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A palyézat cime:

Az autofagia mechanizmusanak, szabalyozasanak, sejt ¢s fejlodésbioldgiai szerepének

komplex jellemzése sejtbiologiai és genetikai modszerekkel Caenorhabditis elegansban

Az autofagia Caenorhabditis elegansban valo vizsgalatanak nincsenek hosszu
hagyomanyai. Az autofagia kutatisanak az 1990-es évek elejét megel6zé tobb mint
harom évtizedes klasszikus korszakdban egyaltalan nem vizsgaltdk a folyamatot ebben az
igen fontos genetikai modellorganizmusban. Az autofigia ¢lesztd sejtekben tortént
felfedezése nyoman a 90-es évek kozepétdl a modern genetika és molekularis biologia 0j
modszereinek alkalmazasaval 1) fejezet kezdddott az autofagocitozis vizsgalataban.
Magunk a kilencvenes évek végén els6ként vallalkoztunk a C. elegans bevezetésére
autofagocitozis kutatasaba. Az OTKA 2000-2002 kdzott harom éven Osszesen 3150 eFt.-
al tAmogatta munkankat (nyilvantartasi szam: T033047). Ennek a tamogatasnak a révén
indulhatott el az a munka amelynek eredményeként vildgossa valt, hogy az autofagia
folyamata C. elegansban is kimutathat6 és ez a kiemelked6en fontos soksejtli modellallat

ezen a teriileten is kivételes lehetdségeket igér.

2003-ban nem sikertilt palyazati tdimogatast nyerniink. Ennek ellenére tovabb folytattuk a
munkat aminek eredményérdl eddig még nem késziilt 6sszefoglald beszamold ezért ezt itt
tesszilk meg. Az autofagocitozis szabalyozasiaban kdzponti szerepet jatszo target of
rapamycin  (TOR) fehérje funkciovesztéses mutdnsairol elektronmikroszkopos
vizsgalataink feltartak, hogy ezek az allatok bizonyos ultrastrukturalisan is kimutathatd
jellegzetességeikben (pl. glikogén és lipid felhalmozas) hasonlitanak a gyakorlatilag nem
oreged6 un. dauer larvakhoz. Ennek alapjan kezdtiik vizsgdlni a TOR mutans allatok
¢lethosszat. Mivel a C. elegansban ismert volt, hogy az €lettartam szabalyozasa tobbek

kozott kapcsolatban van az autofagiat is szabalyozd insulin/IGF szignalizacios uttal,



vizsgalatainkba bevontuk a daf-2 inzulin receptor-mutédns torzset is. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a TOR, alapvetéen egyébként az autofagiat is szabalyozo insulin/IGF
szignalizacids rendszerbe illeszkedve fejti ki az élethossz regulélasaban jatszott szerepét.
A felfedezésiinket a Nature cimil folyodirat szerkesztéi és biraldi kozlésre érdemesnek
tartottak (Vellai T, Takacs-Vellai K, Zhang Y, Kovacs AL, Orosz L, Muller F. Genetics:
influence of TOR kinase on lifespan in C. elegans.Nature. 2003 Dec 11; 426(6967): 620.
(IF: 32.2 ez a kdzlemény eddig 63 idézetet kapott).

2004-ben jelent meg az autofagocitdzisrol szolo elsé onallo kdtet amelyben a szerkesztd
felkérésére mi irtuk a C. elegansrol szolo fejezetet (Kovacs AL, Vellai T, Muller F.
Autophagy in Caenorhabditis elegans. In: Klionsky DJ, editor. Autophagy. Austin,
Georgetown, Texas, U.S.A.: Eurekah.com, Landes Bioscience; 2004. p. 217-23). Ebben a
cikkben elektronmikroszkdpos modszerrel azonositjuk és leirjuk az autofag strukturakat
C. elegansban és in silico azonositjuk az autofag gének C. elegans ortologjait. Féként
ezeknek az eredményeknek koszonhetd, hogy a témavezetd felkérést és megbizast kapott
a 2005-ben indult Autophagy c. folydirat szerkesztd bizottsagi tagsagara

(http://www.landesbioscience.com/journals/autophagy/editorialboard).

