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1. BEVEZETES

A fehérjék az endoplazmas retikulumban (ER-ben) érik el a miikddésiikhoz sziikséges
hajtogatottsagukat és konformacidjukat, emiatt ez az organellum az egyik f6 szabalyozoja a
cellularis proteosztazisnak. A tulzottan megnoétt fehérjeszekrécio vagy az ER fehérje folding
hibai az ER lumenjében nem-, vagy hibasan feltekeredett fehérjék felhalmozodasahoz
vezetnek, amelyet ER stressznek neveziink. ER stressz soran a sejtes homeosztazis
helyreallitasanak egyik legfontosabb mechanizmusa az 6nemészt6 autofagia. Az eukariota sejt
az autofagiaval a fehérjék és az abnormalis fehérje aggregatumok, tovabba a felesleges vagy
sériilt organellumok bekebelezésével azok eltavolitasat és ujrafelhasznalasat hajtja végre. Ezzel
az autofagia eltavolitja a cellularis stressz faktorokat, elésegiti a sejtek stresszhez vald
alkalmazkodasat, és noveli azok életképességét. A talzott mértékii ER stressz azonban képes
aktivalni a programozott sejthalal-folyamatot, az apoptozist. Az apoptozis enzimek altal
szabalyozva tavolitja el azokat a sejteket, amelyek veszélyt jelenthetnek a szamara. Az ER
stressz indukalasa kivalthat tehat autofagiat és apoptozist is. Az autofagia mar enyhe, alacsony-
szintli ER stressz soran is aktivalodik, hogy helyreallitsa a sejt homeosztazisat. Ezzel szemben
az apoptodzis a talzott, mar nem-toleralhatd mértéki ER stressz esetén, irreverzibilis médon
aktivalodik.

Az ER stressz serkenti az UPR (Unfolded Protein Response), masnéven ,,selejt fehérje valasz”
jelatviteli Gtvonal-halézat mikodését. Az UPR feladata tobbek kozott az, hogy biztositsa a
fehérje folding pontossagot, fenntartsa az ER funkcidkat, szembe szalljon az ER stressz karos
hatasaival. Emellett az UPR képes az onemésztd autofagia indukalasaval helyreallitani az ER
homeosztazisat, vagy ha ez nem lehetséges, aktivalni az apoptotikus sejthalalt. Az UPR-t harom
ER-ben elhelyezked6 transzmebran fehérje iranyitja, az IREL (inositol-requiring enzyme 1), a
PERK (Protein Kinase R-like ER kinase), és az ATF6 (Activating transcription factor 6).
Normal, stresszmentes koriilmények kozott ezeket az ER stressz szenzorokat inaktiv allapotban
tartja a hozzédjuk kapcsolodd ER chaperon fehérje, a BiP (binding immunoglobulin protein),
amely stressz soran felszabadulva a kotésbol képessé teszi azokat az aktivalodasra. Az IRE1 és
az ATF6 utvonala leginkabb az UPR célgének transzkripcidjat segiti eld, mig a PERK-ag
miitkodése emellett a fehérje transzlacio altalanos gatlasahoz is vezet. Kutatasaink az IRE1 és a
PERK utvonalra fokuszaltak.

Az ER stressz soran aktivalodo IRE1 RNaz aktivitasaval nem-konvencionalis splicing-0t végez

az XBP1 (X-box binding protein) mRNS-ében. Az igy létrejott aktiv XBP1s szamos gén



transzkripcidjat iranyitva enyhiti az ER stresszt és meg6rzi a sejt homeosztazisat. Az XBP1s
autofagiat indukal az anti-apoptotikus, és emellett autofagiat serkenté Beclin-1 expresszidjanak
szabalyozasaval. Ezen feliil, az XBP1s-nek hatasa lehet az sejthalalra is: egy tanulmanyban az
XBPl1s tartdés overexpresszidja mar apoptozishoz vezetett. Az IRE1 ttvonal masik fontos
szubsztatja a JNK kinaz (c-Jun N terminal kinase), amelyet az aktiv IRE1 a TRAF2-vel és
ASK1-gyel kozosen képes aktivalni. A JNK pro-apoptotikus gének (példaul BID, BIM)
serkentésével és anti-apoptotikus gének (példaul BCL-2, BCL-XL, MCL-1) gatlasaval foként
a késoOi ER stressz valasz apoptozist aktivalo tagjaként ismert. Emellett a INK, autofagias gének
expressziojanak serkentésével (példaul ATF5, ATG7, LC3 és Beclin-1), illetve a BCL-2

foszforilalas altal a Beclin-1 felszabaditasaval képes az autofagia aktivalasara is.

