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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AC Anchor sejt (Anchor cell)

ADP adenozin-difoszfat

Atg autofagia faktor (gén vagy protein)

ATP adenozin-trifosztat

bp bazispar

C. Caenorhabditis

cDNS kiegészitd (complementary) DNS

CGC Caenorhabditis Genomic Center

ChIP kromatin immunoprecipitaciod

Ci Cubitus interruptus fehérje

CMA chaperone-kozvetitett autofagia (chaperone-mediated autophagy)
ColP koimmunoprecipitacio

DAPI 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol

DIC differential interference contrast

DNS dezoxiribonukleinsav

Dpp decapentaplegic

dsRNS duplaszalu ribonukleinsav

elF-4E eukariota iniciacios faktor-4E

ELTE E6tvos Lorand Tudomanyegyetem

EM elektronmikroszkop (transzmisszios)

EMS etilmetan szulfonat

eve even-skipped

FGF fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)
FUDR 5-fluoro-2'-deoxyuridine

gf funkcionyeréses (gain-of-function) mutaciod
G-fehérje GTP-koto fehérje

GDP guanozin-difoszfat

GFP z61d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)
GLI Glioma-kapcsolt fehérje

GTP guanozin-trifoszfat

Hh Hedgehog

Hox homeobox tartalmu gén

hyp hipodermalis sejt

HSN hermafrodita-specifikus neuron

IGF inzulin-szeri novekedési faktor

IPTG isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside
JAK/STAT Janus kinaz/transzkripcios jel aktivator és atvivo
Kbp kilobazispar

If funkciovesztéses (loss-of-function) mutacio
MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz

Mb megabazis

pm mikrométer

mRNS hirvivé RNS

MTA Magyar Tudomanyos Akadémia

NGM nematode growth medium

nm nanométer

6-OHDA 6-hydroxidopamine

ORF nyitott leolvasasi keret
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funkcio6 csokkenéses (reduction-of-function) vagy hipomorf mutacié
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RNS interferencia

receptor tirozin kinaz
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szintetikus Multivulva

a rapamycin kinaz célpontja (kinase target of rapamycin)
transforming growth factor-beta

nem-transzlalédo régid

hasi idegduc (ventral nerve cord)

vulva prekurzor sejt

Wingless

sarga fluoreszcens fehérje (yellow fluorescent protein)



., ... C. elegans preserves that wonderful feature ... that with a few toothpicks, some petri
dishes and a microscope, you can open the door to all of biology.”
Sydney Brenner (1996)

[,, ... a C. elegans (mint genetikai és fejlodésbiologiai modell) megorizte azt a csodalatos
tulajdonsagat ... , hogy néhany fogpiszkalo és milanyag petri lemez segitségével, valamint egy
mikroszkoppal a biologia (szinte) barmely kérdéskore vizsgalhato. ]

Sydney Brenner

I would like to tame a small metazoan...” (1963)

Caenorhabditis elegans

2. ELOSZO ES KOSZONETNYILVANITAS

Palyam soran a biologiai tudomanyok tobbféle teriiletén végeztem kutatasokat. Kozoltem
cikkeket és kozremiikddtem Ph.D. munkak irdnyitasaban az evolucidbiologia, a mikrobialis
genetika ¢€s a bioinformatika teriiletein. Tudomédnyos munkassagom gerincét azonban a
fonalféreg Caenorhabditis elegans modellrendszeren végzett fejlédésbioldgiai kutatdsok
alkotjdk. Az MTA doktori fokozat elnyerése céljabol irt értekezésemben a C. elegans-on
végzett kutatdsaim egy koherens részét, a jelatviteli kapcsolatok feltardsara vonatkozé
eredményeket foglalom Ossze. A vizsgalt paradigmak — érthetd okok miatt — széles
spektrumot fednek le. Egyrészt ennek a mikroszkopikus méretli soksejtli €él6lénynek a
vizsgalataban kivételes multidiszciplinaris lehetdségek rejlenek (erre utal a C. elegans
kutatasokat iniciald Sydney Brenner fentebb olvashatd idézete is). Masrészt a vizsgalataim
fokuszaban all6 jelatviteli utvonalak sokféle egyedfejlédési folyamatot és sejtes funkciot
szabalyoznak. Mindezek ereddjeként olvashatunk az értekezésben sejtndvekedésrol,
sejtfliziorol, sejtpusztulasrdl, sejtsors meghatarozasrdl, mintdzatképzddésrol, jelatviteli

integraciorol, déziskompenzaciordl és oregedésrol. Az alaptéma azonban mindvégig kdzos



marad: jelatviteli tengelyek kozotti szabalyozo kapesolatok (signalling crosstalk) vizsgélata ¢s
meghatarozasa. Meg kell emlitenem, hogy néhany olyan eredményt is bevettem az
értekezésbe egy rovid addendum erejéig, amelyek ez ideig nem keriiltek teljes értékii
publikalasra, de fontosnak vélek a munkassagom egészét tekintve.

Milyen egyedfejlddési program mentén alakul ki egy soksejtii él6lény testének 3-
dimenzids szerkezete? Hogyan képes viszonylag limitalt szama (néhany tucat) konzervalt
jelatviteli rendszer — ezek a molekularis gépezetek biztositjdk a belsd rendet a sejt-sejt
kommunikécio és a genetikai szabalyozas kaotikus kémiai vilagaban — meglepden nagyszamu
(akar tobb ezer féle) sejttipust meghatarozni? Ezek a problémak a biologia kutatdsok
legambicidzusabb aktualis kérdéskorei kozé tartoznak, és minden bizonnyal az elkdvetkezd
évtizedek kutatasi trendjeit is meghatarozzak. A felvetett kérdésekre, legalabbis részben, csak
a jelatviteli rendszerek komplex mitkddésének megértése utan lehet érdemben vélaszolni. Az
egyedi jelatviteli palyak kozott hato interakciok feltarasa tehat kiemelt jelentdségli kutatasi
program. Mindezek tiikrében nem meglepd, hogy gyakran ma mar nem egyedi jelatviteli
utakat, hanem jelatviteli haldzatokat vizsgdlnak egy adott fejlédésbiologiai vagy sejttani
folyamat tanulmdnyozasa soran. A témakor vizsgalataba kozel 10 éve, a Ph.D. fokozat
megszerzését kovetden vagtam bele. Ezen 1d6 alatt sikertilt kiépiteni egy C. elegans-ra épiild
fejlodésgenetikai laboratériumot az ELTE Genetikai Tanszékén, amely a nemzetkézi C.
elegans kutatokozosség (C. elegans research community) regisztralt tagjava valt. Ebben az
onallo mithelyben mar elsdsorban didkokkal dolgoztam egyiitt. Ertekezésem ennek az
iddszaknak a C. elegans vonatkozasu munkait 6leli fel.

Palyamra visszatekintve elmondhatom, hogy sok szempontbdl szerencsés korszakban
kezd8dott.! Mar a 90-es évek elejétdl (akkor még nem volt internet), az akkor atalakuld
palyazati rendszerek tdmogatdsdnak koszonhetden, szamos nemzetk6zi konferencidn vettem
részt. gy ismerhettem meg a C. elegans kutatasok aktualis frontvonalait és talalkozhattam a
szakma ,,0regjeivel”, vezetd kutatoéival. Ennek eredményeként olyan C. elegans-on dolgozo
kutatokkal is kapcsolatba keriiltem, akik a 2000-es években a legrangosabb tudomanyos
elismerésben részesiiltek. Tamogatasuk nagymértékben befolyasolta szakmai fejlddésemet.
Ugyancsak erre az idészakra esett a genetika szamos teriiletén végbement forradalmi fejlodés.

Ilyen volt példaul a genomika megsziiletése és kibontakozasa; a teljes genom szekvencidk

crer

' Ph.D. képzésem 1993-ban kezdédstt az Eotvos Lorand Tudoményegyetem Természettudoméanyi Kar Biologia
Doktori Iskola Klasszikus, Molekularis és Evolucidgenetika Doktori Programjaban. Ez az év volt az akkreditalt
doktori iskolak els6 évfolyama.



ujra Brennert: ,,The sequence is not the end of the day, it s the beginning of the day.” [,,Egy
genom teljes szekvenciaja nem a kutatdasi program véget, hanem annak (érdemi) kezdetét
jelenti.”] A genetika és a molekuléris biologia vizsgélati mddszerei szintén dramai modon
alakultak 4t ebben az idészakban. A PCR technika, a microchip-alapu megkdzelités, az
expresszios riporter rendszerek (pl. a gfp gén), a robosztus szekvenalasi eljarasok és az RNS
interferencia-kozvetitett gén-inaktivalas (géncsendesités) térhoditasa lehetdséget adott a
komplex bioldgiai problémak hatékony analizisére. Végiil a 90-es évekre esett az autofagia —
az eukariota sejtek szabalyozott Onemésztd folyamata — genetikai és molekularis
modszerekkel torténd vizsgalatanak kezdete.

A tézisben bemutatott eredmények szamos ember kozremiikodésének koszonhetdek.
Mindenekeldtt csalddomnak szeretnék kdszonetet mondani. Feleségem, Dr. Takacs Krisztina
¢s a gyerekek, Tibor és Orsolya tdmasza és inspiracidja nélkiil nem élvezhettem volna a
kutatds oromét. Halas vagyok megértésiikért, amellyel toleraltdk, hogy sokszor éjjel is a gép
elott dolgoztam ¢és szamos hétvégét a laboratoriumban toltottem. Ennek az életmddnak a
megvaltoztatasara sajnos egyre kevesebb a remény. Koszondm sziileimnek, Vellai Tibornak
¢s Kocsis Terézidnak az egész életen at kitarté tamogatést és batoritast, valamint azt, hogy
gyermekkoromban izgalmas intellektualis légkorben fejlodhettem. Az elért eredmények
elérésében kdszonetemet fejezem ki a velem dolgozd didkoknak, akiket tanitottam, és ezen
keresztiill egyre pontosabban érthettem meg a felvetett kérdéseket. Erkezésiik idérendi
sorrendjében emlitem meg szakdolgozatos és didkkords hallgatoimat: Michael Hébeisen,
Francesca Botta, Simon Timea, T6th L. Marton, Bicsdk Bertalan, Aladzsity Istvan, Simon
Péter, Tanczos Balazs, Barna Janos, Ehsan Purkirami, Erdélyi Péter, Neda Masoudi, Regds
Agnes, Kutnyanszky Veronika, Korcsmaros Tamaés, Billes Viktor, Rovoé Petra, Pasti
Gabriella, Szlavik Attila, Géresi Adrienn, Kovacs Tibor és Hotzi Bernadette; valamint Ph.D.
hallgat(')imatzz Ortutay Csaba, Jager Edit, Szab6 Emese, T6th L. Marton, Tihanyi Borbala,
Sigmond Timea, Hargitai Balazs, Borsos Eva, Korcsmaros Tamas, Barna Janos, Regds
Agnes, Kutnyanszky Veronika, Billes Viktor és Erdélyi Péter. A végzett Ph.D. hallgatok
koziil ketten — Sigmond Timea és Hargitai Balazs — azota a Genetikai Tanszék munkatarsai,
mig Toth L. Marton a Semmelweis Egyetemen kapott kutatdi allast, ahol részt vett egy Uj
hazai C. elegans miihely alapjainak megteremtésében (Dr. S6ti Csaba laboratoriumaban).
Tavlatosan ezek a tehetséges fiatal kutatok biztosithatjdk azt, hogy a honi C. elegans

fejlodésbiologiat tobb intézet is reprezentalja.

* Akik szakdolgozati témajukat folyatattak a Ph.D. képzés keretében, azok nevét ismétlem.



Szakmai identitdsom szempontjabdl vitathatatlan Dr. Fodor Andras szerepe, aki
megismertetett a C. elegans kutatas alapjaival és lehetové tette, hogy didkként részt vehessek
nemzetkdzi konferencidkon. Elnylihetetlen munkabirasa és kitartdsa még ma is csodélattal tolt
el. Remélhetden okozok szdmara némi Oromot azzal, hogy az éaltala Magyarorszagon
létrehozott diszciplinat sikeriilt tovabb vinnem. Hélaval tartozom Vida Gabor professzornak, a
Genetikai Tanszék kordbbi vezetdjének, aki lehetdséget biztositott arra, hogy o©nallo
kutatocsoportot hozzak létre a Tanszéken. Integrald, tudomanyteriiletek hatarait atjard
szemlélete nagy hatdssal volt rdm. Tematikai fliggetlenségemet megtarthattam késébbi
munkahelyi vezetéim, Fritz Miiller (University of Fribourg, Switzerland) és Orosz Laszld
professzorok irdnyitasa alatt is. A Miiller laboratériumban elt6ltott svajci posztdoktori évek
oriasi 106kést adtak a precizios, részletekre kiterjedd kutatasi szemlélet kialakitdsdhoz, amellyel
azdta is hatékonyan gy6trom hallgatdimat. Ki kell emelnem tovabba Dr. Kovacs L. Attila
(ELTE Anatomiai, Sejt- és Fejlédésbiologiai Tanszék) szerepét, akivel egyiitt hataroztuk el a
2000-es évek elején, hogy a C. elegans rendszert hasznalva belevagunk az autofagia
molekularis €és genetikai kutatdsaba. Dontésiink ambiciojat jol érzékeltette az a tény, miszerint
2003-ig nem létezett autofagia deficiens soksejtii szervezetet leiro kozlemény.® Uj teriilet
meghoditasara indultunk tehat. Egylittmiikodésiinkben Attila adta az autofagia klasszikus —
ultrastrukturalis — alapjait, én hoztam a kisérletes rendszert €s a genetikai megkdzelitést.
Torekvésiink helyességét az 1d6 igazolta: sikeriilt nemzetk6zi figyelmet kivivnunk. Ezen a
teriileten késObb gylimdlcsozé egylittmiikodést alakitottam ki Sass Miklds professzorral
(ELTE Anatomiai, Sejt- és Fejlodésbiologiai Tanszék) és munkacsoportjaval. Az utdbbi
években igéretes kollaboraciot inditottunk Dr. Vértessy Beataval (MTA Enzimologiai
Intézet), Dr. So6ti Csabaval (SOTE Vegytani Intézet), Dr. Malnési-Csizmadia Andrassal
(ELTE Biokémiai Tanszék), Dr. Erdélyi Miklossal (SZBK Genetikai Intézet) és Dr. Laszlo
Janossal (MTA Matematikai Intézet). A kiilfoldi egyilittmiikddd partnerek koziil az alabbi
neveket kell megemlitenem: Csankovszki Gyorgyi (University of Michigan, USA), Daniel J.
Klionsky (University of Michigan, USA), Hilde Nilsen, (University of Oslo, Norway), lan A.
Hope (University of Leeds, UK), David Gems (London College, UK), Michael J. Stern (Yale
University, USA) és Fritz Miiller (University of Fribourg, Switzerland).

3 Tudomanytorténeti szempontbél érdemes megemliteni, hogy a szakirodalomban az elsé autofagia defektiv
(valdjaban dsRNS-kezelt) soksejtli rendszert az E6tvos Lorand Tudomanyegyetemen irtak le (Juhasz G, Csikos
G, Sinka R, Erdélyi M, Sass M, FEBS Lett. 543: 154—-158, 2003). Az érintett tanszéken — Anatomiai, Sejt- és
Fejlddésbiologiai Tanszék, kordbbi nevén Allatszervezettani Tanszék — a témaban jelenleg dolgozd
laboratoriumok koziil nemzetkézi viszonylatban is a legrégebben, kozel 46 éve foglalkoznak az autofagia
kutatasaval.



3. IRODALMI HATTER

Ebben a fejezetben bemutatom az egyedfejlodést, illetve a sejtndvekedést, proliferaciot,
sejtsors meghatdrozast, sejtpusztuldst és a sejtek homeosztdzisat szabalyozé molekularis
rendszerek, a jelatviteli tvonalak fobb jellemzdit. Részletesebben irok a jelatviteli rendszerek
elemzésének genetikai logikajarol, valamint interakcioik szerepérél a génexpresszid
szabalyozéasaban és a sejt-sejt kommunikacioban. Felvazolom a jelatviteli kutatdsok néhany
aktualis problémajat a C. elegans modellrendszerben. Végiil ismertetem az értekezésben

bemutatott eredmények szempontjabodl relevans C. elegans jelatviteli paradigmakat.

3.1. Jelatviteli rendszerek
3.1.1. Jelatviteli utvonalak és szerepiik az egyedfejlodésben
Hogyan fejlédik ki az emberi test egy megtermékenyitett petesejtbdl, a zigdtdbol? Mi mondja
meg sejtjeinknek, hogy mikor osztdodjanak ¢és meddig éljenek? Hogyan tudjak ujonnan
keletkezd sejtjeink, hogy az egyedfejlodés egy adott pillanataban és a test egy meghatarozott
pontjan milyen sejttipussa kell differencialodniuk? Milyen molekularis mechanizmusok
biztositjak sejtjeink homeosztazisat (stabil mitkodését) az allanddan valtozé koriilmények
ko6zott? E mechanizmusok hibas miikddése hogyan vezet patoldgias folyamatokhoz? A
felvetett kérdések biologiai megismerésiink frontvonalaba tartoznak, orvosbioldgiai
vonatkozasuk jelentds. A fenti kérdésekre adando valaszok, legaldbbis részben, a differencialt
génexpresszioban (génaktivitasban) keresenddek. Sejtjeink ugyanis azonos génkészlettel
rendelkeznek, de sejttipustol és fizioldgiai allapottdl fiiggden ebbdl a készletbdl csak bizonyos
géneket mukodtetnek. A génexpresszid szabalyozasa tehdt az egyedfejlodés egyik
kulcsfontossagi molekuléris szintere. Ha meg tudnank hatidrozni az egyedfejlédés soran
keletkezd egyedi sejtekben, hogy mely gének és pontosan milyen mértékben fejezddnek ki,
elviekben leirhaté lenne az egyedfejlodés genetikai programja. Ma még nem vagyunk erre
technikailag képesek, és kétséges, hogy valaha egyaltalan képesek lesziink. Amit ma
ismeriink azonban, az sem kevés: a génexpressziot specifikus transzkripcios faktorok
szabalyozzak, amelyek viszont meghatarozott jelatviteli itvonalak hatdséara aktivalodnak.

A jelatviteli Gitvonalak kozponti szerepet jatszanak az egyedfejlédés szabalyozasaban
(1-3). Lehetové teszik a sejtsors meghatarozast, a szoveti mintazatképzodést és a szervek,

testtdjak elrendezddését. Olyan egyedfejlodés szempontbol kulcsfontossdgli — Gn. ,,mester” —

10



gének, mint pl. a Hox gének” is jelatviteli palyak hatasara expresszalodnak és hatasuk gyakran
jelatviteli komponensek transzkripcidés szabalyozasdban nyilvanul meg. A jelatviteli
rendszereknek alapvetd szerepiik van tovabbd a sejtek milkddésének szabdlyozédsiban.
Aktivitasuk befolydsolja a makromolekuldk rturnoverét (pl. a fehérjék szintézisét ¢és
lebontasat), és ezen keresztiil a sejtek novekedését, osztodasat és tulélését (1. abra). A
jelatviteli utvonalak abnormalis miikddése emberben stlyos fejlédési rendellenességek,
valamint szdmos patologids elvaltozads (pl. kiilonb6zd réktipusok, neurodegenerativ
folyamatok, intracellularis patogének altal okozott fertézések, diabétesz stb.) kialakulasaval

kapcsolhat6 6ssze (35, 6).

A 1. Abra. Jelatviteli rendszerek allati sejtekre
tuléles gyakorolt hatasa. A sejtek felszinén 1évd specifikus

B—> @ — receptorok (nincsenek abrazolva) teszik lehet6vé, hogy a
sejtek  valaszolni tudjanak a kiilvilagbol érkezo

(extracellularis) jelekre. Ezek hatasara tulélnek,
osztodnak, differencialodnak vagy elpusztulnak. A
szabalyozott — genetikailag programozott — sejtpusztulast

B — @ % @ apoptodzisnak nevezik.

.
|

. A v
@ pusztulas T e
—» N N2 ~
2- s
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‘|II\'I\\
1

A jelatviteli rendszerek — eltéréen a biokémiai ttvonalaktol, amelyekben a szubsztrat
konverzi6 valamilyen biologiai termék kozvetlen eldallitasat eredményezi; ilyen pl. a triptofan
szintézisben résztvevd enzimek biokémiai utvonala — alapvetdéen egy adott biologiai
informaciot processzalnak (2. abra). Az lizenet (jel) tovabbitasa fehérjék aktivalasan (on
allapot) vagy gatlasan (off allapot) keresztiil valosul meg (3. abra). A jelatvitel végso hatasa
gyakran differencialt génexpresszids valtozast eredményez. Ezért is nevezik a jelatviteli

rendszereket, pontosabban a rendszerek komponenseit kodolé gének hierarchikus ldncolatat,

* A Hox gének olyan homeodomén tartalmi transzkripcios faktorokat kodolé gének, amelyek egy kozos
(primordialis) génbdl szarmaznak tandem génduplikaciok révén és ezért genomi lokalizacidjuk szoros
kapcsoltsagot mutat (un. genomi clusterekben talalhatok).
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masképpen genetikai utvonalaknak. (A biokémiai ¢és genetikai utvonalak kozott

megfigyelhetd alapvetd szabalyozasi kiilonbségeket a 3.1.3. fejezetben targyalom).

2. Abra. Egy intracellularis jelatviteli
rendszer modellje. Az ttvonal egy ligandum
(sdarga) révén aktivalodik, amely a fogadd sejt
felszinén  talalhatd  receptorhoz (lila)
specifikusan képes kotddni. A ligandum-
receptor  kotddés  hatasara  a  receptor
aktivalodik. Az igy keletkezett biologiai lizenet
intracellularis  jelatvive  fehérjék  (zold)
kaszkadjan keresztiil jut el a célfehérjékhez
(kék), amelyek véglil modositjdk a sejt
viselkedését. A génexpresszid megvaltozasa
teszi lehetévé az egyedfejlédéshez sziikséges
\ sejtes differenciaciot (sejtsors meghatarozast).

/ Az egyszeriiség kedvéért az utvonal csak
aktivalasi  kolcsonhatasokat — nyilak -

- . ‘ tartalmaz.

Metabolikus Transzkripcios  Citoszkeletaris

Receptor

~0-b-0-—

enzimek faktorok fehérjék
Megvaltozott Megvaltozott Megvaltozott

metabolizmus  génexpresszid  sejtalak és mozgas

|

Egyedfejlédés

3. Abra. Biologiai jel keletkezése és

ligandum tovabbitasa egy jelatviteli kaszkadban.
Ligand-k&té domén O\v Jelen példaban a sejtmembranba agyazott
\ inaktiv receptor (/ila) a ligandum (sdrga)

kotodés hatasara dimerizalodik, majd
citoplazmatikus doménje foszforilalodik
(P). Az igy aktivalodott receptor komplex
aztan képes aktivalni egy citoplazmatikus
jeltovabbitot (zold): a receptor
foszforilalja az inaktiv jeltovabbito
‘\’ molekulat. A folyamatban az ATP

‘ \@DD szolgaltatja a foszfat csoportot ¢és az
bbité

Inaktiv jeltova energiat. igy mikodnek pl. a receptor

Extracellularis tér

Citoplazma

tirozin kinazok (RTK), amelyek adott

célfehérjék tirozin oldallancait képesek

foszforilalni. Ligandumaik kozott

ALY [T asfise ndvekedési faktorokat (growth factors)
v talalunk.

A génexpresszios valtozast végsd soron transzkripcios faktorok kozvetitik. Egyedfejlodési

szempontbol azok a transzkripcids faktorok jelentdsek, amelyek jelatviteli kaszkadok hatasara
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aktivalodnak. Biologiai funkcidjuk lenyligdzden valtozatos, az egyedfejlodés kiilonbozo
1épéseit (sejtsors meghatarozas, sejtosztodas, az osztodas sik iranyanak meghatarozasa,
sejtpusztulds, szoveti mintdzatképzddés, stb.) kontrollaljak. Természetesen ezek a funkciok a

transzkripcids faktorok altal szabélyozott célgének miikodésén keresztiil valosulnak meg.

3.1.2. Fobb jelatviteli rendszerek

A jelatvitel (szignal transzdukcid) biologiai jelentése: informacios anyagcsere (information
metabolism), pontosabban az informacidé anyagcseréje. Azt a molekularis eseménysort jelenti,
amely sordn a sejt érzékeli és processzalja a kornyezetbdl érkezd informacidt. A jelatviteli
rendszereket sokféleképpen osztalyozzak. Egyrészt lehet a kornyezetbdl érkezd jel mindsége
alapjan csoportositani; ez alapjan megkiilonboztetiink juxtacrine, paracrine és endocrine
jelatviteli rendszereket. A juxtacrine rendszerben a ligandumot kibocsatd és a receptort
tartalmazo6 sejtek kozvetleniil érintkeznek egymassal. Ebben az esetben tehat a ligandum is a

sejtmembranban van kihorgonyozva. Ilyen rendszer pl. a Notch jelatviteli utvonal (4. abra)

(1, 6, 7).

ligandum receptor

Jelkibocsato sejt
Extracellularis tér

koaktivator

ligandum

receptor  DMNS

Receptor-katd elem

4. Abra. Juxtacrine, paracrine és endocrine jelatviteli rendszerek. Bal oldali panel: juxtacrine
jelatviteli rendszer — Notch utvonal. Delta: ligandum; Notch: receptor; CLS: transzkripcios faktor. A
receptor-ligandum kotédés hatasara a receptor citoplazmas doménje hasitodik, majd a magba jut, ahol
egy transzkripcios faktort aktival. Kozépso panel: paracrine jelatvitel — RTK/Ras tutvonal. Ras:
(monomerikus) GTP-koté (G) fehérje; GNRP: guanine nucleotide releasing factor; GAP: GTP-az
aktivalo fehérje; GTP: guanozin-trifoszfat; GDP: guanozin-difoszfat. Jobb oldali panel: endocrine
jelatviteli rendszer — egy nuklearis receptor modellje.
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A paracrine jelatviteli rendszerben a jelkibocsatod sejt az extracellularis térbe szekretalja a
ligandumot. A ligandum egy koncentracio gradiens mentén aktivalja a kozelben elhelyezkedd
kompetens, tehat a ligandumra specifikus receptorral rendelkezd jelfogadd sejteket. Tipikus
paracrine rendszer az RTK/Ras jelatviteli utvonal (4. abra). Az endocrine jelatviteli
rendszerben az endokrin sejtek altal termelt ligandum — hormon — a véraramon keresztil jut el
a test tavolabbi pontjaira, ahol a megfeleld receptorral rendelkezd célsejteket aktivalja. Ide
tartoznak a nuklearis hormon receptor utvonalak (4. abra). A hidrofob molekulak (pl. szteroid
¢s thiroid hormonok, retinoidok, D vitamin) atjutnak a sejtmembranon, majd hozzakotédnek
intracellularis receptoraikhoz. Az 1igy aktivalt receptorok aztan specifikus DNS
szekvencidkhoz kotddve szabalyozzak a célgének expressziojat.

Egy masik csoportositasi szempont a sejtfelszini receptorok funkciojat veszi alapul. E
megkozelités alapjan a jelatviteli rendszerek osztilyozasat az 1. tablazat mutatja (8). (Az S.

fejezetben targyalt utvonalakat, tehat amelyekkel kutatasaim sordn foglalkoztam, kdvér betiik-

1. Tablazat. Jelatviteli utvonalak

Korai egyedfejlodes és késobb
1. Wnt utvonal
2. TGF-B (szerin/threonin kinaz; transforming growth factor-beta) iatvonal
3. Hh (Hedgehog) utvonal
4. RTK/Ras (kis — monomerikus — G fehérje) atvonal
5. Notch utvonal
Egyedfejlodés kozépso szakasza és késobb
6. Citokin receptor (citoplazmikus tirozin kindz) utvonal
7. IL1/Toll NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
utvonal
8. Nuklearis hormon receptor ttvonal
9. Apoptotikus utvonal
10. Receptor foszfotirozin foszfataz utvonal
Larvalis és késoi egyedfejlodes
11. Receptor guanilat ciklaz Gitvonal
12. Nitratoxid receptor utvonal
13. G fehérje-kotott receptor (nagy — trimerikus — G fehérjék) ttvonal
14. Integrin Gtvonal
15. Cadherin utvonal
16. Gap junction itvonal
17. Ligand-kotott kation csatorna ttvonal

kel emeltem ki. Az Gtvonalak részletesebb jellemzését terjedelmi okok miatt nem targyalom.)
Ezeknek a jelatviteli rendszereknek az egyedfejlodési és fiziologiai jelentéségét mutatja
tobbek kozott a kovetkezd tény: a C. elegans genomban talalhatd gének (~19.700) mintegy
11%-a (~2200) jelatviteli komponenst kodol (9).

14



3.1.3. Jelatviteli rendszerek genetikai logikaja
Az egyedi jelatviteli rendszerek komponensei funkciondlisan linearis ,,itvonalakba”
rendezddnek. Hogy egy adott Utvonalban melyik komponens taldlhat6 elol (upstream) és
melyik hatul (downstream), azaz ki szabalyoz és kit szabalyoznak, episztazis (kettds mutans)
elemzéssel lehet hatékonyan feltdrni. A jelatviteli rendszerek genetikai logikajanak
bemutatasa el6tt — ellenpéldaként — a biokémiai tvonalak szabalyozasi logikajat tekintem at.
Egy biokémiai utvonalban a komponensek adott szubsztratok atalakitasat végzik.
Olyan ez, mint egy autd Osszeszereld lizem, ahol a futdszalagon késziilé termékhez minden
munkas (enzim) hozzatesz valamit. Vegylink egy hipotetikus biokémiai utvonalat, amelyben 2
enzim (,,A” és ,,B”) végzi a szubsztratok (X és Y) atalakitdsat (5. abra). Az ,,A” enzim
katalizdlja az X-bdl Y-ba, a ,,B” enzim az Y-bol Z-be torténd konverzidt. A végtermék Z,
amely egy festékanyagot, tehat egy szint (fekete) hatdroz meg. Az X szubsztrat piros, az ¥
szubsztrat barna szint hatdroz meg. Az ,,A” enzimet kodoldé a gén funkcidvesztéses (If)
mutacidja felfliggeszti az X konverziojat: a homozigoéta a mutans egyedek (a/a’) piros szinliek
lesznek (csak X szinanyag lesz a sejtekben). A ,,B” enzimet kodolo b gén If mutacioja
meggatolja az Y konverzidjat Z-vé. A homozigota b mutansok (b/b") barna szinliek lesznek

(zomében Y lesz a sejtekben). Az ab kettds mutansokban (a/a’; b/b") sem az Y-bol Z-be, sem

A B

Gén

W <«—T

Fehérje
(enzim)

<“— P <o
<“— W «—OT

'

Szubsztrat X—» Y —» Z X ><

Fenotipus piros - piros fekete

C b- D a- b-

“— p +—9

X_>Y>< x)<

piros fekete piros fekete

5. Abra. Egy biokémiai utvonalban az upstream komponens hat episztatikusan. A, Egy
hipotetikus vad tipust rendszer, amelyben a végtermék (Z) hatarozza meg a fenotipust (fekete szin).
»A” és ,,B” az utvonal két komponense. B, a egyszeres mutans (a-) fenotipusa piros. Hiaba van ,,B”,
nincs szubsztrat (Y), amit atalakitson. C, b egyszeres mutans (b-) fenotipusa barna. D, ab kettds
mutans fenotipusa piros. A fekete nyilak miik6do, a sziirke nyilak nem miik6dé folyamatokat jelolnek.
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az X-bol Y-ba torténd konverzié nem megy végbe. Mivel a folyamat az Gtvonal elején akad el,
a sejtekben csak kiinduléasi X szubsztrat lesz. Ezért a kettds mutansok fenotipusa piros, vagyis
megegyezik az a egyszeres mutdnsok fenotipusaval. Egy biokémiai utvonalban tehat az
upstream komponens mutdans fenotipusa nyilvanul meg (episztatikus) a kettos mutansban.

Egy jelatviteli — genetikai — utvonalban nincs termékkészités (hacsak a differencialt
génexpressziot nem tekintjiikk terméknek), ,,csupan” informécid (jel) tovabbitas torténik. Az
utvonal komponensei kozott kétféle kdlcsonhatas 1étezhet: aktivalas vagy gatlas. Gatlas esetén
a két egyszeres mutans fenotipusa eltérd, legyen pl. X és Y. A fenotipusokat kialakitd géneket
nevezzik a-nak és b-nek, az altaluk kodolt fehérjéket ,,A”-nak és ,,B’-nek. Az a” egyszeres
mutans fenotipusa X, a b~ egyszeres mutans fenotipusa Y. Ha az a'b” kettés mutans fenotipusa
X, akkor az alabbi szabalyozasi kapcsolat irhato fel: B — A
Ez azt jelenti, hogy az ,,A” és ,,B” fehérjék egy utvonalban hatnak, és ,,B” gétolja az ,,A”-t.
Mas szavakkal, ,,A” episztatikus ,,B” felett, ,kozelebb” van a kivitelezéshez, vagyis a
génszabalyozashoz. Egy jelatviteli utvonalban a downstream komponens mutdans fenotipusa
nyilvanul meg (episztatikus) a kettos mutansban. Miért is irhatd fel egy ilyen Gsszefiiggés?
Vegylink egy hipotetikus jelatviteli rendszert, amelyben két gén terméke ilyen reldciot mutat,

azaz a ,,B” fehérje gatolja az ,,A” fehérje miikodését (6. abra). Vad tipusu rendszerekben

A Gen b a B b 1
Fehérje B = & Xl A ]
(komponens)
Fenotipus vad tipus (mt’]kédil? a jelatvitel) Y

c a- D b- a-

X X

6. Abra. Egy jelatviteli utvonalban a downstream komponens hat episztatikusan. A, Vad tipust
rendszerben a ,,B” gatolja az ,,A” aktivitasat, de nem teljesen (,,kicsi A”). B, " mutansban nincs ,,B”
fehérje (pont jelzi), igy a gatlas hidnyaban az ,,A” hiperaktivalodik (,,nagy A”). Hiperaktiv ,,A” Y
fenotipusban nyilvanul meg. C, ¢ mutansban nincs ,,A” fehérje (pont jelzi), ez X fenotipusban
nyilvanul meg. D, a’b” kettés mutansban nincs ,,B” és nincs ,,A” (két pont jelzi). Az ,,A” hidnya megint
X fenotipusban nyilvanul meg. Az ,,A” ¢és ,B” fehérjék egy jelatviteli utvonal két tetszéleges
komponense, ,,B” upstream, ,,A” downstream helyezkedik el az Utvonalban. Az utvonal aktivitasat
»A” aktivitasa hatarozza meg. A fekete nyilak és talpas nyilak miikodo, a sziirke nyilak és talpas
nyilak redukaltan miikod6 folyamatokat jelolnek. A kétszer athuzott talpas nyilak nem mikodo
folyamatokat jeldlnek.
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gyakori, hogy mindkét fehérje bazalis aktivitast mutat (ezért 1étezhet két egyszeres mutans
fenotipus!). ,,B” aktivitasa tehat gatolja az ,,A”-ét, de a gatlas nem teljes. (Egy ellenpélda az
inzulin/IGF-1 utvonal, amelynek upstream komponensei teljesen represszaljak az utvonal
,»végén” elhelyezkedd forkhead FoxO transzkripcids faktort, ezért a FoxO If mutansok vad
fenotipusuak.) b” egyszeres mutansokban nem érvényesiil a ,,B” fehérje gatlo funkcidja, ezért
»A” hiperaktivalodik. Valojaban ez nyilvanul meg az Y muténs fenotipusban. a~ egyszeres
mutansokban ,,B” miikodik, és gatolnd az ,,A”-t, de nincs mit gatolnia az ¢ muticid miatt
(nincs ,,A” fehérje). Ebben az esetben ,,A” funkcidja teljesen eltiinik, igy alakul ki az X
mutans fenotipus. Az Y fenotipust tehat ,,A” hiperaktivalodasa, az X fenotipust ,,A” hidnya
okozza. Az ab kettds mutansokban nincs meg a ,B” gatlo funkcidja, de nincs ami
hiperaktivalodjon, mert az ,,A” funkcio is hidnyzik. Mivel nincs ,,A”, ezért a fenotipus
tovabbra is X (6. abra).

Osszefoglalva, ha a” egyszeres mutans fenotipusa X, b~ egyszeres muténs fenotipusa Y,
¢s a'b kettds mutans fenotipusa X, akkor az ,,A” és ,,B” fehérjék egy utvonalban hatnak,
melyben ,,B” gatolja az ,,A” aktivitasat. ,,B” az utvonal upstream (gatlo), ,,A” az utvonal
downstream (gatolt) komponense. A b mutans fenotipus (Y) kifejezédése tehat az ,,A”
funkcidjanak fiiggvénye: a és b gének genetikai interakcidt mutatnak. Ez az elemzési logika
az 5. (,EREDMENYEK ES MEGVITATASUK”) fejezet majd minden oldalan felbukkan,
ezért targyaltam ilyen részletesen.

Aktivalasi relacio esetén a két egyszeres mutans fenotipusa megegyezik; b™ egyszeres
mutans és @ egyszeres mutans legyen pl. egyarant X fenotipust (a két fehérje funkcidja egy
iranyba hat). Ebben az esetben nem lehet If mutansokkal (gén)sorrendet meghatarozni.
Helyette a kettds mutansokban az egyik gén If mutans alléljét kombindljuk a masik gén
funkcionyeréses (gf) alléljével (vagy mas mddon hiperaktivalt, pl. talexpresszalt formajaval)
¢s vica versa. E kombinacidkban is a megnyilvanul6 (episztatikus) egyszeres mutans (If vagy

gf) fenotipus hatdrozza meg, melyik jelatviteli komponens van downstream az utvonalban.

3.1.4. Jelatviteli kapcsolatok

Az egyedi f6 jelatviteli tvonalak szama viszonylag limitalt (1. tablazat). Az altaluk
meghatarozott sejttipusok azonban figyelemreméltdo sokféleséget mutatnak. A C. elegans
hermafrodita allat kifejlett testét példaul 959 kiilonb6z6 szomatikus sejt alkotja (10). Ezek
mindegyike egyedi, kiilon elnevezéssel illetik, kiilonbozé funkciokra specializalodnak. Ha
tovabba figyelembe vesszilk a jelatviteli rendszerek nagyfoka konzervaltsagat, akkor

nyilvanval6 annak a kérdésnek a felvetése, hogyan forditodnak le a meglehetésen altalanos
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jelatviteli iizenetek nagyszamu specifikus génexpressziés mintdzattd. Szdmomra ez a
kérdéskor a fejlédésbiologia egyik legizgalmasabb teriilete.

A felvetett kérdésre adott véalaszok nagyrészt a jelatviteli utvonalak szdvevényes
kapcsolatdban keresenddk. Jelatviteli kapcsolatok — signalling crosstalk — alapvetéen harom
szinten valosulhatnak meg. Egyrészt az utvonalak ,,Végén”, Vagyis célgének szabélyozé
a bejovo jelatviteli impulzusokat, azaz meghatdrozzdk a bejt')vc'i jelek mindségét ¢és
mennyiségét, és ennek fliggvényében allitjak be az adott gén expresszids szintjét egy sejtben
(11). Mivel egyetlen célgén expresszios szintje elviekben tetszélegesen sokféle lehet, ez a
mechanizmus mar Onmagaban is nagyszamu sejttipust tud meghatarozni. Példaként a
Drosophila even-skipped (eve) gén expresszidjat emlitem (/2). Az eve eldszor azokban a
progenitorokban expresszalodik, amelyekbdl a Drosophila dorzélis izomzata fejlédik ki. Az
eve expresszidjat szamos jelatvitel befolyéasolja: a Ras, Dpp (Decapentaplegic) és Wg

(Wingless) utvonalak kombinalt aktivitasa alakitja ki a megfelelé Eve szintet (7. abra).

