OTKA beszamolo, 75843 sz. palyazat, 2009-2012
Reészletes rész, bevezetés

A jelenlegi beszamolo targyat képezé K75843 sz. palyazat a harmadik olyan munka
amelyben az OTKA révén lehetévé valt a Caenorhabditis elegansban zajlo autofag
folyamatok vizsgalatara koncentral6 kutato munka a témavezeté (Kovacs Attila Lajos)
iranyitasaval. A korabbi sikeres palyazatokkal egyitt (T033047, 2000-2003; K47241, 2004-
2006), az OTKA-t6] kapott tartos bizalom lehetdvé tette, hogy éppen a 2000-es évek elejétol
kialakult robbanasszerti fejlodés szakaszaban is megtartsuk és megerdsitsiik azt a jelentds
nemzetkdzi presztizst, amit az autofagia és a lizoszomalis lebont6 folyamatok vizsgélataban
korabban évtizedeken &t szereztiink. Ennek fontos jele volt, hogy meghivast kaptunk a
C.eleganshan zajlo autofagiat leird cikk megirasara az els6 kizarolag autofagiaval foglalkozo
kotetben (Kovacs et al., 2004) Ezt kdvetden a témavezetd tagja lett, és azota is tagja, az 2005-
ben frissen induld Autophagy c. folydirat szerkeszt6 bizottsaganak, ahova a jelenlegi palyazat
vezetO kutatoja Vellai Tibor is bekeriilt. Az OTKA tdmogatasanak kdszonhetden rendszeresen
részt vehettiink (idénként meghivott eldadoként) az autofagiaval foglalkozé konferencidkon
szimpoziumokon. Ez jelentdsen hozzajarult ahhoz, hogy kiilondsen dinamikusan fejlédtek a
nemzetkozi kapcsolataink €s egylittmiikddéseink.

A témaban a korabbi két palyazat eredményeképpen sziletett és nemzetkdzi folydiratokban
megjelent és az adatbazisokban megtalélhatd publikécidink szama 8, impakt faktoruk 6sszege
89, a fuggetlen idézeteik szama 572.

Fontos fejlemény volt, hogy 2009-ben a témavezet6 felkérést kapott egy kinai
kutatocsoporttal valo egyiittmitkdésre amelynek munkajat annak vezetéje Hong Zhang az
USA-ban (Harvard University, Albert Einstein College) végzett tanulmanyokkal alapozott
meg. A K75843-as OTKA palyazat emiatt kiegészulhetett ennek a kooperacionak a
feladatival és eredményeivel, amint azt a részjelentésekben jeleztik is. A C. eleganson tal
tovabbi kooperaciok révén a jelen palyazatban végzett vizsgalatok kiterjedhettek Drosophila,
Brachydanio és emlds sejtekre is. A jelelegi 75843-as palyazat beszdmolasi iddszakéaban védte
meg a témavezetd Kovacs Attila Lajos és a vezetd kutatd Vellai Tibor MTA doktori
értekezését és emellett megszerezték a habilitalt doktori cimet is.

Részletes szakmai beszamolo

A 2009-12 kozott a palyazatban végzett munka sordn kimutattuk, hogy szamos autofag
gén (lgg-1/ATGS8, bec-1/ATGS6, atg-18) transzkripcionalisan aktivalodik genotoxikus stressz
hatasara (Erdelyi et al., 2011). Ezeket az adatokat az altalunk eléallitott gfp- (zold
fluoreszcens protein) flzids transzlacids és transzkripcids riporter rendszerek segitségével
allitottuk eld. Az autofagiat ezidaig sejtvédd mechanizmusként irtdk le. Mégis érdemesnek
tartottuk megvizsgalni, hogy vajon az autofagia hiperaktivalddasa a sejt védelmi valasza-e a
stressz-hatassal szemben, vagy ellenkezdleg, aktivan hozzéjarul a sejt pusztulasi folyamatahoz?