Az UPR masik aga, a PERK aktiv forméja foszforilalja a transzlacios iniciacios faktor elF2a-t.
A foszforilalt elF2a csokkenti a globalis fehérjeszintézist, limitdlva az ijonnan szintetizalando
fehérjék ER-be valo belépését. A foszforilalt elF2a emellett lehetévé teszi az olyan specifikus
MRNS-ek szelektiv transzlaciojat, amilyen az ATF4 transzkripcios faktor mMRNS-e is. Az ATF4
a célgénjei expresszidjanak szabalyozasaval iranyitja a sejt €élet és halal kozotti dontését stressz
soran. Az ATF4 tobbek kozott transzkripcidsan serkenti a CHOP ¢s GADD34 fehérjék génjeit
is. A CHOP egyik legfontosabb funkcidja, hogy transzkripcidés faktorként serkenti az
apoptotikus jelatvitelt. Emellett szerepet jatszik aminosav €¢hezés, ER stressz, virusfert6zés, és
hipoxia altal indukalt autofagiaban is. A CHOP 6nélloan, és az ATF4-gyel heterodimerizalodva
is képes kiillonboz6 autofagias gének transzkripcios serkentenésére. Egy tanulmanyban rovid
ideig tarto leucin éheztetés hatasara a CHOP az autofagias géneket promoteriikhoz kotédve
serkenti, magas stressz esetén azonban mukodése atkapcsol: limitalja az autofagias gének
aktivitasat, mikozben az apoptozist serkenti. A CHOP tehat molekularis kapcsoloként is
funkcionalhat az autofagia és az apoptozis kozott. Az ATF4 mellett a CHOP is serkenti
promoterén keresztiil a GADD34-et, amely egy negativ visszacsatolasban az elF2a
defoszforilalasaval helyredllitja a transzlaciot. ER stressz és éhezés esetén a GADD34 az
mTOR gatlasaval serkenti az autofagiat, emellett a GADD34 apoptozis-indukald hatasat is
kimutattak.

Az el6bbiek alapjan, az UPR utvonal mindkét 4ga, a PERK és az IREI is fontos szabalyozé
szerepet tolt be ER stressz esetén az autofagia, és az apoptozis indukcidban, tehat esszencialisak
a sejt €let és halal kozti dontési mechanizmus soran. Emiatt érdemes megvizsgélni a két UPR

ag kozti keresztkapcsolatokat, és ezek hatasat az autofagia és az apoptozis folyamataira.



Bizonyos tanulmanyok szerint az IRE1 és a PERK utvonal miikddése nem teljesen fiiggetlen
egymastol. Tartds ER stressz soran, az IRE1 gatlasa esetén, a PERK utvonal célgénjei (ATF4,
CHOP) csokkent aktivitast mutattak. Ez alapjan az IRE1 serkenti a PERK utvonal apoptdzis
induktorat, a CHOP-ot. Egy masik tanulményban az IRE1 4g gatlasaval drasztikusan csokkent
a sejtek ¢letképessége, €s indukalodott az apoptodzis, tehat az IRE1-rdl feltételezhetd, hogy
erdsebb hatassal lehet a sejtek tulélésére és az autofagiara. Ezt megerdsiti az is, hogy az aktiv
IRE1 humén sejtvonalakban citoprotekiv volt, tovabba a szelektiv, tartésan aktiv IRE]1 nem
valtott ki sejthalalt. Ezzel szemben a PERK jelatvitele kronikus ER stressz esetén sejthalalhoz
vezetett. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az UPR haldzat az agai kozotti kapcsolatokkal
finomhangolhatja a stresszre adott valaszt. Emellett képes lehet arra is, hogy egyik aganak
gatlasa esetén kompenzalja a kiesést, mig a masik utvonaldn aktivalodhat. Véleményiink szerint
az IRE1 és a PERK 4g fontos szerepet tolt be ebben a folyamatban, igy érdemesnek tartjuk
jobban megvizsgalni a két utvonal aktivitasat, elemeik megfigyelésével. Ezéltal a szerepiiket,

dinamikai mikodésiiket és kapcsolatukat jobban megérthetjiik.

A PERK utvonal az egyik legintenzivebben tanulméanyozott UPR ag, tobb eleme is hatassal van
az ER stresszvalaszra az autofagia és az apoptozis folyamatok indukcidjaval. Mivel az egyes
elemek kozotti kapcsolatok is befolyasolhatjék a stresszre adott valaszt, érdemes megvizsgalni,
hogy a PERK ttvonalon beliil milyen kapcsolatok lehetnek még jelen, amelyeknek ER stressz
soran jelentésége lehet. Korabbi publikaciok szerint a GADD34 kiilonféle gatlasai aminosav-
¢hezés, és ER stressz soran is negativan hatott a CHOP és az ATF4 fehérje és/vagy mRNS
szintjére. Ez arra utal, hogy a GADD34 az elF2a defoszforilalas mellett ezekre is képes lehet
valamilyen modon visszahatni a PERK utvonalon. Az ATF4 altal aktivalodé CHOP is pozitivan
hat a GADD34 jelatvitelére. CHOP-kititott MEF sejtekben TM kezelés hatdsara sokkal
gyengébben aktivalodott a GADD34, mashol pedig arrol szamolnak be, hogy az CHOP az
ATF4-gyel kozosen még hatékonyabb GADD34 serkentésre képes. A CHOP kiiitésének vagy
gatlasanak ATF4-re gyakorolt hatasa nem annyira egyértelmi az irodalomban. Példaul, CHOP
kititott MEFF sejtekben leucin-éhezés hatasara nem valtozik az ATF4 fehérje mennyisége, mig
mashol CHOP-null hepatocitakban 24 6ras tunicamycin kezelés alacsonyabb ATF4 aktivaciot,
¢és ennél hosszabb kezelés valtozatlan ATF4 fehérje aktivalodast okoz. A kiilonféle eredmények
miatt, érdemesnek tartjuk tisztazni a CHOP esetleges hatasat az ATF4-re, illetve jobban
megvizsgalni az ATF4, a CHOP és a GADD34 koz6tti kapcsolatokat.