7. Abra. A  génexpresszio

':I Wingless . ) . s e
kiils$ ielek _ | szabalyozasa  kombinatorikus
o0 (¥ Decapentagalic koddal. Az eve gén szabalyozo

| crer

(enhanszer) régidjahoz szamos
jelatviteli utvonal transzkripcios
faktora (TF) (kép jobb oldalan
felsorolva) kotédik specifikusan.
A kot6dé TF-ok mindségének és
szamanak (hany ko&téhely van)
integracidja donti el végsd soron
az eve expresszios szintjét egy
adott sejtben. A kialakult Eve
szint egy adott sejttipust hataroz
meg (11).
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Az utvonal keresztbeszélgetések mdasodik szintje a génexpresszid feletti upstream
szakasz. Az itt funkcionald fehérjék (ligandumok, receptorok, kindzok, foszfatazok, scaffold
fehérjek, stb.) képesek egy masik jelatviteli palya komponensének aktivitasat kozvetlentil (pl.
fizikai interakcidval) vagy kozvetve (genetikai interakcidval) befolyasolni. Erre kitlin példa a
Ras monomerikus G-fehérje miikodése, amely — a kanonikus MAP kinaz-kindz-kinazon tal —
az inzulin/IGF-1 utvonalba tartozo6 foszfatidil-inozitol 3-kinazt (PI3-kinaz) is aktivalhatja (2).

Végiil a harmadik jelkommunikacids szintet azok a (cél)transzkripcios faktorok
képezik, melyek miutdn aktivalodtak egy jelatviteli input hatasara, egy masik jelatviteli palya

upstream komponensének expressziojat kontrollaljak. Igy jonnek létre a , linearis” witvonal
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kapcsolatok. C. elegans-ban példaul a szex-determinacids Utvonal termindlis transzkripciods
faktora, a TRA-1 kozvetleniil szabalyozza az apoptotikus kaszkad upstream elemét kodolo

egl-1-nek (egg-laying defective) az expressziojat (8. abra) (/3). Ez a szabdalyozasi kapcsolat

-------- TRA1 =] EGLA =] CED9 ——] CED4 —» CED3

Szex-determinacids kaszkédl | Apoptotikus kaszkad |

8. Abra. Az apoptézis szex-specifikus szabalyozisa C.
elegans-ban. A képek a HSN neuront mutatjak (nyilak) egy him
larvaban. A HSN programozott médon pusztul el himekben. A
szex-determindcios utvonal termindlis transzkripcids faktora a
TRA-1 (Transformer), amely himnés allatban aktiv, him
allatban inaktiv. Himben (TRA-1 hianyaban) az EGL-1
aktivalodik és gatolja az anti-apoptotikus CED-9 (cell death
defective) fehérjét. Ennek eredményeként a CED-4 és CED-3
kaszpazok aktivalodnak (nem gatlédnak CED-9 altal), és a sejt elpusztul. Felsé panel: Nomarski
felvétel, also panel: fluoreszcens kép. A képeken lathato him allat transzgénikus egy egl-1::gfp riporter
rendszerre (zolden vilagit a HSN-ben). A jelatviteli utvonal a szex-determinacios kaszkad ,,végét” (az
upstream részt szaggatott vonal jeldli) és az apoptotikus utvonalat abrazolja. A TRA-1 kozvetleniil
szabalyozza az egl-1 transzkripcidjat. A talpas nyilak gatlast, a nyilak aktivalast jelolnek.

teszi lehetdvé a wvulva izomzatot beidegzd hermafrodita-specifikus neuron (HSN)
elpusztuldsat himekben, amelyekben nem fejlodik vulva. A f6 jelatviteli ttvonalak tehat
szamos keresztkapcsolaton keresztiil képesek kommunikalni egymassal, kialakitva a jelatviteli
utvonalak bonyolult halozatat, a signalling networkot, amelynek feltarasa és megértése a jelen

¢s a kozeljovo kutatési feladata (9. abra).

C-KIT 9. Abra. Jelatviteli komponensek halézata. A
RAS PI3K PTEN , o ia . N e
e szines gdmbok jelatviteli fehérjéket, az 6sszekotd
= /F“_ff\ S e vonalak  direkt fizikai interakciokat  (pl.
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3.2. Jelatviteli kutatasok C. elegans-ban
3.2.1. C. elegans, mint genetikai és fejlodésbiologiai modell
Az értekezésben bemutatott sajat eredmények C. elegans-on végzett kisérletekbdl

szarmaznak. Ez az ¢él6lény a jelatviteli kutatdsok egyik legintenzivebben vizsgéalt modell-
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rendszere (a C. elegans kutatdsokat Sydney Brenner inicialta 1963-ban az egyedfejlédés és az
idegrendszer mitkodésének tanulmanyozéasa céljabol; 14). A C. elegans mérsékelt €govi,
talajban ¢l0, baktériumokkal taplalkozo, kifejlett allapotban 1,1-1,2 mm hosszi fonalféreg
(10. abra). A vad tipusu allatok 25°C-on koriilbeliil 3 nap alatt, négy larva stadiumon (L1-L4)

10. Abra. A fonalféreg Caenorhabditis elegans. A bal oldali kép egy felnétt hermafrodita egyedet
abrazol (Nomarski optikaval késziilt kép). Az allatban bizonyos szervek (pl. a bél, garat és ivarszerv -
utobbiban csirasejtek és fejlodé embriok) jol felismerhet6k. Szamos egyedi sejt is jol lathato. A jobb
oldali kép egy vegyes stadiumu populaciot mutat (sztereo mikroszkopos felvétel).

keresztiil fejlddnek ki, és atlagosan 2 hétig élnek. Az allatot specidlis ivari dimorfizmus
jellemzi: a populaciét him és himnés egyedek alkotjak (75, 16). Az onmegtermékenyitd
himnds allatok a tiszta genetikai vonalak fenntartdsat, a himek a genetikai vonalak
kombinalasat teszik lehetdvé. A hermafroditdknak 959, a himeknek 1031 testi sejtjiikk van. A
sejtek egyedfejlodési leszdrmazdsa — egyediiliként az eddig vizsgalt él6lények kozott —

invarians és fénymikroszkop segitségével meghatarozott (11. abra). Egyedfejlédése tehat

11. Abra. A C. elegans korai embriégenezise. A kozépsé képen 16v6 4-sejtes embridban a szinek az
alapito sejteket (sejtmagokat) jeldlik (ABa, ABp, EMS és P,). A P,-bdl fejlodik a csiravonal. A sejtek
osztddasaval keletkez6 utddsejtek (sejt-klonok) azonos szinnel vannak jeldlve. Fénymikroszkop alatt
az allat testfala transzparens, ez teszi lehetové az egyedfejlodés egyedi sejtszinten torténd
tanulmanyozasat. A C. elegans teljes sejtleszarmazasa (cell lineage) meghatarozott (10).

egyedi sejtszinten vizsgalhatd. Haploid genomyja 5 testi és 1 ivari kromoszémaba szervezddik,
mintegy 100 Mb-bol 4ll, és koriilbeliil 19.700 gént kédol. A C. elegans gének legalabb 50%-a
szignifikans szekvencia homoldgiat mutat emberi génekkel. A C. elegans genom
kiilonlegessége, hogy rendkiviil kompakt szervezddésii, az egy génre jutd bazisszamot

tekintve 20-szor tomorebb az emberi genomnal (/7). Jellemzdje tovabba az operonos
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szerkezet (tobb gén kozos szabalyozo régioval rendelkezik), amely az eukariotdk kozott csak
a fonalférgekben ismert (/8). Laboratoériumi koriilmények kozott a C. elegans torzsek a
mikroorganizmusokhoz hasonléan miianyag petri lemezeken vagy folyadékkultirdban
tenyészthetok. Az allat cseppfolyds Nr-ben évekig eltarthatd; igy pl. az Un. balanszer
torzsekben nem halmozodnak fel hattérmutaciok. A C. elegans genom szekvencidja
meghatarozott, a gének funkcidja genom-Iéptékli géncsendesitéssel (knock-down) kimeritett
(19), a gének szisztematikus mutans (knock-out) jellemzése nagymértékben eldrehaladott, a
génexpresszio genom-szinten feltart (20). Nagymértékben feltérképezett tovabba a C. elegans
fehérje-fehérje kolcsonhatasok halézata (271). Az évek soran felhalmozodott C. elegans-ra
vonatkozé tudast az egyilk elsé integralt adatbazis, a WormBase tartalmazza
(www.wormbase.org). A képi adatbazist a Wormatlas (www.wormatlas.org) foglalja Ossze.
Szamos folyamatosan aktualizalt irodalmi forrds a Wormbookban (www.wormbook.org)
talalhatd meg. A nemzetkozi torzsgylijteményt a Minnesotai Egyetemen tartjadk fent
(Caenorhabditis Genetics Center). C. elegans-on végzett kutatasokat 2002-ben (Sydney
Brenner, John Sulston és Robert H. Horvitz) és 2006-ban (Andrew Fire és Craig Mello)
orvosi Nobel-dijjal, 2008-ban (Martin Chalfie) kémiai Nobel dijjal jutalmaztak.

3.2.2. Aktuadlis jelatviteli kérdéskorok a C. elegans fejlodésbiologiaban
A 106 jelatviteli rendszerek C. elegans-ban tortént kozel két évtizedes kutatdsa szdmos Uj
jelatviteli komponenst és episztatikus viszonyt tart fel. E vizsgalatokban Robert H. Horvitz és
tanitvanyai meghatarozé szerepet jatszottak (22). A teriilet aktudlis kutatdsi frontvonala a
kozel ,teljesen” megismert jelatviteli tengelyek ,elejére” és ,,végére” vonatkozik: mi
kapcsolja be az utvonalakat, és mit szabalyoznak az ttvonalak. Nézziik meg pl. az apoptotikus
utvonalat ebbdl az aspektusbdl. A C. elegans egyedfejlddése sordn 131 sejt pusztul el
genetikai utasitasra (/0). Az Gtvonal upstream eleme az EGL-1, amely gatolja a CED-9 anti-
apoptotikus fehérjét (8. abra). CED-9 aktvitas hianyaban a pro-apoptotikus CED-4 és CED-3
kaszpazok aktivaldodnak és lebontjak a sejt szdmos komponensét (22). A kérdés az, honnan
tudja az EGL-1, hogy melyik sejtben és mikor aktivalédjon. Egy (himekben) elpusztuld
sejtben (HSN) mar tudjuk, hogy kozvetlenlil a TRA-1 transzkripcios faktor hidnya teszi
lehetévé az EGL-1 aktivalodasat (8. abra) (22). De mi adja az utasitast a tobbi 130 elpusztuld
sejtben?

Ugyanilyen izgalmas probléma a vulvaszovet fejlddését szabalyozd utvonalak
koordinalt miikddése. A vulva fejlédés indukcidja az L3 larva stadium elején torténik meg

négy jelatviteli rendszer — az RTK/Ras, Wnt, Notch és a synMuv (szintetikus Multivulva)
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utvonalak — koordinalt mikddésének eredményeként (76, 23). Hogyan konvergéalnak ezek a
jelatvitelek egy adott sejtben, hogy mindig ugyanazt a vulva sejttipust hatdrozzak meg? A
valasz feltehetden abban a célgénben (vagy célgénekben) keresendd, amely integrdlja e
jelpalyak inputjat. Csak érdekességképpen jegyzem meg, hogy a 2002-es orvosi Nobel dijat
(,,for their discoveries concerning genetic regulation of organ development and programmed
cell death) éppen az apoptdzis €s a vulva fejlodés szabalyozasara vonatkozo felfedezésekért
kapta Robert H. Horvitz. E két rendszer mitkddésének megértésétdl — elsdsorban a ,hianyzé

eleje és vége” okok miatt — azonban még nagyon tavol vagyunk.

3.3. Jelatviteli paradigmak C. elegans-ban

Azokat a jelatviteli komponenseket, amelyek funkcioit és jelatviteli kapcsolatait az 5.
(.EREDMENYEK™) fejezetben targyalom, alapvetden két paradigmaban vizsgaltam. Ezek
egyike az autofagia (paradigma I), a mésik modell rendszer a fejlddd vulvaszovet (paradigma

I1) volt. A kovetkezdkben e két rendszert mutatom be részletesebben.

3.3.1. Paradigma I: Autofagia

3.2.1.1. Fiziolégia és patologia

Az autofagia (a kifejezés a gorég auto — on — és phagein — evés — szavakbol tevédik Ossze;
jelentése sejtes ,,0nemésztés™) az eukaridta sejtek szabalyozott onlebontd — katabolikus —
folyamata, amely sordn a citoplazma bizonyos részletei lizoszoméakba jutnak, ahol savas
hidrolazok (lipazok, peptidazok, nukledzok) altal lebontdédnak (24). Az igy felszabaduld
komponensek ujra hasznosulhatnak a felépitd folyamatokban, ill. energiat szolgaltathatnak a
sejt szamara ¢hezés soran. Az autofagia tehat esszencidlis szerepet jatszik a sejt anyagainak
megujitdsdban, a makromolekuldk és sejtszervecskék rurnoverében, és a sejt tulélésében. A
folyamatot eldszor 0jsziilott egér vese epitélidlis sejtek elektronmikroszkopos vizsgéalata sordn
irtak le 1957-ben (295).

Az autofag lebontas lizoszomakban (mikrométeres nagysdgii membrannal hatarolt
vezikulumok; 26) megy végbe. A lebontdsra kijelolt sejtalkotok lizoszomaba torténd
transzportja alapjan az autofagia harom f0 tipusat kiilonboztetjiik meg: mikroautofagia,
chaperone-kozvetitett autofagia és makroautofagia (12. abra) (27, 28). A mikroautofagia
soran kozvetleniil a lizoszoma membranja fiizi le a hatarold citoplazma részleteket
betlirddéssel (29). A folyamatot élesztében és emldsokben irtdk le. A chaperone-kdzvetitett
autofagia (CMA) bizonyos pentapeptid (KFERQ) motivummal rendelkezd fehérjék szelektiv

lebontasat végzi (30). Egy chaperone rendszer ismeri fel a KFERQ szekvenciat, majd az igy
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kialakult chaperone-célfehérje komplex egy specifikus lizoszoma membranfehérjén (LAMP-
2a; lysosome-associated membrane protein-2a) keresztiil jut a lizoszOma lumenébe.
Emldsokben figyelték meg, és Ugy tlinik, hogy a makroautofagiat kovetd masodlagos

sejtvalasz része.

Makroautofagia

@

ﬂﬂj autofagoszéma

ﬂn} Fehérje Mitokondrium @ Chaperone @ Hidrolaz

12. Abra. Az autofigia f6 formai. CMA: chaperone-kozvetitett autofagia. KFERQ: pentapeptid
szekvencia. A sejtszervecskék és fehérjék nem méretaranyosak.

A makroautofagia soran egy kettds membran, az Gn. izoldld membran veszi korbe a
lebontand6 citoplazma részletet. Ezt a folyamatot nevezik szekvesztracionak. A kettds
membran bezaruldsaval kialakul6 struktura az autofagoszoma (13. abra). Az autofagoszoma

kiils6 membranja képes lizoszomaval (vagy endoszomaval) fuziondlni. Mivel a lizoszéma
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autofagolizoszéma

13. Abra. A makroautofigia sémaja. A rajz a makroautofag folyamat
fobb 1épéseit mutatja. Az izolalé membran kiilsé része pirossal, belso része
kékkel van jeldlve. A mitokondriumok és fehérjék (sziirke gombok) jeldlve
vannak. A jobb oldali képen felil egy ¢éleszté vakudla (nyil)
(fénymikroszkopos felvétel), alul egy C. elegans bélsejtbdl szdrmazo
makroautofag struktira lathatd (elektronmikroszkopos felvétel) (37). Az
also6 képen a vonal 0,5 pm-t jeldl.
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kisebb az autofagoszomanal, nem a lebontand6 citoplazma keriil a lizoszoma belsd terébe,
hanem a lizoszomalis enzimek jutnak az autofagoszoma hatdrol6 membranjai kozé. A
lizoszémalis protonpumpdknak és egyéb membranfehérjéknek az autofagoszoma kiilsd
membranjaban valdé megjelenésétél kezdve beszélhetiink autofagolizoszomarol vagy
¢lesztOben autofag vakuolardl (13. abra). Az autofagoszoma mérete sejt- és fajfliggo,
leggyakrabban 0,1-1 um. Az autofagoszéma a lizoszomaval nemcsak kozvetleniil, hanem a
heterofag eredetli endoszomaval torténd fuziot kovetden is egyesiilhet.

Az autofagia élettani funkcidi igen valtozatosak. Részt vesz a sejt felesleges,
eloregedett vagy karosodott’ (abnormalis szerkezetii és funkcioképtelen) komponenseinek
lebontasaban, valamint az intracellularis patogének (virusok ¢és baktériumok) citoplazméabol
torténd eltavolitasdban. Az autofagia alapvetd szerepet jatszik a sejt €hezési, hypoxids
(alacsony oxigénszint) és hipertermias (magas homérséklet) stresszre adott valaszaban, a
sejtndvekedés ¢és sejtosztddds szabalyozasaban, a stressz-indukdlt ¢és programozott
sejtpusztulasban, az oOregedési folyamat szabalyozasdban, valamint az idegsejtek és az
immunrendszer milkodésében. Az autofag degradacid ugyancsak esszencidlis a sejt
anyagainak az egyedfejlodés soran torténd atrendezésében (32). A folyamat abnormaélis
miikodése kiilonbozd raktipusok, korai oregedés (progeria), neurodegenerativ betegségek,
agysérilés, széliités (stroke), izomsorvadas (sarcopenia), szivelégtelenség, valamint
baktériumok ¢és virusok altal okozott fertézések kialakulasaban nyilvanul meg (33-35).

Erdemes roviden megjegyezni, hogy a masik ismert intracellularis lebont6
mechanizmus a ubiquitin-proteaszéma rendszer, amely elsdsorban a révid életidejii, rosszul
feltekeredett fehérjék degradacidjaért felelds. Szamos fiziologiai és patologiai koriilményben

az autofagia €s a proteaszéma rendszer egyiitt aktivalodik (36).

3.2.1.2. Molekuléris mechanizmus és szabalyozas

Fiziologiai, egyedfejlédési és orvosbioldgiai jelendsége ellenére az autofagia mechanizmusa
¢s szabalyozésa sokaig ismeretlen maradt. Ennek a hianyossagnak az oka viszonylag konnyen
megmagyarazhato: az autofagoszomak mérete mikrométeres nagysagrendi, tehat a folyamatot

kordabban (a molekularis faktorok megismerése eldtt) csak elektronmikroszkdoppal lehetett

> A kérosodott sejtalkotok nem egyszeriien csak funkcioképtelen, felesleges molekulak, hanem pl. jelatviteli
komponensekkel képesek kdlcsonhatasba 1épni és ezen keresztiil jelatviteli folyamatokat perturbalhatnak. Ezért
sejtméregként hatnak, amelynek eltavolitasa esszencialis a sejt homeosztazisanak fenntartdsdhoz. A molekularis
karosodasok legfébb oka az oxidativ stressz (reaktiv, oxigén aniont tartalmazé kis molekulakkal torténd
kolcsonhatas).
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tanulmanyozni®. Ez a sajatossag megakadalyozta a hatékony genetikai modszerekkel torténd
autofagia-specifikus gének €s fehérjék azonositasat (nyilvanvald, hogy senki nem vallalkozott
elektronmikroszkdpidra épiild mutans screenekre). Az attorést az egysejtii €élesztében zajlo
autofigia tanulminyozasa tette lehetdvé. Elesztdben ugyanis az autofig vakudlum (a
lizoszoméaval analog sejtszerv) fénymikroszkoppal is konnyen azonosithato. Ezt a felismerést
genetikai screenek sora kovette, amelyek révén szamos autofag faktort sikeriilt meghatarozni
(37-40). Az élesztd autofag gének soksejtli ortologjainak meghatarozasdval megnyilt az Ut a
folyamat molekularis ¢és funkciondlis (genetikai) tanulmanyozédsa el6tt magasabbrendii
szervezetekben is.

Napjainkig kozel 30 autofag (autophagy-related réviden ATG) gént azonositottak
¢lesztében (41), amelyek jelentds része nemcsak az autofiagiaban, hanem az Un. Cvt
(cytoplasma-to-vacuole targeting) Utvonalban is funkcional (39). Az autofigia indukcigjat
(nukleacids 1épés) egy kindz komplex aktivalodasa teszi lehetdvé (42). Ennek kozponti eleme
az Atgl kinaz, melynek aktiv formaja indukalja az autofagoszomak képzOodését. Normal
koriilmények kozott a tapanyag-érzékeld TOR (target of rapamycin) kinaz aktivitadsa az Atgl
foszforilalt Atgl3 az Atgl7 fehérjével kapcsolodik, és igy nem alakul ki aktiv Atgl komplex.
Ehezés soran a TOR inaktivalodik, ennek hatdsara az Atgl3 defoszforilalodik és nagy
affinitassal kotddik az Atgl-hez, kialakitva az autofagiat indukalé aktiv Atgl komplexet. A
komplex tovabbi tagjai az Atgll, Atg20 és Atg24 fehérjék (14. abra). Noha soksejtiickben
nem azonositottak Atgll és Atgl7 ortologokat, Drosophilaban az Atgl kindz aktivitasa
szintén sziikséges az autofagia indukcidjahoz (44).
sorting) tartalmazé lipid szignalizacios’ komplex serkenti (42). A komplexbe tartoznak még
az Atg6/Beclinl (Bcl2-interacting), Atgl4 és Atgl5 fehérjék. A komplex a Vpsl5-6n
keresztiil kapcsolodik az Atg9 transzmembran fehérje® altal megjeldlt membranhoz (15.
abra), amelyet az izoldld6 membran eredetének tekintenek, és élesztOben a sejtmag melletti
pre-autofagoszomalis  struktirabol (PAS) mutattdk ki (42). Hasonld képz6dményt

tobbsejtlickben nem firtak le. A PAS-ra jellemzé markerek metazodkban nem egy

® Az autofag folyamat tanulmanyozasanak legmegbizhatobb modszere még ma is az elektronmikroszkopia.

" A Vps34 kinaz a foszfatidili-inozitol biszfoszfatot [PtdIns(3,4)P,] konvertalja foszfatidili-inozotol trifoszfatta
[PtdIns(3,4,5)P5].

¥ Az autofagiaban részt vevo fehérjék koziil egyelére csak két transzmembran fehérjérdl tudunk, ezek az Atg9 és
az Atg27. Az Atg27 csak nagy mennyiségli autofagoszoma képzddésekor vesz részt a folyamatban.
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meghatarozott helyen 0Osszpontosulnak, hanem a citoplazmaban elszortan talalhatok.

Soksejtlickben tehat a mai napig nem ismert az izolald6 membran forrasa (45, 46).
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14. Abra. Az Atgl kinaz komplex. ,,P” szimbolum foszforilalt allapotot jelol. A piros bekeretezés az
aktiv Atgl kinaz komplexet jeloli. A nyilak aktivalast, a talpas nyilak gatlast mutatnak.

A formalédod autofagoszomaban az Atg9 mar nem mutathatd ki. Az Atg9
visszanyerésében valdszinilileg az Atg2 és Atgl8 periférids membranfehérjéknek van szerepiik
(47, 48).
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15. abra. A VPS34 kinidz komplex és helyzete az autofigia indukciéjaban. A TOR kinaz gatolja az
Atgl komplexet (Atg) (emlésokben mutatva). A Vps34: PI3-K, Beclinl: Atg6. Ptdins(3)P: foszfatidil-
inozitol (3)-foszfat.

A formaldédé autofagoszoma membranjanak f6 molekuldris markere az Atg8
(emldsokben LC3) ubiquitin-szerii fehérje (42, 49). Az Atg8 egy citoplazmaban oldhato
fehérje (Atg8-R vagy LC3-I forma). Az indukciot kovetden az autofagoszéma membranjahoz
egy ubiquitinacibhoz hasonlé folyamatban kotddik kovalensen (Atg8-PE vagy LC3-II forma)
¢és igy a citoplazmaban oldhatatlanné vélik (16. abra). A kotés az Atg8 C-terminalis végén

taldlhat6 glicin aminosavmaradék és a membran egyik hidrofob lipid komponense, a
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foszfatidiletanolamin (PE) kozott alakul ki. Els6 1épésben az Atg4 cisztein proteaz lehasitja a
tapanyag éhezés

HEK293 sejtek

tapanyag éhezés

LiC3-1 | o—

LC3-11 = | —

16. Abra. Atg8/LC3, mint autofagia marker. A fluoreszcens képeken GFP::LC3 expresszi6 lathato
HeLa sejtekben. Tapanyag jelenlétében az LC3 diffiz eloszldst mutat a citoplazmaban. Ehezés soran
az LC3 pontszerii strukturdkhoz (formal6dé autofagoszémak) lokalizalodik. A jobb oldali gélképen az
LC3-I (nem aktivalt, oldhaté forma) és LC3-II (aktivalt, membran-kotott forma) relativ mennyisége
normal vs. éhezetett sejtekben.

szolubilis Atg8 C-terminalisan talalhatd arginint, és az igy felszabadult Atg8 glicin véget egy
El-szerli (ubiquitin aktivalo) Atg7 enzim aktivalja (17. abra). Ezzel a reakcioval parallel az
Atg7 egy masik ubiquitin-szerl fehérjét, az Atgl2-t is aktivalja. Eredményeként kialakul egy
Atg5-Atgl2/Atgl6 komplex, amely ahhoz kell, hogy az aktivalt Atg8-at egy E2-szert
(ubiquitin konjugald) Atg3 enzim a PE-hoz kosse (50). Az Atg5-Atgl2/Atgl6 komplex
kialakuldsédhoz is sziikség van egy E2-szer(i enzimre, ez az Atgl0 (57). Az autofagoszoma
bezarodasa utan az Atg8 lehasitddik a membranrol. Mivel a kettés membrannal korbevett
autofagoszoma kiilso ¢s belsd oldala is Atg8-cal jelolt, a belsé térbe keriilt Atg8 a kialakulo

iregbe zarul és az autofagoszoma beltartalmaval egytitt lebomlik.

(Atgd )- 1 17. Abra. Az Atg8/LC3 membran
kotodése. Atg8-R: inaktiv szolubilis
@ forma, Atg8-PE: aktiv foszfatidil-

@ \“ Atg10 ) etanolaminhoz kotott forma. Az

Atg8 ¢és Atgl2 ubiquitin-szeri

.‘ D 5* fehérjék. Atgd és  Atglo: E2

@ ubiquitin konjugald enzimek, Atg7:

AlGS \ El ubiquitin aktivaldo enzim, Atg4:
PE szerin proteaz.

.

Membran-
kotédés
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Az autofagia szabalyozasaban elsésorban az energia-szenzorként miikodé TOR (farget
of rapamycin) Ser/Thr kinaz jatssza a kozponti szerepet (52) (14, 15 és 18. abrak). A TOR
autofagiat szabalyozd funkcidjdban az AMP:ATP aranyt érzékel6 AMPK (AMP-activated
protein kinase) és a TSC1/TSC2 (Tuberous sclerosis complexes 1/2) fehérjék vesznek részt
(53, 54). A TOR az Atgl3 foszforilacidjan keresztiil kozvetleniil szabalyozza az Atgl
komplex aktivitdsat (43, 55). Az autofag folyamat represszaldsan tal a TOR stimulalja a

riboszoma biogenezist €s a transzlaciot (56, 57).

Novekedési faktorok Gliikoz AS, Genotoxikus
tapanyagok stressz
RTK IRS AMP:ATP
l arany
v
Raf > PIfK AIVlPK — pf3

RT PliK / TjCﬂZ DRAM
TOR

MAPK JNK PKB

EiK \Foio/
T~ v
AUTOFAGIA

18. Abra. Az autofagiat szabalyozé jelatviteli rendszerek modellje. Extracellularis faktorok kékkel,
transzkripcios faktorok pirossal, citoplazmas szabalyoz6 fehérjék feketével jeldlve. A nyilak
aktivacios, a talpas nyilak gatlasi viszonyokat jeldlnek. A fehérjék elnevezésére vonatkozo részletek a
szovegben. AS: aminosavak.

Az utdbbi években tovabbi autofagiat szabalyozo jelatviteli utvonalakat azonositottak.
Az egyik ilyen jelatviteli rendszer az inzulin/IGF-1 utvonal (58). Emlés izom- €s bélsejtekben
a FoxO kozvetleniil aktivalja az ATGS/LC3 és ATG12 gének expresszidjat (59, 60). A FoxO
transzkripcids faktor az inzulin/IGF-1 jelatviteli utvonal effektor komponense (67, 62). Az
autofagia szabalyozasaban ugyancsak kitilintetett szerepet jatszik a Ras utvonal. A Ras fehérje
a Raf Ser/Thr kinazt foszforilalja, amely egy kinaz kaszkadot aktival. Az utvonal ,,végén”
talalhatd transzkripcios faktorok célgénjei kozott szamos autofag gént (ATGI, ATGI3 és
ATG18) hataroztak meg (63). A p53 tumorszuppresszor fehérje komplex modon szabalyozza
az autofagiat. Transzkripcids faktor aktivitdsa feltehetéen a TOR kindz gatlasan vagy az

AMPK aktivalasan keresztiil modulalja az autofagiat (64). Genotoxikus stressz koriilmények
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kozott a pS3 potens autofagia induktor (65). Citoplazmas formaja ugyanakkor kozvetleniil
képes gatolni az autofag degradacidt (66). Az autofigia komplex szabalyozasardl a 7.

(FONTOSABB EREDMENYEK DISZKUSSZIOJA) fejezetben irok részletesebben (28, 67).

3.2.1.3. Autofagia C. elegans-ban

2000-ben, amikor az autofagia kutatasaba belefogtam, a PubMed adatbazis az ,,autophagy, C.
elegans” kettOs keresésre nem adott talalatot. Az elmult 10 év alatt jelentds tudas halmozodott
(68) (2010. februarjaban mar 84 hivatkozas volt taldlhaté a PubMedben). Ehhez az
ismeretbdviiléshez a jelen értekezésben bemutatott sajat eredmények is — még ha szerény
mértékben — hozzdjarultak. Ismertté valt, hogy a C. elegans sejtekben tipikus autofag
struktarak képzddnek és a C. elegans genom szamos autofag (A7G) gént tartalmaz (31, 69-
71). Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az autofidgia mechanizmusa C. elegans-ban
alapvetden az élesztd és emlds rendszerekben megismert folyamatokhoz hasonléan miikodik
(68).

A C. elegans-ban folytatott autofagia kutatasok legjelentésebb eredményei a folyamat
Ujonnan feltart bioldgiai funkcidira vonatkoznak. 2003-ban irtdk le (egyben ez volt az els6 C.
elegans vonatkozasu autofagia kozlemény), hogy a bec-1/Atg6 autofag gén funkcidja
sziikséges az inzulin/IGF-1 defektiv torzsek hosszi élettartamanak kifejezodéséhez (69).
Ezzel az autofagia teriilete az oregedési kutatasok fokuszaba keriilt. Ugyancsak a C. elegans
volt az elsé metazoan rendszer, amelyben igazoltdk, hogy az autofdg gének funkcidja
sziikséges a normalis ¢élettartam megnyilvanulasahoz tapanyaghianyos koriilmények kozott is
(72)°. Autofdg mutans allatok testhosszanak és sejtméretének vizsgalataval igazolédott
tovabba, hogy az autofagia szerepet jatszik a sejtndvekedés szabalyozdsaban (74). loncsatorna
hiperaktiv mutans torzsekben autofdg gének inaktivalasaval szuppresszalni lehetett a
neuronok nekrotikus pusztuldsat (75, 76). Az autofagia tehat fontos szerepet jatszik az un.
exocitotoxikus sejthaldl folyamatokban. Végiil nemrégiben mutattak ki, hogy az autofag
gének inaktivalasa interferdl a széma-csiravonal elkiiloniilést lehetdvé tévd folyamatokkal a

korai egyedfejlédés soran (77).

3.3.2. Paradigma II: A vulva fejlédés szabalyozadsa
3.3.2.1. Mintazatképzddés

% Ezzel a kdzleménnyel kozel egy idSben irtik le az autofigia hasonlé funkciojat a gyiiméleslégy Drosophila
melanogasterben is (73).
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A C. elegans vulvaszovetének kifejlodése a fejlodésbiologia teriiletének egyik
legintenzivebben vizsgalt és legjobban megértett szervfejlddési modellje (22, 78). A vulva a
hermafrodita allatok azon szerve, amelyen keresztiil az embriok a kiilvildgba, a him spermai a
hermafrodita ivarszervébe jutnak. A kifejlett vulvaszovet 22 sejtbdl épiil fel, amelyek 6 un.
vulva eldsejt (vulva prekurzor sejt; VPC) egy csoportjabol fejlodnek ki (10, 79). A VPC-ket
elhelyezkedésiik szerint P(3-8).p sejteknek is nevezik (19. abra). A vulva valdjaban a harom
centrdlis helyzeti VPC-bdl [P(5-7).p] fejlédik ki. Az L3 larva stddium elejétdl a P(5-7).p
sejtek harom sejtosztddasi cikluson mennek keresztiil. A sejtek osztodasanak sikja és tliteme
szigoruan meghatarozott. Azok a VPC-k, amelyek nem vesznek részt a vulva fejlddésében
[P(3,4,8).p], egyszer osztodnak, majd utodaik fuzionalnak a hipodermalis szinciciummal
(hyp7). Ha a P(5-7).p sejtek valamelyikével gond torténik (pl. 1ézersugarral eltavolitjak),

akkor a P(3,4,8).p sejtek koziil az egyik atveszi funkciojat és normalis vulva fejlodik.

A-_' —_ j .
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o o0 99 O 89 o
L D

C _,__—____J-—’_‘--‘.____________ 32 hr

20 o ---./QG'EQ\ sse D@

40 hr

50 hr

19. Abra A C. elegans vulva fejlédés anatémiaja. A rajzon a vulva prekurzor sejtek [P(3-8).p] és
utodaik elhelyezkedése lathatd. A korai (A), kdzéps6 (B) és késoi (C) L3 larva stadium, valamint L4
larva stadium (D) és fiatal feln6tt stadium (E) torténései. Az 6rak (hr) a petébdl valod kikeléstol eltelt
1d6t mutatjak (25°C-on). AC: anchor sejt. A jobb oldali Nomarski objektivvel késziilt képeken a P6.p
els6 két osztodasa kovetheté nyomon (A-C). A nyilhegy az AC-re mutat, alatta a P6.p (A), a P6.p(p/a)
(B) és Po6.p(p/a)(l/r) (C). p: poszterior, a: anterior, 1. left, r: right. A D kép a P6.p ,,unokakban”
specifikusan expresszalddo egl-1::yfp (lila) és az AC-ben specifikusan expresszalodo chd-3::gfp (z61d)
markereket mutatja (jobb oldali panel: Nomarski kép, jobb oldali panel: fluoreszcens kép). Az alséd
fluoreszcens képen a ceh-20::gfp riporter expresszidja figyelhetd meg a P(3-8).p sejtekben (nyilak) az
L3 stadiumban. A P(3-8).p sejtek kozotti kisebb zold sejtek a ventral nerve cord neuronjai.
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A vulva fejlédés soran a VPC-kben mindig meghatarozott sejtsors specifikalodik. A
leginkabb indukalédott (az AC-hez legkdzelebb 1évd) VPC-ben (P6.p) Gn. elsédleges (1°)
sejtsors, a szomszédos helyzetli indukalédott VPC-kben [P(5,7).p] mésodlagos (2°) sejtsors,
mig a tdvolabbi nem indukélodott VPC-kben [P(3,4,8)] harmadlagos (3°) sejtsors
differencidlodik. Vad tipusti hermafroditdban a P(3-8).p sejtek sztereotipikus sejtsors-
mintazata tehat invarians: 3°-3°-2°-1°-2°-3° (20. abra) (78, 80).

3.3.2.2. Genetikai utvonalak

A vulva sejtsors-mintazat szigortian koordinalt jelatviteli hatasok ereddjeként alakul ki (20.
abra). Az L3 stadium elején a gonadalis AC-bol érkezd ,,induktiv jel” a Ras tutvonalat
aktivalja a legkdzelebb elhelyezked6 VPC-kben [P(5-7).p] (80, 81). Egy ismeretlen forrasu
kanonikus Wnt utvonal parallel hat a Ras jelatvitellel a vulva indukcid soran; a Ras hianyat a
hiperaktivalt Wnt képes kompenzalni (82). Induktiv jel hidnydban nem fejlédik vulva (Vul —
vulvaless — fenotipus), mindegyik VPC harmadlagos sejttipust alakit ki. A Notch jelatviteli

‘ -p Ras

4__———”’;3::::::(:,7 * \\\\"‘\t : g;;:ﬂhuv

VPC P3.p Pap) (@5p) @ > P1p (Psp
T T T T T T

Sejtsors  3° 3° 1° 3°

20. Abra. A C. elegans vulva sejtsorsokat meghatarozé genetikai utvonalak. A vulva prekurzor
sejtek [P(3-8).p] sztereotipikus sejtsors-mintazata meghatarozott: 3°-3°-2°-1°-2°-3°, 1° és 2°: indukalt
vulva sejtsorsok, 3°: nem indukalt vulva sejtsors. 1°: els6dleges vulva sejtsors, 2°: masodlagos vulva
sejtsors, 3°: harmadlagos vulva sejtsors. Nyilak aktivalast, talpas nyilak gatlast jelolnek. Piros és zold
nyilak: ,,induktiv jel”, kék nyilak: ,lateralis jel”, fekete talpas nyilak: ,,gatlo jel”. AC: anchor sejt. A
Ras jel erdssége az AC-sejttdl mért tavolsag (gradiens) fliggvénye; ezt vastag, vékony és szaggatott
piros nyilak jelzik.

kaszkad a sz¢ls6 indukalt VPC-kben [P(5,7).p] csokkenti a Ras hatasat (,,lateralis jel”), ezaltal
masodlagos sejttipust hataroz meg (83, 84). Notch aktivitds hidnyaban mindhdrom indukalt
VPC-ben [P(5-7).p] elsédleges sejtsors alakul ki és ez Pvl — protruded vulva — fenotipusban
nyilvanul meg. Végiil a hipodermiszbdl kiindulé harom parallel hat6 (redundans) Gn. synMuv
(synthetic Multivulva) Gitvonal antagonizal az ,,induktiv jellel”, igy gatolva a vulva indukciot a
VPC-kben (,,gatlo jel”). Ha a harom synMuv utvonalbol barmelyik kettd inaktiv, akkor a

normalisan nem indukalédé VPC-kben [P(3,4,8).p] is indukalt vulva sejtsors (1° vagy 2°)

31



differencidlodik (85, 86). Ennek eredményeként egynél tobb vulva (Muv — multivulva —
fenotipus) fejlédik az allatban. Osszefoglalva, a Ras, Wnt, Notch és synMuv utvonalak
integracioja alakitja ki a VPC-k sejtsorsat: a P6.p elsddleges, a P(5,7).p méasodlagos, mig a
P(3,4,8).p sejtek harmadlagos — nem indukalt — vulva sejtsorsokat differencidlnak (21 abra).

