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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ARE: antioxidans valasz elem

BHI: Brain Heart Infusion tapfolyadék baktériumok szamara
bZIP: bazikus leucin Cipzar domén

Cnc: Cap ’n Collar transzkripcids faktorok csaladja

COPD: kronikus obstruktiv tiidobetegség

DAF-16: FOXO transzkripcios faktor C. elegans ortologja
DAF-2: inzulin/IGF receptor

EV: iires vektort tartalmaz6é HT115(DE3) baktérium, az RNSi kisérletek kontrollja
FUdR: 5-fluoro-2'-deoxiuridin

GCS-1: y-glutamil-cisztein szintetaz

GO: Gene Ontology

GSK-3: glikogén szintaz kinaz 3

GST: glutation-S-transzferaz

IGF: inzulinszerti névekedési faktor

[1S: inzulin/IGF jelatviteli utvonal

IPTG: izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid

KEAP1: kelch-szeriit ECH-asszocialt fehérje

L1-L4: a C. elegans egymast kovetd larvastadiumai

LB: Luria-Bertani tapoldat baktériumok szamara

Neh: Nrf2-ECH homol6g domén

NGM: Nematode Growth Medium, a C. elegans fenntartasara alkalmas taptalaj
NLS: nuklearis lokalizacios szignal

PAMP: patogén-asszocialt molekularis mintazat

PCR: polimeraz lancreakcio

PI3K: foszfoinozitol-3 kinaz

RNSi: RNS interferencia

ROS: reaktiv oxigén gyokok

SKN-1: SKiNhead transzkripcios faktor, az NRF2 C. elegans ortologja
TIR-1: Toll/interleukin-1 rezisztencia domén fehérje

Ub: ubikvitin

WDR-23: WDA40 ismétlodést tartalmazo fehérje
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1. BEVEZETES

1.1. Altalanos bevezeté

A valtoz6 kornyezethez, stresszhez torténd adaptacio nélkiilozhetetlen az
¢l6lények tuléléséhez. Doktori munkam kozéppontjaban az oxidativ és xenobiotikus
stresszvalasz egyik mesterregulatora, az SKN-1/NRF2 transzkripciés faktor all.
Szervezetiink sejtjeiben az ¢életfolyamataik soran folyamatosan termelédnek toxikus
metabolitok, koztik reaktiv oxigén gyokok (ROS), amelyek karositjak valamennyi
sejtalkotd makromolekulat. Az NRF2 transzkripcios faktor szamos antioxidans €s a sejt
méregtelenitd folyamataiban résztvevd enzim expresszidjat képes aktivalni, amelyek
csokkentik az oxidativ stressz €s az altala okozott karosodas mértékét. A sejteket az
oxidativ stressz extracellularis forrasbol is érheti, pl. oxidalé vegyszerek, bakterialis
toxinok, egyes immunsejtjeink pedig reaktiv oxigén gyokokkel (ROS) pusztitjak el a
korokozo baktériumokat.

Fokozott oxidativ stressz tapasztalhatdo oregedéskor, valamint tobb patologias
folyamat alkalmaval is, pl. érelmeszesedésben, Alzheimer korban, kronikus obstruktiv
tidébetegségben. Ismert az NRF2 jotékony hatasa ezen betegségek megel6zésében,
illetve a szoveti karosodds mértékének csokkentésében. Ily modon az NRF2 uj
gyogyszercélpontta valt. Az NRF2 immunitasban jatszott szerepe azonban tisztazatlan,
igy annak feltarasa hozzéjarulhat a betegségek hatékonyabb kezelésének kialakitasahoz.
Habar az NRF2 intenziven kutatott fehérje, nincsen 4atfogd adatbézis kolcsonhatd
partnereirdl, amelyek 0sszegytijtése és elemzése eldsegitheti az NRF2 szabalyozasanak

megertését €s a célzott, hatékony gyogyszertervezést.
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1.2. Irodalmi hattér

1.2.1. Az NRF2 bemutatdsa

1.2.1.1. Az NRF2 szerkezete és szabalyozdsa

Az NRF2 a konzervalt bazikus leucin zipzar (bZIP) transzkripcids faktorokat
magaba foglaldo Cap 'n collar (Cnc) fehérjék csaladjaba tartozik. Neviiket a DNS-kot6
doméntdl N-termindlisan elhelyezkedd 43 aminosavbol allo6 Cnc-doménrdl kaptak
(Sykiotis és Bohmann, 2010). A Cnc fehérje-csalad tagjai jelen vannak a tobbsejtl
allatokban, pl.: Caenorhabditis elegans fonalféregben SKN-1 (Walker és mtsai, 2000),
Drosophila melanogaster gytimolcslégyben Cnc (Mohler és mtsai, 1991), emlésokben:
p45 NFE2, NRF1, NRF2 és NRF3; mig ndvényekben ¢és gombakban nem fordulnak el
(Sykiotis ¢és mtsai, 2010). A Cnc transzkripcidos faktorok részt vesznek az
egyedfejlodésben és/vagy hozzajarulnak a sejtek homeosztazisanak fenntartasahoz
kiilonbozo stresszhatasok soran. A két ¢€lettani folyamatban résztvevo fehérjét egyetlen
gén kodolja C. elegans-ban és D. melanogaster-ben, mig gerincesekben a kiilonb6z6
funkciokhoz mas gének tarsithatok (Sykiotis és mtsai, 2010).

Emldsokben mindharom NRF fehérje részt vesz az oxidativ stresszvalaszban,
azonban eltéré ¢lettani szereppel rendelkeznek, amelyet a génkiiitott egérmodellek
kiilonboz6 fenotipusai bizonyitanak. Az Nrfl elsésorban az egyedfejlédésben vesz
részt: az nrfl-/- egerek a maj eritropoézis zavara miatt embrionalis korban elpusztulnak
(Chan és mtsai, 1998). Az Nrf2 jelentOsége Osszetettebbnek tiinik: szerepe van a sejtek
redox homeosztazisanak  megérzésében, a  detoxifikacioban valamint az
immunmodulacioban (gyulladascsokkentd hatas). Az nrf2-/- allatok fokozottan
érzékenyek a stresszhatasokkal szemben, ¢és id6s korban neurodegenerativ betegség
valamint a human szisztémas lupus erythematosus-hoz hasonlé autoimmun betegség
figyelhetd meg benniik (Ma és mtsai, 2006; Yoh és mtsai, 2001). A harom NRF fehérje
atfedd szoveti expresszios mintazattal rendelkezik, igy a génkiiitott egerek
fenotipusaiban tapasztalhaté kiilonbség feltehetben a harom fehérje eltérd
szabalyozasanak, sejten beliili elhelyezkedésének és  transzkripcio-aktivald
képességének koszonhetd. Mig az NRF2 legfontosabb regulatora a KEAP1, az NRF1 és
az NRF3 nem all a KEAP1 szabalyozésa alatt (Sykiotis és mtsai, 2010; Zhang és mtsai,
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2006). Az NRF2 stresszmentes allapotban a citoplazmaban ¢és részben a
mitokondriumban helyezkedik el, ugyanakkor az NRF1 és NRF3 integrans
membranfehérjeként az endoplazmés retikulum membranjaban talalhatok (Nouhi és
mtsai, 2007; Zhang és mtsai, 2006). Az NRF2 hatékonyabban képes célgénjeinek
transzkripcidjat aktivalni, mint az NRF1 vagy az NRF3. Ez lehetséges, hogy az
utobbiak membran-lokalizaltsdgdnak valamint annak kdszonhetd, hogy az NRF2 két

transzaktivator doménnel rendelkezik (Sykiotis és mtsai, 2010).

|
. I B e 1
Neh2 Nehd4 Neh5 Neh6 Nehl  Neh3
(CncbZIP)

1. abra Az NRF2 doménszerkezete

Az NRF?2 els6 doménje az N-terminalison a Neh2, amelyhez stresszmentes koriilmények kozott a
KEAP1 kotédik. A Neh4/5 és Neh3 tovabbi fehérje interakcidés domének, amelyekhez az NRF2
transzaktivaciojat szabalyozo fehérjék kapcsolodnak. A Neh6 a fehérje ,.turnover’-ében vesz
részt. A Nehl domén tartalmazza a bazikus leucin cipzar (bZIP) elemet a Cnc (Cap 'n collar)
doménben. A Nehl domén szerepet jatszik a dimerképzésben, amely feltétele az NRF2 DNS-
kotésének. Az abra Kobayashi és Yamamoto 6sszefoglald munkdja alapjan késziilt (Kobayashi €s

Yamamoto, 2005).

Az NRF2 hat Neh (Nrf2-ECH homolég) doménbdl épiil fel, amelyek funkcioit
Kobayashi és Yamamoto 6sszefoglalo cikke részletesen bemutatja (1. abra) (Kobayashi
¢s mtsai, 2005). A Nehl domén tartalmazza a bZIP régiot, amelyen keresztiil a
transzkripcids faktor heterodimerizacidja és DNS kotése valosul meg (Itoh és mtsai,
1997). Az NRF2 csak heterodimer formaban képes a DNS-hez kot6dni. Leggyakoribb
partnerei a kis Maf fehérjék, de mas transzkripcios faktorokkal is képezhet dimert, pl.:
ATF4, c-Jun (He és mtsai, 2001; Venugopal és Jaiswal, 1998). A Neh4 és NehS5
domének platformul szolgalnak tovabbi fehérje interakciok szamara: ezen két doménhez
kapcsolodik az NRF2 transzkripcio-aktivald (transzaktivalo) hatasat fokozo CBP
(CREB kot6 fehérje) illetve gatlo SMRT (sejtmag receptor korepresszor-2) (Katoh és
mtsai, 2001; Ki és mtsai, 2005). A Neh3 domén feltételezhetden szintén részt vesz a

transzaktivacioban (Nioi és mtsai, 2005), mig a Neh6 domén a fehérje ,.,turnover’-¢ben
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jelentds (Rada és mtsai, 2011). A két utobbi doménrdl sajnos kevés informacié all a
rendelkezésiinkre, ezek funkcidinak részletesebb feltardsa hozzajarulhat az NRF2
szabalyozasanak megértéséhez.

Az NRF2 Neh2 doménjéhez stresszmentes koriilmények kozott a KEAPI, az
NREF?2 elsédleges regulatora kapcsolodik (Itoh és mtsai, 1999) (1. és 2. abra). A KEAP1
tobb reaktiv cisztein aminosavat tartalmaz, amelyek kozil ketté (Cys273, Cys288)
oxidalészer jelenlétében diszulfid-hidat képez, igy a KEAPI oxidativ szenzorként
funkcional (Itoh és mtsai, 1999). Stresszmentes koriilmények kozott a KEAP1 két
modon is gatolja az NRF2 aktivaciojat. Aktinhoz kapcsolodva a KEAP1 kipanyvazza az
NRF2-t a sejtvazhoz €s megakadalyozza annak sejtmagba vandorlasat (Strachan és
mtsai, 2004). Emellett a KEAP1 elésegiti az NRF2 (Neh2 domén) poli-
ubikvitinalddasat és proteaszomalis lebontasat (Kobayashi és mtsai, 2004). Oxidaloszer
hatasara megvaltozik a KEAPI1 térszerkezete a két kritikus cisztein altal képzett
diszulfid-hid miatt, aminek kovetkeztében elengedi az NRF2-t. Az NRF2 maga is
oxidalodik és konformaciovaltozdson megy at, amelynek eredménye a sejtmagi
lokalizacios jel (NLS) felszinre keriilése ¢és a fehérje sejtmagi transzportja. Az NRF2
sejtmagi export jelet is hordoz, amely az oxidalodott tiol-csoportok regeneracidja soran
ujbol felszinre keriil. EKkor az NRF2 citoplazmaba exportalodik, ahol ujra kapcsolodik
a redukalt KEAP1 fehérjével (Theodore és mtsai, 2008).

Az NRF2 tobb foszforilacios helyet tartalmaz, amelyek foszforilacioja
befolyasolja az NRF2 aktivaciojat (2. abra). A Neh2 doménben ilyen pozicio pl. a
a KEAP1-t61 (Huang 2002). Izotiocianat kezelés hatasara a sejtndvekedésben ¢és
differencidcioban résztvevd ERK2 (extracelluldris jel 4ltal szabalyozott kindz 2) és a

stressz szignalt kozvetitdé JNK1 (c-Jun N-terminélis kindz 1) foszforilalja az NRF2-t,

crer
rrrrr

crcr

mtsai, 2006). S6t, kimutattak, hogy a GSK3[ fontos szerepet jatszik az antioxidans
stresszvalasz terminalasaban. A GSK3p Src kinazokat aktival (Fyn, Src, Yes, és Fgr),
amelyek az NRF2 Tyr568-at foszforilalva fokozzak annak nuklearis exportjat és

proteaszomalis lebontasat (Niture és mtsai, 2011).
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2. abra Az NRF?2 aktivalasa oxidativ stressz soran

Az NRF2 nyugalmi allapotban a KEAP1-hez kapcsolodik, amely gatolja sejtmagi transzportjat
és elOsegiti proteaszomalis lebontasat. Oxidativ stressz soran a KEAP1 kritikus ciszteinjei
diszulfid-hidat képeznek és az NRF2 felszabadul a gatlas alol. Az oxidativ stressz kinazokat
(PIBK, PKC, JNK, ERK) aktival, amelyek foszforilaljak az NRF2-t eldsegitve stabilizacidjat és
sejtmagi transzportjat. Az NRF2 sejtmagba jutva kis Maf fehérjékkel dimerizal, kapcsolodik a
célgénjeinek promoterében levd ARE szekvencidhoz (antioxidans valasz elem), majd indukalja
azok expressziojat. Célgénjei kozott szerepelnek antioxidans enzimek és 2. fazisu
biotranszforméaciés enzimek (GSTA-2, NQO-1, GCLC, GCLM, HO-1), amelyek csokkentik az

oxidativ stressz és az altala okozott karosodas mértékét. Az abra (Surh, 2003) alapjan késziilt.

Oxidativ stressz hatasara az NRF2 a sejtmagba vandorol és pl. kis Maf
fehérjékkel heterodimert képez (2. abra). A dimer az NRF2 célgénjeinek promoéterében
levé Gn. ARE (antioxidans valasz elem) DNS szekvencidhoz ko6tddik €s indukalja az
antioxidans enzimek, pl. Prx1 (peroxiredoxin 1) illetve nem enzimatikus antioxidansok,

pl. glutation szintézisében fontos enzimek, pl. GCL (glutaminsav-cisztein ligaz)
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expresszigjat (Kim és mtsai, 2007; Lee és mtsai, 2005). Az NRF2 emellett a
xenobiotikumok detoxifikalasaban részt vevé 2. fazisti biotranszformacioés enzimek
transzkripcidjat is indukalja, pl. HO-1 (hem oxigenaz-1), GST (glutation-S transzferaz),
NQO1 (NADPH-kinon oxidoreduktaz 1) (Dhakshinamoorthy és Porter, 2004; Ogborne
¢s mitsai, 2005; Sibhatu és mtsai, 2008). Megjegyzendd, hogy a glutation kozponti
szerepet tolt be mindkét folyamatban, igy tobb NRF2 célgén mindkét fenti kategoridba
besorolhatd. Az NRF2 célgénjei tehat kozvetleniil vagy kdzvetetten részt vesznek az
oxidativ stressz soran karosodott fehérjék regeneralasaban (tiol-csoportok), illetve a

stresszforras csokkentésében (pl. reaktiv oxigén gyokok).

1.2.1.2. Az NRF2 szerepe patologids folyamatokban

Az NRF2 célgénjei révén eldsegiti a sejtek tulélését az oxidativ stresszel jaro
patologias folyamatok soran. Ily modon azonban hatasa ellentmondé lehet a szervezet
szamara. Az NRF2 pozitiv hatasi a gyulladas-indukalta szdvetkarosodas
csokkentésekor, azonban aktivitasa karos a tumorsejtek extrém kornyezethez torténd
adaptaciojakor. Az NRF2 tobb, elsésorban gyulladassal egyiitt jard betegségben érintett,
amelyeket az 1. tablazatban foglaltam Ossze. Az NRF2 szerepét részletesen harom, a
tarsadalom széles rétegét érintd betegségben mutatom be: kronikus obstruktiv
tidobetegségben, neurodegenerativ illetve tumoros betegségek esetén.

A tiidé gyulladasos megbetegedéseivel szemben az nrf2-/- egerek rendkiviil
érzékenyek, ezek koziil az egyik legelterjedtebb a kronikus obstruktiv tiiddbetegség
(COPD) (Kensler és mtsai, 2007). A COPD 2011-ben a 4. leggyakoribb halalok volt a
vilagon a WHO felmérése szerint, amelynek elérejelzése szerint 2020-ban mar a 3.
helyen szerepelhet (Comandini és mtsai, 2010). A COPD hatterében elsdsorban a tiidé
dohanyfust altali oxidativ terhelése all, amely folyamatosan stimulalja a gyulladasban
résztvevé immunsejteket (makrofagok, neutrofil granulocitak), amelyek stlyos szoveti
karosodast okoznak (Church és Pryor, 1985; Rahman és MacNee, 1996). Az nrf2-/-
egerekben cigarettafiist hatasara korabban alakul ki tiidétagulas mint a vad tipusu
egerekben, amely erdteljes 1éguti gyulladéssal és az alveolaris sejtek apoptozisaval jar

(Rangasamy és mtsai, 2004). A tiidoben tobb mint 50 NRF2-fiiggd antioxiddns és
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sejtvédé gént azonositottak, amelyek indukalasa csokkentheti a tiidoben az oxidativ

stresszt és a gyulladast. fgy az elmult évtizedben az NRF2 1j célpontjava valt a COPD

elleni gyogyszer-tervezésnek (Kensler és mtsai, 2007).

1. tablazat Az NRF2 szerepe patologias folyamatokban

Betegség tipus Betegség NRF2 hatasa Referencia
Kroénikus obstruktiv Antioxidans, gyulladas gatlo hatds  (Rangasamy és
tiidébetegség mtsai, 2004),
Asztma Antioxidans hatas (Rangasamy és
Léguti gyulladas gatlo hatas mtsai, 2005)
megbetegedések Akut tiidésériilés Antioxidans, gyulladasgatlo (Chan és Kan, 1999)
Tiido fibrozis Antioxidans hatas (Cho és mtsai, 2004)
R,esplrat?w, syncytial Antioxidans hatas (Cho és misai, 2009)
virusfertdzés
Huntington-kor Antioxidans, gyulladasgatlo (Liot és mtsai, 2009)
Alzheimer-kor Antioxidans, (Kanninen és misai)
26S proteaszoma indukalasa
Idegrendszeri Parkinson-kor Antioxidéns, gyulladasgatlo (Rojo ¢és mtsai,
megbetegedés 2010; Tufekci és
mtsai, 2011)
Szkler6zis multiplex Antioxidans hatas (van Horssen és
mtsai, 2010)
Antioxidans és detoxifikald hatasa
Daganfatos mla'tt ’pre.ven(nosayr'l an‘fl‘Fumor (Lau és misai, 2008)
betegségek hatast, viszont eldsegiti a
transzformalt sejtek tulélését is
Erelmeszesedés Ellentmondasos szerep: . .
6 oig g g 1 (Araujo és mtsai,
antioxidans és immunmodulalé 2012)
hatas
Kardiovaszkularis | |schaemia-reperfiizios  Antioxiddns és sejtvédd hatdsa (Leonard és mitsai,
betegségek karosodas révén csokkenti az idegi, vese és 2006; Shah és mtsai,
méajkéarosodast 2007)
Diabetikus nefropatia Antioxidans, gyulladasgatlo hatds  (Jiang és mtsai,
2010)
Szepszis Antioxidans és immunmodulalo (Kong és mtsai,
) hatasa véd a szepszis ellen 2011)
:)I:t:;l:éug):])(glal aAulig(zgnnrquanbetegségek: }ilr:z;);iiﬁ Z'Isltlirzrgzimo’dulélé (istmsems m'tsai,
.. gseg 2010; Wruck és
encephalomyelitis, stlyossagat misai, 2011)
rheumatoid arthritis
Mijbetegségek Drog-indukalta Detoxifikalo, sejtvédd funkcid (Aleksunes és

majkarosodas

Manautou, 2007)

A COPD-hez hasonldan a neurodegenerativ betegségek egyik kozos jellemzdje a
sejtek fokozott oxidativ terhelése, amely kialakulhat pl. a mitokondrialis diszfunkcio

kovetkeztében (Calkins és mitsai, 2009). Az oxidativ stressz hozzdjarul a sejtek
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pusztuldsahoz, amely a betegség progressziojahoz vezet (Kensler és mtsai, 2007). A
mitokondrium Il-es 1égzési komplexét gatlo 3-nitropropionsav (3-NP) kezelés
Huntington-koérhoz hasonld tiineteket valtott ki egér modellen, amely fokozott ROS
képzodéssel jart egyiitt (Brouillet és mtsai, 1999; Liot és mtsai, 2009). A 3-NP kezelés
hatasara az nrf2-/- egerekben hamarabb fejlodott ki a betegség, és nagyobb mértékben
alakultak ki striatalis 1éziok, mint a vad tipusu allatokban. Kimutattak, hogy az Nrf2
aktivitasanak fokozasa csokkenti a 1éziok méretét és a 3-NP karos hatasait (Kensler és
mtsai, 2007). Az Nrf2 els6sorban antioxidans célgénjei révén segiti el6 a sejt tulélését,
emellett viszont részt vehet a neurodegenerativ betegségekre is jellemzd gyulladas
modulalasaban.

Az el6z6 két betegséggel ellentétben az NRF2-nek ellentmondasos szerepe van a
tumoros betegségekben. Megfigyelték, hogy olyan ndvényi és kémiai hatdanyagok,
amelyek aktivaljak az NRF2-t, gatoljak a tumorképzddést, pl.: epigallokatekin-3-gallat
(z01d teaban), rezveratrol (sz6lében), oltipraz (Ramos-Gomez és mtsai, 2001; Surh és
mtsai, 2005). Anti-tumor hatasat az NRF2 jellegzetes célgénjeinek: antioxidans
enzimek, 2. fazist biotranszformacids enzimek révén fejti ki, amelyek semlegesitik a
karcinogén anyagokat illetve azok hatasait (Ramos-Gomez és mtsai, 2001; Surh és
mtsai, 2005). Ezzel szemben egyre tobb adat mutatja, hogy a mar kialakult
koriilményekhez, valamint célgénjei részt vesznek a gyogyszerhatdoanyagok
detoxifikaldsaban illetve a sejtbdl valo kijuttatasdban (Lau €s mtsai, 2008). Ily mddon
az NRF2 fontos szerepet tolthet be a tumoros elvaltozdsok prevencidjaban, ellenben
tumorszelektiv gatlasa a kifejlett tumor esetén fokozhatja a kemoterapia sikerességét

(Martin-Montalvo és mtsai, 2011).

1.2.2. Az SKN-1, az NRF?2 Caenorhabitis elegans ortoléogjanak bemutatdsa

Az NRF2 ortolog SKN-1 targyalasa elétt roviden bemutatom a Caenorhabditis

elegans modell-rendszert.
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1.2.2.1. A Caenorhabitis elegans fondalféreg, mint modellallat

Sydney Brenner 1974-ben mutatta be a Caenorhabditis elegans fonalférget a
genetika 1) modellallataként, amely azota széles korben elterjedt a bioldgia mas
teriiletein is (Brenner, 1974). A C. elegans valoban rendkiviil kedvez6 tulajdonsagokkal
rendelkezik a genetikai vizsgalatokhoz: kisméretii (kb. 1 mm hosszi), rovid a
generacios ideje (3 nap), els6sorban onmegtermékenyitéssel szaporodik (a populacio
99,8%-a hermafrodita, 0,2%-a him) nagyszamu utédnemzedékkel (300 pete/anyaallat).
A C. elegans fejlodése soran 4 larvastadiumon megy keresztiil a felnétt korig (3. abra).
Az L1 larvék kedvezotlen koriilmények hatasara, pl.: €hezéskor tartos, tin. dauer larva
allapotba alakulnak at, amelybdl csak a stresszforras elmulasakor, akar tobb honappal
késébb 1épnek vissza a normalis fejlédési ciklusba (3. abra).

