasa
ismert mar (126, 127), azonban az AMPK-zal valo pontos kapcsolatat még nem
vizsgaltak.

Az EGCG-t alacsony koncentracioban hasznalva az autofagia aktivalodott, mikdzben a
sejtek életképessége a kontrollhoz képest nem valtozott, vagyis az EGCG nem toxikus a
sejtek szamara.

kivaltott ER-stressz esetén képes volt meghosszabbitani az autofagia-fiiggd talélést,
mikozben a sejtek életképessége nem valtozott és az apoptotikus utvonalak
soran is foszforildlédott. Az eif2a foszforilacidjanak kulcs szerepe van ER-stressz
esetén a globalis fehérje transzlacio leallasaban (104, 105), azonban ez az EGCG-
indukalt eif2a foszforilalodas sziikséges a GADD34 aktivalodasahoz is. A GADD34
szintje az autofagia aktivalodasaval parhuzamosan novekedett EGCG-vel tortént kezelés
soran, ami a GADD34 fontos szerepére utalhat az EGCG éltal segitett tulélésben.

Mivel az EGCG hatasa az mTORCI-utvonalra nem teljesen egyértelmi, ezért az
EGCG-kezelést kombinaltuk az autofiagia mTORCI1-fliggd (rapamycin) vagy PKA-
figgé (H-89) aktivatoraival, hogy kideritsiik, vajon melyik utvonal vesz részt az

autofagia indukalasdban EGCG-kezeléskor.
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Eredményeink szerint az autofagia egyforma mértékben aktivalodott mind az EGCG,
mind az EGCG-vel kombinalt rapamycin-kezelések hatasara, ami arra utal, hogy az
EGCG és a rapamycin az onemésztd folyamatokat egyarant az mTORCI-utvonal
gatlasan keresztiil aktivalja.

Az EGCG ¢s a H-89 egyiittes adasa esetén az autofagia aktivalodasaban szignifikans
novekedést tapasztaltunk a H-89-cel tortént kezeléshez képest, ami alatdmasztja, hogy
az EGCG nem PKA-fiiggd médon aktivalja az autofagiat. Az ULK1-csendesitése esetén
az EGCG-kezelés a rapamycin-kezeléshez hasonléan nem volt képes aktivalni az
autofagias dnemésztd folyamatokat, vagyis az EGCG az onemésztd folyamatokat az
AMPK-ULK1-mTORC1 szabalyozasi hal6zaton keresztiil indukalja.

Az EGCG ¢s a resveratrol az AMPK-mTORC1-utvonalakra gyakorolt hatasanak
tovabbi vizsgalatdhoz a GADD34 miikodését gatoltuk guanabenzzel vagy SiRNS-sel,
majd EGCG-vel vagy resveratrollal tortént eldkezelés utan intenziv ER-stresszt
EGCG- vagy resveratrol-el6kezelés képes volt a sejtek életképességének a fenntartasara
az AMPK ¢s az autofagia aktivaldsan keresztiil intenziv ER-stressz esetén, ha a
GADD34 gatolt volt. Amig az mTORCI1 és az apoptotikus sejthaldl ebben az esetben
inaktiv maradt €és az aktivalédasuk egy késObbi id6pontra tolodott ki. Tehat a resveratrol
¢s az EGCG is képes az mTORCI1 és az AMPK kozotti egyensulyra hatni, és igy
kikiiszobdlni a GADD34 gatlasanak negativ hatasait.

Mivel az ER-stressz szamos kiilonb6z6 human patologias allapot esetén megfigyelhetd,
ezért az ilyenkor meghozott ER-stressz indukalt élet-halal kozotti  dontés
mechanizmusanak pontos feltérképezése terapias jelentdségli. Mivel tobbféle ER-
stresszort is alkalmaztunk a kisérleteink soran, és kiilonb6z6 sejtvonalak esetén is
hasonld eredményeket kaptunk, ez arra utalhat, hogy az altalunk leirt mechanizmus
altalanos érvényi.

A resveratrol és az EGCG szamos intracelluléris jelpalyara képes hatni, ezért terapids
potenciallal rendelkezhetnek (123-127). Mindkét vegyiiletrdl kimutattdk mar, hogy
neuroprotektiv hatassal birnak Huntington betegség esetén (150). Hyrskyluoto és
munkatarsai azt talaltak, hogy a GADD34 taltermeltetése képes volt indukdlni az
autofagiat és gatolni az mTORCI1 miikddését mutans huntingtin fehérjét expresszalo

sejtekben (111).
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Mi pedig igazoltuk, hogy a GADD34 resveratrol- és EGCG-kezelés hatasara egyarant
aktivalodik ER-stressz esetén, igazolva, hogy a GADD34 fontos része lehet a
resveratrol- ¢s EGCG-fliggd idegsejt védelemnek Huntington betegség esetén. Azonban
tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy eredményeinket in vivo, ¢€l6
szervezetekben is alkalmazni lehessen.

Annak megértése, hogy a preciz molekuléris egyensuly az mTORCI1- és az AMPK-
utvonalak kozott hogyan szabalyozza a sejtek talélését, azon beliil is az autofagiat, nagy
jelentdséggel bir a cellularis stresszhez kothetd betegségek esetén. Rendszerbioldgiai
elemzésiink hozzajarul ezen komplex betegségek molekularis alapjainak megértéséhez,
és eldsegitheti a betegségek elleni terapiak fejlesztését, a pontos molekularis célpontok
megtalalasat.

Kisérletes eredményekkel is alatimasztott komplex modelliink (39. abra) segitségével a
szabalyozasi halozat miikodését befolyasold hatdanyagok, molekuldk a jovoben

tesztelhetOk, a haldzatra kifejtett hatasuk pedig modellezhetd.
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6. Kovetkeztetések

Munkénk soran egyrészt az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabdlyozasi haldzatban levd
kapcsolatok dinamikai miikodését és a szabalyozasi halozat kiillonb6zo stresszekre adott
valaszait, masrészt az AMPK-ULK1-mTORC1 ¢és az UPR-utvonalak kozotti
keresztkapcsolatokat vizsgaltuk mind elméleti, mind molekularis bioldgiai technikak

segitségével. Eredményeink alapjan az alabbiakat allapitottuk meg:

1. A korabban masok altal mar leirt modellt reprodukaltuk és a modell
mikodésének tesztelése soran arra jutottunk, hogy a rendszer megfeleld
mikodéséhez sziikség van egy tovabbi kapcsolat beépitésére is, miszerint az
mTORC]I is gatolja az AMPK miikodését. Igy a szabalyozasi halézatban az
AMPK ¢és az mTORC1 kozott egy dupla negativ visszacsatolasi hurkot hoztunk
létre, aminek hatasara a szimulacioink soran a stresszvalaszok robusztusabba

valtak.

2. Kimutattuk, hogy az AMPK és az ULK1 kozotti negativ visszacsatolasi hurok
1d6beni késleltetése sziikséges a rendszer megfeleld miikodéséhez, és ennek a
visszacsatolasnak koszonhetéen a haldzat tagjai, az AMPK, az ULKI1 ¢és az
autofagia folyamata idében ismétlédve, periodikusan aktivalédhatnak bizonyos
stresszek hatdsara. Biologiailag relevans idobeni késleltetést biztosit a rendszer
oszcillacidjdhoz, ha az AMPK és az ULK1 kozé egy tovabbi fehérjét épitiink be
a szabalyozasi halozatba, vagy ha az ULK1 tébb 1épcsében torténd
foszforilacigjat feltételezziik az AMPK altal.

3. Megallapitottuk, hogy a GADD34 fehérje képes gatolni az mTORC1 miikodését

ER-stressz esetén, mig a GADD34 gatlasakor az mTORCI1 ¢és az apoptotikus

utvonalak aktivalodasa idoben eldbbre tolodik intenziv ER-stressz soran.
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4. Eredményeink szerint mind a resveratrol, mind az EGCG — az AMPK ¢és az
mTORC1 kozotti egyensulyra hatva — az autofagias folyamatok aktivalasan
keresztiil novelte a sejtek tulélését, és kivédte az ER-stressz okozta sejthalalt,
idében egy késbébbi idopontra tolta ki azt. Emellett mind a resveratrollal, mind
az EGCG-vel torténd elokezelés képes volt a GADD34 fehérje gatlasanak
negativ hatasait kivédeni és a GADD34 gatlasa esetén is aktivalni az autofagias

folyamatokat ER-stressz esetén.

5. Az Aaltalunk létrehozott komplex matematikai modell jol hasznalhaté a
szabalyozasi haldzat muiikodését befolydsold molekuldk, természetes vagy
mesterséges hatdéanyagok tesztelésére és a kiilonbozd cellularis stressz hatdsok

haloézatra kifejtett hatasainak modellezésére.
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7. Osszefoglalas

A sejtek homeosztazisanak fenntartasaban fontos szerepe van az autofagianak, ami egy
evoluciosan konzervalt dnemésztd folyamat. Az autofagia aktivalodasat az AMPK-
ULK1-mTORCI1 szabélyozasi haromszog iranyitja, mig ER-stressz esetén ehhez a
rendszerhez még hozzdkapcsolodik az UPR is, hogy az élet-halal kozotti dontési
mechanizmus minél pontosabb legyen. Az mTORCI1 és az UPR kozott szabalyozasbeli
keresztkapcsolatok vannak, mivel az UPR PERK-aganak részeként aktivalodo
GADD34 keépes gatolni az mTORC1 miikddését szamos stressz hatdsara. Célunk az
AMPK-ULK1-mTORCI1 szabalyozasi haromszogben levé kapcsolatok dinamikai
viselkedésének vizsgélata, kiilondsen az AMPK ¢és az mTORC1 kozotti kapesolat
pontosabb megértése, valamint az AMPK és az ULK1 koz6tti negativ visszacsatolasi
hurok elemzése volt. Tovabbi célunk az mTORCI1 és a GADD34 kozotti kapcsolat
vizsgalata intenziv ER-stressz esetén, és olyan természetes hatdanyagok keresése,
amelyekkel a szabalyozasi hal6zat mikodése befolyasolhatd. Munkank soran rendszer
biologiai megkozelitést alkalmaztunk, azaz egyarant hasznaltunk elméleti és
molekularis bioldgiai technikékat is.

Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a rendszer megfeleld6 miikodéséhez az
AMPK ¢s az mTORCI1 kozé egy tovabbi kapcsolatot is sziikséges beépiteni, miszerint
az mTORCI is gatolja az AMPK miikodését. A kisérletek soran azt lattuk, hogy
hosszantartd ¢éhezés esetén az AMPK, az ULKI1 és az autofagia aktivalédasa az id6
fliggvényében oszcillal. Emiatt az AMPK ¢s az ULKI1 kozotti negativ visszacsatolas
1d6ben késleltetve kell torténjen, mely késleltetésre két biologiailag relevans lehetdséget
talaltunk: (1) a visszacsatolas egy tovabbi fehérjével vald kiegészitése vagy (2) az
ULK1 tobb lépcsében torténd foszforilacioja. Megfigyeléseink alapjan a GADD34
intenziv ER-stressz esetén is képes gatolni az mTORCI1 miikodését, ezaltal eldsegitve a
sejtek tulélését. A resveratrol és az EGCG az AMPK aktivaldsan és az mTORCI
gatlasan keresztlil segitik eld az autofagids Onemészté folyamatok aktivalodasat, és
hasznalatuk kikiiszoboli a GADD34 gatlasanak negativ hatésait.

Rendszerbioldgiai elemzésiink segitheti az ER-stresszhez kothetd komplex korképek
molekuléris alapjainak megértését, hozzajarulhat jovObeni terapiak fejlesztéséhez és

azok hatasanak teszteléséhez.
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8. Summary

Cellular homeostasis is controlled by an evolutionary conserved cellular digestive
process termed autophagy. Autophagy is tightly governed by the AMPK-ULKI1-
mTORC1 regulatory triangle, while UPR is connected to the control network under ER
stress. This complex regulatory network has an essential role in a precise decision-
making between survival and death. There is a crosstalk between mTORC1 and UPR
pathways, since GADD34 activated upon UPR can downregulate the mTORCL1 under
several cellular stress conditions. Our aims were to explore the dynamical characteristic
of AMPK-ULK1-mTORC1 regulatory triangle, focusing on the connection between
AMPK and mTORCL. Furthermore, the negative feedback loop between AMPK and
ULK1 was also studied in detail. Our additional goal was to investigate the relationship
between mMTORC1 and GADD34 upon prolonged ER stress and to find natural
compounds with the ability to influence the behavior of the investigated regulatory
system. To approach our study from a systems biological perspective we used both
theoretical and molecular biological techniques.

