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1. BEVEZETES

Az orvostudomany sikerei révén megkétszerez6dott sziiletéskor
varhaté élettartam nemkivanatos kovetkezményekkel is jart. A szervezet
homeosztazisanak fenntartdsdhoz elengedhetetlenek a kiilonféle karosodasok
kijavitasaban szerepet jatsz6 mechanizmusok megfeleld szabalyozasa. Az
életkor elérehaladtaval ezek a folyamatok veszithetnek valaszképességiikbol,
olyan kronikus elvaltozasokhoz vezetve, mint kiilonféle anyagcsere zavarok,
daganatos, illetve degenerativ megbetegedések.

A fehérje homeosztazis fenntartasanak egyik kézponti szabalyozodja a
90kDa-os hdsokk-fehérje, vagy Hsp90, ami nem nativ szerkezetli, igynevezett
kliens-fehérjéinek stabilizalasa révén fejti ki hatasat. Mig a Hsp90 szamos,
kiilonféle jelatviteli itvonalakban szereppel bird kliensét azonositottak mar, az
Oregedés szabalyozasaban potencialisan betdltott szerepe jorészt feltaratlan.

A genetika és fejlédéstan kedvelt modellallata a Caenorhabditis
elegans fonalféreg, hiszen genomja magas ortolégiat mutat az emberi
génekkel. C. elegans-ban a Hsp90 csalad egyetlen ismert tagja a HSP-90,
mely részt vesz szamos folyamatban a larvalis fejlodést6l az immunitasig.

A szervezet védekezO képességének fontos szabalyozo6irdl régota
ismert, hogy az dregedés folyamatat és az élettartamot is befolyasoljak. Az
egyik ilyen kulcsfontossagli szabalyozo az Inzulin-szerli ndovekedési faktor
utvonal, vagy ILS, melynek csdkkent miikodése gerinctelen és emlds
modellekben is novelte az élettartamot. Ilyen emellett a szirtuin 1 (SIRT1)
fehérje-deacetildz, melynek aktivalasa szintén élettartam novekedéshez

vezetett.



2. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran a Hsp90 hdsokkfehérje Caenorhabditis elegans

ortoldgja, a HSP-90 szerepét vizsgaltam az alabbiak szerint:

1. A HSP-90 biologiai hatasanak vizsgalata
e A hsp-90 gén RNSI altali csendesitésének jellemzése

e A csendesités hatasa az allatok fejlodésére és szaporodasara

2. A HSP-90 szerepének vizsgalata az élettartam szabalyozasaban
e A hsp-90 hianyanak hatdsa a normal és a csokkent ILS altal
megndvelt élettartamra

e A potencialis molekularis mechanizmus azonositasa

3. A HSP-90 SIR-2.1 fehérje stabilitasara kifejtett hatasanak vizsgalata



3. MODSZEREK

3.1 Torzsek és anyagok

A kisérletekhez hasznalt fonalféreg torzsek a Caenorhabditis Genetics Center-
bél szarmaznak. Az allatokat 20°C homérsékleten tartottam fenn 60 mm-es
Petri csészébe ontott NGM agaron (Nematode Growth Medium). A
tenyészt6lemezeken a sziikséges taplalékot az E. coli baktérium OP50
varidnsa biztositotta.

3.2 MG132 tartalmu lemezek

A proteaszoma-gatlot alkalmazo kisérleteimnél végkoncentracidban 10 pM
MG132-t adtam DMSO-ban oldva (1% V/V), kontrollként pedig tiszta
DMSO-t.

3.3 Keresztezések

3.3.1 A daf-2 és daf-16 kettés mutans létrehozasa

Vizsgalataimhoz kereszteztem a CB1370[daf-2(e1370)] és CF1038[daf-
16(mu86)] mutans torzseket. 1 oOra 35°C hésokknak vetettem ala L4-es
larvakora daf-16 mutans hermafroditakat. Az utodgeneracidban keletkezd
himek altal megtermékenyitett daf-2 mutans hermafroditak utédai mindkét
génre nézve heterozigdtak voltak. Ezekk onmegtermékenyités révén létrejott
F2 utddait allélspecifikus PCR segitségével genotipizaltam.

