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Osszefoglalé

A HSFI1 egy evolucidsan konzervalt transzkripcids faktor, mely a sejtes stresszvalaszban
betoltott funkcidjan tul jelentds szerepet jatszik alapvetd biologiai folyamatokban (egyedfejlodés,
anyagcsere, oregedés), tovabba egyes betegségekben (neurodegenerativ rendellenességek, rak).
A HSFI1 ezeken tul gerinces €s gerinctelen ¢ldlények velesziiletett immunvalaszat is befolyasolja.
Csoportunk RNS szekvenalasi eredményei azt mutattak, hogy C. elegans-ban a HSF-1 aktivalasa
¢s inaktivaldsa paradox modon egyarant a velesziiletett immunitdsban szerepet jatszo gének
indukcidjahoz vezet. Az, hogy a HSF-1 megndvekedett aktivitdsa hozzajarul a fonalférgek
immunitasahoz ismert, azonban a HSF-1 hidnyaban aktival6d6 immunvalaszt korabban még nem
irtak le. Kutatdsunk célja az volt, 6sszehasonlito transzkriptomikai modszerekkel megvizsgaljuk,
hogy pontosan milyen folyamatokban jatszanak szerepet a HSF-1 hidnydban aktivalodo
immungének. Ehhez a kutatécsoport sajat, illetve mas publikalt RNS szekvenalasi eredményeit
hasznaltuk fel. Célunk volt tovabba, hogy hogy az RNS szekvenalasunk eredményeit kvantitativ
real-time PCR és GFP riporter rendszerek segitségével validaljuk. Eredményeink szerint a HSF-
1 hidnyaban a virusok és mas sejten beliili ¢16sk6ddk hataséara aktivalodo intracellularis patogén
valasz (IPV) aktivalodik. Vizsgalataink alapjan a HSF-1 nem kdzvetleniil gatolja ezt a folyamatot,
hanem a csokkent HSF-1 aktivitas kovetkeztében kialakuld fehérjetoxikus stressz vezet az I[PV

indukciojahoz.



Roviditésjegyzék
cDNS: Complementary DNA, komplementer DNS
RNS-seq: RNS-szekvenalas
GSEA: Gene set enrichment analysis, génszett dusulasi analizis
GO: Gene Ontology, gén ontologia
DEG: Differential gene expression, eltéréen expresszalodoé gének
IPV: intracellularis patogén valasz
C. elegans: Caenorhabditis elegans
GFP: Green fluorescent protein
RNSi: RNS interferencia
HSF-1: heat-shock factor 1, hdsokk transzkripcios faktor 1
Hsp: heat-shock protein, hésokkfehérje
HSV: hésokk valasz
N. parisii: Nematocida parisii
MO: foszfat tartalmu fizioldgias oldat
MATH domén: meprin-associated Traf homology domain
NGM: Nematode Growth Medium
PCR: Polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

TT: termotolerancia



Bevezeto

A legtobb ¢él6lényhez hasonldéan a fonalféreg Caenorhabditis elegans-ban is specifikus
stresszvalaszok biztositjak a talélést a valtozd kornyezeti koriilmények kozott. Hostressz hatdsara
a fehérjék térszerkezete karosodhat, igy eredeti funkcioikat képtelenek ellatni, aggregatumokat
képeznek és gatoljak a sejtek miikodését (Kyriakou et al., 2022). A hé és mas fehérje toxikus stressz
ellen alakult ki a hésokk valasz (HSV). A HSV-t a hésokk transzkripcids faktor HSF-1 (heat shock
transcription factor 1) aktivalja (Akerfelt et al., 2010). A HSF-1 stressz mentes kdrnyezetben a
citoplazmaban van és a HSP-90 hésokk fehérjével alkot inaktiv komplexet, ami proteotoxikus
stressz hatasara szétesik, a HSF-1 trimelizalodik és a sejtmagba jut, ahol kiillonb6zé hdsokk
fehérjéket (Hsp) kodolo géneket aktival (Biamonti & Vourc’h, 2010). A Hsp-k helyreallitjak a
fehérjék nativ térszerkezetét vagy megakadalyozzak aggregaciojukat és lebontasra jelolik ki ket
[1. abra]. A HSF-1 ezen tal szerepet jatszik a neurodegenerativ betegségekben és a rakban (Chen
etal., 2021).

Citoplazma Sejtmag

Stressz (pl. héstressz)

0y
H Hésokk valasz
| HSP-k expresszidja
represszor komplex

Inaktiv HSF-1 Aktiv HSF-1

1.abra: A héssok valasz kialakulasa, Kovacs és munkatarsai alapjan (Kovacs et al., 2022)


https://link.springer.com/article/10.1007/s42977-022-00138-z#auth-D_niel-Kov_cs-Aff1

A HSF-1 alapvet6 a C. elegans egyedfejlédésben is. Ezt az is alatamasztja, hogy a null mutans
hsf-1(0k600) torzs larvaletalis (Morton & Lamitina, 2012). A hsf-1(sy441) hipomorf mutansok
¢letképesek, noha az sy441 all¢l altal kodolt HSF-1 fehérjének hianyzik a transzaktivacios doménja
(HSF-1ATAD), amely a szakirodalom alapjan sziikséges a HSF-1 transzkripcios aktivitasahoz
(Hajdu-Cronin et al., 2004). Csoportunk eredményei szerint azonban a HSF-1ATAD csokkent
mértékben ugyan, de képes aktivalni a HSV-t és érdekes modon a fiatal feln6tt hsf-1(sy441)
mutansok termotoleranciaja (TT) a varttal ellentétben magasabb, mint a vad tipusé (Kovacs et al.,
2024). Ez magyarazhatd azzal, hogy a mutansban mas stresszvalaszok indukalédnak, melyek
tulkompenzaljak a HSF-1 aktivitds hidnyat. Ezt tdmasztjak ald csoportunk RNS-szekvenalasi
eredményei is ugyanis a hsf-1(sy441) mutansban szamos a stresszfolyamatban és immunvalaszban
szerepet jatszd gén is aktivalodik, ami hozzédjarulhat a mutins éallatok megemelkedett hdstressz

tiiréséhez (Kovacs et al., 2024).

