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A HSFI1 egy evoluciosan konzervalt transzkripcios faktor, mely a sejtes stresszvalaszban betoltott
funkcidjan tal jelentds szerepet jatszik alapvetd biologiai folyamatokban (egyedfejlodés,
anyagcsere, Oregedés), tovabba egyes betegségekben (neurodegenerativ rendellenességek,
karcinogenezis és tumor progresszid). A kiterjedt vizsgalatok ellenére a HSF1 mitkddése ezekben
a folyamatokban maig nem teljesen ismert.

C. elegans-ban eleddig a hsf-1 két allélja ismert: a nullmutans 0k600 €s a transzaktivaciés domént
nélkiilozo fehérjét kodolo sy441. Mig az 0k600 mutans allatok larvaletélis fenotipust mutatnak,
addig a hsf-1(sy441) mutans férgek életképesek annak ellenére, hogy a benniik képzddd csonka
HSF-1 az irodalom szerint nem képes transzkripcidés aktivaciora. Ennek ellentmond
kutatocsoportunk 0j, RNS-szekvenalason alapul6d eredménye, miszerint a Asf-1(sy441) mutansban
hésokkot kovetden mégis aktivalddnak a HSF-1 célgénjei.

Kutatdsunk célja az volt, hogy ezt az eredményt kvantitativ real-time PCR és GFP riporter
rendszerek segitségével validaljuk. Célunk tovabba, hogy forward genetikai modszerekkel olyan
uj hsf-1 mutansokat izolaljunk, amelyek ¢letképesek, de a hdsokk gének transzkripcidjanak
aktivalasara képtelenek. Ezért egy olyan transzgén rendszert hoztunk 1étre, melyben az embriéban

apoptozist indukalo egl-1 gén egy hdsokk-promoter szabalyozasa alatt all. Reményeink szerint az



ezen rendszer segitségével izolalt 0 hsf-1 allélok vizsgélata elvezethet a HSF-1 miikodésének

jobb megértéséhez.

Roviditésjegyzek

cDNS: komplementer DNS.

C. elegans: Caenorhabditis elegans, fonalféreg ¢s széles korben elterjedt felhasznalasu genetikai
modellorganizmus.

EMS: etil-metil-szulfonat, er6s mutagén mely foként pontmutaciokat okoz nukleotid-
szubsztitacioval.

GFP: Green fluorescent protein, Aequorea victoria medizabol izolalt fehérje, mely UV-fényre
zolden fluoreszkal. Kivaléan alkalmas egyebek kozott atlatszo szoveteken belill egy
hozzaftuzionalt fehérje lokalizaciojanak megallapitasara.

HSE: heat-shock responsive element, konzervalt regulator szekvencia.

Hsf-1: heat-shock factor 1, h6sokk transzkripcios faktor 1.

Hsp: heat-shock protein, hdsokkfehérje.

Hsp-16: heat-shock protein 16, egy hst-1 dependens hésokkfehérje.

Hsp-70: heat-shock protein 70.

Hsp-90: heat-shock protein 90, egy molekularis chaperon, mely képes a Asf-1-et inaktivalni annak
megkotéseével.

LB: Luria-Bertani broth, Escherichia coli novesztésére alkalmas taptalaj, mely hasznalhat6 mind
folyékonyan, mind szildrdan agar hozzédadasaval.

M9: fiziologias oldat C. elegans szdmara.

N2: vad tipusu C. elegans.

NGM: Nematode Growth Medium, a C. elegans fenntartasara kivaloan alkalmas, agar-alapt
taptalaj.

PCR: polimerdz lancreakcio, egy adott nukleotidszakasz felsokszorositasara hasznalt bevett
eljaras.

QPCR: kvantitativ polimeraz lancreakcio.

Unc: uncoordinated.

Wt: vad tipus. A konszenzusos "természetbeli, modositatlan’ allapot.



Bevezeto

Elete soran egy sejtet szamos stresszhatds érhet — éhezés, oxidativ stressz, extrém kiilsd
kémbhatas, szalinitds vagy homérséklet, csak hogy néhanyat emlitsiink - melyekre a talélés
érdekében megfeleld valaszt kell adnia. Ezek kozilil nem egy a fehérjék miikodését gatolja azok
térszerkezetének megbontasaval €s részleges vagy teljes denaturalasaval, mely nemcsak a fehérje
normalis funkcigjat akadalyozza, de gyakran még akar toxikus is lehet az ¢él6lény szaméra. Az
ilyen proteotoxikus stressz elleni védekezési mechanizmusok egyike a hdsokkvélasz, mely soran
a stresszhatast érzékelve kiilonboz6é dajkafehérjék (chaperonok) transzkripcidja aktivalodik,
melyek aztan megkisérlik a sériilt fehérjéket visszahajtogatni rendes konformaciojukba, illetve ha
ez nem sikertil, akkor kijelolni ket lebontasra (1, 8).

A folyamat soran aktivalédoé chaperonokat szokas hésokkfehérjéknek (heat shock protein,
roviden Asp) hivni, mig az Oket aktivalo transzkripcios faktorok a hésokkfaktorok (heat shock
factor, roviditve hsf). A dolgozatban targyalt hsf-1 (heat shock factor 1) evoluciésan erdsen
konzervalt, homologja emberben, egérben, ecetmuslicdban ¢és zebradanidban csakugy
megtalalhat6, mint a fonalféreg C. elegans-ban. Normal esetben a hsf-1 a hsp-90-el alkotott
represszor komplexben van megkdtve, ahonnan proteotoxikus stressz hatdsara szabadul fel, s
trimerizalodva a sejtmagba transzlokalddik, ahol emigyen aktiv transzkripcios faktorként képes a
hdésokkfehérjék génjeinek aktivalasara egy jelentdsen konzervalt regulatorhoz, a HSE

motivumhoz (heat shock responsive element) kétve (7) [1. Abra].
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1. Abra: A HSF-1 altalanos miikodése jelenlegi ismereteink szerint, Akerfelt et al. nyoman (7).