A C. elegans természetes korilmények kozott a talajpban és rothadd
gylimdlcsokon €1, ahol baktériumokkal taplalkozik. Laboratériumi koriilmények kozott
konnyli fenntartani, taplaléka az Escherichia coli OP50 torzs. Egyszeri felépitése,
atlatszo teste lehetdvé teszi sejtjei fénymikroszkopos vizsgalatat. A felnétt allatot alkoto
sejtek leszarmazasi vonalanak meghatarozasa 0j lendiiletet adott a fejlédésbiologia és a
sejtciklus/apoptozis kutatasnak (Sulston és Horvitz, 1977). Martin Chalfie hozott 1étre
els6ként GFP-t expresszalo transzgénikus allatot, amellyel 0j utakat nyitott meg a
génexpresszio és fehérje lokalizacio vizsgalataban (Chalfie és mtsai, 1994).

Mas modellallatokhoz képest, pl. egér, gyorsabban ¢€s egyszeriibb modszerekkel
lehet mutéans illetve transzgén C. elegans allatokat eldallitani. Az utobbi évtizedben
pedig altalanossa valt az RNS interferencia (RNSi) géncsendesités alkalmazasa, amely
lehetévé teszi olyan gének szuppresszalasat is, amelyekre kordbban nem izolaltak
mutans allatot vagy hidnya embrionalis letalist okozott (Fire és mtsai, 1998). Ez a
technika tehat tovabb bdvitette a C. elegans allatok genetikai manipuldlasanak
eszkoOztarat.

A C. elegans tovabbi eldnye, hogy az interneten nagy mennyiségii, ingyenesen
elérheté adatbazisok allnak a kutatok rendelkezésére, pl.. Wormbase, WormaAtlas,
WormBook (Girard és mtsai, 2007; Yook és mtsai, 2012). A C. elegans fentebb emlitett
elényei tették lehetdvé egyre sokrétlibb alkalmazasat, pl. a sejtbiologia, az

immunolodgia, a stressz- és oregedéskutatas, illetve a gyogyszerkutatas teriiletén.
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Felnétt allat (1110-1150 pm)
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—_
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3. abra A Caenorhabditis elegans fonalféreg egyedfejlodése

A C. elegans fonalféreg életciklusa pete allapotban kezdédik. A kikelést kovetden 4
larvastadiumon keresztiil éri el a feln6tt kort. Kedvezétlen koriilmények, pl. éhezés hatasara az
L1 larvak kilépnek a fejlédési ciklusbol és Un. dauer larvava alakulnak. A dauer allapot a
stresszhatds elmulasdig, akar tobb honapig is fennmaradhat, amelyet kovetéen az L4 larva
stadiumba alakul és visszatér a normalis €letciklusba. Rovidités: hr: 6ra. Az dbra a WormAtlas

alapjan késziilt. (http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html)

1.2.2.2. Az SKN-1 szerkezete és élettani jelentosége C. elegans fonalféregben

Az NRF1/2/3 transzkripcios faktorok Caenorhabditis elegans ortologja az SKN-
1 fehérje. Az SKN-1 jelentdsége elsdként a korai embriondlis fejléddésben valt ismertté,
anyai hatdsu génként koordinalja a mezendoderma kialakuldsat (Bowerman €s mtsai,
1992). Az SKN-1 az NRF2-h6z hasonl6 szerkezettel rendelkezik, viszont nem tartalmaz
bZIP dimerizacios domént, monomerként kotdédik a DNS-hez (4. abra) (Blackwell és
mtsai, 1994). Az SKN-1 altal felismert DNS szekvencia két részre oszthato. All egy fél
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ARE-nek (antioxidans valasz elemnek) megfeleld (RTCA) szakaszbol, amelyhez az
SKN-1 C-termindlisdn talalhatdo bazikus aminosavakat tartalmazé doménje kotddik.
Ett6l 5’ iranyban egy AT-ban gazdag szekvencia (WWT) helyezkedik el, amelyhez az
SKN-1 homeodomén fehérjékhez hasonld N-terminalis karja kapcsolodik (4. abra)
(Blackwell és mtsai, 1994). Az NRF2-h6z hasonléan az SKN-1 is képes toborozni a
kromatin atszervezésben résztvevé CBP fehérjét (CAMP-valasz elem kotd fehérjét kotd

fehérje) megnovelve a transzkripcié indukélasanak hatékonysagat (Walker és mtsai,

2000).
A DNS-kotés
—>
] X [ SKN-1
—i X BN [ NRF1,2

DIDLID CNC BR ZIP

RTCAT SKN-1 (monomer)
GCNNNGTCA ARE (dimer)

4. abra Az SKN-1 és NRF1/2 szerkezete és DNS koto szekvenciaja

A) A C. elegans SKN-1 ¢és az emlés NRF1/2 fehérjék domén szerkezete. Az SKN-1 a C-
termindlison talalhatd bazikus aminosavakbol all6 CNC doménnel valamint az N-terminalis
homeodomén fehérjékhez hasonl6 karjaval kapcsolodik a DNS-hez. Az SKN-1 nem tartalmaz a
dimerizaciohoz sziikséges bZIP domént, igy monomerként kotddik a DNS-hez. A Cnc-
fehérjecsaladban csak az SKN-1 és NRF1,2 fehérjékben talalhaté meg a konzervalt
transzaktivator DIDLID elem, amely mutatja ezen fehérjék kozeli rokonsagat. B) Az SKN-1 és
NRF1,2 fehérjék altal felismert DNS szekvencidk. Roviditések: W: adenin vagy timin, R:

adenin vagy guanin, N: barmelyik DNS bazist jeloli; ARE: antioxiddns valasz elem. Az abra

An ¢és Blackwell alapjan késziilt (An és Blackwell, 2003).

Az SKN-1 fehérjének harom izoformdja ismert. Mig az SKN-1A ¢élettani
jelentéségét eddig nem tartak fel, az SKN-1B ¢és az SKN-1C eltéré funkciokkal
rendelkezik. Az SKN-1B a C. elegans feji részén talalhato ASI neuronokban
expresszalodik, és sziikséges a kaloria restrikcid élethosszt megndveld hatasahoz

(Bishop ¢és Guarente, 2007). A bélhamsejtekben talalhato6 SKN-1C az NRF2-hoz
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hasonldan fontos oxidativ stresszvalasz regulator, emellett részt vesz az élethossz
meghatarozasaban is (Tullet és mtsai, 2008). Ezt erdsiti egy nemrégiben megjelent
vizsgalat, amelyben kimutattak, hogy az élethossz regulator TOR kinaz is szabalyozza
az SKN-1 aktivitasat (Robida-Stubbs és mtsai, 2012; Vellai és mtsai, 2003). Tovabba
leirtak, hogy az életkor elérehaladtaval csokken az SKN-1 célgének expresszidja a
xenobiotikum/oxidalészer juglon kezelés hatasara. Az SKN-1 csokkent aktivitasa
hozzajarulhat a sejtek adaptacidjanak romlasdhoz, a  fehérje-homeosztazis

megbomlasahoz, igy az oregedés kialakulasahoz (Li és mtsai, 2011; Przybysz és mtsai,
2009).

DAF-2
AGE-1 SEK_‘1‘/E(idativ stressz
S6K-1  gsk-3 £iiiEa Xenobiotikumok
AKT-1/2
p> l itopl / itopl
SKN—I cltoplazma SKN-I citoplazma

sejtmag sejtmag

5. abra Az SKN-1 szabalyozasa
A) Stresszmentes koriilmények kozott az inzulin/IGF jelatvitel (IIS) terminalis kinazai, az AKT-

B) Oxidativ stressz valamint xenobiotikumok hatasara aktivalodik a p38 MAPK ttvonal, amely
foszforilalja az SKN-1-et, elsegitve sejtmagi stabilizaciojat és célgénjei atirasat, pl. gst-4, gst-
30 (glutation-S transzferaz 4 és 30). Az abra Choe és mtsai alapjan késziilt (Choe és mtsai,
2009).

Habar C. elegans-ban nem ismert az NRF2 els6dleges inhibitoranak, a KEAP1-
nak ortologja, illetve hozza hasonld funkcidt betdltd fehérje, az NRF2 és az SKN-1

16



DOI:10.14753/SE.2014.1843

szabalyozasanak mechanizmusa rendkiviil hasonld. Stresszmentes koriilmények kozott
az SKN-1 a citoplazmaban taldlhato, illetve ha bejut a sejtmagba, ubikivitinalodik és
lebontodik a proteaszomalis rendszer altal (5. abra) (Choe és mtsai, 2009). Oxidativ
stressz hatasara az SKN-1 stabilizalodik a sejtmagban és indukalja célgénjei atirasat.
Mindkét folyamatot kinazok szabalyozzdk. Nyugalmi 4llapotban az SKN-1
stabilizaciojat az inzulin/IGF jelatvitel kinazai, az AKT-1/2, valamint a GSK-3§
(glikogén-szintaz kinaz 3p) altali foszforilacio gatolja meg (An és mtsai, 2005; Tullet és
mtsai, 2008). Az eml6sokh6z hasonléan C. elegans-ban is fontos szerepet toltenek be a
stressz szignal tovabbitasaban és a valaszreakciok aktivalasaban a MAPK jelatviteli
utvonalak (Ewbank, 2006). C. elegans fonalféregben oxidativ stressz hatasara a p38
MAPK tvonal aktivalodik, amely az SKN-1-et foszforilalva elésegiti annak
stabilizaciojat és célgénjei expresszidjat (5. abra) (Inoue és mtsai, 2005).

Az SKN-1 célgénjei kozott, az NRF2-h6z hasonloan, szerepelnek antioxidans
enzimek és 2. fazisi biotranszformacidés enzimek, pl.: gcs-1 (y-glutamil-cisztein
szintetaz 1), gst-4, (glutation-S-transzferaz 4), ctl-2 (katalaz 2), amelyek részt vesznek a
sejtek homeosztazisanak megdrzésében oxidativ stressz vagy xenobiotikum terhelés
soran (An és mtsai, 2003). 2009-ben publikalt két microarray analizis kimutatta, hogy
az SKN-1 a hagyomanyos SKN-1/NRF2 célgének mellett szabalyozza olyan fehérjék
vesznek az immunvalaszban, pl. CUB-szerti domént tartalmazoé fehérjék, lizozimek, C-
tipusu lektinek, szapozinszerii fehérjék valamint neuropeptidszerti fehérjék (Alper és
mtsai, 2007; Oliveira és mtsai, 2009; Park és mtsai, 2009). fgy felmeriil annak a
lehetdsége, hogy az SKN-1 a bélhamsejtek antioxidans védelmén tul, kdzvetleniil részt

vehet az immunvalasz szabdlyozasaban.

1.2.3. A C. elegans immunvdlaszanak és immunszeneszcencidjanak jellemzése

1.2.3.1. A C. elegans immunvalasza

Az elmult évtizedben a természetes immunitas kutatasanak 0j modellallatava

valt a Caenorhabditis elegans fonalféreg. Az ember természetes immunitasahoz képest
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a C. elegans joval egyszertibb immunrendszerrel rendelkezik (2. tablazat), viszont az
altala nyujtott gazdag genetikai eszkoztar lehetové teszi a gazda-patogén kolcsonhatas
alapjainak jszerti vizsgalatat (Pukkila-Worley és Ausubel, 2012). Az utdbbi években a
gyogyszerfejlesztésben is elkezdték alkalmazni a C. elegans fonalférget pl.
antimikrobidlis szerek nagy mennyiségben torténd gyors tesztelésére (Ewbank és

Zugasti, 2011).

2. tablazat A C. elegans és az ember természetes immunitasanak osszehasonlitasa
Az Osszefoglalo tablazat Gergely Janos és Erdei Anna altal szerkesztett Immunbiologia

valamint Ewbank és Zugasti, valamint Pukkila-Worley és Ausubel publikacioi alapjan késziilt

(Ewbank és mtsai, 2011; Gergely J, 2000; Pukkila-Worley és Ausubel, 2012).

Specializalt immunsejtek

Egyéb immunfunkciéval
rendelkezoé sejtek

Humoralis faktorok

Patogén felismerés

Jelatviteli utvonalak

Kiemelt jelentéségii
transzkripciés faktorok
ROS produkcié

Szerepe

Targetjei

Immunolégiai memoria

Human

Granulocitak, makrofagok,
dendritikus sejtek, NK és NKT-
sejtek, y/8 T-limfocitdk, CD5"
B-limfocitak

Bélhamsejtek, endotél sejtek,
keratinocitdk, vérlemezkék
Komplement rendszer,
citokinek, antibakterialis
peptidek

PRR-k (TLR-ek, scavanger
receptorok, CD14, mann6z
receptor); szolubilis faktorok
(MBL/MASP, C3H,0)

TLR, ERK/ IJNK/ p38 MAPK,
JAK/STAT, TGF-B és integrin
jelatvitel

NF-xB, AP-1, ATF-2, STAT-ok,
IRF-ek

NOX2

A ,,veszEly” észlelése, az
»idegen” partikulumok
elpusztitasa; antigén prezentacio
¢és az adaptiv immunvalasz
modulalasa

Koérokozok (baktériumok,
gombak), virussal fert6zott
sejtek, tumorsejtek

Az adaptiv immunrendszer
alakitja ki

18

C. elegans

Nincsenek

Bélhamsejtek, epidermisz sejtek

Antimikrobialis fehérjék
csaladjai (pl. SPP, lizozimek,
ABF, CNC, lektinek)

Korlatozottan ismert: CED-
1/SCARF, SCAV-1/CD36,
lektinek?, TOL-1?

p38 MAPK, DAF-2, TGF-B és
ERK jelatvitel

ATF7/ATF2, DAF-16/FOXO,
ELT-2/GATA

BLI-3/DUOX
Patogén-specifikus

antimikrobialis fehérje repertoar,
korokozok elpusztitasa

Koérokozok (baktériumok,
gombak)

Nem ismert
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A C. elegans természetes kozege gazdag potencialis patogénekben, amelyekkel
szembeni védettség nélkiilozhetetlen az allat taléléséhez (Pukkila-Worley és Ausubel,
2012). Ismertek bakterialis, fungalis és viralis korokozoi is, laboratoriumi koriilmények
kozott elsésorban human opportunista baktériumokkal illetve gombékkal szembeni
immunitasat vizsgaljak.

A C. elegans korokozoi a szajnyilason, az epidermiszen, a vulvan (ivarnyilas) €s
a végbélnyilason keresztiil képesek megtaimadni az allatokat. Tobb patogén az allat
felszinéhez asszocidlva fordul eld. Azok a kérokozok, amelyek bejutnak az allatok
kutikulaval mar nem boritott szoveteire (pl. bél), elszaporodnak és elpusztitjak a
gazdaszervezetet. A laboratoriumban vizsgalt patogének tobbsége intesztinalis
korokozo, amelyek a szajnyilason keresztiil hatolnak az allat testébe (Darby, 2005). A
szajnyilast két erételjes Orlémozgast végzo garat koveti, amely elpusztitja a bakterialis
taplalék tobbségét, egyes korokozok azonban képesek ezt talélni és kolonizaljak a
fonalféreg bélcsovét, pl. Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis. A bél
lumenében a patogének elszaporodnak és toxinokkal karositjadk a bélhédmsejteket
(Partridge €s mtsai, 2010).

A C. elegans epidermisze kutikulaval boritott, amely impermeabilis a korokozok
szamara. A Drechmeria coniospora gombafaj képes athatolni a kutikulan és
megtamadni az epidermisz sejteket, majd hifdkat novesztve szétterjedni az allat egész
testében (Pujol és mtsai, 2008). A C. elegans vulvaja alaphelyzetben meggatolja a
patogének bejutasat, azonban az allat legyengiilése soran egyes korokozok, pl. a
Drechmeria coniospora vagy Leucobacter chromiireducens baktérium képes a vulvan
keresztiil megfertézni az allatot (Muir és Tan, 2008; Ziegler és mtsai, 2009). Végiil a C.
elegans rectalis részét a Microbacterium nematophilum baktérium tamadja meg, a
hipodermisz sejtek €s egyuttal a farok duzzadasat okozva. A fert6zés sulyosabb esetben
az allat sterilitasat és székletiiritésének blokkolasat okozhatja (Nicholas ¢s Hodgkin,
2004).

A legintenzivebben kutatott agensek a Gram-negativ Pseudomonas aeruginosa
¢és a Gram-pozitiv Enterococcus faecalis human opportunista patogén baktériumok,
ezért doktori munkam soran az allatok patogén rezisztenciajanak vizsgalatara foként
ezeket alkalmaztam. A kovetkezokben ezen patogének altal kivaltott immunvalaszon

keresztiil mutatom be a C. elegans immunvédekezését.
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Lathattuk, hogy a C. elegans immunrendszere joval primitivebb, mint az ember
természetes immunitasa (2. tablazat), azonban képes indukalhatd, patogén-specifikus
immunvalasszal védekezni a korokozokkal szemben. Habar az immunvélaszban
résztvevd jelatviteli utvonalakat, az aktivalodo antimikrobidlis fehérjéket sikertilt
azonositani, Sajnos kevés adat all rendelkezésiinkre a patogéneket felismerd
receptorokrol. 2009-ben sikeriilt elséként kimutatni, hogy két, human scavanger
receptorral homolog fehérje, a CED-1/SCARF és a SCAV-1/CD36 képes felismerni a
Cryptococcus neoformans és Candida albicans gombafajokat, és mutaciojuk fokozott
érzékenységet okozott ezen korokozokkal szemben (Means és mtsai, 2009). A human
természetes immunitas tovabbi PAMP receptorairdl (patogén-asszocialt molekularis
mintazat felismerd receptorok) eddig nem mutattak ki, hogy részt vesznek a C. elegans
immunitasaban. Megjegyzendd, hogy a Toll-szer(i receptorokkal (TLR) ortolég TOL-1
mutacidja ugyan nem okoz valtozast a C. elegans patogén rezisztenciajaban, viszont
szikkséges a Serratia marcescens korokozo elkeriiléséhez, amely azt mutatja, hogy a
TOL-1 részt vehet a patogén felismerésben (Pradel és mtsai, 2007; Pujol és mtsai,
2001). A C. elegans lektinek széles valasztékat szekretalja a bél lumenébe fertézés
soran (Schulenburg és mtsai, 2008). Egyes lektinek (LEC-1-11) esetén azonositottak a
szénhidrat ligandokat, amelyek arra utalnak, hogy a lektinek szintén részt vehetnek a
korokozok felismerésében (Nemoto-Sasaki és mtsai, 2008). Sajnos egyik esetben sem
sikertilt a receptorok €s a késObb bemutatasra keriil6 immun-jelatviteli tvonalak kozotti
kapcsolatot azonositani. A patogén-felismerd receptorok azonositdsa megmagyarazhatja
azt, hogyan képes a C. elegans fonalféreg patogén-specifikus immunvalaszt adni a
kiilonb6z6 korokozokkal szemben.

A patogén-receptorokkal ellentétben szamos, a C. elegans immunvalaszaban
részt vevO jelatviteli utvonal valt ismertté az elmult évtizedben (3. tablazat). A C.
elegans immun-jelatvitelében tobb, a human természetes immunitasban is fontos
utvonalat talalhatunk, pl. p38 MAPK ¢és TGF-B utvonal. Azonban egyes alapvetd
jelent6ségii fehérjék, pl. NF-kB és MyD88 ortologjai nem talalhatoak meg C. elegans-
ban, ezen fehérjék kiestek a fonalféreg evolucidja soran (Pukkila-Worley és Ausubel
2012). igy a C. elegans lehetdséget ad az NF-kB-t6l fiiggetlen természetes immunitas

vizsgalatara, amelynek egyes elemei valdsziniileg az emberben is megdérzdédtek.
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3. tablazat A C. elegans immunvalaszaban részt vevo jelatviteli atvonalak

Jelatviteli utvonal C. elegans Human ortolégok Referencia
fehérjék
TIR-1 SARM (Couillault és mtsai, 2004;
Liberati és mtsai, 2004)
RAB-1 Ras-hoz kapcsolt GTP-az (Couillault és mtsai,
p38 MAPK Rab-1A 2004)
NSY-1 ASK1 MAPKKK (Kim és mtsai, 2002)
utvonal SEK-1 MKK3, MKK6 MAPKK (Kim és misai, 2002)
PMK-1 p38 MAPK a-6 (Kim és mtsai, 2002)
ATF7 ATE2 (Shivers és mtsai, 2010)
VHP-1 MKP7 MAPK foszfataz (Kim ¢s mtsai, 2004)
DAF-2 Inzulin/IGF-1 receptor (Garsin és mtsai, 2003)
Inzulin/IGF AGE-1 Foszfatidil-inozitol-3 kindz ~ (Garsin és mtsai, 2003)
jelatviteli utvonal AKT-1/2 Akt kinaz (Evans ¢és mtsai, 2008a)
DAF-16 FOXO transzkripcios faktor ~ (Garsin és mtsai, 2003)
DBL-1 TGF-B ligand (Mallo és mtsai, 2002)
SMA-6 I-es tipusa TGF-B receptor (Kurz és Tan, 2004)
TGF-p utvonal SMA-2 SMAD fehérje (Kurz és mtsai, 2004)
SMA-3 SMAD fehérje (Kurz és mtsai, 2004)
SMA-4 SMAD fehérje (Kurz és mtsai, 2004)
LIN-45 B-Raf szerin/treonin (Nicholas és mtsai, 2004)
ERK MAPK fehérje kindz
titvonal MEK-2 ERK MAPKK?2 (Nicholas és mtsai, 2004)
MPK-1 ERK MAPK (Nicholas és mtsai, 2004)

A C. elegans immun-jelatvitelének kutatdsa soran els6ként Kim és mitsai
alkalmaztak ,,forward genetic screen” eljarast patogén-szenzitiv mutansok izolalasara.
A vizsgalat soran kimutattak, hogy a p38 MAPK utvonal sziikséges a P. aeruginosa
baktériummal szembeni rezisztencidhoz (Kim és mtsai, 2002). Az emldsok természetes
immunitasaban szintén fontos szerepet jatszik a p38 MAPK utvonal, elsdsorban az
immunsejtek  proinflammatérikus ~ citokinekre  illetve  bakteridlis ~ LPS-re
(lipopoliszacharid) adott valaszanak szabalyozasaban (Kyriakis és Avruch, 2001). C.
elegans-ban a p38 MAPK ftutvonal kinaz-tridadjat az NSY-1 (MAP3K), a SEK-1
(MAP2K) és a PMK-1 (p38 MAPK) alkotjak (Kim és mtsai, 2002). 2004-ben két
kutatocsoport parhuzamosan fedezte fel, hogy immun-jelatvitel soran a p38 MAPK

utvonal felett egy adapter fehérje, a TIR-1/SARM (Toll/interleukin-1 rezisztencia
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domén fehérje) helyezkedik el (Couillault és mtsai, 2004; Liberati és mtsai, 2004). A
TIR-1 funkciodja valosziniileg a jel tovabbitasa az eddig ismeretlen patogén-receptor €s
az NSY-1 kozott. A PMK-1 aktivitdsat a VHP-1 MAPK foszfataz szabalyozza, amely
inaktiv, defoszforilalt allapotban tartja a fehérjét aktivalo jel, korokozo hianyaban (Kim
¢s mtsai, 2004). A p38 MAPK utvonal végén az emlds ATF2 (aktivald transzkripcios
faktor 2) ortolog ATF-7 all, amely P. aeruginosa fert6zés soran szamos
immunvalaszban résztvevd gén atirasat aktivalja (Shivers és mtsai, 2010).