2. CELKITUZES

Munkank soran szeretnénk mindségi leirast adni arrdl a szabalyozasi haldzatrol, amely a sejtek

ER stressz hatasara bekovetkezd élet-és-halal kozti dontését irdnyitja. Kiemelt hangsulyt

helyeziink a PERK ¢és az IRE1 utvonalak vizsgalatara és a koztiik 1évo kapcsolatokra. PhD

kutatasom soran az alabbi célokat tiztik ki:

Az elsd Iépés a korabban mar HepG2 sejtvonalon vizsgalt ER stressz szintek ujboli

beallitdsa, a konnyebben transzfektalhaté HEK293T sejtvonalra. Tunicamycin és

thapsigargin stresszorokkal olyan kezelési koncentracidkat és idoket keresiink, ahol a

tranziens autofdgia aktivalodast kovetéen az apoptotikus sejthaldl aktivalodasa is

vizsgalhato. A beallitast kovetden a kdvetkezd kérdésekre keressiik a valaszt:

Milyen hatassal van a PERK utvonal gatldsa magas szintli ER stressz esetén a sejtek

¢letképességére, az autofagia €s az apoptozis folyamatokra €s az IRE1 tvonalra?

Milyen kapcsolatok vannak jelen a PERK ¢és az IRE1 utvonalak kozott és ezek hogyan

alakitjak ki magas szintli ER stressz esetén a sejt stresszre adott valaszat?

A kovetkezokben arra vagyunk kivancsiak, hogy az UPR egy utvonala, a PERK hogyan

valdsitja meg azt, hogy inkdbb az autofagia vagy inkdbb az apoptdzis induktorra hat

erésebben. Ennek vizsgalata soran a kovetkezd kérdések meriiltek fel:

Megfigyelhet-e az UPR agak kozotti miikodéshez hasonld szabalyozasi kinetika az

egyes utvonalakon beliil is?

Milyen kinetikaval aktivalodnak mRNS és fehérje szinten a PERK kulcselemei (ATF4,
CHOP, GADD34) alacsony és magas szintli ER stressz esetén?

Hogyan valtozik magas szintli ER stressz sordn a kulcselemek aktivalodasi kinetikaja

az egyes elemek gatlasa esetén?

Vannak-e még nem ismert kapcsolatok, visszacsatolasi hurkok a PERK tutvonal

kulcselemei kozott, €s ezek hogyan befolyasoljak az ER stressz dontési mechanizmusat?

A tovabbiakban elméleti biologiai eszkozokkel torténd vizsgalatokat terveztiink kivitelezni,

a sejt élet-és-halal kozotti dontésének tanulmanyozasara ER stressz soran. Ezekre a

kérdésekre kerestik a valaszt:



e Mi az ER stressz szenzorok kozotti visszacsatoldsi hurkok szerepe az autofagia és
apoptodzis folyamatok szabalyozasaban?

e Hogyan tudjuk ezt az elméleti bioldgia eszkdzeivel modellezni, és ez alapjan milyen
kovetkeztetésekhez juthatunk?

e A GADD34 és a CHOP fehérjék kititése hogyan hat a stresszvalasz mechanizmusara?

e Hogyan hasznalhatjuk a modelliinket egy predikcids vizsgalatra, elére megjosolva egy
kisérlet kimenetelét?

3. MODSZEREK

Kisérleteinkhez a rendszerbiologia megkozelitését hasznaltuk fel. Eszerint egyidejlleg
alkalmaztuk az elméleti és a molekularis bioldgiai technikdkat a sejtes stresszvalasz

mechanizmus dinamikai miikodésének megértéséhez.

Modell rendszerként human hepatocita karcinoma (HepG2), €s human embrionalis vesetubulus
(HEK293T) sejtvonalakat hasznaltunk, amelyeket ER stresszorokkal (thapsigargin: TG,
tunicamycin: TM, dithiothreitol: DTT) kezeltiink. A PERK és CHOP gének csokkentését az
RNS interferencia elvén miikkdo siRNS-ek transzfektalasaval végeztik. A GADD34 gatlasa a

guanabenz inhibitorral tortént.

A kezelések utan a sejtek életképességét Cell Titer Blue reagens és Luna automata sejtszdmlalod
segitségével vizsgaltuk. A Cell Titer Blue reagens szubsztratjat, a resazurint az él6 sejtek
resorufin-na redukaljak. A resazurin-resorufin atalakulas eltér6 elnyelési maximumuk alapjan

spektrofotométerben abszorbanciat mérve detektalhato.