Genotoxikus stresszt alapvetéen a dUTPaz enzim (deoxyuridine triphosphate
nucleotidohydrolase) mediélja. Ez az enzim katalizalja a dUTP hidrolizisét dUMP-vé és
pirofoszfatta, a keletkezett dUMP pedig templatul szolgél a dTMP szintézishez, amely a DNS
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egyik épitékove, hianyaban uracil épiil a DNS-be, ami az egyik leggyakoribb DNS karosodas.
A hatast RNS interferencian keresztiil torténd csendesitéssel, valamint kemoterapiaban
alkalmazott kémiai agensekkel (pl. 5-flourouracil, methotrexat) idéztiink ¢l8. Ilyen
korulmények kozott az emlitett ATG gének erdsen fokozott expresszios aktivitasa jelentkezett
ami autofag struktirak tomeges megjelenésével, sejtpusztulassal kapcsolodott 6ssze. Ezeket a
folyamatokat elektronmikroszkdpos és fluoreszcens mikroszkopos megfigyelésekkel,
valamint egy transzlacios fuzios plgg-1::GFP::LGG-1 riporter segitségevel vizsgaltuk.

Igazoltuk tovabba, hogy az autofag utvonal és az apoptotikus génkaszkad redundans
modon szabalyozzak a C. elegans korai egyedfejlédését: mig az apoptdzis és autofagia
deficiens egyszeres mutans embriok életképesek ¢és fertilis felnott allatokka fejlédnek, addig
az apoptozis-autofagia defektiv kettés mutans allatok elpusztulnak az embrionalis fejlodés
kiilonbo6z6 fazisaiban. Példaul az atg-18 és ced-4 genetikai null-mutaciok kombinacidja [atg-
18(-); ced-4(-) kettés mutansok] életképtelen embriokat eredményezett mikozben mindkét
egyszeres mutans fertilis feln6tt allapotba képes fejlédni (Borsos et al., 2011). Ezek az
¢letképtelen kettds mutans embriok stlyos fejlodési (morfoldgiai) rendellenességeket
mutattak; az embriokban nem tortént meg a test megnyulasa (elongacio), szamos nagyméretii
vakuolum képzddott a test kiilonbozo pontjain, €s sejtek 16kddtek ki az embrid testébol,
amelyek a peteburkon beliil halmozédtak fel. Erdekes médon bizonyos szdveti differenciacio
végbement ezekben a kettds mutans allatokban is: a garat képzédménye és a bélsejtekre
jellemz6 autofluoreszcens granulumok konnyen azonosithatoak voltak. Ezek az eredmények
az autofagianak az egyedfejlddésileg szabalyozott sejtpusztulasban/talélésben betdltott
esszencidlis szerepére utalnak. FeltételezhetOen az autofag gének és a kanonikus apoptotikus
utvonal redundans modon (egymast kiegészitve) szabalyozza az embriogenezishez szikseges
szoveti mintazatképzodési folyamatokat.

A két folyamat (autofagia és apoptozis) hasonld egyedfejlodési funkcidja hasonlo
szabalyozési faktorokat is sejtetett. Valdban, konzervalt ATF-2 potencialis kotéhelyeket
hataroztunk meg az Igg-1/Atg8 és bec-1/Atg6 autofag gének szabalyozo régidjaban (az ATF-2
egy bZip-szerti transzkripcios faktor, amely az apoptotikus génkaszkad egyik upstream
szabalyozo eleme). In vitro DNS-fehérje kotési (gélretardacios) esszékben kimutattuk, hogy
az ATF-2 szekevencia-specifikus mdadon képes kapcsolddni a meghatarozott 1gg-1 és bec-1
promoter elemekhez. Ezt a fizikai kapcsolatot in vivo expresszios analizissel is megerdsitettiik:
lgg-1::gfp és bec-1::gfp riporter konstrukciokat hoztunk letre, amelyek expresszidja
jelentdsen megvaltozott akkor, amikor a potencialis ATF-2 kétéhelyeket mutaltattuk (wutlgg-
1::9fp és mutbec-1::gfp). Az autofag es apoptotikus Utvonalak tehat transzkripcionalisan
koregulaltak.

