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1. Bevezetés

A sejtek homeosztazisat bonyolult szabalyozasi haldzatok dsszehangolt miikodése tartja fent.
Ezeket az oOnfenntartd folyamatokat specializalt sejtszervecskék miikddési zavarai IS
befolyasolhatjak, igy példaul az endoplazmas retikulum stressz. A stresszvalasz soran a sejtek
¢let és halal kozotti dontését az autofagia és az apoptozis folyamatainak 6sszehangolasa, azaz
az ezeket szabalyozo fehérjekomplexek (mTORCI1, AMPK) és jelatviteli utak (UPR — nem
feltekeredett fehérje valasz) kozotti kdlcsonhatasok hatarozzak meg.

A homeosztazis fenntartdsdban kulcsfontossagu a ,,jollakottsagot” figyeld6 mTORCI, és az
energia hianyt érzékeld AMPK kozotti egyensuly. Az mTOR egy szerin/treonin kinaz, amely
az mTORCI1 komplex részeként a sejtes metabolizmus legfontosabb szabalyozodja, iranyitja a
sejt novekedését, a proliferaciot és fontos szerepe van az autofagia szabalyozasaban is. Az
mTORCI1 gatlasa a felépitd folyamatok és a fehérjeszintézis teljes ledllasdhoz vezet. Az
AMPK a f0 energia-érzékeld kindz, mivel érzékeli az ATP fogyasat, valamint az AMP
mennyiségének novekedését. Annak érdekében, hogy a sejt ATP felhasznalasa csdkkenjen, az
AMPK géatolja a felépitd utvonalakat, ugymint a lipid-, a fehérje- és a szénhidratszintézis, és
fokozza a lebontd folyamatokban résztvevd transzkripcids faktorok aktivitasat, hogy
eldsegitse az ATP termelését.

Az AMPK ¢s az mTORCI ellentétesen szabalyozzdk az ULK1-et, amely kindz az ULK
komplex részeként nélkiilozhetetlen az autofagia inicializalasdhoz.

Az autofagia az eukariota sejtekben egy evoliicidsan konzervalt dinamikus folyamat, mely
soran a citoplazma komponenseit tartalmazo, kettds-membrannal hatédrolt vezikuldk,
autofagoszomak jonnek létre. Az autofagoszoma a lizoszomaval torténd faziodt kovetden
autolizoszomava alakul, ahol megtorténhet a koriilzart komponensek lebontasa.

Az AMPK az energia-szintnek megfelelden tovabbitja a szignalokat az ULK1 és az mTORC1
felé, mig az mTORCI ¢és az ULKI ellentétesen milkddnek a tapanyag-ellatottsag
fliggvényében. Megfeleld tapanyag-ellatottsag esetén az mTORCI1 foszforildcion keresztiil
gatolja az ULK komplex miikddését, azonban az energiaszegény koriilmények kozott
aktivaloddo AMPK indukalja az onemésztd folyamatokat az ULK1 foszforilaciojaval és az
mTORCI gétlasaval (1. abra).

Az autofagias valasz ,,finomhangolasat” két, ULK1 fliggd negativ visszacsatolasi hurok segiti.
Egyrészt az ULK1 képes negativan visszahatni az AMPK-ra, vagyis foszforilalja az AMPK
mindharom alegységét és ezzel csokkenti az aktivitasat. Masrészt az ULK1 foszforildlja az

MTORC1-et, ami az mTORCI1 gatlasat eredményezi, tartos tdpanyaghiany esetén (1. abra).



A tranziens visszacsatolasi mechanizmusok jelenlétének koszonhetéen az AMPK-ULK1-
mTORCI szabalyozasi hdromszog képes visszaallni az alapértelmezett ,,beéllitasi értékekre” a
sejt allapotanak fliggvényében. Ezen atfogd szabalyozasi mechanizmus segitségével a sejt
biztositani probalja, hogy hosszitavon ne maradjon se aktiv, se inaktiv sem az mTORCI-,
sem az ULK1-utvonalak.

Az endoplazmas retikulum (ER) olyan organellum, amely minden eukariota sejtben
megtalalhat6. Legfontosabb feladatai kozé tartozik a membran- vagy szekrécidra keriild
fehérjék szintézise, poszttranszlacios modositasa és nativ szerkezetiik kialakuldsanak
elosegitése. Ha az endoplazmas retikulum lumenében barmilyen ok miatt felhalmozodnak a
hibas térszerkezeti fehérjék (példaul tapanyaghiany, Ca®* metabolizmus egyensulyanak
felboruldsa, virusfert6zés), az organellum homeosztazisa felborul és a tulélés érdekében
szdmos Onvédelmi folyamat indukalodik, amelyet ER-stresszvalasznak neveziink. Az ER-
stresszvalasz soran a ,,rosszul feltekeredett fehérje” valasz, vagy mas néven az UPR (unfolded
protein response) jelatviteli utvonal aktivalodik. Az UPR az ER felszinén 1év6 transzmembran
fehérjéket aktivalja (PERK, IRE1, ATF6), amelyek szamos intracellularis itvonalat inditanak
be a sejt tulélésének eldsegitése érdekében. Az aktivalodott PERK, IRE1 és ATF6 fehérjék