Caenorhabditis elegans-ban jelenleg két mutans allélje ismert a hsf-1-nek: az sy441 és az

0k600. A hsf-1(sy441)-r61 bar atirodik fehérje, az C-termindlisan trunkalt, nincsen rajta a
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2. Abra: Attekinté. A) A Caenorhabditis elegans fejlédési staciéi. B) A C. elegans hsf-1 gén szerkezete,
az ok600 deléci6 és az sy441 korai stopkodon pozicidjanak bejelolésével. C) A két ismert hsf-1 mutans
lathato fenotipusa, illetve a hsf-1(0ok600) menekitése. D) Termotolerancia ill. élethossz Gsszefiiggése a hsf-
1-el. WT=vad tipus, hsf-1(FL)=tulexpresszalt teljes hosszisagu hsf-1, hsf-1(CT)=C-terminalisan trunkalt
hsf-1. (2, 9, 10)



transzaktivaciéos domén. Ennek ellenére azonban az ezen genotipussal rendelkezd allatok
tovabbra is életképesek. Ezzel szemben a hsf-1(0ok600) egy korai stopkodont tartalmaz, s
larvakorban rekedéshez majd pusztulashoz vezet (10). Ez a kettdsség afelé enged kovetkeztetni,
hogy a hsf-I-nek kell, hogy legyen valami egyéb, létfontossagi szerepe vagy egy alternativ
mechanizmus, mely feltételezést korabbi kisérletek is megerdsiteni latszanak: taltermeltetése
ugyanis, legyen bar a teljes fehérje, vagy csak a transzaktivacios domént6l mentes trunkalt
véltozata, képesnek adodott a termotolerancia illetve az élethossz ndvelésére (9) [2. Abra], illetve
érdekes modon ugy tlinik, az egyedfejlodés soran is lehet valami feladata, mint ahogy azt
Drosophila melanogaster-ban talaltak (11), raadasul az ¢élethosszra gyakorolt hatéastol
valosziniileg fiiggetleniil mivel a szoveti feltételek kiillonboznek (16). Mus musculus-ban
neuroblasztomdk elleni protektiv hatasat figyelték meg thltermeltetés esetén (3). Osszefoglalva
szerepeit kiilonb6zd folyamatokban, eddigi ismereteink szerint miikodése valamely szinten a
proteotoxikus stressztdl valdo védelmen kiviil — vagy tan épp miatta? -  Odsszefonddhat olyan

jelenségekkel, mint az d6regedés (7), neurodegenerativ betegségek (3), és a rak (4, 5).

Célkitiizések

Kutatoécsoportunk nemrégiben RNS-szekvenalds segitségével arra a megddbbentd
eredményre jutott, hogy a transzaktivacios domén nélkiili trunkalt fehérjét kodolo hsf-1(sy441)
mutansban hdsokkot kovetden mégis aktivalodnak a HSF-1 célgénjei.

Munkdm elsddleges célja az volt, hogy ezen az eddigi irodalommal szembemend
eredmény megbizhatosagit az RNS szekvendlasi adatok mélyebb elemzésével ellendrizziik,
tovabba a kapott eredményt az RNS szekvenalashoz felhasznalt mintédk, illetve Gjonnan izolalt
RNS mintak felhasznalasaval qPCR vizsgalat és a hsp-16.2::gfp riporter-rendszer segitségével
validaljuk.

A kutatasi teriileten kulcsfontossagu annak feltarasa, hogy a HSF-1 bet6lt-e olyan funkciot
az egyedfejlodésben, illetve stresszvalasz sordn, amely fliggetlen a HSF-1 transzkripciot aktivalo
lehetdve teszi, hogy forward genetikai modszerekkel a Asf-1 gén 1j, transzaktivaciora képtelen, de

¢letképes mutansait izolalhassuk.



Anyagok és Modszerek:
Altalinos fenntartas: Az allatok fenntartdsa ahol nincs kiilon jelezve 20°C-on, NGM-et
(Nematode Growth Medium) tartalmazd Petri-lemezeken tortént, amire az uracil auxotrof

Escherichia coli OP50 baktériumtorzset pazsitként szélesztettiik.

Primerpar megnevezése Forward szekvencia (5°->37) Reverse szekvencia (5°->37)

