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l. ELOSzO

. --. C. elegans preserves that wonderful featurehat t

with a few toothpicks, some petri dishes and a

microscope, you can open the door to all of biolbgy
Sydney Brenner (1996)

[, ... a C. elegans (mint genetikai és #eiésbiologiali
modell) megrizte azt a csodalatos tulajdonsagat ... ,
hogy néhany fogpiszkalé ésdanmyag petri lemez
segitségével, valamint egy mikroszképpal a bioldgia
(szinte) barmely kérdéskore vizsgalha}o.”

Milyen egyedfejbdési program mentén alakul ki egy sokisejislény testének 3-dimenzios
szerkezete? Hogyan képes viszonylag limitalt széméhany tucat) konzervalt jelatviteli
rendszer — ezek a molekularis gépezetek biztositjad$ rendet a sejt-sejt kommunikacio és
a genetikai szabalyozas kaotikus kémiai vilagabaneglegen nagyszamu (akéar tobb ezer
féle) sejttipust meghatarozni? Ezek a problémakiocdddia kutatdsok legambiciézusabb
aktudlis kérdéskorei kozé tartoznak, és mindenriniyal az elkdvetkdy évtizedek kutatasi
trendjeit is meghatarozzak. A felvetett kérdésekegalabbis részben, csak a jelatviteli
rendszerek komplex tkodésének megértése utan lehet érdemben valasZanegyedi
jelatviteli palyak kozott hatd interakciok feltagsehat kiemelt jeletisédi kutatdsi program.
Mindezek tikrében nem megtigghogy gyakran ma mar nem egyedi jelatviteli utakanem
jelatviteli halézatokat vizsgalnak egy adott deigsbiologiai vagy sejttani folyamat
tanulmanyozasa soran. A témakor vizsgalatdba Kizelve, a Ph.D. fokozat megszerzését
koveten vagtam bele. Ezenddlatt sikerult kiépiteni eg€aenorhabditis elegarf®nalféreg
modellrendszerre épiil fejlodésgenetikai laboratériumot az ELTE Genetikai Tékén,
amely a nemzetkoZL. elegankutatokozosségd. eleganResearch Commun)tyegisztralt
tagjava valt.

Az MTA doktori fokozat elnyerése céljabdl irt déggésemben &. eleganson
végzett kutatasaim egy koherens részét, a jeltwpcsolatok feltdrasara vonatkozo
eredmeényeket foglalom o©ssze. A vizsgalt paradigmalérthed okok miatt — széles
spektrumot fednek le. Egyrészt ennek a mikroszkopiknérei soksejti élslenynek a
vizsgalataban kivételes multidiszciplinaris letsgigek rejlenek (erre utal &. elegans

kutatasokat inicidlo Sydney Brenner fentebb olveshdézete is). Masrészt a vizsgalataim



fokuszaban allo jelatviteli Utvonalak sokféle edgggiddési folyamatot és sejtes funkciot
szabalyoznak. Mindezek ekgdként olvashatunk az értekezésben sejtndvekédésr
sejtfuziordl, sejtpusztulasrél, sejtsors meghat@sod, mintazatkégméssl, jelatviteli
integracioroél, déziskompenzaciordl és oregedléskz alaptéma azonban mindvégig kdzos
marad: jelatviteli tengelyek kdzo6tti szabalyozé ésqlatok gignalling crosstalkvizsgalata és

meghatarozasa.

Il. BEVEZETES

Mi mondja meg az egyedféfés soran a sejteknek, hogy mikor osztodjanak éddige
éljenek? Hogyan tudjak az ujonnan keletkaejtek, hogy egy adott pillanatban a test egy
meghatarozott pontjan milyen sejttipussa kell défieialédniuk? Milyen molekularis
mechanizmusok biztositjadk a sejtek homeosztazstabi( mikodését) az allandéan valtozé
korilmények kozott? E mechanizmusok hibadikddése hogyan vezet patolégias
folyamatokhoz? A felvetett problémak bioldgiai nsygerésink frontvonaladba tartoznak,
orvosbioldgiai vonatkozasuk jeléist A fenti keérdésekre adando valaszok, legalalésislen,

a differencialt génaktivitasban kereséekl. Egy soksejt organizmus sejtjei ugyanis azonos
génkészlettel rendelkeznek, de sejttipustdl éslfigiai allapottol flig§en adott sejtek eléb

a keszletbl csak bizonyos géneketiikddtetnek. A génexpresszié szabalyozasa tehat az
egyedfejbdés egyik kulcsfontossagu molekularis szintere. g tudnank hatarozni az
egyedfejpdés soran keletkézegyedi sejtekben, hogy mely gének és pontosanemily
mértékben fejemnek ki, elviekben leirhatd lenne az egyedfifls genetikai programja. Ma
még nem vagyunk erre technikailag képesek, és detsdogy valaha egyaltalan képesek
lesziink. Amit ma ismeriink azonban, az sem kevgénaxpressziot specifikus transzkripcios
faktorok szabalyozzdk, amelyek viszont meghatatozetatviteli Gtvonalak hatasara
aktivalodnak.