Our results confirm that there is an essential double-negative feedback loop between
mTORC1 and AMPK; namely, mTORCL1 can inhibit AMPK to guarantee the precise
function of the cell response mechanism. We demonstrate that prolonged starvation
results in a periodic reiteration of the activation of AMPK, ULK1 and autophagy. This
oscillatory dynamics is achieved by introducing a proper time-delay in the negative
feedback loop between AMPK and ULK1. Two biologically relevant options to
generate a time-delay in the control network are (1) the incorporation of an extra
regulatory element in the negative feedback loop or (2) the AMPK-dependent multiple
phosphorylation of ULK1. Our analysis suggests that GADD34 inhibits the mMTORC1
pathway under excessive levels of ER stress and might promote cell viability. Both
resveratrol and EGCG can underpin the autophagy-dependent self-digestive process via
activation of AMPK and/or inhibition of mTORCL1, and therefore they are able to
diminish the deleterious effect of GADD34 depletion.

Our systems biological analysis improves our understanding of the molecular basis of
several ER stress-related complex diseases and might help promote advanced therapies

and to test their effect in the near future.
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Mellékletek jegyzéke:

cyey

crcr

mTORC1 -| AMPK kapcsolat jelen van

. melléklet: AMPK-ULK1-mTORC1 szabalyozasi haromszdg dinamikai

viselkedésének szimulacidja, ha direkt kapcsolat van az AMPK ¢és ULK1 kozott

. melléklet: Az AMPK-ULK1-mTORC1 szabalyozasi haromszog dinamikai

viselkedésének szimulacidja, ha az AMPK egy tovabbi, beépitett fehérjén
keresztiil aktivalja az ULK1-et

. melléklet: Az AMPK-ULK1-mTORC1 szabalyozasi haromszog dinamikai

viselkedésének szimulacidja, ha az AMPK t6bbszords foszforilacion keresztiil

aktivalja az ULK1-et

. melléklet: Az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabalyozasi haromszog és az ER-stressz

valasz kozotti kapesolat idébeni szimulacidja

. melléklet: Az AMPK, az mTORCI1, az ULKI1 és az autofdgia aktivitidsanak

valtozasa kiilonboz6 kezelések hatasara

. melléklet: AMPK foszforilacidos helyek keresése az ULKI1 fehérjével

kolcsonhatasba keriilé fehérjéken elméleti modszerek segitségével

. melléklet: AMPK foszforilacios helyek keresése az ULKI fehérjével

kolesonhatésba keriilé fehérjéken elméleti modszerek segitségével
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1. melléklet
Kod a halozat elemeinek idobeni lefutasanak szimulaciojahoz, ha az mTORC1 -|AMPK
kapcsolat hianyzik

1. tablazat - A modell elemeinek részletes megnevezése

leiras
ULK1 az ULK]1 aktiv formaja
ULKIT | az ULKI fehérje 0sszmennyisége
AMPK az AMPK aktiv forméaja
AMPKT | az AMPK fehérje 0sszmennyisége
mTOR az mTORCI1 fehérje aktiv formaja
mTORT | azmTORCI fehérje 6sszmennyisége
ATG az aktiv autofagias komplex
starv | azéhezés mértéke (az adott pillanatban az éhezés mértéke)
starvT  ateljes éhezés mértéke (az éhezés maximalis mértéke)
res a resveratrol-kezelés mértéke
resT teljes resveratrol mértéke
rap a rapamycin-kezelés mértéke
rapT teljes rapamycin mértéke
cc a Compound C-kezelés mértéke
ccT teljes Compound C mértéke

2. tablazat - A modell dllandéinak részletes megnevezése

leiras
kaulk az ULK1 hattéraktivacioja
kaulk" | AMPK-fiigg6 ULK1-aktivacid
kiulk az ULK1 hattér-inaktivacio
kiulk' | mTOR-fliggé ULK1-inaktivacio
Julk az ULK1 Michaelis-konstansa
kaak az AMPK hattéraktivacidja
kiak az AMPK hattér-inaktivacioja
kiak' ULK1-fiiggd AMPK-inaktivacio
kiak" mTORC1-fiiggd AMPK-inaktivacio
Jampk az AMPK Michaelis-konstansa
kamtor | azmTORCI hattéraktivacioja
kimtor | azmTORCI hattér-inaktivacioja
kimtor' | AMPK-fiiggé mTORCI-inaktivacid
kimtor" | ULK1-fiiggd mTORC]1-inaktivacio
Jmtor az mTORC1 Michaelis-konstansa
kaau az autofagia hattéraktivacidja
kaau' ULK1-fiiggd autofagia-aktivaciod
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kiau az autofagia hattér-inaktivacioja
kiau' mMTORCI1-fiiggd autofagia-inaktivacid
kistv az €hezés hattér-inaktivacioja
Jstv az ¢hezés Michaelis-konstansa
kostv az €hezés hattéraktivacioja
kires a resveratrol hattér-inaktivacioja
Jres a resveratrol Michaelis-konstansa
kores a resveratrol hattéraktivacioja
kirap a rapamycin hattér-inaktivacidja
Jrap a rapamycin Michaelis-konstansa
korap a rapamycin hattéraktivacioja
kicc a Compound C hattér-inaktivacidja
Jcc a Compound C Michaelis-konstansa
kocc a Compound C hattér-aktivacidja

# Matematikai modell az AMPK-mTORC1-ULK1 szabdlyozéasi h&lézat
leirédsdra és iddbeli szimuldcidk készitésére az XPP-AUT programmal
# Kébd a haldézat elemeinek idébeni lefutdsédnak szimuldcidjdhoz, ha az

mTOR 4AMPK kapcsolat hidnyzik

# kezdeti feltételek
init ULK1=0.0055, AMPK=0.1017, mTOR=0.4691, ATG=0.0214, starv=0,

res=0, rap=0, cc=0

# differencidlegyenletek

# az ULKl jeldli az ULK1l aktiv formajat

ULK1' = (kaulk + kaulk"*delay (AMPK, taul))* (UlklT-ULK1l)/ (Julk + Ulk1T-
ULK1) - (kiulk + kiulk'*mTOR)*ULK1l/ (Julk + ULK1)

# az AMPK jeldli az AMPK aktiv, foszforildlt formajéat
AMPK' = (kaak + kaak*starv + kaak*res)* (AMPKT-AMPK)/ (Jampk + AMPKT-

AMPK) - (kiak + kiak*cc + kiak'*ULK1) *AMPK/ (Jampk + AMPK)

# az mTOR jeldli az mTORC1 komplex aktiv formdjat
mTOR' = kamtor* (mMTORT-mTOR) / (Jmtor+mTORT-mTOR) — (kimtor + kimtor'*AMPK

+ kimtor"*ULK1l + kimtor*res + kimtor*rap)*mTOR/ (Jmtor+mTOR)
# az ATG jeloli az aktiv autofégids (ATG) géneket, az autofdgia alatt;

ha az ATG aktiv, akkor azt feltételezziik, hogy az autofdgia is aktiv

ATG' = (kaau + kaau'*ULK1l)* (1-ATG) - (kiau + kiau'*mTOR) *ATG
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# a starv jeldli az AMP/ATP novekvd aranyat az éhezés alatt
starv' = kistv* (starvT-starv)/ (Jstv + starvT-starv) -

kostv*starv/ (IJstv+starv)

# a res jeloli a resveratrol felvételét a sejtbe

res' = kires* (resT-res)/ (Jres + resT-res) - kores*res/ (Jres+res)

# a rap jeloli a rapamycin felvételét a sejtbe

rap' = kirap* (rapT-rap)/ (Jrap + rapT-rap) - korap*rap/ (Jrap+rap)

# a cc jeloli a Compound C felvételét a sejtbe

cc' = kicc* (ccT-cc)/ (Jecc + ccT-cc) - kocc*ce/ (Jecc+cce)

paraméterek

éhezés szimuldcidja: starvT=2
rapamycin-kezelés szimuldcidja: rapT=2.25
resveratrol-kezelés szimulédcidja: resT=1.5

ULKl-csendesités szimulédcidja: ULK1T=0.001

#
#
#
#
#
# TSC1/TSC2-csendesités szimulacidja: kamtor=0.05
# Compound C-kezelés szimuldcidja: CCT=100

p kaulk=5, kaulk"=1, kiulk=0.1, kiulk'=30, julk=0.01, UlklT=1
p kaak=0.35, kiak=0.5, kiak'=150, AMPKT=1, Jampk=0.5

p

kamtor=0.025, kimtor=0.0075, kimtor'=0.15, kimtor"=0.5, Jmtor=0.1,

mTORT=1

p kaau=0.01, kaau'=3, kiau=0.75, kiau'=l

p starvT=0, kistv=0.105, Jstv=0.03, kostv=0.1

p resT=0, kires=0.0025, Jres=0.75, kores=0.00075
p rapT=0, kirap=0.125, Jrap=0.1, korap=0.1

p ccT=0, kicc=0.5, Jcc=0.1, kocc=0.1

p taul=5

# az AMPK-ULKl negativ visszacsatoldsos hurok késleltetésének mértéke

@ TOTAL=1, METH=stiff, delay=50

done
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2. melléklet
Kod a halozat elemeinek idobeni lefutasanak szimulaciojahoz, ha az mTORC1 -|AMPK

kapcsolat jelen van

# Matematikai modell az  AMPK-mTORC1-ULK1 szabalyozadsi héaldzat
leirédsdra és iddébeli szimuldcidk készitésére az XPP-AUT programmal
# Kéd a haldézat elemeinek 1iddébeni lefutdsdnak szimuldcidjdhoz, ha az

mTORC1 {AMPK kapcsolat jelen van

# kezdeti feltételek
init ULK1=0.0008, AMPK=0.0161, mTOR=0.7013, ATG=0.0568, starv=0,

res=0, rap=0, cc=0

# differencidlegyenletek

# az ULKl jeldli az ULK1l aktiv formajat

ULK1' = (kaulk + kaulk"*delay (AMPK, taul))* (UlklT-ULK1l)/ (Julk + Ulk1T-
ULK1l) - (kiulk + kiulk'*mTOR)*ULK1l/ (Julk + ULK1)

# az AMPK jeldli az AMPK aktiv, foszforildlt formajat
AMPK' = (kaak + kaak*starv + kaak*res)* (AMPKT-AMPK) / (Jampk + AMPKT-
AMPK) - (kiak + kiak*cc + kiak'*ULK1l + kiak"*mTOR) *AMPK/ (Jampk + AMPK)

# az mTOR jeldli az mTORC1l komplex aktiv formé&jat
mTOR' = kamtor* (mMTORT-mTOR) / (Jmtor+mTORT-mTOR) - (kimtor +
kimtor'*AMPK + kimtor"*ULKLl + kimtor*res +

kimtor*rap) *mTOR/ (Jmtor+mTOR)

# az ATG jeloli az aktiv autofégids (ATG) géneket, az autofagia alatt;
ha az ATG aktiv, akkor azt feltételezzik, hogy az autofadgia is aktiv

ATG' = (kaau + kaau'*ULK1l)* (1-ATG) - (kiau + kiau'*mTOR) *ATG
# a starv jeldli az AMP/ATP ndvekvd ardnyadt az éhezés alatt
starv' = kistv* (starvT-starv)/ (Jstv + starvT-starv) -

kostv*starv/ (IJstv+starv)

# a res jeloli a resveratrol felvételét a sejtbe

res' = kires* (resT-res)/ (Jres + resT-res) - kores*res/ (Jres+res)
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# a rap jeloli a rapamycin felvételét a sejtbe

rap' = kirap* (rapT-rap)/ (Jrap + rapT-rap) - korap*rap/ (Jrap+rap)

# a cc jeldli a Compound C felvételét a sejtbe

cc' = kicc* (ccT-cc)/ (Jcc + ccT-cc) - kocc*cc/ (Jecc+cc)

paraméterek

éhezés szimulacidja: starvT=0.75
rapamycin-kezelés szimuldcidja: rapT=10
resveratrol-kezelés szimuldcidja: resT=0.175

ULKl-csendesités szimuldcidja: ULK1T=0.001
Compound C-kezelés szimulacidja: CCT=100
kaulk=0.001, kaulk"=3, kiulk=0.1, kiulk'=0.75, julk=0.01, UlklT=1

kaak=0.5, kiak=0.1, kiak'=1l.5, kiak"=15, AMPKT=1, Jampk=0.5

#

#

#

#

#

# TSC1/TSC2-csendesités szimulacidja: kamtor=0.05

#

P

p

p kamtor=0.015, kimtor=0.01, kimtor'=0.15, kimtor"=0.5, Jmtor=0.1,

p kaau=0.1, kaau'=3, kiau=1l, kiau'=1l

starvT=0, kistv=0.1, Jstv=0.1, kostv=0.1

b
p rapT=0, kirap=0.15, Jrap=0.1, korap=0.1
p ccT=0, kicc=1l, Jcc=0.5, kocc=0.001

P

taul=50

# az AMPK-ULKl negativ visszacsatoldsos hurok késleltetésének mértéke

@ TOTAL=1, METH=stiff, delay=50

done
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szimuldcioja, ha direkt kapcsolat van az AMPK és ULK kozott

