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Roviditések jegyzéke

AbdB AbdominalB gén(csoport)

ANTP Antennapedia gén utan nevezett homeobox génosztily

ceh C. elegans homeobox gén

DNS deoxiribonukleinsav

Dpy dumpy (tomzsi testalkat)

dsRNS double stranded (dupla szédli) RNS

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

restricted) géneket tartalmazé homeobox géncsalad

egl egg laying defective (embrid lerakas képtelen) fenotipust okoz6 gén

EMS etil-metan-szulfonat

exd extradenticle gén

fem feminization (a szomét feminizalo) gén

gf gain of function (funkcidényeréses mutacié vagy allél)

GFP green fluorescens protein (z6ld fluoreszkalo fehérje)

her hermaphrodization (az XO allatokat szomatikusan hermafroditdkka alakit6) gén

HM Hth gének utan nevezett homeodomain

Hox homeoboxnak nevezett konzervalt nukleotid-szekvenciarészletet tartalmaz6
(gének)

Hth homothorax gén

lab labial gén

lacZ B-galaktozidaz enzimet k6dol6 gén

If loss of function (funkcidvesztéses mutaci6 vagy allél)

lin lineage defective (abnormalis sejtvonal) fenotipust okoz6 gén

mab male abnormal (him parzészerv abnormalitdsat) okozé gén

Mb megabazis

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

mRNS messenger RNS

NGM nematode growth medium (fonalférgek tenyésztésére szolgéld kozeg)

NK Drosophila NK1-4 génekrdl nevezett homeodomain

nob kNOB-like posterior (no backside) gén

PBC Pbx géncsaladrol nevezett homeodomain



pbx

pre-B cell leukemia homeobox gén

PCR polimerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)
php posterior Hox gene paralog gén

Prep prolyl endopeptidase

Ras Rat Sarcoma (GTPase fehérjék mutacidja okozza)
RNS ribonukleinsav

RSNi RNS interferencia

synMuv synthetic Multivulva fenotipust kialakité gének
TALE three amino acid loop extension (homeodomént kddol6 konzervalt
szekvenciarészlet)

tra transformer (szexudlisan atalakito) gén

unc uncoordinated fenotipust okozé gén

VPC vulval precursor cell (vulva eldsejt)

Vul vulvaless (vulva nélkiili) fenotipus

Wnt Wingless jelatviteli utvonal



1. Bevezetés

1.1. A Hox gének szerepe az egyedfejlédésben

1.1.1. A homeotikus szelektor gének felfedezése

Az éllati szervezetek testfelépitésében megnyilvanuld mintdzatok sokfélesége lenylig6zo
biologiai jelenség. A fejlddésbiologia egyik kozponti, eziddig csak részben megvdlaszolt
kérdése arra vonatkozik, hogyan alakulhat ki — a megtermékenyitett petesejtekbdl - annyi
egymastol eltérd felépitésii szervezet €s milyen szabdlyozé mechanizmusok irdnyitjdk az
alapvetd fejlodési folyamatokat? Az elmult 50 év kutatdsai rdmutattak arra, hogy a kiilonb6z6
fajok egyedeinek testszervezOdésében megjelend formdk véltozatossiga ellenére, az allatok
egyedfejlodésének alapszabdsa nagymértékben konzervalt médon szabalyozdédik. A kétoldali
szimmetridval rendelkezd 4llatfajok mindegyikében (az emberben is) lényegében azonos
genetikai mechanizmusok feleldsek az embrié hosszanti (anterior-poszterior) tengelyének a
kialakitasaért, illetve ennek mentén az egyes testtijak azonossdgidnak meghatdrozasaért
(McGinnis és Krumlauf 1992; Caroll, 1995). A XX. szazadban kiilonb6z6 modellrendszereken
végzett genetikai vizsgdlatok szdmos olyan gén azonositottak, amelyek mutdciéi dramai
atrendezddéseket okoznak a testfelépitésben. Az 1940-es években a Thomas Morgan
laboratériumédban dolgoz6 Edward B. Lewis izolalt eldszor olyan Drosophila mutansokat,
amelyekben az egyes szervek (pl. az antenna, 1ab, szdrny) nem a megfelel6 helyen vagy
szamban alakultak ki (1. abra). Ezek a megfigyelések vezettek el az igynevezett homeotikus
szelektor (Hox) gének felfedezéséhez muslicdban (Lewis, 1978). Tovabbi kisérletek soran
sikeriilt azonositani ilyen géneket — a Drosophila Hox gének ortologjait - mind alsébbrendil (pl.
csaldnozok és férgek), mind magasabbrendil szervezddési szintet képviseld édllattorzsekben (pl.
gerincesek) is. Edward B. Lewis, Christiane Niisslein-Volhard és Eric Wieschaus az
egyedfejlodés genetikai szabdlyozdsdnak kutatdsa terén elért eredményeikért orvosi Nobel-

dijban részesiiltek 1995-ben.



-

1. abra. Homeotikus mutaciék. (a) Vad tipusd Drosophila 3. torszelvényébdl billérek fejlodnek. (b) A Bithorax

génkomplexben bekovetkezé mutdcidk némelyike a 3. torszelvény sejtjeit a 2. szelvényre jellemzd sejtekké
transzformdlja és az igy kifejldédd mutdns egyednek 2 pédr szdarnya lesz (nyil). (c) Az Antennapedia gén

mutécidjanak hatdsara a mutans dllatok fején csapok helyett 1dbak fejlddnek (nyil).

1.1.2. A Hox gének egyedfejlodés soran betoltott funkcidi, genomi szervezodése és

evolucios jelentoségiik

A Hox gének az ugynevezett ’homeobox-gének’ kozé tartoznak. E géncsoport jellegzetessége,
hogy valamennyi tagja rendelkezik egy konzervalt 180 bazispar hosszi szekvenciarészlettel,
amely egy 60 aminosavbol 4ll6 "homeodomén’-nek nevezett peptidet kodol (Scott és mitsi.,
1989). A homeobox gének dltal kédolt ’Thomeodomén’ fehérjék mindegyikében megtaldlhat6 ez
a specialis helix-turn-helix térszerkezetli funkciondlis egység, ami a szekvencia-specifikus DNS-
kotésben jatszik szerepet (2. abra). A ’homeodomén’-t tartalmazé fehérjék 4ltalaban
transzkripcids faktorokként miikodnek, vagyis a génexpresszié szabdlyozdsdban jdtszanak

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

2. abra. A homeodomain kapcsolédasa a
DNS-sel. A Hox gének altal kodolt fehérjék
rendelkeznek egy specidlis, helix-turn-helix
szerkezeti, homeodoménnek nevezett
funkciondlis egységgel (a fehérje C-termindlis
végéhez kozel), amely a DNS meghatdrozott
szekvencidju szakaszaihoz képes kotédni
(helix 3/4). A képen a Drosophila
ANTENNAPEDIA HOX fehérje (sarga) és a
kapcsolédé DNS részlet (a cukor-foszfat
tengely kékkel, a bdazisok pirossal vannak

jelolve) sematikus rajza 14athato.




Leszdrmazés alapjan a homeobox gének tobb nagy osztilyba sorolhatok. Ezen beliil a
HOM-C / Hox gének az ANTP (az Antennapedia gén utdn elnevezett) génosztily egyik
alcsoportjat alkotjdk. (Az ANTP osztalyba tartoznak tovdbba az EGHbox, ParaHox és NK
géncsaladok (Holland PW, 2001; Garcia-Fernandez, 2005). A homeotikus szelektor vagy Hox
gének az allatok korai egyedfejlddése sordn toltenek be kulcsfontossagu szerepet a test hosszanti
mintdzatdnak kialakitdsdban és a kiilonbozd testtdjak azonossdgdnak meghatarozdsaban. Az
egyes Hox gének a fejlodd embrid testének kiilonbozo részein, rajuk jellemz6 egyedi mintazatot
mutatva  expresszdlodnak  és  mukodésik  eredményeként az  ott  taldlhato
sejteknek/sejtcsoportoknak egyedi sorsot biztositanak. A Hox gének egyik érdekes jellemzdje,
hogy a genomban csoportokba rendezddve (tin. kluszterekben) helyezkednek el. Ez a kluszteres
szervez0dés az ANTP osztilyba tartoz6 mds géncsalddok tagjaira is jellemzé. A Hox
kluszterben az egymadst kovetd gének szekvencidjanak nagyfokd hasonlésdga arra enged
kovetkeztetni, hogy a kluszter egy 0Osi ,,ProtoHox-szerli gén” sorozatos tandem duplikdcidjanak

eredményeként johetett 1étre (3. abra) (Lewis, 1951, Garcia-Fernandez, 2005).