A jelatviteli utvonalak kdézponti szerepet jatsza@a egyedfefidés szabalyozasaban.
Lehebve teszik a sejtsors meghatarozast, a széveti paitkidpsdést €s a szervek, testtajak
elrendeddését. A jelatviteli rendszereknek alapveszerepik van tovabba a sejtek
miikodésének szabélyozasaban. Aktivitasuk befolyasoljaakromolekulakurnovegét (pl. a
fehérjék szintézisét és lebontasat), és ezen kéteszsejtek ndvekedését, osztdodasat és
tulélését. A jelatviteli atvonalak abnormalis iikbdése emberben sulyos &gjési

rendellenességek, valamint szamos patologias ebédt (pl. kualonb&k raktipusok,



neurodegenerativ  folyamatok, intracellularis patede altal okozott feéizések,
izomsorvadas, cukorbetegség, sth.) kialakulas@m@tdolhatd dssze.

A jelatviteli rendszerek alapuin egy adott bioldgiai informéaciot processzalnak. A
Uzenet (jel) tovabbitasa fehérjék aktivalasam §llapot) vagy gatlasaroff allapot) keresztil
valésul meg. A jelatvitel végs hatdsa gyakran differencialt génexpresszios vadtoz
eredmeényez. Ezért is nevezik a jelatviteli rendszer; pontosabban a rendszerek
komponenseit kodol6é gének hierarchikus lancolag@&netikai Utvonalaknak. A jelatvitel
(szignal transzdukcid) biologiai jelentése: az infacio anyagcseréje. Azt a molekularis
eseménysort jelenti, amely soran a sejt érzékelprégesszalja a kornyezétbérkez
inform@ciot.

Az értekezésben U] jelatviteli kapcsolatok feltaras vonatkozé eredményeket
mutatok be. Kisérleti objektumkéent a fonalférébpenorhabditis elegars jelatviteli
paradigmaként az autofagiat és a vulvaszoveidéget hasznaltam. Az autofagia az eukariota
sejtek szabalyozott ©nlebontd (katabolikus) folysamaEgyedfejppdési, fizioldgiai és
orvosbioldgiai jelertisége ellenére az autofagia mechanizmusarol éslgaahsarol soksdit
rendszerekben 2003-ig nem allt rendelkezésre inndatat. Célul tiztik ki az autofagia
mechanizmusanak, szabalyozasanak és sejttani/egyddsi funkcidnak feltarasac.
eleganshan. Kiemelten vizsgéltuk az autofdg degradéciafolyasold jelatviteli
folyamatokat. A C. elegansvulvaszévetének kifgjdése kivalé kisérletes paradigma a
jelatviteli utvonalak koordinalt ikédésének tanulmanyozasahoz. Az eddig megismeravul
fejlédést szabalyozd utvonalak &in-39 Hox gén transzkripcidjat befolyasoljak.
Vizsgalatainkban Uiin-39 expressziot szabalyozo, és () LIN-39 altal szalzitojelatviteli

kaszkadokat kerestiink.

IIl. CELKIT UZESEK

lll.1. A C. elegans TOR kinaz: jelatviteli kapcsolatok és funkciok

Az autofagiara vonatkozo kutatasaink kezdetén (200kezdbdéen) olyan C. elegans
rendszert kivantunk &lllitani és jellemezni, amelyben az autofagia folgta
hiperaktivalodik (az autofagia ithodésének megértése ceéljabol célglabnek tint autofag
struktarak jelenlétét, mintsem azok hianyéat vizegalA TOR kinazrol ekkor ismert volt,

hogy élesztben potensen gatolja az autofagiat. Kézerdfekil« fint tehat a TOR-t genetikai



eszkdzokkel (mutaciokkal és géncsendesitéssel}livahk C. elegandan. TOR deficiens
nematodak létrehozésa utan a koveikezrdéseket fogalmaztuk meg:
» van-e szerepe a TOR kindznak az autofagia szalddgbarC. elegansan?
»= van-e hatasa a TOR kinaz blokkolasanak (autoféigierdiktivalasanak) €. elegans
egyedfejbdéesére?
= befolyasolja-e a TOR — mint a sejtek energia szenzaz allat 6regedési folyamatat?
» haigen, akkor milyen élethossz-szabalyoz6 geneitkanalakkal hat kdlcsén?

[1l.2. Autofag gének és fehérjékC. elegans-ban

A TOR kinazzal végzett kisérletekkel parhuzamosatettiik azt a direkt kérdést is, hogy
vannak-e autofag gének@ elegansgenomban; ismert éle$zautofag génekATG) féreg
ortoldgiait kivantuk bioinformatikai méddszerekkeleghatarozni. lzgalmas probléma volt
annak megvizsgalasa, hogy vajon minden ismert @lestofag génnek megtalaljuk-e a féreg
ortologjat, vagy vannak élegzspecifikus autofag faktorok. Mas szavakkal, elegansban

az élesatben feltart mechanizmushoz hasonléan zajlik azfagia folyamata vagy vannak
alapvet molekularis kulonbségek a két rendszer kozott? aNglC. elegansATG geén
meghatarozasa utan céldzerolt megvizsgalni a gének expresszidés mintaza&aerettik
volna tudni, hogy &C. elegansautofag fehérjék intracelluléris lokalizacioja baBt-e az
éleszé ortolégok mintazatdhoz (citoplazmatikus, membndukstirakhoz kapcsolt).
LizoszOmas markerek hasznalataval terveztik meggins hogy az autofag fehérjék
mutatnak-e lizoszémas lokalizaciot. Ugyancsak fentolt annak a kérdésnek a tisztazasa,
hogy az autofag gének mikor (mely staddiumokbarh)atgmilyen sejtekben) fejéznek ki az
egyedfejbdés soran.