332 A daf-16a::rfp transzgenikus ¢és rle-1 mutians torzsek
osszekeresztezése

A DAF-16A::RFP;rle-1(cxTi510) kett6s mutanst a daf-16(mgDf50);unc-
119(ed3);Iplsl2[daf-16a::RFP + unc-119(+)] és az [rle-1(cxTi510)] torzsek
keresztezésével hoztam létre. A homozigdta kettGs mutans F2-ket allél-

specifikus PCR-rel, valamint fluoreszcens mikroszkopiaval detektaltam.



3.4 RNS interferencia

A géncsendesités soran az un. “etetéses” protokoll szerint jartam el. Az allatok
taplalékaul olyan baktériumot hasznalunk, ami termeli a megcélzott gén
csendesitésére alkalmas kis ketts szalo RNS-eket. Kisérleteim sordn a hsp-
90, asir-2.1 és a daf-2 gének csendesitésére hasznaltam RNSi baktériumokat.
Az RNSi-t hordozo E. coli térzseket 100 pg/ml ampicillint tartalmazé LB
médiumban novesztettem egy éjszakan at. A tenyésztOlemezek a szokdsos
Osszetételen tal tartalmaztak 1 mM IPTG-t és 50 pg/ml ampicillint. Ezekre a
lemezekre cseppentettem a sziikséges RNSi baktérium-kulturabol, illetve a
kontrollként szolgald, iires pazmidot tartalmazo torzsbdl. Petekortol torténd
kezeléskor anyaallatokat helyeztem ki a lemezekre 4 orara, s a lerakott
petékbdl kikelt utdodokkal kisérleteztem. L4-es stddiumtol torténd kezelés
esetén az allatok csak késébb keriiltek RNSi lemezre, majd 2 nap utan
végeztem méréseket veliik. A megfelelo RNSi dozis érdekében a kettés RNSi
kezeléseknél az egyes RNSi kezelések esetén a csendesitd és a kontroll
baktériumtorzs 1:1 arany( keverékét hasznaltam.

3.5 Elettartam mérések

Minden élettartam-mérést 20°C-on végeztem. Az allatok szinkronizalt
populacié igy azonos koru allatokbol allt, melyek a fiatal felnéttkor elérése
utan alkalmasak voltak a mérésre. Kb. 35-35 allatot helyeztem ki
lemezenként, melyek a sziikséges vegyszerek mellett 51 uM 5-fluoro-
dezoxiuridint is tartalmaztak azért, hogy megakadélyozzuk az allatok
szaporodasat. Kondicionként 3-3 lemezen torténtek a mérések. Az allatok

FUDR-os lemezekre torténd kihelyezését tekintettem nulladik napnak. A



mérés hetedik napjatol kezdve kétnaponta szamoltam meg az él6 és holt
allatokat. Minden élettartam-mérést harom fiiggetlen alkalommal végeztem el.
3.6 Termotolerancia

Szinkronizalt populaciobol 30-30 fiatal felndtt allatot helyeztem ki 3-3
lemezre kondicionként. Hat oranyi hdsokkot kdvetden a lemezeket
visszatettem 20°C-ra, majd 5 o6ra utin szamoltam meg a talélé és halott
egyedeket. Ett6]l kezdve naponta Gijra megszamoltam az allatokat — 24, 48 és
72 o6ra utan. A termotolerancia méréseket harom fiiggetlen alkalommal
végeztem el.

3.7 Fluoreszcens mikroszkopia

A méréshez elokésziiletként elkészitettem a sziikséges, agarral boritott
targylemezeket. Ezekre 15 pl M9 oldatot pipettaztam 25 mM NaN3-dal az
allatok immobilissa tétele miatt. Kondicionként legalabb 50 allatot helyeztem
a cseppekbe. A képeket Leica DMI6000B epifluoreszcens mikroszkop és
DFC480 kamera vagy Nikon Eclipse E400 mikroszkép és Diagnostic
Instruments SPOT model 1.5.0 kamera segitségével készitettem a megfeleld
filterek hasznalataval.

