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3. Bevezetés

3.1 A Caenorhabditis elegans fonalféreg, mint genetikai modellorganizmus

., ... With a few toothpicks, some petri dishes and a microscope, you
can open the door to all of biology.” (Sidney Brenner, C. elegans I,
1996)

A Caenorhabditis elegans fonalféreg a Rhabditidae csalad tagja. Széleskoriien
elterjedt organizmus a mérsékelt égovi talajokban. Taplalékaul baktériumok szolgalnak.
A feln6tt kort elérve a vad tipust allatok 1-1,5 mm hosszuak, ezt a méretet
hozzavatdlegesen 2,5-3 nap alatt érik el 20°C-on tartva. A felnéttkorig 4 larva-stadiumon
esnek at L1-t6] L4-ig. Amennyiben ez id6 alatt huzamosabb kornyezeti stressz, vagy
taplalékhiany 1ép fel, az allatok képesek az L1-es larvaallapotot kovetden kitartd larva,
egy Un. dauer larva allapot formajaban alternativ fejlédési utvonalra térni. Igy
atvészelhetik az inséges iddszakot akdr honapokon keresztiil is, majd annak elmultaval
folytathatjdk a normalis életciklusukat. A fiatal, L1-es larvastddiumban 1évd allatok
lefagyaszthatoak, igy torzsbankok hozhatok létre a kiilonféle genetikai hatterti
vonalakbol. A legnagyobb torzsbank a Minnessota-i Egyetem altal mikodtetett
Caenorhabditis Genetics Center, melyben jelenleg tobb, mint 20000 torzset tarolnak. A
C. elegans populacioit hermafrodita és kis szamban el6forduld him egyedek alkotjak. A
hermafroditdk dnmegtermékenyitdek, igy veliikk konnyen tarthatok fenn tiszta genetikai
vonalak, mig a himek segitségével kiilonb6z6 vonalak keresztezése valosithato meg. Egy
onmegtermékenyité himnds egyed hozzavetdlegesen 250-300 petét rak a szaporodasi
periodus alatt, ami a felndtt kor elérésétdl mintegy 3-4 napon at tart. Amennyiben him

termékenyiti meg a himnds egyedet, a lerakott peték szama elérheti az 1000 darabot is.

Az allatok sejtszama alland6 — az egyedfejlddés bevégeztével a nem ivari szovetekben
nem zajlik sejtosztodas, ,,posztmitotikusak” — sejtjeik leszarmazasi sora jol ismert (1). A
himnds egyedek 959, mig a himek 1031 sejtbdl allnak. Ezek koziil 302 idegsejt a
himndsek esetében, mig a himeknél ez a szdm 381. A himek extra idegsejtjei elsdsorban
a szaporodast segitik. A haploid genom 5 testi és 1 ivari kromoszémaba szervezddik, ami
Osszesen koriilbeliil 100 millié bazispar hosszisagu, és megkozelitdleg 19800 fehérje-

kodolo gént tartalmaz. Az intronok aranya 26% koriili, mig a génslirliség 5 kb/gén. A
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nemeket az kiilonbdzteti meg kromoszomalis szinten, hogy mig a hermafroditak két X-
kromoszémaval rendelkeznek a sejtjeikben, addig a himek csupan egyetleg X-
kromoszoémat hordoznak ugyanott. A C. elegans génjeit is jellemzi az eukariotak kozott
csupan a fonalférgekre jellemzd operonos szerkezet. A faj teljes genetikai allomanyanak
szekvenciaja ismert, génjeinek annotacidja igen magas. A C. elegans génjeinek
hozzavet6legesen 38%-a mutat ortologiat human génekkel (2), ami altal sok esetben

alkalmas modellorganizmusnak bizonyult human genetikai korképek vizsgalatara.

A Caenorhanditis elegans génjeire vonatkozé informaciok, az alkalmazhato
metodikdk és az egyéb felgyiilemlett ismeretek gyiijtéhelyeként a Wormbase
(wormbase.org), valamint a Wormbook (wormbook.org) weboldalak szolgalnak, mig az
emlitett, kiterjedt nemzetk6zi torzsgylijtemény a Caenorhabditis Genetics Center
honlapjan (cbs.umn.edu/CGC/) érhet6 el.

3.2 Az oregedéskutatas alapjai

Az oregedés folyamatanak megéllitasa, vagy legalabbis lelassitdsa mar a legkorabbi
fennmaradt irdsos emlékeinkben is felbukkan témaként. A modern orvoslas megjelenése
a felvilagosodas koratol kezdve komoly eredményeket tudott felmutatni a varhato
¢lettartam megndvelésében. Ezt azonban nem a természetes Oregedési folyamat
befolyasolasan keresztiil vitte véghez, hanem a korai haldlokok kivédése, megsziintetése
révén. Az életmentd mutétek, az érzéstelenités/altatas, valamint az antibiotikumok
megjelenése kovetkeztében a XX. szdzad elso felében a sziiletéskor varhato élettartam a
dupléjara nétt, és ez a tendencia — noha némiképp lelassult formaban, de — tovéabbra is
megfigyelhetd (Forras: http://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat_hosszu/
h wdsd001b.html) . Mindazonaltal a varhato élettartam ndvekedésének lassulasa felhivja
a figyelmet arra, hogy konnyen lehet, hogy kozelediink ahhoz a hatarhoz, amit a
rendelkezésre 4ll6 moddszerekkel elérhetiink az élettartam megnyujtasa érdekében. A
tovabbi élettartam-noveléshez olyan beavatkozasokra lehet szlikség, melyek tulmutatnak

az egészség megdrzésén, és jelenleg is szamos helyen képezik kutatas témajat (3).

Mindemellett azonban ezen kutatasok egy masik szempontbol is kritikus jelentdséggel
birnak. Ismert, hogy a kor elérehaladasaval a szervezet fokozatosan érzékenyebbé valik

bizonyos korképek kialakulasara. Ezeket a betegségeket emiatt gyakran Oregedéssel
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Osszefliggd korképeknek nevezik. Koz¢Ejlik tartozik a kettes tipust cukorbetegség, a sziv-
és érrendszeri betegségek, valamint a daganatos elvaltozasok is. Mikdzben mult szazad
soran a fertézések ¢és €ldsdiek altal okozott haldlozasok szama drasztikusan csokkent az
egyre fejlettebbé vald kezeléseknek kdszonhetden, s ugyanez mondhato el példaul a
1égzdérendszer betegségeit illetden is, addig daganatos betegségek, valamint a keringési
rendszer elvaltozasai miatt bekdvetkezett haldlozasok szadma és ardnya is jelentds
mértékben megnétt  (Forras:  http://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat_hosszu/
h wdsd001c.html?down=99.9587631225586). Ez a jelenség — az esetleges kornyezeti
artalmak és életmodbeli valtozasok mellett — minden bizonnyal annak tudhaté be, hogy a
megnott sziiletéskor varhato élettartam miatt az egyének nagyobb eséllyel érik meg azt a
kort, amikor ezen korképek valoszinlisége emelkedni kezd. Ezek a betegségek azonban
mindeddig le nem kiizd6tt kihivast jelentenek az orvostudomany szamara, tekintettel arra,
hogy sok esetben csak a tiineteket vagyunk képesek kezelni, mikdzben a kivalto ok kiviil
esik a jelenelgi eszkozeink hatokorén.

Eppen emiatt kulcsfontossagi, hogy az ehhez vezeté folyamatokat jobban megértsiik,
¢s azonositsunk olyan pontokat a szabdlyozdsukban, ahol beavatkozhatunk annak
érdekében, hogy id6 eldtt megakadalyozhassuk a korképek kialakuldsat, illetve lehetdség
szerint visszafordithassuk, mérsékelhessiik a progresszidjukat.

Ennek a tobb évtizede zajlo kutatdsi munkanak eredményeként betekintést nyertiink
azokba a molekularis mechanizmusokba, melyek befolyasoljdk nem csupén a biologiai
¢lettartamot, hanem a fent emlitett korképek kialakulasat is. Az évek sordn Osszegytilt
adatokbol tobb probalkozas is sziiletett egy atfogd, az 6regedési folyamat és a kapcsolodo

betegségek kialakulasanak magyarazatat nyujto atfogd paradigma megalkotasara (4,5).

3.3 A Hsp90 miikodése és szerepe

A fehérjekészlet miikodoképességének kialakitasa és fenntartasa elengedhetetlen a sejt
talélése szempontjabol. Ennek biztositasa érdekében egy konzervalt, Gn. “fehérje
homeosztazis halézat” is mikodik a sejtben a transzlaloédd fehérjelanc nativ
aggregalodasra vald hajlamossaguk miatt a sejt integritasat veszélyeztetd fehérjék
proteaszoma altali irdnyitott lebontasaig. Ennek a mindség-biztositasi eszkdzkészletnek

kozponti elemi a dajkafehérjek, chaperonok. Ezek a fehérjék képesek megkdtni és
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stabilizalni egy masik fehérje instabil konformerét (6). Kapcsolataik a sejt interakcios
haldzatan beliil tobbnyire alacsony affinitastiak, dinamikusak és ideiglenesek (7). Nem
csupan a stressz hatasara kitekeredett fehérjék aggregalodasat akadalyozzdk meg a
megfeleld szerkezet helyreallitasa, vagy a kitekert fehérjék eliminaldsa révén, hanem
normal koriilmények kozott is fontos funkcidkat latnak el: eldsegitik a makromolekuldk
transzportjat, valamint részt vesznek a nagyobb protein-komplexek dsszeszerelésében és
atrendez6désében is (8-10).

A 90 kDa molekulatomegii hésokkfehérje egy evolucidosan konzervalt chaperon, mely
az egyik leggyakoribb a dajkafehérje-rendszer tagjai koziil — a sejt fehérjekészletének 2-
4%-at teszi ki (11). Minden eukaridta organizmus szamara esszencialis, mivel a

nullmutansok nem életképesek egyik vizsgalt eukariota fajban sem. Felmeriilt a modern

crer

crer

Szamos olyan fehérjét azonositottak mar, melyek szerkezeti stabilitasaért, illetve
aktivalhato allapotban valo tartasaért a Hsp90 felel (14) de ezek kore tovabbra is
folyamatosan novekszik. Az ilyen, a Hsp90 altal stabilizalt fehérjéket klienseknek
nevezziik. Koztik fellelhetd szamos kindz, mint példaul az Akt (15), sejtmagi hormon
receptorok (16); transzkripcios faktorok, mint a HSF1 (17), a HIF-1a (18), vagy a PPARYy
(19); illetve a kalmodulin is (20). Emellett nagy szamban azonositottak kindzokat, mint a
Hsp90 klienseit (13). A Hsp90 klienseinek atfogd listija megtalalhato a Picard
laboratorium honlapjan  (www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf). Ezek a
fehérjék szamos nagy jelentdségli folyamatban vesznek részt a sejten beliil, mint a
sejtosztodas, jelatvitel és a tulélési jelpalyak. Emlésokben a Hsp90 homodimer formaban
mitkodik, ami 2-3 kovalensen kotott foszfatcsoportot is tartalmaz monomerenként (21).
Nem ironos detergensek, vagy hdsokk hatasara oligomer formaba is Gsszeallhat, ami
tovabb noveli chaperon aktivitasat (22). Elsésorban a citoplazmaban helyezkedik el, bar
transzlokalodhat a sejtmagba is (23). Ismert mitokondrialis valtozata, a TRAP-1 (24),
melynek expresszidja jelentésen emelkedett primer tumorokban (25). A foként
citoszolikus Hsp90-nek két izoformaja van, a Hsp90a és a Hsp90p, melyek kozott 76%-
os homoldgia mutathatd ki, s melyek egy hozzavetdlegesen 500 millié évvel ezeldtti
génduplikacios esemény kovetkezményei (26,27). Az a izoforma kiilonféle stresszek

hatasara indukélodik és nagyobb szovet-specificitast mutat, mig a némiképp nagyobb
-8-
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méretli B izoforma konstitutivan kifejezodik minden szovettipusban (28). Szerkezetét
tekintve harom doménre oszhat6: az N-terminalis, a kozépsd, valamint a C-terminalis
régiora. A Hsp90 meglehetésen hidrofob molekula, azonban rendelkezik toltott
szakaszokkal is, amik leginkabb a k6z¢épso régioban, valamint a C-terminalis doménben
talalhatoak, és ezen szakaszok felelnek az instabil fehérjék kotéséért (11). A Hsp90
szdmara az ATP hidrolizise biztositja a sziikSéges energiat, emellett pedig mas ko-
chaperonokat is igényel a megfelel6 kliens-kotés kialakitasahoz, mint a Hsp70, a Hop
fehérje (29), immunifilinek, CDC37, és p23 (30,31) (1./a abra). ATP-kot6 zseb talalhatod
az N-terminalis régioban (32), valamint a C-terminalis doménben is (33-35). Ezek az
ATP koté zsebek a Hsp90 specifikus gatlasat teszik lehetévé kompetitiv inhibitorok
révén. Tekintettel a Hsp90 kliensek nagy szdmara, nem meglepd, hogy olyan fehérjék is
igénylik miikddésiikhdz, melyek részt vesznek a tumorképzddés szabalyozasaban. Emiatt
intenziv figyelem &vezi a Hsp90 inhibitorok fejlesztését (36). Az inhibitor hatasara a
chaperon nem képes aktivalhatdo formédban tartani klienseit, melyek ezt kovetéen a
proteaszoma altal keriilnek lebontasra (37).

Mindezekbdl lathato, a 90 kDa-os hdsokkfehérje szerteagazo interakcids haldzata

révén milyen kdzponti szerepet tolt be a sejt szdmos folyamatanak szabalyozasaban.
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Hsp9®alpha (H. sepienz) 1 [122]PEETQTQ[4 | EEEEVETFAFQAE TAQUMSLIINTFYSNKEI FLRELISNS SDALDK IRYESLTOPSKLDSGKEL 198
Hsp9@beta (H. sepiensz) 1 MPEEVHHG -EEEVETFAFQASIAQUIMSLIINTFYSNKEIFLRELISNASDALOKIRYESLTOPSKLDSGKEL 71
HSP-90 (C. elegens) 3 MSENAETFAFQAE TAQUMSLIINTFYSNKEIYLRELISNASDALOKIRYQALTEPSELDTGKEL 64
HSP82 (5. cerevizise) 1 = -MASETFEFQAEITQUMSLIINTVYSNKEIFLRELISNASDALOKIRYKSLSOPKQLETEPOL 62
Hsp9Galphe (H. sepiens) 199 HINMLIPNKQORTLTIVDTGIGMTXADLIMLGTIAKSGTKASMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAYLVAEKVTVITEHIO 278
HspSGbets (H. sepiens) 72  KIDIIPNPQERTLTLVDTGIGNTKADLINNLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAYLVAEXVWITIKHND 151
HSP-99 (C. elegens) 65  FIKITPNKEEXTLTIMDTGIGMTKADLVINLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAFLVADKVWTSKNID 144
HSP82 (5. cerevizise) 63 FIRITPHPEQKVLEIRDSGIGMTXAELINNLGTIAKSGTKAFMEALSAGADVSMIGQFGVGFYSLFLVADRVQVISKSND 142
Hsp9@alphs (H. sepiens) 279 DEQYANESSAGGSFTVRTDT-GEPMGRGTIVILHLKEOQTEYLEERRINEIVKKHSQFIGYPITLFVEKERDKEVSODEA 357
Hsp9Gbeta (H. sepiens) 152 DEQVANESSAGGSFTVRADH-GEPIGRGTKVILHLKEDQTEYLEERRVKEVWKKHSQFIGYPITLYLEKEREKEISODEA 2
HSP-99 (C. elegen:z) 145 DOSYQWESSAGGSFVVRPFN-DPEVTRGTKIVMKINEOQIDFLEERKIKEIVKKHSQFIGYPIKLVWEKEREKEVEDEEA 223
HSP82 (5. cerevizise) 143 DEQYIMESNAGGSFTVTLDEVNERIGRGTILRLFLXDOQLEYLEEKRIKEVIKRHSEFVAYPIQUWITKEVEKEVPIPEE 222
Hzp9Qalpha (M. sepienz) 358 EEKEDkeeEXEKEENESED--KPEIEOVGSDEEEEXKDGOXK KKK INEXYIDQEELNKTAPINTRNPODITNEEYGEFY 435
Hzp9obets (H. zepiens) 231 EEENG---EXEEEOKDOEE--KPKIEDVGSDEEDOSGKDKKKKTHK IKEXYIDQEELNKTKPINTRNFODITQEEYGEFY 305
HSP-99 (C. elegenz) 224 VEAKD~---EEKKEGE-=-=====--VENVADDAD ===~~~ ~KKKTKKIKEKYFEDEELNKTKPINTRNPODISNEEYASFY 2
HSP82 (5. cerevizise) 223 EXKDE---EXKDEENKDEDIKKPKLEEVDEEEE -~~~ KEPETEEVKEEVQEIEELNKTKPLNTRNPSDITQEEYNAFY 293
Hsp9@alpha (M. sepiens) 436 KSLTNOWEDHLAVKHFSVEGQLEFRALLFVPRRAPFOLFENRKKXMNIKLYVRRVFIMONCEELIPEYLNFIRGVVOSED 515
Hsp9Gbets (M. sepiens) 306 KSLTNOWEDHLAVKHFSVEGQLEFRALLFIPRRAPFOLFENKKKKINIKLYVRRVFIMDSCOELIPEYLNFIRGVVODSED 385
HSP-99 (C. elegens) 285 KSLSNOWEDHLAVKHFSVEGQLEFRALLFVPQRAPFOLFENKKSKNSIKLYVRAVFIMENCEELMPEYLNFINGVVOSED 364
HSP82 (S. cerevisiase) 294  KSISNOWEDPLYVKHFSVEGQLEFRAILFIPKRAPFOLFESKXKKNNIKLYVRRVFITDEASDLIPENLSFVKGVVDSED 373
Hsp9@alpha (M. sepiens) 516 LPLNISREMLQQSKILKVIRKNLVKKCLELFTELAEDKENYKKFYEQFSKNIKLGIHEDSQMRKKLSELLRYYTSASGDE 595
HspoGbeta (H. sepiens) 386 LPLNISREMLQQSKILKVIRKNIVKKCLELFSELAEDKENYKKFYEAFSKNLKLGIHEDSTNRRALSELLRYHTSQSGDE 465
HSP-99 (C. elegens) 365 LPLNISREMLQQSKILKVIRKNLVKKCMEL IDEVAEDKDNFKKFYEQFGKNLKLGIHEDSTNRKKLSOFLRYSTS -AGDE 443
HSP82 (5. cerevisise) 374 LPLNLSREMLQQUKIMKVIRKNIVKKLIEAFNEIAEDSEQFEKFYSAFSKNIKLGVHEDTQUMRAALAKLLRYNSTKSVDE 453
Hsp9@alphs (M. sepiens) 596 MVSLKDYCTRMKENQUHIYYITGETKOQUANSAFVERLRXHGLEVIYMIEPIDEYCVQQLKEFEGKTLVSVTKEG 675
Hsp9Gbeta (M. sepiens) 466 MTSLSEYVSRMKETQKSIYYITGESKEQVANSAFVERVRXRGFEVVYMTEPIDEYCVQQLKEFDGKSLVSVTKEG 545
HSP-99 (C. elegens) 4338 PTSLKEYVSRMKENQTQIYYITGESKDVVAASAFVERVKSRGFEVLYMCOPIDEYCVQQLKEYDGKKLVSVTKEG 523
HSP82 (5. cerevizise) 454 LTSLTDYVTRMPEHQENIYYITGESLKAVEKSPFLDALKAKNFEVLF LTOPIDEYAF TQLKEFEGKTLVDITKD- 532
Hzp@alpha (M. sepienz) 676 755
Hsp9@beta (H. sepiens) 546 625
HSP-99 (C. elegenz) 522 603
HSP82 (5. cerevizise) 533 612
Hsp9@alpha (M. sepiens) 756 - 834
Hspoebeta (H. sepiens) 626 - 70
HSP-99 (C. elegenz) 582 - 682
HSP82 (5. cerevisiese) 613 d 692
Hzp3Qalphs (M. zspienz) 835 ooT - 854

Hsp9Gbeta (H. sepiensz) 7eS EDA - 728

HSP-99 (C. elegenz) 683 EDA - 702

HSP82 (S. cerevisise) 693 .- * 7e

1. abra: A Hsp90 chaperon miikodése és konzervaltsaga az élévilagban. (a) A
nativ/inaktiv kliensfehérje tobb Uton is eljuthat a Hsp90 dimerre, ami ATP
-10 -
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energiajat hasznalja a kliens atvételéhez. A folyamatban tobb kofaktor is részt vesz,
melyek vagy ledisszocialnak (Hsp70/40, HOP), vagy a komplex részei maradnak
(Cdc37). Aktiv formajat elérve a kliensek egy része komplexben marad a Hsp90-
nel, mas résziik ledisszocial és 6nalldan is funkcioképes. (b) A két Homo sapiens
Hsp90 fehérje elsddleges szerkezetének Osszehasonlitasa a C. elegans HSP-90,
valamint a Saccharomyces cerevisiae HSP82 nevii ortologjaval. Az N-terminalis
régiot zold, a kozépso régiot kék, mig a C-terminalis régidt sarga szinnel jeloltem.

Az ezeken kiviili homolég szekvencidkat piros szin jeldli.

A Hsp90 ortolog HSP-90 (korabbi nevén DAF-21) szerepérél a Caenorhabditis
elegans fonalféregben az elmult két évtized soran kidertilt, hogy szerepet jatszik olyan
folyamatokban, mint a kemoszenzoros érzékelés (38,39), larvalis fejlédés (40), a
sejtciklus szabalyozasa (41), fehérje-degradacio (42), immunitas (43) és izom
homeosztazis (44). Noha ezek a folyamatok meglehetdsen széles teriiletet fognak at,
azonban mindeziddig nem ismert, milyen szerepet tolt be a HSP-90 az élettartam
szabalyozasaban. A kdzelmultban kdzzétett adatok szerint a HSP-90 egy funkcidonyeréses
mutacidja élettartam-novekedést eredményezett C. elegans-ban — kiilonosen alacsony
hémérsékleten (45), mikdzben 20°C-on masok éppen ezzel ellentétes eredményre jutottak
(44). Mindemellett arra is van példa az irodalomban, hogy a hsp-90 gén RNSi altali
csendesitése rovidebb élettartamhoz vezetett hosszu életli age-1 mutans allatokban (46).
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a HSP-90-nek valoban szerepe lehet az élettartam

meghatarozasaban fonalférgekben.

3.4 DAF-16 és az élettartam szabalyozasa

A Forkhead transzkripcios faktorok régota az dregedés kutatasanak kozéppontjaban
allnak. Tobb organizmusban is kimutattdk, hogy szerepet jatszik az élettartam
meghatarozasaban (47), mindamellett emberben is ismert, hogy génjének egyes
genotipusai Osszefliggést mutatnak a hosszu élettartammal (48). Emlésokben 4 FOXO
gén talalhato: FOXO1 (FKHR), FOXO3 (FKHRL1), FOXO04 (AFX), és FOXO6, melyek
jelentdsen hasonlitanak egymashoz mind szerkezetiikben, mind pedig funkciojukban és
szabalyozasukban. A FOXO transzkripcios paktorok kulcsszerepet jatszanak a sejt- és
szervezet-szintli talélésben, sejthalalban, osztodasban ¢és anyagcserében (49-52).

Emellett egyre megalapozottabb a szerepiik a immunrendszer mitkkodésében is (53).
-11 -
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Korabban kimutattdk, hogy az emlés FoxO transzkripciés faktor C. elegans
megfeleldje fontos szerepet jatszik a fonalférgek élettartamanak meghatarozasaban (54),
valamint az immunvalasz kialakitasaban is (43,55). Ez a transzkripcios faktor az inzulin-
szeri jelatviteli Gtvonal (ILS) egyik fontos csomopontja, melynek aktivitasat elsésorban
a kornyezetben fellelhetd taplalék érzékelése, valamint az egyes, az organizmust érd
stresszhatdsok szabélyoznak.

Taplalékban bdséges ¢és stresszmentes koriilmények kozott inzulin-szeri peptidek
(ILP-k) kotédnek a hormon-receptor DAF-2/IGFR molekuldhoz, mely ennek
kovetkezményeként egy jelatviteli kaszkadot aktival a C. elegans foszfoinozitol 3-kinaz
(PI3K) AGE-1-en, a szerin-treonin kinaz PDK-1-en, AKT-1-en és AKT-2-n keresztiil,
melyek végiil foszforilaljak a DAF-16 transzkripcios faktort. Foszforilalt allapotban a
DAF-16 a citoplazmaban lokalizal6dik, s nem képes bejutni a sejtmagba — ezaltal gatlodik
a transzkripcios aktivitdsa. Az inaktiv fehérje igy ubikvitinizalhatd, ami a proteaszoma

altali lebontas fel¢ iranyitja (2. abra).