A beszamolasi iddszakban végzett munkank soran az autofag gének koziil kiilonos
figyelmet forditottunk az Atg6/Vps30/bec-1 gén vizsgalatara. Ez a gén azért kiilondsen
érdekes mert az autofagia mellett fontos szerepet jatszik az apoptdzisban €és a daganatos
atalakulasban is. A Current Biology c. folyoiratban megjelent cikkiinkben (Takacs-Vellai
K, Vellai T, Puoti A, Passannante M, Wicky C, Streit A, Kovacs AL, Muller F.
Inactivation of the autophagy gene bec-1 triggers apoptotic cell death in C. elegans. Curr
Biol. 2005 Aug 23;15(16):1513-7)(IF: 11.9, a cikk eddig 14 idézetet kapott) részletesen
jellemeztiik ezt a gént amely a C. elegans genomban egyetlen homologként van jelen.
Northern-blot analizissel kimutattuk, hogy a bec-1 mRNS az Gsszes fejlédési stadiumban
kifejezédik, legerésebben az embriogenezis folyaman. Vizsgalataink szerint a bec-1
funkciovesztéses mutacidja a fejlddés kiilonbozd fazisaban torténd pusztuldshoz vezet. A
fenotipus erésen variabilis mivel a korai embriondlis stadiumtol a felnéttkor eléréséig

barmelyik szakaszban elpusztulhatnak az allatok. Azok azonban amelyek mégis elérik az



adult fazist mar nem képesek életképes utddok létrehozasara. bec-1 RNAi-val kezelt
allatokban a mutdnshoz hasonlo, de gyengébb penetranciaju fenotipust kaptunk.
Létrehoztunk egy menekité BEC-1::GFP transzlacidos fuzioés konstrukciot. Ennek
segitségével megallapitottuk, hogy a BEC-1::GFP minden sejtben expresszalodik, de a
legerdsebb fluoreszcens jelolést a fejlodd szervekben, a presumptiv ventralis idegkoteg,
bél valamint a fejlodé vulva és a szomatikus gonad sejtjeiben talaltuk.

Az emlés Beclin 1-16]1 kimutattak, hogy kotddik a Bcl-2 antiapoptotikus fehérjéhez
(Liang, X.H., Kleemann, L.K., Jiang, H.H., Gordon, G., Goldman, J.E., Berry, G.,
Herman, B., and Levine, B. (1998). Protection against fatal Sindbis virus encephalitis by
beclin, a novel Bcl-2-interacting protein. J. Virol. 72, 8586—-8596). In vitro pull-down
eljaras ¢és koimmunoprecipitacid segitségével kimutattuk, hogy ez a kapcsolat
evolicidsan konzervalt mivel megvan a BEC-1 és a Bcl-2 C. elegans ortologja, a CED-9
kozott is. A bec-1 apoptozisra vonatkozé hatasat vizsgalava azt az eredményt kaptuk,
hogy mind a bec-1 mutans mind a bec-1(RNAIi) embridkban, és a felnétt allatok gonad
karjaiban is szignifikdnsan megndtt a pusztuld sejtek szama. Ezzel 6sszhangban alltak a
TUNEL pozitiv sejtek szdmarol kapott adataink is. Az apoptotikus sejtek szamanak
novekedése nem kovetkezett be ced-3(If) vagy ced-9(gf) mutaciokban. Ez arra mutat,
hogy a bec-1 inaktivalas révén fokozodé sejtpusztulas mechanizmusa a CED-3/caspase
altal kozvetitett kanonikus uton folyik.

A Bec-1 fenotipus szembetiind hasonldésagot mutat a let-512 mutacié fenotipusaval. A
LET-512/VPS34, az élesztd és az emldsok foszfatidil-inozitol 3-kindzanak homoldgja C.
elegansban. Az ezen gén altal kodolt fehérje emlGsben és €lesztdben komplexet képez a
Atg6/Vps30/Beclin 1-el amely a transz-Golgi régié membran transzport folyamataiban
valamint az autofagocitozis inicidlasaban szerepel (Kihara, A., Noda, T., Ishihara, N., and
Ohsumi, Y. (2001). Two distinct Vps34 phosphatidylinositol 3-kinase complexes
function in autophagy and carboxypeptidase Y sorting in Saccharomyces cerevisiae. J.
Cell Biol. 152, 519-530; Kihara, A., Kabeya, Y., Ohsumi, Y., and Yoshimori, T. (2001).
Beclin-phosphatidylinositol 3-kinase complex functions at the trans-Golgi network.
EMBO Rep. 2, 330-335). Koimmunoprecipitacios kisérleteink kimutattak, hogy a két
fehérje C. elegansban is el6fordul asszocialt formaban. GFP::FYVE domén expressziot