l11.3. C. elegans autofag genek funkcioi

C. elegansautofag gének meghatdrozdsa utan a géneket matkihesk izoladlasaval és
géncsendesitéssel kivantuk inaktivalni. A tovabtéek az autofagia defektiv, pontosabban
autofag gén deficiens torzsek genetikai (funkciegkllemzését szandékoztuk elvégezni.
Vizsgalni kivantuk a torzsek életképessegét, fersifit, novekedeési Utemét, élettartamat,
vizsgalt allatok sejtleszarmazasanak meghataro2akst sejttani és egyedféfési funkciok
meghatarozasa utan olyan Utvonalakat kerestiinklyaknez autofag gének aktivitdsan
keresztll szabalyozzak a kérdéses biologiai folyamaAutofag géneket szabalyozo

jelatviteli rendszereket kivantunk tehat feltarni.



l11.4. A C. elegans vulvaszovet kifejlodését szabalyozo jelatviteli rendszerek integraciaj
A 1in-39 Hox gén kozponti szerepet jatszik a vulvaszovet Kitgsében: a gén szabélyozé
régioja integralja a vulva féjtlést szabalyozé Uutvonalak jeleit. A LIN-39 — mint
transzkripcidés faktor — konzervalt DNS szekvencidpes felismerni és megkétni. E
szekvencia meghatarozasaval az alabbi kérdésekantiunk valaszt keresni:
* milyen célgéneket szabdlyoz a LIN-39, és mely a&gévesznek részt a vulva
sejtsorsok specifikaciéjaban?
= mely LIN-39 célgének tartoznak szignalizacios reedskbe?
» a LIN-39 ko-faktorakent prediktalt CEH-20/Pbx/Exeh&rje szerepet jatszik-e a vulva
fejlédés szabalyozasaban?
= ceh-20hipomorf mutaciok hogyan befolyasoljak a vulva taratképédését?

» Hat-e mas jelatvitel Bn-39 VPC-specifikus expresszidjara?

A vulva egy ivarspecifikus szerv, himekben neniéték ki. Ennek a szex-specifikus
egyedfejbdési aspektusnak a genetikai hattere mai napigtisetazott. A nemi kilénbségek
C. elegandban alapvéien a szex-determinacios génkaszkad szabalyozdsalalak. Ez az
0sszefliggés vezetett minket annak a kérdésneketdethez, hogy a TRA-1A transzkripcios
faktor (a szex-determinacios utvonal termindlisdak) befolyasolja-e, és ha igen, hogyan, a
lin-39 aktivitdsat a vulva prekurzor sejtekbera-1 funkcidévesztéses mutaciok mutatnak-e

vulva fejlédési defektusokat?

[11.5. A TRA-1/GLI transzkripciés faktor célgénijei

A TRA-1A transzkripcios faktor konzervalt Kitelyének meghatarozasa utdn a célgéneket
genom szinten kivantuk feltarni. A potencialis &gk bioinformatikai meghatarozasa utan
néhany ,izgalmas” jelatviteli talalatot kisérletass meg kivantunk vizsgalni. Ezek egyike a
mar emlitettlin-39 volt. A mésik talalat, amellyel részletesen kiwenkt foglalkozni axol-1
.mester kapcsold” gén volt. &ol-1 mikodésének tisztazasa érdekében megvizsgaltuk, hogy
milyen médon szabalyozza a TRA-1Axal-1 aktivitasat, és milyen hatasa lehet ennek a

jelatviteli kapcsolatnak az egyedf&jiés globalis szabalyozasara.



IV. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Autoféagia vonatkozasu eredmények tézispontjai:

1. A TOR (,;rapamycin kinaz célpontja”) szabalyozza az 6regedési folyamatot C.
elegans-ban. A C. elegansgenomban det-363 gén kddolja a sejtek energia allapotat
érzékeb TOR kinazt. let-363(-) funkciovesztéses mutaciok megallitigak az Allat
egyedfejbdését az L3 larva stadiumban. Kimutattuk, hogy &Tdeficiens mutans larvak
kétszer hosszabb ideig €lnek, mint a vad tipusijiegteletcikluson keresztil féflo)
allatok. let-363specifikus géncsendesités (RNS interferencia; RKM&sonlo pleiotrop
fenotipust (egyedfgjiés megallitasa és megnyult élettartam) eredmétiydzel 4 larva
stadiumtdl alkalmazottiet-363 géncsendesités nem gatolta meg az allatok normalis
(reproduktiv) fejpdését, de tovabbra is jeléaen megnyujtotta az élettartamot. A TOR
altal kozvetitett jelatvitel tehat egy Ujonnan azsitott 6regedési folyamatot szabalyozé

utvonal.