A DAF-16 fluoreszcencia esetén az allatokat harom kategoriaba soroltam: a
‘sejtmagi’ jelz6 arra utal, hogy kifejezetten nuklearisan lokalizalodott a
fehérje, az ‘koztes’ jelzd olyan allatokat jelol, melyekben egyarant
megfigyelhet6 volt nuklearis és citoszolikus jel is, végiil pedig a ‘citoszolikus’
azt jelenti, hogy nem figyelheté meg nukledrisan lokalizal6do fluoreszcencia.

3.8 mRNS expresszio analizis

Fiatal feln6tt korG populaciobol izolaltam mRNS-t GeneJET RNA
Purification Kit (Thermo Scientific) hasznalatival. A kapott mRNS-t

RevertAid™ Premium Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) segitségével



irtam at cDNS-sé. Az expresszios vizsgalatokat ABI 7300 Real-time PCR
késziilékkel, Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo
Scientific) hasznalataval végeztem. A relativ mRNS mennyiségeket a kapott,
aktinra normalizalt Ct értékek Osszehasonlitasaval értékeltem ki.

3.9 Fehérjeszint meghatarozas

IPTG-t tartalmazd6 NGM lemezen szinkronizalt populdcidkat ndvesztettem
tires vektort, vagy RNSi-t tartalmazo baktériumot hasznalva taplalékul. Az
allatokat M9 oldattal Eppendorf csévekbe mostam, majd mosasi 1épéseket
kovetden lefagyasztottam Oket -80°C-on. 200 pl lizis puffert adtam hozzajuk
(50 mM This-HCI, 0.25% SDS, 1% lgepal, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2x
Complete (Roche) desztillalt vizben pH 7,4). A proteaszéma-gatlot (MG132)
alkalmazo méréseknél 6 M urea is volt a pufferben. 3 fagyasztas-olvasztas
ciklus utan a mintakat szonikaltam, majd 10 perc 10000g-s centrifugalas utan
a feliiluszot hasznaltam fel. A mintakat poli-akrilamid gélen futtattam meg,
majd nitrocelluléz membranra transzferdltam. A fehérje-mennyiségek
kontrolljaként a membranokat Ponceau festékkel inkubaltam, s az errél
késziilt felvételeket hasznaltam a denzitometridhoz normalasra. A blokkolas
5% tejport tartalmazd TBS-T-ben tortént 1 6ran at szobahémérsékleten. A
hasznalt elsédleges antitestek a poliklonalis SIR-2.1 és a szintén poliklonalis
HSP-90 voltak. Masodlagos antitestként torma-peroxidazzal jellt anti-nyul
ellenanyagot hasznaltam. A membranokat ECL reagenssel inkubaltam 1
percig, majd a fehérjék jelét rontgenfilm segitségével hivtam eld.

3.10 Dauer fenotipus vizsgalat

10-10 felnétt allatot petézni hagytam NGM lemezeken 4 6ran at. Eltavolitasuk

utan a lemezeket 25°C-os inkubatorba helyeztem és az utdédokat ndvekedni



hagytam a kikelést6l szamitott harmadik napig. Ekkor szamoltam le a dauer
fenotipust mutatd és nem mutatd utédokat.

3.11 Morfolégiai jellemzés

10 feln6tt allatot 1 6ran at hagytam petézni tires vektort (EV) illetve hsp-
90(RNSI)-t tartalmaz6 baktériummal oltott lemezekre. A 20°C-on felnévo
utodokon harom nap utdn Nikon Eclipse E400 mikroszkop hasznalataval
figyeltem meg a fenotipikus kiilonbségeket.

3.12 Fertilitas vizsgalat

10 L4 hermafroditat helyeztem kiilon lemezekre egyesével. A lemezeket
20°C-on inkubaltam. Az allatokat 0j lemezre pakoltam 24 oranként. Az
utddokat 48 ora elteltével szadmoltam le. A mérést addig folytattam, mig az
utolso allat is felhagyott a peterakassal.

3.13 Statisztikai analizis

A élettartam mérések statisztikai kiértékelését SPSS 15.0 szoftverrel
végeztem. A tulélési gorbéket Kaplan-Meyer eljarassal, log-rank teszt
segitségével hasonlitottam Ossze. A génexpresszids, valamint az intracellularis
lokalizacios adatokat ANOVA segitségével hasonlitottam dssze. A valtozokat
az atlagérték és szoras révén fejeztem ki. A szignifikancidk jeldlései:

*:p<0,05, **:p<0,01 és ***:p<0,001.