3. tablazat - A modell elemeinek részletes leirasa

leiras

ULK1
ULKIT
AMPK
AMPKT
mTOR
mTORT
AUTA
STARV

az ULK1 aktiv formaja

az ULK1 fehérje 6sszmennyisége

az AMPK aktiv forméja

az AMPK fehérje 6sszmennyisége
az mMTORCL1 fehérje aktiv forméja
az mTORCI1 fehérje 6sszmennyisége
az aktiv autofagias komplex

az ¢éhezés mértéke

4. tablazat - A modell dllandoinak részletes leirasa

Leiras

kaulk
kaulk'
kiulk
kiulk'
Julk
kaak
kiak
kiak'
kiak"
Jampk
kamtor
kimtor
kimtor'
kimtor"
Jdmtor
kaau
kaau'
kiau
kiau'’

az ULK1 hattéraktivacioja
AMPK-fiiggé ULK1-aktivacio

az ULK1 hattér-inaktivacio
MTORC1-fiiggd ULK1-inaktivacio
az ULK1 Michaelis-konstansa

az AMPK hattéraktivacioja

az AMPK hattér-inaktivacidja
ULK1-fiiggd AMPK-inaktivacio
MTOR-fiiggd AMPK-inaktivacio

az AMPK Michaelis-konstansa

az mTORC1 hattéraktivacioja

az mTORC1 hattér-inaktivacioja
AMPK-fiigg6 mTORC1-inaktivacid
ULK1-fiiggd mTORCL1-inaktivacio
az mTORC1 Michaelis-konstansa
az autofagia hattéraktivacioja
ULK1-fiiggd autofagia-aktivacio

az autofagia hattér-inaktivacioja
MTORC1-fiiggd autofagia-inaktivacio
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1. A kod ajel valasz gorbék szimulaciojahoz

# a modell leirédsa jel valaszgdrbék készitéséhez, ha direkt negativ
visszacsatolas van az AMPK és az ULKl kozott

# kezdeti feltételek
init AMPK=0, ULK1=0

# differencidlegyenletek

# az ULKl jeldli az ULK1l aktiv formajat

ULK1l' = (kaulk + kaulk'*AMPK) * (ULK1T-ULK1l)/ (Julk + ULK1T-ULK1l) -
(kiulk + kiulk'*mTOR) *ULK1l/ (Julk + ULKL)

# az AMPK jeldli az AMPK aktiv, foszforildlt formdjat
AMPK' = (kaak + STARV)* (AMPKT-AMPK) / (Jampk + AMPKT-AMPK) - (kiak +
kiak'*ULK1l + kiak"*mTOR) *AMPK/ (Jampk + AMPK)

# egyensulyi &llapot funkcid
# az mTOR jeldli az mTORC1 komplex aktiv formédjat

mTOR = kamtor*mTORT/ (kamtor + kimtor + kimtor'*AMPK + kimtor"*ULK1)

paraméterek

rapamycin-kezelés szimuldcidéja: mTORT = 0.1
éhezés szimuldcidja: STARV = 1.5

STARV=0

kaulk=0.01, kaulk'=1l, kiulk=0.1, kiulk'=3, Julk=0.01, ULK1T=1
kaak=0.3, kiak=0.1, kiak'=5, kiak"=5, AMPKT=1, Jampk=0.005
kamtor=0.01, kimtor=0.01, kimtor'=0.25, kimtor"=0.25, Jmtor=0.01,
mTORT=1

'O 'O 'O 'O #* #*=

done
2. A kod az idébeni gérbék szimulaciojahoz

# a modell leirdsa idd&beni gorbék készitéséhez, ha direkt negativ
visszacsatolds van az AMPK és az ULKl kozott

# kezdeti feltételek
init ULK1=0.00001, AMPK=0.00065, AUTA=0.14287

# differencidlegyenletek

# az ULK1l jeldli az ULK1 aktiv formé&jat

ULK1' = (kaulk + kaulk'*AMPK) * (ULK1T-ULK1l) / (Julk + ULKIT-ULKl) -
(kiulk + kiulk'*mTOR) *ULK1/ (Julk + ULK1)

# az AMPK jeldli az AMPK aktiv, foszforildlt formadjat
AMPK' = (kaak + STARV) * (AMPKT-AMPK) / (Jampk + AMPKT-AMPK) - (kiak +
kiak'*ULK1l + kiak"*mTOR) *AMPK/ (Jampk + AMPK)

# az AUTA jeldli az autofagidt aktivald komplex aktiv formdjat
AUTA' = (kaau + kaau'*ULK1)* (1-AUTA) - (kiau + kiau'*mTOR) *AUTA

# egyensulyi &llapot funkcid

# az mTOR jeldli az mTORC1l komplex aktiv formajat
mTOR = kamtor*mTORT/ (kamtor + kimtor + kimtor'*AMPK + kimtor"*ULK1)
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# paraméterek

# rapamycin-kezelés szimuldcidéja: mTORT = 0.1

# éhezés szimuldcidja: STARV = 1.5

p STARV=0

p kaulk=0.01, kaulk'=1l, kiulk=0.1, kiulk'=3, Julk=0.01, ULK1T=1

p kaak=0.3, kiak=0.1, kiak'=5, kiak"=5, AMPKT=1, Jampk=0.005

p kamtor=0.01, kimtor=0.01, kimtor'=0.25, kimtor"=0.25, Jmtor=0.01,

p kaau=0.01, kaau'=0.1, kiau=0.01, kiau'=0.1

done
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viselkedeésének

szimulacioja, ha az AMPK egy tovabbi, beépitett fehérjén keresztiil aktivalja az ULKI-

et

5. tablazat - A modell elemeinek részletes leirasa

leiras

ULK1
ULKIT
AMPK
AMPKT
mTOR
mTORT
Prot
AUTA
STARV

az ULK1 aktiv formaja

az ULK1 fehérje 6sszmennyisége

az AMPK aktiv formaja

az AMPK fehérje 6sszmennyisége
az mTORC1 fehérje aktiv formaja
az mTORCI1 fehérje 6sszmennyisége

az AMPK altal aktivalt fehérje aktiv formaja

az aktiv autofagiat aktivalé komplex
az ¢hezés mértéke

6. tablazat - A modell allandoinak részletes leirasa

Leiras

kaulk
kaulk'
kiulk
kiulk'
Julk
kaak
kiak
kiak'
kiak"
Jampk
kamtor
kimtor
kimtor
kimtor
Jmtor
kapr
kapr'
kipr
Jpr
kaau
kaau'
kiau
kiau'

az ULK1 hattéraktivacioja
PROT-fiiggé ULK 1-aktivacié
az ULK1 héttér-inaktivacio

az ULK1 Michaelis-konstansa
az AMPK hattéraktivacioja

az AMPK hattér-inaktivacidja
ULK1-fiiggd AMPK-inaktivacio

az AMPK Michaelis-konstansa
az mTORC1 hattéraktivacioja
az mTORC1 hattér-inaktivacioja

az mTORC1 Michaelis-konstansa
a Prot hattéraktivacidja
AMPK-fiigg Prot-aktivacio

a Prot hattér-inaktivacioja

a Prot Michaelis-konstansa

az autofagia hattéraktivacioja
ULK1-fiiggd autofagia-aktivacio
az autofagia hattér-inaktivacioja
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MTORC1-fiiggd ULK1-inaktivacio

MTORC1-fiiggé6 AMPK-inaktivacio

" | AMPK-fiiggd mTORC1-inaktivacio
" | ULK1-fiiggd mTORCL1-inaktivacio

MTORC1-fiiggd autofagia-inaktivacio
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1. A kod ajel valaszgorbék szimulaciojahoz

# a modell leirédsa jel valasz gorbék készitéséhez, ha az AMPK egy
tovabbi beépitett fehérjén keresztiil aktivadlja az ULKl-et

# kezdeti feltételek
init ULK1=0, AMPK=0

# differencidlegyenletek

# az ULKl jeldli az ULK1l aktiv formajat

ULK1l' = (kaulk + kaulk'*Prot)* (ULK1T-ULK1l)/ (Julk + ULK1T-ULK1l) -
(kiulk + kiulk'*mTOR) *ULK1l/ (Julk + ULKL)

# az AMPK jeldli az AMPK aktiv, foszforildlt formdjat
AMPK' = (kaak + STARV)* (AMPKT-AMPK) / (Jampk + AMPKT-AMPK) - (kiak +
kiak'*ULK1l + kiak"*mTOR) *AMPK/ (Jampk + AMPK)

# egyensulyi &llapot funkcid
# az mTOR jeldli az mTORC1l komplex aktiv formajéat
mTOR = kamtor*mTORT/ (kamtor + kimtor + kimtor'*AMPK + kimtor"*ULK1)

# a Prot jeldli az extra beépitett fehérje aktiv formajat
Prot = GK(kapr + kapr'*AMPK, kipr, Jpr,Jpr)

# 'Goldbeter-Koshand' funkcid (GK)

GB(argl,arg2,arg3,arg4) = arg2-argl+arg2*arg3+argl*arg4d

GK (argl,arg2,arg3,argd) =

2*argl*argd/ (GB(argl,arg2,arg3,argd) +sqrt (GB (argl,arg2,arg3,argd) "2-
4* (arg2-argl) *argl*argd))

paraméterek

rapamycin-kezelés szimuldcidéja: mTORT = 0.3
éhezés szimulacidja: STARV = 0.5

STARV=0

kaulk=0.101, kaulk'=25, kiulk=0.075, kiulk'=20, Julk=0.001, ULK1T=1
kaak=2, kiak=0.1, kiak'=3, kiak"=10, AMPKT=1, Jampk=0.001
kamtor=0.0175, kimtor=0.0125, kimtor'=10, kimtor"=0.1l, Jmtor=0.01,
mTORT=1

p kapr=0.01, kapr'=10, kipr=20,Jpr=0.02

'O 'O 'O 'O W #*= H*=

done

2. A kod az idbébeni gérbék szimulaciojahoz

# a modell leirdsa iddébeni gorbék készitéséhez, ha az AMPK egy tovabbi
beépitett fehérjén keresztiil aktivadlja az ULKl-et

# kezdeti feltételek
init ULK1=0, AMPK=0.00071, AUTA=0.02075

# differencidlegyenletek

# az ULKl jeldli az ULKl aktiv forméjat

ULK1' = (kaulk + kaulk'*Prot)* (Ulk1T-ULK1)/(Julk + ULK1T-ULKl) -
(kiulk + kiulk'*mTOR)*ULK1l/ (Julk + ULK1)
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# az AMPK jeldli az AMPK aktiv, foszforildlt formdjat
AMPK' = (kaak + STARV)* (AMPKT-AMPK) / (Jampk + AMPKT-AMPK) - (kiak +
kiak'*ULKl + kiak"*mTOR)*AMPK/ (Jampk + AMPK)

# az AUTA jeldli az autoféagidt aktivald komplex aktiv formédjat
AUTA' = (kaau + kaau'*ULK1l)* (1-AUTA) - (kiau + kiau'*mTOR) *AUTA

# egyensulyi &llapot funkcid

# az mTOR jeldli az mTORC1 komplex aktiv forméjat

mTOR = kamtor*mTORT/ (kamtor + kimtor + kimtor'*AMPK + kimtor"*ULK1)
aux mTOR = mTOR

# a Prot jeldli az extra beépitett fehérje aktiv formédjat
Prot = GK(kapr + kapr'*AMPK, kipr, Jpr, Jdpr)
aux Prot = Prot

# 'Goldbeter-Koshand' funkcidé (GK)

GB (argl,arg2,arg3,arg4) = argZ2-argl+arg2*arg3+argl*arg4

GK (argl,arg2,arg3,argd) =

2*argl*argd/ (GB(argl,arg2,arg3,argd) +sqrt (GB (argl,arg2,arg3,argd) "2-
4* (arg2-argl) *argl*argd))

# paraméterek

# rapamycin-kezelés szimuldcidja: mTORT = 0.3

# éhezés szimulédcidja: STARV = 0.5

p STARV=0

p kaulk=0.101, kaulk'=25, kiulk=0.075, kiulk'=20, Julk=0.001, ULK1T=1
p kaak=2, kiak=0.1, kiak'=3, kiak"=10, AMPKT=1, Jampk=0.001

p kamtor=0.0175, kimtor=0.0125, kimtor'=10, kimtor"=0.1, Jmtor=0.01,

p kapr=0.01, kapr'=10, kipr=20,Jpr=0.02
p kaau=0.01, kaau'=0.1, kiau=0.01, kiau'=0.1

done
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5. melléklet
Az AMPK-ULK1-mTORC1

szabalyozasi  haromszog  dinamikai  viselkedésének

szimulacioja, ha az AMPK t6bbszorés foszforilacion keresztiil aktivalja az ULK1-et

