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Bevezeto

crer

kialakulasaban

A paraganglioma (PGL), valamint a pheochromocytoma (PHEO) neuroendokrin sejtek
tumoros elvaltozasahoz kothet6 ritka, nagy mértékben orokletes megbetegedések (kozos néven
phaeochromocytoma/paraganglioma; PPGL). A PPGL tumorok kialakulasdnak mintegy 10-15
%-a a citromsavciklus nem megfelel6 mikodéséhez kothetd, melynek hatterében a szukcinat-
dehidrogenaz (SDH) enzim négy alegysége (A, B, C és D) és egyik Osszeszereld faktoruk
(SDHAF2), valamint a fumaraz enzim genetikai kddjanak mutécioja allhat. Mig a szukcinat-
dehidrogenaz C és D alegységeinek (SDHC és SDHD) mutacidja kis mértékben, A és B
alegységének (SDHA ¢s SDHB) mutacidja nagy mértékben hajlamosit metasztatikus PPGL
kialakulasara [1,2].

A szukcinat-dehidrogenaz a sejtek energiatermelésében jatszik kulcsszerepet, ugyanis
részt vesz a citromsavciklusban, ahol a szukcinat fumaratta torténd atalakitasaért felel, valamint
a mitokondridlis 1égzési lanc II-es komplexének tagjaként részt vesz az ubikinon ubikinolla
torténd redukalasaban (1. abra) [3].
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l.abra A szukcinat-dehidrogendz négy alegysége és azok elhelyezkedése a
mitokondrium belsé membranjaban. A szukcinat-dehidrogendz részt vesz a mitokondrialis
légzési lancban, valamint a szukcindt fumardtta valo atalakitasaért felel [3].



A szukcinat-dehidrogendaz nem megfelelé miikodése szukcinat felhalmozodéshoz,
valamint hipoxidhoz vezet [4]. Normoxias koriilmények kozott a mitokondriumokban
fiziologias szinten termelddnek reaktiv oxigén gyokok (ROS), azonban oxigénszegény
kornyezetben megnd a reduktiv karboxilacio szintje, mely megnovekedett ROS mennyiséghez
vezet, ezaltal el6segitve a tumorsejtek novekedését [4,5]. Sejtvonalakon és modellallatokon
végzett kisérletek arra utalnak, hogy a szukcinat-dehidrogendz mutacidja kovetkeztében

megnovekedett reaktiv oxigéngyokok mennyisége szintén eldsegiti a tumorsejtek ndvekedését

crer

A PPGL tumorok (a fej-nyaki paragangliomak kivételével) katekolaminokat (adrenalin,
noradrenalin, dopamin) szekretalnak, melyeknek fizioldgids mennyiségiiktdl eltéré mértékiik
aranyosan befolydsolja a betegség kovetkeztében jelentkezd tiinetek sulyossagat. A betegséget
azonban pusztan a tiinetei alapjan nehéz azonositani, ugyanis azok rendkiviil valtozatosak és
nem specifikusak, ezért a betegség fennallasanak gyanuja esetén mindenképp sziikséges

laborvizsgalatot végezni [10].

A nem-metasztatikus PPGL tumorokat muitéti iiton tavolitjak el. Metasztatikus tumorok
esetén — amennyiben lehetséges — a primer daganatot miitét soran eltavolitjak, majd a beteg
sugarterapidban vagy kemoterapids kezelésben részesiil. A leggyakrabban alkalmazott
kemoterapias kezelések a ,,CVD” (cyclophosphamide, vincristine and dacarbazine)
kombinacio, illetve a temozolomid monoterdpia, mig a leggyakrabban alkalmazott
sugarkezelések [**!]-MIBG-t és [}'Lu]-DOTATATE-t alkalmaznak [2]. Ezek a kezelések

azonban legtobbszor palliativak, valamint nem egyénre szabottak.

Mivel a PPGL tumorok ritka megbetegedések, gyakran 6rokletesek, valamint személyre
szabott kezeléssel nem rendelkeznek, fontos, hogy minél jobban feltérképezziik dket. Ebben
segitenek a modelleken végzett kisérletek. Kutatasaim sordn a szukcinat -dehidrogenaz enzim

crer

Caenorhabditis elegans modellallatban az Arg244His mutacio6 felelteheté meg [11].