2. ATOR és az inzulin/IGF-1 (inzulin-szeki névekedési faktor-1) atvonal egy jelatviteli
tengelyt alkotnak az 6regedési folyamat szabalyoziisan. Az inzulin/IGF-1 jelatviteli
atvonal kozponti szerepet jatszik a fonalférgekyarok és endisok élettartamanak
szabalyozasaban. DAF-2/IGF-1 receptor deficienalférgek élethossza kodzel duplaja a
vad tipusu allatok élethosszanakletr363géncsendesitése nem novelte tovalmag?2(-)
mutansok hosszu élettartamat. A TOR és az inz@AR/L hormonalis rendszer tehat egy
jelatviteli tengely mentén szabdlyozza az odregettdgamatot. Ezzel a megéllapitassal
konzisztensen &t-363(RNSi)allatok egy része dauer larvaként ddjptt. A dauer larva
egy alternativ egyedféjtiési forma, amelyet a vad tipusban a kedtter kornyezeti
tényedk (pl. taplalékhiany, nagy egyddfiség, magas dmérséklet) indukalnak.
Restriktiv korilmények kdzott daf-2(-) mutdnsok is dauer larvaként fejhek. A dauer
larva egy nem o6regédfejlédési forma: a vad tipusu allatok két hetes éleitadtval
szemben fél évig is életképes. daf-2(-) mutans allatok megndvekedett élettartama és
dauer fejbdése a DAF-16/FoxO transzkripciés faktor aktivitasafligg: a daf-16
mutacios inaktivalasa szuppresszalja az élethosgekedést és dauer i@léstdaf-2(-)
mutadnsokbandaf-16(-) muticiok azonban nem befolyasoltak laz363(RNSi)allatok
élethosszat. A LET-363/TOR tehat a DAF-16-tidwnstreamhat az inzulin/IGF-1

utvonalban: a DAF-16 felteh#n negativan szabalyozza a TOR-t. Ezzel az eplarat



relacioval egybevagoan lat-363 expresszids szintje jeldisen megemelkedettaf-16(-)

mutans genetikai hattérben.

. C. elegans autofag gének meghatarozasaBioinformatikai eszktzokkel (BLAST
szekvencia-hasonlésagi kereséssel) autofag génekehositottunk aC. elegans
genomban. Ismert éle$zés humanATG (autofagia-kapcsolt) gének féreg ortologjait
hataroztuk meg. Néhany éle$ATG gén esetében nem talaltunk féreg ortolégot, myg eg
ATG gén esetében (Atg8) egynél tobb nematoda ortoldgyoteghataroztunk. AATG
gének tébbsége azonban evoluciosan konzervalt tmmavagyis egy-egy jol definialt
ortol6g altal reprezentalva taldlhatdé meg a féregognban. Ez azt sugallja, hogy az
autofagia mechanizmus&. eleganshan konzervéltan, az éleShen megismert

masinériahoz hasonléan mehet végbe.

. C. degans autofag gének funkciondlis (genetikai) jellemzésemutans allélek és
géncsendesitésSzamosC. elegansautofag gén esetében izolaltunk vagy szereztiink be
funkciovesztéses mutans alléleketic-51/ATG1bec-1/ATG6atg-7, Igg-1/ATG8ésatg-

18 gének mutans alléljeit jellemeztik molekularisé&z. unc-51 kivételével mindegyik
autofag gén mutacidja teljes vagy részleges permfja életképtelen fenotipust
eredményezett. A mutans allatok az embrionalis vagkorai larvalis fefildés soran
pusztultak el. Az autofagia tehat esszencialS. &legansegyedfejbdéseéhez. Alternativ
magyarazatként az autofag gének autofagia fliggefiemkcidja szikséges az
életképességhez. Mdec-1 atg-7 és Igg-1 gének esetében RNSi konstrukciokat is
létrehoztunk. Mindharom konstrukcié funkcionalisnakizonyult (megszintette a

megfeleb autofag géngfp-vel jelolt fluoreszcens vilagitasat). Ezen autofggnek

“ s

. C. elegans autofdg gének expresszids jellemzéskét autofag génhlec-1 éslgg-1)
esetében hoztunk létre transzlacios fuzghs-jeldlt riporter konstrukciokat. Abec-1
esetében a C-terminalison, lgg-1 esetében az N-terminalison fuzionaltukgfa kddolo
régiot (azlgg-1 C-termindlisan talalhaté glicin funkcionalis). Kkzea transzgének
menekitették az adott gének mutans alléljai akalzott letélis fenotipusokat. Instabil —
extrakromoszomalis — genomi szerkezetben kivaléetijead mozaikként rkodtek. A
bec-1éslgg-1 expresszidja azt mutatta, hogy ezek a gének sadégjipdés soran minden

sejtben aktivak. A legintenzivebb expressziét azdremalis fejbdési stadiumokban



detektaltuk. Larvakban és félih allatokban kitlintetetten az intenziven osztoeifekben
lattunk efs GFP jelet. Intracellularisan ezek az autofag riékéa citoplazmaban és a
magban egyarant megtalalhatéak voltak. A citopldm@na pontszér struktirakhoz
lokalizaltak. A korabb feltételezések szerint eaestruktirak autofagoszomalis képletek.
Az LGG-1 esetében igazoltuk, hogy a korai larvaeri@is seamsejtjeiben a fehérje a
Golgi rendszerhez is lokalizal. Ezért a pontézantofag fehérje-pozitiv struktarak nem
tekinthebek egyértelrien autofag erediékomponenseknek.