A C. elegans mas gerinctelenekhez hasonloan kizardlag a velesziiletett immunrendszerére
tamaszkodik a korokozok elleni védekezésben. A fertdzés hatasra evolucidsan konzervalt jelatviteli
utak aktivalodnak, amelyek antimikrobialis peptidek és fehérjék termelését valtjak ki (Schulenburg
et al., 2004) (Kim & Ausubel, 2005). A virusok és mas intracellularis korokozok elleni védekezés
soran a fonalféregben egy specidlis immunvalasz, az intracellularis patogén valasz (IPV)

indukalddik. Dolgozatomban ezt mutatom be részletesebben.

Az Gtvonalat a kozelmultban irtak le (Reddy et al., 2017). Jelenleg két olyan patogén ismert,
amely indukalja az IPV-t. llyen az Orsay virus, ami az egyetlen ismert virus, amely természetes
koriilmények kozott képes megfertézni az allatot, illetve a Microspordia nemzetségbe tartozo

egysejtli gomba a Nematocida parisii (Bakowski et al., 2014).

Az IPV aktivalodhat a PALS-22 és a PALS-25 molekularis kapcsolon keresztiil (Reddy et al.,
2019a). A PALS-22 egy ALS2CR12 domént tartalmazo fehérje, amely gatolja a PALS-25
aktivitasat. pals-22(-) mutansokban a PALS-25 aktivalja a ZIP-1 transzkripcios faktort, amely
képes szamos IPV gén atirasat indukalni (Lazeti¢ et al., 2022). A ZIP-1 a PALS-25-16 fiiggetlenil
is aktivalodhat szamos kiilonb6z6 stimulacio hatasara (2. abra). Az IPV effektorai kozott talalunk
PALS fehérjéket, C tipusu lektineket, lizozimeket €s MATH domént és F-Box domént tartalmazo
fehérjéket, illetve egy ubikvitin ligaz komplex tagjait: RCS-1, CUL-6, SKR-3,4,5. A kdzelmultban
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kideriilt, hogy az IPV hat4sara megemelkedik a férgek hétoleranciaja és ebben az emlitett ubikvitin

ligaz komplexnek van kulcsszerepe (Panek et al., 2020).

Proteaszoma
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2.abra: C. elegans intracellularis patogén valasza Panek és munkatarsai alapjan (Panek et al., 2020)



Célkituzések

A projekt soran egyik célunk az volt, hogy a kutatocsoport sajat, illetve mas csoportok altal
publikalt a csokkent HSF-1 aktivitas hatasat vizsgald nyers RNS szekvenalasi adatokat egységes

modszerrel ujra elemezziik €s kiértékeljik.

GO feliilreprezentacios tesztekkel megvizsgaljuk, hogy a csokkent HSF-1 aktivitas hatasara
indukalodo gének milyen folyamatokban jatszanak szerepet. A HSF-1 hidnyaban eltéréen
exszpreszalodo géneket GSEA analizissel dsszevessiik egy olyan génszett gyiijteménnyel, amely
publikus RNS-seq adatok alapjan késziiltek el. Ezekben kiilonb6z6 patogének és immun utvonalak
altal indukalt, vagy gatolt gének talalhatok. Ezaltal pedig megallapithassuk, hogy a csokkent HSF-

1 aktivitas hatdsdra milyen tipust immunvalasz aktivalodik.

Kitizott céljaink kozz¢ tartozott, hogy egyes immun gének esetében kisérletesen validaljuk az

RNS szekvenalasi adatokat qPCR illetve GFP riporterek segitségével.

Végiil célunk volt annak felderitése, hogy a HSF-1 kozvetleniil vagy kdzvetve gatolja az

immungének expressziojat.



Anyagok és Maédszerek:

Torzsek fenntartasa: Caenorhabditis elegans fenntartasa, ahol nincs kiilon jelezve 20°C-on,
NGM lemezekre szélesztett E. coli OP50 pazsiton tortént, ami a férgek taplaléka. Az allatokat lugos

embrio preparalassal szinkronizaltam (Stiernagle, 2006).
Felhasznalt torzsek:
A munka soran felhasznalt torzsek a CGC-t0l szarmaznak.

N2 (Bristol) — vad tipus

PS1740 hsf-1(sy441) I.

ERT54 jyls8 [pals-5p::GFP + myo-2p::mCherry] X.

JIN810 agls26 [clec-60p::GFP + myo-2p::mCherry]

JTL611 hsf-1(ljt3[hsf-1::degron::gfp]) I.; ieSi57[eft-3p::TIR1::mRuby::unc-54 3'UTR + Cbr-
unc-119(+)] I1.; unc-119(ed3) II.

Termotolerancia mérés: A szinkronizalt férgeket 1 napos felndtt korban 5 6ran at 35°C-on hé
sokkoltuk, majd 20°C-ra helyezve 16 éraval késébb meghataroztuk a talél6 allatok aranyat. Az
auxin indukalt degradacios mérések soran az allatok csak 2,5 orat toltottek 35°C-on. A mérések

3 biologiai és 3-3 technikai parhuzamossal végeztiik el, mérésenként minimum 90 allattal.