OO Inzulin-szer( O Inzulin-szer(
ligandok O ligandok
Sejtme Mbrgp ejtmernb rén
; Q

AGE 1 ’i\ PISK ) ,/
Pro- Pro-
tea- - tea-
szoma szoma

. *Sitmag ‘\‘ SSjtmag

-

I—V Transzkripcio Mwﬂé

2. abra: Az inzulin-szerii jelatviteli itvonal (ILS) sematikus abrazolasa C.
elegans és emlés modellen. Lathato, hogy a szignalizacios titvonal meglehetdsen
konzervalt, mivel az &brazolt fobb elemei egyértelmiien megfeleltethetéek

egymasnak a két modellben.
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Amennyiben az allat tdplalékhiannyal, illetve mas belsd, vagy kiils6 eredetli stresszel,
példaul oxidativ agensekkel, vagy magas homérséklettel talalkozik, az ILS utvonal
inaktivalédik, igy nem képes foszforilalni a DAF-16-ot, ami ennek k&vetkeztében
bejuthat a sejtmagba, s kifejtheti transzkripcids aktivitasat. Az ILS mellett mas mddon is
foszforilalodhat a DAF-16: példaul mind a JINK-1, mind pedig az AAK-2 (AMPK) képes
aktivalni a DAF-16-ot foszforilacid altal — ezzel egy Osszetett DAF-16 szabalyozasi
halozatra utalva. A DAF-16 igen széles célgén korrel rendelkezik, egyes gének
olyan fehérjéket kodolnak, melyek a kiilonféle tipusu stresszek lekiizdésében jatszanak
szerepet. Vannak koztik az antioxidans védelemben részt vevd fehérjék, mint a
szuperoxid diszmutaz SOD-3 (57) és a katalaz CTL-1 és 2 (58), a nehézfém-mérgezés
elleni védelem fehérjéi, mint a metallotionein MTL-1 (59), és h6sokkfehérjék is, koztiik
a kis molekulastlya HSP-16.2 és HSP-12.6 (60). Ezek mellett a DAF-16 kliensek kozé
tartoznak még olyan fehérjék is, melyek szerepet jatszanak a hipertonias stresszel
szembeni ellenallasban (61), a mitokondrialis stresszvalaszban (62) és az antimikrobialis
védelemben (63). A DAF-16 aktivacid széleskori hatasat mutattak ki a metabolizmusra
a kettes fazist detoxifikacioban részt vevo gének expressziojanak novelése altal (64),
mikozben fontos szerepet jatszik az autofagia szabalyozasaban is (65). Azon gének
kozott, melyek expressziojat a DAF-16 csokkenti, megtalalhatok kiilonféle, a
novekedésben ¢és fejlodésben (66), valamint a fehérjeszintézisben szerepet jatszo faktorok
(67). Feltételezések szerint mindezen génregulacios hatasok egyiittesen felel6sek az ILS

mutans allatokban megfigyelt hossza életért.

Mig az emldsok tobb FoxO génnel rendelkeznek, melyek génduplikdcio révén jottek
1étre, addig a C. elegans minddssze egyetlen FOXO génnel bir. Kimutattak azonban, hogy
ez az egyetlen C. elegans FoxO gén, a daf-16 alternativ splicing révén tobb kiilonboz6
géntermék termeléséért is felelds (68). Tovabbi vizsgalatok fényt deritettek arra, hogy az
egyes DAF-16 izoformék eltéré mértékben jarulnak hozza a megfigyelt megnovekedett
¢lettartamhoz: nevezetesen az d/f izoforma nagyobb mértékben jarul hozza a hosszu életti
fenotipushoz, mint az a izoforma (69). Azonban egy kozelmultbeli tanulmany
megkérddjelezte ezt az eredményt, arra kovetkeztetve végiil, hogy az d/f izoforma

megfigyelt nagyobb szerepe az izoforma-specifikus torzsek esetén a daf-16d/f transzgén
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dozis-érzékenységének tudhatd be, valamint annak, hogy a daf-16a transzgén nem volt
képes megfelelden helyettesiteni az endogén daf-16a izoformat daf-16 mutans hattéren
(70). A tanulmanyban kimutatjak, hogy valdjaban a daf-16a és nem az d/f izoforma jatszik

nagyobb szerepet az €lettartam szabalyozasaban.

a b

genomikus ——{HI'} {HHH} T —HHH{HEE—

daf-16a — A~ AH00/B/EED o6 * |F0RK..EA.,P—° ]
daf-16d/f —..\/W\/"\N]\Iﬂ\/ﬂv- DAF-16D/F Wmmamp_o ]
3. abra: A daf-16a és daf-16d/f izoformak mRNS atiratainak (a) illetve fehérje

szerkezetének (b) sematikus reprezentaciéja. A kodold régiot szines
téglalapokkal, a nemkodoloakat vonalakkal, mig a 3° nem kddolo régiokat sziirke
téglalapokkal jeloltem. A “P” feliratd kordk foszforilacios helyeket jelolnek.
Felhivom a figyelmet az eltéré N-termindlis szekvenciakra, valamint az eltéré N-

terminalis konszenzus foszforilacios helyekre (eltérd szinnel jelolve) (69,70).

3.5 A szirtuinok

A szirtuinok (Silent information regulator) csaladjaba Gigynevezett NAD" fliggd
fehérje deacetilazok tartoznak. A csalad elsé tagjat, a Sir2 fehérjét élesztOben fedezték fel
(71), ahol azt talaltak, hogy gének traszkripciojanak gatlasaban jatszik szerepet — innen
ered a csalad neve is. A szirtuinok mitkédésének alapja, hogy acetil-csoportokat képesek
eltavolitani fehérjék lizin aminosavair6l NAD™ jelenlétében. Az acetil csoportot a NAD*

ADP-rib6z komponensére rakjak, igy O-acetil-ADP-ribozt hozva l1étre (4. abra).
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4. abra: A lizin oldallancok szirtuin altali deacetilaciojanak mechanizmusa.
(Chen és mtsi. 2015 alapjan (72))

A kiilonféle szirtuinokat kodolo gének meglehetdsen konzervéltak az egyes élélény-
csoportok kozott (73). Emlésokben ezidaig 7 szirtuin gént azonositottak (SIRT1-7),
melyek koziil hatnak van ortologja egészen az ecotysozoa (vedld allatok) torzs rovarok
osztalyaig. A ndvények kozott altalanosan két homolog, a Sirtuin 4 és Sirtuin 6 talalhato
meg a zarvatermOknél, mig példaul a mohdk esetén tovéabbi szirtuin ortologok is
eléfordulnak. A kiilonb6z6 él6lények szirtuin ortologjai leginkabb a katalitikus
doménjiikben mutatnak hasonlésagot, mikozben az N- és C-termindlis régiok mind

hosszukban, mint pedig szekvencdjukban valtozatosabbak.
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1 244 498 747
SIRT1 (human) | kD |
1 136 385 607
SIR-2.1 (C. elegans) “
1 245 529 632
Sir2p (lesz16) | kD |
1 65 340 389

SIRT2 (human) KD

5. abra: Az egyes SIRT1 ortolégok és a SIRT2 homolégiaja. Lathato, hogy mig
a katalitikus domén (KD) jelentds hasonlosagot mutat, addig az N- és C-terminalis
régid nagyobb mértékben valtozik az egyes fehérjék kozott. A fehérje-szerkezetek

illesztését Nguyen Minh Tu végezte (74).

Az egyes szirtuin fehérjék kiilonbozd sejten beliili régiokhoz és funkcidkhoz
kothetdek. A leginkabb kutatott SIRT1 legf6képpen a transzkripcid szabalyozasaban vesz
részt, és ennek megfelelden gyakorta a sejtmagban taldlhatd meg, azonban a
citoplazmaban elhelyezkedve is szerepet jatszik az anyagcsere és taplalék-érzékelés
iranyitasaban (75,76). A SIRT2 ezzel szemben elsésorban citoszolikusan fordul eld, ahol
a tubulin szabéalyozdsdn keresztiil hat a sejtosztodasra és differnecidlodasra, mig a
cellularis stressz szenzoraként, valamint a mitokondrium egészségének és miikodésének
szabalyozojaként (76,79). A talan legkevésbé tanulmanyozott szirtuin, a SIRT4 jelenlétét
csupan a mitokondriumban mutattak ki, ahol az anyagcsere szabalyozasaban vesz részt
azaltal, hogy deaktivalja a glutamat-dehidrogenazt, a citromsav-ciklus egyik
kulcsenzimét (80). A SIRTS kizarolag a mitokondriumban fordul eld, ahol a hiigysav
ciklus szabalyozasaban van szerepe (81). A SIRT6 a sejtmag fehérjéje, mely a sejtszintii
stresszvalaszok kialakitasaban, a telomerek megdrzésében, valamint az NF-kB gyulladas
altal indukalt transzkripcidjaban vesz részt (82-84). Végiil a SIRT7 a riboszomak
kialakulasat szabalyozza az RNS polimerdz 1 aktivalasan keresztiil a sejtmagvacskaban
(85).

A fentiekbdl is latszik, hogy a szirtuin fehérjék funkcidinak kore tGlmutat a
transzkripcid hiszton-deacetilaci6 altali szabalyozasan. Az altaluk befolyasolt folyamatok
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kozé tartozik a cirkadidn ritmus befolydsolasa is a BMAL1 és egyéb fehérjék
szabalyozasan keresztiil (86), valamint a sejtciklus szabalyozasa is tobbek kozott azaltal,
hogy a SIRT2 a mitozis kezdetekor a H4 hiszton deacetilacidja (77) révén
a szirtuinok miikodése igényli a NAD" jelenlétét, aminek mennyisége pedig a sejt
metabolikus allapotanak filiggvénye, nem meglepd, hogy a szirtuin aktivitds egyfajta
energia-szenzorként is leirhatd. Mindazonaltal a szirtuinok maguk is befolyasolhatjak a
sejt anyagcseréjét, példaul azaltal, hogy a SIRT1 és SIRT3 fehérjék deacetilacio Gtjan
aktivaljak az acetil-koenzim A-szintazt (87), ami a béta oxidacio és glikolizis termékeit
alakitja acetil-koenzim A-va (88). A SIRT3-r6l kimutattak, hogy aktivalja az
elektrontranszportlanc Il-es komplexét (89). Az edzés, vagy fogyas hatasara
megemelkedd AMP-szintek altal aktivalédik az AMPK, ami transzkripcidsan indukélja a
PGC-la expresszigjat, ami végeredményben pedig megnodveli a mitokondriumok
biogenezisét és ezaltal a sejt oxidald kapacitasat. Azonban kimutattak, hogy a PGC-1alfa
aktivalodasahoz sziikséges a fehérje SIRT1 altali deacetilacidja (90). Mas tanulmanyok
arra hivtadk fel a figyelmet, hogy a SIRT1 mikddése megvédi a szervezetet a magas
zsirtartalmu taplalkozas altal indukalt anyagcsere karosodasoktol és a cukorbetegségtol

(91).

A szirtuinoknak az é€lettartam meghatdrozasaban betoltott szerepét élesztdgombaban
(Saccharomyces cerevisiae) (92) fedezték fel. Tultermeltetése itt hozzavetélegesen 30%-
kal noveli meg a sejtek replikativ élettartamat. Késébb mas organizmusokban is hasonl6
hatast fedeztek fel, igy példaul a C. elegans fonalféregben (93-95) és Drosophila
muslicaban (96) mutattak ki élettartam-noveld hatast szirtuin tultermelés esetén. Egérben
a SIRT1 hipotalamusz-specifikus taltermelése megndvelte az allatok élettartamat,
valamint pozitiv hatdssal birt olyan, az anyagcsere egészségét jellemz0 jegyekre, mint az
emelkedett fizikai aktivitas, vagy a javult mitokondrialis miikodés a vazizomban (97). A
SIRT1 csendesitése ezzel szemben a bér oregedésével és csokkent élettartammal jart (98).
Noha a SIRTI1 teljes testbeli taltermelése nem volt képes reprodukdlni a korabban
tapasztalt élettartam-ndvekedést, azonban olyan anyagcsere valtozasokhoz vezetett, mint
az emelkedett gliikkoz-tolerancia, vagy a toxin-indukalt majsejt-karosodassal szembeni

javult ellenallas (99). Ezek alapjan feltehetd, hogy a szirtuinok élettartamra kifejtett
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hatasa elkiilonithetd az anyagcsere egészségére kifejtett pozitiv hatdsaiktol. Emellett
kimutattdk, hogy a szirtuinok koziil a SIRTI ¢és a SIRT2 is kozvetve részt vesz a
telomerek megoérzésében a H4 hiszton 16-os lizinjének deacetilacidja révén. A SIRT6
szintén részt vesz ebben a folyamatban részben azaltal, hogy deacetidlja a H3 hiszton 9-
es (79) és 56-os lizinjét (100). Az olyan stresszek, mint az oxidativ agensek altal kivaltott
karosodasok szintén befolyasoljak a sejtek élettartamat és egészségét. Mind a SIRTI
(101), mind pedig a SIRT6 (102) esetében kimutattak, hogy szerepet jatszanak az efféle
hatasok altal okozott DNS-karosodasok kivédésében. Mindezek mellett a SIRT1 azaltal
is befolyasolja az Oregedés folyamatat, hogy oxidativ stressz hatdsara fehérje-
komplexeket képez, valamint deacetildlja a FOXO3 transzkripcids faktort, ezaltal
meggatolva, hogy az sejthalalt indukaljon (103,104).

Az eml6s szirtuinok koziil a SIRT1, a SIRT4 és a SIRT6 rendelkezik Caenorhabditis
elegans fonalféregben ortologgal. A négy C. elegans szirtuin gén koziil a sir-2.1 gén a
SIRT1, a sir-2.2 és sir-2.3 a SIRT4, mig a sir-2.4 a SIRT6 ortologja (105). A leginkabb
tanulmanyozott, a sir-2.1 gén, ami a IV. kromoszoman talalhatdo egy operonban a
glutation-S-transzferaz-jellegi R11A8.5 génnel, a human SIRT1 ortologja. Zold
fluoreszcens fehérjével fuzionalt expresszids markergénnel végzett vizsgalatok szerint
els6sorban a neuronokban és faringedlis sejtekben expresszalodik, de kimutattdk a
hipodermiszben is. Korabban nem mutattak ki azonban expresszidjat a bélben és az
ivarszervek sejtjeiben (106), azonban ez modosult a késdbbiekben, amikor kimutattak

¢heztetés altali aktivaciojat a bél- és izomsejtekben is (107).

Ehezéskor, az alacsony energiabevitel hatasara fokozodik expresszidja. Emellett
pozitivan regulalja expresszidjat az ftt-2 nevii chaperon is, mely a 14-3-3 fehérje csalad
tagja. A sir-2.1 negativan regulalja tobbek kozott a fat-7, sbp-1 és eat-2 géneket,
melyeknek a taplalék-felvételben €s az anyagcserében van szerepiik. Kimutattadk, hogy a
SIR-2.1 szabalyozni képes az inzulin jelatviteli utvonal effektoraként ismert DAF-16

forkhead transzkripcios faktort (93).

A kaloriabevitel csokkentésérél mar tobb organizmus esetében is kimutattak, hogy
meghosszabbitja az élettartamot (108). Korabbi kutatasok arra utaltak, hogy ez a hatas a
Sir2p fehérje NAD" éltali aktivacidjan keresztiil jelenik meg élesztében (109), a SIR-2.1
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ortolog révén C. elegans-ban (106) és a dSir2 ortologon at Drosophila-ban (96).
Alatamasztja ezt az, hogy — amint fentebb olvashatd — az altala regulalt gének kozott
eléfordulnak olyanok is, melyek a taplalkozasban és a taplalék metabolizalasaban

vesznek részt.

Eppen ezért céloztik meg tobben, hogy a SIRT1-et farmakologiai uton aktivaljak,
ezaltal idézve el az ¢hezés jotékony hatasait anélkiil, hogy ténylegesen éhezni kellene
(110). A kezdeti pozitiv eredmények sora utan azonban felmeriiltek kétségek is a SIRT1
és éleszté megfeleldje, a Sir2 Szerepét illetéen az oregedésben (111). Egyes kisérletes
eredményekbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a kaloria csokkentés hatasat nem feltétleniil
(vagy nem elsésorban) a szirtuin fehérje kozvetiti (112,113). Mindazonaltal a szirtuin,
mint az élettartam szabalyozasaban fontos szerepet betdlto fehérje, tovabbra is fokozott
figyelmet igényel, mivel tovabbi tanulmanyok mutattak ki egyes élettartam-befolyasolo
hatasok kozvetitésében betdltott szerepét. Feltartak, hogy a C. elegans SIR-2.1 fehérje az
inzulin-jelpalya érintettsége nélkiil sziikséges a feromonok altal kozvetitett élettartam-
novekedéshez (114), a teljes kaldria-megvonas altal kivaltott megnyult élettartamhoz
NAD"-fiiggé modon (105), valamint azt is, hogy tobb aminosav élettartam-noveld hatasa
is igényli a SIR-2.1 jelenlétét (115).

eVt

Resveratrol
6. abra: A rezveratrol kémiai szerkezete.

OH

A szirtuinok farmakoldgias aktivaldsat megcélzd kutatasok soran fedezték fel a
rezveratrol nevi polifenol fitoalexint (6. abra), mely a sz6l6félék héjaban fordul eld, és
az adatok szerint élettartam hosszabbité hatasat a SIRT1 ortologokon keresztiil fejti ki
(116,117). Id6vel azonban a rezveratrollal kapcsolatban is felmeriiltek kétségek, melyeket

alatamasztod vizsgalatok szerint megkérddjelezédik a vegyiilet élethosszabbitdo hatasa
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(118-121). Mindazonaltal Lee és munkatarsai a kozelmultban is igazoltak a vegyiilet

¢lettartam-ndveld hatasat, valamint annak SIR-2.1-fligg6 jellegét (122).
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4. Célkitiizések

Doktori munkam koézéppontjaban a Hsp90 hésokkfehérje Caenorhabditis elegans
ortologja, a HSP-90 szerepének vizsgalata volt a fonalférgek fejlédésében és élettartamuk

meghatdrozasaban.
1. A HSP-90 biologiai szerepének vizsgalata C. elegans fonalféregben.

e A hsp-90 gén RNSi altali csendesitésének jellemzése a gén mRNS-szintjére, a
termel0dott fehérje mennyiségére, valamint a hésokkvalaszra kifejtett hatasan
keresztiil.

e A csendesités hatasanak vizsgalata az allatok fejlodésére és szaporodasara

morfologiai jellemzés, valamint fertilitas tesztek altal.
2. A HSP-90 szerepének vizsgalata az élettartam szabalyozasaban

e A hsp-90 csendesités hatasanak vizsgalata a normal és a csokkent ILS altal
megnovelt élettartamra vad tipust illetve hosszua életii torzsek élettartamanak
mérése réven.

e Az ILS-re kifejtett hatas potencialis molekularis mechanizmusanak feltarasa a
lehetséges HSP-90 beavatkozasi pontok vizsgélatan keresztiil intracellularis

lokalizaciot, valamint célgén-expressziot vizsgald mérések segitségével.

3. A HSP-90 SIR-2.1 fehérje stabilitasara kifejtett hatdsanak vizsgéalata a fehérjék
mennyiségében a HSP-90 csendesitésének hatasara bekovetkezo valtozasok kovetése

altal.
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5. Modszerek

5.1 Torzsek és anyagok

A kisérletekhez hasznalt fonalféreg torzsek mind a Caenorhabditis Genetics Center-
b6l (University of Minnesota, cbs.umn.edu/cgc/home) szarmaznak. Az allatokat
inkubétorban 20°C hémérsékleten tartottam fenn 60 mm-es Petri csészébe ontott NGM
agaron (Nematode Growth Medium, 5 mM KH2PO4/K2HPO4 pH 6.0, 1 mM CaClz, 1 mM
MgSOs, 1 mM NaCl,, 6 mM Kkoleszterin, 2% agar, desztillalt H20). A
tenyésztélemezeken az allatok szamara a sziikséges taplalékot az Escherichia coli
baktérium OP50 variansa biztositotta, melynek egy ¢&jen at 37°C-on ndvesztett
folyadékkultirajabol 200 pl-t pipettaztam egy-egy lemezre, ami szaradast kovetden valt
alkalmassa az allatok fenntartasara.

A kisérletekhez felhasznalt C. elegans torzseket az alabbi tablazat tartalmazza:

1. tablazat: A tanulmany soran hasznalt C. elegans torzsek listaja

NEV GENOTIPUS FO JELLEMZO

N2 Vad-tipus Vad-tipus

VC199 sir-2.1(ok434) sir-2.1 funkcidvesztéses
mutans

SCS003 pkls1642[unc-119(+) + | Alacsony kopiaszamu sir-2.1

R11A8.5(+) + sir-2.1(+)] tultermeld torzs — 6-Szorosan

visszakeresztezve a
hattértorzzsel

SCS004 pkls1641[unc-119(+)] Az alacsony kopiaszamu Sir-

2.1 tultermeld torzs kontrollja —
6-szorosan Vvisszakeresztezve a

hattértorzzsel
CF1038 daf-16(mu86) daf-16 deléciés mutans
CB1370 daf-2(e1370) daf-2 pontmutans
e1370/mu86 | daf-16(mu86);daf-2(e1370) daf-16/daf-2 kettds mutans
TJ356 daf-16p::daf-16a/b::GFP + rol-6 | DAF-16a/b::GFP fazios
fehérjét kifejezo torzs
HT1888 daf-16(mgDf50); unc-119(ed3); | DAF-16a::RFP-t kifejezo, daf-
Ipls12 [daf-16a::RFP + wunc- | 16 mutans hatter(i torzs

119(+)]
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HT1889 daf-16(mgDf50); unc-119(ed3); | DAF-16f::GFP-t kifejez6, daf-
Iplsl4 [daf-16f::GFP + unc- | 16 mutans hatter(i torzs
119(+)]

HT1881 daf-16(mgDf50); daf-2(e1370); | DAF-16a::RFP-t kifejez6, daf-

unc-119(ed3); Ipls12 [daf- | 16/daf-2 kettés mutans torzs
16a::RFP + unc-119(+)]
HT1883 daf-16(mgDf50); daf-2(e1370); | DAF-16f::GFP-t kifejez6, daf-
unc-119(ed3); Iplsl4 [daf- | 16/daf-2 kettds mutans torzs

16f::GFP + unc-119(+)]

GR1307 daf-16(mgDf50) daf-16 delécios-inszercios
mutans
HT1890 daf-16(mgDf50);daf-2(e1370) daf-16/daf-2 kettds mutans
CF1371 [daf-16(mu86);daf- konstitutivan nuklearis DAF-
16aAM::GFP/bKO + rol- | 16aAM::GFP-t kifejez6 torzs
6(su1006)]
KB6 rle-1(cxTi510) rle-1 transzpozon inzercios
mutans
DAF-16A/ daf-16(mgDf50); unc-119(ed3); | DAF-16a::RFP-t kifejez6, daf-
rle-1 Ipls12 [daf-16a::RFP + unc- | 16 és rle-1 mutans hatter(i t6rzs
119(+)]; rle-1(cxTi510)
TU3335 lin-15B(n744) X; uls57 [unc- | Neuronalisan is RNAI-

119p::YFP + unc-119p::sid-1 + | érzékeny torzs.
mec-6p::mec-6]

5.2 A torzsek tisztan tartasa

A taptalaj, a taplalékul szolgalo baktériumok és a C. elegans torzsek alkototta kisérleti
modellkdrnyezetet esetleg megzavar6d hatasok kizarasa rendkiviil fontos a kisérletezeés
soran. Ezért kiilondsen figyelni kell a torzsek tisztan tartasara. A veszélyt elsésorban a
bakterialis és gomba-jellegii szennyezdédések okozzak. Amellett, hogy a megjelend
organizmusok kiszamithatatlan hatasokat fejthetnek ki, jelenlétiik gyakorlati
szempontbol is megnehezitheti a munkat. A szennyezddések eltavolitasara kétféle

modszert alkalmaztam:

5.2.1 Atpakolasos tisztitas
Ennek soran a szennyezett lemezrdl platinatii, vagy spatula segitségével allatokat
pakoltam at egy tiszta lemez egyik szélére. Ahogyan az allatok a lemez masik széle felé
masznak, a baktériumpazsit, amin athaladnak, és ami taplalékul szolgal nekik, kiviil és
beliil is lemossa réluk a szennyezddéseket, fertdzéseket. A folyamatot sziikség esetén
-23-



DOI:10.14753/SE.2019.2274

tobbszor is meg kell ismételni, mig biztosak nem lehetiink benne, hogy hatrahagytunk

minden szennyezé agenst.

5.2.2 Eggprep

Ez a modszer a leginvazivabb, de egyben leghatékonyabb tisztitdsi modszer. Elso
1épésben olyan allapoti lemezekre volt sziikség, melyeken sok fiatal feln6tt, petékkel teli
hermafrodita talalhat6. Ekkor frissen elkészitettem a sziikséges reagenst, ami 5 N NaOH
¢s 5%-0s natrium-hipoklorit 1:2 ardnyt keveréke. Az allatokat 1-2 ml steril vizzel
mostam 15 ml-es Falcon csovekbe pipettazassal. Az trtartalmat 3,5 ml-re egészitettem
ki. A reagens oldatunkbol 1,5 ml-t adtam a csdvekhez. Tobbszords razas mellett 10 percig
hagytam az é&llatokat az oldatban, majd lecentrifugaltam a csdveket, a feliiluszot
ledntottem és 5 ml-re egészitettem ki a térfogatot steril vizzel. Ujabb razast kovetden
megismételtem a centrifugalasi 1épést, majd livegpipetta hasznalataval a letilepedett
pelletet iires, tiszta, baktériumpazsittal rendelkez6 NGM lemezre pipettaztam. Az eljaras
eredményeként mind a gravid allatok, mind pedig a bakterialis, vagy gomba fertézések

megsemmisiilnek, mig a peték épen maradnak, s igy tiszta populaci6 kelhet ki beldliik.

