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OTKA K (109349) 2013-2017: Uncovering novel developmental/cellular functions and
transcriptional regulators of autophagy genes/Autofagia (sejtes Onemésztés) gének uj
egyedfejlodési és sejtes funkcidinak, valamint transzkripcids szabalyozo faktorainak feltarasa.
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Kutatasi programunk célja kettdés volt. Egyrészt az autofagia (sejtes Onemésztés) 1j
egyedfejlodési és sejttani funkcidit kivantuk feltarni. Masrészt a folyamat j upstream
szabalyozé faktorait (Atg gének expresszidjat befolyasold transzkripcids faktorok és ezen
keresztlil jelatviteli rendszerek) szerettiik volna azonositani. Elséként a Drosophila
melanogaster Osszetett szemének fejlodését vizsgaltuk autofagia deficiens genetikai
hatterekben. A muslica szemtelepe az egyik legintenzivebben vizsgalt és legjobban megértett
szervfejlodési modell a fejlodésgenetika teriiletén. Kimutattuk, hogy Atg mutidns vagy
géncsendesitett (RNS interferencia, RNSi) allatokban nem (eyeless) vagy csak csokevényesen
(small eye) fejlédik ki az dsszetett szem (Billes és mtsi., 2018). A csokkent méretii szemtelep
egy fokozott apoptotikus sejtpusztulasi folyamat eredménye. Az autofagia hianya tehat
apoptozishoz vezet. Erdekes médon ez a morfolégiai fenotipus erésebben nyilvanult meg az
Atg-RNSi allatokban, mint az Atg genetikai null mutans allatokban. A jelenség mogott genetikai
kompenzaciés mechanizmusok huzdédnak meg, amelyek csokkentik a gének funkciovesztéses
mutacidinak fenotipusos megnyilvanuldsat. Eredményeink szerint az ilyen kompenzacios
mechanizmusok koz¢ tartoznak a paralog génfunkciok felerésodése, a splice variansok fokozott
expresszidja, illetve az anyai hatast faktorok fokozott miikodése. Kimutattuk, hogy a fejlédo
szemtelepben az Atg8a autofagia kulcsgén expresszidjat két HOX transzkripcios faktor, a
Labial és a Deformed kozvetlentiil szabalyozza. A kotohely elrontasa irdnyitott mutagenezissel
megsziintette a Lab Atg8a-ra kifejtett szabalyozo hatasat. Ezek az eredmények azt sugalljak,
hogy az autofagia sokkal szigoribb egyedfejlédési kontroll alatt all, mint ahogy azt korabban
gondoltak (az eddigi felfogas szerint a folyamat elsdsorban kornyezeti stresszre aktivalodik)
(Billes és mtsi.,, 2018). Ezen a projekten keresztiil szereltink fel egy 1j ,,Drosophila
fejlddésgenetika” kutatocsoportot az ELTE Genetikai Tanszékén, és a projektben résztvevd
Kovacs Tibor azéta adjunktusi alkalmazasba keriilt, mig Billes Viktor palyazaton alkalmazott
tudomanyos munkatars lett.

Az autofagia szemfejlodésben betoltott funkcidjanak vizsgalata soran részletesen jellemeztiink
egy autofagiat szabalyoz6 fehérjét, az EDTP-t. Az EDTP a human myotubularin-tipust
foszfatdiz  MTMR14/hJumpy muslica ortologja. Az MTMR foszfatdzok az autofig
membranképzddés negativ szabalyozd faktorai (az izoldld6 membran szintézisében szerepet
jatszo 111 tipust foszfatidilinozitol 3-kinaz Vps34/PtdIns-3K antagonistai), gatoljak a folyamat
hiperaktivalodasat induktiv (stressz) koriilmények kozott (az autofagia tulzott miikodése
ugyanis sejtpusztulashoz vezet). Az Edtp genetikai analizise soran szamos mutans alllélt
jellemeztiink, és kimutattuk a gén autofagiaban €s endocitozisban betoltott szerepét normalis €s
stressz-indukalt koriilmények kozott (Manzéger és mitsi.., kézirat elkészités alatt, 2018).
Ugyancsak elvégeztiink egy masik MTMR-tipusu gén, a CG3530 genetikai jellemzését.
Kimutattuk, hogy ezek a myotubularin foszfatazok differencialtan szabalyozzak az autofag
folyamatot stresszhatasok soran (Manzéger és mtsi., kézirat elkészités alatt, 2018).