A Caenorhabditis elegans modelldllat bemutatisa

A fonalféreg Caenorhabditis elegans rendkiviil jo genetikai modellallat, ugyanis
¢letciklusa és ¢élethossza rovid (20 °C-on 3,5 nap, illetve két-hdrom hét), szomatikus sejtjeinek

szama és leszarmazasa allando. A tojasokbdl kikelve az allatok négy larvastadiumon (L1-L4)



keresztiil érik el a felndttkort. A populaciéo mintegy 99,8%-a himnds és d0nmegtermékenyitéssel
szaporodik, ami elésegiti a genetikai informacio stabilitdsat egy-egy populacioban/tdrzsben. Az
allatok kis méretiiek (a feln6tt példanyok 1 mm hosszuak), testiik attetszo, ezért az allatok intakt
formaban is vizsgalhatoak fény- és fluoreszcens mikroszkop alatt. A férgek 12 és 26 °C kozott,

Petri-csészékben tarthatoak, valamint -80°C-on fagyasztva is tarolhatdéak (wormbook.org).

A C. elegans modell tovabbi elénye, hogy potencialis gyogyszerhatoanyagok gyors és
nagy mennyiségben torténd tesztelésére (,,screenelésére”) is alkalmas, melynek soran a
vizsgalni kivant hatdanyagot az allatok fenntartdsara hasznalt szilard taptalajba (NGM-
Nematode Growth Medium) vagy annak feliiletére juttatjak [12] . Ezt kdvetéen vizsgalhato a
gyogyszerjelolt hatdsa az allatokra azok fenotipusanak, élethosszanak vagy mozgéisanak a

megfigyelésén keresztiil.

A C. elegans fehérjék mintegy 41%-a rendelkezik human ortologgal [13], valamint a
fonalféregben az SDHB-1 fehérjét kodolo gén 60% egyezést és 84% hasonldsagot mutat az

emberi ortologjaval [11].

A neuroendokrin eredetii uvl sejtek

Erdekes modon, bar az SDHB mutécioja az drokletes PPGL daganatos betegek minden
sejtjében jelen van, tumorok csak a neuroendokrin szévetekben alakulnak ki. C. elegansban is
megtalalhatoak neuroendokrin sejtek, melyek koziil a négy uvl sejt intenziven kutatott. Az uvl
sejtek az uterus kialakitdsaban €s a peterakasban vesznek részt

(https://www.wormatlas.org/hermaphrodite/egglaying%?20apparatus/Eggframeset.html). Az

Arg244His homozigodta recessziv allatok a vad tipusu allatoknal rovidebb ideig €lnek és sterilek
[11], mely alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy az SDHB-1 fehérjének fontos szerepe lehet az

uvl sejtek mitkodésében.

Dopaminerg neuronok szerepe C. elegansban

A szukcinat-dehidrogendz mutacioja okozta PPGL tumoros betegek esetében megnd a
noradrenalin és a dopamin szekrécidja [14], azonban ennek szerepe a tumor kialakulasaban még
nem ismert. C. elegansban négyféle biogén amin fordul elé (dopamin, szerotonin, oktopamin
¢és tiramin), melyeknek az allatok megvaltozott kornyezethez torténd alkalmazkoddsdban van
szerepe, azok peterakdsi, mozgasi, tanulasi és garatmozgatasi folyamatainak helyes kialakitasan

keresztiil. A dopamin — mely fonalféregben ¢és emlds agyban hasonlo biologiai utvonalakban és
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folyamatokban vesz részt - fontos neurotranszmitter, mely a mechanoszenzoros érzékelés
kialakitasan at vesz részt az allatok megvaltozott kornyezethez vald alkalmazkodasaban,
hidanyéban pedig valtozas all be az allatok mozgéasaban, valamint tanulasi képességeiben. C
elegans hermafroditakban nyolc, himekben pedig tizennégy dopaminerg sejt talalhato, melyek
hat tipusba sorolhatok be (ADE, PDE, CEP, R5A, R7A, ROA)

(http://www.wormbook.org/chapters/www monoamines/monoamines.html).