Az élethossz ¢€s a patogénekkel szembeni ellendlloképesség kozotti kapcsolat
vizsgalata soran fedezték fel, hogy a hosszl életti daf-2 (inzulin/IGF receptor) mutansok
tobb bakterialis patogénnel szemben (P. aeruginosa, E. faecalis, Staphylococcus
aureus) is ellenallobbak, mint a vad tipusa allatok (Garsin és mtsai, 2003). A jelenség
hatterében a DAF-16/FOXO transzkripcios faktor gatlas aloli felszabadulasa all, amely
antioxiddns enzimek ¢€s antimikrobidlis fehérjék expresszidjanak indukaldsaval jarul
hozza az allatok fert6zésekkel szembeni ellenalloképességének novekedéséhez (Alper
¢s mtsai, 2007; Garsin és mtsai, 2003; Kenyon és mtsai, 1993).

A legtobb vizsgalt korokozo esetén mind a p38 MAPK, mind a DAF-16
aktivaciojat leirtdk az immunvalasz soran (Schulenburg és mtsai, 2008). Troemel és
mtsai a két jelatviteli utvonal altal szabalyozott gének elemzése alapjan feltételezik,
hogy a DAF-16 alapszinti immunitast biztosit, mig fert6zés soran a p38 MAPK ttvonal
felelds a nagyobb horderejii antimikrobidlis valasz indukalasaért (Troemel és mtsai,
2006). Erdemes megjegyezni, hogy egyes korokozok mas jelatviteli utvonalakat is
aktivalhatnak, pl. Serratia marcescens, illetve a P. aeruginosa aktivalja a TGF-§
utvonalat, amely emlGsokben részt vesz a gyulladasi folyamat szabalyozasaban (Kurz és
mtsai, 2004). A rektalis patogén M. nematophilum baktériummal szembeni
immunvalasz sordan pedig az ERK (extracellularis szignal-szabalyozta kinaz) tvonal

aktivalodik (Nicholas és mtsai, 2004).
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6. abra A Caenorhabditis elegans immunvalasza

A C. elegans immunvalasza soran intesztinalis korokozokkal szemben antimikrobialis fehérjék,
pl.: lektinek, antibakteridlis faktorok (ABF), szapozinszerii fehérjék (SPP) és lizozimek
termelésével valaszolnak. Az epidermalis korokozokkal szemben neuropeptidszeri fehérjék
(NLP) és caenacinok (CNC) szekrécioja tapasztalhatd. A patogén-specifikus antimikrobidlis
fehérjék a korokozok elpusztitasaban illetve azok virulencigjanak csokkentésében vesznek részt.

Az abra Ewbank és Zugasti alapjan késziilt (Ewbank és mtsai, 2011).

Fert6zés hatdsdra a fent emlitett jelatviteli utvonalak antimikrobidlis fehérjék
expressziojat és szekrécigjat indukaljak a bélhamsejtekben. Az antimikrobialis fehérjék
részt vesznek a patogének elpusztitdsdban és/vagy virulencidjuk csokkentésében
(Ewbank és mtsai, 2011) (6. abra). A gerincesekben talalhato granulizin és NK-lizin
fehérjékkel mutatnak szerkezeti hasonlosagot C. elegans-ban a szapozinszer(i fehérjék
(SPP), amelyek elpusztitjak a baktériumokat a citoplazmatikus membranjukon képzett
porusok segitségével (Roeder és mtsai, 2010). A lizozimek és a kordbban mar
bemutatott lektinek csaladjaba tartozd fehérjék is a bél lumenébe szekretalodva
kozvetleniil a koérokozod baktériumokon fejtik ki hatasukat (Alper €s mtsai, 2007;

Schulenburg és mtsai, 2008). A membran integritdsanak megbontasaval képes a
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bakterialis koérokozok széles spektrumat elpusztitani az ABF-2 fehérje, amely a
gerincesekben taldlhaté defenzinekkel hasonlosidgot mutaté ABF-ek (antibakteridlis
faktorok) csaladjaba tartozik (Kato és mtsai, 2002). A neuropeptidszerii és a rokon
caenacin fehérjék elsésorban epidermalis és vulvalis fertdzések elleni védekezésben
vesznek részt (Pujol és mtsai, 2008). A CUB-szeri doménnel rendelkezé fehérjék
jelentdségét Yersinia pestis-szel szembeni immunvalasz soran irtak le, viszont a
fehérjék hatasmechanizmusat eddig még nem tartdk fel (Bolz és mtsai, 2010). A C.
elegans immunvalaszanak specifikussagat és preciz szabalyozasat jol mutatja, hogy a
kiilonboz6 patogének jelentdsen eltérd antimikrobidlis fehérje-repertodrt indukalnak a
bélhamsejtekben (Alper és mtsai, 2007; Schulenburg és mtsai, 2008).

2007-ben Chavez és mtsai kimutattak, hogy a C. elegans immunvalasza soran a
bélhamsejtek antimikrobialis fehérjék szekrécidja mellett ROS (reaktiv oXigéngyokok)
termelésével is védekeznek a koérokozokkal szemben, hasonléoan az emldsok neutrofil
granulocitaihoz €s makrofagjaihoz (Chavez és mtsai, 2007). C. elegans-ban fertézéskor
ROS-t general a BLI-3 fehérje, amely a NADPH oxiddz és peroxidaz doménnel
rendelkez6 DUOX fehérjék csaladjaba tartozik (Chavez és mtsai, 2009). A bli-3 gén
csendesitése megnoveli a fonalférgek érzékenységét E. faecalis és P. aeruginosa
baktériumokkal szemben (Hoeven és mtsai, 2011). Ez arra utal, hogy a BLI-3 altal
termelt ROS sziikséges a megfelelé immunitas kialakitasahoz C. elegans-ban.

Fertdzés soran extrém kornyezet, elsdsorban oxidativ stressz alakul ki a bél
lumenében: a korokozok altal termelt toxinok, oxidativ agensek valamint az
immunvalasz soran a bélhamsejtek felszinén termelt ROS miatt (Bolm és mtsai, 2004;
Chavez és mtsai, 2007; Darby, 2005; Moy és mtsai, 2004). Ezen stresszhatasok mellett
a bélhamsejtek intenziv antimikrobialis fehérjetermelést folytatnak, amely leterheli a
sejtek fehérje homeosztatikus pufferének kapacitasat (Mohri-Shiomi és Garsin, 2008).
Fert6zés soran aktivalodnak a fébb stresszvalasz regulatorok, ramutatva arra, hogy a
bélhamsejtek homeosztazisinak megorzése alapvetd jelentdségi a hatékony
immunvalasz lefolytatasahoz C. elegans-ban. Ezen stresszvalasz regulatorok kozé
tartozik a HSF-1 (hésokk faktor), amely fehérjék betekeredését (vagy
felgombolyodasat) segitd hdsokk fehérjék expresszidjat szabalyozza; a DAF-16/FOXO,
amely antioxidans enzimek termelését indukalja fertézés soran; valamint az XBP-1,

amely az ER stresszvalasz egyik f6 regulatora és szintén stresszfehérjék szintézisét
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indukalja (Mohri-Shiomi és mtsai, 2008; Richardson és mtsai, 2010; Singh és Aballay,
2006a). A stresszvalasz regulatorok immunitasban betoltott szerepének konzervaltsagat
mutatja, hogy nemcsak C. elegans-ban, hanem emlésokben is fontos szerepet jatszanak
a hatékony immunvalasz kialakitdsdban (Horowitz és Robinson, 2007; Hu és mitsai,
2011; Peng, 2008). Mivel az SKN-1/NRF2 mester regulatora az oxidativ és
xenobiotikus stresszvalasznak, feltehetéen szintén részt vesz a bélhamsejtek

homeosztazisanak meg6rzésében a C. elegans fert6zése soran.

1.2.3.3. Az immunszeneszcencia emberben és C. elegans-ban

A nyugati tarsadalmak egyik legnagyobb kihivasa az Oregedd populacio
kovetkeztében eldalldo gazdasagi €s egészségiigyi problémak lekiizdése. Iddskorban
megnd a kardiovaszkuldris, tumoros illetve neurodegenerativ betegségek gyakorisaga,
illetve fokozodik a fertdzésekkel szembeni érzékenység. Valamennyi felsorolt
patologias folyamat Osszefliggésbe hozhat6 az immunrendszer iddskori hanyatlasaval,
az immunszeneszcenciaval (Agarwal és Busse, 2010).

Emlésokben, igy az emberben is a hatékony, specifikus immunvalaszt az adaptiv
immunrendszer biztositja. Oregedés sordn azonban dramaian csokken az adaptiv
immunrendszer 0j antigénekkel szembeni valaszképessége, részben a vérbe kikeriild
naiv T- és B-limfocitak szamanak csokkenése, valamint a fiatal korban rendkiviili
variabilitast biztosit6 TCR (T-sejt receptor) és BCR (B-sejt receptor) repertoar
besziikiilése miatt (Weiskopf és mtsai, 2009). A robusztus adaptiv immunvalasz
elmaradasa kovetkeztében megnd a szervezet elsd védvonalat alkotd természetes
immunrendszer terheltsége. Habar a természetes immunsejtek mennyisége nem valtozik
Oregedés soran, miikodésiik szamos ponton modosul. A dendritikus sejtek csokkent
migracios €és fagocitotikus aktivitasa hatassal lehet antigénprezentalod képességiikre, és
igy az adaptiv immunvalaszra is. Az antibakterialis védekezésben részt vevo neutrofil
granulocitakrol kimutattak, hogy az in vitro korilmények kozott megoregedett,
szeneszcens sejtek alacsonyabb fagocitozis és ROS-termeld képességgel rendelkeznek
(Shaw ¢és mtsai, 2010). A neutrofil granulocitdkhoz hasonldan a természetes 616 sejtek

¢s makrofagok citotoxikus aktivitasa is csokken Oregedés soran. A jelenség hatterében
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feltehetden egyes jelatviteli utvonalak alacsonyabb aktivitasa all. Kimutattak, hogy
neutrofil granulocitdkban a p38 MAPK, PI3K, Jak-STAT, PKB utvonalak, mig
makrofagokban a p38 MAPK ¢és JNK utvonalak indukalhatosdga csokken oregedés
soran (Shaw és mtsai, 2010).

Osszefoglalva tehat az emberi idds szervezetben az adaptiv és természetes
immunvalasz csokkent hatékonysdga tapasztalhatd, amelynek kovetkezménye a
fertdzésekkel szembeni fokozott érzékenység illetve a véddoltasokra adott visszafogott
valaszreakcio. Ehhez tarsul a szervezet kronikus gyulladasos allapota, amely kedvez
szamos  Oregedéshez kapcsolodd  patologias folyamat  kialakuldsanak, pl.:
érelmeszesedés, Alzheimer-kor, csontritkulds, cukorbetegség (Franceschi és mitsai,
2000). Az immunszeneszcencia hatterében allo faktorok feltarasa ily modon
hozzéjarulhat az 6regedéshez kapcsolodo betegségek prevenciojahoz és kezeléséhez.

Az utobbi években a Caenorhabditis elegans az immunszeneszcencia
kutatasanak legijabb modellallatava valt. Az emberhez hasonléan a fonalféreg esetén is
az ¢életkor elérehaladtaval tapasztalhato a korokozokkal szembeni fokozott érzékenység,
az immunszeneszcencia (Laws és mtsai, 2004). A C. elegans immunvalaszanak
legfontosabb effektor sejtjei a bélhamsejtek, amelyek integritasa elengedhetetlen a
megfeleld6 immunvalasz kialakitasahoz (Pukkila-Worley és Ausubel, 2012). Kimutattak,
hogy az oregedd fonalférgekre altalanos szoveti leépiilés jellemzd, amely kiterjed a
bélcsére is (Garigan ¢és mtsai, 2002). A bélhamsejtek muikodésének csokkent
hatékonysagat mutatja, hogy az 6reg allatok belében felszaporodik a taplalék E. coli
OP50 baktérium, amely az allatok halalat okozhatja. Ezt tamasztja ala, hogy az UV-val
elolt vagy az osztddasban antibiotikummal gatolt OP50 baktériumon taplalkozé allatok
30-40%-kal hosszabb ideig éInek, mint azok, amelyeket ¢16 OP50 baktériumon tartottak
(Garigan és mtsai, 2002).

A C. elegans immunszeneszcenciajarol szold elsé atfogd tanulmany
megerdsitette a kezdeti megfigyeléseket, vagyis a bél szoveti leépiilésének jelentdségét
az immunszeneszcencia kialakulasaban (Youngman ¢és mtsai, 2011). Emellett
ramutattak arra, hogy az indukalhat6 immunvalasz koordinalasdban kdzponti szerepet
jatszo p38 MAPK/PMK-1-nek oreg allatokban (15 napos felnbttekben a 6 napos
felndttekhez képest) jelentdsen visszaesik az aktivalhatdsdga, amely szdmos célgén

nagymértékii expressziobeli csokkenésével jar (Youngman és mtsai, 2011). igy
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Youngman ¢és mtsai a bél szoveti leépiilése mellett a PMK-1 utvonal ¢és az altala
generalt immunvalasz alacsony hatékonysagat jelolték meg az immunszeneszcencia
kialakulasanak f6 tényez6iként. Oxidativ stresszvalaszban az SKN-1 egyik legfontosabb
aktivatora a PMK-1 (Inoue és mtsai, 2005). Ezért érdemes megvizsgalni, hogy oregedés
soran tapasztalhato PMK-1 csokkent aktivitds befolydsolja-e az SKN-1 mukodését,
célgénjeinek expresszidjat, amelyek a bélhdmsejtek homeosztizisanak megoérzésében

vesznek részt stresszhatas soran.

4. tablazat A C. elegans élethosszat és immunitasat egyiittesen szabalyozo gének

’+* a vad tipus ¢élethosszahoz/patogénrezisztencidjahoz képest ndvekedést, *-* csokkenést jelol.

Gének Funkcidvesztéses mutacio hatasa az Referenciak
Elethosszra Immunitasra
(Garsin és mtsai, 2003; Kenyon és
_ + + ;
daf-2 mitsai, 1993)
age-1 + + (Friedman és Johnson, 1988; Garsin és
9 mtsai, 2003)
(Kenyon és mtsai, 1993), sajat
daf-16 megfigyelés
(Luo és mtsai, 2009; Mallo ¢s mtsai,
- + -
dbl-1 2002
sma-6 + (Luo és mtsai, 2009; Mallo és mtsai,
2002)
hsf-1 (Garigan és mtsai, 2002; Singh és
mtsai, 2006a)
skn-1 ) " (Hoeven és mtsai, 2011; Tullet és mtsai,

2008)

C. elegans fonalféregben az élethossz, patogénrezisztencia €s stresszvalasz
szabalyozasa szorosan 0sszefonddik (4. tablazat). E harom folyamat szabalyozasaban
kiemelt jelentdsége van az inzulin/IGF jelatvitelnek. A DAF-2 receptor
funkciovesztéses mutacidja megndveli az ¢élethosszt €s az ellenalloképességet a
fertézésekkel illetve mas stresszhatasokkal szemben (Garsin és mtsai, 2003; Kenyon és
mtsai, 1993). Evans és mtsai ramutattak arra, hogy a DAF-2-t61 downstream a két
folyamat szabalyozasaban eltéré komponensek vesznek részt (Evans és mtsai, 2008a).
Mig a hosszu életii pdk-1 (PI3K homoldg) és sgk-1 (SGK homoldg) mutansok vad
tipusu patogén rezisztenciat mutatnak, az élethosszt csak kismértékben befolyasold akt-
1 és akt-2 mutansok nagyobb ellenalloképességgel rendelkeznek P. aeruginosa-val

szemben. A DAF-2 utvonal legvégén egységesen a DAF-16/FOXO transzkripcios
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faktor 4ll, amely az élethossz és a patogén rezisztencia esetén is célgénjei
expresszidjaval jarul hozza a daf-2 fenotipus kialakitasahoz (Oh és mtsai, 2006;
Schuster és mtsai, 2010).

Ismert tovabba, hogy az SKN-1 részt vesz az ¢lethossz meghatarozasaban,
valamint a DAF-16 mellett sziikkséges a daf-2(e1370) mutans allatok hosszh
¢lethosszanak kialakitasahoz (Tullet és mtsai, 2008). Az SKN-1-et mind az AKT-1/2,
mind az SGK-1 képes foszforilalni. fgy felmeriil annak a lehetdsége, hogy az SKN-1
nemcsak a daf-2 muticidé okozta élethossz-novekedésben, de a fokozott
patogénrezisztencia, késleltetett immunszeneszcencia kialakitasaban is részt vesz C.
elegans-ban. A doktori munkambol készitett kozlemény benyujtasa utdn megjelend
publikacio, eredményeimet megerdsitve ki is mutatta az SKN-1 szerepét a C. elegans
patogén rezisztencidjaban (Hoeven és mtsai, 2011).

Az NRF2 szerepe az ember, illetve az emldsok immunszeneszcencidjaban nem
ismert, igy az SKN-1 vizsgalata C. elegans modellallaton 0j iranyt nyithat a human
NRF2-kutatas teriiletén.
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2. CELKITUZESEK

Doktori munkam kozéppontjaban az NRF2 ¢és Caenorhabditis elegans
ortologjanak, az SKN-1 funkciodinak, elsésorban az immunitdsban betoltott szerepének
bioinformatikai és kisérletes vizsgalata allt.

1. Az NRF?2 bioinformatikai elemzésének fobb célkitiizései:

e Az emlds NRF2 interakcids partnereit tartalmazd adatbazis felépitése a

kapcsolatokat leir6 tudomanyos publikaciok gytijtésével.

e Az emldés NRF2 funkcidinak meghatarozasa valamint Gjabbak predikcidja az

interakcios partnerei funkcidinak elemzésével.

2. Az SKN-1 C. elegans modellallaton végzett vizsgalatainak fobb célkitiizései:

e Az SKN-1 C. elegans patogén rezisztenciajaban betoltott szerepének jellemzése.

e Az SKN-1 szerepének elemzése a C. elegans immunszeneszcenciajaban.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Az NRF2 bioinformatikai elemzéséhez felhasznalt méodszerek

Az NRF2 interakcids adatbazisanak és funkcionalis elemzésének moddszertana a

(Papp és mtsai, 2012b) kézleményiinkben kertilt publikalasra.

3.1.1. Az NRF2 interakcios adatbdzisanak kiépitése

Kézi gylijtéssel az irodalomban elérhetd hivatkozasok részletes atnézésével
létrehoztam az NRF2-hoz kapcsolodo fehérjék és célgénjeinek kisérletesen bizonyitott
interakcioés adatbazisat. A lehetséges kapcsolodd partnereket az iHOP internetes
keresovel (http://www.ihop-net.org (Hoffmann és Valencia, 2004)) kerestem Kki. Az
iIHOP a PubMedben elérhet6 absztraktokban keres fehérje-interakcids adatokat. Azokat
a cikkeket valasztottam ki, amelyekben az NRF2-t valamely emlés fajban (pl. human,
egér, patkany) vizsgaltak. Az NRF2 és interakcios partnere kozotti kapcsolatot leird
cikkbdl a korabban az intézetliinkben kidolgozott, SignaLink nevi jelatviteli adatbazis
készitéséhez hasznalt gyijtési protokollt hasznaltam (Korcsmaros és mtsai, 2010). Ez
alapjan az egyes cikkekbdl a kovetkezd informacidkat gylijtottem ki:

e akapcsolatban részt vevo fehérjék neve és UniProt azonositoja;

e a kapcsolat jellege: direkt/indirekt (azaz bizonyitottan kozvetlen
kapcsolatrol van szd, vagy még nem ismert komponenseken keresztiili
illetve nagyobb komplexen beliili kapcsolatrol);

e akapcsolat iranya,;

e akapcsolat hatdsa (serkent6/gatlo);

e akapcsolodo domének;

e abekovetkez6 biokémiai modositasok pl. foszforilacio;

e milyen emlds fajban irtdk le a kapcsolatot.

Kiilon listat készitettem a nem fehérje-fehérje, hanem regulacios kapcsolatokrol,
amely az NRF2 ¢és a célgénjei kozotti kapcsolatot tartalmaztak.

Ugyanezt a keresési modszert alkalmazva feltérképeztem az NRF2
legjelentOsebb interakcids partnerének, a KEAP1 fehérjének kapcsolati rendszerét is,

hiszen tobb fontos NRF2 szabalyozasi 1épés a KEAP1 fehérjén keresztiil valosul meg.
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Amennyiben a kapcsolatot leird cikkben tovabbi interakcios partnerek is szerepeltek,
azokat is beillesztettem az adatbazisba, igy az NRF2-vel illetve KEAP1-gyel
kapcsolatot kialakitd fehérjéket szabalyozd fehérjék is bekeriilhettek az adatbazisba.
Valamennyi kapcsolat esetén megadtam a kapcsolatot leird cikk PubMed azonositéjat,
igy az adatbazisban szereplé minden kapcsolat visszakereshetd. Az adatbazis felépitése

2011 novemberében zarult le.

3.1.2. NRF?2 funkcidinak feltérképezése

Az NRF2 interakcids adatbazisban szerepld fehérjék funkcioit és ezek
statisztikai kiértékelését a GOTermFinder internetes alkalmazas
(http://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder (Boyle és mtsai, 2004)) segitségével
végeztem el. A program alapértelmezett statisztikai kiértékelését hasznaltam, és csak
azon Gene Ontology (GO) biologiai folyamatokat hasznaltam fel az elemzéshez,
amelyek tobb mint 10 partner esetén fordultak eld. Az igy kapott funkciolistat
Osszevetettem az NRF2-hoz rendelt GO funkciokkal és meghataroztam az 1ij, az NRF2-

hoz nem rendelt funkcidkat.

3.2. Az SKN-1 vizsgalatahoz felhasznalt anyagok és médszerek

Az SKN-1 C. elegans immunitasaban betoltott szerepének vizsgalatahoz

felhasznalt modszerek a (Papp és mtsai, 2012a) kézleményiinkben keriilt publikalasra.

3.2.1. Caenorhabditis elegans torzsek

A doktori munkdm soran végzett kisérletekhez a kovetkezo torzseket hasznaltam
fel: N2 (vad tipus), EU31 skn-1(zu67)IV/InT1[unc-?(n754) let-?](1V;V), KU25 pmk-
1(km25)IV., ZD101 tir-1(qd4)lll., amelyeket a Caenorhabditis Genetics Center-t6l
szereztem be, valamint: LD0O01 1s007 [skn-1::gfp], CF1038 daf-16(mu86)I., CB1370
daf-2(e1370)I11. (Vellai Tibor, ELTE, Budapest), LD1171 1s003 [Pgcs-1::gfp] (T.

31



DOI:10.14753/SE.2014.1843

Keith Blackwell, Harvard Medical School, Boston MA) and MJCUO017 kls17[gst-
4::gfp, pDP#MMO016B]X. (Johji Miwa, Chubu University, Kasugai) torzseket.

3.2.2. Baktérium torzsek

A C. elegans fonalférgek laboratoriumi taplaléka az Escherichia coli OP50
baktérium torzs (Vellai Tibor, ELTE, Budapest).