4. EREDMENYEK

4.1 A HSP-90-csendesités hatasanak jellemzése

4.1.1 A hsp-90 csendesitése csokkenti a HSP-90 fehérje-expressziot,
valamint indukélja a hésokk-valaszt

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassam a csokkent HSP-90 kapacitas
hatasat az élettartamra, hsp-90(RNSi)-t alkalmaztam. A HSP-90 larvalis
fejlodésre kifejtett hatasat vizsgalando, mar a kikeléstol fogva alkalmaztam a
hsp-90 csendesitését. A hsp-90(RNSi) hatékonyan csokkentette a hsp-90
mRNS ¢és fehérje mennyiségét fiatal felndttekben az iires vektorhoz
viszonyitva. Az irodalmi adatokkal egyetértésben, a hsp-90(RNSi)-vel taplalt
allatok ~90%-a kitliremked6 vulva fenotipust mutatott, valamint enyhe
hipomotilitast is, azonban mas egyéb fejlédési rendellenességet nem.
Hasonloképpen nem akasztotta meg a larvalis fejlédést, és jelentds
lassulasahoz sem vezetett.

Annak érdekében, hogy elkiilonithessiik a larvalis fejlodés, valamint a
felnbttkor alatti HSP-90 hatast, az allatokat oly moédon is kezeltem hsp-
90(RNSi)-vel, hogy csupan az L4-es larvastadium elérése utan keriiltek az
RNSi lemezekre. A kitiiremkedé vulva fenotipus ezittal nem jelent meg.

A hsp-90 petekortdl vald csendesitése sterilitast okozott, melyhez petesejt-
hidny is tarsult, azonban L4-es kortol kezelve csak csokkent utdodszamot
okozott. A hsp-90 petekortdl, vagy L4-es kortol vald csendesitése is hsf-1-
fiiggd hsp-16.2 és hsp-70 mRNS expresszio novekedést valtott ki fiatal
felndttekben, egyetértésben a hosokkvalasz vart kompenzalo aktivaciojaval.
Ezek alapjan a hsp-90(RNSi), alkalmazzuk akar a larvalis fejlédés soran, vagy

azt kovetben, biztonsagos modszernek bizonyult a HSP-90 kapacitas



csokkentésére anélkiil, hogy veszélyeztetnénk az allatok fejlodését, illetve

egészséget.

6.1.2 A HSP-90 kapacitas csokkenése korlatozza a normalis élettartamot

Els6 kisérletként megmértem a vad tipust N2 férgek élettartamat tires vektort,
illetve hsp-90(RNSi)-t tartalmazo6 baktériumon tartva.. Eredményeim alapjan a
hsp-90(RNSI) csokkentette az allatok élettartamat a kontrollhoz képest. A hsp-
90(RNSI) kisebb mértékben ugyan, de tovabbra is szignifikans élettartam-
csokkenéshez vezetett akkor is, ha a kezelést az L4-es stadiumtol végeztem az
allatok feln6ttkoran at. Az a tény, hogy a hsp-90 csendesités a fejlddés soran
és utan alkalmazva egyarant hasonld mértékii élettertam-csokkenéshez vezet
arra utal, hogy a hsp-90 a peterakastol és a fertilitastol fiiggetleniil
befolyasolja a tulélést. Az allatok csokkent €lettartama — noha indukalodott
benniik a hdsokk-valasz, mely el6re jelzi a hossz élettartamot — annak a
kovetkezménye lehet, hogy tobb kiilonbozd, a tilélést eldsegitd mechanizmus

is kart szenvedhetett egyidejiileg.