. Az autofag gének szabalyozzak az ¢regedési folyaroaiC. elegans-ban. Az autofag

gének mutacids inaktivaldsa és géncsendesitésewdigt élethosszt eredményezett. A
kisérletekben életképasmc-51(-) és atg-18(-) mutdnsokatpec-1 genetikai mozaikokat,

valamint atg-7(RNSi) és Igg-1(RNSi) allatokat vizsgaltunk. Mivel az élethossz
megrovidiléese nem szolgal evidenciaként a vizsg@#nh Oregedési funkciojara
vonatkozoéan, ezekben az allatokban meghataroztikemgedési pigment (lipofuscin) és a
mozgasi képesség életkor fuggvényében tértealtozaséat. Ismert ugyanis, hogy az
oreged fonalféergek progressziven halmoznak fel lipofusc{hizoszomalis aktivitas

vegtermékei) sejtjeikben és mozgasuk a# w&lérehaladtaval fokozatosan paralizal.
Eredményeink szerint az autofag gén deficiens didlagyorsabban halmoznak fel
lipofuscint €s gyorsabban bénulnak le, mint a vipdsti allatok. Autofag génfunkciok
hianya tehat az 0oregedési folyamat befolyasolaggyorgitasan) keresztll okozott

rovidebb élettartamot.

. Az 6regedési folyamatot szabalyoz6 genetikai Utvolek hatdsa az autofag géneken

konvergalodik C. elegans-ban. Az utobbi évtizedekberszamos oOregedési folyamatot
szabalyozé (gyorsito) jelatviteli rendszert hatéakz meg. Ezek kozé tartozik az
inzulin/IGF-1 és TOR uatvonalak (az utébbi funkcidjaagunk tartuk fel), a csokkent
tapanyagfelvételt (,kalorikus restrikciét'Rozvetith atvonal és a mitokondrialis 1égzési

lanc. E rendszerek valamelyikénekikiidésében gatolt egyszeres mutans allatok hosszu

életidefiek. Autofag génfunkcidban deficiens egyszeres nsatdn- ahogy azt fentebb
lattuk - révidebb ideig élnek, mint a vad tipus.téfdag géneket inaktivaltunk hosszu
életidefi mutansokban, és néztik a beavatkozas élettartkif@jtett hatdsat. Minden
kettés mutans kombinaciéban az autofag mutansok roviéégitartama volt episztatikus.
Kivételt a daf-2(-) mutansok jelentettek, amelyekben az autofag géhakkolasa csak

részlegesen szuppresszalta a megnydlt élettartadadt2(-); autofag geén(-)kets



mutansok tehat hosszabb ideig éltek a vad tipusieakovidebb ideig éltek daf-2(-)
egyszeres mutansokndl. Figyelemre mélté modon sféaugének blokkolasa nagyobb
mértékben csokkentette az élettartachaft2(-) mutdns hattérben, mint vad hattérben. Ez
Ujabb indikaciot jelentett az autofag gének élatarszabalyozo szerepére vonatkozoan.
Autofag gének inaktivalasa rovid élettartamot erédyezett TOR, kalorikusan
Jrestriktalt” és mitokondridlis |égzésben csokkentitans allatokban. Az autofag gének
tehat egy Utvonalban hatnak a TOR kindzzal, amtfgapjelatviteli komponensekkel és a
mitokondrialis respiracios lanc komponensekkel:sefaitikusan hatnak e komponensek
felett, kozvetitik azok hatasat (pl. az autofagegefunkcidja kell a TOR mutans allatok
megnyult élettartaméanak kifejgdéséhez). Ezen eredmények szerint a kiléhboz
élethossz szabalyoz6 (tvonalak hatdsa az autofagaggkadon konvergalddik. Az
autofagia tehat az dregedési folyamat kézpontidyakhé mechanizmusa. E megallapitas
egybevag azokkal az utébbi években tett megfiggéléd, miszerint az autofagia

abnormalis mikddése szamosddkori degenerativ elvaltozasban kimutathaté.

. Az unc-51/Atgl és bec-1 /Atg6 C. elegans autofag gének szerepet jatszanak a
sejtndvekedés szabalyozasaba TOR-inzulin/IGF-1 jelatvitel tengely tapanyag- és
hormonfigg mddon szabalyozza a sejtndvekedést és proliférasiint azt az €z6
pontban lattuk, e tengely éregedési folyamatra ggak hatasat autofag gének kozvetitik.
Ezért két életképes autofag mutans torzshen-61(-)ésbec-1mozaikok) megvizsgaltuk

az alatok testméretét (@. elegansszomatikus sejtek szama invarians, tehat az allat
testmérete a sejtek méretének flggvénye). A muédlasok testmérete a normalisnal
révidebb (kisebb) volt. Szovet-specifikus markeadkalmazasaval megallapitottuk, hogy
a sejtszam nem valtozott meg a mutans allatokba@manly egyedei sejt térfogatat is
megmertik, és megint kisebb értékeket kaptunk, minad tipusbanC. elegandan a

normalis sejtméret kialakitdsahoz tehat autofaglkgéumkciojara van sziikség.