Az MTMR14/hJumpy kivald gyodgyszercélpontnak igérkezett (a gatldo gatldsa): az autofagia
farmakologiai aktivalasa szamos 0regkori degenerativ patoldgia kialakulasat eldzheti meg vagy
késleltetheti. Tobb MTMR14-et blokkol6 un. AUTEN (autophagy enhancer) kismolekulat
izolaltunk kismolekula konyvtarak sziirésével, amelyek potens oregedés gatld (antiaging) és
neuroprotektiv hatasokkal rendelkeztek in vivo neurodegenerativ betegségmodellekben (Papp
¢s mtsi., 2016; Billes és mtsi., 2016; Klionsky, és mtsi., 2016; Kovacs és mtsi., 2017). Human
mutans Huntingtin vagy Parkin fehérjét expresszaléd transzgénikus Drosophila torzsekben az
AUTEN gyo6gyszerjeldltek potensen fokoztak az autofag folyamat fluxusat, gatoltak a toxikus
allatok mozgasi képességét, és novelték az élettartamot. Emlds primer ¢és stabil
sejttenyészetekben az AUTEN kezelések fokoztdk a neuronok és egyéb sejttipusok tilélését,
Alzheimer’s modell egerekben pedig javitottdk a ndstények fészekrakd viselkedését.
Kimutattuk az MTMR 14 expressziojat human neuronokban is (Billes és mtsi., 2016). Az
AUTEN-99-r61 igazoltuk, hogy hatékonyan jut at in vitro vér-agy gat modellben a membran
egyik oldalar6l a masikra. Az AUTEN molekuldk preklinikai tesztelése gyogyszerfejlesztési
célbol jelenleg zajlik.

Egyik nagyon izgalmas megfigyelésiink az EDTP/MTMR 14 myotubularin foszfataz é¢letkor-
fliggd akkumulacidja volt neuronokban. Ez azt sugallja, hogy a neuronalis 6regedés részben
szabalyozott folyamat. Az MTMR14/EDTP foszfatazok egyre intenzivebben expresszalodnak
a felndtt ¢Elettartam soran, és igy egyre erdteljesebben csokkentik az autofag folyamat
kapacitasat neuronokban (Szinyakovics és mtsi., kézirat elkészités alatt, 2018). Mivel az
autofagia alapveté fontossagi a sejtes karosodasok eltavolitasaban és a sejt anyagainak
megujitasaban (makromolekula turnover), ezért a folyamat fokozatosan csokkend aktivitasa
megmagyarazza, miért pusztulnak el neuronok tomegesen az életkor elOrehaladtaval.
Eredményeink szerint az autofagia kapacitasa 6regedéssel fokozatosan hanyatlott Drosophila
agytorzsben és human neuronokban egyarant (Szinyakovics és mtsi., kézirat elkészités alatt,
2018). Ezek az eredmények egy 01j dregedés-serkentd (proaging) fehérjét tartak fel (els6ként az
oregedés biologia teriiletén), illetve ramutatnak arra, hogy az MTMRI14 egy kivalo
gyogyszercélpont neurodegenerativ betegségek kezeléséhez (fokozatosan novekvd karos —
oregitd — aktivitasat célszerli blokkolni).