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

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

Az inzulin jelatviteli utvonal aktivitasanak csokkentése az egyik
leghatékonyabb ismert élettartam-ndveld hatas. Osszehasonlitottam a daf-2 és
daf-2;daf-16 egyszeres és kétszeres mutans allatokat lires vektort, vagy hsp-
90(RNSI)-t tartalmazé baktériumon. A daf-2 muticidja jelentds mértéki
noévekedést okozott az élettartamban a vad tipushoz viszonyitva, melyet a daf-

16 hianya teljes mértékben meggatolt. A hsp-90(RNSi) kezelés petekortol

10



torténé alkalmazasatol lecsokkent a daf-2 mutans férgek élettartama, arra
utalva, hogy a HSP-90 sziikséges a csokkent ILS altal kivaltott megnyult
¢lettartam teljes megjelenéséhez.

Meghataroztam a hsp-90(RNSi) hatasat az élettartamra akkor is, ha csak az
L4-es stddium elérése utan alkalmaztam daf-2 mutdnsokban. A hsp-90(RNSI)
kezelés mind a négy elvégzett mérés esetén tovabb novelte a daf-2 mutans
allatok tG1élését, azonban a mérések felében a hatas nem érte el a statisztikai
szignifikancia szintjét. Ezek a megfigyelések abba az iranyba mutatnak, hogy
a HSP-90 élettartamot timogaté hatasa a daf-2 csokkent mikodése esetén
els6sorban a fejlédés soran, mintsem utana érvényesiil.

Osszességében elmondhatd, hogy a HSP-90 ¢élettartam-szabalyozasban
betoltott szerepének egyarant lehetnek daf-16-fliggd, és attdl fliggetlen
komponensei mind a vad tipusu, mind pedig a csokkent ILS-sel rendelkezd

férgek esetében.

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

Stressz és csokkent ILS hatarasa a fonalférgek nagy valdszintiséggel térnek at
egy alternativ fejlodési utvonalra és un. ,dauer” larvakat képeznek.
Megvizsgaltam, miként 1ép kolcsonhatasba a daf-2 és a hsp-90 a dauer
fejlédés soran. Mint korabban leirtak, a daf-2 mutansok 25°C-on ndvesztve
szinte kivétel nélkiil dauer larvakka fejlodtek, mig egy masodlagos mutaciod
megléte a daf-16 génben megsziintette ezt. A hsp-90 kikeléstél valo
csendesitése nem neuralis szovetekben nem befolyasolta egyik vizsgalt torzs

dauer-képzését sem. Ugy hataroztam, felhasznélok egy torzset, mely minden
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sejtjében kifejezi az RNSi mikodéséhez sziikséges fehérjét, aminek révén
megerodsitettem a korabban leirtakat a megfeleld neuronalis HSP-90 funkcio
sziikségességérol a dauer forma kivédéséhez.

Eredményeim az élettartam adatokkal egyiitt arra utalnak, hogy a HSP-90 a
periférias szovetekben befolyasolja a vad tipusu és daf-2 mutans élettartamot,
azonban ez a hatds idében és térben is elkiiloniil a fejlédésre kifejtett

hatasatol.

6.2.3 A HSP-90 eldsegiti a DAF-16A transzlokacidjat a sejtmagba

A tény, hogy a HSP-90 a daf-2 mutans élettartamara kifejtett hatasa fiigg a
DAF-16 meglététdl arra utal, hogy funkcionalis kapcsolat allhat fenn a két
fehérje kozott. A DAF-16 aktivalodasanak fontos 1épése mind a csokkent ILS,
mind pedig hdsokk hatasara bekdvetkezd athelyezddése a sejtmagba. Eloszor
megvizsgaltam, miként valtozik a DAF-16 sejten beliili eloszlasa a daf-
16a/b::GFP transzgént hordoz6 torzsben petekortol torténd daf-2 illetve hsp-
90 csendesités hatasara. A daf-2 csendesitett fonalférgekben a DAF-16A/B
nagy része a sejtmagban koncentralodott. Megfigyeléseim szerint a hsp-90
csendesitése részlegesen gatolta ezt a transzlokaciot. Ez az eredmény azt
sugallja, hogy a HSP-90 elbsegiti a DAF-16 athelyez6dését valaszul a
csokkent ILS-re. Megismételtem a méréseket ugy is, hogy L4-es stadiumu
allatokat helyeztem az RNSi lemezekre, s hasonlé eredményekre jutottam.