Az RNS interferencia géncsendesitéshez kiilonb6z6 dsRNS-t termeld E. coli
HT115(DE3) baktérium torzset alkalmazzak. A doktori munkdm sordn a kovetkezd
RNSi baktériumokat hasznaltam fel: cdc-25.1 (Andy Golden NIDDK/NIH, Bethesda
MD), skn-1 (T. Keith Blackwell, Harvard Medical School, Boston MA), wdr-23 (Keith
P. Choe, University of Florida, Gainesville FL), vhp-1 és tir-1 RNSi (Source
BioScience Geneservice, Cambridge), valamint a kisérletekben kontrollként alkalmazott
tires vektort (EV) tartalmazé baktériumokat.

A C. elegans fonalférgek immunitasat két human opportunista baktériumtorzzsel
teszteltem: a Gram-negativ Pseudomonas aeruginosa PA14 torzzsel (David W.
Wareham, Queen Mary University of London, London) és a Gram-pozitiv Enterococcus
faecalis SdB262 torzzsel (Jonathan J. Ewbank, Centre d’Immunologie de Marseille-

Luminy, Marseille).

3.2.3. C. elegans fondlférgek fenntartdisa

A fonalférgeket laboratoriumi koriilmények kozott un. NGM (Nematode Growth
Medium) lemezen tartjuk fenn 15-20°C-0s termosztatokban. Az NGM lemezek
osszetétele: 50 mM NaCl (Merck), 2,5 g/l pepton (BD), 17g/l agar (BioLab), 5 mg/I
koleszterin (Sigma), 1 mM MgSO, (Sigma), 1 mM CaCl, (Merck), 25 mM KH,PO,
(Sigma) (pH=6,0). A 60 mm atmér6ji NGM lemezekre E. coli OP50 kultarat
cseppentve allithatjuk el a férgek taplalékaul szolgald baktériumpazsitot.

Mivel a hermafrodita C. elegans férgek elsdsorban Onmegtermékenyitéssel

szaporodnak, fenntartdsuk igen egyszerli. Az éallatokat kisebb mennyiségben
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platinatiivel, nagyobb mennyiségben az agar lemez egy darabjanak kivagasaval illetve a
lemez feliiletének M9 pufferrel torténd lemosasaval lehet mozgatni egyik lemezrél a
masikra. Az M9 puffer osszetétele: 40 mM NaHPO,4, 20mM KH,PO,, 85mM NacCl,
1mM MgSO,.

3.2.4. C. elegans fonalférgek keresztezése

Az SKN-1 aktivacié mechanizmusanak vizsgalatahoz két torzset hoztam létre
keresztezéssel: Pgcs-1::gfp;pmk-1(km25) és Pgcs-1::gfp;tir-1(qd4) torzseket. A
keresztezés soran Pgcs-1::gfp hermafrodita allatokat kereszteztem pmk-1(km25) illetve
tir-1(qd4) heterozigota himekkel. Mivel a populacido csak 0,1-0,2 %-ban tartalmaz
himeket, els6ként N2 vad tipusu himeket hoztam létre fiatal felndtt hermafrodita 4llatok
stresszelésével (5-6 6ra 30°C-on). Stressz hatisara megné az utddgeneracidban a himek
aranya, amelyek szamat hermafroditakkal torténd paroztatassal lehet fenntartani. Az igy
kapott N2 himeket kereszteztem az adott mutans hermafroditakkal €s ezek heterozigdta
him utédait hasznaltam fel a Pgcs-1::gfp transzgén torzzsel torténd keresztezéshez. A
Pgcs-1::gfp torzs markerként tartalmaz egy rol-6(sul006) mutaciot, amely ,roller”
fenotipust okoz, igy az F2 generaciot els6ként erre a fenotipusra szelektaltam. A pmk-
1(km25) és tir-1(qd4) allélek delécios mutaciok, amelyeket polimeraz lancreakcioval
(PCR) detektalhatunk genomi DNS-b6l. A genotipizalashoz két primer part (Sigma)
terveztem: az egyik primer par a delécion kiviil (OF, OR), a masik a delécion beliil esé
(IF, IR) szekvenciakkal komplement, igy a PCR termékek méretébdl egyértelmiien el
lehetett kiiloniteni a heterozigota illetve a homozigota vad és mutans allélt hordozo F2
allatokat (5. tablazat).

A 25 db F2 roller felnétt allatot kiilon lemezre raktam, és egy napi peterakast
kovetden lizaltam oOket. Az F2 allatok lizise MgCl,-mentes Taq pufferben 1 mg/ml
proteindz K enzimmel PCR csében tortént. Az allatok kutikuldjanak feltérése érdekében
elséként 15 percig -80°C—on inkubaltam a csdveket. A lizis a tovabbiakban PCR gépben
(Eppendorf) zajlott:

1. 2 éra inkubalas 65 °C—on: az allatok lizise proteiniz K 4ltal.

2. 15 perc inkubélas 95 °C—on: a proteinaz K inaktivalasa.
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5. tablazat A pmk-1(km25) és tir-1(qd4) allélek genotipizalasahoz hasznalt primerek

A primerek neveiben a gén neve mellett jeloltem, hogy a primer a delécion kiviilre (O) vagy

beliilre terveztem (I), illetve melyek a forward (F) és reverse (R) primerek. “A tir-1(qd4) allél

detektalasa esetén a masodik PCR reakciot az tir-1-OF és tir-1-IR primerparral végeztem el.

PCR termék hossza

Primer Szekvencia (5’-3’ iranyban) G gl muténs allél

pmk-1-OF GGATACGGAAGAAGAGCCAATG

1195 bp 882 bp
pmk-1-OR CAACAGTCTGCGTGTAATGC
pmk-1-1F TCCTATAAGTTGCCATGACCTCAG

469 bp nincs termék
pmk-1-IR CCCGAGCGAGTACATTCAGC
tir-1-OF TGGGTAAATGAGGAAGAGAGAGAG

1368 bp 228 bp
tir-1-OR TCGGTTGACGAGTCGAATTTGG
tir-1-IR CACAAGAACGTGCAACATCG 327 bp’ nincs termék

A lizatumok PCR reakci6it mindkét primer parral elvégeztem (5. tablazat) a

hibalehetéségek minimalizdlasa érdekében. A reakcidkhoz hasznalt PCR elegy

Osszetétele:

1x MgCl; mentes, KCI tartalmu Taq puffer
1,5 mM MgCl;

0,2 mM dNTP mix

0,5-0,5 uM mindkét primerbdl

1,25 U/ul Tag DNS polimeraz

1 pl lizatum (50 pl PCR elegybe)

A PCR reakciokat a kdvetkez6 programmal végeztem el:
1. 3perc95°C
2. 35ciklus: 1 perc 95°C

0,5 perc 50°C
1,5 perc 72°C

3. 5perc72°C

A pozitiv F2 egyedek utddai koziil 12 roller allat genotipusat ujra leellendriztem

PCR-rel. Azokat a vonalakat vittem tovabb, amelyekben valamennyi F3 egyedben

sikeriilt kimutatni a mutaciot, és a roller egyedek aranya megkozelitette a 100%-ot (a

roller fenotipus penetranciaja altalaban nem teljes mértéki).
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3.2.5. Géncsendesités . etetéses” RNS interferencidval C. elegans-ban

Az ,etetéses” RNS interferencia (RNSi) moédszer széles korben alkalmazott
eljaras, amellyel lehetségessé valik egy adott géntermék expresszidjanak specifikus
gatlasa. A doktori munkdm soran a dsRNS-t termeld baktériumokat 16 oran keresztiil
novesztettem 100 pg/ml ampicillint (Sigma) tartalmazé LB tapoldatban (Sigma). Ezt
kovetden a kultarakat 100 pg/ml ampicillin, 12,5 pg/ml tetraciklin és 1 mM IPTG-t
(izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid) tartalmazo NGM lemezekre szélesztettem. Tobb
RNSi baktérium hasznalatakor a kiilonbozé baktérium kultardk egyenlé aranya
keverékét alkalmaztam. Kontrollként az iires vektort tartalmaz6 HT115(DE3)
baktériumot hasznaltam.

Az RNSi hatasfokanak ndvelése érdekében az anyadllatok peterakasa két
fazisban zajlott: kétszer 4 oraban a megfeleld6 RNSi baktériumpézsiton (Shapira és
mtsai, 2006). A kisérletekhez a masodik 4 ora alkalmaval lerakott petékbdl kikelt
allatokat hasznaltam fel, amelyek a kikeléstdl fiatal felndtt korukig taplalkoztak az

RNSi lemezen.

3.2.6. A patogén baktérium lemezek eldkészitése patogén tilélési teszthez

A fonalférgek ellenalloképességének tesztelésére két humdn opportunista
baktériumtorzset hasznaltam, a Gram-negativ Pseudomonas aeruginosa PA14 ¢és a
Gram-pozitiv Enterococcus faecalis SdB262 torzset. A P. aeruginosa PA14 torzset LB
médiumban (Sigma) ndvesztettem fel, €s 35 mm atmérdjli modositott NGM lemezekre
sz¢lesztettem. A PAI14 patogén tulélési teszthez hasznalt lemezek Osszetétele pepton
(3,59/1) és agar (20g/l) koncentracidjukban tértek el az NGM lemezekt6l. A szélesztést
kdvetden 24 oran keresztiil elészor 37°C-on, majd a patogenitds mértékének ndvelése
céljabol 25°C-on inkubdltam.

Az E. faecalis baktériumokat 100 pg/ml rifampicint tartalmaz6 BHI (Brain Heart
Infusion) (BD) tapfolyadékban novesztettem fel. A kultarat 35 mm atmér6ji a
tapfolyadékkal megegyezd Osszetételii agar lemezre szélesztettem, majd 16 Oran

keresztiil 37°C-on inkubaltam (Powell és Ausubel, 2008).

35



DOI:10.14753/SE.2014.1843

3.2.7. Patogén tulélési teszt

A patogén tulélési tesztek alkalmasak az egyes C. elegans torzsek altalanos
immunitasanak Osszehasonlitdsara. A teszt bedllitdsakor egyértelmiivé valt, hogy az
alkalmazni kivant mindkét baktérium torzs un. ,,bag of worms” fenotipust indukalt,
vagyis az utédok még a peterakast megelézéen kikeltek az anyaallatokban azok halalat
okozva. Azért, hogy kizarhassuk ezt a tényezOt, és csak a fertézéssel szembeni
ellenalloképességtol fliggjon az allatok talélésének hossza, steril allatokat alkalmaztam
a kisérletekben. A peteképzést az ivarsejtek €s az embrid fejlodésében nélkiilozhetetlen
cdc-25.1 gén RNSi baktériummal torténd csendesitésével akadalyoztam meg (Shapira és
mtsai, 2006). Az azonos koriilmények megérzése érdekében valamennyi kisérletben
cdc-25.1(RNSI) kezelt allatokkal dolgoztam.

A patogén tulélési teszthez az allatok 20°C-on néttek fel cdc-25.1(RNSi)
lemezen fiatal feln6tt allapotig. Kivételt képeztek ez aldl a daf-2(e1370) mutanssal
végzett kisérletek, amelyben 15°C-on néttek az allatok, mivel a daf-2(e1370) férgek az
altalam alkalmazott kisérleti kdrnyezetben mar 20°C-on dauer larvat képeztek. Az
Oregedés hatasdnak vizsgalatdhoz az allatokat a fiatal felndtt kor elérését kovetden
OP50-NGM lemezeken tartottam fenn 20°C-on a patogén tulélési teszt elkezdéséig.

A tesztekben 30-30 fiatal feln6tt allatot tettem az E. faecalis vagy P. aeruginosa
lemezekre. Valamennyi kisérletben minimum 3 péarhuzamos lemezzel dolgoztam
koriilményenként és legalabb két fiiggetlen mérést végeztem el (kiilon jelezni fogom
ahol ettdl eltértem). A patogén talélési teszteket 25°C-on végeztem és 12 o6ranként
feljegyeztem a halott illetve €16 allatok szamat a populacié teljes kihalasaig. A halott
allatokat tobbnyire egyértelmiien fel lehetett ismerni (csak a kutikula maradt meg az
allatok testébol). A kérdéses esetekben platinatii 6vatos érintésére adott valaszreakcio
alapjan hatdroztam meg az allatok allapotat: amennyiben nem mozdult meg az éllat,
halottként detektaltam. Feljegyeztem tovabba a Petri-csésze falan kiszaradt, illetve az
agarba maszast kovetden elpusztult allatokat, amelyeket a statisztikai elemzésben

cenzoralt allatokként szerepeltek.
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3.2.8. Az SKN-1 célgének aktivalasanak vizsgadlata fluoreszcens mikroszkopidaval

Az SKN-1 két célgénjének: a gcs-1 (y-glutamin cisztein szintetaz) és a gst-4
(glutation-S-transzferaz) expresszidjat vizsgaltam GFP (z6ld fluoreszcens fehérje)
riporter torzsekkel. A Pgcs-1::gfp torzsben a GFP-t 1840 bp-nyi gcs-1 prométer szakasz
¢s a GCS-1 fehérje elsd 17 N-terminalis aminosavat kodold nukleotidokhoz kapcsoltak.
gy a Pgcs-1::GFP szintjének valtozasa az SKN-1 transzkripciot aktivalo hatasarol ad
informaciot (An és mtsai, 2003). A gst-4::gfp toérzs 726 bp hosszi prométer szakaszt,
majd a teljes genomi gst-4 szekvenciat tartalmazza a GFP-t§l 5’ irdnyban. Igy a
transzgén torzs vizsgalatakor a GST-4 fehérje mennyiségi valtozasat is kovethetjiik
(Hasegawa ¢s mtsai, 2008).

Az fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokhoz L3 larvdkat inkubaltam P.
aeruginosa lemezeken vagy a kontrollként szolgalé OP50 lemezeken 25°C-on. Az
oregedés hatasanak vizsgalatakor az 4llatokat a fiatal felndtt kor elérését kovetden
OP50-NGM lemezen tartottam a megfeleld kor eléréséig.

24 ora fertdzést kovetéen az dallatokat 40mM levamizolt tartalmazo M9
pufferben immobilizaltam 2% agar6z (Sigma) padon. Az allatokrol Leica DMI6000B
fluoreszcens mikroszkoppal DFC480 kameraval készitettem felvételeket a Semmelweis
Egyetem Elettani Intézetében. Kondicionként kozel 60 allatot vizsgiltam meg és
legalabb kétszer ismételtem meg a kisérleteket. Feljegyeztem azon allatok szadmat,
amelyek szemmel és 100 msec expoziciés idOvel detektalhaté mennyiségben
tartalmaztak, vagy nem tartalmaztak GFP-t a bélcsében: ezzel elkiilonitve a ,,GFP

pozitiv” és ,,GFP negativ allatok™ csoportjat.

3.2.9. Az SKN-1 lokalizdacidjanak vizsgdlata fluoreszcens mikroszkopidval

Az SKN-1 transzkripcids faktor aktivalasat kovetden a citoplazmabol a
sejtmagba vandorol. Az aktivaciot skn-1::gfp transzgén torzzsel vizsgaltam, amely 2,1
kb hosszii promoter szakaszt és az SKN-1C izoforma 533 aminosavat kodolo
szekvenciat tartalmazza a GFP-t megel6zéen (An és mtsai, 2003). Az SKN-1C a bélben

expresszalodik, de utolsdo 310 aminosava megegyezik az ASI neuronokban lokalizalt
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SKN-1B-vel, emiatt az SKN-1::GFP mindkét szovetben detektalhatd (Tullet és mtsai,
2008).

Az SKN-1::GFP lokalizacidjanak vizsgalatahoz L3 larvakat M9 pufferrel P.
aeruginosa vagy OP50 lemezekre mostam és 5 6ran keresztiil 25°C-on inkubaltam. Ezt
kovetden a fent leirtak szerint eldkészitettem a férgeket a fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalathoz. Kondicionként legalabb 15 féregrdl készitettem felvételt a Semmelweis
Egyetem Elettani Intézetének Leica DMI6000B mikroszkopjan DFC480 kameraval. A
felvételeken megszamoltam, hogy a férgek 20 bélhamsejtje koziil mennyiben lathato
nuklearis SKN-1::GFP. Az adatok abrdzolasahoz 4 csoportot kiilonitettem el, attol
fiiggben, hogy az adott allat mennyi bélhamsejtében mutathaté ki SKN-1::GFP a
sejtmagban: nem tartalmaz SKN-1::GFP pozitiv sejtmagot, 5-nél kevesebb, 5-15 kozotti
¢s 15-nél tobb sejtmagban detektalhato SKN-1::GFP. Egy mérést legalabb kétszer
ismételtem meg.

A Semmelweis Egyetem Elettani Intézetében Szanda Gergd segitségével az
allatokrol Zeiss LSM510 konfokalis lézer szkenning mikroszkoppal 40%/1.3 oil

immerzios objektivvel (Plan-Neofluar, Zeiss) is készitettiink reprezentativ felvételeket.

3.2.10. Patogén tulélési teszt oxidativ elokezeléssel

Doktori munkamat megeldzoen nem vizsgaltak az oxidativ elokezelés hatasat a
C. elegans patogén rezisztenciajara, igy elsoként a protokollt kellett beallitani. Az els6
kisérletekben a 2. napos felndtt allatok stressztiirése nagyobbnak bizonyult, mint a fiatal
felnotteké, ezért a tesztekhez a korabbiaktol eltéréen idosebb allatokat hasznaltam fel.
hidrogén-peroxidot (Sigma) tartalmazé folyékony (agart nem tartalmazd) NGM
oldatban inkubéaltam két oran keresztiil 12 Iyuka lemezen (Greiner) 20°C-on.
Kontrollként H;O,-0t nem tartalmazdé folyékony NGM-t alkalmaztam. Az allatokat
OP50-NGM lemezre pipettaztam ¢€s 12 ora ,,regeneralodasi” szakaszt kovetden kezdtem
meg a patogén tulélési tesztet. A leghatdsosabb H,O, koncentraciot meghatarozo

kisérletet egyszer végeztem el, ekkor a 2 mM H;0-0s eldkezelés novelte meg
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legnagyobb mértékben a patogén rezisztenciat, igy a késébbiekben ezt alkalmaztam. A

tovabbiakban a fent leirt modon hajtottam végre a patogén tulélési teszteket.

3.2.11. C. elegans fondlférgek oxidativ tolerancidjanak mérése

Az éllatok oxidativ tolerancidjanak Osszehasonlitdsdhoz egypontos mérési
modszert valasztottam. 35-35 fiatal feln6tt allatot 12 lyuka lemezben, 3 mM és 5 mM
H,0,-ot tartalmazé folyékony NGM oldatban inkubaltam egy 6ran keresztiil 20°C-on.
Ezt kovetden OP50-NGM lemezre pipettaztam az allatokat, és 24 oraval késobb
feljegyeztem az életben maradt és halott allatok szamat (a patogén tulélési tesztben leirt
modszernek megfeleléen). Kondicionként 3 parhuzamos mintaval dolgoztam, és a

mérést kétszer ismételtem meg.

3.2.13. Az oregedés-fiiggd SKN-1 célgének jellemzése

Az analizishez elséként harom microarray adatbazis atfed6 elemeit hataroztam
meg. Ismert SKN-1 4ltal szabalyozott géneket (Oliveira és mtsai, 2009; Park és mtsai,
2009) kerestem azon 379 gén kozott, amelyek mennyisége a legnagyobb mértékben
(kevesebb, mint tizedére) csokken oregedés soran (a 15 napos felnétt allatokban a 6
napos felnéttekhez képest) (Youngman és mtsai, 2011). Az igy kapott 46 gén ismert
funkcioit kigytijtottem a Wormbase adatbazisbol (Yook és mtsai, 2012). Harom
funkcidra koncentrdltam: oxidativ stressz vagy PA14 fertéz¢és soran valtozik-e a gén

expresszioja, illetve PMK-1 4ltal szabalyozott-e a gén.

3.2.14. Statisztikai elemzés
Valamennyi statisztikai elemzést SPSS 15.0 szoftver (SPSS Inc.) segitségével

végeztem el. A talélési és élethossz gorbéket Kaplan-Meyer log-rank teszttel

elemeztem. Amennyiben tobb mérés altal kapott adatok atlagat hasonlitottam Gssze, pl.:
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SKN-1::GFP nuklearis lokalizacid, SKN-1 célgén aktivacio (Pgcs-1::gfp, gst-4::gfp) és
az oxidativ tolerancia mérése esetén egy utas ANOVA teszttel elemeztem az adatokat.
A grafikonokon atlag + SEM (standard error of means) szerepel. A szignifikancia
hatarat p<0,05 értékben allapitottam meg, jelolése a grafikonokon: *, tovabbi jeldlések:

** n<0,001, *** p<0,0001.
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4. EREDMENYEK

4. 1. Az NRF?2 funkcidinak vizsgalata bioinformatikai eszkozokkel

Az NRF2 interakcios adatbazisanak és funkcionalis elemzését a (Papp €s mtsai,

2012b) tanulmanyunkban kozoltiik.

4.1.1. NRF?2 interakcios adatbazis

Az NRF2 transzkripcios faktor kozponti szerepet jatszik az oxidativ
stresszvalasz kialakitasaban, de ismert antitumor és gyulladasgatlo hatasa is (Lau és
mtsai, 2008). Az NRF2 tovabbi funkcidinak feltarasat az NRF2-vel kapcsolatot
kialakitd fehérjék funkcidinak elemzésével terveztem. Igy elséként kézi gyiijtéssel
1étrehoztam az NRF2 interakcios partnereit tartalmazo adatbazist (Melléklet tablazat).

Az adatbazis 108 fehérjét, 131 iranyitott és 15 iranyitatlan kapcsolatot tartalmaz.
Az adatbazis fehérjéibdl Fazekas David kollégdm a Cytoscape programmal készitett
halozati abrat (7. abra) (Smoot és mtsai, 2011). Az NRF2 egyik legfontosabb
interakcios partnere a KEAP1, igy az adatbazis épitésekor kiemelt figyelmet forditottam
a KEAP1-gyel kapcsolatot kialakité fehérjék adatbazisba torténd felvételére. Habar a
KEAPI1 esetén az NRF2-re alkalmazott protokoll alapjan gyiijtéttem a kapcsolddod
partnereket, csak 17 KEAP1 interakcios partner (11,6%) szerepel az adatbazisban, és a
kapcsolatok tobbségét, 57%-at az NRF2 interakciodi alkotjak (84 db).

Az adatbazis 131 iranyitott kapcsolatanak 42%-a (55 db) gatlo, mig 58%-a (76
db) aktivalé jellegli. Amennyiben ismert volt, a kdzvetlen kapcsolatok biokémiai
mechanizmusat is rogzitettem az adatbazisban, amelyek tobbsége (féként leucin cipzar
alapl) dimerizacio illetve foszforilacié volt. Részletek megtekinthetok a Melléklet

tablazataban.
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7. abra Az NRF?2 interakcios halézata

Az NRF2 interakcios halozatat az NRF2 ¢és a vele kapcsolatot 1étrehozo fehérjék, valamint az
ezeket szabalyozo els6 szomszédok alkotjak. A nyil szine a kapcsolat hatasara utal: aktivalo
(z6ld) vagy gatld (piros). A folytonos nyil a kozvetlen kapcsolatokat, a szaggatott nyil a

kozvetett kapcsolatokat jeloli.
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4.1.2. NRF2 funkciok predikcidja interakcios partnerek funkcidinak elemzésével

Az NRF2 biologiai folyamatokban betoltétt szerepének részletesebb feltarasahoz
az NRF2 interakcios partnerek GO (Gene Ontology) funkcidit vizsgaltam meg. A
bioinformatikai elemzést Intézetiink LINK Halozatkutatd csoportja és az ELTE
Genetikai tanszékén miikodé NetBiol Halozatbiologiai csoportjaval egyiittmiikodve
végeztem el. Az NRF2 és partnereinek GO biologiai funkcidit dsszevetve nyolc 6
funkciot azonositottam (8. abra). 30-35 NRF2-vel kolcsonhatd partner ugyanabban az
Ot biologiai funkcidoban volt érintett: jelatvitel, stressz, valasz kémiai stimulusra,
anyagcsere valamint egyedfejlédés. Egy kivételével valamennyi biologiai folyamatban
ismert az NRF2 szerepe: az NRF2-nek eddig nem tulajdonitottak egyedfejlodési
szerepet. Az elemzés ramutatott arra, hogy az NRF2 partnerek egyharmada
multifunkcionalis fehérje, vagyis tobb bioldgiai folyamatban is részt vesznek.