Az autofagia az egyik legjelentdsebb sejtes fenntartd (sejtprotektiv) mechanizmus, kiemelt
szerepe van a sejtes homeosztazis fenntartasdban, €s igy az 6regedési folyamat lassitasaban. Az
autofagia sztochasztikusan elromolhat Atg géneket érinté (random) mutaciok kovetkeztében is,
amelyek koziil a legjelentdsebb hatdsunak az Atg génekbe inszertalodd transzpozabilis
genetikai elemek (TE-k, masnéven ,,ugrald gének”) bizonyultak. Ez elvezetett minket egy 0j
oregedési modell megalkotasahoz (Sturm és mitsi., 2015; 2017). E modell lényege, hogy a
szomatikus sejtekben az életkorral fokozatosan aktivalodd TE-k jelent6s mértékii genomi
instabiliast okoznak. A TE mutagenezis az érintett sejtek funkcidjanak leromlasdhoz, majd
pusztulasahoz vezet. A tOomeges sejtpusztulds aztdn az érintett szerv diszfunkcidjat (egy
oregkori degenerativ betegség) eredményezi, ami végil az egyén haldlat okozza. A nem
oregedd, korlatlan osztddasi potenciallal rendelkezd sejtekben (pl. csiravonal és rakos dssejtek)
a Piwi-piRNS tutvonal hatékonyan gatolja a TE-k mozgasat. Az elmélet kisérletes igazolasadhoz
aktiv TE csaladokat blokkoltunk Caenorhabditis elegans fonalféregben egy 1j, hatékony RNSi
technologia kifejlesztésének segitségével (Sturm és mtsi., 2018). A TE-csendesitett allatok
¢lettartama hosszabb volt, mint a kontroll (iires RNSi vektort expresszalo) allatoké (Sturm és
mtsi., kézirat peer review alatt, 2018). Hasonlo ¢élettartam noveld hatast tapasztaltunk Piwi
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fehérjék (ektopikus) szomatikus expresszidja soran C. elegans-ban és Drosophilaban egyarant.
A Piwi fehérjék magas szintli szomatikus expresszioja tumorfejlédést indukalt a transzgénikus
allatokban. Kimutattuk tovabba, hogy az adenin metilacio szintje életkor-fliggd modon
novekszik a TE szekvencidk mentén, és ez a kromatin moédosulds hozzajarul a TE-K
transzkripcios aktivalédasahoz, majd mobilizacidjukhoz, és ezen keresztill az Oregedési
folyamat fokozasahoz (Sturm ¢és mitsi., kézirat peer review alatt, 2018). Az elemzések egyik
eredménye (mellékterméke) az oOregedésben szerepet jatszo 0j fehérjék bioinformatikai
(géptanulas) azonositasa volt humanban (Kerepesi és mtsi., 2018). Masrészt feltartuk az
Oregedési folyamat szex-specifikus szabalyozasanak molekularis alapjat C. elegans-ban (a
hermafroditak 20%-Kkal hosszabb ideig élnek, mint a himek) (Hotzi és mtsi., 2018).

Zebrahalban (Danio rerio) vizsgaltuk az autofagia szoveti regeneracioban betoltott szerepét. A
zebrahal farokuszdja kivalo regeneracioés modell, mivel a szerv amputaciot kovetden kb. 2 hét
alatt képes az eredeti forméajaban visszanoni, és ezt korlatlan szamban képes megismételni. Atg
génfunkciok morfolinoval torténd blokkolasa jelentds mértékben meggatolta a farokuszo
regeneraciojat (Varga és mtsi., 2014, Varga és mtsi., 2015; Fodor és mtsi., 2017). Atg8/Lc3-
Gfp transzgénikus allatok eléallitasaval és vizsgalataval igazoltuk az autofagia indukciojat a
regeneralodo szovetben (blasztéma). Ugyancsak vizsgaltuk az autofagia szerepét az Ossejtek
soran az autofagia indukalodik, és ez egy specifikus — amfiszéma kozvetitett — mitofagiaban
nyilvanul meg. Az indukciohoz sziikséges Jak-STAT jelet a regeneralodo teriilethez vandorld
hemocitdk (immunsejtek) szolgaltatjdk. Szamos Atg gén promoéterében azonositottunk Jak-
STAT-specifikus kotéhelyet, amelyek elrontasa megsziintette az autofagia indukciojat (Kovacs
¢és mitsi., kézirat elkészités alatt, 2018).

Ugyancsak megvizsgaltuk az autofagia szerepét az oxidativ stressz-valaszban. Kimutattuk,
hogy az oxidativ stressz soran kulcsfontossagli szerepet betoltd Nrf2 transzkripcios faktor
kozvetlenill szabalyozza az AMP-fiiggd kinazt (AMPK/AAK-t), és ezen keresztiil gatolja az
autofagia folyamatat C. elegans-ban és human sejtekben egyarant (Kosztelnik és mtsi., kézirat
elkészités alatt; 2018). Itt megint egy olyan visszacsatolo (feedback) mechanizmust tartunk fel,
amely meggatolja az autofagia hiperkaktivalodasat — és ezaltal a sejtes ,,Ontulevést” — induktiv
koriilmények kozott (Kapuy és mtsi., 2018).