Az ismert harom DAF-16 izoforma-csoport koziil kettd, az A és D/F/H
izoformak az élettartam meghatirozasaban betoltott szerepét az ILS
szabalyozza. Ezért két-két olyan torzset alkalmaztam, melyek kiilonb6zd,
fluoreszcensen jeldlt formaban fejeznek ki egyes DAF-16 izoformakat daf-16

nullmutans hattéren: daf-16a::rfp és daf-16d/f::gfp valamint ezek daf-2
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muténs varidnsait. Az RNSi kezelést kikelést6l kezdve alkalmaztam, a DAF-
16 sejten beliili eloszlasat pedig a felnéttkor elsé napjan olvastam le.

A DAF-16A::RFP transzgén kifejezett sejtmagi lokalizaciot mutatott, mig a
DAF-16D/F::GFP a sejtplazmaban maradt a daf-2 mutansban a sértetlen daf-2
alléllel rendelkezé torzsekhez képest. A hsp-90 csendesités — hasonléan a
DAF-16A/B::GFP-re kifejtett hatasdhoz — gatolta a DAF-16A::RFP
athelyez6dését, mikdzben nem befolyasolta a DAF-16D/F::GFP-t. Az
alkalmaztam — az athelyez6dést indukalando.

Méréseim alapjan a hésokk kifejezett sejtmagi lokalizaciot indukalt a DAF-
16A/B::GFP, DAF-16A::RFP és DAF-16D/F::GFP esetén is. A hsp-90(RNSi)
hatdsara a DAF-16D/F::GFP tovabbra is sejtmagi maradt, mig a DAF-
16A/B::GFP ¢és DAF-16A::RFP hosokk-indukcidja gatlodott. Hasonlod
eredményre jutottam az L4-es stadiumtol alkalmazott RNSi kezelés esetén is.
Ezek az eredmények tamogatjdk a HSP-90 sziikségességét a DAF-16A

athelyez6déséhez.

6.2.4 A HSP-90 sziikséges a DAF-16A-fiiggé transzkripcios funkciohoz
Kovetkezéként a hsp-90 csendesités hatdsat vizsgaltam kiilonbozé DAF-16
célgének kifejez6désére. Az elsé kisérlet-sorozatban annak érdekében, hogy
elkiilonithessiik az egyes izoformakat, valamint elkeriilhessiik a sziikségtelen
kereszt-beszélgetéseket” a tobbi DAF-16A izoformaval, a fentebb ismertetett
daf-16a::rfp és daf-16d/f::gfp térzseket hasznaltam.

A so0d-3 és old-1 mRNS expressziojat — melyet a daf-2 mutacio valtott ki —
gatolta a hsp-90(RNSIi) a daf-16a::rfp térzsben, de nem befolyasolta éket a
daf-16d/f::GFP torzsben. Kivalasztottam az scl-20 és gst-20 géneket,
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melyeket specifikus DAF-16A célgénekként azonositottak. Kisérleteim
megerésitették mindkét gén indukciojat a daf-2 mutans allél altal a daf-
16a::rfp torzsben, valamint a g@st-20 expresszidjanak hatékony gatlasat
mutattak hsp-90(RNSi) altal. DAF-16D/F specifikus célgénként a lea-1 és scl-
1 géneket valasztottam ki. A DAF-16A célgénekkel ellentétben ennek a két
transzkripcids célgénnek nem gatlodott az expresszidja daf-16d/f::GFP
transzgén hattéren hsp-90(RNSi) hatasara.

A potencialis izoforma-specifikus szabalyozas tovabbi vizsgalata érdekében
megmértem a DAF-16A és DAF-16D/F izoforma specifikus célgének
expressziojanak mértékét vad tipusu és mutans daf-16 hattéren L4-es kortol
torténd hsp-90 csendesités hatasara.