-
pProtoANTP gén

.- * 2 ---> NKKluszter
protoHox gén protoNK gén
ﬂ * @A ---» EGHbox Kluszter
EST- TR TS Y
-
A 3 c P
| B
L g prmnansis »

1234567 89101121314

-

{profotipikus) Hox kluszter ParaHox kluszter

3. abra. A Hox kluszterek korai evolicidja. A jelenlegi model szerint az ANTP kluszter egy 6si homeobox
ProtoANTP génbdl szdrmaztathatd. Az allatvildg evolicidjanak korai fazisdban a ProtoANTP gén megkettéz8dése
eredményezte az 6si ProtoHox és ProtoNK gének 1étrejottét. Ezt kovetden tandem duplikdcidk sorozata vezetett el
az NK és a Hox-szerl kluszterek kialakuldsdhoz. A protoHox kluszter kialakuldsa soran a ,,3” és a ,,C” gének (a
kozépsé Hox homolég csoportok dsei) feltehetéen az anterior homolég (,,A”) sgénbdl szarmaztathatok. Az ,,A” az
anterior, a ,,C” a centrdlis, a ,,P”” a poszterior Hox paraldg csoportok &seit jeloli. Az dbra aljan felvazolt prototipikus
Hox Kkluszter jeleniti meg azt a génkompoziciét, amellyel a feltételezések szerint az 6- és Ujszdjuiak utolsd kozos dse

rendelkezhetett.



Az éllattorzsek kozotti 0sszehasonlitd elemzések 14 kanonikus Hox homolég csoportot
azonositottak, amelyeknek a képviseldi eltérd feladatok ellatdsara specializdlédtak az evolicid
sordn (de Rosa és mitsi., 1999). Mindemellett szdmos esetben figyelheté meg redundéns
miikodés a kiilonboz6 — jellemzden az egymadssal szomszédos - Hox paralégok kozott.

A Hox kluszteren beliil a gének sorrendje megegyezik a kiilonb6z0 taxonokban. Ennek a
konzervalt génsorrendnek a funkciondlis jelentOsége, valamint a kluszteres szervezddés
fennmaradésa az evolici6 sordn egyeldre szamos nyitott kérdést hagy maga utén.

A homeotikus szelektor gének homolég kluszterei minden kétoldali szimmetridja
tobbsejtli 4llattorzsben megtaldlhatdak és tobbé-kevésbé azonos funkciét toltenek be az
egyedfejlddés sordn (Graham és mitsi., 1989; Duboule és Dollé, 1989). Ez a megfigyelés azt a
feltételezést tamasztja ald, hogy a vizsgélt taxonok azonos Ostdl szarmazhattak az evolicio
soran. A kiilonboz6 éllattorzsekbe tartozé fajok eltéré szamu és szervezettségli Hox kluszterrel
rendelkeznek. Az egyszerlibb testfelépitésii 4dllattorzsek képviseldinél (pl. csaldnozok,
laposférgek és hengeresférgek) a genomban egy, gyakran redukalt, kevés génbdl 4llo, szétesett
szerkezetii Hox kluszter talalhatd (Seo és mitsi., 2004; Ikuta és mtsi., 2004; Cameron és mitsi.,
2006). Ezzel szemben a magasabbrendii, bonyolultabb szervezddési szintet képviseld taxonok
(fejgerinchurosok €s gerincesek) komplex (sok génbdl dll6) Hox kluszterrel rendelkeznek. A
gerincesek kiillonbozd osztdlyaiban a Hox kluszter tobb (4-7 darab) kopidja is megtalalhato,
amelyek részben atfedd (redundédns) funkciot latnak el (4. abra) (Maconochie és mtsi., 1996;

Hurley és mtsi., 2005).
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4. abra. A testiireggel rendelkezé allattorzsek Hox klusztereinek evoliiciés kapcsolata. A kladogram néhdny
reprezentativ faj Hox génjeinek kromoszomalis helyzetét és elrendezddését dbrazolja. Az allatvilag torzsfejlodése
sordn a kétoldali szimmetridval rendelkezd taxonok eltéré médon és mértékben Orizték meg a feltételezhetd kozos
Ostdl (6- és ujszdjuak utolsé kozos 6se) leszarmazott prototipikus Hox klusztert. A kluszterek szdma, mérete és
szervezettsége feltételezhetden Osszefiigg az adott torzs fejlettségi dllapotdval (Lemons és McGinnis, 2006

nyomaén).

Lewis ota szamos elmélet latott napvilagot arra vonatkozolag, hogy a Hox gének
mindségi €s mennyiségi valtozdsai (gének elvesztése, ujak keletkezése, a kluszter
megtobbszorozodése vagy szétdarabolddasa, a génsorrend megvéltozdsa) milyen mértékben
fliggtek Ossze Uj formdk létrejottével. A kiilonbozd taxonokban megfigyelhetd Hox gén
kompozici6 és kluszterszerkezet, valamint az adott taxon fejlettségi szintje kozotti osszefiiggés
arra utal, hogy a Hox kluszter evolici6ja valéban szerepet jatszhatott az 1j szervezddési formak
megjelenésében (Burke €s mtsi., 1995; Carroll, 2001; Gaunt, 1994). A Hox gének szamanak
novekedése, valamint szerkezeti és funkciondlis diverzifikdcidjuk egyre valtozatosabb és
komplexebb szervezetek kialakuldsdhoz vezetett a torzsfejlodés soran. Gerincesekben a Hox

kluszter megsokszorozéddsa tovabbi alapot biztositott a fejlodéshez az evolicidé sorén.
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Feltehetden részben ezzel magyardzhaté a gerinces osztalyok - kiilondsen az emldsok - gyors

adaptiv szétterjedése.

1.1.3. A kolinearitas elve a Hox kluszterek miikodésében

A Hox kluszterek miikodésének jellegzetes vondsa a kolinearitds, azaz a homoldg gének

kluszterben valé elhelyezkedése (fizikai sorrendje), valamint expresszidés és funkciondlis

doménjaik - pontosabban a doménok anterior hatdrai - kozotti Osszefliggés (McGinnis és

Krumlauf, 1992; Iimura és Pourquie, 2007). Ennek alapjan a Hox kluszter 3’ végén taldlhat6

gének elsoként és a test eliilsO részében expresszdlédnak az egyedfejlodés egy korai

szakaszdban (az eliilsé testtdjak azonossdgdnak meghatdrozdasaban jatszanak szerepet), mig a

kluszter 5’ végén 1év0 gének mitkodése idoben késobb és a test hatulsé részében nyilvanul meg

(5. abra).
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5. éabra. A  Kolinearitasi elv
Drosophila-ban és emlésokben. A Hox
kluszter 3° végén elhelyezkedd gének
az eliils6, az 5° végén taldlhaté gének a
hatulsé testrészeken expresszalédnak a
kromoszémén elfoglalt poziciéjuknak
megfeleld sorrendben. A testtdjak
megfeleld szinei az azonos szinnel jelolt
Hox gének expresszids/funkciondlis
doménjat jelolik. Felil a Drosophila
Hox Kkluszter, kozépen az 0&si Hox
kluszter, alul az emlésok 4 Hox
klusztere lathaté (emlésokben a Hox
kluszter sorozatos duplikdciéja 4 képiat
- HOXA, HOXB, HOXC, HOXD -
eredményezett, amelyek részben
redundans funkciét latnak el). A
kiilonb6z6 Hox ortolégok azonos
szinnel vannak jeldlve (Veraksa ¢és

mtsi., 2000 nyoméan).