El6zmények

A szukcinat-dehidrogendz  klinikailag relevans  Arg230His pontmutacidja
kovetkeztében kialakuld PPGL tumorok vizsgalata érdekében az elmult években csoportunk
egy uj fonalféreg modellt allitott eld. Az Arg244His mutaciot hordozo torzsben egy G731A
nukleotidcsere funkcidvesztéses szukcindt-dehidrogendz termelddést eredményez, melynek
kovetkeztében szukcinat halmozddik fel az allatok sejtjeiben. Tovabbd magasabb glikolitikus
aktivitasra utalo emelkedett piruvat- és laktat-szint is megfigyelhetd. A pontmutans allatok
oxigénfogyasztasa csokkent mitokondrium- és ATP-mennyiség jelenlétében a vad tipusu
allatokéval szemben alulmarad. A metabolikus atrendez6dés mellett az Arg244His allatokat
rovidebb ¢lethossz, lassabb egyedfejlddés (a felndttkort 4-5 nap alatt érik el) és sterilitds is
jellemzi [11].

Célkituzések

SDHB-1 mutécioval rendelkezd C. elegansokbol még nincsen adat, mely alatdimasztana
a megnovekedett ROS szintet, ezért kutatdsom soran Gsszehasonlitom a vad tipust és az
Arg244His pontmutans férgek ROS termelését. Amennyiben a megemelkedett ROS szint
kimutathatd, a termelddését gatlo szerek lehetséges terapias alkalmazasa megfontoland6. A
gatloszerek elsddleges modellben valo tesztelésére a C. eleganson végzett screen kisérletek a

legalkalmasabbak gyorsasaguk és koltséghatékonysaguk miatt.

C. elegans uvl sejtekben vizsgalom az SDHB-1 fehérje szerepét. Ehhez uvl-specifikus
riportert hordozo torzzsel keresztezem az Arg244His éllatokat és megfigyelem, hogy az SDHB-

1 mutacidja milyen hatdssal van az uvl sejtek miikodésére és az uterus kialakuldsara.


http://www.wormbook.org/chapters/www_monoamines/monoamines.html

crer

dat-1::gfp riportert hordozo6 allatokat sdhb-1::mCherry riportert hordozokkal keresztezem
annak érdekében, hogy megfigyelhessem mely neuronokban fordul el6 a DAT-1 és az SDHB-
1 fehérjék kolokalizaciéja. A C. elegans dopaminerg neuronokban expressszalodd dat-1
(emberi megfeleldje az SLC6A2; solute carrier family 6 member 2) a dopamin transzmembran
transzportjaban jatszik

(https://wormbase.org/species/c_elegans/gene/\WBGene00000934#0-9f-10).

szerepet

Anyagok és modszerek

Caenorhabditis elegans torzsek fenntartasa

A vizsgalt fonalféreg torzseket termosztatban, 16 °C-on tartottam. Téaplalékként
Escherichia coli OP50 baktérium pazsitot biztositottam az allatok szamara, melyet LB (Luria-
Bertani) folyékony tapoldatban novesztettem, majd Petri-csészékbe ontott agarlemezre (NGM;
Nematode Growth Medium) cseppentettem. Az allatokat a baktérium pazsitra platina t

segitségével helyeztem [15].

Vizsgalt fonalférgek és genotipusuk:

Torzs neve/azonositoja

Genotipus

WT (wild type): N2 (var

Bristol) vad tipus
CGC: VC294; WormBase: sdhb-
WBStrain00035655 1(gk165)/mInl [mls14 dpy-

10(e128)] Il

R244H (balanced)*

sdhb-1(gk165)/ minl [mls14
[myo-2::gfp; pes-10::gfp]
dpy10(e128)] Il.; unc-
119(ed3) 111.(?); pPNU6G36
(sdhb-1p::sdhb-
1(G731A)::sdhb-1 3°’UTR;
uncl19(+)) X

CGC: LX1986; WormBase:
WBStrain00026419

vslIs177 lite-1(ce314) lin-
15B& lin-15A(n765) X.



https://wormbase.org/species/c_elegans/gene/WBGene00000934#0-9f-10

R244H; uv1::mCherry" sdhb-1(gk165)/ minl [mls14
[myo-2::gfp; pes-10::9fp]
dpy10(e128)] Il.; unc-
119(ed3) 111.(?); pNU636
(sdhb-1p::sdhb-
1(G731A)::sdhb-1 3°UTR;
uncl19(+)); vsls177 lite-
1(ce314) lin-15B& lin-

15A(n765) X.
CGC: TG2401; WormBase: dat-1(ok157)
WBStrain00034689 I1; vtls1™ V; tsp-17(gt1681)
X
TBV03 (sdhb-1::mCh) sdhb-1::mCh I1.