Az mRNS expresszido Osszehasonlitaisa daf-2 és daf-16;daf-2 muténs
torzsekben megmutatta, hogy a DAF-16A specifikus sod-3, old-1, gst-20 és
scl-20 gének indukalddtak a daf-2 mutacié hatasara daf-16-fliggé modon és az
expressziojuk gatlodott a hsp-90(RNSI) hatdsara — az scl-20 kivételével. A
DAF-16D/F célgéneket két tovabbi, DAF-16D/F specifikus célgénnel
egészitettem ki: col-183 és R0O5D8.7. Ugy talaltam, hogy mindegyik mRNS
mennyisége jelent6sen emelkedett a daf-2 mutansban, de ez az indukcié nem
gatlodott  hsp-90(RNSi) altal. Eredményeim meggy6z0 bizonyitékokkal
szolgalnak arra, hogy a HSP-90 specifikusan szabalyozza a DAF-16A

transzkripcios aktivitasat.

6.2.5 A HSP-90 nem sziikséges a DAF-16A stabilitasahoz, és a sejtmagi
importjat megelézéen fejti ki hatasat

C. elegans-ban az E3 ubikvitin ligiz RLE-1-r6] kimutattak, hogy mutacidja a
DAF-16 fehérje stabilizalodasahoz, valamint DAF-16-fliggé élettartam-
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V4

mutansok megndvekedett élettartamanak csokkenéséhez kell vezetnie. A hsp-
90(RNSi) nem zavarta meg a DAF-16 eloszlasat, és nem okozott DAF-16
aggregaciot, emellett nem befolyasolta a DAF-16 fehérje turnover-ét sem:
nem figyeltem meg csdkkenést a fluoreszcensen jeldlt DAF-16A fehérje
mennyiségében, s nem tapasztaltam kompenzald6 mRNS-szint névekedést sem
a daf-16a gén esetén a kezelés hatasara. Hasonloképp, az rle-1 altal indukalt
¢lettartam-ndvekedés a pusztan DAF-16A::RFP-t kifejezd torzsben szintén
fennmaradt a HSP-90 hianyéaban is, ezzel azt sugallva, hogy a funkcidképes
DAF-16 fehérje stabilizalasa nem igényli a HSP-90-et. fgy valészinitlennek
tiinik, hogy a DAF-16 a HSP-90 kliensfehérjéi kozé tartozna.

Amikor az ILS jelpalya aktiv, az AKT-1 és AKT-2 foszforilaljak a DAF-
16/FOXO fehérjét, ami megakadalyozza, hogy a sejtmagban halmozddjon fel
a citoplazmatikus 14-3-3 allvanyfehérjékhez valo “panyvazasa” révén. Annak
érdekében, hogy kideritsem, a HSP-90 a DAF-16 sejtmagi forgalmanak
szintjén, vagy ahhoz képest upstream fejti ki hatasat, alkalmaztam a daf-
16aAM::gfp (AM: “AKT site mutant”) transzgén torzset, amiben az AKT
foszforilacios helyeket elmutaltak. A DAF-16A”M::GFP sejtmagi lokalizaciot
mutatott vad tipusu allatokban is. Amennyiben a HSP-90 sziikséges ahhoz,
csdkkent HSP-90 kapacitds instabil DAF-16A*M::GFP-t eredményezne, ami
igy lebontasra keriilne. Sem a DAF-16A”M::GFP mennyisége, sem annak
lokalizacidja nem valtozott meg hsp-90(RNSi) hatasara, ami ujabb

bizonyitékként szolgal arra, hogy a DAF-16 konformdacids stabilitasa
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fiiggetlen a HSP-90-t6l, valamint jelzi, hogy a nem foszforilalt DAF-16A
sejtmagi transzlokacidja nem igényli a HSP-90-¢et.

Emellett ezek az eredmények valoszintitlenné teszik a DAF-16A nuklearis
exportjanak HSP-90-fliggé gatlasat is. Ugy tiinik, a HSP-90 a DAF-16A

sejtmagi forgalmat megel6z6 1épésben hat.

6.2.6 A HSP-90 biztositja a daf-16a-fiiggé élettartam novekedést
Eredményeimre alapozva megvizsgaltam, miként hat a hsp-90(RNSI)
kikeléstdl alkalmazva az egyedi DAF-16A és D/F izoformak élettartamara a
csokkent ILS kontextusdban. Ehhez az izoforma-specifikus tdrzseket
hasznaltam daf-2;daf-16 mutans hattéren.