crer

crer

Az UPR és az mTORCI1 koz6tt szabalyozasbeli keresztkapcsolatok vannak, igy fiziologias és
patologias allapotokban kozosen szabalyoznak bizonyos folyamatokat, tovabba kapcsolatot
teremt kozottilk az UPR, PERK aganak részeként aktivalod6 GADD34 fehérje is (1. dbra). A
GADD34 expresszidja szamos stressz hatasara indukalodik (agymint DNS karosodas, UV
sugarzas, tapanyag megvonas, virusfertdzés, ER-stressz), a képz6dott GADD34 pedig a PP1-
gyel (protein phosphatase 1) funkcionalis komplexet képezve defoszforilalja az elF2a-t, ami a
fehérjeszintézis helyreallasahoz vezet.

Az aktiv GADD34 szamos koriilmény kozott (pl. éhezés, virus- és baktériumfert6zések,
huntingtin fehérje taltermelés) képes gatolni az mTORC1 miikddését azaltal (1. abra), hogy
stabil komplexet képez az mTORCI1-et gatlo TSC1/TSC2-vel. Tehat a GADD34 és az
MTORC1 kozotti kapcsolat hozzajarulhat a fehérjeszintézis megfelelé szabalyozasahoz a
kiilonb6z6 kornyezeti stresszek soran, és igy a GADD34 eldsegitheti a sejt talélését az

mTORCI1 gatlasan keresztiil.



2. Célkitiizés

Munkénk sordn szerettik volna megvizsgdlni, az AMPK-mTORC1-ULKI1 szabalyozési

haromszogben levé kapcsolatok dinamikai mikodését. Kordbban egy masik kutatocsoport

mar felépitett egy matematikai modellt a halozat jellemzésére, de viszonylag kevés fenotipust

tanulmanyoztak, ezért a haldézat mikodésének jobb megértéséhez az alabbi vizsgalatokat

terveztiik elvégezni:

a korabban leirt modell reprodukalasa és mitkodésének tovabbi tesztelése;

a modell mikodésének és a szimulaciok eredményeinek ellendrzése;

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

a feltételezett 0j szabalyozasi kapcsolatok vizsgalata.

Az altalunk vizsgalt szabdlyozési halozatban két negativ visszacsatoldsi hurok is

crer

negativ visszacsatolasoknak a miikodését az alabbi vizsgalatokkal terveztiik ellendrizni:

az AMPK és az ULK1 kozotti negativ visszacsatolasi hurok dinamikai mitkodésének
vizsgélata;

az autofagia és a szabdlyozasi halozat tagjainak vizsgélata mind szimulaciok, mind
molekularis biologiai technikak segitségével hosszantarto cellularis stressz esetén;
amennyiben a szimuladciok alapjan az AMPK ¢és az ULK1 kozotti kapcesolat id6ben

késleltetett, akkor biologiailag relevans késleltetési modok keresése.

Mar bizonyitott, hogy az UPR és az mTORCI1 kozott szabalyozasbeli keresztkapcsolatok

vannak és szdmos cellularis stressz esetén az UPR altal aktivalt GADD34 képes gatolni az

mTORC1 miikddését. Ezért az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabalyozasi haromszog ER-stressz

folyamatokkal val6 kapcsolatat is szerettiik volna vizsgalni:

a GADD34 szerepének vizsgalata az mTORCI1 gatlasaban ER-stressz esetén;

olyan természetben eléforduld hatdanyagok keresése, amelyekkel ennek a rendszernek
a mitkodése befolydsolhato és az autofagias tulélési folyamatok idében kitolhatok, az

ER-stressz pedig késleltethetd.



3. Modszerek

Kisérleteink soran rendszerbioldgiai megkdzelitést alkalmaztunk, azaz hasznaltunk mind
elméleti bioldgiai mddszereket, mind molekularis biologiai technikakat.

Molekularis biologiai kisérleteink sordn human embrionalis vesesejteket (HEK293T)
kezeltiink kiilonb6z6 stresszorokkal (rapamycin, Compound C, thapsigargin, guanabenz,
resveratrol, EGCG, H-89), valamint éheztettiik 6ket glukozmentes médiumban.

A sejtekben az ULKI1, a TSC1 és TSC2 fehérjéket siRNS-sel torténd transzfekcid
segitségével csendesitettiik.