Tovabbi harom funkcionalis csoportot kiilonitettiink el, amelyek kisebb atfedést
mutattak a korabbi 6t funkcioval. Az immunfolyamatok (27 fehérje), szaporodas (15
fehérje) és sebgyogyulas (16 fehérje) funkciok szintén nem szerepeltek eddig az NRF2
GO funkcioi kozott.

43



DOI:10.14753/SE.2014.1843

| Sebgy6gyulas |
Anyagcsere Jelatvitel
Valasz
| Egyedfejlédés/ kémiai
stimulusra
Stressz
Immunfolyamatok | _Szaporodas
Funkcionalis atfedések o
az NRF2 szomszédai [egyedfejlgdés| Stressz Anyagcsere V::?r;zuﬁ::;a' Jelétvitel follr\};nr::a:«;xk Szaporodas |Sebgyogyulas
kozott
Egyedfejlédés 42
Stressz 32 42
Anyagcsere 37 36
Vilasz kémiai stimulusra 29 29 30 37
Jelétvitel 31 32 36 29 41
Immunfolyamatok 22 25 24 22 25 27
Szaporodas 16 13 14 12 13 10 16
Sebgyogyulds 13 15 12 10 12 9 4 15

8. abra Az NRF2 interakcios partnereinek GO funkcioi és ezek atfedései

Az NRF2 interakcios partnerek GO funkcioinak elemzése megmutatta, hogy a legtobb NRF2
partner tobb bioldgiai folyamatban is részt vesz. A) A szamok az adott GO funkcidval
rendelkez6 NRF2 partnerek szamat jeldlik, a vonalak vastagsaga pedig aranyos a kozos, tobb
funkciéval rendelkezé elemekkel. A narancssargaval jelolt 5 db NRF2 funkcié k6zott nagy az
atfedés (30-35 kozos fehérje). Kevesebb interakcids partnerrel tovabbi 3 funkcidt azonositottunk
(bordé szinnel jelolve). Az interakcidos partnerek GO funkcidinak felhasznalasaval 4 olyan
biologiai funkcidt taldltunk, amelyek nem szerepelnek az NRF2 GO funkcidi kozott
(narancssarga keretben). B) A cellakban azon kolcsonhato partnerek szama szerepel, amelyekre
jellemzé az adott bioldgiai funkcié. A matrix foatloja az adott funkciora jellemzé NRF2

partnerek szamat, a tobbi cella az atfedéseket, a tobbfunkcios partnerek szamat tartalmazza.
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4.2. Az SKN-1 C. elegans immunitasaban betoltott szerepének vizsgalata

Az SKN-1 C. elegans immunitasaban betoltott szerepének vizsgalata soran

kapott eredményeket a (Papp és mtsai, 2012a) kézleményiinkben publikaltuk.

4.2.1. Az SKN-1 sziikséges a megfeleld immunvdlasz kialakitdsahoz C. elegans-ban

Az NRF2 interakcios partnereinek elemzése ravilagitott arra, hogy az NRF2-nek
fontos szerepe lehet az immunrendszer milkodésében. Caenorhabditis elegans
fonalféregben ismert, hogy az NRF2 ortolog SKN-1 részt vesz az élethossz és az
oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban (Tullet és mtsai, 2008), viszont az immunitasban
betoltott szerepét doktori munkamat megel6zéen nem tartak fel.

Els6ként tehat azt vizsgaltam meg, hogy az SKN-1 hidnya hogyan befolyéasolja
az allatok tulélését patogén baktériumpazsiton. A talélési tesztekhez az skn-1(zul35)
allélt hordozo null mutanst alkalmaztam, amelyben egy korai stop kodon valamennyi
SKN-1 izoforma expressziojat meggatolja. Az skn-1(zul35) mutans férgek tulélését
Gram-negativ Pseudomonas aeruginosa PAl14, majd Gram-pozitiv Enterococcus
faecalis SdB262 baktériumon vizsgaltam meg. Az 1. napos felnétt skn-1(zul35) allatok
szignifikansan rovidebb tulélést mutattak a vad tipust N2 torzshoz képest P. aeruginosa
PA14 patogén baktériumon (p<0,0001, 9./A abra) (Papp és mtsai, 2012a). Az skn-1
RNSi-vel torténd csendesitése szintén csokkentette a férgek ellenalloképességét PA14-
gyel szemben az iires vektort expresszald (EV) baktériumon felnétt kontroll allatokhoz
képest (p<0,0001, 9./B abra).

Hasonl6 eredményt kaptam 2. napos feln6tt allatokkal végzett méréseken: PA14
baktériumon rovidebb az allatok talélése SKN-1 hianyaban (p<0,0001). Az utdbbi
kisérleteket E. faecalis Gram-pozitiv patogén baktériummal is megismételtem (Papp €s
mtsai, 2012a). Ez alkalommal is az skn-1(zul35) illetve skn-1(RNSi) allatok tulélése
szignifikansan rovidebb volt a kontroll allatokhoz képest.

Tehat a megfeleld immunitas kialakitdsdhoz valoban sziikség van az SKN-1
transzkripcids faktorra. Az SKN-1 C. elegans immunitasaban betoltott szerepének
vizsgalatahoz a tovabbiakban P. aeruginosa-t alkalmaztam, mert a legtobb informacio a

P. aeruginosa elleni immunvalaszrol 4all a rendelkezésre.
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9. abra Az skn-1(zul35) és az skn-1(RNSi) allatok tulélése P. aeruginosa

baktériumon

(A, B) A null mutans skn-1(zul35) illetve az skn-1(RNSi) allatok talélése szignifikansan
rovidebb, mint az N2 vad tipusu allatok (p<0,0001), illetve az iires vektort expresszalo
baktériumon felnétt N2 (EV) allatok tulélése (p<0,0001) patogén P. aeruginosa PAl4

baktériumon.

4.2.2. SKN-1 aktivdcio vizsgdlata Pseudomonas aeruginosa fertdzés sordn

4.2.2.1. Az SKN-1 a sejtmagba transzlokalodik P. aeruginosa fertozés hatasara

Az SKN-1 transzkripcios faktor aktivacidja sordn a sejtmagba transzportalodik
(An ¢és mtsai, 2003). Az SKN-1 fert6zés hatdsara bekovetkezd aktivaciojanak
bemutatasahoz L3 larva stadiumu skn-1::gfp allatokat inkubaltam 5 oran keresztiil P.
aeruginosa PA14 illetve nem patogén E. coli OP50 baktériumon (10./A, B abra). P.
aeruginosa fert6zés hatasara az allatok bélhamsejtjeiben szignifikansan magasabb
mennyiségben volt detektalhaté sejtmagi SKN-1::GFP, mint a kontroll allatokban
(p<0,0001). skn-1(RNSi) kezelés hatasara az allatok 90%-aban nem volt detektalhato
SKN-1::GFP a bélhamsejtek sejtmagjaban, amely mutatja az skn-1(RNSi) kezelés
hatékonysaganak magas hatasfokat (10./A, B abra).
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10. abra P. aeruginosa fert6zés hatasara az SKN-1 a sejtmagba vandorol

(A) Konfokalis mikroszkoppal készitett reprezentativ felvételek skn-1(RNSi) kezelt vagy
kontroll, ires vektort expresszald baktériumon (EV) nétt skn-1::gfp L3 larvakrdl 5 oras P.
aeruginosa PA14 vagy E. coli OP50 baktérium-expoziciét kovetben. Megjegyzend6, hogy a
fertdzésre specifikus valaszt add SKN-1::GFP jel mellett a képeken lathatdo a bélhamsejtek
autofluoreszcencidja is, illetve SKN-1::GFP az ASI neuronokban, amely nem reagéal az skn-
1(RNSI) kezelésre. (B) A fluoreszcens mikroszkopos képek kiértékelése. A grafikonon 6t mérés
Osszesitett adatait lathatjuk. Az allatokat harom csoportba soroltam az adott allat SKN-1::GFP
nukleérisan lokalizalt bélhamsejtjeinek szamatdl fiiggden: ’-’ nem detektalhato GFP-pozitiv
sejtmag, ’Alacsony’ 1-4, ’Kozepes’ 5-15, ’Magas’ 15-nél tobb bélhdmsejtben talalhato SKN-
1::GFP a sejtmagban.
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4.2.2.2. Az SKN-1 aktivalja célgénjei expressziojat P. aeruginosa fertozés hatasara

Az SKN-1 transzkripcios faktorként célgénjeinek atirasat indukalja aktivacioja
soran. A P. aeruginosa hatasara bekovetkezé SKN-1 aktivaciot két célgén riporter torzs
segitségével, a Pgcs-1::gfp és gst-4::gfp torzsekkel vizsgaltam (An és mtsai, 2003;
Hasegawa ¢és mtsai, 2008). Eddigi ismereteink szerint a gcs-1 (y-glutamil-cisztein
szintetaz) transzkripcidjat csak az SKN-1, mig a gst-4 gént (glutation S transzferaz) az
SKN-1 mellett a DAF-16/FOXO is szabalyozza (Tullet és mtsai, 2008).

A célgén indukcid bemutatasahoz a Pgcs-1::gfp és gst-4::gfp L3 larvakat 24
oran keresztiil inkubaltam P. aeruginosa vagy nem patogén E. coli OP50 baktériumon.
Mig a kontroll OP50 baktériumon az alkalmazott expoziciés i1d6 mellett alig
detektalhatd GFP a bélhamsejtekben, PA14 hatdsara mindkét riporter torzsben
szignifikansan tobb allatban detektalhato GFP expresszid a bélhamsejtekben (p<0,0001,
11./A,B abra). Tehat P. aeruginosa fertézés soran mind a gcs-1 promoter
transzaktivacidja, mind a GST-4 expresszioja fokozodik.

A két célgén SKN-1-fiiggd modon aktivalodott P. aeruginosa fertézés hatasara,
amelyet bizonyit, hogy skn-1(RNSi) kezelés alkalmaval mindkét indukcio elmaradt
(11./B abra).
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11. abra SKN-1 célgének aktivacioja P. aeruginosa fert6zés soran

(A) Fluoreszcens mikroszkoppal készitett reprezentativ felvételek, amelyek a Pgcs-1::GFP ¢és
GST-4::GFP intesztinalis expressziojat mutatjak L3 larva allatok 24 éras P. aeruginosa PA14
fert6zését kovetden. (B) Az (A) pontban leirt modon készitett fluoreszcens mikroszkdpos képek
Osszesitett kiértékelése. A grafikonon az (A) adatai mellett 1athatok tovabba a kontroll, nem
patogén OP50 baktériumon inkubalt allatok, valamint az skn-1(RNSi) kezelt allatok adatai. Ezen
kisérletekben az allatok L3 larva allapotig tires vektort (EV) vagy skn-1 elleni dsRNS-t (skn-
1(RNSI)) expresszald baktériumon taplalkoztak. A fluoreszcens mikroszkoppal készitett tovabbi

reprezentativ felvételek megtekinthetok a Melléklet 2. Abrajan.
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4.2.3. A P. aeruginosa-indukdlta SKN-1 aktivdcio szabdlyozdsanak vizsgalata

4.2.3.1. APMK-1 részt vesz az SKN-1 aktivaciojaban P. aeruginosa fertozés soran

A C. elegans immunvalaszaban kozponti szerepet jatszik a p38 MAPK ortolog
PMK-1 fehérje (Kim és mtsai, 2002). Oxidativ stresszvalasz soran az SKN-1 egyik
legfontosabb aktivatora a PMK-1 (Inoue és mtsai, 2005). Igy felmeriilt annak a
lehetésége, hogy a PMK-1 az immunvalasz soran is részt vehet az SKN-1
aktivaciojaban. Ennek eldontésére Pgcs-1::gfp riporter konstrukcidé aktivaciojat
vizsgaltam meg pmk-1(km25) null mutans és vad tipusu hattérben (12./A, B abra).
PMK-1 hianyaban elmaradt a korabban tapasztalt gcs-1 promoter aktivacid 24 oras P.
aeruginosa fert6zést kovetden (p<0,0001).

Stresszmentes koriilmények kozott a PMK-1-et inaktivan, defoszforilalva tartja a
VHP-1 kettds specificitist MAPK foszfataz (Kim és mtsai, 2004). A vhp-1 RNSi-val
torténd szupresszalasa megnovekedett PMK-1 foszforilacidhoz és P. aeruginosa-val
szemben fokozott ellenalloképességhez vezet (Kim és mtsai, 2004). Habar a vhp-
1(RNSi) allatok szignifikansan nagyobb részében detektaltam Pgcs-1::GFP-t P.
aeruginosa fert6zés utan, mint az iires vektort expresszalo baktériumon (EV) felnétt
allatok esetében, ez a hatas a nem patogén OP50 baktériumon inkubalt allatokban
elmaradt (12./B abra). Ezen eredmények ramutatnak arra, hogy P. aeruginosa fert6zés
soran a PMK-1 sziikséges, de nem elégséges az SKN-1 aktivaciojahoz, abban mas

faktorok is részt vesznek.

4.2.3.2. ATIR-1 sziikséges az SKN-1 aktivaciojahoz P. aeruginosa fertozés soran

A TIR-1 konzervalt Toll/IL-1 rezisztencia (TIR) domént tartalmazd fehérje,
amely a Toll-szeri receptor ortolog TOL-1 fehérjétdl fiiggetleniil képes aktivalni a p38
MAPK utvonalat P. aeruginosa fert6zés soran (Couillault és mtsai, 2004; Liberati és
mtsai, 2004). Ezért megvizsgaltam, hogy a TIR-1 részt vesz-e az SKN-1 aktivacidjaban
P. aeruginosa fertézés soran. A tir-1 RNSi-vel kezelt skn-1::gfp allatok

bélhamsejtjeiben elmaradt a P. aeruginosa fertézés hatasara bekovetkez6 SKN-1
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nukledris transzlokacié, mig az SKN-1 alapallapoti elhelyezkedését nem valtoztatta
meg (13./A, B abra).

A tir-1 RNSi-vel torténd csendesitése megakadalyozta tovabba a P. aeruginosa
indukalta Pgcs-1::gfp riporter-aktivaciot (12./A, B abra). Hasonl6 eredményt kaptam
tir-1(qd4) null mutans hattér esetén (Papp és mtsai, 2012a).
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12. abra A TIR-1/PMK-1 ttvonal sziikséges a P. aeruginosa indukalta SKN-1 célgén

expressziohoz

(A) Fluoreszcens mikroszkoppal készitett reprezentativ felvételek, amelyek a Pgcs-1::GFP
expresszidjat mutatjak pmk-1(km25) mutans, valamint vhp-1(RNSI) és tir-1(RNSi) allatokban 24
oras P. aeruginosa PA14 fert6zést kovetden. (B) Az (A) pontban leirt modon készitett
fluoreszcens mikroszkopos képek harom mérés soran készitett dsszesitett kiértékelése, kiegészitve
a kontroll, nem patogén E. coli OP50 kezeléssel. EV: iires vektort expresszalo baktérium, amely az

RNSi kisérletek kontrolljaként szolgal.
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13. abra TIR-1 sziikséges a P. aeruginosa indukalta SKN-1 nuklearis

lokalizaciohoz

(A) Konfokalis mikroszkoppal készitett reprezentativ fluoreszcens felvételek, amelyek a
SKN-1::GFP elhelyezkedését mutatjak tir-1(RNSi) allatokban P. aeruginosa fert6zést
kovetéen. Az L3 larva allatokat 5 6ran keresztiil inkubaltam P. aeruginosa PAL14 vagy nem
patogén E. coli OP50 baktériumon. (B) Az (A) pontban leirt moédon készitett fluoreszcens
mikroszkopos képek kiértékelése. Megjegyzendd, hogy ezen adatok és a 10. abra adatai
azonos kisérletekbdl szarmaznak. Jelmagyarazat: ’-> nem detektalhatd GFP-pozitiv sejtmag,
’Alacsony’ 1-4, ’Kdozepes® 5-15, ’Magas’ 15-nél tobb bélhamsejtben lokalizalt az SKN-
1::GFP a sejtmagban. EV: iires vektort expresszald baktérium, amely az RNSi kisérletek

kontrolljaul szolgal.
52



DOI:10.14753/SE.2014.1843

4.2.4. Az SKN-1 szerepének vizsgdlata a C. elegans immunszeneszcencidjaban

4.2.4.1. Oregedés soran csokken a P. aeruginosa fertézés indukdlta SKN-1 aktivicio

Az immunszeneszcencia, vagyis az immunitas idéskori hanyatlasa altalanos
jelenség az ¢€lovilagban. Az immunvalasz hatékonysaganak csokkenése érzékenyebbé
teszi az oreg fonalférgeket a fertézésekkel, pl. P. aeruginosa fert6zéssel szemben (Laws
¢s mtsai, 2004; Youngman és mtsai, 2011). Az SKN-1 sziikséges a megfeleld élethossz
(Tullet és mtsai, 2008) és immunitas kialakitasahoz. Mivel a két folyamat szoros
kolcsonhatasban all egymassal, felmeriilt az SKN-1 szerepe az immunszeneszcencia
kialakulasaban.

Elséként azt vizsgaltam meg, hogy az életkor hogyan befolyéasolja a patogén-
indukalta SKN-1 célgén expressziot. Ebbdl a célbol L3 larva, 4. és 9. napos felndtt
Pgcs-1::gfp allatokat inkubaltam 24 éran keresztiil P. aeruginosa PA14 és kontrollként
nem patogén E. coli OP50 baktériumon (14./A, B abra). Az életkor elérehaladtaval
szignifikansan csokken P. aeruginosa fert6zés hatasara bekovetkezé Pgcs-1::GFP
expresszié (p<0,0001). Ez az eredmény ramutat arra, hogy az SKN-1 Kkisebb

hatékonysaggal képes aktivalni célgénjeinek atirasat idés korban.
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14. abra SKN-1 célgén aktivacio csokken az oregedés soran

(A) Fluoreszcens mikroszkoppal készitett reprezentativ felvételek, amelyek a Pgcs-1::GFP
expressziojat mutatjak L3 larva, 4. és 9. napos feln6tt allatok 24 6ras P. aeruginosa PA14
fertézését kovetden. (B) Az (A) pontban leirt modon készitett fluoreszcens mikroszkopos

képek Osszesitett kiértékelése kiegészitve a kontroll, nem patogén E. coli OP50 kezeléssel.
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4.2.4.2. Az SKN-1 dltal szabalyozott oregedés-fiiggo gének jellemzése

Az SKN-1 immunszeneszcencia kialakulasaban betoltott szerepének vizsgalatat
az irodalomban publikalt microarray adatok bioinformatikai elemzésével folytattam.
Youngman ¢és mtsai meghataroztak azon gének listdjat (379 gén), amelyeknek
expresszidja legnagyobb mértékben (kevesebb, mint tizedére) csokken az 1dds
allatokban (15. napos felndttekben) a kozépkoruakhoz (6. napos felndttekhez) képest
(Youngman és mtsai, 2011). A 379 gén koziil két, SKN-1-fiiggd géneket vizsgalod
microarray analizis segitségével (Oliveira és mtsai, 2009; Park és mtsai, 2009) 46 SKN-
1 altal szabalyozott gént azonositottam.

A 46 SKN-1 célgén expresszidjanak szabalyozasat a \Wormbase internetes
adatbazis (Yook és mtsai, 2012) adatait felhasznalva elemeztem tovabb. ElsGsorban
harom kategoriara fokuszaltam: PMK-1 altali szabdlyozas, illetve befolyasolja-e a
gének expressziojat az oxidativ stressz vagy a P. aeruginosa fertézés. Ezen 46 gén
kozott jelentds tobbségben voltak a PA14-fiiggd SKN-1 célgének (65%) az oxidativ
stressz (30%) vagy PMK-1 (28%) altal szabalyozott génekhez képest (15. abra). A
PAl4-fiiggd SKN-1 célgének nagy ardnya az oregedés altal szabalyozott gének kozott

tovabb erdsiti az SKN-1 szerepét az immunszeneszcencia kialakuldséban.
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15. abra Az SKN-1 altal szabalyozott oregedés-fiiggé gének jellemzése

A venn-diagram megmutatja, hogy az oregedés-fiiggé SKN-1 altal szabalyozott 46 gén kozott
tobbségben vannak azon gének, amelyek expresszidjat befolyasolja a P. aeruginosa PA14
fert6zés, habar eddig nem volt ismert az SKN-1 immunszeneszcenciaban betoltott szerepe. A 46
gént harom publikalt microarray analizis eredményeként k6zolt génlistak metszetébdl hataroztam
meg. A felhasznalt génlistak: az dregedés soran legnagyobb expresszio-csokkenést mutatdo gének
(379 db) (Youngman és mtsai, 2011); az SKN-1 fliggé gének (Oliveira és mtsai, 2009); illetve az
oxidativ stressz soran SKN-1 altal szabalyozott gének listai (Park és mtsai, 2009). A metszetet
alkotd 46 gént a Wormbase (Yook és mtsai, 2012) expresszios adatainak segitségével elemeztem
tovabb. 10 gén esetében nem ismert, hogy valamelyik faktor hatdssal lenne az expressziojara.

Részletesebb adatok a Mellékletben talalhatok (Melléklet 3. tablazat).

4.2.4.3. Oregedés hatisa a P. aeruginosa bakteridlis fertézéssel szembeni

ellenalloképessegre

A tovéabbiakban megvizsgéaltam, hogy az dregedés milyen hatassal van a patogén
rezisztenciara SKN-1 jelenlétében és hianyaban. E célbdl 1., 4. és 9. napos N2 és skn-
1(zu135) mutans allatok talélését teszteltem P. aeruginosa PA14 baktériumon.

Vad tipusu hattérben mar a 4. napos felndtt allatok esetén tapasztalhato az
ellenalloképesség csokkenése (Laws és mtsai, 2004), amely hasonl6 volt az 1. napos
feln6tt  skn-1(zul35) mutans allatok patogén rezisztencidjahoz P. aeruginosa
baktériumon (p=0.1429) (16./A, B abra). Valamennyi életkor esetén az skn-1(zul35)

mutdns allatok szignifikdnsan rovidebb tulélést mutattak az N2 allatok taléléséhez
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képest (p<0,0001) (16./A, B, C abra), ramutatva arra, hogy 9. napos felnétt kor utan is

sziikség van az SKN-1-re a megfeleld immunités kialakitasahoz.
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16. abra Az életkor hatasa a P. aeruginosa-val szembeni ellenalloképességre
(A, B, C) 1., 4. és 9. napos feln6tt vad tipusa N2 és skn-1(zul135) mutans allatok tulélése P.
aeruginosa PA14 baktériumon. Az skn-1(zul35) mutans allatok valamennyi életkor esetén
rovidebb tulélést mutatnak az N2, vad tipusu allatokhoz képest (p<0,0001). (B) Az 1. napos
felnott skn-1(zul35) mutans allatok tulélése hasonld a 4. napos feln6tt N2 allatokéhoz
(p=0,1429).
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4.25. SKN-1 sziikséges a csokkent inzulin/IGF jelatvitel okozta fokozott

immunitashoz

Az inzulin/IGF receptor (DAF-2) funkciovesztéses mutacioja DAF-16 és SKN-1
fiiggd modon ndveli meg a stresszrezisztenciat €s az élethosszt (Tullet és mtsai, 2008).
Mivel a csokkent inzulin/IGF jelatvitel fokozott ellenalloképességet okoz P. aeruginosa
fertdzéssel szemben (Garsin és mtsai, 2003), megvizsgaltam, hogy az SKN-1,
sziikkséges-e a daf-2(e1370) mutansok megemelkedett patogén rezisztencidjahoz (17.
abra). A korabban publikalt eredményekkel (Garsin és mtsai, 2003) 6sszhangban PA14
baktériumon a daf-2(e1370) mutansok valoban hosszabb talélést mutattak, mint a vad
tipusu allatok (p<0,0001). Az skn-1(RNSi) kezelés pedig csokkentette a daf-2(e1370)
allatok megnovekedett talélését (p<0,0001, 17. abra). Ezek az eredmények ramutatnak
arra, hogy a daf-2(e1370) mutansok fokozott patogén rezisztencidjahoz sziikség van
SKN-1-re.
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17. abra Az SKN-1 sziikséges a daf-2 mutans megnovekedett tuléléséhez P.
aeruginosa baktériumon.