vizsgalva kimutattuk, hogy a foszfatidil-inozitol 3-foszfat hidnyzott mind a let-512(1f)



mind a bec-1(RNAI1) allatok sejtjeinek membranjaibol.

A bec-1 és let-512 mutansok elektronmikroszkopos vizsgalata mindkét torzsre jellemzo
jellegzetes membran modosulasi jelenségeket tart fel. Ezek kozé tartozik az apro
vezikuldk tdmeges megjelenése a citoszolban, a multivezikuléris testek expanzidja €s a
ciszternas endoplazmas retikulum tubularizacidja. Az autofag vakudldk megjelenése
ellentmondasos képet mutat. Egyes embridokban az apoptdzis fokozddasa mellett kiugroéan
magas autofagiat is talaltunk, mig masokban nem. Az ellentmondasok mellett is
viladgosan latszik, hogy ennek a két fehérjének az egyiittmiikodése fontos szerepet jatszik
a sejtek endomembran szerkezetének, a membran 4talakulasi folyamatoknak a

szervezésében.

Az autofdgia szabalyozdsanak vizsgalatdhoz kapcsoloddan az insulin/IGF szignalizacios
ut komponenseiben mutans allatok megfigyelése ¢és irodalmi adatok nyoman olyan
megfigyeléseket tettiink, hogy a nematoddk bizonyos tanulasi képességei ezen
szignalizacids ut valtozasaihoz kotottek és egyben fiiggenek az allat nemétdl. A felmeriilt
kérdésekre talalt kisérleti valaszokat és kovetkeztetéseket a Genetics c. folyoiratban
publikaltuk (Vellai T, McCulloch D, Gems D, Kovacs AL Effects of sex and
insulin/insulin-like growth factor-1 signaling on performance in an associative learning
paradigm in Caenorhabditis elegans. Genetics. 2006 Sep;174(1):309-16 (IF: 4.3 ez a cikk
mar kapott egy idézetet). Eredményeink kimutattak, hogy C. elegansban az éhezéssel
parositott kemotaktikus ingerekre adott valasz tanuldsi hatékonysdga az inzulin/IGF-1
szignalizacios rendszer aktivitdsaval egyenes aranyban valtozott. Ezzel §sszhangban a
konstitutiv. mddon csokkent inzulin/IGF-1 aktivitdst mutatd him allatok tanulasi

képessége is gyengébbnek mutatkozott.

Mar régota jol ismert, hogy a sejtek pusztuldsanak vannak olyan moédjai amelyben
szerepet jatszik az autofagocitozis (Bursch, W., Ellinger, A., Gerner, C. and Schulte-
Hermann, R. (2004).Autophagocytosis and programmed cell death. In Autophagy (ed. D.
J Klionsky), pp. 287-303. Georgetown, TX: Landes Bioscience). Mindezideig elsdsorban
az apoptotikus sejtpusztulas ¢és az autofdg gének ¢és géntermékek Osszefliggéseit

vizsgaltak ill. vizsgaltuk. A C. elegansban kitiind modell rendszer all rendelkezésre a