A kezelések hatasara bekovetkezo életképesség valtozast Cell Titer Blue reagens segitségével
¢s tripanké¢k festés utan Biirker-kamra vagy Luna automata sejtszamol6 segitségével kovettiik
nyomon. A Cell Titer Blue resazurint (sotét kék) tartalmaz, melyet az életképes sejtek
resorufin-na (rézsaszin) alakitanak és ez az atalakitas pedig nyomon kovethetd az
abszorbancia fotometrids mérésével.

Az egyes fehérjék mennyiségének, aktivitdsdnak valtozadsat Western blot segitségével
kovettiik nyomon. Ehhez a sejtekbdl fehérjét izolaltunk, majd a lizatumban levéd fehérjéket
SDS-PAGE-val elvalasztottuk. Az elvalasztott fehérjéket nedves transzfer segitségével PVDF
membranra transzferdltuk. A membranokat a blokkolast kdvetden az elsddleges antitestekkel
egy ¢jszakan at, majd a HRP-konjugalt mésodlagos antitestekkel egy 6ran at inkubaltuk. Az
autofagia markereként az LC3 ll-es formdjanak mennyiségi novekedését és a p62 fehérje
szintjének csokkenését, az apoptdzis detektalasahoz a PARP hasadasanak és a prokaszpédz-3
fogyéasanak nyomon kovetését hasznaltuk. Az AMPK aktivacidjat a foszforilacigjan keresztiil
(AMPK-P), az ULKI1 aktivaciojat szintén foszforilacio segitségével (ULK1-555-P)
detektaltuk, az mTORC1 aktivacidjat pedig szubsztratjainak foszforilaciojan keresztiil
vizsgaltuk (p70S6K-P, 4E-BP1-P). Az ER-stressz folyamatok elindulasat az eiF2a
foszforilalodasaval és a GADD34 fehérje szintjének novekedésével kovettik nyomon. A
detektalast megndvelt kemilumineszenciaval végeztiikk. A detektalt fehérjék denzitometrias
kiértékeléséhez az ImageJ-t hasznaltuk. A fehérjék denzitasait az adott fehérje
Osszmennyiségével vagy a GAPDH fehérjével normalizaltuk.

A GADD34 csendesités hatékonysagat PCR-technika segitségével is ellendriztiik. A
kezelések végén a sejtek egy részébdl RNS-t izolaltunk TRIzol RNS izolalé reagenssel, majd
az RNS-ket cDNS-sé irtuk at. Ezutin a GADD34 mennyiségét SYBR Green mix-szel és
QuantStudio 12K Flex késziilékkel mértiik meg.



Az autofagiat a p62 és az LC3 fehérje fluoreszcens antitesttel valo jelolésével, majd
fluoreszcens mikroszkdppal torténd detektaldsaval is nyomon kovettiik.

Ehhez a sejteket a kezelést kovetden 4% paraformaldehiddel fixaltuk és 0,25% Triton X —
PBS oldatban permeabilizaltuk. A blokkolast kdvetden az elsdédleges antitesteket egy €jszakan
at hagytuk a sejteken, majd az Alexa Fluor 488-konjugalt masodlagos antitesttel egy oran at
inkubaltuk ¢6ket. Ezutan a sejtmagokat DAPI-val festettiik, majd a sejteket FluoroSave
reagenssel vontuk be.

A Kkisérletes adatok statisztikai vizsgalatahoz szorast szamoltunk (SD - standard deviation). A
szorasokat ANOVA segitségével hasonlitottuk 6ssze. A kiilonbség Statisztikailag szignifikans
volt, ha a p érték kisebb, mint 0,05; illetve 0,01.

A halézat dinamikai viselkedését az egyes tagokra felirt differencidlegyenletek segitségével
vizsgaltuk, mely egyenletekhez a paramétereket a molekularis kisérletek alapjan hataroztuk
meg. A komplexek aktivacidjanak reakciosebességét, a kémiai reakciokinetikdban ismert
kinetikai egyenletekkel irtuk le. Az egyes tagok idObeni valtozasara felirtunk egy-egy
kozonséges differencidlegyenletet, igy egy sokparaméteres elséfoku differencidlegyenlet
rendszert kaptunk. Ezen egyenletek paramétereinek meghatarozasaval a reakciok id6beni
lefutasat jellemezhettiik. Az egyenletrendszert grafikusan, az XPP-AUT ingyenesen elérhetd
szoftver segitségével oldottuk meg. A megoldott egyenletrendszer viselkedését pedig
Osszevetettiik a kisérletek soran tapasztaltakkal, ebbdl kovetkeztethettiink arra, hogy
megfelelden viselkedik-e a modelliink és a kisérletes eredmények alapjan pontosithattuk

annak mikodését.

