
A Caenorhabditis elegans anterior Hox gén ceh-13 

szerepe a sejtmigráció és sejtfúzió szabályozásában 
 

Doktori értekezés 
 
 

 

Tihanyi Borbála 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Eötvös Loránd Tudományegyetem Természettudományi Kar 
Biológia Doktori Iskola 

Klasszikus és Molekuláris Genetika Doktori Program 
 

A Doktori Iskola vezetıje: dr. Erdei Anna akadémikus 
Programvezetı: dr. Orosz László akadémikus 

Témavezetı: dr. Vellai Tibor docens 
 
 

Eötvös Loránd Tudományegyetem Természettudományi Kar 
 Genetikai Tanszék 

 
 

Budapest 
2010 

 

 



 2 

Tartalomjegyzék 

 

Rövidítések jegyzéke 

1. Bevezetés…………………………………………………………………………………….7 

1.1. A Hox gének szerepe az egyedfejlıdésben……………………………………….…......7 

1.1.1. A homeotikus szelektor gének felfedezése………………………………………7 

1.1.2. A Hox gének egyedfejlıdés során betöltött funkciói, genomi szervezıdése és 

evolúciós jelentıségük……………………………………………………….….....8 

1.1.3. A kolinearitás elve a Hox kluszterek mőködésében……………………………12 

1.1.4. A Hox gének orvosbiológiai jelentısége……………………………………….15 

1.2. A fonálféreg Caenorhabditis elegans, mint genetikai modellrendszer……………......16 

1.2.1. A C. elegans Hox kluszter szerkezeti és mőködési sajátosságai………….…….18 

1.2.1.1.Esszenciális C. elegans Hox gének……………………………………….....21 

1.2.1.2.Nem-esszenciális C. elegans Hox gének…………………………………....22 

1.3. A középsı homológ Hox gének szerepe a C. elegans a posztembrionális 

fejlıdésében…………………………………………………………………………....22 

1.3.1. Neuroblaszt migráció…………………………………………………………...23 

1.3.2. Sejtfúzió………………………………………………………………………...26 

1.3.3. Vulvafejlıdés…………………………………………………………………...28 

2. Célkitőzések.………………………………………………………………………………..31 

2.1. A C. elegans Hox mutáns fenotípusok és Hox expressziós mintázatok összehasonlító 

elemzése………………………………………………………………………….…….31 

2.2. A ceh-13, lin-39 és mab-5 genetikai kölcsönhatásainak tanulmányozása………..........31 

2.3. A ceh-13 anterior Hox gén funkciójának vizsgálata a sejtvándorlás és sejtfúzió 

szabályozásában……………………………………………………………………......32 

2.4. A C. elegans Hox gének rokonságának vizsgálata bioinformatikai módszerekkel….....33 

2.5. A C. elegans szex-determinációs útvonal szerepe a vulvafejlıdésben………...…….....34 

3. Anyagok és módszerek………………………………………………………………….......35 

3.1. Használt törzsek geno- és fenotípusa………………………………………………......35 

3.2. Törzsfenntartás és keresztezés………………………………………………………....38 

3.3. Mikroszkópos vizsgálatok……………………………………………………………...38 

3.3.1. A Q leszármazott idegsejtek pozíciójának meghatározása………………….......38 

3.3.2. A Pn.p epidermális sejtek sorsának vizsgálata………………………………….39 



 3 

3.4. Fenotípus elemzés, mutáns menekítési vizsgálatok…………………….……………..39 

3.5. Transzgénikus törzsek létrehozása………………………………………………….....39 

3.6. RNS interferencia...……………………………………………………………………40 

3.7. Statisztikai módszerek…………………………………………………………………41 

3.7.1. A Q leszármazott idegsejtek pozíció-változásainak vizsgálata………………...41 

3.7.2. Vulva fenotípusok elemzése……………………………………………………41 

3.8. Filogenetikai elemzés………………………………………………………………….42 

4. Eredmények……………………………………………………………………………...…43 

4.1. A C. elegans Hox mutáns fenotípusok és Hox expressziós mintázatok összehasonlító 

elemzése…………………………………………………………….………………....43 

4.1.1. A ceh-13 gén ok737 alléljának jellemzése………………………..……………43 

4.1.2. A pleiotróp Ceh-13(-) fenotípus elemzése és összevetése más C. elegans Hox 

mutáns fenotípusokkal…………………………………………..……………......45 

4.1.3. A C. elegans Hox gének embrionális és lárvális expressziójának 

összehasonlítása…………………………………………………………………..48 

4.2. A ceh-13, lin-39 és mab-5 gének közötti genetikai kölcsönhatások 

vizsgálata…….………………………………………………………………………...52 

4.2.1. A ceh-13(-)lin-39(-) és ceh-13(-)mab-5(-) kettıs mutánsok szintetikus 

fenotípusa…………………………………………………………………………52 

4.2.2. A ceh-13(-) mutánsok életképtelensége és morfológiai abnormalitása 

szupresszálható hiperaktív lin-39 és mab-5 funkciókkal……...………………......55 

4.3. A ceh-13 szerepe lin-39 és mab-5 által szabályozott posztembrionális egyedfejlıdési 

folyamatokban…...…………………………………………………………………….59 

4.3.1. A Q leszármazott idegsejtek pozíciója ceh-13(-) mutánsokban………………..60 

4.3.2. A Pn.p epidermális sejtek fúziója ceh-13(-) mutánsokban…………………......66 

4.3.3. ceh-13(-) mutánsokban megfigyelhetı vulvafejlıdési rendellenességek……....72 

4.4. A C. elegans Hox gének szekvenciális hasonlóságának tanulmányozása bioinformatikai 

módszerekkel………………………………………………………………………......76 

4.5. A tra-1 csökkent, illetve fokozott mőködésének a vulvaszámra gyakorolt hatása synMuv 

mutáns genetikai háttérben………………………………………………….................79 

5. Következtetések………………………………………………………...………………......82 

5.1. A Ceh-13(-) fenotípus és ceh-13 expresszió jellemzése ……………….………….......82 

5.1.1. A ceh-13 a középsı és hátulsó testtájak morfogenezisét egyaránt         

befolyásolja…………………………………………...……………………...........82 



 4 

5.1.2. A ceh-13 expressziója átfed a lin-39 és mab-5 expressziós doménjával……….83 

5.2. A ceh-13 interakciója a lin-39 és mab-5 génekkel………………..…………………...83 

5.2.1. A ceh-13, lin-39 és mab-5 Hox gének redundáns szerepe az embrionális fejlıdés 

során………………………………………………………………………………84 

5.2.2. A LIN-39 és MAB-5 HOX fehérjék képesek helyettesíteni a CEH-13 funkcióját 

az életképesség és morfogenezis szabályozásában……………………………….85 

5.3. A ceh-13 funkciója a posztembrionális egyedfejlıdésben...………………………......86 

5.3.1. A ceh-13 szabályozza a Q leszármazott idegsejtek migrációját………………..86 

5.3.2. A ceh-13 szabályozza a Pn.p sejtek fúzióját...…………………………………88 

5.3.3. A ceh-13 befolyásolja a vulva fejlıdését……………………………………….91 

5.4. A ceh-13 legközelebbi paralógjai a lin-39 és a mab-5………………………………...92 

5.5. A C. elegans Hox kluszter korai evolúciója..….............................................................92 

5.6. A tra-1 feltehetıen egy synMuv B gén………………………………………………...95 

6. Összefoglalás……………………………………………………………………………….96 

7. Summary……………………………………………………………………………….......97 

8. Irodalomjegyzék…………………………………………………………………………...98 

9. Köszönetnyilvánítás………………………………………………………………………109 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5 

Rövidítések jegyzéke 

 

AbdB  AbdominalB gén(csoport) 

ANTP  Antennapedia gén után nevezett homeobox génosztály 

ceh  C. elegans homeobox gén 

DNS  deoxiribonukleinsav 

Dpy  dumpy (tömzsi testalkat) 

dsRNS  double stranded (dupla szálú) RNS 

EGHbox En (engrailed )/ Gbx (gastrulation brain homeobox) / Mnx(motor neuron 

restricted) géneket tartalmazó homeobox géncsalád 

egl  egg laying defective (embrió lerakás képtelen) fenotípust okozó gén 

EMS  etil-metán-szulfonát 

exd  extradenticle gén 

fem  feminization (a szómát feminizáló) gén 

gf  gain of function (funkciónyeréses mutáció vagy allél) 

GFP  green fluorescens protein (zöld fluoreszkáló fehérje) 

her  hermaphrodization (az XO állatokat szomatikusan hermafroditákká alakító) gén 

HM  Hth gének után nevezett homeodomain 

Hox  homeoboxnak nevezett konzervált nukleotid-szekvenciarészletet tartalmazó 

(gének) 

Hth  homothorax gén 

lab  labial gén 

lacZ  ß-galaktozidáz enzimet kódoló gén 

lf  loss of function (funkcióvesztéses mutáció vagy allél) 

lin  lineage defective (abnormális sejtvonal) fenotípust okozó gén 

mab  male abnormal (hím párzószerv abnormalitását) okozó gén 

Mb  megabázis 

Meis  myeloid ecotropic viral integration site 1 homolog (egér) gén 

mRNS  messenger RNS 

NGM  nematode growth medium (fonálférgek tenyésztésére szolgáló közeg) 

NK  Drosophila NK1-4 génekrıl nevezett homeodomain 

nob  kNOB-like posterior (no backside) gén  

PBC  Pbx géncsaládról nevezett homeodomain 
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pbx  pre-B cell leukemia homeobox gén 

PCR  polimerase chain reaction (polimeráz láncreakció) 

php  posterior Hox gene paralog gén 

Prep  prolyl endopeptidase 

Ras  Rat Sarcoma (GTPase fehérjék mutációja okozza) 

RNS  ribonukleinsav 

RSNi  RNS interferencia 

synMuv synthetic Multivulva fenotípust kialakító gének 

TALE  three amino acid loop extension (homeodomént kódoló konzervált 

szekvenciarészlet) 

tra  transformer (szexuálisan átalakító) gén 

unc  uncoordinated fenotípust okozó gén 

VPC  vulval precursor cell (vulva elısejt) 

Vul  vulvaless (vulva nélküli) fenotípus 

Wnt  Wingless jelátviteli útvonal 
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1. Bevezetés 

 

1.1. A Hox gének szerepe az egyedfejlıdésben 

 

1.1.1. A homeotikus szelektor gének felfedezése 

 

Az állati szervezetek testfelépítésében megnyilvánuló mintázatok sokfélesége lenyőgözı 

biológiai jelenség. A fejlıdésbiológia egyik központi, ezidáig csak részben megválaszolt 

kérdése arra vonatkozik, hogyan alakulhat ki – a megtermékenyített petesejtekbıl - annyi 

egymástól eltérı felépítéső szervezet és milyen szabályozó mechanizmusok irányítják az 

alapvetı fejlıdési folyamatokat? Az elmúlt 50 év kutatásai rámutattak arra, hogy a különbözı 

fajok egyedeinek testszervezıdésében megjelenı formák változatossága ellenére, az állatok 

egyedfejlıdésének alapszabása nagymértékben konzervált módon szabályozódik. A kétoldali 

szimmetriával rendelkezı állatfajok mindegyikében (az emberben is) lényegében azonos 

genetikai mechanizmusok felelısek az embrió hosszanti (anterior-poszterior) tengelyének a 

kialakításáért, illetve ennek mentén az egyes testtájak azonosságának meghatározásáért 

(McGinnis és Krumlauf 1992; Caroll, 1995). A XX. században különbözı modellrendszereken 

végzett genetikai vizsgálatok számos olyan gén azonosítottak, amelyek mutációi drámai 

átrendezıdéseket okoznak a testfelépítésben. Az 1940-es években a Thomas Morgan 

laboratóriumában dolgozó Edward B. Lewis izolált elıször olyan Drosophila mutánsokat, 

amelyekben az egyes szervek (pl. az antenna, láb, szárny) nem a megfelelı helyen vagy 

számban alakultak ki (1. ábra). Ezek a megfigyelések vezettek el az úgynevezett homeotikus 

szelektor (Hox) gének felfedezéséhez muslicában (Lewis, 1978). További kísérletek során 

sikerült azonosítani ilyen géneket – a Drosophila Hox gének ortológjait - mind alsóbbrendő (pl. 

csalánozók és férgek), mind magasabbrendő szervezıdési szintet képviselı állattörzsekben (pl. 

gerincesek) is. Edward B. Lewis, Christiane Nüsslein-Volhard és Eric Wieschaus az 

egyedfejlıdés genetikai szabályozásának kutatása terén elért eredményeikért orvosi Nobel-

díjban részesültek 1995-ben. 
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1. ábra. Homeotikus mutációk. (a) Vad típusú Drosophila 3. torszelvényébıl billérek fejlıdnek. (b) A Bithorax 

génkomplexben bekövetkezı mutációk némelyike a 3. torszelvény sejtjeit a 2. szelvényre jellemzı sejtekké 

transzformálja és az így kifejlıdı mutáns egyednek 2 pár szárnya lesz (nyíl). (c) Az Antennapedia gén 

mutációjának hatására a mutáns állatok fején csápok helyett lábak fejlıdnek (nyíl). 

 

 

1.1.2. A Hox gének egyedfejlıdés során betöltött funkciói, genomi szervezıdése és 

evolúciós jelentıségük 

 

A Hox gének az úgynevezett ’homeobox-gének’ közé tartoznak. E géncsoport jellegzetessége, 

hogy valamennyi tagja rendelkezik egy konzervált 180 bázispár hosszú szekvenciarészlettel, 

amely egy 60 aminosavból álló ’homeodomén’-nek nevezett peptidet kódol (Scott és mtsi., 

1989). A homeobox gének által kódolt ’homeodomén’ fehérjék mindegyikében megtalálható ez 

a speciális helix-turn-helix térszerkezető funkcionális egység, ami a szekvencia-specifikus DNS-

kötésben játszik szerepet (2. ábra). A ’homeodomén’-t tartalmazó fehérjék általában 

transzkripciós faktorokként mőködnek, vagyis a génexpresszió szabályozásában játszanak 

szerepet (Levine és Hoey, 1988; Manak és Scott, 1994). 

 

 

2. ábra. A homeodomain kapcsolódása a 

DNS-sel. A Hox gének által kódolt fehérjék 

rendelkeznek egy speciális, helix-turn-helix 

szerkezető, homeodoménnek nevezett 

funkcionális egységgel (a fehérje C-terminális 

végéhez közel), amely a DNS meghatározott 

szekvenciájú szakaszaihoz képes kötıdni 

(helix 3/4). A képen a Drosophila 

ANTENNAPEDIA HOX fehérje (sárga) és a 

kapcsolódó DNS részlet (a cukor-foszfát 

tengely kékkel, a bázisok pirossal vannak 

jelölve) sematikus rajza látható.  



Leszármazás alapján a homeobox gének több nagy osztályba sorolhatók. Ezen belül a 

HOM-C / Hox gének az ANTP (az Antennapedia gén után elnevezett) génosztály egyik 

alcsoportját alkotják. (Az ANTP osztályba tartoznak továbbá az EGHbox, ParaHox és NK 

géncsaládok (Holland PW, 2001; Garcia-Fernandez, 2005). A homeotikus szelektor vagy Hox 

gének az állatok korai egyedfejlıdése során töltenek be kulcsfontosságú szerepet a test hosszanti 

mintázatának kialakításában és a különbözı testtájak azonosságának meghatározásában. Az 

egyes Hox gének a fejlıdı embrió testének különbözı részein, rájuk jellemzı egyedi mintázatot 

mutatva expresszálódnak és mőködésük eredményeként az ott található 

sejteknek/sejtcsoportoknak egyedi sorsot biztosítanak. A Hox gének egyik érdekes jellemzıje, 

hogy a genomban csoportokba rendezıdve (ún. kluszterekben) helyezkednek el. Ez a kluszteres 

szervezıdés az ANTP osztályba tartozó más géncsaládok tagjaira is jellemzı. A Hox 

kluszterben az egymást követı gének szekvenciájának nagyfokú hasonlósága arra enged 

következtetni, hogy a kluszter egy ısi „ProtoHox-szerő gén” sorozatos tandem duplikációjának 

eredményeként jöhetett létre (3. ábra) (Lewis, 1951, Garcia-Fernandez, 2005).  

 
3. ábra. A Hox kluszterek korai evolúciója. A jelenlegi model szerint az ANTP kluszter egy ısi homeobox 

ProtoANTP génbıl származtatható. Az állatvilág evolúciójának korai fázisában a ProtoANTP gén megkettızıdése 

eredményezte az ısi ProtoHox és ProtoNK gének létrejöttét. Ezt követöen tandem duplikációk sorozata vezetett el 

az NK és a Hox-szerő kluszterek kialakulásához. A protoHox kluszter kialakulása során a „3” és a „C” gének (a 

középsı Hox homológ csoportok ısei) feltehetıen az anterior homológ („A”) ısgénbıl származtathatók. Az „A” az 

anterior, a „C” a centrális, a „P” a poszterior Hox paralóg csoportok ıseit jelöli. Az ábra alján felvázolt prototipikus 

Hox kluszter jeleníti meg azt a génkompozíciót, amellyel a feltételezések szerint az ó- és újszájúak utolsó közös ıse 

rendelkezhetett. 
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Az állattörzsek közötti összehasonlító elemzések 14 kanonikus Hox homológ csoportot 

azonosítottak, amelyeknek a képviselıi eltérı feladatok ellátására specializálódtak az evolúció 

során (de Rosa és mtsi., 1999). Mindemellett számos esetben figyelhetı meg redundáns 

mőködés a különbözı – jellemzıen az egymással szomszédos - Hox paralógok között.   

A Hox kluszteren belül a gének sorrendje megegyezik a különbözı taxonokban. Ennek a 

konzervált génsorrendnek a funkcionális jelentısége, valamint a kluszteres szervezıdés 

fennmaradása az evolúció során egyelıre számos nyitott kérdést hagy maga után. 

A homeotikus szelektor gének homológ kluszterei minden kétoldali szimmetriájú 

többsejtő állattörzsben megtalálhatóak és többé-kevésbé azonos funkciót töltenek be az 

egyedfejlıdés során (Graham és mtsi., 1989; Duboule és Dollé, 1989). Ez a megfigyelés azt a 

feltételezést támasztja alá, hogy a vizsgált taxonok azonos ıstıl származhattak az evolúció 

során. A különbözı állattörzsekbe tartozó fajok eltérı számú és szervezettségő Hox kluszterrel 

rendelkeznek. Az egyszerőbb testfelépítéső állattörzsek képviselıinél (pl. csalánozók, 

laposférgek és hengeresférgek) a genomban egy, gyakran redukált, kevés génbıl álló, szétesett 

szerkezető Hox kluszter található (Seo és mtsi., 2004; Ikuta és mtsi., 2004; Cameron és mtsi., 

2006). Ezzel szemben a magasabbrendő, bonyolultabb szervezıdési szintet képviselı taxonok 

(fejgerinchúrosok és gerincesek) komplex (sok génbıl álló) Hox kluszterrel rendelkeznek. A 

gerincesek különbözı osztályaiban a Hox kluszter több (4-7 darab) kópiája is megtalálható, 

amelyek részben átfedı (redundáns) funkciót látnak el (4. ábra) (Maconochie és mtsi., 1996; 

Hurley és mtsi., 2005).  
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4. ábra. A testüreggel rendelkezı állattörzsek Hox klusztereinek evolúciós kapcsolata. A kladogram néhány 

reprezentatív faj Hox génjeinek kromoszomális helyzetét és elrendezıdését ábrázolja. Az állatvilág törzsfejlıdése 

során a kétoldali szimmetriával rendelkezı taxonok eltérı módon és mértékben ırizték meg a feltételezhetı közös 

ıstıl (ó- és újszájúak utolsó közös ıse) leszármazott prototipikus Hox klusztert. A kluszterek száma, mérete és 

szervezettsége feltételezhetıen összefügg az adott törzs fejlettségi állapotával (Lemons és McGinnis, 2006 

nyomán). 

 

Lewis óta számos elmélet látott napvilágot arra vonatkozólag, hogy a Hox gének 

minıségi és mennyiségi változásai (gének elvesztése, újak keletkezése, a kluszter 

megtöbbszörözıdése vagy szétdarabolódása, a génsorrend megváltozása) milyen mértékben 

függtek össze új formák létrejöttével. A különbözı taxonokban megfigyelhetı Hox gén 

kompozíció és kluszterszerkezet, valamint az adott taxon fejlettségi szintje közötti összefüggés 

arra utal, hogy a Hox kluszter evolúciója valóban szerepet játszhatott az új szervezıdési formák 

megjelenésében (Burke és mtsi., 1995; Carroll, 2001; Gaunt, 1994). A Hox gének számának 

növekedése, valamint szerkezeti és funkcionális diverzifikációjuk egyre változatosabb és 

komplexebb szervezetek kialakulásához vezetett a törzsfejlıdés során. Gerincesekben a Hox 

kluszter megsokszorozódása további alapot biztosított a fejlıdéshez az evolúció során. 
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Feltehetıen részben ezzel magyarázható a gerinces osztályok - különösen az emlısök - gyors 

adaptív szétterjedése. 

 

 

1.1.3. A kolinearitás elve a Hox kluszterek mőködésében 

 

A Hox kluszterek mőködésének jellegzetes vonása a kolinearitás, azaz a homológ gének 

kluszterben való elhelyezkedése (fizikai sorrendje), valamint expressziós és funkcionális 

doménjaik - pontosabban a doménok anterior határai - közötti összefüggés (McGinnis és 

Krumlauf, 1992; Iimura és Pourquie, 2007). Ennek alapján a Hox kluszter 3’ végén található 

gének elsıként és a test elülsı részében expresszálódnak az egyedfejlıdés egy korai 

szakaszában (az elülsı testtájak azonosságának meghatározásában játszanak szerepet), míg a 

kluszter 5’ végén lévı gének mőködése idıben késıbb és a test hátulsó részében nyilvánul meg 

(5. ábra).  

 

5. ábra. A kolinearitási elv 

Drosophila-ban és emlısökben. A Hox 

kluszter 3’ végén elhelyezkedı gének 

az elülsı, az 5’ végén található gének a 

hátulsó testrészeken expresszálódnak a 

kromoszómán elfoglalt pozíciójuknak 

megfelelı sorrendben. A testtájak 

megfelelı színei az azonos színnel jelölt 

Hox gének expressziós/funkcionális 

doménját jelölik. Felül a Drosophila 

Hox kluszter, középen az ısi Hox 

kluszter, alul az emlısök 4 Hox 

klusztere látható (emlısökben a Hox 

kluszter sorozatos duplikációja 4 kópiát 

– HOXA, HOXB, HOXC, HOXD - 

eredményezett, amelyek részben 

redundáns funkciót látnak el). A 

különbözı Hox ortológok azonos 

színnel vannak jelölve (Veraksa és 

mtsi., 2000 nyomán). 
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A Hox gének expressziós mintázata nagyfokú hasonlóságot és konzerváltságot mutat a 

különbözı állattörzsekben. Érdekes módon a Hox gének expresszióját megelızı korai 

embrionális fejlıdés során a különbözı taxonok változatos stratégiákat használnak az axiális 

aszimmetria kialakításához és az embrionális tengelyek meghatározásához. Xenopus embrióknál 

például kortikális rotáció, míg egerekben sejt-sejt interakciók sorozata eredményezi az axiális 

aszimmetria létrejöttét (Scott, 2000). A gyümölcslégy Drosophila melanogaster esetében az 

embrió elsıdleges mintázatának kialakulása a soksejtmagvú syncytium állapotában történik 

meg, meghatározott fehérjegrádiensek mentén és hatására (Akam, 1987; Lawrence, 1992; 

Lawrence és Morata, 1994; Perrimon, 1994). Ezzel szemben a szöcskék és egyes bogarak (pl. 

Tribolium fajok) fejlıdése során a testszegmentek egyenként, sorban keletkeznek egy poszterior 

növekedési központ irányításával (Nardelli-Haefliger és mtsi., 1994; Hughes és Kaufman, 

2002). A fonálféreg Caenorhabditis elegans-ban a zigóta aszimmetrikusan osztódik, amely 

különbözı fejlıdési potenciállal rendelkezı utódsejtek létrejöttét eredményezi. A további 

sejtosztódások és az utódsejtek sorsa alapvetıen sejt-sejt interakciók által meghatározott. A Hox 

expresszió iniciációjának módját, illetve az azt elıkészítı egyedfejlıdési folyamatokat jellemzı 

változatosság ellenére a morfogenezis kezdetekor a fajok többségében megjelennek a konzervált 

„Hox szivárványok” a fejlıdı embriók hossztengelye mentén (Slack és mtsi., 1993). 

Egyes állattörzsekben az egyedfejlıdés során a térbeli kolinearitás mellé idıbeli 

kolinearitás is társul az egymást követı paralógok aktiválódását illetıen (Izpisua-Belmonte és 

mtsi., 1991; Duboule, 1994; Kmita és Duboule, 2003). Az alacsonyabb szervezıdési szinteket 

képviselı taxonokban (pl. férgek, elıgerinchúrosok, tüskésbırőek) elıfordulhatnak kivételek, 

ahol a homológ csoportok másodlagos elvesztése vagy a Hox kluszter szétdarabolódása 

következtében a kolinearitás jelensége kevéssé figyelhetı meg. A Hox gének expressziójára és 

funkciójára azonban az említett példák esetében is erıs szövetspecificitás jellemzı (Kmita és 

Duboule, 2003; Deschamps és van Nes, 2005). A C. elegans Hox rendszere szintén számos 

egyedi vonást hordoz. Ebben az állatban az egyedfejlıdés során a sejtleszármazás invariáns, és a 

Hox gének expressziója és mőködése jellegzetesen sejtvonalakhoz, mintsem testtájakhoz 

kapcsolt (Streit és mtsi., 2002). (A C. elegans Hox rendszer további sajátosságait részletesen az 

1.3. alfejezetben tárgyalom.) 

A Hox kluszteren belül az egymást követı paralógok között hierarchikus szabályozási 

rend figyelhetı meg: adott gének mesterséges úton történı hiperaktiválása (overexpressziója) 

során a poszterior gének elnyomják a tılük anterior irányban elhelyezkedı gének aktivitását 

(Duboule és Morata, 1994). Természetes körülmények között azonban a különbözı gének 

együttmőködése a Hox rendszer normális mőködésének fontos részét képezi. Azon sejtek és 
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szövetek esetében, ahol a szomszédos Hox paralógok expressziós és funkcionális doménjai 

átfednek, a termelıdı HOX fehérjék mennyiségi és minıségi kombinációi lehetıséget nyújtanak 

pontosabb, kifinomultabb pozícionális információ kódolására (Kessel és Gruss, 1991; Clark és 

mtsi., 1993; Salser és mtsi., 1993; Castelli-Gair és Akam, 1995; Bienz és Hart, 1996; Duncan, 

1996). 