. Az unc-51 és bec-1 autofag gének az inzulin/IGF-1 és TGH utvonalakkal
kblcsonhatva (azok downstream részeként) szabalyozzak a sejtndvekedési
testmeéret (és sejtméret) szabalyozasaban az iH@HR1 és TGH utvonalak kdzponti
szerepet jatszanak a kulonboAllati taxonokban.C. elegandan szamos olyan
inzulin/IGF-1 és TGH utvonal defektiv mutans ismert, amelyek hosszimeésttel
jellemezheiek. Ezekben a megnydlt testmdretmutansokban autofdg géneket

inaktivaltunk: a ketis mutansok minden esetben rovid testnti@letvoltak. Az autofag
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gének tehat kozvetitik e jelatviteli Gtvonalak séjtekedést szabalyoz6 hatasat. Mas
szavakkal megfogalmazva az inzulin/IGF-1 és Tgalvonalak az autofag génkaszkadon
konvergalodnak a sejtndvekedés szabalyozasabardbbavmindkét utvonal hat az
egyedfejbdésre is: az utvonal deficiens egyszeres mutanso&rdarvaként fefidnek. Az

autofag gének blokkolasa géatolta ezen utvonal idefscallatokban a dauer larvatejgst.

10.Autofdg gének szikségesek a neuronok pusztulashozciotoxikus sejthalal
paradigmaban C. elegans-ban. A neurodegenerativ betegségeket az idegsejtekgesne
pusztulasa jellemziC. elegandan bizonyos ioncsatorna alegységeket kdédol6 gének
hiperaktiv mutaciéja a mechanoreceptorok (6 darabh waz allatban) programozott
pusztuldsat eredményezi. Ezt a folyamatot hivjatitetoxikus sejthalélnak. A pusztulo
neuronok jellegzetes vakuolarizaciot és membranirbetseket tartalmaznak, amely
autofag géenek funkcidjat vetette fel a folyamatbAntofag géneket inaktivaltunk ilyen
nekrotikus sejthalal paradigmakban (ioncsatornaeraktiv mutansokban) és azt
tapasztaltuk, hogy sejtpusztulas mértéke csokkemtekrdzis tehat egy aktiv folyamat,
autofag gének funkcigjat igényli. Ezt a jelenségetgvizsgaltuk egy masik sejthalal
paradigmaban is. Az 6-hidroxidopamin (6-OHDA) nearin specifikusan a dopaminerg
neuronokat pusztitja el. Autofag gének inaktivalgsaolta a 6-OHDA okozta neuron
pusztulast. Az alapvéen sejtvéd funkcioval rendelkez autofag géneknek tehat van —

bizonyos kérilmények kozott — sefidtepessegik is.

11.A bec-1/Atg6 C. elegans autofag gén genetikailag kodlcsonhat (és fizikailagotodik) a
CED-9/Bcl-2 anti-apoptotikus fehérjével.bec-1/ATG6(-mutans tdrzseket izolaltunk. A
mutans allatok az embridgenezis kulonbogtadiumaiban elpusztultak. A pusztulo
embridkban nagymennyiségapoptotikus testet azonositottunkec-1(RNSI) felnott
allatokban szintén nagyszamu csirasejt pusztalpeptdzissalbec-1deficiens allatokban
a megnovekedettt apoptdzis CED-3 kaszpaz blokkeddgrtolhatd volt. A BEC-1 tehat
a kanonikus apoptotikus Utvonalban hat és apoptgaidd (anti-apoptotikus) funkcioval
bir. Ugyanilyen funkcidja van a CED-9/Bcl-2 fehémpk is. Koimmunoprecipitacios
kisérletekkel igazoltuk, hogy a BEC-1 &dik a CED-9-hez. Az autofag és apoptotikus
génkaszkadok tehat genetikai interakciot mutatnak,két uUtvonal kozotti fizikai
kapcsolatot a BEC-1/CED-9 komplex teremti meg.
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Vulva fejl 6déssel kapcsolatos eredmények tézispontjai:

12.A LIN-39 HOX fehérje (és a CEH-20/Exd HOX kofaktor) szabalyozza a LIN-
12/Notch receptort kddold gén transzkripcidjat a viva fejlédés soran.A LIN-39 egy
HOX feheérje (transzkripcios faktor), ikbdéset a CEH-20/Exd kofaktor teszi |ehwet.
lin-39 és ceh-20 hipomorf mutansok jellegzetes vulva &ljési rendellenességeket
mutattak. Jellemi#&n az an. masodlagos (2°) vulva sejtsors nem dift@élodott ezekben
az allatokban. A 2° sejtek differenciacioja a LIRAYotch jelatvitel kontrollja alatt all
(lin-12 kodolja a féreg Notch receptort). A fenotipussgplbevagoan a LIN-39 és CEH-20
fehérjék kimutathatdak voltak a 2° sejtekben a auhdukcio soran. Ain-39 ésceh-20
gének aktivitAsanak csOkkenése szuppresszaltin-a2 funkcionyeréses mutansok
sokvulvéas fenotipusat (minden vulvéstjtben 2° sejtsors alakul ki). Ezzel konzisztensen
a lin-39 ésceh-20mutansokban nagymértékben redukaldéddind2 gén expresszidja.
Bioinformatikai eszk&zokkel konzervalt LIN-39 Kitelyet azonositottunk din-12
promoterben és kromatin-immunoprecipitacidés kisilleigazoltuk, hogy a LIN-39
kotédik alin-12 szabalyoz6 régidéhan vivo. A vulva fejlbdést szabélyozd LIN-12/Notch
jelatvitelt tehat a LIN-39/CEH-20 komplex aktivagavulva indukcio soran. Mivel k-
39integralja a vulva fefldést indukalé Ras jelatvitel hatasat, ézcx gén kapcsolja 6ssze

a Notch és Ras utvonalakat.