4. Eredmények

Az AMPK-mTORCI1-ULKI1 szabalyozasi haromszogben levé Kkapcsolatok

dinamikai miikodésének vizsgalata

Az utdbbi években tobb olyan tanulmany késziilt, amikben a biologiai rendszerek dinamikai
viselkedését elméleti modszerekkel probaltdk kozeliteni. Ezek koziil az egyik egyszerd,
mechanisztikus matematikai modell az autofigia ¢és a sejtndvekedést szabalyozd
mechanizmusok mitkodését vizsgalta. Ebben a modellben a kulcsfontossagu tagokat és azok
egymasra gyakorolt hatdsat differencidlegyenletekkel irtdk le és tobb kisérletes eredményt is

megfelelden szimuldltak, de csak két inputot (¢hezés, rapamycin-kezelés) vizsgaltak meg.



Ezért reprodukaltuk a mar leirt matematikai modellt az altaluk definialt kapcsolatok alapjan és
vizsgaltuk a miikodését az irodalomban mar leirt stresszvalaszok segitségével.

Azt vettiik észre, hogy szdmos, mar kisérletekkel bizonyitott folyamatot (¢hezés, rapamycin-
kezelés, ULK1-csendesités, TSC1/2-csendesités) nem teljesen pontosan irt le a reprodukalt
modelliink, ezért azt feltételeztiik, hogy a megfelel6 mikodéséhez sziikség lehet wjabb
kapcsolat(ok) beépitésére is az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabalyozasi halozatba.

Ahhoz, hogy megtalaljuk a hianyz6 kapcsolato(ka)t, kisérletesen is elvégeztilk az ULK1 és a
TSC1/2 fehérjék csendesitését €s megvizsgaltuk az AMPK ¢és az mTORC1 aktivacios
profiljat. Azt lattuk, hogy mindkét esetben az AMPK inaktiv, mig az mTORCL1 aktiv volt. Ez
azt sugallta, hogy bar az AMPK-t ezekben az esetekben az ULK1 nem tudta inaktiv
allapotban tartani (vagy nincs jelen a rendszerben — ULK1-csendesités, vagy az mTORCI1
gatolja a miikodését — TSC1/2-csendesités), valami ,,mas” mégis megakadalyozta azt, hogy
aktivalodjon. Mivel az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabdlyozdsi hdlozatban egyediil az
mTORCI aktiv, arra kovetkeztettiink, hogy az mTORCI-nek valamilyen direkt vagy indirekt
gatlo hatasa lehet az AMPK-on (1. dbra, ’a’ kapcsolat). Mivel az AMPK gatolja az
mTORC1 mitkodését, igy a halézatunkban egy dupla negativ visszacsatoldsi hurkot hoztunk
létre a kapcsolat beépitésével (1. abra: AMPK-I mTORC1 -I AMPK).

Az ULK1-csendesités autofagiara gyakorolt hatasanak vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy
az ULK1 csendesitésekor az autofagia - a nem csendesitett kezelésekhez viszonyitva - nem
aktivalodott megfeleléen. Mivel ULK1 nélkiil nem detektaltunk autofagias aktivitast azt
mondhatjuk, hogy az autofigia miikodéséhez az ULKI jelenléte mindenképpen sziikséges.
Az mTORCL1 gatlas hatasanak dinamikajat is megvizsgaltuk, amihez az mTORC1 miikddését
gatoltuk tobb iddpontban rapamycinnel. A kezelés hatasara az mTORC1 inaktivva valt, mig
ezzel parhuzamosan az AMPK aktivalodott. Az aktiv AMPK hatasara, idében kissé eltolodva,
az ULK1 is aktivalodott. Az AMPK aktivitasa a kétoras rapamycin-kezeléskor mar csokkeni
kezdett, ami az ULKI1-altali gatlasnak koszonhet6. A kezelés hatasara az autofagia is
aktivalodott és az aktivitasa a kezelés végéig fennmaradt, annak ellenére, hogy az ULKI1
gatolta az AMPK mikodését, vagyis az aktiv AMPK nem esszencidlis az autofdgids
folyamatok fenntartisihoz. A modelliinkkel készitett szimulaciok Kkarakterisztikaja
megegyezett a kisérletes eredményeinkkel.

Mivel azt lattuk, hogy az ULK1 csendesités esetén az AMPK inaktiv maradt, igy az ULK1
csendesitését kombinaltuk rapamycin-kezeléssel is (MTORC1 gatlas), hogy megvizsgaljuk
ebben az esetben képes-e aktivalodni az AMPK. Az ULKI-csendesitéssel kombinalt
rapamycin-kezelés hatasara az mTORCL1 gyorsan inaktivaldodott, mig az AMPK aktivalodott,

¢s az ULK1 gatl6 hatdsanak hianyaban a kezelés végéig aktiv maradt.