1.tablazat A kutatisom sordn hasznalt C. elegans torzsek azonositoja és genotipusa

*Ez a torzs az X kromoszomara integralt transzgénként hordozza az Arg244His pontmutans
allélt, a II. kromoszéman pedig genomi delécid (gk165) miatt nem fejezddik ki az sdhb-1.
Ennek kovetkeztében a homozigdta pontmutdns allatok csak a pontmutans fehérjét termelik.
Mivel a homozigota pontmutans allatok sterilek, a II. kromoszoman balanszer (mInl) segiti a
torzs fenntartasat.

**ytlsl[dat-1::gfp+rol-6(sul006)]V

ROS festés
A ROS szintek kimutatasara vad tipusi ¢és Arg244His pontmutans 4allatokban
CellROX® Green (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) festéket haszniltam. A 2.5 mM

cre

percig, 20 °C-on inkubaltam[16].

Mintak el6készitése és fotozasa

Az allatokat targylemezen agarpadra cseppentett desztillalt vizbe helyeztem, majd Na-
aziddal paralizéltam és fed6lemezzel fedtem. A képek Dr. Boda Attila segitségével Axiolmager
M2 epifluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss) és AxioCam MRm kamerdval késziiltek. A
mikroszkép szemikonfokalis ApoTomel késziilékkel volt felszerelve. Hasznalt objektivek:

Plan-Neofluar 10x, 0.3 NA, 20x, 0.5 NA. Hasznalt szoftver: Zeiss ZEN PRO

Tovabbi mikroszkopok

Alpha STO-3-45T sztereo mikroszkop, ZEISS Lumar sztereo mikroszkop




Kapott eredmények kiértékelése és abrazolasa

A ROS-szint mérés adatainak kiértékelése soran a készitett képeket Imagel szoftverrel
szemikvantifikaltam, majd a statisztikai elemzést RStudio segitségével végeztem. A vizsgalt
torzsekbdl 37-37 allatot elemeztem. Az adatokat RStudio segitségével abrazoltam. Az adatok
mindkét vizsgalt csoportban normalis eloszlast mutattak (Shapiro-Wilk teszt), ezért kétmintas

t-probaval hasonlitottam 6ssze dket.

Genetikai keresztezés

A C. elegans mint modellszervezet tovabbi eldnye, hogy bar a hermafrodita allatok
onmegtermékenyitésre képesek, mellyel stabilan lehet homozigdta allélokat fenntartani, eltérd
mutaciot hordoz6é himekkel keresztezve Oket, a himek spermiuma elonyt élvez a
megtermékenyités soran. Igy lehetéség van kettds vagy tobbszoros mutans allatok eldallitasara.
A keresztezés eredményeként létrejott F2 nemzedékben sziirhetiink kettds vagy tobbszoros
homozigota allatokra. A genotipizalas soran a jol lathato fenotipussal rendelkezé mutans allatok
akar mikroszkop segitségével szelektalhatoak. Amennyiben nem lehetséges csupan fenotipus
alapjan a kivant allatok megkiilonbdztetése, lehetdség van a genotipus megallapitasara marker
mutaciot hordozo keresztezéssel vagy a mutacido molekularis hatterének kimutatasaval is (pl.

Single Worm PCR).

PCR reakcidk és primerek

a) Single Worm Lysis protokoll
1. 25°C 5:00°
2. 42°C 60:00°
3. 70°C 5:00

b) sdhb-1(gk165) delécio kimutatasa:

forward primer: 5'-TGAAATTGCATTGTCCTCTCAC-3’
reverz primer: 5'- CGATTTGATCTCTCCGATGG-3’

10



PCR profil

1. 95°C 2:00°

2. 95°C  0:30° <>

3. 52°C 0:30° 36x
4, 72 °C 4:00°

5. 72°C 5:00°

6. 12°C oo’

LGl Us ATG F42A8.3
o sdhb-1 (F42A8.2) A G .
- N 1 = N o 4 R o

1862 ‘
1632 delécios régio: gk165 (2198 bp) 566

primer1 primer2

» -
N2 (vad tipus) termék (2708 bp)

primer1 primer2
» -

1811 sdhb-1(gk165) termék (510 bp) 807

1. N2 (vad tipus)
2. sdhb-1(gk165)/min1
3. sdhb-1(gk165)

L: GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

2.abra SDHB1(gkl65) delécio kimutatdsa [17]: Vad tipust (N2) allatok esetén csak egy
2708 bp hosszt termék, mig homozigota mutans allatok esetén csak egy 510 bp hosszl termék
jelenik meg a gélképen. A delécidt és a balanszert egyarant hordozo, heterozigota allatok esetén
két termék (2708 bp és 510 bp) jelenik meg a gélképen.