A Hox gének expressziés mintdzata nagyfokid hasonldsiagot és konzervaltsagot mutat a
kiilonboz6  4llattorzsekben. Erdekes médon a Hox gének expressziGjat megel6zé korai
embriondlis fejlodés soran a kiilonb6z6 taxonok véltozatos stratégidkat haszndlnak az axidlis
aszimmetria kialakitdsahoz és az embrionadlis tengelyek meghatarozdsahoz. Xenopus embrioknal
példaul kortikalis rotdcid, mig egerekben sejt-sejt interakcidk sorozata eredményezi az axidlis
aszimmetria 1étrejottét (Scott, 2000). A gyiimoleslégy Drosophila melanogaster esetében az
embri6é elsddleges mintdzatanak kialakuldsa a soksejtmagvi syncytium &llapotdban torténik
meg, meghatdrozott fehérjegradiensek mentén és hatdsara (Akam, 1987; Lawrence, 1992;
Lawrence és Morata, 1994; Perrimon, 1994). Ezzel szemben a szocskék és egyes bogarak (pl.
Tribolium fajok) fejlédése sordn a testszegmentek egyenként, sorban keletkeznek egy poszterior
novekedési kozpont irdnyitdsdval (Nardelli-Haefliger és mtsi., 1994; Hughes és Kaufman,
2002). A fondlféreg Caenorhabditis elegans-ban a zigéta aszimmetrikusan osztédik, amely
kiillonboz6 fejlodési potencidllal rendelkezd utddsejtek 1étrejottét eredményezi. A tovdbbi
sejtosztodédsok €s az utddsejtek sorsa alapvetden sejt-sejt interakcidk altal meghatarozott. A Hox
expresszio inicidcidjanak modjat, illetve az azt elokészitd egyedfejlodési folyamatokat jellemzd
valtozatossag ellenére a morfogenezis kezdetekor a fajok tobbségében megjelennek a konzervalt
,»Hox szivarvanyok” a fejlodo embriok hossztengelye mentén (Slack és mtsi., 1993).

Egyes édllattorzsekben az egyedfejlodés sordn a térbeli kolinearitds mellé iddbeli
kolinearitas is tarsul az egymast kovetd paraldgok aktivalédasat illetéen (Izpisua-Belmonte és
mtsi., 1991; Duboule, 1994; Kmita és Duboule, 2003). Az alacsonyabb szervezddési szinteket
képviseld taxonokban (pl. férgek, eldgerinchirosok, tiiskésboriiek) eléfordulhatnak kivételek,
ahol a homoldg csoportok masodlagos elvesztése vagy a Hox kluszter szétdarabolddédsa
kovetkeztében a kolinearitds jelensége kevéssé figyelhetd meg. A Hox gének expresszidjara és
funkciéjara azonban az emlitett példdk esetében is erds szovetspecificitds jellemzé (Kmita és
Duboule, 2003; Deschamps és van Nes, 2005). A C. elegans Hox rendszere szintén szamos
egyedi vondst hordoz. Ebben az dllatban az egyedfejlodés sordn a sejtleszarmazds invaridns, és a
Hox gének expresszidja és mikodése jellegzetesen sejtvonalakhoz, mintsem testtdjakhoz
kapcsolt (Streit é€s mtsi., 2002). (A C. elegans Hox rendszer tovabbi sajatossagait részletesen az
1.3. alfejezetben targyalom.)

A Hox kluszteren beliill az egymadst kovetd paraldgok kozott hierarchikus szabélyozdsi
rend figyelhetd meg: adott gének mesterséges uton torténd hiperaktivaldsa (overexpresszidja)
sordn a poszterior gének elnyomjak a tOliik anterior irdnyban elhelyezkedd gének aktivitasat
(Duboule és Morata, 1994). Természetes koriilmények kozott azonban a kiilonbozd gének

egylittmiikodése a Hox rendszer normdlis miikodésének fontos részét képezi. Azon sejtek és
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szovetek esetében, ahol a szomszédos Hox paraldgok expresszids €s funkciondlis doménjai
atfednek, a termel6dd HOX fehérjék mennyiségi és mindségi kombinécidi lehetdséget nyujtanak
pontosabb, kifinomultabb poziciondlis informdacié kodoldsara (Kessel és Gruss, 1991; Clark és
mtsi., 1993; Salser és mtsi., 1993; Castelli-Gair és Akam, 1995; Bienz és Hart, 1996; Duncan,
1996).

A szabdlyozas tovabbi szintjét képviselik az ugynevezett HOX ko-faktor fehérjék,
amelyek a HOX fehérjékkel egyiittmiikodve fontos szerepet jatszanak azok transzkripciét
szabdlyozé tevékenységében. Szekvencidlis és strukturdlis hasonlésdguk eredményeként -
kiilonos tekintettel a konzervalt, DNS-k6t6 homeodomén-ra - a HOX transzkripciés faktorok
csaknem azonos és nagy affinitdssal kétddnek relative rovid, degeneralt DNS-kotd konszenzus
szekvencidkhoz, amelyek a genomban viszonylag gyakran fordulnak el (Ekker és mtsi., 1994;
Hoey és Levine, 1988; Mann, 1995). E tulajdonsdgukbdl kovetkezden a HOX fehérjékre
jellemzé a hasonlé DNS kotohelyekért valé versengés, egymads potencidlis helyettesitése vagy
kiszoritdsa. Paradox médon azonban a HOX faktorok in vivo eltérd bioldgiai funkcidkat latnak
el. Ennek a latszolagos ellentmonddsnak egyik lehetséges magyardzata lehet az, hogy a
kiilonbozé Hox gének termékei részben azonos célgének — genetikai ttvonalak -
transzkripciondlis szabdlyozdsdban vesznek részt, és HOX ko-faktorok segitségével tudjak
egyedi modon aktivalni, illetve gitolni azokat. Ezéltal a Hox gének ugyanazoknak az alapvetd
sejtélettani folyamatoknak a szabdlyozdsdn keresztiil képesek egymdstol eltérd testtdjak
kialakitdsara. Ilyen folyamatok pl. a sejtosztédds sebessége és polaritdsa, sejtalak és
sejtnovekedés, sejtadhézid, sejtvandorlas, sejtdifferencidcid és a programozott sejthalél (Garcia-
Bellido, 1975; Postlethwait, 1978; Lawrence, 1992; Castelli-Gair és mtsi., 1994; Liu és mtsi.,
2005).

A HOX ko-faktorok jelentésége a HOX aktivitds specificitdsdnak biztositdsaban rejlik
(Mann, 1995; Wilson és Desplan, 1995). A legismertebb HOX ko-faktorok a TALE atipikus
homeodoménnal rendelkezd fehérjecsaladba tartoz6 tagok (Biirglin, 1997; Biirglin, 1998). A
csalddba valé sorolds alapjat a fehérjék N-termindlis részének — amely feltehetOen részt vesz a
fehérje kolcsonhatdsokban - hasonldsaga képezi (Biirglin, 1997; Abu-Shaar és mtsi., 1999). A
PBC interakciés domént tartalmazd Drosophila EXD / human PBX kofaktor fehérjék foleg az
anterior €s kozépsd Hox homolég csoportokba tartoz6 gének (Ubx, AbdA / Hox1-10) éltal kédolt
fehérjékkel kapcsolédnak és azok specifikus DNS-kotésében jitszanak szerepet (Mann és
Affolter, 1998; Mann és Chan, 1996; Chan és mtsi., 1994; van Dijk és Murre, 1994; Popperl és
mtsi., 1995; Shen és mtsi., 1997b; Liu és mtsi., 2005). A HM interakciés doménnal rendelkezo
Drosophila HTH / humdn MEIS és PREP fehérjék a vizsgalt esetek tobbségében poszterior
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HOX transzkripcids faktorokkal (AbdB / HOX11-13) képeznek komplexet és azok specifikus
mukodését segitik eld. Elofordulnak azonban LAB/HOXB1 fehérjékkel képzett funkcionalis
komplexekben is (Mann és Affolter, 1998; Shen és mitsi., 1997b; Jacobs és mitsi., 1999).
Kiilonb6z6 modellszervezeteken (pl. Drosophila és gerincesek) végzett vizsgalatok kimutattak,
hogy a PBC és MEIS csalddba tartoz6 kofaktor fehérjék egymassal is kdlcsonhatnak (Pai és
mtsi., 1998; Ryoo és mtsi., 1999; Rieckhof és mtsi., 1997; Abu-Shaar és mtsi., 1999; Affolter és
mtsi., 1999; Berthelsen és mitsi., 1999). Gyakran trimer komplexek képzddése is megfigyelhetd
az Exd/Pbx, Hth/Meis,Prep és Hox gének termékei kozott (Berthelsen és mtsi., 1998; Ryoo és
mtsi., 1999; Jacobs és mtsi., 1999; Ferretti é€s mtsi., 2000; Ebner és mtsi., 2005).

A Hox mikodés szabdlyozasdnak kiillonboz6 taxonokban megfigyelhetd konzervaltsaga
arra utal, hogy a homeobox gének szekvencia konzervacidéja mellett az daltaluk kodolt
homeodomén fehérjék reguldcids és interakcids hdldzatanak a mitkddése is kiemelt evolicids
jelentdséggel bir. A Hox gének expresszids mintdzatdban (gének aktivdlédasdnak helye, ideje és
szintje), valamint a HOX fehérjék egymassal €s célgénjeikkel torténd kolcsonhatdsaiban
bekovetkezd valtozdsok szintén hozzdjarulhattak az 4j formdk megjelenéséhez az allatvilag

fejlodése soran (Botas, 1993; Caroll, 1995; Raff, 1996).