Azonban az autofagias folyamatok ULK 1 nélkiil nem indultak el. Szamitogépes szimulacionk
soran IS a kisérletekhez hasonl6 jelenséget figyeltiink meg. Tehdt abban az esetben, ha mind
az ULKI, mind az mTORCI1 aktivalodasa gatolt, az AMPK képes aktivilodni, de ez
onmagaban nem elégséges az autofagia aktivaldasahoz.

Az AMPK autofagia aktivalodasaban betoltott szerepének vizsgalatdhoz, gatoltuk a
miikddését (Compound C-kezelés) és ezt kombindltuk az mTORC1 gétlasaval (rapamycin-
kezelés). Ebben az esetben az AMPK aktivalodasat nem tudtuk megfigyelni és a rapamycin-
kezelés hatdsara az mTORCI is inaktivalodott. Aktiv AMPK hianyaban sem az ULK1, sem
az autofagia nem tudott aktivalodni, hiaba volt az mTORC1 inaktiv allapotban. A modellel
végzett szimulaciok esetén is hasonld karakterisztikat tudtunk megfigyelni. Bdr az ULKI-et
ebben az esetben nem gdtolta az mTORCI, mégsem volt képes aktivalodni, mert

aktivdciojahoz az AMPK esszencidlisnak bizonyult.

Az AMPK és az ULK1 kozotti negativ visszacsatolas vizsgalata

A tovédbbiakban az autofigia id6beni lecsengésében szerepet jatszo, az AMPK-ULK1-
mTORCI1 szabalyozési halézatban megtalalhatd negativ visszacsatolasi hurkok miikodését
vizsgaltuk meg. A vizsgalt halozatban (1. &dbra) ugyan két negativ visszacsatolasi hurok
talalhato meg, de ezek koziil csak az AMPK-P — ULK1-P -| AMPK-P visszacsatolas (1. abra,
’b’ kapcsolat) miikodését vizsgaltuk.

Els6ként a szabalyozasi halézatunkban az AMPK ¢és az ULK1 k6zott AMPK-P — ULK1-P -I
AMPK-P modon direkt visszacsatoldsi hurkot feltételeztiink. Ezzel a modelliinkkel idébeni
szimulacidkat végezve azt tapasztaltuk, hogy fizioldgias koriilmények kozott az mTORC1L
aktiv, mig az AMPK, az ULK1 és az autofagia inaktiv allapotban voltak. Ehezés hatasara
azonban az AMPK aktivalodott, ami a direkt kapcsolatban egy késleltetést hozott 1étre. Ennek
hatasdra a rendszer elemeinek oszcillacidjat tudtuk megfigyelni, amit az AMPK-P -|
mTORC1 -| ULK1-P -| AMPK-P visszacsatolas eredményezett. Rapamycin-kezelés hatasara
az mTORC1 mitkddése gatolt, vagyis a rendszeriinkbél kiesett az AMPK-P { mTORC1
ULK1-P -|AMPK-P hurok és csak az AMPK-P — ULK1-P -| AMPK-P visszacsatolas
mikodott. A direkt kapcsolat miatt egy mesterséges homeosztatikus allapot allt be a
rendszerben, ahol az AMPK, az ULKI1 és az autofagia is inaktiv volt. Ez az eredmény
azonban ellentmondott a korabbi kisérletek soran tapasztaltaknak, miszerint rapamycin
kezelés hatasara az AMPK ¢és az ULKI1 aktivalodik és eldsegitik az autofagias folyamatok

indukalodasat.



Ahhoz, hogy egy sokkal pontosabb képet kapjunk a rendszer miikddésérdl és precizebb
modellt épithessiink fel, kisérletesen is vizsgaltuk a tartés éhezés (24 ora) és a tartds
rapamycin kezelés (5 6ra) idofiiggését.

Ezen kezelések hatasara azt tapasztaltuk, hogy az mTORC1 gyorsan gatlodott, az AMPK és
az ULKL1 foszforilacidja azonban egy periodikus aktivdciot és inaktivdaciot mutatott, ezzel
Az autofagia aktivalodasanak oszcillaciojat a p62 fehérje fluoreszcens antitesttel valo jelolése
utan mikroszkoppal is vizsgaltuk, ahol a p62 fehérje szintjének periodikus vdltozdsdt
figyeltiik meg, ami szintén az autofigia oszcilldcidjdra utalt.

Egy negativ visszacsatolasi hurok képes a rendszer oszcillacidjat okozni akkor, ha a negativ
visszacsatolds idoben késleltetett. EbboOl kifolyolag a rendszeriinkbe egy késleltetési
mechanizmust épitettink be az AMPK ¢és az ULK1 kozé, hogy a modell a kisérletes
eredményeknek megfeleléen mitkddjon. A kisérleteink sordn azt lattuk, hogy az AMPK
aktivdloddsa mindig megelozte az ULKI aktivalodasdt, ezért a késleltetést az AMPK-P —
ULKZ1-P aktivalo dagra épitettiik be.

