Palyazati végjelentés (eredmények), Vellai Tibor:

1. C. elegans autofag gének meghatarozasa
Bioinformatikai eszkdzokkel (BLAST szekvencia-hasonlosagi kereséssel) autofag géneket
azonositottunk a C. elegans genomban (Sigmond ¢és mtsi., 2008a; To6th és mtsi., 2008).
Ismert ¢élesztd €s human ATG (autofagia-kapcsolt) gének féreg ortologjait hataroztuk meg
(els6ként). Néhany ¢élesztd ATG gén esetében nem talaltunk féreg ortologot, mig egy ATG
gén esetében (Atg8) egynél tobb nematoda ortologot is meghataroztunk. Az ATG gének
tobbsége azonban evolticidsan konzervalt formaban, vagyis egy-egy jol definialt ortolog
altal reprezentalva taldlhato meg a féreg genomban. Ez azt sugallja, hogy az autofagia
mechanizmusa C. elegans-ban konzervaltan, az élesztében megismert molekularis

masinéridhoz hasonl6an mehet végbe (Kovacs ¢és mtsai., 2007).

2. C. elegans autofag gének funkcionalis (genetikai) jellemzése: mutins allélek és
géncsendesités
Szamos C. elegans autofag gén esetében izolaltunk vagy szereztiink be funkciovesztéses
mutans alléleket: unc-51/ATG1, bec-1/ATG6, atg-7, 1gg-1/ATGS8 ¢és atg-18 gének mutans
alléljeit jellemeztik molekularisan ¢és ultrastruktaralisan  (elektronmikroszkopos
vizsgalatokkal) (Sigmond és mtsai., 2008a; Sigmond ¢és mtsai., 2008b; Toth ¢és mtsai.,
2008). Az unc-51 kivételével mindegyik autofag gén muticidja teljes vagy részleges
penetranciaju életképtelen fenotipust eredményezett. A mutans allatok az embrionalis
vagy a korai larvalis fejlodés soran pusztultak el. Az autofagia tehat esszencialis a C.
elegans egyedfejlédéséhez. Alternativ magyarazatként az autofag gének autofagia-
fiiggetlen funkcidja sziikséges az életképességhez. A bec-1, atg-7 és 1gg-1 gének esetében
RNSi konstrukcidkat is 1étrehoztunk. Mindhdrom konstrukcié funkcionalisnak bizonyult
(megsziintette a megfelelé autofag gén gfp-vel jelolt fluoreszcens vilagitasat). Ezen
A vizsgalt autofigia deficiens embridkban az apoptodzissal elpusztuldé sejtek szdma
jelentésen megemelkedett a kontroll (vad vagy iires RNSi plazmidot hordozd) éllatokhoz
képest. Erdekes modon az Osszes vizsgalt autofagia defektiv torzsben az endocitozis
folyamata befolyasolt volt. Ezekben az allatokban nem formalodtak tipikus autofag
struktirdk (autofagoszomak), hanem karakterisztikus multivezikularis képletek jottek

létre, amelyek felhalmozddtak a citoplazméaban (Sigmond és mtsai., 2008b). Végiil az



autofagia gatlasa jelent6sen szuppresszalta a nekrozist bizonyos ioncsatorna hiperaktiv

neurodegenertiv modellekben (Vellai és mtsai., 2007).

. C. elegans autofag gének expresszios jellemzése

Harom autofag gén (bec-1, Igg-1 és atg-18) esetében hoztunk létre transzlacios fuzids gfp-
jelolt riporter konstrukciokat. A bec-1 és atg-18 gének esetében a C-terminalison, az Igg-1
esetében az N-terminalison fuzionaltuk a gfp kodold régiot (az 1gg-1 C-terminalisan
talalhat6 utolsé aminosav — glicin — funkcionalis, sziikséges a fehérje aktivalodasahoz)
(Klionsky és mtsai., 2008; Toth és mtsai., 2008). Ezek a transzgének menekitették az adott
gének mutans alléljai altal okozott letalis fenotipusokat. Instabil — extrakromoszomalis —
genomi szerkezetben kivald genetikai mozaik rendszerként miikodtek. Példaul a [bec-1(-);
pbec-1::BEC-1::GFP] genotipusu allatok egy jelentés része képes volt fertilis feln6tt
stddiumba fejlédni, mikozben szamos szovettipusban megnyilvanult (fenotipusosan) a
BEC-1 fehérje hianya (pl. vulva fejlodési defektusok). A bec-1, lIgg-1 és atg-18 gének
expresszioja azt mutatta, hogy ezek a faktorok az egyedfejlédés sordan minden sejtben
aktivak (Sigmond és mtsai., 2008a). A legintenzivebb expresszidt az embriondlis fejlédési
stddiumokban detektaltuk. Larvakban és feln6tt allatokban kitlintetetten az intenziven
oszt6do sejtekben lattunk erés GFP jelet (1. abra). Intracellularisan ezek az autofag
fehérjék a citoplazmaban €s a magban egyarant megtalalhatdak voltak. A citoplazmaban
pontszerli struktirdkhoz lokalizaltak. A kordbb feltételezések szerint ezek a struktirdk
autofagoszomalis képletek (autofagoszomak). Az LGG-1 esetében igazoltuk, hogy a korai
larvak lateralis varrat- (Seam) sejtjeiben a fehérje a Golgi rendszerhez is lokalizal (2.
abra). Ezért a pontszerli autofag fehérje-pozitiv struktirdk nem tekinthetdek