1.1.4. A Hox gének orvosbiologiai jelentosége

A Hox gének és kofaktoraik kulcsfontossagu szerepet toltenek be a korai egyedfejlodés sordn. E
kiilonleges helyzetiikb6l addédéan a Hox gének hibds miikodése sulyos fejlodési
rendellenességek kialakuldsdhoz vezethet, vagy akar a fejlodé embrid éEletképtelenségét is
okozhatja. A Hox gének funkcidja nélkiilozhetetlen a vaz- és izomrendszer vagy a kiilonb6z6
szervek normdlis kifejlodéséhez, illetve a vérképzd rendszer normadlis miikkodéséhez
(Argiropoulos és Humphries, 2002; Vieille-Grosjean €s mtsi, 2008). Emberben a felnott korban
jelentkezd rédkos megbetegedések sordn is szdmos esetben kimutathaté a Hox gének koros
aktivalédasa (pl. Shears és mtsi., 1993; Plowright és mtsi., 2008; Segara és mtsi., 2009; Ono és
mtsi., 2009). A HOX kofaktorok szintén fontos szerepet jatszanak bizonyos szervek és szovetek
normédlis fejlodésének és miikodésének biztositdsaban (Murphy és mtsi., 2009; Selleri, 2009).
Az egyedfejlodésben betoltott jelentdségiik alapjan a Hox gének az orvosbioldgiai
kutatdsok fontos célpontjai. Az emberi embriondlis fejlodés kozvetlen vizsgalatdnak lehetdségei
azonban sok szempontbdl korldtozottak (csupdn eseti megfigyelésekbdl lehet kovetkeztetéseket

levonni). Human kutaték szamadra ezért nagy jelentdséggel bir az a tény, hogy az egyedfejlodés
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genetikai szabdlyozdsa nagyfokd konzervéltsdgot mutat a kiilonbozd allattorzsek és az ember
kozott. Ennek koszonhetden a morfogenezis egyszeriibb testfelépitésii modellszervezetekben
torténd vizsgélata fontos 4j informdciokkal szolgédlhat az orvostudomany szamadra is. A fejlodési
rendellenességek okainak és molekuldris hatterének megértéséhez jelentés mértékben jarultak
hozza az allatkisérletekbdl szarmazé eredmények és ismeretek. Doktori munkdm sordn a
fonélféreg Caenorhabditis elegans-t hasznédltam modellszervezetként az anterior és kozépso
homolég Hox gének sejtvandorlas €s sejtflizié szabdlyozasdban betoltott szerepének, illetve az

emlitett gének genetikai kolcsonhatdsainak tanulmanyozasara.

1.2. A fonalféreg Caenorhabditis elegans, mint genetikai modellrendszer

A Caenorhabditis elegans egy szabadon €10, baktériumokkal taplalkozd, kifejlett allapotban 1,1-
1,2 mm hossziisagi fonalféreg faj. Eletciklusa viszonylag révid, 25°C-on, normal koriilmények
kozott a vad tipusu allatok kevesebb, mint 3 nap alatt fejlédnek ki négy larvastadiumon (L1-L4)
keresztiil (6. abra), majd atlagosan 2 hétig élnek. Nagy egyedsiiriség és tapanyaghidny mellett
egy alternativ harmadik tgynevezett dauer larvastidiumba alakulnak. Dauer larvaként akar fél

évig képesek talélni.

Feinbu (1ie-TiE i 6. abra. A C. elegans fejlédésmenete.
/‘W Az embriébdl 25°C-on folyamatos

Fiaal :Deu{n Zigata Gasztrula taplalékelldtas mellett 40 6ra alatt fejlodik

L _ ki az ivarérett felndtt allat. Fejlodése 4

Lmzé o larvastddiumon (L1-L4) keresztil megy

s W végbe. Kedvezdtlen kornyezeti feltételek
i N mellett egy alternativ L3 ldvastddiumba,

| Dauer (00 im) az un. dauer larva allapotba alakul. A

L3 (490-510 pm)

Predauer

keriilve L4 larva allapotba képes alakulni,

L1 (250 um) L . . 21 11z
T A és innen folytatja a normdlis fejlodési
An_/w

palyat.

./ dauver larva kedvezd koriilmények kozé
~

Laboratériumi koriilmények kozott a C. elegans torzsek milanyag Petri csészékbe Ontott
agarlemezeken, illetve folyadékkultirdban konnyen tenyészthetéek. Az éllatok -70 °C-on vagy

folyékony nitrogénben korldtlan ideig eltarthatéak. A C. elegans-t specidlis ivari dimorfizmus
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jellemzi; a populdaciét him és himnés egyedek alkotjadk (7. abra). Az onmegtermékenyitd
himnds egyedek a tiszta genetikai vonalak fenntartdsat, a himek a genetikai vonalak
kombindlasat teszik lehetévé. A himek kiils6 megtermékenyitése nélkiill a hermaphroditak

korulbeliil 200-250 utédot hoznak 1étre.

N
% C
természetes populdciét tobbnyire hermafroditdk (fent)

! - alkotjak, a himek (lent) csak 0,2%-ban fordulnak elé. A

7. abra A C. elegans ivari dimorfizmusa. A

7 képen lathatd két felndtt dllat kozott 3 lerakott pete
p S (kerek struktdrdk) lathaté.

Az 4llat viszonylag egyszerQ testfelépitésii, a kifejlett hermafroditdnak 959, a himnek
1031 testi sejtje van (Sulston és Horvitz, 1977). A sejtek egyedfejlodési leszdrmazdsa —
egyediiliként az eddig vizsgalt él6lények kozott — invaridns. A féreg fénymikroszkdpban attetszo
(transzparens) testfaldnak koOszOnhetéen a sejtek sorsa konnyen nyomon kovethetd és
meghatdrozhat6. A C. elegans teljes sejtleszdrmazasi térképe megismert (Sulston és Horvitz,
1977).

A fent leirt tulajdonsdgai a C. elegans-t ideédlis kisérleti rendszerré teszik a genetikai
kutatdsok szdmdra. A C. elegans-ban rejld lehetdségeket eloszor Sydney Brenner ismerte fel és
0 kezdte alkalmazni fejlodésgenetikai vizsgalatokhoz az 1970-as évek elején (Brenner, 1974).
Kedvezd tulajdonsdgainak koszonhetéen a C. elegans azéta kozkedvelt modelldllattd valt a
genomikai, sejtbiologiai, idegrendszeri és oregedéskutatasok terén is. A C. elegans-on végzett
kutatasokat 2002-ben (Sydney Brenner, John Sulston és Robert H. Horvitz) és 2006-ban
(Andrew Z. Fire és Craig C. Mello) orvosi Nobel-dijjal, mig 2008-ban (Marty Chalfie) kémiai
Nobel-dijjal jutalmaztak.

A C. elegans DNS dlloméanya volt az els6 soksejti genom, amelyet — a human genom
projekt el6futdraként — megszekvendltak (Hodgkin €s mtsi., 1998). Haploid genomja 5 testi, és 1
ivari kromoszémaba szervezddve mintegy 100 Mb-bdl all, és koriilbeliil 19000 gént kédol. A
féreg génjeinek legaldbb 50%-a szignifikdns szekvencia-hasonldsdgot mutat emberi génekkel. A
C. elegans genom kiilonlegessége, hogy rendkiviil kompakt szervezddésii, az egy génre jutd

bazisszdmot tekintve 30-szor tomorebb az emberi genomnél. Jellemzdje az operonos szerkezet
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(tobb gén koz0s szabdlyozd régidval rendelkezik), amely az eukaridtak kozott csak a
fonalférgekben ismert. Eziddig kozel 8000 C. elegans gén esetében izoldltak mutéans alléleket,
illetve a jelenleg is futd Un. gene knockout project keretében tovabbi erdfeszitések folynak egy
minden génre kiterjedé deléciés mutdnsbank létrehozdsara. Laboratériumi koriilmények kozott
mutans C. elegans torzsek viszonylag konnyen éllithatok elé kémiai mutagének (pl. EMS - etil-
metédn-szulfondt — és psoralén), rontgensugarzas vagy transzpozonok (Tcl, Mosl) segitségével
(Johansen és Baillei, 1988, Johansen és Baillei, 1997). Funkciondlis (genetikai) vizsgalatokat
mutans allélek mellett RNS interferencia (RNSi - géncsendesités) alkalmazdséaval is végeznek
(Timmons és Fire, 1998; Conte és Mello, 2003). Az RNSi jelenségét duplaszali RNS (dsRNS)
valtja ki, amely a vele homol6g szekvencidji mRNS degradicidjdhoz vagy transzlacids
gatlasdhoz vezet. C. elegans-ban a mdédszer nagy hatékonysdggal mikodik, valamint a hatas
szisztematikus, tehét sejtrol-sejtre terjed, és az utddokba is atjut (Fire €s mitsi., 1998; Conte és
Mello, 2003).