5.3 MG132 tartalmu lemezek

A proteaszoéma-gatlot alkalmazo kisérleteimnél az RNS interferencidhoz sziikséges
IPTG-vel ¢és  Ampicillinnel kiegészitett lemezekhez  tovabbi  anyagként
végkoncentracioban 10 uM MG132-t adtam DMSO-ban oldva (1%V/V), illetve
kontrollként tiszta DMSO-t.

5.4 Keresztezések
5.4.1 A daf-2 és daf-16 kettés mutans létrehozasa

A daf-2(e1370);daf-16(mu86) kettds mutans torzs 1étrehozasa soran kereszteztem a
CB1370[daf-2(e1370)] és CF1038[daf-16(mu86)] mutans térzseket. Ehhez 1 6ra 35°C
hésokknak vetettem ala késdi L4-es larvakori hermafroditakat a daf-16 mutans t6rzsbdl,
majd az ennek hatdsara az utédgeneracioban keletkezd himek segitségével stabil, sok
himet tartalmazo6 ,,keresztezd” populaciot hoztam Iétre és tartottam fenn. A kapott himek
altal megtermékenyitett daf-2 mutans hermafroditak utédai az F1 generacioban mindkét

génre nézve heterozigdtak voltak. Az F1 allatok onmegtermékenyités révén 1étrejott F2
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utodai koziil allélspecifikus PCR segitségével valasztottam ki azokat, melyek mind a két

génre nézve homozigdta forméaban hordoztdk a mutans allélt.

5.4.2 A daf-16a::rfp transzgenikus és rle-1 mutans torzsek osszekeresztezése

A DAF-16A::RFP;rle-1(cxTi510) kettds mutanst a HT1888: daf-16(mgDf50); unc-
119(ed3); Iplsl2 [daf-16a::RFP + unc-119(+)] és a KB6[rle-1(cxTi510)] torzsek
keresztezésével hoztam létre. Az F2 generacido genotipusat allél-specifikus PCR-rel
kovettem, valamint fluoreszcens mikroszkopiaval szelektaltam RFP-pozitiv utédokra.

A PCR reakcidkhoz hasznalt primereket az alabbi tdblazatban mutatom be:

2. tablazat: A tanulmany soran a keresztezésekhez hasznalt primerek listaja

7

NEV SZEKVENCIA
daf-2wt_FW 5’-CCTCATCATTACTCAAACCAATATATGG-3’
daf-2mt_RV 5’-GTTACACTCGGTGCTCAGT-3’
daf-16FW S-ATTGTGTTCATTTGCCCCGC-3’
daf-16RV 5’-GAAGGGAGCCCATCAATGCTC-3°
rle-G5 5’-CAGAATGGGATACTCGTCGGATGCTCC-3’
rle-G3 S’-GTTGTTCACGTGGAGTACACTGGGGTTTGTC-3’
Tch 5’-GGATCATCTGTAACTATCCTCTATCG-3’
S510 5’-CATGAGGATACCTCGATGC-3

5.5 RNS interferencia

Caenorhabditis elegans fonalféregben az RNS interferencia altali géncsendesités
leggyakrabban alkalmazott médszere az tigynevezett “feeding” eljaras. Ennek soran az
allatok taplalékaul hasznalunk olyan baktériumot, ami termeli a megcélzott gén
csendesitésére alkalmas kis kettds szala RNS-eket. A HT115(DE3) jelolésti E. coli torzset
hasznaltuk erre a célra. Ez a baktériumtorzs tartalmazza az 14440 nevii plazmid vektort,
amibe sziikség szerint inzertalhato a célnak megfeleld6 DNS-szakasz. Kisérleteim soran a
hsp-90 és a daf-2 gének csendesitésére hasznaltam RNSi baktériumokat. A sir-2.1(RNSi)
baktérium torzs az Ahringer RNAi konvtarbol szarmazik, a hsp-90(RNSi) baktériumok
(123) Eileen Devaney (University of Glasgow, Egyesiilt Kiralysag) laboratoriumabol
szarmaznak. Ezek a hsp-90 gén egy 74 bazisparos €s egy 294bp-0s szakaszat tartalmaztak
az L4440 vektorba illesztve. A daf-2(RNSi) baktériumot (124) a Vellai laboratoriumban
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(E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Budapest, Magyarorszag) hoztak 1étre a daf-2 gén
1204bp-0s szakaszanak 1.4440 vektorba torténd klonozasaval. A torzsek eléallitasa soran
hasznalt primereket az alabbi tablazat tartalmazza:

3. tablazat: A hasznalt RNSi torzsek létrehozasahoz hasznalt primerek listaja

NEV SZEKVENCIA
sir-2.1(RNSi)_FW 5- TGTTCTGCAGCTTTACATTTTCA-3’
sir-2.1(RNSi)_RV 5- ATATGATGGGAATGAGATTCGTG-3’
daf-2(RNSi)_FW 5’- TTGGAAGCTCTCGGAACAACCAC-3’
daf-2(RNSi) RV 5’- ATGAACGACGTTGAAGGAGAAGG-3’

hsp-90(RNSi)75bp_FW | 5°- CTGCTGTTCCATCATCG-3’
hsp-90(RNSi)75bp_RV | 5°- CTCCTCCATGCGGGAAG-3’
hsp-90(RNSi)300bp_FW | 5°- ATCAACCCAGACCACGCTATCATGAAG-3’
hsp-90(RNSi)300bp_RV | 5'- TTAGTCGACCTCCTCCATGCG-3’

Az RNSi kezelés a feeding eljaras hagyomanyos leirasa alapjan tortént (125): az RNSi-
t hordozo E. coli torzseket 100pug/ml ampicillint tartalmazé LB médiumban ndvesztettem
egy ¢jszakan at. Az éllatok olyan lemezeken ndéttek, melyek az tenyésztélemezek
szokasos 0sszetételén tal tartalmaztak 1 mM IPTG-t, 50 pg/ml ampicillint és 6,25 pg/ml
tetraciklint. Ezekre a lemezekre cseppentettem 200 pl-t a sziikséges RNSi baktérium-
kultarabol, illetve a kontrollként szolgéld, tires 14440 pazmidot tartalmazé HT115
torzsbol. Petekortol torténd kezelés esetén a szaradast kdvetden anyaallatokat helyeztem
ki a lemezekre, majd 4 oOrdnyi peterakdst kovetden eltavolitottam Oket, s a lerakott
petékbdl kikelt utédokkal végeztem a kisérleteimet. L4-es stadiumtol torténd kezelés
esetén az allatok csak a megfeleld larvastadium elérését kovetden keriiltek RNSi lemezre,
majd 2 nap elteltével végeztem a méréseimet veliik. A megfeleld RNSi dozis biztositasa
érdekében azon kisérletek soran, ahol kettds RNSi kezelést is alkalmaztam, az egyes
RNSi kezelések esetén a csendesitd és a kontroll baktériumtorzs 1:1 aranyt keverékét

hasznaltam.

5.6 Elettartam-mérések

crer

azaltal hoztam létre, hogy felndtt anyadllatokat helyeztem ki a sziikséges RNAI, vagy

-26 -



DOI:10.14753/SE.2019.2274

NGM lemezekre, majd 4 6ran at tartd petézést kovetden eltdvolitottam Oket. Az igy felndtt
utdd-populacié azonos koru allatokbdl allt, melyek igy a fiatal felndttkor elérése utan

alkalmasak voltak a mérésre.

Atlagosan 35-35 éllatot helyeztem ki a kisérlethez hasznalt lemezekre, melyek a mérés
altal megkovetelt sziikséges vegyszerek mellett 51 uM 5-fluoro-dezoxiuridint (FUDR,
Sigma-Aldrich) is tartalmaztak annak érdekében, hogy megakadalyozzuk az allatok
szaporoddsat, ami jelentdsen zavarta volna a mérés elvégzését. Kondicionként 3-3
lemezen torténtek a mérések — igy hozzéavetdlegesen 100 allatot hasznalva. Az allatok
FUDR-os lemezekre torténd kihelyezésének napjat tekintettem nulladik napnak. A mérés
hetedik napjatol kezdve kétnaponta szamoltam meg az €106 és holt allatokat, melyek kozott
a platinakaccsal torténd érintésre adott valaszuk, vagy annak hidnya alapjan tettem
kiilonbséget. Azon allatokat, melyek bemasztak az NGM agar belsejébe, vagy a lemez
falara, illetve amelyek vulva repedés kovetkeztében haltak meg, cenzurazottnak vettem,
s nem képezték a mérés részét. Minden élettartam-mérést hdrom fliggetlen alkalommal

végeztem el.

5.7 Termotolerancia

20°C-on szinkronizélt populaciobol 30-30 fiatal feln6tt allatot helyeztem ki 3-3
lemezre kondicionként. Az ehhez hasznalt lemezeket eldzetesen 35°C-ra melegitettem
eld inkubatorban. Hat 6ranyi hdsokkot kdvetden a lemezeket visszahelyeztem a 20°C-0s
inkubatorba, majd 5 6ra utan szamoltam meg a tl€lo €s halott egyedeket az €lettartam-
méréseknél részletezett eljaras szerint. Ettdl a ponttdl kezdve naponta Gijra megszamoltam
az allatokat — 24, 48 és 72 oOra utdn. A termotolerancia méréseket harom fiiggetlen
alkalommal végeztem el. A statisztikai kiértékelés sordn a kiilonboz6 kondiciokat
hasonlitottam 6ssze kétmintas t-proba segitségével, hogy meghatirozhassam a mért

kiilonbségek szignifikancia-szintjét. Ilyen mérés csupan a 7./g dbran lathato.

5.8 Fluoreszcens mikroszkopia

A méréshez elokésziiletként elkészitettem a sziikséges targylemezeket, melyekre 2%-
os agarozt cseppentettem, majd 90°-os szogben egy masik targylemezt helyeztem ra, s
dermedést kovetden szétvalasztottam Oket. A targylemezekre 15 pul M9 oldatot (3 g
KH2POs, 6 g Na2HPO4, 5 g NaCl, 1 ml 1 M MgSOs, desztillalt viz 1 liter térfogathoz.
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Autoklavozassal torténd sterilizalds) pipettaztam, ami tartalmazott 25 mM NaNs-at az
allatok immobilissa tétele érdekében. Az dabraleirdsoknal részletezett kezeléseket
kovetden kondicionként legalabb 50 allatot helyeztem a cseppekbe. A képeket Leica
DMI6000B epifluoreszcens mikroszkép és DFC480 kamera vagy Nikon Eclipse E400
mikroszkop ¢és Diagnostic Instruments SPOT model 1.5.0 kamera segitségével
készitettem GFP vagy RFP fluoreszcens filterek hasznalataval. Az epifluoreszcens képek

reprezentativak harom fiiggetlen kisérletre.

A DAF-16 fluoreszcens torzsek esetén az allatokat harom diszkrét kategoéridba
soroltam: a ‘sejtmagi’ jelzo arra utal, hogy a lefényképezett allatok esetében kifejezetten
nukledrisan lokalizalodott a fehérje, a ‘koztes’ jelzd olyan allatokat jelol, melyekben
egyarant megfigyelhetd volt a fluoreszcens jel nuklearisan és citoszolikusan, végiil pedig
a ‘citoszolikus’ azt jelenti, hogy az allatokban nem figyelhetd6 meg nuklearisan

lokalizal6do fluoreszcencia (126,127).

5.9 mRNS expresszio analizis

Joltaplalt, szinkronizalt, fiatal felndtt koru fonalféreg populaciobdl izolaltam mMRNS-t
a GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific) hasznalataval. Az igy kapott
MRNS-t RevertAid™ Premium Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) segitségével
irtam at cDNS-sé. A génexpresszios vizsgalatokat ABI 7300 Real-time PCR késziilékkel,
Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) haszndlatdval
végeztem. A relativ mRNS mennyiségeket a kapott, aktinra normalizalt Ct értékek
Osszehasonlitasaval értékeltem ki. Mindegyik kisérlet harom fiiggetlen alkalommal lett
elvégezve. Az igy kapott ddCt értékeket a normalizélds érdekében kettes alapt
logaritmusukra transzformaltam és ANOVA-val hasonlitottam 0ssze. Az egyes génekhez
hasznalt primerek szekvencidit az alabbi tablazat tartalmazza:

4. tablazat: A tanulmany soran a qRT-PCR mérésekhez hasznalt primerek

listaja
NEV SZEKVENCIA
actin_FW 5°-ATCACCGCTCTTGCCCCATC-3’
actin_RV 5°-GGCCGGACTCGTCGTATTCTTG-3’
hsp-90_FW 5-TCAGTTCGGAGTCGGATTCT-3’
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hsp-90_RV 5’-CGACCTCTCCCTCCTTCTTC-3
sod-3_FW 5’-CAAAGCTTGTTCAACCGGTTGC-3’
sod-3_RV 5’-CCTCGTGAAGTTTCTCCTCGATCTG-3’
old-1_FwW 5’-TTCGCTGAGAAGAATTCCACGATC-3’
old-1RV S’-GATCTGTTTGCCCGGAGTTCTC-3’
scl-1_FwW 5’-CAATCAAGCATTGTGGATGC-3’
scl-1_RV 5’- GGAATCCACGACCATTTTCC-3
scl-20_FW 5’- GTTCGCTGGATAAATATGCCC-3’
scl-20_RV 5’- ACTCTTGGTTCTTCCATCCG-3”
lea-1_FW 5’- ATGTAGAGAACAAAGCAGCAG-3’
lea-1_RV 5’-CCTTGTCCTTGGTCTTGTC-3’
gst-20_FW 5’- TTCTAGACAGCTCTTCGCC-3’
gst-20_RV 5’-TTTGGAGTCCCGAACTGAG-3’
col-183_FW 5’- CCTGGAAACGATGGACAACC-3’
col-183_RV 5’- GTCCTCCAGCAGATCCACTT-3’
RO5D8.7_FW 5’-TGATGTTTTGGTGAACAATG-3’
R0O5D8.7_RV 5’- TTACGATCCGCCAGGAATAG-3’

5.10 Fehérjeszint meghatarozas

10 cm-es IPTG-t tartalmazé NGM lemezen szinkronizalt populacidkat novesztettem
tires vektort, vagy hsp-90(RNSi)-t tartalmazé baktériumot hasznalva taplalékul. Az
allatokat M9 oldattal Eppendorf csovekbe mostam, majd harom tovabbi mosasi 1€pést
kovetden lefagyasztottam a mintakat -80°C-on. Felengedés utan 200 pl lizis puffert adtam
hozzajuk (50 mM Tris-HCI, 0.25% SDS, 1% Igepal, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2x
Complete (Roche) desztillalt vizben pH 7,4). A proteaszéma-gatlot (MG132) alkalmazé
mérések esetén 6 M urea is részét képezte a lizis puffernek a potencialis aggregatumok
feloldasa érdekében. Harom fagyasztis-olvasztds ciklust kovetden a mintdkat
szonikaltam, majd 10 perc 10000 g-s centrifugalas utdn a feliiluszot Gj Eppendorf
csovekbe helyeztem at és BCA fehérje-koncentracidé meghatarozast kovetden
felhasznalasig -20°C-on taroltam. A mintakat 12%-0s poli-akrilamid gélen futtattam meg,
majd nitrocellul6z membranra transzferaltam. A blokkolas 5% tejport tartalmaz6 TBS-T-

ben tortént 1 Oran at szobahdmérsékleten. A hasznalt elsddleges antitestek a SIR-2.1
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(nyulban termelt poliklonalis Anti-SIR-2.1, 1:1000 TBS-T-ben 5% BSA-val) (128) és a
HSP-90 (129) (nyulban termelt poliklonalis Anti-HSP-90, 1:2000 TBS-T-ben 5% BSA-
val) voltak. Masodlagos antitestként torma-peroxidazzal jel6lt anti-nyal (1:2000)
ellenanyagot (Dako) hasznaltam. A membranokat ECL reagenssel (GE Healthcare)
inkubaltam 1 percig, majd a fehérjék jelét rontgenfilm segitségével hivtam eld. A felvitt
fehérje-mennyiségek normaldsa érdekében Ponceau festést alkalmaztam a

membranokon.

5.11 Dauer-fenotipus vizsgalat

Kondicionként és torzsenként 10-10 felndétt allatot petézni hagytam NGM lemezeken
4 6ran at. Az anyak eltavolitasa utan a lemezeket 25°C-os inkubatorba helyeztem és az
utddokat novekedni hagytam a kikelést6l szamitott harmadik napig. Ekkor tortént az

utdd-populaciobol a dauer fenotipust mutatd és nem mutatéd allatok megszdmolasa.

5.12 Morfologiai jellemzés

10 feln6tt allatot 1 6ran at hagytam petézni iires vektort (EV) illetve hsp-90(RNSI)-t
tartalmazé baktériummal oltott lemezekre annak érdekében, hogy erdsen szinkronizalt
populéciot nyerjiink. A lemezeket 20°C on inkubaltam, majd harom nap utan figyeltem
meg a fenotipikus kiilonbségeket. A képeket Nikon Eclipse E400 mikroszkoppal

készitettem Diagnostic Instruments SPOT model 1.5.0 kamera hasznalataval.

5.13 Fertilitas vizsgalat

Kondicionként és torzsenként 10 L4 hermafroditat helyeztem kiilon lemezekre
egyesével. A lemezeket 20°C-on inkubaltam. Az allatokat 0j lemezre pakoltam at 24
oranként. Az utdodokat 48 ora elteltével azokon a lemezeken szamoltam le, melyekrdl az
anyakat atpakoltam 10 lemezekre. A mérést addig folytattam, mig az utols6 allat is

felhagyott a peterakassal.

5.14 Statisztikai analizis

A ¢lettartam mérések statisztikai kiértékelését SPSS 15.0 szoftverrel (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) végeztem. A talélési gorbéket Kaplan-Meyer eljarassal, log-rank teszt
segitségével hasonlitottam 0Gssze. A génexpresszids, valamint az intracellularis

lokalizacios adatokat ANOVA segitségével hasonlitottam 6ssze Fisher Least Significant
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Difference (LSD) modszerét hasznalva. A valtozokat az atlagérték és szoras révén
fejeztem ki. Az eredményiil kapott szignifikancia hatarértékeket a kdvetkezoképpen

hataroztam meg: *:p<0,05, **:p<0,01 és ***:p<0,001.
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6. Eredmények

6.1 A HSP-90-csendesités hatasanak jellemzése

6.1.1 A hsp-90 csendesitése csokkenti a HSP-90 fehérje-expressziot, valamint
indukalja a hésokk-valaszt

Ismert irodalmi adatokra tdmaszkodva felvetettem, hogy a HSP-90 fehérje
funkcionalitasanak akadalyozésa csokkent HSP-90 kapacitashoz vezet, mely révén
vizsgalhatova valik az ¢€lolény életében betdltott szerepe, s ami a hdsokk-valasz
indukcidjat okozza (130,131). Annak érdekében, hogy megvizsgalhassam a csokkent
HSP-90 kapacitas hatasat az élettartamra, egy korabban leirt hsp-90(RNSi) konstruktot
alkalmaztam (123). A HSP-90 sejtosztodasban és fejlodésben betdltott kdzponti
szerepének megfeleléen (28) a sziildi FO generacié hsp-90(RNSi)-vel tortént kezelése
embrionalis és korai larvalis letalitast valt ki az F1 generacioban egy tanulmany (41)
szerint, mig steril, fejlodési rendellenességeket mutatd F1 allatokhoz vezetett egy masik
tanulmany szerint (123). A HSP-90 larvalis fejlodésre kifejtett hatasat vizsgalando, mar
a kikelést6l fogva alkalmaztam a hsp-90 csendesitését. A hsp-90(RNSi) hatékonyan
csokkentette a hsp-90 mRNS és fehérje mennyiségét fiatal felnéttekben az tires vektorhoz
(EV) viszonyitva (7./a és b abra). A vulva-fejléddésben és izommitkddésben betoltottt
ismert szerepével egyetértésben (123,132), a hsp-90(RNSi)-vel taplalt allatok ~90%-a
Kitiiremkedd vulva fenotipust mutatott, valamint enyhe hipomotilitast is, azonban mas
egyéb fejlodési rendellenességet nem (8./a abra). Hasonloképp, a hsp-90 kikeléstol
torténd csendesitése nem akasztotta meg a larvalis fejlodést, és jelentds lassuldsdhoz sem
vezetett (8./c). Ezen megfigyelések jelzik, hogy a hsp-90 kikeléstol torténd csendesitése
nem okoz larvalis letalitast, vagy fejlodésbeli abnormalitasokat (41), eltekintve

természetesen a vulva-fejloédés megzavarasatol az L4-es larvastadium soran (133).
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7. abra: A H;;’i;?n:;ae):ndesitése csokkenti a hsp-90 mRNS és fehérje
expressziot és indukalja a hésokk-valaszt. A hsp-90(RNSi) hatasara csokken
a hsp-90 mRNS (a) és fehérje (b) szintje. Fiatal felnétt allatokbol késziilt
lizatumok Western Blotja. A statisztikai adatok megtalalhatoak a 6. tablazatban.
A hsp-90(RNSi)-t kikeléstdl (c, e) vagy az L4 stadium elérését6l (d, f)
alkalmazva a hsp-16.2 (c-d) és hsp-70 (C12C8.1) (e-f) mRNS szintjei
indukaldédtak nem hdsokkolt koriilmények kozott is hsf-1-fliggé modon,
valamint megnovelte a hésokkot kovetod tulélést is (g). A termotolerancia adatok
metalalhatoak a 7. tdblazatban. Az mRNS expressziot qRT-PCR-rel mértem és
p-actin. mRNS-re normalizaltam. Az oszlopdiagramok a kettes alapu

logaritmusra transzformalt atlagos expresszid valtozast mutatjdk sztandard
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hibaval a megfeleld6 EV kontrollhoz viszonyitva, melyet 1-nek vettem.
Megjegyzem, hogy a hibasavok asszimmetrikus jellege a logaritmikus skéla
kovetkezménye. Az itt bemutatott adatok harom filiggetlen kisérletbdl
szarmaznak. A qRT-PCR statisztikait ANOVA segitéségével analizaltam és az
értékek megtalalhatok a 8. tablazatban. A tGlélési adatokat Student t-teszttel
hasonlitottam 6ssze. EV: iires vektor RNSi. *:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001.

Annak érdekében, hogy elkiilonithessiik a larvalis fejlddés, valamint a felndttkor alatti
HSP-90 hatast, az allatokat oly méddon is kezeltem hsp-90(RNSi)-vel, hogy csupan az L4-
es larvastadium elérése utdn keriltek az RNSi lemezekre. Mint varhatdé volt, a
kitiiremked6 vulva fenotipus ezuttal nem jelent meg. A petesejt-termelésben, valamint az
embrionalis fejléddésben betdltott fontos szerepének megfeleléen a hsp-90 petekortol valo
csendesitése sterilitast okozott, melyhez a gonad-régioban petesejt-hidny is tarsult,
azonban L4-es kortdl kezelve csupan csokkent utédszamot okozott olykor embrionalis
letalitassal (8./d-e abra). A fertilitas-vizsgalatok fliggetlen replikacidjat Gecse Eszer
kollégam végezte. Az altala végzett kisérleteket a Fiiggelék statisztikai adatokra
vonatkozo részében is jel6lom. A hsp-90 petekortol, vagy L4-es kortdl vald csendesitése
egyarant hsf-1-fiiggd hsp-16.2 és hsp-70 mRNS expresszio novekedést valtott ki fiatal
felnéttekben (7./c-f abra), egyetértésben a hésokkvalasz kompenzald aktivaciojaval a
csokkent HSP-90 fehérjeszint hatasara (130). Emellett megfigyeltem egy kis mértéki, de
szignifikans emelkedést a fiatal felndtt allatok hdsokk alatti ttilélésében is, amennyiben
azok pete koruktol hsp-90(RNSi)-vel voltak kezelve (7./g abra), ami megnovekedett
stressz-rezisztenciat tiikkr6z, melyet Osszefiiggésbe hoztak a hosszi élettel €s az

egészséges oregkorral is (46).