c) sdhb-1p::SDHB1(G731A)::sdhb-1u transzgén kimutatasa:

forward primer 1: 5'-GATCAAATCGCTGCTTACTG-3’
forward primer 2: 5'-CATTTGATCAGCGTAGTTGC-3’
reverz primer: 5'-ATTCTTTCTCCTAGCCTTCG-3'

11



PCR profil

1. 95°C 2:00°
2. 95°C 0:30°
3. 53°C 0:30° 34x
4, 72°C 1:30°
5. 72°C 5:00°
6. 12°C o’
LGX ?Tg . ?Tg
; L >, g )7 » : 2
Xkr balrégd  ync.119 unc-119 sdhb-1 sahb-1 sdhb-1 | Xkr. jobb régid
promoter kodolo regic  promdter  kodolo régio JUTR
transzgén (4663 by
primer1 primer2
» -
transzgén termék (773 bp)
pnmer3 pr\erZ
»

N2 (vad tipus) termék (465 bp)

primer1 + primer2

1. N2 (vad tipus)

2. sdhb-1p.:sdhb-1(genomi G731A) :sdhb-1 3UTR
unc-119(+)) X.; unc-119(ed3) Il

3. sdhb-1p. sdhb-1(genomic vad tipus). sdhb-1 3UTR
unc-119(+)) X, unc-119(ed3) Il

L: GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)

3.abra SDHB1(G731A) transzgeén kimutatasa [17]: A forward primer 1 (abran primer])
€s a reverz primer (abran primer2) 773 bazispar hosszu transzgén-specifikus terméket, a
forward primer 2 (primer3) és a reverz primer pedig 465 bazispar hosszu, vad tipusu terméket
eredményez a PCR reakcio soran, ugyanis a transzgén termék (4663 bazispar) tul nagy ahhoz,
hogy amplifikalodjon. A vad tipust, transzgént nem hordozo éallatokban csak a forward primer
2 ¢és a reverz primer alkalmazadsidval kapunk PCR terméket. A transzgénre homozigota
allatokban csak a forward primer 1 és a reverz primer alkalmazasaval kapunk PCR terméket,
mig a transzgénre heterozigota allatokban mindkét primer par alkalmazasaval kapunk PCR
terméket [17].

Hasznalt oldatok és Gsszetételitk

LB tapoldat, NGM agarlemez, valamint M9 pufferoldat 6sszetétele szakirodalom alapjan [15].

12



Single Worm Lysis soran SWLB-t (Single Worm Lysis Buffer; 50mM KCI, 10nM Tris-HCI, 2.5
mM MgCl», 0.45% NP-40, 0.45% Tween-20) a genomi DNS izolalasahoz hasznaltam, majd
Proteinase K (Thermo Scientific) segitségével eltavolitottam a fehérjéket. A kinyert DNS-t SW
(Single Worm) PCR soran amplifikaltam.

Eredmények és megvitatasuk

ROS mennyiségének mérése és dsszehasonlitdsa vad tipust, valamint SDHB-1 Arg244His

pontmutans fonalférgekben

Vad tipust (N2), valamint Arg244His (R244H) pontmutans torzsekbdl L4/fiatal felnott
allatokat valogattam (vad tipusu férgekben iddsebb korban a tojasok torzithattak volna a mérési
adatokat) és 20 percig ROS-festékben inkubaltam. A festést kovetden az allatokat targylemezen
agarpadra cseppentett desztillalt vizbe helyeztem, majd epifluoreszcens mikroszkop alatt
vizsgaltam. Mindkét torzsbdl 37-37 allatrol képeket készitettem (4. abra), melyek alapjan
Image] szoftverrel allapitottam meg az egyedi allatok ROS-szintjét. Az igy kapott adatokat
felhasznalva boxplot diagramot készitettem (5. abra), valamint kétmintds t-probaval
hasonlitottam 0ssze a vad és a pontmutdns populdciokat. A statisztikai vizsgélat alapjan

szignifikans eltérés (p=5.082*101%) figyelhetd meg a két torzs ROS termelése kozott.