egl-1 klénoz6 primer TATTGGATCCCACACCCAAAAC TATTGAGCTCTCGAAGCCCTCAT
ATTCACACCG TCCCAAT

hsf-1(sy441) szekvenilé AAATTTTCAGCCGAACAAG TTTTCCGGGTACTGTTGCTC

primer

hsp-70 A qPCR primer CGGTATTTATCAAAATGGAAAG TACGAGCGGCTTGATCTTTT
GTT

hsp-70 B qPCR primer TGCACCAATCTGGACAATCT  TCCAGCAGTTCCAGGATTTC

hsp-16.2 qPCR primer TCCATCTGAGTCTTCTGAGATTG TGGTTTAAACTGTGAGACGTTG
TTA A

hsp-16.11 qPCR primer GGCTCAGATGGAACGTCAA GCTTGAACTGCGAGACATTG

cdc-42 qPCR primer TGGAGAGAAGTTGGCAAAGG TGTTGTGGTGGGTCGAGAG

Hosokkolas: HoOsokkolashoz a torzseket eldzetesen szinkronizaltuk, térzsenként 6-8
lemezre, lemezenként 10-10 petézd felnétt vagy L4 allapoti hermafrodita kirakasaval, melyeket
valtozo ideig petézni hagytunk, amig hozzavetdleg lemezenként 60 petét nem raktak; ez az id6 a
hsf-1(sy441) torzseknél azok peterakasi rendellenessége miatt olykor hosszabb volt (2). A
petéztetést kovetden a felndtt allatokat eltavolitottuk a lemezekrdl, igy csupan a kozelitdleg
egykoru peték maradtak egy lemezen. Ha a férgek elérték a fiatal felndttkort (20°C-on 3-4 nap), a
lemezek felét kontrollként 20°C-on ndvesztettilk tovabb, am a masik felét fél oran at 35°C-on
hdsokkoltuk, majd egy oran at 20°C-on tartottuk, ezt kovetden pedig mind a kontroll, mind a
hésokkolt lemezekrél M9 oldattal lemostuk az allatokat, s -80°C-on taroltuk felhasznalasig. A
hsp-16.2::gfp és a hsf-1(sy441)x4; hsp-16.2::gfp torzsek esetében a fél oras 35°C-os hdsokkot
kovetden a 2-4 dran keresztiil 20°C-on tartottuk.

Bleaching: A peték és kikelt allatok elkiilonitésére alkalmas eljaras, melynek alapja, hogy
a peték vastagabb kutikuldjuk miatt jobban birjdk, ha egy nétrium-hidroxidos-hipds oldattal
kezelik Oket. Eljardsunk soran 1:1:2 ardnyban kevert natrium-hidroxid:hipd:viz oldatban
fiirdettiik az eldzo6leg a lemezekrél M9-el lemosott allatokat, amig a felnétt allatok el nem kezdtek
szétesni, ha sziikséges vortexeléssel rasegitve a folyamatra. Ezutan az allatokat centrifugaval

tilepitjiik és haromszor M9-el atmossuk, majd a kivant médiumba atvihetdk a peték.



RNS-izolalas: A hdsokkolt és lemosott egyedeket RNAzol oldatos eljarassal kezeltiik
(MRC RNAzol RN190, a gyart6 protokollja szerint), a feltdrast haromszori folyékony nitrogénben
lefagyasztassal, majd vortexelés kozbeni felolvasztassal végezve, majd a Zymo Research RNS-
izolald kitjével oszlopon tovabb tisztitva a gyartd protokolljat kovetve, Dnaz I-es kezeléssel
egybekotve izolaltuk a teljes RNS-tartalmat. A kapott mintakat -80°C-on taroltuk.

c¢DNS-iras: Az RNS-mintakbol cDNS-t (komplementer DNS-t) a RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit-tel (Thermo Scientific, K1621) irtunk, a gyartd protokolljat kovetve,
Mastercycler Nexus PCR Machine (Eppendorf) PCR-késziilékben. A cDNS-t tomény allapotban -
20°C-on taroltuk, a tovabbi kisérletekben, ahol szoba keriil, 20x-os higitadsat hasznaltuk.

PCR: Tag-polimerazos polimerdz lancreakcié a DreamTaq DNA Polymerase (Thermo
Scientific, EP0702) gyartéi protokolljat kovetve és az éppen szoban forgd primereket hasznalva
Mastercycler Nexus PCR Machine (Eppendorf) PCR-késziilékben.

Sanger-szekvenalas: az Eurofins szolgaltatasat hasznaltuk, a mintak eldzetes Osszeallitasa
soran a protokolljukat kdvetve.

Hasznalt torzsek: N2 (Bristol) vad tipusu, PS 1740 hsf-1(sy441) és TJ 375 hsp-16.:gfp
torzseket a CGC torzsbankbol szereztiik be. Egy négyszeresen kikeresztezett TTV 450 hsf-
1(sy441)x4 valamint a hsf-1(sy441)x4; hsp-16.2::gfp torzset laboratériumunkban korabban hoztak
l1étre. A transzgénikus torzs elkészitésének alapjat szintén a torzsbankbol beszerzett DP 38 wunc-
119(ed3)I1I szolgaltatta.

Integracios teszt: Transzgénikus allatok esetén annak eldontésére, hogy a transzgén
genomilag integralt, vagy csupan extrakromoszomalis (és igy instabil helyzetil), viszonylag
egyszerli modszer, ha tobb, az itteni esetben 8-8 lemezre kitesziink egy-egy petéz6 hermafroditat
a vizsgalni kivant vonalbol. A modszer elve, hogy amennyiben a transzgén nem integralt, gy az
unc-119 allatok menekitése a kotranszformécios marker unc-119(+) transzgén altal nem minden
utdédban torténik meg a menekité gén random elvesztése miatt, s igy az utdodok kozott Unc
fenotipusu, paralizalt allatokat is leliink majd. Annak az esélye, hogy 8 esetben is egy integralt
vonalbol véletlenszerlien a transzgénre heterozigota allatokat valasszunk ki elenyészo (4%), ezért
az ilyen torzseket instabilnak tekintjiik.

RT qPCR: A Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific,
K0221) felhasznélasaval, Roche Lightcycler 96 késziilékben a gyartoi protokollnak megfelelden,

20 mikroliter végtérfogatban.



Plazmid izolalas baktériumbél: a GeneJET Plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific,
K0502) hasznalataval, a protokollt kdvetve végeztik.