Bioinformatikai elemzésekkel meghataroztuk az autofagiat szabalyozo jelatviteli Gitvonalak ¢€s
transzkripcids faktorok halozatat (Tiirei €s mitsi., 2015), valamint azokat a kritikus paraldg
csoportokat, amelyek esszencialisak eme jelatviteli izenetek szabalyozasaban (Mddos és mtsi.,
2016). Ugyancsak ramutattunk arra, hogy primitiv protozoa taxonokban nincs meg az ATG1
komplex, tehat benniik az autofagia indukcidja masképpen mehet végbe, mint a magasabb
rendtiek esetében (Foldvari-Nagy és mtsi., 2014).

Végiil a projekt keretében szamos autofdgia specifikus genetikai/sejtbiologiai analizist
végeztiink el Drosophila modellen. Ennek keretében kimutattuk, hogy a Retromer komplex
sziikséges a lizoszoma funkciok fenntartasahoz (Maruzs és mtsi., 2015), valamint hogy a Rab11
fehérje eldsegiti az autofagia és az endoszémalis Gtvonal kommunikaciojat (Szatmari és mtsi.,
2014).



Referenciak
(szovegkozi emlités sorrendjében)

Billes V, Kovacs T, Manzéger A, Lérincz P, Szincsak S, Regés A, Kulcsar P, Korcsmaros T,
Lukacsovich T, Hoffmann G, Erdélyi M, Mihaly J, Takacs-Vellai K, Sass S, Vellai T.
Developmentally regulated autophagy is required for eye formation in Drosophila. Autophagy
In press (2018).

Manzéger A, Kovacs T, Billes V, Tagscherer K, Szinyakovocs J, Vellai T. Differentiated roles
of myotubularin phosphatases in controlling autophagy and endocytosis in Drosophila. kézirat
elkészités alatt (2018).

Papp D, Kovacs T, Billes V, Varga M, Tarnéci A, Hackler L Jr, Puskas LG, Liliom H, Tarnok
K, Schlett K, Borsy A, Padar Z, Kovacs AL, Hegedis K, Juhasz G, Komlos M, Erdds A, Gulyas
B, Vellai T. AUTEN-67, an autophagy-enhancing drug candidate with potent antiaging and
neuroprotective effects. Autophagy 12(2):273-86 (2016).

Billes V, Kovacs T, Hotzi B, Manzéger A, Tagscherer K, Komlés M, Tarnéci A, Padar Z, Erdds
A, Bjelik A, Legradi A, Gulya K, Gulyas B, Vellai T. AUTEN-67 (Autophagy Enhancer-67)
Hampers the Progression of Neurodegenerative Symptoms in a Drosophila model of
Huntington's Disease. J Huntingtons Dis. 5(2):133-47 (2016).

Klionsky DJ, ..., Vellai T, ..., Zughaier SM. Guidelines for the use and interpretation of assays
for monitoring autophagy (3rd edition). Autophagy 12(1):1-222 (2016).

Kovacs T, Billes V, Komloés M, Hotzi B, Manzéger A, Tarnéci A, Papp D, Szikszai F,
Szinyékovics J, Racz A, Noszal B, Veszelka S, Walter FR, Deli MA, Hackler L Jr, Alfoldi R,
Huzian O, Puskas LG, Liliom H, Tarnok K, Schlett K, Borsy A, Welker E, Kovacs AL, Padar
Z, Erdés A, Legradi A, Bjelik A, Gulya K, Gulyas B, Vellai T. The small molecule AUTEN-
99 (autophagy enhancer-99) prevents the progression of neurodegenerative symptoms. Sci Rep.
7:42014 (2017).

Szinyakovics J, Kovacs T, Gulya K, és mtsi., Vellai T. EDTP/MTMR14 phosphatases regulate
neuronal aging in Drosophila and human. kézirat elkészités alatt (2018).

Sturm A, Ivics Z, Vellai T. The mechanism of ageing: primary role of transposable elements in
genome disintegration. Cell Mol Life Sci. 72(10):1839-47 (2015).