A szabályozás további szintjét képviselik az úgynevezett HOX ko-faktor fehérjék, 

amelyek a HOX fehérjékkel együttmőködve fontos szerepet játszanak azok transzkripciót 

szabályozó tevékenységében. Szekvenciális és strukturális hasonlóságuk eredményeként - 

különös tekintettel a konzervált, DNS-kötı homeodomén-ra - a HOX transzkripciós faktorok 

csaknem azonos és nagy affinitással kötıdnek relatíve rövid, degenerált DNS-kötı konszenzus 

szekvenciákhoz, amelyek a genomban viszonylag gyakran fordulnak elı (Ekker és mtsi., 1994; 

Hoey és Levine, 1988; Mann, 1995). E tulajdonságukból következıen a HOX fehérjékre 

jellemzı a hasonló DNS kötıhelyekért való versengés, egymás potenciális helyettesítése vagy 

kiszorítása. Paradox módon azonban a HOX faktorok in vivo eltérı biológiai funkciókat látnak 

el. Ennek a látszólagos ellentmondásnak egyik lehetséges magyarázata lehet az, hogy a 

különbözı Hox gének termékei részben azonos célgének – genetikai útvonalak - 

transzkripcionális szabályozásában vesznek részt, és HOX ko-faktorok segítségével tudják 

egyedi módon aktiválni, illetve gátolni azokat. Ezáltal a Hox gének ugyanazoknak az alapvetı 

sejtélettani folyamatoknak a szabályozásán keresztül képesek egymástól eltérı testtájak 

kialakítására. Ilyen folyamatok pl. a sejtosztódás sebessége és polaritása, sejtalak és 

sejtnövekedés, sejtadhézió, sejtvándorlás, sejtdifferenciáció és a programozott sejthalál (Garcia-

Bellido, 1975; Postlethwait, 1978; Lawrence, 1992; Castelli-Gair és mtsi., 1994; Liu és mtsi., 

2005). 

A HOX ko-faktorok jelentısége a HOX aktivitás specificitásának biztosításában rejlik 

(Mann, 1995; Wilson és Desplan, 1995). A legismertebb HOX ko-faktorok a TALE atipikus 

homeodoménnal rendelkezı fehérjecsaládba tartozó tagok (Bürglin, 1997; Bürglin, 1998). A 

családba való sorolás alapját a fehérjék N-terminális részének – amely feltehetıen részt vesz a 

fehérje kölcsönhatásokban - hasonlósága képezi (Bürglin, 1997; Abu-Shaar és mtsi., 1999). A 

PBC interakciós domént tartalmazó Drosophila EXD / humán PBX kofaktor fehérjék fıleg az 

anterior és középsı Hox homológ csoportokba tartozó gének (Ubx, AbdA / Hox1-10) által kódolt 

fehérjékkel kapcsolódnak és azok specifikus DNS-kötésében játszanak szerepet (Mann és 

Affolter, 1998; Mann és Chan, 1996; Chan és mtsi., 1994; van Dijk és Murre, 1994; Pöpperl és 

mtsi., 1995; Shen és mtsi., 1997b; Liu és mtsi., 2005). A HM interakciós doménnal rendelkezı 

Drosophila HTH / humán MEIS és PREP fehérjék a vizsgált esetek többségében poszterior 
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HOX transzkripciós faktorokkal (AbdB / HOX11-13) képeznek komplexet és azok specifikus 

mőködését segítik elı. Elıfordulnak azonban LAB/HOXB1 fehérjékkel képzett funkcionális 

komplexekben is (Mann és Affolter, 1998; Shen és mtsi., 1997b; Jacobs és mtsi., 1999). 

Különbözı modellszervezeteken (pl. Drosophila és gerincesek) végzett vizsgálatok kimutatták, 

hogy a PBC és MEIS családba tartozó kofaktor fehérjék egymással is kölcsönhatnak (Pai és 

mtsi., 1998; Ryoo és mtsi., 1999; Rieckhof és mtsi., 1997; Abu-Shaar és mtsi., 1999; Affolter és 

mtsi., 1999; Berthelsen és mtsi., 1999). Gyakran trimer komplexek képzıdése is megfigyelhetı 

az Exd/Pbx, Hth/Meis,Prep és Hox gének termékei között (Berthelsen és mtsi., 1998; Ryoo és 

mtsi., 1999; Jacobs és mtsi., 1999; Ferretti és mtsi., 2000; Ebner és mtsi., 2005). 

A Hox mőködés szabályozásának különbözı taxonokban megfigyelhetı konzerváltsága 

arra utal, hogy a homeobox gének szekvencia konzervációja mellett az általuk kódolt 

homeodomén fehérjék regulációs és interakciós hálózatának a mőködése is kiemelt evolúciós 

jelentıséggel bír. A Hox gének expressziós mintázatában (gének aktiválódásának helye, ideje és 

szintje), valamint a HOX fehérjék egymással és célgénjeikkel történı kölcsönhatásaiban 

bekövetkezı változások szintén hozzájárulhattak az új formák megjelenéséhez az állatvilág 

fejlıdése során (Botas, 1993; Caroll, 1995; Raff, 1996). 

 

 

1.1.4. A Hox gének orvosbiológiai jelentısége 

 

A Hox gének és kofaktoraik kulcsfontosságú szerepet töltenek be a korai egyedfejlıdés során. E 

különleges helyzetükbıl adódóan a Hox gének hibás mőködése súlyos fejlıdési 

rendellenességek kialakulásához vezethet, vagy akár a fejlıdı embrió életképtelenségét is 

okozhatja. A Hox gének funkciója nélkülözhetetlen a váz- és izomrendszer vagy a különbözı 

szervek normális kifejlıdéséhez, illetve a vérképzı rendszer normális mőködéséhez 

(Argiropoulos és Humphries, 2002; Vieille-Grosjean és mtsi, 2008). Emberben a felnıtt korban 

jelentkezı rákos megbetegedések során is számos esetben kimutatható a Hox gének kóros 

aktiválódása (pl. Shears és mtsi., 1993; Plowright és mtsi., 2008; Segara és mtsi., 2009; Ono és 

mtsi., 2009). A HOX kofaktorok szintén fontos szerepet játszanak bizonyos szervek és szövetek 

normális fejlıdésének és mőködésének biztosításában (Murphy és mtsi., 2009; Selleri, 2009). 

Az egyedfejlıdésben betöltött jelentıségük alapján a Hox gének az orvosbiológiai 

kutatások fontos célpontjai. Az emberi embrionális fejlıdés közvetlen vizsgálatának lehetıségei 

azonban sok szempontból korlátozottak (csupán eseti megfigyelésekbıl lehet következtetéseket 

levonni). Humán kutatók számára ezért nagy jelentıséggel bír az a tény, hogy az egyedfejlıdés 
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genetikai szabályozása nagyfokú konzerváltságot mutat a különbözı állattörzsek és az ember 

között. Ennek köszönhetıen a morfogenezis egyszerőbb testfelépítéső modellszervezetekben 

történı vizsgálata fontos új információkkal szolgálhat az orvostudomány számára is. A fejlıdési 

rendellenességek okainak és molekuláris hátterének megértéséhez jelentıs mértékben járultak 

hozzá az állatkísérletekbıl származó eredmények és ismeretek. Doktori munkám során a 

fonálféreg Caenorhabditis elegans-t használtam modellszervezetként az anterior és középsı 

homológ Hox gének sejtvándorlás és sejtfúzió szabályozásában betöltött szerepének, illetve az 

említett gének genetikai kölcsönhatásainak tanulmányozására. 

 

 

1.2. A fonálféreg Caenorhabditis elegans, mint genetikai modellrendszer 

 

A Caenorhabditis elegans egy szabadon élı, baktériumokkal táplálkozó, kifejlett állapotban 1,1-

1,2 mm hosszúságú fonalféreg faj. Életciklusa viszonylag rövid, 25°C-on, normál körülmények 

között a vad típusú állatok kevesebb, mint 3 nap alatt fejlıdnek ki négy lárvastádiumon (L1-L4) 

keresztül (6. ábra), majd átlagosan 2 hétig élnek. Nagy egyedsőrőség és tápanyaghiány mellett 

egy alternatív harmadik úgynevezett dauer lárvastádiumba alakulnak. Dauer lárvaként akár fél 

évig képesek túlélni.  

 

 
 

6. ábra. A C. elegans fejlıdésmenete. 

Az embrióból 25°C-on folyamatos 

táplálékellátás mellett 40 óra alatt fejlıdik 

ki az ivarérett felnıtt állat. Fejlıdése 4 

lárvastádiumon (L1-L4) keresztül megy 

végbe. Kedvezıtlen környezeti feltételek 

mellett egy alternatív L3 lávastádiumba, 

az un. dauer lárva állapotba alakul. A 

dauer lárva kedvezı körülmények közé 

kerülve L4 lárva állapotba képes alakulni, 

és innen folytatja a normális fejlıdési 

pályát. 

 

Laboratóriumi körülmények között a C. elegans törzsek mőanyag Petri csészékbe öntött 

agarlemezeken, illetve folyadékkultúrában könnyen tenyészthetıek. Az állatok -70 °C-on vagy 

folyékony nitrogénben korlátlan ideig eltarthatóak. A C. elegans-t speciális ivari dimorfizmus 
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jellemzi; a populációt hím és hímnıs egyedek alkotják (7. ábra). Az önmegtermékenyítı 

hímnıs egyedek a tiszta genetikai vonalak fenntartását, a hímek a genetikai vonalak 

kombinálását teszik lehetıvé. A hímek külsı megtermékenyítése nélkül a hermaphroditák 

körülbelül 200-250 utódot hoznak létre. 

 

 

 

 

 

7. ábra A C. elegans ivari dimorfizmusa. A 

természetes populációt többnyire hermafroditák (fent) 

alkotják, a hímek (lent) csak 0,2%-ban fordulnak elı. A 

képen látható két felnıtt állat között 3 lerakott pete 

(kerek struktúrák) látható. 

 

Az állat viszonylag egyszerő testfelépítéső, a kifejlett hermafroditának 959, a hímnek 

1031 testi sejtje van (Sulston és Horvitz, 1977). A sejtek egyedfejlıdési leszármazása – 

egyedüliként az eddig vizsgált élılények között – invariáns. A féreg fénymikroszkópban áttetszı 

(transzparens) testfalának köszönhetıen a sejtek sorsa könnyen nyomon követhetı és 

meghatározható. A C. elegans teljes sejtleszármazási térképe megismert (Sulston és Horvitz, 

1977). 

A fent leírt tulajdonságai a C. elegans-t ideális kísérleti rendszerré teszik a genetikai 

kutatások számára. A C. elegans-ban rejlı lehetıségeket elıször Sydney Brenner ismerte fel és 

ı kezdte alkalmazni fejlıdésgenetikai vizsgálatokhoz az 1970-as évek elején (Brenner, 1974). 

Kedvezı tulajdonságainak köszönhetıen a C. elegans azóta közkedvelt modellállattá vált a 

genomikai, sejtbiológiai, idegrendszeri és öregedéskutatások terén is. A C. elegans-on végzett 

kutatásokat 2002-ben (Sydney Brenner, John Sulston és Robert H. Horvitz) és 2006-ban 

(Andrew Z. Fire és Craig C. Mello) orvosi Nobel-díjjal, míg 2008-ban (Marty Chalfie) kémiai 

Nobel-díjjal jutalmazták. 

         A C. elegans DNS állománya volt az elsı soksejtő genom, amelyet – a humán genom 

projekt elıfutáraként – megszekvenáltak (Hodgkin és mtsi., 1998). Haploid genomja 5 testi, és 1 

ivari kromoszómába szervezıdve mintegy 100 Mb-ból áll, és körülbelül 19000 gént kódol. A 

féreg génjeinek legalább 50%-a szignifikáns szekvencia-hasonlóságot mutat emberi génekkel. A 

C. elegans genom különlegessége, hogy rendkívül kompakt szervezıdéső, az egy génre jutó 

bázisszámot tekintve 30-szor tömörebb az emberi genomnál. Jellemzıje az operonos szerkezet 
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(több gén közös szabályozó régióval rendelkezik), amely az eukarióták között csak a 

fonalférgekben ismert. Ezidáig közel 8000 C. elegans gén esetében izoláltak mutáns alléleket, 

illetve a jelenleg is futó ún. gene knockout project keretében további erıfeszítések folynak egy 

minden génre kiterjedı deléciós mutánsbank létrehozására. Laboratóriumi körülmények között 

mutáns C. elegans törzsek viszonylag könnyen állíthatók elı kémiai mutagének (pl. EMS - etil-

metán-szulfonát – és psoralén), röntgensugárzás vagy transzpozonok (Tc1, Mos1) segítségével 

(Johansen és Baillei, 1988, Johansen és Baillei, 1997). Funkcionális (genetikai) vizsgálatokat 

mutáns allélek mellett RNS interferencia (RNSi - géncsendesítés) alkalmazásával is végeznek 

(Timmons és Fire, 1998; Conte és Mello, 2003). Az RNSi jelenségét duplaszálú RNS (dsRNS) 

váltja ki, amely a vele homológ szekvenciájú mRNS degradációjához vagy transzlációs 

gátlásához vezet. C. elegans-ban a módszer nagy hatékonysággal mőködik, valamint a hatás 

szisztematikus, tehát sejtrıl-sejtre terjed, és az utódokba is átjut (Fire és mtsi., 1998; Conte és 

Mello, 2003).  

A C. elegans kutatások eredményeit internetes adatbázisok integrálják. A genetikai 

információk a WormBase portálon (www.wormbase.org), az anatómiai adatbázis a Wormatlas-

on (www.wormatlas.org), a féreggel kapcsolatos fejlıdés- és sejtbiológiai ismeretek a 

Wormbook (www.wormbook.org) honlapokon érhetık el. A nemzetközi törzsgyőjteményt a 

Minnesotai egyetemen tartják fenn (CGC: Caenorhabditis Genetics Center, 

http://dbw.msi.umn.edu/cgcdb/search.php). 

 

 

1.2.1. A C. elegans Hox kluszter szerkezeti és mőködési sajátosságai 

 

A Caenorhabditis elegans egy viszonylag kis mérető, redukált, mindössze 6 db génbıl álló Hox 

kluszterrel rendelkezik. A fonalférgek törzsén belüli összehasonlító elemzések eredményei arra 

utalnak, hogy a törzs ıse feltételezhetıen rendelkezett az ısszájúak 9 kanonikus Hox paralógot 

tartalmazó Hox kluszterével (de Rosa és mtsi., 1999). A leszármazott taxonok további 

evolúciója során bizonyos Hox paralógok másodlagosan elvesztek (8. ábra) (Aboobaker és 

Blaxter, 2003). Ez a génvesztés okozhatta például a testfelépítés specializálódását 

(egyszerősödését), a sejtvonal-specifikus fejlıdésre való áttérést, vagy C. elegans esetében a 

kétnemő szaporodás helyett a hermafroditizmus (hímnısség) megjelenését. Ezzel párhuzamosan 

néhány fonalféreg nemzetségben újabb Hox gének keletkezése is megfigyelhetı. 
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8. ábra. A Hox kluszter evolúciója Nematodákban. A fonálférgek törzsének evolúciója során a taxonok (az ábran 

reprezentatív képviselıik) eltérı számban ırizték meg a kanonikus Hox homológ csoportokat (azonos színnel 

jelölve a különbözı fajokban). Összehasonlításként az újszájúak prototipikus Hox klusztere (Hox1-13 kanonikus 

homológ csoportok) látható. A példaként kiragadott fonálféreg fajoknál másodlagos duplikációk figyelhetık meg 

egyes Hox paralógok esetében. 

 

A C. elegans Hox gének: ceh-13 (C. elegans homeobox), lin-39 (lineage defective), mab-

5 (male abnormal), egl-5 (egg laying defective), nob-1 (no backside), php-3 (posterior Hox gene 

paralog). Szekvencia hasonlóság és szekvencia illesztés alapján, a felsorolt gének 4 kanonikus 

homológ csoportot képviselnek: a ceh-13 a Drosophila labial/humán HoxB1, a lin-39 a 

Deformed-Sex combs reduced/HoxB4-5, a mab-5 a középsı Antp-Abd-A/HoxB7 ortológjának 

tekinthetı; az egl-5, nob-1 és php-3 gének pedig az Abd-B/Hox9-13 poszterior homológ 

csoportok megfelelıi C. elegans-ban (Kenyon, 1986; Schaller és mtsi., 1990; Bürglin és 

Ruvkun, 1993; Clark és mtsi., 1993, Wang és mtsi., 1993; Wittmann és mtsi., 1997; Brunschwig 

és mtsi., 1999, Van Auken és mtsi., 2000). Az egl-5 és php-3 gének feltehetıen Nematoda-

specifikus duplikáció révén keletkeztek. 

A C. elegans 6 Hox génje közül az elsı 4 valódi klusztert alkot a III kromoszómán, míg 

a 2 poszterior Hox paralóg (nob-1 és php-3) tılük csaknem 1 Mbázis távolságra helyezkedik el, 

lazán kapcsolódva az elsı 4 taghoz (Ruvkun és Hobert, 1998; Van Auken és mtsi, 2000). A 

kluszter további strukturális sajátossága, hogy az anterior paralóg ceh-13 és a kluszterben ıt 

követı lin-39 fizikai sorrendje - valószínőleg egy utólagos inverzió következtében - 
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felcserélıdött a kromoszómán (9. ábra). Ez az egyedi elrendezıdés érdekes kérdéseket vet fel a 

kolinearitási elv érvényesülését, valamint az érintett gének transzkripcionális szabályozását 

illetıen, funkcionális következménye azonban egyelıre nem ismert. 

 
9. ábra. A Drosophila és C. elegans Hox kluszterek szerkezete. A C. elegans 6 Hox génje laza klusztert alkot a 

III kromoszómán. A poszterior php-3 és nob-1 1Mb távolságra helyezkedik el az elsı 4 tag alkotta köponti 

klusztertıl. Az anterior ortológ ceh-13 és a kluszterben ıt követı középsı homológ lin-39 fizikai sorrendje egy 

inverzió következtében felcserélıdött a kromoszómán (piros és sárga nyilak). Felül a Drosophila, alul a C. elegans 

Hox kluszter látható. A féreg és gyümölcslégy Hox ortológok azonos színekkel vannak jelölve. A fekete nyilak az 

adott Hox gének funkcionális doménjait jelölik. 

 

A C. elegans Hox rendszer mőködésének jellegzetessége, hogy a Hox gének expressziója 

az esetek többségében nem a sejteknek a test hosszanti tengelye mentén való helyzetétıl függ, 

hanem sejtvonalakhoz kötött (Cowing és Kenyon, 1996; Wittmann és mtsi., 1997). Ez a 

mechanizmus különbözik a gerincesekre vagy egyes rovartaxonokra jellemzı pozíció-specifikus 

meghatározástól, ugyanakkor a homológ gének hasonló térbeli sávos expressziós mintázatát 

eredményezi – a kolinearitás szabályának megfelelıen - az embrió hossztengelye mentén, 

eltérıen a más állattörzsekben megfigyeltektıl. Ezalól az anterior ortológ ceh-13 képez kivételt. 

C. elegans-ban az embrionális fejlıdés szempontjából csak az anterior homológ ceh-13 

és a poszterior homológ nob-1 funkciója esszenciális (Brunschwig és mtsi., 1999; Van Auken és 

mtsi., 2000). Mind a ceh-13, mind a nob-1 genetikai null mutációi súlyos morfológiai 

rendellenességekkel együttjáró embrionális vagy korai lárvális életképtelenséget 

eredményeznek. Ezzel szemben a Hox kluszter többi tagjának az inaktiválása nem okoz 

életképtelenséget: pl. lin-39(-)mab-5(-)egl-5(-) funkcióvesztéses hármas mutáns állatok is 

szaporodóképes felnıttekké tudnak fejlıdni (Kenyon, 1997; Wrischnik és Kenyon, 1997). Ezen 
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Hox gének jellemzıen a posztembrionális fejlıdés során játszanak szerepet az egyes sejtek 

sorsának és a testtájak mintázatának meghatározásában (Kenyon és mtsi., 1997). Ennek a 

funkcionális mintázatnak a kialakulása egyelıre nem tisztázott. Egyes feltételezések szerint a 

középsı homológ csoportokba tartozó lin-39 és mab-5 gének az evolúció során, másodlagosan 

specializálódtak bizonyos funkciók ellátására, míg ezzel párhuzamosan a ceh-13 átvette az 

irányító szerepet az embrionális fejlıdés során (Aboobaker és Blaxter, 2003). 

A Hox gének mellett a féregben is megtalálhatók a Drosophila-ban és gerincesekben 

azonosított HOX ko-faktorokat kódoló gének ortológjai is. Ezek a ceh-20 és ceh-40 (Exd/Pbx 

ortológok), illetve az unc-62 (Hth/Meis/Prep ortológok), amelyek feltehetıen – legalábbis 

részben – hasonló funkciót látnak el C. elegans-ban, mint más taxonokban leírt megfelelıik 

(Bürglin, 1992; Liu és Fire, 2000; Van Auken és mtsi., 2002). Mőködésüket az egymással, 

illetve a különbözı homológ csoportokba tartozó Hox génekkel történı genetikai interakciók 

nagy száma jellemzi mind az embrionális, mind a posztembrionális fejlıdési folyamatok 

szabályozása során (Streit és mtsi., 2002; Yang és mtsi., 2005; Takács-Vellai és mtsi., 2007; 

Jiang és Liu, 2009). A ceh-20/ceh-40 vagy unc-62 mőködés hiánya a ceh-13, illetve a nob-1 null 

mutációk hatásához hasonló embrionális és lárvális életképtelenséget, valamint morfológiai 

rendellenességeket okoz (Streit és mtsi., 2002; Van Auken és mtsi., 2002). A ceh-20 és unc-62 

funkcióvesztéses mutáns állatok részben lin-39(-) vagy mab-5(-) Hox mutánsokéhoz hasonló, 

részben azokétól eltérı fenotípusos jegyeket mutatnak (Liu és Fire, 2000; Yang és mtsi., 2005; 

Takács-Vellai és mtsi., 2007). 

 

 

1.2.1.1. Esszenciális C. elegans Hox gének 

 

C. elegans-ban az embriogenezishez és életképességhez nélkülözhetetlen anterior és poszterior 

Hox paralógok mőködését illetıen kevés ismeret áll rendelkezésre. A C. elegans Hox gének 

közül az anterior ortológ ceh-13 a kluszter legkevesebbet tanulmányozott tagja. Az embrionális 

fejlıdés során játszott esszenciális funkciója ellenére a sejtélettani folyamatokban játszott 

konkrét szerepe szinte egyáltalán nem ismert.  

A ceh-13 – az anterior Hox ortológoktól és a C. elegans Hox kluszter többi tagjától eltérı 

módon - embrionális korban a test csaknem teljes hosszára kiterjedı expressziót mutat 

(Brunschwig és mtsi., 1999). Érdekes módon a ceh-13 expresszió még a fejlıdı hím párzószerv 

(farok) neuronjaiban is kimutatható (Stoyanov és mtsi., 2003). Embrionálisan a ceh-13 
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expressziós doménja átfed a középsı és poszterior homológ lin-39, mab-5 és egl-5 Hox gének 

expressziós doménjaival (Wang és mtsi., 1993; Brunschwig és mtsi., 1999) (10. ábra). 

 

 
10. ábra. A ceh-13, lin-39, mab-5 és egl-5 Hox gének expressziója vad típusú ’comma stage’ embriókban. Zöld 

fluorescens fehérje GFP (zöld), illetve LacZ (sötétkék) riportergén-konstrukciók segítségével vizualizált Hox gén 

expressziós mintázatok. Az összehasonlításból látszik, hogy a ceh-13 embrionális expressziója átfedést mutat a lin-

39, mab-5 és egl-5 gének expressziós doménjaival. 

 

Ez a szokatlan és egyedi Hox expressziós mintázat azt sejteti, hogy funkcionális szinten 

is elıfordulhat interakció (esetleges redundáns mőködés) az említett Hox gének között. Egyelıre 

azonban tisztázatlan, hogy az esszenciális anterior és poszterior Hox paralógok (ceh-13, nob-1) 

milyen funkcionális kapcsolatban állnak a középsı homológ csoportokba tartozó Hox génekkel 

(lin-39, mab-5). Nincs információ arról sem, hogy a lin-39 és mab-5 gének mennyiben járulnak 

hozzá az embrionális fejlıdéshez, és kölcsönhatnak-e más Hox paralógokkal. Ugyancsak 

ismeretlen az, hogy a ceh-13 játszik-e bármilyen szerepet a posztembrionális egyedfejlıdési 

folyamatok szabályozásában. 

 

1.2.1.2. Nem esszenciális C. elegans Hox gének 

 

Az esszenciális Hox génekkel ellentétben a lárvális fejlıdésben fontos szerepet játszó középsı 

és poszterior homológ Hox paralógok (lin-39, mab-5 és egl-5) funkciója jól ismert számos 
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posztembrionális sejt- és szövetdifferenciálódási folyamat szabályozásában. A legtöbbet 

tanulmányozott erre vonatkozó szervfejlıdési modellrendszerek az idegsejtvándorlás, a 

mezoderma differenciáció, a P ektodermális prekurzor sejtek osztódása, valamint a párzószervek 

fejlıdése (Wang és mtsi., 1993; Clark és mtsi., 1993; Salser és Kenyon, 1996; Maloof és 

Kenyon, 1998; Liu és mtsi., 2006). E folyamatok szabályozásában a lin-39, mab-5 és egl-5 

gének - ortológjaikhoz hasonlóan - részleges funkcionális redundanciát mutatnak (Liu és Fire, 

2000). Funkcionális doménjaik átfedı régióiban pedig az egymás által történı szabályozottság, 

illetve termékeiknek egymással való kölcsönhatása jellemzi a mőködésüket (lásd 1.3.2. 

alfejezet).  