7. tablazat - A modell elemeinek részletes leirasa

leiras
ULKIP az ULK1 inaktiv, egyszeresen foszforilalt formaja
ULKI1PP az ULK1 inaktiv, kétszeresen foszforilalt formaja
ULKI1PPP |az ULKI inaktiv, haromszorosan foszforilélt
forméaja
ULK1PPPP | az ULKI aktiv, teljesen foszforilalt formaja
ULKIT az ULK1 fehérje 6sszmennyisége
AMPK az AMPK aktiv forméja
AMPKT az AMPK fehérje 6sszmennyisége
mTOR az mTORCI1 fehérje aktiv forméja
mTORT az mTORCI1 fehérje 6sszmennyisége
AUTA az aktiv autofagiat aktivalo komplex
STARV az ¢hezés mértéke

8. tablazat — A modell allandoinak részletes leirdsa

Leiras
kaulk AMPK-fiiggé ULK1-aktivacio
kiulk MTORC1-fiiggé ULK 1-inaktivacio
alfa az ULKI1A aktivitasa
beta az ULKI1P, az ULK1PP és az ULK1PPP aktivitasa
kaak az AMPK hattéraktivacidja
kiak az AMPK hattér-inaktivacioja
kiak' ULK1-fiigg6 AMPK-inaktivacio
kiak" MTORC1-fiigg6 AMPK-inaktivacio
Jampk az AMPK Michaelis-konstansa
kamtor | az mTORCLI hattéraktivacioja
kimtor | az mTORCLI hattér-inaktivacioja
kimtor' | AMPK-figgé mTORC1-inaktivacid
kimtor" | ULK1-fiiggd mTORC1-inaktivacio
Jmtor az mTORC1 Michaelis-konstansa
kaau az autofagia hattéraktivacioja
kaau' ULK1-fiiggd autofagia-aktivacio
kiau az autofagia hattér-inaktivacioja
kiau' mMTORC1-fiiggd autofagia-inaktivaciod
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1. A kod az idobeni gorbék szimulaciojahoz

# a modell leirédsa idd&beni gorbék készitéséhez, ha az AMPK tobb
lépcsdés foszforilacidval aktivalja az ULKl-et

# kezdeti feltételek
ULK1P=0.99945, ULK1PP=0.00055, ULK1PPP=3.035e-007, AMPK=0.00071,
AUTA=0.00207

# differencidlegyenletek
# az ULK1P jeldli az ULK1l inaktiv, egyszeresen foszforildlt forméjat
ULK1P' = kiulk*mTOR*ULK1PP - kaulk*AMPK*ULK1P

# az ULK1PP jeloli az ULK1l inaktiv, kétszeresen foszforildlt formdjat
ULK1PP' = kaulk*AMPK*ULK1P - kiulk*mTOR*ULK1PP - kaulk*AMPK*ULK1PP +
kiulk*mTOR*ULK1PPP

# az ULK1PPP jeldli az ULK1l inaktiv, héromszorosan foszforildlt
formdjat

ULKPPP' = kaulk*AMPK*ULK1PP - kiulk*mTOR*ULK1PPP - kaulk*AMPK*ULK1PPP
+ kiulk*mTOR*ULK1A

# az AMPK jeldli az AMPK aktiv, foszforildlt formdjat
AMPK' = (kaak + STARV)* (AMPKT-AMPK) / (Jampk + AMPKT-AMPK) - (kiak +
kiak'*ULK1A + kiak"*mTOR*AMPK/ (Jampk + AMPK)

# az AUTA jeldli az autofégidt aktivald komplex aktiv formdjat
AUTA' = (kaau + kaau'*ULK1lA)* (1-AUTA) - (kiau + kiau'*mTOR) *AUTA

# egyensulyi &llapot funkcid

# az mTOR jeldli az mTORC1l komplex aktiv formajat

mTOR = kamtor*mTORT/ (kamtor + kimtor + kimtor'*AMPK +
kimtor"* (alfa*ULK1A + beta* (ULKT-ULK1lA)) + RAP)

aux mTOR = mTOR

# az ULKIA jeldli az ULK1l aktiv, teljesen foszforildlt formdjat
ULK1A = ULK1T - ULK1P - ULK1PP - ULK1PPP
aux ULK1A = ULKI1A

paraméterek

rapamycin-kezelés szimuldcidéja: mTORT = 0.3

éhezés szimulacidja: STARV = 0.1

az mTOR gatlds és az AMPK aktivaléds kombindlédsdnak szimuldcidja:
mTORT=0.3, kaak=0.4

ULKT=1, alfa=1l, beta=0.1

STARV=0, RAP=0

kaulk=0.75, kiulk=2

kaak=0.1, kiak=0.001, kiak'=0.4, kiak"=0.5, AMPKT=1, Jampk=0.001
kamtor=0.3, kimtor=0.01, kimtor'=20, kimtor"=3, Jmtor=0.01, mTORT=1
kaau=0.01, kaau'=1l, kiau=0.01, kiau'=10

HH= H H H

'8 ' T T T

done
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6. melléklet
Az AMPK-ULK1-mTORCI szabdlyozadsi haromszég és az ER-Stressz-valasz kézotti

kapcsolat idobeni szimulacioja
9. tablazat - A modell elemeinek részletes leirasa

Leiras
AUCO az autofagia szabalyozd fehérjék aktiv formaja
AUCOT | az autofagia szabalyozo fehérjék 6sszmennyisége
PAUIN | az autofagia induktor fehérjék aktiv formajanak eléalakja
PAUIT | az autofagia induktor fehérjék eléformajanak 6sszmennyisége
AUIN az autofagia induktor fehérjék aktiv formaja
AUINT | az autofagia induktor fehérjék 6sszmennyisége
mTOR az mTORCI1 fehérje aktiv forméja
mToT az mTORCI1 fehérje 6sszmennyisége
AUEX az aktiv autofagiat aktivalo komplex
AUEXT | az autofagiat aktivalo komplex dsszmennyisége
DEATH | asejthalal aktiv forméja
stress | az ER-stressz mértéke

10. tablazat - A modell allandoinak részletes leirasa

Leiras
kaac az autofagia szabalyozo6 fehérjék hattéraktivacioja
kaac' AUIN-fiiggd autofagia szabalyozo fehérje-aktivacio
kiac az autofagia szabalyoz6 fehérjék hattér-inaktivacioja
kiac' MTORCI1-fiiggd autofagia szabalyozo fehérje-inaktivacio
JAUCO az autofagia szabalyozé fehérjék Michaelis-konstansa
kapai az autofagia induktor fehérjék eldalakjanak hattéraktivacidja

kapai' stresszfiigg6 autofagia induktor el6alakjanak aktivacidja
kipai az autofagia induktor fehérjék eldalakjanak hattér-inaktivacioja
kipai' AUCO-fliggd autofagia induktor eléalakjanak inaktivacioja
kipai" mTORC1-fiiggd autofagia induktor eldalakjanak inaktivacioja
kipai"' | DEATH-fiiggd autofagia induktor el6forma inaktivacio

kaai pAUIN-fiiggd autofagia induktor fehérjék aktivacidja
kiai az autofagia induktor fehérjék hattér-inaktivacioja
kiai' MTORC1-fiiggd autofagia induktor fehérje-inaktivacio

JAUIN az autofagia induktor fehérjék Michaelis-konstansa
kamtor az mTORC1 hattéraktivacioja

kamtor ' | stresszfiiggd mTORC]1-aktivacid

kamtor" | DEATH-fiiggé mTORCI1-aktivacid

kimtor az mTORC1 hattér-inaktivacidja

kimtor' | AUIN-fiiggé6 mTORC1-inaktivacio

kimtor" | AUCO-fiiggd mTORCL1-inaktivacio
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kaax az autofagiat aktivalo komplex hattéraktivacioja
kaax' AUCO-fiigg6 autofagiat aktivalé komplex aktivacidja
kaax" AUIN-fiiggé autofagiat aktivald komplex aktivacioja
kiax az autofagiat aktivalo komplex hattér-inaktivacioja
kiax' MTORC1-fiiggd autofagiat aktivald komplex inaktivacidja
kiax" DEATH-fiiggd autofagiat aktivalo komplex inaktivacioja
JAUEX az autofagiat aktivalé komplex Michaelis-konstansa
kade a sejthalal hattéraktivacioja

kade' AUCO-fligg6 sejthalal aktivacio

kade" Stresszfliggd sejthalal aktivacio

kade"' MTORC1-fiigg6 sejthalal aktivacid

kide a sejthalal hattér-inaktivacioja

kide' autofagia-fiiggd sejthalal inaktivacid

Jdea a sejthalal Michaelis-konstansa

# kezdeti bedllitésok
init AUCO=1.3381e-005, PAUIN=0.0717, AUIN=0.0382, mTOR=0.6370,
AUEX=0.0019, DEATH=0.0044

# differencidlegyenletek

# az AUCO jeldli az autofagia szabalyozd fehérjék aktiv formdjat

AUCO' = (kaac + kaac'*AUIN)* (AUCOT-AUCO)/ (JAUCO + AUCOT-AUCO) - (kiac
+ kiac'*mTOR) *AUCO/ (JAUCO + AUCO)

# a pAUIN jeldli az autofédgia induktor fehérjék aktiv, eldformdjat
PAUIN' = (kapai + kapai'*stress/(l+stress))* (pAUINT-pAUIN) - (kipai +
kipai'*AUCO + kipai"*mTOR + kipai'"*DEATH) *pAUIN

# az AUIN jeloli az autofdgia induktor fehérjék aktiv formdjat
AUIN' = kaal*pAUIN* (AUINT-AUIN)/ (JAUIN + AUINT-AUIN) - (kiai +
kiai'*mTOR) *AUIN/ (JAUIN + AUIN)

# az mTOR jeldli az mTORC1l komplex aktiv formajat
mTOR' = (kamtor + kamtor'*stress/(l+stress) + kamtor"*DEATH) * (mtoT-

mTOR) - (kimtor + kimtor'*AUIN + kimtor"*AUCO) *mTOR

# az AUEX Jjeloli az aktiv autofégidt aktivadld komplex géneket;
feltételezzilk, hogy az autofagidt aktivadld komplex aktiv, akkor az
autofégia is aktiv

AUEX' = (kaax + kaax'*AUCO + kaax"*AUIN) * (AUEXT- AUEX)/ (JAUEX + AUEXT-
AUEX) - (kiax + kiax'*mTOR + kiax"*DEATH)* AUEX / (JAUEX + AUEX)
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# a DEATH jeldli a sejthaldl aktivalédast a sejtben
DEATH' = (kade + kade ' *AUCO + kade"*stress + kade'"*mTOR) * (1-
DEATH) / (Jdea + 1-DEATH) - (kide + kide'*AUEX)*DEATH/ (Jdea + DEATH)

# paraméterek

# az intenziv ER-stressz szimuléacidja: stress=7.5

# a GADD34-hidny szimulédcidja: AUIT=0.1

# az EGCG-/a resveratrol-eldkezelés szimulacidja: kaai=50, kimtor=50

# az EGCG-kezelés szimulacidja intenziv ER-stressz esetén: kaai=50,
kimtor=50, stress=5

# GADD34 hiadny esetén az EGCG-kezelés szimuldcidja intenziv ER-
stresszel kombindlva: kaai=50, kimtor=50, stress=5, AUIT=0.1

p stress=0

p kaac=0.05, kaac'=2, kiac=0.01, kiac'=1l5, JAUCO=0.001, AUCOT=1

p kapai=0.02, kapai'=l, kipai=0.25, kipai'=20, kipai"=0, kipai'"=2,
PAUIT=1

p kaai=7.5, kiai=1.5, kiai'=2, AUINT=1, JAUIN=0.2

p kamtor=0.05, kamtor'=0.03, kamtor"=0.3, kimtor=0.01], kimtor'=0.5,
kimtor"=10, mtoT=1

p kaax=0.075, kaax'=0.15, kaax"=2, kiax=0.1, kiax'=20, kiax"=20,
AUEXT=1, JAUEX=0.2

p kade=0, kade’=0.5, kade”=0.05, kade’”=0.005, kide=0.01, kide’=30,
Jdea=0.1

done
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7. melléklet
Az AMPK, az mTORCI, az ULKI és az autofagia aktivitasanak valtozasa kiilonbozo

kezeléesek hatasara

11. tablazat Irodalmi adatok az AMPK, az mTORCI, az ULK1 és az autofagia
aktivitasanak valtozasara. Az ATG az autofagiat jeloli a tablazatban.