P3.p P4p P5p P6p P7.p P8p

ﬁ downregulacié

o oo Vad tipus

ﬂ upregulacio

oo OOV Multivulva

Vulvaless

21. Abra. Vulva fenotipusok C. elegans-ban. A képen feliil egy Vulvaless (Vul), kozépen egy vad
tipusu, alul egy Multivulva (Muv) fenotipust allat lathaté. A Vul allatban a kikelt larvak (bag of
worms), a Muv allaton ventralisan extra vulva kitliremkedések lathatok. A VPC-k [P(3-8).p] szinezett
gdmbokkel vannak jeldlve; : nem indukalodott (3°) vulva sejtsors, (kozép)sotétkek:
indukalt (2°) vulva sejtsors, (mély)sotétkék: indukalt (1°) vulva sejtsors.

A legtjabb kutatdsok szerint a vulva sejtsorsokat meghatarozo utvonalak hatasa a /in-
39 Hox gén transzkripcids aktivitasat befolyasolja (82, 87-89). A lin-39 tehat a vulva fejlodés

kozponti szabalyozd faktora (90). A C. elegans vulva fejlédést szabalyozd utvonalak

crer

4. KERDESFELVETESEK
Az egyedfejlodés fobb 1épéseit (sejtsors meghatarozas és mintazatképzddés) €és az eukaridta
sejtek mikodését (sejtndvekedés, proliferacid, differencidlodas, sejtpusztulds) jelatviteli
utvonalak bonyolult halézata szabalyozza. A jelatviteli kapcsolatok (signalling crosstalk)
feltarasa alapvetd jelentdségli e molekularis szabalyozd rendszer megértéséhez.
Ertekezésemben 0] jelatviteli kapcsolatok feltardsara vonatkozo eredményeket mutatok be.
Kisérleti objektumként a fonalféreg Caenorhabditis elegans-t, jelatviteli paradigmaként az
autofagiat és a vulvaszovet fejlodését hasznaltam.

Az autofagia az eukariota sejtek szabalyozott Onlebontd (katabolikus) folyamata.
Egyedfejlodési, fiziolodgiai és  orvosbiologiai  jelentdsége ellenére az  autofagia

mechanizmusarol és szabalyozasardl soksejtli rendszerekben 2003-ig nem allt rendelkezésre
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irodalmi adat. Célul thztik ki az autofigia mechanizmusanak, szabalyozasanak ¢é&s
sejttani/egyedfejlodési funkcoinak feltarasat C. elegans-ban. Kiemelten vizsgaltuk az autofag
degradéciot befolyasolo jelatviteli folyamatokat.

A C. elegans vulvaszovetének kifejlodése kivald kisérletes paradigma a jelatviteli
utvonalak koordinalt miikkddésének tanulmanyozasdhoz. Az eddig megismert vulva fejlédést
szabalyozo Utvonalak a /in-39 Hox gén transzkripcidjat befolyasoljak. Vizsgalatainkban 1j /in-

39 expressziot szabalyozd, és i) LIN-39 altal szabalyozott jelatviteli kaszkadokat kerestiink.

4.1. A C. elegans TOR Kkinaz: jelatviteli kapcsolatok és funkcidok
Az autofagidra vonatkozo kutatdsaink kezdetén (2001-t61 kezddédden) olyan C. elegans
rendszert kivantunk eldallitani és jellemezni, amelyben az autofagia folyamata
hiperaktivalodik (az autofagia miikddésének megértése céljabol célszerlibbnek tiint autofag
struktarak jelenlétét, mintsem azok hidnyat vizsgalni). A TOR kindzrdl ekkor ismert volt,
hogy élesztében potensen gatolja az autofagiat (43). Kézenfekvonek tiint tehat a TOR-t
genetikai eszkozokkel (mutaciokkal és géncsendesitéssel) inaktivalni C. elegans-ban. Meg
kell jegyeznem, hogy probalkoztunk éheztetéssel és TOR-gatld rapamycin kezeléssel is,
melyek élesztdben remekiill mikodéd autofagia indukaldé beavatkozasok, de ezek a
torekvéseink akkor még nem vezetettek eredményre. TOR deficiens nematodak létrehozasa
utan a kovetkez6 kérdéseket fogalmaztuk meg:

= van-e szerepe a TOR kindznak az autofagia szabalyozasaban C. elegans-ban?

= van-e hatdsa a TOR kinaz blokkolasanak (autofagia hiperaktivalasanak) a C. elegans

egyedfejlodésére?
= befolyasolja-e a TOR — mint a sejtek energia szenzora — az allat 6regedési folyamatat?

= ha igen, akkor milyen élethossz-szabalyozo6 genetikai Gitvonalakkal hat kdlcson?

4.2. Autofag gének és fehérjék C. elegans-ban

A TOR kinazzal végzett kisérletekkel parhuzamosan feltettiik azt a direkt kérdést is, hogy
vannak-e autofag gének a C. elegans genomban; ismert élesztd autofag gének (A47G) féreg
ortologjait kivantuk bioinformatikai modszerekkel meghatirozni. Izgalmas probléma volt
annak megvizsgalasa, hogy vajon minden ismert ¢éleszté autofag génnek megtalaljuk-e a féreg
ortologjat, vagy vannak éleszto-specifikus autofag faktorok. Més szavakkal, C. elegans-ban
az ¢élesztOben feltart mechanizmushoz hasonldan zajlik az autofigia folyamata vagy vannak
alapvetd molekuléris kiilonbségek a két rendszer kozott? Néhany C. elegans ATG gén

meghatarozasa utdn célszerli volt megvizsgalni a gének expresszids mintdzatat. Szerettiik
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volna tudni, hogy a C. elegans autofag fehérjék intracelluléris eloszlasa hasonlit-e az élesztd
ortologok mintazatdhoz (citoplazmatikus, membranstruktirakhoz lokalizalt). Lizoszémalis
markerek haszndlatdval terveztiik megvizsgalni, hogy az autofig fehérjék mutatnak-e
lizoszomalis lokalizaciot. Ugyancsak fontos volt annak a kérdésnek a tisztdzasa, hogy az
autofag gének mikor (mely stadiumokban) és hol (milyen sejtekben) fejezddnek ki az

egyedfejlodés soran.

4.3. C. elegans autofag gének funkcioi

C. elegans autofag gének meghatarozdsa utdn a géneket mutans allélek izolalasaval és
géncsendesitéssel kivantuk inaktivalni. A tovabbiakban az autofagia defektiv, pontosabban
autofag gén deficiens'® torzsek genetikai (funkcionalis) jellemzését szandékoztuk elvégezni.
Vizsgalni kivantuk a torzsek életképességét, fertilitasat, novekedési litemét, élettartamat,
vizsgalt allatok sejtleszarmazasanak meghatarozasa. Adott sejttani és egyedfejlodési funkciok
meghatarozasa utdn olyan utvonalakat kerestiink, amelyek az autofdg gének aktvitdsan
keresztiil szabdlyozzdk a kérdéses biologiai folyamatot. Autofdg géneket szabalyozé

jelatviteli rendszereket kivantunk tehat feltarni.

4.4. A C. elegans vulvaszivet kifejlodését szabalyozo jelatviteli rendszerek integraciéja
A lin-39 Hox gén kozponti szerepet jatszik a vulvaszdvet kifejlodésében: a gén promotere
integralja a vulva kifejlédést szabalyozo utvonalak jeleit. A LIN-39 — mint transzkripcids
faktor — konzervalt DNS szekvenciat képes felismerni és megkotni. E szekvencia
meghatarozasaval az alabbi kérdésekre kivantunk valaszt keresni:

* milyen célgéneket szabalyoz a LIN-39, és mely célgének vesznek részt a vulva

* mely LIN-39 célgének tartoznak szignalizacios rendszerekbe?

= a LIN-39 kofaktoraként prediktalt CEH-20/Pbx/Exd fehérje szerepet jatszik-e a vulva

fejlodés szabalyozasaban?
» ceh-20 (C. elegans homeobox) hipomorf muticiok hogyan befolyasoljak a wvulva

mintazatképzodését?

19 Az értekezésben szisztematikusan keriilom az ,,autofagia funkcié™ kifejezést, helyette az ,,autofag gén funcié”
meghatarozast hasznalom. Ennek oka kettds. Egyrészt az autofag gének multifunkcids faktorok. Bizonyitott
szereplik van olyan autofagia-fiiggetlen folyamatok szabalyozasdban, mint pl. az endocitdzis és a cvt Gtvonal.
Masrészt az autofag gének 0j funkcidinak feltarasa soran sosem bizonyitottuk egyértelmiien az autofag folyamat
érintettségét.
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= Hat-e mas jelatvitel a /in-39 VPC-specifikus expresszidjara?

A vulva egy hermafrodita specifikus szerv, himekben nem fejlédik ki. Ennek a szex-
specifikus egyedfejlddési aspektusnak a genetikai héttere mai napig nem tisztazott. A nemi
kiilonbségek C. elegans-ban alapvetden a szex-determinacids génkaszkad szabalyozasa alatt
allnak. Ez az 0sszefiiggés vezetett minket annak a kérdésnek a felvetéséhez, hogy a TRA-1A
transzkripcids faktor (a szex-determinacios utvonal termindlis faktora) befolyasolja-e, és ha
igen, hogyan, a /in-39 aktivitdsat a vulva prekurzor sejtekben. tra-1 1f mutaciok mutatnak-e

vulva fejlédési defektusokat?

4.5. A TRA-1/GLI transzkripcios faktor célgénjei

A TRA-1A transzkripcios faktor konzervalt kotéhelyének meghatdrozésa utan a célgéneket
genom-szinten kivantuk feltarni. A potencialis célgének bioinformatikai meghatarozasa utan
néhany ,,izgalmas” jelatviteli talalatot kisérletesen is meg kivantunk vizsgalni. Ezek egyike a
mar emlitett /in-39 volt. A masik talalat, amellyel részletesen kivantunk foglalkozni a xol-1
,mester kapcsold” gén volt. A xol-1 mikodésének tisztazasa érdekében megvizsgaltuk, hogy
milyen mddon szabdlyozza a TRA-1A a xol-1 aktivitdsat, és milyen hatisa lehet ennek a

jelatviteli kapcsolatnak az egyedfejlédés globalis szabalyozasara.
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5. EREDMENYEK ES INTERPRETALASUK

5.1. A TOR kinaz szabalyozza a C. elegans élethosszat

Hattér: Az evoluciésan konzervalt inzulin/IGF-1 (insulin-like growth factor-1) jelatviteli
utvonal kozponti szerepet jatszik az Oregedési folyamat szabalyozédsdban fonalférgekben,
rovarokban és emlOsokben egyarant (97-93). DAF-2 (C. elegans inzulin/IGF-1 receptor)
defektiv nematoda torzsek példaul kétszer hosszabb ideig éIlnek a vad tipusu allatoknal. A daf-
2(-) (dauer formation defective) mutansok fenotipusa pleiotrop: 20°C-on a mutans allatok
¢lethossza jelentésen megnyulik, mig 25°C-on a mutédns allatok dauer larvaként fejlédnek. A
dauer egy alternativ, metabolikusan inaktiv egyedfejlédési allapot, kialakuldsat kedvezotlen
koriilmények (pl. tdpanyaghiany) indukaljak. A dauer larva ellendllé detergensekkel szemben,
nem mozog, nem taplalkozik és nem oregszik (kb. fél évig él — szemben a normalisan fejlédod
allat kb. 14 napos élethosszaval) (22. abra) (94). Optimalis koriilmények kozé keriilve a

dauer larva visszatér a normalis egyedfejlédési palyara (recovery). A daf-2(-) mutadnsok

embridé

22. Abra. A dauer egyedfejlédés. A rajz a C. elegans életciklusat mutatja. Normalis (reproduktiv)
egyedfejlodési utvonal: embrio — L1 larva — L2 larva — L3 larva — L4 larva — felndtt. A larva
stadiumokat vedlési fazisok hataroljak el. Kedvezétlen koriilmények kozott az L1 larva egy alternativ
L2d, majd dauer larva allapotba fejlodik. A jobb oldali foton fent egy L4 larva (A), alul egy dauer (B)
larva lathato.

konstitutiv dauer és hosszu életideju (long-lived) fenotipusa a DAF-16/FoxO transzkripcios
faktor aktivitdsdnak fliggvénye: a daf-16 blokkoldsa szuppresszélja a daf-2(-) mutansok dauer
fejlodését (25°C-on) és megnyult élethosszat (20°C-on) (91, 95). A DAF-2 inzulin/IGF-1
receptor funkcidja — amely egy kindz kaszkddon keresztiil valésul meg — tehat a DAF-16
gatlasa (96). Ugyanilyen episztatikus relacié miikodik rovarokban és emldsdkben is (97).

A TOR kinaz — hasonldan az inzulin/IGF-1 atvonalhoz — tdpanyag- és hormonfiiggd
modon szabalyozza a sejtek metabolizmusat, ndvekedését és osztddasat (58, 98-100). A TOR

egyedfejlodési funkcidja és kapcsolata az inzulin/IGF-1 jelatvitellel azonban nagyrészt
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ismeretlen maradt (2002 kdrnyékén). Ugyancsak kérdéses volt a TOR, mint tapanyag- és
energiaszenzor oregedési folyamatban betoltott potencialis szerepe.

Eredmények: A C. elegans genomban a let-363 (lethal) gén kodolja a TOR kinazt (107). A
TOR funkcidjat géncsendesitéssel (RNSi) inaktivaltuk. A let-363 duplaszali (ds)RNS-sel
kezelt allatok egyedfejlodése az L3 larva stadiumban megrekedt. Ez a fenokdpia konzisztens
volt a let-363(-) mutans allatok fenotipusaval (/01). Bizonyos kisérleti koriilmények kozott
azonban (amikor az RNSi gyengén miikodott) a le-363(RNSi) éllatok tipikus dauer larvaként
fejlodtek (28,3%, N=1880). Felmertilt tehat a TOR ¢élethosszt szabalyozé potencidlis szerepe.
Megvizsgaltuk a let-363(RNSi) és let-363(-) mutans allatok élettartamat, és azt tapasztaltuk,
hogy jelentésen hosszabb ideig ¢Inek, mint a vad tipusu L3 larvak és felndtt allatok (23. abra)
(102). Ezek az eredmények egy 1j jelatviteli rendszer szerepét tartak fel az 6regedési folyamat
szabalyozasaban. A TOR jelatvitel tehat egy Ujonnan azonositott Oregedést szabalyozo
(longevity) ttvonal. Néhany honappal késobb Riddle és mtsi. is hasonld kovetkeztetésre

jutottak (103).
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23. Abra. TOR deficiens allatok élethossza 25°C-on. Vad tipust (®), daf-16(mg50) mutans (Q), let-
363(h114) mutans (O), ler-363(h111) mutans (M), let-363(h131) mutans (M), let-363(RNSi) allatok
(A), let-363(RNSi),; daf-16(mg50) allatok (A) éhezd (megrekedt) vad tipusa L3 larvak (@) és éhezd
(megrekedt) daf-16(mg50) mutans L3 larvak (0) élethossz gorbéje. A TOR (let-363) mutaciok és a
TOR (let-363) RNSi kezelés megakasztja az egyedfejlodést az L3 larva stadiumban. Mivel a TOR
inaktivalasa megkettdzi az élettartamot, a valtozasok statisztikailag szignifikansak.

A hosszu ¢letidejii daf-2(-) mutansok egyik jellemzdéje, hogy a bélsejtekben lipid
cseppek halmozddnak fel; e tulajdonsag szintén DAF-16-fiiggd (/04). Ezzel 6sszhangban a
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TOR deficiens L3 larva stadiumu allatok belében jelentds lipid akkumulaciét figyeltiink meg,
Osszehasonlitva a vad tipust L3 larvakkal (24. abra).

24. Abra. Lipid akkumulicié TOR deficiens allatokban.
A fels6 panel egy vad tipust L3 larva, az als6 panel egy
L3-ban megrekedt let-363(RNSi) allat belét mutatja. A lipid
cseppeket Nilus vords vitalis festékkel tettiik lathatova.
Mindkét fluoreszcens kép azonos expozicios idovel késziilt.

A TOR inaktivalasa megakasztja az egyedfejlédést L3 larva allapotban. A megrekedt
L3 larvak ¢élettartama két- haromszorosa a normalisan fejlédé vad tipus allatok
élettartaméanak. Esszer(i volt megvizsgalni, hogy vajon a TOR hidnya a normalisan fejlédé
(tehat a teljes életcikluson végighalado) allatokban is megnoveli-e az ¢€lethosszt. Ehhez
szintén RNSi kezelést alkalmaztunk. L4 stddiumu (tehat az L3 stddiumon mar atjutott) vad
tipusu larvakat helyeztiink let-363 dsRNS-t expresszalod lemezekre, és vizsgaltuk az allatok
¢lethosszat. Ezek a reproduktivan fejlédo let-363(RNSi) allatok is hosszu élettartamuak voltak
(23. abra). Erdekes modon nem volt jelentdsége annak, hogy a TOR RNSi kezelést a korai
larva allapotoktol vagy a felnétt kor kezdetétdl alkalmaztuk; mindkét esetben hasonlo
¢lethossz novekedést tapasztaltunk (/02). Ez azt jelenti, hogy a TOR — a DAF-2/IGF-1
kaszkadhoz hasonloan (/05) — felndtt korban fejti ki élethossz-szabalyoz6 hatésat.

A fenti eredményekkel 0sszhangban a let-363 dsRNS kezelés nem valtoztatta meg
(nem novelte) a daf-2(-) mutansok ¢€lettartamat 25°C-on (a tenyésztést 20°C-on kezdtiik, majd
a mutans allatokat az L4 larva allapot elérése utdn 25°C-ra helyeztiikk és ott mértiik meg
¢lettartamukat). 20°C-on a daf-2(-) mutansok hosszl életidejli, normalisan fejlodd allatok
(csak ~4%-uk fejlédik dauer larvaként). Ezen a homérsékleten a le-363 RNSi kezelés
jelentésen megnovelte a dauer allapotba torténd fejlddés penetranciajat daf-2(-) muténs
genetikai hattérben: a vizsgalt daf-2(-) mutansok 4,6%-a (29/630) fejlédott dauerként kontroll
(tires vektort expresszalo) RNSi lemezen, mig 17.9%-uk (146/817) fejlodott dauer larvaként
let-363(RNSi) lemezen. Mindent Osszevetve, ezek az adatok azt sugalltdk, hogy az
inzulin/IGF-1 és TOR jelatviteli utvonalak kozos jelatviteli tengelyt alkotnak az Gregedési
folyamat ¢és az egyedfejlddés szabalyozasdban. A daf-16 muticids inaktivaldsa nem
befolyasolta a let-363(RNSi) allatok ¢lethosszat (23. abra). Ez azt jelenti, hogy a LET-
363/TOR downstream hat a DAF-16-t6] az élethossz szabalyozasaban. Valdban, a let-363
promoterben taldltunk konzervalt DAF-16 kotOhelyet, ¢s megnézve a let-363 expresszids
szintjét daf-16 mutans hattérben azt tapasztaltuk, hogy a /et-363 transzkripcios aktivitasat a
DAF-16 befolyasolja (25. abra). Késobb az is ismertté valt, hogy a DAF-16 represszalja a
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TOR-ral egy komplexben miikkodé Raptor (TOR interacting protein) fehérjét kodold daf-15
gén expresziodjat (103).

25. Abra. A let-363 expressziojat a DAF-16/FoxO represszilja.
Szemi-kvantitativ PCR kisérlet. let-363: TOR kinazt kodolo gén, ama-1:
belsé kontroll. Kb. 6-szoros expresszios novekedés figyelhetd meg daf-
16(-) mutans hattérben (102, suppl. inform.).

Kovetkeztetések: A TOR kinaz genetikai inaktivalasa megduplazza a C. elegans természetes
¢lethosszat (102, 103). E jelenségre vonatkozé felfedezésiink egy ujonnan feltart élethossz
szabalyoz¢ jelatviteli rendszert hatdrozott meg. Késébb a TOR hasonld szerepét irtdk le
Drosophilaban (106), élesztében (107) és egérben (108). A TOR jelatvitel tehat egy
evolucidésan konzervalt longevity utvonalat alkot. Egy tavaly megjelent Nature News and
Views rovatban irtak arrdl, hogy az irodalomban — az 6regedés bioldgiat jellemzd intenziv
kutatasok ellenére — a TOR az elsd olyan fehérje, amelynek élethossz szabalyoz6 szerepét
mind a négy leggyakrabban hasznalt 6regedési modellben (élesztd, C. elegans, Drosophila és
egér) bizonyitottak (/09). Rovid cikkiinket (Vellai és mtsi., Nature 426: 620, 2003) tavaly
mar 53-szor, 6sszesen 220-szor hivatkoztak.

A TOR kinaz — mint az eukariota sejtek {6 tdpanyag- és energia-érzékeld faktora —
molekularis kapcsolatot jelent a taplalkozds, az anyagcsere és az élethossz kozott. Régi
megfigyelés, miszerint a redukalt taplalékfelvétel (,.kalorikus restrikci¢”) jotékony hatéssal
van az ¢élettartamra. E jelenség hatterében 4ll6 molekularis mechanizmus motorja,
pontosabban karbuléatora (ennek jelentdségérdl késobb lesz szd) a TOR.

A TOR oOregedési folyamatot szabalyozé funkcidjanak szamomra legfontosabb
lizenete a fehérje szignalizacios kapcsolatdnak megismerésében rejlik. C. elegans-ban nyert
eredményeinkkel ugyanis els6ként szolgaltattunk funkcionalis evidenciat arra, hogy a TOR
kinaz az inzulin/IGF-1 jelatviteli tengely inherens része (26. abra). Mivel a TOR kozvetleniil
szabalyozza a riboszoma biogenezist €s a transzlaciot (aktivalja a riboszoma kis alegység
Osszeszerelésében résztvevo S6 kinadzt és az eukariota transzlacios iniciacios faktor 4E-t; 710),

érthetdbbé valt az a mechanizmus, amelyen keresztlil az inzulin/IGF-1 utvonal a tapanyag-
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ellatottsag fiiggvényében szabalyozza a sejtnovekedést és ezen keresztiil a proliferaciot (28,
111, 112). Ennek a jelatviteli kapcsolatnak az orvosbiologiai jelentdsége nyilvanvald. Szamos
raktipusban és a diabétesz kiilonb6z6 formaiban kimutathat6 ugyanis a TOR kinaz abnormalis

mukdodése.

célgének / l \
elF-4E S6K ?
fehérje- riboszéma oregedési
szintézis biogenezis folyamat

26. Abra. Jelatviteli kapcsolatok I: Az inzulin/IGF-1 utvonal és a TOR Kinaz kozos jelatviteli
tengely mentén szabalyozzik az oregedési folyamatot. DAF-2: inzulin/IGF-1 receptor, AGE-1: 1
tipusu foszfatidil-inozitol 3-kinaz, DAF-18/PTEN: foszfatdz ¢s tenzin homolég, PDK: 3’-
foszfoinozitid-fliggé protein kinaz, AKT: protein kindz B, DAF-16: forkhead-tipusi FoxO
transzkripcios faktor, TOR: a rapamycin kinaz célpontja, elF-4E: eukaridta transzlacids iniciacios
faktor 4E, S6K: S6 kinaz. A nyilak aktivalasi viszonyokat, a talpas nyilak gatlasi viszonyokat jeldlnek.
A piros szin az Gjonnan feltart jelatviteli kapcsolatot €s sejtes funkciodt jeloli.

5.2. Az autofagia jellemzése C. elegans-ban

5.2.1. Autofag gének meghatarozasa C. elegans-ban

Hattér: Autofdgia kutatdsaink kezdetén (2001-ben) (makro)autofag géneket (A7G) ¢és
fehérjéket (Atg) csak élesztobdl ismertek. (Ez is jol érzékelteti azt a tényt, hogy a biologiai
kutatdsok egyik legujabb forradalma kétségkiviil az autofidgia mechanizmusanak ¢és
szabalyozasanak teriiletén zajlik). Ezeket a faktorokat funkciojuk alapjan négy nagyobb
csoportba osztalyoztak: az autofagoszoma képzddés inicidlasaban résztvevd (Atgl komplex),

az autofagoszoma membran-novekedésben résztvevd (Vps34-Atg6 komplex), az
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autofagoszoma érését lehetové tevd (Atg8 ¢és Atgl2 konjugacidos komplexek), és az
autofagoszoma kialakuldsat kovetd fehérje visszanyerésben résztvevo (Atg2 és Atgl8)
faktorokra (24, 42). C. elegans-ban az autofagia kutatasa 2001-ben még nem kezdddott el.
Alapoz6é munkat kellett tehat elvégezniink. Ennek keretében el6szor autofag struktirdkat és
géneket kerestlink. C. elegans autofag gének meghatarozasahoz bioinformatikai moédszerekkel
az ¢lesztd ATG gének féreg ortoldgjait azonositottuk. Ezutan kovetkezhetett az autofag gének
egyedfejlodési és sejttani funkcidinak feltardsa. Ebben a fejezetben a bioinformatikai
vizsgalatok és géninaktivacios torekvések eredményeit foglalom dssze.

Eredmények: Az autofagia C. elegans-ban tortént taulmanyozasdhoz a TOR vizsgalatok
mellet szamos direkt megkozelitést alkalmaztunk. Ezek egyike az elektronmikroszkdpia volt,
amellyel megvizsgaltuk, kimutathatok-e autofag struktirdk nematoda sejtekben. Az erre
vonatkozo ultrastruktiralis eredményeket Dr. Kovacs L. Attila kollégdm MTA doktori
disszertacioja foglalja 6ssze (2008) (31, 71, 113). Csak roviden emlitve, tipikus autofag
képleteket (korai és késéi autofagoszomak) és atipikus autofdg struktirakat (un.
multivezikularis  testek) egyarant talaltunk. Ezzel parhuzamosan bioinformatikai
modszerekkel (BLAST kereséssel) éleszté autofdg (A7G) gének C. elegans ortoldgjait
azonositottuk. Frdekes médon szamos élesztdé ATG gén esetében nem talaltunk féreg
ortologot, mig egy ATG gén esetében egynél tobb ortoldogot hataroztunk meg (2. tablazat)
(31, 70, 114). Az ATG gének tobbsége azonban evoluciésan konzervalt formdban, vagyis egy-
egy jol definidlt ortoloég altal reprezentalva volt megtalalhaté a féreg genomban. Ez azt
sugallta, hogy az autofagia mechanizmusa C. elegans-ban konzervaltan, az ¢lesztOben

megismert masinéridhoz hasonléan mehet végbe (68, 70, 115).

2. Tablazat. Eleszté ATG gének C. elegans ortoléogjai.

Eleszté C.elegans C.elegans BLAST érték Funkcio élesztében
gén ORF gén valosziniisége
ATGI  Y60A3A4.1  unc-5I 8™ Ser/Thr kindz, az autofagia
indukcioja (nukleacio)
ATG3  Y55F3AM.4 4 E2-szerli enzim, az Atg8-t
c- konjugalja foszfatidil-
etanolaminhoz
ATG4 Y87G2A4.3 Cisztein proteaz, az ATGS8 C-
2™ terminalisan 1év0 arginint hasitja
ATGo6 TI9E7.3 bec-1 Coiled-coil fehérje, komponense a
(VPS30) 3e” 111 tipust PI 3-kinaz (VPS34)
komplexnek
ATG7 M7.5 atg-7 o110 El-szerli enzim, az Atg8-at és az

Atgl2-t aktivalja

ATGS Ubiquitin-szerQ fehérje, az

C32D5.9 lgg-1 6e°




ZK593.6 lgg-2 7715 autofagoszoma membranhoz
konjugélodik
ATGY 122H9.2 atg-9 Transzmembran fehérje, a
2¢Y preautofagoszoémalis membranhoz
kapcsolodik
ATGI12 B0O336.8 lgg-1 . Ubiquitin-szeri fehérje, az Atg8
2.3¢" konjugécidjahoz kell
ATGI3 D2007.5 epg-1 . Az Atgl komplex tagja,
6.1¢™ kozvetleniil a TOR foszforilalja
ATG18  F41E6.13 atg-18 Foszfoinozitid-koto fehérje, az
8e"” Atg9 levalasat segiti a
preautofagoszémalis membranrél
III tipusu PI 3-kinaz, az Atg6-tal
alkot komplexet
*Az lgg-3 és epg-1 BLAST értékeket a human ortologokhoz képest adtuk meg (limitalt
hasonlosag az éleszté ATGI2 és ATGI3 ortologokkal). ORF: nyitott leolvasasi keret (open
reading frame), E1: ubiquitin aktival6 enzim, E2: ubiquitin konjugald enzim.

VPS34  B0025.1 let-512 2.7¢8

A C. elegans autofag gének koziil az alabbiak esetében izoldltunk vagy szereztlink be

(CGC-t6]) mutans torzset:

unc-51 e369,ell89 (74, 116)
bec-1/Atg6 0k691, ok700 (117)

atg-7 tm2976 (70), nem publikalt
lgg-1 tm3489 nem publikalt
atg-18 gk378 (118)

RNSi konstrukcidt a bec-1/Atg6, lgg-1/Atg8 és atg-9/Atg9 gének esetében allitottunk
elé (117, 118). unc-51(e369) és bec-1(0ok691) mutans allatokban, valamint bec-1(RNSi) és
lgg-1(RNSi) allatokban elektronmikroszkdpiaval tanulméanyoztuk az autofag folyamatot.
Meglepetésiinkre mindharom torzsben kimutathatok voltak tipikus autofag struktarak (717). Az
RNSi konstrukciok miikodését a megfeleld transzlacios fuzids (funkcionalis) GFP riporterek
expresszios analizisével ellendriztiik (27. abra).

27. Abra. Az Igg-1 RNSi
konstrukcio mikodése.
GFP::LGG-1 transzlacios
faziés riporter expresszidja
kontroll RNSi (iires vektort
tartalmazo) ¢és Igg-I RNSIi
lemezeken. Az Igg-I RNSIi
konstrukcié majdnem teljesen
Kontroll RNSi RS Il cltintette az expressziot (a
2 halvany foltok a  vektor
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A mutans torzsek és RNSi allatok ¢letképtelen (letalis) fenotipust mutattak. Kivételt az

unc-51(-) mutansok képviseltek, amelyek paralizalt, fertilis felndttekké fejlodtek. Az allatok
vagy az embrionalis vagy a korai larva stadiumukban pusztultak el. A pusztulds penetranciaja
teljes volt a mutans térzsekben, alacsony volt az RNSi allatokban.
Kovetkeztetések: Eredményeink azt mutattdk, hogy a C. elegans genom tartalmaz autofag
fehérje visszanyerési fazisok mindegyikéhez taladltunk megfeleld C. elegans ortologokat. Ez
azt sugallja, hogy C. elegans-ban alapvetéen konzervalt moédon milkddik az autofagia
mechanizmusa (68). Ez a megallapitas konzisztens azon megfigyeléseinkkel, amelyek tipikus
autofag struktarak jelenlétét irtdk le ebben az organizmusban (31, 46, 71). A C. elegans tehat
idedlis objektum az autofidgia mechanizmusanak ¢és egyedfejlédési funkcidjanak
tanulméanyozasihoz. Ot autofig gén esetében sikeriilt mutins (tdbbnyire deléciot, tehat
feltételezhetden funkcidvesztéses allélt tartalmazo) torzset izoldlnunk vagy beszerezniink.
Hérom autofag gén esetében készitettink RNSi konstrukciokat, ezek mindegyike
funkciondlisnak bizonyult (70, 71, 117, 118). Paradox mddon az autofag gének autofigia
funkcidjat mai napig nem sikeriilt egyértelmiien bizonyitanunk. Az unc-51/Atgl(-), bec-
1/Atg6(-), bec-1/Atg6(RNSi) és Ilgg-1/Atg8(RNSi) allatok mindegyikében talaltunk ugyanis
autofag struktirdkat (Kovacs L. Attila MTA doktori disszertacid, 2008). Talan e
megfigyelésiinkre vonatkozo értetlenségiink volt autofidgia vonatkozdsu kutatdsaink
legnagyobb mulasztasa: 2009-ben jelent meg az a Nature kozlemény, amelyben egy
alternativ, ATG génektdl fliggetlen autofag mechanizmust irtak le egérben (1179).

Az autofag gének (az unc-51 kivételével) If mutacioi korai letalitast okoztak. Ezek a
gének tehat esszencialisak az egyedfejlddéshez. Bizonyitdsra vard kérdés, hogy a gének

autofagia funkcioja vagy autofagia-fliggetlen funkcioja sziikséges az életképességhez.

5.2.2. Autofag gének expresszios analizise

Hattér: C. elegans autofag gének azonositdsa utdn a kodolt fehérjék, legalabbis egy résziik,
intracelluldris lokalizaciojat és egyedfejlodési expresszios mintazatat kivantuk meghatarozni.
Elesztd és emlds sejtekben az Atg fehérjék diffiz modon allanddan jelen vannak a
citoplazmaban, ¢hezés hatasdra membranstruktarakhoz lokalizalodnak (16. abra) (720).
Hasonl6 akkumulacios mintazat elviekben tovabb erdsithette a meghatarozott C. elegans ATG

ortologok autofagia jellegét.
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Eredmények: Két C. elegans autofag gén, a bec-1/Atg6 és az lgg-1/Atg8 transzlacids fizios
gfp-jelolt riporter konstrukcidjat készitettiik el (28. abra) (70, 117, 118). Mivel az LGG-1 C-
terminalisa funkcionalis (az utolsé aminosav — arginin — lehasitodik, majd az igy C-terminusra
keriild glicin aktivalodik), ezért az Igg-1 esetében a gfp kodold szakaszt az N-termindlis
régiora fuzionaltattuk. Mindkét riporter rendszer képes volt menekiteni a megfeleld null
mutans allatok embrid-letdlis fenotipusat. A fuzios fehérjék tehat funkcionalisak. So6t, a
gfp::lgg-1 transzgén menekitette az atg-7(tm2976) mutansok larvalis életképtelenségét is. Ez
tovabbi bizonyitékként szolgélt az ATG-7 konzervalt funkcidjara (€lesztOben az Atg8-at —
LGG-1 ortolog — aktivalja; 17. abra).

— > bec-1

7 Kbp //
//

4 Kb 991

P

—//— N

28. Abra. bec-1/Atg6 és lgg-1/Atg8 gfp-fiiziés riporter rendszerek. A kék boxok exonokat, az

0sszekotd vonalak intronokat jeldlnek. A nyilak a transzlacids inicidcios start kodont jeldlik. gfp: zold
fluoreszcens fehérjét kodolo szekvencia. Promoéter elemek hossza kilobazisparban (Kbp) mutatva.

A bec-1 expresszidja citoplazmés és magi lokalizacidt egyarant mutatott (29. abra).

Jellemz6 volt a fehérje citoplazmas jelenlétére, hogy gyakran pontszerii strukturakhoz lokali-

29. Abra. A BEC-1 akkumuliciéja. A fehérje (fluoreszcens képek) minden sejtben a korai
embrionalis allapotoktdl jelen van. A, 16 sejtes embrio (alul a Nomarski kép). B, comma allapoti
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embrio. C, bélsejtek (a vonal egy bélsejtet jelol). D, Fejlodé vulvaszovet (nyil). E, Konfokalis kép, a
nyil a gonad disztalis csucssejtjét jeloli.

zalodott (29/E. abra) (70, 117). Ez kiilondsen nyilvanvald volt a bél, a hipodermalis seam, ¢s
a gonad disztalis csucssejtekben. A GFP-pozitiv strukturdk feltehetden autofagoszomalis
képleteknek felelnek meg. GFP expressziét minden sejtben mar a korai embrionalis
stadiumoktol detektaltunk. Az expresszid6 megmaradt a teljes egyedfejlodés és a felndtt kor
soran is. Erdekes modon a legintenzivebb expressziot a differencialodo, intenziven osztodo
sejtek (vulva sejtek, seam sejtek, a gonad disztalis csticssejtek), valamint a neuronok mutattak

(29. és 30. abrak) (70, 75, 117).

30. abra. bec-1 expresszioja neuronokban. A bal oldali panel a PVM sejtet és a ventralis ideg koteg
(VNC) néhany neuronjat mutatja (nyilak). A PVM-bdl kiindulé axont, amely szintén GFP-pozitiv,

e ey

fehér vonallal jeldlt. Fluoreszcens képek.

Az LGG-1 intracellularis akkumulacioja €és egyedfejlodési mintazata nagyon hasonlo
volt ahhoz, amit a BEC-1 esetében detektaltunk (31. abra). A fehérje minden sejtben, de

legintenzivebben az o0sztodo, differencialodd sejtekben expreszalddott. Intracelluldrisan

31. Abra. lgg-1 expresszié. A, LGG-1 akkumulaci6 felnétt llatokban. Minden sejttipus GFP-pozitiv.
B, Pontszerli lgg-1 expresszio egy L4 larva hipodermiszében. C, Intenziv GFP::LGG-1 punktudltsag
egy daf-2(-) mutans felnétt allatban. D, Diffuz citoplazmas LGG-1 akkumulacié unc-51(-) hattérben.
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foként a citoplazmaban lokalizalodott (70, 75). A citoplazmatikus ,,fokuszok™ szama daf-2(-)
mutans hattérben jelentdsen novekedett, mig unc-5/(-) mutansokban csokkent. A daf-2
aktivitds hidnya ¢€hezési allapotnak, az unc-51 hidnya autofagia deficiencidnak feleltethetd
meg.

Altalanosan elfogadott, hogy az Atg8 pontszerti akkumulicidja autofagoszomalis
struktarakat jelol (16. abra, 120). C. elegans embridkban viszont azt talaltuk, hogy az LGG-1
az autofagoszomaknal joval nagyobb méretli membran-képletekhez is lokalizal (32. abra).

Ezeket az un. ,jikerfoltokat”, amelyek rendszerint a seam sejtekben a mag két oldalan

szimmetrikusan helyezkednek el, EM-mel megvizsgaltuk és Golgi struktaraként azonositottuk

(70).

32. Abra. LGG-1/Atg8 lokaliziciéja a Golgi apparatusban. A, Citoplazmaban diffiz és pontszerti
LGG-1 akkumulacio embriokban. B, ,Ilkerfolt”-szeri LGG-1 akkumulacio egy L2 larva seam
sejtjeiben. Egy egyedi seam sejt bekeretezve, az ,,ikerfoltok™ nyilakkal jeldltek. C, Az el6z6 panelen
bekeretezett seam sejt nagyitott képe. A vastag nyil a sejtmagot, a kicsi nyilak az ,,ikerfoltokat™ jelolik.
D, Egy seam sejt EM képe. A vastag nyil a sejtmagot, a vékony nyilak a Golgi apparatusokat jeldlik.
A C és D képek egybevetése alapjan az ,,ikerfoltok” Golgit azonositanak.