13.A LIN-39 HOX fehérje (és a CEH-20/Exd HOX kofaktor) szabalyozza a LAG-
2/Delta/Serrate Notch ligandumot kodolo gén transziipcidjat a vulva fejl 6dés soran.
A LIN-12/Notch jelatvitel Delta/Serrate-sZetiganduméat dag-2 gén kddolja. BLAST
elemzéssel dag-2 promoterben is talaltunk konzervalt LIN-39 &belyet. Ezzel
0sszhangban &g-2 vulvaszoévet-specifikus expressziojatlia39 és ceh-20 hipomorf
mutaciok eliminaltak, valamint a LIN-39 képes vkitédni alag-2 promoéterhean vivo.

A Notch jelatvitel tehAHox-fliggé mdédon szabalyozdédik a vulva f&jlése soran.

14.A C. edegans szex-determinaciés génkaszkad szabalyozza a vulzéset
mintazatképzédését. A C. elegansvulva egy ivar-specifikus szerv: csak a hermafiendit
allatokban fejpdik ki (a C. elegans populaciokat két nem alkotja: az allatok
onmegtermékenyit hermafroditak vagy himek). A szomatikus nemi kigégek
kialakitasat a szex-determinacidés génkaszkaikooése teremti meg. Az Utvonal
termindlis transzkripcios faktora a TRA-1A fehérmmely a human Glioma-kapcsolt

fehérjék és aDrosophila Cubitus interruptus féreg ortologjatra-1(-) mutans

12



hermafroditak jellegzetes vulva féflési defektusokat mutattak: ezekben az allatokban
nem differencialédtak 2° sejtek. Néhany mutans égga tobb vulva fefidott. Ezekkel a
mutans fenotipusokkal 6sszhangbatreal expresszaldédott a 2° vulva sejtekben és a
hipodermiszben (a hipodermigitkerednek a vulva fejdést gatlé synMuv — szintetikus
sokvulva — (tvonalak). Atra-1 gatlasa novelte, hiperaktivalasa csokkentette lgavu
indukciot lin-12 funkcidnyeréses mutansokban. A szex-determinagéikaszkad tehat

egy Ujonnan azonositott vulva f&jlést szabalyozo6 utvonal.

15.A C. elegans szex-determinacios génkaszkad terminalis transzkpcios faktora (TRA-
1A) kozvetlenil szabdalyozza din-39/Hox expresszidjat a vulva fejpdés soran.A 2°
vulva sejtsorsot a LIN-12/Notch dtvonal, annak \aldisat pedig alin-39 Hox gén
szabalyozza. TRA-1A konszenzus dgitekvenciat hataroztuk meg és talaltunkna39
szabalyoz6 régioban. A TRA-1A Kit6tt alin-39 promoterhein vitro, €s befolyasolta a
lin-39 vulva-specifikus expresszidjat. A szex-determigacgénkaszkad tehat Ie-39
represszalasan keresztil szabalyozza a vulva shftekencialodasat.

16.A tra-1 egy synMuv B gén. A 1in-39 aktivitasat a synMuv utvonalak gatoljak a vulva
fejlodés soran. A synMuv rendszer valOjaban harom ghraddundansan #hkodé
atvonalbdl all: a synMuv A, B és C utvonalakbdl. Agyszeres synMuv utvonal
mutansok vad fenotipustiak, mig barmelyik két synMiivonal egyiddj kiltése
tobbvulvas fenotipust eredményez (a synMuv rendsZeas induktiv jellel antagonizal, a
rendszer hianya vulva hiperindukciéhoz vezet). AMyv B Gtvonal kromatin szabéalyozé
faktorokat tartalmaz, mint amilyen példaul a Reblasztoma (Rb) fehérjetra-1(-)
mutaciok tobbvulvas fenotipust eredményezt®ynMuv A és synMuv C mutans
hatterekben, mig nem okoztak valtozaghMuv Bmutans hattérben. &a-1 tehat egy
synMuv Bgén. Blokkoltuk dra-1 funkciojatsynMuv ABketivs mutansokban is. A harmas
mutansok atlagos vulva szama mindig nagyobb vaht en megfelel syMuv AB kettis

mutansoké.

17.A tra-1 szabalyozza a sejtfuzioC. elegans-ban. Ahogy azt a 15. pontban bemutattam, a
TRA-1A transzkripcionalisan represszaljdia39-et. A lin-39 gén részt vesz a ventralis
P(1-11).p blaszt sejtek sejtfuziés folyamatabamt@sabban annak gatlaséban. Vad tipusu
allatban csak a P(3-8).p sejtek nem fuzionalnaktobbi Pn.p sejt beolvad a

hipodermiszbelin-39(-) mutansokban az 6sszes Pn.p sejt fuzional a hiposiezel, ezért
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ezekben az allatokban nem tud vulva indukalédniv@shianyos fenotipus). Ez felvetette
a TRA-1A potencidlis szerepét a sejtfuzié szabdgéban. Val6ban,tra-1(-)
mutansokban a Pn.p sejtek tobbsége nem fuzioniflogldrmisszel. Egy masik sejtflzios
paradigma a lateraliseam sejtek fuzigja.tra-1(-) mutansokban aseam sejtek nem
fuzionalnak egymassal és ezért nem tudjak kialaki@ hipodermisz jellegzetes
kitiremkedéseit, az Unalaekat. Osszefoglalva, atra-1 eldsegiti a sejtfizios
folyamatokat. Ez a Gli fehérjecsalad egy 0] sejttankcidja.