A daf-2(e1370) mutans allatok hosszabb ideig élnek P. aeruginosa PA14 baktériumon, mint a
vad tipust N2 allatok (p<0,0001). Az skn-1(RNSi) kezelés csokkentette a daf-2(e1370) mutans
allatok megnovekedett talélését P. aeruginosa baktériumon (p<0,0001). EV: 1. napos feln6tt
korig iires vektort expresszald baktériumon taplalkozé allatok, az RNSi kezelés kontrolljaként

szolgal.
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4.2.6. Oxidativ elokezelés megnoveli a C. elegans patogén rezisztencidjdt és hatasahoz

az SKN-1-et igényli

Enyhe oxidativ stressz megndveli az ¢élethosszt, ellenallobba tesz a nagy dozisu
azonos, és kereszt-tolerancia kialakitasaval eltérd stresszhatasokkal szemben is (Cypser
¢s Johnson, 2002). Az oxidativ hormézis patogén rezisztenciara gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz az allatokat 1 mM, 1,5 mM és 2 mM H,0, oldatokban inkubaltam a P.
aeruginosa tulélési tesztet megel6zéen. A H,O, koncentraciofiiggd modon megndvelte
az N2 allatok talélését P. aeruginosa baktériummal szemben (p=0,4253, p<0,0001,
p<0,0001, 18./A abra). 2 mM H,0, koncentracié mellett érte el a legnagyobb hatast az
oxidativ el6kezelés, ekkor a tulélés kétszeresére emelkedett, ezért a tovabbiakban 2 mM
H,O, koncentraciot alkalmaztam. Az oxidativ kezelés beallitasat szolgald kisérletet
egyszer végeztem el.

2 mM H,0,-0s eldkezelésre az skn-1(zul35) mutans allatok jelentdsen kisebb
valaszt adtak, mint az N2 vad tipusu allatok (p=0,0156 vs. p<0,0001, 18./B abra). Az
oxidativ el6kezelés hormetikus hatasanak tovabbi szabalyozé faktora a DAF-16/FOXO
fehérje lehet, hiszen a daf-16(mu86) funkcidvesztéses mutans allatok szintén jelentésen
kisebb valaszt adtak az oxidativ el6kezelésre (p=0,0304 vs. p<0,0001, 18./B abra).
Ezek az eredmények rdmutatnak arra, hogy az oxidativ elSkezelés 4altal kivaltott
fokozott patogén rezisztencia hatterében az SKN-1 ¢és a DAF-16 antioxidans

transzkripcids faktorok allhatnak.
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18. abra Az oxidativ el6kezelés megnoveli a patogén rezisztenciat P. aeruginosa-
val szemben

(A) A H,0, cldkezelés koncentraciofiiggé modon megndveli az N2 vad tipust allatok
talélését P. aeruginosa PA14 baktériumon: 1 mM (p=0,425), 1,5 mM (p<0,0001) és 2 mM
(p<0,0001). A leghatékonyabb H,0, koncentraciét meghatirozd patogén talélési tesztet
egyszer végeztem, 90 db 2. napos felnétt allat/kondicioval. (B) Az oxidativ hormézis hatasa
jelentésen kisebb mértéki volt az skn-1(zul35) (p=0,0156) és a daf-16(mu86) (p=0,0304)
allatok esetén, mint a vad tipusi N2 allatokban (p<0,0001).
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4.2.7. Az SKN-1 hiperaktivdcio csokkenti a C. elegans patogén rezisztencidjdt

A korabbiakban kimutattam, hogy az SKN-1 hidnya csokkenti a patogén
rezisztenciat P. aeruginosa baktériummal szemben. Eredményeimet szerettem volna
megerdsiteni az SKN-1 overexpresszio vagy stabilizacio hatdsanak vizsgalataval.

A WDR-23 fehérje stresszmentes koriilmények kozott a proteaszomalis lebontas
felé¢ iranyitja az SKN-1-et. A wdr-23 csendesitése RNS interferenciaval az SKN-1
stabilizacidjahoz vezet, amely megnoveli az allatok oxidativ toleranciajat és ¢lethosszat
(Choe és mtsai, 2009). A wdr-23(RNSi) kezelés jelentdsen megnovelte az SKN-1 célgén
riporterek, a Pgcs-1::GFP és a GST-4::GFP expressziojat (19. abra). A wdr-23(RNSi)
kezelés nagysagrendekkel intenzivebb expressziot valtott ki a riporterekben, mint a P.

aeruginosa fert6zés (v.6. 19. és 11. abra).

Pgcs-1::gfp gst-4::g9fp
EV wdr-23(RNSi) EV war-23(RNSi)

y o

19. abra A wdr-23 gén csendesitése robusztus SKN-1 célgén indukciot okoz

Fluoreszcens mikroszkoppal készitett reprezentativ felvételek a wdr-23(RNSi)-vel kezelt SKN-1
célgén riporter térzsekrél. A Pgcs-1::gfp és gst-4::gfp allatok L3 larva stadiumig novekedtek
wdr-23 ellen termelt dsSRNS-t vagy iires vektort (EV) expresszald baktériumon. A korabbi P.
aeruginosa kezeléshez hasonld koriilmények megérzése érdekében az allatok tovabbi 24 6ran

keresztiil E. coli OP50 baktériumon taplalkoztak.

A wdr-23(RNSi) kezelés altal kivaltott SKN-1 hiperaktivacié a varttal
ellentétben megroviditette az allatok talélését P. aeruginosa baktériumon (p<0,0001,
20. abra). A wdr-23(RNSi) és EV kezelt skn-1(zu135) mutans allatok talélése nem tér el
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szignifikansan egymastol, igy kizarhatjuk a wdr-23(RNSi) kezelés SKN-1-t6] fiiggetlen
hatasat a jelenség hatterében (p=0,1992, 20. abra).

1,0 JIN2 EV
T N2:wdr-23(RNSI)

0.6— 1 skn-1(zu135) EV
s ’ =" 'skn-1(zu135),wdr-23(RNSi)
(T
= 0,6
(7]
o
© 04
3
l—

0,2

0,0 I l i | I I I
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20. abra SKN-1 hiperaktivacidja csokkenti a tulélést P. aeruginosa baktériumon

A wdr-23(RNSi) kezelt vad tipusu N2 és skn-1(zul135) mutans allatok tulélése P. aeruginosa
PA14 baktériumon. Az N2;wdr-23(RNSi) allatok fokozott érzékenységet mutatnak a P.
aeruginosa baktériummal szemben az iires vektort expresszald baktériumon (EV) névekedett
N2 allatokhoz képest (p<0,0001). Az skn-1(zul35) mutans allatok esetén nincs szignifikans
kiilonbség a wdr-23(RNSi)-vel kezelt és a kontroll EV allatok talélése kozott PA14
baktériumon (p=0,1992). Megjegyzendd, hogy a 9. abra és ezen abra adatait ugyanazon
kisérletek adtak.

A wdr-23(RNSi) kezelés az irodalmi adatokkal Gsszhangban megnévelte az
allatok oxidativ toleranciajat 3 mM és 5 mM H,0,-dal szemben (p<0,0001, p<0,0001,
21. abra) (Choe és mtsai, 2009). Az skn-1(RNSi) allatok oxidativ toleranciaja mindkét
koncentrécio esetén szignifikdnsan kisebb volt, mint az iires vektort (EV) expresszald
baktériumon felnétt allatoké (3 mM H,0; esetén p<0,0001, 5 mM H,0, esetén p<0,05,
21. abra).

Az SKN-1 poszttranszlacios stabilizalasa wdr-23(RNSi) kezeléssel tehat
megnoveli az oxidativ toleranciat, viszont csokkenti P. aeruginosa baktériummal
szembeni ellenalloképességet. Ez arra utal, hogy az SKN-1 eltér6 mechanizmussal vesz

részt a két folyamat szabalyozéasaban.
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21. abra A wdr-23(RNSi) altal kivaltott SKN-1 hiperaktivacio megndveli az

oxidativ toleranciat

A wdr-23(RNSi) illetve skn-1(RNSi) baktériummal kezelt N2 allatok oxidativ toleranciaja. 1.
napos felnétt allatokat egy oran keresztiil kezeltem 3 mM illetve 5 mM H,0,-dal. A talélok
szamat 24 oraval kés6bb jegyeztem fel. A wdr-23(RNSi) kezelés szignifikdnsan megnévelte
(p<0,0001), mig az skn-1(RNSi) kezelés mindkét koncentracion csokkentette (3 mM H,0,
esetén p<0,0001, 5 mM H,0, esetén p<0,05) az allatok oxidativ toleranciajat az iires vektort

expresszald (EV) RNSi baktériumon felnott N2 allatokhoz képest.

63



DOI:10.14753/SE.2014.1843

5. MEGBESZELES

5. 1. Az NRF2 interakcios adatbazisbol szarmazo eredménvek megbeszélése

Az NRF2 transzkripcids faktor kozponti szerepet jatszik az oxidativ stressz-
valasz, illetve a biotranszformécié szabalyozasdban (Motohashi ¢s Yamamoto, 2004).
Az elmult két évtizedben tovabbi élettani és patologias folyamatokban mutattak ki az
NRF2 érintettségét, pl.: autofagiaban, apoptozisban, gyulladasban, karcinogenezisben,
obezitasban, neurodegeneracioban és kronikus obstruktiv tiidébetegségben (Kensler és
mtsai, 2007). Az NRF2 igen intenziven Kkutatott fehérje: a PubMed publikacio
keresOben tobb mint 2600 talalat szerepel az *NRF2’ kulcsszéra. Ennek ellenére
meglepden kevés interakcidos partnert (10-20) taldlhatunk a fehérje-fehérje
adatbazisokban (BioGRID, MINT, STRING, HPRD). A doktori munkam soran kézi
gyljtéssel létrehoztam az NRF2 interakcids adatbazisat, amely 108 fehérjét és 146
kapcsolatot tartalmaz (7. abra, Melléklet tablazat).

Az NRF2 interakcios adatbazist 6sszehasonlitva a fehérje-fehérje adatbazisokkal
(BioGRID, MINT, STRING, HPRD) csak kis atfedést talaltam, megerdsitve a korabbi
észrevételt, amely szerint az eddigi adatbazisok szamos, mar kisérleti uton bizonyitott
kapcsolatot mellztek (22. abra). Az ELTE NetBiol Halozatbiologiai csoportjaban
Fazekas David altal generalt domén-domén és domén-motivum alapu predikciok szintén
kis atfedést adtak a kézi gyiijtéssel készitett NRF2 interakcios adatbazissal, ramutatva
tovabbi tobb mint 100 lehetséges NRF2 partnerre. Ezen prediktalt kapcsolatok igazolasa
kisérletes megerésitésre var a késébbiekben (22. abra). A kézi gyljtéssel készitett
NRF2 interakciés adatbazis tehat atfogd, részletes gylijteménye az NRF2-vel
kapcsolatot kialakito fehérjéknek. A teljes NRF2 interakcidés adatbazis szabadon
elérhetd és letolthetd az http://nrf2.elte.hu/ oldalon, amely reményeink szerint eldsegiti
az NRF2 szabalyozasanak megértését és pl. NRF2-vel kapcsolatos gyogyszercélpontok
kijelolését.

A KEAP1 az NRF2 cls6dleges negativ regulatora, amely stresszmentes
koriilmények kozott az NRF2-t a citoplazmaban tartja, megakadalyozva annak
sejtmagba vandorlasat (Zhang, 2006). Mivel a KEAP1 kulcsfontossagi NRF2 partner,
az adatbazis ¢épitésekor KEAP1 interakcids partnereket is kerestem az NRF2-re

alkalmazott protokoll szerint. Meglep6, hogy a 84 NRF2 kapcsolathoz képest csak joval
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kevesebb, 17 KEAPI1 kapcsolatot sikeriilt gylijteni. Ez az eredmény azt sugallja, hogy
az NRF2 tobb fehérjével képes kapcsolatot kialakitani, illetve tobb regulatorral
rendelkezik. Erdemes viszont megjegyezni, hogy a felderitett interakcios partnerek
szamat befolyasolhatja az adott a fehérje kutatottsaganak mértéke. A PubMed
irodalomkeresdben ugyanis a ’KEAP1’ kulcsszora 611 talalat szerepel, amely joval
kevesebb az "NRF2’-re kapott 2676-hoz képest. A KEAP1 tovabbi kutatasa tehat ujabb
partnerek azonositasat és az NRF2 szabalyozasanak részletesebb megismerését teszi

majd lehetévé.

NRF2 interakcios partnerek megoszlasa

BRG1 JunD
Y SMRT BACH1

Kézi gyiijtés " Kaszpdz3 c-Jun
55
KEAP1 PPARy ”." ATF4 CK2
Maﬂ: YYl <.............Il. 9 0"‘ -lulllli““'--...) JUNB PKC
MafG PERK o9 p300  SKP2
Mafk PAG1 6 NFkB  SRC
PMF1 20 125° BRCA1
Importalt I
adatbazisok Predikciok

22. abra Az NRF?2 interakcidos partnerek vizsgalatahoz

A venn-diagram megmutatja, hogy a doktori munkam soran kézi gyijtéssel készitett NRF2
interakcios adatbazis elemei milyen atfedést adnak az NRF2 interaktomjanak létrehozasahoz
felhasznalt forrasokkal. Az NRF2 interaktom két masik forrasat az ELTE Halozatbiologiai
csoport munkatarsa, Fazekas David hozta létre. A szamok az NRF2 interakcios
partnerek/kapcsolatok szamat jelolik az adott forrasban. Az importalt adatbazisok a BioGRID,
MINT, IntACT, HPRD ¢és Innate DB adatbéazisokat tartalmazzak. A predikciok a domén-
motivum és domén-domén interakciok alapjan josolt kapcsolatokat jeldlik. A * jelzi, hogy a 125
predikcio koziil 13-at mar leirtak az irodalomban, de a kézi gytjtés soran ezeket nem sikeriilt

megtalalni.

Az NRF2 interakciés adatbazisban 131 iranyitott kapcsolat szerepel, amelyek
42%-a (55) gatlo és 58%-a (76) aktivalo kapcsolat volt. A kapcsolatok molekularis
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mechanizmusanak a tobbsége leucin cipzar alapt heterodimerizacio illetve foszforilacio
volt. A heterodimerizacio jelent0ségét mutatja, hogy az NRF2 csak (pl. kis Maf
fehérjékkel képzett) heterodimer formajaban képes a DNS-hez kotddni €s célgénjeinek
expressziojat aktivalni (Marini és mtsai, 2002). Emellett az NRF2 képes a ZIP doménen
keresztiil mas transzkripcios faktorokkal, pl. c-Jun-nal is heterodimert képezni
(Venugopal és mtsai, 1998). Szabalyozasanak masik fontos eleme a foszforilacid, amely
mind az NRF2, mind a KEAPI mikodését képes modositani. Az NRF2 tobb
foszforilaciés helyet is tartalmaz, amelyek foszforilacidja okozhatja a fehérje
aktivalasat, pl. a PKC9S altal (Niture és mtsai, 2009), és gatlasat is, pl. a GSK3p altal
(Salazar és mtsai, 2000).

Az NRF2 bioinformatikai elemzését Intézetiink LINKGroup ¢és az ELTE
Genetikai tanszékén miikodé NetBiol Halozatbiologiai csoportjaval kozosen végeztem.
Az altalam létrehozott adatbazison, a disszertacidban bemutatott funkcionalis elemzésen
kiviil, a két csoport bioinformatikus munkatarsai (Modos Dezsé, Dul Zoltan, Tiirei
Dénes, Fazekas David és Korcsmaros Tamads) tovabbi elemzéseket is végeztek. Mivel
ezekben a vizsgalatokban kozvetleniill nem vettem részt, a disszertacié eredmények
fejezetében nem keriiltek bemutatasra. Az altalam készitett adatbazis bioinformatikai
elemzésével kollégaim azonositottak tobb olyan NRF2 altal szabalyozott transzkripcids
Ezen visszacsatolasok ramutattak az NRF2 rendszerszintli szabalyozasara.

Az NRF2 1jabb funkcidinak feltardsa hozzéasegithet az NRF2 ¢lettani ¢€s
patologias folyamatokban betoltott szerepének atfogdbb megismeréséhez. Az NRF2
partnerek GO (Gene Ontology) funkcidjanak elemzése ramutatott arra, hogy a partnerek
jelent6s része multifunkcionalis, tobb élettani folyamatban is részt vesz (8. abra). Az
elemzés nyolc f6 funkciot allapitott meg, amelyek koziil 6t bioldgiai folyamatban a
fehérjék jelentés mértékben atfednek. Az 6t GO funkcid koziil négy (jelatvitel, stressz,
valasz kémiai stimulusra, anyagcsere) szerepel az NRF2 GO funkcioi kozott (Taguchi
¢s mtsai, 2011), az egyedfejlodés viszont nem. Tovabbi 3 biologiai folyamatot
(immunfolyamatok, sebgyogyulas, szaporodas) azonositottam, amelyet kevesebb
partner funkcioi kozott talaltunk meg és kisebb mértéki atfedést is mutattak a tobbi GO
funkcioval. Ezen bioldgiai folyamatok szintén nem szerepeltek az NRF2 funkcioi

kozott.
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Annak ellenére, hogy 42 NRF2 partner is rendelkezik egyedfejlodés GO
funkciodval, ez nem szerepel az NRF2 funkcidi kozott. Ennek egyik oka lehet, hogy az
irodalomban ellentétes eredményeket publikaltak az NRF2 emlésok egyedfejlédésében
betoltott szerepérdl. Chan és mtsai 1996-ban publikalt eredményei szerint az NRF2-nek
nincs esszencialis szerepe az egyedfejlédésben (Chan és mtsai, 1996). Ezt az allitast
azOta tobb csoport is megcafolta, kimutatva az NRF2 szerepét a mezoderma
fejlodésében (Farmer és mtsai, 1997), illetve a vordsvértestek képzésében egérben
(Chan és mtsai, 1998; Lee és mtsai, 2004). Az utobbi eredményeket tdmogatja, hogy C.
elegans-ban ismert az SKN-1 NRF2 ortolog szerepe a mezoderma ¢és az endoderma
kialakulasaban (Maduro és mitsai, 2005). Az egyedfejlédés megjelenése az NRF2
partnerek ilyen nagy hanyadandl arra utal, hogy az NRF2 részt vesz az
egyedfejlodésben. Igy javasolt az egyedfejlodés hozzacsatolasa az NRF2 GO
funkciodihoz, valamint a szomszédok ismeretében tovabbi kisérletekkel igazolni az
NRF2 szerepét az emlosok egyedfejlodésében.

Az egyedfejlodéshez hasonléan a szaporodas és az immunfolyamatok sem
szerepelnek az NRF2 GO funkcioi kozott, habar mindkét funkcié megjelenik az NRF2
interakcids partnereinek jelentés hanyadaban (19% és 32%). Az NRF2 szaporodéasban
betoltott szerepét mutatja, hogy sziikséges az egér spermatogeneziséhez (Nakamura és
mtsai, 2010), mig C. elegans-ban a petesejt érésében vesz részt az SKN-1 (Lin, 2003).
Ismert tovabba, hogy az NRF2 részt vesz mind az eml6sok (Lynn és mtsai, 2010), mind
a C. elegans természetes immunvalaszaban, amelyet doktori munkammal parhuzamosan
a Garsin munkacsoport szintén igazolt (Hoeven és mtsai, 2011; Papp és mtsai, 2012a).

Eredményeimet 0Osszefoglalva, az NRF2 interakcidés partnerek funkcidinak
elemzése szélesebb NRF2 részvételt mutat az élettani folyamatokban, amelyekkel
érdemes az NRF2 GO funkcidit kiegésziteni, és tovabbi kisérletekkel részletesen

megvizsgalni.
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5.2. Az SKN-1 C. elegans immunitasaban betoltott szerepét bemutato eredmények
megbeszélése

Doktori munkdm masik, fliggetlen részében az NRF2/SKN-1 immunitasban
betoltott szerepét vizsgaltam C. elegans modellallaton. Vizsgalataimat megel6zéen
ellentmond6 eredményeket publikaltak az irodalomban az SKN-1 és az immunitas
kapcsolatarol. Egy 2008-as cikkben Evans ¢s mtsai megjegyzik a diszkusszioban, hogy
az skn-1(RNSi) kezelés csokkenti az allatok talélését P. aeruginosa baktériumon (Evans
¢s mtsai, 2008b). Az SKN-1 szerepét az immunitasban azonban megcéafolta Shivers és
msai 2010-ben publikalt munkaja, amelyben nem talaltak kiilonbséget két skn-1 mutans,
az skn-1(zul35) és az skn-1(zu67) illetve a vad tipusi N2 allatok tulélése kozott P.
aeruginosa baktériumon (Shivers és mtsai, 2010). Igaz eltéré beallitasok mellett, de
sikeriilt kKimutatnom, hogy SKN-1 hianyaban: mind az skn-1(RNSi)-vel kezelt, mind az
skn-1(zul35) mutans allatok érzékenysége megnd a Gram-negativ Pseudomonas
aeruginosa és a Gram-pozitiv Enterococcus faecalis baktériumokkal szemben (9. abra).
Az eredményeimet Osszefoglalo kézirat revizidgja kozben van der Hoeven ¢€s
munkatarsai hasonld megfigyeléseiket publikaltdk, megerdsitve az SKN-1 szerepét a C.
elegans immunitasaban (Hoeven ¢és mtsai, 2011). Az ellentmondd eredmények
hatterében a patogén talélési tesztek eltéré protokollja allhat. A talélési tesztekhez
hasznalt steril allatokat Evans és mtsai mas modszerrel allitottak el6. A peték
Kifejlodését a DNS szintézist gatlé FUdR (5-fluoro-2'-deoxiuridin) alkalmazasaval érték
el. Mivel a patogén tulélési tesztekhez hasznalt lemezek tartalmaztak a FUdR-t, az
hatassal lehetett a P. aeruginosa patogenitisara is. Hasonléan van der Hoeven és
munkatarsaihoz (Hoeven és mtsai, 2011), én is cdc-25.1(RNSI) kezeléssel, az embrio
mitozisahoz nélkiilozhetetlen CDC-25.1 foszfataz csendesitésével gatoltam meg az
utodgeneracio kialakulasat. Mivel az allatok sterilizalasa még a patogén tulélési teszt
elott tortént, ezzel a modszerrel nem valtozhatott meg az alkalmazott baktérium
patogenitasa. Az irodalomban nem ismert, de nem zarhat6 ki, hogy a cdc-25.1(RNSi)
kezelés hatassal volt egyes jelatviteli fehérje miikddésére, és ezeken keresztiil
modositotta az immunvalasz folyamatit. Egy nemrég megjelent bioinformatikai
elemzés épp erre hivta fel a figyelmet (Farkas és mtsai, 2012).