egyértelmiien autofag eredetii komponenseknek.




1. Abra. A BEC-1 fehérje akkumulaciéja. A fehérje (fluoreszcens képek) minden sejtben a
korai embrionalis allapotoktol jelen van. A, 16 sejtes embrid (alul a Nomarski kép). B, comma
allapotth embrid. C, bélsejtek (a vonal egy bélsejtet jelol). D, Fejlodd vulvaszovet (nyil). E,
Konfokalis kép, a nyil a gonad disztalis cstcssejtjét jeldli.

2. Abra. LGG-1/Atg8 lokaliziciéja a Golgi apparitusban. A, Citoplazmaban diffuz és
pontszeri LGG-1 akkumulécié embriokban. B, , Ikerfolt”’-szerli LGG-1 akkumulacié egy L2 larva
varratsejtjeiben. Egy egyedi varratsejt bekeretezve, az ,,ikerfoltok” nyilakkal jeloltek. C, Az el6z6
panelen bekeretezett varratsejt nagyitott képe. A vastag nyil a sejtmagot, a kicsi nyilak az
»ikerfoltokat” jelolik. D, Egy varratsejt EM képe. A vastag nyil a sejtmagot, a vékony nyilak a
Golgi apparatusokat jelolik. A C és D képek egybevetése alapjan az ,ikerfoltok” Golgit
azonositanak.

Az autofag gének szabalyozzak az oregedési folyamatot C. elegans-ban

Az autofag gének muticids inaktivalasa és géncsendesitése megrovidiilt élethosszt
eredményezett. A kisérletekben életképes unc-51(-) és atg-18(-) mutansokat, bec-1
genetikai mozaikokat [bec-1(-); pbec-1::BEC-1::GFP], valamint atg-7(RNSi) és lgg-
1(RNSI) allatokat vizsgaltunk. Ezek az autofagia defektiv feln6tt allapotba fejlodoé allatok
jelentdsen rovidebb ideig éltek a vad tipusnal (Toth és mtsai., 2008; Sigmond s mtsai.,
2008a) (3. abra). Mivel az élethossz megrovidiilése nem szolgal evidenciaként a vizsgalt
gén Oregedési funkciojara vonatkozdan (a rovidebb élethosszt teoretikusan okozhatjak az
autofagia hidnyaban fellépd degenerativ elvaltozéasok, ,betegségek” is), ezekben az
allatokban meghataroztuk az dregedési pigment (lipofuscin) €s a mozgasi képesség ¢letkor
fliggvényében torténd valtozasat. Ismert ugyanis, hogy az Oregedd fonalférgek
progressziven halmoznak fel lipofuscint (a lizoszémalis aktivitas végtermékei) sejtjeikben,
¢s mozgasuk az 1d6 eldérehaladasaval fokozatosan paralizaltta valik. Eredményeink szerint
az autofdgia gén deficiens allatok gyorsabban halmoznak fel lipofuscint és gyorsabban

bénulnak meg, mint a vad tipusu kontroll allatok. Autofag génfunkciok hidnya tehat az



oregedési folyamat befolyasolasan (gyorsitasan) keresztiil okozott rovidebb élettartamot.

Az autofagia deficiens allatok progérikusak (gyorsan oregednek).
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3. Abra. Autofag gén deficiens L1 larvak csokkent tulélése éhezés soran. Az embridk
tapanyagot nem tartalmazé M9 oldatban keltek ki és novekedtek. Az ¢éhezdé L1 larvak
megrekednek ebben a fejlodési stadiumban. A t0lél6 allatok aranyat kétnaponta hataroztuk meg.
daf-2(-): inzulin/IGF-1 jelatvitel deficiens mutans, daf-18(-): inzulin/IGF-1 jelatvitel hiperaktiv
mutans (a daf-18 a PTEN — az inzulin/IGF-1 jelatvitel negativ szabalyozoja — féreg ortologjat
kodolja).