 

 

1.3.  A középsı homológ Hox gének szerepe a C. elegans posztembrionális 

egyedfejlıdésében 

 

1.3.1.  Neuroblaszt migráció 

 

C. elegans-ban az idegrendszer fejlıdése sokat tanulmányozott és közkedvelt modellrendszer a 

Hox gének posztembrionális fejlıdési folyamatokban játszott szerepének vizsgálatára. Ezen 

belül az egyik legismertebb paradigma a Q sejtvonalba tartozó sejtek vándorlásának a lin-39 és 

mab-5 (és kofaktoraik) által történı regulációja. Az említett Hox gének a vándorló sejtekben 

expresszálódnak és sejt-autonóm módon befolyásolják az egyes sejtek mozgásának mértékét és 

irányát (Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). 

A QR és QL (jobb és bal) neuroblaszt sejtek a frissen kikelt L1 lárvák testének hátulsó 

részén találhatók egymással átellenes pozícióban. A lárvális fejlıdés során a QR sejt és 

leszármazottai a test elülsı régiója, még a QL sejt és leszármazottai a test hátsó része felé 

vándorolnak, ahol az L4 (utolsó) lárvastádium végére 3-3 érzékelı neuront hoznak létre (Sulston 

és Horvitz, 1997) (11. ábra). 
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11. ábra. A Q sejtvonalba tartozó sejtek vándorlása az idegrenszer fejlıdése során. (A) A QR és OL 

neuroblasztok több sejtosztódáson mennek keresztül a lárvális fejlıdés során, amelyeknek eredményeként a L4 

(utolsó) lárvastádium végére 3-3 db érzékelı idegsejtet hoznak létre. Az ’x’-szel jelölt sejtek programozott 

sejthalállal elpusztulnak. (B) A QR (rózsaszín) és QL (kék) sejtek a frissen kikelt L1 lárvákban a test poszterior 

régiójában helyezkednek el, egymással átellenes pozícióban. A további lárva stádiumok során, a QR és 

leszármazottai (rózsaszín) az elülsı testtájak felé vándorolnak (fehér nyíl: anterior irányú migráció). Ezzel 

ellentétben, a QL és leszármazottai (kékkel jelölve) a QL születési helyétıl poszterior irányba mozognak (fekete 

nyíl) (Wang és mtsi., 1993 nyomán).  

 

Az elülsı-középsı testtájakon az idegsejtek pozicionálását a lin-39 Hox gén (és ko-

faktorai) szabályozza (Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). lin-39 funkcióvesztéses 

állatokban az anterior irányú sejtmigrációk rövidülése figyelhetı meg: a sejtek a vad típusú 

helyüknél poszteriorabb helyzetben állapodnak meg. A poszterior idegsejteket látszólag nem 

érinti a lin-39 mutációk hatása, noha lin-39 expresszió ezekben a sejtekben is kimutatható (Clark 

és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). 

A féreg hátulsó testrészein a mab-5 Hox gén (és kofaktorainak) mőködése játszik döntı 

szerepet az idegsejtek pozíciójának meghatározásában. A mab-5 funkciójának hiánya a 

poszterior sejtmigrációk abnormalitását eredményezi. A mutáns állatokban az érintett idegsejtek 

a test hátsó része helyett az elülsı régiók felé vándorolnak. Ezzel szemben a mab-5 túlmőködése 
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funkciónyeréses mutánsokban az egyébként anterior irányba vándorló sejtek mozgásának 

irányát poszteriorra változtatja (Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993) (12. ábra). 

 

 
12. ábra A lin-39 és mab-5 Hox gének hatása a QR/OL leszármazott sejtek vándorlására. A QR (fehér pötty) / 

QL (fekete pötty) neuronális prekurzor sejtek a féreg testének középsı-poszterior régiójában születnek (A 

függıleges szaggatott vonal a QR/QL neuroblasztok körülbelüli születési helyét jelzi.). A lárvális fejlıdés során a 

QR és leszármazottai anterior (fehér nyíl), a QL sejt és leszármazottai pedig poszterior irányba (fekete nyíl) 

vándorolnak. lin-39(-/-)  genetikai null mutánsokban az anterior sejtmigrációk rövidülése figyelhetı meg. A mab-5 

gén funkcióvesztéses mutációja a poszterior migrációk abnormalitását eredményezi. Az érintett sejtek vagy a vad 

típusú pozíciójuk elérése elıtt megállapodnak, vagy az eredeti irányukkal ellentétben, hátulsó helyett elülsı 

testtájak felé vándorolnak. Ezzel szemben a mab-5 funkciónyeréses mutációja az anterior sejtvándorlások irányát 

poszteriorra változtatja. 

 

A Q leszármazott idegsejtek vándorlásának és pozicionálásának szabályozásában, a ceh-

20 és unc-62 (Hox kofaktor) funkcióvesztéses mutánsok a lin-39, illetve mab-5 Hox 

mutánsokéhoz hasonló fenotípust mutatnak. A Hox és Hox kofaktor mutációk együttes hatása 

azonban súlyosabb migrációs defektusokat eredményez, mint amik külön a Hox(-), illetve Hox 

kofaktor(-) mutánsokban megfigyelhetık (Yang és mtsi., 2005). Ezt okozhatja a ceh-20 és unc-

62 önálló, Hox génektıl független funkciója vagy - alternatív módon – más Hox paralógok 

mőködésének a hatása a Q leszármazott sejtek vándorlásának a szabályozására.
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1.3.2.  Sejtfúzió 

 

A Pn.p epidermális sejtek sorsának meghatározása széles körben használt modellrendszer a C. 

elegans posztembrionális fejlıdése során a sejtosztódás és differenciáció szabályozásának a 

tanulmányozására. Ebben a rendszerben / a P ektodermális sejtvonal leszármazása során jól 

ismert a lárvális Hox géneknek (lin-39 és mab-5) és ko-faktoraiknak a szerepe az említett 

folyamatok szabályozásában. 

A korai L1 lárvák hasi testfelszínét 12 darab páros sorba rendezıdı, ektodermális 

prekurzor sejt alkotja: (P1-12). Az L1 lárvastádium végén, a P blaszt sejtek osztódnak, 

amelynek eredményeként egy Pn.a neuronális prekurzor, illetve egy Pn.p epidermális utódsejt 

jön létre (Sulston és Horvitz, 1977). Születésük után rövid idıvel a Pn.p sejtek egy része 

fuzionál – nemekre jellemzı számban és mintázatot mutatva – a hipodermális szyncyciummal 

(hyp7). Ez a fúziós folyamat sejt-autonóm módon szabályozott a lin-39 és mab-5 (és 

kofaktoraik) által. Vad típusú hermafroditákban a középsı helyzető P(3-8).p sejteket a LIN-39 

aktivitása tartja fuzionálatlan állapotban. A késıbbi lárvális fejlıdés során ezeknek a sejteknek a 

leszármazottai alakítják ki a hermafrodita párzószervet, a vulvát. lin-39(-) null mutáns 

állatokban az összes Pn.p sejt fuzionál a hipodermisszel (Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 

1993). Vad típusú hímekben a LIN-39 és MAB-5 fehérjék felelısek a P(3-6).p, illetve a P(9-

11).p sejtek fúziójának megakadályozásáért az L1 lárvastádium végén. Mindkét nemben a lin-39 

és mab-5 gének funkcionális doménjaik átfedı régiójában [P(7-8).p] együttesen alakítják ki a 

sejtsorsokat szex-specifikus módon (13. ábra) (Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). 
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13. ábra. A Pn.p epidermális sejtek fúziója az L1 lárva stádium végén. Vad típusú hermafroditákban a P(3-8).p 

sejtekben a LIN-39 aktivitása gátolja a sejtfúziót. lin-39 funkcióvesztéses mutánsokban mindegyik Pn.p sejt 

fuzionál a hipodermisszel (hyp7). A mab-5 mőködése nem befolyásolja ezt a fúziós eseményt. Vad típusú 

hímekben a lin-39 és a mab-5 Hox gének felelnek a P(3-6).p, illetve P(9-11).p sejtek fúziójának 

megakadályozásáért. A fekete karikák a nem fuzionáló sejteket, a számok a Pn.p sejteket jelölik. Külön-külön a lin-

39, illetve a mab-5 funkciója a fuzionálatlan állapot fenntartására irányul. Interakciójuk egy új sejtsors kialakulását 

eredményezi: (a P(7-8).p sejtek fúzionálnak. 

 

A lin-39 és mab-5 Hox paralógokhoz hasonlóan a ceh-20 és unc-62 gének is szerepet 

játszanak a Pn.p epidermális sejtek sorsának meghatározásában az L1 lárvastádium végén 

bekövetkezı fúziós esemény során. Érdekes módon hermafroditákban a ceh-20, illetve az unc-

62 mőködésének hiánya részben a lin-39(-) mutánsokéhoz hasonló, részben azzal ellentétes 

mutáns fenotípust eredményez. ceh-20(-) és unc-62(-) mutáns állatokban a vad típusban leírtnál 

kevesebb Pn.p epidermális sejt fúzionál a hipodermisszel, és ez a hatás – kisebb penetranciával 

– lin-39(-) null mutáns háttérben is megfigyelhetı (Yang és mtsi., 2005). Ez a megfigyelés 

felveti annak a lehetıségét, hogy a lin-39 és mab-5 géneken kívül más Hox paralógok mőködése 

is befolyásolhatja a Pn.p sejtek fúzióját. 
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1.3.3.  Vulvafejlıdés 

 

C. elegans hermafroditákban a vulvaszövet differenciálódása az L3 lárvastádium végén 

kezdıdik. Az L3 lárvákban 6 darab [P(3-8).p] vulva prekurzor sejt (VPC; Vulval Precursor 

Cell) található. Kezdetben a P(3-8).p sejtek azonos fejlıdési potenciállal rendelkeznek. A vulva 

indukció során azonban a gonádból és a hipodermiszbıl érkezı extracelluláris jelek kombinált 

hatására különbözı vulva sejtsorsokat adoptálnak. Ennek következményeként vad típusú 

állatokban a három középsı VPC [P(5-7).p] leszármazottai vesznek csak részt a vulva 

kialakításában (Sulston és Horvitz, 1977; Sternberg, 2005). A VPC-k és leszármazottaik 

sorsának alakulását a vulvaszövet differenciálódása során különbözı jelátviteli útvonalak 

bonyolult interakciója biztosítja. A vulvafejlıdést szabályozó útvonalak közé tartoznak a Ras, 

Wnt és Notch jelátviteli útvonalak, valamint a redundáns mőködésük alapján A, B, C csoportba 

sorolható, úgynevezett szintetikus multivulva (synMuv, synthetic MultiVulva) útvonalak (14. 

ábra) (Sternberg, 2005; Harrison és mtsi., 2006). A synMuv géncsalád számos tagja a kromatin 

struktúra kialakításában játszik szerepet (Ceol és Horvitz, 2004; Harrison és mtsi., 2006; Fay és 

Yochem, 2007). synMuv gén például a retinoblasztóma (Rb) fehérje ortológját kódoló lin-35 

gén, a let-418, amely a NuRD (Nucleosome Remodelling and histone Deacetylase) komplexbe 

tartozó Mi-2/CHD3 hiszton deacetiláz enzimet kódoló gén ortológja, illetve az efl-1 és dpl-1 

gének, az E2F/DP komplex fonálféreg megfelelıi (Solan és Ahringer, 2000; Ceol és Horvitz, 

2001; Unhavaithaya és mtsi., 2002; Myers és Greenwald, 2005).  

A szignalizációban keletkezı zavarok különbözı rendellenességeket okoznak a vulva 

fejlıdésében. Ennek eredményeként különbözı vulva mutáns fenotípusok (morfológiák) jönnek 

létre. Változhat a vulva alakja, szerkezete (ez legtöbb esetben a vulva mőködésképtelenségével 

jár együtt) és száma (0 – 6 darab között). A jelátvitelek hiperindukciójának hatására a központi 

P(5-7).p VPC-ken kívül a normálisan nem indukálódó P(3,4,8).p sejtek is indukálódhatnak 

(indukált 1. vagy 2. típusú vulva sejtsorsot differenciálnak), ami a defektus mértékétıl függıen 

úgynevezett kiforduló (Protruded; Pvl) vulva vagy több vulva (Multivulva; Muv) kifejlıdéséhez 

vezet. A vulvaindukció hiánya a párzószerv teljes hiányát eredményezi a kifejlett 

hermafroditákban (Vulvaless; Vul). 
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14. ábra. Vulvaindukció C. elegans-ban. (A) C. elegans hermafroditákban az L3 lárvastádiumban 6 db 

epidermális eredető vulva (prekurzor) elısejt (VPC) található [P(3-8).p], amelyek a test középsı hasi részén 

helyezkednek el (üres körök). Felettük található a gonadális horgonysejt („HS”), amely a vulvaindukcióhoz 

szükséges jelet biztosítja. (B) Az L3 lárvastádium végén a gonadális horgonysejtbıl, illetve a hipodermiszbıl 

érkezı extracelluláris jelek [a Wnt, Ras, Notch, SynMuv útvonalak és a szex-determinációs génkaszkád (TRA-1) 

jelei] hatására az eredetileg azonos fejlıdési potenciállal rendelkezı VPC-kben különbözö vulva sejtsorsok 

differenciálódnak. A nyilak az aktiváló, a talpas nyilak a gátló hatású szabályozást jelölik. A 3º-al jelölt sejtek a 

vulvafejlıdés során fuzionálnak a hipodermális szyncyciummal. A 1º és 2º sorsú vulva sejtek leszármazottai 

vesznek részt a vulvaszövet kialakításában. 

 

A vulva sejtsorsokat szabályozó jelátviteli rendszerek jelei a vulva prekurzor sejtekben 

expresszálódó lin-39 középsı homológ Hox gén promóterében integrálódnak (Maloof és 

Kenyon, 1998; Guerry és mtsi., 2007; Wagmeister és mtsi., 2006; Takács-Vellai és mtsi., 2007). 

A lin-39 tehát központi szerepet játszik a vulvafejlıdés szabályozásában (Clandinin és mtsi., 

1997). A lin-39 inaktiválása Vul fenotípus kialakulását eredményezi (Chen és Han, 1997). 

Érdekes módon lin-39 hipomorf mutánsokban alacsony penetranciájú Muv fenotípus figyelhetı 

meg (Takács-Vellai és mtsi., 2007). A vulvaindukció során (az L3 lárvastádiumban) szintén 

kimutatható a ceh-20 lin-39-tıl független hatása a vulva sejtsorsok szabályozásában. A ceh-20 
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mőködésének hiánya Muv fenotípust eredményez, amely még lin-39(-) null mutáns háttérben is 

megfigyelhetı (Yang és mtsi., 2005). 

A vulva szöveti differenciálódása során a lin-39 transzkripcionális szabályozásában részt 

vesz az ún. tra-1 (transformer-1) gén is (Szabó és mtsi., 2009). A tra-1 a C. elegans sex-

determinációs génkaszkád terminális tagja (15. ábra). A C. elegans nemét (hímnıs vs hím állat) 

a testi és ivari kromoszómák aránya határozza meg (Hodgkin, 1987; Meyer, 2000, Zarkower, 

2006). A szomatikus szex kialakulása az egyedfejlıdés során (adott nemnek megfelelı gonád, 

párzószervek kifejlıdése) pedig az ún. szex-determinációs útvonal által szabályozott (Ceol és 

Horvitz, 2004; Harrison és mtsi., 2007; Fay és Yochem, 2007; Cui és Han, 2007). A szexuális 

fenotípus kialakulása a TRA-1A fehérje mennyiségétıl (tra-1 gén aktivitásától) függ. 

 
15. ábra. A C. elegans szex-determinációs génkaszkád. A C. elegans nemét az ivari és autoszómás kromoszómák 

aránya határozza meg. A szomatikus szex-determinációs útvonalat egy kromoszoma-számláló mechanizmus 

(numerátor és denominátor gének – az ábrán nincsenek jelölve) indítja be, amely meghatározza az elsıdleges szex-

determinációs jelet. Ivari kromomszómák: „X”, autoszómák: piros „A”. A magas X:A arány a her-1 gén gátlásához 

vezet, ami a terminális tra-1 gén aktivitását eredményezi. A tra-1 aktivitása a hermafrodita szexuális fenotípus 

kialakulását segíti elı. tra-1 mőködés hiányában az állat szomatikusan hím lesz. 

 

A tra-1 által kódolt TRA-1A fehérje in vitro kötıdik a lin-39 promóteréhez, in vivo 

pedig kimutatható a lin-39 expresszióját szabályozó hatása a VPC-kben (Szabó és mtsi., 2009). 

A vulva prekurzor sejtekben a vulvaindukció ideje alatt TRA-1::GFP expresszió detektálható 

(Hargitai és mtsi., 2009). Ismert továbbá, hogy a szomatikus sejtsorsok meghatározásában a tra-

1 alternatív módon funkcionál az azonos családba tartozó tra-4 génnel, amely – mőködésének 

bizonyos aspektusai alapján - a synMuv B génosztályba sorolható (Grote és Conradt, 2006). A 

synMuv B osztályba tartozó gének a vulvafejlıdés szabályozásában is szerepet játszanak. Az 

azonban ismeretlen, hogy kimutatható-e genetikai kölcsönhatás a tra-1 és a SynMuv gének 

között. 

 



 31 

2. Célkitőzések 

 

 

2.1.. C. elegans Hox mutáns fenotípusok és Hox expressziós mintázatok összehasonlító 

elemzése 

 

A ceh-13 gén az anterior Hox homológ csoport(ok) képviselıje C. elegans-ban (Schaller és 

mtsi., 1990; Wittmann és mtsi., 1997; Brunschwig és mtsi., 1999). Drosophila-ban vagy 

gerinces rendszerekben az anterior Hox paralágok - a kolinearitás szabályának megfelelıen - 

anterior testrészeken expresszálódnak és funkcionálnak és az elülsı testtájak morfogenezisét 

irányítják (McGinnis és Krumlauf, 1992; Iimura és Pourquie, 2007). A ceh-13 számos 

tulajdonságában eltér az anterior ortológoktól. A ceh-13 mőködésének hiánya nem csupán az 

anterior testtájak fejlıdésének a rendellenességét idézi elı, hanem magas penetranciájú (97%) 

embrionális vagy korai lárvális életképtelenséget okoz (Brunschwig és mtsi., 1999). ceh-13(-) 

mutánsok 3-4%-a, ennek ellenére, képes szaporodóképes felnıtt állatokká fejlıdni. Továbbá, a 

ceh-13 embrionálisan a test csaknem teljes hosszára kiterjedı expressziós mintázatot mutat, 

amely – a kolinearitás szabályától eltérıen - átfed a kluszterben ıt követı Hox paralógok 

expressziós doménjával (Brunschwig és mtsi., 1999). Ezek a megfigyelések interakciót 

feltételeznek a ceh-13 és a C. elegans Hox kluszter többi tagja között. 

Vizsgálataim során a pleiotróp Ceh-13(-) fenotípus részletes elemzését kívántam 

elvégezni, valamint összehasonlítani a többi C. elegans Hox gén mutációs inaktiválása által 

okozott fenotípusos jegyekkel. Továbbá, a C. elegans Hox kluszter tagjaira specifikus 

HOX::GFP riportergén-konstrukciók segítségével egy átfogó expressziós elemzés 

elkészítését terveztem a C. elegans Hox paralógok embrionális és lárvális expressziójának 

az összehasonlítására. 

 

 

2.2. A ceh-13, lin-39 és mab-5 genetikai kölcsönhatásainak vizsgálata 

 

A Hox gének szekvenciális konzervációja arra enged következtetni, hogy a Hox kluszter egy ısi 

’ProtoHox’-szerő gén sorozatos duplikációjának eredményeként jöhetett létre (Lewis, 1951, 

Garcia-Fernandez, 2005). A Hox paralógok szekvencia hasonlósága számos esetben 

funkcionális redundanciában nyilvánul meg az egyedfejlıdési folyamatok szabályozásában. A 
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C. elegans-ban szintén kimutatható funkcionális redundancia a középsı homológ csoportba 

tartozó Hox gének (lin-39 és mab-5) között a mezoderma differenciációjának szabályozásában 

(Liu és Fire, 2000). A C. elegans embrionális fejlıdése során az anterior ortológ ceh-13 

expressziója átfed a kluszterben hozzá legközelebb elhelyezkedı Hox paralógok expressziós 

doménjával (Brunschwig és mtsi., 1997). Az azonban ismeretlen, hogy funkcionális szinten is 

megnyilvánul-e ez az átfedés az említett Hox gének között. Brunschwig és munkatársai továbbá 

leírták, hogy a ceh-13 funkciója esszenciális az embrionális fejlıdéshez (1997). ceh-13(-) null 

mutánsok 3%-a azonban képes túlélni és szaporodóképes felnıtt egyedekké fejlıdni. Ez felveti 

annak a lehetıségét, hogy más HOX fehérjék képesek helyettesíteni a hiányzó CEH-13 

funkcióját. 

Vizsgálataim során annak a tanulmányozását tőztem ki célul, hogy a lin-39 és mab-

5 gének hiperaktivitása, illetve az általuk kódolt fehérjék mennyiségének növelése a 

szervezetben képes-e szupresszálni a ceh-13(-) mutánsok embrionális és lárvális 

életképtelenségét, valamint fejlıdési, morfológiai rendellenességeit. Terveim közé tartozott 

annak a vizsgálata is, hogy tapasztalható-e genetikai interakció a felsorolt 3 Hox gén 

között az embrionális fejlıdés során. 

 

 

2.3. A ceh-13 anterior Hox gén funkciójának vizsgálata a sejtvándorlás és a sejtfúzió 

szabályozásában 

 

A ceh-13 egyedfejlıdési folyamatokban játszott konkrét szerepe szinte egyáltalán nem 

ismert. Vizsgálataim során egyik célom a ceh-13 funkciójának a tanulmányozása volt olyan 

egyedfejlıdési folyamatokban, amelyek a lin-39 és mab-5 gének által is szabályozottak. A C. 

elegans posztembrionális egyedfejlıdése során ugyanis a ceh-20 vagy unc-62 Hox ko-faktorokat 

kódoló gének mutációja részben a lin-39(-) és mab-5(-) Hox mutánsokéhoz hasonló, részben 

azoktól eltérı fenotípusos elváltozások kialakulását eredményezi. A ceh-20 és unc-62 az 

Exd/Pbx és Hth/Meis, Prep rovar és emlıs Hox kofaktorokat kódoló gének C. elegans 

ortológjai. A ceh-20 vagy unc-62 génmőködés hiánya - a ceh-13 és nob-1 mutációkhoz 

hasonlóan - embrionális vagy lárvális életképtelenséget, valamint morfológiai 

rendellenességeket okoz (Streit és mtsi., 2002; Van Auken és mtsi., 2002; Takács-Vellai és 

mtsi., 2007). A sejtvándorlás és sejtfúzió szabályozásában a ceh-20 és unc-62 a lin-39 és mab-5 

Hox génektıl részben független funkciójú (Liu és Fire, 2000; Yang és mtsi., 2005; Takács-

Vellai és mtsi., 2007). Ez a megfigyelés felveti annak a lehetıségét, hogy a C. elegans HOX 
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kofaktorok önállóan, a HOX fehérjéktıl függetlenül is funkcionálnak az egyedfejlıdés során. 

Alternatív módon elképzelhetı, hogy a lin-39 és mab-5 középsı homológ csoportba tartozó Hox 

géneken kívül más Hox paralógok mőködése – így az anterior ortológ ceh-13-é - is hat a fentebb 

említett posztembrionális fejlıdési folyamatok szabályozásában. Ezt az is alátámasztja, hogy 

emlıs rendszerben jól ismert az anterior homológ csoportokba tartozó Hox géneknek (például a 

HoxB1-nek - a C. elegans ceh-13 gén emlıs ortológja) az idegsejtvándorlás szabályozásában 

játszott szerepe (Studer és mtsi., 1996; van der Akker és mtsi., 2010). 

Kísérleteim során arra a kérdésre kerestem a választ, hogy a C. elegans anterior 

ortológ Hox gén ceh-13 mőködése hat-e a Q leszármazott idegsejtek vándorlására, illetve a 

Pn.p epidermális sejtek fúziójára. Mivel a C. elegans hermafroditákban a Pn.p sejtek 

leszármazottai vesznek részt a párzószerv (vulva) kialakításában, megvizsgáltam azt is, 

hogy a ceh-13 mőködésének a hiánya okoz-e rendellenességet a vulva fejlıdésében. 

 

 

2.4. C. elegans Hox gének rokonságának vizsgálata bioinformatikai módszerekkel 

 

A Hox kluszterek korai evolúciója során egy ısi „ProtoHox” gén tandem duplikációjának 

eredményeként jöhettek létre az anterior és poszterior Hox homológ csoportok ısei. A középsı 

homológ csoportok származása azonban máig kérdéses. A leszármazás során egymással közeli 

rokonságban álló Hox paralógok között gyakran figyelhetı meg részleges funkcionális 

redundancia: minél rövidebb idı telt el a génduplikáció bekövetkezése óta, annál kevesebb idı 

állt rendelkezésre, hogy a keletkezett új gén eltérı feladat ellátására specializálódjon az evolúció 

során. Mivel más kísérleteim során a C. elegans anterior Hox gén ceh-13 és a középsı homológ 

csoportba tartozó Hox paralógok közötti genetikai kölcsönhatásokat és az egyedfejlıdési 

folyamatok szabályozásában megnyilvánuló funkcionális redundanciát vizsgáltam, tudni 

szerettem volna azt is, hogy ezek a gének milyen rokonságban állnak egymással a Hox 

kluszteren belül. 

Munkámban egyik célomként a C. elegans Hox gének szekvenciális hasonlóságának 

vizsgálatát kívántam elvégezni bioinformatikai módszerek segítségével a Hox paralógok 

rokonsági viszonyainak és a Hox kluszter evolúciója során való leszármazásuknak a 

tanulmányozására. 
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2.5. A C. elegans szex-determinációs útvonal szerepe a vulvafejlıdésben 

 

A hermafrodita párzószerv, vulva szöveti differenciációját irányító lin-39 Hox gén 

transzkripciójának a szabályozásában részt vesz a tra-1 gén is, amely a C. elegans szex-

determinációs génkaszkád terminális tagja. A szomatikus szex kialakulását az egyedfejlıdés 

során (adott nemnek megfelelı gonád, párzószervek kifejlıdése) végsı soron a tra-1 aktivitása 

által meghatározott. A TRA-1A fehérje jelen van a vulva prekurzor sejtekben a vulvaindukció 

ideje alatt és szabályozza a lin-39 expresszióját (Hargitai és mtsi., 2009; Szabó és mtsi., 2009). 