Mind a daf-16a::rfp, mind pedig a daf-16d/f::gfp transzgén hosszabb
élettartamhoz vezetett, ha a daf-2;daf-16 hattértérzshoz hasonlitottam. A hsp-
90 csendesitése konzisztensen csokkentette a DAF-16A::RFP-t kifejez6 torzs
¢lettartamat mind a négy ismétlés soran, mikdzben a négybdl két mérés esetén
nem volt képes megvaltoztatni a DAF-16D/F::GFP transzgén allatok talélését.
Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a HSP-90 optimalis kapacitasa a
larvalis fejlodés soran szerepet jatszik az élettartam kialakitisiban a DAF-

16A funkcidnalitdsanak szelektiv biztositasa révén.

6.3 A HSP-90 hidnya a SIR-2.1 proteaszomalis lebontasiahoz vezet

Munkatarsam, Nguyen Minh Tu emlds sejteken kimutatta, hogy a SIRTI
specifikusan igényli a Hsp90-et stabilizaciojahoz, hidnyaban a fehérje
proteaszéma 4altali lebontdsra keriil. PhD munkdm sordn megvizsgaltam
chaperon-kliens interakcio all-e fenn a két fehérje k6zott fonalférgekben is.
Megmértem a SIR-2.1 fehérje szintjének valtozasat hsp-90(RNSI) hatasara 20

és 25°C-on. Eredményeim alapjan a hsp-90 gén csendesitése hatékonyan
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csokkenti a HSP-90 fehérje szintjét, valamint ezzel egyiitt csokkent SIR-2.1
fehérje-szinthez is vezet. Ez megfigyelheté mind 20, mind pedig 25°C-on.
Tekintettel arra, hogy a HSP-90 kliensek a dajkafehérje hianyaban gyakorta a
proteaszomaban keriilnek lebontdsra, ennek gatlasa lehetdévé teszi, hogy
megvizsgaljam, ez esetben is igy van-e. A proteaszomalis lebontas gatlasat az
MG132 proteaszoma-gatloszer alkalmazasaval értem el. Negativ kontrollként
sir-2.1(RNSi) kezelést is alkalmaztam. Ezekben a kisérletekben a hsp-
90(RNSi) 40% koruli SIR-2.1 fehérje-szint csokkenést okozott, a Sir-
2.1(RNSi)-hez hasonléan. Az MG132 kezelés novelte a SIR-2.1 fehérje
szintjét EV-on tartott allatokban. Emellett az MG132 kezelés az EV kontroll
szintjére allitotta vissza a SIR-2.1 szintet hsp-90(RNSi)-vel kombinacidoban
alkalmazva, de nem tett igy a Sir-2.1(RNSi) esetében. Egyes kisérletekben
tovabba a SIR-2.1 fehérje egy része nem volt képes futni az elvalasztd gélben
és annak tetején gyllt Ossze proteaszoma-gatlas hatasara az EV- és hsp-
90(RNSi)-kezelt mintak esetén. Ezek a megfigyelések a SIR-2.1 proteaszoma
altal kozvetitett forgalmara és lebomlasara engednek kovetkeztetni, aminek
mértéke tovabb emelkedik a HSP-90 hianyanak hatasara.

A méréseim munkatarsam emlds SIRT1 fehérjével kapcsolatos ereményeivel
egylitt megerdsitik a hipotézist, miszerint a SIR-2.1 fehérje miikddése valoban
fiigg a HSP-90 chaperon jelenlététol, a két protein kozott dajkafehérje-kliens

ko6lesonhatas all fenn.
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5. KOVETKEZTETESEK

Munkam soran az emberben is fontos szerepet betdlté Hsp90 chaperon C.
elegans ortologjanak, a HSP-90-nek a szerepét vizsgaltam a fejlédés és az
¢lettartam szabalyozasaban.

Doktori munkam legfontosabb uj eredményei a kovetkezok:

1. Kimutattam, hogy a HSP-90 id6- és szovet-specifikus modon

szitkséges a C. elegans megfeleld fejlddéséhez és fertilitasahoz.

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

élettartamat.

3. Lehetséges mechanizmusként feltartam, hogy a HSP-90 szelektiven,

és a sejtmagi athelyezddés elbtt sziikséges a DAF-16 transzkripcios

s

aktivitasahoz.

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