Kovetkeztetések: Két C. elegans autofadg gén, a bec-1 és az Igg-1, az egyedfejlodés soran
minden szomatikus sejtben expresszalodik (hasonldé mintdzatot kaptunk egy transzkripcios
fuzios atg-18::gfp rendszer esetében is), és alapvetden citoplazmatikus eloszldst mutat.
Mindkét fehérje azonban a sejtmagban is kimutathato (70, 117). Intracellularis
akkumulacidjukra a diffiiz és pontszerii eloszlas egyarant jellemzd. Pontszerti akkumulaciojuk
daf-2(-) mutans (inzulin/IGF-1 utvonal deficiens) hattérben intenzivebb, unc-51(-) mutans

(autofagia deficiens)'" hattérben csokkent. Az LGG-1 lysotracker voros festékkel jeldlt savas

" Az el6z6 (5.2.1.) fejezetben lattuk, hogy az unc-51 mutaciés inaktivalisa nem okozza az autofag struktarak
teljes eltiinését a sejtekbol.
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kompartmentekhez (lizoszomak) lokalizal (70). Ezen expresszios tulajdonsagok tipikus
autofag génekre jellemz6 karakterek.

A két fehérje intenziven expresszalddik osztodo és differencialodo sejtekben (29/D,E.
abra). Ez felveti annak lehetdségét, hogy az autofag gének — esetleg maga az autofag
folyamat — szerepet jatszanak a differencialodasi folyamatok szabalyozasaban: lehetové teszik
példaul a sejt anyagainak atrendezését (remodelling). Ennek a fontos potencialis
fejlodésbiologiai funkcionak a bizonyitasa a jovO kutatasi feladata.

Az Atg8 fehérje pontszerii akkumulacioja autofagoszomalis struktarakat jeldl (69,
120). E fontos irodalmi allitassal ellentétben azt talaltuk, hogy a C. elegans LGG-1/Atg8
fehérje Golgi strukturakhoz is lokalizalodik seam sejtekben. Ez egyrészt azt jelenti, hogy nem
lehet az Atg8-at (és ortologjait) kizardlagos autofagoszoma markerként haszndlni tobbsejtii
rendszerekben. Masrészt felveti az Atg8 fehérjék multifunkcids szerepét, amelyek egyike
Golgi-kapcsolt. Alternativ lehetdségként a Golgi rendszernek lehet valamilyen eddig fel nem

tart funkcioja az autofag folyamatban.

5.2.3. Az autofagia szerepe az oregedeési folyamat szabalyozasaban

Hattér: Az dregedési folyamatot elsédlegesen a sejtes karosodasok fokozatos felhalmozddasa
okozza (121, 122). llyen karosodasok lehetnek az oxidalt, rosszul feltekeredett, keresztkotott
¢s aggregalodott makromolekuldk (els6sorban fehérjék) és sejtszervecskék, amelyek
szerkezete abnormalis és ezért nem tudjdk bioldgiai funkcidjukat elladtni. Az ilyen
komponensek nem egyszeriien felesleges sejtalkotok, hanem szdmos biologiai folyamattal
interferald faktorok; jelatviteli komponensekhez tudnak példaul kotddni és ezaltal jelatviteli
rendszerek miikodését zavarhatjdk. A sejtes karosodasok tehat sejtméregként hatnak.
Eltavolitasuk esszencialis a sejt miikddésének (homeosztazisdnak) fenntartdsdhoz.

A sejtes karosodasok eltavolitasanak ma ismert legfébb folyamata az autofagia (24,
33-35). Meg kell emliteni, hogy az autofagia mellett a proteaszéma-ubiquitin rendszer és a
molekuléris chaperone-ok (hdsokk fehérjék) is részt vesznek a karosodott sejtalkotok —
elsdsorban a rovid ¢életidejli fehérjék — lebontdsdban. Nem véletlen, hogy e két rendszer fontos
szerepet jatszik az élethossz meghatarozdsdban (723, [124). Az autofagia azonban
mennyiségileg és mindségileg a legjelentésebb intracellularis katabolikus folyamat: barmely
makromolekulat és sejtszervecskét képes tomeges méretekben eliminalni (a sejtszervecskék

Szamos olyan kornyezeti és endogén faktor ismert tovabba, amelyekrdl koztudott

¢lethossz befolyasold szerepiik €s kdzvetett kapcsolatuk az autofag folyamattal (97, 122, 125,
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126). Az autofagia alapvetéen olyan mechanizmus, amely a sejt tilélését biztositja éhezés
soran. A moderalt ¢hezés (kalorikus restrikcid) ¢élethossz nytjté hatasa pedig mar régodta
ismert. A tapanyag-érzékeld TOR kindz szintén egy fontos élethossz szabalyozo6 faktor (102,
103, 106-109). A TOR autofagiat gatld szerepe szintén kozismert (43). Mindezek a
megfontolasok felvetették az autofagia dregedési folyamatban betoltott lehetséges szerepét.
Az els6 erre vonatkozo kézleményt Levine €s mtsi. publikaltdk a Science-ben (69).

Eredmények: Eletképes autofag mutinsok és RNSi kezelt allatok élettartamat vizsgaltuk
meg, és azt tapasztaltuk, hogy jelentésen rovidebb ideig élnek a vad tipusnal (33. abra) (118).

Ez a hatas kiilondsen éheztetés soran volt szembetiing (34. abra) (70).
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33. Abra. Autofag gén deficiens fonalférgek csokkent élethossza. A, bec-1(-) mutans éllatok
¢lethossza. Mivel a bec-1(-) mutaciok embrionalis letalitast okoznak, a mutans allatok életképességét
funkcionalis BEC-1::GFP transzgénnel menekitettik (28-29. abrak) (//7). A transzgén
extrakromoszomalis (instabil) elemként volt jelen a genomban, ezért bizonyos sejtekben
(sejtvonalakban) random elveszett. Funkcionalisan ezek az allatok genetikai mozaikok voltak: bec-1(-
), swEx[bec-1(+)] genotipus. A bec-1(+) jelolés valdjaban a BEC-1::GFP transzlaciés fuzids
konstrukciét jeloli. B, unc-51(-) és vab-8(-) mutansok élethossza. A VAB-8 egyiitt hat az UNC-51-
gyel (127). C, Eletképes atg-18(gk378) mutansok élethossza. A mutans allatok kozel 60%-a képes
fertilis felnéttként fejlédni. D, Igg-1(RNSi) és atg-9(RNSi) allatok élethossza. Fertilis felnott allapotba
fejlodo allatokat teszteltiink. Kontroll: iires RNSi vektort expresszald vad tipusu torzs. RNAi1 = RNSi.
A statisztikai adatokat a Fiiggelékek (F1. Tablazat) tartalmazza.
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34. Abra. Autofag gén deficiens L1 larvik csokkent tilélése éhezés soran. Az embriok tipanyagot
nem tartalmazé M9 oldatban keltek ki és novekedtek. Az éhez6 L1 larvak megrekednek ebben a
fejlédési stadiumban (728). A tlélo 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 szabalyozdja — féreg ortologjat kodolja; 129).

Az autofag gén deficiens allatok csokkent ¢élethossza azonban nem evidencia az
autofag gének ¢lethosszt szabdlyozo funkcidjara. Elképzelhetd ugyanis, hogy aktivitasuk
hianya valamilyen ,,betegséget” okoz, és ezért, nem pedig a gyorsabb Oregedési rata miatt
pusztulnak el az dallatok kordbban. Megvizsgaltuk az allatok oOregedési pigmentjének
(lipofuscin) felhalmazodasi litemét, valamint mozgasi képességiik életkor-fiiggd hanyatlasat
(pontosabban annak ratajat). Koézismert ugyanis, hogy a kor eldrehaladtaval a lipofuscin,
amely a lizoszomalis lebontds végtermékeibdl all Gssze, fokozatosan felhalmozodik a
sejtekben, ill. az dallatok szinuszoid mozgasa fokozatosan lelassul, dezorganizaltta
(paralizalttd) valik (730, 131). Kisérleteinkben az autofag gén deficiens allatok gyorsabban
halmoztak fel lipofuscint és gyorsabban bénultak meg, mint a vad tipust allatok (35. abra,
10.1.2. fejezet) (118). Autofag gének inaktivaldsa tehat felgyorsitotta az 6regedési folyamatot.

A tovédbbiakban azt kivantuk megvizsgalni, hogy az autofag gének milyen élethossz
szabalyozd utvonalakkal hatnak koleson. A csokkent inzulin/IGF-1 és TOR aktivitds, a
redukalt mitokondridlis respiracio, valamint a kalorikus restrikci6 mind olyan hatasok,
amelyek megnovelik a C. elegans élethosszat (91, 97, 102, 103, 125, 132-134). Ezek a
rendszerek tehat oregedési folyamatot szabalyoz6 (longevity) utvonalak. Kettés mutdnsok
elemzésével vizsgaltuk az autofag gének inaktivalasanak hatasat a hosszu életidejii mutansok
¢lettartamdra. A vizsgalt esetekben az autofag gének mutacidja részben szuppresszalta a
hosszu életidejli mutansok fenotipusat vagy episztatikusan hatott felette (36. 37. 38. és 39.

abrak). A kettés mutansok tehat jelentdsen rovidebb ideig é€ltek, mint az egyszeres hosszu
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¢letidejii mutansok. Ez azt jelenti, hogy az autofag gének kozvetitik az dregedési folyamatot

szabalyozo utvonalak hatésait (/18).
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35. Abra. Autofig gén deficiens llatok gyorsan oregednek. A, Autofag gén deficiens allatok
gyorsabban halmoznak fel 6regedési pigmentet (lipofuscin), mint a vad tipust allatok. B, Autofag gén
deficiens allatok hamarabb bénulnak le a feln6tt kor soran, mint a vad tipusu allatok. A bec-1(-)
mutans allatok embrionalis életképtelenségét funkcionalis BEC-1::GFP transzgénnel menekitettiik;
genotipusa bec-1(-); swEx[bec-1(+)::gfp]. Ezek az allatok tehat genetikai mozaikok voltak. Azon
egyedek pigment tartalmat és mozgasat vizsgaltuk, amelyek fertilis felnéttként fejlodtek. RNAi=RNSi.
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36. Abra. Autofag gének funkciéja sziikséges a DAF-2/IGF-1 receptor defektiv mutans allatok
hosszu élettartamanak kifejezodéséhez. A vad tipusu allatok élethossz gorbéjét pirossal jeldltem. Az
autofag gén deficiens egyszeres mutansok élethossz gorbéje itt nincs feltiintetve (33. abran lathato),
de mindegyik rovidebb ideig €l a vad tipusnal. bec-1(0k691) mutansok: bec-1(-); Ex[bec-1(+)]
genetikai mozaikokat vizsgaltam.

Fontos észrevenni, hogy az autofag gének mutacioi nagyobb mértékben csokkentették
az élettartamot daf-2(-) muténs hattérben, mint vad tipusi genetikai hattérben (33. és 36.

abrak, F2. Tablazat). Ez azt jelenti, hogy az autofdg génfunkciok hianya nem egyszeriien
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,megbetegiti” a vad tipusu és daf-2(-) mutans allatokat, hanem gyorsitja az Oregedési
folyamat sebességeét.

Az autofag gének mutécidja altal okozott élethossz rovidiilés episztatikus a TOR
mutansok hosszu életidejii fenotipusa felett: let-363(-), autofag gén(-) kettés mutansok révid
¢letidejliek (37. abra) (118). Az autofag gének tehat egy utvonalban hatnak a TOR kinazzal az
¢lethossz szabdlyozasdban (3.1.3. fejezet). A TOR gatolja az autofag géneket ebben a

funkcioban (atvonalban).
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Az eat-2(-) (eating defective) mutaciok hatranyosan befolyésoljak a garat fejlodését, és
ezaltal csokkent taplalékfelvételt okoznak. Az igy kialakult kalorikus restrikcio kb. 50%-kal
noveli meg a mutans allatok ¢élettartamat (/34). Autofag gének mutacioi episztatikusan hatnak
az eat-2(adl116) mutacid altal okozott hossza élettartam fenotipus felett (38. abra). Az
autofag gének kozvetitik tehat a kalorikus restrikci6 élethossz noveld hatasat; a két rendszer

egy utvonalban hat.

38. Abra. Autofig gének

100 +
#—ea-2(ad1116) kozvetitik az eat-2(ad1116)
80 mutacio  élethossz  noveld
eat2(adl116)unc-51el189) 1 atasat.  Piros:  vad tipusu
< 60 | eat-2(ad1116) bec-1(ok691) ¢élethossz gorbe. bec-1(0k691) a
< bec-1(-); Ex[bec-1(+)] geneti-
2 40 | kai mozaikokat jeloli. Az
= egyszeres autofag mutansok
20 | ¢élethossza itt nincs feltiintetve
(33. abran vannak feltiintetve).

0 \ \
0 5 10 15 20 25 30
Eletkor (napok)
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A csokkent mitokondrialis respiracid jelentés mértékben megnoveli a C. elegans
¢lettartamat (132, 133). Az atp-3 (ATP-synthase) gén a mitokondrialis ATP szintaz komplex
egyik komponensét kodolja (/32). Autofag gének blokkolasa teljes mértékben szuppresszalta
az ¢lethossz novekedést atp-3(RNSi) allatokban (39. abra) (/18). Az atp-3 csendesitése tehat

az autofag génkaszkadon keresztiil noveli meg az élettartamot.

100 —=— atp-3(RNAI) 39. Abra. Az atp-3(RNSI)
allatok megnyult élettartama
801 atp-3(RNAi);unc-51(e369) autofag gén-fiiggé. Piros: vad

. tipusu élethossz. bec-1(0k691) a
—— atp-3(RNAI);vab-8(e1017) bec-1(-);Ex[bec-1(+)] genetikai
mozaikokat jeloli. RNAi=RNSi.

60

TUlgISK (%)

40 | —o— atp-3(RNAi);bec-1(ok691)

20 | —X— atp-3(RNAi);atg-18 (gk378)

Bletkor (napok)

Kovetkeztetések: Az autofagia (gének) inaktivalasa C. elegans-ban felgyorsitja az dregedési
folyamatot és ezaltal jelentOs é€lettartam rovidiilést okoz (36-39. abrak) (69, 118, 135, 136).
Az autofagia, pontosabban az autofag gének, tehat az 6regedési folyamat egy jonnan feltart
szabalyozd rendszere. Nem meglepd, hogy az autofagia a 2000-es évek kozepétdl az
oregedési kutatasok kiemelt vizsgélati teriiletévé valt (28, 137-139). Orvosbioldgiai
jelent6sége miatt ki kell emelnem, hogy az autofag gének valdjaban egy oregedést gatlo (anti-
aging) utvonalat alkotnak: az autofdg gének mutéacidja csokkenti az ¢€lettartamot (vad tipusu
funkcidjuk tehat noveli az élettartamot). Ezzel szemben az inzulin/IGF-1 utvonal egy
oregedési folyamatot gyorsitd (pro-aging) rendszer: a DAF-2/IGF-1 receptor blokkolasa
¢lethossz novekedést eredményez (a receptor normalis funkcidja roviditi az €lettartamot).

Az autofag gének inaktivalasa szuppresszéalja a hossza ¢életidejii mutans allatok
¢lettartam (long-lived) fenotipusat. Kettds mutdns kombinacidban példaul az autofag geén(-);
daf-2(-) IGF-1 receptor defektiv mutansok rovidebb ideig ¢élnek, mint az egyszeres daf-2(-)
mutansok (33. és 36. abrak) (718, 135). Ez azt jelenti, hogy az autofag gének aktivitdsa
sziikséges a daf-2(-) mutansok élettartam novekedéséhez. Mas szavakkal, az autofag gének
downstream — egy utvonalban — hatnak a DAF-2 receptortdl. Hasonlo episztatikus relaciod
figyelhetd meg az autofag génkaszkad ¢€s a TOR, a ,tapanyag jelatviteli” (nutrient signalling)
rendszer, valamint a mitokondrialis 1égzési utvonal kozott is (33.-39. abrak) (118, 136, 139).

Az autofag gének kozvetitik ezen oregedési folyamatot szabalyozo Gtvonalak hatasait. E négy
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oregedési (longevity) jelatvitel hatdsa tehat az autofag rendszeren konvergalodik (40. abra).
Az autofag fehérjék az oOregedési folyamat egyik kozponti szabalyozé mechanizmusat
alkotjak. A késdbbiekben latni fogjuk, hogy ezek a genetikai (szabdlyozési) kapcsolatok
direkt molekularis kapcsolatokban is megnyilvanulnak, tovabba mas sejttani folyamatokra (pl.
sejtndvekedés) is érvényesek. Oregedési kutatdsaink igy vezettek jelentésnek mondhat6 1j

jelatviteli kapcsolatok feltarasahoz.

)0-0

— @ar-19

|

@F@

»tapanyag
\/ / jelatwtel”

m
célgének /
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%
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szintézis biogenezis folyamat

40. Abra. Jelatviteli kapcsolatok II. Az inzulin/IGF-1, TOR és ,tipanyag” jelatviteli rendszerek,
valamint a mitokondralis 1égzési lanc oregedési folyamatot szabalyozo hatasai az autofag
rendszeren konvergalédnak. Az autofagia, pontosabban az autofag gének, funkcidja kozvetiti az
¢élethossz szabalyoz6 ttvonalak hatasait. DAF-2: inzulin/IGF-1 receptor, AGE-1: I tipusu foszfatidil-
inozitol 3-kinaz, DAF-18/PTEN: foszfataz és tenzin homoldg, PDK: 3’-foszfoinozitid-fiiggd protein
kinaz, AKT: protein kinadz B, DAF-16: forkhead-tipusii FoxO transzkripcios faktor, TOR: a rapamycin
kinaz célpontja, elF-4E: eukaridta transzlacios iniciacios faktor 4E, S6K: S6 kinaz. L, AUTOFAGIA”
autofag fehérjéket jelol. A nyilak aktivalasi viszonyokat, a talpas nyilak gatldsi viszonyokat jelolnek.
A piros szin az ujonnan feltart jelatviteli kapcsolatot jeloli. Lila szin: korabbi fejezetben (26. abran)
bemutatott 0j jelatviteli kapcsolat és sejtes funkcio. A ,tdpanyag jelatvitel” egyik kulcskomponense az
AMPK (AMP-aktivalt protein kinaz) kinaz, amely a sejt AMP:ATP aranyat képes érzékeli. Az AMPK
szerepét az autofagia szabalyozasaban nemrég tartak fel (139).

5.2.4. Autofag fehérjék szerepe a sejtnovekedés szabalyozdasaban
Hattér: A sejtméret szabalyozasa inherens modon kapcsolddik a tapanyagok és ndvekedési

faktorok jelenlétéhez, valamint fiigg a makromolekulak szintézise és lebontdsa kozotti
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egyensulytol (/40). A sejtek csak egy kritikus méret elérése utan tudnak osztdodni. Ezért a
sejtnovekedés a proliferacio egyik elofeltétele, €s abnormalis szabalyozdsa tumoros
elvaltozast okozhat. A sejtndvekedés és sejtosztodas fo szabalyozo rendszerei az inzulin/IGF-
I, TOR ¢és TGF-B jelatviteli utvonalak (58, 141, 142). Az el6z fejezetben lattuk, hogy az
inzulin/IGF-1 utvonal és a TOR kinaz az autofag géneken keresztiil modulaljak a C. elegans
¢lettartamat. Ez a kapcsolat, valamint az autofagia makromolekula turnoverben jatszott
alapvetd szerepe felvetette annak lehetdségét, hogy az autofadg degradicio sziikséges a
normalis sejtndovekedéshez. Ezzel a felvetéssel 6sszhangban szamos autofadg génrdl igazoltak
rakos elvaltozasokban kimutathat6 szerepiiket (33, 34, 141, 142).

Eredmények: Eletképes C. elegans autofag mutans torzsek testméretét hatdroztuk meg (74,
149). Ebben az organizmusban a sejtek leszarmazasa invarians, tehat a test hatarozott szami
szomatikus sejtbdl épiil fel (/0). A testméret igy szigortian korrelal a sejtmérettel, és indikativ
a sejtndvekedésre vonatkozdan. Szdmos testméret mutins C. elegans tdrzset izolaltak
korabban, amelyeket két nagy csoportba, a hosszu (Lon, long) és rovid (Sma, small) testméret
fenotipus kategoriaba soroltak (14, 143-148). E testméret valtozast okoz6 mutaciok klonozasa
altalaban az inzulin/IGF-1 és TGF-f utvonalba tartoz6 komponenseket hatarozott meg.

Két autofag gén esetében tudtunk kdnnyen életképes mutans felndtteket vizsgalni. Az
egyik az unc-51/ATG1, amely If mutacidi paralizalt mozgéasu allatokat eredményeznek (/16).
A masik a bec-1/ATG6, amelynek inaktivalasa embriondlis ¢letképtelenséget okoz, de a bec-
1(-); swEx[BEC-1::GFP] genotipusi mozaik allatok egy jelentds része képes fertilis
felnottként fejlédni (a funkcionalis BEC-1::GFP transzgén extrakromoszémalis - instabil -
elemként marad fent) (/17). Az unc-51(-) mutans és bec-1(-); swEx[bec-1(+)] genetikai

mozaik torzsek egyarant rovid testméretiieck voltak (41. abra) (74, 149).

41. Abra. Az unc-51 és bec-1 autofag

TR 2 P —— gének  inaktivalasa  rovid (Sma)

N ) Vad-tipus testméretet eredményez. A képeken fiatal
felnott korti allatok lathatok. lon-1: egy

- w TGF-pB utvonal komponenst kodolo gén, If

— : lon-1(e185)  mutacioja Lon  (hossz()  fenotipust

e : eredményez. Az Ex[bec-1(+)] genotipus
" - egy instabil, funkcionalis bec-1 transzgént
unc-51(e1189) jelol, amely részlegesen menekiti a bec-1(-

- ) mutansok életképtelenségét. A vonalak
’ E 0,1 mm-t jelolnek.
bec-1(ok700);Ex[bec-1(+)]
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A tovabbiakban ki szerettiik volna zarni annak lehetdségét, hogy az unc-51 mutans és
bec-1(-); Ex[bec-1(+)] mozaik allatok kicsi testmérete kevesebb sejtszdmmal és nem kisebb
sejtmérettel valosul meg. Ehhez bizonyos szdvetek sejtszamat hataroztuk meg. A bél pl. 20
sejtbdl épiil fel, amelyek mindegyikében a tra-1::gfp és prk-1::gfp transzgének aktivak (42.
abra). A hipodermalis sejtek szdmat egy ajm-1.:gfp transzgén segitségével allapitottuk meg.

A vizsgalatok minden esetben a vad tipussal azonos sejtszamot mutattak.

Vad tipus unc-51(e369)
42. Abra. C. elegans autofag
_ gének inaktivalasa nem
A valtoztatja meg a sejtszimot. A,

tra-1::gfp expresszio egy vad tipusi
allat bélsejtjeiben. B, fra-1::gfp
expresszio egy unc-51(e369)
mutans allat bélsejtjeiben. C, prk-
1::gfp expresszio egy unc-51(e369)
mutans belében. D, prk-1::gfp
expresszio altal jelolt garat mogotti
bélsejtek konturjai (vonallal jelolve)
egy vad tipusu (fent) és egy unc-
51(e369) mutans (alul) allatban. Jol
lathaté, hogy az wunc-51(e369)
mutans allat bélsejtje rovidebb.

A testméret hosszdnak meghatarozasa utdn megmértiik a mutans allatok térfogatat is.
Az unc-51(-) mutans és bec-1(-); Ex[bec-1(+)] genetikai mozaik felndtt allatok térfogata
kisebb volt a vad tipusnal (3. tablazat).

3. Tablazat. Az unc-51(-) és bec-1(-) mutans allatok térfogata kisebb a vad tipusnal.

Genotipus Testhossz Atméré Térfogat % N
(mm) (mm) (mm’) testtérfogat
Vad tipus 1.2+0.02 0.083+0.0015 0.00619+0.0002 100 8
unc-51(el189) 0.86+0.07  0.076+0.0013 0.0036+0.00019 58.17 11
bec-1(0k700); 1.02+0.15 0.083+0.001  0.0041+0.0003 66.88 11
Ex[bec-1(+)]

A testtérfogat meghatarozasat Kammenga és mtsi. szerint végeztiik el (/50). A mutansok
térfogata szignifikansan kisebb a vad tipusnal: P<0.001, parositatlan ¢-teszt. + atlagos eltérést
jelol.

Az autofag gének és a sejtndvekedést szabalyozd ttvonalak kapcsolatanak
meghatarozasdhoz episztazis elemzést végeztiink. A kettés mutansokban a rovid testméretet
eredményezé autofdg gén muticiokat kombindltuk a hossza testméretet eredményezd

inzulin/IGF-1 vagy TGF-B mutacidkkal. Mivel a kettds mutans nem lehetett egyszerre hosszu
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is meg rovid is, valamelyik fenotipusnak (vagy a Lon, vagy a Sma) episztatikusnak kellett
lennie. Valoban, a kettds mutansokban az autofag egyszeres mutansok révid (Sma) testmérete
nyilvanult meg (4. tablazat) (74). Az autofdg gének tehat episztatikusak a vizsgalt
inzulin/IGF-1 és TGF-B tutvonal komponensek felett: egy utvonalban hatnak ezekkel a

komponensekkel és kdzvetitik azok sejtnovekedést szabalyozo hatasat.

4. Tablazat. Az unc-51 és bec-1 autofag gének mutacioéi szuppresszaljak az inzulin/IGF-1
és TGF-p mutansok hosszu testméret fenotipusat.

Genotipus Testhossz (mm) N Fenotipus
Vad tipus 1,28 +£0.07 241 normal
unc-51(e369) 0,87+0,09 266 Sma
unc-51(el189) 0,9+0,08 304 Sma
bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)] 0,99+0,08 157 Sma
bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)] 1,04+0,14 154 Sma
lon-1(e185) [TGE-B]' 1,72+0,08 228 Lon
lon-2(e678) [TGE-B]' 1,51+0,09 243 Lon
dbl-1(+++) [TGE-B]' 1,38+0,09 252 Lon
daf-2(el370) [inzulin/IGF-17]* 1,36+0,08 185 Lon
unc-51(el189), lon-1(el85) 1,12+0,1 288 Sma
unc-51(el189); dbl-1(+++) 1,05+0,06 279 Sma
unc-51(el189); daf-2(el370) 0,98+0,06 250 Sma
unc-51(e369); lon-1(el85) 1,07+0,06 225 Sma
unc-51(e369); lon-2(e678) 1,16+0,11 253 nem-Lon
unc-51(e369); dbl-1(+++) 1,05+0,09 265 Sma
bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)]; lon-2(e678) 1,1+0,22 47 Sma
bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)],; dbl-1(+++) 1,04+0,17 58 Sma
bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)]; lon-2(e678) 1,08+0,2 47 Sma
bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)],; dbl-1(+++) 1,12+0,13 42 Sma
bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)]; lon-1(el85) 1,08+0,1 65 Sma
bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)]/; daf-2(el370) 1,02+0,09 89 Sma

"TGF-p utvonal komponensek, “inzulin/IGF-1 utvonal komponens. A dbl-1(+++) genotipus
DBL-1-et tulexpresszald torzset jelez. DAF-2: inzulin/IGF-1 receptor, DBL-1: TGF-B
ligandum, LON-1: TGF-B citoplazmas jeltovabbitd, LON-2: proteoglikdn, amely negativan
szabalyozza a DBL-1-et. Sma: kicsi testméret, Lon: hosszl testméret.

Az inzulin/IGF-1 utvonalhoz hasonléan a TGF-B utvonal is részt vesz a C. elegans
egyedfejlédésének szabalyozasdban. Bizonyos TGF-f tUtvonal defektiv mutansok normal
koriilmények kozott is dauer larvaként fejléddnek (dauer konstitutiv mutansok), masok
induktiv koriilmények kozott sem képesek dauer larva allapotba fejlddni (dauer defektiv
mutansok) (94). Mivel az inzulin/IGF-1 mutansok dauer egyedfejlédése a DAF-16/FoxO
transzkripcids faktor aktivitasatol fiigg (5.1. fejezet; 91, 92), ezért megnéztiik, vajon a TGF-3
dauer Kkonstitutiv mutdnsok dauer egyedfejlédése szintén igényel-e DAF-16 aktivitast.

Episztazis elemzésiink szerint a daf-7 és daf-1 TGF-P genetikai utvonal komponensek (TGF-f
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ligandumokat kddolnak) If mutécioi olyan dauer allatokat eredményeznek, amelyek 2 héten
beliil elpusztulnak daf-16(-) mutdns genetikai hattérben [a daf-7(-) és daf-1(-) egyszeres
mutans dauer larvak normalisan fél évig élnek] (5. tablazat) (/49). Az inzulin/IGF-1 és TGF-
B utvonalak tehat a DAF-16 szintjén egyesiilnek, és feltehetden ezutan konvergdlnak az

autofag génkaszkadra a sejtméret és egyedfejlodés szabalyozasaban.

5. Tablazat. A DAF-16/FoxO transzkripcios faktor sziikséges a TGF-f mutansok dauer
egyedfejlodéséhez.

Genotipus % dauer n

Vad tipus 0 sok
daf-16(m26) 0 sok
daf-16(mu86) 0 sok
daf-1(m40) 100 sok
daf-7(el372) 100 sok
daf-1(m40); daf-16(m26) 65.7 207
daf-1(m40); daf-16(mu86) 0 350
daf-7(el372); daf-16(m26) 55.6 432
daf-7(el372); daf-16(mu86) 2.5 280

A vizsgalat 25°C-on tortént. Dauer % volt meghatarozva 2 héttel az embrionalis kikeléstol
szamitva. daf-7 és daf-1: TGF-f ligandumokat kodold gének, daf-16: FoxO transzkripcids
faktort kodold gén.

Kovetkeztetések: Az unc-51 és bec-1 autofdg gének inaktivaldsa kis testméretet (Sma
fenotipust) eredményez (74). Mivel a mutans fonalférgek sejtszama normalis, a kis testméret
redukalt sejtnovekedés (kis sejtméret) kovetkezménye. Az autofag gének — legalabbis az unc-
51 és bec-1 — tehat szerepet jatszanak a sejtnovekedés szabalyozasaban. Ez az autofagia egy
Uj sejttani funkcidja, amelyet szamos parallel tanulmany megerdsitett (/5/-153). Feltehetden
szabalyozd funkcioja teszi lehetdvé a normalis sejtméret kialakitasat.

Az unc-51 és bec-1 deficiens allatok kis (Sma) testmérete episztatikus az inzulin/IGF-
1 és TGF-P utvonal defektiv mutansok hosszll (Lon) testméret fenotipusa felett: az autofag
gének mutacidja blokkolja a nagy sejtméret kialakuldsat az inzulin/IGF-1 ¢és TGF-f jelatviteli
mutansokban. A két sejtndvekedést meghatarozo jelatviteli rendszer hatdsa tehat az autofag
génkaszkadon konvergalddik (43. abra). Elmondhato, hogy a sejtndvekedés szabalyozasaban
az autofag masinéria kozvetiti e két hormonalis tengely funkciojat (74, 149).

Mivel mind az inzulin/IGF-1, mind a TGF- tutvonal egyedfejlédést szabalyozo
szerepe DAF-16/FoxO fliggd (/49), a két jelatvitel feltehetden ezen a szinten egyesiil, €s

innentdl kezdve kozds tengely mentén hatnak az autofag gének aktivitasara (43. abra).
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Alternativaként elképzelhetd, hogy a sejtnovekedés és dauer egyedfejlodés szabalyozasaban a

TGF-p atvonal a DAF-16-t61 downstream fejti ki autofag génaktivitast szabalyoz6 hatédsat.
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43. Abra. Jelatviteli kapcsolatok III. Az inzulin/IGF-1 és TGF-B itvonalak sejtnovekedést
szabalyozo6 hatasa az autofag rendszeren konvergalodik. Az autofag gének funkcidja kozvetiti a két
sejtnovekedést szabalyozé utvonal hatasat. DAF-2: inzulin/IGF-1 receptor, AGE-1: 1 tipust
foszfatidil-inozitol 3-kindz, DAF-18/PTEN: foszfataz és tenzin homoldg, PDK: 3’-foszfoinozitid-
fiiggd protein kinaz, AKT: protein kinaz B, DAF-16: forkhead-tipusi FoxO transzkripcios faktor,
TOR: a rapamycin kinaz célpontja, eIF-4E: eukariota transzlacios iniciacios faktor 4E, S6K: S6 kinaz,
DAF-7 és DBL-1: TGF-f ligandumok, DAF-1: I tipusa TGF- receptor, DAF-4 és SMA-6: 1I tipusu
TGF-B receptorok, SMAs: Smad fehérjék, LON-1: CRISP (cisztein-gazdag protein csalad) fehérje.
LAUTOFAGIA” autofag fehérjéket jelol. A TGF-P receptorok aktivaciokor dimerizalédnak. A nyilak
aktivalasi viszonyokat, a talpas nyilak gatlasi viszonyokat jelolnek. A piros szin az ujonnan feltart
jelatviteli kapcsolatokat és sejtes funkciot jeldli. Lila szin: korabbi fejezetben (26. és 40. abrakon)
bemutatott 0j jelatviteli kapcsolatok és sejtes funkcio. A szaggatott vonal azt jelzi, hogy a gatlas vagy
kozvetlentil, vagy a DAF-16-on keresztiil valosul meg.

5.2.5. Autofag fehérjék szerepe a neurodegenerdcioban

Hattér: Az idegsejtek tomeges nekrotikus pusztuldsa szamos neurodegenerativ betegség (pl.
Alzheimer, Parkinson és Huntington kor) jellemzdje (35, 154). A nekrozist gyakran az
idegsejtek membranjaban lokalizalt ioncsatornak hiperaktiv miikodése valtja ki. Ezt hivjak

excitotoxikus nekrozisnak. A folyamat soran az extracellularis térbél bejutd Na™ és Ca®" ionok
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endoplazmatikus (ER) stresszt okoznak. Ennek hatdsara az ER-bSl nagymennyiségli Ca*"
szabadul fel és keriil a citoplazmaba, ahol Ca’'-fiigg$ kalpain és aszpartil protedzok
aktivalodnak. Az aktivalodott protedzok aztin a sejt fehérjéit degradaljak, végiil a sejt
elpusztul.

Az utobbi évek kutatasi eredményei ravildgitottak arra, hogy a nekrdzis nem passziv
folyamat, hanem szdmos fehérje miikodését igényli (44. abra) (755). llyen fehérjék pl. a mar
emlitett protedzok. E fehérjék genetikai eszkozokkel torténd gatlasa felfliggeszti a nekrotikus
sejthaldlt. C. elegans-ban szdmos olyan ioncsatorna vagy receptor alegységet kodold gén
ismert, amelyek hiperaktiv (gf) mutacidja ,,programozott” moédon idézi eld a hat darab
mechanikai ingert érzékeldé neuron (mechanoreceptor) pusztulasat (/56-158). Ilyen gének a
mec-4 (mechanosensory abnormality), deg-1 (degeneration of certain neurons) és a deg-3.
membran atrendezddéssel és vakudla képzddéssel jar egyiitt (44. abra) (/59). Ezek az
eredmények, valamint az autofagia érintettsége szamos neurodegenerativ betegségben (160),

felvetették az autofag gének potencidlis szerepét az excitotoxikus nekrdzis folyamataban.

Nekrozist CLP-1 ASP-3
iniciale —» Ca? > nekrézis
stimulus TRA-3 ASP-4

44. Abra. Vakuolarizici6 nekrotizalé neuronban. EM felvétel. Vac: vakudlum, ER:
endoplazmatikus retikulum, M: mitokondrium. A rajz a nekrotikus sejthalal itvonalat mutatja. CLP-1
és TRA-3: kalpain proteazok, ASP-3 és ASP-4: aszpartil proteazok. Mivel egyik gén funkciovesztéses
mutacidja sem okoz teljes penetranciaju pusztulast, a fehérjék parallel hatnak.

Eredmények: mec-4(gf), deg-1(lf) és deg-3(gf) mutdns éallatokban autofag géneket
inaktivaltunk, ¢és vizsgaltuk a beavatkozas neurodegeneraciora kifejtett hatasat. A
degeneralodo neuronok szamat egyrészt egy mec-4::gfp riporter alkalmazaséaval kalkulaltuk (a
mec-4 az ¢l6 mechanoreceptorokban expresszalodik, igy a GFP-pozitiv sejtek szamabol
kovetkeztethetd az elpusztult sejtek szdma), madasrészt fénymikroszkoppal kozvetleniil
vizualizaltuk (a pusztuld sejtek morfologiailag felismerhetdk) (45. abra). Az unc-51/Atgl,
bec-1/Atg6 és lgg-1/Atg8 autofag gének inaktivalasa jelentdsen szuppresszalta a pusztuld
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sejtek szamat ezekben az excitotoxikus modellekben (46-49. abrak). Egy transzlacios fuzios
MEC-4::GFP riporter expresszidjat megvizsgalva bec-1 defektiv allatokban azt tapasztaltuk,
hogy a vilagité sejtek fluoreszcencia intenzitasa 6sszevethetd a vad tipusu hattérben tapasztalt
értekkel. A BEC-1 tehat nem befolyasolja a mec-4 transzkripciojat. A vilagitd sejtek

szamanak novekedése ezért nem egyszertien a toxikus MEC-4 fehérje mennyiségének

csokkenése, hanem a sejtek tulélése miatt kovetkezett be.

mec-4::gfp mec-4::gfp; mec-4(gf)

45. Abra. Degeneralodé neuronok ioncsatorna hiperaktiv mec-4(gf) mutans térzsben. A, mec-
4::gfp expresszido hat mechanoreceptor neuronban vad tipusu genetikai hattérben. Egyedi neuronok
(zold pontok) jelolve. B, mec-4::gfp expresszio egy mec-4(gf) mutans larvaban. Csak 3 darab neuron
vilagit, ami 3 elpusztult neuronra utal (6-3=3). C, Degeneralod6 PLMR neuron egy mec-4(gf) mutans
larvaban. A pusztuld sejt (PLMR) oriasira felfuvodik és fénymikroszkoppal kdnnyen azonosithato.

g 250 -

3

g 200 -

% 150 | O kontroll

g 100 - @ unc-51(e369)
E . M unc-51(e1189)
2 J

g

8 mec-4(u231) deg-1(u506) deg-3(u662)

e

46. Abra. Az unc-51 inaktivalasa csokkenti a degeneralédé neuronok szimat ioncsatorna
hiperaktiv mutans allatokban. Az u2317 és u662 gf allélek, az u506 1f allel. 200-200 allat vizsgalva
mintanként, a valtozasok mindenhol P<0,001, parositatlan ¢-teszt.

250 +

200 1

150 O kontroll

100 A @ bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)]

50 @ bec-1(o0k700); Ex[bec-1(+)]

mec-4(u231) deg-1(u506) deg-3(u662)

100 allatra jut6 vakuolarizal6do sejtek szama

47. Abra. A bec-1 inaktivilisa csokkenti a degenerilédé neuronok szamat ioncsatorna
hiperaktiv mutans allatokban. A mec-4(u231) és deg-3(u662) gf allélek, a deg-1(u506) If allél. A
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bec-1(-), Ex[bec-1(+)] genetikai mozaikokat jelol, amelyekben a bec-1(-) mutaciok altal okozott
embrionalis életképtelenséget egy instabil, funkcionalis bec-1::gfp transzgén menekit. 200-200 allat
vizsgalva mintanként, a valtozadsok mindenhol a kontrollokhoz képest P<0,001, parositatlan ¢-teszt.