toxikus neuronpusztulds vizsgalatara. Ennek felhasznalasaval kisérleteket végeztiink az
autofag gének ¢és a toxikus ioncsatorna-fiiggé nekrotikus neurondegeneraciod
Osszefliggésének felderitésére. Az eredményeinket 0sszefoglalo cikket a Journal a Cell
Science folydirat elfogadta és a kézirat nyomdéaban van (T6th ML, Simon P, Kovacs AL
and Vellai T Influence of autophagy genes on ion-channeldependent neuronal
degeneration in Caenorhabditis elegans Journal of Cell Science 2007(120) in press IF:
7.25). Az ioncsatorna alegységeket kodold deg-1, mec-4 és az acetilkolin receptor
alegységet kodold deg-3 gén funkcio fokozo mutacioi a C. elegansban csak néhany
meghatarozott sejtben fejezddnek ki. Az ioncsatornak hiperaktivitasa éltal okozott neuron
pusztulds dramai membranatalakulasi folymatokkal, vakudla képzdédéssel jar egyiitt.
Kimutattuk, hogy harom C. elegans autofag gén (unc-51, bec-1 és lgg-1 amelyek
sorrendben az élesztd Atgl, Atg6 and Atg8 génjének megfeleldi) inaktivaldsa gatolja a
toxikus ioncsatorna-fliggd neuronpusztulast. A CeTOR altal kozvetitett szignalizacios ut,
amely a taplalkozas-€¢hezés allapotvaltozasaihoz kapcsolddik aktiv, jol taplalt allapotban

gatolja, mig inaktiv allapotban ¢hezés mellett fokozza a nekrotikus pusztulast.

Az eddigiekben mar sokoldaluan vizsgalt unc-51/atgl and bec-1/atg6/beclinl autofag
gének inaktivalasa kis testeméret kialakulasashoz vezet. Emellett a fenti gének
funkcidvesztéses mutacioi szupresszaljak az izulin/IGF és TGFf szignalizacios utak
mutacidinak nagy testméretli fenotipusat. Mindez, mivel a sejtek szama nem valtozik, a
fenti autofag géneknek a sejtméret szabalyozasaban valo szerepét mutatja. Az errdl sz6lo

kéziratot benyujtottuk a Genetics folyoiratnak, jelenleg a birdlatok alapjan az atdolgozasa

folyik.

2006 oktoberében keriilt sor a 4. Nemzetkozi Autofag Szimpozium megtartasara
Japanban. Ezen a rendezvényen meghivott eldadoként vett részt a témavezetd. (Kovacs
AL, Vellai T, Palfia Z, Rez G, Kovacs J. Mechanism of autophagy and the role of
autophagy genes in various metazoan cell types. 4th International Symposium on
Autophagy: Exploring the Frontiers of Autophagy Research, October 1-5, 2006;
Mishima, Shizuoka-ken, Japan; Oral Lecture Abstracts, Autophagy 2006; 2:4, 336)

Az elhangzott eldadds anyaga élénk érdeklédést valtott ki (Eskelinen EL, Deretic V,



Neufeld T, Levine B, Cuervo AM. 4(th) International Symposium on Autophagy:
Exploiting the Frontiers of Autophagy Research. Autophagy 2007;3(2):166-73).

¢s cikk formajaban is megfogalmazasra keriilt. Ebben a kéziratban osszefoglaljuk az
autofag izolal6 membran szerkezetére ¢és keletkezésére vonatkozo eddigi eredményeinket
¢s az eredmények alapjan bemutatunk egy tobb vonatkozasban 0j izoldld6 membran
kelekezési modellt (Kovacs AL, Vellai T, Palfia Z, Rez G, Cervenak L, Kovacs J.
Characterization of the macroautophagic isolation membrane by traditional transmission
electron microscopy in various cell types.) A kézirat az utdlséd abra kivételével elkésziilt

¢és néhany napon beliil kozlésre benytjtjuk az Autophagy folydirathoz.