Az altalunk vizsgalt fehérjék aktivitasainak valtozasat western blot technikéval figyeltiik meg.
A sejtekbdl RIPA pufferrel fehérjét izolaltunk, majd a fehérjéket méret szerint SDS-PAGE
technikaval elvalasztottuk egymastol. Az elvélasztott fehérjéket ezutan a poliakrilamid gélrdl
PVDF membranra transzferaltuk nedves transzfer segitségével. A membrant a blokkolast
kovetden a jelolendd fehérjékre specifikus elsddleges antitestekkel egy éjszakan keresztiil, majd
az azokra specifikus masodlagos antitestekkel 1 6ran at inkubaltuk. Az autofagia detektalasra
az LC3-II formajanak novekedését, az Ulk-555-P novekedését, illetve a p62 fehérje
csokkenését kovettilk nyomon. Az apoptozis vizsgalatara a PARP hasadasat és a prokaszpaz-3
csOkkenését figyeltiik meg. Fehérje-szinten nyomon kovettiik még az IRE-1 Gtvonalon a JNK
szubsztatjat, a c-Jun foszforildlodasat, a PERK utvonalon pedig a PERK, elF20-P, ATF4,
GADD34 ¢és CHOP aktivitasokat. A mintdk kozti egyeld fehérjemennyiség a GAPDH

haztartasi gén antitestjével volt leellendrizve. A detektalds kemilumineszcens elven miikodo



reagens hozzaadasaval, fényérzékeny filmen, sotét szobaban tortént. A western blot-os
eredmények az Imagel szoftver segitségével lettek kiértékelve. A relativ denzitas értékek a
megfeleld6 GAPDH referencia fehérje, vagy a foszforilalt fehérjék total formainak denzitasahoz

(UIK-555-T, elF2a-T, c-Jun-T) lettek normalizalva.

Az apoptozis aktivalodasat a western blot mellett az Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7
Assay fluoreszcens apoptozis proba segitségével is leellendriztiik. Az Apo-ONE® apoptozis
proba Z-DEVD-R110 kaszpaz szubsztratja a kaszpaz-3 és kaszpaz-7 altal hasitodik apoptozis
esetén, és ekkor fluoreszcens termék, a Rhodamine 110 keletkezik. A mintak fluoreszcencia

intenzitasa egyenesen aranyos a kaszpaz 3/7 enzimaktivitasokkal.

A PERK, CHOP, ATF4, ¢s GADD34 gének mennyiségi vizsgalatat valosidejii PCR-rel, mig az
XBP1 gén aktivitasanak megfigyelését hagyomanyos PCR modszerrel végeztiik. Ehhez a kezelt
sejtekbdl TRIzol-kloroform extrakcioval total RNS-t izolaltunk, majd az mRNS-eket reverz
transzkripcioval CDNS-sé irtuk at. A hagyomanyos PCR soran az XBPIl-et a Thermo
Scientific™ (2X) PCR Master Mix és termoblokkos PCR késziilék segitségével amplifikaltuk.
Az XBP1 PCR termékek XBP1s és XBP1u formait 3%-os agardz gélen valasztottuk el, ¢s UV
fény hasznalataval detektaltuk a Gel-Doc XR+ gél dokumentécios berendezés segitségével. A
PERK, CHOP, ATF4, és GADD34 gének mennyiségi vizsgalatara elvégzett valosidejii PCR
esetén housekeeping gén a GAPDH volt. A valosidejii PCR reakcio és detektalasa PowerUp
SYBR Green Master Mix és QuantStudio 12K Flex System hasznalataval tortént.

Minden kisérletet harom parhuzamos mérésben végeztink el. A diagramokon &brazolt
eredmények is minimum harom parhuzamos kisérlet atlagai, ahol a hibasav az tapasztalati
szoras (SD) mértéket jeloli. A szignifikanciat egytényezds variancia-analizissel (ANOVA)

vizsgaltuk meg. Az eltérés p < 0,05, illetve p < 0,01 esetén volt statisztikailag szignifikans.

Ahhoz, hogy jobban megvizsgaljuk a jelatviteli hal6zat dinamikai viselkedését, szamitogépes
szimulaciokkal elméleti analizist is végeztiink. A bioldgiai szabalyozasi halozatok egy-egy
komponensének  valtozasat a  biokémiai  reakciokinetikan alapulé  kozonséges
differencialegyenletekkel (ODE) irtuk le, melyek paraméterei a molekularis biologiai kisérletek
alapjan lettek meghatarozva. A nem-lineéris differencidlegyenletek megolddsa megadja a
relativ fehérjekoncentraciok/fehérjeaktivitasok valtozdsat az idében, ezért ezek iddbeli
abrazolasaval az aktivitasvaltozas gorbéjét kaptuk meg. Az egyenletek megoldasat az XPP-

AUT szoftver segitségével oldottuk meg.



4. EREDMENYEK

Az autofagia és az apoptozis kapcsolata ER stressz soran

Kisérleteink kiinduldsi pontjaul szolgalé tanulmanyunkban az autofagia-fliggd tulélés és az
apoptotikus sejthalal kozotti kapesolat dinamikéjat vizsgaltuk meg kiilonféle ER stresszorokkal
(mint TG, TM és DTT) HepG2 sejteken. Bar az ER stresszorok kiilonb6zéképpen bontjak meg
az ER egyensulyat, a sejtek élet-¢s-halal kozotti dontésének szabalyozé mechanizmusa
ugyanolyan modon valosul meg. Ezt alatdmasztja, hogy hasonld eredményeket mutatott
mindharom ER stresszorral végzett kisérletsorunk. Korabban mar masok is megfigyelték, hogy
magas szintll ER stressz esetén az autofagia-fliggd talélést apoptotikus sejthalal koveti. Ezt a
mi kisérleteink is megerdsitették, azzal kiegészitve, hogy alacsony szintii ER stressz mindig
csak autofagiat indukadl, majd magas stressz esetén a trangiens autofdagia lecsengése utdn

aktivalodik az apoptozis.