Ismert továbbá, hogy a szomatikus sejtsorsok meghatározásában a tra-1 alternatív módon 

funkcionál az azonos családba tartozó tra-4 génnel, amely – mőködésének bizonyos aspektusai 

alapján - a synMuv B génosztályba sorolható (Grote és Conradt, 2006). A különbözı synMuv 

osztályokba tartozó gének szerepet játszanak a vulvafejlıdés szabályozásában is. Az azonban 

ismeretlen, hogy van-e funkcionális kapcsolat a tra-1 és a synMuv gének között. 

Kísérleteim során azt vizsgáltam, hogy kimutatható-e genetikai interakció a tra-1 és 

a vulva fejlıdés szabályozásában szerepet játszó synMuv A, illetve synMuv B géncsoportok 

tagjai között.   
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3. Anyagok és módszerek 

 

 

3.1. Használt törzsek geno- és fenotípusa 

 

Vad típusú C. elegans törzsként a Bristol N2 törzset használtam (Brenner, 1974). 

A munkám során használt mutáns törzseket az alábbi táblázat foglalja össze: 

genotípus Jellemzés Fenotípus 

ceh-13(sw1)III 

 
anterior Hox paralóg, 

transzkripciós faktor 

Embrionális/lárvális 

életképtelenség, abnormális 

morfológia, zömök testalkat, 

lassú fejlıdés, csökkent 

utódszám 

ceh-13(ok737) 

III/hT2[bli-4(e937) let-

?(q782) qIs48] (I;III) 

anterior Hox paralóg, 

transzkripciós faktor 

Vad típus (balanszált rendszer) 

ceh-13(ok737)III 

 
anterior Hox paralóg, 

transzkripciós faktor 

Embrionális/lárvális 

életképtelenség, abnormális 

morfológia, zömök testalkat, 

lassú fejlıdés, csökkent 

utódszám 

mab-5(e1751gf)III 

 
középsı Hox paralóg, 

transzkripciós faktor 

Hím farok abnormalitása 

 

lin-8(n111)II 

 
A osztályba tartozó synMuv gén, 

(a kódolt fehérje nem 

azonosított) 

Vad típus 

lin-15B(n765ts)X 

 
B osztályba tartozó synMuv gén, 

(a kódolt fehérje nem 

azonosított) 

Vad típus 

lin-15A(n765ts)X 

 
A osztályba tartozó synMuv gén, 

(a kódolt fehérje nem 

azonosított) 

Vad típus 

lin-15(n767)X 

 

A osztályba tartozó synMuv gén, 

(a kódolt fehérje nem 

Vad típus 
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azonosított) 

lin-53(n833)I 

 
Nukleoszóma remodelling faktor, 

A osztályba tartozó synMuv gén 

Vad típus 

lin-38(n751)II 

 

A osztályba tartozó synMuv gén, 

(a kódolt fehérje nem 

azonosított) 

Vad típus 

lin-35(n745)I 

 

humán Rb (Retinoblastoma) 

fehérjét kódoló gén ortológja, B 

osztályba tartozó synMuv gén 

Embrionális/lárvális 

életképtelenség, abnormális 

morfológia, lassú fejlıdés, 

csökkent utódszám 

lin-36(n766)III 

 

B osztályba tartozó synMuv gén, 

(a kódolt fehérje nem 

azonosított) 

Vad típus 

dpl-1(n2994)II 

 

humán DB (E2F-típusú) 

nukleáris fehérjét kódoló gén 

ortológja, B osztályba tartozó 

synMuv gén 

Embrionális/lárvális 

életképtelenség (kis penetrancia) 

dpl-1(n3643)II 

 

humán DB (E2F-típusú) 

nukleáris fehérjét kódoló gén 

ortológja, B osztályba tartozó 

synMuv gén 

Embrionális/lárvális 

életképtelenség (kis penetrancia) 

tra-1(e1099)III 

 

humán GLI transzkripciós 

faktorokhoz hasonló „zinc-

finger” fehérjét kódoló gén 

Embrionális/lárvális 

életképtelenség, XX karyotípusú 

állatokat szomatikusan hímekké 

transzformálja 

fem-3(e2006)IV 

 

a kódolt fehérje nem azonosított Steril 

 

 

Transzgénikus törzsek: 

muIs35[MEC-7::GFP;lin-15(+)]V 

dpy-20(e1282)IV; [TAX-4::GFP; dpy-20(+)] 

jcls1[JAM-1::GFP; unc-29(+);rol-6(su1006)] 

swIsl [rol-6(su1006) + ceh-13::gfp] 
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zhls1 [LIN-39::GFP; unc-119(+)] 

muls16[dpy-20(+); MAB-5::GFP] 

Bxls12 [EGL-5::GFP] 

NOB-1::GFP 

PHP-3::GFP 

 

Keresztezéssel létrehozott többszörös mutáns / transzgénikus törzsek:  

lin-8(n111)II; lin-15B(n765ts)X 

lin-53(n833)I; lin-15A(n765ts)X 

ceh-13(sw1)III; lin-8(n111)II; lin-15B(n765ts)X 

ceh-13(ok737)III; lin-8(n111)II; lin-15B(n765ts)X 

ceh-13(sw1)III; lin-53(n833)I; lin-15A(n765ts)X 

ceh-13(sw1)III; mab-5(e1751gf)III 

mab-5(e1751gf)III; muIs35 [MEC-7::GFP; lin-15(+)]V 

mab-5(e1751gf)III; ceh-13(sw1)III; muIs35 [MEC-7::GFP; lin-15(+)]V 

ceh-13(sw1)III; muIs35 [MEC-7::GFP; lin-15(+)]V 

ceh-13(ok737)III; muIs35 [MEC-7::GFP; lin-15(+)]V 

ceh-13(sw1)III; jcls1 [JAM-1::GFP; unc-29(+); rol-6(su1006)] 

ceh-13(sw1)III; mab-5(e1751gf)III; jcls1 [JAM-1::GFP; unc-29(+); rol-6(su1006)] 

ceh-13(sw1)III; zhls1 [LIN-39::GFP; unc-119(+)] 

ceh-13(sw1)III; muls16[dpy-20(+); MAB-5::GFP] 

ceh-13(sw1)III; [TAX-4::GFP; dpy-20(+)] 

lin-15(767)X; dpl-1(n2994)II 

lin-38(n751)II; lin-36(n766)III 

lin-38(n751)II; dpl-1(n3643)II 

lin-8(n111)II; lin-35(n745)I 

lin-8(n111)II; lin-36(n766)III 

lin-38(n751)II; tra-1(e1099)III 

lin-8(n111)II; tra-1(e1099)III 
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3.2. Törzsfenntartás és keresztezés 

 

A C. elegans törzseket laboratóriumi körülmények között 15 és 25°C között, termosztátokban, 

mőanyag Petri lemezekbe öntött NGM agaron, Escherichia coli (OP50-es auxotróf törzs) 

baktériumpázsiton (a továbbiakban NGM lemezen) tartottam fenn (Brenner, 1974). Az állatokat 

egyedileg platina tő segítségével raktam át egyik NGM lemezrıl a másikra. Nagyobb 

mennyiségő állat mozgatását spatula segítségével végeztem megfelelı mérető agardarab 

kivágásával és áthelyezésével. Az általam használt homozigóta mutáns és transzgénikus 

törzseket 1-2 havonta szükséges friss lemezre áthelyezni. 

 

              A C. elegans törzsek keresztezése során egy 5 cm átmérıjő NGM lemezbıl 

eltávolítottam az agar 4/5 részét úgy, hogy a maradék agart baktériumpázsit fedje. Az így kapott 

területre kb. 30 darab fiatal felnıtt hím egyedet (az egyik törzs) és 6-8 darab késıi L4 

lárvastádiumban lévı vagy fiatal felnıtt hermafroditát (másik törzs) helyeztem. Az állatokat 24 

órán keresztül 20°C-on tartottam, majd ezt követıen a hermafroditákat egyesével külön 

lemezekre tettem át (a termoszenzitív allélok esetében a keresztezést permisszív hımérsékleten, 

15°C-on végeztem). Sikeres keresztezés esetén az utódok 50 %-a hím lett. Az F1 nemzedékbıl a 

hermafroditákat L3-L4 lárva állapotban egyesével külön lemezekre raktam szét (meggátolva a 

hímekkel történı keresztezést), majd az F2 nemzedéket szelektáltam a mutáns fenotípusra. 

 

 

3.3. Mikroszkópos vizsgálatok 

 

A fénymikroszkópos vizsgálatokat Olympus BX-51 felsı megvilágítású mikroszkópon 

végeztem. A mikroszkópos képekrıl F-WU II kamera segítségével készítettek fotókat. A minták 

készítése során a vizsgálandó állatokat agarpadra (4%) helyeztem és 0,5 M-os levamizol 

segítségével bénítottam meg ıket. 

 

3.3.1. A Q leszármazott idegsejtek pozíciójának meghatározása 

 

Az AVM (QR.paa) és PVM (QL.paa) érzıneuronok végsı pozícióját vizsgáltam L4 

lárvastádiumú és fiatal felnıtt állatokban (hermafroditákban). A sejtek vizualizálásához egy 

MEC-7::GFP riporter-konstrukciót (neuronmarker) használtam (Hamelin és mtsi., 1992). A 

sejtek relatív helyzetét a férgek hosszához képest határoztam meg. Referenciaként / viszonyítási 
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pontként jól használható a garat, vulva, továbbá a MEC-7::GFP által jelölt ALM és PLM 

neuronok. 

A neuron migrációs és axonnövekedési defektusok vizsgálatához egy TAX-4::GFP 

marker riporterkonstrukciót használtam (Komatsu és mtsi., 1996). 

 

3.3.2. Pn.p epidermális sejtek sorsának vizsgálata 

 

A hipodermisszel az L1 lárvastádium végén nem fuzionáló Pn.p sejtek számának és 

mintázatának meghatározását L2 / korai L3 lárvákban végeztem. A fuzionálatlan sejteket az 

epidermális sejtek apikális membránját jelölı JAM-1::GFP riporter rendszer segítségével 

határoztam meg (Mohler és mtsi., 1998). 

 

 

3.4. Fenotípus elemzés, mutáns menekítési vizsgálatok 

 

A fenotípus elemzések, RNSi és mutáns menekítési vizsgálatok során (embrionális-lárvális 

letalitás - túlélés tesztelése) az elemzéshez a vad típusnál három, a vizsgált mutáns törzsek 

esetében 15 darab L4 lárvastádiumban lévı hermafroditát raktam szét egyesével külön 

lemezekre és az utódaikat számoltam. A vizsgálatokat 20 és 25ºC-on végeztem. A 

megfigyeléseket minimum három független párhuzamos ismétléssel végeztem, valamint a 

kísérletsorokat idıbeli eltolással is ismételtem. 

 

 

3.5. Transzgénikus törzsek létrehozása 

 

NOB-1::GFP 

A nob-1 gén csaknem teljes kódoló régióját (az utolsó kodon kivételével) és egy 10 kb upstream 

szabályozó promóterrégiót tartalmazó 15 kb hosszú genomi fragmentet PCR segítségével 

felsokszoroztam. A PCR-hez használt primerek a következık voltak: forward 5’-aac tga gaa cca 

atg cat tgg ctc cta cgg ggt tct gg-3’, illetve reverse 5’-cgg gat ccc ggt tga tca atc gct cga tgc-3’. 

A kapott fragmenteket PstI és BamHI restrikciós enzimekkel való emésztést követıen pPD95.75 

expressziós vektorba klónoztam. A konstrukció mikroinjektálásával transzgénikus törzset 

hoztam létre. A transzformáláshoz a rol-6(su1006) ko-transzformációs vektort használtam. Az 

extrakromoszomális transzgént UV besugárzás segítségével integráltam (random integrációt 
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eredményez), majd a kapott integráns transzgénikus törzset vad típussal 8-szor 

visszakereszteztem (izogenizálás). 

 

PHP-3::GFP 

A php-3 gént kódoló régiót genomi PCR segítségével sokszoroztam fel. A PCR-hez használt 

primerek: forward 5’-tgt ttc tca aaa acg gat gg-3’, illetve reverse 5’-cgg gat ccc gcg tag gca gtt 

gtg cag ctc ttg tc-3’. A kapott PCR fragmenteket MluI és BamHI enzimekkel való emésztés után 

a NOB-1::GFP-t hordozó vektorba klónoztam (a nob-1 és a php-3 gének egymás mellett 

helyezkednek el a kromoszómán és a transzkripcionális szabályozásuk azonos promóterrégióval 

történik). A konstrukció transzformálása és a transzgénikus törzs létrehozása a NOB-1::GFP-t 

hordozó törzsnél leírtakhoz hasonlóan történt. 

 

 

3.6. RNS interferencia 

 

A csendesíteni kívánt gének mRNS-érıl 800-1000 bázispár mérető, más C. elegans gének 

szekvenciáival homológiát nem mutató cDNS szakaszokat sokszoroztam fel reverz transzkiptáz-

alapú PCR (RT-PCR) segítségével. A primerek tervezéséhez az Primer3 

(http://fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www_slow.cgi) internetes portálon elérhetı 

ingyenes programot használtam. A kapott cDNS szakaszokat T-vektorba (Promega), majd RNSi 

vektorba (pPD129.36) klónoztam (Timmons és Fire, 1998). Az ampicillin rezisztenciagént 

hordozó RNSi vektort egy speciális tetraciklin rezisztens HT115 nevő E. coli törzsbe 

transzformáltam. A baktériumokat OD600=0,4-0,6-ig növesztettem, majd induktív (IPTG-t, 

Amp.-t és Tetr.-t tartalmazó) RNSi lemezekre cseppentettem és szobahımérsékleten egy napig 

növesztettem (Kamath és mtsi., 2001; Timmons és mtsi., 2001). A baktérium sejtek az IPTG 

hatására átírják a célgénekre specifikus duplaszálú (ds) RNS szakaszokat, amelyek a férgekbe 

kerülve (’etetéses’ RNSi) a megfelelı endogén mRNS-k degradációját, illetve transzlációjuk 

gátlását eredményezik. A vizsgálathoz 3-10 darab (a vizsgálat törzs fenotípusától és az állatok 

túlélési képességétıl / a túlélési valószínőségtıl függıen) L3 lárvát helyeztem az RNSi 

lemezekre és az F1/F2 generációkat vizsgáltam. Az RNSi vizsgálatokat 25°C-on végeztem. A 

kísérletek során mindig teszteltem vad típusú (N2) törzzsel mind az RNSi vektort nem hordozó 

vs hordozó törzseket, továbbá adott specifikus kontrollokat is használtam. A vizsgálatokat 

minimum három független párhuzamos ismétléssel végeztem el, valamint a kísérletsorokat 

idıbeli eltolással is ismételtem. 
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Az RNSi konstrukciók készítéséhez (RT-PCR) használt primerek: 

ceh-13(RNSi): 

Forward: 5’-tga gct cca ctg aat gtt atg g-3’ 

Reverse: 5’-atg acg atg tcg gtg agt tg-3’ 

lin-39(RNSi): 

Forward: 5’-cat caa cat cac cgt cat cc-3’ 

Reverse: 5’-cat cat cgg agg tgt cat tg-3’ 

ceh-13 ok737 allél szekvenáló / genomi PCR-hez / ’single worm’ PCR-hez használt primerek: 

Forward: 5’-tga gct cca ctg aat gtt atg g-3’ 

Reverse: 5’-tat gac gaa ccg gtc ttt cc-3’ 

tra-1(RNSi): 

Forward: 5’-cta gct agc tag aca atc cgg agc atc tca ag-3’ 

Reverse: 5’-ggg gta ccc ctg atg atg ttg agc cag agc-3’ 

fem-3(RNSi): 

Forward: 5’-tcc ggg ttc aga tga tg tag-3’ 

Reverse: 5’-tca acc ggc gaa att tgt aac-3’ 

 

 

3.7. Statisztikai módszerek 

 

3.7.1. A Q leszármazott sejtek pozíció-változásainak vizsgálata 

 

A vizsgált Q leszármazott neuronok helyzetének az elemzéséhez és a kapott statisztikai eloszlás 

grafikus ábrázolásához a MatLab sotfware-t használtam. 

  

3.7.2. Vulva fenotípusok elemzése 

 

A vulva fenotípusok statisztikus analízisét és összehasonlítását (független t-teszt) az SPSS 14.0 

software segítségével végeztem. Az adatok győjtése során fiatal felnıtt hermafroditákban (a 4.5. 

fejezetben leírt kísérleteknél interszex állatokban és XX/X0 hímekben is) számoltam a vulvák, 

illetve a (vulva prekurzor sejtek aberráns osztódásának és differenciálódásának 

következményeként létrejövı) vulva-eredető képzıdmények számát.  
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3.8. Filogenetikai elemzés 

 

A C. elegans HOX fehérjék (aminosav szekvenciák: SwissProt) hasonlóságának a vizsgálatához 

a ClustalW software-t használtam (EBI: European Bioinformatics Institute honlapjáról 

ingyenesen letölhetı és használható programcsomag). 

A nukleotid szekvenciák illesztése és a rokonsági / leszármazási viszonyokat ábrázoló 

filogram készítése (filogenetikai távolságok kiszámolása és megjelenítése) az ún. Bayes 

filogenetikai módszer alapján, a MrBayes v3.1.2. software segítségével történt. (AC kódok: ceh-

13: NM_066254; lin-39: L19248; mab-5: AF277990; egl-5: L19247; nob-1: AF172090; php-3: 

AF172092) 
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4. Eredmények 

 

 

4.1. A C. elegans Hox mutáns fenotípusok és Hox expressziós mintázatok összehasonlító 

elemzése 

 

A ceh-13 gén az anterior Hox ortológok képviselıje C. elegans-ban. Drosophila ortológja a 

labial, legközelebbi emlıs ortológja a HoxB1 (Schaller és mtsi., 1990; Wittmann és mtsi., 1997; 

Brunschwig és mtsi., 1999), amelyek a kolinearitás szabályának megfelelıen anterior 

testrészeken expresszálódnak és funkcionálnak; ezen a géneknek a funkcióvesztéses mutációi 

jellemzıen az anterior testtájakon okoznak fejlıdési rendellenességeket (McGinnis és Krumlauf, 

1992; Iimura és Pourquie, 2007). 

A fonálféreg C. elegans-ban a ceh-13 mőködésének hiánya nem csupán az anterior 

testtájak fejlıdési rendellenességét idézi elı, hanem magas penetranciájú (97%) 

életképtelenséget eredményez: a mutánsok közel fele embrióként, másik fele L1 lárvaként 

pusztul el (Brunschwig és mtsi., 1999). Érdekes módon a populációban elıfordulnak túlélı, ún. 

escaper egyedek, amelyek az embriogenezis és életképesség szempontjából esszenciális ceh-13 

aktivitás hiányában is képesek fertilis felnıtt egyedekké kifejlıdni. Ismert továbbá, hogy a ceh-

13 expressziója embrionálisan – a kolinearitás szabályától eltérıen - a test csaknem teljes 

hosszára kiterjed és átfed a szomszédos Hox paralógok expressziós doménjával (Brunschwig és 

mtsi., 1999). Mindezek a megfigyelések felvetik annak a lehetıségét, hogy genetikai 

kölcsönhatás állhat fenn a ceh-13 és a C. elegans Hox kluszter más tagjai között. A ceh-13 más 

Hox paralógokkal való kapcsolatának vizsgálata céljából elemzést végeztem a C. elegans Hox 

mutáns fenotípusok, valamint a Hox expressziós mintázatok összehasonlítására. 

 

 

4.1.1. A ceh-13 ok737 alléljának jellemzése  

 

A ceh-13 egyedfejlıdési funkciójának tanulmányozásához két funkcióvesztéses allélt 

használtam. Munkám kezdetekor az sw1 allélt hordozó ceh-13 mutáns törzs állt csak a 

rendelkezésemre. Az sw1-rıl kimutatták, hogy funkcionálisan egy genetikai null allélnak 

tekinthetı (Brunschwig és mtsi., 1999). Késıbb a ceh-13-nak egy másik – a C. elegans Gene 

Knockout Consortium által elıállított - mutáns allélját (ok737) balanszált rendszerben hordozó 
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törzset (VC509) is sikerült beszereznünk. Ebbıl a rendszerbıl izoláltam a homozigóta ceh-

13(ok737) mutáns törzset. Mivel az ok737 mutációnak a gén mőködését befolyásoló hatásáról 

semmiféle információ nem állt rendelkezésre, vizsgálatokat végeztem a mutáció molekuláris 

természetének a meghatározására. A mutáns allél megszekvenálásával kimutattam, hogy az 

ok737 egy deléciós allél, amelybıl hiányzik a ceh-13 gén elsı exonjának és elsı intronjának 

nagy része (16. ábra). Ez a deléció a leolvasási keret eltolódását eredményezi (frame-shift), ami 

26 bázispárral a deléciós töréspont után egy korai stop kodon kialakulásához vezet. Brunschwig 

és munkatársai korábban az sw1 allél esetében igazolták, hogy a ceh-13 elsı exonja önmagában 

nem elégséges a géntermék létrehozásához: Southern-blot analízissel nem tudtak átíródott ceh-

13 mRNS-t kimutatni (Brunschwig és mtsi., 1999). Ezen információ alapján azt feltételeztem, 

hogy az ok737 szintén egy genetikai null allélnak tekinthetı. 

  

 
16. ábra. A ceh-13(ok737) allél molekuláris szerkezete. A bal oldali panelen a sötét négyzetek az exonokat, a 

közöttük lévı vonalak pedig az intronokat jelölik. A szaggatott vonal az ok737 deléció kiterjedését mutatja. A 

számok a deléció kezdeti és végpontját adják meg bázispárokban az ATG transzlációs startkodonhoz helyzetéhez 

képest. A nyilak a PCR-hez használt primerek helyét jelölik. A jobb oldali panelen egy vad típusú (+/+), egy ceh-13 

heterozigóta (+/ok737) és egy homozigóta ceh-13(ok737/ok737) mutáns féreg genomjából PRC segítségével 

felsokszorozott ceh-13 gént kódoló DNS-szekvenciarészlet látható, 1%-os agaróz gélen megfuttatva és etídium-

bromiddal megfestve (UV megvilágítás alatt). 

 

Az ok737 mutáció fenotípusos elemzését is elvégeztem. E során azt tapasztaltam, hogy a 

homozigóta ceh-13(ok737) mutáns állatok súlyos fejlıdései és morfológiai rendellenességeket 

mutatnak, ami embrionális és korai lárvális életképtelenséggel párosul. A mutánsok 96%-a 

embrióként, illetve korai lárvastádiumokban (L1-L2) megrekedve pusztult el (1. táblázat). 
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1. táblázat. ceh-13(-) mutánsok életképessége. A táblázat a ceh-13(-) mutánsok túlélési százalékokos túlélését 

mutatja embrionális és korai lárvális egyedfejlıdési stádiumokban. Kontrollként a vad típus túlélése látható. 

Egyedszám (Na): vad típusnál 3 db, ceh-13(-) törzseknál 15 mama utódai. Lárvális életképtelenségb: a lárvák 

túlnyomórészt L1-L2 lárvastádiumokban rekednek meg, kevés egyed éri el az L3-L4 egyedfejlıdési stádiumot. A 

„*”-gal jelölt adatok a ceh-13(sw1) mutáns törzs eredeti leírásából származnak (Brunschwig és mtsi., 1999). „c”: 9 

hermafroditának az utódai, pontos egyedszám nem közölt az eredeti cikkben. Az elemzés 25ºC-on készült. 

 

Az elpusztult embriók és lárvák súlyos abnormális morfológiával rendelkeztek. A túlélı 

(kifejlıdı) felnıtt mutánsok kevésbé súlyos morfológiai deformitásokat mutattak, - a vad 

típushoz képest fertilitásuk csökkent, testméretük kisebb, mozgásuk lassabb volt, mint a normál 

állatoké, valamint hosszabb kifejlıdési idı jellemezte ıket. A ceh-13(ok737) mutánsokon 

megfigyelhetı egyedfejlıdési és morfológiai rendellenességek csaknem teljesen megegyeztek a 

ceh-13(sw1) mutánsok által mutatott fenotípusos jegyekkel (Brunschwig és mtsi., 1999). Ez 

szintén azt a feltételezést támasztja alá, hogy az ok737 a ceh-13 egy genetikai null mutációjának 

tekinthetı. 

 

 

4.1.2. A pleiotróp Ceh-13(-) fenotípus elemzése és összevetése más C. elegans Hox mutáns 

fenotípusokkal 

 

A ceh-13(-) mutánsok fenotípusos elemzése során azt tapasztaltam, hogy a vizsgált egyedekben 

a test elülsı régiójának morfológiai deformitása mellett a középsı és hátsó testtájakon is 

megfigyelhetık fejlıdési rendellenességek. A fejlıdésben megrekedt ceh-13(-) embriók és korai 

L1 lárvák 70-80%-a súlyos, a poszterior testtájat is érintı morfológiai rendellenességeket 

mutattak, amely emlékeztetett a poszterior Hox paralóg, nob-1 inaktiválása által okozott mutáns 

fenotípusra (17. ábra, 2. táblázat). A túlélı és felnıtté kifejlıdı ceh-13(-) escaperek 7%-a 

szintén morfológiai deformitásokat mutatott a test hátsó régiójában (17. ábra). Ezekben a 
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mutáns állatokban – bár kis penetranciával - a középsı testtájon is elıfordultak fejlıdési 

rendellenességek. A ceh-13(-) mutáns hermafroditákban különbözı vulva fenotípusokat 

figyeltem meg: a vulva hiányos (Vul), kiforduló vulva (Pvl) és több vulva (Muv) fenotípusokat. 

A ceh-13(-) mutánsokra szintén jellemzı volt az embrió lerakás képtelenség (egg laying 

defective, Egl): ezt a fenotípust feltehetıen a vulvaszövet felépítésének az abnormalitása, vagy 

alternatívaként a vulva izomzatának rendellenes beidegzése okozhatta. Ezek a mutáns 

fenotípusok hasonlítanak a lin-39 középsı homológ és egl-5 poszterior homológ Hox gének 

mutációi által okozott fenotípusos jegyekre: a lin-39(-) null mutánsoknak nincs vulvájuk (Vul), 

míg a hipomorf allélok esetében kis penetranciával Muv fenotípus is megjelenhet, az egl-5 gén 

mutációja pedig 100%-os penetranciájú Egl fenotípust eredményez (Ferreira és mtsi., 1999; 

Takács-Vellai és mtsi., 2007). A ceh-13(-) mutáns hímek esetében megfigyelhetı volt a hím 

párzószerv mőködésének a rendellenessége is, ami emlékeztet a mab-5 mutációs inaktiválása 

által okozott Mab fenotípusra (Chow és Emmons, 1994; Stoyanov és mtsi., 2003). A megfigyelt 

mutáns fenotípus azonban feltehetıen eltérı fejlıdési rendellenességekre vezethetı vissza a ceh-

13(-), mint a mab(-) deficiens hímek esetében (2. táblázat). 
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17. ábra. A pleiotróp Ceh-13(-) fenotípus. (A) Az L1 lárvastádiumban megrekedı ceh-13(-) mutánsok abnormális 

morfológiája (a-b). Az L2 lárvastádiumba továbbfejlıdı lárvák az elülsı testrészeken mutatnak morfológiai 

rendellenességeket (c-e panelek), de esetenként a középsı és hátsó testtájakon is elıfordulnak deformitások (d-e). 