-34 -



hsp-90(RNSi)

Kitiiremkedd vulva fenotipusu
allatok aranya (%)

Atlagos utédszam
- o
(=3 o
o o

o
=3

200

- -
=3 o
E= o

Atlagos utédszam

1]
o

DOI:10.14753/SE.2019.2274

Fej és L. Disztalis
proximalis bél Vulva régio gondd Farok
3
100 *kk C n.s.
100% -
Felnétt
80 ® 80% A uL4
By uL3
60 3
2 60% A
°
40 a 40%
=]
Q
; ) - .
0 = 0% J
EV hsp-90(RNSI) EV hsp-90(RNSi)
e
EGG - 200 - L4 SEV
D hsp-90(RNSI) £ 150 - mispr ORI
3
°
k<]
S 100 A
1}
o
o
s
< 50 4
0 - T T T T T T \
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Napok az L4 stadium elérése 6ta Napok az L4 stadium elérése 6ta
Pete mdaf-2;EV 9 200 - L4 |daf-2;EV
Odaf-2;hsp-90(RNSi) Odaf-2;hsp-90(RNSi)
£ 150
G
P
o
9
5 100
[’
o
p=
8
g 50 4
0 4
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Napok az L4 stadium elérése 6ta

Napok az L4 stadium elérése ota

8. abra: A HSP-90 csendesitésének hatasa a vad tipus fejlodésére, valamint

a vad és daf-2 mutans allatok fertilitasara. A hsp-90(RNSi) kitiiremked6 vulva

fenotipust okoz (a, fehér nyil és b, p<0,001), valamint gatolja a petesejt termelést

(a,

fehér nyil),

azonban egyéb morfologiai rendellenesség nem volt

megfigyelheté (a és ¢, p=0,123). A fenotipusos adatokat Student t-teszt

alkalmazasaval kasonlitottam Ossze SPSS 15.0 szoftverben. Az oszlopok a
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fenotipus atlagos gyakorisdgat mutatjak, mig a hibasdvok az atlag sztandard
hibajat fejezik ki. Kikeléstdl alkalmazva a hsp-90(RNSI) sterilitashoz vezet (d és
f; Pete), mig az L4-es stadium elérésétdl (e és g; L4) csokkenti az utédszamot a
vad tipusu N2 (d és e) és daf-2(e1370) (e és f) mutansban egyarant. A

termékenységi adatokat a 10. tdblazat tartalmazza.

Ezek alapjan a hsp-90(RNSI), alkalmazzuk akar a larvalis fejlédés soran, vagy azt
kovetden, biztonsagos mddszernek bizonyult a HSP-90 kapacitas csokkentésére anélkiil,

hogy veszélyeztetnénk az allatok fejlodését, illetve egészségét.

6.1.2 A HSP-90 kapacitas csokkenése korliatozza a normalis élettartamot

Ezutan azt a kérdést vizsgaltam meg, vajon a HSP-90 kapacitdsdnak csokkenése
petekortdl, vagy a larvalis fejlodés végétdl alkalmazva miként befolydsolja a vad tipust
allatok természetes élettartamat. Els6ként megmértem a vad tipusu N2 férgek élettartamat
ires vektort, illetve hsp-90(RNSi)-t tartalmazo baktériumon tartva az egész ¢letiikk
folyaman. Eredményeim alapjan a hsp-90(RNSi) ~27%-kal csokkentette az allatok
¢lettartamat az EV-hoz képest (9./a abra). A hsp-90(RNSi) kisebb mértékben ugyan, de
tovabbra is szignifikans élettartam-csokkenéshez vezetett akkor is, ha a kezelést csak az
L4-es stadiumtol végeztem az allatok feln6ttkoran at (9./b abra). A hsp-90(p673)
funkcidnyeréses allél az irodalmi adatok alapjan leginkabb azon keresztiil csokkenti az
¢lettartamot, hogy az éllatokat ugynevezett ,,bagging” fenotipusuva teszi, ahol a halal
peterakasi defektusbdl ered, melynek kovetkeztében az anyadllaton beliil kelnek ki az
utdédok — ezzel a halalat okozva (44). Nem figyeltem meg ,,bagging” fenotipust és ebbdl
fakado id6 el6tti elhalalozast hsp-90-csendesitett populacidban. Az a tény, hogy a hsp-90
csendesités a fejlodés soran és utan alkalmazva egyardnt hasonldo mértékii élettertam-
csokkenéshez vezet arra utal, hogy a hsp-90 a peterakastol és a fertilitastol fiiggetlentil
befolyasolja a tulélést (8./d-e¢ abra). Az, hogy az allatok élettartama csokkent, noha
indukalddott benniik a hdsokk-vélasz, mely eldre jelzi és eldidézi a hosszu életartamot
(134,135) annak a kdvetkezménye lehet, hogy optimalis HSP-90 kapacitas hianyaban

tobb kiilonbozo, a tulélést eldsegitd mechanizmus is kart szenvedhet egyidejiileg.
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9. abra: A HSP-90 sziikséges a normal élettartamhoz. A kikeléstol (a) vagy
L4-es kortol (b) alkalmazott hsp-90(RNSi) a daf-16(mgDf50) mutans szintjére
csokkenti le a vad tipus élettartamat (p<0,001 és p<0,001). Az élettartam
méréseket haromszor végeztem el. A talélési gorbéket Kaplan-Meyer log rank
teszttel hasonlitottam Ossze. Az élettartam értékek megtalalhatdak az 5.

tablazatban. EV: iires vektor RNSi.

6.2 A HSP-90 hatasa a csokkent ILS altal indukalt élettartam szabalyozasara

6.2.1 A hsp-90 a larvalis fejlodés soran sziikséges a csokkent ILS altal kivaltott
megnovekedett élettartamhoz

Az inzulin jelatviteli Gitvonal aktivitasanak csokkentése az egyik leghatékonyabb és
tobb modellrendszerben is igazolt élettartam-noveld hatas (54). Ennek okan hasonlitottam
Ossze a daf-2(e1370) és daf-2(e1370);daf-16(mgDf50) egyszeres és kétszeres mutans
allatokat tires vektort, vagy hsp-90(RNSi)-t tartalmazo baktériumon ndvesztve. Az
irodalmi adatoknak megfeleléen a daf-2 mutaciodja jelentés mértékti novekedést okozott
az élettartamban a vad tipushoz viszonyitva, melyet a daf-16 elvesztése teljesen
visszacsOkkentett (10./a abra) (69,106,136). A hsp-90(RNSi) kezelés petekortol torténd
alkalmazasa mellett lecsokkent a daf-2(e1370) mutans férgek élettartama, arra utalva,
hogy a HSP-90 sziikséges a csokkent ILS altal kivaltott megnyult élettartam teljes

megjelenéséhez.
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10. abra: A HSP-90 sziikséges a csokkent ILS altal kivaltott hosszu
élettartamhoz is. A daf-2(e1370) allél szignifikansan megndveli a vad tipusu
daf-16 génnel rendelkez6 férgek élettartamat (p<0,001), de nem tesz igy a daf-
16(mgDf50) mutansok esetén (p=0,958). A kikelést6l alkalmazott hsp-90(RNSI)
(@) csokkenti, azonban az L4-es kortol alkalmazott (b) nem valtoztatja meg
szignifikansan a daf-2(e1370) mutansok élettartamat (p=0,001 vs. p=0,076).
Hasonloképpen, a hsp-90(RNSI) kezelés kikeléstdl csokkenti, de L4-es kortol
alkalmazva nem befolyasolja a daf-2(e1370);daf-16(mgDf50) kettés mutasnok
élettartamat (p<0,001 és p=0,435 az a és b paneleken). Az élettartam méréseket
haromszor végeztem el. A talélési gorbéket Kaplan-Meyer log rank teszttel
hasonlitottam 0ssze. Az ¢élettartam értékek megtalalhatoak az 5. tablazatban. EV:

ures vektor RNSI.

Lehetséges, hogy a hsp-90(RNSI) részleges hatasa annak tudhat6 be, hogy a dupla
szali RNS nem képes bejutni a neuronokba, melyekbdl hidnyzik az ehhez sziikséges SID-
1 fehérje (137). Ennek a lehetdségnek a megvizsgalasa érdekében RNS interferenciat
alkalmaztam a daf-2 gén csendesitésére is a hsp-90-nel kombinalt formaban. A vad tipusu
allatok élettartama ~100%-kal nétt a daf-2(RNAI)/EV kezelés hatasara ahhoz képest, ha
csupan tiires vektort tartalmazo baktériummal taplaltam oOket (11. dbra) — ez a hatés
teljesen hianyzott daf-16(mu86) mutans hattéren. Ismét 20-50%-os részleges csokkenést
tapasztaltam a daf-2-csendesitett allatok ¢élettartamaban, amennyiben a hsp-90-et is
csendesitettem benniik, ami hasonlé mértékli, mint amit a daf-2 mutans fonalférgek
esetén lattunk. Mindez a HSP-90 élettartamot tdmogatd hatasara utal a nem-neuralis

szOovetekben.
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11. abra: A HSP-90 kapacitas csokkentése limitalja a daf-2(RNSi) altal
indukalt hosszu élettartamot. A hsp-90(RNSi) csokkenti a daf-2(RNSi)-vel
kezelt vad tipust, N2 férgek megnyult élettartamat (p<0,001), de nem
befolyasolja a szintén daf-2(RNSi)-t tartalmazo baktériummal etetett daf-
16(mu86) mutans talélését (p=0,521). Az RNSi kezeléseket a kikeléstol
alkalmaztam, és a baktériumokat 1:1 aranyban kevertem 0ssze, beleértve az EV
torzset a szimpla RNSi kontrollok esetében. Az €lettartam méréseket haromszor
végeztem el. A talélési gorbéket Kaplan-Meyer log rank teszttel hasonlitottam
Ossze. Az élettartam értékek megtalalhatéak az 5. tdblazatban. EV: {ires vektor

RNSI.

Kovetkez6 1épésként meghataroztam a hsp-90(RNSi) hatasat az élettartamra akkor, ha
csak az L4-es stadium elérése utan alkalmaztam daf-2 mutansokban. A hsp-90(RNSi)
kezelés mind a négy elvégzett mérés esetén tovabb novelte a daf-2(e1370) allatok
talélését, azonban a mérések felében a hatas nem érte el a statisztikai szignifikancia
szintjét (10./b abra). Ezek a megfigyelések abba az iranyba mutatnak, hogy a HSP-90
¢lettartamot tamogat6 hatasa elsdsorban a fejlddés soran, mintsem utana érvényesiil mind
a vad tipustu, mind pedig a daf-2 mutans fonalférgek esetén. Az élettartam-mérések
fiiggetlen replikacidjat Gecse Eszer kollégam végezte. Az altala végzett kisérleteket a
Fiiggelék statisztikai adatokra vonatkozo részében is jelolom. Felmeriilt, vajon hogyan
befolyasolja a hsp-90 a daf-2 mutansok fertilitasat. Korabbi megfigyelésekkel
egyetértésben (138) a daf-2 mutacid kitolodott kezdetii szaporodashoz vezetett, melyet
hasonlé mértékben csokkentett a hsp-90(RNSi), akar petekortol, akar L4-es kortol
alkalmaztuk (8./f-g abra). Ezek alapjan a hsp-90(RNSi) kezdési idépont-fiiggden eltérd
hatéasa a daf-2 élettartamra fiiggetlennek bizonyult a fertilitastol.
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Az elvégzett kisérletek nagy részében a hsp-90(RNSI) tovabb csokkentette a daf-16 és
daf-2;daf-16 mutansok élettartamat, azonban szignifikansan kisebb mértékben tette ezt,
mint azon torzsek esetén, melyek vad tipust daf-16 génnel rendelkeznek (9. abra, 10.
abra, 11. és 12. abra). Mindemellett a daf-16 mutacidja megsziintette a hsp-90(RNSi)
korai felnéttkortol alkalmazva jelentkezé élettartam-néveld tendenciajat daf-2
mutdnsokban (10./b 4abra). Osszességében elmondhaté, hogy a HSP-90 élettartam-
szabalyozasban betoltott szerepének egyarant lehetnek daf-16-fliggd, és attol fiiggetlen

komponensei mind a vad tipusu, mind pedig a csokken ILS-sel rendelkezd férgek

esetében.
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12. abra: A HSP-90 csendesitése daf-16-fiiggetlen modon is roviditi az
élettartamot. A kikelést6l alkalmazott hsp-90(RNSI) szignifikansan csokkenti a
vad tipusu (a) (p<0,001 az EV-hoz képest) és kevésbé, de szintén szignifikansan
a daf-16(mu86) (b) (p<0,001 6-bol 3 kisérletben) és daf-16(mgDf50) (c)
(p<0,001) mutansok ¢élettartamat. Az élettartam méréseket haromszor végeztem
el. A tulélési gorbéket Kaplan-Meyer log rank teszttel hasonlitottam 6ssze. Az
¢lettartam értékek megtalalhatoak az 5. tablazatban. EV: iires vektor RNSi.

6.2.2 A hsp-90 neuralis csendesitése dauer fenotipus megjelenéséhez vezet vad
tipusban, periférias csendesitése azonban nem befolyasolja a daf-2 mutansok dauer
fejlodését.

Azon fonalférgek, melyekben csokkent az ILS aktivitasa, nagy valdszinliséggel térnek
at egy alternativ fejlédési Utvonalra és képeznek kitarto, ,,dauer” larvékat, amennyiben
valamilyen stressz éri Oket. Hasonloképp a hsp-90(p673) pontmutacid szintén dauer
képzédéshez vezet C. elegans-ban azaltal, hogy gatolja a DAF-11 guanil-ciklazt
kemoszenzoros neuronokban (39). Ennek okan vizsgaltam meg, miként 1ép
kolcsonhatasba a daf-2 és a hsp-90 a dauer fejlédés soran. Mint korabban leirtak (139), a
daf-2(e1370) mutansok 25°C-on ndvesztve szinte kivétel nélkiil dauer larvakka fejlodtek,
mig egy masodlagos mutacio megléte a daf-16 génben megsziintette ezt a jelenséget
(13./a abra). Korabbi vizsgalatokkal egyetértésben (69,70) ugy tlnik, hogy a daf-16a
izoforma 6nmagéban is elegendd a ,,dauer program” megjelenéséhez, mig ha csupéan a
daf-16d/f izoforma volt jelen, az allatoknak kisebb része valt dauer larvava. A csokkent
ILS altal kivaltott dauer larvava valo6 alakulasrol az L1-es stadium soran sziiletik meg a
dontés és sziikséges hozza elsdsorban a nauronalis daf-2 és daf-16 (138,140). Ezzel
egyetértésben a hsp-90 kikeléstél valo csendesitése nem neuralis szovetekben nem
befolyasolta egyik vizsgalt torzs dauer-képzését sem (13./a abra). Emiatt Gigy hataroztam,
felhasznalom a TU3335 jelzésti torzset is, mely minden sejtjében kifejezi az RNSi
miikodéséhez sziikséges SID-1 fehérjét — igy az idegsejtekben is (141) — aminek révén
megerésitettem a korabban leirtakat a megfelelé neuronalis HSP-90 funkcio

sziikségességérdl a dauer forma kivédéséhez (38,39) (13./b abra).
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13. abra: A HSP-90 csendesitése nem neuronalis sejtekben nem befolyasolja a
dauer-larva képzédést vad tipusa és daf-2 mutans fonalférgekben. (a) Dauer
képzodés a daf-2(e1370) allatokban 25°C-on. A daf-16a izoforma elégséges a dauer
képzddés kozvetitéséhez, mig a daf-16d/f térzs (p=0,081 EV-on és p=0,037 hsp-
90(RNSI)-n) csokkent dauer képzodést mutat. A hsp-90(RNSi) nem befolyasolta a
dauer képzddést az iires vektorhoz viszonyitva. (b) Dauer képzddés a vad tipust N2
¢és a minden sejtjében RNSi-érzékeny TU3335 toérzsben 25°C-on. A hsp-90(RNSi)
csak a TU3335 allatokban indukélja a dauer képzddést (p<0,05), mig a vad tipusra
nincs hatassal. Minden kisérletet hdromszor végeztem el, és az atlag és annak
sztandard hibajaként fejeztem ki az oszlopdiagrammokon. A statisztikait ANOVA
segitségével analizéltam és az adatok megtaldlhatoak a 11. tdblazatban. EV: iires

vektor RNSi. *:p<0,05; ***:p<0,001.

A DAF-11 altali ,,dauer-dontés” szintén az L1-es stadiumban torténik meg (142),
amibdl az kovetkezik, hogy a hsp-90 csendesités mar a (kései) L1-es stadiumban fellép.
A neuronalis hsp-90(RNSI) altal kivaltott dauer képz6dés, valamint az embrionalisan
hianyz6 HSP-90 miatt fellépd embrionalis/korai larvalis letalitas (39,41)
megakadalyozta, hogy megvizsgaljam a hatasat a daf-2 altal kivaltott dauer fenotipusra.

Mindazonaltal az eredményeim az élettartam adatokkal egyiitt arra utalnak, hogy a HSP-
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90 a periférias szovetekben befolyasolja a vad tipust és daf-2 mutans élettartamot,

azonban ez a hatas idOben és térben is elkiiloniil a fejlodésre kifejtett hatasatol.

6.2.3 A HSP-90 elésegiti a DAF-16A transzlokicidjat a sejtmagba

Az a tény, hogy a HSP-90 a daf-2 muténs élettartamara kifejtett hatasa fiigg a DAF-16
meglététdl arra utal, hogy funkcionalis kapcsolat allhat fenn a két fehérje kozott.
Feltettem hat a kérdést, miként hat a hsp-90 csendesitése a DAF-16 funkcioképességére.
A DAF-16 aktivalodasanak fontos 1épése mind a csokkent ILS, mind pedig hésokk
hatasara bekovetkez6 athelyezOdése a sejtmagba (143). Eldszor is az vizsgaltam meg,
miként valtozik a DAF-16 sejten beliili eloszlasa a daf-16a/b::GFP transzgént hordozo
TJ356 torzsben petekortol torténd daf-2 illetve hsp-90 csendesités hatasara. A hasonld
RNSi dozisokat biztositandd az allatokat iires vektort (EV), daf-2(RNSi)/EV-t, daf-
21(RNSI)/EV-t and daf-2(RNSi)/daf-21(RNSi)-t tartalmaz6 baktériumokkal etettem, a
kiilonboz6 RNSi torzseket 1:1 aranyban vegyitve. A daf-2 csendesitett fonalférgekben a
DAF-16A/B nagy része a sejtmagban koncentradlodott mind az intesztindlis mind pedig
az izom sejtekben. Megfigyeléseim szerint a hsp-90 csendesitése részlegesen gatolta a
DAF-16A/B::GFP daf-2-csendesités altal kivaltott transzlokacidjat (14./a és b abra). Ez
az eredmény azt sugallja, hogy a HSP-90 el6segiti a DAF-16 athelyezddését valaszul a
csokkent ILS-re. Annak érdekében, hogy megvizsgaljam, ez a jelenség vajon egy, a
fejlédés soran befolyasolt folyamat eredménye-e, vagy felndttkorban is jelentkezik,
megismételtem a méréseket ugy is, hogy L4-es stddiumu allatokat helyeztem az RNSi
lemezekre. A korabban megfigyelt, daf-2(RNSi) altal kivaltott nuklearis lokalizacio
ezuttal is megfigyelheté volt, csakigy mint ennek az athelyez6désnek a hsp-90(RNSI)
altali gatlasa (14./c és d abra).
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transzlokaciéjahoz. Reprezentativ epifluoreszcens mikroszkopos képek,
melyek a DAF-16A/B::GFP daf-2(RNSi) altal indukalt sejtmagi
athelyez6désének hsp-90(RNSi) kezelés altali gatlasat mutatjak a kikeléstol (a),
illetve az L4-es stadium elérésétdl (c) alkalmazva. Fehér nyilak mutatjak a
sejtmagi lokalizacioju GFP-t. A DAF-16A/B::GFP lokaliz4cidjanak harom
kiilon mérésbdl eredd adatainak szamszeriisitése (atlag + az atlag sztandard
hib4ja), ahol mindegyik kisérlet 30 allatot vizsgalt kondicionként (b és d). A
,»citoszolikus” jelz6 olyan allatokat jeldl, melyekben a GFP-jel a sejtplazméban
mutatkozott, a ,,.koztes” jelzével olyan allatokat illettem, melyeknél a sejtplazma
mellett a sejtmagban is megfigyelheté volt a GFP, mig a ,,sejtmagi” olyan
allatokat takar, melyek esetén a GFP-jel a sejtmagokban koncentralodott. A
mikroszkopos képek harom fliggetlen kisérlet reprezentativ képei. A statisztikai
analizist ANOVA haszndlataval végeztem és az adatok a 9. tablazatban

taldlhatdak meg. EV: {ires vektor RNSi. *:p<0,05; ***:p<0,001

crer

kiilonbozik-e az egyes DAF-16 izoformakat tekintve. Az ismert harom DAF-16
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izoforma-csoport koziil kettd, az A és D/F/H izoformak az élettartam meghatarozasaban
betdltott szerepét az ILS szabalyozza (68—70,144,145). Ennek okan két-két olyan torzset
alkalmaztam, melyek kiillonb6z0, fluoreszcensen jellt formaban fejeznek ki egyes DAF-
16 izoformakat daf-16(mgDf50) nullmutans hattéren: daf-16a::rfp és daf-16d/f::gfp
valamint ezek daf-2(e1370) mutans variansai (69). Az RNSi kezelést kikelést6l kezdve

alkalmaztam, a DAF-16 sejten beliili eloszlasat pedig a felndttkor elsé napjan olvastam

le.
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15. abra: A HSP-90 szelektiven szabalyoza a DAF-16A sejtmagi
transzlokaciojat. Reprezentativ epifluoreszcens mikroszkopos képek, melyek a
daf-2(e1370) mutacio altal indukalt DAF-16A::RFP sejtmagi transzlokacidjanak
hsp-90(RNSI) altali gatlasat mutatjak akar kikeléstél (a), akar az L4-es stadium
elérésétol (c) kezeltem az allatokat. Fehér nyilak mutatjdk a sejtmagi
elhelyezkedésii RFP-t. A DAF-16A::RFP lokalizacidjanak harom fiiggetlen
mérésbol eredd adatainak szdmszerlsitése (atlag + az atlag sztandard hibaja),
ahol minden kisérlet esetén kondicionként 30 allatot vizsgaltam (b és d). A
,,Citoszolikus” jelzé olyan allatokat jelol, melyekben a RFP-jel a sejtplazmaban

mutatkozott, a , ,koztes” jelzdvel olyan allatokat illettem, melyeknél a sejtplazma
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mellett a sejtmagban is megfigyelhetd volt a RFP, mig a ,,sejtmagi” olyan
allatokat takar, melyek esetén a RFP jel a sejtmagokban koncentralédott. A
mikroszkdopos képek harom fliggetlen kisérlet reprezentativ képei. A statisztikai
analizist ANOVA hasznalataval végeztem és az adatok a 9. tablazatban

talalhatdak meg. EV: lires vektor RNSi. *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001
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16. abra: A hsp-90 csendesitése nem befolyasolja a DAF-16D/F::GFP
sejtmagi atlehyezédését. A daf-2(e1370) mutans allél nem indukalja a DAF-
16D/F::GFP athelyezddését a sejtmagba sem 20°C-on (a), sem pedig 25°Cpn
(b). (d) A DAF-16D/F::GFP hésokk altal indukalt sejtmagi transzlokacidjara
nincs hatéassal a hsp-90(RNSi). Fehér nyilak mutatjak a sejtmagi elhelyezkedésii

GFP-t. Felhivom a figyelmet a minden mintdban megmutatkozo hattér
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autofluoreszcenciara. A DAF-16D/F::GFP lokalizacidjanak harom fiiggetlen
mérésbol eredd adatainak szamszerlsitése (atlag + az atlag sztandard hib4gja),
ahol minden kisérlet esetén kondicionként 30 allatot vizsgaltam (c €s e). A
,,Citoszolikus” jelzé olyan allatokat jel6l, melyekben a GFP-jel a sejtplazmaban
mutatkozott, mig a ,,sejtmagi” olyan éallatokat takar, melyek esetén a GFP jel a
sejtmagokban koncentralodott. A mikroszkopos képek harom fiiggetlen kisérlet
reprezentativ képei. A statisztikai analizist ANOVA hasznalatdval végeztem ¢&s

az adatok a 9. tdblazatban talalhatéak meg. EV: iires vektor RNSi. ***:p<0,001

Korabbi tanulmanyoknak megfeleléen a DAF-16A::RFP transzgén kifejezett sejtmagi
lokalizaciot mutatott a bél- és izomsejtekben egyarant, mig a DAF-16D/F::GFP a
sejtplazmaban maradt a daf-2(e1370) mutansban a sértetlen daf-2 alléllel rendelkez6
torzsekhez képest (15./c és d, ill. 16./a-c abrak) (69,143) fliggetleniil a ndvesztési
homérséklettdl. A hsp-90 csendesités — hasonléan a DAF-16A/B::GFP-re kifejtett
hatasahoz — gatolta a DAF-16A::RFP athelyezddését, mikdzben nem befolyasolta a DAF-
16D/F::GFP elhelyezkedését (14./a és b, 15./c és d, ill. 16./a-c abrak). Annak érdekében,
hésokkot is alkalmaztam, aminek hatasara az irodalom alapjan mindkét izoforma a

sejtmagba helyezédik at (69,143).
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17. abra: A HSP-90 sziikséges a DAF-16A/B hésokk-indukalta sejtmagi
transzlokaciéjahoz. Reprezentativ epifluoreszcens mikroszkopos képek,
melyek a DAF-16A/B::GFP hdsokk (1 ora 35°C) altal indukalt sejtmagi
athelyez6désének hsp-90(RNSI) kezelés altali gatlasat mutatjak a kieléstol (a),
illetve az L4-es stadium elérésétdl (c) alkalmazva. Fehér nyilak mutatjak a
sejtmagi lokalizacioju GFP-t. A DAF-16A/B::GFP lokaliz4cidjanak harom
kiilon mérésbdl eredd adatainak szamszeriisitése (atlag + az atlag sztandard
hibgja), ahol mindegyik kisérlet 30 allatot vizsgalt kondicionként (b és d). A
,,Citoszolikus” jelz6 olyan allatokat jel6l, melyekben a GFP-jel a sejtplazmaban
mutatkozott, a ,,koztes” jelzdvel olyan allatokat illettem, melyeknél a sejtplazma
mellett a sejtmagban is megfigyelheté volt a GFP, mig a ,,sejtmagi” olyan
allatokat takar, melyek esetén a GFP-jel a sejtmagokban koncentralodott. A
mikroszkdopos képek harom fiiggetlen kisérlet reprezentativ képei. A statisztikai
analizist ANOVA hasznalataval végeztem és az adatok a 9. tablazatban

talalhatoak meg. HS: hésokk, EV: iires vektor RNSi. ***:p<(,001.
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18. abra: A DAF-16A izoforma igényli a HSP-90-et a héssokk-indukalta
sejtmagi transzlokaci6jahoz. Reprezentativ epifluoreszcens mikroszkopos
képek, melyek a DAF-16A::RFP hdsokk altal indukalt sejtmagi
az L4-es stadium elérésétdl (c) kezeltem az éallatokat. Fehér nyilak mutatjak a
sejtmagi elhelyezkedésti RFP-t. A DAF-16A::RFP lokalizaciojanak harom
fliggetlen mérésbdl eredd adatainak szamszeriisitése (atlag + az atlag sztandard
hib4ja), ahol minden kisérlet esetén kondicionként 30 allatot vizsgaltam (b és d).
A ,citoszolikus” jelz6 olyan allatokat jelol, melyekben a RFP-jel a
sejtplazméban mutatkozott, a ,koztes” jelzOvel olyan allatokat illettem,
melyeknél a sejtplazma mellett a sejtmagban is megfigyelhetd volt a RFP, mig a
»sejtmagi” olyan allatokat takar, melyek esetén a RFP jel a sejtmagokban
koncentralodott. A mikroszkopos képek harom fliggetlen kisérlet reprezentativ
képei. A statisztikai analizist ANOVA hasznalataval végeztem ¢€s az adatok a 9.

tablazatban talalhatéak meg. HS: hésokk, EV: iires vektor RNSi. ***:p<0,001

Valoban, méréseim alapjan a hdsokk kifejezett sejtmagi lokalizaciot indukalt a DAF-

16A/B::GFP, DAF-16A::RFP és DAF-16D/F::GFP eetén is (16./d és e, 17./a és b, ill.
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18./a és b abrak). Mindazonaltal a hsp-90(RNSIi) hatasara a DAF-16D/F::GFP tovabbra is
sejtmagi maradt, mig a DAF-16A/B::GFP ¢és DAF-16A::RFP hdsokk-indukcioja
gatlodott (16./d és e, 17./aés b, ill. 18./a és b abrak). Hasonl6 eredményre jutottam az [.4-
es stadiumtol alkalmazott RNSi kezelés esetén is, vagyis a hsp-90 csendesitése gatolta
mind a hdsokk, mind pedig a daf-2 mutacio altal kivaltott DAF-16A sejtmagi
transzlokaciot (15./e és f, ill. 18./c és d abrak). Ezek az eredmények — amellett, hogy
ravilagitanak a DAF-16A ¢és D/F izoformak eltérd szabalyozéasara — er0sen tdmogatjak a
HSP-90 sziikségességét a DAF-16A athelyezddéséhez alacsony tapanyag elérhetoség €s

hdésokk koriilmények esetén is.