Mind molekularis bioldgiai moddszerekkel, mind elméleti biologiai eszkdzokkel
megallapitottuk, hogy ER stressz esetén az autofdgia mindig megelozi az apoptozist, és a
sejthalal mechanizmus irreverzibilis modon, kapcsolo-szerii kinetikdval aktivalodik. Ez a
kapcsolo-szerli aktivalodas a stressz szintjének egy ugynevezett kiiszobértékéhez kothetd.
Megfigyeltiik, hogy a két folyamat nem lehet egyszerre aktiv: egy dupla negativ visszacsatoldsi
hurkot dllapitottunk meg az autofdagia és az apoptozis induktorok kozott a stresszvalasz
héalézatban. Ez a dupla-negativ visszacsatolasi hurok biztositja azt, hogy az autofagia
induktorok tranziens aktivalodasat az apoptozis induktorok kapcsoldszerti aktivalodasa

kovesse, amennyiben az ER stressz-szint eléri a kritikus kiiszobértéket.

Feltételezziik, hogy az autofagiat €s az apoptozist szabalyozo haldzatban a kiilonb6z6 autofagia
¢és apoptozis induktorokat iranyitd extra kapcsolatok esszencialisak lehetnek a folyamat
irreverzibilitasdban. A kovetkezOkben ezeket a lehetséges extra szabalyozasi hurkokat

tanulmanyoztuk.

Az IRE1 és a PERK ttvonal szerepe a sejt élet-és-halal kozotti dontésében

ER stressz esetén

A kutatasunk kovetkez6 1épésében az UPR PERK égara fokuszaltunk, és arra, hogy az IRE1 és
a PERK utvonal hogyan veszik ki résziiket a sejt élet-és-halal kozti dontésébdl. Modell



organizmusként attértiink a HEK293T sejtvonalra, amelyben thapsigargin és tunicamycin

stresszorokkal indukaltunk ER stresszt.

Mas publikaciokhoz hasonldéan, mi is megfigyeltiik a sejtek ¢letképességének novekedését,
amikor az ER stresszt PERK csendesitéssel kombinaltuk. Emellett a PERK SiRNS-transzfektalt
sejtekben, magas szintli ER stressz esetén az autofagia tovabb maradt aktiv, és az apoptdzis
ennek megfelelden késobb aktivalodik. Tehdt az autofdgias tulélés aktivitisanak ideje

meghosszabbodott a PERK utvonal hianydban.

A nem csendesitett sejtekben magas szintli ER stressz esetén megfigyelhet6 volt -az autofagia
inaktivalodasat kovetéen- mind a PERK, mind az IRE1 utvonalak apoptézis induktorainak
(CHOP, JNK) kapcsoloszerii aktivalodasa. Ez megerdsiti az autofagia és az apoptozis kozti,
korabban is megfigyelt dupla-negativ visszacsatolasi hurok jelenlétét. A PERK-csendesitett
sejtekben a PERK ¢és az IREI utvonal apoptozis induktora (CHOP, JNK) is csupan egy
tranziens aktivaciot mutatott. Ez tanusitja azt, hogy a stresszvalasz mechanizmus nem, vagy
csak joval lassabb kinetikaval kapcsolja be az apoptozist a PERK tutvonal hianyakor, és a PERK
hatdssal van az IREI1 utvonalra is. Az apoptozis induktorok tranziens aktivdalodasa azt
sugallja, hogy a PERK esszencidlis a programozott sejthaldl szabdlyozdsdban tartéosan magas
ER stressz esetén. Kisérleteink alapjan két kritériuma van annak, hogy az autofagidbol
apoptozisba vald atkapcsolds megtorténjen: a stressz szintnek el kell érnie egy kritikus

kiiszobértéket, és a PERK utvonalnak aktivnak kell lennie.

Szerettiik volna szamitogépes szimulaciokkal is megvizsgélni, hogy a PERK ¢és az IRE1 milyen
mértékben jarul hozzd a sejt élet-és-haldl kozotti dontéséhez ER stressz soran. Ezért
modelliinkbe beépitettik a PERK ¢és az IRE1 agakat képviselé ER stressz szenzorokat.
Amellett, hogy a PERK és az IRE1 agak is képesek serkenteni az autofagia és az apoptdzis
induktorokat, azt gondoljuk, hogy az induktorokra vald hatasuk intenzitasa kiilonb6z6. Mivel
az IRE1 &g gatlasa gyorsitja az apoptozist, és csokkenti a sejtek életképességét, modelliinkben
sokkal intenzivebb IRE1-hatast feltételeziink az autofagia induktoron, mint az apoptozisén. A
PERK csendesités ER stresszel kombinalva késleltette az apoptozist, ezért a PERK hatasa
erdsebbnek latszik az apoptézis induktorokon, mint az autofagia induktorokon. Egy
tanulmanyban az IRE1 pozitivan hat a PERK apoptdzis induktorara, mig kisérleteink
bizonyitjak a PERK pozitiv hatasat az IRE1 utvonalon ER stressz soran. Modelliinkbe ezeket

beépitve, egy pozitiv visszacsatolasi hurok jott 1étre a PERK ¢és az IRE1 utvonalak kozott.