(B) Az L3-L4 stádiumú lárvákon, illetve kifejlett állatokon megfigyelhetı fejlıdési rendellenességek a test feji (a-e) 

és farki régiójában (c-e). A morfológiai defektusok sárga nyilakkal jelölve a képeken. A fotók Nomarski optikával 

készültek. 
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2. táblázat. A pleiotróp Ceh-13(-) fenotípus különbözı aspektusainak összevetése más C. elegans Hox(-) 

mutáns fenotípusokkal. A táblázat bal oldalán a ceh-13(-) mutánsok fenotípusos jegyei vannak felsorolva. N=400. 

’a’: a táblázatban megadott adat a poszterior morfológiai defektusokat mutató túlélı, felnıtt egyedek (escaperek) 

arányát adja meg. Embrióként vagy korai lárvastádiumban elpusztuló mutánsok nagy részénél a test egészének a 

morfológiája (mind az anterior, mind a poszterior régió) abnormális. ’*’: ref.: Stoyanov és mtsi., 2003. A táblázat 

jobb oldalán a C. elegans Hox kluszter azon tagjai vannak feltüntetve, amelyek mutációs inaktiválása a Ceh-13(-) 

fenotípus különbözı aspektusaival megegyezı mutáns fenotípust eredményez. ’**’: lin-39(-) hipomorf allélok 

esetében megfigyelt Muv fenotípus; ref.: Takács-Vellai és mtsi., 2007. 

 

 

4.1.3. A C. elegans Hox gének embrionális és lárvális expressziójának összehasonlítása 

 

A C. elegans Hox gének expressziójának tanulmányozásához és összehasonlításához, az egyes 

Hox génekre specifikus transzlációs fúziós (funkcionális) GFP riportergén-konstrukciókat 

használtam. A ceh-13::gfp, LIN-39::GFP, MAB-5::GFP és EGL-5::GFP konstrukciókat 

hordozó transzgénikus törzsek egy részéhez Dr Vellai Tibor, Prof. Alex Hajnal, Prof. Cynthia 

Kenyon és Henrique B. Ferreira segítségével jutottam hozzá. A poszterior Hox paralóg nob-1 és 

php-3 gének esetében magam készítettem transzlációs fúziós GFP konstrukciókat. Korai 

egyedfejlıdési stádiumokban (ún. comma stage embrió és L1 stádiumú lárva) vizsgáltam az 

egyes Hox gének expressziós mintázatát. 
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comma állapotú embriókban és L1 stádiumú lárvákban jól látszik, hogy a C. elegans Hox 

kluszter tagjai a genomi pozíciójuknak megfelelı sorrendben, egymást követı doménokban 

expresszálódnak a test hossztengelye mentén (18. ábra). A lin-39 gén a középsı testtájon 

expresszálódik, doménja mind embrionális, mind korai (L1-L2) lárvastádiumokban széles 

kiterjedést mutat. Az állatok testének középsı-poszterior részén mab-5 expresszió figyelhetı 

meg, amely részleges átfedést mutat a szomszédos lin-39 doménjának poszterior régiójával. Az 

egl-5, nob-1 és php-3 gének a poszterior testtájon, fıleg a farokban expresszálódnak (18. ábra). 

Az anterior homológ ceh-13 gén expressziója – a kluszter többi tagjától eltérı múdon – a test 

csaknem teljes hosszára kiterjed. comma állapotú embriókban a ceh-13 expressziója átfed a 

kluszter összes többi tagjának - beleértve az egl-5, nob-1 és php-3 poszterior Hox paralógokat is 

– az expressziós doménjával (18.A ábra). Jóllehet ez az expresszió erıteljesebb (több sejtben) a 

test anterior és középsı régiójában. Korai (L1-L2) lárvastádiumokban az expressziós 

mintázatokban való átfedés legjellemzıbben a ceh-13 és a középsı homológ Hox paralógok (lin-

39 és mab-5) viszonylatában figyelhetı meg (18.B ábra). A kluszter többi tagjánál az egymást 

követı expressziós doménok poszterior-anterior határainál tapasztalható részleges - kis mértékő 

– átfedés. 
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18. ábra. A C. elegans Hox gének expressziós mintázata. HOX::GFP riporter-konstrukciók expressziós mintázata 

embrionális (A) és L1 lárvastádiumokban (B). A: anterior, P: poszterior; a sárga pöttyök a bél autofluorescens 

granulumait jelölik. 

 

A ceh-13, lin-39 és mab-5 expressziós doménok sorrendje, illetve egymással való 

átfedése jól megfigyelhetı olyan sejttípusokban, amelyek az állatok testének az egész hosszában 

megtalálhatóak. Ilyenek például a V sejtek és a belılük leszármazó epidermális varrat- (seam) 

sejtek láncolata, valamint a P ektodermális prekurzor sejtek és leszármazottaik (a Pn.p 

epidermális és Pn.a neuronális sejtvonalak prekurzorai). A Pn.a neuroblasztok leszármazottai 

alkotják a hasdúclánc (ventral nerve cord) neuronjait a kifejlett egyedekben. A hasdúclánc 

idegsejtjeiben mind a ceh-13, mind a lin-39 expresszálódik. A farokhoz közel található 

poszterior neuronokban pedig MAB-5::GFP expresszió figyelhetı meg (19. ábra). Ez az 

expresszió kifejlett korban is hosszú ideig megmarad, nem korlátozódik kizárólag korai 

egyedfejlıdési stádiumokra. 
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19. ábra. A ceh-13, lin-39 és mab-5 expressziója L1 és L2 stádiumú lárvákban. Egyes, az állatok testének az 

egész hosszában elıforduló bizonyos sejttípusokban a ceh-13, lin-39 és mab-5 gének részben egymást követı, 

részben egymással átfedı doménokban expresszálódnak. Ilyen sejttípusok (A) a P ektodermális prekurzor sejtek a 

korai L1 stádiumú lárvákban (a bal oldali és középsı paneleken a sárga nyíllal mutatott középen látható egyenes 

sejtsor, a jobb oldali panelen a sárga nyíl által mutatott ventrálisan elhelyezkedı sejtek) vagy (B) a Pn.a neuronális 

prekurzor sejtek és az ezekbıl leszármazó, a hasdúcláncot alkotó idegsejtek késıbbi egyedfejlıdési stádiumokban 

(a sárga nyilakkal jelölt egyenes sejtsorok). A három gén közötti összehasonlításban jól látszik, hogy a ceh-13 és a 

lin-39 expressziója nagy mértékő átfedést mutat e sejttípusokban és kevésbé fednek át a mab-5 doménjával. 

 

A hasdúclánc neuronjainak a példája jól mutatja, hogy a ceh-13 expressziója nem 

korlátozódik az anterior testtájra. ceh-13::gfp expresszió még a fejlıdı és kifejlett hím egyedek 

farki neuronjaiban is megfigyelhetı (20. ábra) (Stoyanov és mtsi., 2003).  

 

 
20. ábra. ceh-13::gfp expresszió a poszterior testtájon. (A) Egy kifejlett, vad típusú háttérben ceh-13::gfp 

riporter-konstrukciót hordozó transzgénikus hím egyed farki régiójának Nomarski optikával készült fotója. (B) UV 

megvilágítás alatt ceh-13::gfp pozitív idegsejtek (sárga nyilakkal jelölve) figyelhetık meg ebben az állatban.  
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Az expressziós analízis eredménye azt igazolta, hogy térben és idıben leginkább a 

középsı Hox paralóg csoportba tartozó lin-39 és mab-5 géneknek expressziós doménja (a mab-

5-é kisebb részben) fed át a ceh-13 doménjával. További munkám során e három génre (C. 

elegans Hox kluszter elsı három tagjára) összpontosítottam. 

 

 

4.2. A ceh-13, lin-39 és mab-5 gének genetikai kölcsönhatásainak a tanulmányozása 

 

4.2.1. A ceh-13(-)lin-39(-) és  ceh-13(-)lin-39(-) kettıs mutánsok szintetikus fenotípusa  

 

A ceh-13 funkcióvesztéses mutációk súlyos egyedfejlıdési és morfológiai rendellenességeket 

okoznak. A lin-39(n1760) és a mab-5(e1239) mutáns állatok azonban fertilis felnıttekké 

fejlıdnek. E gének inaktiválása a mutáns egyedek túlélését, növekedésének ütemét és 

szaporodóképességét nem befolyásolja, ellenben a párzószervek abnormális mőködését 

eredményezi. A felsorolt mutáns fenotípusok miatt viszonylag nehéz volt a vizsgált mutáns 

törzsek keresztezése. Ezért RNSi konstrukciókat terveztem a ceh-13 és lin-39 gének 

funkciójának a csökkentésére. Az általam elıállított Hox RNSi-k mőködését vad típusú 

állatokkal teszteltem. A kontroll kísérletekben a ceh-13, illetve lin-39 RNSi-vel kezelt 

hermafroditák F1 utódai ceh-13-, illetve lin-39-specifikus mutáns fenotípust mutattak. A 

fenokópiák kis penetranciával [az F1 generáció 9% [ceh-13(RNSi)], illetve 17%-ban [lin-

13(RNSi)] nyilvánultak meg (a Hox mutáns és Hox RNSi kezelés által okozott fenotípusokat a 3. 

táblázat foglalja össze). lin-39(n1760) genetikai null mutáns állatokban a ceh-13 RNSi kezelés 

drasztikus morfológiai elváltozásokat és 100%-os embrionális életképtelenséget eredményezett 

a kezelt állatok F1 utódnemzedékében (3. táblázat, 21. ábra). Hasonló hatást váltott ki a lin-39 

(RNSi) kezelés ceh-13(sw1) mutáns állatokban (3. táblázat, 21. ábra). A ceh-13(RNSi)-vel 

kezelt mab-5(e1239) mutánsok F1 utódai között szintén nagymértékő (94%-os) embrionális 

életképtelenséget tapasztaltam (3. táblázat). 
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3. táblázat. Hox deficiens és Hox RNSi kezelés hatására létrejövı szintetikus fenotípusok. A ceh-13(sw1) 

mutáció 97%-os embrionális vagy korai lárvális életképtelenséget okoz. A túlélı és kifejlıdı ceh-13(-) mutáns 

egyedeken fıleg az anterior (ritkán poszterior) testtájakon morfológiai rendellenességek figyelhetık meg. A lin-39 

és mab-5 gének inaktiválása jellemzıen 100%-os penetranciájú ivar-specifikus egyedfejlıdési defektusokat 

eredményez. ceh-13(RNSi) és lin-39(RNSi) állatokban kis penetranciájú fenokópia tapasztalható. A ceh-13 

inaktiválása (RNSi) lin-39(-) vagy mab-5(-) mutáns állatokban, illetve a lin-39 inaktiválása (RNSi) ceh-13(-) 

mutánsokban teljes penetranciájú embrionális életképtelenséget okoz. Vizsgált egyedszám: Hox mutánsok N≥200; 

RNSi: egy RNSi kezelés esetében 15 db hermafrodita F1 udódait vizsgáltam, a kísérleteket több független 

ismétléssel végeztem. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 54 

 

 

21. ábra. A ceh-13 és lin-39 együttes inaktiválása által okozott szintetikus fenotípusok. (A) A bal felsı panelen 

egy vad típusú hermafrodita csíravonalának egy része látható. A megtermékenyített petesejteket a mama lerakja.  

ceh-13(sw1) és lin-39(n1760) mutánsok, valamint ceh-13(RNSi) és lin-39(RNSi) állatokban az embriók 

felhalmozódnak a mama testében, de nagyrészt normális morfológiát mutatnak. A ceh-13 és lin-39 egyidejő 

inaktiválása [lin-39(RNSi);ceh-13(sw1) és ceh-13(RNSi);lin-39(n1760) állatok] az F1 utódnemzedék teljes 

életképtelenségét eredményezi; a hermafroditák testében látható embriókon és L1 stádiumú lárvákon drasztikus 

morfológiai elváltozások, egyedfejlıdési rendellenességek figyelhetık meg. 
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4.2.2. A ceh-13 mutánsok életképtelensége és morfológiai abnormalitása szupresszálható 

hiperaktív lin-39 és mab-5 funkciókkal 

 

A 4.1.3. fejezetben használt funkcionális LIN-39::GFP, illetve MAB-5::GFP konstrukciókat 

hordozó transzgénikus törzseket kereszteztem össze ceh-13(sw1) mutáns állatokkal. Az így 

létrehozott törzsek a lin-39, illetve a mab-5 gének extra kópiáit hordozzák ceh-13(-) mutáns 

háttérben. Rendelkezésemre állt továbbá egy mab-5 - a gén spontán megkettızıdésével 

keletkezett - funkciónyeréses mutációt (e1751gf) hordozó homozigóta mutáns törzs (Alper és 

Kenyon, 1992). Az e1751gf mutációról Kenyon és munkatársai kimutatták, hogy a mab-5 

természetes úton történı ’overexpresszióját’ és a róla képzıdı MAB-5 fehérje mennyiségének a 

megnövekedését idézi elı. Az e1751gf allélt hordozó mutánsokat szintén kereszteztem össze 

ceh-13(sw1) mutáns állatokkal, így létrehozva egy mab-5(e1751gf);ceh-13(sw1) kettıs mutáns 

törzset. Az említett törzsekben vizsgáltam az állatok túlélését az egyedfejlıdés különbözı 

stádiumaiban. 25ºC-on azt tapasztaltam, hogy a mab-5(e1751gf) mutáció jelentısen megnövelte 

a túlélı és felnıtté kifejlıdı ceh-13(sw1) mutáns egyedek számát és csökkentette az embrionális 

és lárvális életképtelenséget (4. táblázat). A LIN-39::GFP konstrukció jelenléte az embrionális 

életképtelenséget növelte, míg a lárvális letalitást csökkentette ceh-13(-) mutánsokban (4. 

táblázat). A funkcionális MAB-5::GFP konstrukció nem változtatta meg jelentısen a ceh-

13(sw1) mutáns állatok túlélését (ezért nem tüntettem fel a táblázatokban). 20ºC-on azonos 

tendenciát tapasztaltam az életképesség és túlélés változásában a vizsgált törzsek 

összehasonlítása során (mindössze az alacsonyabb hımérséklet eredményeként a túlélési 

arányok nagyobbak voltak) (4. táblázat).  
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4. táblázat. A mab-5(e1751gf) mutáció és a LIN-39::GFP transzgén hatása a ceh-13 null mutáns állatok 

túlélésére. ceh-13(sw1)  mutánsok mindössze 3-4%-a fejlıdik ki, az állatok nagy része embrióként vagy korai 

lárvaként elpusztul. A mab-5(e1751gf) mutáció, illetve LIN-39::GFP transzgén megnövelte a túlélı ceh-13(-) 

mutáns egyedek számát, és csökkentette az embrionális és lárvális életképtelenséget.  Ez a tendencia 25ºC-on (A 

planel) és 20ºC-on (B panel) egyaránt megfigyelhetı. Érdekes módon, a ceh-13(sw1);LIN-39::GFP genotípusú 

törzs esetében az embrionális életképtelenség növekedett. Egyedszám (Na): mama/utód; az elemzéshez vad típusnál 

3, ceh-13(-) mutáns törzsek esetében 15 L4 lárvastádiumban lévı hermafroditát raktam szét egyesével külön 

lemezekre és az utódaikat számoltam. A kifejlett hermafroditák által lerakott tojások száma nagy szórást mutatott 

(14-113 db). Lárvális életképtelenségb: a lárvák túlnyomórészt L1-L2 lárvastádiumokban rekedtek meg, kevés 

egyed érte el az L3-L4 egyedfejlıdési stádiumot. A „*”-gal jelölt adatok a ceh-13(sw1) mutáns törzs eredeti 
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leírásából származnak (Brunschwig és mtsi., 1999). „c”: 9  hermafrodita utódai, pontos egyedszám nem közölt az 

eredeti cikkben. 

 

ceh-13(-) mutánsokban fıleg az anterior, ritkábban a poszterior testtájakon figyeltem 

meg morfológiai elváltozásokat. Ilyen defektusok a mab-5(e1751gf);ceh-13(sw1) kettıs 

mutánsokban csak mindössze 10%-ban jelentek meg és kizárólag csak az anterior testrészeken. 

A mab-5(e1751gf);ceh-13(sw1) kettıs mutáns állatok fenotípusa sokkal jobban hasonlított a 

mab-5gf egyszeres mutánsokéhoz, mint a ceh-13(-) egyszeres mutánsokéhoz (ez közel vad 

típusú, ezért is nevezhetjük szupressziónak a jelenséget) (22. ábra). A kettıs mutánsok 

növekedésének a sebessége is megegyezett a mab-5(e1751gf) egyszeres mutánsokéval. Ezzel 

ellentétben a ceh-13(-) mutánsok körülbelül hatszor annyi idı alatt fejlıdtek ki, mint a vad 

típusú állatok. 

 
22. ábra. A mab-5(e1751gf) mutáció szuppresszálja (menekíti) a ceh-13(sw1) mutáns állatok morfológiai 

defektusait. A kifejlıdı ceh-13(-) mutánsokban gyakran figyelhetık meg morfológiai deformitások az elülsı, 

ritkábban a középsı és hátsó testtájakon (sárga nyilakkal jelölve). ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutánsokban 

jelentısen csökkent a morfológiai abnormalitások penetranciája. 
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A ceh-13(sw1); LIN-39::GFP genotípusú állatokban a lin-39 gén extra kópiája képes volt 

menekíteni a ceh-13(sw1) mutáns állatok ún. Dpy (dumpy – zömök testalkat) fenotípusát. Ezen 

állatokban elülsı és középsı testtájakon fordultak elı morfológiai deformitások (22. ábra). 

Különösen a fej abnormális fejlıdése gyakori (kinövések) volt gyakori, valamint a középsı 

testtájon a ceh-13(-) mutánsokra jellemzı Pvl fenotípus is számottevı volt (23. ábra). A 

poszterior testtájakon nem tapasztaltam morfológiai elváltozásokat a vizsgált egyedekben. 

 
23. ábra. A lin-39(+) transzgén szuppresszálja a ceh-13(sw1) mutáns lárvák életképtelenségét. A LIN-39::GFP 

konsturkciót hordozó ceh-13(sw1) mutáns állatokban a lin-39 gén extra kópiája menekíti a ceh-13(sw1) egyedek 

által mutatott Dpy (zömök testalkat) fenotípust, az elülsı testtájak  morfológiai abnormalitásait azonban nem 

szuppresszálja (sárga nyilakkal jelölve a B és D paneleken) . 

 

A LIN-39::GFP-t, illetve a MAB-5::GFP-t hordozó transzgénikus ceh-13(sw1) mutáns 

törzsekben megvizsgáltam, hogy tapasztalható-e eltérés a GFP expresszióban a vad típusú 

háttérhez képest. A LIN-39::GFP expresszió nem változott számottevıen a ceh-13 aktivitás 

hiányában. A MAB-5::GFP expresszió azonban jelentısen lecsökkent a ceh-13(sw1) mutáns 

lárvák poszterior régiójában, míg ektopikusan expresszálódott a mutáns lárvák feji-nyaki részein 

(24. ábra). Ez a megfigyelés felveti annak a lehetıségét, hogy a ceh-13 direkt vagy indirekt 

módon szerepet játszik a mab-5 expressziójának a szabályozásában bizonyos sejttípusokban. A 
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C. elegans Hox kluszter más tagjai esetében elıfordul hasonló jelenség: például a mab-5 és egl-5 

gének között cross-regulatory interactions-t írtak le (Ferreira és mtsi., 1999). A Hox gének 

egymás által történı transzkripciós szabályozása nem ismeretlen más organizmusok esetében 

sem. Egereknél bonyolult hierarchikus szabályozási rend figyelhetı meg a Hox kluszterek 

egészét, a klusztereken belüli kisebb egységek, valamint az egyes Hox paralógok 

transzkripcióját illetıen. A gének expressziója függ mind a kluszteren belül elfoglalt 

pozíciójuktól, mind a kluszter többi tagjának a mőködésétıl (Kmita és mtsi., 2000; Iimura és 

Pourquie, 2007). Mivel azonban munkám fı célkitőzése nem a transzkripcionális szabályozás 

mechanizmusának a tanulmányozására irányult, nem folytattam további részletekbe menı 

vizsgálatokat ebben az irányban. 

  

 
24. ábra. mab-5 expresszió vad típusú vs. ceh-13(-) mutáns genetikai háttérben. L1 (A) és L2 lárvastádiumú 

(B) vad típusú lárvákban intenzív MAB-5::GFP expresszió figyelhetı meg a test poszterior részén a 

varratsejtekben, a P ektodermális prekurzor sejtekben és azok leszármazottaiban (Pn.a neuronális sejtvonalak – 

hasdúclánc poszterior része), valamint a farokban található idegsejtek egy részében. ceh-13(sw1) mutáns állatokban 

a GFP expresszió intenzitása csökken, valamint kevesebb sejtben detektálható, mint vad típusban.   

 

 

4.3. A ceh-13 szerepe lin-39 és mab-5 által szabályozott posztembrionális egyedfejlıdési 

folyamatokban 

 

A ceh-13 egyedfejlıdési folyamatokban játszott konkrét szerepe szinte egyáltalán nem ismert. A 

ceh-13 funkciójának, illetve a lin-39 és mab-5 génekkel való kölcsönhatásainak a 

tanulmányozása céljából vizsgáltam a ceh-13 funkcióját olyan egyedfejlıdési folyamatokban, 

amelyek a lin-39 és mab-5 gének által is szabályozottak. E folyamatok során számos esetben 
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leírt, hogy a Hox kofaktor gének inaktiválása részben a lin-39(-) és mab-5(-) mutánsokétól eltérı 

fenotípust okoz. Ez felveti annak a lehetıségét, hogy az említett géneken kívül más Hox 

paralógok mőködése – így például a ceh-13-é – is hatással lehet a vizsgált folyamatok 

szabályozására. 

 

 

4.3.1. A Q leszármazott idegsejtek pozíciója ceh-13(-) mutánsokban 

 

A ceh-13 sejtvándorlásra gyakorolt potenciális hatásának vizsgálatára a Q neuronális sejtvonal 

modellrendszert választottam ki, amelyben jól ismert a középsı paralóg csoportba tartozó Hox 

gének szabályozó szerepe (Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). A Q leszármazott 

idegsejtek pozícióját határoztam meg és hasonlítottam össze vad típusú vs. ceh-13(-) mutáns 

háttérben. A sejtek vizualizálásához egy neuronális sejtsors-markert, a MEC-7::GFP-t, 

használtam, ami egy anterior (QR.paa) és egy posterior sejtet (QL.paa) jelöl a kifejlett 

állatokban megtalálható 6 db Q leszármazott idegsejt közül (Hamelin és mtsi., 1992). 

Vad típusú genetikai háttérben a QR.paa sejt a kifejlett állat testének elülsı részén 

található. ceh-13 mutánsokban a QR.paa idegsejt a vizsgált egyedek mindegyikében a középsı 

testtájon volt látható (25-26. ábrák). Ez a sejt tehát a vad típusban tapasztalthoz képest 

poszteriorabb pozíciót foglalt el (25-26. ábrák). A QL.paa sejt vad típusú állatokban poszterior 

a testrészen található. A ceh-13 mőködésének hiánya a vizsgált mutánsok 22%-ban a QL.paa 

sejt pozíciójának anterior irányba való eltolódását eredményezte (25-26. ábrák). Ezekben az 

állatokban az eredetileg anterior helyzető QR.paa és az eredetileg poszterior helyzető QL.paa 

sejtek hasonlóan a test középsı részén, csaknem egymás mellett helyezkedtek el (25-26. ábrák). 

Az sw1 és ok737 ceh-13 mutációk tehát azonos módon befolyásolták ezen idegsejtek pozícióját. 
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25. ábra. A QR.paa és QL.paa idegsejtek relatív pozíciója vad típusú vs. ceh-13 mutáns állatokban. ceh-

13(sw1) és ceh-13(ok737) homozigóta mutánsokban az anterior QR.paa sejt a vad típusú pozícióhoz képest 

poszteriorabb pozícióban található. A poszterior QL.paa sejt pozíciója ezzel ellentétben anterior irányba tolódik el. 

Az eltérés mindkét esetben szignifikáns. Az ’X’ tengely a vizsgált sejteknek az állatok hosszához viszonyított 

relatív helyzetét ábrázolja: a „0” az állat testének az anterior, a „10” szám a poszterior végét jelöli. Az ’Y’ 

tengelyen a vizsgált sejtek százalékos aránya van megadva. A szaggatott vonal a QR.paa és QL.paa sejteknek vad 

típusú háttérben a legnagyobb valószínőséggel elfoglalt helyét jelöli. 
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26. ábra. A QR.paa (AVM) és QL.paa (PVM) idegsejtek pozíciója vad típusú vs. ceh-13 mutáns fiatal felnıtt 

állatokban. (A) Egy vad típusú állatban a QR.paa (AVM) sejt a test elülsı, a QL.paa (PVM) sejt a test hátulsó 

részén helyezkedik el (az AVM és PVM sejtek sárga nyilakkal és felirattal jelölve). (B-D) ceh-13 null mutáns 

háttérben mindkét sejt az eredeti vad típusú pozíciótól eltérı helyen, a test középsı részén látható. 