DNS-izolalas C. elegans-bol: single worm lysis modszerrel a lizis pufferhez proteinaz-K
enzimet adunk, s ebben az oldatban lizaljuk az allatot egy 6rdn at 60°C-on, majd 15 perc 95°C-al
inaktivaljuk az enzimet, az egész folyamat PCR-késziilékben fut.

DNS-izoldlas agaréz gélbél: GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, K0691)
hasznalataval, a gyartoi protokollt kdvetve.

Transzgénikus allatok létrehozasa biolisztikus transzformacidval: A szinkronizalt unc-
119 allatokat M9 oldattal lemosva és egy elohtitott és jégen tartott NGM lemezre 6sszegytjtjiik. A
linearizalt konstrukcidt a kotranszformécios marker unc-119(+)-et tartalmazd konstrukcioval
(pRH21) egyiitt kotjiikk fel az aranyszemcsékre. Az unc-119 gén vad tipusu példanya ugyanis
menekiti az Unc fenotipust, s igy az elsddleges screen-ek soran, ahol ez a jol lathato fenotipus
eltlinik, ott feltételezhetjiik, hogy nagy valoszinliséggel a masik transzgén is bekeriilt, igy Oket
lesz érdemes a tovabbiakban vizsgalni és ezt validalni. Az eldkésziilethez mind a konstrukciot,
mind a pRH2I-et enzimatikusan linearizaljuk, €s aranyszemcsére kotjiik, majd PDS-1000/He
(BioRad) rendszerrel juttatjuk be az allatokba.

Mikroszképos képek készitése: Az Osszes kép Zeiss Axiolmager Z1 epifluoreszcens

mikroszkoppal késziilt.

Eredmények

1. Az sy441 allél altal kodolt HSF-1 transzkripcios aktivitasanak vizsgalata
Kutatécsoportunk a kozelmultban vad és  hsf-1(sy441) mutdns hattérben RNS
szekvenalassal vizsgalta meg fiatal feln6tt férgekben, hogy hdsokk (30 perc 35°C) hatasara mely
gének transzkripcidja HSF-1 fliggd. Ennek a még publikalatlan vizsgélatnak az eredménye azt
mutatta, hogy szdmos hdsokkfehérjét kodold gén transzkripcidja hsf-1(sy441) mutansban is
aktivalodott. A szakirodalom szerint ez az allél olyan csonka HSF-1 fehérjét kodol, amelynek

transzkripciot aktivaldo doménja egy nonszensz mutacié kovetkeztében hidnyzik (9).



A varatlan és megdobbentd eredmény lattan fontosnak lattuk, hogy a vizsgalathoz
felhasznalt mintakat Gjraellendrizziik annak a lehet6ségnek a kizarasara, hogy a mintdk nalunk a
laboratoriumban vagy a szekvenalast végzd Novogene cégnél keveredtek-e el. Ennek érdekében
els6ként cDNS-t irtam at a céghez elkiildott RNS minték replikdibol, majd PCR segitségével Asf-
1-specifikus primerpart hasznalva amplifikdltam a mintakbdl azt a régidt, amelyben az sy441/
alléra jellemzé mutacio talalhatd, és az igy kapott PCR terméket Sanger-moédszerrel
megszekvenaltattam. Az eredmény alapjan elmondhat6, hogy a mintdk valoban a vad, illetve a
hsf-1(sy441) mutansokbol izolalt térzsekre jellemz0 szekvencidju RNS-t tartalmaztak.

Annak érdekében, hogy a cég hibgjat is kizarjuk, elvégeztiik az RNS szekvenalds nyers,
Binary Alignment Map (BAM) fajlainak elemzését is, és azt talaltuk, hogy a vad mintakbol
szarmaz6 szekvencidk a vad tipusra jellemzd szekvenciat, mig a mutansokbol szarmaz6 mintak a

mutansra jellemzd pontmutaciot tartalmaztak [3. Abra], vagyis a cégnél sem keveredett el a

minta. ,
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3. Abra: A megszekvenalt RNS-ek a hsf-1 génhez valé illesztésének grafikai abrazolasa: Az
Integrative Genomics Viewer segitségével létrehozott abran hdsokkolt hsf-1(sy441) mutansbol
szarmazo 3 biolégiai pdrhuzamos mintaban lathat6 az RNS-ek illesztése a hsf-1 16kuszhoz. A piros
sav azt a régiét mutatja, amely nem egyezik a vad tipusu hsf-1 szekvenciajaval. Ebben a pontban a
hsf-1(sy441) allélra jellemz6 C — T nukleotid szubsztitticié figyelhet& meg.

Ezt kovetéen kvantitativ real-time PCR segitségével megvizsgaltam, hogy a céghez
elkiildott mintakban hogyan valtozik a hésokk gének mRNS szintje a hOsokk hatdsara vad és Asf-
1(sy441) mutans hattérben, kontrollnak a cdc-42 héztartasi gént hasznélva és a hsp-70A, hsp-70B,
hsp-16.2 és hsp-16.11 géneket mérve. A kapott eredmények szerint az 6sszes vizsgalt hésokk gén

(hsp-.16.2, hsp-70A, hsp-16.11) mRNS szintje a Asf~-] mutans hattérben bar kissé¢ enyhébb