18.A TRA-1A represszalja a xol-1 ,mester” szex-kapcsolo gén expressziojatA C.
elegansszex-determinaciés és doziskompenzaciés kaszkads ketegmensre oszthato:
upstreamrésze egyszerre szabalyozza — dsszehangolja skdagbenzacios és szex-
determinacios folyamatokalpwnstreanrésze viszont csak a szex-determinaciora hat. Az
upstreamrész niikdodéseét axol-1 ,mester” kapcsoldé gén aktivitasa befolyasolja, raig
downstreanrész termindlis transzkripcios faktora a TRA-1AoiBformatikai analizissel
TRA-1A konszenzus kéhelyet talaltunk axol-1 prométerben, és ez konzervalt moédon
megtalalhaté volt kdzel roko@aenorhabditisfajok xol-1 genomi kdrnyezetében is. A
teljes hosszusagu TRA-1A fehérje szekvencia-speigéin kéddott axol-1 promoterhez
in vitro, és gatolta xol-1 expresszidjatn vivo. Egy TRA-1A kdthelyben mutansol-
1::gfp riporter ektopikusan expresszalodott hermafrotiéék (a xol-1 normalisan
himekben aktiv, hermafroditdkban inaktiyol-1 hiperaktivitasbol szarmazd embrio
letalitas tra-1(-) mutacidkkal fokozni,tra-1 funkcidonyeréses mutaciokkal csokkenteni
tudtuk. A TRA-1A tehét represszéljaxal-1-et, ezaltal aktivalja a doziskompenzéacios

masinériat.

V. OSSZEFOGLALAS

Az MTA doktori fokozat elnyerésére beadott palyamaban Uj jelatviteli kapcsolatok
feltarasara vonatkoz6 eredményeinket foglaltam e@sdfodell objektumként a fonalféreg
Caenorhabditis elegars kisérletes paradigmaként az autofagiat (az réitka sejtek
szabdlyozott 6nlebontd folyamata) és a vulvaszéejgidését hasznaltuk. Kimutattuk, hogy
az autofagiat gatlé TORtarget of rapamycin kinaz, amely tdpanyag- €s hormonftigg
modon szabalyozza a sejtnévekedést és prolifefésdérepet jatszik az dregedési folyamat

szabalyozasaban. A felfedezés idején ez egy uUjofeltart TOR funkcid volt. Jelenleg a
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TOR az egyetlen olyan ismert fehérje, amelynekastaim szabalyoz6 szerepét mind a négy
leggyakrabban hasznalt éregedési modellben — é|e€ztelegans Drosophila és egér —
bizonyitottdk. Igazoltuk, hogy a TOR és az inzUB¥-1 neuroendokrin rendszer egy
jelatviteli tengelyt alkotnak az élethossz meglatasaban.

Adataink alapjan a TOR és inzulin/IGF-1 utvonal idehs allatok élettartam
novekedése autofdg gének aktivitasat igényeltelavjteli palyak hatasa tehat az autofag
géneken konvergalodik. Autofag gének kozvetitettékabba mas élethossz szabalyozé
utvonalak (a kalorikus restrikciot kozvétielatvitel és a mitokondrialis 1égzeési lanc) haits
is. Az autofagia tehat az 6regedési folyamat kotipgrabalyoz6 mechanizmusa; esszencialis
szerepet jatszik a karosodott, eldregedett és légles sejtalkotok eltavolitasaban, a sejt
anyagainak megujitasaban.

Az autofag gének élettartam szabalyoz6 szerep&sehdngban megallapitottuk, hogy
ezek a faktorok részt vesznek a sejtnévekedésdtbalran is. Ezt a funkciot az inzulin/IGF-
1 és TGRS atvonalakkal kolcsonhatasban fejtik ki. Evidencsablgéltattunk tovabba arra
vonatkozéan, hogy az autofdg gének koélcsdnhatnaknetrotikus és apoptotikus
folyamatokkal sejtpusztulasi paradigmakban. Kisémében a BEC-1 autofag fehérje
komplexet alkotott az anti-apoptotikus CED-9/Bclfehérjével. A kilénbdz sejthalal
Gtvonalak tehat az autofag fehérjerendszeren kigldsanmunikélnak egymassal.

Végll ravilagitottunk arra, hogy a vulvafgjlés kézponti szabalyozo6 faktora, a LIN-
39 HOX fehérje kozvetlentl aktivalja a Notch reapt(LIN-12) és ligandumat (LAG-2)
kédolo gének transzkripcidjat. Feltartunk egy Uivetdejlédést szabalyozo atvonalat, a szex-
determinéaciés kaszkadot, amelynek terminalis tlemmaios faktora (a Glioma-kapcsolt
tumorszuppresszor fehérjecsaladba tartozé TRA-1A)n&89 gén expresszidjat gatolja.
Kimutattuk tovabba, hogy a TRA-1A kodzvetlenil regszalja a szexualis fédés ,mester”
kapcsolojaként ismerol-1 gén aktivitasat. A TRA-1A az dlként meghatarozott autoszoémas
xol-1 represszor. E jelatviteli kapcsolat kialakuldsakorol-1-et szabalyoz6 kromoszdéma-

szamlalé mechanizmus atvalt génszabalyoz6 mechasiam
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