6.2.4 A HSP-90 sziikséges a DAF-16A-fiiggé transzkripcionalis funkciohoz
Kovetkez6 1épésben azt tanulmanyoztam a hsp-90 csendesités miként hat kiilonb6z6
DAF-16 célgének kifejezddésére. Megvizsgaltam olyan géneket, melyekrdl tigy tartja az
irodalom, hogy mindkét izoforma szabalyozasa alatt allnak (sod-3 and old-1), olyanokat,
melyekrol leirtak, hogy elsdsorban a DAF-16A altal szabalyozodnak (scl-20 and gst-20)
és olyanokat is, melyekr6l ismert, hogy DAF-16D/F izoforma célgénjei (lea-1, scl-1, col-
183, R0O5D8.7). Az elso kisérlet-sorozatban annak érdekében, hogy elkiilonithessiik az
egyes izoformadkat, valamint elkeriilhessiik a sziikségtelen ,kereszt-beszélgetéseket” a
tobbi DAF-16A izoformaval, a fentebb ismertetett daf-16a::rfp ¢és daf-16d/f::gfp

torzseket hasznaltam.
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19. abra: A HSP-90 szelektiven szabalyozza a daf-16-fiiggé célgén
expressziot DAF-16A izoforma transzgén hattéren. (a-d) A hsp-90(RNSI)
hatasa a sod-3 (a), old-1 (b), valamint a DAF-16A-specifikus scl-20 (c) és gst-
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20 (d) mRNS szintekre daf-16(mgDf50);daf-16a::rfp genotipust allatokban,
illetve azok daf-2(e1370) valtozataban. (e-h) A hsp-90(RNSi) hatasa a sod-3 (e),
old-1 (f), valamint a DAF-16D/F-specifikus lea-1 (g) és scl-1 (h) mRNS
szintekre daf-16(mgDf50);daf-16d/f::gfp allatokban, illetve azok daf-2(e1370)
valtozataban. A fonalférgeket tires vektort, illetve hsp-90(RNSi)-t kifejezd
baktériumokkal etettem kikeléstdl. Az mRNS expressziot qRT-PCR
hasznalataval vizsgaltam, f-actin mMRNS-re normalizaltam, majd a kettes alapt
logaritmusukra transzformalt expresszid valtozas értékeket fejeztem ki (atlag =
az atlag sztandard hibaja) az iires vektorhoz viszonyitva, melynek értékét 1-nek
vettem. Az itt bemutatott adatok harom fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak. A
gRT-PCR statisztikait ANOVA hasznalataval analizaltam, az adatok
megtaldlhatoak a 8. tdblazatban. EV: iires vektor RNSi. *:p<0,05; **:p<0,01;
***:n<0,001.

A sod-3 és old-1 mRNS expresszidjat — melyet a daf-2(e1370) mutacio valtott ki —
mindkét esetben gatolta a hsp-90(RNSI) a daf-16a::rfp torzsben (19./a és b abra), mig
nem befolyasolta 6ket a daf-16d/f::GFP torzsben (19./e és f abra). A sod-3 és old-1
indukci6 hsp-90-fiiggo jellege megerdsitést nyert a daf-2(RNSi) hasznalataval vad tipusa
allatokon is (20. abra).

o
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20. abra: A HSP-90 sziikséges a daf-2(RNSi) altal indukalt old-1 és sod-3 mMRNS
expressziohoz. A hsp-90(RNSi) és/vagy daf-2(RNSi) kezelések hatasa az old-1 (a)
¢és a sod-3 (b) mRNS szintjeire. Az RNSi kezeléseket kikeléstél végeztem. Az
mRNS expressziot qRT-PCR hasznalataval vizsgaltam, p-actin  mRNS-re
normalizaltam, majd a kettes alapti logaritmusukra transzformalt expresszio
valtozas értékeket fejeztem ki (atlag & az atlag sztandard hibaja) az iires vektorhoz

viszonyitva, melynek értékét 1-nek vettem. Az itt bemutatott adatok harom
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fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak. A qRT-PCR statisztikdt ANOVA hasznalataval
analizaltam, az adatok megtaldlhatéak a 8. tablazatban. EV: iires vektor RNSi.
*:p<0,05; **:p<0,01.

Ezen kiviil az old-1 gén expresszidja csupan a daf-16a::rfp torzs daf-2(e1370) mutans
valtozataban emelkedett meg (19./b és f abra). Ezek az eredmények alatamasztanak
korabbi adatokat a sod-3-ra vonatkozoan (70), valamint felvetik, hogy az old-1 gén
preferencialis DAF-16A célgén lehet. Szintén kivalasztottam az scl-20 és gst-20 géneket,
melyeket specifikus DAF-16A célgénekként azonositottak (70). Az scl-20 egy vélt p53
célgén, mely mind az élettartam, mind pedig a tumorsejt proliferacié szabalyozasaban
szerepet jatszik (146). A gst-20 az emberi hematopoetikus prosztaglandin D szintaz C.
elegans ortologja és részt vesz a felndtt élettartam daf-2 indukalta, étrend-fiiggd
megnyujtasaban (70). Kisérleteim megerdsitették mindkét gén indukcidjat a daf-2(e1370)
allél altal a daf-16a::rfp torzsben, valamint a gst-20 expresszidjanak hatékony gatlasat
mutattak hsp-90(RNSI) altal (19./c és d abra). A DAF-21-nek a DAF-16D/F izoforma
transzkripcids aktivitasara kifejtett hatasanak vizsgalatahoz a lea-1 és scl-1 géneket
valasztottam, mint szelektiv célgéneket (69,70). A lea-1 egy olyan fehérjét kodol, melyrol
feltételezik, hogy hidrofil, héstabil, valamint szerepet jatszik az anhidrobi6zisban (147),
mig az scl-1 egy prediktalt szekrécios fehérjét kodol, mely tagja a ciszteinben gazdag
szekrécios fehérje (CRISP) csaladnak (63). A DAF-16A célgénekkel ellentétben ennek a
két transzkripcios célgénnek nem gatlodott az expresszidja daf-16d/f::GFP transzgén
hattéren hsp-90(RNSi) hatasara (19./g és h abra).

A potencidlis 1zoform-specifikus szabalyozds tovabbi vizsgalata érdekében
megmértem a DAF-16A és DAF-16D/F izoforma specifikus célgének expresszidjanak
értékét vad tipust és mutans daf-16 hattéren az L4-es kortol torténd hsp-90 csendesités

hatasara.
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21. abra: A HSP-90 specifikusan sziikséges a DAF-16A-fiiggé célgének
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expressziojahoz vad tipusu daf-16 hattéren. (a-d) A hsp-90(RNSi) hatasa a
sod-3 (a), old-1 (b), valamint a DAF-16A-specifikus gst-20 (c¢) és scl-20 (d)
mRNS szintjére. (e-h) A hsp-90(RNSi) hatasa a DAF-16D/F-specifikus lea-1 (e),
scl-1 (f), col-183 (g) és RO5D8.7 (h) mRNS szintjére. daf-2(e1370) és daf-
2(e1370);daf-16(mgDf50) kettés mutans férgeket etettem iires vektort, illetve
hsp-90(RNSi)-t kifejez6 baktériumokkal az [4-stadiumtol. Az mRNS
expressziot qRT-PCR  hasznalataval vizsgaltam, f-actin  mRNS-re
normalizaltam, majd a kettes alapi logaritmusukra transzformalt expresszio
valtozas értékeket fejeztem ki (atlag + az 4tlag sztandard hibaja) az iires
vektorhoz viszonyitva, melynek értékét 1-nek vettem. Az itt bemutatott adatok
harom fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak. A qRT-PCR statisztikit ANOVA
hasznalataval analizaltam, az adatok megtalalhatoak a 8. tablazatban. EV: {ires

vektor RNSi. *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001.

Az mRNS expresszid 6sszehasonlitasa daf-2(e1370) és daf-16(mgDf50);daf-2(e1370)
mutans torzsekben megmutatta, hogy a DAF-16A specifikus sod-3, old-1, gst-20 és scl-
20 gének indukalodtak a daf-2 mutacio hatasara daf-16-fiiggé modon és az expresszidjuk
gatlodott a hsp-90(RNSI) hatasara — az scl-20 kivételével (21./a-d abra). A DAF-16D/F
célgéneket két tovabbi, DAF-16D/F specifikus célgénnel egészitettem ki: col-183, a
kutikula egy prediktalt dsszetevéje (148) valamint ROSD8.7, az emberi hidroxiszteroid
17-béta dehidrogenaz 14 C. elegans ortologja, mely az embrionalis fejlédésben jatszik
szerepet (149). Ugy talaltam, hogy mindegyik mRNS mennyisége jelentésen emelkedett
a daf-2(e1370) mutansban, de ez az indukcié nem gatlodott hsp-90(RNSi) altal (21./e-h
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abra). Ezen megallapitasok egy részét egy fiiggetlen hsp-90(RNSi) szekvencia
hasznalataval is megerésitettem (123) (22. abra). Ezaltal eredményeink meggy6z6
bizonyitékokkal szolgalnak arra, hogy a HSP-90 specifikusan szabalyozza a DAF-16A
transzkripcionalis aktivitasat.
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22. abra: A DAF-16A aktivacié gatlasa egy fiiggetlen hsp-90(RNSI)
konstrukt segitségével. (a) A 75bp-0s RNSi a HSP-90 ellen sikeresen csokkenti
a hsp-90 mRNS szintjét. (b) Reprezentativ epifluoreszcens mikroszkopos képek,
melyek a DAF-16A/B::GFP hdsokk (1 6ra 35°C) altal indukalt sejtmagi
athelyez6désének a 75bp-0s hsp-90(RNSI) kezelés altali gatlasat mutatjak. A
DAF-16A/B::GFP lokalizaciojanak harom kiilon mérésbdl eredd adatainak
szamszerusitése (atlag + az atlag sztandard hibaja), ahol mindegyik kisérlet 30
allatot vizsgalt kondicionként (c). A ,,citoszolikus” jelz6 olyan allatokat jeldl,
melyekben a GFP-jel a sejtplazmaban mutatkozik, a ,,koztes” jelzovel olyan
allatokat illettem, melyeknél a sejtplazma mellett a sejtmagban is megfigyelhetd
volt a GFP, mig a ,,sejtmagi” olyan allatokat takar, melyek esetén a GFP-jel a
sejtmagokban koncentralodott. A statisztikai analizist ANOVA hasznélataval
végeztem és az adatok a 9. tablazatban talalhatéak meg. (d) A 75bp-os hsp-
90(RNSI) gatolja a daf-2 mutacié altal indukalt sod-3 és old-1 mRNS expresszid

novekedést a daf-16a::rfp transzgén torzsben. Az egyetlen izoformat kifejezé

daf-16(mgDf50);daf-16a::rfp transzgén allatokat, valamint azok daf-2(e1370)
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valtozatat iires vektort, illetve a 75bp-0s hsp-90(RNSi)-t kifejez6 baktériumokkal
taplaltam kikeléstdl. Az mRNS expressziot qRT-PCR hasznalataval vizsgaltam,
p-actin . mMRNS-re normalizaltam, majd a kettes alapi logaritmusukra
transzformalt expresszid valtozas értékeket fejeztem ki (4tlag + az éatlag
sztandard hibdja) az iires vektorhoz viszonyitva, melynek értékét 1-nek vettem.
Az itt bemutatott adatok harom fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak. A qRT-PCR
statisztikdt ANOVA hasznalataval analizaltam, az adatok megtalalhatéak a 8.
tablazatban. HS: hdsokk, EV: ilres vektor RNSi. *:p<0,05; **:p<0,01;
***:n<0,001.

6.25 A HSP-90 nem sziikséges a DAF-16A stabilitaisahoz, és a sejtmagi
importjatol upstream fejti ki hatasat

Az emlés HSP-90 egy specifikus dajkafehérje, ami kliensfehérjék nagy szdmanak
HSP-90 funkcionalitdsa, a kliensfehérjék poliubikvitinildlodnak ubikvitin kunjugélo
enzimkomplexek altal, majd ezt kovetden lebontasra keriilnek a proeaszémaban (150).
Tobb E3 ubikvitin ligaz iranyitja az emlés FOXO transzkripcios faktorokat a lebontas
felé (151). C. elegans-ban az E3 ubikvitin ligaz RLE-1-r6] kimutattak, hogy mutacija a
DAF-16 fehérje stabilizaloddsdhoz, valamint DAF-16-fliggd élettartam-novekedéshez

crer

cres

megnovekedett élettartamanak csokkenéséhez kell vezetnie. Noha nem észleltem jelentds
mértékli emelkedést a DAF-16A::RFP jelében rle-1 mutans hattéren, a hsp-90(RNSi) nem
zavarta meg a DAF-16 eloszlasat, és nem okozott DAF-16 aggregaciot (23./a-c abra).
Ennek oka lehet mas, eddig még nem azonositott ubikvitin ligaz(ok) mitkodésének hatasa.
Mindazonaltal a HSP-90 nem befolyasolta a DAF-16 fehérje turnover-ét: nem figyeltem
meg csokkenést a fluoreszcensen jelolt DAF-16A fehérje mennyiségében (14., 15., 17.,
18. és 23. abrak), s nem tapasztaltam kompenzald mRNS-szint névekedést sem a daf-16a
gén esetén (26./d abra) hsp-90 csendesités hatasara. Hasonloképp, az rle-1 altal indukalt
¢lettartam-ndvekedés a pusztan DAF-16A::RFP-t kifejez6 torzsben szintén fennmaradt a
HSP-90 hidnyaban is (23./e), ezzel azt sugallva, hogy a funkcioképes DAF-16 fehérje

stabilizalasa nem igényli a HSP-90-et — noha természetesen az rle-1 mutacio DAF-16-
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fiiggetlen, élettartamra kifejtett hatdsa sem zarhaté ki. A DAF-16 konformacios
stabilitasat tamogatja az is, hogy ellentétben a HSP-90 kliensekkel, a proteotoxikus
stresszek, mint példaul a hésokk, nem karositjak (13,19), hanem inkabb aktivaljak a DAF-
16-ot (143,153)(jelen munka). igy valésziniitlennek tiinik, hogy a DAF-16 a HSP-90

kliensfehérjéi koz¢ tartozna.
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23. abra: A HSP-90 csendesitése nem destabilizalja a DAF-16A::RFP-t,
valamint az rle-1 ubikvitin ligaz mutans élettartam-novekedését sem
gatolja. (a-c) A hSp-90(RNSi) nem befolyasolja sem a DAF-16A::RFP szintjét,
epifluoreszcens mikroszkopos képek, melyek a DAF-16A::RFP jelet mutatjak
vad tipusu as rle-1 mutans hattéren. A DAF-16A::RFP lokalizaciojanak (b) és
fehérje szintjének (c) szamszerlsitése az (a) panelrdl, harom fiiggetlen kisérlet

adatait hasznalva, melyek mindegyikében 30 allatot hasznéltam kondicionként.
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A ,citoszolikus” jelz6 olyan allatokat jelol, melyekben a RFP-jel a
sejtplazmaban mutatkozott, a ,koOztes” jelzOvel olyan allatokat illettem,
melyeknél a sejtplazma mellett a sejtmagban is megfigyelheto volt a RFP, mig a
»Sejtmagi” olyan allatokat takar, melyek esetén a RFP jel a sejtmagokban
koncentralodott. A statisztikai analizist ANOVA hasznalataval végeztem ¢€s az
adatok a 9. tablazatban talalhatéak meg. (d) A hsp-90(RNSI) hatasa a hsp-90 és
daf-16a mRNS szintekre. Az mRNS expressziot qRT-PCR hasznalataval
vizsgaltam, f-actin mMRNS-re normalizaltam, majd a kettes alapu logaritmusukra
transzformalt expresszid valtozads értékeket fejeztem ki (atlag + az atlag
sztandard hibaja) az iires vektorhoz viszonyitva, melynek értékét 1-nek vettem.
Az itt bemutatott adatok harom fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak. A qRT-PCR
statisztikait ANOVA hasznalataval analizaltam, az adatok megtalalhatoak a 8.
tablazatban. HS: hésokk, EV: iires vektor RNSi. *:p<0,05; ***:p<0,001. (e) A
daf-16a::rfp allatok megnovekedett élettartama rle-1(cxTi510) hattéren (p<0,01
3-bol 2 kisérletben a daf-16a::rfp;EV-hoz viszonyitva) tovabbra is fennmarad
hsp-90(RNSI) kezelés mellett (p<0,01 3-bol 2 kisérletben a daf-16a::rfp;daf-
21(RNAI)-hoz viszonyitva). Az élettartam méréseket haromszor végeztem el. A
tulélési gorbéket Kaplan-Meyer log rank teszt hasznalataval hasonlitottam Ossze.

A tulélési adatok megtalalhatdak az 5. tdblazatban. EV: iires vektor RNSi.

Az emlds sejtekhez hasonloéan, amikor az ILS jelpéalya aktiv, az AKT-1 és AKT-2
kindzok foszforilaljak a DAF-16/FOXO fehérjét, ami megakadalyozza, hogy a
sejtmagban halmozodjon fel azaltal, hogy hatasara a DAF-16a citoplazmaban talalhato
14-3-3 allvanyfehérjékhez kotodik (143). Csokkent ILS hatasara a DAF-16 athelyezodik
a sejtmagba. Annak érdekében, hogy kideritsem, a HSP-90 a DAF-16 sejtmagi
forgalméanak szintjén, vagy ahhoz képest upstream fejti ki hatdsat, alkalmaztam egy
torzset, mely a daf-16a”M::gfp (AM: “AKT site mutant”) transzgént tartalmazza, amiben
az AKT foszforilacios helyeken talalhatd szerin és treonin aminosavakat alaninokra
cserélték (143). Korabbi adatokkal egyezé modon (143), a DAF-16A”M::GFP sejtmagi
lokalizaciot mutatott vad tipusi daf-2-vel rendelkez6 allatokban (24./a és b abra).
Amennyiben a HSP-90 sziikséges ahhoz, hogy a DAF-16A elérje a nativ, funkcioképes
konformaciojat, akkor a csokkent HSP-90 kapacitds instabil DAF-16A"M::GFP-t
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eredményezne, ami — mivel képtelen bejutni a sejtmagba — lebontasra keriilne. Nem ez az
eset 4ll fenn, mivel sem a DAF-16 A”M::GFP mennyisége, sem annak lokalizacioja nem
valtozott meg hsp-90(RNSI) hatasara (24./a és b abra), ami Gjabb bizonyitékként szolgal
arra, hogy a DAF-16 konformacios stabilitasa fiiggetlen a HSP-90-t61, valamint jelzi,
hogy a nem foszforilalt DAF-16A sejtmagi transzlokacidja nem igényli a HSP-90-¢t.
Emellett ezek az eredmények valoszintitlenné teszik a DAF-16A nuklearis exportjanak
HSP-90-fiiggd gatlasat is. Ehelyett ugy tiinik, a HSP-90 a DAF-16A sejtmagi forgalmatol
upstream helyen fejti ki hatasat. Ezt a kovetkeztetést tamasztja ala a DAF-16A-specifikus
célgének expresszidjanak vizsgalata a DAF-16AM torzsben. A korabban vizsgalt négy
specifikus DAF-16A célgének koziil csupan az scl-20 és sod-3 indukalddott a DAF-
16A"M t5rzsben a daf-16(mu86) mutanshoz hasonlitva (24./c dbra), bar csupan scl-20 érte
el a statisztikai szignifikancia szintjét. Mindazonaltal ezen gének expresszidja nem
valtozott meg a hsp-90(RNSi) hatasara, ami arra utal, hogy a sejtmagi DAF-16 képes
részlegesen transzkripcids aktivitast kifejteni fiiggetleniil a HSP-90-t61 (24./d abra).

EV hsp-90(RNSI)

* %k
mscl-20
64 -
sod-3
16 -
—T T— 4]
I ;
1
EV

gst-20 scl-20 sod-3 old-1 hsp-90(RNSI)

24. abra: A HSP-90 sem a DAF-16A”M sejtmagi athelyezédéséhez, sem

a b 100 -

80 A citoszolikus

= sejtmagi
60
40 -

20

Intracellularis lokalizacio
(%)

hsp-90(RNSi)

0

0

logaritmus)

-

Expresszié valtozas (2
alapu logaritmus)
N

4
2

0,25

Expresszio valtozas (2 alapu

annak transzkripciés aktivitisahoz nem sziikséges. (a) A DAF-16A"M::GFP
sejtmagi lokalizacioja L4-es koru allatokban tires vektoron, vagy hsp-90(RNSi)-
n novesztve. Fehér nyilak mutatjdk a sejtmagi elhelyezkedésti GFP-t. Az
epifluoreszcens mikroszkopos képek harom fiiggetlen mérést reprezentalnak. (b)
A DAF-16A™M::GFP intracellularis lokalizacidjanak szamszeriisitése az (a)

panel alapjan. (c) A DAF-16A-specifikus célgének expresszidja DAF-
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16AAM::GFP allatokban. A négy vizsgilt mRNS koziil csupan az scl-20
(p=0,006) mutatott szignifikans emelkedést a daf-16(mu86) hattértdrzshoz
viszonyitva, mig a sod-3 expresszioja is némiképp emelkedett (p=0,351). (d) A
hsp-90(RNSi) nem csokkentette sem az scl-20, sem pedig a sod-3 mMRNS
mennyiségét (p=0,374 és p=0,853). Az RNSI kezeléseket kikelést6l kezdve
végeztem. Az mRNS expressziot qRT-PCR hasznalataval vizsgaltam, f-actin
MRNS-re normalizaltam, majd a kettes alapti logaritmusukra transzformalt
expresszio valtozas értékeket fejeztem ki (atlag + az atlag sztandard hibaja) az
tires vektorhoz viszonyitva, melynek értékét 1-nek vettem. Az itt bemutatott
adatok harom fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak. A qRT-PCR statisztikat
ANOVA hasznalataval analizaltam, az adatok megtalalhatoak a 8. tablazatban.
EV: iires vektor RNSi. **:p<0,01.