10



mértékben, de jol lathatoan megemelkedett [4. Abra]. Erdekes modon a hsp-70B estében a hsf-
1(sy441) hatterében a hdsokk hatdsara bekdvetkezd expresszido nagyobb mértékii volt, mint a vad
tipusban. Mindezek arra utalnak, hogy a HSF-1 C-terminalisan trunkalt véltozata valamilyen
modon mégis képes aktivalni a hdsokkgének expresszidjat. Elképzelhetd ugyanakkor az is, hogy
valamilyen kompenzacidés mechanizmus kovetkeztében indukalodik a hésokkgének expresszidja

a hsf-1(sy441) mutansban.
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4. Abra: A hésokk gének expresszioja hsf-1(sy441) hattérben is megemelkedik hésokkot
kovetéen: A hsp-70 A, hsp-70 B, hsp-16.2 és hsp-16.11 mRNS szintjének valtozasdnak mértékét az
RNS szekvendlashoz felhasznélt, de félretett RNS-b6k irt cDNS templaton végzett qPCR
segitségével hataroztam meg. A qPCR méréseket mintanként 3 technikai parhuzamossal végeztem
el. K=kontroll, HS=h&sokkolt. A mért Cq értékek tablazatban csatolva (Fiiggelék, 1. Tablazat).
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Mindezen vizsgalatok megerdsitették az RNS szekvendlassal kapott eredményeinket.

Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy az altalunk vizsgalt TTV 450 hsf-1(sy441) torzs nem

egyezik meg teljesen a szakirodalomban hasznalt térzzsel, ugyanis évekkel ezeldtt az eredeti PS

1740 torzset kutatocsoportunkban hattérmutacidt gyanitva négyszeresen visszakeresztezték vad

tipusu allatokkal, felmeriilhet annak a lehetdsége, hogy vagy az eredeti PS 1740 torzs, vagy a

kikeresztezett TTV 450 olyan hattérmutaciot tartalmaz, amely befolyasolja a hdsokk-indukalt

génexpressziot, ezért a qPCR vizsgalataimat megismételtem vad, PS 1740 és TTV 450 torzsekbol

izolalt RNS-ek segitségével is. Ehhez a torzseket szinkronizaltam és hdsokkoltam a fentebb

leirtaknak megfelelden, majd RNS-t izolaltam, abbol cDNS-t irtam, melybdl higitasi sort

készitettem 20x, 41x, 60x és 180x higitasokkal, s a qPCR-t ezek koziil a 20-szoros higitdsokbol
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5. Abra: hsp-70A, hsp-70B, hsp-16.2 és hsp-16.11 mRNS szint valtozasa N2, kikeresztezett
TTV450 hsf-1 (sy441)x4 és torzsbanki PS1740 hsf-1(sy441) esetében, az N2 kontrollhoz
viszonyitva: A qPCR méréseket mintdnként 3 technikai parhuzamossal végeztem el.
K=kontroll, HS=h8sokkolt. A mért Cq értékek tablazatban csatolva (Fiiggelék, 2. Tablazat).
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allitottam Ossze, ugyanazon kontrollal és ugyanazon géneket vizsgalva mint kordbban. A qPCR-
rel kapott eredményeket végiil a Pfaffl és kollégai altal kidolgozott mddon értékeltem (13).

Az eredmények azt mutattdk, hogy az eredeti kikeresztezetlen PS 1740 torzsben joval
kisebb mértékii, de lathaté novekedést mutat a hdsokkgének mRNS-szinje hdsokkot kdvetden,
mely alapjan gy tlinik, hogy a két torzs valdsziniileg kiilonb6z6 genetikai hattere befolyasolja a

hésokkra adott transzkripcios valaszukat [5. Abra].

Ezt kovetéen egy a hsp-16.2 promodterével meghajtott gfp-t tartalmazd torzs (phsp-
16::gfp) segitségével is megvizsgaltuk a hdsokk hatasat vad illetve hsf-1(Sy441) hattérben, az
expresszios mintazat lokalizacidjat emigyen fluoreszcens mikroszkoppal figyelve. Vizsgalataink
azt mutattdk, hogy hdsokk hatasara a Asf-/ mutans hattérben a gfp intenzitasa a hdsokkot kovetd
2. és 3. oraban elmarad a vad tipusban tapasztalttol, ugyanakkor a 3. o6raban mar jelentds
expresszios valtozas tapasztalhato a hdsokkolt Asf-1(sy441) éallatok tobbségében a nem hdsokkolt
kontrollhoz képest [6. Abra]. Megjegyzendd, hogy az 6. abran a nem hdsokkolt torzsek
expressziojat nem mutatom be, mivel ezekben gyakorlatilag nem fejezddik ki a riporter. A képet

tiizetesebben megvizsgalva feltiinik, hogy a hsf~-/ mutdnsokban elsdsorban a bélsejtekben

HS: 35°C 30 perc + 2 6ra 20°C HS: 35°C 30 perc + 3 6ra 20°C

hsf-1(sy441) hsf-1(sy441)

6. Abra: A phsp-16::gfp riporter expressziéjanak valtozas hésokkolas utan vad (N2) és TTV450
hsf-1(sy441)x4 mutans hattérben: J6l megfigyelhet6, hogy a a hsp-16::gfp riporter h6sokk hatasara
még a hsf-1 (sy441)x4 egyedekben is indukalodik, kiilondsen a bélben. A képek Zeiss Axiolmager Z1
epifluoreszcens mikroszkoppal késziilt 10X-es objektivvel, az expozicios id6 egységesen 50 ms.
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novekedik meg a riporter kifejezddése, ami felveti annak a lehetdségét, hogy az sy441
mutacionak valamilyen szdvetspecifikus hatasa lehet.