A szabalyozasi halozatunk képes volt megmagyarazni a PERK, vagy az IRE1 4g hianya esetén
IS az autofagia és az apoptdzis kozotti dontésben bekdvetkezett modosulasokat. Eredményeink
alapjan az IRE1 és a PERK ag jelenléte is esszencialis az ER stresszvalaszban. A két dg kiozosen
biztositja az autofagia-fiiggd tulélés megfeleld aktivitasat, és tartos ER stressz esetén az
apoptozisba valo dtkapcsoldsit is szabdlyozza. Az apoptdzis indukcid visszafordithatatlansaga
biztositja azt, hogyha egyszer a sejt apoptozist indukal, az sose fordul vissza az azt megel6z6
autofagias tulélés felé. Modelliink szerint az IRE1 vagy a PERK gatlasa is okozhatja az
apoptozis induktor reverzibilis indukcidjat ER stressz soran, ami fontos valtozast okoz a
szabalyozasban. A haldzat nem tudja tobbé garantalni az apoptozis egyiranyusagat. Emiatt egy
pozitiv visszacsatoldsi hurkot javasolunk az UPR ezen dgai kozott, ami esszencidlis az

apoptozis indukcio visszafordithatatlan miikodésének kialakitdsdaban.

Molekularis kapcsolatok a PERK utvonalon beliill: az ATF4 és célgénjei

kozotti uj visszacsatolasi hurkok szerepe

Az IRE1 és a PERK ttvonal vizsgalatat kovetden felmeriilt a kérdés, hogy vajon jelen lehetnek-
¢ az utvonalakon beliil is még nem ismert pozitiv visszacsatolasi hurkok, robosztusabba téve az
irreverzibilis atkapcsolast ER stressz soran. Ezért megvizsgaltuk, hogy az egyik
legintenzivebben kutatott UPR ag, a PERK tutvonal kulcselemei (ATF4, GADD34 ¢s CHOP),

dinamikai miikddésiikkel hogyan alakitjak ki az ER stresszre adott valaszt.

Korabban kimutattak, hogy a CHOP-nak pozitiv hatasa van a GADD34-re, és olyan
eredmények is sziilettek, ahol a GADD34 gatlasanak negativ hatasa van a CHOP aktivalodasra
cellularis stressz soran. Az még azonban nem ismert, hogy a GADD34 direkt vagy indirekt
modon segiti-e el6 a CHOP jelatvitelét ER stressz esetén. Ennek vizsgalatara, a magas szintli
ER stresszt kombinaltuk a GADD34-nek vagy a CHOP-nak a gatlasaval. Ezutan mRNS ¢és
fehérje szinten is megfigyeltiik az ATF4, a GADD34, és a CHOP aktivitasokat.

A GADD34-gatlas ¢és a TG-kezelés kombinalasa szignifikansan csokkentette a CHOP-ot mind
mRNS, mind fehérje szinten. Ez megerdsiti, hogy a GADD34-nek pozitiv hatdsa van a CHOP-
ra. Emellett az ATF4 fehérje szintje is szignifikdnsan csokkent a guanabenz-zel kombinalt
kezelés soran, amely arra utal, hogy a GADD34 pozitivan hat a CHOP-ra, de indirekt modon
teszi ezt, az ATF4-en keresztiil. Ez megerdsiti, hogy a PERK utvonalon beliil is jelen van egy
pozitiv visszacsatolasi hurok ER stressz soran. Erdekes eredményt mutatott a CHOP siRNS-sel

torténd csendesitése ER stressz indukcioval kombindlva. A GADD34 fehérje szintje



alacsonyabb volt, de ez a kezelési kombinacié az ATF4 fehérje szintjét nem befolyasolta. Ha
csak egy sima, indirekt pozitiv visszacsatolasi hurok lenne a GADD34 ¢és a CHOP kozott az
ATF4-en keresztiil, az ATF4 mennyiségének is csokkennie kéne, hasonléan a GADD34-
gatlaskor megfigyeltekhez. Az elméleti analizisiink szerint ez a fenotipus csak akkor
megfigyelheté, amikor jelen vannak extra visszacsatolasi hurkok is a rendszerben.
Szamitogépes szimulacioval igazoltuk, hogy ez csak ugy torténhet meg, ha a GADD34 ATF4-
re vald pozitiv hatasa mellett, a CHOP gatolja az ATF4-et. Ezzel egy extra pozitiv (ATF4 —
GADD34 — ATF4) és egy extra negativ (ATF4 — CHOP — ATF4) visszacsatoldasi hurok
jon létre a PERK uatvonalban. A CHOP-gatlas esetén megfigyelt alacsonyabb GADD34 szint
a CHOP — GADD34 kapcsolat hianyaval magyarazhat6. Bar az ATF4 felszabadul a CHOP-
fliggd gatlas alol, a GADD34 kisebb mennyisége miatt nincs szignifikans valtozas az ATF4

szintjében. Ezeket a kapcsolatokat a jovoben sziikséges lenne kisérletesen is megerdsiteni.