A tovabbiakban létrehoztunk egy Uj C. elegans-specifikus autofag riporter rendszert.
Ezidaig az LGG-1/Atg8 feherje lokalis intracellularis akkumulacioja szolgalt riporterként az
autofag folyamat aktivitdsanak nyomonkdvetésére. A Beth Levine munkacsoportja altal
Iétrehozott és altalunk, valamint nemzetkdézileg is altalanosan hasznalt GFP::LGG-1
transzlacios fUzios riporter rendszer azonban nagy kopiaszamban integraltan tartalmazza a
transzgent, ami pl. meggatolja a csiravonalban tortén6 expressziot. E rendszerrél korabban
kimutattuk, hogy nem autofag eredetli citoplazmas elemeket is jelol. A rendszer tovabba
szamos fiziologiai folyamatban (pl. éhezésre adott sejtvalaszban) nem adja az autofag
rendszerekt6l ,,elvarhatd” aktivitast. Ezért a Mostic transzpoziciot felhasznalva létrehoztunk
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egy olyan Uj LGG-1/Atg8 riporter rendszert, amely egy kdpiaban a genom egy semleges
pozicidjaba integralddott. A konstrukcié az mCherry riportert, az lgg-1 szabalyozé régiot és
az LGG-1 kodolo régidt (kivéve a stop kodont) tartalmazza, tehat funkcionalis elemként
mikdodik (plgg-1::mCherry::LGG-1).

Eddigi vizsgélataink kideritették, hogy a riporterre transzgenikus &llatokban a bazalis
autofag aktivitas halovany piros fokuszok forméajaban detektalhatd. Egy napos éhezés hatasara
ez a bazalis jel dramai modon feler6sodik, aminek legjellemezdbb aspektusa a fehérje
mennyisegének névekedése bizonyos szovettipusokban (pl. a feji rész hipodermiszében és a
garatizomzatban). Ez a valtozas az 1gg-1 transzkripcios aktivitasaval magyarazhato. Jelenleg a
transzkripcids upreguléciért felelds transzkripcids faktorok meghatarozasan dolgozunk. Eddig
igazoltuk, hogy a kromatin szerkezet kialakitdsdban kozponti szerepet jatszé6 NuRD
(nucleosome remodelling and histone deacetylase) komplex komponens LET-418 (a humén
Mi2 fehérje féreg ortologja) szlikséges az éhezési stressz-valasz soran megfigyelhet6 1gg-1
upregulacidért.

Ugyancsak elkészitettlink egy még érzékenyebb plgg-1::mCherry::GFP::LGG-1
funkcionalis rendszert. Tervezzilk, hogy szisztematikus vizsgalatokkal feltérképezzilk az
egyedfejlodésnek azokat a kritikus fazisait, amelyekben feltételezhetd, hogy az autofag
aktivitas fokozottan és jellegzetes korilmények kozott jelentkezhet (pl. L1 larva és korai
feln6tt stadiumokban torténd éheztetés, pre- €s posztdauer fazisokban zajlo dramai
morfoldgiai valtozasok). Reményeink szerint ezek az 0j riporterek jelentdsen felgyorsitjak az
autofagiara vonatkoz6 ultrastruktaralis elemzéseinket, amelyek nélkilozhetetlenek a
folyamatok végso €s definitiv jellemzéséhez. Ehhez felhasznaljuk a beallitas alatt allo, illetve
a mar kiprébalt 0j rogzitési eljarasokat (tobbféle fixaloszer, high pressure freezing modszer),
valamint a C. elegansban kiilonds technikai nehézséget jelent6 és eddig a C. elegans
autofagiaban 1ényegében nem alkalmazott ultrastrukturalis immuncitokémiai mddszereket.