KEZELES MAR PUBLIKALT ADATOK REFERENCIAK
mTORC1 AMPK  ULK1 ATG
+ RAPAMYCIN inaktiv aktiv aktiv aktiv 1,2
+ RESVERATROL inaktiv aktiv aktiv aktiv 3,4,5,6,7
+ EHEZES inaktiv aktiv aktiv aktiv. 8,9, 10, 11,
12,13
+ ULK1 CSENDESITES aktiv inaktiv  inaktiv inaktiv 14, 15, 16
+ ULK1 CSENDESITES + inaktiv  inaktiv  inaktiv  inaktiv 15,17, 18,19
RAPAMYCIN
+ ULK1 CSENDESITES + nincs nincs  inaktiv nincs  nincs adat
RESVERATROL adat adat adat
+ ULK1 CSENDESITES + EHEZES inaktiv aktiv  inaktiv  inaktiv 11,15, 16,
20,21
+TSC1/2 CSENDESITES aktiv inaktiv  inaktiv  inaktiv 11, 22, 23,
24, 26, 27
+ TSC1/2 CSENDESITES+ inaktiv aktiv aktiv / aktiv 22,23, 25,
RAPAMYCIN inaktiv 27, 28, 29,
30, 31, 32
+ TSC1/2 CSENDESITES + aktiv nincs nincs inaktiv 28, 33, 34, 35
RESVERATROL adat adat
+TSC1/2 CSENDESITES + EHEZES aktiv inaktiv  aktiv inaktiv 11, 23, 24,
(Ser317) 36, 37, 38,
/ inaktiv 39, 40, 41, 42
(Ser777)
+ COMPOUND C aktiv inaktiv  inaktiv inaktiv 4,11, 43, 44,
(aktiv) 45, 46, 47,
48, 49
+ COMPOUND C + RAPAMYCIN inaktiv inaktiv nincs aktiv 48
adat
+ COMPOUND C + RESVERATROL aktiv inaktiv  inaktiv inaktiv 44, 50, 51,
52,53, 54, 55
+ COMPOUND C + EHEZES aktiv inaktiv  inaktiv  inaktiv 11, 56,57, 58

1. Campos T,et al. Rapamycin requires AMPK activity and p27 expression for
promoting autophagy-dependent Tsc2-null cell survival. Biochim Biophys
Acta. 2016 Jun; 1863:1200-7. doi: 10.1016/j.bbamcr.2016.03.009

150


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26975583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26975583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26975583

10.

11.

12.

13.

DOI:10.14753/SE.2022.2558

. Whang YM, et al. Rapamycin enhances growth inhibition on urothelial carcinoma

cells through LKB1 deficiency-mediated mitochondrial dysregulation. J Cell
Physiol. 2018 Dec 13. doi: 10.1002/jcp.27979.

Zang M, et al. Polyphenols stimulate AMP-activated protein kinase, lower lipids, and
inhibit accelerated atherosclerosis in diabetic LDL receptor-deficient mice.
Diabetes. 2006 Aug;55(8):2180-91.

Yingying Fan, et al. Resveratrol induces autophagy-dependent apoptosis in HL-60
cells. BMC Cancer. 2018; 18: 581. doi: 10.1186/s12885-018-4504-5.

Gu J,et al. Resveratrol-induced autophagy promotes survival and attenuates
doxorubicin-induced cardiotoxicity. Int Immunopharmacol. 2016 Mar;32:1-7. doi:
10.1016/j.intimp.2016.01.002.

Kueck A, et al. Resveratrol inhibits glucose metabolism in human ovarian cancer
cells. Gynecol Oncol. 2007 Dec;107(3):450-7.

Dohyun Park, et al. Resveratrol induces autophagy by directly inhibiting mTOR
through ATP competition. Sci Rep. 2016; 6: 21772. doi: 10.1038/srep21772.

Shi C, et al. Ambral modulates starvation-induced autophagy through AMPK
signaling pathway in cardiomyocytes. Biochem Biophys Res Commun. 2014 Sep
26;452(3):308-14. doi: 10.1016/j.bbrc.2014.08.017.

Murata Y, et al. Knockdown of AMPKa decreases ATM expression and increases
radiosensitivity under hypoxia and nutrient starvation in an SV40-transformed
human fibroblast cell line, LM217. Biochem Biophys Res Commun. 2018 Jan
22:495(4):2566-2572. doi: 10.1016/j.bbrc.2017.12.141.

Desgeorges MM, et al. Post-transcriptional regulation of autophagy in C2C12
myotubes following starvation and nutrient restoration. Int J Biochem Cell
Biol. 2014 Sep;54:208-16. doi: 10.1016/j.biocel.2014.07.008.

Kim J, et al. AMPK and mTOR regulate autophagy through direct phosphorylation
of UIk1. Nat Cell Biol. 2011 Feb;13(2):132-41. doi: 10.1038/nch2152.

Pyo KE, et al. ULK1 O-GIcNAcylation Is Crucial for Activating VPS34 via
ATG14L during Autophagy Initiation. Cell Rep. 2018 Dec 4;25(10):2878-2890.e4.
doi: 10.1016/j.celrep.2018.11.042.

Murata Y, et al. Knockdown of AMPKa decreases ATM expression and increases

radiosensitivity under hypoxia and nutrient starvation in an SV40-transformed

151


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whang%20YM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30549029
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30549029
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30549029
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16873680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16873680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29788929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5964919/
https://dx.doi.org/10.1186%2Fs12885-018-4504-5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26774212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26774212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kueck%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17825886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17825886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26902888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4763238/
https://dx.doi.org/10.1038%2Fsrep21772
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25117440
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25117440
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murata%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29284117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29284117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Desgeorges%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25043686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25043686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25043686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21258367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21258367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pyo%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30517873
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30517873
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murata%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29284117

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

DOI:10.14753/SE.2022.2558

human fibroblast cell line, LM217. Biochem Biophys Res Commun. 2018 Jan
22;495(4):2566-2572. doi: 10.1016/j.bbrc.2017.12.141.

Hongxi Chen, et al. Downregulation of ULK1 by microRNA-372 inhibits the
survival of human pancreatic adenocarcinoma cells. Cancer Sci. 2017 Sep; 108(9):
1811-1819. doi: 10.1111/cas.13315.

Loffler AS, et al. Ulkl-mediated phosphorylation of AMPK constitutes a negative
regulatory feedback loop. Autophagy. 2011 Jul;7(7):696-706.

Daniel F. Egan, et al. Small molecule inhibition of the autophagy kinase ULK1 and
identification of ULK1 substrates. Mol Cell. 2015 Jul 16; 59(2): 285-297.
doi: 10.1016/j.molcel.2015.05.031.

Chang Hwa Jung, et al. ULK-Atg13-FIP200 Complexes Mediate mTOR Signaling to
the Autophagy Machinery. Mol Biol Cell. 2009 Apr 1; 20(7): 1992-2003.
doi: 10.1091/mbc.E08-12-1249.

Honda S, et al. Ulkl-mediated Atg5-independent macroautophagy mediates
elimination of mitochondria from embryonic reticulocytes. Nat Commun. 2014 Jun
4;5:4004. doi: 10.1038/ncomms5004.

Zhang Y, et al. Cartilage-specific deletion of mTOR upregulates autophagy and
protects mice from osteoarthritis. Ann Rheum Dis. 2015 Jul;74(7):1432-40. doi:
10.1136/annrheumdis-2013-204599.

Giulia Allavena, et al. Suppressed translation and ULK1 degradation as potential
mechanisms of autophagy limitation under prolonged starvation Autophagy. 2016;
12(11): 2085-2097. doi: 10.1080/15548627.2016.1226733

Fiona McAlpine, et al. Regulation of nutrient-sensitive autophagy by uncoordinated
51-like kinases 1 and 2. Autophagy. 2013 Mar 1; 9(3): 361-373.
doi: 10.4161/auto.23066.

Li H, et al. Suppression of the mTORC1/STAT3/Notchl pathway by activated
AMPK prevents hepatic insulin resistance induced by excess amino acids. Am J
Physiol Endocrinol Metab. 2014 Jan 15;306(2):E197-2009. doi:
10.1152/ajpendo.00202.2013.

Wang Y, et al. MTOR inhibition attenuates DNA damage and apoptosis through
autophagy-mediated suppression of CREB1. Autophagy. 2013 Dec;9(12):2069-86.
doi: 10.4161/auto0.26447.

152


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29284117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28677209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5581518/
https://dx.doi.org/10.1111%2Fcas.13315
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Egan%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26118643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26118643
https://dx.doi.org/10.1016%2Fj.molcel.2015.05.031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jung%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19225151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2663920/
https://dx.doi.org/10.1091%2Fmbc.E08-12-1249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24651621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24651621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allavena%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27629431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5103336/
https://dx.doi.org/10.1080%2F15548627.2016.1226733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McAlpine%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23291478
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3590256/
https://dx.doi.org/10.4161%2Fauto.23066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24302004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24302004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24302004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24189100
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24189100

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

DOI:10.14753/SE.2022.2558

Puente C, et al. Nutrient-regulated Phosphorylation of ATG13 Inhibits Starvation-
induced Autophagy. J Biol Chem.2016 Mar 11;291(11):6026-35. doi:
10.1074/jbc.M115.689646.

Hartleben G, et al. Tuberous sclerosis complex is required for tumor maintenance in
MYC-driven Burkitt's lymphoma. EMBO J. 2018 Nov 2;37(21). pii: €98589. doi:
10.15252/embj.201798589.

Kim M, Lee JH. Identification of an AMPK phosphorylation site in Drosophila
TSC2 (gigas) that regulate cell growth. Int J Mol Sci. 2015 Mar 27;16(4):7015-26.
doi: 10.3390/ijms16047015.

Habib SL, et al. Novel mechanism of reducing tumourigenesis: upregulation of the
DNA repair enzyme OGG1 by rapamycin-mediated AMPK activation and mTOR
inhibition. Eur J Cancer. 2010 Oct;46(15):2806-20. doi: 10.1016/j.ejca.2010.06.117.
Alayev A, et al. Resveratrol prevents rapamycin-induced upregulation of autophagy
and  selectively induces apoptosis in  TSC2-deficient cells. Cell
Cycle. 2014;13(3):371-82. doi: 10.4161/cc.27355.

Feng Y, Wu L. mTOR up-regulation of PFKFB3 is essential for acute myeloid
leukemia cell survival. Biochem Biophys Res Commun. 2017 Feb 5;483(2):897-903.
doi: 10.1016/j.bbrc.2017.01.031.

McMahon J, et al. Impaired autophagy in neurons after disinhibition of mammalian
target of rapamycin and its contribution to epileptogenesis. Neurosci. 2012 Nov
7;32(45):15704-14. doi: 10.1523/JNEUROSCI.2392-12.2012.

Pan H, et al. Sustained activation of mTORC1 in macrophages increases AMPKa-
dependent autophagy to maintain cellular homeostasis. BMC Biochem. 2016 Jul
7;17(1):14. doi: 10.1186/s12858-016-0069-6.

Castets P, et al. Sustained activation of mTORC1 in skeletal muscle inhibits
constitutive and starvation-induced autophagy and causes a severe, late-onset
myopathy. Cell Metab. 2013 May 7;17(5):731-44. doi: 10.1016/j.cmet.2013.03.015.
Garcia-Aguilar A, et al. 006. TSC2 N-terminal lysine acetylation status affects to its
stability modulating mTORC1 signaling and autophagy. Biochim Biophys
Acta. 2016 Nov;1863(11):2658-2667. doi: 10.1016/j.bbamcr.2016.08.

Alayev A, et al. Combination of Rapamycin and Resveratrol for Treatment of
Bladder Cancer. J Cell Physiol. 2017 Feb;232(2):436-446. doi: 10.1002/jcp.25443.

153


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puente%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26801615
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26801615
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hartleben%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30237309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30237309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25826530
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25826530
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25826530
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Habib%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20656472
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20656472
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alayev%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24304514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feng%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28082200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28082200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28082200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McMahon%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23136410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23136410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23136410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pan%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27387347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27387347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castets%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23602450
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23602450
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa-Aguilar%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27542907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27542907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27542907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alayev%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27225870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27225870

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

DOI:10.14753/SE.2022.2558

Liu M, et al. Resveratrol inhibits mTOR signaling by promoting the interaction
between mTOR and DEPTOR. Biol Chem. 2010 Nov 19;285(47):36387-94. doi:
10.1074/jbc.M110.169284.

Yonggiang Chen, et al. Hyperactivation of Mammalian Target of Rapamycin
Complex 1 (mTORC1) Promotes Breast Cancer Progression through Enhancing
Glucose Starvation-induced Autophagy and Akt Signaling. J Biol Chem. 2014 Jan
10; 289(2): 1164-1173. doi: 10.1074/jbc.M113.526335.

Thiepold AL, et al. Mammalian target of rapamycin complex 1 activation sensitizes
human glioma cells to hypoxia-induced cell death. Brain. 2017 Oct 1;140(10):2623-
2638. doi: 10.1093/brain/awx196.

Demetriades C, et al. Regulation of TORC1 in response to amino acid starvation via
lysosomal recruitment of TSC2. Cell.2014 Feb 13;156(4):786-99. doi:
10.1016/j.cell.2014.01.024.

Chen Y, et al. Hyperactivation of mammalian target of rapamycin complex 1
(mTORC1) promotes breast cancer progression through enhancing glucose
starvation-induced autophagy and Akt signaling. J Biol Chem. 2014 Jan
10;289(2):1164-73. doi: 10.1074/jbc.M113.526335.

Ng S, et al. Impaired autophagy due to constitutive mTOR activation sensitizes
TSC2-null cells to cell death under stress. Autophagy. 2011 Oct;7(10):1173-86. doi:
10.4161/auto.7.10.16681.