Annak eldontéséhez, hogy transzkripcionalisan aktiv HSF-1 hidnyaban a hdsokkfehérjék
expresszidja valamilyen kompenzaciés mechanizmusnak koszonhetden indukalodik-e a hésokk
hatasara, megvizsgaltuk, hogy phsp-16::gfp riporter hdsokk-indukalta expresszidos ndvekedése
szuppresszalhatd-e a hsf-1 gén csendesitésével, melyhez egy korabban elkésziilt Asf-I RNSi
konstrukciot hasznaltunk fel (14). Azt tapasztaltuk, hogy hsf-1(sy441), hsf-1(RNAi) éllatokban a
hsp-16.2::gfp expresszio szinte teljesen eltiint 4 6raval a hdsokkot kovetéen [7. Abra]. Ez arra
utal, hogy a Asf-1 géntdl fiiggetlen mechanizmus nem jatszik szerepet a hsf-1(sy441) mutansban

bekovetkez6 hdsokk-indukalta expresszids valaszban.

HS 35C 30 min + 4 hrs at 20C

phspl16::gfp hsf-1(sy441); phsp16::gfp phsp-16::gfp hsf-1(sy441); phsp-16::gfp
EV EV hsf-1(RNA) hsf-1(RNAI)

7. Abra: phsp16::gfp riporter hésokk indukalt expreszidja hsf-1(sy441)x4 mutans hattérben hsf-
1-re célzott RNS-interferenciaval csendesitheté: A képek Zeiss Axiolmager Z1 epifluoreszcens
mikroszkoppal késziilt 10X-es objektivvel, az expozicids id6 egységesen 50 ms.

2. A phsp-16::egl-1 transzgenikus torzs létrehozasa

A fonélféreg C. elegans-ban a HSF-1 eddig ismeretlen funkcidinak megismerésének gatat
szab, hogy eddig csupan a Asf-1 gén két allélja ismeretes, a bevezetdben ismertetett sy441 és az
0k600. Mivel az el6z6 fejezetben leirt eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy az sy441 allél altal
kédolt csonka HSF-1 mégis képes célgénjei transzkripciojat aktivalni, felmeriilt, hogy
kutatocsoportunk megprobal olyan 0j hsf~-I mutansokat izoldlni EMS (etil-metil-szulfonat)
mutagenezissel, melyek hdsokkfehérjék transzkripciojat aktivalni képtelenek, am az allatok mégis
¢letképesek. Ennek érdekében Ilétrehoztam egy olyan konstrukciot, amelyben az apotodzist
indukalé egl-1 gén (12) a hsp-16 promoterének szabalyozasa alatt 4ll [8. Abra], melyhez izolalt
genomi DNS-bdl PCR segitségével hoztam fel a C. elegans sajat egl-1-ét, melyet
gélelektroforézist kovetd gélizolalassal tisztitottam, majd ezt egy pPD49.78 vektorba ligaltam,
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melyben a hsp-16 promoter mar megtalalhato, a szelekcidt segitd ampicillin-rezisztencia génnel
egylitt. A kapott vektort DHS5alfa baktériumba transzformaltam, majd novesztés ¢és

plazmidizolalas utan Sanger szekvenalassal ellendriztem az Eurofins szolgaltatasan keresztiil.
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8. Abra: A klénozott phsp-16::egl-1 pPD49.78 konstrukcié SnapGene 1.1.3. programban
abrazoelva (15).

Ezt kovetden biolisztikus transzformacioval megkezdtem a phsp-16::egl-1 transzgenikus
torzsek eloallitasat. Ez a torzs kivaldan alkalmas a megfeleld Asf-I mutansok kisziirésére egy
szelekcios mutans screen-ben, hiszen a hsp-16 promotert az €p transzaktivacids funkcioval bird
HSF-1 hajtja meg (2, 12). A hdsokk hatdsara termelddé EGL-1 fehérje apoptozist indukal (12),
ezért ezen allatokban a hdésokkvalasz indukalasa az egyedek pusztulasaval jar. Ezt kihasznalva
screen-elhetiink HSF-1 mutansokra F2-ben, ugyanis hésokk utan feltehetéen csupan azon allatok
maradnak életben, amelyekben vagy az apoptozis mechanizmusa, vagy a HSF-1 transzaktivacios
képessége sériil (tehat nem expresszalddik ektopikusan az EGL-1), am az allat mégis életképes
(12) [9. Abra]. A phsp-16::egl-1 torzs eldallitisahoz a felsokszorositott DNS-t az unc-119-et

mentd PRH21-el egyiitt az emlitett biolisztikus moédszerrel, génpuskat hasznalva 16ttem be
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szinkronizalt unc-119 allatokba, melyek koziil aztdn az uncoordinated fenotipustdl menekitett

utodokat vittem tovabb.

hsp-16.2 promoter _ egl-1+ UTR egl-1 transzgenikus allatok

S thselidilkine Random generalt mutans

torzsek
Csak az apoptotodzisra vagy a L ]
hésokkvalaszra mutans, de Kompl. A ’?Sf‘I gen‘t er!nt.o muta?sok
tesztek kivalogatasa és jellemzése

életké__pes egyedek élnek tal

9. Abra: A mutagenezishez haszndlt konstrukcié illetve a mutagenezis folyamatdnak vdzlatos
dbrdzoldsa.

Ezidaig 18 potencialisan transzgenikus torzset hoztam Iétre, melybdl 3 valdban
tartalmazza a transzgént. Errdl PCR segitségével bizonyosodtam meg, amelyhez olyan primereket
alkalmaztam, melyek kizarolag a transzgénnel rendelkezd torzsekbdl izolalt DNS esetében
eredményezhetnek terméket. A hatékony mutans screen-hez fontos, hogy az éallatok stabilan
fejezzék ki a transzgént, ezért megvizsgaltam, hogy az emlitett 3 igazoltan transzgenikus torzsbol
van-e olyan, amely nem extrakromoszomalisan, hanem egy kromoszémaba integraltan hordozza
a transzgént. Ezek a vizsgélatok jelenleg is folynak, de gy tlinik, hogy az eddig izolalt t6zsek
csupan extrakromoszomalis elemen hordozzdk a transzgént. Az egyik tdrzs esetében
megvizsgaltam, hogy milyen hatdssal van az allatokra a hésokk, amihez feln6tt hermafroditakat
hdsokkoltam, majd 5 oOrat kovetden prepardltam az embridkat “bleaching” modszerrel. A
kezeletlen és hdsokkolt vad illetve transzgenikus embriokat fénymikroszkoppal fotéozva azt