Auxin indukalt degradacié: Ehhez a JTL611 torzset hasznaltuk Morphis és munkatarsai alapjan
(Morphis et al., 2022). Az 14 larvakat 1 mM auxin tartalmt lemezekre helyeztiilk majd 16 éraval
késdbb kertilt sor a termotolerancia vizsgalatra. Az auxin etanolban volt oldva, ezért a kontroll

lemezek is 0,25% etanolt tartalmaztak.

Mikroszkopos képek készitése: A képek Zeiss Axiolmager Z1 epifluoreszcens mikroszkoppal

késziiltek, az allatok M9-ben oldott 100 mM-es natrium-azid oldattal lettek immobilizalva.

RT-gPCR: Az RNS-t RNAzol® RT (RN 190) (Molecular Research Center, INC.; 5645
Montgomery Road, Cincinnati, OH 45212, USA) segitségével izolaltuk, majd cDNS ir6 Kittel
(Thermo Scientific, K1622) (Thermo Fisher Scientific Inc.; 81 Wyman St., Waltham, MA 02451,

USA) eléallitott templaton a qPCR-t a Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X)
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(Thermo Fisher Scientific K0222) (Thermo Fisher Scientific Inc.; 81 Wyman St, Waltham, MA
02451, USA) kittel, Roche LightCycler® 96 (F. Hoffmann-La Roche AG, Grenzacherstrasse
124, 4070 Basel, Switzerland) késziilékben az 1. tablazatban feltiintetett primerek segitségével

végeztiik a kontrol gén a vizsgalat soran pedig a cdc-42 volt.

Primerpar Forward szekvencia Reverse szekvencia
(5°->3) (5°->3)

Is-22RNSi CGGTTCCATGGCTAGATGTCTTCAA CGGTATCGATAAGCTTCAAAGTGTA
[PERER 1 ATGAAAATTCAGATG AAACCATTATCAATT
GTTGGTCAGGCACAGGAGAA AGCCGATGCATCACTTCCAT
pals-6 qPCR
AGCAGCGAAGAGCAAGATGT AATGGAATTGGTTCGCGCTG
skr-5 qQPCR
GTCTCCAGAGCCAGACAATCC CCACCGCTGTACACATTCCA
Iys-7 qQPCR
CACTGCTTCAAAGCTTGTTC ATGGGAGATCTGGGAGAGT
sod-3 qPCR
CTTCGACAATTACGCCGTCAC CGAAATTTCAGGCACCCATTTTIC
cde-42 qPCR
1.tablazat

RNSi konstrukcio elkészitése: Az altalam készitett pals-22 RNSi konstrukciohoz a fragmentet
cDNS templatrol a megfeleld primerekkel (1. tablazat) amplifikaltam DreamTaq polimerazzal
(Thermo Scientific, EP0702). Az L4440 vektort (Addgene; plasmid #1654) Nhel és HindIII
enzimekkel linearizaltam, majd a TEDA klonozassal(Xia et al., 2019) -elallitott ,,nicked”
plazmidokat Inoue modszerrel(Inoue et al., 1990) készitett magas kompetenciaju E. coli DH5a
sejtekben transzformaltam. Az ampicillin tartalmu lemezeken felnétt koloniakra pedig single
colony PCR-rel sziirtem(Bergkessel & Guthrie, 2013), majd az izolalt plazmidokat (Thermo

Scientific, KO502) emésztéssel ellendriztem.

RNS-seq elemzés: A nyers RNS-seq adatokat (GSE241011, PRINA311958, GSE227652) az
NCBI publikus szerverérdl toltottem le és a Galaxy EU szerveren dolgoztam fel. Az elemzés soran

a legijabb C. elegans a referencia genomot (WBcel235/cell) hasznaltam és EdgeR-rel



hataroztam meg a szignifikans (FDR<0,05) DEG-ket miutan Kisztirtem a nagyon alacsonyan
kifejezddo transzkripteket (CPM<15).

Venn-diagramok: A Venny 2.1 segitségével késziiltek (Oliveros, 2015).

Gén ontologia feliilreprezentacios teszt: A GO vizsgalatok ShinyGO 0.81-el (Ge et al., 2020)

késziiltek.

GSEA (preranked) analizis: Az elemzés GSEA v3.0 alkalmazassal tortént (jel-zaj viszony = 1000
permutacio; ‘no collapse’ opcid). A szignifikans DEG-ket logoFC értékiik szerint csokkend
sorrendbe allitottuk, majd ezeket dsszevettettiik a gén gylijteményiinkkel. A szignifikansan (NOM
p-val<0,05 és FDR g-val<0,25) feldasult génszetteket a hozzajuk rendelt NES értékek alapjan
sorba rendeztiik (Subramanian et al., 2005).

Statisztika: A Venn-diagrammok statisztikajat a nemates.org segitségével kalkulaltam. A RT
gPCR szignifikancia szintjét Mann-Whitney, az expresszios vizsgalatok szignifikanciajat
parositott t-teszttel, mig a termotolerancia vizsgalatok p értékét Cochran—Mantel-Haenszel
teszttel szamitottam ki GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
segitségével (* =p<0,05 **=p<0,01 ***=p<0,001).
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Eredmények

RNS szekvenalasi eredmények ujra elemzése

Ujra elemeztem csoportunk mér kozzétett vad és a hsf-1(sy441) mutans hattérben késziilt RNS-
szekvenalasanak, valamint két publikalt kontrol és hsf-1 RNSi nevelt fonalférgekbdl késziilt RNS-
seq nyers adatait. Erre azért volt sziikség, mert azt talaltuk, hogy nagy kiilonbségek adodhatnak az
eltéré elemzési modszerek miatt a DEG-ek szamaban annak ellenére, hogy ugyanabbol a nyers
RNS-seq adatbdl lettek kielemezve (adat nincs feltiintetve).