Ezek a megfigyelések alatdmasztjak a feltevést, miszerint a HSP-90 a DAF-16A

sejtmagi transzlokacidjatol upstream fejti ki hatasat.

-59 -



DOI:10.14753/SE.2019.2274

6.2.6 A HSP-90 biztositja a daf-16a-fiiggo élettartam novekedést

Megfigyeléseim a HSP-90-et a DAF-16 aktivitasanak izoforma-specifikus
regulatoraként azonositottak. Megfigyeltem tovabba, hogy a HSP-90 kapacitas
csOkkenése a larvalis fejlédés soran korlatozza a daf-2 mutacid altal indukalt
megnovekedett élettartamot. Mindezekbdl fakadoan megvizsgaltam, miként hat a hsp-
90(RNSI) kikeléstdl alkalmazva az egyedi DAF-16A és D/F izoformak élettartamara a
csokkent ILS kontextusaban. Ehhez az izoforma-specifikus torzseket hasznaltam daf-

2(e1370);daf-16(mgDf50) mutans hattéren.

—— EV b —a—EV

- — — hsp-90(RNSi) 100 — —- - hsp-90(RNSi)

—a— daf-16a::rfp;EV —8&— daf-16d/f::GFP;EV

- -& - daf-16a::rfp;hsp-90(RNSi) - - - daf-16d/f::GFP;hsp-90(RNSi)
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25. abra: A HSP-90 sziikséges a DAF-16A, de elhanyagolhato a DAF-16D/F
altal kozvetitett élettartam-novekedéshez. (a) A daf-2(e1370) allél megnoveli
a tulélést a daf-16(mgDf50);daf-16a::rfp férgekben (p<0,001). A hsp-90(RNSI)
csokkenti a daf-2 mutécio altal indukalt élettartam-névekedést (p<0.001 a daf-
2;EV-hoz viszonyitva). (b) A HSP-90 nem sziikséges a daf-2(e1370) mutacio
altal kivaltott élettartam novekedéshez a daf-16(mgDf50);daf-16d/f::gfp torzs
esetén (p=0,633). Az ¢lettartam méréseket haromszor végeztem el. A talélési
gorbéket Kaplan-Meyer log rank teszt hasznalatdval hasonlitottam Ossze. Az

¢lettartam értékek megtalalhatoak az 5. tablazatban. EV: iires vektor RNSi.

Korabban kozzétett adatoknak megfeleléen (69,70) mind a daf-16a::rfp, mind pedig a
daf-16d/f::gfp transzgén hosszabb élettartamhoz vezetett, ha a daf-2(e1370);daf-
16(mgDf50) hattértorzshdz hasonlitottam (25./a és b abra) ami mindkét izoforma
szerepvallalasat tamasztja ala a daf-2 mutacio altal indukalt élettartam-ndvekedésben. A
hsp-90(RNSi) tovabb csokkentette a daf-2(e1370);daf-16(mgDf50) kettés mutans
¢lettartamat, ami azt sugallja, a HSP-90-nek lehetnek mas, szintén élettartamot

befolyasold partnerei is a DAF-16-on kiviil. Fontos, hogy a hsp-90 csendesitése
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konzisztensen csokkentette a DAF-16A::RFP-t kifejez0 torzs élettartamat mind a négy
ismétlés soran, mikozben a négybdl két mérés esetén nem volt képes megvaltoztatni a
DAF-16D/F::GFP transgén allatok tulélését (25./a és b abra). Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a HSP-90 optimalis kapacitasa a larvalis fejlodés soran szerepet jatszik az

¢lettartam kialakitasdban a DAF-16A funkcidnalitasanak szelektiv biztositasa révén.

6.3 A HSP-90 hianya a SIR-2.1 proteaszomalis lebontasahoz vezet

Munkatarsam, Nguyen Minh Tu emldés sejteken kimutatta, hogy a SIRTI
stabilizacidjahoz specifikusan igényli a Hsp90-et, hianyaban a fehérje proteaszoma altali
lebontasra keriil (Id. Nguyen és mtsi. 2018 1. és 2. abra (74)). Tekintettel mindkét fehérje
evolucidsan konzervalt jellegére, megvizsgaltam, vajon chaperon-kliens interakci6 all-e
fenn a két fehérje kozott fonalférgekben is. Ennek eldontése érdekében megmértem a
SIR-2.1 fehérje szintjének valtozasat hsp-90(RNSi) hatasara 20 és 25°C-on. A kétféle
hémeérséklet oka, hogy lathassam, magasabb hdmérsékleten, ahol a HSP-90 készlet
nagyobb mértékben terhelddik le a kitekeredett fehérjék nagyobb szdma miatt,
érzékenyebbé valik-e a SIR-2.1 mennyisége a HSP-90 hianyara, s igy jobban

megfigyelhetd-e egy esetleges valtozas a dajkafehérje mennyiségének csokkentése miatt.
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26. abra: A hsp-90 csendesitése csokkenti a SIR-2.1 szintjét, és proteaszomalis

lebomlasat valtja ki. (a) A hsp-90(RNSi) hatasa a SIR-2.1 és HSP-90 fehérje
szintekre. Fiatal feln6tt, hsp-90(RNSi)-vel, vagy iires vektorral (EV) kielést6l kezelt
allatokbol készilt lizatumok Western Blotja. Az allatokat 20 illetve 25°C-on

tartottam. A képek reprezentativak harom kisérletre. (b) és (c) Az (a) panelben
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bemutatott kisérletek SIR-2.1 és HSP-90 fehérje szintjeinek szémszersitése.
Minden kisérletet haromszor végeztem el, és a fehérje szinteket atlagként és annak
sztandard hibgjaként fejeztem ki az oszlopdiagrammokon, valamint a sajat
kezeletlen kontrollhoz viszonyitottam pdarositatlan T-proba segitségével. A
statisztikai adatok megtalalhatoak a 6. tablazatban. *:p<0,05, ***:p<0,001 (d) Az
MG132 kezelés hatasa a SIR-2.1 fehérje szintekre. Fiatal feln6tt, kikeléstél hsp-
90(RNSI)-vel, vagy tires vektorral (EV) kezelt, majd az L2-es larvastadium elérését
kovetéen 10uM, DMSO-ban oldott MG132-t, vagy DMSO kontrollt tartalmazo
lemezekre athelyezett allatokbol késziilt lizatumok Western Blotja. A képek négy
kisérletet reprezentalnak. A csillag (*) jeloli a SIR-2.1 antitesttel reakcioba 1épd
aggregatumokat, melyek a gél tetején gyiiltek 6ssze az MG132-kezelt EV és hsp-
90(RNSI) mintakban, de nem lathatoak a sir-2.1(RNSi) mintak esetén. (e) és (f) A
(d) panelben bemutatott kisérletek SIR-2.1 és HSP-90 fehérje szintjeinek
szdmszerusitése. Minden kisérletet négyszer végeztem el, és a fehérje szinteket
atlagként és annak sztandard hibdjaként fejeztem ki az oszlopdiagrammokon,
valamint az EV kezeletlen kontrollhoz viszonyitottam parositatlan T-proba
segitségével. A statisztikai adatok megtalalhatéak a 6. tablazatban. *:p<0,05,
**:p<0,01.

Eredményeimbdl lathatod, hogy a hsp-90 gén csendesitése hatékonyan csokkenti a
HSP-90 fehérje szintjét (26./a és ¢ abra), valamint ezzel egyiitt csokkent SIR-2.1 fehérje-
szinthez is vezet (26./a és b abra). Ez megfigyelhet6 mind 20, mind pedig 25°C-on, noha
ez utobbindl egy kb. 50%-o0s, nem szignifikdns fehérje-szint emelkedés is jelentkezik.
Tekintettel arra, hogy a HSP-90 kliensek a dajkafehérje hianyaban gyakorta a
proteaszomaban keriilnek lebontasra, ennek a folyamatnak a gatlasa lehetdvé teszi, hogy
megvizsgaljam, a hsp-90 csendesitése vajon a SIR-2.1 proteaszoma altali lebontasahoz
vezet-e — ami alatamasztana a két fehérje kozotti chaperon-kliens kapcsolatot. A
proteaszomalis lebontas gatlasat az MG132 proteaszoma-gatlészer 10 uM-ban valo, L2-
kicsapodott fehérjék feloldasa érdekében a lizispufferhez 6 M ureat adtam. Negativ
kontrollként sir-2.1(RNSi) kezelést is alkalmaztam, ami a fehérje termelddését hivatott

csokkenteni. Ezekben a kisérletekben a hsp-90(RNSi) 40% koriili SIR-2.1 fehérje-szint
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csOkkenést okozott, a sir-2.1(RNSi)-hez hasonléan — a korabbi mérést6l vald eltérés
potencidlis oka a DMSO jelenléte lehet. Az MG132 kezelés novelte a SIR-2.1 fehérje
szintkét EV-on tartott allatokban. Emellett az MG132 kezelés az EV kontroll szintjére
allitotta vissza a SIR-2.1 szintet hsp-90(RNSi)-vel kombinacidoban alkalmazva, de nem
tett igy a sir-2.1(RNSI) esetében, ami a sir-2.1 mRNS mennyiségét csokkenti (26./d és f).
Egyes kisérletekben tovabba a SIR-2.1 fehérje egy kisebb része nem volt képes futni az
elvalasztd gélben és annak tetején gytiilt 6ssze proteaszoma-gatlas hatasara, de ez csupan
az EV- és hsp-90(RNSI)-kezelt mintak esetén volt megfigyelhetd, a sir-2.1(RNSi) esetén
nem. Ezek a megfigyelések a SIR-2.1 proteaszoma altal kozvetitett forgalmara és
lebomlésara engednek kovetkeztetni, aminek mértéke tovabb emelkedik a HSP-90
hidnyanak hatdsara. Mindezek alapjan azt feltételezem, a HSP-90-kapacitas mar normal,

fiziologias koriilmények kozott is korlatozza a SIR-2.1 foldingjat és miikodését.

Annak érdekében, hogy a megfigyelt interakcidt kelldképpen alatdmasszuk,
hasznosnak tlint megvizsgalni a jelenséget egy masik genetikai hattéren is. Ennek
érdekében elvégeztem a 26. dbra a és b paneljén lathaté mérést egy alacsony kopiaszamu
SIR-2.1 taltermeld torzs, valamint annak vad tipusu kontrollja hasznalataval (27. abra).
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27. abra A HSP-90 csendesitése csokkenti a SIR-2.1 fehérje szintjét az alacsony
kopiaszamu szirtuin taltermel6 torzsben. (a) A hsp-90(RNSi) csokkenti a SIR-
2.1 fehérje szintjét az alacsony kopiaszamu transzgén sir-2.1 tultermeld tdrzsben és
annak vad tipust kontroll torzsében egyarant. Fiatal felnétt, kikeléstél hsp-

90(RNSI)-vel, vagy tires vektorral (EV) kezelt vad tipusu kontroll, illetve szirtuin
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tultermeld allatokbol késziilt lizatumok Western Blotja. Az allatokat 20 vagy 25°C-
on tartottam. A képek harom kisérletet reprezentalnak. (b) A (a) panelben
bemutatott kisérletek fehérje szintjeinek szdmszerisitése. A kisérletet haromszor
végeztem el, és a fehérje szinteket az atlagként €s annak szorasaként fejeztem ki az
oszlopdiagrammokon, valamint a sajat, és a vad tipust kezeletlen kontrollhoz
viszonyitottam parositatlan T-proba segitségével. A statisztikai adatok

megtalalhatoak a 6. tablazatban. *:p<0,05, **:p<0,01, ***:p<0,001

A méréseim munkatarsam emlds SIRT1 fehérjével kapcsolatos ereményeivel egyiitt
meger6sitik hipotézisemet, miszerint a SIR-2.1 fehérje mitkddése valoban fiigg a HSP-
90 chaperon jelenlététol, a két protein kozott dajkafehérje-kliens kolesonhatas all fenn.
Ez az eredmény ramutat a szirtuin muikodésének egyik fontos szabalyozasi

mechanizmusara.

- 65 -



DOI:10.14753/SE.2019.2274

7. Megbeszélés

7.1 Kovetkeztetések a HSP-90 szerepérol az élettartam szabalyozasaban

Kimutattam, hogy a HSP-90 kapacitdas RNS interferencia altali csdkkentése nem-
neuronalis szovetekben a larvalis fejlodés kezdetétdl alkalmazva csokkenti a vad tipusq,
valamint az alacsony ILS aktivitas miatt megnyult élettartamu allatok talélését. Ez a hatas
akkor is megmaradt a vad tipust allatokban, ha az RNSi kezelést az L4-es larvastadiumtol
kezdve alkalmaztam. Ennek a hatdsnak mind daf-16-fiiggé, mind pedig attol fliiggetlen
komponensei is vannak. Ez az ¢élettartam-csokkenés minden szembedtld fejlédésbeli
eltérés nélkiil kovetkezik be — az emelkedett hdtlirés és alacsony fertilitds ellenére.
Eredményeim tehat a HSP-90 kozvetlen szerepére vildgitanak ra, mint az élettartam
szabalyozdja. Megfigyeléseim dsszhangban allnak a kordbban a funkcionyeréses p673
mutans esetén leirt megnétt ¢lettartammal (45), valamint a hosszuéletli age-1 mutansnal
hsp-90(RNSi) hatasara megfigyelt csokkent élettartammal is (46). El6bbi esetén
leginkabb alacsony hdmérsékleten volt kifejezettebb a megnyult élettartam, de magasabb
homérsékleten is jelentkezett, mig utobbinal a vad tipusu allatokban nem figyeltek meg
¢lettartam-csokkenést a hsp-90 csendesitésének hatasara. Mivel élettartam méréseimet
20°C-on végeztem, ahol funkcionyeréses mutans is hosszl életii, ezért a hsp-90(RNSI)
¢lettartam-csOkkentd hatdsa 6sszhangban van ezzel. Tovabbi vizsgéalatok soran érdemes
lehet megvizsgalni, hasonloan homérséklet fliggd-e a hatas a csendesités esetén is. Az
age-1 mutans talélését vizsgald tanulményban az élettartam-méréseket 25°C-on
végezték, ahol a masik tanulmany tantsaga szerint a funkcionyeréses mutans élettartama
is a legkevésbé megnyult. Ez alapjan felvetem annak lehetdségét, hogy a vad tipus esetén
elmaradt élettartam-csokkentd hatas hsp-90(RNSi)-n az eltéré vizsgalati koriilmények,
nevezetesen a magasabb homérséklet rovasara irhato. Feltevésem szerint magasabb
hémeérsékleten a HSP-90 kapacitast nagyobb mértékben terheli le a sejt fehérjekészletére
altalanosabban jellemzd instabilitds, ami mellett az RNSi 4ltali csokkentés hatdsa kisebb
mértékben érvényesiil.

A nem idegi sejtekben torténd hsp-90 csendesités élettartamra kifejtett hatasa mellett
kimutattam, hogy a dauer képzddés ezzel szemben a hsp-90 idegsejtekben torténd
csendesitését igényli. Végiil megfigyeltem, hogy a hsp-90 csendesitése megzavarja a

petesejt-termelést, valamint az F1 generacio embrionalis fejlodését. Ezek alapjan id6 és
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térbeli specificitds kormanyozza a HSP-90 pleiotropikus hatasait a fertilitas, a larvalis
fejlodés, valamint az élettartam szabalyozasdban (28. abra). Az efféle id6 és térbeli
funkcio-eloszlas mar szabalyozo mechanizmusoknak is jellemzdje. Példaként az ILS a
fejlodés korai szakaszaban elsdsorban a dauer fenotipusra fejti ki hatasat, mig a felnéttkor
soran az ¢lettartamot szabalyozza (138). Ennek megfeleléen a neuronalis daf-16
szabalyozza a larvak dauerré vald fejlodését, mig a béltraktusban a daf-16 a korai

feln6ttkorban tolt be szerepet az élettartam-szabalyozasban (140).

|
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28. abra: A HSP-90 szabalyozo szerepei a C. elegans élete soran. 1d6- és térbeli

meghatarozottsdgot mutato HSP-90 hatdsok a fonalféreg életciklusaban.

Megfigyeléseim emellett azt is sugalljak, hogy a HSP-90 0jonnan azonositott,
¢lettartam-ndveld szerepe a fejlodésre kifejtett hatasaitol elkiiloniilve 1éphet fel, noha mar
miikédésbe 1€p a larvalis fejlodés soran. Noha a pontos mechanizmusok beazonositasa
tovabbi vizsgalatokat igényel, a potencialis jeloltek kozé tartozik a fehérje-fehérje, és
jelatviteli haldzatok kevésbé rendezett szervezddése (28), valamint a proteosztazis
gyorsabb hanyatlasa (154) kiilonos tekintettel az izomszovetre, ahol a HSP-90 hianya a
filamentalis struktura integritdsanak megbomlasdhoz vezet, ami a vad tipushoz mérten

rosszabb motilitast eredményez (44). Ezekhez hasonldan fontos, az Oregedéssel
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Osszefliggésben allo jelenség az immunrendszer hanyatlasa is, mely bakteridlis
fertézésekhez vezet, ami kifejezettebb a hsf-1, daf-16, skn-1 és szintugy a hsp-90 mutans
allatokban (43,155-157).

7.2 A HSP-90 az ILS altal szabalyozott folyamatokra Kifejtett hatasaval kapcsolatos

kovetkeztetések

Mind a proteosztazis védelme, a szoveti integritas, mind pedig az immunvalasz is
er6sebb a daf-2 mutansokban (60,155), melyeknél megfigyeltem, hogy a hsp-90
csendesitése felnottkorban nemcsak nem csokkentette, de kismértékben novelte is az
élettartamot. Ugy gondolom, hogy a HSP-90 csokkenése a korai felnttkor soran,
melyhez a daf-2 mutacio, mint enyhe metabolikus stresszor tarsul, aktival egy élettartam-
noveld valaszt, ami ellensulyozza a hsp-90 csendesités altali élettartam-cs6kkentd hatast.
A lehetséges mechanizmusok kozé tartozhat a HSF-1-fiiggé hdsokkvalasz (60,130), az
egyes DAF-16 izoformak eltér6 szabalyozasa (69,70)(jelen munka) vagy egy, a hsp-90-
tdl fliggetlen Gtvonal. Mindazonaltal a felmertilt 6tletek igazoldsa, vagy a pontos, valodi
mechanizmus, illetve mechanizmusok azonositasa tovabbi kutatasra var.

Eredményeim bizonyitékul szolgalnak arra, hogy a HSP-90 a DAF-16A funkcidjanak
specifikus biztositasan keresztiil jarul hozza a hossza élettartamhoz, melyet a HSP-90 a
DAF-16A sejtmagi athelyezddéséhez, transzkripciés miikodéséhez, valamint a DAF-
16A, mint egyediili izoforma élettartam-mdveld hatasdhoz vald sziikségessége is tiikroz
(29. abra). Fontos, hogy a HSP-90 sziikséges volt négyb6l harom DAF-16 célgén
indukcidjahoz, melyek mindegyike élettartam-névelé hatassal bir: sod-3 (158), old-1
(159), scl-20 (146) és gst-20 (70), az utobbi kettét DAF-16A-specifikus célgénként
azonositottak (70) (22./a-d abra). A sod-3-at mar korabban DAF-A és DAF-16D/F k6zos
célgénként irtak le (69,70), eredményeim tovabba felvetik az old-1-et is, mint DAF-16A
preferencialis célgén. Ezzel ellentétben a DAF-16D/F miikodését nem érintette a hsp-90
csendesités. Noha természetesen nem zarhaté ki, hogy a DAF-16B izoformat is
befolyasolja a HSP-90, a megfigyelt HSP-90-fiiggd hatasokban igen valosziniitlen, hogy
szerepet jatszana, ugyanis nem vesz részt az €lettartam szabalyozasaban, mindamellett
pedig legfoképp az idegsejtekben és a garatban fejezddik ki, ahol az RNSI nem képes
kifejteni hatasat (69,143,145,160).
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29. abra: A HSP-90 DAF-16A aktivaciora és élettartamra kifejtett hatasanak

modellje. Upstream jelek hatasara (mint a csokkent ILS és a hdsokk) a HSP-90
elésegiti a DAF-16A sejtmagba torténd athelyezddését ¢és transzkripcios
mikodését, ami élettartam novekedéshez vezet. Ezt a kdzvetett hatast mas jelpalyak
komponensei is kozvetithetik. A HSP-90 a DAF-16-t6] fliggetlen hatassal is bir az
¢lettartamra (szaggatott vonallal jelolve). Az egyszeriiség kedvéért nem foglaltam

bele a modellbe a DAF-16D/F HSP-90-fliggetlen aktivacidjat.

Tanulméanyom megerdsiti mind a DAF-16A, mind pedig a DAF-16D/F izoformak
szerepét az élettartam szabalyozasaban csokkent ILS mellett (69,70). Kisérleteim,
melyekhez a Kwon és munkatarsai (69) altal készitett transzgén torzseket hasznaltam,
nem teszik lehetdvé egyértelmii kovetkeztetések levonasat az egyes i1zoformak
fontossagat illetden. Egy kozelmultbeli kitlind tanulmanyban, mely az egyes izoformak
mutansait hasznalta kimutattdk, hogy a DAF-16D/F csupan akkor sziikséges az
¢lettartam-novekedéshez, ha DAF-16A nem expresszalodik, valamint azt is, hogy a DAF-
16A lényegesen széleskoriibb génexpresszids mintazatokat iranyit a DAF-16D/F-hez
képest (93% a 30%-kal szemben a DAF-16 altal szabalyozott mRNS-ek koziil) (70). Erre
alapozva az alabbi modellt javasolom: a HSP-90 DAF-16A altal szabalyozott génekre
kifejtett hatasa sziikséges a daf-2 mutacio altal indukalt, daf-16 medialt hossza
¢lettartamhoz. Ha a HSP-90 kapacitas csokken és igy a DAF-16A aktivitas sériil, a DAF-

16D/F izoforma még képes kompenzalo valaszt kivaltani, ami megnyult élettartamot
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eredményez. Taldn ez magyarazhatja a megfigyelt élettartam-novekedést, illetve
részleges csokkenést daf-2 mutansokban, melyet felndttkortol, vagy kikeléstol
alkalmazott hsp-90(RNSIi) kezelés hatasara figyeltem meg. Egyéb élettartam-noveld jelek,
melyek szelektiven a DAF-16D/F izoformat aktivaljak, a HSP-90 elérhet6ségétol
fiiggetlentil tevékenykedhetnek.

Mi lehet a HSP-90 és DAF-16A kozotti funkcionalis interakcio molekularis
mechanizmusa? A tény, miszerint mind a HSP-90, mind pedig a DAF-16A és DAF-
16D/F széleskoriien kifejezédnek szinte minden szovetben, kizarja a szévet-specifikus
interakci6 lehetéségét (44,69,154). Megfigyeltem a DAF-16A HSP-90-fiiggd sejtmagi
azonositottak az intesztinalis, de nem a neuronalis, vagy izom-specifikus DAF-16
expressziot, mint feleldst a csokkent ILS altal kivaltott megnyult élettartamért (140).
Mindemellett az izom- és bél-specifikus DAF-16 egyarant szemben hat a reproduktiv
oregedéssel (161). Erre alapozva tigy gondolom, hogy a tulélést tamogaté HSP-90-DAF-
16A interakcié minden valdsziniiség szerint leginkabb az izom és bélszovetben jelenik
meg.