A P. aeruginosa és az E. faecalis is a C. elegans intesztinalis korokozoi,

amelyek elleni immunvalasz kialakitasaban a bélhamsejtek vesznek részt. Kimutattam,
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hogy az SKN-1 a bélhamsejtekben a sejtmagba vandorol P. aeruginosa fertdzés
hatasara (10. abra). Nem talaltam kiilonbséget az ASI neuronokban expresszalodo
SKN-1::GFP intenzitasaban a P. aeruginosa és nem patogén E. coli OP50 baktériumon
inkubalt allatok kozott. Ez a megfigyelés Osszhangban all korabbi eredményekkel,
amelyben az ASI neuronokban expresszalodd SKN-1B izoforma allandé sejtmagi
lokalizaciojat figyelték meg stresszmentes koriilmények kozott (Bishop és mtsai, 2007).
Choe ¢és mtsai nem detektaltak €lesztd kettds hibrid technikéval kdlesonhatast az SKN-
IB és a WDR-23 kozott, amely arra utal, hogy az SKN-1B izoforma nem all
proteaszomalis szabalyozas alatt (Choe és mtsai, 2009). Az SKN-1B izoforma
szerepének tisztazasa az immunvalaszban tovabbi kutatast igényel, amely izgalmas
eredményekkel szolgalhat az immunvalasz idegi szabalyozasarol.

P. aeruginosa fert6zés hatasara bekovetkezé6 SKN-1 aktivaciot két célgénjének,
a gcs-1-nek és a gst-4-nek megnétt expressziojaval mutattam be (11. abra). A két
riporter, a Pgcs-1::GFP és a GST-4::GFP intesztinalis expresszidja arra utal, hogy az
immunvalaszban elsésorban az SKN-1C izoforma vesz részt, amelyrél korabban
kimutattak, hogy fontos regulatora az oxidativ stresszvalasznak (Bishop és mtsai, 2007).

Emlosokben az NRF2 elsddleges regulatora a KEAPI fehérje, amelynek
ortologja vagy hozza hasonlé funkciot betolté fehérje nem ismert C. elegans-ban. Az
SKN-1 aktivitdsat elsdsorban kinazok szabalyozzdk, amelyek foszforildcid révén
gatoljak vagy eldsegitik az SKN-1 proteaszomalis lebontasat (An és mtsai, 2005; Inoue
¢s mtsai, 2005; Kell és mtsai, 2007). van der Hoeven ¢és mtsai eredményeivel
Osszhangban kimutattam, hogy a p38 MAPK ortolog PMK-1 sziikséges az SKN-1
aktivacidjahoz P. aeruginosa fert6zés soran (Hoeven és mtsai, 2011) (12. és 23. abra).
Habar a PMK-1 inhibitor VHP-1 foszfataz csendesitése megnovelte az SKN-1
aktivaciojat P. aeruginosa fert6zés soran, 6nmagaban nem indukalta a gcs-1 promoter
indukciojat a nem patogén E. coli OP50 baktériumon (12. abra). Ez az eredmény az
SKN-1 PMK-1-t61 fliggetlen, tovabbi szabalyozasara utal, amelynek feltarasa segit
megérteni az SKN-1 aktivalodasanak hatdsmechanizmusat, igy kozvetetten az
immunvélaszban jatszott szerepét. Erdemes megjegyezni, hogy van der Hoeven és
munkatarsai modelljében a PMK-1-et az immunvalasz soran, a BLI-3 altal termelt ROS
aktivalja, viszont PMK-1 fiiggetlen szabalyozés 1étére utald adatot ez a kutatocsoport

nem publikalt (Hoeven és mtsai, 2011).
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23. abra A P. aeruginosa fert6zés hatasara bekovetkezo SKN-1 aktivacié modellje

Az SKN-1 aktivaciojahoz sziikség van a TIR-1/PMK-1 immunspecifikus jelatvitelre, amelyet
patogénmentes kornyezetben gatol a VHP-1 foszfataz. E mellett viszont tovabbi faktorok
vehetnek részt az SKN-1 aktivacidjaban, pl: a patogén baktérium oxidativ toxinjai és/vagy a
bélhamsejtek altal termelt reaktiv oxigéngyokok altal kialakitott oxidativ kornyezet a bél

lumenében, de valamilyen jelpalya szerepe sem kizart.

Az SKN-1 aktivacidjaban résztvevé regulatorok tovabbi vizsgalataban sikeriilt
egy uj, immunspecifikus upstream komponenst azonositani az Utvonalban, a TIR-1-et
(23. abra). Az emlés SARM fehérjével homolog (Carty és mtsai, 2006) TIR-1
(Toll/Interleukin-1 rezisztencia domén fehérje) fehérje funkcidja feltehetdéen az
informacio tovabbitasa egy patogént felismerd receptor és a p38 MAPK utvonal kozott
(Couillault és mtsai, 2004; Liberati é¢s mtsai, 2004). TIR-1 hianyaban elmaradt az SKN-
1 nuklearis lokalizacioja és célgén aktivacioja P. aeruginosa fert6zés soran (12. és 13.
abra). Az SKN-1 TIR-1 altali aktivacioja arra utal, hogy az SKN-1 kozvetleniil az
immun-jelatvitel felél is kap aktivacios jelet, amely tovabb ndvelheti az SKN-1
aktivacio sikerét. van der Hoeven és munkatarsai E. faecalis fert6zés soran nem
mutattak ki TIR-1-fliggd SKN-1 aktivaciot (Hoeven és mtsai, 2011). A két labor altal
kapott ellentmond6 eredmények szarmazhatnak a kiilonb6z6 patogének alkalmazasabol,
vagy az eltéré protokollokbol, pl. a tir-1(RNSi) dozisanak kiilonbségébol. A TIR-1
SKN-1 aktivacidjaban betdltott szerepe igy tovabbi tisztazast igényel.
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Az oOreged0 nyugati tarsadalmak egyik megoldasra var6 problémija az
immunszeneszcencia és annak egészségiigyi-gazdasagi kovetkezményei. 1dés korban
csokken az immunvalasz hatékonysaga, amely érzékenyebbé teszi a szervezetet a
korokozokkal szemben (Aw és mtsai, 2007). A C. elegans fonalféreg kedvezd
tulajdonsdgai miatt (rovid élethossz) megfelelé modellallata lehet az Oregedés
természetes immunitasra gyakorolt hatasanak vizsgalatara (Alper, 2010). Youngman és
napos felndtt kor utan jelentds csokkenést mutattak ki az allatok ellenalloképességében
P. aeruginosa baktérium ellen (Youngman ¢s mtsai, 2011). Kisérleteimben a patogén
rezisztencia fiatalabb korban bekovetkezd visszaesését figyeltem meg: a 4. napos feln6tt
allatoknak 45%-kal rovidebb volt a talélése P. aeruginosa PA14 baktériumon, mint az
els6 napos felnétteké (16. abra). Az SKN-1 hianya az elsé napos felnétt allatok
tulélését a 4. napos vad tipusu allatokéhoz teszi hasonlova, amely kiilonbség fennmarad
a 9. napos felnétt allatok esetén is (16. abra). Ezzel parhuzamosan erételjes visszaesést
figyeltem meg az SKN-1 célgén, gcs-1 promoter aktivaciojaban a 4. és 9. napos felnott
allatokban (14. abra). Azonositottam tovabbi 30 PA14 altal szabalyozott SKN-1
célgént, amelyek expresszidja drasztikusan csokken 6regedés soran (6. és a 15. napos
feln6tt kor kozott) (15. abra). A fenti eredmények azt mutatjak, hogy az SKN-1
funkcidjanak visszaesése fontos eleme lehet az immunszeneszcencia kialakulasanak.
Youngman ¢s munkatarsai a PMK-1 aktivitasanak csokkenését ¢és a bél szoveti
leépiilését jelolték meg az immunszeneszcencia f6 okaiként (Youngman és mtsai, 2011).
Megjegyzendd, hogy az SKN-1 aktivaciojanak PMK-1 fliggése ((Hoeven €s mtsai,
2011) és sajat eredmény), az SKN-1 célgének nagy aranya az oregedés-fiiggé PMK-1
targetek kozott (13 db a 26-bol) (15. abra) (Youngman és mtsai, 2011), valamint az
SKN-1 szerepe a bél homeosztazisaban (Park és mtsai, 2009) arra utalnak, hogy az
SKN-1 ¢és a PMK-1 kozott dinamikus kolcsonhatds van az immunszeneszcencia
kialakuléasa soran.

Az NRF2 mérsékli a gyulladas altal okozott szoveti karosodast emldsokben
(Harvey ¢és mtsai, 2011; Kim és mtsai, 2009; Nagai ¢s mtsai, 2009; Thimmulappa ¢és
mtsai, 2006). C. elegans-ban az SKN-1 részt vesz a megfeleld élethossz kialakitasaban
(Tullet és mtsai, 2008) és a bél homeosztazisanak megdérzésében (Park és mtsai, 2009),

igy felmeriil a kérdés, hogy az SKN-1 immunitasban betdltott szerepe fliggetlen-e az
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¢lethossz szabalyozasaban betoltott szerepétdl. Ez a kérdés rendkiviil dsszetett, hiszen
C. elegans-ban a stresszadaptacio, az immunitas és az élethossz egymassal szoros
kolcsonhatasban allo folyamatok. Az skn-1(zul35) mutansok élethosszanak csokkenése
a vad tipust allatokhoz képest P. aeruginosa PA14 baktériumon nagyobb, mint a nem
patogén E. coli OP50 baktériumon (51% vs. 19%, 9. abra) (Papp és mtsai, 2012a), ami
arra utal, hogy az SKN-1 nagyobb hatassal van az immunitasra, mint az élethossz
szabalyozasara . Emellett a megfigyelt patogén indukalta SKN-1 aktivacio (10. és 11.
abra) ¢és az SKN-1 célgének kozott a PA14 altal szabalyozott, pl. CUB-szerti doménnel
rendelkez6 antimikrobialis fehérjék nagy aranya (Oliveira és mtsai, 2009) azt mutatja,
hogy az SKN-1 aktivan részt vesz az antibakterialis valaszban. Ezen eredményeket
tamasztja ala, hogy az skn-1(RNSi) szelektiven szuppresszalja a daf-2(e1370) allatok
stresszrezisztenciajat, mig megnovekedett ¢lethosszat nem (Tullet és mtsai, 2008).
Kimutattam, hogy a daf-2(e1370) allatok megnovekedett patogén rezisztenciaja SKN-1-
figgdé (17. abra), igazolva ezzel az SKN-1 immunspecifikus hatasat. Az SKN-1
célgénjeinek tovabbi vizsgalata feltarhatja, mely gének jarulnak hozza a megfeleld
¢lethossz és melyek az immunvalasz kialakitasahoz.

Szamos genetikai €és kornyezeti hatds ismert, amely stresszreszponziv védelmi
mechanizmusokra hatva megndveli az élethosszt, és a patogénekkel szembeni
ellenalloképességet (Cypser és mtsai, 2002; Garsin és mtsai, 2003; Kenyon és mitsai,
1993; Singh és Aballay, 2006b). Elsoként sikeriilt kimutatni, hogy az allatokat felnott
korban ért enyhe oxidativ stresszhatas képes megndvelni azok patogén rezisztenciajat
(18. abra), hasonldéan Singh és Aballay eredményeihez, akik héstresszel valtottak ki
ellenalloképesség-novekedést (Singh és mtsai, 2006b). Az oxidativ eldkezelés hatasara
megemelkedett ellendlloképesség kialakitasaban két antioxidans transzkripcids faktor:
az SKN-1 és a DAF-16/FOXO vesz részt, ugyanigy, mint a daf-2(e1370) mutansok
megnott élethosszanak kialakitasaban. Ez arra utalhat, hogy dinamikus kapcsolat van a
kiilonbozé  stresszvalaszok transzkripcios faktorai kozott, amelyek folyamatosan
egyenstlyoznak a kornyezeti/genetikai igényeknek megfelelden az adott valaszreakcio
meghatarozasakor. Habar az eredményeim nem adnak kozvetlen bizonyitékot az SKN-1
DAF-16-fiiggd szabalyozéasara, Schuster ¢és munkatdrsai nagy ateresztOképességii

DamlID technikaval azonositottak az SKN-1-et a DAF-16 célgénjei kozott (Schuster és
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mtsai, 2010). A két transzkripcids faktor kozotti kapcesolat feltarasa hozzasegithet a
stresszvalasz €s az élethossz szabalyozas mélyebb megértéséhez.

Az SKN-1 stabilizacioja wdr-23(RNSi) altal megnoveli az élethosszt és az
oxidativ stressztoleranciat (Choe és mtsai, 2009). A van der Hoeven és munkatarsai
altal kapott eredményeknek (Hoeven és mtsai, 2011) ellentmondva kisérleteimben a
wdr-23(RNSi) kezelés csokkentette az allatok tulélését P. aeruginosa PAl4
baktériumon (20. abra). A két kutatocsoport altal kapott eltéré eredmény hatterében a
cdc-25.1(RNSi) alkalmazasa allhat. Ugyanis van der Hoeven és munkatarsai ebben az
esetben cdc-25.1(RNSi) kezelés nélkiil végezték el a teszteket, igy felmeriil a *bag of
worms’ fenotipus eredményeket modositd hatasa. Sajnos a publikaciobol nem deriil ki,
hogy a wdr-23(RNSi) kezelés volt-e hatassal a fertézés indukalta ’bag of worms’
fenotipusra vad tipusu allatokban. Az eredményeket emellett befolyasolhatta a két labor
altal alkalmazott protokollok tovabbi kiillonbségei, pl. a wdr-23(RNSi) baktérium doézisa
is. A wdr-23(RNSi) altal kivaltott SKN-1 hiperaktivacié karos hatasdhoz hasonlot
korabban is tapasztaltak a magas kopiaszdmu extrakromoszomalis SKN-1-et tartalmazo
transzgének esetén (Tullet és mtsai, 2008). A wdr-23(RNSi) kezelés nem altalanosan fejt
Ki karos hatast az allatokra, hiszen megismételve Choe és munkatarsai eredményeit
(Choe ¢és mtsai, 2009), a wdr-23(RNSi) kezelés jelentdsen megndvelte az allatok
oxidativ tolerancigjat (21. abra). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az SKN-1
eltérd mechanizmussal vesz részt az immunvalaszban és az oxidativ stresszvalaszban.
Elképzelhetd, hogy az SKN-1 stabilizacidja atrendezi az SKN-1 altal aktivalt célgének
profiljat, amely kedvezden hat az akut oxidativ stresszvalaszra, de hatrdnyos a hosszan
tarto P. aeruginosa fert6zés elleni védekezés soran. Ezt tamasztja ala, hogy az SKN-1
valoban képes kiilonb6z6 célgén profilok transzkripcidjanak aktivaciojara eltérd
koriilmények kozott (Oliveira és mtsai, 2009). Megfigyelték, hogy az SKN-1-hez
hasonléan a DAF-16 hiperaktivacioja is csokkenti az allatok ellendlloképességét
patogén baktériumokkal szemben (Singh és Aballay, 2009), amely arra utal, hogy a C.
elegans immunvalasza soran rendkiviil fontos az egyes valaszreakciok preciz
szabalyozasa.

Osszefoglalva, az SKN-1 aktivitas megfeleld mértékii fokozasa megndvelheti az
immunitast és késleltetheti az immunszeneszcencia kialakuldsat. Az utobbi években a C.

elegans j modellallata lett nemcsak a természetes immunitds, a gazda-patogén
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kolcsonhatasok, de a gyogyszerkutatasnak is (Ewbank és mtsai, 2011). Igy
eredményeim hozzajarulhatnak a természetes immunitast befolyasoldo SKN-1/NRF2

aktivitast modulalé gyogyszerek fejlesztéséhez.
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6. KOVETKEZTETESEK

Doktori munkam elsé részében az NRF2 interakciés partnereinek
bioinformatikai elemzésével foglalkoztam. Kézi gyijtéssel létrehoztam az NRF2
interakcios adatbazist, amely a korabbi fehérje-fehérje adatbazisokhoz képest egy
nagysagrenddel tobb fehérjét (10-20 helyett 108 fehérjét) tartalmaz, ebb6l adddoan
értékes forrasként szolgalhat az NRF2-vel foglalkozé kutatok szamara. Az NRF2
szamos, a tarsadalom széles rétegét érintd betegség elleni védekezésben vesz részt, pl.
daganatos illetve neurodegenerativ betegségek, stb. (1. tablazat). Az NRF2 kozponti
szerepe miatt valdszinlileg kevésbé alkalmas gyodgyszer célpontnak. A létrehozott
adatbazis azonban segithet az NRF2 partnerek kozott a megfelel6 targetek
kivalasztasaban, amelyek modositasa a kivant NRF2 aktivitast/gatlast eredményezi.

Az NRF2 els6sorban az oxidativ stresszvalasz ¢és Dbiotranszformacio
szabalyozasaban betdltott szerepérdl ismert. Interakcids partnereinek funkciovizsgalata
viszont az NRF2 ennél sokkal Osszetettebb szerepét mutatja a kiillonbozé élettani
folyamatokban. Az analizis elérejelezte az NRF2 részvételét pl. egyedfejlodésben,
szaporodasban és immunfolyamatokban is, amely funkciok nem szerepelnek az NRF2
annotalt funkcioi kozott. Emlésokben mar ismert az NRF2 szerepe ezen folyamatokban,
melyek ko6ziil az immunitasban jatszott, az evolucio soran koran feltiint kulcsszerepét C.
elegans-on végzett vizsgalataim is megerdsitettek. Az NRF2 funkcidinak és interakcios
partnereinek felderitése ramutatott az NRF2 transzkripcios faktor kozponti szerepére
szamos biologiai folyamatban, igy modositasa pl. gyogyszertervezés esetén preciz
szakértelmet igényel. A létrehozott adatbazis és elvégzett funkciondlis elemzés az
eddigi hianyossagokat hivatott potolni, uj otleteket és lehetdséget felvetve az NRF2-vel

¢s érintett folyamataival foglalkozé kutatd szamaéra.

A doktori munkam masodik részében az NRF2/SKN-1 immunitasban betoltott
szerepével foglalkoztam Caenorhabditis elegans-ban. A C. elegans fonalféreg kivalod
modellként szolgal a természetes immunitas konzervalt, 6si mechanizmusainak
tanulmanyozéasahoz, amelyre a késObbiekben a komplex, adaptiv immunvalasz épiil.
Bakterialis fertézés soran a C. elegans bél lumenében kialakuld kornyezet megfeleléen
modellezheti a természetes immunsejteket koriilvevé kornyezetet immunvalasz soran. A

bélhamsejtekben immunvélasz soran bekovetkez6 SKN-1 aktivacid felveti annak a
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lehetdségét, hogy emldsokben is talan szerepe lehet az NRF2-nek a fertézésekkel
szembeni védettség kialakitdsaban. Habar az SKN-1 és az NRF2 szabalyozasaban levd
kiilonbségek miatt nem feleltethetdé meg teljes mértékben a C. elegans-ban kapott
eredmények az eml6sokben torténd aktivaciohoz, azonban megerdsitik az NRF2/SKN-1
konzervalt szerepét a természetes immunitasban. Ennek részletesebb feltarasa, pl. a
SARM/p38 MAPK tutvonal altali NRF2 szabalyozas emldsokben még tesztelésre var.

Tobb stresszvalaszban jelentds transzkripcids faktor, pl. HSF-1, DAF-16 esetén
is ismert aktivitasuk csokkenése oOregedés soran. Az SKN-1 hasonléan csokkend
hatékonysaggal képes aktivalni célgénjeit immunvalasz soran az életkor elérehaladtaval.
A stresszvalasz megfeleld miikodése, az immunsejtek homeosztizisanak megdrzése
elengedhetetlen a koérokozokkal szembeni védekezés soran. Feltehetéen az SKN-1
mellett tovabbi transzkripcids faktorok, jelatviteli fehérjék csokkent hatékonysaga is
hozzéjarul az immunszeneszcencia kialakuldsahoz, amelynek felderitése hozzéajarulhat a
jelenség megértéséhez, majd kezeléséhez. Mivel emldsokben nem ismert az NRF2
szerepe az immunszeneszcenciaban, eredményeim Uj iranyt nyithatnak a teriileten.

Enyhe stresszhatas ellenallobba tesz az erdsebb stresszhatasokkal szemben.
Kimutattam, hogy az enyhe oxidativ kezelés megndveli a C. elegans fonalférgek
ellenalloképességét a P. aeruginosa fert6zésessel szemben. A megndvekedett
ellenalloképességhez sziikség van az SKN-1 mellett DAF-16-ra is, amely utalhat a két
antioxidans transzkripciés faktor kooperativ miikodésére. Ezt tamasztja ald, hogy az
inzulin/IGF receptor hianyaban kialakult megnovekedett ¢élethosszhoz ¢€s patogén
rezisztenciahoz is sziikség van mindkét fehérjére. A stresszvalaszban résztvevo
transzkripcids faktorok kozotti kapcesolatok feltardsa szintén izgalmas eredményekkel
szolgélhat az 6regedés- és stresszkutatds szamadra.

Az SKN-1 hiperaktivacidja elonyds az erés oxidativ stresszel szemben, viszont
karos a hosszan tartd bakterialis fertézés esetén. Az SKN-1 feltehetden eltérd
mechanizmussal vesz részt a két biologiai folyamatban: mas célgéneket indukal oxidativ
stressz- ¢és immunvalasz soran. Amennyiben az NRF2 miikodése is hasonlo,
gyogyszertevezéskor nem elegend6é az NRF2 fokozott aktivacidjat megcélozni, hanem a
megfelel6 NRF2 célgén profilt kell elérni. Annak vizsgalata, hogy egy adott
szabalyozds mellett milyen NRF2 célgén profilok aktivalodnak -eldsegithetik a

megfeleld gyogyszer célpontok meghatarozasat.
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Doktori munkédmban tehat bemutattam, hogy a bioinformatikai eszk6zok és a C.
elegans-on végzett kisérletek egyiittes alkalmazasa elésegithetik az emlésokben is

fontos transzkripcios faktor, az NRF2 szerepének felderitését az immunvalaszban.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az NRF2/SKN-1 transzkripcios faktor az oxidativ és xenobiotikus stresszvalasz
mesterregulatora. Doktori munkam soran kézi gyijtéssel 1étrehoztam az emlés NRF2
interakcios  partnereit tartalmazé adatbazist, amely korabbi fehérje-fehérje
adatbazisokhoz képest egy nagysagrenddel tobb NRF2 partnert tartalmaz. Az NRF2
partnerek jelentds része multifunkcionalis fehérjének bizonyult, amelyek 8 {6 biologiai
folyamatba sorolhatok. Ezek koziil 4 nem szerepel a bioinformatikai adatbazisokban
eddig listazott NRF2 funkciok kozott: egyedfejlodés, szaporodas, immunfolyamatok és
sebgyodgyulds. A bioinformatikai analizissel kapott predikciokat tdmasztja ald, hogy
emldsokben és C. elegans-ban mar kimutattak ezen folyamatokban az NRF2 szerepét.