A fenti Osszefoglaloban leirt nagyrészt mar publikdlt eredményeinket ismertettiik.
Szdmos tovabbi vonalon gylijtottiink tovabbi értékes adatokat amelyek kisebb vagy
nagyobb kiegészitésekkel tobb tovabbi publikacid alapjat képez(het)ik. Ezek koziil a
legfontosabbak a kovetkezok. Részletesen vizsgaltuk és kitartéan tovabb vizsgaljuk a
gfp::lgg-1 transzlacios konstrukciot tartalmazo torzsben jelentkezd expresszids
mintazatokat. Az lgg-1 gén az éleszté Atg8 gén C. elegans ortologja. Az Atg8p az
egyetlen eddig ismert fehérje amely viszonylag tartdsan, kovalens kotéssel kapcsolodik
az autofag izoldl6 membranhoz. Ennek alapjan tobbféle kisérleti rendszerben kimutattak,
hogy gpf-vel jelzett fuziés protein formajaban alkalmas lehet az autofagocitdzis
fénymikroszkopos detektalasara (Mizushima N. Methods for monitoring autophagy. Int J
Biochem Cell Biol 2004;36(12):2491-502). Jelenleg olyan C. elegans torzs all
rendelkezésiinkre amely a gfp::Igg-1 gén extrakromoszomalis vektorban 1évd transzlacios
konstrukciojat hordozza. Az autofagidval vald kapcsolat igazolasara jellegzetes,
granularis, reprodukalhatban megjelend mintdzatok utan kutatunk olyan helyzetekben
amikor az autofigia fokozdddsa varhat6. A munka az adatok felhalmozasanak
stadiuméban van. Eddigi eredményeink szerint az expresszid szintje igen valtozo lehet.
Az erds kifejez6dés gyakran, de nem minden esetben, letalitassal is egyiitt jarhat. Igen
jelentds a diffuz jeloldodés. A legerdsebben jeldlt allatok kozott reprodukalhatd modon
felbukkannak dumpy fenotipustiak és a farok fejlédésében rendellenességet mutatok.
Ezen a megfigyelések arra utalnak, hogy az autofagia a test felépités és morfogenezis

eddig ismeretlen teriiletein is szerepet jatszik. Ennek igazoldsa természetesen a kovetkezo



iddszak feladataihoz tartozik.

A gyorsabb haladast a gpf-lgg-1 expresszidés mintazat analizisében neheziti, hogy a torzs
mozaikos expressziot mutat és igen nagy a fenotipikus variabilitasa.. Erdekes és
Ovatossagra intd az a megfigyelésiink, hogy az unc-51 mutaciot hordozo (feltételezhetéen
csokkent autofadg funkcidji) torzsbe keresztezve a gfp::lgg-1 konstrukcid igen intenziv,
rdadasul igen gyakran granularis jelol6dést mutathat. Konfokalis mikroszképpal nézve
ezek a viszonylag nagy granulumok gytiriszeri megjelenést (amit emlds rendszerekben
az autofagoszomak jelolddéseként tartanak szdmon) nem mutatnak,.

Folytatjuk az ¢heztetésnek az adult életszakaszra, az utédok szdmara ¢és ezzel
Osszefiiggésben az autofagiara gyakorolt hatasanak a szisztematikus vizsgalatat. Eddigi
eredményeink szerint az L4 stadiumbol kikelt allatok teljes ¢hezés mellett is képesek tobb
mint tiz €letképes utddot 1étrehozni. Elektronmikroszkopos vizsgalataink nem mutatnak
kiugré autofagiat ezekben az allatokban. Ha lizoszomalis lebontast leupeptinnel gatoljuk,
akkor csokkeni latszik az utddok szama. Igen érdekes morfologiai megfigyelésnek
tartjuk, hogy a leuptinnek kezelt allatokban, elsdsorban a hipodermisben, rezidualis
testhez hasonl6 struktarak jelennek meg, ami degradéacio gatlara utal. Jelenleg ennek a
felhalmoz6do6 anyagnak az eredetét kutatjuk. Elkezdtiik a gfp::1gg-1 konstrukciot hordozo
allatoknak a fenti ¢heztetési tesztben torténd vizsgalatat. Eddigi eredményeink szerint
nem latszik feltlind fénymikroszkoppal kimutathaté granulacié. Két tovabbi fontos
megfigyelés tartozik ezekhez az eredményekhez. Elektronmikroszkoppal kimutattuk,
hogy az éheztetett allatokban a lizoszomadlis protedzok gatldsa révén nagy, szabdlytalan
alaku granulumok halmozdédnak fel, elsésorban a hipodermisz sejtekben. Mivel nem
latszanak nyilvanvaloan makroautofag elemekbdl szdrmazonak, eredetiiket ki kell
deriteniink. Ennek kapcsdn felmeriill annak Ilehetdsége, hogy a makro ¢&s
mikroautofagiatol egyarant elrérd 1j, eddig ismeretlen autofag szegregacids forma all a
folyamat mogott.