Az adatok feldolgozasat a Galaxy.eu szerverin végeztem mely egy online feliilet, ahol kiillonbdz
bioinformatikai eszkozok hasznalataval célszeriien és egyszeriien lehet kiilonbozé elemzéseket
elvégezni kiils6 szervereken (Bhargava et al., 2017).

A feltoltott nyers RNS-szekvenalas adatokban talalhaté leolvasasok (read) mindségét FastQC
segitségével ellendriztem. A kapott adatokat pedig MultiQC nevii eszkdzzel aggregaltam. Mivel
az adatok mindsége megfeleld volt tovabb léptem és a Cutadapt szoftver segitségével eltavolitottam
a leolvasasokbol az RNS-szekvenalds soran hozzaadott adaptorokat, valamint az alacsony
mindségi, illetve 20 bazisparnal rovidebb read-eket. A kdvetkezokben a megsziirt leolvasasokat
HISAT?2 hasznalataval a legtjabb C. elegans referencia genomra térképeztem (WBcel235/cel 1)
majd az eredményt MultiQC hasznalataval ellendriztem. Az igy kapott bam formatumban 1évo
fajlon pedig featureCounts segitségével meghataroztam, hogy adott C. elegans génhez hany read
tartozik. Ezt kovetden pedig az edgeR segitségével meghataroztam, hogy melyek azok a gének,
amelyek statisztikailag szignifikansan eltéréen expresszalodnak a hsf-1 csendesités hatasara, illetve
a hsf-1(sy441) mutansban a kontrol allatokhoz képest. A kapott DEG-eket MD plot-on jelenitettem
meg [3.4bra], és megvizsgaltam a DEG-ek trendjét és expresszios eloszlasat. Az adatok eloszlasa

¢és trendje kielégitdnek bizonyultak igy ezeket hasznaltam tovabbi elemzéseim soran.
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(2) MD Plot: hsf-1(sy441) vs N2 (Kovacs)
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3.abra: Az jra elemzett RNS-szekvenalas adatokbol megkapott DEG-ek abrazolasa MD ploton. A
pirossal jeldlt pontok a kontrollhoz képest feliilszabalyozott géneket mig a kékkel jeloltek a kontrollhoz
képest gatlodo géneket (FDR > 0.05) mutatja be az atlagos expresszié (I0gCPM) és az adott génhez
szamitott logFC alapjan.

12



erer

A HSF-1 aktivitas csokkenése 1PV gének indukciojahoz vezet

A kovetkezében az Gjra feldolgozott RNS-szekvenalds adatokon tovabbi bioinformatikai

elemzéseket végeztem.

Elvégeztem a hsf-1(sy441) mutans

hattérben szignifikansan

feliilszabalyozott génekhez kapcsolt GO-k vizsgalatat és azt talaltam, hogy eldézetes

eredményeinkkel egyezéen a hsf-1(sy441) mutansban immungének vannak feliilreprezentalva [4.

abra (a)]. A hsf-1 RNSi-n nevelkedett allatokbol késziilt RNS-seq ujra elemzését kovetéen

kivalasztottam azokat a géneket, amelyek expresszioja mindkét kisérletben szignifikdnsan megnd

hsf-1(RNSI) hattérben. Az igy kapott gének esetében is elvégeztetem a GO feliilreprezentacios

vizsgalatot, ami azt mutatta, hogy hsf-1 csendesités hatasara is immungének aktivalodnak [4. abra

(0)].
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4. abra: A HSF-1 inaktivaldsa a velesziiletett immunitasban szerepet jatszo gének indukciojahoz vezet
(a) A GO feliilreprezentacios vizsgalat szerint a hsf-1(sy441) mutansokban is feliilszabalyozodnak
immungének. (b) A hsf-1 csendesitése esetén is immunitashoz kapcsolhatdo gének indukalodnak. A
feliilszabalyozott géneket két fiiggetlen RNS szekvenalasi kisérlet nyers adatainak ujra elemzésével
hataroztuk meg. A GO feliilreprezentacios teszthez azokat a géneket hasznaltuk fel, amelyek mindkét
vizsgalatban szignifikansan indukalodnak hsf-1(RNSi) hattérben a kontrolhoz képest.

A kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy pontosan milyen tipusi immungének
aktivalodnak csokkent HSF-1 aktivitas esetén. Ehhez egy mar publikalt génszett gyiijteményt
hasznaltam fel, amely korabban kozolt transzkriptomikai kisérletek alapjan meghatarozott DEG-
ket tartalmaz, amelyek kiilonb6z6 biotikus, abiotikus stresszek hatasara (pl. bakterialis és viralis
fert6zés, hésokk) valamint az immunrendszert befolyasold mesterregulatorok aktivitasanak
modositasat kovetden aktivalodnak vagy gatlodnak (Reddy et al., 2019a). Ezt kiegészitettem
néhany tovabbi génszettel, amelyeket az eredeti gylijtemény megjelenését kovetden publikalt
hasonlo vizsgalatokbdl szarmaztak (Lazeti¢ et al., 2022; Mann et al., 2016; Sural et al., 2019; Xu
et al., 2023). Ezzel vetettem Ossze egyenként az ujra elemezett RNS-seq eredményeket génszett
feldusulasi analizisekkel (GSEAPreranked). Az egyes génszettekhez rendelt normalizalt
feldusulasi pontszamokat hétérképen abrazoltam [5.Abra (a)]. Az analizis azt mutatta, hogy
csokkent HSF-1 aktivitas esetén olyan gének indukalodnak, melyek vagy valamilyen
intracellularis korokézo (pl. az Orsay virus) hatdsara aktivalodnak, vagy amelyeket az

intracellularis patogén valaszban szerepet jatszo fehérjék szabalyoznak (pl. PALS-22).