Lee CH, et al. Constitutive mTOR activation in TSC mutants sensitizes cells to
energy starvation and genomic damage via p53. EMBO J. 2007 Nov 28;26(23):4812-
23.

Gao X, et al. Nat Tsc tumour suppressor proteins antagonize amino-acid-TOR
signalling. Cell Biol. 2002 Sep;4(9):699-704.

Wang XH, et al. Lipopolysaccharide induces autophagy by targeting the
AMPKmMTOR pathway in Human NasalEpithelial Cells. Biomed Pharmacother. 2017
Dec;96:899-904. doi: 10.1016/j.biopha.2017.12.011.

Song J, et al. Resveratrol reduces intracellular reactive oxygen species levels by
inducing autophagy through the AMPK-mTOR pathway. Front Med. 2018
Dec;12(6):697-706. doi: 10.1007/s11684-018-0655-7.

154


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20851890
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20851890
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20851890
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24275666
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3887183/
https://dx.doi.org/10.1074%2Fjbc.M113.526335
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thiepold%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28969371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28969371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Demetriades%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24529380
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24529380
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24275666
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24275666
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ng%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21808151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21808151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17962806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17962806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gao%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12172555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12172555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12172555

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

DOI:10.14753/SE.2022.2558

Cheruiyot A, et al. Compound C inhibits nonsense-mediated RNA decay
independently of AMPK. PL0oS One. 2018 Oct 5;13(10):e0204978. doi:
10.1371/journal.pone.0204978. eCollection 2018.

Song Y, et al. AMPK activation-dependent autophagy compromises oleanolic acid-
induced cytotoxicity in human bladder cancer cells. Oncotarget. 2017 Jul
4;8(40):67942-67954. doi: 10.18632/oncotarget.18980.

Jang JE, et al. AMPK-ULK1-Mediated Autophagy Confers Resistance to BET
Inhibitor JQ1 in Acute Myeloid Leukemia Stem Cells. Clin Cancer Res. 2017 Jun
1;23(11):2781-2794. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-16-1903.

Zhao X, et al. Compound C induces protective autophagy in human
cholangiocarcinoma cells via Akt/mTOR-independent pathway. J Cell
Biochem. 2018 Jul;119(7):5538-5550. doi: 10.1002/jch.26723.

Sun L, et al. Shear Stress Induces Phenotypic Modulation of Vascular Smooth
Muscle Cells viaAMPK/mTOR/ULK1-Mediated Autophagy. Cell Mol Neurobiol.
2018 Mar;38(2):541-548. doi: 10.1007/s10571-017-0505-1.

Ido Y, et al. Acute activation of AMP-activated protein kinase prevents H202-
induced premature senescence in primary human Kkeratinocytes. PLO0S
One. 2012;7(4):e35092. doi: 10.1371/journal.pone.0035092.

Gu J, et al. Resveratrol-induced autophagy promotes survival and attenuates
doxorubicin-induced cardiotoxicity. Int Immunopharmacol. 2016 Mar;32:1-7. doi:
10.1016/j.intimp.2016.01.002.

Vingtdeux V, et al. AMP-activated protein kinase signaling activation by resveratrol
modulates amyloid-beta peptide metabolism. J Biol Chem.2010 Mar
19;285(12):9100-13. doi: 10.1074/jbc.M109.060061.

Fan Y, et al. Resveratrol induces autophagy-dependent apoptosis in HL-60 cells.
BMC Cancer. 2018 May 22;18(1):581. doi: 10.1186/s12885-018-4504-5.

Yu 'Y, et al. Resveratrol Suppresses Matrix Metalloproteinase-2 Activation Induced
by Lipopolysaccharide in Mouse Osteoblasts via Interactions with AMP-Activated
Protein Kinase and Suppressor of Cytokine Signaling 1. Molecules. 2018 Sep
12;23(9). pii: E2327. doi: 10.3390/molecules23092327.

155


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheruiyot%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30289931
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Compound+C+inhibits+nonsense-mediated+RNA+decay+independently+of+AMPK
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28978086
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28978086
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jang%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27864418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27864418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29384220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29384220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29384220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ido%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22514710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22514710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22514710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26774212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26774212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vingtdeux%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20080969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20080969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29788929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29788929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30213073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30213073

DOI:10.14753/SE.2022.2558

55. Liu Y, et al. Resveratrol inhibits the proliferation and induces the apoptosis in
ovarian cancer cells via inhibiting glycolysis and targeting AMPK/mTOR signaling
pathway. J Cell Biochem. 2018 Jul;119(7):6162-6172. doi: 10.1002/jcb.26822.

56. 0Oh TS, et al. Hypothalamic AMPK-induced autophagy increases food intake by
regulating NPY and POMC expression. Autophagy. 2016 Nov;12(11):2009-2025.
57.Li L, et al. Starvation-induced autophagy is regulated by mitochondrial reactive
oxygen species leading to AMPK activation. Cell Signal. 2013 Jan;25(1):50-65. doi:

10.1016/j.cellsig.2012.09.020.

58. Ching JK, et al. A role for AMPK in increased insulin action after serum starvation.
Am J Physiol Cell Physiol. 2010 Nov;299(5):C1171-9. doi:
10.1152/ajpcell.00514.20009.

156


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29663499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29663499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oh%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27533078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27533078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23000343
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23000343
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ching%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20810907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20810907

DOI:10.14753/SE.2022.2558

8. melléklet
AMPK foszforilacios helyek keresése az ULKI fehérjével kolcsonhatasba keriilo

fehérjéken elméleti modszerek segitségével

Az ULKI1 fehérjével kapcsolatba keriild fehérjéket a kdvetkezd, ingyenesen elérhetd
adatbazisok segitségével gytijtottiik ki:

e BioGrid (https://thebiogrid.org/),

e DIP (https://dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi),

e MINT (https://mint.bio.uniroma2.it/),

e InnateDB (https://www.innatedb.com/),

e IntAct (https://www.ebi.ac.uk/intact/).
A tablazat els6 két oszlopaban talalhatok a kigyljtott kolcsonhatd partnerek, és az

ezeket leiro referencidk (12. tablazat, Interaktor, Referencia oszlop).

1 AMPKA1 1 AMPKA1

52 input sequences 10 input sequences
'1,;r7\ln|zl=<r:pz;4'|- mmmmmmm ~Ne NN ® O® T QO QN T e - 8 m o3 0 © ~c
o

1. dabra. Az AMPK konszenzus foszforilacios motivumai. A felsé sorban az AMPKI
(PRKAAI gén) konszenzus szerin és treonin foszforilacios motivumai, az also sorban az
AMPK?2 (PRKAA?2 geén) konszenzus szerin és treonin foszforilacios motivumai lathatok.
Minél nagyobb egy adott betii az adott pozicioban, anndl nagyobb a valosziniisége,
hogy ott az adott aminosav raldlhato meg.

Ezt kovetéen a taldlt kolcsonhatdo fehérjék szekvencidiban potencidlis AMPK
foszforilacios helyeket kerestiink a Group-based Prediction System 5.0-val

(http://gps.biocuckoo.cn/).
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A fehérjék szekvencidit az UniProt adatbazisbdl toltottiik le (https://www.uniprot.org/).
A kiiszobérték magas volt a foszforilacios hely keresésekor. A tablazat a szerin és
kornyékén, és a joslas pontszamat tartalmazza. A joslas pontszamat a GPS algoritmus
kalkuldlja az adott foszforilacios hely értékeléséhez. Minél nagyobb ez a pontszam,
annal inkabb lehetséges foszforilacids hely az adott aminosav (http://gps.biocuckoo.cn/)
(12. tablazat).

A talalt foszforilacios helyeket ezutan a NetPhos 3.1 segitségével -ellendriztik
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos). Azokat a foszforilaciés helyeket jeloltiik,
ahol a foszforilaciot végzé kindz ismeretlen volt (ez a NetPhos oszlop a tablazatban). Ha
a predikcio értéke 0,5 feletti az adott pozicidra, akkor az nagy valdszinliséggel
ténylegesen is egy foszforilacios hely (12. tdblazat).

A foszforilacios helyeket ezenkiviil a PhosphositePlus segitségével is ellendriztiik
(https://www.phosphosite.org/homeAction.action). Ez az adatbazis tartalmazza az
AMPK konszenzus foszforilacios szekvencidjat, amit tobb, mar ismert foszforilacios
motivumanak felhasznalasaval allitottak Ossze (1. abra). A konszenzus foszforilacios
szekvenciaval megegyez6 aminosavakat a peptidszakaszban pirossal jeloltik (12.
tablazat, a peptid szakasz oszlopban).
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12. tablazat AMPK foszforilacios hely keresés az ULKI fehérjével kolcsonhato fehérjék

szekvenciaiban.
AMPK foszforilacios hely NetPhos
Erték
Interaktor | Referencia Pozicio Amino- Peptid szakasz Erték |sm¢.ere'tlen
sav kinaz
esetén
SDCBP Tomoda et |88 S QLVARPSINYMVAP {14,028
al, 2004 88 S QLVARPS-INYMVAP |66,738
145 |S VQLVQANSPASLVGL |58,233
263 |T DILSTSGTVVTITIM 66,858
PRKAA2/A |Behrends [338 |S RRIMNQASEFYLASS | 13,204
MPK2 etal, 2010 {410 |S HLGIRSQSKPYDIMA  |12,914
483 |S VVEQRSGSSTPQRSC 12,722
491 |S STPQRSCSAAGLHRP | 16,446
500 |S AGLHRPRSSFDSTTA 12,988 |0,995
491 |S STPQRSCSAAGLHRP | 63,602
172 |T SDGEFLRTSCGSPNY {65,004
348 |S YLASSPPSGSFMDDS |57,736 |0,982
511 |S STTAESHSLSGSLTG | 58,6 0,982
PPPICA Eit%i;et 22 S RLLEVQGSRPGKNVQ | 14,516
zg‘;;ta" 22 s RLLEVQGSRPGKNVQ | 74,086
MAP1LC3A |Alemu et
al, 2012 i i i i i
MAP1LC3B |Alemu et
al, 2012 i i i i i
MAPLLC3C /::'egli;t 93 s YLLVNNKSLVSMSAT | 64,808
93 S YLLVNNKSLVSMSAT | 58,465
GABARAPL1 | Alemu et
al, 2012 i i i i i
GABARAPL2 | Alemu et
al, 2012 i i i i i

159



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC374236/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC374236/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2901998/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2901998/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3275796/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3275796/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ULK1+O-GlcNAcylation+Is+Crucial+for+Activating+VPS34+via+ATG14L+during+Autophagy+Initiation
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ULK1+O-GlcNAcylation+Is+Crucial+for+Activating+VPS34+via+ATG14L+during+Autophagy+Initiation
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3501051/

DOI:10.14753/SE.2022.2558

AMBRAL ggi'; etal logs |7 PSTERPRTSAYIRLR 13,434
612 |S SFESVPSSGSQLPPL 13,492 | 0,966
684 |S QDMPEESSEEDSLRR | 13,312 | 0,997
740 |s QYLSRRDSIRQRSMR | 17,136 | 0,996
757 |T QNRLRSSTSSSSSDN | 13,374
950 |s NAISVSLSPMGRYVM | 12,996 | 0,964
1169 |S AVVQREQSTTMASMG |14,09 |0,956
55 S ELPDSPRSTFLLAFS 63,687
284 |T PSTERPRTSAYIRLR 67,941
612 |S SFESVPSSGSQLPPL 71,749 | 0,966
740 | QYLSRRDSIRQRSMR | 66,558 | 0,996
1211 |[s SSPQPSTSRGLLPEA | 64,174 | 0,678
148 |T ASLAFHPTAQLLLIA 69,422
428 |s RTVLSLNSRSEAESM  |59,842 |0,972
443 |s PPPRTSASSVSLLSV 61,382
593 s RTTPNYSSGEASSSW | 59,224 | 0,983
948 |5 GPNAISVSLSPMGRY | 61,124
1097 |T LQPRNPATSVTSQGT ~ |58,839
1209 |s HTSSPQPSTSRGLLP  |59,429 |0,988
TRAF6 Nazio et al, |28 S VAMASSCSAVTKDDS | 67,077
2013 268 |S HLQENTQSHMRMLAQ. | 66,925
486 |T LEALRQRTFIKDDTL 61,715
RALB ngfr;g;{‘ 182 |s EIRTKKMSENKDKNG | 13,214 |0,986
EXOCS8 Bodemann |78 S I[ETAREISYLESEMY 13,048 | 0,996
(exo84) etal, 2011 |151 S GGASRDGSGPGEEGK | 13,068 [0,985
416 |S KATRRAVSQLIRLGQ  |12,932 |0,756
333 |s EEEKVDLSMEWIQEL | 68,663 |0,977
372 |s HYLEDKPSPPPVKEL | 64,265
EXOC2 Bodemann |691 |S THLSVDVSSPDLFGS ~ |13,07 |0,963
(sec5) etal, 2011 |905 S ELLNKFKSSMHLQLT 13,235
86 S KSGGRGTSTVSFKLL | 65,323 |0,951
691 |S THLSVDVSSPDLFGS | 58,677 |0,963
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3038590/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3038590/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3038590/