 

A ceh-13 gén mőködése nemcsak a Q sejtvonalba tartozó idegsejtek vándorlását 

befolyásolja, hanem más neuronális sejtvonalakba tartozó sejtek helyzetének a meghatározására 

is hatással van. A MEC-7::GFP által jelölt ALM és PLM érzıneuronok helyzetében és 

fejlıdésében szintén változást tapasztaltam ceh-13 mutáns háttérben a vad típushoz képest. Vad 

típusú állatokban az ALM idegsejtek a test elülsı-középsı részén helyezkednek el és hosszú, 

egyenes lefutású axonnal rendelkeznek. A ceh-13(sw1) mutánsok 9%-ban (N=230) az ALM 

sejtek pozíciója anterior irányba tolódott el. A sejtek egészen a fej közelében helyezkedtek el, 

valamint axonjuk megrövidült. A vad típusban poszterior helyzető PLM neuronok helyzetében 

nem tapasztaltam változást ceh-13 deficiens állatokban, azonban a vizsgált mutáns egyedek 3%-

ban (N=175) ezek a sejtek axonnövekedési defektusokat mutattak (27. ábra). 
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27. ábra. A ceh-13 szabályozza az ALM és PLM idegsejtek pozícióját és axonnövekedését. Vad típusú 

állatokban az ALM neuron a test elülsı-középsı, a PLM neuron a test farki régiójában helyezkedik el és hosszú, 

egyenes lefutású axonnal rendelkezik (bal oldali panel). ceh-13(-) mutáns állatok 9%-ban az ALM neruonok a vad 

típusú pozíciójukhoz képest elırébb, a fej közelében található és axonja megrövidült (középsı panel). ceh-13(-) 

mutánsokban a PLM neuronok esetében is megfigyelhetık axonnövekedési rendellenességek (jobb oldali panel). 

(Az ALM és PLM sejtek sárga nyilakkal és felirattal jelölve.) 

 

A TAX-4::GFP neuronális marker fıként feji neuronokat, valamint egy farokban 

található poszterior idegsejtet jelöl vad típusú állatokban (nagyon gyenge expresszió 

detektálható a hasdúclánc poszterior idegsejteiben is) (Komatsu és mtsi., 1996). A vizsgált ceh-

13(-) mutánsok 11%-ban (N=183) TAX-4::GFP-pozitív sejteket figyeltem meg a test olyan 

pontjain, ahol vad típusban egyébként nem láthatóak (28. ábra). 

 

 
28. ábra. TAX-4::GFP által jelölt idegsejtek poziciója vad típusú és ceh-13(-) mutáns genetikai háttérben. 

Egy TAX-4::GFP neuronális marker vad típusú állatokban a garat környéki régióban található neuronokat, illetve 1 

darab farki idegsejtet jelöl (bal oldali panel). A ceh-13 aktivitásának hiányában ektopikus TAX-4::GFP expresszió 

figyelhetı meg (sárga nyíllal jelölve és bekarikázva a középsı és jobb oldali paneleken). 

 

A ceh-13 és a mab-5 gének lehetséges redundáns mőködésének a tanulmányozása során 

azt is megvizsgáltam, hogy a mab-5 funkciónyeréses mutációja befolyásolja-e ceh-13(-) 

mutánsokban a Q leszármazott idegsejtek esetében megfigyelhetı sejtvándorlási defektusokat. 

Vad típusú állatokban a mab-5 gén a test poszterior részén található QL sejtben és 

leszármazottaiban expresszálódik és azok vándorlását szabályozza (Salser és Kenyon, 1993). A 
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mab-5 aktivitás hiányában ezek a sejtek poszterior helyett anterior testtájak felé vándorolnak. 

mab-5(e1751gf) mutáns állatokban a QL leszármazott neuronok helyzete nem változik, ellenben 

a QR leszármazott neuronok anterior helyett poszterior irányba vándorolnak. ceh-13(sw1)mab-

5(e1751gf) kettıs mutánsokban a QL.paa sejtek pozíciója normális (vad típusú) volt, tehát a ceh-

13(-) egyszeres mutánsokkal szemben, a kettıs mutáns állatokban nem tapasztaltam poszterior 

sejtmigrációs defektust. A QR.paa neuronok középsı vagy hátulsó testrészeken helyezkedtek el, 

közel a QL.paa sejtekhez. A megfigyelt fenotípus a mab-5gf egyszeres mutánsok által mutatott 

fenotípushoz hasonlított (29-30. ábrák). 

 

 



 65 

 
29. ábra. A mab-5 funkciónyeréses e1751gf mutációjának hatása a QR.paa és QL.paa idegsejtek pozíciójára 

vad típusú és ceh-13(sw1) mutáns állatokban. A mab-5(e1751gf) mutációja a QL.paa sejt helyzetét nem 

befolyásolja, ellenben a normálisan anterior helyzető QR.paa sejt a poszterior testtájon található. ceh-13(sw1) 

mutáns állatokban a QR.paa idegsejt pozíciója poszterior (100%), a QL.paa sejté pedig anterior irányba (22%) 

tolódott el a vad típusú helyzetükhöz képest. ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutánsokban a QL.paa sejt 

helyzete nem változik, a QR.paa sejt pedig az állatok testének középsı vagy hátsó (poszterior) részén helyezkedik 

el. A változás minden esetben szignifikáns. Az ’X’ tengely a vizsgált sejteknek az állatok hosszához viszonyított 

relatív helyzetét ábrázolja: a „0” az állat testének az anterior, a „10” szám a poszterior végét jelöli. Az ’Y’ 

tengelyen a vizsgált sejtek százalékos aránya van megadva. A szaggatott vonal a QR.paa és QL.paa sejteknek vad 

típusú háttérben a legnagyobb valószínőséggel elfoglalt helyét jelöli. 



 66 

 
30. ábra. A QR.paa (AVM) és QL.paa (PVM) idegsejtek pozíciója vad típusú, ceh-13(sw1) mutáns és mab-

5(e1751gf) mutáns állatokban. (A) Vad típusú felnıtt hermafroditákban a QR.paa sejt a test elülsı, a QL.paa sejt a 

test hátsó részén található. (B) ceh-13(sw1) mutáns felnıttekben mindkét sejt a vad típus pozíciójától eltérı helyen, 

a középsı testtájon helyezkedik el. (C) A mab-5 e1751gf mutációja a QL.paa neuron helyzetét nem befolyásolja, a 

QR.paa sejt pozíciója azonban poszterior irányba tolódik el. (D) ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutánsokban 

az AVM és PVM neuronok az állatok testének poszterior részén láthatóak, hasonló pozícióban, mint a mab-

5(e1751gf) egyszeres mutánsokban. 

 

 

4.3.2. A Pn.p epidermális sejtek fúziós mintázata ceh-13(-) mutánsokban 

 

A ceh-13 posztembrionális egyedfejlıdésre gyakorolt hatásának a további tanulmányozása 

céljából vizsgáltam a ceh-13 szerepét a Pn.p epidermális sejtek sorsának meghatározása során. 

A Pn.p sejtek hipodermisszel való fúzióját az L1 lárvastádium végén a lin-39 és mab-5 Hox 

gének kontrollálják (Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). Ebben a paradigmában néztem 

meg a Pn.p sejtek számának és mintázatának alakulását vad típusú vs. ceh-13(-) genetikai null 

mutáns háttérben. A korai L1 stádiumú lárvák (az embrióburokból való kikelés után) ventrális 
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testfelszínét 12 darab páros sorba rendezıdı ektodermális prekurzor (P1-12) sejt alkotja. E 

sejtekben ceh-13::gfp expressziót figyeltem meg (31. ábra). 

 

 
31. ábra. ceh-13 expresszió P ektodermális prekurzor sejtekben. Vad típusú háttérben a korai L1 stádiumú 

lárvákban ceh-13::gfp expresszió figyelhetı meg az állatok ventrális oldalán sorban elhelyezkedı P ektodermális 

prekurzor sejtekben (a sárga nyíllal jelölt sejtsor).  

 

Az L1 lárvastádium végén a P blasztsejtek osztódnak, amely egy Pn.a neuronális 

prekurzor és egy Pn.p epidermális sejt létrejöttét eredményezi (Sulston és Horvitz, 1977). A 

születésük után rövid idıvel a Pn.p sejtek egy része fuzionál a hipodermális szyncyciummal 

(hyp7). A megmaradó Pn.p sejtek száma és mintázata eltérı a két nemben. A Pn.p sejtek 

sorsának alakulása egy, a fuzionálatlan sejteket jelölı JAM-1::GFP marker segítségével jól 

nyomon követhetı (Mohler és mtsi., 1998). 

Vad típusú hermafroditákban az L1 lárvastádium végén lejátszódó sejtfúziós esemény 

után a középsı helyzető P(3-8).p sejtek maradnak fuzionálatlan állapotban, a többi Pn.p sejt 

fuzionál a hipodermisszel. ceh-13(sw1) mutáns genetikai háttérben változást tapasztaltam a 

fuzionálatlan sejtek számában. A vad típusban megfigyelhetı 6 darab sejt mellett jellemzıen 

további anterior [P(2).p], illetve poszterior [P(9-10).p] sejtek élték túl a fúziós eseményt (32. 

ábra, 5. táblázat). Ezek a sejtek a JAM-1::GFP sejtadhéziót jelölı marker segítségével jól 

detektálhatóak voltak a késıbbi egyedfejlıdési stádiumokban (L2-L4) is. Néhány mutáns 

egyedben az elıbbi megfigyeléssel ellentétben 6 helyett csak 5 darab Pn.p sejt volt látható (33. 

ábra).  
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32. ábra. A Pn.p sejtek fúziós mintázata vad típusú és ceh-13(-) mutáns genetikai háttérben az L1 

lárvastádium végén. Vad típusú hermafroditákban az L1 lárvastádium végén a Pn.p epidermális sejtek egy része 

[P(1-2).p, P(8-11).p] fuzionál a hipodermális szyncyciummal. ceh-13(sw1) mutáns állatokban ezeknek a sejteknek 

egy része nem fuzionál a hipodermisszel. Az üres körök a fuzionáló sejteket jelölik. A szürkével bevonalazott sejtek 

csak a megfigyelt egyedek bizonyos százalékában fuzionálnak. A számok a sorban elhelyezkedı Pn.p sejteket 

jelölik. 

 

 
5. táblázat. A nem fuzionáló Pn.p sejtek %-os aránya az L1 lárvastádium végén vad típusú vs. ceh-13(sw1) 

mutáns genetikai háttérben. Vad típusú hermafroditákban a P(3-8).p sejtek kivételével a Pn.p utódsejtek 

fuzionálnak a hipodermisszel. ceh-13(sw1) mutáns hermafroditákban további anterior, illetve poszterior sejtek 

maradnak fuzionálatlan állapotban. N=200 
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33. ábra. A fuzionálatlan Pn.p sejtek száma és mintázata vad típusú és ceh-13(sw1) mutáns 

hermafroditákban. (A) Vad típusú állatokban 6 darab Pn.p sejt marad meg az L1 végén lejátszódó fúziós esemény 

után (sárga nyilakkal jelölve). Ezek a sejtek az állatok testének középsı részén találhatóak. (B-F) ceh-13 mutáns 

háttérben további fuzionálatlan sejtek figyelhetık meg anterior, illetve poszterior testtájakon. (B-C) Néhány 

egyedben ezzel ellentétben 6 darabnál kevesebb sejt látható. A fuzionálatlan Pn.p sejtek egy JAM-1::GFP marker 

segítségével vizualizáltak. A fotókon a nem fuzionált sejtek sárga nyilakkal vannak jelölve. 

 

A ceh-13 nemcsak a Pn.p epidermális sejtek sorsát befolyásolja. ceh-13(-) mutáns 

állatokban a P ektodermális prekurzor sejtek (Pn.p sejtek ısei) esetében is megfigyelhetık 

sejtfúziós defektusok, valamint a V sejtvonalba tartozó sejttípusoknál (pl. varratsejtek) szintén 

tapasztalhatók ilyen jellegő rendellenességek. A P és V blaszt sejtek az L1 stádiumú lárvákban 

rendezett páros sorokban szabályos mintázatot alkotva helyezkednek el az állatok ventrális, 

illetve dorzális oldalán. ceh-13(-) mutáns háttérben az abnormális morfológiát mutató L1 

stádiumban megrekedt lárvákban mindkét sejttípusba tartozó sejtek szabálytalan alakúak és 

kuszán összenıtt hálózatot alkotnak (34. ábra). Kifejlett vad típusú állatokban a varratsejtek 

egymással láncszerően összekapcsolódnak, és így hosszú, egyenes lefutású sávot alkotnak a test 

két oldalán. A felnıtt kort elérı ceh-13(-) escaper egyedekben megszakítások, mintázat- és 

alakbeli változások voltak megfigyelhetık a varratsejtek láncolatában (33. ábra). 
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34. ábra. ceh-13(sw1) mutánsokban megfigyelhetı sejtfúziós és sejtadhéziós rendellenességek. (A) Bal oldali 

panel: egy vad típusú állatban szabályos alakú, rendezetten elhelyezkedı és egymáshoz kapcsolódó P ektodermális 

prekurzor sejtek láthatók. Középsı és jobb oldali panelek: ceh-13(sw1) mutánsokban ezek a sejtek szabálytalan, 

kusza hálózatot alkotnak. (B) Bal oldali panel: a V sejtvonalból leszármazó varratsejtek vad típusú felnıtt egyedben 

egymással kapcsolódó, egyenes lefutású láncolatot alkotnak. Középsı és jobb oldali panelek: ceh-13(sw1) 

mutánsokban megszakítások vagy éppen beékelıdı szabálytalan alakú sejtek láthatók. A P blaszt és a varratsejteket 

az epidermális sejtek apikális membránját jelölı JAM-1::GFP segítségével vizualizáltam. A sejthatárokat sárga 

nyilak (bal oldali panelek), a ceh-13(-) mutáns genetikai háttérben megfigyelhetı defektusokat sárga karika jelöli 

(középsı és jobb oldali panelek). 

 

A mab-5 középsı paralóg csoportba tartozó Hox gén a középsı-hátsó testtájakon 

található Pn.p epidermális sejtekben expresszálódik (Salser és Kenyon, 1993). Vad típusú hím 

egyedekben a mab-5 részt vesz a Pn.p sejtek hipodermisszel való fúziójának szabályozásában. A 

lin-39 középsı Hox paralóg funkcionális doménjával átfedı régióban a LIN-39 és MAB-5 

fehérjék együttes aktivitása és kölcsönhatása határozza meg a Pn.p sejtek fúziós mintázatát 

(Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). Hermafroditákban a mab-5 aktivitása nem 

befolyásolja a Pn.p sejtek fúzióját. ceh-13(-) mutánsokban a P(3-8).p sejten kívül további 

anterior, illetve poszterior Pn.p sejtek maradtak fuzionálatlan állapotban (lásd feljebb). ceh-

13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutáns hermafroditákban a vad típusra jellemzı Pn.p fúziós 

mintázat volt jellemzı (35-36. ábrák, 6. táblázat). 
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35. ábra. Az L1 lárvastádium végén lejátszódó fúziós esemény után megmaradó Pn.p sejtek számának és 

mintázatának változása ceh-13(sw1) és mab-5(e1751gf) mutáns genetikai háttérben. Vad típusú 

hermafroditákban a 6 darab középsı helyzető Pn.p sejt [P(3-8).p] nem fuzionál a hipodermisszel (fekete körök), 

míg a többi Pn.p sejt fuzionál a hipodermális szyncyciummal (üres körök). ceh-13(sw1) mutáns háttérben további 

anterior, illetve poszterior Pn.p sejtek maradnak fuzionálatlan állapotban. A mab-5(e1751gf) mutánsok a vad típusú 

állatokkal megegyezı fúziós mintázatot mutatnak. ceh-13(sw1);mab-5(e1751gf) kettıs mutánsokban szintén vad 

típusú mintázat figyelhetı meg. A szürkével bevonalazott sejtek a megfigyelt egyedek bizonyos százalékában 

fuzionálnak. A számok a sorban elhelyezkedı Pn.p sejteket jelölik. 

 

 
6. táblázat. A nem fuzionáló Pn.p sejtek %-os aránya az L1 lárvastádium végén vad típusú vs. ceh-13(sw1) és 

mab-5(e1751gf) egyszeres és kettıs mutáns genetikai háttérben. A táblázatban szereplı adatok alapján vad 

típusú hermafroditákban a középsı 6 Pn.p sejt marad fuzionálatlan álapotban. ceh-13(sw1) mutánsokban további 

Pn.p sejtek maradnak fuzionálatlan állapotban. A mab-5(e1751gf) mutáció ezt az ektopikus sejtfúziós defektust 

képes szuppresszálni ceh-13 deficiens genetikai háttérben. A táblázatban az egyes Pn.p sejtek százalékos. A Pn.p 

sejteket számok jelölik. N=200. 
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36. ábra. A Pn.p sejtek fúziós mintázata vad típusú, ceh-13(sw1) és mab-5(e1751gf) egyszeres mutáns, 

valamint ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutáns lárvákban. (A) Vad típusú hermafroditákban 6 darab Pn.p 

sejt [P(3-8).p] marad fuzionálatlan állapotban az L1 lárvastádium végén. (B) A ceh-13 aktivitásának hiánya növeli a 

fuzionálatlan Pn.p sejtek számát. (C) mab-5(e1751gf) egyszeres, valamint (D) ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs 

mutánsokban a vad típussal megegyezı fúziós mintázat látható. A fuzionálatlan Pn.p sejteket egy JAM-1::GFP 

marker jelöli (sárga nyilak). 

 

 

4.3.3. ceh-13(-) mutánsokban megfigyelhetı vulvafejlıdési rendellenességek 

 

A vad típusú C. elegans hermafroditák párzószerve (vulva) a test középsı régiójában található. 

A posztembrionális fejlıdés során a vulvaszövet differenciálódását alapvetıen a lin-39 Hox gén 

és ko-faktoraik szabályozzák (Clandinin és mtsi., 1997). Érdekes módon a ceh-20 és unc-62 Hox 

ko-faktorok inaktiválása részben a lin-39(-) mutánsokéhoz hasonló, részben azoktól eltérı 

mutáns fenotípust eredményez (Yang és mtsi., 2005; Takács-Vellai és mtsi., 2007). Ez felveti 

annak a lehetıségét, hogy (egy) más(ik) Hox paralóg(ok) mőködése is befolyásolja a 

vulvaszövet fejlıdését.  
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ceh-13(-) mutánsok fenotípusos elemzése során azt tapasztaltam, hogy a ceh-13(sw1) és 

ceh-13(ok737) mutánsokban a vulva száma, alakja, szerkezete és mőködése – alacsony 

penetranciával – eltérhet a normálistól (37. ábra). A ceh-13(-) mutánsok vulva fenotípusainak 

részletesebb leírását lásd a 4.2.1. fejezetben. 

  

 
37. ábra. ceh-13(sw1) mutánsok vulva fenotípusai. Kifejlett vad típusú hermafroditákban a vulva a test belseje 

felé nyíló szerv, amelynek a széle minimálisan emelkedik ki az epidermisz síkjából (sárga nyíl). ceh-13(sw1) 

mutáns állatok egy részében abnormális vulva fenotípusok (Puv, Muv) figyelhetık meg (középsı és jobb oldali 

paneleken sárga nyilakkal jelölve). Ezek a vulva struktúrák általában n a test síkjából kifelé türemkednek. 

 

Egy JAM-1::GFP riporter segítségével jól nyomon követhetı a vulvát létrehozó és felépítı 

sejtek osztódása, vándorlása és a vulva szerkezetének kialakulása a szövet differenciálódása 

során. ceh-13(-) mutánsokban a vulvát kialakító sejtek száma és a vulvaszövet mintázata eltérhet 

a normálistól  (38. ábra). 
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38. ábra. Vulva fejlıdési rendellenességek ceh-13(sw1) mutáns állatokban. (A) Egy vad típusú állatban a 

normálisan fejlıdı (szimmetrikus) vulva látható. (B-C) ceh-13(sw1) mutánsokban a vulvát kialakító sejtek 

abnormális, aszimmetrikus mintázatot mutatnak (sárga karikával jelölve). (D) Egy ceh-13(sw1) mutáns egyed, 

amelyben nem fejlıdik vulva (sárgával bekarikázva). A vulvaszövetet felépítı sejteket egy JAM-1::GFP riporter 

rendszer segítségével vizualizáltam. 

 

A vulvafejlıdés kezdeti szakaszában (vulvaindukció) a vulva prekurzor sejtek sorsának a 

meghatározását különbözı jelátviteli útvonalak bonyolult interakciója biztosítja. A 

szignalizációban bekövetkezı zavarok különbözı vulva-defektív fenotípusok (Vul, Muv) 

kialakulásához vezethetnek. A vulvaindukció szabályozásában szerepet játszó útvonalak jeleit a 

lin-39 Hox gén integrálja és koordinálja. A lin-39 inaktiválása Vul fenotípus kialakulását 

eredményezi (Chen és Han, 2001). Ezzel ellentétben a CEH-20 HOX-kofaktor mőködésének a 

hiánya Muv fenotípus kialakulásához vezet, amely még lin-39(-) null mutáns háttérben is 

megfigyelhetı (Yang és mtsi., 2005). Hasonló fenotípus alacsony penetranciával lin-39(-) 

hipomorf mutánsokban is megfigyelhetı (Takács-Vellai és mtsi., 2007). 

Az úgynevezett synthetic Multivulva (synMuv) gének gátolják a vulva indukcióját. E 

gének három egymással redundánsan mőködı (synMuv A, B és C) osztályba sorolhatók. Külön-

külön a synMuv gének funkcióvesztése nem hat a vulvafejlıdésre (vad típusú vulva), míg 
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bármely két synMuv osztályba tartozó gén együttes funkcióvesztése Muv fenotípust 

eredményez. Ezek a kettıs mutáns állatok jellemzıen 3-5 darab jól elkülöníthetı (abnormális 

alakú és szerkezető) vulvával rendelkeznek. A ceh-13(sw1) és ceh-13(ok737) mutációk a 

vulvaszám csökkenését eredményezték synMuvAB mutáns genetikai háttérben (7. táblázat). 

 

 
7. táblázat. A ceh-13 funkcióvesztéses mutációk csökkentik a vulvaszámot synMuvA(-);synMuvB(-) kettıs 

mutáns felnıtt állatokban. A ceh-13(sw1) és ceh-13(ok737) mutációk az átlagos vulvaszám csökkenését 

eredményezik különbözı synMuvA(-);synMuvB(-) kettıs mutáns genetikai háttérben A kísérletekben használt 

gének synMuv osztályokba való besorolása: lin-8:synMuvA; lin-15:synMuvA/synMuvB; lin-53:synMuvB. A változás 

minden esetben szignifikáns. ts: termoszenzitív mutációk, amelyek 25ºC-on (permisszív hımérséklet) nyilvánulnak 

meg, ezért a kísérleteket 25ºC-on végeztem (termoszenzitív allélok hsználatára a hármas mutáns törzsek 

létrehozásához volt szükség). 

 

A vulvaszövet differenciálódása során megvizsgáltam a ceh-13 expresszióját. A használt 

ceh-13::gfp konstrukció nem expresszálódott a vad típusú és synMuv mutáns állatok 

vulvaszövetében. Ezért feltételezhetı, hogy a ceh-13 nem direkt módon játszik szerepet a 

vulvaszövet differenciálódásának szabályozásában. Hatása valószínőleg inkább sejtvonal 

specifikus gének „down-regulációján” vagy például a vulvaindukciót kontrolláló extracelluláris 

szignálok szabályozásán keresztül nyilvánul meg. Alternatív módon a ceh-13 aktív lehet a 

hipodermiszben, amelybıl a synMuv gének vulvaszövetet befolyásoló hatása is érkezik. 
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4.4. A C. elegans Hox gének szekvenciális hasonlóságának tanulmányozása bioinformatikai 

módszerekkel 

 

A C. elegans Hox gének szekvenciális hasonlóságát – rokonságát - bioinformatikai 

módszerekkel vizsgáltam. Ehhez a HOX fehérjék aminosav szekvenciáját hasonlítottam össze 

(39. ábra). A szekvencia-illesztéshez az Európai Bioinformatikai Intézet (EBI: European 

Bioinformatics Institute) honlapjáról ingyen letölthetı és használható nukleotid-, illetve 

proteinszekvenciák összehasonlítására szolgáló (multiple sequence alignment) ClustalW 

programot használtam (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 

 

 

 

39. ábra. C. elegans HOX 

fehérjék aminosav szekvencia 

hasonlósága. A C. elegans HOX 

fehérjék aminosav- szekvenciáit a 

ClustalW program segítségével 

illesztettem. Az ábra 6. sorában a 

folytonos, hiátusok nélküli 

szekvenciarész a proteinek 

homeodomén részét ábrázoja.



 77 

A páros illesztés során kapott értékek azt mutatják, hogy a ceh-13, lin-39 és mab-5, 

valamint az egl-5, nob-1 és php-3 gének nagyobb hasonlóságot mutatnak egymással, mint a két 

csoport tagjai az egymás közötti összehasonlításban (8. táblázat).

 
 

8. táblázat. A C. elegans HOX fehérjék aminosav szekvenciájának páros illesztése során kapott hasonlósági 

értékek. A táblázatot a ClustalW program generálta. A bevitt adatok a C. elegans HOX fehérjék teljes aminosav 

szekvenciáját tartalmazták. Szekvenciák hossza*: illesztett szekvenciák (a gap-ek okozta problémák elkerülése 

végett).  

 

A nukleotid- és aminosavszekvenciák hasonlósága alapján készített filogenetikai fák azt 

mutatják, hogy a C. elegans Hox kluszter tagjai közül a középsı homológ csoportba tartozó lin-

39 és mab-5 feltehetıen közelebbi rokonságban állnak az anterior homológ ceh-13-mal, mint a 

C. elegans poszterior Hox homológ csoportokat képviselı egl-5, nob-1 és php-3 génekkel (40-

41. ábrák). 
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40. ábra. A C. elegans HOX 

proteinek filogenetikai fája. Teljes 

aminosav-szekvenciák alapján, a 

ClustalW program segítségével 

generált fa. 

 

A nukleotid-szekvencia alapú (teljes cDNS, illetve csak a homeodomént kódoló 

szekvenciarészletek felhasznásálával – ez utóbbi adatok alapján készült filogram látható a 40. 

ábrán) ’Bayes módszerrel’ (MrBayes v3.1.2 software (Huelsenbeck and Ronquist, 2001)) 

generált filogenetikai fa hasonló mintázatot mutat az aminosav alapú ClustalW fához (41. ábra). 