Az autofégiat széles kdrben hosszu ideig mint egy stressz altal indukalt folyamatot
irtak le. Ehezés, magas oxigén koncentracio és patogén fertézések egyarant képesek az
autofag folyamatot stimulalni. A legujabb eredmények szerint azonban az autofag degradacio
fontos szerepet jatszik szamos egyedfejlodési folyamatban is (C. elegansban a dauer larva
kialakulésa, az apai mitokondriumok eltavolitasa, a szoma-csiravonal szétvalasa, és az embrid
korai morfogenezise autofag aktivitast igényld folyamatok). Ez felveti az autofagia
egyedfejlodési faktorok altal meghatarozott, genetikailag ,,programozott” szabalyozasat. Az
autofagia szabalyozasara vonatkozo C. elegansbol nyert egyik legérdekesebb megfigyelésiink
szerint massziv autofag aktivitast tapasztalthatd ceh-13(-) mutans allatok bélszévetében. A
ceh-13 egy HOX fehérjét kddol, amely a Drosophila Labial és az emlés HoxB1 fehérjék féreg
ortolégja (a HOX fehérjék a korai egyedfejlodést szabalyozo hélix-kanyar-hélix
homeodoménnel rendelkezd transzkripcids faktorok). Ezzel 6sszhangban igazoltuk, hogy a
Drosophila szemdiszkuszban (a szemfejlodés prekurzora) az autofag gének differencialt
expressziét mutatnak. Az autofag gének szem-specifikus kikapcsolasa vagy hiperaktivalasa
egyarant retardalt szemfejlédéshez vezetett; az érintett felndtt allatok szeme kisebb volt a vad
tipusénal. Szamos esetben a szemfejlédés teljesen elmaradt (szem nélkiili felnétt allatok
keltek ki). A csokevényes szem fenotipust részben megndvekedetett apoptozis eredmeényezte.
A Drosophila szemfejlodésrél ismert, hogy a korai szemdiszkuszban szamos HOX kofaktor
[pl. az Exd (Extradenticle) és Hth (Homothorax) homeodomén fehérjék] akkumulalodik.
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Lab+Exd kompozit k6tShelyet azonositottunk. Kimutattuk, hogy az irodalmi adatokkal
ellentétben a Lab expresszalodik a korai szemtelep oszlopos sejtjeiben (kordbban csak a
peripodiélis membréban irtak le). Lab hiperaktiv és Lab deficiens genotipusu szemtelepekben
a szemfejlodés elmaradt vagy csokevényes volt: az allatok szeme nem vagy csak alig fejlodott
ki. Ez a fenotipus nagyban hasonlitott az autofagia defektiv legyek csokevenyes szem
fenotipusara. Sajat promoterrdl vezérelt Atg8::GFP konstrukciot 1étrehozva expresszids
elemzéssel bizonyitottuk, hogy a szemben az Atg8 expresszioja Lab-fliggd moédon megy
végbe. Ezzel 6sszhangban az autofag struktirak mennyisége a szemtelepben a Lab
aktvitasanak megfelelden valtozott. A kotOhelyet nem tartalmaz6 riporter konstrukcié nem
volt érzékeny a Lab deficiens genetikai hattérre. Végul kvantitativ RT-PCR analizissel
igazoltuk, hogy az Atg8 Lab-fiiggé modon expresszalddik a zsirtestben €s a szemtelepben
egyarant. A konzervalt kot6hely in vivo funkcionalitasat igazoltuk Exd muténs genetikai
hattérben is. Az eredményeket 6sszefoglalo kézirat elkészitése folyamatban van (Billes et al.,
manuscript in preparation, 2013). A kézirat egy korabbi, Lab-fliggetlen verziojat a Science
folydirat kikildte biralatra, és a kritika legfontosabb eleme a molekularis hattér feltarasara
vonatkozott.

Koréabban kimutattuk, hogy C. elegansban az autofagia szabalyozasat két
sejtndvekedést kontrollald utvonal, az inzulin/IGF-1 (insulin-like growth factor 1) és TGFp
(transforming growth factor-beta) molekularis kaszkadok befolyasoljak. Egyedfejlodési és
orvosbiologiai jelentdsége ellenére e két jelatviteli rendszer kapcsolata nagyrészt ismeretlen
maradt. Kimutattuk, hogy a HSF-1 (heat shock factor 1) transzkripcios faktor, amely magas
homérséklet hatasara stimulalja a molekularis chaperonok (mas néven hésokk faktorok vagy
HSF fehérjek) transzkripcidjat, kozvetlenll gatolja a DAF-7/TGFp ligandum expresszidjat. A
HSF-1 aktivitasat pedig a DAF-2/IGF-1 és guanylate cyclase (cGMP-t termel) receptorok
szabalyozzak negativan. Az el6bbi Gtvonalat az ¢hezés, az utobbi utvonal aktivitidsat a nagy
populacio stirtiség (crowding) gatolja. A HSF-1 tehat 6sszehangolja a hdrom stressz altal
indukalt utvonal hatasat az élethossz és egyedfejlodés szabalyozasaban (Barna et al., 2012).
Ezek az eredmények megmagyarazhatjak, hogyan tud az autofag folyamat hdmérséklet,
tapanyag €s feromonok (hormonalis) hatasra aktivalodni. E vizsgalatunk egyik jelentds
kimenete a HSF-1 transzkripcios faktor potencialis célgénjeinek szisztematikus feltarasa volt
a C. elegans genomban (pl. a daf-7 gén egy konzervalt HSF-1 kétéhelyet tartalmaz 230
bazisparra upstream a transzlacios iniciacios ATG start helyt6l). Jelenleg ezen potencialis
HSF-1 célgénnek az egyedi jellemzésen dolgozunk. A célgének koziil szamos minden
bizonnyal az autofagia transzkripcids aktivitasaban vesz részt (pl. az Atg4 gén prométerében
is azonositottunk konzervalt HSF-1 koétéhelyet).