Ezt kdvetéen Venn analizissel 0sszevettem a hsf-1(sy441) mutans és hsf-1(RNSi) allatokban
aktivalodo géneket a pals-22(-) mutansokban aktivalodo génekkel és mindkét esetben szignifikans
atfedést mutattam ki [5. abra (b, ¢)]. A pals-22 funkcio vesztése az IPV aktivalasahoz vezet, ezért
a hsf-1(RNSi) hattérben indukalodd géneket Gsszehasonlitottam egy kanonikus IPV génszettel
(Reddy et al., 2019b). Azt talaltam, hogy a két halmaz metszetében talalhatd gének szama a

véletlenszeriien varhato érték tobbszorose volt [5. abra (d)].
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(a)

ORSAY_12H_UP(CHEN)
N_PARISII_12H_UP(CHEN)
N_PARISII_8H_UP{BAKOWSKI)
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N_PARISII_16H_UP(BAKOWSKI)
IPR GENE SET

ELT-2 DOWN(MANN)
SKN-1A_DOWN
N_PARISII_40H_UP(BAKOWSKI)
ORSAY_4D_UP(SARKIES)
PALS-25GF_JY111_UP

HSF-1 DOWN(BRUNQUELL)
PALS-22_VS_N2_DOWN

N2 BTZ UP(LAZETIC)

HS + RECOVERY UP(XU)
P_AERUGINOSA_8H_UP
N_PARISII_64H_UP(BAKOWSKI)
HEAT_SHOCK_UP
P_AERUGINOSA_4H_UP
M_HUMICOLA_24H_UP
P_LUMINESCENS_24H_UP(ENG)
SKN1_DOWN (OLIVERIA)
HARPOSPROIUM_24H_UP
M_HUMICOLA_12H_UP

HSF1_UP

HSF-1 SY441 DOWN(KOVACS)
COLD_WARMING_UP
CADMIUM_UP

CRY5B_UP
D_CONIOSPORA_12H_UP
IMMUNE GENE SET

SKN-1A_UP

S_AUREUS_8H_UP

DAF16_DOWN
E_CAROTOVORA_24H_DOWN
C_ALBICANS(LIVE)_FED_DOWN
N_PARISII_12H_DOWN{CHEN)
C_ALBICANS(HK)_FED_DOWN
P_AERUGINOSA_4H_DOWN
M_LUTEUS_FED_DOWN
N_PARISII_30H_DOWN{BAKOWSKI)
RPW24_16H_DOWN
S_MARCESCENS_24H_DOWN(ENG)
P_LUMINESCENS_24H_DOWN(ENG)
P_AERUGINOSA_8H_DOWN
PALS-22_VS_N2_UP

ELT-2 UP(MANN)
B_THURINGIENSIS(BT247)_8H_UP
CADMIUM_DOWN

HSF1_DOWN
N_PARISII_40H_DOWN(BAKOWSKI)
CRY5B_DOWN
COLD_WARMING_DOWN
N_PARISII_64H_DOWN(BAKOWSKI)
HS + RECOVERY DOWN(XU)

(b)

hsf-1 (sy441) mutansban pals-22(-) dallatokban
indukalodott génnek indukalodott gének
(KOVACS) (REDDY)

RF=3,2;p<2,266e-79

(c)

0
hsf-1 (RNSi) kezelésre pals-22(-) allatokban
indukalodott gének indukalodott gének
BRUNQUELL n BRYNDON) (REDDY)
-2

RF=2,6;p<1,930e-107

(d)

-4 hsf-1 (RNSi) kezelésre
indukalodott gének
(BRUNQUELL n BRYNDON)

Kanonikus IPV gének
(REDDY)

RF =28,8;p<3,998e-79



5. abra: Csokkent HSF-1 aktivitas esetén intracellularis patogén valasz gének indukalodnak (a) Két
figgetlen hsf-1 RNSi és a hsf-1(sy441) mutansban a vad tipushoz képest szignifikains DEG-ek halmazat egy
gén szett gylijteménnyel vetettiik 6ssze GSEA segitségével. A hotérkép a pozitiv és negativ normalizalt
feldusulasi pontszamokat mutatja. A fehér szini mez6kben nem volt szignifikans az eredmény. A (b), (c)
és (d) abrakon adott génhalmazok atfedése lathaté Venn-diagramon. Az atfedés eltérése a véletlenszertien
varhatotdl (RF) és ennek szignifikancia szintje (p) a nemates.org segitségével lett kiszdmitva.