A fehérje — fehérje kolcsonhatasok soran a késleltetés altalaban egy 0j elem rendszerbe valod
beépitésével torténik, ami ebben az esetben egy AMPK-szubsztratot jelent. Vagyis az ULK1
aktivalodasahoz ennek az AMPK-szubsztrat fehérjének az AMPK altali aktivalasa vagy
gatlasa lehet sziikséges. Lehetséges mind az AMPK-P -| AMPK szubsztrét-l ULK1-P, mind
az AMPK-P — AMPK szubsztrat — ULK1-P kapcsolat. Ezért adatbazisok (BioGrid, DIP,
MINT, InnateDB, IntAct) segitségével olyan fehérjéket kerestiink, melyek mar bizonyitottan
kapcsolatban allnak az ULK1 fehérjével, majd ezeken a fehérjéken AMPK foszforilacios
helyeket kerestiink (Group-based Prediction System 5.0, NetPhos 3.1). Tobb olyan ULK1-re
hato fehérjét is talaltunk (mint a PP1CA, a PP2A, a NEDDA4L), amit az AMPK képes lehet
foszforilalni.

A masik lehetéség a késleltetésre, ha egy tobblépcsOben torténd folyamatot feltételeziink,
vagyis, hogy az AMPK tébb kiilonb6zé aminosavon foszforilacioval aktivalja az ULK1-et.
Ennek eredményeképpen kiilonbozd foszforilaltsagnt ULK1-ek képzddnek, melyeknek
aktivitasa is eltér6. Az ULK1-en a mar jol ismert, AMPK fiiggd foszforilacios helyek mellett
(agymint Ser317, Serd67, Ser555, Thr574 és Ser777), elméleti modszerekkel tovabbi
lehetséges AMPK foszforilacios helyeket is kerestiink.

A két lehetséges késleltetett negativ visszacsatolasi hurok (szubsztrat beépités, tobblépcsds
foszforilacid) oszcillacidés tulajdonsagainak vizsgalatdhoz szamitogépes szimulaciokat

végeztiink.



A koztes szubsztrat beépitésével végzett szimulaciok ¢Ehezés ¢és rapamycin-kezelés
modellezése esetén megerGsitették, hogy a koztes AMPK-szubsztrat egy hosszantarto
oszcillaciot idez elo az AMPK az ULKI, valamint az autofagia aktivdcidjaban.

Hasonl6 eredményeket kaptunk, ha az idokésleltetést a tobblépcsos foszforilacion keresztiil
értitk el a rendszerben, ahol éhezés és rapamycin-kezelés hatiasira az mTORCL
inaktivalodott, az AMPK, az ULKI és az autofagia pedig periodikusan aktivalodott és
inaktivalodott.

Az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabalyozasi haromszog ER-stressz folyamatokkal

valo kapcsolatanak vizsgalata

Az UPR ¢és az mTORCI1 kozotti kapcsolat vizsgalatakor eldszor kezeltik a sejteket
thapsigargin (TG) ER-stresszorral és ezt kombinaltuk a GADD34 gatlasaval (guanabenz,
GB), majd vizsgaltuk a fehérjék aktivitasat és a sejtek talélését. Mivel a GB-kezelés a
GADD?34 fehérje katalitikus aktivitasat gatolja, ezért a GB-kezelés hatasanak ellendrzéséhez
az elF2a foszforilacigjat kovettiik nyomon. A GB-zel elékezelt sejtek esetében az elF2a
foszforilacidja a kezelés végéig fennmaradt, ami igazolja, hogy a GADD34 gatlasa megfeleld
volt. A GADD34 gatlasa esetén az autofagia nem tudott megfeleléen aktivalodni és a PARP
hasaddsa mar fél 6ra utan intenziven megfigyelhetd volt, mig aktiv GADD34 jelenlétében az
autofagia tranziensen aktivalodott és a PARP hasadasa masfél ora utan valt csak intenzivvé.
Ez arra utal, hogy GADD34-fiiggd modon aktivaldodd autofagia nélkiil az apoptotikus
folyamatok hamarabb bekapcsoltak. Az ULK1 fehérje tranziensen aktivalodott, mig az
mTORCI tranziensen inaktivalodott a GADD34 jelenlétében ER-stressz esetén. Amennyiben
az ER-stresszt a GADD34 gatlasaval is kombinaltuk az ULK1 foszforilacioja kevésbé volt
intenziv és az mTORC1 aktiv maradt a kezelés végéig.