DOI:10.14753/SE.2022.2558

SQSTM1 Roetal, 24 S AREIRRFSFCCSPEP 13,236  |0,995
2014 349 S SSKEVDPSTGELQSL  |13,606 |0,988
284 S STEEKSSSQPSSCCS 63,501 0,944
294 S SSCCSDPSKPGGNVE | 64,675
24 S AREIRRFSFCCSPEP 69,085 0,995
ATG101 Mercer et
al, 2009 | ' ' ] ]
Hosokawa
et al, 2009
OCLN McKenzie |69 S PGVIRILSMLIIVMC 14,869
etal, 2006 |471 S LDDYREESEEYMAAA |14,626 0,991
471 S LDDYREESEEYMAAA |75,274  |0,991
ATG13 ;'Oeltsal' 265 |S  |TSPPSQLSSSRLSYQ  |71,872  |0,922
Nazio et al,
2013
Hosokawa
et al, 2009
MUL1 Li et al, 235 S SLLORQESSVRLWKV [19,752 0,869
2015 235 S SLLQRQESSVRLWKV | 77,466 0,869
235 S SLLQRQESSVRLWKV | 65,851 0,869
HTT Ruietal, [350 S KEMEVSPSAEQLVQV |14,978 |0,978
(huntingtin) (2015 417 S ESGGRSRSGSIVELI 15,878 |0,824
419 S GGRSRSGSIVELIAG 18,337 0,996
689 S VHCVRLLSASFLLTG  |18,091
710 S PDRDVRVSVKALALS | 14,107 0,997
958 S VAVARDQSSVYLKLL |16,059
1347 |S GRAQRLGSSSVRPGL |15,103 0,798
2057 |[S QRHQRLYSLLDRFRL  |13,803 0,854
2335 [T SPERRTNTPKAISEE 13,591 0,989
261 S AFIANLKSSSPTIRR 64,056
350 S KEMEVSPSAEQLVQV | 63,942 0,978
417 S ESGGRSRSGSIVELI 63,832 0,824
419 S GGRSRSGSIVELIAG 74,006 |0,996
689 S VHCVRLLSASFLLTG  |70,483
781 S TLICSILSRSRFHVG 67,682
958 S VAVARDQSSVYLKLL |69,815
1399 |T DVLQKVSTQLKTNLT | 64,007
1511 |S LSYERYHSKQIIGIP 66,971 0,549
1573 |S TQKEVVVSMLLRLIQ | 65,453
1864 |S TPKRHSLSSTKLLSP 64,319 0,756
1965 |S QSRCENLSTPTMLKK | 64,188
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419 |s | GGRSRSGSIVELIAG |60,768 |0,996
459 |S  |EDDSESRSDVSSSAL |62,002 |0,966
501 |S  |ITEQPRSQHTLQAD |58,103 |0,735
518 |T  |DLASCDLTSSATDGD |58,078
561 |S | ASSPISDSSQTTTEG  |57,625
1173 |T  |KAALPSLTNPPSLSP  |60,86
1177 |S  |PSLTNPPSLSPIRRK  |74,373
1204 |S  |PLSPKKGSEASAASR |58,379 |0,572
1862 |S  |QQTPKRHSLSSTKLL |63,882  |0,998
2072 |S  |STMQDSLSPSPPVSS |59,111  |0,994
2217 |S | GDAALYQSLPTLARA |75,916
2409 |T  |LPLVNSYTRVPPLVW |58,021
2655 |S | APSSPPTSPVNSRKH |71,185  |0,996
MEFV Kimuraet |208 |S |VRLRRNASSAGRLQG |17,006
(trim20) al, 2015 209 S RLRRNASSAGRLQGL 13,124 |0,855
638 |S |DGPQRFDSCIVLGS |[13,22
757 |S | GPLQPIFSPGTRDGG |12,901
208 |S  |VRLRRNASSAGRLQG |66,872
209 |S  |RLRRNASSAGRLQGL |63,625 |0,855
570 |S  |KSEFVEKSTKYFSET  |64,268
757 |S | GPLQPIFSPGTRDGG |63,676
NLRP3 Kimuraet |265 |S  |YIHCREVSLVTQRSL |64,802
al, 2015 428 |S  |GLKQQMESGKSLAQT |69,889  [0,98
519 |S  |VDCEKFYSFIHMTFQ |66,391
169 |T  |VSLNKRYTRLRLIKE  |58,483
198 |S | GKTKTCESPVSPIKM |61,908 |0,955
295 |S  |HKIVRKPSRILFLMD | 69,057 |0,909
970 |S  |TLLTSSQSLRKLSLG  |66,729
TRIM21 :;’”;‘gfset 327 |S | GNEERFDSYPMVLGA |67,33
IRGM grazléqasn o6 S | WDLPGTGSATTTLEN |68,491
GABARAP Alemu et
al, 2012 i i i i i
Okazaki et
al, 2000
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FLCN Dunlopet [130 S QACVRSLSCEVCPGR [13,007 |0,812
al, 2014 171 S RGFQRWYSIITIMMD | 15,534
246 S RSLTSLTSDDNLWAC |12,962
573  |T MSTVRSPTASESRN* | 14,322
491 T NKIEAALTNQNLSVD |65,147
532 |T DSRPKEDTQKLLSIL | 64,13  [0,964
NEDD4L |Nazioetal, |127 |T PTMERPYTFKDFLLR |13,906 |0,962
2016 342 S SSRLRSCSVTDAVAE |16,143 (0,997
446 S PQIRRPRSLSSPTVT  |13,228 (0,995
448 S IRRPRSLSSPTVTLS 16,143
941 |T EKLPRAHTCFNRLDL | 14,267
127  |T PTMERPYTFKDFLLR |65,432 |0,962
137 S DFLLRPRSHKSRVKG [69,912 [0,993
342 S SSRLRSCSVTDAVAE [73,903 |0,997
446 S PQIRRPRSLSSPTVT  |63,639 (0,995
446 S PQIRRPRSLSSPTVT  |58,537 (0,995
769 |T WILENDPTELDLMFC |[57,965
BIRC2 Mukhopad (500 |T HDIIKQKTQIPLQAR 12,784
(ciapl) hyay etal, [580 S VCMDKEVSVVFIPCG |13,305 |0,753
2016 174 |T EDISSSRTNPYSYAM | 65,8
580 S VCMDKEVSVVFIPCG | 64,358
14 S QRLFPGPSYQNIKSI  |59,293
157 S SGSYSSLSPNPLNSR  [57,583 |0,769
500 [T HDIIKQKTQIPLQAR | 76,211
CCDC53 Huttlinet [191 S ESSDSESSFSD**** | 65972 (0,991
al, 2017 11 S DGLPLMGSGIDLTKV |60,072
75 S ILDAKLSSIPGLDDV  |63,391
TRIM16 Chauhan et
al, 2016 i i i i i
TRIM25 Choudhury | 158 S DLLRRKCSQHNRLRE | 15,79
etal, 2017 |286 S QILLKKKSEIQTLKE 57,811 |0,87
429 S AAAKATSSHPNSTSL |57,85
ATG16L1 |Lietal, 265 T RAISRAATKRLSQPA |13,841 |0,974
2017 289 S IFGRRSVSSFPVPQD | 12,854 (0,804
265 |T RAISRAATKRLSQPA 69,289 (0,974
590 S VAWSPSGSHVVSVDK | 64,01
370 |T SGSNAGITSIEFDSA 62,38 |0,619
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NEDD4  |Peietal, |76 S | QERSSVPSSENVNKK |13,539 |0,95
2017 232 |S  |EIFSRSTSTDPFVQD | 14,651 |0,989
265 |S  |IPLKRYSSLVIFPRS 13,755
280 |S  |PSTTRPTSPTSLCTL  |14,099 |0,998
349 |S  |RPLHRKGSLQKKIVL | 15,743
444 |s | GELERPHSQMNKNHG |15,172 |0,932
458 |S | GILRRSISLGGAYPN  |14,548 |0,865
508 |T  |RDSNRDCTNELSNSC |13,231
544 |T  |PRLERPYTFKDFVLH |156  |0,962
1285 |T  |EKLPRAHTCFNRLDL |15,215
1297 |S  |LDLPPYESFEELWDK [12,773 |0,744
265 |S  |IPLKRYSSLVIFPRS 64,206
280 |S  |PSTTRPTSPTSLCTL  |65,473 |0,998
349 |S  |RPLHRKGSLQKKIVL  |70,342
402 |S | GDCKPEMSEIKLNSD |65,923
458 |S  |GILRRSISLGGAYPN  |64,307 |0,865
783 |S  |KQDERGRSYYVDHNS |63,908 |0,987
16 T |FAARRSNTYPLSETS  |65,568
56 T  |MKLTPRQTALAPLIK  |58,034 |0,592
265 |S  |IPLKRYSSLVIFPRS 61,71
420 |S  |IKLMHRTSACLPSSQ  |60,69
544 |T  |PRLERPYTFKDFVLH  |58,219 |0,962
1250 |S  |LQFVTGTSRVPMINGF |57,402
BECN1 S G g T |RVTIQELTAPLLTTA  |64,961
al, 2015
Park et al,
2016
Pei et al,
2017
SESN2 Egl‘ia" 294 |S | FELEKSESLLVTPSA 68,432
Kumar et
al, 2018
PP2A Wongetal,[167 |S | MVDLMVEASPRRIFAN |12,735 |0,971
2015 194 |S  [SDYETYLSADDLRIN  |64,07 |0,985
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OGT Pyoetal, |20 S EPTKRMLSFQGLAEL |16,184 |0,929
2018 20 S EPTKRMLSFQGLAEL | 68,551 |0,929
325 T TALRLCPTHADSLNN |62,376
491 S ERMKKLVSIVADQLE |60,755
- T :)NADSSNTALNMPV 57.968
E2F4 Polageret |161 S LLAIRAPSGTSLEVP |14,553 |0,989
al, 2008 161 S LLAIRAPSGTSLEVP 60,999 |[0,989
301 S LDTRPLQSSALLDSS |61,733
313 S DSSSSSSSSSSSSSN | 57,436 | 0,99
316 S SSSSSSSSSSSNSNS (61,89 0,988
321 S SSSSSSNSNSSSSSG | 57,443 0,963
USP10 Behrends |76 S DTLPRTPSYSISSTL | 15,758
etal, 2010 (674 T VEISRRVTLEKLPPV |15,015 |0,953
35 S SVELPPYSGTVLCGT |68,183
76 S DTLPRTPSYSISSTL | 64,269
674 T VEISRRVTLEKLPPV |66,781 |0,953
172 S DGGDDSISTEALVNG | 73,767 |0,984
PRKAB2 Behrends |108 S TKIPLIKSHNDFVAI 13,193 |0,914
etal, 2010 (204 S RSEERFKSPPILPPH |15,211 |0,913
249 S YALSIKDSVMVLSAT |13,491
177 S SMESSETSCRDLSSS [72,643 |0,996
182 S ETSCRDLSSSPPGPY |69,145 |0,96
PRKAA1 Behrends |415 S HLGIRSQSRPNDIMA | 14,281 |0,943
etal, 2010 (496 S ATPQRSGSVSNYRSC [13,359 (0,995
508 S ESCQRSDSDAEAQG 17,644 0,991
496 S ATPQRSGSVSNYRSC [64,289 |[0,995
183 T SDGEFLRTSCGSPNY |61,357
415 S HLGIRSQSRPNDIMA | 61,644 |0,943
SYNGAP1 |Tomodaet |87 S KLLRRTVSVPVEGRP |14,854
al, 2004 109 S LGRSRRKSVPGGKQY | 15,647 |0,998
- . XPGGKQYSMEGAPA 13312 |0,98
146 S SSIKRTKSQPKLDRT |[17,801 |0,993
155 S PKLDRTSSFRQILPR |16,448 |0,874
i) . ZSKPRSASGDTVFW 13.25 0.796
590 S DIADRLISASLFLRF 14,507
690 S IDLGRELSTLHALLW | 14,315
842 S LDSVNKSVSMLDLQG 13,787 0,973
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859 |S | GGRLNSSSVSNLAAV | 13,049 0,879
1023 |S  |DFTRRQLSLQDNLQH [14,363 |0,997
1088 |S  |AQKPRPSSGNLLQSP |15,915
109 |S  |LGRSRRKSVPGGKQY |69,873 |0,998
139 |S  |FLSRRLKSSIKRTKS |66,886 |0,946
146 |S  |SSIKRTKSQPKLDRT |74,971 |0,993
155 |S  |PKLDRTSSFRQILPR |66,47 |0,874
678 |S  |DTLTNSSSFEGYIDL |63,618
859 |S  |GGRLNSSSVSNLAAV | 64,888 |0,879
1023 |S  |DFTRRQLSLQDNLQH |66,758 |0,997
1088 |S  |AQKPRPSSGNLLQSP |68,034
109 |S  |LGRSRRKSVPGGKQY 71,321 |0,998
146 |S  |SSIKRTKSQPKLDRT |59,488 |0,993
182 |S  |QSFKESHSHESLLSP |59,323 |0,995
765 |S  |YMMRDLNSSIDLQSF | 74,362 |0,953
1088 |S  |AQKPRPSSGNLLQSP |60,717
ATG4B Behrends |121 |S  |AFIDRKDSYYSIHQI |15,153 |0,996
etal, 2010 |262 |S  |VIGGKPNSAHYFIGY |13,497
22 T | EFEDFPETSEPVWIL |65,93 |0,849
48 S | EILSDVASRLWFTYR |63,822
160 |T  |KKLAVFDTWSSLAVH |63,58
309 |S  |QHPPCRMSIAELDPS |58,995 |0,99
RB1CC1/ [Jungetal,
200 oo 658 |S  |ASSPRMESTAGITTT |14,08 |0,755
szlr'ezngfo 1372 |S  |KDLIESLSEDRARLL [12,83 |0,929
Nazio et al, ADEGRVDSAMETSM
013 1436 |s | 13,104 |0,994
238 |T  |KAEMKRSTELVLSPD |66,126
824 |T  |EDLCHFRTFVQKEQC |71,039
1396 |S  |VSKLRSSSFVPSPYV |63,554 0,976
637 |S |QTITDLLSEQKASVS |60,121
670 |T  |TTTTSPRTPPPLTVQ |59,841
1394 |S  |EEVSKLRSSSFVPSP |58,694
1532 |S  |PTLYFLHSESLPALD |62,359
CDC37 Behrends |19 T | VSDDEDETHPNIDTA | 63,674
etal, 2010 |150 |T  |VREQKHKTFVEKYEK |65,076
MLST8 Dunlop et
al, 2011 i i i i -
G3BP1 Behrends |162 |T  |EPEERQQTPEVVPDD |14,774 |0,993
etal, 2010 |232 |S  |EDAQKSSSPAPADIA |12,897 [0,993
286 |S | ASQPRPESKPESQIP |14,444 |0,989
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373 S VVELRINSGGKLPNF |14,294
149 S VTEPQEESEEEVEEP |68,136 |0,989
162 T EPEERQQTPEVVPDD | 69,493 |0,993
232 S EDAQKSSSPAPADIA |71,164 0,993
250 S QEDLRTFSWASVTSK | 64,192
PRKAG1 Behrends 211 T IAMVRTTTPVYVALG |13,712 |0,979
etal, 2010 |125 S REVYLQDSFKPLVCI |65,419 (0,84
FEZ1 McKnight |[228 S YEGLRHMSGSELTEL |13,056 |0,992
etal, 2012 |316 S QMPLKRFSMEGISNI [13,273 |0,996
228 S YEGLRHMSGSELTEL | 69,455 |0,992
TBCID14  flongattiet 14, S | VHVRRKQSDSDLIPE |14,004 |0,996
al, 2012
128 S EQSVRKSSTFPRTGY |[13,422 0,932
441 S KERWRSLSTGGSEVE |12,686 |0,994
158 S SDDVSVCSVSSLGTE | 66,563
473 T IKLDISRTFPNLCIF 63,774
91 S VHVRRKQSDSDLIPE |63,809 |0,996
185 S LDLVVTSSSSAIVTL | 60,277
531 S ADAFIAFSNLLNKPC |60,578
CBLB Qinetal, |[437 S DEGSRCCSIIDPFGM | 14,358 |0,99
2016 476 S KCTDRQNSPVTSPGS |12,863 | 0,996
- . (KERHSRVGSDPVLMR 17.125
800 S SSLNRTPSDYDLLIP 17,353 |0,995
847 S GSSSRPSSGQDLFLL [17,478 (0,998
144 T SQDRRNLTKLSLIFS |68,367
368 S ELYCEMGSTFQLCKI |64,769
i o ERHSRVGSDPVLI\/IR 70,352
695 S GPLANSLSEKTRDPV | 64,036
785 T LPPARPPTRDNPKHG |67
800 S SSLNRTPSDYDLLIP  |68,507 |0,995
847 S GSSSRPSSGQDLFLL |69,106 0,998
437 S DEGSRCCSIIDPFGM | 75,176 |0,99
476 S KCTDRQNSPVTSPGS | 69,907 |0,996
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TBC1D5  |Popovicet |44 S |KNGRRTSSTLDSEGT |13,51 0,997
al, 2014  |522 |s | QRLMKSESMPVQLNK |12,688
541 |S  |KNISSSPSVESLPGG  |13,921 0,996
574 |S  |SNISRSRSHSKTMGR |16,237 |0,997
584 |S  |KTMGRKESEEELEAQ [17,335 |0,998
541 |S  |KNISSSPSVESLPGG  |65,543 0,996
574 |S  |SNISRSRSHSKTMGR |67,925 |0,997
584 |S  |KTMGRKESEEELEAQ |73,717 |0,998
767 |S  |DPLMGPASASSSNPS |65,754
44 S |KNGRRTSSTLDSEGT |59,17 |0,997
470 |S | NFGRKLISPAMAPGS |61,094 0,88
574 |S  |SNISRSRSHSKTMGR |68,899 |0,997
759 |S  |VCSPLVFSDPLMGPA |57,987
PDK1 Qinetal, [410 |S |GLPQRSGSNIEQYIH |13,154 |0,995
2016 549 | \éWRQRYQSHPDAAV 15,461 |0,998
94 S |ILGEGSFSTVVLARE  |64,902
398 |S  [SSSSHSLSASDTGLP  |64,868 |0,996
16 S |YDAVPIQSSVVLCSC | 61,359
22 S | QSSVVLCSCPSPSMV | 62,205
94 S |ILGEGSFSTVVLARE  |57,694
393 |S | MQVSSSSSSHSLSAS 163,119 |0,833
PRKABL1  |Behrends |24 S |HKTPRRDSSGGTKDG |15,978 |0,998
etal, 2010 |108 S SKLPLTRSHNNFVAI 13,659
24 S |HKTPRRDSSGGTKDG |64,448 |0,998
25 S |KTPRRDSSGGTKDGD |64,318 |0,986
108 |S  |SKLPLTRSHNNFVAI  |64,453
i ;’\I’,ezbgizr ® 1324 |s |TAFWRATSEEDMAQD |13,604 |0,997
Zhang et al,
2018
ATG5 Nishimura |18 T  |VWFGRIPTCFTLYQD |13,757
etal, 2013 |43 S |YLLLPRVSYLTLVTD  |59,562
NRBF2 Behrends |,y |7 |IFDRDPDTLLYLLQQ  |65,252
et al, 2010
NIPSNAP2 |Behrends |32 T |SLLPRLRTWTSSSNR | 14,904
etal, 2010 |158 |S  |LEFRKARSDMLLSRK |13,021
44 S |SNRSREDSWLKSLFV |67,396 |0,993
158 |S  |LEFRKARSDMLLSRK |58,633
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ZFYVE1/DF |Joachim et [145 T ETKRKKMTEKVVSFL |12,68 [0,931
CP1 al, 2017 78 S CDLCKGLSGHLPGVR |64,238
145 T ETKRKKMTEKVVSFL |68,198 [0,931
21 S PGLMCQESYACSGTD |62,356
572 S NFMAQSVSELSLGPT |59,661
DISC1 Sugisetal, |24 S GVSHRAGSRDCLPPA [13,413 (0,987
2019 267 S RCLSRPFSLLATRVS 15,095 |0,966
24 S GVSHRAGSRDCLPPA |66,582 (0,987
267 S RCLSRPFSLLATRVS 71,471 |0,966
285 S AQAARNSSRPERDMH | 63,822 |0,99
133 S TRLPDRLSWPCGPGS |58,468 |0,972
211 S SAFTSSFSFIRLSLG 69,825 [0,894
271 T RPFSLLATRVSADLA  |57,449
285 S AQAARNSSRPERDMH [57,621 0,99
301 S LPDMDPGSSSSLDPS 70,121 [0,922
WASHC3  |Huttlinet [191 S ESSDSESSFSD**** 65,972 (0,991
al, 2017 11 S DGLPLMGSGIDLTKV | 60,072
75 S ILDAKLSSIPGLDDV 63,391
ATG9a Longatti et [333 S ALGARCWSLYGRCYL |13,239
al, 2012 461 T GNAHRSQTRDEFAQL |13,831 |0,988
738 S HRRESDESGESAPDE |12,874 |0,997
761 S QSIPRSASYPCAAPR  [15,294 (0,971
799 S GTVPRVPSHFSRLPL 13,622
48 S ENLDLFFSRVYNLHQ, |64,98
486 T ELLSPIVTPLILIFC 70,734
738 S HRRESDESGESAPDE  |63,7 0,997
799 S GTVPRVPSHFSRLPL  |66,385
16 S QRLEASYSDSPPGEE | 68,291
613 S TSIQSLQSESEPLSL 73,875 (0,993
673 T GRAHSTMTGSGVDAR | 60,931 |0,58
684 S VDARTASSGSSVWEG |58,75
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9. melléklet
Tovabbi AMPK foszforildicios helyek keresése az ULKI szekvencidjaban