tapasztaltam, hogy a hdsokkolt phsp-16::egl-1 embridk egy jelents része feltehetéen az

cre
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Abra], ami arra utal, hogy a transzgén a vartnak megfelelden miikodik ebben a torzsben, melyet

végiil qPCR-rel is igazoltam [11. Abra].

N2 K N2 HS phsp-16::egl-1K phsp-16::egl-1HS

10. Abra: Vad tipusi (N2) és transzgenikus phsp-16::egl-1 peték megjelenése
fénymikroszképpal vizsgalva: A hdsokkolt transzgenikus peték kozott tobben rendellenes
morfologia lépett fel feltehetGen a megndvekedett sejthaldlozds miatt, mely kisebb mértékben,
vélhet6en szivargds miatt, a transzgenikus kontrollban is feltint. K=kontroll, HS=hé&sokkolt. A képek
Zeiss Axiolmager Z1 epifluoreszcens mikroszkdppal késziilt 14X-es objektivvel.

> 1500
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0

N2 K N2 HS phsp-16.2::egl-1 K phsp-16.2::egl-1 HS

11. Abra: egl-1 mRNS szint valtozasa N2 és phsp-16.2::egl-1 esetében, az N2 kontrollhoz
viszonyitva: A qPCR méréseket mintdnként 3 technikai parhuzamossal végeztem el.
K=kontroll, HS=hé&sokkolt.
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Diszkusszio

Eredményeink alapjan kétségtelen, hogy az eddigi leirdsokkal szembemenve (2) a hsf-
I(sy441) mutansban kédolt C-terminalisan csonkolt fehérje bizonyos mértékben képes
célgénjeinek transzkripcidjat aktivalni, rdadasul egyes esetekben még erdteljesebben, mint a vad
tipusu HSF-1. A HSF-1 altal wvégzett transzkripcié aktivaci6 pontos mechanizmusa
fonalférgekben nem ismert (erre ravilagitast az EMS mutagenezissel izolalt 0j allélek segitségével
reméliink), &m a jelek immar bizonyosan arrafelé mutatnak, hogy érdemes errefelé¢ kutatni. A
lehetséges magyarazat, hogy a TTV450 hsf-1(sy441x4) és a PS 1740 hsf-1(sy441) torzsek kozott
tapasztalt kiilonbség mogott egy hattérmutacio allhat. Fontos lehet a hdsokk mikéntje (példaul a
hémérséklet és az 1dd), melyek befolyasolhatjdk a mutdns fehérje transzkripcids aktivitasat.
Néhany tanulmanyban a hdésokkot kovetden kozvetleniil tortént az RNS-ek izolalasa (2, 10).
Elképzelhetd, hogy az sy441 mutacid termoszenzitiv €s a hésokkot kdvetden 20°C-on eltoltott idd
elégséges arra, hogy a fehérje visszanyerje eredeti térszerkezét és aktivalja célgénjeinek
transzkripcidjat, mely ugyan nem valoszinii, hiszen az sy44/ nonszensz muticiot tartalmaz, de
érdemes lenne megvizsgalni ezt a lehetdséget is a késdbbiekben. Felvetddik annak a lehetdsége
is, hogy aktiv HSF-1 hianyaban valamilyen mds stresszmechanizmus kompenzal ilyenkor, illetve
ahol a valasz még erésebb, mint a vad tipusnal, akéar tilkompenzal, am RNS-interferencids
kisérletlink eredménye nem erre utal.

Erdekes jelenség, hogy phsp-16.2::gfp riporterrel végzett kisérleteink alapjan a hsf-
1(sy441) mutans allatokban a kontrollhoz képest megkésve és kisebb intenzitdssal megjelend
GFP expresszioja szinte kizarolag a bélsejtekben valik egyértelmiivé. Az expresszio
szovetspecifikussagat érdemes lenne a késdbbiekben mas hdsokk-promoter altal szabdlyozott
riporterek vizsgéalatdval is aldtdmasztani, mindemellett viszont ismert, hogy a hsf-1 ¢élethosszal
Osszefliggd funkcioi az ideg- €s bélsejtekkel allhatnak osszefliggésben (16).

Annak a vizsgalata, hogy a hsf-1(sy441) altal kodolt HSF-1 képes-e a hdsokk gének
transzkripcidjanak aktivalasara azért is bir kiemelkedd jelentdséggel, mert elképzelésiink szerint
az a tény, hogy a hsf-1(ok600) nullmuténs larva letalis, mig az sy441 életképes (10), valamint az,
hogy a C-termindlisan trunkalt HSF-1 fehérje taltermelése megnoveli az allatok hdstressztiird
képességét (9), arra utal, hogy a HSF-1 valamilyen mas mechanizmussal, esetleg mas fehérjékkel