A szoveti expresszié megoszlasan tal a HSP-90-DAF-16A interakcid izoforma-
specifikus jellege fakadhat a DAF-16A és D/F izoformak szekvencidja kozotti
kiilonbségekbdl is. Kijelenthetd, hogy a két izoforma osztozik a legtobb 3° exonjukon,
beleértve a DNS-kotésért felelés Forkhead domént is, azonban az 5° régidban, ami a
fehérje termék N-terminalis részének felel meg, eltérnek egymastol (69,162) (3. abra).
Egy lehetséges forgatokonyv, hogy hasonldan egyéb transzkripcids faktorokhoz, a DAF-
16A rendelkezik egyfajta belsé instabilitassal, ami igényli a HSP-90 dajkafehérje
funkciojat (13,28). Mindazonaltal a DAF-16 nem tiinik HSP-90 altal stabilizaltnak, mivel
RNSi révén torténd csendesitése nem vezetett sem a DAF-16A fehérje aggregalodasahoz,
sem pedig fehérje, ill. mRNS szintjének, vagy biologiai funkcidjanak megvaltozasdhoz
az rle-1 nullmutansban. Az rle-1 egy E3 ubikvitin ligaz, ami felelés a DAF-16 poli-
ubikvitinilaciojaért (152). Mindamellett, a hsp-90 csendesitése nem gatolta sem a
sejtmagi importjat, sem pedig transzkripcids aktivitasat a konstitutivan sejtmagi, AKT-
foszforilaci6 mutians DAF-16AM::GFP-nek (143), ami a DAF-16A megfeleld
foldingjara utal. Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy a HSP-90 a DAF-16A

sejtmagi forgalmatol upstreamebb ponton avatkozik be annak aktivaciojaba. A DAF-16A
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és D/F izoformak kozotti promoter-csere igazolta, hogy a DAF-16A N-terminalis
szegmense felelds a DAF-16 hatékony sejtmagba torténd bejutasaért (69). Fontos
megjegyezni, hogy harom konszenzus AKT foszforilacios RXRXXS/T motivum,
konzervalt az emberi FOXO génekben, valamint a DAF-16A és B izoformakban, azonban
ami minden bizonnyal magyarazza a két izoforma asszimmetrikus szabalyozasat az AKT-
1 és AKT-2 (69) altal. Ugy vélem, hogy a DAF-21 altali differencialt interakcio
mechanizmusa a DAF-16 izoformak elsédleges szekvenciajaban rejlik, mely kiilonb6z6
szabalyozd modositasok targyat képezi. Egy ilyenfajta izoform-specifikus behatast le is
irtak: a TORC1 gatlasa megnyujtotta az ¢lettartamot a DAF-16D/F sejtmagi
athelyez6désének indukalasa révén, mikdozben nem befolyasolta a DAF-16A-t (163). Az
altaluk és altalunk tett megfigyelések alatamasztjak a kiilonféle szabalyozo6 hatasok DAF-
behatdsok biokmiai természete, valamint a pontos hatdsmechanizmusok feltarasa kihivast
jelent tovabbi kutatasok szdmara.

A HSP-90 nem az egyetlen hésokkfehérje, ami befolyasolja a DAF-16 sejtmagi
forgalmat. A HSF-1 és a konstituiv HSP70 izoforma HSP-1 sziikségesek a DAF-16A/B
sejtmagi exportjahoz a daf-16a/b::gfp taltermel6 TJ356 torzsben, ami pedig megovja a
sejtet a DAF-16 talaktivacidjanak immunkarositd hatasaitol (43). Az SKN-1/Nrf talzott
aktivitasa szintén karositotta az immunvalaszt C. elegans-ban (156), ami jelzi a stresz-
indukalt szabalyozé faktorok optimalizalt aktivitdsanak jelentdségét. Hasonloképp, a
kiilonbdz6é mester-reguldtorok aktivitdsanak dsszehangoldsa kulcsfontossagu a szervezet
szintll valaszokhoz, mint amilyen a HSF-1 és a DAF-16 egyiittmiikodése a csokkent ILS
aktivitasu mutansok élettartamanak megnyujtasaban (60). Figyelemre mélto, hogy a
HSP-90 a proteosztazis elsddleges szenzora, ami a jelatviteli halozatokat is stabilizalja
(19,28) valamint szabalyozza a stresszvalaszok transzkripcios faktorait: gatolja a HSF-1-
et (44,130,154), mig tamogatja a DAF-16A activaciojat (jelen munka). Ily médon a DAF-
16 és HSF-1 koordinalt aktivitdsanak HSP-90 altali forditott szabalyozasa biztosithatja a
szervezet egységes valaszat azaltal, hogy egyarant érzékeli a fehérjekészlet allapotat,
valamint a tdpanyagok elérhetdségét, ami pedig a megfeleld onfenntartasi folyamatok,

hosszll tdvon pedig a hosszu élettartam irdnyaba hat.
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7.3 Kovetkeztetések a HSP-90 SIR-2.1 stabilizalasaban betoltott szerepével

kapcsolatban

A SIR-2.1 deacetilaz szerepe az élettartam meghatarozasaban régota ismert (93-95) és
vitatott (111,164). Mindazonaltal az irodalomban tulstlyt képeznek azok a bizonyitékok,
melyek azt tamasztjak ald, hogy a szirtuinok tobb modellrendszerben is eldsegitik a
hosszu élettartamot (105,114,115,165-167). Az élettartam novelésében szerepet jatszo
szirtuinok szabalyozasanak kutatdsa érthetd modon szintén hosszu multra tekint vissza.
A SIR-2.1 emlés ortologja, a Sirtl fehérje szerepet jatszik az embriondlis Ossejtek
fenntartasaban (168), melyek emelkedettebb hiszton acetilaciot mutatnak differencialtabb
tarsaiknal (169). Tekintettel arra, hogy az Oregedésen tul a daganat-képzddés is
kapcsolatban all az Gssejtekkel, nem meglepd, hogy a szirtuinok szabalyozasa igen
intenziven kutatott, hiszen az altaluk szabalyozott folyamatokba valé hatékony
beavatkozas igéretes modszernek tlinik tobb gyakori koros allapot kezelése, illetve
gyogyitasa céljabol (170).

Sajat méréseim soran fehérje-szint vizsgalatok révén kimutattam, hogy a SIR-2.1 és a
90 kDa molekulatomegli hdsokkfehérje kozott chaperon-kliens kdlesonhatas all fenn C.
elegans-ban, vagyis a HSP-90 megléte sziikséges a szirtuin szerkezetének fenntartasahoz,
¢s hianyaban a deacetilaz proteaszomalis lebontasra keriil. A HSP-90 ismert klienseinek
jelentOs része szabalyozodik ilyen modon (150) (30. abra). Eredményeimbdl nem dertil
ki, a SIR-2.1 vajon folyamatos komplexet képez-e a HSP-90-nel, vagy a megfeleld
konformacio elérését kovetden ledisszocidl és Onmagaban latja el feladatat.
Mindazonaltal nem zarhaté ki egyik lehetdség sem, hiszen a citoplazmaban mindkét
fehérje jelen van, s a sejtmagban is leirtak a Hsp90 jelenlétét emlésok esetén (23). Ismert,
hogy a SIR-2.1 a 14-3-3 fehérjékkel kolcsonhatva aktivalja a DAF-16 transzkripcios
faktort (106,171). Emellett azt is kimutattak, hogy a C. elegans egy masik szirtuin
ortologja, a SIR-2.4, ami az emlds Sirt6/7 fonalféreg megfeleldje, szintén pozitivan hat a
mivel a SIR-2.1 HSP-90 kliensnek bizonyult, ez igaz lehet erre a masik C. elegans
szirtuinra is. Ezek az adatok a C. elegans szirtuinokat a HSP-90 DAF-16 transzlokaciora
kifejtett hatdsanak potencialis kozvetitjeként jelolik ki, ami izgalmas tovabbi kutatési

iranyt jelenthet. Ezek a lehetdségek mindamellett felhivjak a figyelmet arra a korabban is
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ismert megfigyelésre, miszerint a kiilonféle stresszvalaszok kulcsfehérjéi gyakorta
kolesonhatnak egymassal annak érdekében, hogy egylittes hatdsuk ereddjeként az
organizmus a koriilményeknek leginkabb megfeleld valaszt tudja adni a kiilsé és belsod

kornyezet kihivasaira.
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30. abra: A SIR-2.1 HSP-90 altali szabalyozasanak modellje. Az egyszerliség

kedvéeért a potencialis kofaktoroktol eltekintettem az abran. Kérdéses, hogy vajon
a SIR-2.1 folyamatosan igényli-e a HSP-90 altali stabilizalast, vagy a megfeleld

folding elérése utan levalik a komplexrdl stabil/aktiv formaban.

Osszességében, munkam soran felfedtem a HSP-90 korabban nem felismert szerepét
a C. elegans élettartamanak szabalyozasaban, ami felveti a proteosztazis és a tdpanyag-
érzékelés jelatvitele kozotti keresztbeszélgetés lehetdségét a DAF-16 aktivitas izoforma-
specifikus szabalyozasa, valamint a SIR-2.1 stabilizalasa révén. Figyelembe véve a DAF-
16/FOXO (151,173), a SIR-2.1/Sirt1, valamint a HSP-90/Hsp90 (28) fehérjék jelentds
mértékil szerkezeti és funciondlis konzervaltsagat feltehetd, hogy hasonld szabalyozo
mechanizmus mitkddhet emlésokben is.

Az emlés FOXO3 azon ritka gének kozé tartozik, melyet in vivo modellekben
Osszefliggésbe hoztak a hosszu élettartammal (113). Emberben is kimutattak, hogy tobb
polimorfizmusa is konzisztensen egyiitt jelentkezik kivételes élettartammal kaukazusi és

azsiai populaciokban (48). Emellett ismert, hogy az un. Laron-szindromas tdrpeség,
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melyet az IGF-1 novekedési hormon receptoranak génjében bekovetkezett mutacio vagy
delécid okoz, szintén egyiitt jar egyebek mellett megndvekedett élettartammal, s ennek a
szaz évet megélteknél talaltakhoz hasonl6 expresszios valtozasok allhatnak a hatterében
(174).

A Sirtl emlds gén szintén szamos sejtélettani folyamatban vesz részt. Hidnya
rendellenességekhez vezet az egér retina és a sziv fejlodésében (175), valamint sterilitast
okoz (176), mig tultermelésének az anyagcserére és az oxidativ stresszvalaszra kifejtett
pozitiv hatasait szamos alkalommal kimutattak (177,178).

A Hsp90 hésokkfehérjérdl C. elegans-ban igazoltam, hogy a fejlodés, fertilitas és az
¢lettartam szabalyozasaban is szerepet jatszik - ez utobbi a kozelmultban fiiggetlen
megerésitést is nyert (179). Ezzel egybehangzdan egérben kimutattak, hogy mig a
Hsp90a a spermatogenezishez (180), addig a Hsp90b a zigota elsé mitotikus osztoédasahoz
(181) és normalis embrionalis fejlédéséhez (182) is sziikséges, mivel hianyaban az
embri6é nem képes placentat kialakitani (igy letalis).

Ezekbdl jol lathaté, hogy a modellallatokban leirt élettartam-szabalyozo
mechanizmusok - elsésorban konzervaltsaguknak kdszonhet6en - klinikai jelentdséggel
is birhatnak. Az altalam vizsgalt fehérjék - figyelembe véve a szirtuin ortologok és a
FOXO gének kozott feltart, kordbban emlitett 6sszefiiggéseket - egy olyan szabalyozasi
halo részét képezhetik, aminek jobb megismerése révén nem csupan a fenti jelenségek
mélyebb megértése valhat lehetévé, de célzott beavatkozdsokkal elérhetévé valhat az
oregedés folyamatanak modulalasa is.

Fontos leszogezni azonban, hogy mig a Hsp90 és a SIRT1 kozotti kdlesonhatést
egyarant sikeriilt kimutatni fonalféreg €¢s emlds modellben is, addig a FOXO ¢és a Hsp90
kapcsolata egyelére nincs igazolva C. elegans-on kiviil. gy - a jelentds konzervaltsag
ellenére - nem jelenthetd ki, hogy a Hsp90 emldsben ezeken az effektorokon keresztiil
szerepet jatszik az élettartam szabdlyozasaban. Kérdéseket vet fel példaul az a
kozelmultbeli tanulmany, ami egér €s emberi sejtvonalakon a Hsp90 gatldszerek
Oregedés-ellenes hatdsdt mutatta ki, melynek hatterében allhat példaul a Hsfl
transzkripcios faktor gatlas aldli felszabadulasa (183).

Mindezek alapjan latszik, hogy a 90 kDa-os hdsokkfehérje kiterjedt interakcios

halozatabol fakaddan igen komplex szerepet tolt be a sejt és a szervezet életében. Az,
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hogy az emlitett és mas Hsp90-fliggd jelatviteli utak 6sszhatdsa milyen jelentdséggel bir

emlds modellben, tovabbi szisztematikus vizsgalatokat igényel.
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8. Kovetkeztetések

Munkam soran az emberben is fontos szerepet bet6lté Hsp90 chaperon C. elegans
ortologjanak, a HSP-90-nek a szerepét vizsgaltam a fejlodés és az élettartam

szabalyozasaban.
Doktori munkam legfontosabb 1) eredményei a kovetkezok:

1. Kimutattam, hogy a HSP-90 id6é- és hely-specifikus modon sziikséges a C.
elegans megfeleld fejlodéséhez és fertilitasahoz.

2. Kimutattam, hogy a HSP-90 csendesitése megroviditi a vad tipusa és csokkent
ILS mutans vagy RNAI csendesitett fonalférgek élettartamat.

3. Lehetséges mechanizmusként feltartam, hogy a HSP-90 szelektiven, és a sejtmagi
athelyezddés eldtt sziikséges a DAF-16 transzkripcios faktor A izoforméjanak

4. Bebizonyitottam, hogy a C. elegans SIR-2.1 kliensfehérjeként igényli a HSP-90

jelenlétét.
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9. Osszefoglalas

A Hsp90 chaperon az eukaridta sejt esszencialis fehérjéje. FO funkcioja az emlds
sejtekben tobbszaz, termodinamikailag instabil, un. kliensfehérje szerkezetének
stabilizalasa. Ennek révén szerepet jatszik a jelatvitelben, a sejtproliferacioban ¢és a
daganatképzodésben, azonban az Gregedésben jatszott szerepe nem tisztazott. Doktori
munkam soran a Hsp90 kevéssé kutatott C. elegans ortolog HSP-90 szerepét vizsgaltam
a fejlédésben, valamint az élettartam meghatarozasaban.

Kimutattam, hogy amellett, hogy a HSP-90 korfiiggd modon sziikséges a normal
fertilitashoz és hidnya az idegrendszerben dauer fenotipushoz vezet, 1ényeges szerepet
tolt be az éallatok normal, valamint csokkent ILS hatdsara jelentkezd megnyult
¢lettartamanak szabalyozaséaban.

A HSP-90 ¢lettartam-szabalyozasra kifejtett hatdsanak vizsgélata sordn fényt
deritettem arra, hogy a DAF-16A izoformara specifikus modon sziikséges a csokkent ILS
altal kivaltott hosszu élettartamhoz, a transzkiprcios faktor sejtmagi athelyezddéséhez —
csokkent ILS és hésokk hatdsara egyarant — valamint az izoformara specifikus célgének
indukciojahoz.

A SIR-2.1 fehérje szintjének kovetése révén kimutattam, hogy hsp-90 csendesités
hatdsara a deacetildz enzim mennyisége csokken, azonban a proteaszoma gatldsa
megszlinteti ezt a hatast. Ez aldtdmaztja, hogy a SIR-2.1 kliensfehérjéje a HSP-90
chaperonnak C. elegans-ban, aminek jelent6ségét noveli az ebben a modellrendszerben
eddig ismert kliensfehérjék kis szama.

Osszességében munkam a HSP-90 chaperont a C. elegans fejlddésének és élettartam-
meghatarozasanak fontos szabalyozojaként azonositja. A vizsgéalataim kozéppontjaban
allo fehérjék evoluciosan konzervalt jellege felveti a lehetdségét annak, hogy a Hsp90

emldsokben is hasonlo szerepet tdlthet be.
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10. Summary

The Hsp90 chaperone is an essential protein of eucaryotic cells. Its main function in
mammalian cells is to stabilize the structure of many hundreds of thermodynamically
unstable proteins, called clients. By doing so it plays a role in signal transduction, cell
proliferation and tumor formation, but its role in ageing is not clear. During my doctoral
work | investigated the role of the less studied C.elegans Hsp90 ortholog HSP-90 in
development and the determination of lifespan.

I demonstrated that besides being required for normal fertility in an age-dependent
manner, and that lack of it in the neurons leads to dauer formation, HSP-90 also plays a
substantial role in the regulation of the animals’ normal and extended lifespan induced by
reduced ILS.

By examining the effect of HSP-90 on lifespan-regulation | demonstrated that it is
required in a DAF-16A isoform specific manner for the extended lifespan triggered by
reduced ILS, the nuclear translocation of the transcription factor — in response to either
reduced ILS or heat-shock — as well as for the induction of target genes specific for the
isoform.

By following the changes in the levels of the SIR-2.1 protein | demonstrated that in
response to hsp-90 silencing the protein level of this deacetylase enzime decreases, but
this effect is abrogated by proteasome inhibition. This corroborates that SIR-2.1 is a client
protein of the HSP-90 chaperon in C. elegans-ban, which is increased in its significance
by the small number of client proteins known in this model-system.

Taken together my work identifies HSP-90 as an important regulator of development
and lifespan-determination in C. elegans. The evolutionarily conserved nature of the
proteins in the center of my research offers the possibility of Hsp90 playing a similar role

in mammals.
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doktori munkam soran tanusitott tiirelmét.

Végiil, de semmiképp sem utols6 sorban szeretném megkdszonni paromnak,
csalddomnak ¢s baritaimnak a belém vetett bizalmat, a sokszor embert probald
erofeszitéseket 1gényld tirelmet és kitartast. Haldsan koszondm  sziileimnek,

nagysziileimnek, valamint batydmnak, hogy toretlen tdmogatasukrol biztositottak az ide
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vezetd Ut minden egyes allomasan. Paromnak, Somogyvariné Simon Andreanak 6rok
halaval tartozom batoritd szavaiért, amik nélkiil bizonyosan nem jutottam volna el idaig,
tovabba a szellemi ¢és lelki partnerségért, a sok inspirdld beszélgetésért, a felmeriild
nehézségekkel valo k6zos szembenézésért, melyek révén ugy érzem, a jelen értekezés

k6z6s munkank gytimolcse is egyben.

-101 -



DOI:10.14753/SE.2019.2274

14. Fiiggelék
A Gecse Eszter kollégam altal végzett méréseket ,(G.E.)” jelzéssel lattam el.

5. tablazat: Kiulonb6z6 fonalféreg torzsek tulélése

N2 vad tipus; 9., 11. és 12./a dbra N Atlag EV £ Median | EVt | pvs.
Osszes % % EV
(Halott)
Kikelestsl | 1 [EV 79 (77) 19,5 19,0
kezelve hsp-90(RNSi) 73 (70) 132 | -32.1 12,0 | -36,8 | <0,001
2 EV 166 18,0 16,0
(159)
hsp-90(RNSi) 57 (57) 11,4 | -36,8 10,0 | -37,5 | <0,001
3 EV 73 (73) 15,7 15,0
hsp-90(RNSi) 76 (75) 13,7 | -128 13,0 | -13,3| 0,003
L4-es 1 EV 104 (98) 18,1 17,0
kortél | (G.E.) | hsp-90(RNSi) 97 (91) 141 -22.1 13,0 | -23,5 | <0,001
kezelve 2 EV 110 17,6 17,0
(102)
hsp-90(RNSi) | 101 (77) 154 | -12.4 13,0 | -235| 0,001
daf-2(e1370); 10. abra N Atlag EV* | Median | EVt | puvs.
Osszes % % EV
(Halott)
Kikeléstol 1 EV 44 (38) 27,3 26,0
kezelve hsp-90(RNSI) 53 (50) 21,1 -22,5 19,0 | -26,9 | 0,002
2 |EV 43 (43) 23,0 22,0
hsp-90(RNSI) 28 (28) 16,6 | -27,9 16,0 | -27,3| 0,001
3 |EV 93 (92) 23,7 24,0
hsp-90(RNSI) 82 (61) 20,6 -13,0 19,0 | -20,8 | 0,007
L4d-es 1 |EV 89 (74) 26,4 24,0
kortél | (G.E.) | hsp-90(RNSi) 52 (46) 29,3 | +11,0 17,0 | -29,2 | 0,355
kezelve 2 |EV 90 (76) 24,7 24,0
hsp-90(RNSI) 116 412 | +67,0 38,0 | 58,3 | <0,001
(100)
3 |EV 53 (44) 21,2 20,0
hsp-90(RNSI) 73 (71) 275 | +29,4 20,0 0,0 | 0,076
4 |EV 46 (46) 17,1 13,0
(G.E) | hsp-90(RNSI) 71 (67) 276 | +614 22,0 | 69,2 | <0,001
daf-16(mgDf50); 9., 11. és 12./c N Atlag EV: | Median | EV* | puvs.
abra Osszes % % EV
(Halott)
Kikeléstsl | 1 [ EV 99 (99) 14,0 15,0
kezelve hsp-90(RNSI) 43 (43) 105 | -252 8,0 | -46,7 [ <0,001
2 |EV 74 (72) 12,9 12,0
hsp-90(RNSI) 56 (44) 12,3 -4,6 12,0 0,0| 0,237
3 EV 119 15,3 16,0
(113)
hsp-90(RNSi) 55 (54) 126 | -17,7 12,0 | -25,0 | <0,001
4 EV 132 17,1 18,0
(132)
hsp-90(RNSi) 128 15,8 7,5 15,0 | -16,7 | <0,001
(128)
5 EV 69 (65) 13,0 14,0
hsp-90(RNSI) 78 (78) 12,5 -3,5 11,0 ] -21,4 0,054
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6 |EV 78 (77) 12,9 12,0
hsp-90(RNSi) 73 (73) 11,7 9,5 10,0 | -16,7 | 0,002
L4-es 1 EV 82 (74) 14,0 13,0
kortél | (G.E.) | hsp-90(RNSi) 80 (72) 12,7 -9,8 13,0 | 0,0 | <0,001
kezelve 2 |EV 102 (66) 15,5 15,0
hsp-90(RNSi) 84 (68) 13,3 | -147 13,0 | -13,3 | <0,001
daf-2(e1370);daf-16(mgDf50); N Atlag EV* | Median | EV: | puvs.
10. és 25. abra Osszes % % EV
(Halott)
Kikeléstol 1 EV 83 (83) 14,9 15,0
kezelve hsp-90(RNSi) 77 (77) 11,8 -208 12,0 | -20,0 | <0,001
2 EV 56 (56) 15,2 14,0
hsp-90(RNSI) 30 (30) 12,4 -18,4 12,0 | -14,3 | <0,001
3 EV 107 13,6 12,0
(106)
hsp-90(RNSi) 60 (60) 11,4 -16,2 12,0 | 0,0 | <0,001
4 EV 113 16,8 18,0
(113)
hsp-90(RNSi) 88 (88) 143 ] -149 15,0 | -16,7 | <0,001
5 |EV 83 (75) 14,7 14,0
hsp-90(RNSi) 86 (86) 121 ] -179 11,0 | -21,4 | <0,001
6 EV 68 (65) 13,8 15,0
hsp-90(RNSi) 59 (59) 122 ] -11.8 12,0 | -20,0 | <0,001
7 |EV 84 (81) 12,8 12,0
hsp-90(RNSi) 62 (60) 12,0 -6,8 10,0 | -16,7 | 0,253
L4-es 1 |EV 67 (64) 13,2 13,0
kortol (G.E.) | hsp-90(RNS:i) 43 (41) 12,2 -7,2 13,0 0,0 | 0,020
kezelve 2 EV 82 (66) 13,3 13,0
hsp-90(RNSI) 55 (42) 13,2 -0,4 13,0 0,0 | 0,890
3 EV 95 (88) 14,6 13,0
(G.E) [ hsp-90(RNSi) | 100 (97) 13,9 4.4 130 00| 0,178
4 EV 113 15,5 15,0
(110)
hsp-90(RNSi) 105 15,2 2,2 150 00| 0,435
(104)
daf-2(e1370);daf-16(mgDf50);daf- N Atlag EV * Median | EV+ | puvs.
16a::rfp; 25./a abra Osszes % % EV
(Halott)
Kikeléstdl 1 EV 60 (57) 18,5 15,0
kezelve hsp-90(RNSI) 53 (53) 121 ] -347 10,0 | -33,3 | <0,001
2 EV 99 (79) 19,3 16,0
hsp-90(RNSi) 76 (70) 142 | -26.2 14,0 | -12,5 | <0,001
3 EV 77 (74) 244 24,0
hsp-90(RNSi) 62 (57) 190 ] -224 19,0 | -20,8 | <0,001
4 EV 85 (81) 23,7 24,0
hsp-90(RNSi) 78 (72) 185 | -21.8 17,0 | -29,2 | <0,001
daf-2(e1370);daf-16(mgDf50);daf- N Atlag EV £ Median | EV* | puvs.
16d/f::gfp; 25./b abra Osszes % % EV
(Halott)
Kikeléstdl 1 EV 105 41,8 44,0
kezelve (104)
hsp-90(RNSi) 126 | 41,0 -2,0 420 -45| 0,633
(120)
2 EV 102 41,9 44,0
(102)
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hsp-90(RNSI) 93 (92) 26,2 -37,5 25,0 | -43,2 | <0,001
3 EV 60 (60) 33,6 33,0
hsp-90(RNSI) 49 (41) 28,4 -15,6 29,0 | -12.1 | 0,004
4 EV 84 (78) 27,4 26,0
hsp-90(RNSI) 114 25,6 -6,7 240 | -7,7| 0,430
(101)
. , . . N EV/daf- p vs.
RNS:i kf]z-e:’:zss?; ;:Jt.ea};?;tamok, Osszes | Atlag | 2(RNSi) | Median Ezz)i EV/daf-
) ) (Halott) % 2(RNSI)
N2 EV/daf-2(RNSi) 88 (67) 28,2 27,0
1 daf-2/hsp-90(RNSi) 86 (83) 22,7 -19,3 20,0 | +25,9 <0,001
daf-16 | EV/daf-2(RNSi) 86 (80) 14,6 15,0
(mu86) | daf-2/hsp-90(RNSi) 83 (81) 14,4 -1,4 15,0 0,0 0,510
N2 EV/daf-2(RNSi) 110 (98) 26,7 22,0
daf-2/hsp-90(RNSi) 87 (86) 18,3 -31,4 15,0 -31,8 <0,001
> EV/daf-2(RNSi) 101
daf-16 (101) 14,1 13,0
(mu86) | daf-2/hsp-90(RNSI) 115 0,521
(109) 13,8 2.1 13,0 0,0
N2 EV/daf-2(RNSi) 104 (90) 33,7 33,0
daf-2/hsp-90(RNSi) | 100 (98) 16,0 -52,5 16,0 -51,5 <0,001
3 EV/daf-2(RNSi) 107
(‘:nal‘:'slg (107) | 13,0 12,0
daf-2/hsp-90(RNSi) 64 (64) 12,8 -1,5 12,0 0,0 <0,001
N
daf-16(mgDf50);daf-16a::rfp; = A Ktrl £ i x Ktrl £ p vs.
23.Je abra Qsszes | Atlag | Toq | Medidn | Too™ | ey
EV 79 (77) 14,6 15,0
hsp-90(RNSI) 75 (75) 10,8 -25,9 10,0 -33,3 | <0,001
1| rle-1(cxTi510);EV 94 (93) 178 | +21,9 17,0 | +13,3 | <0,001
rle-1(cxTi510);hsp- 69 (69) 0,220
90(RNSI) 11,7 +7,9 12,0 20,0
EV 82 (82) 13,6 13,0
Kikeléstd| hsp-90(R_NSi) 59 (59) 8,7 -35,9 8,0 -38,5 | <0,001
kezelve 2| rle-1(cxTi510);EV 87 (86) 159 | +16,7 150 | +154 | 0,001
rle-1(cxTi510);hsp- 76 (76) <0,001
90(RNSI) 99| +134 11,0| +375
EV 84 (84) 17,0 15,0
hsp-90(RNSI) 70 (70) 12,0 -29,4 10,0 -33,3 | <0,001
3| rle-1(cxTi510);EV 94 (94) 18,6 +9,0 170| +13,3| 0,072
rle-1(cxTi510);hsp- 86 (85) 0,003
90(RNSI) 14,3 | +19,0 12,0 | +20,0
6. tablazat: A fehérje-szint mérések statisztikai analizise (Western Blot)
N2 vad tipus; 7./b abra « L. VS.
HSP-90 f:hérje szintek Atlag | Szoras | P
EV 100,0 0,0
hsp-90(RNSI) 21,6 19,3 | 0,001
N2 vad tipus; 26./b abra « L. VS. VS.
SIR-2.1 thérje szintek Atlag | Szoras | P | oncipy
20°C EV 100,0 0,0
hsp-90(RNSI) 9,7 16,8 | <0,001 <0,001
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25°C EV 175,1 88,6 0,108
hsp-90(RNSI) 18,4 16,2 | 0,020 <0,001
N2 vad tipus; 26./c abra p vs. p vs.
HSP-90 fehérje szintek EV 20°C;EV

Atlag | Széras

20°C EV 100,0 0,0
hsp-90(RNSi) 41,1 11,1 | <0,001 <0,001
25°C EV 76,7 18,0 0,045
hsp-90(RNSi) 41,4 21,3 | 0,047 0,004

N2 vad tipus; 26./e abra
SIR-2.1 fehérje szintek

p vs. p vs.