§ 250 -

£}

@ 200 ~+

0

g 150 - O Ures vektor
&

% 100 A B Igg-1(RNSI)
2 50

g

z 0 : :

S mec-4(u231) deg-1(u506) deg-3(u662)

48. abra. Az Igg-1 gén csendesitése csokkenti a degeneralodé neuronok szamat ioncsatorna
hiperaktiv mutans allatokban. Az u231 és u506 gf mutaciok, u662 If allél. 200-200 allat vizsgalva
mintanként, a valtozasok mindenhol a kontrollokhoz képest P<0,01; parositatlan z-teszt.

49. Abra. Autofag gének inaktivalisa
csokkenti a neuronok pusztulasat mec-
4 gof mutans allatokban. A tulélo

mec-4(u231); mec-4::gfp 25°C
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Megvizsgaltunk az Ilgg-1 autofag gén aktivitasat degeneralodd neuronokban, €s azt
talaltuk, hogy jelentdsen erdsebb szinten expresszalodik a pusztuld, mint az intakt kdrnyezd
sejtekben (50. abra) (75, 161). Ez azt sugallta, hogy az autofag géntermékek részt vesznek a
degenerativ folyamat kozvetitésében. Feltételezhetd, hogy a pusztulas soran végbemend
fehérje degradacidhoz az autofagia is hozzajarul. Alternativ magyardzatként a
multifunkciondlis autofdg gének autofag folyamattél fiiggetlen funkcioja (pl. a

vakuolarizacidhoz sziikséges membranképzddés) kell a nekrozishoz.
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kozépso panel: fluoreszcens kép, jobb oldali panel: egyesitett kép.

A kovetkezokben arra a kérdésre szerettiik volna valaszt kapni, hogy az autofag gének
csak a hiperaktiv ioncsatorna mutaciok altal eldidézett nekrotikus sejtpusztulasban vesznek
specifikusan részt, vagy esetleg mas tipusti nekrotikus folyamatban is kézremiikodnek. A 6-
hidroxidopamin (6-OHDA) neurotoxin szelektiven pusztitja a dopaminerg neuronokat C.
elegans-ban (162). Ezekbdl az idegsejtekbdl harom par talalhato a fejben (két par CEP és egy
par ADE neuron) ¢és egy par a farki részben. Egy dat-1::gfp riporter gén specifikusan
expresszalodik mindegyik dopaminerg neuronban (/62). 6-OHDA-val kezelt autofag gén
deficiens nematodékban jelentdsen csokkent neuronpusztulast tapasztaltunk, 6sszehasonlitva

a vad tipusu kezelt allatokkal (51. abra) (75, 161).

kontroll 6-OHDA _
52100 -
Z 901
=l
2 60
@ 50
= 40 i
P w 30 i
Vad tipus ISR
w 10
80
o
w
o
: & > S X
z N & &
= 93\'\ %\'\Q' ({\\
-51(- < / Q
unc-51(-) S \\}Q(, AN

51. Abra. Az unc-51 autofag gén If muticiéja gatolja a dopaminerg neuronok pusztulisit. A,
dat-1::gfp-t expresszalo vad tipust allat fejében lathato CEP (két par) és ADE (egy par) dopaminerg
neuronok. A sejttestbdl kiindulé dendritek is GFP-pozitivak. B, Elhalt dopaminerg neuronok egy 6-
OHDA kezelt vad tipusu allatban. A dendritek mar nem, csupan a sejttest maradvanyok lathatok. C,
Dopaminerg neuronok egy unc-51(e369) mutans allat fejében. D, Intakt dopaminerg neuronok egy 6-
OHDA kezelt unc-51(e369) mutans allat fejében. A grafikon az elpusztult dopaminerg neuronok
aranyat mutatja 6-OHDA kezelt allatokban. A fehér oszlopok a kontroll (viz) kezelést, a sziirke
oszlopok az 50mM 6-OHDA kezelést mutatjak. P<0,01, parositatlan t-teszt. N= 100 minden mintaban.
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Kovetkeztetések: Autofag gének inaktivalasa gatolja a neuronok pusztulasat C. elegans-ban
(75, 161, 163). E gének termékei feltehetden részt vesznek a nekrozishoz sziikséges membran
atrendezddésben ¢és a fehérjék degradalasaban. Nekrotikus funkciojuk azonban ellentétes
azzal, amit az autofagiar6l eddig tudtunk: az autofagia alapvetden egy sejtprotektiv folyamat,
amely segit a sejt szdmara atvészelni a tdpanyaghianyos allapotokat €s részt vesz a karosodott
sejtalkotok eltavolitasaban. Valoszinlisithetd, hogy az autofag folyamat bazalis aktivitdsa
sejtvédd. Nekrozist indukald koriilmények soran azonban az autofigia hiperaktivalodhat és
ezaltal sejtolé funkciodja realizdlodhat. E feltételezéssel 6sszhangban nemrég bizonyitottak az
autofagia apoptézis-fiiggetlen sejthalal funkciojat a Drosophila egyedfejlodése soran (164).

E fejezetben bemutatott eredményeink elsdként igazoltak az autofag gének aktiv
szerepét egy sejthaldl paradigmaban. Ma mar sokféle olyan neurodegenerativ koresetet
ismeriink, amelyekben az autofagia sejtgyilkold funkcidja kimutatott (35). Ide vonatkozo
eredményeink az autofag géneket a nekrotikus sejthalal utvonalba helyezik el (52. abra).
Nemrég irtak le a H'-ATP-az lizoszomalis membranfehérje szerepét a nekrotikus
folyamatokban (/65). Feltételezhetéen az autofag fehérjék ezen a szinten hatnak az

utvonalban.

——— €Le-D -
if,i(:?;.'(,s — Ca Z*I/v \‘3 -7 \ nekrozis
stimulus I -/

52. Abra. Jelatviteli kapcsolatok IV. Az autofagia feltételezett pozicidja a nekrotikus sejthalal
ﬁtvonalban Egyszerﬁség kedvéért az autofégia tébbi Ujonnan feltért ﬁtvonal kapcsolatét itt nem

crer

crcr

kaszkad aktivél()dését a citolpazma Ca** koncentracm]anak novekedése inicialja. A piros fehrat az
ujonnan feltart sejttani funkciot jeloli.

5.2.6. Az autofagia és az apoptozis kapcsolata

Hattér: Az el6z6 fejezetben az autofagia és a nekrdzis kapcsolatardl irtam. A sejtpusztulas
egy masik tipusa az apoptozis, vagy genetikailag programozott sejthalal. Korabban (3./.4.
fejezet) bemutattam az apoptotikus kaszkdd komponenseit, most réviden Gjra dsszefoglalom
az utvonalat (53. abra). Egy upstream szignal aktivalja a BH3-only EGL-1 fehérjét, amely az
anti-apoptotikus CED-9 fehérjéhez kotodik és gatolja annak miikodését. A CED-9 a human

Bcl-2 (B-cell lymphoma) fehérje ortologja €s a mitokondrium bels6 membranjan lokalizalt. A
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CED-9 inaktivalédasa az Apaf-1-szeri CED-4 fehérje aktivalodasat eredményezi. Az aktiv
CED-4 a nuklearis membranhoz vandorol és aktivalja a termindlis gyilkolo fehérjét, a CED

kaszpazt (22, 166, 167).

on '
EGL-1 — CED-9 —|CED-4 — CED-3—s o0 — life
ced9
BH3- Bel-2- Apaf-1- caspase
only like like off = death

53. abra. A C. elegans apoptotikus utvonal kozponti része (Robert H. Horvitz Nobel el6adasabol
masolva, 22). A bal oldali panelen az utvonalban szereplé fehérjék, alatta a human ortologok
talalhatok. Jobb oldalon a CED-9 ,¢élet-halal ura” fehérje funkcioja: a CED-9 aktivitisa véd a
sejtpusztulastol. A nyilak aktivalast, a talpas nyilak gatlast jelolnek. ,,on” aktiv, ,,off” inaktiv allapotot
jelol.

Az autofagia hiperaktivaloddsa nekrotikus sejthaldlhoz vezethet C. elegans
neuronokban (50. abra). A human autofag fehérje Beclinl tovabba fizikailag kotddik a Bel-2
fehérjéhez (féreg ortologja a CED-9) (168). E kisérleti adatok alapjan felvetddott annak
lehetdsége, hogy az autofag gének szerepet jatszanak a szabdlyozott (egyedfejlédés soran
kontrollalt) vagy stressz-indukalt sejthalal folyamatokban. A kérdést a Beclinl C. elegans
ortologjanak, a BEC-1 fehérjének az analizisével kozelitettiik meg.

Eredmények: A bec-1 gént csendesitettiik, illetve izolaltunk két bec-I mutanst allélt, az
ok691-et és az ok700-at (117). bec-1 deficiens allatok az embriondlis vagy a larvalis fejlodés
kiilonb6z6 stadiumaiban pusztultak el. A bec-1 tehat esszencidlis az egyedfejlodéshez (6.

tablazat).

6. Tablazat. A bec-1(-) mutansok pleiotrép fenotipusa.

Allél Homozigota Embrionalis Larvalis Steril felnottek
mutansok életképtelenség életképtelenség

bec-1(0k691) 2486 (100%) 2301 (92,7%) 178 (7%) 8 (0.3%)

bec-1(ok700) 2326 (100%) 1979 (85.1%) 342 (14.7%) 5(0.2%)

bec-1(RNSi) 870 (100%) 59 (6,8%) 35 (4%) ND

ND: nem meghatarozott.

A bec-1 mutans embriokban nagy mennyiségli apoptotikus sejttest (corpse) volt
megfigyelhet6 Nomarski optikaval (54. abra) (/17). Az allatok tovabba sulyos
morfogenetikai defektusokat mutattak. Sz¢élsOséges esetben az embridok dezorganizalt

sejthalmazokhoz hasonlitottak. A korai embridgenezis soran gyakori volt a citokinezis
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defektus, azaz a sejtmagok osztodasat nem kovette sejtosztodas, és igy sokmagvu sejtek
alakultak ki (54. abra). Ezekkel a fenotipusokkal egyezden a bec-I expresszios aktivitasa

(mRNS szintje) az embriondlis fejlédés soran volt a legintenzivebb.

act-1

CelF

54. Abra. Korai bec-1(-) pleiotrép fenotipusok. A, bec-1(0k691) mutans embrié, ~200 sejtes
stadium. A nyilak apoptotikus testeket mutatnak (vad tipust embridban csak 2-3 sejttest lathatdo ebben
a stadiumban). B, bec-1(0k691) mutans embrio, ~100 sejtes stadium. Pusztulod sejtek sokasaga. C, 2-
sejtes vad tipust embrié. D, Korai bec-1(0ok700) mutans embrid, amely hasonld kort a C panelen
mutatotthoz. Tobb sejtmag lathato. Jobb oldalon egy egyedfejlodési Northern blot. A bec-1 mRNS
szintje az embridkban a legnagyobb. act-1: actin, az egyedfejlédés soran konstans modon
expresszalodo kontroll. glp-1: csiravonallal nem rendelkezé mutans. CelF: csiravonalban is konstans
modon expresszalodo gén. L1-4: larvalis stddiumok.

A C. elegans csirasejtek kozel fele apoptotikus sejthaléllal elpusztul az oocita érési
fazis soran (169). bec-1(-) mutansokban tomegesen pusztuld csirasejteket (apoptotikus

testeket) talaltunk a hermafroditdk gonadkarjaiban (55. abra). A sejtek pusztulasa

apoptozissal ment végbe, mert a folyamatot a ced-3 inaktivalasa felfiiggesztette (177).

55. Abra. A bec-1 autofigia gén csendesitése csirasejt apoptozist indukal. A, Egy vad tipusu éallat
gonadkarja. A nyilhegy azt a régiot mutatja, ahol a csirasejtek normalisan elpusztulnak. Esetenként 2-3
pusztuld sejttest lathatd csak. B, Egy bec-1(RNSi) allat gondakarja. A nyilak sejttesteket mutatnak.
Allatonként 10-15 sejttest lathato. C, A CED-3 kaszpazt kodold gén blokkolasa meggatolja az
apoptozist bec-1(RNSi) allatokban.

65



16 A 430 min uB
390 min =
£ A “comma stage” = 1
£ 2 R
g S
30 g1
g E ¢ 3
@ 6 % &
® g s g
o = 7] =
@ = & .
£ 2 % B s £ T %
@0 b & "

L
L

n= 40 40 18 40

=
=1
o=
=3
-
o

C

TUNEL-pozitiv sejtek szamalembrid

bec-1({RMAI)
bec-1(ok697)

0
n= 31 30 40 30

eovesitett

ced-9(-);ced-3(-) ced-9(-);ced-3(-) ced-9(-);ced-3(-f)

egyesitett

bec-1(RNSI) bec-1(RNSi) bec-1(RNSi)

egyesitett

56. Abra. A bec-1 autofag gén inaktivalasa apoptozist indukal. A, Apoptotikus sejttestek (corpse-
ok) szama kiilonb6z6 embrionalis allapotokban (300, 390 és 430 perces embriok). A let-512 gén
kodolja a Vps34 fehérjét, amely egy komplexben miikodik a BEC-1-gyel (177). WT: vad tipus.
RNAi=RNSi. B, Apoptotikus sejttestek szama gonadkarokban. bec-1(RNSi) éllatokban az apoptozis
CED-3 kaszpazfliggé moédon megy végbe. C-D, TUNEL (apoptotikus sejtekre specifikus) festés vad
tipusu és bec-1(0k700) mutans embrion. WT: vad tipus. E, TUNEL-pozitiv sejtek szama bec-1 és let-
512 mutans embriokban. F-H, CED-4 antitest festés vad tipusu (VT), ced-9(-); ced-3(-) kettés mutans
€s bec-1(RNSi) embridkon. A CED-4 intracelluléris lokalizacidja a tilél6 sejtekben citoplazmatikusan
difftiz, az apoptotikus sejtekben perinuklearis mintazatot mutat. A kettés mutans embridkban nincs
apoptozis (CED-3 inaktiv), de a CED-4 perinuklearisan lokalizalt (nincs CED-9, ami a
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mitokondriumban tartand). A bec-1(RNSi) embridban majdnem minden sejt perinuklearis CED-4
lokalizaciot mutat.a-CED-4: antitest, DAPI: sejtmag festék.

Az apoptotikus sejtek kvantifikalasat az embriok fejlédésének rogzitésével (time lapse
mikroszkdpia) és a gonadkarok Nomarski optikaval tortént elemzésével valdsitottuk meg. A
vizsgalt autofdgia deficiens embridokban ¢és hermafrodita allatokban szignifikansan tobb
sejttestet detektaltunk, mint az azonos stadiumu vad tipusu egyedekben. Ezekben az
allatokban az apoptézis CED-3-fliggd modon — tehat a kanonikus utvonalon keresztiil — ment
végbe (56. abra).

A CED-4 Apaf-1 fehérje perinuklearis lokalizacidja szintén kitlind marker az
apoptotikus események detektalasdhoz (/66). bec-1(RNSi) embriokban a CED-4
akkumulacidja jellemzden perinukledris lokalizdciot mutatott (56. abra). A Vps34 egy
komplexben miikodik a BEC-1-gyel (/17). let-512(RNSi) embriokban szintén jelentsen
megnodvekedett az apoptodzissal elpusztuld sejtek szdma. Lathato, hogy a bec-1 (és kotodod
partnere, a let-512) autofag gén hianya apoptozist indukal; a BEC-1 a CED-9-hez hasonloan
egy anti-apoptotikus hatast fehérje. Fehérje-fehérje interakcios vizsgélatokkal igazoltuk, hogy
a BEC-1 ¢és a CED-9 egy komplexben miikddve fejtik ki sejtvédd funkcidjukat (57. abra). Az
apoptotikus €s autofag utvonalak, amelyeket I és II tipusu sejthalal titvonalaknak is neveznek,

tehat e komplexen keresztiil kozvetleniil kommunikéalnak egymassal.

1 2 3 4 57. Abra. A BEC-1 kotédik a
CED-9 fehérjéhez. Felso panel: in

- CED-g Vitro pull down kisérl;t. 1 oszlop:

“ - (31kD) input (10%-a annak a jelolt CED-9

fehérjének, amennyi a 2. és 3.
oszlopokba volt tdltve); 2. oszlop:

1 2 3 4 5 6 jelolt CED-9 és GST (Glutation-S-
. transzferaz) 6nmagaban; 3. oszlop:

S = «—CED-9 jelolt  CED-9 ¢és  FBF:GST

- E = i g : (31kD) (negativ kontroll); 4. oszlop: jelolt
= o i CED-9 ¢és BEC-1:GST egyiitt.

Also panel: A BEC-1::GFP feherje ko-immunoprecipitacioja CED-9-cel. 1. oszlop: vad tipusu
extraktum; 2-3. oszlopok: vad tipusu extraktum egér IgG (2.) és anti-GFP (3.) antitesttel jelolve; 4.
oszlop: bec-1(ok700);[bec-1::gfp+rol-6(sul006)] allatokbdl szarmazd extraktum; 5. oszlop: bec-
1(0k700);|bec-1::gfp+rol-6(sul006)] allatokbol szarmazo6 extraktum egér IgG (5.) és anti-GFP-vel
(6.) jeldlve.

Kovetkeztetések: C. elegans-ban a bec-1 autofag gén genetikai eszkozokkel torténd
inaktivalasa apoptozist indukal embridkban és felndtt hermafrodita allatok csiravonaldban
(117). Osszhangban a mutans fenotipussal, a BEC-1 kotddik a CED-9 anti-apoptotikus

fehérjéhez. Ezt a kolcsonhatdst human sejtekben is leirtak (/68). Funkciovesztéses bec-1
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allélek embrionalis életképtelenséget okoznak, ami a fehérje egyedfejlédésben betdltott
esszencialis szerepére utal (a ced-9 If mutans allatok szintén embrioként pusztulnak el; 770).
Ezek az adatok funkciondlis — genetikai — evidenciat szolgaltatnak arra vonatkozoan, hogy a
két sejthalal ttvonal egymassal kommunikal (58. 4bra). Osszehangolt miikddésiik teszi
lehetévé az egyedfejlodés soran feleslegessé valt sejtek, valamint a stresszhatasok

kovetkeztében elpusztuld sejtek hatékony eltavolitasat.
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52. Abra. Jelatviteli kapcsolatok V. Az autofig utvonal kolcsonhatisa az apoptotikus
kaszkaddal. Egyszertiség kedvéért az autofagia tobbi jonnan feltart utvonal kapcsolatat itt nem

crer

CLP-1 és TRA-1: kalpain proteazok; ASP-3 és ASP-4: aszpartil protedzok. BEC-1: Beclinl ortolog,
EGL-1: BH3-only fehérje, CED-9: Bcl-2 fehérje, CED-4: Apaf-1 fehérje, CED-3: kaszpaz.
LAUTOFAGIA” autofag fehérjéket jelol. A piros felirat az Gjonnan feltart, a lila felirat a kordbban
feltart sejttani funkciot jeloli.

Az 52. abran jol lathatd, hogy a sejtpusztuldsban szerepet jatszé utvonalak az autofag
rendszeren keresztiil kolcsonhatasi halozatot alkotnak. A sejtek pusztulasa tehat bonyolult
molekularis interakciok fliggvénye, amelyben mindharom - nekrotikus, autofag ¢és
apoptotikus — utvonal érintett (/77). E kolcsonhatdsok orvosbiologiai vonatkozasa jelentds:
szamos tumoros elvaltozas és neurodegenerativ betegség kontrolldlatlan sejthalal folyamatok
eredményeként alakul ki.

Az autofagia elsddlegesen sejtvédelmi funkciokra evolvalédott mechanizmus.
Feltehetéen az autofag gépezet bazalis aktivitdsa biztositja a sejtek homeosztdzisanak
fenntartasat. Bizonyos koriilmények kozott azonban az autofag funkcidk csdkkenése vagy
hiperaktivalodasa feltehetéen sejtpusztulashoz vezet vagy sejtpusztulast kozvetit. Az
autofagia tehat egy Janus arcu, kétélii rendszer: a sejtek védelme mellett a sejtpusztulas

hatékony eszkoze is (67, 161).
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5.2.7. Addendum I: Az autofag gének szerepe az egyedfejlodésben és sejtpusztulasban

Hattér: Ebben a rovid fejezetben olyan autofagiaval kapcsolatos eredményeket mutatok be,
amelyek még nem kertiltek teljes értékli publikdciora, de inherensen kapcsolédnak az el6zd
fejezetekhez. C. elegans-ban a pro-apoptotikus gének If muticidi nem csokkentik az allat
¢letképességét: ced-3(-) és ced-4(-) mutans allatok — amelyekben egyébként 131 testi sejttel
tobb van, mint a vad tipusban — fertilis felndttként tudnak fejlédni. Szamos autofagia deficiens
mutans szintén normalis embridgenezist mutat. Az unc-51(-) mutans allatok paralizalt, fertilis
viselkedést allat, mig az Igg-1(-) mutans allatok csak a korai larvalis allapotban pusztulnak el.
Ezek alapjan felmeriilt a kérdés, hogy a C. elegans korai (embriondlis) egyedfejlodése miért
nélkiilondzheti az autofag és apoptotikus folyamatokat.

Eredmények: Apoptozis-autofagia deficiens kettés mutans torzseket allitottunk eld, és azt
tapasztaltuk, hogy a teljes funkcidvesztéses allélokat tartalmazo kettés mutdnsok 100%-os
penetranciaji embrionalis életképtelen fenotipust mutatnak (53. dbra). Az autofag gének és

az apoptotikus utvonal tehat redundansan, egymast kiegészitve szabalyozzdk a C. elegans

korai egyedfejlodését.
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53. Abra. Az autofag és apoptotikus gének szimultin inaktivalasa embrionalis életképtelenséget
okoz C. elegans-ban. Az nl162 egy er6s — genetikai null —, mig az n2273 egy gyenge — hipomorf —
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ced-4 mutécio. atg-18(gk378) mutans hattérben az nl/62 mutacid teljes, mig az n2273 mutécio
részleges embrionalis életképtelenséget okoz. ,let.”: életképtelenség.

A fejlédésben megrekedt kettds mutans embridkat stulyos fejlédési rendellenességek-
kel lehetett jellemezni (54. abra). Ezek az embridk nem tudtak elongalni (megnyulni), szamos
nagyméretli vakuolarizalt struktarat tartalmaztak (amelyek feltehetden az elpusztult sejtek

.....

(pl. garat-, bél-, hipodermalis és izomsejtek) viszont normalisnak tiint.

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

P +

55. Abra. Apoptozis-autofigia deficiens Kkettés mutins embriok silyos morfolégiai
rendellenességeket mutatnak. A: anterior (feji) vég, P: poszterior (farki) vég. V: vakuodla. A fehér
nyilhegyek a garatot, a kicsi nyilak a bél autofluoreszcens granulumait jelolik. A kettés mutans
embriok ¢letképtelenek.

A tovabbiakban szekvencia elemzésnek vetettiik ald az autofag gének szabalyozo
régioit, és az [gg-1 és bec-1 promoterekben konzervalt CES-2/ATF-2 kotohelyeket talaltunk.
A ces-2 és az atf-2 paraldog gének, a human bZip-szerli transzkripcids faktorok féreg
ortologjait kodoljak (172-174). A CES-2 fehérje az apoptotikus utvonal upstream szabalyozo
faktora, az egl-1 expresziojat befolyasolja (/73). A CES-2 és ATF-2 fehérjék in vitro kdtodtek
az lgg-1 és bec-1 promoterekhez, és hianyuk befolyasolta az Igg-1 €s bec-1 expressziojat.
Kovetkeztetések: Az autofag gének és az apoptotikus Utvonal egymadst kiegészitve
szabalyozzédk a C. elegans korai egyedfejlodését. A két sejthalal Gtvonalat feltehetden egy
kozos — CES-2/ATF-2 kozvetitett — upstream szabdlyozo rendszer aktivalja. Ezek az
eredmények felvetik a két sejthalal mechanizmus k6zos evolucids eredetét, valamint tovabbi
bizonyitékot nyujtanak az autofigia sejthalal funkcidjara és esszencialis egyedfejlodési

szerepere.

5.2.8. Az inzulin/IGF-1 utvonal szerepe a tanulasi folyamatban
Hattér: Az értekezés EREDMENYEK fejezetének elsd nagy részét az inzulin/IGF-1 Gtvonal

egy Uj bioldgiai funkcidjanak bemutatasdval zarom. Ez a hormonalis rendszer szabalyozza az
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oregedési folyamatot, a glilkéz anyagcserét, a sejtek patogén baktériumokkal szembeni
stresszvalaszat és az egyedfejlédést szamos allati taxonban (4). Erdekes modon néhany
inzulin/IGF-1 funkcid ivarspecifikus sajatossaggal jellemezhetd: C. elegans-ban pl. a himek
hosszabb ideig ¢lnek a himndseknél, illetve un. taplalék elhagyd (a taplalékként szolgdlod
baktérium pazsitbdl kimaszo) viselkedést mutatnak (772, 173). Raadasul az Gtvonal dregedést
szabalyoz6d funkcidja az idegrendszerben fejti ki hatdsat (/74). Ezek az eredmények
felvetették az inzulin/IGF-1 rendszer asszociativ tanuldsi képességet szabalyozo potencialis
szerepét.

Eredmények: El6szor a himek és hermafroditak asszociativ tanulasi képességét hasonlitottuk
Ossze egy jol definiadlt viselkedési modellben (56. abra) (/75). Ebben a kisérletben a
hermafroditdk szignifikansan jobb asszociativ képességgel rendelkeztek a himeknél
(tanulmanyunk ideje alatt jelent meg az a kozlemény, amely a féemlésok tanuldsi
képességében igazolt szexspecifikus kiilonbségeket, 176). Vad tipusa és him (high incidence

of males) mutans himek egyforman viselkedtek a vizsgalatokban.
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vad tipus ‘ him-8(e1489) ‘ him-5(e1490)

56. abra. Inzulin/IGF-1 jelatvitel-
fiiggé szex kiilonbségek a C.
elegans tanuldsi képességében. A,
Tesztrendszer modellje. Az allatokat
eloszor NaCl tartalmu agar lemezen
tenyésztettiik tapanyag jelenlétében,
majd NaCl mentes lemezekre tettiik
¢heztetni. A kondicionalt allatokat
0,7 1 ONaiv B Kondicionalt (NaCl hianyat tarsitottadk éhezéssel)
09 ezutan helyeztik a tesztlemezekre,
N N N N ahol a NaCl iranyaba mozdultak el.
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himeket) mutans himek kevésbé tudtdk a tdpanyaghidnyt a NaCl hianyaval tarsitani: a himek
kondicionalas utan is gyakran a NaCl mentes hely felé mozogtak. C, Inzulin/IGF-1 jelatvitel deficiens
mutans allatok nem tudtak a tapanyag hianyat tarsitani a NaCl hidnyaval. Inzulin/IGF-1 jelatvitelben
hiperaktiv mutansok [daf-18(-) mutansok; a daf-18 a féreg PTEN-t kddolja, amely az inzulin/IGF-1
jelatvitel negativ szabalyozéja]. DAF-2: inzulin/IGF-1 receptor, AGE-1: I tipust PI3K, PDK: 3’-
foszfoinozitid-fiiggd protein kinaz, DAF-16: FoxO transzkripcios faktor. Kemotaxis index: Ny-N¢/Nr,
ahol Ny: NaCl felé vandorlo allatok szama; N¢: kontroll (NaCl-mentes) teriilet felé vandorld allatok
szama; Nr: Ossszes allat szama.

Ezutan inzulin/IGF-1 deficiens és hiperaktiv mutdns torzsek tanuldsi képességét
vizsgaltuk. Az eldbbiek tanulasi képessége csokkent, a hiperaktiv mutansok tanulasi
képessége nott (,,okosabbak voltak™) a vad tipusu allatok képességével O6sszehasonlitva (56.
abra). Az utvonal tehat szerepet jatszik a tanuldsi folyamat szabalyozasaban. Végiil
inzulin/IGF-1 utvonal mutans hermafrodita és him allatok tanulési képességét hataroztuk meg
(57. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a DAF-2/IGF-1 receptor csokkent funkcioja megsziintette a
vad tipusban tapasztalhatd asszociativ tanulasi képességben megnyilvanuldo nemek kozotti

kiilonbséget.

09

Naive Kondicionalt
0177[] Hl T
0 | 56. Abra. A C. elegans asszociativ
' tanulasi képességében megfigyelheto
03 szex Kiilonbségek daf-2(-) mutaciokkal
szuppresszalhaték. Herm.: hermafrodita.

01 P<0,001, parositatlan #-teszt.
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&% & képessége jobb, mint a himeké. Ez a

RS @\,/g\ nemek kozott megfigyelhetd érdekes

& & kiilonbség konzervalt modon

megtalalhatd a féemlésokben, igy az

emberben is (/76). A hermafrodita nematoddk jobb tanuldsi képessége inzulin/IGF-1
jelatviteli aktivitdst csokkentd mutaciokkal szuppresszalhatd. Sét, az inzulin/IGF-1
jelatvitelben hiperaktiv daf-18/PTEN If mutinsok a vad tipusnél ,,0kosabb” fonalférgek.
Mindent Osszevetve, a tanulasi folyamat szabalyozasa az inzulin/IGF-1 jelatvitel egy ujonnan
feltart biologiai funkcioja. Az Utvonal effektor faktorai kozott feltehetéen megtalaljuk az
autofag masinériat is, ezaltal az életkor, taplalékellatottsag €s egyéb fizioldgiai és kdrnyezeti

faktorok tanulasi folyamatot befolyasolo6 szerepe jobban megérthetéve valik.
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5.3. A LIN-39 HOX fehérje szerepe a C. elegans vulva fejlédésben

5.3.1. A Notch jelatviteli utvonal transzkripcios kontrollja

Hattér: A C. elegans vulvaszovetének kifejlodése kitlind kisérletes paradigma a sejtsors
meghatdrozas tanulmanyozéasdhoz. A korai larva stddiumokban a hermafrodita allat k6zépso
része egy zart ,,cs0”, melynek ventralis falat késébb a fejlédé vulva struktira megnyitja. A
vulva hat darab vulva prekurzor sejt [VPC-k vagy P(3-8).p] egy csoportjabol, a harom
centralis helyzetli VPC-bdl [P(5-7).p] fejlédik ki, a masik harom VPC [P(3.,4,8).p] a vulva
fejlédés soran nem indukalodik. A vulva fejlddés indukcioja az L3 larva stadium elején megy
végbe négy jelatviteli rendszer — a Ras, Wnt, Notch és synMuv tutvonalak — koordinalt
mukodésének eredményeként. E jelatvitelek hatasara a VPC-kben harom kiilonboz6 sejtsors
alakul ki szigort mintdzat alapjan: a P(3-8).p sejtekben 3°-3°-2°-1°-2°-3° sejtsors mintazat
jon 1étre (az indukalt VPC-ket alahtiztam)'?. A 2° vulva sejtsorsot a LIN-12/Notch jelatvitel
determinalja. /in-12 If mutans hermafroditdkban az indukalt VPC-k mindegyikében 1° sejtsors
alakul ki (3°-3°-1°-1°-1°-3°), ami Pvl (Protruding - kitiiremkedd) vulva fenotipusban
nyilvanul meg (57. abra). lin-12 gf mutansokban viszont mindegyik VPC-ben 2° sejtsors

alakul ki (2°-2°-2°-2°-2°-2°), ami 6 pici vulva kitliremkedést, azaz Muv (Multivulva)

fenotipust eredményez (23, 78, 83).
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57. Abra. lin-12(-) mutins allatokban nem alakul ki 2° vulva sejtsors. Feliil: vad tipusa L4 larva
(balra) és felnétt 4llat (jobbra) vulva struktiraja. A bal oldali kép alatt az indukalt VPC-k [P(5-7).p]
sejtleszarmazasa. L: longitudinalis (anterior-poszterior) osztoédasi sik, T: transzverzalis (jobb-bal)
osztodasi sik, N: nem 0sztddo sejt. Az indukalt VPC-k sejtsors mintazata: 2°-1°-2°. Jobb oldali képen

12 1°: elsédleges sejtsors, 2°: masodlagos sejtsors, 3°: harmadlagos sejtsors.
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felnott allat (jobbra) vulvaszovete. A baloldali kép alatt az O jelentése: ferde osztodasi sik. Mindharom
indukalt VPC-ben 1° sejtsors alakul ki (1°-1°-1°), L4 stddiumban a vulva ,,beszakad”, felndtt korban a
vulva kitliremkedik (Pvl) a test sikjabol (nyil).

A LIN-12/Notch jelatvitel a VPC-kben komplex mddon generalddik (79, 177, 178).
Kezdetben mindharom indukalt VPC [P(5-7).p] egyarant expresszal ligandumot (LAG-2) és
receptort (LIN-12) is. Késdbb a ligandum termelés csak a P6.p-re, a receptor termelés a
szomszédos P5.p-re és P7.p-re korlatozodik. igy végiil a LIN-12/Notch ttvonal a P(5,7).p
sejtekben aktivalodik, ahol csokkenti a Ras jelatvitel hatasat (20. abra) (84). Ennek
eredményeként a P(5,7).p sejtekben 2° vulva sejtsors alakul ki. Hogy milyen mechanizmus
aktivalja a LIN-12/Notch jelatvitelt a vulva indukcid sordn mai napig nem ismert.

A vulva mintazatképzddés kozponti szabalyozo faktora a lin-39 Hox gén (90). LIN-39

hianyaban a VPC-k mar az L1 larva stddiumban fuzionéalnak a hipodermisszel (179). lin-39(-)
mutansokban ezért nem torténik vulva indukcid, az allatok Vul (Vulvaless) fenotipustiak
lesznek. A LIN-39 miikodésének kofaktora a CEH-20/Pbx/Exd fehérje: a LIN-39 és CEH-20
egy komplexben mikodik (180, 181). ceh-20 hipomorf mutansokban a vulva részlegesen
indukalodik, ezért ezek az allatok alkalmasak a LIN-12/Notch jelatvitel vulva-specifikus
analizisére.
Eredmények: ceh-20 mutans alléleket izolaltunk (EMS kezelést kdvetden szex-mioblaszt
migracioban defektiv allatokra szelektaltunk) (7. tablazat) (90). Funkcidvesztéses ceh-20
mutacidk az L2 larva stddiumban allitottak meg az egyedfejlodést. Funkcid csokkenést okozd
defective — fenotipust) allatokat eredményeztek (58 abra). Ezen allatokban nem alakult ki 2°
vulva sejtsors.

7. Tablazat. ceh-20 mutansok fenotipusa.

ceh-20 allél Molekularis valtozasok Fenotipus

ay9, ay35 ay9: Met78lle SM, Egl

ay34, ay36 ay34: Argl89Cys, ay36: Leu79Ser SM, Egl, Unc

ayl3, ay42, n2513 ay42: Pro214Leu SM, Egl, Unc, lassti novekedés
ay37, ay38 ay38: Glul02-STOP Letalis

SM: szex-mioblaszt migracios defektiv, Egl: pete lerakasban defektiv, Unc: paralizalt
mozgasu.

ceh-20(ay9) mutans allatokban a 2° sejtsors hianyat egy EGL-17::GFP riporterrel is
igazoltuk (58. abra). Vad tipust alatokban az EGL-17 specifikusan a 2° vulva sejtekben

expresszalodik az L4 larva stddium soran (/81). ceh-20(ay9) mutans L4 larvakban azonban
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nem tapasztaltunk EGL-17 expressziot a P(5,7).p sejtekben. Néhany ceh-20(ay9) mutans
allatban a normalisnal tébb VPC indukalodott, aminek eredményeként 2-3 vulva struktira is
kifejlédott. Erdekes moédon az ektopikusan indukalédott vulva sejtekben intenziven
expresszalodott az EGL-17::GFP riporter, mig a normalis helyzeti vulvdban nem volt

detektalhat6 szintli EGL-17::GFP expresszio (nem volt 2° sejttipus).

58. Abra. ceh-20 hipomorf
mutansok vulva fenotipu-
sa. A, Vulva struktura egy
vad tipusu L4 larvaban. A
kép alatt az indukalodott
VPC-k sejtsorsat tiintettem
fel. B, Vulva struktara egy
ceh-20(ay9) mutans L4
larvaban. Ebben az allatban
a P(5,7).p sejtek nem indu-
kalodtak  (3°  sejtsorsot
alakitottak ki). C-D, Ektopi-
kus wvulva indukcid ceh-
20(ay9) mutans L4 larvaban
és felnott allatban. A normal
vulva nyillal, az ektopikus
vulva nyilheggyel jelolve.
E, EGL-17::GFP expresszio
egy vad tipust L4 larvéban.
Az EGL-17 specifikusan
expresszalodik a 2° leszarmazottakban. F, EGL-17::GFP expresszié egy ceh-20(ay9) mutans L4

s

expresszalodik az EGL-17.

A ceh-20(a9) mutansok abnormalis vulva morfologiaja tehat a 2° sejtek hianya miatt
alakult ki; ezt az egyedi VPC-k indukcidjanak kvantifikalasaval is igazoltuk (8. tablazat). A
2° sejtsors hidnyanak két oka lehet. Egyrészt a VPC-k ektopikusan fuziondlnak a
hipodermisszel még az L1 larva stddium soran (valdjaban nem is alakulnak ki VPC-k) (182),
masrészt a kialakult P(5,7).p sejtekben nem tud 2° sejtsors specifikdlodni. Egy adherens
sejtkapcsolatra specifikus ajm-1::gfp (adherent junction molecule) riporter (183) segitségével
8. Tablazat. A CEH-20 hidanya csokkenti a 2° vulva sejtek indukcidjat.

Genotipus Egyedi VPC-k indukcioja (%)

P3.p P4.p P5.p P6.p P7.p P8.p N
Vad tipus 0 0 100 100 100 0 60
ceh-20(ay9) 0 0 20,7 95,2 9,5 0 63
ceh-20(RNSi) 4,5 9 36,3 72,7 27,3 13,6 44
lin-39(n1872") (25°C) 0 0 0 0 0 0 60
lin-39(n1872") (15°C) 0 0 68,4 89,4 42 0 57

ts: hdmérséklet érzékeny. ceh-20(RNSi) allatokban ektopikus vulva indukcio is torténhet.
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megallapitottuk, hogy a VPC-k egy része a hipodermisszel fuzionalt, egy masik részik
azonban intakt modon megmaradt a korai L3 larva stadiumig (59. abra). A 2° sejtek

hianyéaban tehat mindkét alternativa szerepet jatszhatott.

59. Abra. ceh-20(ay9)
mutansokban a VPC-k
ektopikusan fuzionalnak a
hipodermisszel. A VPC-k
: . : kontarjat egy ajm-1:gfp
AP 4 4 riporterrel tettiik lathatdva.
A vad tipusban a VPC-ket
[P(3-8).p] szamozassal és nyillal jeldltem. A ceh-20(ay9) mutans allatban csak 2 darab VPC [P(5,6).p]
nem fuzionalt a hipodermisszel.

mceh- 20(ay9)

e *

3¢ 4 5 6 74 . P6.p

A kovetkezdkben egy transzlacios fuziés CEH-20::GFP riporter rendszert allitottunk
eld, és megvizsgaltuk a CEH-20 expresszios mintazatat. A vulva indukcié elétt a CEH-20
mindegyik VPC-ben expresszalodott, mig az indukcidt kdvetden expresszidja a P(5,7).p
leszarmazottakra korlatozodott (60. abra). Ez a mintazat jellemzd a LIN-12 vulva-specifikus

expressziojara (177, 178).