A C. elegans kutatisok eredményeit internetes adatbdzisok integraljak. A genetikai
informdciok a WormBase portdlon (www.wormbase.org), az anatémiai adatbazis a Wormatlas-

on (www.wormatlas.org), a féreggel kapcsolatos fejlodés- és sejtbiologiai ismeretek a

Wormbook (www.wormbook.org) honlapokon érhetdk el. A nemzetkdzi torzsgylijteményt a

Minnesotai  egyetemen  tartjdk fenn (CGC:  Caenorhabditis  Genetics  Center,

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

1.2.1. A C. elegans Hox Kluszter szerkezeti és miikodési sajatossagai

A Caenorhabditis elegans egy viszonylag kis méretii, redukalt, mindéssze 6 db génbdl all6 Hox
kluszterrel rendelkezik. A fonalférgek torzsén beliili 6sszehasonlité elemzések eredményei arra
utalnak, hogy a torzs Ose feltételezhetden rendelkezett az dsszdjiak 9 kanonikus Hox paraldégot
tartalmazé Hox kluszterével (de Rosa és mitsi.,, 1999). A leszarmazott taxonok tovabbi
evolicidja sordn bizonyos Hox paral6gok masodlagosan elvesztek (8. dabra) (Aboobaker és
Blaxter, 2003). Ez a génvesztés okozhatta példaul a testfelépités specializdlédasat
(egyszerlisodését), a sejtvonal-specifikus fejlodésre vald 4ttérést, vagy C. elegans esetében a
kétnem szaporodds helyett a hermafroditizmus (himndsség) megjelenését. Ezzel parhuzamosan

néhany fonalféreg nemzetségben tjabb Hox gének keletkezése is megfigyelhetd.
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8. abra. A Hox Kluszter evolicioja Nematodakban. A fonalférgek torzsének evoliicidja sordn a taxonok (az dbran
reprezentativ képviseldik) eltéré szdmban Jrizték meg a kanonikus Hox homolég csoportokat (azonos szinnel
jeldlve a kiilonbozé fajokban). Osszehasonlitdsként az wjszdjdak prototipikus Hox klusztere (HoxI-13 kanonikus
homolég csoportok) lathats. A példaként kiragadott fondlféreg fajokndl masodlagos duplikicidk figyelhet6k meg

egyes Hox paraldgok 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 hasonldsdg és szekvencia illesztés alapjan, a felsorolt gének 4 kanonikus
homolég csoportot képviselnek: a ceh-13 a Drosophila labial/lhuman HoxBl, a lin-39 a
Deformed-Sex combs reduced/HoxB4-5, a mab-5 a kozépsd Antp-Abd-A/HoxB7 ortol6gjanak
tekinthetd; az egl-5, nob-1 és php-3 gének pedig az Abd-B/Hox9-13 poszterior homolog
csoportok megfeleléi C. elegans-ban (Kenyon, 1986; Schaller és mitsi., 1990; Biirglin és
Ruvkun, 1993; Clark és mtsi., 1993, Wang és mtsi., 1993; Wittmann €s mtsi., 1997; Brunschwig
és mtsi., 1999, Van Auken és mtsi., 2000). Az egl-5 és php-3 gének feltehetden Nematoda-
specifikus duplikicié révén keletkeztek.

A C. elegans 6 Hox génje koziil az els6 4 valddi klusztert alkot a III kromoszéman, mig
a 2 poszterior Hox paraldg (nob-1 és php-3) t6liik csaknem 1 Mbadzis tdvolsdgra helyezkedik el,
lazédn kapcsolddva az elsé 4 taghoz (Ruvkun és Hobert, 1998; Van Auken és mtsi, 2000). A
kluszter tovédbbi strukturdlis sajatossdga, hogy az anterior paraldg ceh-13 és a kluszterben 6t

kovetd lin-39 fizikai sorrendje - valdsziniileg egy utdlagos inverzié kovetkeztében -
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felcserélodott a kromoszoman (9. abra). Ez az egyedi elrendez6dés érdekes kérdéseket vet fel a
kolinearitdsi elv érvényesiilését, valamint az érintett gének transzkripciondlis szabalyozdsat

illetéen, funkciondlis kovetkezménye azonban egyeldre nem ismert.

o
— - -

’
lab  pb Dfd Scr Anip Ubx abd-A abd-B

-\
. ¥
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lin-39 ceh-13 mab-5 egl-5 php-3  nob-1

>

9. abra. A Drosophila és C. elegans Hox Kluszterek szerkezete. A C. elegans 6 Hox génje laza klusztert alkot a
III kromoszéman. A poszterior php-3 és nob-1 1Mb tavolsdgra helyezkedik el az elsé 4 tag alkotta koponti
klusztertél. Az anterior ortolég ceh-13 és a kluszterben 6t kovetd kozépsé homolég lin-39 fizikai sorrendje egy
inverzi6 kovetkeztében felcserélddott a kromoszéman (piros és sarga nyilak). Feliil a Drosophila, alul a C. elegans
Hox kluszter lathatd. A féreg és gyiimolcslégy Hox ortolégok azonos szinekkel vannak jelolve. A fekete nyilak az

adott Hox gének funkciondlis doménjait jelolik.

A C. elegans Hox rendszer miikodésének jellegzetessége, hogy a Hox gének expresszidja
az esetek tobbségében nem a sejteknek a test hosszanti tengelye mentén val6 helyzetétdl fiigg,
hanem sejtvonalakhoz kotott (Cowing és Kenyon, 1996; Wittmann és mtsi., 1997). Ez a
mechanizmus kiilonbozik a gerincesekre vagy egyes rovartaxonokra jellemzd pozicié-specifikus
meghatarozastdl, ugyanakkor a homolog gének hasonlé térbeli sdvos expresszids mintazatit
eredményezi — a kolinearitds szabdlydnak megfeleléen - az embri6 hossztengelye mentén,
eltéréen a mas allattorzsekben megfigyeltektdl. Ezaldl az anterior ortolog ceh-13 képez kivételt.

C. elegans-ban az embriondlis fejlodés szempontjabdl csak az anterior homoldg ceh-13
€s a poszterior homolég nob-1 funkcidja esszencidlis (Brunschwig és mtsi., 1999; Van Auken és
mtsi., 2000). Mind a ceh-13, mind a nob-I genetikai null mutéciéi sidlyos morfoldgiai
rendellenességekkel egyiittjar6 embriondlis vagy korai larvalis  életképtelenséget
eredményeznek. Ezzel szemben a Hox kluszter tobbi tagjanak az inaktivdldsa nem okoz
életképtelenséget: pl. lin-39(-)mab-5(-)egl-5(-) funkcidvesztéses hdrmas mutdns dallatok is

szaporodoképes felndttekké tudnak fejlédni (Kenyon, 1997; Wrischnik és Kenyon, 1997). Ezen
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Hox gének jellemzdéen a posztembriondlis fejlddés sordn jitszanak szerepet az egyes sejtek
sorsdnak és a testtdjak mintdzatdnak meghatarozdsdban (Kenyon és mtsi., 1997). Ennek a
funkciondlis mintdzatnak a kialakuldsa egyelére nem tisztazott. Egyes feltételezések szerint a
kozépsd homolog csoportokba tartozo lin-39 és mab-5 gének az evolicié soran, masodlagosan
specializdlédtak bizonyos funkcidk ellatdsdra, mig ezzel parhuzamosan a ceh-13 étvette az
iranyito szerepet az embriondlis fejlodés sordn (Aboobaker és Blaxter, 2003).