A szoveti regeneraciod (elveszett, sériilt sejtek és szovetek potlasa) soran jelentds
citoplazma tartalom atrendez6désnek (cellular remodelling) kell végbemennie, amely
lehetévé teszi a sejtsorsok ,,Gjraprogramozasat” (de- és redifferencigjat). A sejt anyagainak
atstrukturalasa intenziv génexpresszids valtozast (Uj komponensek szintézise) és sejtes
degradaciot (réegi komponensek lebontasa) igényel. Az utobbi folyamat alapvetéen
autofagiaval mehet végbe. A feltevés igazolasara zebrahalak farok Uszéjat amputéltuk, és
néztik a szOvet regeneraciojat vad és autofagia deficiens genetikai hattérben. Az autofag
folyamat ,,kikapcsolasat” Atg5-specifikus morfolino (Atg5-MO) segitségével és Bafilomycin
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Al kezeléssel (ez a szer meggatolja az autofagoszomak és lizoszomak egyestilését)
valdsitottuk meg. Eredményeink szerint az autofagia hianya meggatolta a farokiszé
regeneraciojat, ami normalisan egy hét alatt megy végbe. Ezzel 6sszhangban kimutattuk, hogy
a Gfp-Lc3/Atg8 riporter rendszer intenziv autofag struktira-halmozodést mutat a
regeneralodo szovetben (blastema). Ezt az eredményt elektronmikroszkdpos analizissel is
megerdsitettiik. A differencialodo szévetben szamos differenciacids marker (osteocalcin és
runx2b) nem expresszalddott az Atg5-MO kezelt allatokban. TUNEL festéssel tovabba
jelentds sejtpusztulast tapasztaltunk a morfolino altal kezelt szovetekben. A szoveti
differenciacio és tulélés tehat autofag gének funkciojat igényli. Igazoltuk tovabba, hogy a
MAPK (mitogen-aktivalt protein kinaz) fehérje eszencialis a farokszo regeneracios
folyamatdhoz. Eredményeink szerint ez az Utvonal szabélyozza az autofagia aktivitasat a
regeneralodo szovetben. Hasonl6 expresszios kapcsolatot tartunk fel human Hela
sejtvonalban is. Az utvonal downstream transzkripcios faktorai kozeé tartozik az ETS-szerii
transzkripcids faktorok csaladja. Jelenleg e fehérjék konzervalt kotohelyeit vizsgaljuk autofag
gének szabalyozd régidjaban (Varga et al., manuscript in preparation, 2013).

C. eleganson végzett genetikai screenek segitségével négy korabban ismeretlen
metazoa specifikus autofag gent sikeriilt azonositani. A generativ sejtekbe szegregalddé un.
PGL-granulumok komponensei, a C. elegans p62 homologjahoz (T12G3.1) hasonloan
autofag uton szelektiv mdédon lebomlanak az embriogenezis soran. Egy 30000 genomos
screenben valasztottuk ki azokat a mutansokat amelyek defektivek voltak a GFP::PGL-1,
SEPA-1::GFP, or T12G3.1::GFP szomatikus sejtekben val6 degradaciojaban. Ezek kozl
négy, amelyeket epg-2, -3, -4 és -5-nek (ektopikus PGL granulum) neveztink el nem volt
lokalizalhat6 ismert autofag gének lokuszara. Ezekben a mutansokban szomatikus sejtekben
GFP::PGL-1-pozitiv granulumok képzddtek és nagy mennyiségii SEPA-1 (suppressor of
ectopic P granule in autophagy mutants) aggregatum is megmaradt és kolokalizalt egymassal
kés6i embriokban és korai larvakban. Az endogén PGL-3 protein szintek magasan maradtak a
késoi epg-2, -3, -4, és-5 mutdns embridban, mig a pgl-3 mRNA szintek nem valtoztak.