4.4bra Vad tipusii (A) és R244H (B) pontmutdans dllatok CellROX® Green festékkel
vizsgalt ROS termelése: A képeken szabad szemmel is jol lathatd, hogy az Arg244His
pontmutansban nagyobb a reaktiv oxigéngyokok termelddési szintje.
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S.abra Vad tipusu (WT) és SDHB-1 Arg244His mutaciot hordozo (R244H) allatok ROS
termelésén alapulo relativ fluoreszcencia intenzitas értékek 6sszehasonlitasa (***: p<0,001)

Vad tipusu és SDHB-1 Arg244His mutacidt hordozo allatok uvl sejtieinek azonositdsa

Ahhoz, hogy az Arg244His pontmutaci6 hatasat vizsgalhassuk az uterus neuroendokrin
eredetli uvl sejtjeire, eldszor szandékunkban allt azonositani az uvl sejtek jelenlétét a
pontmutans allatokban. Ehhez uv1-specifikus riportert (ocr-2p::mCherry) hordozé torzzsel
(Lx1986) kereszteztem az R244H 4llatokat.

P: ¢ gk165/miInl; +/+; TRG/TRG X & +/+; uvl/@; +/0

TRG: G731A pontmutans transzgén az X kromoszoman
uvl: uvl-specifikus mCherry riporter az X kromoszoman
gk165: sdhb-1 null allél a II. kromoszoman

minl: sdhb-1 balanszer a II. kromoszéman, GFP markerrel

+: vad allél

14



F1:

gk165/+;

uvl/+;TRG/+

gk165/+; +/Q; mlnl/+; +/O;
TRG/O TRG/@

2.tablazat Az uvl riportert (ocr-2p::mCherry) hordozoé Lx1986, valamint az Arg244His
pontmutans R244H torzsek keresztezése utan az F1 generdcio genotipusait tartalmazo tablazat.
Annak érdekében, hogy gk165/minl; uvl/uvl; TRG/TRG allélokat hordozo torzset tudjak
eldallitani, az els6 keresztezés utan a tablazatban szines hattérrel kiemelt, minl/+; uvl/+;
TRG/+ allatokra sziirtem.

Az els6 keresztezés utan az F1 generdcioban az utdodok genotipusa tobbféle (2.
tablazat), azonban nincs koztiik olyan allat, aki a gk165/mInl allélokat hordozza. Ahhoz, hogy
a II. kromoszoman a gk165/minl allélokat visszakapjam, (jabb keresztezést végeztem. Ehhez
azonban el6szor az F2 utddgeneraciobol minl/minl; uvl/uvl; TRG/TRG homozigota
hermafroditdkra volt sziikségem a kovetkezd keresztezéshez. A genotipizalds soran
segitségemre volt, hogy az mInl balanszer GFP jeloléssel ellatott, valamint homozigota
formaban dpy (dumpy) fenotipust, azaz rovidebb testhosszt eredményez. Az ocr-2p::mCherry
riporterre sztereo lumar mikroszkép alatt lehet sziirni. A G731A transzgén azonban nincs
ellatva markerrel, azonositasa molekularis modszerrel, Single Worm PCR-rel lehetséges. Azok
az allatok hordozzak a pontmutans transzgént homozigdta forméaban, akikben csak a forward

primer 2 és a reverz primer hasznalataval figyelheté meg termék (6. abra).
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Marker

N2 TRG

773bp —
465 bp

6.abra G731A transzgénre homozigota allatok azonositdsa: A transzgént nem hordozé
kontroll (N2), vad tipusu allat PCR termékei mellett transzgénre homozigota (TRG) allat PCR
termékei figyelhetdek meg.

Kovetkezo 1épésként az minl/minl; uvl/uvl; TRG/TRG allatokat gk165/+; +/ O; +/ O
allatokkal (VC294) kereszteztem annak érdekében, hogy a gkl165/mInl allélokat

visszanyerjem. Az F1 generacié genotipusait a 3. tablazat tartalmazza.