interaktalva képes fontos feladatot ellatni az egyedfejlédésben és a stresszre adott valasz soran.
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Dolgozatom masodik részében beszamoltam azon erdfeszitéseinkrdl, hogy egy olyan
transzgenikus torzset hozzunk Iétre, amely lehetové tenni egy szelekcidos mutans screen
végrehajtasat annak érdekében, hogy 1j, transzkripcid aktivaldsra nem képes, de életképes hsf-1
mutans torzseket izolaljunk. Az elsd phsp-16.:egl-1 transzgenikus torzsek 1étrehozasa megtortént
és jellemzésiik megkezdddott, s az egyik torzs esetében eredményeink arra utalnak, hogy benniik
hésokk hatasara apoptdzis indukalodik. Ez biztatdé ugyan, de nem zarhato ki, hogy csupan az
embriok izoldldsahoz hasznalt hipokloritos bleach oldat a kiilonb6z6 vad és transzgenikus
torzsekre nézve eltérd hatasat tapasztaltuk, ezért ez iranyban tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
Fontos lenne a phspl6::egl-1 torzsek esetében egy hdsokkot kdvetd tulélési esszé végrehajtasa,
amivel egyértelmiien tesztelhetd lenne a torzs alkalmassdga a szelekcids mutans screen-hez,
ugyanis a dolgozatomban leirt eredmények méginkabb iddszerivé teszik, hogy 0j hsf-1 mutans
torzseket izoldljunk, melyek vizsgalataval szamos jelenleg még nyitott kérdés megvalaszolasahoz

juthatnank kozelebb.

Szerzoi Hozzajarulas

Az RNS szekvenalas adatainak ellendrzésében részt vettem, a ¢cDNS mintakbol PCR
segitségével amplifikdltam az sy441 pontmuticiot tartalmazo szakaszt, és azt szekvenalasra
elokészitettem.

Az N2, hsf-1(sy441) és PS1740 hsf-1(sy441) torzseket, melyeket megkaptam, a kutatas
ideje alatt fenntartottam, beldliik teljes RNS-populaciot izolaltam, melybdl cDNS-t irtam és abbol
RT qPCR-t allitottam 6ssze. A mérések eredményét értékeltem és ellendriztem.

A mar rendelkezésre allo phsp-16.2::gfp ¢€s hsf-1(sy441); hsp-16.2::gfp torzseket
fenntartottam, szinkronizaltam, hosokkoltam ¢és fluoreszcens mikroszkopiara elokészitettem.

Genomi DNS-bdl kiindulva a pPD49.78 phsp-16:egl-1 konstrukciot létrehoztam és ezt
felhaszndlva biolisztikus transzformacioval transzgénikus torzset hoztam létre. A transzgenikus
torzseket hésokkoltam, embridé preparatumot hoztam Iétre beldliik, elokészitettem a mintakat a
mikroszkopos vizsgalatokra, valamint RNS-t izoldlva és abbdl cDNS-t irva RT qPCR-t végeztem,

a mérést értékeltem és ellendriztem.
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Fiiggelék

1. Tablazat.
Vad Kontroll Vad HS TTV 450 hsf-1 (sy441) K | TTV 450 hsf-1 (sy441) HS
CQin | CQ: | CQ: | CQ;3 | CQin | CQ: | CQ: | CQs | CQin | CQ:i | CQ: | CQs | CQin | CQu | CQ: | CQs
hsp-704 30,66 30,45 30,83 30,71 24,23 23,38 25,44 23,86 31,9 31,29 31,98 32,44 26,79 26,42 27,34 26,61
hsp-70B 23,85 23,74 23,9 23,91 19,93 20,16 19,61 20,02 24,53 24,49 24,5 24,59 198 19,9 1959 19,92
hsp-16.2 27,42 27,51 27,37 27,37 20,49 21,85 19,49 20,12 30,37 29,78 - 30,96 23,93 23,99 23,83 23,98
hsp-16.11 22,86 22,95 22,91 22,71 17,41 17,73 17,08 - 22,9 22,74 22,99 22,97 20,09 20,47 - 19,71
cdc-42 21 - 20,78 21,21 20,47 20,8 20,13 - 21,7 - 21,7 - 22,64 22,85 21,78 23,3
2. Tablazat.
Vad Vad HS TTV 450 | TTV 450 PS1740 PS1740
Kontroll hsf-1 hsf-1 hsf-1 hsf-1
(sy441) K | (sy441) HS | (sy441) K | (sy441) HS
CQia 29,56 20,53 27,61 23,3 30,51 26,68
CQ: - 20,38 27,54 23,69 30,13 27,14
hsp-704
CQ; 29,95 - 27,34 22,84 29,94 26,48
CQs 29,16 20,67 27,94 23,37 31,46 26,42
CQsa 21,72 19,77 23,12 19,06 23,92 19,67
CQ 21,73 19,62 23,08 18,96 23,81 19,72
hsp-70B
CQ: 21,75 19,87 23,15 18,91 24,13 19,62
CQs 21,69 19,82 23,14 19,31 23,81 19,67
CQia 29,47 18,63 25,9 20,45 29,64 24,25
CQ: 29,66 19,34 25,82 20,2 29,77 24,22
hsp-16.2
CQ; 29,58 18,31 25,83 20,37 29,38 24,24
CQs 29,18 18,24 26,06 20,79 29,76 24,28
CQsa 22,22 15,87 22,09 17,49 25,88 19,09
CQ: 22,24 15,84 22,11 17,41 29,5 19,04
hsp-16.11
CQ: 22,15 16,16 22,1 17,72 24,19 19,08
CQs 22,28 15,6 22,06 17,33 23,95 19,14
cdc-42 CQia 18,52 19,38 19,71 19,57 22,35 20,39
CQ: 18,32 19,07 19,68 19,66 22,41 20,35
CQ; - 19,68 19,69 19,13 22,47 20,52
CQs 18,72 - 19,75 19,93 22,16 20,31
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