 

 
 

 

 

 

 

 

41. ábra. A C elegans Hox gének 

homeodomént kódoló nukleotid 

szekvenciarészleteinek illesztésével, 

’Bayes módszer’ alapján generált 

filogenetikai fa.  (Az ábrát Ari Eszter 

készítette, ref.: Tihanyi és mtsi., 2010)
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4.5. A tra-1 csökkent, illetve fokozott aktivitása befolyásolja az átlagos vulvaszámot 

synMuv mutáns genetikai háttérben 

 

A hermafrodita párzószerv, vulva fejlıdését szabályozó jelátviteli útvonalak jeleit a lin-39 

középsı homológ Hox gén integrálja és koordinálja. A vulvaszövet differenciálódásának az 

irányításában részt vesz a szomatikus szex – így az adott nemnek megfelelı szex-specifikus 

párzószervek kifejlıdéséért is – kialakításáért felelıs szex-determinációs génkaszkád terminális 

regulátora, a tra-1 gén is. A laborunkban dolgozó Szabó Emese és munkatársai kimutatták, hogy 

a lin-39 expressziójának szabályozásán keresztül a tra-1 szerepet játszik a vulva sejtsorsok 

meghatározásában (Szabó és mtsi., 2009). A szomatikus szöveti differenciáció irányításában a 

tra-1 alternatív módon mőködik az azonos géncsaládba tartozó tra-4 génnel, amelyet a snyMuv 

B típusú génként azonosítottak (Grote és Conradt, 2006). Mivel a különbözı synMuv gének részt 

vesznek a vulvafejlıdés szabályozásában, kísérleteim során arra kérdésre kerestem a választ, 

hogy tapasztalható-e genetikai interakció a tra-1 és a snyMuv A, illetve synMuv B osztályokba 

sorolt gének között a vulvafejlıdés szabályozása során. 

A synMuv gének gátolják a vulva indukcióját (az induktív Ras útvonallal 

antagonizálnak) (Solari és mtsi., 2000; Ceol és mtsi., 2006). E gének három egymással 

redundánsan mőködı (synMuv A, B és C) osztályba sorolhatók. Egyszeres synMuv mutánsokban 

normális vulva fejlıdik. Bármely két synMuv osztályba tartozó gén együttes funkcióvesztése 

azonban Muv fenotípust eredményez. Kettıs és hármas mutánsok létrehozásával, illetve RNSi 

kísérletek segítségével megvizsgáltam, hogy a tra-1 mőködésének csökkentése, illetve fokozása 

befolyásolja-e az átlagos vulvaszámot különbözı synMuv AB kettıs mutáns genetikai háttérben. 

A tra-1 inaktivációjának hatását a tra-1(e1099) mutáns törzs segítségével tanulmányoztam, 

valamint tra-1 specifikus RNSi konstrukciót készítettem a tra-1 gén csendesítésére. A tra-1 

e1009 null mutációja az XX – ivari és autoszómás kromoszómák aránya alapján hermafrodita – 

karyotípusú állatokat szomatikusan hímekké transzformálja. A tra-1 RNSi gyengébb hatású a 

null mutánsnál, így egy hipomorf fenotípust (pontosabban fenokópiát), az ún. intersex fenotípust 

eredményezett. A tra-1 hiperaktivitása által okozott lehetséges változások vizsgálatához a fem-3 

gén funkcióvesztéses e2006 allélját hordozó mutáns törzset használtam, illetve fem-3(RNSi) 

kezelést alkalmaztam. A fem-3 a szex-determinációs génkaszkádban a tra-1-tıl „up-stream” 

helyezkedik el és aktivitása gátolja annak mőködését (lásd: bevezetés 15. ábrája). A fem-3 

funkcióvesztése a tra-1 hiperaktivitását eredményezi. 
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A fem-3 mőködésének a hiánya csökkentette az átlagos vulvszámot synMuv AB kettıs 

mutáns háttérben. Ezzel szemben a tra-1 inaktiválása tra-1 „csendesítése” RNSi segítségével 

megnövelte a vulvaeredető struktúrák számát a synMuv AB kettıs mutáns hermafroditákban (9. 

táblázat).  

 
Genotípus                                                                                 N         Átlagos              P 
                                                                                                            vulvaszám 
 
tra-1(RNSi) 378 0,4 - 
fem-3(e2006) 200 1,0 - 
fem-3(RNSi) 670 1,0 - 
lin-15(n767);dpl-1(n2994)  [synMuv AB] 100 4,2 - 
fem-3(e2006);lin-15(n767);dpl-1(n2994) 100 3,6 <0,0001 
lin-38(n751);lin-36(n766)  [synMuv AB] 100 3,3 - 
tra-1(RNSi);lin-38(n751);lin-36(n766) 170 3,9 <0,001 
fem-3(RNSi);lin-38(n751);lin-36(n766) 100 3,0 <0,0001 
lin-8(n111);lin-35(n745)  [synMuv AB] 100 3,3 - 
tra-1(RNSi);lin-8(n111);lin-35(n745) 48 4,0 0,004 
fem-3(RNSi);lin-8(n111);lin-35(n745) 35 2,7 <0,0001 
lin-38(n751);dpl-1(n3643)  [synMuv AB] 105 3,3 - 
tra-1(RNSi);lin-38(n751);dpl-1(n3643) 36 3,7 0,025 
fem-3(RNSi);lin-38(n751);dpl-1(n3643) 100 2,9 <0,001 
lin-8(n111);lin-36(n766)  [synMuv AB] 100 3,5 - 
tra-1(RNSi);lin-8(n111);lin-36(n766) 100 4,5 <0,0001 
fem-3(RNSi);lin-8(n111);lin-36(n766) 100 2,8 <0,0001 
 

9. táblázat. A tra-1 aktivitás hatása a vulvaindukcióra synMuv AB kettıs mutáns genetikai háttérben. A 

különbözı synMuv osztályokba tartozó gének együttes funkcióvesztése a kettıs mutánsokban Muv fenotípust 

eredményez. tra-1 RNSi kezelés hatására az átlagos vulvaszám növekedett synMuvA(-);synMuvB(-) kettıs mutáns 

állatokban. A fem-3 csendesítése ugyanakkor szignifikánsan csökkentette az átlagos vulvaszámot synMuvA(-

);synMuvB(-) kettıs mutáns háttérben. 

 

A tra-1(e1099);snyMuv A(-); synMuv B(-) hármas mutánsok döntı többsége, a snyMuv 

A(-); synMuv B(-) kettıs mutáns hímekhez hasonlóan non-Muv fenotípusú volt. A vizsgált tra-

1(e1099); snyMuv A(-); synMuv B(-) hármas mutánsok 32,7%-ban százalékában azonban 

kitüremkedő, Pvl fenotípushoz hasonló vulva-eredető képzıdményeket figyeltem meg (10. 

táblázat). 

Következı lépésben megvizsgáltam, hogy a tra-1 inaktiválása által okozott változás 

különbözik-e synMuv A, illetve synMuv B mutáns genetikai háttérben. synMuv A mutációt 

hordozó lin-38(n751) és lin-8(n111) állatokban a tra-1 RNSi kezelés 14,3%, illetve 2,1% 

penetranciával Muv fenotípus megjelenését eredményezte (11. táblázat). Ezzel szemben 



 81 

synMuv B mutáns háttérben [lin-35(n745) és lin-36(n766) egyszeres mutánsok] a tra-1 RNSi 

kezelés nem okozott változást a vulvaszámban (11. táblázat). Ezek az eredmények azt 

sugallják, hogy a tra-1 feltehetıen egy synMuv B gén. 

 

 
Genotípus                                                 Karyotípus     Ivari        Átlagos         N             P 
                                                                                        fenotípus  vulvaszám 
 

vad típus  XX H 1 56 - 
vad típus XO M 0 100 - 
lin-8(n111);lin-35(n745) XX H 3,75 100 - 
lin-8(n111);lin-35(n745) XO M 0,65 144 - 
tra-1(n1099);lin-8(n111);lin-35(n745) XX M 1,21 100 <0,0001 
 

10. táblázat. A tra-1 n1099 mutációja serkenti a vulvaindukciót synMuv AB kettıs mutáns pseudohímekben. 

tra-1(n1099);lin-8(n111);lin-35(n745) hármas mutánsokban magasabb volt az átlagos vulvaszám, mint a lin-

8(n111);lin-35(n745) kettıs mutáns hímekben. A „H” a hermafrodita, az „M” a hím, az „I” az interszex állatokat 

jelöli. 
 

 
Genotípus                                                                      Ivari         N        %Muv            P 
                                                                                    fenotípus 
 
vad típus H 500 0 - 
vad típus M 500 0 - 
lin-38(n751) [synMuv A] H 326 0 - 
lin-8(n111)  [synMuv A] H 850 0 - 
lin-35(n745)  [synMuv B] H 150 0 - 
lin-36(n766)  [synMuv B] H 197 0 - 
tra-1(e1099) M 210 0 - 
tra-1(RNSi) I/M 230 0 - 
lin-38(n751);tra-1(e1099)

a
 M 2190 0,02 <0,01 

lin-8(n111);tra-1(e1099)
a
 M 2950 0,015 <0,01 

lin-38(n751);tra-1(RNSi) I/M 320 14,3 <0,0001 
lin-8(n111);tra-1(RNSi) I/M 320 2,1 <0,001 
lin-35(n745);tra-1(RNSi) I 889 0 - 
lin-36(n766);tra-1(RNSi) I 2322 0 - 
 

11. táblázat. A tra-1 inaktivációja szintetikus Muv fenotípust eredménez synMuv A mutáns genetikai 

háttérben. Vad típusú hermafroditák 1 darab vulvával rendelkeznek, míg a hímekben ilyen párzószerv nem 

fejlıdik. „H” a hermafrodita, az „M” a hím, az „I” az interszex állat. synMuv A(-) [lin-38(n751) és lin-8(n111)], 

illetve synMuv B(-) [lin-35(n745) és lin-36(n766) egyszeres mutánsok] egyszeres mutáns hermafrotida állatok 

szintén 1 vulvával rendelkeznek (vad típusú vulva). A tra-1 RNSi vagy mutáció által történı inaktiválása kis 

penetranciájú Muv fenotípust eredményez. „a”: lin-38(n751);tra-1(e1099) és lin-8(n111);tra-1(e1099) kettıs 

mutánsokban a Muv fenotípus kis penetranciával nyilvánul meg, ami feltehetıen a szóma erıs 

maszkulinizációjának a következménye [a tra-1(e1099) null mutáció hatása]. 
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5. Következtetések 

 

 

A Hox kluszterek mőködésének egyik általános jellemzıje, hogy a kluszterben található gének a 

genomi pozíciójuknak megfelelı sorrendben, egymást követı doménokban expresszálódnak és 

funkcionálnak a fejlıdı embrió hossztengelye mentén (kolinearitás) (McGinnis és Krumlauf, 

1992; Iimura és Pourquie, 2007). Drosophila-ban és gerinces rendszerekben az anterior Hox 

paralóg csoportok tagjai az elülsı testtájak morfogenezisét az irányítják (Studer és mtsi., 1996; 

van der Akker és mtsi., 2010). A C. elegans anterior homológ Hox gén ceh-13 számos 

tulajdonságában eltér az ortológjaitól: fizikai pozíciója egy inverzió következtében 

felcserélıdött a kluszterben ıt követı lin-39 pozíciójával a kromoszómán. A ceh-13 szükséges 

az embriogenezis végbemenetéhez; aktivitásának hiánya embrionális életképtelenséget 

eredményez. Ennek ellenére a ceh-13(-) mutánsok 3-4%-a szaporodóképes felnıtt állatokká 

képes fejlıdni. A ceh-13 továbbá a test csaknem teljes hosszára kiterjedı embrionális 

expressziót mutat, amely átfed a kluszterben ıt követı Hox paralógok expressziós doménjával 

(Brunschwig és mtsi., 1999). Egyedisége és az egyedfejlıdésben játszott esszenciális szerepe 

ellenére a ceh-13 a C. elegans Hox kluszter legkevesebbet tanulmányozott tagja. Konkrét 

egyedfejlıdési funkciója, valamint a kluszter többi tagjával való genetikai kapcsolata alig 

ismert. 

Kísérleteim során azt vizsgáltam, hogy a ceh-13 milyen genetikai kölcsönhatást mutat a 

C. elegans Hox kluszter többi tagjával. Továbbá tanulmányoztam a ceh-13 funkcióját különbözı 

egyedfejlıdési folyamatok szabályozásában. 

 

 

5.1. A Ceh-13(-) fenotípus és ceh-13 expresszió jellemzése 

 

5.1.1. A ceh-13 a középsı és hátulsó testtájak morfogenezisét egyaránt befolyásolja 

 

A ceh-13(sw1) és ceh-13(ok737) mutánsok fenotípusos elemzése során azt tapasztaltam, hogy az 

embrióként és L1 lárvaként elpusztuló állatok 70-80%-a a test poszterior régiójában is 

megnyilvánuló morfológiai abnormálisokat mutatnak. A ceh-13(-) mutáns escaper (túlélı és 

felnıtté kifejlıdı) egyedek ~7%-ban szintén nemcsak az elülsı, hanem a középsı és hátulsó 

testrészeken is megfigyelhetık morfológiai és egyedfejlıdési rendellenességek. Ezek a 
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defektusok arra utalnak, hogy a ceh-13 funkciója a középsı és hátulsó testtájak morfogenezisére 

is hatással van. Az embriogenezis abnormalitása, valamint a túlélı mutáns állatokban 

megfigyelhetı szervfejlıdési rendellenességek emlékeztetnek a C. elegans Hox kluszter más 

tagjainak inaktiválása által okozott defektusokra. Ez arra enged következtetni, hogy genetikai 

kölcsönhatás áll fenn a ceh-13 és a többi Hox paralóg között. 

 

 

5.1.2. A ceh-13 expressziós doménja átfed a lin-39 és mab-5 expressziós doménjával 

 

A C. elegans Hox gének expressziójának tanulmányozása és összehasonlítása céljából, 

az egyes Hox génekre specifikus GFP riportergén-konstrukciók segítségével expressziós 

elemzést végeztem. Az analízis eredménye azt mutatta, hogy a ceh-13 expressziós doménja 

nagymértékben átfed a középsı testtájakon expresszálódó és funkcionáló lin-39 Hox gén 

expressziós doménjával. Ez az átfedés embrionális és lárvális korban egyaránt tapasztalható. A 

ceh-13 és a lin-39 expressziós doménok átfednek a poszterior testrészeken expresszálódó mab-5 

doménnal is. L1 és L2 stádiumú lárvákban a test hossztengelye mentén végigfutó sejttípusok 

esetében (P és V ektodermális prekurzor sejtek, varratsejtek, Pn.a leszármazott idegsejtek) jól 

megfigyelhetıek a három Hox gén egymást követı és egymással átfedı expressziós doménjai. A 

ceh-13 tehát nemcsak anterior testtájakon megnyilvánuló, hanem a test csaknem teljes hosszára 

(középsı és részben hátsó részekre is) kiterjedı expressziót mutat az egyedfejlıdés során. Ez az 

expresszió nem korlátozódik a korai egyedfejlıdési stádiumokra, hanem - például a hasdúclánc 

idegsejtjeiben - az állat egész élete során megmarad. A ceh-13 expressziós mintázata megerısíti 

azt a mutánsok fenotípus elemzése nyomán felvetıdött lehetıséget, amely szerint a ceh-13 

funkciója nemcsak az elülsı, hanem a középsı és hátsó testtájakon is hatással van a sejtsors 

meghatározásra. A ceh-13 tehát egy speciális kivételt képez a kolinearitási szabály alól. 

 

 

5.2. A ceh-13 interakciója a  lin-39 és mab-5 génekkel 

 

A ceh-13(-) mutánsok 3-4 %-a képes szaporodóképes felnıttekké fejlıdik. Ezek az escaperek 

kevésbé súlyos morfológiai elváltozásokat mutatnak, mint az embrióként vagy lárvaként 

elpusztuló egyedek. A ceh-13(-) mutáns felnıtt állatok jelenléte felveti annak a lehetıségét, 

hogy ezekben az állatokban más HOX fehérjék látják el a hiányzó CEH-13 funkciót. A HOX 

fehérjékrıl ismert, hogy szekvenciális és strukturális hasonlóságuk eredményeként a HOX 
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fehérjék csaknem azonos affinitással kötıdnek konszenzus DNS-kötı szekvenciákhoz, amelyek 

a genomban viszonylag gyakran fordulnak elı (Ekker és mtsi, 1994; Hoey és Levine, 1988; 

Mann, 1995). Feltételezhetı tehát, hogy más HOX fehérjék képesek bizonyos egyedfejlıdési 

funkciókban a CEH-13 fehérjét helyettesíteni. A ceh-13-mal ellentétben a lin-39 és mab-5 gének 

mőködésének hiánya önmagában nem befolyásolja az állat túlélését: a lin-39(-) és mab-5(-) 

egyszeres mutánsok életképesek (Wrischnik és Kenyon, 1997). Megfelelı kettıs mutánsok 

elıállításával ezért megvizsgáltam, hogy kimutatható-e genetikai interakció a ceh-13 és a 

középsı Hox paralógok között az életképesség szabályozásában. Tanulmányoztam továbbá azt 

is, hogy a lin-39 vagy a mab-5 gének fokozott mőködése (géndózis növelése) szuppresszálja-e a 

ceh-13 mutánsok életképtelenségét és morfológiai defektusait. 

 

 

5.2.1. A ceh-13, lin-39 és mab-5 Hox gének redundáns szerepe az embrionális fejlıdés 

során 

 

A ceh-13 és a középsı paralóg csoportba tartozó Hox gének kölcsönhatásainak a 

tanulmányozásához ceh-13(-)lin-39(-) és ceh-13(-)mab-5(-) kettıs mutánsokat, illetve RNSi-

kezelt állatokat hoztam létre. A kettıs mutánsok szintetikus mutáns fenotípust mutattak: az 

állatok pusztulásának penetranciája közel 100%-os volt és a pusztulás az embrionális fejlıdés 

során következett be. A Hox gének RNSi-közvetített csendesítése gyenge hipomorf fenokópiát 

eredményez. A ceh-13(RNSi) és lin-39(RNSi) állatok csak 9 és 17%-ában figyelhetı meg 

valamilyen elváltozás. Azonban a Hox(-) mutánsok kezelése egy másik Hox paralóg duplaszálú 

RNS-ével viszonylag erıs, az adott Hox mutáns fenotípusánál erısebb hatást eredményez. ceh-

13(-)lin-39(RNSi), lin-39(-)ceh-13(RNSi) és mab-5(-)ceh-13(RNSi) kettıs kombinációkban 

100%-os a morfológiai abnormalitások penetranciája. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a 

ceh-13 mellett a középsı homológ Hox paralógok is – bár kisebb mértékben – hozzájárulnak a 

normális embrionális fejlıdés biztosításához. A vizsgált gének feltételezhetıen kölcsönhatásban 

állnak egymással az embrionális fejlıdés szabályozásában: funkcionális redundancia figyelhetı 

meg a ceh-13 és lin-39, valamint a ceh-13 és a mab-5 gének között. Ez magyarázhatja, miért 

nem esszenciálisak a középsı Hox paralógok egyszeres mutáns kombinációkban. 

 

 

 



 85 

5.2.2. A LIN-39 és MAB-5 HOX fehérjék képesek helyettesíteni a CEH-13 funkcióját az 

életképesség és a morfogenezis szabályozásában 

 

Megvizsgáltam azt is, hogy a lin-39 megnövekedett dózisa (egy transzlációs fúziós LIN-

39::GFP transzgén bevitelével), illetve a mab-5 gén egy funkciónyeréses mutációja képes-e 

menekíteni a ceh-13(-) mutánsok életképtelenségét és egyedfejlıdési rendellenességeit. ceh-

13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutáns, illetve LIN-39::GFP konstrukciót hordozó ceh-13(sw1) 

mutánsokban azt tapasztaltam, hogy jelentısen megnı a túlélı egyedek (escaperek) aránya a 

ceh-13(-) egyszeres mutánsokéhoz képest. ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutánsokban 

mind az embrionális, mind a lárvális életképtelenség jelentıs csökkenése figyelhetı meg. A ceh-

13(sw1);LIN-39::GFP genotípusú törzsben a lárvális letalitás csökken, míg az embrionális 

életképtelenség nı. Ezt okozhatja egyrészt az endogén lin-39 és a LIN-39::GFP konstrukció 

transzkripcionális szabályozásának eltérése (a fúziós LIN-39::GFP konstrukció random 

integrálódott a genomban), vagy a transzgén által okozott ko-szuppressziós hatás, amely az 

endogén lin-39 gén csendesítéséhez vezet. Az utóbbi esetben a megnövekedett embrionális 

letalitás utalhat a ceh-13 és lin-39 gének genetikai interakciójára. 

A túlélı ceh-13(-) mutáns állatok fenotípusának elemzése során azt tapasztaltam, hogy a 

mab-5 funkciónyeréses mutációja 90%-ban menekíti a ceh-13 aktivitás hiánya által okozott 

morfológiai defektusokat a túlélı és kifejlıdı ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutánsokban. 

Továbbá a kettıs mutánsok növekedési üteme és mozgáskoordinációja is a mab-5(gf) egyszeres 

mutánsokéhoz hasonlít. A kettıs mutánsok a ceh-13(-) null mutánsoknál gyorsabban fejlıdnek 

és a mozgásuk normális. A ceh-13(sw1);LIN-39::GFP transzgénikus állatok szintén gyorsabban 

fejlıdnek a transzgénnel nem rendelkezı ceh-13(-) mutánsoknál, azonban az sw1 és ok737 

mutációk által okozott morfológiai deformitások továbbra is megfigyelhetıek a test anterior 

régiójában. A mab-5gf mutáció a morfológiai deformitások szupresszálásában is hatékonyabban 

mőködik, mint a LIN-39::GFP transzgén. Ezért a továbbiakban, a sejtmigráció és a sejtfúzió 

szabályozásában a mab-5(e1751gf) mutáció hatását vizsgáltam. Összeségében eredményeim azt 

mutatják, hogy a középsı Hox paralógok dózisának a növekedése képes hatékonyan 

szupresszálni a pleiotróp Ceh-13(-) fenotípus számos aspektusát (életképtelenség, morfológiai 

abnormalitások és lassult egyedfejlıdési rátát). Mindez szintén arra utal, hogy a C. elegans 

anterior és középsı homológ Hox paralógok részben redundáns funkciókat látnak el az 

egyedfejlıdési folyamatok szabályozásában. Ez magyarázhatja a ceh-13(-) escaper állatok 

jelenlétét. 
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5.3. A ceh-13 funkciója a posztembrionális egyedfejlıdésben 

 

5.3.1. A ceh-13 szabályozza a Q leszármazott idegsejtek migrációját 

 

A C. elegans anterior (ceh-13) és a középsı Hox paralóg csoportba tartozó (lin-39 és mab-5) 

gének kapcsolatának tanulmányozása céljából megvizsgáltam a ceh-13 funkcióját olyan 

posztembrionális egyedfejlıdési folyamatokban, amelyek szabályozásában a lin-39 és mab-5 

gének (is) részt vesznek. Egyik ilyen modellrendszer a Q neuronális sejtvonalba tartozó sejtek 

vándorlása és pozíciójának a meghatározása. A QR neuroblaszt és leszármazottai születési 

helyüktıl anterior irányba vándorolnak. Ezt a sejtmigrációs folyamatot a lin-39 szabályozza. A 

mab-5 a születési helyüktıl poszterior irányba vándorló OL sejtnek és leszármazottainak a 

mozgását irányítja. A lin-39 és mab-5 gének egymást követı funkcionális doménjukon belül 

fejtik ki hatásukat a sejtmigráció szabályozásában. Az általam kapott eredmények azt mutatják, 

hogy a vizsgált anterior homológ Hox gén ceh-13 funkcióvesztése meglepı módon mind a QR 

(anterior), mind a QL (poszterior) leszármazott sejtek migrációját befolyásolta (42. ábra). ceh-

13(-) mutánsokban nemcsak az anterior QR leszármazott neuronok helyzetében tapasztalható 

változás, hanem a QL leszármazott idegsejtek pozíciója is eltért a vad típustól. Mindazonáltal az 

anterior testtájon a ceh-13 hatása erısebb, mint a test poszterior régiójában (anterior sejtek 

esetében: 100%-os diszpozíció, poszterior neuronok esetében: 22%). A megfigyelt jelenségbıl 

arra lehet következtetni, hogy a ceh-13 funkciója (expressziójához hasonlóan) nem korlátozódik 

az állat testének elülsı régiójára, hanem a középsı és hátulsó testtájakra is kiterjed és átfed a lin-

39 és mab-5 középsı Hox paralógok mőködési doménjával. 
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42. ábra. Anterior és középsı paralóg Hox gének hatása a QR/QL sejtek vándorlására. A QR (fehér pötty) és 

QL (fekete pötty) neuronális prekurzor sejtek a féreg testének középsı-poszterior régiójában születnek (a 

függıleges szaggatott vonal a QR/QL neuroblasztok születési helyét jelzi). A lárvális fejlıdés során a QR és 

leszármazottai anterior, a QL sejt és leszármazottai pedig poszterior irányba vándorolnak. lin-39(-) mutánsokban az 

anterior sejtmigrációk megrövidülnek. A mab-5 funkcióvesztése a poszterior migrációk defektusát eredményezi. A 

ceh-13 aktivitás hiánya mind az elülsı-középsı, mind a hátulsó testrészeken befolyásolja a QR/QL leszármazott 

sejtek pozícióját. Az egyes Hox gének mutációs inaktiválásának hatására megváltozó sejtmigrációk pirossal vannak 

bekarikázva az ábrán.  

 

A ceh-13(-) mutánsokban megfigyelt sejtmigrációs defektusok emlékeztetnek a lin-39(-

)ceh-20(-) és lin-39(-);unc-62(-), illetve mab-5(-);ceh-20(-) és mab-5(-);unc-62(-) kettıs 

mutánsokban leírt sejtmigrációs rendellenességekre (Yang és mtsi., 2005). Yang és munkatársai 

kimutatták, hogy az említett Hox(-);Hox-ko-faktor(-) kettıs mutánsok fenotípusa eltér a lin-39(-) 

és  mab-5(-), illetve a ceh-20(-) és unc-62(-) egyszeres mutánsok fenotípusától.  Az általam 

kapott eredmények ismeretében elképzelhetı, hogy a ceh-20 és unc-62 géneknek a sejtvándorlás 

szabályozására gyakorolt lin-39- és mab-5-független hatását az is magyarázhatja/okozhatja, 

hogy e géneknek az inaktiválása a ceh-13 normális funkcióját megváltoztatja. 