-8124 ATG +1624 TAA 60. Abra. CEH-20 expresszioja a VPC-kben és
— ARl leszarmazottaikban. Feliil: A CEH-20::GFP konstrukcid

szerkezete. Sziirke hasabok: exonok, 6sszekoté vonalak:
introni szekvenciak, GFP: zold fluoreszcens fehérje, ATG:
transzlacids iniciacios pont, TAA: STOP kodon, UTR:
nem transzlalédo régid. Kozépen: CEH-20 expresszid a
vulva indukcié idején (korai L3 larva stadium). Nyilak a
VPC-kre mutatnak. A VPC-k k6zotti GFP-pozitiv sejtek a
ventralis idegdic neuronjai. Alul: CEH-20 expresszid a
vulva indukcié utan. Csak a P(5,7).p leszarmazottak GFP-
pozitivak.

Eddigi eredményeink felvetették annak lehetdségét, hogy a ceh-20 — és természetesen
a lin-39 Hox gén — befolyéasolja a LIN-12/Notch jelatvitel 2° vulva sejtsorsot meghatarozo
aktivitasat. A LIN-12 egy masik jol ismert funkcidja a gonadalis anchor sejt (AC) szamanak
meghatarozasa (/84). Ezért megvizsgaltuk azt, hogy a ceh-20 befolyasolja-e az AC szamat.
lin-12(-) mutans hattérhez hasonldéan a ceh-20(ay9) allatokban nem egy, hanem két AC
fejlédott (61. abra).
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61. Abra. A CEH-20
funkci6 sziikséges a LIN-
12 altal szabalyozott AC
meghatirozashoz.  A-B,
AC-specifikus LIN-3::GFP
expresszio vad tipusi és
ceh-20(ay9) mutans L4
larvakban. C-D, AC-
specifikus CDH-3::GFP
expresszid vad tipusi és
ceh-20(ay9) mutans L4
larvakban. Nyilak az AC-re
mutatnak. A képek a Nomarski optikaval késziilt és a megfeleld fluoreszcens felvételek egyesitésével
késziiltek.

Megnéztiik a csokkent CEH-20 aktivitas hatasat /in-12 gf mutans allatokban is. A /in-
12(n137gf) mutaci6 mindegyik VPC-ben 2° sejtsorsot alakit ki és onallo vulva fejlodést
indukal: a mutans allatok Muv fenotipustak (83). A ceh-20 és lin-39 gének funkcidjanak
csOkkenése jelentdsen gatolta a vulva indukciot lin-12(nl37gf) mutans hermafroditakban (9.

tablazat). A LIN-12 aktivitasa a P(5,7).p sejtekben tehat CEH-20- és LIN-39-fiiggd.

9. Tablazat. A ceh-20 és lin-39 gének inaktivalasa gatolja a vulva indukciot lin-
12(n137gf) mutans allatokban.

Genotipus % Muv A vulva indukci6 atlagos szama N
Vad tipus 0 1 20
lin-12(n137) 100 5,1 60
lin-12(n137) ceh-20(ay9) 14,7 1,53 68
lin-12(n137) lin-39(RNSi) 33,3 2,73 60

Az ni137 allél egy lin-12 funkcionyeréses (gf) mutaciot reprezental.

E funkcionalis adatok utan — amelyek valoszintisitették a LIN-39 transzkripcios faktor
lin-12 expresszidjara kifejtett hatdsat — konzervalt LIN-39 kotOhelyet kerestiink a lin-12
promoterében bioinformatikai eszkozokkel. Meglepetésiinkre nemcsak a /in-12, hanem a
ligandumot kodold lag-2 gén szabalyozo régidja is tartalmazott potencidlis LIN-39
kotohelyet. Ezért el6szor megnéztiik a lin-12 és lag-2 gének expresszidjat vad tipusu vs. ceh-
20(ay9) mutans genetikai hattérben. Mindkét gén transzkripcidja jelentdsen redukalodott ceh-
20(ay9) mutans allatokban (62-63. abrak).

Az expresszids vizsgdlatok utdn kromatin immunoprecipitaciés (ChIP) analizissel
igazoltuk, hogy a LIN-39/CEH-20 komplexnek legalabb az egyik tagja, a LIN-39 képes
kotédni a lin-12 és lag-2 szabalyozo6 régiokhoz in vivo (64-65. abrak). Mindent Osszevetve

ezek az eredmények azt bizonyitjdk, hogy a LIN-12/Notch-kozvetitett lateralis jelatvitel — és
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ezaltal a 2° sejtsorsok specifikacidja — kozvetleniil a LIN-39/CEH-20 HOX/EXD komplex
transzkripcids kontrollja alatt all. A lin-39 VPC-specifikus expressziojat a Ras (induktiv)

jelatvitel szabalyozza. Ezért a LIN-12/Notch-kozvetitett lateralis jel végsdé soron az induktiv

jel altal — a /in-39-en keresztiil — aktivalodik.

LIN-12::GFP expresszio6 (% GFP
pozitiv sejtek)
I3
S

P3p P4p P5p P6p P7p P8p

62. Abra. A lin-12 VPC-specifikus expressziéjat a CEH-20 és LIN-39 fehérjék szabilyozzak. A,
Egy lin-12::lacZ riporter rendszer expresszidja egy vad tipust genetikai hatterti L3 larvaban. A VPC-
ket fehér nyilhegyek jelolik. B, lin-12::lacZ expresszio egy ceh20(RNSi) L3 larvaban. Az expresszio
teljesen eltiint. C, Egy LIN-12::GFP riporter VPC-specifikus expresszioja vad tipust (fehér oszlopok),
ceh-20(ay9) mutans (fekete oszlopok) és lin-39(RNSi) (sziirke oszlopok) allatokban. 100-100 allatot
vizsgaltunk mintanként. Az expressziot a korai L3 larva stadiumban (vulva indukcio ideje alatt)
hataroztuk meg. A VPC-ket az X tengelyen tiintettem fel [P(3-8).p].

Vad tipus | B VELRULEN 63 Abra. A lag2 VPC-
specifikus expresszigjat a
CEH-20 é a LIN-39
befolyasolja. A-B, LAG-
2::GFP expresszio vad tipusu
hattérben a wvulva indukcio
elott (A, minden VPC GFP-
pozitiv) és utan (B, csak a
P6.p GFP-pozitiv). Nyilak a
GFP-pozitiv  VPC-ket jelolik.
Fluoreszcens képek. C-D,
LAG-2::GFP  expresszid a
vulva indukci6 alatt vad tipusa
(C) és ceh-20(ay9) mutans (D)
hattérben.  Fluoreszcens és
megfeleld Nomarski (DIC)

N
o
o

©
o
I

i

o

é

°

2% 607 képek egyesitése. A VPC-ket

gz 2 nyilak jeldlik, P6.p kiemelve.

ey 4 E, LAG-2:GFP  VPC-

<Y .

2" 20 specifikus expresszidja vad

6 10 tipus (fehér oszlopok), ceh-

3 0 Pp3p  Pap  P5p  Peo  PTo P8 20(ay9) mutans (fekete
P P P P P P oszlopok) ¢és  [lin-39(RNSi)

(sziirke oszlopok) allatokban. 100-100 allatot vizsgaltunk mintanként. Az expressziot a korai L3 larva
stadiumban (vulva indukci6 ideje alatt) hataroztuk meg. A VPC-ket az X tengelyen tiintettem fel [P(3-

8).pl.
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64. Abra. A LIN-39 kotédik a lin-12 prométerhez in vivo. Feliil a lin-12 promoterben talalhatd

crcr

marker, LIN-39: LIN-39 antitest, AB: antitest, VT: vad tipus.

A
%W
>
Y YV o 1 '
-5503 2924 4706 lag-2
B M Inp LIN-39Nincs Pre LIN-39 Inp
320 el .
164
VT VT VT lin-39 [lin-39 lin-39
C

C. elegans (-5503)
GGGCCCACAATTGGCTTTGTATGATTGATTATATCTCGGTTCATT
C. briggsae (-5364)
AAAATATTGAAAACTTGTCAACTGATAAATTGTTTATCATAATATC

65. Abra. A LIN-39 kotédik a lag-2 prométerhez in vivo. A, Potencialis LIN-39 kotéhelyek a lag-2
prométerben. B, ChIP kisérlet LIN-39 antitesttel. Inp: input, AB, antitest, M: molekula marker, VT:
vad tipus, [in-39: [lin-39(ni1790) mutans. C, Az (A) panelen kékkel jelolt LIN-39 kd&tohely
konzervaltan talalhatd meg két kozel-rokon fajban, a C. elegans-ban és a C. briggsae-ben. Az
alahuzott nukleotidok a LIN-39 kotéhelyet jelolik.

Kovetkeztetések: ceh-20 hipomorf mutans ¢és /in-39 géncsendesitett allatokban 2° vulva
sejtek nem fejlédnek ki (90, 182). A 2° vulva sejtsors specifikacidjat a LIN-12/Notch lateralis
jel hatarozza meg. Ezen eredményekkel Osszhangban a LIN-39/CEH-20 HOX/EXD
transzkripcids komplex kozvetleniil szabalyozza a lin-12 és lag-2 gének expresszidjat a VPC-
kben (a /in-12 a Notch receptort, a lag-2 a Notch ligandumot kodolja) (90).

A lin-39 szabalyozo régiodja integralja a Ras és Wnt tvonalak induktiv jelét (20. abra)
(82, 88). Hatasukra a LIN-39 bazalis szintje megnovekszik az indukalt VPC-kben [P(5-7).p],
¢s aktivalja a lin-12 és lag-2 gének expresszidjat. Egy bonyolult visszacsatolasi 1épés utan

(184) a lag-2 a P6.p-ben, a lin-12 a P(5,7).p sejtekben expresszalodik. Igy a LIN-12/Notch
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utvonal végiil az induktiv (Ras) jel hatasara aktivalodik a P(5,7).p sejtekben (66. abra). E két
sejtben a LIN-12/Notch jelatvitel csokkenti a Ras utvonal vulva indukélé funkciojat (84).
Mindezen szabalyozési kdlcsonhatasok eredményeként a P(5,7).p sejtekben nem 1° sejtsors,
hanem 2° sejtsors alakul ki. Az indukalédott VPC-k sejtsors mintdzata végiil 2°-1°-2° lesz.
LIN-12/Notch hatas nélkill (/in-12 1f mutansokban) mindegyik indukéalédott VPC-ben 1°

sejtsors differencialodik (1°-1°-1°).

| \/ o ﬂlle mRNS ﬂlagZ mRNS

|—> |—>

lin-12 / lag-2

e

|

' @
@

|

f

ﬁlin-39 MRNS

lin-39 kédolé régié

e
Wnt
synMuv \4\ LIN-39

I|n-39

66. Abra. Jelatviteli kapcsolatok VI. A LIN-39 HOX fehérje kozvetleniil szabalyozza a LIN-12
Notch receptort és LAG-2 Notch ligandumot kédolo gének expresszidjat a vulva indukcié soran.
A piros gombdk Ras utvonal komponenseket, a kék gombok Notch tutvonal komponenseket, a zold
gdmbok Wnt utvonal komponenseket, a sziirke gomb a synMuv utvonalakat (A, B és C) jelolnek. A
lin-39 Hox gén integralja a Ras, Wnt és synMuv utvonalak jeleit a VPC-kben. E jelatvitelek koordinalt
hatasara LIN-39 fehérje akkumulalodik a VPC-kben. A CEH-20 nincs feltiintetve. A P(5,7).p-ben a
LIN-39 transzkripcionalisan aktivalja a Notch jelatvitelt, amely csokkenti a Ras induktiv jel hatasat e
sejtekben. Eredményeként a P(5,7).p sejtekben 2° sejtsors alakul ki. A jobb alsé sarokban a modellt
egyszerisitve abrazoltam (bekeretezve). Wnt: Wingless, synMuv: szintetikus Multivulva. ATG:
transzlacids iniciacidés hely. Az Ujonnan feltart jelatviteli kapcsolatot piros nyil jeloli. Nyilak
aktivalast, talpas nyilak gatlasi viszonyokat jeldlnek.
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5.3.2. A LIN-39/HOX szex-specifikus szabalyozasa

Hattér: A C. elegans vulva egy ivar-specifikus szerv: csak a hermafrodita 4llatokban fejlodik
ki. E jelenség mogott meghuzddd szabalyozasi mechanizmus nem ismert. C. elegans-ban a
hermafrodita (a szomatikus sejtek két ivari kromoszémat tartalmaznak; XX) és him (a
szomatikus sejtek egy ivari kromoszomat tartalmaznak; XO)" egyedek kozotti szexuélis
kiilonbségek kialakitasat a szex-determinacios kaszkad teremti meg (67. abra). Ez az utvonal
koti 6ssze a kariotipust az ivari fenotipussal azaltal, hogy szabalyozza a szexudlisan dimorf
szovetek fejlddését. Az tutvonal két szegmensre oszthatd: upstream része parhuzamosan
szabalyozza a déziskompenzaciot'® és a szex-determindciot, biztositva ezzel a két folyamat
Osszehangolasat. A HER-1 (hermaphroditization of XO animals) fehérjével kezd6do tun.
downstream szegmens mdr kizarolag a szex-determindcioért felelds. A szex-determinécios
utvonal alapvetden egy gatlasi 1épésekbdl felépiild kaszkad, aminek hatdsa a terminalis TRA-

1A (transformer) transzkripcios faktor aktivitasan 6sszegzodik (/85-188).
Szex-determinacié

TRA-3  SEL-10
SEX-1 1

SEX-2 v FEM-1 He]f".‘ﬂf;‘,’d"a
X - ejlodes
EO)“ N SDC-1 HER-1=dTRA-2 =4 FEM-2 —|TRA-1% !
EH-39 SDO-2 FEM-3 ]
XOL-1 =4 Him
- < SDC-3 CUL-2 feilédés
A SEA-1
SEQQ MIX-1, DPY-21, DPY-26,
SEA-3 DPY-27, DPY-28, CAPG-1, DPY-30
Doéziskompenzacié
XX:AA=1.0 = SDCs = TRA-2 = TRA-1A= (Hermafrodita)
XO:AA = 0.5 XOL-1 =4 HER-1 =—j FEMS wf Him

67. Abra. A C. elegans szex-determiniciés kaszkad. Alapvetéen a kariotipus donti el az egyed
nemét. Hermafroditdkban két ivari kromoszéma (XX), himekben egy ivari kromoszoéma (XO)
talalhatd a szomatikus sejtekben. Az ivari kromoszoman (X) talalhato gének egy része (pl. sex-1/2,
fox-1) gatolja a szexualis differencidciot szabalyozd ,,mester” kapcsold gén, a xol-1 (XO lethal)
aktivitasat. Az autoszomakon (A) ezzel szemben xol-I-et aktivaldo gének (pl. sea-1,2,3) talalhatok.
Hermafroditakban a két X-rol érkez6 gatlo jel ,,er0sebb” az autoszomalis aktivald jeleknél, ezért a xol-
1 represszalodik. Himekben az egy X-r6l érkezd gatlo jel nem tudja feliilirni az autoszomak aktivalo
hatasat, igy a xol-1 transzkripcidosan aktiv lesz. A xol-1 tehat himekben aktiv, hermafroditdkban
inaktiv. A xol-1 aktivitasi allapota donti el a kaszkad komponenseinek aktivalt/gatolt viszonyat. A jel
végiil a TRA-1A terminalis transzkripcios faktorra keriil. A TRA-1A hermafroditakban aktiv (gatolja a
him-specifikus géneket), himekben inaktiv. Alul az utvonal komponenseinek gatlasi viszonya. A

3 © qetr , .y c e
3 Az, XO” jelolésben a ,,0” kromoszéma hianyt jeldl.

4 A déziskompenzacié az a mechanizmus, amely biztositja, hogy az ivari kromoszéméakon talalhato gének
azonos szinten expresszalodjanak a két nemben.
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nyilak aktivalast, a talpas nyilak gatlast jeldlnek. Fekete szin aktiv allapotot, sziirke szin inaktiv
allapotot jelol. Az XX::AA=1 arany hermafrodita, az XO::AA=0,5 arany him fejlddést hataroz meg.

A HER-1 egy kis szekretalt fehérje, ami a him fejlodést segiti el azaltal, hogy koti a sejtek
membranjadban elhelyezkedd TRA-2A fehérje extracellularis doménjét, igy gatolva annak
miikodését (68. abra). A folyamatban mas fehérjék is részt vesznek, mint példaul a TRA-3
kalcium-fiiggd protedz. A TRA-2A gatolja a citoplazmatikus FEM (feminization) fehérjéket.
A FEM fehérjék a CUL-2 (cullin) fehérjével egyiitt egy ubiquitin komplex létrehozasara
komplex miikodése gatolt, a TRA-1A fehérjébdl C-termindlison hasitott foszfoizoforma

keletkezik, ami a sejtmagba jutva transzkripcios faktorként mikodik.

XX HERMAFRODITA
her-1
tra-2
TRA-2
‘TRA-S
FEM-2
FEM-3 fem-1
‘ FEM-1 ’
fem-3
cul-2
|
* HASITAS tra-1
{ TRA-1A

|.| I = Him fejlédés

w v
Hermafrodita fejlédés

68. Abra. A C. elegans szex-determinaciés kaszkad miikodése. Az Gtvonal terminalis transzkripcios
faktora a TRA-1A fehérje, amelynek aktivitasa donti el, hogy hermafrodita (TRA-1A aktiv) vagy him
(TRA-1A inaktiv) fejlodés torténjen. A FEM-1, FEM-2 és FEM-3 fehérjék egy diverz fehérjecsaladot
alkotnak: a FEM-1 ankirin-domén ismétlédéseket tartalmaz, a FEM-2 egy szerin/treonin fehérje
foszfataz, a FEM-3 pedig szerkezete alapjan nem sorolhatd egyetlen ismert csoportba sem. A boxok
kozott a szex-determinacios génkaszkad lathato. A nyilak aktivalést, a talpas nyilak gatlast jeldlnek.

A TRA-1A transzkripcids faktor a human Glioma-kapcsolt fehérjék (GLI) ¢és a
Drosophila Cubitus interruptus (Ci) fehérje féreg ortologja (/189). A GLI és Ci fehérjék a
Hedgehog (Hh) jelatvitel effektor transzkripcids faktorai (/86). Mivel C. elegans-ban a

szomatikus szexudlis differenciaci6 a TRA-1A transzkripcios faktor kontrollja alatt all,
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felvetddott annak lehetdsége, hogy a vulva fejlodés egy vagy néhany kulcsgénjét a TRA-1A
kozvetleniil szabalyozza.

Eredmények: Néhany TRA-1A transzkripcios célgént az utdbbi években azonositottak (/90-
194). E gének ismert kotdhely szekvencidja alapjan egy konszenzus TRA-1A kotShelyet
hataroztunk meg (69. abra) (/96), majd ez alapjan a C. elegans genomban potencialis TRA-
1A kotoszekvencidkat kerestiink. A tovabbiakban kizardlag azokkal a kotohelyekkel
foglalkoztunk, amelyek gének szabalyozo régidiban helyezkedtek el. 42 ilyen C. elegans gént
talaltunk. A kovetkezd 1épésben a C. elegans genomban azonositott lehetséges TRA-1A
célgének szabalyozé régioit hasonlitottuk 0ssze egy kozel-rokon faj, a C. briggsae megfeleld
ortolc')g génjeinek genomi kérnyezetével. Amennyiben mindkét fajban hasonlé pozicic')ban van
szekvencia funkciondlis voltara utal. A C. briggsae célgének lehetséges kotohelyelt

figyelembe véve a potencialis célgének listaja 21 génre sziikiilt (F3. Tablazat).

69. Abra. A TRA-1A konszenzus
ngbl_; !=l Egﬁgiggii 12 kotoszekvencidja. A felsorolt
ceh-30 i Gll G GGG.GG.. 17 gének ismert TRA-1A célgének.

Genome  Enhancer és  Open
fog-1/1 ) .GGGlGGll 18 Genomics programokat hasznal-
fog-1/2 TGTGTGGTR 18 tuk. Az alsé sor a konzervacio
fog-1/3 .GlGlGGll 18  mértékét mutatja.

fog-31 TTTTEAT-BA TGGGTGGTE 18
fog-3/2 TTTTEGT -BG TGGGTGGTHE 18

Consensus TTATCTT-CG TGGGTGGTC

100%

COnservatZEE Hﬂ ﬂﬂﬁﬂﬂ H | H
oo 11,10 T8 10e6100TC

Listankon az egyik potenciélis célgén a lin-39 volt (195). Mivel a [in-39 a vulva

crer

tra-1(el488) hipomorf mutans és tra-1 (RNSz) allatok jellegzetes vulva defektust mutattak (70.
abra) (195). A tra-1(el488) mutansok ,,interszex” fenotipusuak, azaz egyszerre hordoznak
hermafrodita és him nemi jellegeket. Ezekben az allatokban a him parzoszerv mellet Pvl
fenotipusu (/in-12 If mutans-szer(i) vulva fejlédott. Hasonld vulva morfologiat mutattak a tra-
1(RNSi) allatok is. A TRA-1A funkcié csokkenése a 2° vulva sejtek hianyahoz vezetett, ami
tipikus /in-12, illetve lin-39/ceh-20 1f mutans vulva fenotipus (az el6zdekben lattuk, hogy a
LIN-39/CEH-20 komplex szabalyozza a lin-12 expressziojat).
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Vad tipus B tra-1(e1488)

N

Y47D3A.6

I —
<> <+—> <+—>
tra-lab tra-1 tra-la
/"

Y47D3A.6

tra-1(e1488)

70. Abra. TRA-1A deficiens allatok vulva morfolégiaja. A, Egy tra-1(el488) mutans interszex
allat. A nyil a kitiiremked6 vulva struktarat, a nyilhegy a him parzészervet mutatja. B, EGL-17::GFP
expresszié egy vad tipusi L4 larvaban. A riporter a 2° sejtekben expresszalodik (alul jeldlve). C,
EGL-17::GFP expresszio egy tra-1(el488) mutans L4 larvaban. A P5.p leszdrmazottakban nem
expresszalodik az EGL-17, tehat ezekben a sejtekben nem differencialodott 2° sejtsors. D, A
kisérletekben hasznalt tra-1 RNSi konstrukciok. A zold savok a tra-I ¢cDNS szekvencidkat, a kettos
nyilak az RNSi konstrukciok altal lefedett szekvenciakat jelolik. A tra-1 génrél két transzkriptum
keépzddik, a tra-1a és a tra-1b. A tra-1a RNSi konstrukcio a fra-1a cDNS szekvencidra specifikus.

Mivel a tra-1(-) mutans allatok vulva morfoldgidja nagyon hasonlitott a lin-12(-)
mutansokéhoz, megvizsgaltuk a tra-1 inaktivalas hatasat lin-12(nl137) gf mutans hattérben. A
lin-12(n137gf) mutansok Muv fenotipustiak (mind a hat VPC-ben 2° sejtsors alakul ki).
Atlagos vulvaszamuk szignifikinsan emelkedett tra-/ deficiens genetikai hattérben (71-72.

abrak).

6 71. abra. A tra-1 funkcié befolyasolja
lin-12(n1379f+) 3 vyulva indukciét lin-12(n137gf/+)
mutans allatokban. Az n/37 mutacio

szemidominans: a heterozigota allatok is

Muv fenotipusuak (a VPC-kben 2° vulva

sejtsors specifikalodik). Kontroll: /in-
2 A 12(mi37gf/+) mutansok atlagos
1 vulvaszama. A fem-3 inaktivalasa tra-1

hiperaktivacidhoz vezet (a fem-3 negativ
0 . .

regulatora a tra-I-nek, 67. abra). A
A D) S kontrollhoz képest mindenhol P<0,001;
@? parositatlan z-teszt.

atlagos vulva indukcié
w
L

84



Pn.p: 123456738910 M1

lin-12(n137gf) XX hermafrodita - -+ + 4+ 4+ + - - -
lin-12(n137gf) XO him - -+ - -+ o+ o+
lin-12(n137gf) tra-1(RNSi) XX him - - + + + + + + + + +

72. abra. A tra-1 inaktivalasa fokozza a vulva indukciét 1in-12(n137gf) mutans allatokban. A,
Egy tra-1(RNSi) allat Pvl vulva morfologidja. A nyil a kitliremked6 vulvat mutatja. B, Ektopikus
kitiiremkedés is megfigyelhetd (nyilak). C, A fra-1 csendesitése ektopikus vulva indukcidt okoz egy
lin-12(n137¢gf) mutans allatban. A piros nyilak azokat a vulvakat mutatjak, amelyek egyébként sosem
indukalodnak lin-12(n137gf) egyszeres mutans allatokban. A him farki struktirat nyilhegy mutatja (a
tra-1 inaktivalas interszex fenotipust eredményez). Alsd panel: A tra-1 csendesitése ,,szuper” Muv
fenotipust okoz lin-12(gf) mutans hattérben. /in-12(gf) mutans hermafroditdkban maximum hat, /in-
12(gf) mutans himekben maximum hét, mig /lin-12(gf); tra-1(RNSi) ,kettés mutans” allatokban
maximum kilenc vulva struktara fejlodhet.

A tra-1 deficiens allatok karakterisztikus (/in-12 If mutans-szerli) vulva fenotipusa
felvetette a tra-1 lehetséges funkcidjat a VPC-kben. Egy funkcionalis GFP::TRA-1 transzgén

(197) expresszids mintazatdt megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a tra-1 aktiv mindegyik

VPC-ben, bizonyos VPC leszarmazottakban, illetve a hipodermiszben is, amelybdl a synMuv

utvonalak erednek (73. abra) (198).

73.  Abra.  TRA-1A
akkumulacié a VPC-kben.
A, Egy L3 stadiumi larva.
Feliil: Nomarski kép, a
VPC-ket nyilhegyek
mutatjak. Als6 kép: a felsd
GFP::TRA-1 képnek megfeleld fluoresz-
cens kép, a VPC-ket
nyilhegyek jelolik. B, Egy
fiatal feln6tt allat fluoresz-
cens képe. A nyilak vulva
sejteket, a  nyilhegyek
hipodermalis sejteket mutat-
nak. C, GFP::TRA-1 pozitiv
P3p P4p P5p Pep P7p P8p  VPC-k %-0s meghatirozasa

Q

o]
o
I

iy
o

% GFP::TRA-1 pozitiv sejtek
)
o

N
o o
I I
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az L3 larva staddiumban.

Bioinformatikai vizsgalatok alapjan a TRA-1A potencialis transzkripcios faktora a /in-
39-nek. Gélretardacios (EMSA, electromobility shift assay) kisérlettel igazoltuk, hogy a TRA-
1A képes a lin-39 promoterhez kétddni in vitro (74. abra). Teljes hosszasagh tra-1 cDNS-r6l
szintetizalt TRA-1A fehérje megkdtotte a vad tipusu promoter elemet, de nem tudott ktni a

kotéhelyben mutaciot tartalmazo promoéter elemhez. A TRA-1A tehat szekvencia-specifikus

crer

C
A ATG 12345678

AN 1kb

\\ TN~ TRA-1A
konszenzus TRA-1A kothely N JTTCNNNNTGGGTGGTC RN N
C. elegans lin-39 promoter -1003bp TCAAG - TGGGTGGTCATGGTTTA
C. briggsae lin-39 promoéter -1011bp  TC --- TGGGTGGTCATGGATTA o
lizatum
Muténs lin-39 oligonukleotid: TCAAG - TGGGTACCGATGGTTTA

r

Szabad proba
P ’ 12 3 4 678

74. Abra. A TRA-1A szekvencia-specifikusan kotédik a 1in-39 prométerhez in vitro. A, lin-39
genomi kornyezet. A kék hasabok exonokat, az 0sszekotd vonalak intronokat jelolnek. ATG:
transzlacids iniciacidés pont. Pirossal jeloltem a promdterben 1évo potencidlis TRA-1A kdotohely

crer

Gél-retardacios vizsgalat eredménye. Sorok jelentése: 1: szabad egl-1 oligo, 2: egl-1 oligo + lizatum,
3: egl-1 oligo + TRA-1A + Zn®", 4: lin-39 oligo + lizatum, 5: lin-39 oligo + TRA-1A + Zn®>", 6:
muténs /in-39 oligo + lizatum, 7: muténs /in-39 oligo + TRA-1A + Zn*", 8: szabad /in-39 oligo. Oligo:
oligonukleotid. egl-1: egy ismert TRA-1A célgén (kontroll). A TRA-1A funkcidja Zn** iont igényel.

A fehérje-DNS kotési vizsgalat utan in vivo is ellendriztik, hogy a TRA-1A
befolydsolja-e a /in-39 expresszidjat a VPC-kben. Ehhez egy funkcionalis LIN-39::GFP
riporter rendszer VPC-specifikus expressziojat vizsgaltuk meg vad tipust vs. tra-1(-) mutans
genetikai hattérben. fra-1(-) mutdnsokban a LIN-39 detektalhatban nagyobb mennyiségben

halmozoédott ezekben a sejtekben (75. abra). Ez azt jelenti, hogy a /in-39 expresszidjat a
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TRA-1A, és azon keresztiil a szex-determinacids génkaszkad negativan szabalyozza a vulva

fejlodés soran.

o
-
o
o

tra-1(RNSI)

Fokozott LIN-39 szint egyedi
Pn.p sejtekben (%)

P3.p P4p P5p P6.p P7p P8.p

75. Abra. A LIN-39 VPC-kben torténé akkumuliciéjat a TRA-1A befolyasolja. A, LIN-39
expresszio egy XO kariotipust (him) vad tipust L3 stadiumu larvaban. A P(3-8).p sejteket nyilakkal
jeloltem. Feliil: Nomarski kép, alul: megfeleld fluoreszcens kép. A P(3-8).p sejtekben bazalis LIN-39
szint detektalhato. B, LIN-39 expresszio egy XX kariotipusu (hermafrodita) tra-1(el099) mutans L3
stadiumu larvaban. Feliil: Nomarski kép, alul: fluoreszcens kép. A P(3-8).p sejtekben a LIN-39 szintje
megndvekedett a vad tipusban mért szinthez képest. Az el099 allél egy teljes funkcidovesztéses
mutaciot reprezental, az XX kariotipustl allat szomajat him tipustiva transzformalja. C, A LIN-39
fehérje relativ mennyisége az egyedi VPC-kben (vad tipus vs. mutans 6sszehasonlitasban).

Kovetkeztetések: C. elegans-ban a vulvaszdvet a hermafrodita allatokban fejlédik ki. A
szomatikus sejtek ivari dimorfizmusit a szex-determindcids utvonal szabalyozza. E
megallapitdsokkal konzisztensen a szex-determinacios kaszkad TRA-1A terminalis faktora
befolyasolja a vulvaszovet mintdzatképzOdését: fra-1 aktivitas hianyaban nem fejlédnek ki 2°
tipusu vulvasejtek (/95). A 2° vulva sejtsors meghatirozasdt a LIN-12/Notch lateralis
jelatvitel, annak transzkripcids aktivitasat pedig a LIN-39/CEH-20 HOX/EXD komplex
kontrollalja. A vulva indukcié sordn a TRA-1A csokkenti a LIN-12 jelatvitel mikodését. A
TRA-1A tovabba kotddik a lin-39 promoterhez in vitro, és befolyéasolja a LIN-39 mennyiségét
a P(3-8).p sejtekben. A TRA-1A altal kozvetitett jelatviteli rendszer (a szex-determinacios
kaszkad) tehat egy Gjonnan feltart vulva sejtsorsot szabalyozé titvonal (76. abra).

A vulva fejlédés soran a /in-39 szabalyozé régioja fogadja €s integralja a Ras, Wnt,
SynMuv és szex-determinacids Utvonalak jeleit, majd ennek hatdsara adott mennyiségi LIN-
39 fehérje képzddik a VPC-kben: az indukalodé VPC-kben magas, a nem indukalédé VPC-
kben alacsony lesz a LIN-39 mennyisége. A P(5,7).p-ben a LIN-39 aktivalja a LIN-12/Notch
jelatvitelt, amely aztan csokkenti a Ras utvonal indukalo hatisat ezekben a sejtekben.

Végeredményként a P6.p-ben magas, a P(5,7).p-ben kdzepes, a P(3,4,8).p-ben alacsony lesz a
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LIN-39 szintje. Ezek a LIN-39 szintek figyelemre méltd korrelaciot mutatnak a VPC-kben
kialakul6 sejtsorsokkal.

A szex-determinacids rendszer Notch jelatvitelre kifejtett szabalyozd hatdsat nemrég
Drosophilaban is felismerték (/99). Ez a szabdlyozéasi halozat feltehetéen konzervaltan

mikodik még a filogenetikailag tavoli taxonokban is.

f

ﬁlin-39 mRNS

T -l' lin-39 kédolé régié
L : Wit Ras\/ Notch
n
T synMuv \\ |_|£-39
TRAA—_

— —> 4

lin-39

76. Abra. Jelatviteli kapcsolatok VII. A szex-determinaciés kaszkad egy tjonnan meghatarozott
vulva fejlodést szabalyozé utvonal. A TRA-1A — és ezen keresztill a szex-determinacios kaszkad —
szabalyozza a [in-39 Hox gén expresszidjat a vulva indukcidé soran. A piros gdmbok Ras utvonal
komponenseket, a kék gombok Notch ttvonal komponenseket, a z6ld gombok Wnt utvonal
komponenseket, a sziirke gomb a synMuv utvonalakat (A, B és C), a barna gombdk szex-
determinacios utvonal komponenseket jeldlnek. A /in-39 Hox gén integralja a Ras, Wnt, synMuv és
szex-determinacios kaszkadok jeleit a VPC-kben. E jelatvitelek koordinalt hatasara LIN-39 fehérje
akkumulalodik a VPC-kben. A P(5,7).p-ben a LIN-39 transzkripciondlisan aktivalja a Notch
jelatvitelt, amely csokkenti a Ras induktiv jel hatasat e sejtekben. A jobb alsé sarokban a modellt
egyszeriisitve abrazoltam (bekeretezve). Wnt: Wingless, synMuv: szintetikus Multivulva. ATG:
transzlacids iniciacios hely. Az Gjonnan feltart jelatviteli kapcsolatot piros szin, a korabban bemutatott
Uj utvonal kapcsolatokat lila szin jeloli. Nyilak aktivalast, talpas nyilak gatlasi viszonyokat jeldlnek.
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5.3.3. Addendum I1: A C. elegans HOX fehérjék redundans miikodése

Hattér: A LIN-39 HOX fehérje (és CEH-20 kofaktora) kdzponti szerepet jatszik a vulva
fejlodést iranyito jelatviteli hatdsok koordinalasaban (76. abra). A LIN-39 jelenléte azonban
sziikséges, de nem elégséges feltétele a vulva fejlédésnek: a [in-39 VPC-specifikus
hiperaktivalasa nem eredményez ektopikus vulva indukcidt, azaz Muv fenotipust (88, §9). Ez
a megfontolas felvetette egy masik — feltehetéen Hox — gén redundéns szerepét a vulva
fejlodés koordinalasaban. E rovid fejezetben erre a kérdésre vonatkozd, de még teljes értékii
publikéciora nem kertiilt adatainkat foglalom 6ssze.

Eredmények: A ceh-13 gén a Drosophila labial és emlés HoxB1 anterior Hox gének C.
elegans ortologja (77. abra) (200). Az anterior Hox gének az egyedfejlodés soran az elsként
expresszalodo és anterior testtdjon kifejez6dd komponensei a Hox klasztereknek (201). Ezzel
az altalanos megfigyeléssel szemben — amit kolinearitasi elvnek is neveznek — azt talaltuk,
hogy a ceh-13 minden testtdjon expresszalddik az embriondlis és posztembrionalis fejlédés
soran (78. z'lbra).

77. Abra. A C. elegans és Drosophila Hox

klaszterek komponensei. Piros szin: anterior

/7' \\ paralogok, sarga és zold szin: kozépsd paralogok,

kék szin: poszterior paralogok. Az azonos szinek

_ﬁ_/ HEHE— ~EHE—— ortologokat jelolnek. A kék kettds nyil a ceh-13 ¢s
n-39 iz MP3s php-3 4 lin-39 kozott bekovetkezett inverzidt mutatja. A

nyilak a Hox paralogok expresszios és funkcionalis
doménjét mutatjak.

Dfd Scr Antp be abd- abd-

Nl

E szokatlan expressziés mintazattal Osszhangban a ceh-13(-) mutdnsokban vulva
fejlodési defektusokat (Pvl, Muv fenotipust) detektaltunk (79. abra), valamint a ceh-13
mutacids inaktivalasa csokkentette a vulva indukciot synMuv AB kettés mutans allatokban
(10. tablazat). Ezek a vulva fenotipusok a /in-39 hipomorf mutansokra jellemzéek (87, 90). A
ceh-13 inaktivaldsa tovabba két olyan sejtsors meghatirozasi paradigmat is befolyésolt,
amelyek szintén LIN-39 szabdlyozds alatt allnak. Egyrészt a Q neuroblaszt utddsejtek
vandorldsa, masrészt a Pn.p blaszt sejtek hipodermisszel torténd fizidja volt abnormalis ceh-

13(-) mutans allatokban (80 abra).
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lin-39::gfp

78. Abra. A ceh-13 anterior Hox gén a test minden nagyobb doménjében kifejezédik. C. elegans
Hox gének expresszidos mintazata ,,two-fold” allapoth embriokban. A ceh-13 expressziés doménje
atfed a /in-39 doménjével. A: anterior, P: poszterior.

T

ceh-13(swi) = — . 79. Abra. ceh-13(swl)  mutinsok
/ abnormalis vulva morfologiaja. Felnott
i ; mutans allatokat vizsgaltunk. A nyilak

— kitiiremked (Pvl) vulva struktardt mutatnak,
a nyilhegy egy ektopikusan indukalt vulvat
jeldl.

10. Tablazat. A ceh-13(-) mutaciok csokkentik a vulva indukciot synMuv AB Kkettos
mutans hattérben.

Genotipus Atlagos vulvaszim N

Vad tipus 1.0 1050
ceh-13(swl) 1,2 955
lin-8(n111); lin-15B(n765") 3,89 327
lin-53(n833); lin-154(n765%) 3,67 165
ceh-13(swl); lin-8(nlll); lin-15B(n765") 2,29 344
ceh-13(0k737); lin-8(nlll); lin-15B(n765") 3,04 70

ceh-13(swl); lin-53(n833); lin-154A(n765") 2,81 162

ts: termoszenzitiv allél. A lin-8 és lin-154 synMuv A gének, a lin-15B és lin-53 synMuv B
gének.

lin-39(-) mutans hermafroditakban a Q neuroblaszt sejt leszdrmazottai nem tudnak
anterior irdnyba vandorolni, illetve a P(3-8).p sejtek (aktudlisan a VPC-k) ektopikusan
fuziondlnak a hipodermisszel (/82). ceh-13(-) mutans hermafroditdkban a Q sejt
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leszarmazottak szintén nem vandorolnak anterior irdnyba. A Lin-39 sejtfuzids fenotipussal

AL AL AA

erers

80. Abra. A ceh-13 befolyasolja a Q neuroblasztok vandorlasat és a Pn.p blaszt sejtek fuziéjat.
Mindkét folyamat /in-39 altal szabalyozott. A bal oldali paneleken mec-7::gfp expresszio lathatoé vad
tipusu €s ceh-13(swl) mutans hattérben. Az AVM vad tipusban a fej felé vandorol, ceh-13(swli)
mutansban a test kozepén marad. A nyilak két Q leszdrmazottat mutatnak: AVM és PVM. A jobb
oldali paneleken a Pn.p sejtek fizioja lathatdo ajm-1::gfp riporter segitségével. Vad tipusu hattérben
(feliil) a hat centralis Pn.p sejt [P(3-8).p] nem fuzionalt a hipodermisszel, a tobbi Pn.p sejt fuzionalt.
ceh-13(swl) mutans L2 larvaban (alul) a P(3-8).p sejteken tul mas Pn.p sejtek sem fuzionaltak a
hipodermisszel. A nem fuzionalt Pn.p sejteket nyilak jelolik.