Az emlés homoldgok (EPG-3/VMP1, EPG-4/EI124, és EPG-5/mEPGS5) eszencialisnak
bizonyultak az ¢hezési autofdgidban. A VMP1 regulélja az autofagoszoéma képzddést az
omegaszoméak fennmaradasanak regulaldsaval. Az EI24 és az mEPG5 sziikségesek a
degradativ autofag vakuolak keletkezéséhez. Az EPG-4-hez hasonldan az EPG5 kiltésének
hatasara funkcionalisan zavart lizoszoméak halmozodnak fel. A GFP-LC3 nagyrészt nincs
elhasitva EI124 knockdown sejtekben. Emellett az mEPG5 siRNA sejtek defektust mutatnak a
densz anyagot tartalmaznak (Tian et al., 2010).

A tovabbiakban részletes vizsgalatnak vetettlik ala a WD40 Repeat PtdIns(3)P-
Binding Protein EPG-6-ot (Lu et al., 2011). Ez a fehérje direkt mddon kdlcsonhatashan van az
ATG-2-vel. Az epg-6 és atg-2 regulalja az autofagoszomak keletkezésében szerepld
omegaszomaék viselkedeset. Az EPG-6/WIP14 evoldcidsan konzervalt funkcidja az
autofagoszomak keletkezésének generalasa omegaszomalis strukturak segitsegével.

Az EPG-6 és ATG-2 kies6 funkcidja a korai preautofagoszomalis autofag struktrak
felhalmozddasat idézte el6. Egy masik WD40 repeat PtdIns(3)P effektor, az ATG-18, ettdl
eltérd szerepet jatszik az autofagoszéma képzodésben. Valdsziniileg a protein aggregatumok,

az LGG-1 éltal jelolt struktarak és az omegaszomak egyiittmiikodését szabalyozza.

5



Eredményeink szerint a kiilonb6z6 autofagiaban szereplé PtdIns(3)P-effektorok a PtdIns(3)P-
nek az autofagidban jatszott differenciélis szerepét szabalyozzak. Ugyancsak foglalkoztunk az
autofagia gének hierarchikus szerepével a protein aggregatumok degradacidjaban.
Eredményeink szerint az UNC-51/Atgl komplexum, az EPG-8/Atgl4 és a lipidalt LGG-1
kotddése a protein aggregatumhoz sziikségesek az omegaszoma képzddéséhez.

Tovabbi munkank soran vizsgaltuk a C. elegansban felfedezett metazoa specifikus
Epg5/epg-5 szerepét ideg és glia szovetben. Kimutattuk, hogy az Epg5/epg-5 egerek szelektiv
karosodast mutatnak az 5. kortikalis réteg piramidalis, és a gerincveld motoros neuronjaiban.
A tiinetek kozott szerepelt az izom atrofia és a késoi progressziv hatso végtag atrofia,
szklerozis 6 tiineteinek. Az epg5-deficiencia megzavarta az autofag fluxot, blokkolta az
autofagoszomék degradativ autolizoszoméakka alakulasat, p62 es ubikvitin-pozitiv
aggregatumok és inkllziok felhalmozddasat okozta a neuron és glia sejtekben, emelett az
endocitozist is megzavarta. Eredményeink szerint az epg5 deficiens egér modell alkalmas az
amilotropikus lateralis szklerdzis patogenezisének tanulmanyozasara (Zhao et al., 2013).

A fenti kisérleti munkat tartalmazo cikkeken kivul tovabbi 6sszefoglald, ill.
kommentar jellegii cikkek is sziilettek a palyazati t¢émabol (Eskelinen and Kovacs, 2011;
Eskelinen et al., 2011; Klionsky et al., 2012; Kovacs and Zhang, 2010).
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