Annak érdekében, hogy kisérletesen igazoljam az in silico elemzéssel kapott eredményeimet 1
napos N2 ¢és hsf-1(sy441) allatokban RT gPCR segitségével megvizsgaltam egyes kanonikus IPV
gének (pals-6 és skr-5) és az IPR-tdl fiiggetlen immunfolyamatokban szerepet jatszo lys-7 és sod-
3 gének mRNS szintjeit. Eredményeim alapjan a hsf-1(sy441) mutans hattérben szignifikansan
megemelkedett a vizsgalt gének expresszidja a vad tipust allatokhoz képest [6. abra (a)]. Mindezek
alatamasztjak, hogy a hsf-1(sy441) mutansban megné egyes IPV és mas immunitasban szerepet
jatszo gének aktivitasa. Megjegyzendd, hogy a sod-3 a pal-22 funkciovesztéses, mig a lys-7 a pals-
25 funkcid nyeréses mutansokban is feliil szabalyozodik (Gang et al., 2022).

Ezutan megvizsgaltuk a hsf-1 csendesitésének hatasat a clec-60p::GFP és pals-5p::GFP
riporterek expresszidjara. A clec-60 egy szekretalt C-tipust lektint kodol, amely Gram-pozitiv
baktérium fert6z¢és hatasara aktivalodik (Irazoqui et al., 2010; O’Rourke et al., 2006; Wong et al.,
2007), azonban indukcidjat az Orsay virus fertézés hatasara és a pals-22(-) mutansokban is
megfigyelték (Reddy et al., 2019b; Tanguy et al., 2017). A pals-5 egy kanonizalt IPV gén, amely
Orsay virus és N. parisii fert6zés hatasara massziv indukciot mutat (Lazeti¢ et al., 2022). A
kisérletet elvégezve azt tapasztaltuk hogy mind a clec60p::GFP mind pedig a pals-5p::GFP
riporterek expresszidja szignifikansan megnovekszik hsf-1(RNSi) allatokban az kontrollhoz képest
[5.Abra (b-d)]. Erdekes modon mindkét riporter esetén azt talaltuk, hogy hsf-1 RNSi hatasara
mozaikosan aktivalodott a GFP expresszio, jellegzetesen a bél elsé, illetve utolso sejtjeiben [6.Abra
(b)]. Elképzelhet, hogy a fonalféreg e sejtjei érzékenyebbek a hsf-1 elvesztésére és ezért

aktivalodik benniik erésebben az IPV.
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6. abra: Csokkent HSF-1 aktivitas esetén az IPV és mas immunfolyamatok génjei indukalédnak C.
elegans-ban, ami megnovekedett hostressztiiréshez vezet (a) qPCR eredmények alapjan hsf-1(sy441)
hattérben kiilonb6z6 immungének szintje megemelkedik a vad tipushoz képest (* =p <0,05; Mann—-Whitney
teszt). (b) 1 napos felnéttekben a pals-5::GFP és clec-60::GFP riporterek expresszidja megnd hsf-1(RNSi)
hattérben a kontrollhoz képest (*=p<005 **=p<0,01; parositott t-teszt) (e). Az IPV negativ
regulatoranak (pals-22) csendesitése, esetén és a hsf-1(sy441) mutiansban egyarant megnd az allatok
termotoleranciaja a vad tipushoz képest, azonban a hsf-1(sy441) mutans hattérben a pals-22 csendesitése
nem okoz tovabbi hoétolerancia emelkedést.

Csoportunk korabban megfigyelte, hogy hsf-1(sy441) mutans hattérben a fiatal feln6tt allatok
termotoleranciaja (TT) magasabb a vad tipusu allatokénal (Kovacs et al., 2024). Erdekes modon a
pals-22(-) mutans allatok héstressz tiirése is magasabb (Reddy et al., 2017), tehat elképzelhetd,
hogy a mindkét mutansban az aktivalodé IPV miatt emelkedik meg a TT. Ezért megvizsgaltuk,
hogyan alakul az hsf-1(sy441); pals-22(RNSi) allatok TT-ja. Eredményeink alapjan a pals-22
csendesitése nem képes tovabb emelni az hsf-1(sy441) mutans TT-jat [6.abra (e)]. Ez az eredmény
arra utal, hogy a pals-22 csendesitése és a hsf-1(sy441) egy utvonalban hatnak, vagyis
feltételezhetd, hogy a hsf-1(sy441) mutansok magasabb héstressztlirését az IPV aktivalodasa

okozza.

2. A csokkent HSF-1 aktivitas altal kivaltott proteotoxikus stressz indukalhatja az IPV

géneket

Miutan kiilonbozé megkozelitésekkel sikeresen validaltuk a hsf-1 hianyaban torténd IPV
aktivalodast, fel akartuk deriteni, hogy a HSF-1 kozvetve vagy kozvetleniil idézi ezt elé. Ezért egy
publikus RNS szekvenalas eredményt felhasznalva (Sural et al., 2019), 6sszevetettiik a hsf-1-et
tultermeld transzgenikus allatban csokkent expressziot mutatd géneket, a kanonikus IPV génekkel.
Mivel nem talaltunk szignifikans atfedést a két génlista kozott [7. abra (a)] ezért feltehetdleg a
HSF-1 nem gatolja az IPV géneket. Ezt az is alatdmasztja, hogy a hésokk hatasara HSF-1 altal

gatlodo gének nem fedtek at szignifikansan a kanonikus IPV gének halmazaval [7. abra (b)].

Hosszan tartd, csokkent HSF-1 aktivitas esetén a felhalmozodo hibas térszerkezetii fehérjék
proteotoxikus stresszt okozhatnak. Proteotoxikus stresszt szamos hatas képes kivaltani (hosszan
tarto kronikus hdstressz, a proteoszomalis lebontas gatlasa, patogének altali fertézés). Mindezek
az IPV-t is indukaljak C. elegans-ban (Panek et al., 2020). Elképzelhet6 tehat, hogy a HSF-1
hianyaban kialakul6d kronikus stressz aktivalja az IPV géneket. Ezt tamasztja ala az is, hogy a hsf-

1 csendesitésének hatasara aktivalodo gének szignifikansan atfednek akut hésokk utan 4 éraval,
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illetve kronikus hdsokk hatasara aktivalodo génekkel [7. abra (c, d)].