Kovetkeztetések: A ceh-13 egy killonleges Hox gén. Expresszids és funkcionalis doménje
nem illeszthetd a kolinearitasi elvbe. Az anterior testtdjon tl a test kozépsé doménjében is
szamos sejtfunkciot kontrolldl. Részt vesz a vulva mintdzatképzddés, az anterior irdnyt
sejtvandorlds (Q neuroblaszt) és a sejtfizid (Pn.p sejtek) szabalyozdsdban. Ezeket a
folyamatokat a [in-39 Hox paralog is befolyasolja. Feltételezhetd tehat, hogy a vulva
sejtsorsok kialakitdsaban és a vulva indukcid szabalyozasaban a CEH-13 és LIN-39 HOX
fehérjék redundansan vesznek részt (a lin-12 szabalyozd régidja szintén tartalmaz konzervalt
CEH-13 kotShelyet) (81. Abra).

81. Abra. Jelatviteli kapcsolatok VIII. A CEH-

Ras Notch 13 és LIN-39 HOX fehérjék feltehetéen egyiitt

Wit \/ ? A szabalyozzak a C. elegans vulva fejlédést. Piros
synMuyv, 20 de CEH. szaggatott nyil: Ujonnan feltart, de még nem
s\ LIN-39 és CEH-13 ) blikalt (elbiralas alatt 16v6) jelatviteli kapesolat.
TRA-IA—_ — 4 Lila szin: korabbi fejezetekben bemutatott 1j
lin-39 és ceh-13 jelatviteli kapcsolatok. A nyilak aktivalast, a

talpas nyilak gatlast jeldlnek.

5.4. tra-1 funkciok feltarasa
5.4.1. A tra-1 egy synMuv B gén
Hattér: Az 5.3.2. fejezetben lattuk, hogy a TRA-1A negativan szabalyozza a [in-39

expressziojat a vulva fejlodés sordn (/95). Hasonld hatasuk van a synMuv utvonalaknak is
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(76. abra). A harom synMuv utvonal (A, B és C) egymast kiegészitve (redundansan)
mukodik a vulva fejlédés represszalasaban: egyszeres synMuv utvonal mutansokban vad
tipust vulva fejlédik, mig barmelyik két synMuv Utvonal egyidejli inaktivalasa ektopikus
vulva indukciét, azaz Muv fenotipust eredményez (80, 81, 86). A synMuv gének valtozatos
funkcioji fehérjéket kodolnak (86). A synMuv B gének azonban kitlintetetten kromatin
szabalyoz6 faktorokat hataroznak meg. Ezek kozé tartoznak példaul a NuRD nukleoszoma
atalakitd és hiszton deacetilaz komplex tagjai, mint amilyen a Retinoblasztoéma (Rb) fehérje
is. Erdekes médon a TRA-1A-val fizikai interakciot mutaté TRA-4 fehérjét synMuv B
komponensként azonositottak (202). Felvet6dott tehat a tra-1 potencialis kapcsolata a synMuv
rendszerekkel.

Eredmények: Megvizsgaltuk a tra-1 RNSi-kozvetitett csendesitésének és hiperaktivalasanak
hatasat synMuv AB kettés mutans allatokban. A csokkent tra-1 aktivitas fokozta, mig a
megnovekedett tra-1 aktivitas gatolta a vulva indukciot synMuv AB kettds mutansokban (11.

Tablazat).

11. Tablazat. A tra-1 aktivitasa befolyasolja a vulva indukciét synMuv AB kettés mutans
allatokban.

Genotipus Atlagos N P
vulvaszam

Vad tipus 1,0 210 -
tra-1(RNSi) 0,4* 378 -
fem-3(e2006) 1,0 200 -
fem-3(RNSi) 1,0 670 -
lin-15(n767); dpl-1(n2994) [synMuv AB] 4,2 100 -
fem-3(e20006); lin-15(n767); dpl-1(n2994) 3,6 100 <0,0001
lin-38(n751); lin-36(n766) [synMuv AB] 3,3 100 -
tra-1(RNSi); lin-38(n751), lin-36(n766) 3,9 170 <0,0001
fem-3(RNSi), lin-38(n751); lin-36(n766) 3,0 100 < 0,001
lin-8(nlll); lin-35(n745) [synMuv AB] 3.3 100 -
tra-1(RNSi); lin-8(nlll); lin-35(n745) 4,0 48 0,004
fem-3(RNSi), lin-8(nlll); lin-35(mn745) 2,7 35 <0,0001
lin-38(m751); dpl-1(n3643) [synMuv AB] 3,3 105 -
tra-1(RNSi); lin-38(n751); dpl-1(n3643) 3,7 36 0,025
fem-3(RNSi), lin-38(n751); dpl-1(n3643) 2,9 100 < 0,001
lin-8(nlll); lin-36(n766) [synMuv AB] 3,5 100 -
tra-1(RNSi); lin-8(nlll); lin-36(n766) 4,5 100 <0,0001
fem-3(RNSi), lin-8(mill); lin-36(n766) 2,8 100 <0,0001

A tra-1(RNSi) allatokban megfigyelhetd redukalt vulva indukcié annak eredménye, hogy az
allatok ventralis része (ahol a vulva szovet normalisan képzddik) maszkulinizalodik. A fem-
3(e2006) mutacid tra-1 hiperaktivitast eredményez (a fem-3 gatolja a tra-1 mikodését; 67.
abra). synMuv B gének: dpl-1, lin-36 és lin-35; synMuv A gének: lin-8, lin-15 és lin-38.
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A tra-1(el099) funkciovesztéses mutacionak, amely az XX dallatokat himekké
transzformalja, hasonlé vulva indukciét serkentd hatasa volt synMuv AB kettds mutans
allatokban (12. tablazat). Ez azért is figyelemre mélto, mert a fra-1 inaktivalasa him tipustiva
transzformalja (maszkulinizalja) az allat ventralis részét, és a VPC-k ezaltal nem vagy alig
alakulnak ki. Ezek az eredmények azt sugalltak, hogy a tra-1 parallel vagy egy utvonalban hat

a synMuv génekkel a vulva sejtsorsok kialakitasaban.

12. Tablazat. A tra-1 funkcio hianya serkenti a vulva indukciot synMuv AB Kkettos
mutans XX pszeudo him egyedekben.

Genotipus Kariotipus  Szexualis Atlagos N P
fenotipus vulvaszam
Vad tipus XX hermafrodita 1 56 -
Vad tipus XO him 0 100 -
lin-8(mlll); lin-35(n745) XX hermafrodita 3,75 100 -
lin-8(nlll); lin-35(n745) XO him 0,65 144 -
tra-1(el1099); lin-8(mlll); XX him 1,21 100 <
lin-35(n745) 0.0001

A harmas mutansok 17,3%-aban nem fejlédik vulva (az e/099 mutacidé maszkulinizal6 hatdsa
miatt). A P értéket (parositatlan t-teszt) a kettés mutdns XO himek és a hdrmas mutdnsok
Osszehasonlitasaval szdmoltuk.

Végiil megvizsgaltuk a tra-1 inaktivalas hatasat synMuv A és B egyszeres
mutansokban. A tra-1 funkcio hidnya vagy csokkent aktivitdsa nem okozott Muv fenotipust
synMuv B mutdnsokban (13. tablazat, 82. abra), mig synMuv A mutans hattérben ektopikus
vulva indukciét (Muv fenotipust) eredményezett. A tra-1 tehat egy synMuv B gén.

13. Tablazat. A tra-1 inaktivalasa Muv fenotipust eredményez synMuv A mutans
hattérben.

Genotipus Szexualis fenotipus % Muv N P
Vad tipus hermafrodita 0 550 -
Vad tipus him 0 605 -
lin-38(n751) [synMuv A] hermafrodita 0 326 -
lin-8(nlll) [synMuv A] hermafrodita 0 850 -
tra-1(el1099) him 0 210 -
tra-1(RNSi)* interszex/him 0 230 -
tra-1ab(RNSi) hermafrodita 0 100 -
lin-38(n751); tra-1(e1099)° him 0,02 2190 <0,01
lin-8(nlll); tra-1(el099)° him 0,015 2950 <0,01
lin-38(n751); tra-1(RNSi) interszex 14,3 320 <0,0001
lin-38(m751); tra-1ab(RNSi) hermafrodita 3.8 644 <0,0001
lin-8(mlll); tra-1(RNSi) interszex 2,1 320 <0,001
lin-8(mlll); tra-1ab(RNSi) hermafrodita 1,5 395 <0,01
lin-35(n745) [synMuv B hermafrodita 0 150 -
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lin-35(n745); tra-1(RNSi) interszex 0 889 -
lin-36(n766) [synMuv B] hermafrodita 0 197 -
lin-36(n766); tra-1(RNSi) interszex 0 2322 -
*Kettdnél tobb vulva allatonként (Muv). A kettds mutans pszeudohimek, amelyekben vulva
indukcio tortént, altalaban egy vulva kitiiremkedést mutatnak. A kettds mutansok voltak
Osszehasonlitva a megfeleld synMuv A egyszeres mutansokkal (parositatlan t-teszt). A tra-1(-)
mutacid  altal okozott Muv fenotipus alacsony penetrancidja a szoma erds
maszkulinizacidjaval, azaz a tra-1 pleiotrép funkcidjaval magyarazhato.

82. Abra. A tra-1 inaktivalisa
Multivulva fenotipust okoz
synMuv A mutins hattérben. A
lin-38 egy synMuv A gén. A
nyilhegy a him gonadot mutatja (a
tra-1 blokkoldsa maszkulinizalja a
szoma egy részét), a nyilak a vulva
struktarakat mutatjak. lin-38(n751)

egyszeres mutans allatokban csak egy vulva fejlodik.

Kovetkeztetések: synMuv A, B és C egyszeres mutans allatok vulva morfologidja normalis.
synMuv AB, AC és BC kettds mutans allatokban azonban ektopikus vulva indukcid torténik
(Muv fenotipusuak) (86). A tra-1 inaktivaldsa serkenti, a fra-I hiperaktivalasa (fem-3 If
mutacion keresztiil) gatolja a vulva indukcidt synMuv kettés mutansokban (/95). A tra-1
funkci6 hianya synMuv A mutans hattérben Muv fenotipust eredményez. A tra-1 tehat egy

synMuv B osztalyu gén (83. abra).

83. Abra. Jelatviteli kapcsolatok IX. A TRA-

Wnt N°t°h 1A fehérje egy synMuv B itvonal

f A komponens. A piros szin Ujonnan feltart

LIN 39 és CEH 13 kapcsolatot ~ jelol.  Lila  szin:  korabbi
fejezetekben ~ bemutatott 1  jelatviteli

kapcsolatok. A nyilak aktivalast, a talpas nyilak

|In-39 és ceh-13 gatlast jelolnek. synMuv: szintetikus Multivulva.

A tra-1 synMuv B funkcidja a gén pleiotrop miikodése miatt csak moderalt
penetranciaval nyilvanul meg a mutdnsokban: a szoma maszkulinizdcidja miatt a vulva
indukcio mértéke mérsékelt. Mivel a synMuv B tvonal komponensek jelentds része kromatin
szabalyozé faktor, ezért feltételezhetd, hogy a TRA-1A funkcidja (a szomatikus sejtek
nemének meghatarozasa) kromatin-alapu szabalyozason keresztiil valésul meg. A TRA-1A
humén ortolégjai a GLI fehérjék, amelyek abnormalis mikodése szamos tumoros és

egyedfejlodési elvaltozasban kimutathat6. A TRA-1A kromatin szabalyozd jellegének
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kimutatasa kdzelebb vihet annak megértéséhez, hogy a GLI fehérjék kontrollalatlan mikodése

milyen mechanizmusokon keresztiil vezet rakos transzforméciohoz.

5.4.2. A TRA-1A sziikséges a sejtfuziohoz

szabalyozza (182). Mint lattuk, a /in-39 aktivitdsat bizonyos Pn.p sejtekben a TRA-1A
kozvetleniil gatolja. Ez alapjan logikus volt arra rakérdezni, hogy a tra-1 szerepet jatszik-e a
sejtfizid szabdlyozdsdban. Ez egy uj potencidlis funkcioja a GLI- csaladba tartozo
fehérjéknek.

Eredmények: tra-1(-) mutans allatokban bizonyos Pn.p sejtek nem tudtak fuzionalni a
hipodermisszel (84. abra) (/95). Kontrollként vad tipusti himeket vizsgaltunk meg (a tra-1
inaktivalasa himekké transzformalja az egyébként XX — tehat ,,n6i” — egyedeket), amelyekben
a P(3-6, 9-11).p sejtek nem vesznek részt a fizios folyamatban. Ezzel szemben tra-1(el099)

mutans allatokban a P(7,8).p sejtek sem fuziondltak a hipodermalis szinciciummal. Ez a

fenotipus jol megmagyarazza, hogy miért tudott kilenc vulva képzddni /lin-12ni137gf); tra-
I(RNSi) allatokban (,,extra” Muv fenotipus; 72. abra).

« ’ Tem ' ajm-liugfp - 84. Abra. A TRA-1A serkenti
S . — ‘ a sejtfaziot. Felil: egy vad
‘a3 .{ oy b - e .
—— e tipusu him larvaban 7 darab
4 ' Pnp [P(3-6, 9-11).p] sejt nem
tra-1(e1099) ajm-1::gfp Rpp— fuzionalt a  hipodermisszel
' ( L o ""qn " (nyilak jelzik). Alul: egy tra-
® o= = o = o - .‘1‘\1' , ,
" 1(el1099) mutans larvaban 9
(TR IR S +r4 darab Pn.p sejt [P(3-11).p] nem

vett részt a  sejtfuzios
folyamatban (nyilak jeldlik). A nem fuzionalt sejteket egy ajm-1::gfp riporterrel tettiik lathatova. A
sejtfizid hidnya 18% és 9% penetrancidval volt megfigyelhetd tra-1(el488) és tra-1(el099)
homozigota mutans allatokban.

Egy masik /in-39 altal szabalyozott sejtfiizids paradigma a hipodermalis seam sejtek
Osszeolvadasa. A feln6tt fonalféregben mindkét oldalon 16 seam sejt fejlodik ki, melyek a
differenciacio befejezése utan egy folytonos lateralis szinciciumma olvadnak Ossze. Ezek a
sejtek, illetve az altaluk képzett szincicium felelds az alae-knak nevezett hosszanti kutikula
kitliremkedések kialakitasaért (203). Vad tipusu allatokban az alae-k megszakitas nélkiil
futnak végig az allat két oldalan a seam sejtek folott (85. abra). Ezzel szemben tra-1(RNSi)
allatok, illetve tra-1(-) mutdnsok esetében gyakran (53%, n=95) eldgazd és megszakadt

lefutasu alae-k voltak megfigyelhetdk.
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tra-1(€1488) = L%

ajm-1::gfp

ajms=1:.gfp '

85. Abra. A tra-1 befolyssolja a seam sejtek fiziojat. A, ajm-1::gfp expresszio egy vad tipusu allat
hipodermiszében. A Nomarski képen (feliil) a nyilak az alae-kat jelolik. A megfeleld fluoreszcens
képen (alul) a nyilak a seam sejtek és a hipodermisz adherens kapcsolatat jelzi. A sejtfzio
kovetkeztében a kapcsolat egyenes lefutdsu. B, ajm-1::gfp expresszid egy tra-1(el488) mutans
allatban. A fluoreszcens képen jol lathatok az adherens kapcsolatok eldgazésai és megszakadasai, ami
elégtelen sejtfuziora utal. C, ajm-1::gfp expressziod egy tra-1(el099) mutans allatban.

Kovetkeztetések: A fra-1 gén inaktivalasa rendellenes sejtfuzidt eredményez a vulva és a
hipodermisz fejlédése soran (/95). Mindkét folyamat a LIN-39 negativ szabalyozasa alatt all
(203). A tra-1 sejtfuziot szabalyoz6 szerepe tehat feltehetéen a /in-39 gatlasan keresztiil
valosul meg (86. abra). Eredményeink egy 0j fra-I funkciot azonositottak: a sejtfizid
szabalyozasat. Mivel a TRA-1A a huméan GLI és Drosophila Ci fehérjék ortologja, a sejtfiizio
szabalyozasa egyben a Hh jelatvitel egy tjonnan feltart funkcioja.
86. Abra. A TRA-1A szabalyozza a
@D —| @ —{soitizio T e i i

aktivalja, a LIN-39 gitolja a sejtek

crcr

5.4.3. A TRA-1A doziskompenzacios szerepe

Hattér: A TRA-1A kotohelyek genom-szintli in silico meghatdrozasa soran azonositottunk

crer

bazisparnyira a transzlacids starthely eldtt (F3. Tablazat). Ez a potencialis kotdhely szinte

teljes egyezést mutatott a mab-3 gén esetében leirt TRA-1A kotohellyel (794).
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A Kkariotipus fliggvényében a xol-1 parallel szabalyozza — 0sszekapcsolja — a szex-
determinécios és a doziskompenzacios folyamatokat (87. abra). XX allatokban a xol-1
inaktiv, és ez lehetdvé teszi a doziskompenzaciot €és a néi (hermafrodita) szomatikus fejlédést.
XO éllatokban a xol-1 represszalja a doéziskompenzaciés masinériat, illetve a tra-I gént.
Ennek eredménye a him szomatikus fejlédés. A TRA-1A potencialis xol-1 szabalyozé szerepe
magyarazatot adhat arra, hogyan stabilizalodhat a déziskompenzécid (az ivari kromoszéman

lokalizalt gének termékeinek kiegyenlitése a két nem kozott) az XX kariotipust testi

sejtekben.
Szex-determinacio
XX:AA=1.0 Hermafrodita
» HER-1=-d TRA-2 = FEMs=- TRA—1‘
XOL-1 =4 SDCs Him
XO:AA=0.5 ‘

Doéziskompenzacio

87. Abra. A C. elegans szex-determinacios és déziskompenzaciés kaszkad. A nyilak aktivalast, a
talpas nyilak gatlast jeldlnek.

Eredmények: A teljes hossziisagh TRA-1A fehérje képes volt kotddni az intakt kotdhelyet
tartalmazo xol-1 prométer régiohoz in vitro (88. abra). A xol-1 promoéter elem TRA-1A
kotohelyének megvaltoztatasa négy konzervalt nukleotid cseréjével meggétolta a fehérje—
DNS interakciot. A kotés specifikussagat kompeticios analizissel is igazoltuk. Vad tipusu
jeldletlen oligonukleotid sikeresen leszoritotta a jelolt DNS-t, ezzel szemben a jeloletlen
mutans oligonukleotidok jelenléte nem kompetalt a jelolt oligonukleotidok kd&tddési
képességével. A TRA-1A fehérje tehdt szekvencia specifikusan kotdédik a xol-1 gén

Az in vitro kotési eredményeket in vivo expresszids kisérletekkel is ellendriztiik.
Ehhez egy xol-1::gfp riportert hasznaltunk (204). A xol-1 XX embriokban inaktiv, XO
embriokban a legtobb szomatikus sejtben expresszalodik (89. abra). A SEX-1 (signal element
on X) fehérjérél ismert, hogy a hermafroditdk XX sejtjeiben gatolja a xol-1 gén
transzkripcidjat (205). Ezzel konzisztensen sex-1(-) mutans allatokban a xol-1::gfp transzgén
ektopikusan expresszalddott. A tra-1 csendesitése XX embriokban szintén ektopikus xol-1
expressziot eredményezett. tra-1(el488) hipomorf és tra-1(el099) funkcidvesztéses mutans

XX embriokban a xol-1 ugyancsak aktiv volt.
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Vad tipusu mutans

kompetitor kompetitor 88. Abra. A TRA-1A szekvencia
0X SXqox 80X 0X 5X 10x 50X specifikusan  kotédik a  xol-1
6 7 8 9 10 11 12 13 prqmoterhez in VItrp. Ge,:lretardacws
LTRPW . W kisérlet. Az oszlopok jelentése: 1: xol-1

oligo (szabad proba), 2: xol-1 oligo +
lizatum, 3: mab-3 oligo + TRA-1A
(pozitiv kontroll), 4: xol-1 oligo + TRA-
1A, 5: mutans xol-1 oligo + TRA-1A, 6-

TRAIA 9: xol-1 oligo + TRA-1A + jel6letlen
xol-1 oligo, 10-13: xo0l-1 oligo + TRA-
1A + jeldletlen mutans xol-I oligo.

lizatum —p Oligo: oligonukleotid.

Szabad
préba

A gatld kolcsonhatas tovabbi igazoldsara egy p(mut)xol-1::gfp riporter transzgént
hoztunk létre, amely annyiban kiilonbozott az eredeti pxol-1::gfp konstrukciotol, hogy a TRA-
1A fehérje kotohelyének szekvencidjat megvaltoztattuk. Transzgénikus allatok létrehozasaval
igy vizsgalhatovéa valt a TRA-1A fehérje hidnyanak hatdsa a xol-1 kifejez6désre. A mutans
riportert hordozé XX embriok GFP-pozitivak voltak (89/G. abra), tehat a TRA-1A fehérje a
kotohely hianyaban tehat nem volt képes gatolni a xol-1 transzgén expressziojat in vivo.

A SEX-1 gatolja a xol-1 aktivitasat. A sex-I inaktivalasa XX hermafroditdkban ~30%
embriondlis életképtelenséget eredményez. Ez a fenotipus a sex-/ gatldé hatdsanak
megszliinésébdl szarmazo ektopikus xol-1 expresszidval magyarazhato. fra-1(-) mutans allatok
szintén jelentés embriondlis letalitast mutattak (14. tablazat). Megvizsgaltuk, hogyan
befolyasolja a tra-1 aktivitas valtozasa a sex-/ mutans embridk életképességét. tra-1(-); sex-
1(-) kettés mutidns allatokban az egyszeres mutdnsok embriondlis ¢életképtelensége
Osszeadodott. Ez arra utal, hogy a tra-1 €s sex-1 gének azonos szinten hatva, de parallel
szabalyozzak (gatoljak) a xol-1 aktivitdsat. A tra-1 hiperaktivalodéasa viszont csokkentette a
sex-1(-) mutans embridk ¢életképtelenségét. A tra-I(gf) mutans XX embriok letalitdsa

minimadlis volt: ezekben az 4llatokban a xol-1 amugy is inaktiv.
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PmutX0l-1::9fp
Vad tipusu hattéer ——

sex-1(gm41l)

tra-1(e1099)/+ tra-1(RNSi)

89. Abra. A TRA-1A sziikséges a xol-1 repressziéjahoz XX embriokban. xol-1::gfp expresszi6 vad
tipusu (A), him-8(el489) mutans (B), sex-1(gm41) mutans (C), tra-1(el488) mutans (D), tra-1(el099)
mutans (E) és tra-1(RNSi) csendesitett (F) embriokban. G, A TRA-1A kotohelyben elrontott xol-
1::gfp riporter ektopikusan expresszalodik vad tipusi XX embridkban. A vonalak 50um jeldlnek. Az
abrak Nomarski és fluoreszcens képek egyesitésével késziiltek. A him-8(-) mutacido him utdédokat
(~37%) eredményez.

Kovetkeztetések: A TRA-1A képes kotddni a xol-1 promoterhez in vitro és képes gatolni a
xol-1 expresszigjat XX embriokban (/96). A tra-1 az elséként feltart autoszoémas xol-1

represszor (90. abra).

Szex-determinacio
Hermafrodita

XX:AA=1.0
» HER-1=4TRA-2 =4 FEMs = TRA-1‘
XOL-1 =4 SDCs Him

XO:AA=0.5 ‘
Doéziskompenzacid
90. Abra. Jelatviteli kapcsolatok X. A TRA-1A represszilja a xol-1 szex-kapcsol6 gént. A szex-

determindcios és doziskompenzacidés mechanizmus kiterjesztett modellje. A nyilak aktivalast, a talpas
nyilak gatlast jeldlnek.
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A tra-1 funkcidja a déziskompenzaciot aktivalja. Erdemes tjra kihangsulyozni, hogy

az autoszoOmas tra-1 gén a xol-1 gatlasan keresztiil fenntartja sajat aktivitasat, igy a xol-1

gatlasa és a doziskompenzacidé mitkddése stabil marad. A TRA-1A tehat visszacsatol a szex-

determinacios és doziskompenzacios Utvonal upstream részére, megakadalyozva ezzel a

e ey

szakaszaiban. A tra-1 funkcidja masrészt szétkapcsolja a kariotipus €és a szomatikus szex

kozotti szabalyozast. Igy fordulhat el6, hogy a tra-1(-) mutians XX egyed fertilis himként tud

fejl3dni.

14. Tablazat. A tra-1 aktivitasa befolyasolja a sex-1 mutansok letalitasat.

Anyai genotipus Hém. Embriok (n) Homozigota t(p<
©0) embriok
letalitasa (%)

Vad tipus 20 97 0 -
Vad tipus 25 91 0.9 -
tra-1(el488/+) 20 1634 26.7 0.001
tra-1(el488/+) 25 629 41.4 0.001
tra-1(el099/+) 20 160 27.5 0.001
tra-1(el099/+) 25 566 47.9 0.001
tra-1(el575gf)/+ 20 334 3.6 0.03
tra-1(el575gf)/+ 25 117 5.7 0.001
fem-3(e2006) 20 376 13.3 0.001
fem-3(e20006) 25 97 20.6 0.001
sex-1(gm41) 20 419 51.8 0.001
sex-1(gm41) 25 325 44.9 0.001
sex-1(gm41), tra-1(el488)/+ 20 871 78.9 0.001
sex-1(gm41); tra-1(el488)/+ 25 699 77.1 0.001
sex-1(gm41); tra-1(el099)/+ 20 59 86.7 0.001
sex-1(gm41); tra-1(el099)/+ 25 283 91.5 0.001
sex-1(gm41); fem-3(e2006) 20 878 222 0.001
sex-1(gm41); fem-3(e2006) 25 133 27.8 0.001
sex-1(gm4l1); tra-1(el575gf/+) 20 135 10.1 0.001
sex-1(gm4l), tra-1(el575gf/+) 25 135 6.2 0.001
sex-1(y263) 20 372 39.0 0.001
sex-1(y263) 25 535 31.4 0.001
sex-1(y263); tra-1(el488)/+ 20 ND ND -
sex-1(y263), tra-1(el488)/+ 25 394 50.5 0.001
sex-1(y263); fem-3(e2006) 20 575 33.0 0,001
sex-1(y263); fem-3(e2006) 25 160 25.6 0,001
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6. FONTOSABB EREDMENYEK DISZKUSSZIOJA

6.1. Autofagia és oregedés

Az oOregedési folyamat mechanizmusdnak és szabalyozdsanak megértése egy izgalmas ¢és
alapvetd bioldgiai probléma. A folyamat orvosbioldgia jelentésége nyilvanvalo: az oregedési
folyamatot latszolag fliggetlen degenerativ elvaltozdsok kollekcidjaként tekintik (721, 122).
Altaldnosan elfogadott nézet, hogy az dregedést a sejtes karosodasok (abnormalis szerkezetii
— aggregalodott, keresztkotott, oxidalodott, letekeredett, kovalensen modosult, stb. — és ezért
nem funkcionalé makromolekuldk, elsdsorban fehérjék) élethosszig tarté fokozatos
halmozddasa okozza. E karosodasok interferalnak a sejtes folyamatokkal, sejtméregként
hatnak. A sejt miikodésének (homeosztazisdnak) fenntartdsa tehat a karosodott komponensek
folyamatos eltavolitasat igényli. A sejtes karosodasok eltavolitasanak legfobb ismert
mechanizmusa az autofagia, amely barmilyen tipusi makromolekulat és sejtszervecskét képes
degradalni.

Az autofagia Oregedési folyamatban betdltott kozponti szerepét csak az utdbbi
években ismerték fel. Ennek oka kettds. Egyrészt az autofagia molekularis mechanizmusdnak
feltarasa csak a ’90-es évek kozepétdl kezdddott el. Masrészt az Oregedési folyamatot
szabalyoz6 faktorok meghatarozasa sajatos genetikai logikat kovet; Oregedést szabalyozo
géneket hossz élettartamtt mutansok izolalasaval azonositanak. E gének normalis (vad
tipust) funkcidja azonban az oregedési folyamatot gyorsitja, az élettartamot roviditi. Ezek
tehat az oregedési folyamatot serkentd (pro-aging) faktorok. Az utdbbi harom évtizedben
szamos ilyen pro-aging utvonalat (inzulin/IGF-1, TOR, TGF-B, JNK, Ras) ¢s fehérjét (pl.
p53, Sirtuinok, HSF1, CaN) fedeztek fel. Az orvosbioldgiai szempontbdl izgalmas oregedést
lassitd (anti-aging) gének muticidéi révid élettartamot eredményeznek. A legtobb gén
inaktivaldsa azonban korai pusztulashoz (rovid élettartamhoz) vezet anélkiil, hogy hatnanak
az Oregedési folyamatra. Az ilyen mutaciok példaul valamilyen betegséget, rendellenességet
okoznak.

Az autofag gének mutacids inaktivaldsa élettartam rovidiilést okoz (pl. 5.2.3. fejezet).
Hosszu élettartamot eredményezd mutaciokkal kombinédlva (kettds mutans analizis) azonban
az autofag gének (pontosabban azok funkcidvesztéses mutacidi) episztatikusan hatnak: a
kettds mutans ¢€lettartama révidebb, mint a hosszu ¢€letidejii egyszeres mutans élettartama. E
kutatdsok legjelentésebb megallapitdsa az volt, hogy egy adott autofdg gén inaktivalasa
nagyobb mértékben roviditi az élettartamot hossza életidejli mutans hattérben, mint a vad

tipust hattérben (a kettés mutansban nagyobb mértékii az élethossz rovidiilés, mint az autofag
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egyszeres mutansban). A elso ilyen eredményeket koz16 publikacié 2003-ban jelent meg (69).
Azéta direkt médon is igazoltdk az autofdg rendszer élettartam szabdlyozd szerepét:
Drosophilaban az Atg8 autofag gén genetikai eszkozokkel torténd tulmiikodtetése 50%-al
megnovelte az élettartamot (206), mig élesztOben, fonalféregben, rovarokban és emldsdkben
az autofagia spermidinnel torténd aktivalasa élethossz noveld hatdsunak bizonyult (207).

Az elmult években igazoltak, hogy az autofag gének blokkoldsa majd minden eddig
ismert hossza élettartami mutansban élethossz rovidiilést okoz. Az élethosszt szabalyozo
genetikai és kornyezeti faktorok hatdsa tehat az autofag génkaszkddon konvergaldodik.
Izgalmas moddon ezeknek a genetikai kapcsolatoknak (az autofag gének downstream
helyezkednek el a kiilonb6z6 6regedést szabalyozo utvonalakban) a tobbségét azota direkt
molekularis interakciokkal is bizonyitottdk. A FoxO (inzulin/IGF-1 ttvonal), ERK és PKA
(Ras ttvonal), TOR, eEF2 (LKBI utvonal), P53, HSF1 és Sirt fehérjék példaul autofag gének
expressziojat szabalyozzak vagy autofag fehérjéket modositanak (pl. acetilalnak) kdzvetleniil
(91. abra). Ez azt jelenti, hogy az autofag gének funkcidja kdzvetiti az dregedési folyamatot
szabalyoz6 faktorok hatdsait. Az autofag masinéria tehat az oregedési folyamat kdzponti

szabalyozd mechanizmusa.

tapanyagok, novekedési faktorok, tapanyagok, nivekedési faktorok,
e & Himérséklet ™
. .

® oxigén szint "’ ey

TOFAG FEHE

91. Abra. Az oregedési folyamat szignaliziciés halézata. Az oregedési folyamatot szabalyozo
fehérjék/utvonalak hatasai az autofag génekre konvergalodnak. A sarga gombok jelatviteli
komponenseket, a piros gdmbdk szabalyozo fehérjéket, a kék ovalis alakzatok receptorokat jelolnek. A
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fehérjéket az emlos ortolégok nevével jeldltem. Nyilak aktivalo, talpas nyilak gatld kolcsonhatasokat
jelolnek.

6.2. A lin-39/Hox prométer, mint jelatviteli integrator

Hogyan forditodnak le a meglehetdsen altalanos jelatviteli tizenetek meglepden nagyszamu
sejtsors tipussa? A C. elegans vulvaszovetének fejlodése kitling kisérletes paradigma e kérdés
tanulmanyozasadhoz. A vulva az allat ventralis részén talalhatd hat epidermalis, Un. vulva
prekurzor sejt [P(3-8).p] egy csoportjabol [P(5-7).p] fejlédik ki. Ahogy azt az 5.4.1.
fejezetben bemutattam, legalabb Gt jelatviteli rendszer szabdlyozza a P(3-8).p sejtek
differencialodéasat: a Ras, Wnt, Notch, synMuv és TRA-1A-kozvetitett utvonalak koordinalt
hatdsa hatarozza meg a kiilonb6z6 vulva sejtsorsok mintazatat (76. abra). E jelatviteli
rendszerek miikodésének ereddjeként a P(3-8).p sejtekben 3°-3°-2°-1°-2°-3° sejtsors mintazat
alakul ki (92. abra). Az 1° és 2° sejtek osztddasa hozza 1étre a kifejlett vulvaszdvetet, mig a
3° vulva sejtek nem vesznek részt a vulvaszovet kialakitasaban.

A vulva fejlédést szabalyozd tutvonalak hatdsai a [in-39 Hox gén szabalyozo
jelek mindségét és mennyiségét, és ennek fiiggvényében expresszalodik egy adott Pn.p
sejtben. Az induktiv Ras jel a gonadalis anchor sejtbdl érkezik, amely a P6.p felett
helyezkedik el. A szekretalt Ras ligandum gradiensének kdovetkeztében a P(5-7).p sejtek
kapjék a legerdsebb induktiv jelet. Potencidlisan mindharom indukalt vulva sejt 1° sejtsorsot
alakitana ki. Benniik a LIN-39 szintje magas. A P6.p mellett 1é&vé P(5,7).p sejtekben azonban
a LIN-12/Notch utvonal aktivalédik és csokkenti az induktiv jel erdsségét. Ennek
kovetkeztében ezekben a sejtekben 2° vulva sejtsors alakul ki, benniik a LIN-39 szintje
kozepes. Ahogy azt korabban bemutattam, a LIN-12/Notch ttvonal aktivalodasat éppen a
LIN-39/CEH-20 komplex teszi lehetévé. Az anchor sejttdl tavol esé P(3,4,8).p sejtek nem
kapnak elegend6 induktiv jelet, ezért benniik a LIN-39 szintje alacsony lesz. Ezek a sejtek 3°
sejtsorsot alakitanak ki és nem indukalddnak a vulva fejlédés soran.

Jol lathato, hogy a P(3-8).p sejtek sorsat végsd soron a LIN-39 fehérje szintje
hatdrozza meg (92. abra). A P6.p sejtben magas a LIN-39 szint, ebben a sejtben indukalt 1°
vulva sejtsors alakul ki. A P(5,7).p sejtekben kdzepes a LIN-39 szintje, benniik indukalt 2°
vulva sejtsors differencialodik. A P(3,4,8).p sejtekben alacsony (bazalis) a LIN-39 szintje,

ezekben a sejtekben nem indukalt 3° vulva sejtsors jon 1étre.
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92. Abra. Vulva sejtsorsok meghatarozasa LIN-39 altal. A P(3-8).p sejtek alatt a megfeleld vulva
sejtsorsok és a LIN-39 relativ mennyisége (z6ld hasabok magassaga) lathato. Magas LIN-39 szint 1°,
koézepes LIN-39 szint 2°, mig alacsony LIN-39 szint 3° vulva sejtsorsot hataroz meg. Jobb oldalt alul a
vulva fejlodést szabalyozo jelatviteli halézat modellje lathaté. A [in-39 jelatviteli integratorként
funkcional. A nyilak aktivalo, a talpas nyilak gatlé kélcsonhatasokat jeldlnek.

A vulva fejlédés példdjan jol lathato, hogy a sejtsorsokat kialakitd jelatviteli lizenetek
végsd soron néhany integrator faktor aktivitdsat szabalyozzdk. A vulva esetében ez az
integrator a /in-39 Hox gén. A lin-39 aktivitasa, vagyis a LIN-39 relativ mennyisége donti el,
hogy milyen sejtsors alakuljon ki egy adott vulva prekurzor sejtben. A lin-39 expresszidjat ot
jelatviteli palya koordinalt mikodése szabalyozza. Ez az 6t utvonal potencidlisan nagyon
sokféle (elviekben korlatlan) LIN-39 szintet tud meghatarozni. Ez azt jelenti, hogy egy HOX
fehérje és néhany (6t) jelatviteli utvonal nagyszamu sejtsorsot képes kialakitani. Ez a
mechanizmus egy magyarazatot ad arra, hogy miért elegendé néhany konzervalt jelatviteli
utvonal az allati rendszerekben megfigyelhetdé figyelemre méltoan sokféle sejttipus

kialakitasahoz.

6.3. Doziskompenzacios enigma

A nemi jellegek kialakitasa alapvetd fontossagu az ivarosan szaporodo ¢élélények
egyedfejlodésében. A valtivarusdg viszonylag koran jelent meg az evolucio sordn és igen
elterjedt az él3vilagban. Erdekes modon a szexualis fejlédést gyakran eltérd mechanizmusok
teszik lehetévé a kiilonboz6 éllati  taxonokban. A kiilonb6zd ivar-determindcios
mechanizmusoknak egyetlen k6z0s tulajdonsaga van: mindegyik esetben elengedhetetlen az
ivari kromoszomakon lokalizalt gének dozisanak kiegyenlitése, amit doziskompenzacidonak
neveziink. Ez a folyamat biztositja az ivari kromoszomak géntermékeinek azonos
mennyiségét a kiillonbozé nemekben. A déziskompenzacio folyamata is kiilonbdzhet az egyes

fajokban (93. abra), de minden esetben jelen van egy szabalyoz6 komplex, amely az egyik
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nemben az ivari kromoszoma(k)hoz kapcsoloédik, és a génaktivitds valtoztatasaval

szabalyozza a gének dozisat (188).

mll nap IJ: II .---b .— I||---> -
J . e =
XX XX XX

XX XY | XY Xy XX

X0

emlés D. melanogaster C. elegans

93. Abra. A fébb doziskompenzaciés mechanizmusok. Az emldsok esetében a néi sejtek egyik X
kromoszomajanak random inaktivacidjaval (emberben a keletkezett inaktiv kromoszomat Barr-testnek
nevezik) valosul meg a doziskompenzacid. Drosophilaban a himek sejtjeiben megduplazodik az X-
kapcsolt gének aktivitasa, ezaltal kiegyenlitddik az X kromoszémarol atirdédé gének dozisa a két
nemben. C. elegans hermafroditikban mindkét X-kromoszoman felére csokken a génaktivitas. gy
hasonlé géndozis alakul ki, mint amilyen a himek egyetlen, teljesen aktiv X kromoszomajarol
szarmazik.