Felmeriil a kérdés, hogy mi lehet a pontos szerepe a szabalyozasi halézatban az ATF4 — CHOP
— ATF4 negativ visszacsatolasi huroknak. Amikor egy célmolekula negativan visszahat az
induktorara, az mindig csillapitd hatast jelent a jelatviteli utvonalara. Egy korabbi, hasonlo
kapcsolati vizsgalat alapjan szerintiink az dltalunk megfigyelt negativ visszacsatoldsi hurok
(ATF4 — CHOP — ATF4) esetéen a CHOP gatlo hatisa érvényesiilhet az ATF4
apoptozis pontos egyensulya fligghet a GADD34 ¢és a CHOP altal szabalyozott visszacsatolasi
hurkok finomhangolasatol. A pozitiv és a negativ visszacsatolasi hurkok Osszehangolt
miikddése biztositja a stressz-szinttdl fliggd kapcsolas-szerli karakterisztikat, amelyben
elképzelésiink szerint mind a GADD34, mind a CHOP esszencialis szereppel birnak. A
vizsgalataink soran ellendriztiik még TurbolD mddszerrel - amely segitségével molekulak
egymashoz valo kozelségét lehet megallapitani -, hogy van-e barmilyen direkt kapcsolat a
GADD34-ATF4 vagy CHOP-GADD34 kozott. A kisérletek még tovabbi vizsgalatot
igényelnek, de egyelére nem talaltunk direkt kapcsolatot a fent emlitett molekulak kozott. Ez
megerdositi, hogy indirekt modon, mas molekulak hatasa daltal valosulnak meg a megfigyelt
extra pozitiv és negativ visszacsatoldsi hurkok, amelyeknek felderitésére a jovoben sziikség
lesz még tovabbi kisérletekre. Ennek soran azok koziil a molekulak koziil szeretnénk a jovoben
véalogatni, amelyek a TurbolD moddszer alapjan kozelebb kertilnek ER stressz hatasara a vizsgalt

GADD34-hez, és az irodalom alapjan lehet kapcsolatuk az ATF4-gyel és/vagy CHOP-pal is.



Tovabbi matematikai modellek a rendszer leirasara

A sejt élet-és-halal kozotti dontés dinamikai viselkedésének altalanos leirasara, tovabbi
szamitogépes szimuldciokkal vizsgaltuk az autofagia és az apoptozis induktorok kozotti, és
azokat szabalyozo ER stressz szenzorok kozti keresztkapcsolatok jelentéségét ER stressz soran.
A gerinceseket felépito sejtek szabalyozasi haldzatai — a sejtfelépitésiik komplexitasa miatt —
igénylik a robosztus karakterisztikakat. Emiatt az emlitett szamos visszacsatolasi hurkoknak
jelen kell lennilik a kiilonb6zd ER stressz szinteken. Korabban kimutattuk, hogy a {6
transzmembran jelatalakitdé molekuldk (PERK és IRE1) kiilonboz6 erdsséggel képesek
elésegiteni az autofagia és az apoptozis induktorok miikodését, és egy pozitiv visszacsatoldsi
hurok jelenlétét javasoltuk kozottiik. Irodalmi adatok alapjan, egy egyszerii matematikai modell
segitségével szerettiik volna bemutatni, hogy ezek a visszacsatolasi hurkok milyen modon
vannak jelen az UPR PERK aganak elemei kozott. Ez alapjan mind a GADD34 és mind a
CHOP képes az autofagia és az apoptozis induktorokat kiilonbozo erdsséggel serkenteni, és
egy pozitiv visszacsatoldsi hurok is jelen van koztitk. Erdekes modon, hasonlé
tulajdonsdgokat talaltak az IRE1 utvonal kulcselemei, az XBP1 és a INK-P kozott is. Bar az
XBP1s foleg autofigia induktor, és a JNK-P dontden az apoptdzis indukcidban fontos,

mindketten képesek pozitivan szabalyozni a maésik stresszvalasz mechanizmust is (1. dbra).

Az irodalomban talalt eredmények azt sugalljak, hogy az XBP1-nek hasonlo szabalyozési
szerepe lehet az IRE1-agon beliil, mint amilyen kulcsszerepe van a GADD34-nek a PERK
utvonalon beliil. Ezek alapjan szerintiink pozitiv visszacsatolasi hurok nemcsak az UPR agai
kozott lehet jelen, hanem azok megfigyelheték az UPR agakon beliil is, az ER stressz szenzorok
kulcselemei kozott. Feltételezziik, hogy mind a GADD34-CHOP, és mind az XBPI1-IJNK-P
pozitiv visszacsatoldsi hurkok esszencidlisak lehetnek abban, hogy nem tolerdlhato ER
stresszre vadlaszul, egy robosztus stresszvdlasz mechanizmust generdljanak. Az UPR harmadik
aganak, az ATF6-utvonalnak szintén lehetnek az ATF6 altal irdnyitott olyan kulcsmolekulai,
amelyek a tobbi dgakhoz kapcsoldodva hasonlé modon szabélyozza az ER stresszvalaszt. Azt
feltételezziik, hogy ezek a kapcsolatok segithetnek a szabalyozéasi halozat robosztus élet-és-
halal kozotti dontésének kialakitasdban. Azonban ezeknek a kapcsolatoknak bizonyitisa a
jovében tovabbi kisérletes vizsgalatokat igényelnek. Eredményeink megerésitik, hogy az élet-
¢és-haldl kozotti dontés a szabalyozo halozat szdmos szintjén irdnyitva van. Ez a komplex
szabalyoz6 halozat garantdlja az autofagias tulélés és az apoptotikus sejthalal kozotti pontos

dontéshozatalt ER stressz esetén.
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1. abra: Az UPR agak kozotti és azokon beliili szabalyozasi kapcsolatok hatasa az ER stresszvalaszra.