Kisérleti munkamat Caenorhabditis elegans fonalférgen folytattam, amely az
utobbi  két évtizedben a természetes immunitds tanulmanyozasanak egyik 1j
modellallatava valt. Kimutattam, hogy az SKN-1 sziikséges a Pseudomonas aeruginosa
¢és az Enterococcus faecalis elleni megfelelé6 immunitas kialakitasahoz. Megfigyeltem
tovabba, hogy a bélhamsejtekben az SKN-1 felhalmozodik a sejtmagban, és aktivalja
két célgénjének, a gcs-1-nek és gst-4-nek expresszidjat P. aeruginosa fert6zés hatasara.
Azonositottam az SKN-1 aktivalasdhoz nélkiilozhetetlen jelatviteli ut két tagjat, a PMK-
1/p38 MAPK ¢és a TIR-1/SARM fehérjéket. Kimutattam, hogy 6regedés soran csokken
a P. aeruginosa altal indukalt SKN-1 célgén aktivacio, amelyet megerdsitett korabbi
microarray vizsgalatok analizise. Ezek az eredmények és az SKN-1 hianyaban
megfigyelheté csokkent patogénrezisztencia arra utal, hogy az SKN-1 csokkent
mikodése hozzajarulhat az immunszeneszcencia kialakulasahoz C. elegans-ban.
Inzulin/IGF receptor hidnya illetve az allatok oxidativ el6kezelése megndveli, az allatok
talélését P. aeruginosa baktériumon. Kimutattam, hogy mindkét hatas kialakitasahoz
szilkség van az SKN-1-re, amely az SKN-1 alapvetd szerepét mutatja a C. elegans
természetes immunitasaban. Az SKN-1 hiperaktivacioja megnovelte az allatok oxidativ
stressztlirését, viszont csokkentette patogén rezisztenciajat, amely arra utal, hogy az
SKN-1 eltér6 mechanizmussal vesz részt a két folyamatban.

Osszefoglalva, doktori munkdm soran vizsgiltam az NRF2 interakcios
partnereit, illetve C. elegans ortologjanak szerepét a természetes immunitasban.
Eredményeim tijabb kapcsolatot teremtenek az oxidativ-xenobiotikus stresszvalasz, az

oregedés €s az immunitas kozott.
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8. SUMMARY

The NRF2/SKN-1 transcription factor is a master regulator of the oxidative-
xenobiotic stress response. During my Ph.D. studies, | created a manually curated
NRF2-protein interaction database. This database involves 108 NRF2-interacting
proteins, which is an order of magnitude higher than deposited interactions in the
current web resources. Analysis of the interactors showed that most of them are
multifunctional and can be grouped into 8 major biological functions. Half of the these
functions were not found among the functions of NRF2 in bioinformatics sources:
development, reproduction, immunity and wound repair. The predictions of my
bioinformatic analysis was confirmed by previous studies, in which the role of NRF2
was demonstrated in these processes in mammals and Caenorhabditis elegans.

My experimental investigations on NRF2/SKN-1 in immunity was carried out in
the nematode C. elegans, which became a new model organism of innate immunity in
the last decades. | showed that SKN-1 is required for pathogen resistance against
Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus faecalis. Accumulation of SKN-1 in
intestinal nuclei and induction of SKN-1 target genes (gcs-1, gst-4) was observed in
response to P. aeruginosa. SKN-1 was activated via the PMK-1/TIR-1 signaling
pathway upon P. aeruginosa infection. | also demonstrated that SKN-1 target gene
induction was decreased in aged worms, which was confirmed by bioinformatic
analysis of published microarray databases. These results together with an impaired
immunity in the absence of SKN-1 demonstrates that SKN-1 contributes to
immunosenescence in C. elegans. SKN-1 was required for the increased pathogen
resistance against P. aeruginosa of insulin/IGF receptor null mutant and oxidatively
preconditioned animals. These results suggest that SKN-1 plays a fundamental role in
C. elegans immunity. Hyper-activation of SKN-1 enhanced oxidative tolerance, while
compromised pathogen resistance, which suggests that SKN-1 may act in these
processes via different mechanisms, e.g. by activation of specific target gene profiles.

In summary, | investigated the interactors of NRF2 and the role of its ortholog in
C. elegans immunity by using both bioinformatics and experimental approaches, which

created a new cross-talk between oxidative stress, aging and immunity.
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12. MELLEKLET

Az NRF?2 interakcios partnereinek kézi gyiijtéssel készitett adatbazisa

Interakcio

Interakcio

Faj Fehérje1 | UniProt1l | Fehérje2 |UniProt2 , . Interakcié részletei PMID
tipusa hatasa
majom / Rbx1 P62877 NRF2 016236 | kozvetlen gitlas | 22 NRF2 N-termindlis Neh2 | 15572695
human domén lizinjének ubikvitindlasa
. . 1 a FAC1 PEST doménje koti a
egér Keapl Q14145 FAC1 Q12830 kozvetlen gatlas Keap] Kelch ismétiddéseket 15379550
A Keapl C-terminalis Kelch
human Keapl Q14145 IKKp 014920 kozvetlen gatlas domeénje koti a IKKf kinaz 20600852
doménjét
egér / . ‘1 SMRT kotddik a C/EBPbeta
patkény SMRT Q9Y618 C/EBPp Q92879 kozvetlen gatlas TAD doménjéhez 15870285
eger / SMRT Q9Y618 Nrf2 Q60795 kozvetlen gitlas | SMRT kotddik az Nrf2 Nehd/S 1 574985
patkany doménjéhez
humén Rbx1 P62877 IkBa P25963 |  kozvetlen gatlas | o /Cut Ubtlvitindlia ez 0530406
human GSK3p Q6FI127 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas foszforilacié Ser-en 16551619
egér Fgr P14234 NRF2 Q16236 kdzvetlen gatlas foszforilacié az Nrf2 Tyr568-n 21690096
egér Fyn P39688 NRF2 Q16236 kdzvetlen gatlas foszforilacié az Nrf2 Tyr568-n 21690096
egér Src P12931 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas foszforilacié az Nrf2 Tyr568-n 21690096
egér Yes Q04736 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas foszforilacié az Nrf2 Tyr568-n 21690096
human p38a Q16539 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas foszforilalja az Nrf2-t 16951197
human p38P Q15759 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas foszforilalja az Nrf2-t 16951197
human p38y P53778 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas foszforilalja az Nrf2-t 16951197
human p385 015264 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas foszforilalja az Nrf2-t 16951197
human | p65 (NF-<B) | 000221 CBP QINWQS |  kozvetlen gitlas | PO Kot0dika CBP CHI-KIX 1y 9511676

doménjéhez
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human HSP90 P08238 Keapl Q14145 | kozvetlen gatlas | 2 K€PL NTR-je kotddik a Hsp90 | o657
CLD régidihoz
. i 1z az Nrf2 Neh2 doménje kotédik a
human Keapl Q14145 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas Keap] DGR doménjéhez 9887101
, . 1 p62 KIR motivuma kotédik a
human SQSTM1 Q13501 Keapl Q14145 kozvetlen gatlas Keapl Kelch ismétlédéseihez 20452972
a SFhERRP D doménje valamint
majom SFhERRp 095718 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas az A/B-C doménjei kotddnek az | 17920186
Nrf2-hoz
human HDAC3 015379 CBP QINWQS kozvetlen gatlas HDAC deacetilalja az CBP-t 18241676
. ) .. iy a Keapl DGR doménje kotddik a
egér Keapl Q14145 Bcl-2 P10417 kozvetlen gatlas Bcl-2 BH2 doménjéhez 20865015
a MafK C-terminalis Zip
human HDAC3 015379 MafK 060675 kozvetlen gatlas doménje HDAC3 dokkold 18241676
feliiletet tartalmaz
, " s CRIF1 kolcsonhatasba 1ép N- és
human CRIF1 Q8TAES NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas C-terminalis NRF2 régiokkal 20427290
human CK2 P68400 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas CK2 foszforilalja Nrf2-t 17512459
humén CcK2 P68400 Keapl 014145 | kozvetlen giitl4s gth foszforildlja Keapl Thr33- | »ya64547
. " s a Keapl C-terminalisa kotédik
human ProTa - Keapl Q14145 kozvetlen gatlas ProT-alfahoz 15657435
human bTrCP1 Q9Y297 IkBa P25963 kdzvetlen gatlas foszforilalt IkBa-hoz kotddik 10066435
human bTrCP2 Q9UKB1 IkBa P25963 kozvetlen gatlas foszforilalt IkBa-hoz kotodik 10066435
az Nrf2 Neh6 [K(X),DSG(X)14S
egér B-TrCP Q9Y297 NRF2 Q16236 kozvetlen gatlas konzervalt motivuma koétédik a 21245377
B-TrCP-hoz
majom CAND1 Q86VP6 Cul3 Q9JLV5 kozvetlen gatlas 16449638
human MafF Q9ULX9 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas | ZIP-ZIP dimerizacid 12490281
human MafF Q9ULX9 Jun P05412 kozvetlen aktivalas | ZIP-ZIP dimerizacid 12490281
human MafG 015525 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas | ZIP-ZIP dimerizaciod 18585411
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human PKCD P28867 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas | PKCS foszforilalja Nrf2 S40-t 19920073
leﬁ?n’ PKAC P17612 | p65 (NF-kB) | 000221 | kozvetlen aktivalds | foszforillja p65 S276-t 9660950
human INK1 P45983 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas | JNK1 foszforilalja NRF2-t 16308312
human ERK2 P28482 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas | ERK?2 foszforilalja NRF2-t 16308312
human PKC P17252 NRF2 016236 | kozvetlen | aktivalds g‘;srflg)ﬂacm Nrf2 Serd0-t (Neh2 | ;519939
egér PERK Q9INZJ5 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas | PERK foszforilalja Nrf2-t 14517290
humén KAP1 Q13263 NRF2 Q16236 | kozvetlen | aktivalds mg_lN'\T"_ttemmahs regiot kotk 1 51382013
humén Skp-1 P63208 Cullin-1 QUILV5 | kdzvetlen aktivalas | SOLL N-terminalis része koti 9663463
Skpl N-terminalis részét
egér/majo CiplWAFL " a1 NRF2 N-terminalis doménje (1
m p21 Q13309 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas 115) koti p21-t 19560419
Nrf2 toborozza BRG1-t a HO1
humén BRG1 P51532 NRF2 Q16236 kézvetlen aktivalas | promoter tavoli E1 és E2 16923960
enhanszerekhez
humén NRF2 Q16236 YY1 P25490 | kozvetlen | aktivalas |2 KOU YYI-tés clbsegiti YY1 | 5550960
nukledris lokalizaciojat
. . R az NRF2 Neh4 és Neh5 doménjei
human CBP QINWQS8 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas kooperativan kétik CBP TAD-t 11683914
majom ATF4 P18848 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas | leucin cipzar régiok 11274184
huméan c-Jun P05412 NRF2 Q16236 | kozvetlen | aktivalas | nererodimer leucin cipzar 9872330
régiokon keresztiil
human c-Jun P05412 NRF1 Q16656 | kozvetlen aktivalas | nererodimer leucin cipzdr 9872330
régiokon keresztiil
human Jun-B P17275 NRF2 016236 | kozvetlen aktivalas | neterodimer leucin cipzér 9872330
régiokon keresztiil
humén Jun-B P17275 NRF1 Q16656 | kozvetlen | aktivalas | crerodimer leucin cipzdr 9872330
régiokon keresztiil
human JunD P17535 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas | heterodimer leucin cipzar 9872330
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régiokon keresztiil

heterodimer leucin cipzar

human JunD P17535 NRF1 Q16656 kozvetlen aktivalas L - 9872330
régiokon keresztiil
majom / i . PGAMS DxESGE motivuma kéti
humén PGAMS Q96HS1 Keapl Q14145 kozvetlen aktivalas Keap] NxETGE motivumét 17046835
a MafK C-terminalis Zip
majom MafK 060675 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas | doménje (77-156 as) leucin 8265578
cipzar modon kotédik Nrf2-vel
a p100 C-terminalis
egér B-TrCP Q9Y297 p100 Q9ULWO kozvetlen aktivalas | foszforilacios szekvencia koti - | 16303288
TrCP-t
egér CBP QINWQS |  MafG 015525 | kozvetlen | akiivalgs |CDv acctildlja MafG-telsosorban |4y 15469,
bazikus régiokban
. .. s a KEAP1 BTB doménje kotédik
human Keapl Q14145 Cul3 Q9JLV5 kozvetlen aktivalas a CUL3 N-termindlis régiojahoz 15282312
human | p300 (CBP) | Q09472 NRF2 Q16236 | kozvetlen | akiivilis | b coidciona Nehl DNSAOG | g57560)
a p62 22-aminosavnyi savas
human | SQSTM1 | Q13501 LC3B | QUGZQ8 | kozvetlen | aktivalas |2Tinosavrégidja (LIR) kotbdik | 4750050,
az LC3 N- és C-terminalis
aldoménjeihez
human cuL1 Q9JLV5 Rbx1 P62877 kozvetlen aktivalas 10230406
human JunD P17535 NRF2 Q16236 kozvetlen aktivalas 16545679
human MafF Q9ULX9 NRF1 Q16656 kozvetlen iranyitatlan | ZIP-ZIP dimerizacio 12490281
human MafF Q9ULX9 MafF Q9ULX9 kozvetlen iranyitatlan | ZIP-ZIP dimerizaciod 12490281
human az Nrf2 leucin-cipzar régidja és a
(élesztébe PMF-1 Q6P1K?2 NRF2 Q16236 kozvetlen iranyitatlan | PMF-1 C-terminalis coiled-coil 11256947
n) régioja kotédik
Keapl C-terminalis kelch-
patkany Keapl Q14145 miozin-Vlla Q13402 kozvetlen iranyitatlan | motivuma kotédik a miozin-VIlI | 11921171

SH3 doménjéhez
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kozvetlen

iranyitatlan

Keapl molekuldk a BTB
doménjeiken keresztiil
dimerizaltak és F-aktin
citoszkeletonhoz horgonyoznak
Kelch vagy DGR régioikkal

15379550

human

B-TrCP

Q9Y297

Skp-1

P63208

kozvetlen

iranyitatlan

a BTrCP N-terminalishoz kozeli
F box része koti Skpl-t

10531035

human

Casp-3

P70677

NRF2

Q16236

kozvetlen

iranyitatlan

NRF?2 hasitasa casp-3 altal két
terméket eredményez:
30 kDa ¢és 50 kDa

10510468

human

Keapl

Q14145

ProTa

kozvetlen

iranyitatlan

a Keapl C-terminalis Kelch
motivuma koti ProTo-t

15657435

human

SQSTM1

Q13501

GABARAP

095166

kozvetlen

iranyitatlan

a p62 22-aminosavnyi savas
aminosav régidja (LIR) kotddik
az LC3 N- és C-terminalis
aldoménjeihez

17580304

human

SQSTM1

Q13501

GABARAPL
2

P60520

kozvetlen

iranyitatlan

a p62 22-aminosavnyi savas
aminosav régioja (LIR) kotodik
az LC3 N- és C-terminalis
aldoménjeihez

17580304

human

SQSTM1

Q13501

GABARAPL
1

Q9HORS

kozvetlen

iranyitatlan

a p62 22-aminosavnyi savas
aminosav régidja (LIR) kotddik
az LC3 N- és C-terminalis
aldoménjeihez

17580304

human

SQSTM1

Q13501

LC3A

Q9H492

kozvetlen

iranyitatlan

a p62 22-aminosavnyi savas
aminosav régioja (LIR) kotodik
az LC3 N- és C-terminalis
aldoménjeihez

17580304

human

BRCAl

P38398

NRF2

Q16236

kozvetett;
kézvetlen

(kzl.) predikcio

alapjan

aktivalas

foszforilalt aminosavak kotése
ELM (LIG_BRCT _BRCALl 1)
alapjan

15520196

104




DOI:10.14753/SE.2014.1843

kozvetett; kzl.

Nuklearis receptorok kotése

human ERa P03372 NRF2 Q16236 p:gg;;é gitls | 511G NRBOX) alangin 20623181
» 2 5 2 k('izvetglt(t;'lle. s Nukledaris receptorok kotése
patkany PPARYy P37231 NRF Q16236 p;:;l;j ;rllo gatlas ELM (LIG _NRBOX) alapjén 10930400
Foszforilaci6 ELM
Copvetett: Kl (MOD_CK2_1, MOD_CDK_L,
humdn / Akt P31749 NRF2 016236 predikcié | aktivalas | MOD_ProbKin_L, 19931411
egér alapién MOD_CK1_1, MOD_GSK3_1),
és kinaz dokkolas ELM
(LIG_ MAPK 1) alapjan
Foszforilaci6 ELM
h , / kézvetett; kZl '(\I/\I/I()ODD_PCKSRL '\;I-OD_CDK_L
‘g;l:;‘ ERK1 P27361 NRF2 Q16236 p;f;iil.(,ci(’) aktivalas |1 OD:CTzl_l"”I\—A 0D Gska 1), | 19931411
pjan ¢és kinaz dokkolas ELM
(LIG_ MAPK 1) alapjan
Foszforilacio ELM
kozvetett; kzl. (MOD—CKZ—;’ MOD_CDK_1,
humaén IKKp 014920 NRF2 Q16236 pri:dik?ié gatlas mggzzﬁ?ﬁnﬁl&m_e sK3 1), | 18241676
alapjan és kinaz dokkolas ELM
(LIG_ MAPK 1) alapjan
Foszforilaci6 ELM
kozvetett; kzl. (MOD—CKZ—:.L’ MOD_CDK_L,
humén MKK6 P52564 NRF2 Q16236 prfdﬂ.(’ci() gatlas mgg:?}g?_?nl\_nlc’)o_e sK3 1), | 16951197
alapjan és kinaz dokkolas ELM
(LIG_ MAPK 1) alapjan
, kbzvetett; kzl. | foszforilacié ELM
human PI3K P48736 NRF2 Q16236 p;f;l;}(;rllo aktivalas (MOD_PIKK_1) alapjan 19272177
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kozvetett; kzl.

Foszforilacié ELM
(MOD_CK2_1, MOD_CDK 1,
MOD_ProDKin_1,

egér GSK3p Q6FI127 Yes Q04736 p;i:;hl.(;rllo aktivalas MOD_CK1_1, MOD_GSK3 1), 21690096
P] ¢és kinaz dokkolas ELM
(LIG MAPK 1) alapjan
Foszforilaci6 ELM
) , (MOD_CK2_1, MOD_CDK_1,
egér GSK3p QBFI27 Src P12931 kozjeectiélt(tc"zﬂ. aktivalas | MOD_ProbKin_1, 21690096
& palal.é; v MOD_CK1_1, MOD_GSK3_1),
P) és kinaz dokkolas ELM
(LIG_ MAPK 1) alapjan
Foszforilaci6 ELM
K pvetett: kel (MOD_CK2_1, MOD_CDK_1,
: GSK3p Q6FI27 Fyn p30688 |  prodikeis | akiivalss | MOD-ProDKin L, 21690096
ceet y p;fa " aCIllO axkivalas I Mob_CK1_ 1, MOD_GSK3 1),
P) ¢és kinaz dokkolas ELM
(LIG_ MAPK 1) alapjan
kozvetett; kzl. .
. o o fehérjekotés ELM
egér HIF-1 Q9BYW?2 Bachl P97302 p;i:;i;}(;rllo aktivalas (LIG WW Pinl_4) alapjén 19254160
human Cul3 Q9JLV5 Rbx1 P62877 kozvetlen iranyitatlan 15572695
human p65 (NF-kB) 000221 HDAC3 015379 kozvetlen iranyitatlan 18241676
humén NRF2 Q16236 CFTR P13569 kozvetett oatlas 20309604
Tlijrg;,”n/ PGAMS QI6HSL1 NRF2 Q16236 kozvetett gatlas 18387606
humén Bachl P97302 NRF2 Q16236 kozvetett gétlas 19897490
humén COX-2 P35354 Keapl Q14145 kozvetett gétlas 15917255
humén ENC1 014682 NRF2 Q16236 kozvetett gatlas 19424503
humén HDAC1 Q13547 NRF2 Q16236 kozvetett oatlas 18241676
humén HDAC1 Q13547 MafK 060675 kozvetett gétlas 18241676
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human HDAC?2 Q92769 NRF2 Q16236 kozvetett gatlas 18241676
human HDAC3 015379 NRF2 Q16236 kozvetett gatlas 18241676
human Keapl Q14145 GST Al P08263 kozvetett gatlas 18476723
human Keapl Q14145 Racl P63000 kozvetett gatlas 18476723
human MafG 015525 Jun P05412 kozvetett gatlas 12490281
human NRF2 Q16236 MUCS5AC P98088 kozvetett gatlas 20216230
human NRF2 Q16236 MCP-1 P13500 kozvetett gatlas 16246346

egér NRF2 Q16236 SREBP-1c BOI4X4 kozvetett gatlas 20677908
human NRF2 Q16236 VAMP-1 P23763 kozvetett gatlas 16246346
human | p65 (NF-kB) 000221 NRF2 Q16236 kozvetett gatlas 18241676
human SIRT1 Q96EB6 NRF2 Q16236 kozvetett gatlas 20623181
human YY1 P25490 CFTR P13569 kozvetett gatlas 20309604
majom CAND1 Q86VP6 NRF2 Q16236 kozvetett gatlas 16449638
human c-Src P05480 NOX1 Q9Y5S8 kozvetett aktivalas 15774483
human CuL1 Q9JLV5 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 17015834
human NOX1 Q9Y5S8 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 20347035
human NOX1 Q9Y5S8 Trx1 P10599 kozvetett aktivalas 20347035
human NRF2 Q16236 CBR3 075828 kozvetett aktivalas 20806931

egér AhR P30561 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 21569840

egér CAT Q6IB77 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 21569840

egér CD36 P16671 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 14752028
human COX-2 P35354 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 15917255
human c-Src P05480 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 18802114
human EPO P11678 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 20229611

egér FGF-20 QI9NP95 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 16298938
human Jun P05412 GCSs-1 Q13724 kozvetett aktivalas 12490281
human KLF2 Q9Y5W3 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 18467642
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human MafF Q9ULX9 GCS-1 Q13724 kozvetett aktivalas 12490281
human MafG 015525 BACH1 Q9BX63 kozvetett aktivalas 21812759
human MT-I1I P25713 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 18554677
human MT-I1I P25713 HO-1 P09601 kozvetett aktivalas 18554677
human NOX1 Q9Y5S8 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 18802114
human NRF2 Q16236 MRP3 015438 kozvetett aktivalas 19345732
human NRF2 Q16236 VEGF P15692 kozvetett aktivalas 20185790
human NRF2 Q16236 UGT2B7 P16662 kozvetett aktivalas 18622263
egér NRF2 Q16236 CD36 P16671 kozvetett aktivalas 14752028
human NRF2 Q16236 GCLM P48507 kozvetett aktivalas 19808663
patkany NRF2 Q16236 TR1 Q7RTX1 kozvetett aktivalas 16219762
human NRF2 Q16236 ABCC2 Q92887 kozvetett aktivalas 18038766
egér NRF2 Q16236 Al70 Q64337 kozvetett aktivalas 14752028
human NRF2 Q16236 IL-8 P10145 kozvetett aktivalas 16220540
human NRF2 Q16236 IkBa P25963 kozvetett aktivalas 16246346
human p300 (CBP) Q09472 TXAS P24557 kozvetett aktivalas 14565864
human ProTa ? NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 15657435
egér Spl P08047 AhR P30561 kozvetett aktivalas 21569840
human TNF P01375 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 18202225
human TNF P01375 HO-1 P09601 kozvetett aktivalas 18202225
human Trx1 P10599 HIF-1a Q9BYW?2 kozvetett aktivalas 20347035
human VEGF P15692 NRF2 Q16236 kozvetett aktivalas 22033923
human CAND1 Q86VP6 Keapl Q14145 kozvetett aktivalas 16449638
human CBP QINWQS8 MafK 060675 kozvetett iranyitatlan 18241676
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