Az oregedési folyamatot szabalyozo genetikai utvonalak hatasa az autofag géneken
konvergalédik C. elegans-ban

Az utdbbi évtizedekben szamos Oregedési folyamatot szabalyozd (gyorsitd) jelatviteli
rendszert hataroztak meg (ezen gének funkciovesztéses muticidja hosszu élettartamot
eredményez). Ilyen rendszer az inzulin/IGF-1 és a TOR jelatviteli utvonal (az utdbbi
funkcigjat magunk tartuk fel; Vellai és mtsai., 2003), a csokkent tapanyagfelvételt
(,,kalorikus restrikciot”) kozvetitd utvonal €s a mitokondridlis 1égzési lanc. E rendszerek
valamelyikének miikodésében gatolt egyszeres mutans allatok hosszu életidejiick. Autofag
génfunkcioban deficiens egyszeres mutansok — ahogy azt fentebb lattuk - rovidebb ideig
¢lnek, mint a vad tipus. Autofdg géneket inaktivaltunk hosszt életidejii mutansokban, és
néztiik a beavatkozas élettartamra kifejtett hatasat. Minden kettds mutans kombindcioban
az autofag mutansok rovidebb élettartama volt episztatikus. Kivételt a daf-2(-) mutansok
jelentettek, amelyekben az autofag gének blokkolasa csak részlegesen szuppresszalta a
megnyult élettartamot; daf-2(-); autofag gén(-) kettés mutansok tehat hosszabb ideig éltek
a vad tipusnal, de rovidebb ideig éltek a daf-2(-) egyszeres mutansoknal. Figyelemre
méltd moédon az autofdg gének blokkolasa nagyobb mértékben csokkentette az

¢lettartamot daf-2(-) mutans hattérben, mint vad tipust (egyszeres autofagia defciens



mutans) hattérben. Ez ijabb indikaciot jelentett az autofag gének élettartam szabalyozo
szerepére vonatkozdan. Autofag gének inaktivalasa rovid élettartamot eredményezett
TOR, kalorikusan ,restriktalt” és mitokondrialis 1égzésben csokkent mutans allatokban.
Az autofag gének tehat egy utvonalban hatnak a TOR kindzzal, a tdpanyag jelatviteli
komponensekkel és a mitokondrialis respiracios lanc komponensekkel: episztatikusan
hatnak e komponensek felett, kozvetitik azok hatdsat (pl. az autofag gének funkcidja kell a
TOR mutans éallatok megnytlt élettartamanak kifejezédéséhez). Ezen eredmények alapjan
a kiilonbozé élethossz szabalyozd utvonalak hatdsa az autofadg génkaszkadon
konvergalddik (Toth és mtsai.,, 2008; Vellai, 2009; Vellai és mtsai., 2009; Vellai és
Klionsky, 2010; Vellai és Takacs-Vellai, 2010). Az autofagia tehat az 6regedési folyamat
kdzponti szabalyozé mechanizmusa (4. abra). Eme megallapitas egybevag azokkal az
utobbi években tett megfigyelésekkel, miszerint az autofidgia abnormalis miikddése
szamos id6éskori degenerativ elvaltozdsban kimutathatd. Nem véletlen, hogy az egyik
leggyakoribb Oregkori idegrendszeri patologiat, az Alzheimer betegséget pl. ma tipikus

autofagia-kapcsolt degenerativ elvaltozasnak tekintik.
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4. Abra. Az oregedési folyamat szignaliziciés halézata. Az oregedési folyamatot szabalyozo
fehérjék/utvonalak hatasai az autofdg génekre konvergalodnak. A sarga gombok jelatviteli
komponenseket, a piros gombok szabalyozé fehérjéket, a kék ovalis alakzatok receptorokat
jelolnek. A fehérjéket az emlds ortoldgok nevével jeloltem. Nyilak aktivalo, talpas nyilak gatlo
kolesonhatasokat jeldlnek.