P: & minl/minl; uvl/uvl; TRG/TRG X & gkl165/+; +/ O; +/ O

F1:

minl/+; uvl/Q; minl/+; uvl/Q;
TRG/O TRG/+

3.tablazat Az minl/minl; uvl/uvl; TRG/TRG, valamint a gkl165/+; +/ O; +/ O
allélokkal rendelkezo dallatok keresztezésébdl szarmazo F1 generdacio genotipusai. A sziirkével
jelolt allatokra sziirtem.
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A keresztezés sikeressége a balanszer kromoszomara és az uvl markerre sztereo lumar
mikroszkop alatt vizsgalhato. A gk165 delécid, valamint a G731A transzgén jelenléte az allatok
genomjaban Single Worm PCR-rel mutathaté ki (7. és 6. abrak). Az F2 generaciobol
gk165/mInl; uvl/uvl; TRG/TRG allatokra sziirve létrehoztam egy R244H; uvl::mCherry'

torzset, mely egyarant rendelkezik az Arg244His mutacidval, valamint az uvl markerrel.

Marker
k165/mint

2708 bp —»

510 bp —

7.abra A gkl65 delécio jelenlétének kimutatisa PCR segitségével. Az mInl balanszert
homozigotaként hordozé allatok esetén csak egy 2708 bp hosszu vad termék jelenik meg a
gélképen, mig a deléciot és a balanszert egyarant hordoz6 allatok esetén két termék (2708 bp
¢és 510 bp) jelenik meg a gélképen.

A keresztezések elvégzése utan a vad tipust, uvl markerrel rendelkezé (Lx1986),
valamint a létrehozott R244H; uv1::mCherry' térzs allatait epifluoreszcens mikroszkop alatt

vizsgaltam (8. abra).

A}
feji vég
) feji vég

feji vég |

|
'

uv1 sejtek uvl sejtek —

farki vég <

T farki vég T~ farki vég
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8.abra Az uvl markert hordozé Lx1986 (A), valamint R244H; uvl::mCherry' (B, C)
torzsekrol kesziilt epifluoreszcens kepek. A pontmutans torzs allataiban csak felerdsitett
kontraszt és fényerd eredményeként lathatoak az uvl sejtek. (Az dbra B) és C) része ugyanazon
mikroszkopos kép nem felerdsitett, illetve felerdsitett valtozata.)

Vad tipusu allatokban az uvl-specifikus ocr-2p::mCherry riporter expresszioja az
allatok vulvajanak tajékan jol lathato. Az mikroszkopos elemzést az 1d6 rovidsége miatt
SDHB-1 Arg244His mutans allatokban még csak kis elemszadmu, fiatal pontmutans allatban
vizsgaltam, igy tovabbi mérések sziikségesek. Eddig ugy tiinik, hogy R244H allatokban nagyon

gyengén, de kifejez6dik vulva tajékon is az uvl riporter.

DAT-1 és SDHB-1 fehérijék kolokalizdcidjanak kimutatasa riportertorzsek keresztezésével

Az Arg244His pontmutacié dopaminerg neuronokra Kifejtett hatasanak vizsgalata
érdekében dat-1::gfp és sdhb-1::mCherry riportert hordozé allatokat kereszteztem a DAT-1 és
az SDHB-1 fehérjék kolokalizacidjanak kimutatasahoz. A dat-1::gfp riporter az V.
kromoszéman  (vtlsl[dat-1::gfp+rol-6(su1006)]V), az sdhb-1::mCherry pedig a Il

kromoszoman talalhato. A keresztezés menete alabb lathato:
P: & +/+; dat-1::gfp/dat-1::gfp X & sdhb-1::mCh/sdhb-1::mCh; +/+
+: vad allél

F1:

sdhb-1::mCh/+; dat- sdhb-1::mCh/+;
1::.gfp/+ dat-1::gfp/+

sdhb-1::mCh/+; dat- sdhb-1::mCh/+;
1::.gfp/+ dat-1::gfp/+

4. tablazat A dat-/.:gfp és az sdhb-1::mCherry vriportert hordozé dllatok
keresztezésébol szarmazo F1 utodgenerdcio genotipusai

A 4. tablazat az F1 generacid genotipusait tartalmazza, az F2 generacioban azonban

mar sdhb-1::mCherry/sdhb-1::mCherry; dat-1::gfp/dat-1::gfp  genotipust utodok is
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megfigyelhetoek. A két riporterrel rendelkezd allatokrdl epifluoreszcens képeket készitettem
(9. abra), melyek egyelére elozetes eredmények, amik alapjan egyértelmii kolokalizaciot nem
lehet megallapitani. A DAT-1 és az SDHB-1 kolokalizacidjanak azonositdsa nagyobb

elemszami minta konfokalis mikroszkoppal torténd vizsgalataval tovabbi terveim kozott

szerepel.