A Hox gének mellett a féregben is megtaldlhatok a Drosophila-ban és gerincesekben
azonositott HOX ko-faktorokat kédold gének ortoldgjai is. Ezek a ceh-20 és ceh-40 (Exd/Pbx
ortolégok), illetve az unc-62 (Hth/Meis/Prep ortolégok), amelyek feltehetéen — legaldbbis
részben — hasonlé funkciét latnak el C. elegans-ban, mint mas taxonokban leirt megfeleldik
(Biirglin, 1992; Liu és Fire, 2000; Van Auken és mitsi., 2002). Mikodésiiket az egymassal,
illetve a kiilonb6z6d homol6g csoportokba tartozé Hox génekkel torténd genetikai interakciok
nagy szdma jellemzi mind az embriondlis, mind a posztembriondlis fejlddési folyamatok
szabdlyozdsa sordn (Streit €s mtsi., 2002; Yang és mitsi., 2005; Takdacs-Vellai és mtsi., 2007;
Jiang és Liu, 2009). A ceh-20/ceh-40 vagy unc-62 miikkodés hidnya a ceh-13, illetve a nob-1 null
mutiaciok hatdsdhoz hasonlé embriondlis és larvalis életképtelenséget, valamint morfoldgiai
rendellenességeket okoz (Streit és mtsi., 2002; Van Auken és mtsi., 2002). A ceh-20 és unc-62
funkcidvesztéses mutans dllatok részben lin-39(-) vagy mab-5(-) Hox mutidnsokéhoz hasonlo,
részben azokétdl eltérd fenotipusos jegyeket mutatnak (Liu és Fire, 2000; Yang €s mtsi., 2005;

Takacs-Vellai és mtsi., 2007).

1.2.1.1. Esszencialis C. elegans Hox gének

C. elegans-ban az embriogenezishez és €letképességhez nélkiilozhetetlen anterior és poszterior
Hox paralogok miikodését illetden kevés ismeret all rendelkezésre. A C. elegans Hox gének
koziil az anterior ortolég ceh-13 a kluszter legkevesebbet tanulményozott tagja. Az embrionélis
fejlodés sordn jatszott esszencidlis funkcidja ellenére a sejtélettani folyamatokban jatszott
konkrét szerepe szinte egyaltalin nem ismert.

A ceh-13 — az anterior Hox ortol6goktdl és a C. elegans Hox kluszter tobbi tagjatol eltérd
moédon - embriondlis korban a test csaknem teljes hosszdra kiterjedd expressziét mutat
(Brunschwig és mtsi., 1999). Erdekes médon a ceh-13 expresszié még a fejlédd him parzészerv

(farok) neuronjaiban is kimutathaté (Stoyanov és mitsi., 2003). Embriondlisan a ceh-13

21



expresszids doménja atfed a kozépsod és poszterior homoldg lin-39, mab-5 és egl-5 Hox gének

expresszids doménjaival (Wang és mitsi., 1993; Brunschwig és mitsi., 1999) (10. abra).

10. abra. A ceh-13, lin-39, mab-5 és egl-5 Hox gének expresszidja vad tipusid ’comma stage’ embriékban. Z6ld
fluorescens fehérje GFP (z61d), illetve LacZ (sotétkék) riportergén-konstrukcidk segitségével vizualizalt Hox gén
expressziés mintdzatok. Az 6sszehasonlitasbol 14tszik, hogy a ceh-13 embriondlis expresszidja atfedést mutat a lin-

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

Ez a szokatlan és egyedi Hox expresszids mintdzat azt sejteti, hogy funkciondlis szinten
is el6fordulhat interakcid (esetleges redunddns miikodés) az emlitett Hox gének kozott. Egyeldre
azonban tisztdzatlan, hogy az esszencidlis anterior és poszterior Hox paral6gok (ceh-13, nob-1)
milyen funkciondlis kapcsolatban édllnak a kozépsd homoldg csoportokba tartozé Hox génekkel
(lin-39, mab-5). Nincs informdcié arrdl sem, hogy a lin-39 és mab-5 gének mennyiben jarulnak
hozz4d az embriondlis fejlddéshez, és kolcsonhatnak-e mds Hox paralégokkal. Ugyancsak
ismeretlen az, hogy a ceh-13 jatszik-e barmilyen szerepet a posztembriondlis egyedfejlodési

folyamatok szabélyozasdban.

1.2.1.2. Nem esszencialis C. elegans Hox gének

Az esszencidlis Hox génekkel ellentétben a larvélis fejlddésben fontos szerepet jatszé kdzépso

€s poszterior homolég Hox paralégok (lin-39, mab-5 és egl-5) funkciéja jol ismert szdmos
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posztembriondlis sejt- €s szovetdifferencidlédasi folyamat szabdlyozdsiban. A legtdbbet
tanulmanyozott erre vonatkozd szervfejlodési modellrendszerek az idegsejtvdndorlds, a
mezoderma differenciacid, a P ektodermalis prekurzor sejtek osztéddsa, valamint a parzészervek
fejlodése (Wang és mitsi., 1993; Clark és mtsi., 1993; Salser és Kenyon, 1996; Maloof és
Kenyon, 1998; Liu és mtsi., 2006). E folyamatok szabdlyozdsdban a lin-39, mab-5 és egl-5
gének - ortolégjaikhoz hasonléan - részleges funkciondlis redundancidt mutatnak (Liu és Fire,
2000). Funkciondlis doménjaik atfedd régidiban pedig az egymads altal torténd szabalyozottsag,
illetve termékeiknek egymdssal valé kolcsonhatdsa jellemzi a miikodésiiket (lasd 1.3.2.

alfejezet).

1.3. A kozéps6 homolég Hox gének szerepe a C. elegans posztembrionalis

egyedfejlédésében

1.3.1. Neuroblaszt migracio

C. elegans-ban az idegrendszer fejlddése sokat tanulmdnyozott és kozkedvelt modellrendszer a
Hox gének posztembriondlis fejlddési folyamatokban jitszott szerepének vizsgdlatira. Ezen
beliil az egyik legismertebb paradigma a Q sejtvonalba tartozé sejtek vandorlasanak a lin-39 és
mab-5 (és kofaktoraik) altal torténd reguldcidja. Az emlitett Hox gének a vandorld sejtekben
expresszdlddnak és sejt-autondm modon befolydsoljdk az egyes sejtek mozgdsanak mértékét és
irdnyét (Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993).

A QR és QL (jobb és bal) neuroblaszt sejtek a frissen kikelt L1 larvék testének hatulsé
részén taldlhatok egymadssal &tellenes pozicioban. A larvdlis fejlodés sordan a QR sejt és
leszarmazottai a test eliilsd régidja, még a QL sejt és leszdrmazottai a test hatsé része felé
vandorolnak, ahol az L4 (utols6) larvastddium végére 3-3 érzékeld neuront hoznak 1étre (Sulston

és Horvitz, 1997) (11. abra).
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11. abra. A Q sejtvonalba tartozé sejtek vandorlasa az idegrenszer fejlodése soran. (A) A QR és OL

neuroblasztok tobb sejtosztéddson mennek keresztiil a larvilis fejlédés sordn, amelyeknek eredményeként a 1.4
(utols6) larvastddium végére 3-3 db érzékeld idegsejtet hoznak 1étre. Az ’x’-szel jeldlt sejtek programozott
sejthaldllal elpusztulnak. (B) A QR (rézsaszin) és QL (kék) sejtek a frissen kikelt L1 larvdkban a test poszterior
régidjdban helyezkednek el, egymdssal dtellenes pozicidban. A tovdbbi larva stddiumok sordn, a QR és
leszdrmazottai (rézsaszin) az eliilsé testtdjak felé vandorolnak (fehér nyil: anterior irdnyd migracié). Ezzel
ellentétben, a QL és leszarmazottai (kékkel jelolve) a QL sziiletési helyét6l poszterior irdnyba mozognak (fekete

nyil) (Wang és mtsi., 1993 nyoman).

Az eliils0-koz€pso testtdjakon az idegsejtek poziciondldsat a lin-39 Hox gén (és ko-
faktorai) szabdlyozza (Clark és mitsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). lin-39 funkcidvesztéses
allatokban az anterior irdnyd sejtmigraciok rovidiilése figyelhetd meg: a sejtek a vad tipusu
helyiiknél poszteriorabb helyzetben dllapodnak meg. A poszterior idegsejteket latszélag nem
érinti a /in-39 mutéciok hatdsa, noha lin-39 expresszid ezekben a sejtekben is kimutathat6 (Clark
és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993).