6. Az unc-51/Atgl és bec-1 /Atg6 C. elegans autofag gének szerepet jatszanak a
sejtnovekedés szabalyozasaban
A TOR-inzulin/IGF-1 jelatvitel tengely tapanyag- és hormonfiiggd médon szabédlyozza a
sejtnovekedést és proliferaciot. Amint azt az eléz6 pontban lattuk, e tengely Oregedési
folyamatra gyakorolt hatasat autofag gének kozvetitik. Ezért két életképes autofag mutans
torzsben (unc-51(-) és bec-1 mozaikok) megvizsgaltuk az alatok testméretét (a C. elegans
szomatikus sejtek szdma invaridns, tehat az dallat testmérete a sejtek méretének
fiiggvénye). A muténs allatok testmérete a normalisnal rovidebb (kisebb) volt. Szdvet-
specifikus markerek alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a sejtszdm nem valtozott meg a
mutans allatokban. Néhany egyedei sejt térfogatat is megmértiik, és megint kisebb
értékeket kaptunk, mint a vad tipusban. C. elegans-ban a normalis sejtméret
kialakitasahoz tehat autofag gének funkcidjara van sziikség. Episztazis (kettés mutans)
elemzéssel kimutattuk, hogy az autofag gének downstream hatnak a sejtnovekedést és
proliferaciét szabalyozo két legfontosabb ttvonaltol, az insulin/IGF-1 és TGF-B

(transforming growth factor-beta) jelatviteli rendszerektdl (Vellai és mtsai., 2008).

7. Az autofag gének és az apoptotikus génkaszkiad redundinsan szabalyozzak az
embrionalis fejlodést
A C. elegans egyedfejlédése soran 131 szomatikus sejt hal meg programozott modon
apoptozissal. FErdekes modon az apoptézis deficiens nematodak (pl. ced-4
funkcidvesztéses mutansok; a ced-4 egy konzervalt Apafl ortologot kodol) életképes,
fertilis feln6tt allatokka fejlodnek. C. elegansban szamos autofag gén inaktivalasa szintén
nem vagy csak csokkent mértékben befolyasolja az életképességet. Az apoptdzis €s
autofagia defektiv egyszeres muténs allatok embrinondlis fejlédése tehat normalis. Az
egyszeres mutaciok kombinalasaval (keresztezés) apoptdzis(-); autofagia(-) deficiens
kettés mutans allatokat allitottunk eld. Genetikai null allélek hasznalata esetén ezek a
kettds mutans dallatok embrionalis korban elpusztulnak. Ez a letdlis fenotipus teljes
penetranciaju volt. Az elpusztult embridk jellegzetes morfogenetikai abnormalitdsokat
mutattak (5. abra). Kimutattuk tovabba, hogy harom ,.kdzponti” autofag gén (bec-1, lgg-1
¢s atg-18) transzkripcidjat a bZip-szeri ATF-2 transzkripcids faktor szabalyozza. Az
ATF-2-r6l ismert, hogy a kozponti (core) apoptotikus génkaszkadot is transzkripcios
szinten szabdlyozza. Az apoptozis €s az autofagia tehat kozos transzkripcids kontroll alatt

all ebben az organizmusban (Erdélyi és mtsai., 2010).



Vad tipus ced-4(n1162); atg-18(gk378) ced-4(n1162); atg-7(tm2976)

5. Abra. Apoptézis-autofagia deficiens Kettds mutins embriék silyos morfologiai
rendellenességeket mutatnak. A: anterior (feji) vég, P: poszterior (farki) vég. V: vakudla. A
fehér nyilhegyek a garatot, a kicsi nyilak a bél autofluoreszcens granulumait jeldlik. A kettds
mutans embriok életképtelenek.

8. Bizonyos myotubularin-szeri (MTM) protein foszfatazok potensen gatoljak az
autofagiat Drosophilaban és C. elegansban
Az autofag membran képzddésének egyik els6 biokémiai 1épése a PIP2
(phosphatydylinositol-bisphosphate) - PIP3  foszforiladlacio, amelyet egy PI3
(phosphatydylinositol 3-phosphate) kinaz (VPS34; vacuolar protein sorting-34) katalizal.
A folyamat egyensulyi, a VPS34 antagonistdi bizonyos MTM foszfatazok. Mutans
elemzéssel €s RNSi kisérletekkel meghataroztuk azokat az MTM foszfatdzokat a C.
elegans genomban (a C. elegans genom 5 darab MTM foszfatazt kodol: mtm-1, -3, -5, -6
¢és -9), amelyek autofagiat gatolnak. Az ortolog foszfatazok vizsgalatat Drosophilaban is
elvégeztiik. E foszfatazok inaktivalasa autofagia indukciot, mig hiperaktivalasa autofagia
blokkolast eredményezett. Ennek hatdsara a vizsgalt torzsek ¢lettartama jelentOsen
novekedett. Az autofagia stimuldcidja jelentds neuroprotektiv hatastinak bizonyult
neurodegenerativ (human o-synucleint és [p-amyloidot expresszald) modellekben.
Drosohiléban feltartunk néhany szervfejlédésben betdltott autofagia funkciot is (Billes és

mtsai., kézirat elkészités alatt).
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