Az intenziv ER-stressz hatisat idoben szimuldlva kezdetben az mTORCI aktivitasa
lecsokkent, ekkor a GADD34, az ULK1 és az autofagia is aktivalodott. Hosszabb idé utan
azonban az autofagia aktivitdsa csokkent le, igy az mTORCI1 ujbol aktivalodott és az
aktivalodasaval parhuzamosan az apoptozis is bekapcsolt. Ha a GADD34 gatladsa esetén
szimulaltunk intenziv ER-stresszt, akkor az mTORCI aktivitasa fokozodott €s az apoptdzis is
aktivalodott, mig a GADD34, az ULK1 és az autofagia inaktiv maradt. TG-kezelés soran a
sejtek életképessége két ora kezelés utan kezdett csokkeni, mig a GADD34 gatlasakor
nagyobb mértékben ¢és sokkal hamarabb csokkent az életképesség, tehat ez is alatdmasztja,

hogy a GADD34 gdtldsa képes idoben elébbre hozni a sejthaldl folyamatok aktiviloddsat.



Ebbol kifolyolag a GADD34-nek fontos szerepe lehet a sejtek életképességének

fenntartasaban, az mTORC1 gadtlasaval ER-stressz esetén (1. abra, ’C’ kapcsolat).

Az autofagias talélési folyamatok idébeni kitolasa ER-stressz esetén

Ezutdan olyan hatéanyagokat kerestiink, amelyek segitségével az autofagids talélési
folyamatok id6ben meghosszabbithatok ER-stressz esetén. Tobb hatéanyag kozil a
resveratrol és az EGCG miikodését vizsgaltuk meg alaposabban (1. dbra, 'd’).

Az EGCG alacsony koncentrdcioban aktivilta az AMPK-t és gdtolta az mTORCI-et, ami
hozzajarult a sejtek életképességének a ndovekedéséhez. A H-89-cel (PKA-inhibitor) végzett
kombinalt kezelések megerdsitették, hogy az EGCG a rapamycinhez hasonléan az AMPK-
mTORCI1 egyensutlyra hatott és nem PKA-fiiggd modon aktivalta az autofagiat. Az ULK1
csendesitésével kombinalt EGCG-kezelés soran pedig azt lattuk, hogy az ULKI sziikséges az
EGCG-indukalt autofagids folyamatok lezajldasdahoz.

Mivel az EGCG hatéssal van az AMPK és az mTORCI1 aktivacidjara, ezért pozitiv hatdsa
lehet a sejtek tulélésére ER-stressz esetén. Ennek kideritéséhez a sejteket az intenziv ER-
stressz kivaltasa elétt EGCG-vel kezeltiik eld. Az EGCG-eldkezelés szignifikdnsan novelte a
sejtek ¢letképességét ER-stressz esetén. Az AMPK ¢és az ULKI1 aktivalodott a kezelés
hatdsara €s az aktivitasuk a kezelés végéig fenn is maradt, ezzel parhuzamosan az mTORCI
inaktivalodott. Ennek megfelelden az autofagia a kétords TG kezelést kovetden is aktiv
maradt, mikozben az apoptozis aktivalodasa nem volt megfigyelhets. A GADD34 szintje
gyorsan novekedett EGCG-eldkezelés esetén és a kezelés végeig nem is csokkent le. Az
EGCG-vel kombinalt intenziv ER-stressz szimulacidjakor a kezelésekhez hasonld jelenséget
lattunk. Ezen eredmények alapjan az EGCG képes idoben késleltetni az apoptotikus sejthaldl
aktivalodasat az autofagia indukadldasan keresztiil intenziv ER-stressz esetén.

Az EGCQG ¢és a resveratrol autofagia indukciojat a GADD34 hidnyaban is megvizsgaltuk ER-
stressz soran.

Az EGCG-eldkezelés védohatasanak vizsgalatahoz elvégeztiink vagy egy kombinalt kezelést,
ahol el6kezeltiik eldszor a sejteket a GADD34-et gatlo guanabenzzel, vagy a GADD34-et
SIRNS segitségével csendesitettilk. Az EGCG-elékezelés képes volt a sejtek életképességét
fokozni és az él0 sejtek szamanak csokkenését megakadalyozni a GADD34 hianyaban.
EGCG-elokezelés nélkill a GADD34 gatlasanak hatasara az autofagia nem aktivalddott
megfeleld mértékben. Ekozben az apoptdzis mar a kezelés elején aktiv volt.

Ha a sejteket EGCG-vel eldkezeltiik intenziv autofagias folyamatok indultak el, ami a kezelés

végéig fenn is maradt és ekkor az apoptozis végig inaktiv Volt.