C. elegans-ban a doziskompenzicidé miikodését egy kromoszoma-szamlalo
mechanizmus szabalyozza. A mechanizmus ,szive” a xol-I kapcsold gén (94. abra),
amelynek aktivitdsat az X kromoszéman elhelyezkedd un. ,,szamlalé” gének gatoljak, az
autoszomakon elhelyezkedd un. ,nevezd” gének aktivaljdk. Himekben csak egy X
kromoszéma van (XO), ilyenkor a ,,szdmlaldé/nevezd” arany kicsi (X:AA = 0,5), ezért a
,»szamlalok™ gatld hatasat a ,,nevezOk” aktivald hatasa feliilirja: a xol-1 aktivalodik. A xol-1
aztan gatolja a doziskompenzacios komplex miikddését, és a him egyetlen X kromoszomaja
transzkripciondlisan teljesen aktiv lesz. Hermafroditdkban a két X kromoszémardl
(,,szamlalo/nevezd” arany: XX:AA = 1,0) érkezd ,,szamlalo” gatlas feliilirja a ,,nevezok”™
aktivalasat, ezért a xol-1 inaktiv lesz. XOL-1 funkci6 hianyaban a doéziskompenzacios
komplex aktivalodik és megfelezi az X kromoszomak transzkripcios aktivitasat (93. abra).
De akkor hogyan marad fent a xol-1 gatolt allapota? A két X kromoszéma felezett aktivitasa
ugyanis egy X kromoszoma teljes aktivitasanak felel meg, ami himekben nem elegendé a

,hevezok™ feliilirasara és a xol-1 gatlasara.
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94. Abra. A C. elegans doéziskompenziciés és szex-determinaciés génkaszkad. xol-I a
kromoszoma-szamlalo gén. ,,Szamlalo” gének: sex-1, sex-2, fox-1 és ceh-39, ,nevezd” gének: sea-1,
sea-2 €s sea-3. A pirossal jelolt komponensek hermafroditakban aktivak, a kékkel jelolt komponensek
himekben aktivak. A nyilak aktivalo, a talpas nyilak gatlo kdlcsonhatasokat jelolnek.

Az 5.4.3. fejezetben bemutattam, hogy a TRA-1A, a szex-determinacios kaszkad terminalis
transzkripcids faktora, kozvetleniil gatolja a xol-1 gén expressziojat (90. abra). A tra-1 egy
autoszomas gén. Ez a tulajdonsdga feloldja a fentebb targyalt doéziskompenzicios
ellentmondast. Nézziik meg, hogyan. XX hermafrodita egyedekben a xol-1 inaktiv, ezaltal a
doziskompenzacids komplex és a tra-1 is aktivalodik. A doziskompenzacido megfelezi az X
kromoszoman lokalizalt gének, igy a ,,szamlalok” génaktivitasat, de nem befolyéasolja az
autoszomas gének miikodését. A TRA-1A tehat fent tudja tartani a xol-1 gatlo funkcidjat. A
xol-1 inaktivitdsa ezaltal a feedback mechanizmus 4&ltal stabilizalodik. A tra-1
aktivalodasaval a xol-1-et szabalyozé kromoszoma-szamlalé mechanizmus atvalt

génszabalyozo mechanizmusra.
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' A 6. szamu kozleménynek masodik, de corresponding szerzéje vagyok.

121



10.

11.

12.

Vellai T, Vida G (1999). The origin of eukaryotes: the difference between prokaryotic
and eukaryotic cells. Proc. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 266 (1428): 1571-1577 (IF: 2,755).

Vellai T, Kovacs AL, Kovacs G, Ortutay C, Vida G (1999). Genome economization and a
new approach to the species concept in bacteria. Proc. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 266
(1432): 1953-1959 (IF: 2,755).

Ortutay C, Géspari Z, Toth G, Jager E, Vida G, Orosz L, Vellai T (2003). Speciation in
Chlamydia: Genomewide phylogenetic analyses identified a reliable set of acquired
genes. J. Mol. Evol. 57 (6): 672-680 (IF: 3,114).

Menzel O*, Vellai T*, Takécs-Vellai K, Reymond A, Mueller F, Antonarakis SE,
Guipponi M (2004). The Caenorhabditis elegans ortholog of C21orf80, a potential new
protein O-fucosyltransferase, is required for normal development. Genomics 84 (2): 320-
330 (IF: 3,84). *Contributed equally.

Szo6ll6si GJ, Derényi I, Vellai T (2006). The maintenance of sex in bacteria is ensured by
its potential to reload genes. Genetics 174 (4): 2173-2180 (IF: 4,242).

Kovacs AL, Pélfia Z, Réz G, Vellai T, Kovacs J (2007). Sequestration revisited.
Integrating traditional electron microscopy, de novo assembly and new results. Autophagy
3 (6): 655-662 (IF: 4,657).

Kassai-Jager E, Ortutay C, Téth G, Vellai T, Gaspari Z (2008). Distribution and evolution
of short tandem repeats in closely related bacterial genomes. Gene 410 (1): 18-25 (IF:
2,578).

Borsy A, Podani J, Stéger V, Balla B, Kosa J, Gyurjan I, Molnar A, Szabolcsi Z, Szabd L,
Jako E, Zomborszky Z, Nagy J, Semsey S, Vellai T, Lakatos P, Orosz L (2009).
Identifying novel genes involved in both deer physiological and human pathological
osteoporosis. Mol. Genet. Genomics 281 (3): 301-313 (IF: 2,838).

Vellai T, Klionsky DJ (2010). A second report from the EMBO conference on autophagy:
mechanism, regulation and selectivity of autophagy. Autophagy 6 (1): 197-198 (IF:
5,479).

Osszes kozlemények szama: 31
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9. FUGGELEKEK

9.1. Modszertan

9.1.1. C. elegans torzsek

A kisérletekben hasznalt vad tipust torzs: N2, Bristol izoldtum (/4); a tobbi torzs genotipusa

az aldbbiak voltak (e torzsek keresztezésével eldallitott kombinacidkat nem tiintetem fel):

AH24 gaEx[lin-3::gfp+unc-119(+)]; unc-119(e2498)111

AH30 zhls1[lin-39::gfp + unc-119(+)JIV; unc-119(e2498)111

AH35: unc-119(e2498)111; zhisl[unc-119(+) + lin-. 39::gfp]

AH142 zhis4[lip-1::gfp + unc-119(+)]; unc-119(e2498)111

BUO050 daf-2(el1370)111; him-5(e1490)V

BUOS1 daf-2(e1368)111; him-8(e1489)V

BUO052 daf-18(nr2037)1V; him-8(el489)V

BUO0S53 daf-18(e1375)IV; him-8(e1489)V

BUO070 Ex[plgg-1::LGG-1::GFP + rol-6(sul006)]

BUO71 bulsI[GFP::plgg-1::LGG-1]

BUO099 hbEx2[mut pxol-1::gfp + unc-119(+) +rol-6(sul006)]

BY200 [pdat-1::gfp + rol-6(sul 006)], Ex[plgg-1::GFP::LGG-1 + rol-6(sul006)]
CB369 unc-51(e369)V

CB428 dpy-21(e428)V

CB678 lon-2(e678)X

CF1038 daf-16(mu86)1

CB1189 unc-51(el189)V

CB1370 daf-2(el370)111

CB1375 daf-18(el375)IV

CB1489 him-8(el489)IV

CB1611 mec-4(el611)X

CB2590 tra-1(el1099)/+111; dpy-18(el096)111

CB2810 tra-1(el575)/+ 111, unc-42(e270) him-5(e1490) dpy-21(e428)V
CB2823 tra-1(el488)111; eDp6(111;1)

CB3769 tra-1(el575gf)/+111; tra-3(el1767)IV

CB3844 fem-3(e2006)IV

CB4088 him-5(e1490)V

CB4876 clk-1(2519)111

CB13515 sIs13209[atg-18::gfp]

DH1033 sqt(sc103)II; bls1[VIT-2::GFP + rol-6(sul006)]1X

DR466 him-5(e1490)V

DR1564 daf-2(m41)111

DR1572 daf-2(e1368)111

FR297 swEx226[CeTor::gfp + rol-6(sul006)]

FR462: bIsi[vit-2::gfp; rol-6(sul 006)]1X

FR758 swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP + rol-6(sul006)]

FR791 swEx543[ceh-20::gfp+rol-6(sul006)]

FR811 swEx543[ceh-20::gfp+rol-6 (sul006)]; ceh-20(ay38)unc-36(e25 1)1
FR826 ceh-20(ay9)lin-12(n137)dpy-19(el259)111

FR849 swEx576[hs::lag-2+rol-6(sul006)]

FR853 bec-1(0k691)IV; swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP + rol-6(sul006)]
FR854 bec-1(ok700)IV; swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP + rol-6(sul006)]
GS956 arlsii[lin-12::lacZ+rol-6(sul 006)111; smg-1(r861)unc-54(r293)1
GS1913: arls37[myo-3::SEL-1(signal sequence)::GFP,;dpy-20(+)11, dyp-20(el282)IV; him-5(el420)V
GS2146 arls41[lin-12::gfp+rol-6(sul 006)]

GR1307 daf-16(mgDf50)1

GR1308 daf-2(e1370)111; daf-16(mgDf54)1

GR1309 daf-2(e1370)111; daf-16(mgDf47)1

JK2868 gls56[lag-2::gfp+unc-119(+)]IV or V; unc-119(ed3)I111

JT709 pdk-1(sa709)X

KR344 let-363(h98)dpy-5(e61)unc-13(e450)1; sDp2(1;f)
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MTI111 lin-8(mi11)11

MT688 lin-12(n137)/unc-32(el89)111; him-5(el490)V
MT1522 ced-3(n717)IV

MT1806 lin-15(n767)X

MT1808 lin-38(n751)11

MT2124 let-60(nl1046gH1V

MT2375 lin-12(n137)dpy-19(e1259)/lin-12(n676n909)unc-32 (el 89)I11; him-5(ei467)V
MT2547 ced-4(n2547)111

MT4007 lin-39(nl1760)111

MT4491 lin-39(ni1872)111

MT4770 ced-9(n1950)111

MT4866 let-60(n2021)IV

MT6034 [in-36(n766)111

MTS8878 dpl-1(n2994)11

MT10430 lin-35(n745)1

MTI11147 dpl-1(n3643)11

NH646 ayls9[egl-17::gfp+dpy-20(+)]V,; dpy-20(el282ts)IV
NH2106 ceh-20(ay9)111

NH2241 ceh-20(ay34)111

NH2285 ceh-20(ay38)unc-36(e251)I11; sDp3(111;f)

NH2286 ceh-20(ay37)unc-36(e251)I11; sDp3(111;f)

NH2332 ceh-20(ay42)unc-36(e251)I11

NG41 sex-1(gm41)X

NL1008 pkEx246[cdh-3::gfp+dpy-20(+)]; dpy-20(el362)IV
NL2099 rrf-3(pk1426)11, daf-2(el370)111

NS3227 daf-18(nr2037)IV

pmec-4::MEC- 4::GFP + rol-6(sul006)

pmec-4::gfp + rol-6(sul006)]

RA91 ql76 I/hT2 [qls48(tra-1::gfp)](L;111)

RA7 rdExi[tra-1::gfp +rol-6(sul006)]

SU93 jelsi[ajm-1::gfp+rol-6(sul 006)+unc-29(+)|IV
TJ1052 age-1(hx546)11

TU1366 deg-1(u506)X

TU1747 deg-3(u662)V, mec-4(u231)X

TY1807 xol-1(y9)X

TY2384 sex-1(y263)X

TY2431 him-8(e1487)V; xol-1::gfp(vis34)V

VC893 atg-18(gk378)V

VC2312 let-363(0k3018)1/hT2[bli-4(€937) let-?(q782)qls48](L;111)

9.1.2. Elethossz mérések, dregedési rdta vizsgdlatok

Az ¢lethossz méréseket 25°C-on végeztiik el. Kivételt a daf-2(-) mutansok képeztek, amelyek
25°C-on nem oOregedd Un. dauer larva allapotba fejlédnek. A dauer larva egy alternativ
egyedfejlodési allapot (diapausa), amelyet vad tipusu allatokban a nagy egyedsiirliség és a
tapanyagok hianya indukal. A daf-2(-) mutansok élethosszanak mérése 20°C-on tortént; ezen
a homérsékleten a daf-2 mutansok normalisan fejlddnek. Az éllatok szinkronizalasahoz 20-30
fiatal felnétt hermafroditat (P generacid) egy Gj NGM agar lemezre helyeztiink 4-5 orara,
majd az éllatokat eltavolitottuk. Az idokozben lerakott embriokat fiatal (non-gravid) felnétt
allapotig hagytuk fejlédni (F1), majd 50-60 allatot 300 mg/ml FUDR-ot (5-fluoro-2'-
deoxyuridine) tartalmaz6 lemezekre helyeztiink 1 ora iddtartamra. Ez volt a t=0 nap

iddpillanat. A FUDR meggéatolja a sejtosztodast, igy az allatok sterilekké valtak (a felndtt
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allatban mar nem képzddik szomatikus sejt, csupan az ivarszerv hoz létre csirasejteket; a
csiravonal aktivitasa jelentds kiilonbségeket mutat a kiilonb6z6é mutans torzsek kozott, és ez a
kiilonbség jelentds eltérések forrasa lehet az élethossz mérésekben). A steril F1 allatokat aztan
a végso assay lemezekre helyeztiik, és egyedileg meghataroztuk pusztulasuk idépontjat. Egy
allatot akkor tekintettiink elpusztultnak, amikor a garat mozgésa leallt és az allat érintésre nem
mozdult meg. Az atlagos élethossz értékek meghatarozasahoz €s a statisztikai analizishez az
SPSS 14 software-t hasznaltuk. A Kaplan-Meyer novekedési gorbék két csoport kozotti
Osszehasonlitdsdhoz a p értéket (0,05-t61 szignifikansnak tekintve) long-rank (Mantel-Cox)
teszttel hataroztuk meg.

Az oOregedési pigment (lipofuscin) mennyiségének meghatarozasat fluoreszcens
spektroszkopiaval (Spex Fluoromax spectrofluorimeter, Edison, NJ, USA) végeztiik el. A
vizsgélatokhoz mintanként 30 darab allatot gyiijtottiink kétnaponta, amelyekbdl moséssal
tavolitottuk el a baktérium szennyezddést. Ezt kdvetden az allatokat szonikalassal tartuk fel
(Branson Sonifier 250, output level 2, duty cycle 50%, Branson Ultrasonics Corp. Danbury,
CT, USA), a mintakat jégen tartottuk 1 ml UP vizben, a lebegé részeket centrifugalassal (0,5
perc, 3000 rpm) tavolitottuk el. A feliiliszoban a Trp (triptofan; kontroll) mennyiségét
290/330 nm (excitation/emission) hullamhosszon, a lipofuscin mennyiségét 340/430 nm-en
detektaltuk (130).

A mozgasi vizsgalatokat szinkronizalt allatokon végeztiik el. 5-10 felndtt fiatal allatot
helyeztiink 1-1 lemezre, majd spontdn mozgéisukat minden masnap nyomon kovettiik.
Mozgasuk alapjan az allatokat két csoportba osztottuk: vad tipusi osztaly (konstans,
szinuszoid irdnyt normalis mozgasu allatok) és paralizalt osztaly (nem vagy nehezen mozgo
allatok). Mindegyik allat mozgasa a vad tipust osztalyban kezdddott, majd meghataroztuk azt
a napot, amikor a paralizalt osztalyba atkeriilt. Az eleve béna mozgast (uncoordinated, Unc)

torzseket (pl. unc-51) kihagytuk a vizsgalatbol.

9.1.3. RNS interferencia

Vegyes stadiumt vad tipusu populaciokbdl teljes mRNS izolatumot nyertiink TRIZOL
felhasznaldsaval (Burdin és Stern, szobeli kozlés). A mRNS templatrol reverz transzkiptazzal
kb. 600-900 bp hossziusaghi cDNS szakaszokat irtunk at. A kapott cDNS fragmentumokat T-
vektorba (Promega), majd RNSi vektorba (pPD129.36; 208) klonoztuk. A konstrukcidkat
specidlis tetraciklin rezisztens HT115 E. coli térzsbe transzformaltuk, majd 37°C-on tortént

egy¢jszakas novesztés utan a tenyészeteket induktiv (IPTG-t tartalmazé; 100mM) NGM
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(nematode growth medium) lemezekre szélesztettiik. A PCR reakcidkhoz hasznalt forward és

reverse primerek az alabbiak voltak:

lgg-1 5’-CAT GCC ATG GCA TGT GGG CTT ACA AGG AGG AGA AC-3’ és 5°-CAT GCC
ATG GCA TGT TCC CTT CTT TTC GAC CTC TCC-3’

daf-2 5’-TTG GAA GCT CTC GGA ACA ACC AC-3’ és 5’-ATG AAC GAC GTT GAA GGA
GAA GG-3°

T22H9.2/atg-9 5’-AGA ATG GCG GTT ATT TGT GC-3’ és 5’-TGG TCA AGC TCG TTG AAG TG-3’
let-363/CeTor  5’-CAT GCC ATG GCA TGA ACA ATT GGC AAA TTT CGT G-3’ és 5’-CAT GCC ATG
GCA TGT GCA CGT AAC GAT GGA GAA C-3’

atp-3 5’-TAA TGG CGC AAC TCA TGA AA-3’ és 5°-GCA AGG GCA TCC TTG TAT TT-3’

ceh-20 5’-ATG ACC ACA TCA ACATCA CCG TCA-3’ és 5°-CTA GAATTG ATT GAA AAG
TGG GAA C-3°

mab-5 5'-ATG AGC ATG TAT CCT GGA TGG-3' és 5'-TCA AGA AGA ATG TTG TTC ATT TTG
C-3'.

daf-18 5’-CAT GCC ATG GCA TGT TCC ATC ACA ACG ACG CTA C-3’ és 5’-CAT GCC ATG
GCATGC CGA ACA CTT CGC TCT TTT C-3°.

tra-1 5’-CTA GCT AGC TAG ACA ATC CGG AGC ATC TCAAG-3’ és 5’-GGG GTA CCC CTG
ATG ATG TTG AGC CAG AGC-3’

tra-la 5’-ACG TGC TCA ACA ACT CAT GG-3’ ¢és 5°-TCT AAT GGA CGA CGG GTT ATG-3’

tra-1lab 5’-AGG ATC CCG ATA CGG TTG TC-3” ¢és 5’-TGG CAA CCG TAC TAC CAT TTG-3’

fem-3 5’-TCC GGG TTC AGA TGA TGT AG-3’ és 5°-TCA AAC GGC GAA ATT TGT AAC-3’

lin-12 5’-CGC TTC ATA TTG GCT CAT GTC-3” és 5’-CCA GCT TCG CAT TTA TTA TTC AC-
3

xol-1 5’-CAT GCC ATG GCA TGG CGC GAA AAC AGT CCA GTC-3’ és 5’-CAT GCC ATG
GCA TGG CCG TCG TCG AAA AAT GAG-3’

sea-2 5’-CAT GCC ATG GCA TGC GGA AAG CTC CTC AAC TCT G-3’ és 5’-CAT GCC ATG

GCA TGA CCG TCA CGA ATG AGG TTT C-3’

9.1.4. Transzgénikus torzsek létrehozasa

Transzgénikus nematoda torzseket standard klonozasi és transzformacids (mikroinjektalassal
torténd) technikakkal allitottunk eld (209). Az expresszios vektorokat Andrew Fire-t6l
(Standford Univ.) kaptuk. A BEC-1::GFP riporter konstrukci6 elééllitasdhoz egy 9 Kbp
hossztisagu genomi (5,6 Kbp szabalyozo régiot és — az utolso stop kodon kivételével — a teljes
kodolo régiot tartalmazd) fragmentumot az alabbi primerekkel amplifikaltuk fel: 5°-GCT
ACT CCT GCA GGC ATA GCG CGT AAT TAC TAT TGC GTT CTC G-3’ ¢és 5’-CGG
GAT CCC GAA TAG GCG ATC TGA GAG CAT CG-3’. A PCR terméket ShbfI és BamHI
restrikcidés enzimekkel emésztettiik és pPD95.75 expresszios vektorba klonoztuk. A
kotranszformacios marker [pRF4 (rol-6(sul006)] alkalmazasaval. A DNS oldat injektalasa
immobilizalt vad tipusu allatok disztalis gonadkarjaba tortént Narashige mikroinjektor és
Zeiss Axiovert 135 invert fénymikroszkdp hasznalataval. A transzformans allatok Rol (roller
— tengelyiik mentén korbe-kdrbe forognak) fenotipusuak voltak a domindns rol-6(sul006)
allél kovetkeztében. A transzgén menekitette a bec-1(-) null mutans dallatok embrid-

¢letképtelen fenotipusat.
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Az lgg-1::gfp riporter konstrukcid eldallitasahoz egy 3746 bp hosszisagu genomi
régiot amplifikéltunk fel az alabbi primerekkel: 5’-AAC TGC AGA ACC AAT GCA TTG
GCC GAG GGA AAA GAC GAA GAG-3’ ¢s 5°-TCC CCC GGG GGA CGA CCT CTC
CTC CAT ACA CAC-3’. A PCR terméket Pstl és Smal enzimekkel emésztettiik, majd
pPD95.75 vektorba klonoztuk. Transzgénikus allatok eldallitdisa a fentebb leirtakhoz
hasonléan ment végbe.

A CEH-20::GFP riporter eldallitaisahoz egy 10 Kbp hosszusagu (7 Kbp upstream
promoter elemet tartalmazd) genomi fragmentet sokszorositottunk az 5’-ACA TGC ATG
CAT GTA AGA GTG CGG ACG GTA GAG-3' és 5'-TCC CCC CGG GGG GAA GCATTG
TCC ATT TGT TGT TG-3" primerekkel. A PCR terméket pPD95.75 vektorba klonoztuk,
transzgénikus allatokat csiravonal transzformacidval allitottuk eld. A transzgén swEx543[ceh-
20::gfp+rol-6(sul006)] képes volt menekiteni a ceh-20(-) genetikai null mutans allatok [ceh-
20(ay38);unc-36(e251)1U1; sDp3(111;f)] larva-¢letképtelen fenotipusat.

A mutans promoter elemet tartalmazo xol-1::gfp riporter rendszer (pmuxol-1::gfp)
létrehozasahoz két genomi fragmentumot amplifikaltunk az alabbi primerek felhasznélasaval:
5’-AAG GCG CGC CTT GCA GAA CAG CTT TGA TCG-3’ és 5°-TGT TGA CCG TTA
CAG GGG TAT TCG CGG GCG TTT GAA AAT AGT G 3’; valamint 5’-CGA ATA CCC
CTG TAA CGG TCA ACA CGA CGA AAA CCT CTT GTT CC-3’ ¢és 5’-TTG CGG CCG
CAA GGA CCC TGC AAC AAA ACG-3’. A PCR termékeket elegyitettiik és ,,fuzios PCR”-
rel allitottuk elé a végleges fragmentumot, amelyet Ascl és Notl enzimekkel emésztettiik,
majd pRH21 expresszids vektorba klonoztuk. Az extrakromoszomalis transzgént hordozo

allatok expresszios analizisét vad tipusu vs. him-5(el490) mutans hattérben végeztiik el.

9.1.5. DNS-fehérje koteési vizsgalatok

A DNS-fehérje kotési (EMSA; electrophoretic mobility shift assay) vizsgalatokhoz a TRA-1A
fehérjét in vitro transzkripcidval és transzlacioval allitottuk elé T7-alapu retikulocita lizatum
rendszerben (TNT Coupled Reticulocyte Lysate System, Promega). A templatként szolgald
teljes hosszusagu tra-1 cDNS-t (pDZ118) David Zarkowertdl (Univ. of Minnesota) kaptuk.
Az in vitro transzlacio utan 50 uM ZnSOy-ot adtunk a fehérjéhez. DNS probaként egyszalu
oligonukleotidokat annellaltunk TE oldatban, majd jeldltiink Klenow enzimmel 3,Pa-dCTP

jelenlétében. A felhasznalt oligonukleotidok szekvencidja az alabbiak voltak:

egl-1 L 5'-GGG GGA GAA TTT TAT GGA CCA CCC GGT TAG GAG TA-3’
egl-1 R 5'-GGG GGT ACT CCT AAC CGG GTG GTC CAT AAA ATT CT-3'
lin-39 L 5'-GGG GGT CTT AAA CCA TGA CCA CCC ACT TGA GCA CA-3'
lin-39 R 5'-GGG GGT GTG CTC AAG TGG GTG GTC ATG GTT TAA GA-3’
lin-39 mut L 5'-GGG GGT CTT AAA CCA TCG GTA CCC ACT TTC GCA CA-3’
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lin-39mut R 5'-GGG GGT GTG CGA AAG TGG GTA CCG ATG GTT TAA GA-3'

mab-3 L 5°-GGG GGC GTT CTC TAA TTA TCG TCG TGT GAG GTC TTC TAT-3’

mab-3 R 5’-GGG GGA TAG AAG ACC TCA CAC GAC GAT AAT TAG AGA ACG-3’
xol-1L 5°-GGG GCC CCT GTA AGA CCA CAC ACG ACG AAA ACCTCT TGT T-3°

xol-1 R 5’-GGG GAA CAA GAG GTT TTC GTC GTG TGT GGT CTT ACA GGG G-3’

mut xol-1 L 5-GGG GGC CCC TGT AAC GGT ACA CAC GAC GAA AACCTC TTG TT-3’
mut xol-1 R 5’-GGG GGA ACA AGA GGT TTT CGT CGT GTG TAC CGT TAC AGG GG-3’

A termékeket 4%-os nativ poliakrilamid gélen futtattuk meg (160-18V), majd a jeleket
autoradiografias el6hivassal detektaltuk (Kodak XAR rontgenfilmen).

9.1.6. Co-immunoprecipitacio (Co-1P)

Co-immunoprecipitacidt standard protokollok szerint végeztik el (210). Kevert stadiumu
allatokbdl homogenizatumot készitettiink [lizis puffer: 25 mM HEPES NaOH (pH=7.4), 150
mM NaCl, 1 mM DTT, 0.5% TritonX-100, ImM EDTA NaOH, és prote4z inhibitor koktél
(Roche)] POLYTRON homogenizatorral (Kinematica AG). A BEC-1::GFP fuzios fehérjét 1
ug monoklonalis anti-GFP antitesttel (3E6, Quantum Biotechnologies) kotottiik ki, majd a
komplexet immunoblotton detektaltuk poliklonalis 1:1000 higitasti anti-LET-512 antitest
(211) és poliklonalis 1:3000 higitast anti-CED-9 antitest (Robert Horvitz szivességébdl, MIT)
felhasznalaséaval.

Az in vitro kotési vizsgalathoz S-metionin-jeldlt teljes hosszisagu CED-9 fehérjét
allitottunk eld in vitro transzlacioval. BEC-1::GFP ¢s FBF-1::GFP fuzios fehérjéket E. coli
BL21 torzsben expresszaltuk, izolaltuk, majd glutation-Szefar6zhoz kotottik. 5 pl gyongyot
adtunk 3 ul in vitro szintetizalt CED-9 fehérjéhez, és ezt inkubaltuk 1,5 oraig 4°C-on 300 ul
koto-pufferben [SO0 mM Tris (pH=8), 150 mM NaCl, 2mM EDTA, SmM DTT, 0.5% Nonidet
P40) enyhe razatas kozben. A gyongyoket parszor atmostuk, a kotott fehérjéket SDS-PAGE

gélen szeparaltuk, és autoradiografias modszerrel detektaltuk.

9.1.7. Chromatin-immunoprecipitacio (ChlP)

A ChIP kisérleteket alapvetéen Chu és mtsi. (2/2) leirdsa szerint végeztiik el. Minden
reakcioban vad tipusbdl és [in-39(ni1760) mutansbdl szarmazo 3-3 mg teljes fehérje
izolatumot inkubaltunk anti-LIN-39 antitesttel (Cynthya Kenyon szivességébdl) egy éjszakan
at 4°C-on. Kevert stadiumu allatokat M9 pufferben oldott 2% formaldehiddel fixaltuk
szobahdmérsékleten 30 percig. A felesleges formaldehidet 0,1M Tris-HCI (pH=7,5) mosas
segitségével tavolitottuk el. A mintdkat ezutan M9 pufferben mostuk. Lizatumokat
szonikalassal allitottuk eld protedz inhibitor koktélt (Roche) tartalmazd pufferben. A

sejtmaradvanyokat centrifugalassal és azt kdvetden Protein A szefardz sziird alkalmazasaval
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tavolitottuk el. Lizdtumokat 10 pg antitesttel inkubaltuk egy ¢éjszdn. A nem-specifikus
aggregatumokat centrifugéalassal tavolitottuk el, majd az immunokomplexeket Protein A
szefardz oszlopra kotottiik ki, mostuk haromszor 1 ml ChIP pufferben, mostuk egyszer 1 ml
TE pufferben, és végiil elualtuk 1% SDS, 0,01M Tris-HCI (pH= 8) oldatban. A formaldehid
keresztkotéseket 0,2M NaCl-ban revertaltuk egy ¢jszakan at 65°C-on. A fehérjéket Proteinaz-
K emésztéssel tavolitottuk el, a DNS-t QIAquick kittel (QIAGEN) tisztitottuk. 2 ul tisztitott
precipitatumot hasznaltunk a PCR reakciokhoz. A reakciokhoz hasznalt primerek: 5°-GGT
TGA AGA CAA ATG GGT GT-3’ és 5’-GCC GTT TTC CAA AAT TTC C-3’; 5’-TTG
GAA AAT TTG GAA ATG CAC-3’ ¢és 5’-GTT TGA AAT TGC CCC ACA AG-3’; 5’-GGG
CTC TCG GTA TCT GTT CC-3’ ¢és 5’-ACC TAA GCG GCT GAG CAC AT-3".

9.1.8. Sejthalal vizsgalatok (TUNEL festés)

Fiatal feln6tt hermafroditdkat nagy mennyiségben tartalmazo 4-5 petri lemezrdl hipoklorit
kezeléssel embridkat nyertiink, majd az embridkat fixaltuk. A fixalt embriokat egyszer Tris-
Triton pufferben (1% Triton X-100, 100 mM Tris-HCl pH=4), hdromszor PBST pufferben
(1X PBS, 0.5% Triton X-100) mostuk, majd végrehajtottuk a TdT reakciot a Dead End

Fluorometric Tunel Assay kit (Promega) segitségével.

9.1.9. Elektronmikroszkopia

Transzmisszids elektronmikroszképidhoz a mintdk fixdldsdt és bedgyazasat egyedileg
végeztik el (71). 0,2% glutaraldehidet és 3,2% formaldehidet tartalmazo 0,15M kakodilat
oldatban az allatokat hosszanti ranyban felvagtuk egyszerti fénymikroszkop alatt. Egy
¢jszakas inkubalast (4°C-on) kovetden a mintakat 0,1M kakodilat pufferben mostuk, majd
agarba agyaztuk és utofixaltuk 0.5% OsOy- tartalmazo 0,1M kakodilat pufferben. A festés 2%
uranil acetattal, dehidraldst etanolban és propilén oxidban, a beagyazas Durcupanba (Fluka)
tortént. A mintak ,,szeletelését” Reichert-Jung Ultracut-E tipust ultramikrotdommal, a festést

olomcitrattal, a mikroszkopiat JEM100CX II elektronmikroszkdppal végeztiik.

9. 2. Tablazatok

F1. Tablazat. Autofiia gén deficiens allatok atlagos élethossza.

Genotipus Atlagos élethossz+  50% N P érték a
SEM (napokban) kontrollhoz
képest
Vad tipus (N2) 14.9 £ 0.1 13 112
bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)] 10.3+0.1 9 174 <0.0001
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bec-1(0k700); Ex[bec-1(+)] 13.7+0.2 12 183 <0.0181
unc-51(e369) 13.9+£0.3 12 132 <0.0023
unc-51(el189) 13.1+0.3 10 130 <0.0046
vab-8(el017) 10.1 £0.4 8 84 <0.0001
vab-8(gm84) 89+0.3 11 66 <0.0001
atg-18(gk378) 12.2+0.1 10 185 <0.0001
rrf-3(pk1426) [E. coli HT115] 15.5+0.2 14 181

rrf-3(pk1426), Igg-1(RNAi) [E. 11.4+0.1 9 147 <0.0001
coli HT115]

rrf-3(pk1426); M7.5(RNAi) [E. 12.5+0.5 10 140 <0.0001
coli HT115]

rrf-3(pk1426); T22H9.2(RNAi) 119+04 10 136 <0.0001
[E. coli HT115]

A kontroll baktérium az iires RNSi vektort expresszalta. Az 50% az az érték, ahol az allatok
fele még ¢lt. A P értékek az un. long-rank teszttel voltak kalkulalva.

F2. Tablazat. Autofag gének inaktivalasa szuppresszalja a hosszu életidejii mutansok
megnyult élettartamat.

Genotype Mean lifespan + 50% N P value vs.
SEM (days) control

Vad tipus (N2) 155 + 0.6 14 73

daf-2(e1370) 32.1+0.6 31 64

daf-2(e1370); bec-1(0k691); 26.1+0.5 26 185 <0.0001

Ex[bec-1(+)]

daf-2(e1370); atg-18(gk378) 242+0.5 24 147 <0.0001

daf-2(e1370); vab-8(e1017) 18.8 + 0.4 19 158 <0.0001

daf-2(e1370); M7.5(RNAi) 23.9+0.3 24 132 <0.0001

daf-2(e1370); lgg-1(RNAi) 26.6£0.5 26 95 <0.0001

daf-2(RNAi) 28.9+0.3 29 122

daf-2(RNAi); atg-18(gk378) 22.1+0.6 22 18 <0.0001

daf-2(RNAi); vab-8(e1017) 17.5+0.3 17 90 <0.0001

Vad tipus (N2) [E. coli HT115] 14.3 £ 0.4 14 66

TOR/let-363(RNAi) 184+0.4 17 88

let-363(RNAi); bec-1(0k691); 11.4+03 9 82 <0.0001

Ex[bec-1(+)]

let-363(RNAi); vab-8(el017) 11.3+04 10 53 <0.0001

let-363(RNAi); atg-18(gk378) 11.7+£0.3 10 46 <0.0001

let-363(RNAi); unc-51(e369) 11.5+02 10 129 <0.0001

Vad tipus (N2) 13.2 £ 0.6 11 46

eat-2(ad1116) 18.7 0.8 19 53

eat-2(ad1116); unc-51(e369) 10.0 £0.5 10 56 <0.0001

eat-2(ad1116); bec-1(0k691); 11.5£0.5 11 57 <0.0001

Ex[bec-1(+)]

eat-2(adl116) [E. coli HT115] 12.4+0.8 12 51

eat-2(adl116); T22H9.2(RNAi) 8.8+04 9 56 0.001

Vad tipus (N2) [E. coli HT115] 141+ 04 14 66

atp-3(RNAi) 20.4 +0.5 20 69

atp-3(RNAi); bec-1(0k691); 11.5+0.8 12 56 <0.0001

Ex[bec-1(+)]
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atp-3(RNAi); vab-8(e1017) 11.7+0.4 12 113 <0.0001
atp-3(RNAi); atg-18(gk378) 103+ 1.6 10 39 < 0.0001
atp-3(RNAi), unc-51(e369) 142 +0.7 14 55 <0.0001
clk-1 23.5+£09 24 75
clk-1; bec-1(0k691); Ex[bec-1(+)] 13.2£0.7 13 54 <0.0001
F3. Tablazat. Potencialis TRA-1A célgének a C. elegans genomban.
ORF Gén Feltételezett A kotohely poziciéja A C. briggsae
biolégiai funkcié kotéhely pozicidja
CO6ES.3 prk-1 (Pim oncogene  Szerin-treonin promoter (6kb) promoter (5,6kb)
Related Kinase) protein kindz
CO7H6.7 lin-39 (abnormal cell Homeodomén fehérje  promoter (0,9kb) promoter (1kb)
LINeage)
C08C3.3 mab-5 (Male Homeodomén fehérje  3'UTR 3'UTR
ABnormal)
C18411.5 xol-1 (XO Lethal) GHMP kinaz, a szex-  promoter (0,15kb) promoéter (<0,1kb)
determinacio és
doziskompenzacid f6
szabalyzoja
C41D7.2 ptr-3 (PaTched Patched receptor promoter (5,5kb) promoter (1,4kb)
Related family)
C53C11.3 ptr-5 (PaTched Patched receptor promoter (3,8kb) promoter (1,7kb, 3kb
Related family) - 2X)
FO8BI1.1 vhp-1(VHI dual- MAP kinaz foszfatdz  intronok (4x) intronok (2x)
specificity
phosphatase family)
FOS8F3.9 snRNS aktivalo promoter (0,1kb - 3x)  promoter (0,3kb - 2x)
komplex alegység
FO9ES.7 lev-1 (LEVamisole Acetilkolin receptor 1. intron (2x) 1. intron (2x)
resistant)
FI3DI11.2 hbl-1 (HunchBack Transzkripcios faktor  promoter (1,3kb - 2x)  prométer (1,3kb)
Like )
F1742.1 xtr-2 (MX region of TRA-2-szerii promoter (1kb - 3x) promoter (2,5kb - 2x,
TRA-2 Related) csiravonal szex- 1,3kb)
determinacios faktor
F28F5.3 lim-8 (LIM domain Miozin kdlcsonhatod promoter (0,3kb) promoter (2,2kb)
family) fehérje
F38FE11.2 hsp-12.6 (Heat Shock  Hosokk faktor promoter (0,4kb) promoter (0,3kb)
Protein)
F48FE8.1 lon-1 (LONg) TGF-béta jelatvivo promoter (2,5kb) promoter (2,3kb)
KO07D4.7 tag-218(Temporarily ~ Guanin promoter (1,6kb) promoter (1,3kb)
Assigned Gene name) nukleotidcseréld
fehérje
K10C2.5 grl-6 (GRound-Like) =~ Hedgehog-szerti promoter (<0,1kb) promoter (0,1kb)
fehérje
K11G9.2 Karboxil-észteraz promoter (<0,1kb) promoter (0,2kb)
M79.1 abl-1 (related to SH 2-3 domén nem- 1. intron 1. intron
oncogene ABL) receptor tirozin
kinaz, csiravonal
apoptozis szabalyozo
R0O6BY.6 mig-14 (abnormal Whntless-szerti prométer (3kb*) promoter (0,2kb)
cell MIGration) transzmembran
fehérje
RIOE9.1 msi-1 (MuSashl mRNS hasito és 5'UTR, promoéter 5'UTR, promoter
Sfamily) poliadenilacios (2,3kb) (5,5kb - 2x)
komplex-alegység
RI3HS.1 daf-16 (abnormal FOXO transzkripciés  promoter (0,25kb), promoter (0,25kb),
DAuer Formation) faktor intronok(2x) intronok (2x)
Y47HIC.4 ced-1 (CEll Death transzmembran prométer (0,3kb) prométer (0,25kb), 3.
abnormality) fehérje, apoptotikus intron, 6. intron
faktor
C26C6.2 goa-1 (G protein,O, heterotrimer G 5. exon** 5. exon**

Alpha subunit)

feherje alfa alegység
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