(a) hsf-1 OF Kanonikus (b) HS hatés}éra hsf—lﬂ]ggéen Kanon}ikus
Lo . , gatolt gének IPV gének
represzalodott gének IPV gének (BRUNQUEL) (REDDY)

(SURAL) (REDDY)

RF=2,9; p<0,293 RF=1,7; p<0,254
. . hsf-1 RNSi N2 HS30°C 24h
(C) S hSFIRNST . N2HS+RE (d) kezelésre indukalédo gének  indukalédé gének
ezelésre indukalodo gének  jndukalédé gének SRYNDON
(BRYNDON) XU} ( ) (MONGKOLDHUMRONGKUL)

RF=5,5; p<1,904e-108 RF=3,3; p<2,834e-39

7. abra: A HSF-1 nem kozvetleniil gatolja IPV géneket, hanem azok feltehetéen a HSF-1 hidnyaban
kialakulé kroénikus fehérjetoxikus stressz hatasara indukalédnak (a-e): adott génhalmazok atfedése
Venn-diagramon abrazolva. Az IPV gének nem fednek at szignifikansan HSF-1 thltermelés (a) és hosokk
indukalt HSF-1 aktivitas (b) hatasara gatlodo gének halmazaval, azonban a hsf-1(RNSi) hattérben
indukalodo gének szignifikansan atfednek az akut hésokk utan 4 oraval (c), illetve kronikus hdsokkot (30
°C, 24 ¢ra) kovetoen (d) aktivalodo génekkel. A HSF-1 aktivitds auxin indukalt degradacio segitségével
valo gyors gatlasa nem vezet IPV gének mRNS szintjének emelkedéséhez (¢). A Venn-diagramokon az
atfedés eltérése a véletlenszertien varhatotol (RF) és ennek szignifikancia szintje (p) a nemates.org
segitségével lett kiszamitva. (f) A HSF-1 aktivitas auxin indukalt degradacioval torténd gatlasa csokkenti

o

az allatok hostressz tiird képességét a kontrolhoz képest.
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Ezt az elképzelést megerdsitendd, megvizsgaltuk, hogy a HSF-1 aktivitas gatlasa révid tavon
milyen génexpresszids valtozasokhoz vezet. Ehhez egy olyan publikus RNS-seq vizsgalat adatait
hasznaltuk fel, amelyben a HSF-1 aktivitast auxin indukalt degradacioval (AID) gatoltak (Morphis
et al., 2022). A hsf-1::degron::gfp transzgenikus allatokban auxin jelenlétében fehérjeszinten
torténik meg a HSF-1 specifikus lebontasa. Ennek ellenére 24 6ras auxin kezelés nem indukalta az
IPV géneket [8. abra (a)]. Ez Osszecseng azzal a megfigyelésiinkkel, hogy amikor a HSF-1
aktivitast AID-vel gatoltuk, az allatok TT-ja a vad tipushoz képest nem emelkedett meg, hanem
szignifikdnsan lecsokkent [7. abra (b)] és ezekben az allatokban a pals-5p::gfp riporter sem
indukalodott [8. abra (c)].
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8. abra: A HSF-1 aktivitas auxin indukalt degradacioval (AID) valé gatlasa nem indukalja az IPV-t.
(a) Nincs szignifikans atfedés a HSF-1 AID-vel vald gatlasanak hatasara aktivalodo és a kanonikus IPV
gének kozott. (b) A HSF-1 aktivitas AlD-val torténd gatlasa csdkkenti az allatok hostressz tiird képességét
a kontrolhoz képest. () A pals-5p::gfp riporter nem indukalodik a HSF-1 AID-vel valo gatlas hatasara.
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Diszkusszio

Eredményeink alapjan mind hsf-1(RNSi) és hsf-1(sy441) mutans hattérben egyarant aktivalodik
az intracellularis patogén valasz. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a HSF-1 nem kozvetleniil
gatolja az IPV-t, hanem azt a HSF-1 tartds hianya miatt kialakul6 fehérjetoxikus stressz aktivalja.
Az IPV gének indukcioja szerepet jatszhat abban is, hogy csokkent HSF-1 aktivitds esetén az
fonalférgek hotiirése megemelkedik (Kovacs et al., 2024). Bar az korabban is ismert volt, hogy
kronikus proteotoxikus stressz hatasara C. elegans-ban IPV indukalédik (Reddy et al., 2019b),
eredményeink mégis jnak szamitanak, mivel még nem irtak le hasonl6 hsf-1 hianyaban aktivalodo
immunfolyamatot. Megfigyeléseink ramutatnak arra is, hogy a HSF-1 a hdssokk valasz aktivalasan

tal fontos élettani folyamatokat is befolyasolhat C. elegans-ban.

Erdekes kérdés, hogy vajon mi lehet az oka annak, hogy a kronikus fehérjetoxikus stressz az
intracellularis patogén vélaszt valt ki? A gazdasejtben virus vagy Microsporodia fertdzés esetén
nagy mennyiségli patogén eredetli fehérje szintetizdlodig, ami rosszul hajtogatott fehérjék és
ubikvitinalt fehérje aggregatumok felhalmozodasahoz vezet (Bakowski et al., 2014; Reinke &
Troemel, 2015). A virusfert6zés és a proteosztazis felboruldsa kozti ok-okozati kapcsolatot
magasabb rendii allatokban is szamos esetben leirtak (Aviner & Frydman, 2020). A fehérjetoxikus

stressz tehat a patogén tamadas hirnoke lehet és hatdsara immunvalasz indukalédik.