Sturm A, Perczel A, lvics Z, Vellai T. The Piwi-piRNA pathway: road to immortality. Aging
Cell 16(5):906-911 (2017).

Sturm A, Saskéi E, Kovacs T, Weinhardt N, Vellai T. Highly efficient RNAi and Cas9-based
auto-cloning systems for C. elegans research. Nucleic Acids Res. In press. (2018).

Sturm A, Saskéi E, Hotzi B, Tarnéci A, Barna J, Bodnar F, Perczel A, Ivics Z, Vellai T.
Downregulation of transposable elements extends lifespan in Caenorhabditis elegans. Nature
Peer review alatt (2018).

Kerepesi C, Daréczy B, Sturm A, Vellai T, Benczur A. Prediction and characterization of
human ageing-related proteins by using machine learning. Sci Rep. 8(1):4094 (2018).



Hotzi B, Kosztelnik M, Hargitai B, Takacs-Vellai K, Barna J, Bérdén K, Malnasi-Csizmadia
A, Lippai M, Ortutay C, Bacquet C, Pasparaki A, Aranyi T, Tavernarakis N, Vellai T. Sex-
specific regulation of aging in Caenorhabditis elegans. Aging Cell 17(3):e12724 (2018).

Varga M, Sass M, Papp D, Takacs-Vellai K, Kobolak J, Dinnyés A, Klionsky DJ, Vellai T.
Autophagy is required for zebrafish caudal fin regeneration. Cell Death Differ. 21(4):547-56
(2014).

Varga M, Fodor E, Vellai T. Autophagy in zebrafish. Methods 75:172-80 (2015)..

Fodor E, Sigmond T, Ari E, Lengyel K, Takacs-Vellai K, Varga M, Vellai T. Methods to Study
Autophagy in Zebrafish. Methods Enzymol. 588:467-496 (2017).

Kovacs T, és mtsi.,, Vellai T. Germline stem cell dedifferentiation requires amphisome-
mediated autophagic elimination of mitochondria in the Drosophila testis. Kézirat elkészités
alatt (2018).

Kosztelnik M, Kurucz A, Papp D, Jones E, Sigmond T, Barna J, Traka MH, Banhegyi G, Vellai
T, Korcsmaros T, Kapuy O. Suppression of AMPK/aak-2 by NRF2/SKN-1 downregulates
autophagy during prolonged oxidative stress. FASEB J. Revizi6 alatt. 2018

Kapuy O, Papp D, Vellai T, Banhegyi G, Korcsmaros T. Systems-Level Feedbacks of NRF2
Controlling Autophagy upon Oxidative Stress Response. Antioxidants (Basel). 7(3) (2018).

Tiirei D, Foldvari-Nagy L, Fazekas D, Modos D, Kubisch J, Kadlecsik T, Demeter A, Lenti K,
Csermely P, Vellai T, Korcsmaros T. Autophagy Regulatory Network - a systems-level
bioinformatics resource for studying the mechanism and regulation of autophagy. Autophagy
11(1):155-65 (2015).

Modos D, Brooks J, Fazekas D, Ari E, Vellai T, Csermely P, Korcsmaros T, Lenti K.
Identification of critical paralog groups with indispensable roles in the regulation of signaling
flow. Sci Rep. 6:38588 (2016).

Foldvari-Nagy L, Ari E, Csermely P, Korcsmaros T, Vellai T. Starvation-response may not
involve Atgl-dependent autophagy induction in non-unikont parasites. Sci Rep. 4:5829 (2014).

Maruzs T, Lorincz P, Szatmari Z, Széplaki S, Sandor Z, Lakatos Z, Puska G, Juhdsz G, Sass
M. Retromer Ensures the Degradation of Autophagic Cargo by Maintaining Lysosome
Function in Drosophila. Traffic 16(10):1088-107 (2015).

Szatmari Z, Kis V, Lippai M, Hegedus K, Farag6 T, Lorincz P, Tanaka T, Juhasz G, Sass M.
Rab11 facilitates cross-talk between autophagy and endosomal pathway through regulation of
Hook localization. Mol Biol Cell. 25(4):522-31 (2014).