Atlag Szoéras DMSO | EV:DMSO

EV DMSO 100,0 0,0
MG132 (10uM in DMSO) 91,0 55| 0,073 0,073
hsp-90(RNSI) DMSO 33,7 4,9 0,001
MG132 (10uM in DMSO) 50,6 0,3 | 0,020 <0,001
sir-2.1(RNS;i) DMSO 31,5 25,0 0,030
MG132 (10uM in DMSO) 27,6 25,9 | 0,446 0,029

N2 vad tipus; 26./f abra
HSP-90 fehérje szintek

pvs. pVs.

Atlag Szoéras DMSO | EV:DMSO

EV DMSO 100,0 0,0
MG132 (10uM in DMSO) | 100,9 78| 0412 0,412
hsp-90(RNSi) | DMSO 50,5 28,0 0,006
MG132 (10uM in DMSO) 44,7 30,4 | 0,394 0,005
sir-2.1(RNSi) | DMSO 99,8 30,7 0,496
MG132 (10uM in DMSO) | 112,8 22,6 | 0,260 0,150

Alacsony képiaszamu (pkis1642); 27./b abra
SIR-2.1 fehérje szintek

pvs. pVs.

Atlag Szoéras DMSO | EV:DMSO

20°C | EV 100,0 0,0
Vad tipus hsp-90(RNS) 19,4 1.9 | <0,001 <0,001
25°C | EV 130,4 34,2 0,099
hsp-90(RNSI) 17,1 63| 0,002 <0,001
20°C | EV 1015 24,8 0,461
. hsp-90(RNSI) 25,1 11,4 | 0,004 <0,001
sir-2.10E 25°C | EV 120,7 26,6 0,124
hsp-90(RNSi) 50,0 222 | 0,012 0,009

7. tablazat: A termotolerancia mérések statisztikai analizise (t-teszttel valé 6sszevetések)

N2 vad tipus; 7./g abra Atlag | EV+% | Medidan | EV*% | pvs.EV
EV 44,9 35,0
1 hsp-90(RNS) 558 | +24.4 590 |  +68.6 |  <0,001
Kikeléstol 5 EV 20,9 11,0
kezelve hsp-90(RNSI) 26,5 +26,8 11,0 0,0 0,026
EV 37,4 35,0
3 ["hsp-90(RNS 201 71 35.0 0.0 0,520

8. tablazat: qRT-PCR mérések expresszids adatai

N2 vad tipus. hsp-90 mRNS szintek; 7./a abra Atlag EVt% pEV\f'
o EV 1,0
Kikelestol kezelve hsp-90(RNS)) 03| -700| 0,036
. EV 1,0
L4-es kortdl kezelve hsp-90(RNSi) 0,3 70,0 | 0,001
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hsp-70 pVs. quz p Vs.
N2 vad tipus; 7./c-f abra MRNS pE\</S' hsp- mRi\lS pEV\f. hsp-
szint 90(RNSI) . 90(RNSI)
szint
EV 1,0 1,0
EV/hsf-1(RNSi) 0,8 | 0,499 0,7 | 0,276
Kikelést6l | EV/hsp-
kezelve | 90(RNSI) 2,7 | 0,049 3,5 0,011
hsf-1/hsp-
90(RNSi) 0,7 | 0,367 0,020 1,3 | 0,608 0,018
EV 1,0 1,0
EV/hsf-1(RNSi) 0,4 | 0,027 0,6 | 0,162
L4-es
kortol | EV/hsp-
kezelve | JO(RNS) 2,6 | 0,027 2,0 | 0,010
hsf-1/hsp-
90(RNSI) 0,4 | 0,040 0,003 0,5 | 0,062 0,009
o g ] Atlag p Vs,
daf-16(mgDf50). K|k'elestol kezelve; MRNS p vs. daf-2
19./a-d abra szint EV (€1370)
EV 1,0
sod.3 |-Nsp-90(RNS)) 05| 0,017
daf-2(e1370);EV 21| 0,014
daf-2(e1370);hsp-90(RNSI) 1,2 0,492 0,043
EV 1,0
old.1 |-sp-90(RNS)) 04| 0,070
daf-2(e1370);EV 15| 0,387
daf-16a::rfp daf-2(e1370);hsp-90(RNSI) 04| 0,018 0,005
EV 1,0
scl20 | _NsP-90(RNSi) 70| 0,003
daf-2(e1370);EV 3454 | <0,001
daf-2(e1370);hsp-90(RNSi) | 166,2 | <0,001 0,084
EV 1,0
hsp-90(RNSI) 07| 0,209
98t-20 " jaf-2(e1370),EV 30| 0,009
daf-2(e1370);hsp-90(RNS)) | 13| 0,739 0,015
daf-16(mgDf50). Kik’elést6I kezelve; rﬁg?\% p vs. ga\;sz
19./e-h abra szint EV (€1370)
EV 10
s0d-3 hsp-90(RNSI) 1,6 0,943
daf-2(e1370);EV 45| 0,272
daf-2(e1370);hsp-90(RNSi) 5,6 0,216 0,873
EV 1,0
old-1 hsp-90(RNSI) 0,8 0,453
dat. daf-2(e1370);EV 04| 0,186
" daf-2(e1370);hsp-90(RNSi) 0,6 0,296 0,752
16d/f::gfp
EV 10
scl.1 |Nsp-90(RNSi) 206 | 0,104
daf-2(e1370);EV 70,0 0,016
daf-2(e1370);hsp-90(RNSi) 289,2 0,003 0,290
EV 10
lea-1 | hsp-90(RNSI) 3,2 0,340
daf-2(e1370);EV 17,1 0,150
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| | daf-2(e1370);hsp-90(RNSi) | 25| 0449] 0,449
, Atlag p Vs,
daf-2(e1370). L4-es kortol kezelve; i p Vs,
21./a-d abra MRNS | daf-2; daf-2;EV
szint daf-16;EV '
daf-16(mgDf50);EV 1,0
sod-3 |-daf-16(mgDf50):hsp-90(RNS) 1,9 0,226
EV 78,7 <0,001
hsp-90(RNSi) 24,9 <0,004 0,037
daf-16(mgDf50);EV 1,0
old-1 daf-16(mgDf50);hsp-90(RNSI) 2.1 0,088
EV 9,9 <0,001
hsp-90(RNSI) 3,6 0,012 0,028
daf-16(mgDf50);EV 1,0
scl-20 daf-16(mgDf50);hsp-90(RNSI) 1,7 0,761
EV 5317,1 <0,001
hsp-90(RNSI) 1949,7 0,001 0,390
daf-16(mgDf50);EV 1,0
gst-20 daf-16(mgDf50);hsp-90(RNSI) 0,8 0,422
EV 4,4 0,002
hsp-90(RNSI) ] 1,7 0,177 0,015
daf-2(e1370). L4-es kortol kezelve; Atlag b VS’_ p Vs,
21.Je-h abra MRNS | daf2 o gor o By
szint daf-16;EV '
daf-16(mgDf50);EV 1,0
scl-1 daf-16(mgDf50);hsp-90(RNSI) 10 0,925
EV 2453,4 <0,001
hsp-90(RNSi) 2305,2 <0,001 0,938
daf-16(mgDf50);EV 1,0
lea.y |-daf-16(mgDf50):hsp-90(RNSI) 2,4 0,010
EV 10,1 <0,001
hsp-90(RNSi) 20,6 <0,001 0,027
daf-16(mgDf50);EV 1,0
daf-16(mgDf50);hsp-90(RNSI) 2,4 0,198
col-183 gy 16,2 0,001
hsp-90(RNSI) 22.1 0,001 0,860
daf-16(mgDf50);EV 1,0
daf-16(mgDf50);hsp-90(RNSI) 1,1 0,913
ROSD8,7 EV 14,4 0,006
hsp-90(RNSi) 13,5 0,013 0,638
N2 vad tipus. Kikeléstdl kezelve; Atlag p vs. daf-2
20. 4bra MRNS | pvs.EV (RNS)
szint
EV 1,0
old.1 -EV/hsp-90(RNSi) 0,7 0,242
EV/daf-2(RNSi) 34 0,002
daf-2/hsp-90(RNSi) 1,1 0,815 0,003
EV 1,0
sod.3 |-EV/hsp-90(RNSi) 1,0 0,852
EV/daf-2(RNSi) 8,1 0,005
daf-2/hsp-90(RNSi) 2,9 0,213 0,038
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. hsp-90
N2 vad tipus; 0
22./a abra n;?lﬁlts EVi% pvs. EV
Kikeléstol EV 1,0
kezelve 75pb(RNSI) 0,3 -65,3 0,017
o Atlag p Vs,
Kikeléstol kezelve; o p vs. -
22./d abra MRS EVE% | gy | daf-ZBV
N2,EV 1,0
sod-3 mMRNS | N2;75bp(RNSI) 0,9 -6,5| 0,868
szint daf-2(e1370); EV 7,3 | +625,2 | 0,007
daf-2(e1370);75bp(RNSI) 21| -716] 04191 0,022
N2,EV 1,0
old-1 mRNS | N;75bp(RNSI) 0,5 -459 | 0,162
szint daf-2(e1370); EV 6,6 | +559,7 | 0,009
daf-2(e1370);75bp(RNSI) 27| -59,7] 0,084 0,067
N2 vad tipus. Kikeléstol kezelve; A o p vs.
23./d abra Atlag BV % EV
. EV 1,0
hsp-90 mRNS szint o 50(RNS) 03| 735 | <0001
. EV 1,0
daf-16a mRNS szint o0 90RNS]) 07| 252] 0045
] ] _ Atlag p Vs.
L4 eszlzolrétaa!t:(rzzelve, MRNS | daf-16
) szint (mu86)
daf-16(mu86) 1,0
gst-20 0,8 0,551
_ AN scl-20 9,8 0,006
daf-16(mu86). daf-16a”M::gfp <0d-3 51 0.351
old-1 0,8 0,461
] ] _ Atlag p Vs.
L4 eszlzfolr;oél :::‘zelve, MRNS | daf-16
) szint (mu86)
scl-20 | daf-16(mu86). daf-16a*M::gf EV 9.8
: ~9'P "Ev/hsp-90(RNSI) 55,7 | 0,374
sod-3 AM.- EV 2.1
daf-16(mu86). daf-16a”M::gfp EV/hsp-90(RNS)) 17 0853

9. tablazat: Fluoreszcens mikroszkdpia mérések statisztikai analizise

i e Sejtmagi p vs.
daf-16ab::gfp; lokalizacié | pvs.EV | EVidai-
14./a és b abra (%) 2(RNSI)
EV 23
Kikeléstsl | EV/hsp-90(RNSI) 13 1,000
kezelve EV/daf-2(RNSi) 17,3 0,048
daf-2/hsp-90(RNS) 17 1,000 0,042
) - Sejtmagi p vs.
Sanieabugp: lokalizacié | pvs.EV | Ev/daf-
: (%) 2(RNS)
L4-es kortél | EV 0.0
kezelve | EV/hsp-90(RNS) 0.0 1,000
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EV/daf-2(RNSi) 81,2 <0,001
daf-2/hsp-90(RNSi) 34 1,000 <0,001
e Sejtmagi
daf-16ab::gfp; S p vs.
17./a és b abra '°ka('0'/:;‘°'° pvs. BV HS;EV
EV 0,0
Kikeléstol hsp-90(RNSI) 0,0 1,000
kezelve HS;EV 71,3 <0,001
HS;hsp-90(RNSI) 0,0 1,000 <0,001
Sejtmagi
daf-16ab::gfp. 17./c és d abra lokalizacié | p vs.EV P \_/S'
(%) HS;EV
EV 0,0
L4-es kortol | hsp-90(RNSI) 0,0 1,000
kezelve HS;EV 74,1 <0,001
HS;hsp-90(RNSI) 22,7 0,161 0,002
rf- Sejtmagi
daf-16a::rfp; A p vs. daf-
15./c és d abra Ioka(lol/:)acw pvs. BV 2;EV
EV 0,0
Kikeléstol hsp-90(RNSI) 2,0 1,000
kezelve daf-2(el1370);EV 59,5 <0,001
daf-2(e1370);hsp-90(RNSi) 9,6 1,000 0,002
- Sejtmagi
daf-16a::rfp; i s p vs. daf-
15./e és f abra '°ka([,'/§)"‘°'° Pvs-EV 1 7 ey
EV 0,0
L4-es kortol | hsp-90(RNSi) 0,0 1,000
kezelve daf-2(e1370);EV 16,1 <0,001
daf-2(e1370);hsp-90(RNSI) 8,0 0,065 <0,001
e Sejtmagi
daf-16a::rfp; S p vs.
18./a és b abra '°ka(L'/§)“‘°'° Pvs-EV | psiev
EV 0,0
Kikeléstol hsp-90(RNSI) 0,0 1,000
kezelve HS;EV 88,3 <0,001
HS;hsp-90(RNSI) 12,5 0,834 <0,001
rfp- Sejtmagi
daf-16a::rfp; S p vs.
18./c és d abra '°ka('o'/:)"‘°'° PVS.-EV | psiEv
EV 0,0
L4-es kortol | hsp-90(RNSI) 0,0 1,000
kezelve HS;EV 66,7 <0,001
HS;hsp-90(RNSI) 30,8 <0,001 <0,001
- Sejtmagi
daf-16d/f::gfp; S p vs. daf-
16./a és c abra I°ka(|0'/:;c'° pvs. BV 2;EV
EV 0,0
Kikeléstol hsp-90(RNSI) 6,4 0,595
kezelve daf-2(e1370);EV 3,3 1,000
daf-2(e1370);hsp-90(RNSi) 8,6 0,218 0,983
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e Sejtmagi
daf-16d/f::gfp; e VS.
16.d 65 6 4bra '°ka('0'/:;‘°'° PV EV | is’ey
EV 0,0
Kikeléstol hsp-90(RNSI) 6,4 1,000
kezelve HS;EV 92,8 <0,001
HS;hsp-90(RNSi) 100,0 <0,001 1,000
Sejtmagi
daf-16a::rfp; lokalizacié | EV 2% pVs. EV
22./b és c abra
(%)
EV 0,0
Kikeléstol 75bp(RNSI) 0,0 - 1,000
kezelve HS;EV 69,4 - <0,001
HS;75bp(RNSI) 4,8 -93,1 <0,001
daf-16a::rfp; Koztes EV p vs.
23./Ja és b abra lokalizacio (%) % EV
EV 7,4
Kikeléstol hsp-90(RNSI) 3,0| -59,0 | 1,000
kezelve rle-1(cxTi510);EV 10,4 40,6 1,000
rle-1(cxTi510);hsp-90(RNSI) 83| -20,0 | 1,000
daf-16a::rfp; fIlI}:rI:tsI:cS:;a EV £ p vs.
23./a és c abra % EV
(%)
EV 1,0
Kikeléstél | hsp-90(RNSI) 0,8 -23,2| 1,000
kezelve rle-1(cxTi510);EV 08| -17,3| 1,000
rle-1(cxTi510);hsp-90(RNSI) 1,0 16,4 | 1,000
10. tablazat: Termékenységi vizsgalatok statisztikai analizise
K|kelesfol kgzelve; A’tlago’s EV %
8./d és f abra utédszam
N2 EV 188,7
hsp-90(RNSi) 0,0 -100,0
1(G.E))
daf-2(e1370) =¥ . 146,0
hsp-90(RNSi) 0,0 -100,0
N2 EV 209,6
) hsp-90(RNSi) 0,0 -100,0
EV 243,7
daf-2(e1370) I 30(RNS) 00| -100,0
N2 EV 264,7
3 hsp-90(RNSi) 0,0 -100,0
EV 164,0
daf-2(e1370) I o 0(RNS) 00| -100,0
L4-es kortdl kezelve; A’tlago’s EV + 9%
8./le és g abra utédszam
N2 EV 269,8
hsp-90(RNSi) 79,4 -70,6
1(G.E))
daf-2(e1370) | EY . 261.8
hsp-90(RNSi) 2,0 -99,2
N2 EV 280,0
2 hsp-90(RNSi) 67,4 -75,9
daf-2(e1370) | EV 174,8
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hsp-90(RNSI) 6,9 -96,1
N2 EV 228,5
hsp-90(RNSI) 64,4 -71,8
EV 236,4
daf-2(e1370) I 90(RNS) 26.1 89,0
11. tablazat: Dauer-képz6dés méréseinek statisztikai analizise
T . Dauer p vs. daf-
Kikelestol kezelve; képzodés | pvs.EV | 2(e1370)
13./a dbra
(%)
daf-16a::rfp; EV 96,0 1,000
daf-2(e1370) hsp-90(RNSI) 95,6 1,000 1,000
daf-16d/f::.gfp; | EV 53,0 0,081
daf-2(e1370) | hsp-90(RNSi) 47,2 1,000 0,037
EV 98,4

daf-2(e1370)  I"hsp90RNS) 97,5 1,000
daf-2(e1370); | EV 0,0 <0,001
daf-16(mgDf50) | hsp-90(RNSI) 0,3 1,000 <0,001
Kikeléstdl kezelve; kéDi%fji’as p vs. vs. EV

13./b abra P N2:EV pVs.
(%)
. EV 0,0

N2 vadtipus oo o5 RNS)) 0.0 1,000

TU3335 (unc- | EV 6,8 0,019
119p::sid-1) | hsp-90(RNSi) 51,4 0,012 0,021
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15. Abrak és tablazatok jegyzéke

15.1 Abrak

1. abra: A Hsp90 chaperon miikddése és konzervaltsaga az élovilagban.

2. abra: Az inzulin-szert jelatviteli utvonal (ILS) sematikus abrazolasa

C. elegans és emlés modellen.

3. abra: A daf-16a és daf-16d/f izoformak mRNS atiratainak (a) illetve
fehérje szerkezetének (b) sematikus reprezentacioja.

4. abra: A lizin oldalldncok szirtuin 4ltali deacetilacidjanak mechanizmusa.
5. abra: Az egyes SIRT1 ortologok és a SIRT2 homologiaja.

6. abra: A rezveratrol kémiai szerkezete.

7. abra: A HSP-90 csendesitése csokkenti a hsp-90 mRNS és fehérje
expressziot €s indukalja a hésokk-valaszt.

8. abra: A HSP-90 csendesitésének hatasa a vad tipus fejlédésére, valamint a vad
¢s daf-2 mutans allatok fertilitasara.

9. abra: A HSP-90 sziikséges a normal élettartamhoz.

10. abra: A HSP-90 sziikséges a csokkent ILS altal kivaltott hosszl élettartamhoz is.

11. abra: A HSP-90 kapacitas csokkentése limitalja a daf-2(RNSi) altal indukalt

hosszu élettartamot.

12. abra: A HSP-90 csendesitése daf-16-fliggetlen modon is roviditi az élettartamot.

13. dbra: A HSP-90 csendesitése nem neuronalis sejtekben nem befolyasolja a
dauer-larva képzo6dést vad tipusu és daf-2 mutans fonalférgekben.
14. abra: A HSP-90 sziikséges a daf-2 altal indukalt DAF-16A/B sejtmagi

crer

crer

16. abra: A hsp-90 csendesitése nem befolyasolja a DAF-16D/F::GFP sejtmagi
atlehyezddését.

17. dbra: A HSP-90 sziikséges a DAF-16A/B hdsokk-indukalta sejtmagi

crer

crcr

19. abra: A HSP-90 szelektiven szabalyozza a daf-16-fiiggd célgén expressziot
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DAF-16A izoforma transzgén hattéren.

20. abra: A HSP-90 sziikséges a daf-2(RNSi) altal indukalt old-1 és sod-3 mRNS 51

expressziohoz.

21. abra: A HSP-90 specifikusan sziikséges a DAF-16A-fliggd célgének 53
expresszidjahoz vad tipust daf-16 hattéren.

22. abra: A DAF-16A aktivacio gatlasa egy fiiggetlen hsp-90(RNSi) konstrukt 54
segitségével.

23. abra: A HSP-90 csendesitése nem destabilizalja a DAF-16A::RFP-t, valamint az 56
rle-1 ubikvitin ligaiz mutans élettartam-novekedését sem gatolja.

24. abra: A HSP-90 sem a DAF-16AAM sejtmagi athelyez6déséhez, sem annak 58
transzkripcids aktivitasdhoz nem sziikséges.

25. abra: A HSP-90 sziikséges a DAF-16A, de elhanyagolhaté a DAF-16D/F altal 60
kozvetitett élettartam-ndvekedéshez.

26. abra: A hsp-90 csendesitése csokkenti a SIR-2.1 szintjét, és proteaszomalis 62
lebomlasat valtja ki.

27. abra A HSP-90 csendesitése csokkenti a SIR-2.1 fehérje szintjét az alacsony 64

kdpiaszamu szirtuin taltermeld torzsben.

28. abra: A HSP-90 szabalyoz6 szerepei a C. elegans élete soran. 67
29. abra: A HSP-90 DAF-16A aktivaciora és élettartamra Kifejtett hatasanak 69
modellje.

30. abra: A SIR-2.1 HSP-90 altali szabalyozasanak modellje. 73
15.2 Tablazatok

1. tablazat: A tanulmany soran hasznalt C. elegans torzsek listaja 23
2. tdblazat: A tanulmany soran keresztezésekhez hasznalt primerek listaja 25
3. tablazat: A hasznalt RNSi torzsek 1étrehozasahoz hasznalt primerek listaja 26

4. tablazat: A tanulmany soran a QRT-PCR mérésekhez hasznalt primerek listdja 29

5. tablazat: Kiilonb6z6 fonalféreg torzsek tulélése 102
6. tablazat: A fehérje-szint mérések statisztikai analizise (Western Blot) 104
7. tablazat: A termotolerancia mérések statisztikai analizise 105

(t-teszttel valo dsszevetések)

8. tablazat: QRT-PCR mérések expresszios adatai 105
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9. tablazat: Fluoreszcens mikroszkdpia mérések statisztikai analizise 108
10. tdblazat: Termékenységi vizsgalatok statisztikai analizise 110
11. tablazat: Dauer-képzddés méréseinek statisztikai analizise 111
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