O.abra A dat-1::gfp és sdhb-1::mCherry riporterrel rendelkezé, SDHB-1 vad tipusu
dllatok (bal oldalon felnétt, jobb oldalon L3 stadiumu larva) epifluoreszcens mikroszkoppal
keszitett képe

Osszefoglalas és tovabbi tervek

Kutatasaim célja az 1j, SDHB-1 Arg244His C. elegans pheochromocytoma/
paraganglioma tumormodell tovabbi karakterizalasa volt, mely segithet jobban megérteni és
feltérképezni ezen ritka, nagymértékben Orokletes daganatok kialakulasanak molekularis
hatterét. Kisérleteim harom vonalon végeztem.

A ROS festés és epifluoreszcens mikroszkopia segitségével intakt allatokban sikertilt
megfigyelni, hogy az Arg244His pontmutacio kovetkeztében C. eleganshan megnovekszik a
reaktiv oxigéngyokok mennyisége. Ez az eredmény Osszevag a sejtvonalakon €s mas
modellallatokon végzett kisérletek irodalmi adataival, melyek arra utalnak, hogy a szukcinat-
dehidrogenaz mutacidja kovetkeztében megnovekszik a reaktiv oxigéngyokok mennyisége.
Tovabba az ezen a modellen megfigyelt csokkent oxigén fogyasztasbol is elvarhatd volt a
megnovekedett ROS szint, melyet sikertilt Kimutatni.

Annak érdekében, hogy ravildgitsunk arra, hogy az ordkletes SDHB mutacidval

rendelkezd PPGL tumoros betegek esetén miért csak a neuroendokrin szévetekben alakulnak
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ki tumorok, Arg244His pontmutans C. elegansokban vizsgaltam a neuroendokrin eredetii uvl
sejteket. A kis elemszdmu minta kdvetkeztében azonban mCherry uvl riporter hasznalataval
nem lehet biztosan eldonteni, hogy az Arg244His mutans fonalférgek vajon rendelkeznek-e a
neuroendokrin eredetii uv1 sejtekkel és ha igen, akkor azok expresszidja mennyiben tér el a vad
tipusu allatokétol. Amennyiben sikeriil az uvl sejteket azonositani a pontmutans allatokban,
lehet6ség van egysejtes transzkriptomikai vizsgalat elvégzésére, amelynek soran az uvl sejtek
génjeinek expresszios szintjét mérem, azok mRNS-ének mennyiségi meghatarozasan keresztiil.
Ennek els6 1épéseként a férgeket kémiai modszerrel egyedi sejtekre kell bontani, majd
fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatast (FACS) végezni [18]. Ezt megkonnyitendd, az mCherry
marker altal festett mas sejttipusok elkiilonitése céljabol egy mas szinii, tobbnyire uvl
specifikus markert (ida-1::gfp) tervezek bejuttatni az R244H allatokba annak érdekében, hogy
a kolokalizaciot mutatd uvl sejtekre konnyebben tudjak sziirni.

A PPGL tumorokra jellemzd megnovekedett katekolamin szekrécid szerepének
megismerése érdekében C. elegansban szerettem volna azonositani olyan neuronokat,
melyekben megfigyelhetd a DAT-1 és az SDHB-1 koexpresszidja. Ennek elsé 1épéseként
létrehoztam egy olyan torzset, mely sdhb-1- és dat-1- specifikus riporterekkel rendelkezik,
azonban egyértelmii kolokalizaciot nem sikeriilt kimutatni. A DAT-1 és SDHB-1 fehérjéket
koexpresszald neuronok azonositasa konfokalis mikroszkopiaval tovabbi vizsgalatokat igényel.
Sikeres azonositas utan tovabbi tervem a dat-1::gfp riporter sdhb-1 Arg244His pontmutans
hattérrel rendelkezd allatokba torténd keresztezése annak érdekében, hogy megfigyelhessem,
miként befolyasolja az SDHB-1 fehérje strukturajanak valtozasa a dopamint szekretald
neuronok mitkodését €és az azok altal szabalyozott folyamatokat.

Osszességében mindharom vonalon sikeriilt el6re 1épni, de még sok kisérlet van hatra,
melyek modelliink karakterizdlasdban és lehetséges tumormodellként valo alkalmazasaban
segithetnek. Reméljiik, hogy egy miikod6é modell felallitasa segithet a PPGL tumorok késébbi

egyedi terapias kezelésének kialakitasaban.
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