 A lin-39 és mab-5 Hox gének expresszálódnak a vándorló sejtekben (a lin-39 a QR és 

QL, a mab-5 csak a QL neuronális prekurzor sejtben) és sejt-autonóm módon fejtik ki a 
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hatásukat a sejtvándorlás folyamatában (Salser és Kenyon, 1993). A ceh-13 vizsgálata során 

nem tapasztaltam expressziót a QR/QL sejtekben, illetve leszármazottaikban. Ismert azonban, 

hogy gyenge ceh-13 expresszió megfigyelhetı a V5/Q ısben (Wittmann és mtsi., 1997). Ezért 

lehetséges, hogy a ceh-13 az adott sejtvonalon belül fejti ki a hatását és így mőködése a 

leszármazott utódsejtek sorsát befolyásolja. Alternatív módon elképzelhetı, hogy a ceh-13 más 

módon játszik szerepet a sejtmigráció szabályozásában: például a sejtmozgásokat irányító 

extracelluláris szignálok mennyiségének és/vagy összetételének a megváltoztatásán vagy a 

receptoraikat kódoló gének transzkripcionális szabályozásán keresztül.  

Vizsgálataim során azt tapasztaltam, hogy a ceh-13 nemcsak a Q leszármazott neuronok 

pozícióját befolyásolja, hanem számos más, vad típusú állatban anterior testtájakon 

elhelyezkedı idegsejt pozícióját is. Ilyen sejtek pl. az ALM érzıneuronok vagy a TAX-4::GFP 

neuronális marker által jelölt anterior helyzető idegsejtek. Az ALM és PLM neuronok esetében 

axonnövekedési defektusokat is megfigyeltem ceh-13 deficiens állatokban. Ezek a defektusok 

nemcsak anterior, hanem poszterior testtájon is megfigyelhetıek voltak. ceh-13(sw1) 

mutánsokban továbbá számos esetben találtam TAX-4::GFP-pozitív sejteket a középsı testtájon 

(vad típusú állatokban a tax-4 középsı testtájon nem expresszálódik). Ezt okozhatja az adott 

sejtek diszpozíciója (migrációs defektje), vagy lehet sejtsors-specifikáció hibájának az 

eredménye (ez a jelenség elıfordulhat a Hox gének mőködésének zavara esetében). 

A Q sejtvonalba tartozó idegsejtek vándorlásában megvizsgáltam, hogy a ceh-13(-) 

mutánsokban megfigyelhetı sejtmigrációs defektusok szuppresszálhatók-e mab-5(e1751gf) 

mutációval. A mab-5 a QL leszármazottak poszterior testtájon történı vándorlását szabályozza 

(Salser és Kenyon, 1993). Mőködésének hiányában a QL és leszármazottai a poszterior helyett 

anterior irányba vándorolnak. A mab-5(gf) mutációja ellentétes hatást vált ki: az anterior 

helyzető QR leszármazott neuronok a test poszterior része felé vándorolnak. ceh-13(-) mutáns 

genetikai háttérben mind az anterior mind a poszterior sejtvándorlások megrövidülése figyelhetı 

meg. ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutánsokban, a QR.paa és QL.paa sejtek végleges 

helyzete megegyezik a mab-5(e1751gf) mutáns háttérben megfigyelt pozíciójukkal. Ez azt 

jelenti, hogy a mab-5 gf mutációja szupresszálja a QL.paa sejt ceh-13(-) mutánsokban 

megfigyelhetı migrációs defektusát, míg a QR.paa - eredetileg anterior - pozíciója még 

poszteriorabb irányba tolódik el (additív hatás) (43. ábra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a 

mab-5 gén fokozott mőködése a Q leszármazott idegsejtek pozíciójának a meghatározása során 

részlegesen szuppresszálja a ceh-13 aktivitás hiánya által okozott rendellenességeket.  
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43. ábra. Egy funkciónyeréses mab-5 mutáció szuppresszálja a ceh-13 genetikai null mutánsokban 

megfigyelhetı anterior sejtmigrációs defektusokat. A QR (fehér pötty) / QL (fekete pötty) neuronális prekurzor 

sejtek a féreg testének középsı-poszterior régiójában születnek (a függıleges szaggatott vonal a QR/QL 

neuroblasztok körülbelüli születési helyét jelzi). A lárvális fejlıdés során a QR és leszármazottai anterior (fehér 

nyíl), a QL sejt és leszármazottai pedig poszterior irányba (fekete nyíl) vándorolnak. ceh-13(-) mutáns háttérben 

mind az anterior, mind a poszterior sejtmigrációk megrövidülése figyelhetı meg. A mab-5 funkciónyeréses 

mutációja az anterior sejtvándorlások irányát poszteriorra változtatja. A ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs 

mutánsokban a migráció defektus megegyezik a mab-5(e1751gf) egyszeres mutánsokban tapasztaltakkal. 

 

 

5.3.2. A ceh-13 szabályozza a Pn.p epidermális sejtek fúzióját 

 

A Pn.p epidermális sejtek sorsának meghatározása szintén egy olyan esemény a C. elegans 

posztembrionális egyedfejlıdése során, amelyet a lin-39 és mab-5 Hox gének szabályoznak. Az 

L1 lárvastádium végén, az állatok hasi oldalán elhelyezkedı 11 darab Pn.p epidermális sejt egy 

része fuzionál a hipodermális szyncyciummal (hyp7). Vad típusú állatokban a LIN-39 és MAB-

5 fehérjék határozzák meg, hogy az egyes Pn.p sejtek milyen sejtsorsot differenciáljanak (Clark 

és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). A P(1-2).p anterior sejtek sorsát a lin-39 és mab-5 gének 

nem befolyásolják, mert ezek a sejtek kívül esnek funkcionális doménjaik határán. A lin-39 és 
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mab-5 gének egymást követı, részben egymással átfedı doménokban expresszálódnak a Pn.p 

sejtekben és sejt-autonóm módon szabályozzák ezen sejtek fúzióját. A ceh-13(-) mutánsok 

sejtfúziós mintázatának a vizsgálata során azt találtam, hogy a ceh-13 aktivitás hiánya szintén 

befolyásolja a fuzionáló vs nem-fuzionáló Pn.p sejtek számát és mintázatát. ceh-13(sw1) mutáns 

hermafroditákban a P(3-8).p sejteken kívül további anterior és poszterior Pn.p sejtek maradnak 

fuzionálatlan állapotban. A ceh-13 hatása a Pn.p sejtek fúziójára nemcsak az anterior testrészen 

figyelhetı meg, hanem az állatok testének közel teljes hosszára kiterjed: a P(2-11).p sejtek 

mutatnak sejtfúziós defektusokat ceh-13(-) mutáns állatokban. A ceh-13 sejtfúzió kontroljában 

mutatott funkciója átfed a lin-39 és mab-5 gének funkcionális doménjával (44. ábra).   

 

 
44. ábra. A ceh-13, lin-39 és mab-5 gének funkcionális doménja a Pn.p sejtek fúziójának szabályozásában. A 

Hox gének funkciója jellemzıen meghatározott testrégiókban figyelhetı meg. A lin-39 a P(3-8).p sejtek, a mab-5 

pedig a P(7-11).p sejtek fúzióját szabályozza. A ceh-13 sejtfúzió szabályozására gyakorolt hatása a P(2-11).p sejtek 

kiterjedésében kimutatható. A ceh-13 funkcionális doménja tehát átfed a középsı Hox paralógok funkcionális 

doménjával. A számok a Pn.p sejteket (üres karikák az állat ventrális részén) jelölik. 

 

A Q leszármazott neuronok pozíciójának meghatározása során kapott eredményekhez 

hasonlóan a ceh-13(-) mutánsokban a Pn.p sejtek esetében megfigyelt sejtsors-adoptációs 

defektusok is emlékeztettek a lin-39(-)ceh-20(-) és lin-39(-);unc-62(-), valamint mab-5(-)ceh-

20(-) és mab-5(-);unc-62(-) kettıs mutánsokban leírt rendellenességekre (Yang és mtsi., 2005). 

Elképzelhetı, hogy a Hox(-);Hox kofaktor(-) kettıs mutánsokban tapasztalt, az egyszeres Hox(-

), illetve Hox ko-faktor(-) mutáns állatokétól eltérı fenotípus kialakulásához hozzájárul az is, 

hogy a HOX ko-faktorok inaktiválása a ceh-13 aktivitására is hatással van. 

A lin-39 és mab-5 génekkel ellentétben a ceh-13 nem expresszálódik a Pn.p epidermális 

sejtekben. Korai L1 stádiumú lárvákban azonban a P ektodermális prekurzor sejtekben (a Pn.p 

sejtek közvetlen ıseiben) erıs ceh-13::gfp expresszió detektálható. Ennek az információnak az 

ismeretében elképzelhetı, hogy a ceh-13 Pn.p sejtek sorsának meghatározására gyakorolt hatása 

sejtvonal-autonóm módon megy végbe. 
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Az epidermális sejtek apikális membránját jelölı JAM-1::GFP marker vizsgálata alapján 

a ceh-13 aktivitása nem kizárólag a Pn.p sejtekben, hanem más sejttípusokban (pl. P 

ektodermális prekurzor sejtekben, V-sejtekben és varratsejtekben) lejátszódó sejtfúziós 

eseményekre is hatással van. A P, V és varratsejtek esetében sejtadhéziós abnormalitások is 

elıfordulnak ceh-13(-) mutánsokban. Ezek a defektusok nem korlátozódnak az anterior 

testrészre, hanem az állatok testének középsı és hátsó régióiban is megfigyelhetık. 

A Pn.p epidermális sejtek fúziós sorsának meghatározása során szintén megvizsgáltam, 

hogy a mab-5 gén e1751gf mutációja befolyásolja-e a ceh-13(-) mutánsokban megfigyelhetı 

sejtfúziós defektusok kialakulását. mab-5(e1751gf) mutáns állatok Pn.p sejtfúziós mintázata 

megegyezik a vad típussal. A ceh-13(sw1)mab-5(e1751gf) kettıs mutánsok esetében azt 

tapasztaltam, hogy a mab-5 funkciónyeréses mutációja 100%-ban szuppresszálja a ceh-13(-) 

mutáns háttérben megfigyelhetı sejtfúziós defektusokat. A sejtmigráció szabályozásánál 

tapasztaltakhoz hasonlóan a mab-5 fokozott mőködése a Pn.p sejtek fúziójának kontrollálása 

során is ellensúlyozni tudja a ceh-13 aktivitás hiányát. 

 

 

5.3.3. A ceh-13 befolyásolja a vulva fejlıdését 

 

A hermafrodita állat testének középsı részén a ventrális oldalon található a párzószerv. A C. 

elegans vulvaszövet kifejlıdése intenzíven tanulmányozott és viszonylag részletesen ismert 

egyedfejlıdési folyamat és közkedvelt szervfejlıdési modell. A vulva differenciálódásában a 

lin-39 Hox gén játszik központi szerepet: promóterén integrálódnak a vulva fejlıdését 

szabályozó jelátviteli útvonalak (Ras, Notch, Wnt, synMuv, szex-determinációs génkaszkád) 

hatásai (Clandinin és mtsi., 1997). A ceh-13 az anterior Hox homológ csoport képviselıje C. 

elegans-ban. Az anterior Hox gének más taxonokban elsıdlegesen az anterior testtájak 

mintázatának meghatározásában játszanak szerepet (kolinearitási elv). A ceh-13 azonban a 

középsı és hátulsó testtájakon is hat a morfogenezisre. ceh-13 deficiens hermafroditákban 

például különbözı vulva fenotípusok is megfigyelhetık. A ceh-13 vulvafejlıdésre gyakorolt 

hatásának a tanulmányozása céljából ceh-13(sw1) és ceh-13(ok737) mutáns állatokat 

kereszteztem vulva fejlıdését szabályozó synMuv útvonal deficiens mutáns állatokkal. A ceh-13 

inaktiválása szignifikánsan csökkentette az átlagos vulvaszámot különbözı synMuv AB kettıs 

mutáns genetikai háttérben.  

A fejlıdı vulvaszövetben nem detektáltam ceh-13 expressziót sem vad típusú 

állatokban, sem synMuv AB kettıs mutánsokban. A ceh-13 ezért nem direkt, hanem indirekt 
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módon befolyásolhatja a vulva fejlıdését. A ceh-13 vulvafejlıdést szabályozó hatása például 

érkezhet a hipodermiszbıl, amelyben CEH-13 akkumuláció figyelhetı meg. A ceh-13 

vulvafejlıdésre gyakorolt hatása a középsı testtájon, a lin-39 Hox gén funkcionális doménjával 

átfedve nyilvánul meg. 

 

 

5.4. A ceh-13 legközelebbi paralógjai a lin-39 és a mab-5 

 

A C. elegans Hox gének hasonlóságának, ezáltal egymáshoz képest való rokonságának, 

leszármazási viszonyainak vizsgálatára összehasonlítottam a C. elegans Hox kluszter tagjainak 

aminosav-szekvenciáját. A szekvencia-illesztés során kapott adatokból az látszik, hogy a ceh-

13-mal a kluszter tagjai közül a szomszédos lin-39 és mab-5 középsı homológ csoportba tartozó 

Hox paralógok mutatják a legnagyobb fokú hasonlóságot. Ez az eredmény arra enged 

következtetni, hogy a C. elegans Hox kluszteren belül leszármazás tekintetében az említett 

három gén közelebbi rokonságban áll egymással, mint a kluszter többi tagjával. A 4.4. 

fejezetben látható filogenetikai fák (40-41. ábrák) mintázata arra utal, hogy a kluszter 

evolúciójának egy korábbi fázisában történhetett az anterior és poszterior csoportok ıseinek a 

szétválása, és késıbb további tandem duplikációk vezettek el a filogramokon elkülönülı 

anterior-középsı, illetve poszterior homológ géncsoportok létrejöttéhez. 

 

 

5.5. A C. elegans Hox kluszter korai evolúciója 

 

Doktori munkámban sikerült kimutatnom, hogy a ceh-13 funkciója nemcsak az embrionális 

fejlıdés során nyilvánul meg, hanem különbözı posztembrionális egyedfejlıdési folyamatokban 

(sejtmigráció, sejtfúzió, vulvafejlıdés) is kimutatható a hatása. A ceh-13 aktivitása továbbá nem 

korlátozódik az állat testének elülsı régiójára, hanem a test csaknem teljes hosszára kiterjed és 

átfed a Hox kluszterben ıt követı – középsı paralóg csoportba tartozó – lin-39 és mab-5 gének 

expressziós doménjával (45. ábra). 
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45. ábra. A C. elegans Hox gének funkcionális doménjei a test hossztengelye mentén. A Hox gének – a 

kolinearitási elvnek megfelelıen – egymást követı funkcionális doménokban mőködnek a genomi pozíciójuknak 

megfelelı sorrendben. C. elegans-ban az anterior ortológ ceh-13 kivételt képez a kolinearitási szabály alól. A ceh-

13 mőködése nemcsak az elülsı, hanem a középsı és hátulsó testtájakon végbemenı egyedfejlıdési folyamatok 

szabályozására is hatással van. Az ábra felsı részén a Drosophila, alsó részén a C. elegans Hox kluszter látható. A 

gyümölcslégy és féreg Hox ortológok azonos színekkel vannak jelölve. A fekete és piros nyilak az adott Hox 

paralógok a funkcionális doménját mutatják a gyümölcslégy, illetve a féreg testének különbözı részein.  

 

A kétoldali szimmetriával rendelkezı állattörzsek prototipikus Hox kluszterének 

evolúcióját illetıen különbözı elméletek léteznek (Garcia-Fernandez, 2005). Abban a kérdésben 

azonban megegyeznek a különbözı álláspontok, hogy a kluszter evolúciójának korai fázisában 

egy ısi „ProtoHox gén” duplikációja hozta létre az anterior, illetve poszterior Hox paralóg 

csoportok ısét. A középsı paralóg csoportok származása azonban továbbra is kérdéses. A 

fonálférgek törzsén belüli összehasonlító elemzések eredményei arra utalnak, hogy a Nematoda 

ıs rendelkezhetett az ısszájúak 9 kanonikus homológ csoportot tartalmazó Hox kluszterével 

(Aboobaker és Blaxter, 2003). A C. elegans Hox klusztere mindössze 6 génbıl áll: feltehetıen a 

Caenorhabditis nemzetség késıbbi evolúció során veszítette el a hiányzó homológ csoportok 

képviselıit. Mindazonáltal, a C. elegans Hox kluszter tagjai között megtalálhatók anterior, 

középsı és poszterior paralógok egyaránt (Kenyon, 1986; Schaller és mtsi., 1990; Bürglin és 

Ruvkun, 1993; Clark és mtsi., 1993, Wang és mtsi., 1993; Wittmann és mtsi., 1997; Brunschwig 

és mtsi., 1999, Van Auken és mtsi., 2000). Szekvencia hasonlóság alapján a középsı paralóg 

csoport(ok)ba sorolható lin-39 és mab-5 gének az anterior ortológ ceh-13-mal mutatnak 

közelebbi rokonságot. Az általam végzett vizsgálatok eredményei arra engednek következtetni, 

hogy ez a rokonság funkcionális szinten is megfigyelhetı az említett három gén között. A ceh-
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13, lin-39 és mab-5 gének részben redundáns funkciót látnak el egyes egyedfejlıdési folyamatok 

szabályozása során (sejtmigráció és sejtfúzió szabályozása, vulvafejlıdés). Kísérleteim során 

sikerült igazolnom, hogy a ceh-13, lin-39 és mab-5 génekrıl képzıdı fehérjék – szekvenciális és 

strukturális hasonlóságuknak megfelelıen – képesek részben helyettesíteni egymás 

egyedfejlıdési funkcióját. Ezek a megfigyelések azt a feltételezést támasztják alá, hogy a 

középsı paralóg csoport mai tagjai (lin-39 és mab-5) az anterior ıstıl származtak a Hox kluszter 

evolúciója során (46. ábra). 

 
46. ábra. A C. elegans Hox kluszter korai evolúciójának modellje. A Hox kluszter evolúciójának korai 

szakaszában egy „ProtoHox” gén duplikációja hozhatta létre az anterior (A) és poszterior (P) Hox paralóg 

csoportok ısét. A középsı paralóg csoportok (C) az anterior ıs további tandem duplikációja során keletkezhettek. 

A C. elegans Hox gének szekvencia hasonlóságából arra lehet következtetni, hogy a mab-5 gén az anterior ıs 

korábbi, a lin-39 egy késıbbi duplikációja során jött létre (lásd 41-42. ábrák a 4.4. fejezetben). 

 

Eredményeim hozzájárulhatnak a C. elegans Hox gének mőködésének, és ezáltal a féreg 

egyedfejlıdését szabályozó genetikai mechanizmusok jobb megismeréséhez, valamint a 

Nematoda Hox kluszter korai evolúciójának pontosabb megértéséhez. Kísérleteim arra is 

bizonyságul szolgálnak, hogy a C. elegans, mint viszonylag egyszerő testfelépítéső 

modellszervezet, kiválóan alkalmas evolúciós vizsgálatokra, valamint a redundáns génmőködés 

és a funkcionális diverzifikáció tanulmányozására. A Hox mőködés a pontosabb megismerése az 

orvostudomány számára is fontos lehet, a Hox gének funkcióvesztése által okozott fejlıdési 

rendellenességek gyógyítása szempontjából. 
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5.6. A tra-1 gén feltehetıen egy synMuv B gén 

 

A C. elegans egyedfejlıdése során a szomatikus szex kialakulása - így az adott nemnek 

megfelelı párzószervek kifejlıdése is – az ún. szex-determinációs útvonal által szabályozott, 

amelynek terminális effektora a tra-1 gén (Ceol és Horvitz, 2004; Harrison és mtsi., 2007; Fay 

és Yochem, 2007; Cui és Han, 2007). A tra-1 a lin-39 Hox gén expressziójának szabályozásán 

keresztül szerepet játszik a hermafrodita párzószerv fejlıdésének szabályozásában (Szabó és 

mtsi, 2009). A szomatikus szöveti differenciáció irányításában a tra-1 alternatív módon 

funkcionál a snyMuv B típusú géncsalád tagjaként azonosított tra-4 génnel (Grote és Conradt, 

2006). A synMuv B génekrıl ismert, hogy funkciójuk befolyásolja a vulva sejtsorsok 

meghatározását a vulvafejlıdés korai szakaszában. Különbözı synMuv osztályokba tartozó – 

redundáns mőködést mutató – gének együttes funkcióvesztése Muv fenotípust okoz. Kísérleteim 

során kimutattam, hogy a tra-1 csökkent, illetve fokozott mőködése befolyásolja az átlagos 

vulvaszám alakulását synMuv AB kettıs mutáns háttérben. Eredményeim továbbá azt igazolják, 

hogy a tra-1 genetikai kölcsönhatást mutat a synMuv A osztályba tartozó génekkel a 

vulvafejlıdés szabályozása során. A vizsgált synMuv B gének viszonylatában nem tapasztaltam 

hasonló interakciót. Ezek az eredmények azt sugallják, hogy a tra-1 egy synMuv B gén. 
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6. Összefoglalás 

 

A Hox gének evolúciósan konzervált transzkripciós faktorokat kódolnak, amelyek az 

anteroposzterior testmintázat kialakításában játszanak szerepet a korai egyedfejlıdés során. A 

Hox gének hibás mőködése súlyos fejlıdési rendellenességek kialakulásához vezethet. Doktori 

munkám során az anterior és középsı Hox homológ csoportokba tartozó géneknek a 

sejtvándorlás és sejtfúzió szabályozásában betöltött szerepét, valamint egymással való 

kölcsönhatásukat tanulmányoztam, a fonálféreg Caenorhabditis elegans-ban. 

A C. elegans Hox(-) mutánsok fenotípusos elemzése során kimutattam, hogy az anterior 

ortológ ceh-13 funkcióvesztése nemcsak a test elülsı, hanem középsı és hátsó régiójában is 

okoz morfológiai és egyedfejlıdési rendellenességeket okoz, amelyek részben megegyeznek 

más Hox paralógok inaktiválása által okozott elváltozásokkal. A Hox kluszter tagjaira specifikus 

HOX::GFP riportergén konstrukciók segítségével végzett expressziós elemzés eredményeként 

igazoltam, hogy a ceh-13 expressziós doménja átfed a középsı homológ csoportba tartozó lin-39 

és mab-5 gének expressziós doménjával. A ceh-13, lin-39 és mab-5 Hox gének genetikai 

interakcióinak tanulmányozása során bizonyítottam, hogy a vizsgált gének kölcsönhatnak 

egymással az embrionális fejlıdés során. A lin-39 extra kópiája, illetve a mab-5 funkciónyeréses 

mutációja képes szuppresszálni a ceh-13 mőködés hiánya által okozott fejlıdési 

rendellenességeket, ami a gének közötti redundáns mőködésre utal.  

A posztembrionális egyedfejlıdés során vizsgáltam a ceh-13 funkcióját olyan 

folyamatokban, amelyek a lin-39 és mab-5 gének által is szabályozottak. Kimutattam, hogy a 

ceh-13 mőködése befolyásolja a Q leszármazott idegsejtek pozícióját, valamint a Pn.p 

epidermális sejtek sorsának meghatározását és ennek következményeként a hermafrodita 

párzószerv fejlıdését is. Hatása nemcsak az elülsı, hanem a középsı és hátsó testtájakon is 

kimutatható volt, ahol átfedést mutat a lin-39 és mab-5 gének funkcionális doménjával. 

A bioinformatikai módszerek segítségével megerısítettem, hogy a ceh-13 legközelebbi 

paralógjai a C. elegans Hox kluszteren belül a lin-39 és a mab-5. 

A kétoldali szimmetriával rendelkezı állattörzsek Hox klusztere feltételezhetıen egy ısi 

„ProtoHox” gén sorozatos tandem duplikációinak eredményeként jött létre. A ceh-13, lin-39 és 

mab-5 gének között megfigyelhetı szekvenciális hasonlóság és részleges funkcionális 

redundancia arra utal, hogy a középsı Hox homológ géncsoport(ok) feltehetıen az anterior ıstıl 

származtathatók az anterior és poszterior homológ ısök szétválása után a Hox kluszter korai 

evolúciója során. Eredményeim hozzájárulhatnak a C. elegans Hox kluszter mőködésének és 

evolúciójának, valamint a genetikai redundancia jelenségének a pontosabb megértéséhez. 

 



 97 

7. Summary 

 

Hox genes encode evolutionary conserved transcriptional factors which control cell fates along 

the anteroposterior axis during animal development. Malfunctioning of Hox genes can result in 

serious morphological abnormalities and early lethality. I have studied the role of the anterior 

and central paralog Hox genes in cell migration and cell fusion as well as their interactions with 

each other in controlling these developmental processes in the nematode Caenorhabditis 

elegans. 

By phenotypic analysis, I showed that the inactivation of the anterior ortholog, ceh-13 

causes morphological abnormalities not only at the anterior but also at the middle and posterior 

body parts of the mutant animals. These defects resemble to those observed in other Hox(-) 

mutants. I constructed specific translational fusion HOX::GFP riporter constructs to compare the 

expression patterns of C. elegans Hox paralogs. My data demonstrate that the expression domain 

of ceh-13 overlaps with that of lin-39 and mab-5. I also showed that these genes genetically 

interact with each other in controlling embryonic development. Furthermore, extra copies of lin-

39 and a gain of function mutation of mab-5 are able to suppress the developmental defects 

caused by ceh-13 deficiency. These results suggest a partial functional redundancy between 

these Hox genes. 

I also studied the role of ceh-13 in postembryonic developmental processes which are 

known to be controlled by lin-39 and mab-5. I found that ceh-13 influences the migration of Q 

descendants neurons and the fusion of Pn.p epidermal cells with the hypodermis. ceh-13 also 

affected the hermafrodite vulva development was also affeted by ceh-13. The effect of ceh-13 

on cell fate specification is obvious in both anterior and mid-posterior pody regions where its 

functional domain overlaps with that of lin-39 and mab-5. 

Data from multiple sequence alignment (using bioinformatic tools) revealed that the 

closest paralogs of ceh-13 within the C. elegans Hox cluster are lin-39 and mab-5. 

The Hox clusters of bilaterians arose by the sequencial tandem duplications of an ancient 

„ProtoHox” ancestor. An early gene duplication event of this „ProtoHox” gene might have 

given rise to the ancestors of the anterior and posterior paralogous groups. The sequence 

similarity and partial functional redundancy among ceh-13, lin-39 and mab-5 support our 

hypothesis that the medial paralog Hox genes evolved from an anterior ancestor during the 

evolution of the Hox clusters. Together, our findings may help to understand better how the C. 

elegans Hox genes function during development and how they may have emerged during 

evolution.
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