A féreg hatulso testrészein a mab-5 Hox gén (és kofaktorainak) miikodése jatszik dontd
szerepet az 1idegsejtek pozicigjanak meghatarozasidban. A mab-5 funkcidjdnak hidnya a
poszterior sejtmigraciok abnormalitdsat eredményezi. A mutdns dllatokban az érintett idegsejtek

a test hatso része helyett az eliils6 régidk felé vandorolnak. Ezzel szemben a mab-5 tilmikodése
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funkciényeréses mutdnsokban az egyébként anterior irdnyba vdandorld sejtek mozgasidnak

irdnyét poszteriorra valtoztatja (Clark és mtsi., 1993; Wang és mitsi., 1993) (12. abra).

o= QR + leszarmazott sejtek vandorlasa
e=mp QL + |leszarmazott sejtek vandorlasa

vad tipus

vﬁ

fin-39 (-/-)

ki/

mab-5 (-/-)

mab-5 (++/++)

0 A p
]
Iy

12. abra A lin-39 és mab-5 Hox gének hatasa a QR/OL leszarmazott sejtek vandorlasara. A QR (fehér potty) /
QL (fekete potty) neurondlis prekurzor sejtek a féreg testének kozépso-poszterior régidjaban sziiletnek (A
fliggbleges szaggatott vonal a QR/QL neuroblasztok koriilbeliili sziiletési helyét jelzi.). A larvalis fejlédés sordn a
QR és leszarmazottai anterior (fehér nyil), a QL sejt és leszdrmazottai pedig poszterior irdnyba (fekete nyil)
vandorolnak. lin-39(-/-) genetikai null mutdnsokban az anterior sejtmigracidk rovidiilése figyelhetd meg. A mab-5
gén funkcidvesztéses mutdcidja a poszterior migraciok abnormalitdsit eredményezi. Az érintett sejtek vagy a vad
tipusu pozicidjuk elérése eldtt megdllapodnak, vagy az eredeti irdnyukkal ellentétben, hatulsé helyett eliilsé
testtdjak felé vdndorolnak. Ezzel szemben a mab-5 funkciényeréses muticidja az anterior sejtvandorldsok irdnyét

poszteriorra véltoztatja.

A Q leszarmazott idegsejtek vandorldsanak €s poziciondldsanak szabalyozasédban, a ceh-
20 és unc-62 (Hox kofaktor) funkcidvesztéses mutdnsok a [lin-39, illetve mab-5 Hox
mutansokéhoz hasonl6 fenotipust mutatnak. A Hox €s Hox kofaktor muticiok egyiittes hatdsa
azonban stlyosabb migracios defektusokat eredményez, mint amik kiilon a Hox(-), illetve Hox
kofaktor(-) mutdnsokban megfigyelhetOk (Yang és mtsi., 2005). Ezt okozhatja a ceh-20 és unc-
62 6nallo, Hox génektdl fiiggetlen funkcidja vagy - alternativ médon — mas Hox paral6gok

mikodésének a hatdsa a Q leszdrmazott sejtek vandorldsdnak a szabdlyozdsara.
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1.3.2. Sejtfiizié

A Pn.p epidermadlis sejtek sorsanak meghatdrozasa széles korben hasznélt modellrendszer a C.
elegans posztembriondlis fejléddése sordn a sejtosztddds és differencidcié szabdlyozdsanak a
tanulményozdsara. Ebben a rendszerben / a P ektodermalis sejtvonal leszarmazasa sordn jol
ismert a larvalis Hox géneknek (lin-39 és mab-5) és ko-faktoraiknak a szerepe az emlitett
folyamatok szabalyozasdban.

A korai L1 larvdk hasi testfelszinét 12 darab péros sorba rendezddd, ektodermalis
prekurzor sejt alkotja: (P1-12). Az L1 larvastddium végén, a P blaszt sejtek osztodnak,
amelynek eredményeként egy Pn.a neurondlis prekurzor, illetve egy Pn.p epidermadlis utddsejt
jon 1étre (Sulston és Horvitz, 1977). Sziiletésiik utdn rovid idével a Pn.p sejtek egy része
fuziondl — nemekre jellemz6 szdmban és mintdzatot mutatva — a hipodermalis szyncyciummal
(hyp7). Ez a fizi6és folyamat sejt-autondm moddon szabdlyozott a [lin-39 és mab-5 (és
kofaktoraik) altal. Vad tipust hermafroditdkban a kozépsd helyzetli P(3-8).p sejteket a LIN-39
aktivitdsa tartja fuziondlatlan allapotban. A késobbi larvalis fejlodés sordn ezeknek a sejteknek a
leszarmazottai alakitjdk ki a hermafrodita parzészervet, a vulvat. [in-39(-) null mutdns
allatokban az Osszes Pn.p sejt fuziondl a hipodermisszel (Clark és mtsi., 1993; Wang és mitsi.,
1993). Vad tipusd himekben a LIN-39 és MAB-5 fehérjék feleldsek a P(3-6).p, illetve a P(9-
11).p sejtek fuzidjanak megakadalyozasaért az L1 larvastadium végén. Mindkét nemben a lin-39
€s mab-5 gének funkciondlis doménjaik atfedd régidjadban [P(7-8).p] egyiittesen alakitjdk ki a
sejtsorsokat szex-specifikus médon (13. abra) (Clark és mtsi., 1993; Wang és mitsi., 1993).
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13. abra. A Pn.p epidermalis sejtek fizioja az L1 larva stadium végén. Vad tipusid hermafroditdkban a P(3-8).p
sejtekben a LIN-39 aktivitdsa gdtolja a sejtfizidt. lin-39 funkcidvesztéses mutdnsokban mindegyik Pn.p sejt
fuziondl a hipodermisszel (hyp7). A mab-5 mikodése nem befolydsolja ezt a fizidés eseményt. Vad tipusu

himekben a [in-39 és a mab-5 Hox gének felelnek a P(3-6).p, illetve P(9-11).p sejtek fuzidjanak

megakaddlyozasaért. A fekete karikdk a nem fuziondl6 sejteket, a szdmok a Pn.p sejteket jelolik. Kiilon-kiilon a lin-
39, illetve a mab-5 funkcidja a fuziondlatlan 4llapot fenntartdsdra irdnyul. Interakcidjuk egy uj sejtsors kialakuldsét

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

A lin-39 és mab-5 Hox paralégokhoz hasonldéan a ceh-20 €s unc-62 gének is szerepet
jatszanak a Pn.p epidermadlis sejtek sorsdnak meghatdrozdsiaban az L1 larvastddium végén
bekovetkez6 fiziés esemény soran. Erdekes médon hermafroditdkban a ceh-20, illetve az unc-
62 milkodésének hidnya részben a lin-39(-) mutdnsokéhoz hasonld, részben azzal ellentétes
mutans fenotipust eredményez. ceh-20(-) és unc-62(-) mutans allatokban a vad tipusban leirtnal
kevesebb Pn.p epidermalis sejt fiziondl a hipodermisszel, és ez a hatds — kisebb penetrancidval
— lin-39(-) null mutans héttérben is megfigyelhetd (Yang és mitsi., 2005). Ez a megfigyelés
felveti annak a lehetdségét, hogy a lin-39 és mab-5 géneken kiviill mis Hox paral6gok miitkodése

is befolyédsolhatja a Pn.p sejtek fuzidjat.
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1.3.3. Vulvafejlédés

C. elegans hermafroditdkban a vulvaszovet differencidloddsa az L3 larvastddium végén
kezddédik. Az L3 larvdkban 6 darab [P(3-8).p] vulva prekurzor sejt (VPC; Vulval Precursor
Cell) talalhat6. Kezdetben a P(3-8).p sejtek azonos fejlodési potencidllal rendelkeznek. A vulva
indukcié sordn azonban a gonddbdl és a hipodermiszbdl érkezd extracellularis jelek kombindlt
hatdsara kiilonboz6 vulva sejtsorsokat adoptidlnak. Ennek kovetkezményeként vad tipusu
allatokban a hirom kozépsé VPC [P(5-7).p] leszarmazottai vesznek csak részt a vulva
kialakitdsdban (Sulston és Horvitz, 1977; Sternberg, 2005). A VPC-k és leszdrmazottaik
sorsanak alakuldsat a vulvaszovet differencidlddasa soran kiilonbozo jeldtviteli utvonalak
bonyolult interakcidja biztositja. A vulvafejlodést szabdlyozé utvonalak kozé tartoznak a Ras,
Wnt és Notch jelatviteli utvonalak, valamint a redunddns mitkodésiik alapjan A, B, C csoportba
sorolhatd, tgynevezett szintetikus multivulva (synMuv, synthetic MultiVulva) dtvonalak (14.
abra) (Sternberg, 2005; Harrison és mtsi., 2006). A synMuv géncsalad szamos tagja a kromatin
struktdra kialakitdsaban jatszik szerepet (Ceol €s Horvitz, 2004; Harrison és mtsi., 2006; Fay és
Yochem, 2007). synMuv gén példaul a retinoblasztoma (Rb) fehérje ortolégjat kédold lin-35
gén, a let-418, amely a NuRD (Nucleosome Remodelling and histone Deacetylase) komplexbe
tartoz6 Mi-2/CHD3 hiszton deacetildz enzimet k6dolé gén ortoldgja, illetve az efl-1 és dpl-1
gének, az E2F/DP komplex fondlféreg megfeleldi (Solan és Ahringer, 2000; Ceol és Horvitz,
2001; Unhavaithaya és mtsi., 2002; Myers €s Greenwald, 2005).