Az ER stressznek szerepe van szamos human megbetegedésben, mint példaul a
neurodegenerativ betegségek, elhizas, diabétesz vagy autoimmun betegségek. Emiatt tobb
szempontbol is fontos orvosi jelentésége van az ER stressz-indukalta autofagia és apoptozis
kozotti dontés vizsgalatanak. Az eredményeink alapjan egy UPR 4g megfeleld gatlasa
megvaltoztatja a szabalyozasi haldzatot, példaul meghosszabbithatja a tulélést, vagy
felgyorsithatja a sejthaldl mechanizmusat. Ezeknek az informacidoknak a kés6bbiekben fontos
jelentdsége lehet, bizonyos ER-stressz-fiiggd betegségek orvosi kezeléseinek kidolgozasaban
iS. Sziikség lehet példaul olyan molekulakra, amelyek specifikusan gatoljak vagy aktivaljak az
egyes UPR agakat/elemeket, ¢s ezzel terdpias hatast fejtenek ki kiilonféle betegségekben. Az
UPR agak aktivalasa egyedi patofizioldgiai folyamatokat befolyasolhatnak, hathatnak sejt
specifikus, vagy akar betegség specifikus modon is. Egy ilyen kutatas soran, az elméleti
biologiai vizsgalatokkal csokkenthetéek a kisérleti koltségek. Ez segithet az autofagiat és az
apoptozist szabalyoz6 ujabb gydgyszerhatdéanyagok felfedezésében is, amikkel javithato
lehetne az ER stresszel kapcsolatos betegségekben szenvedd emberek életszinvonala és

¢élettartama.



5. KOVETKEZTETESEK

Kutatasom az ER stresszvalasz autofagia és apoptozis folyamatait iranyité UPR miikodésére
fokuszaltak. Ennek soran molekularis és elméleti biologiai mddszerekkel megvizsgaltuk, hogy
az UPR PERK ¢s IRE1 agai kozott jelenlévo és a PERK utvonalon beliili kapcsolatok pontosan
milyen hatdssal vannak ER stressz soran a sejt ¢élet-és-halal kozotti dontésére. Eredményeink

alapjan a kovetkez6 megallapitasokat tettiik:

1. A PERK csendesités soran a sejtek életképessége megnovekedett, és a stresszvalasz
id6ben kitolodott: az apoptodzis aktivalddasa késébb tortént meg. Ez alapjan a PERK-nek
fontosabb hatasa van az apoptézis aktivalasara, mig az autofagiat kevésbé aktivalja.
Emellett a PERK csendesités hatasara magas szinti ER stressz soran gyengébben
aktivalodott az IRE1 apoptozisért felelds eleme, a JNK. Ez alapjan a PERK pozitiv
hatassal van a JNK jelatvitelére ER stressz soran.

2. Az irodalmi adatok alapjan az IRE1 pozitivan hat a PERK jelatvitelére, mig kisérleteink
alapjan bizonyitottuk, hogy a PERK is pozitivan hat az IRE1 utvonalra. Emiatt az UPR
PERK ¢és IRE1 agai kozott egy pozitiv visszacsatolasi hurok jelenlétét javasoltuk,
amelynek jelent0ségét szamitogépes szimulaciokkal vizsgaltuk tovabb. Eredményeink
arra utalnak, hogy ennek a javasolt pozitiv visszacsatolasi huroknak jelenléte biztosithatja
az ER stresszvalasz soran az apoptotikus sejthalal bekapcsolasanak irreverzibilitasat.

3. Kisérletesen megvizsgaltuk a PERK tutvonal kulcselemeinek (ATF4, CHOP és GADD34)
kapcsolatat, amely sordn a GADD?34, illetve a CHOP elemek gatlasat is kombinaltuk
magas szintll ER stresszel. A kisérletek eredményei alapjan elméleti modszerekkel
vizsgaltuk meg, hogy eredményeink az ATF4, CHOP és GADD34 szabalyozasi
haromszégben milyen kapcsolatok jelenlétével johetnek Iétre. A szamitogépes
szimulaciok azt igazoltak, hogy a GADD34 egy pozitiv visszacsatolasi hurokkal serkenti
az ATF4 jelatvitelét, mikozben a CHOP egy negativ visszacsatolassal hatast fejt ki az
ATF4-re. Rdadasul, a GADD34 — ATF4, ¢s a CHOP — GADD34 pozitiv kapcsolatok
kialakitanak egy indirekt, pozitiv visszacsatoldsi hurkot a GADD34 és CHOP elemek
kozott.

4. Az 1j visszacsatolasi hurkok vizsgalata soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
ATF4 — CHOP — ATF4 ,.enyhe” negativ visszacsatolasi hurok abban segit, hogy az
ATF4 hiperaktivalodasat meggatolja. A PERK ttvonalon beliili pozitiv €és negativ

visszacsatolasi hurkoknak tehat nélkiilozhetetlen szerepe van az apoptdzis induktor



kapcsoloszerti miikodésének finomhangolasaban, amiben a GADD34 és a CHOP elemek
fontos szereppel birnak. Ezek a szabalyozasi hurkok elképzelésiink szerint jelen lehetnek

az UPR tobbi aganak jelatvitelében is, példaul az IRE1 XBP1-IJNK elemei kozott is.
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