Felvetddhet az olvasdban az kérdés is, hogy milyen mechanizmussal indukélja a fehérjetoxicitas
az intracellularis patogén valaszt? C. elegans-ban a proteaszomak gatlasat kovetden IPV gének
mellett a proteaszoma alegységek génjei is indukalodnak (Lazeti¢ et al., 2022; Reddy et al., 2019b).
Hasonlo6 jelenséget gerincesekben is megfigyeltek (Albornoz et al., 2019; Waad Sadiq et al., 2023).
Ez az Gigynevezett bounce-back valasz, amelyben kulcsszerepet jatszik az immunitast is indukald
SKN1/Nrf2 fehérje (Li et al., 2011). Elképzelhetd tehat, hogy a C. elegans-ban a HSF-1 hianyaban
kialakulo protetoxikus stresszt a SKN-1 érzékeli. Erre utal az is, hogy a hsf-1(sy441) mutans allatok
megemelkedett termotoleranciajat a skn-1 csendesitése szupresszalja (Kovacs et al., 2024) azonban
ennek aldtdmasztasara tovabbi vizsgélatok lennének sziikségesek. Az mindenesetre ismert, hogy a
fonalférgekben az elhiz6d6 magas hémérséklet (24 ordig tartdé 30 °C-os kezelés) hatasara
indukalodo intracellularis patogén valasz indukcidjahoz sziikség van a Basic Leucine Zipper

Domain (bZIP domain) csaladba tartoz6 ZIP-1 transzkripcios faktor aktivitasara (Lazeti¢ et al.,
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2022). Nem tudjuk ugyanakkor, hogy ZIP-1 kozvetleniil vagy kozvetve érzékeli-e a fehérjetoxikus

stresszt.

A HSF1 aktivitas hidnyanak hatdsat az immunrendszerre magasabb rendii allatokban is
kimutattak. Szamos eredmény utal arra, hogy a HSF1(-) mutans egerekben a hdsokk és az
endotoxinok sokkal robusztusabb gyulladasos valaszt valtanak ki, mint a vad tipusban. Az
intenzivebb gyulladasos valasz részben annak koOszonhet6, hogy a HSF1(-) mutiansokban
megnovekedett a TNFa tumor nekrozis faktor expresszidja, amely a Nuklearis faktor kappa B (NF-
kB) fehérjét aktivalja (Xiao et al., 1999). Ezek alapjan elképzelhetd, hogy ebben az esetben is a
HSF1 hianyaban kialakuld fehérje toxikus stressz vezet gyulladashoz, kideriilt azonban, hogy
a HSF1 kozvetleniil a TNFa gén promoteréhez kot és gatolja annak expressziojat(Singh et al.,
2002), ami megmagyarazza a HSF1 mutansokban tapasztalt intenzivebb gyulladasos reakciot. A
gyulladasban emellett azonban szerepe lehet olyan HSF-1 altal aktivalt géneknek is, amelyek az
NFkB fehérjét gatoljak (Tan et al., 2023). Masok szerint a HSF1(-) gyulladas gatlo hatasa annak
koszonhetd, hogy képes gatolni egyes inflammaszoémak aktivaciojat (Shi et al., 2022). Mindezek

alapjan a HSF1 emlGs6kben aktivan tartja kordaban a gyulladasos immunfolyamatokat.

A fehérje homeosztazis €s a velesziiletett immunitds kozti kapcsolat kutatasa egészségligyi
szempontbol is jelentds eredményekhez vezethet. Megfigyelték példaul, hogy a proteoszoma
diszfuncidjanak kovetkeztében kialakulé autoinflammatorikus betegekben aktivalodik a protein
kindz R (PKR), amely érzekeli a fehérjetoxikus stresszt €s ennek hatdsara 1-es tipusu interferon
valaszt valt ki. Kidertilt az is, hogy ha in vitro a PKR-t kismolekuldji anyagokkal gatoljak, akkor
a proteoszoma hibas mitkdésének kovetkeztében kialakulo gyulladas enyhiil, vagyis elképzelhetd,

hogy ez a felfedezés a gyogyaszatban is alkalmazhatova valik (Davidson et al., 2022).

Bar a C. elegans-ban leirt IPV nem egy evolucidosan konzervalt immunvalasz,
mechanizmusanak megismerése mégis relevans lehet, mivel az IPV mutat bizonyos hasonldsagot
az emldsokben megtaldlhaté 1-es tipust interferon valasszal. Példdul a fondlféregben ¢és
emldsOkben is hasonld RIG-I-szerli receptoron keresztiil aktivalédnak ezek az utvonalak virus
fertézés hatasara, valamint hasonldsag figyelhetd meg a két titvonal aktivalodasat eléidézo egyéb
szignalok kozott is, mint példaul a proteotoxikus stressz vagy a megvaltozott purinmetabolizmus

(Lazeti¢ et al., 2022).
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Végezetiil a HSF1 hidnyaban indukal6do folyamatok tanulmanyozasa azért is fontos lehet, mert
a HSFl-nek kulcsfontossdgu szerepe van a rak kialakulasdban, és gatlasara rengeteg
kiilonboz6 inhibitort fejlesztettek ki, amelyek potencialis tumorellenes aktivitasat jelenleg még a
preklinikai fazisban tesztelik (Sharma & Seo, 2018).
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