EGCG-eldkezelés esetén az AMPK ¢és az ULKI1 aktivalodott, ezzel parhuzamosan az
MTORC1 inaktivalodott. A resveratrol-elokezelés hatékonysagat a GADD34 csendesitése
esetén vizsgaltuk. A GADD34 csendesitésekor itt is nagyobb mértékben csokkent az €16
sejtek szdma, mint a nem csendesitett sejtek TG-nal torténd kezelése esetén. A GADD34-
csendesitésének az €16 sejtek szamara gyakorolt negativ hatasa a resveratrol-elokezeléssel
kivédhetd volt, a sejtek életben maradtak. A GADD34 csendesitésekor TG-indukalt ER-
stressz esetén az autofagids valasz nem aktivalodott, az apoptdzis viszont hamarabb
bekapcsolt. Ezzel ellentétben a resveratrol-el6kezelés képes volt GADD34 hianyaban is
autofagia aktivaciot el6idézni és az apoptdzis aktivalodasat késleltetni. A resveratrollal
kombinalt esetben az ULK1 aktivalodott, az mTORC1 pedig inaktiv maradt.

A modelliink segitségével is szimulaltuk az EGCG- vagy a resveratrol- (AMPK aktivalas,
mTORC1 gatlas) el6kezelés hatasait a GADD34 hianyéaban, intenziv ER-stressz esetén. A
szimulacion azt lattuk, hogy az eldkezelés hatdsara az mTORCI aktivitasa lecsokkent, ezt
kovetéen pedig az ULK1 és az autofagia képes volt aktivalodni. A szimuldcid soran az
apoptdzis végig inaktiv volt és mivel a GADD34 aktivalodasat gatoltuk, ezért az aktivitasa
egy nagyon alacsony szinten maradt.

Az eredmények alapjan tehat az EGCG és a resveratrol képes volt az AMPK-mTORC1
egyensuly megboritisa révén eldsegiteni az autofdgia-fiiggd tilélési mechanizmusok
MTORCl-etr gdatlé GADD34 miikodését egy inhibitorral vagy csendesitéssel
megakaddlyoztuk (1. dbra, ’d’).
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1. abra. A munkank soran vizsgalt szabalyozasi halozat felépitése.
A zéld nyilak aktivalo, mig a pirosak gatlo kapcsolatot feltételeznek a halozat tagjai kézott.



5. Kovetkeztetések

Munkénk sordn egyrészt az AMPK-ULK1-mTORCI1 szabalyozdsi halézatban levd
kapcsolatok dinamikai miikodését és a szabalyozasi halozat kiilonbozd stresszekre adott
valaszait, masrészt az AMPK-ULK1-mTORC1- ¢és az UPR-atvonalak ko6zotti
keresztkapcsolatokat vizsgaltuk mind elméleti, mind molekularis bioldgiai technikak
segitségével. Eredményeink alapjan az alabbiakat allapitottuk meg:

1. A korédbban masok altal mar leirt modellt reprodukaltuk és a modell miikodésének
tesztelése sordn arra jutottunk, hogy a rendszer megfelelé miikodéséhez sziikség van
egy tovabbi kapcsolat beépitésére is, miszerint az mTORCI is gatolja az AMPK
miikodését. Igy a szabalyozasi halozatban az AMPK és az mTORC1 kozott egy dupla
negativ visszacsatolasi hurkot hoztunk 1étre, aminek hatdsara a szimulacidink soran a
stresszvalaszok robusztusabba valtak.

2. Kimutattuk, hogy az AMPK ¢és az ULK1 ko6zotti negativ visszacsatoldsi hurok idébeni
késleltetése sziikséges a rendszer megfeleld mikodéséhez, ¢és ennek a
visszacsatolasnak koszonhetden a haldzat tagjai, az AMPK, az ULKI ¢és az autofagia
idében ismétlédve, periodikusan aktivalodhatnak bizonyos stresszek hatdséra.
Bioldgiailag relevans iddbeni késleltetést biztosit a rendszer oszcillacigjahoz, ha az
AMPK ¢és az ULKI1 kozé egy tovabbi fehérjét épitiink be a szabalyozasi héaldzatba,
vagy ha az ULK1 t6bb Iépcsében torténd foszforilaciojat feltételezziik az AMPK altal.

3. Megallapitottuk, hogy a GADD34 fehérje képes gatolni az mTORC1 miikddését ER-
stressz esetén, mig a GADD34 gatlasakor az mTORC1 ¢és az apoptotikus utvonalak
aktivalodasa id6ben eldbbre tolodik intenziv ER-stressz sordn.

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 talélését, és kivédte az ER-stressz okozta sejthalalt, idoben egy késdbbi
idépontra tolta ki azt. Emellett mind a resveratrol-, mind az EGCG-elékezelés képes
volt a GADD34 fehérje gatlasdnak negativ hatasait kivédeni és a GADD34 gatlasa
esetén is aktivalni az autofagias folyamatokat ER-stressz esetén.

5. Az altalunk létrehozott komplex matematikai modell jol hasznalhato a szabalyozési
halozat mikodését befolyasold molekulak, és természetes vagy mesterséges
hatdanyagok tesztelésére €s a kiilonbozo cellularis stressz hatasok haldzatra kifejtett

hatasainak modellezésére.
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