Beszereztiink egy igen érdekes un. “granuleless” (glo) mutaciot hordozo térzset. Ebben
hianyzik egy lizoszomotrop agensekkel (lysotracker, acridin orange) festheté granulum
tipus. Kimutattuk, hogy ezek a granulumok a vad tipusban neutrdlvorossel is festddnek,
amir6l kordbban mar megallapitottuk, hogy vitalis festékként a C. elegansban is

alkalmazhatd. Ennek felhasznalasaval lehetségessé valhat a fokozott lizoszomalis



aktivitds folyamatos nyomonkisérése, mivel a bél acidofil granulumai nem fedik el a

fénymikroszkopos festodést.

A leglijabb koztiik sajat kutatasaink nyoman is rendkiviil izgalmas kép bontakozik ki az
autofagocitozisrol. Egyre vilagosabba valik, hogy ez az eukaridta sejtekre jellemzd 6si
Oonemésztd folyamat, alapvetd jelentdségli a sejtek normalis €s patologias miikodésében, a
novekedés ¢és  fejlodés szabalyozasaban a  valtozdo  korilményekhez  vald
alkalmazkodasban. Talan érdemes ide idézni a témavezetOnek egy egyetemi szakmai

szeminariumon néhany hete elhangzott eldadasaban szerepelt 6sszefoglald abrat.
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Az ébra alapjan lathat6, hogy az autofagocitozis egyarant részese lehet a sejtek
tulélésének ¢és pusztuldsanak. Befolyast gyakorol a sejt és testméret alakuldsara és a
testalak és testtdjak morfogenezisére. Szerepel a novekedés és fejlodés folyamataiban,
fiziologias és patoldgias valtozasokban egyarant. A mérsékelt stresszhatasok kivédésétol
a sejtek és a szervezet allando megtjulasan at az élethossz befolyasolasaig szinte minden
fontos sejtbioldgiai folyamathoz kapcsoldodik az autofdg rendszernek valamilyen
véltozasa. Azt, hogy az valoban Uj korszakba léptiink jol mutatja, hogy Science ¢és a
Nature folyoiratokban a 90-es évek eldtt kettd, mig azota harminc cikk jelent meg az
autofagiarol. Az évente megjelent 1989-ben 22, mig 2006-ban 463 volt. A fellendiilés
ennek ellenére még a kezdeténél tart. Az 0j eredmények alapjan a modern autofagia
kutatéds jelenleg legizgalmasabb periddusat €li, mélységében és terjedelmében egyarant
gyorsan fejlédik. Szerencsésnek érezzilk magunkat, hogy ebben a munkaban részt
vehetiink, Ggy is mint az autofagidval vilagszerte a leghosszabb idd, 1964 ota
folyamatosan foglalkozé kutatohely egyik csoportja. Az OTKA eddig szamunkra nyujtott
tamogatasaval sikeresen bevezettikk a Caenorahabditis eleganst az autofagia kutatas
teriiletére. Jelenleg jo esélylink van arra, hogy a C. elegans autofagia kutatasban
meghataroz6 szerepet jatsszunk. A kutatdcsoportban ehhez megvannak a szubjektiv
feltételek és a tovabbi OTKA tamogatasért beadott palyazatunk sikere biztosithatja a

munka ¢és a fejlodés folyamatossagat.

Végiil egy palyazatszervezési, adminisztrativ kérdést szeretnék érinteni. Kitlind dolognak
tartom és nagy eldrelépésnek a palyazatok beadasadhoz kialakitott elektronikus rendszert.
Ennek tovabbfejlesztésére, az OTKA Iroda képviseldjével, Vécsei Krisztiannal tortént
konzultacid alapjan javaslatot teszek arra, hogy a beszamolok elektronikus benyujtasanak
honlapjan biztositson az Iroda mddot arra, hogy az eddig publikalt kozlemények pdf
valtozatait is feltdlthessiik. Mivel erre jelenleg mod nincs, ezért kiilon email-ben csatolt
file-ként kiildom el kozleményeinket amelyekbdl a birdlok ¢és érdekléddk tovabbi

részletekkel ismerkedhetnek meg munkéankrol.