Potencialis AMPK foszforilacios helyeket kerestiink az ULK1 fehérje szekvencidjaban
a Group-based Prediction System 5.0-val (http://gps.biocuckoo.cn/). A kiiszobérték
magas Vvolt a foszforilacids hely keresésekor. A tablazat a szerin és treonin aminosavak
pontszamat tartalmazza. A joslas pontszamat a GPS algoritmus kalkulalja az adott
foszforilacidos hely értékeléséhez. Minél nagyobb ez a pontszam, annal inkabb
lehetséges foszforilaciés hely az adott aminosav (http://gps.biocuckoo.cn/) (13.
tablazat).

A talalt foszforilacios helyeket ezutan a NetPhos 3.1 segitségével is ellendriztiik
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos). Azokat a foszforilaciés helyeket kiilon
jeloltiik, ahol a foszforilaciot végzé kinaz még ismeretlen (ez a NetPhos oszlop a
tablazatban). Ha a predikcid értéke 0,5 feletti az adott poziciora, akkor az nagy
valdsziniiséggel ténylegesen is egy foszforilacios hely (13. tablazat).

A foszforilacios helyeket ezen kivil a PhosphositePlus
(https://www.phosphosite.org/homeAction.action) ¢é az AMPK  konszenzus
foszforilaciés motivumanak segitségével is ellendriztiik. A konszenzus foszforilacios
szekvenciaval megegyez6 aminosavakat a peptidszakaszban pirossal jel6ltiik (a peptid
szakasz oszlopban) (13. tablazat).

Azok a foszforilacios helyek, melyek az irodalombol mar ismertek, lila szinti hatérrel

vannak megjeldlve a tablazatban (13. tablazat).
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13. tablazat AMPK foszforilacios helyek az ULK fehérje szekvencidjaban

AMPK foszforilacios helyek az ULK1-en

NetPhos

Erték ismeretlen

Pozicié | Amindsav | Enzim Peptid szakasz Erték . . .
kinaz esetén

111 S AMPK LHAMRTLSEDTIRLF 13,708 0,896

248 S AMPK PTIPRETSAPLRQLL 13,38

467 S AMPK SAIRRSGSTSPLGFA 15,15 0,986

495 S AMPK GVLARKMSLGGGRPY 12,993 0,969

556 S AMPK GLGCRLHSAPNLSDL 19,661 0,806

638 S AMPK FDFPKTPSSQNLLAL 14,11

660 T AMPK MTPPRNRTLPDLSEV 13,64

694 S AMPK GPFGRSFSTSRLTDL 14,751 0,987

1042 S AMPK LCIERRLSALLTGIC 13,292 0,990

248 S PRKAA1 PTIPRETSAPLRQLL 72,872

317 S PRKAA1 SHLASPPSLGEMQQL 64,086 0,732

467 S PRKAA1 SAIRRSGSTSPLGFA 72,895 0,986

495 S PRKAA1 GVLARKMSLGGGRPY 66,399 0,969

556 S PRKAA1 GLGCRLHSAPNLSDL 75,749 0,806

638 S PRKAA1 FDFPKTPSSQNLLAL 63,868

660 T PRKAA1 MTPPRNRTLPDLSEV 65,978

247 T PRKAA2 VPTIPRETSAPLRQL 64,702 0,942

248 S PRKAA2 PTIPRETSAPLRQLL 63,173

308 S PRKAA2 GSSSSSSSTSHLASP 66,971 0,977

467 S PRKAA2 SAIRRSGSTSPLGFA 74,548 0,986

556 S PRKAA2 GLGCRLHSAPNLSDL 71,088 0,806

575 T PRKAA2 PKLPKPPTDPLGAVF 59,771

716 S PRKAA2 TQAPDPGSTESLQEK 67,98 0,893

781 S PRKAA2 FSAGPTGSASSSARH 61,959
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