A szignalizdcidban keletkezd zavarok kiilonbozd rendellenességeket okoznak a vulva
fejlodésében. Ennek eredményeként kiilonboz6 vulva mutans fenotipusok (morfoldgidk) jonnek
l1étre. Valtozhat a vulva alakja, szerkezete (ez legtobb esetben a vulva mitkodésképtelenségével
jar egyiitt) és szdma (0 — 6 darab kozott). A jelatvitelek hiperindukcidjanak hatdsara a kdzponti
P(5-7).p VPC-ken kiviil a normdlisan nem indukdl6dé P(3,4,8).p sejtek is indukdlédhatnak
(indukalt 1. vagy 2. tipusu vulva sejtsorsot differencidlnak), ami a defektus mértékétdl fiiggden
ugynevezett kifordul6é (Protruded; Pvl) vulva vagy tobb vulva (Multivulva; Muv) kifejlddéséhez
vezet. A vulvaindukcié hidnya a parzoszerv teljes hidnyat eredményezi a kifejlett

hermafroditakban (Vulvaless; Vul).
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14. abra. Vulvaindukcié C. elegans-ban. (A) C. elegans hermafroditdkban az L3 larvastidiumban 6 db
epidermdlis eredetli vulva (prekurzor) elésejt (VPC) taldlhaté [P(3-8).p], amelyek a test kozépsd hasi részén
helyezkednek el (iires korok). Felettiik taldlhaté a gonaddlis horgonysejt (,,HS”), amely a vulvaindukciéhoz
sziikséges jelet biztositja. (B) Az L3 larvastddium végén a gonaddlis horgonysejtbdl, illetve a hipodermiszbdl
érkezd extracelluldris jelek [a Wnt, Ras, Notch, SynMuv ttvonalak és a szex-determindcids génkaszkdd (TRA-1)
jelei] hatdsara az eredetileg azonos fejlédési potencidllal rendelkezd VPC-kben kiilonb6zo vulva sejtsorsok
differencidlédnak. A nyilak az aktivalé, a talpas nyilak a gatlé hatdsu szabdlyozast jelolik. A 3°-al jelolt sejtek a
vulvafejlédés soran fuziondlnak a hipodermadlis szyncyciummal. A 1° és 2° sorsu vulva sejtek leszdrmazottai

vesznek részt a vulvaszovet kialakitasaban.

A vulva sejtsorsokat szabdlyozé jelatviteli rendszerek jelei a vulva prekurzor sejtekben
expresszalodd [in-39 kozépsé homoldég Hox gén promoterében integralédnak (Maloof és
Kenyon, 1998; Guerry és mtsi., 2007; Wagmeister €és mtsi., 2006; Takacs-Vellai és mtsi., 2007).
A [in-39 tehat kozponti szerepet jatszik a vulvafejlodés szabalyozdsdban (Clandinin és mitsi.,
1997). A lin-39 inaktivdldsa Vul fenotipus kialakuldsat eredményezi (Chen és Han, 1997).
Erdekes médon lin-39 hipomorf mutdnsokban alacsony penetrancidji Muv fenotipus figyelhet
meg (Takdacs-Vellai és mtsi., 2007). A vulvaindukcié sordn (az L3 l4rvastddiumban) szintén

kimutathat6 a ceh-20 lin-39-t0l fiiggetlen hatdsa a vulva sejtsorsok szabalyozdsaban. A ceh-20
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milkodésének hidnya Muv fenotipust eredményez, amely még lin-39(-) null mutdns héttérben is
megfigyelhetd (Yang és mtsi., 2005).

A vulva szoveti differencidloddsa soran a lin-39 transzkripciondlis szabalyozasaban részt
vesz az un. tra-1 (transformer-1) gén is (Szabd és mtsi., 2009). A tra-1 a C. elegans sex-
determinacids génkaszkad terminalis tagja (15. abra). A C. elegans nemét (himnds vs him allat)
a testi és ivari kromoszomdk ardnya hatdrozza meg (Hodgkin, 1987; Meyer, 2000, Zarkower,
2006). A szomatikus szex kialakuldsa az egyedfejlédés sordan (adott nemnek megfelelé gonad,
parzészervek kifejlodése) pedig az un. szex-determindcios utvonal altal szabalyozott (Ceol és
Horvitz, 2004; Harrison és mitsi., 2007; Fay és Yochem, 2007; Cui és Han, 2007). A szexudlis
fenotipus kialakuldsa a TRA-1A fehérje mennyiségétdl (tra-1 gén aktivitisatol) fiigg.

sel-10
tra-3
XX 1 -
(magas) ‘ fem-1 / b
X:A arany ---- hor-1 —| tra-2 —— fem-2 —— tra-1
(alacsony) — \/ P

X0 O
15. abra. A C. elegans szex-determinacios génkaszkad. A C. elegans nemét az ivari és autoszémas kromoszémak
ardnya hatdrozza meg. A szomatikus szex-determindcids tutvonalat egy kromoszoma-szdmldlé mechanizmus
(numerétor és denomindtor gének — az dbran nincsenek jelolve) inditja be, amely meghatirozza az els6dleges szex-
determindcids jelet. Ivari kromomszomdk: ,,.X”, autoszémadk: piros ,,A”. A magas X:A ardny a her-1 gén gétldsdhoz
vezet, ami a termindlis fra-1 gén aktivitdsat eredményezi. A tra-1 aktivitdsa a hermafrodita szexudlis fenotipus

kialakuldsat segiti eld. tra-1 miikodés hidnydban az dllat szomatikusan him lesz.

A tra-1 altal kodolt TRA-1A fehérje in vitro kotédik a lin-39 prométeréhez, in vivo
pedig kimutathat6 a lin-39 expresszidjat szabdlyoz6 hatdsa a VPC-kben (Szabé és mtsi., 2009).
A vulva prekurzor sejtekben a vulvaindukci6 ideje alatt TRA-1::GFP expresszié detektalhato
(Hargitai és mtsi., 2009). Ismert tovdbb4, hogy a szomatikus sejtsorsok meghatarozdsaban a tra-
1 alternativ médon funkciondl az azonos csalddba tartozé tra-4 génnel, amely — miikodésének
bizonyos aspektusai alapjan - a synMuv B génosztalyba sorolhaté (Grote és Conradt, 2006). A
synMuv B osztdlyba tartoz6 gének a vulvafejlédés szabédlyozasdban is szerepet jatszanak. Az
azonban ismeretlen, hogy kimutathat6-e genetikai kolcsonhatds a tra-1 és a SynMuv gének

kozott.
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2. Célkitiizések

2.1.. C. elegans Hox mutans fenotipusok és Hox expressziés mintazatok osszehasonlito

elemzése

A ceh-13 gén az anterior Hox homol6g csoport(ok) képviseldje C. elegans-ban (Schaller és
mtsi., 1990; Wittmann és mtsi., 1997; Brunschwig és mitsi., 1999). Drosophila-ban vagy
gerinces rendszerekben az anterior Hox paraldgok - a kolinearitds szabdlydnak megfelelden -
anterior testrészeken expresszdlédnak és funkciondlnak és az eliilsé testtdjak morfogenezisét
irdnyitjdk (McGinnis és Krumlauf, 1992; limura és Pourquie, 2007). A ceh-13 szamos
tulajdonsagdban eltér az anterior ortologoktdl. A ceh-13 mitkodésének hidnya nem csupan az
anterior testtdjak fejlodésének a rendellenességét idézi eld, hanem magas penetranciaji (97%)
embriondlis vagy korai l4rvélis életképtelenséget okoz (Brunschwig és mtsi., 1999). ceh-13(-)
mutansok 3-4%-a, ennek ellenére, képes szaporodoképes felnott allatokka fejlédni. Tovabba, a
ceh-13 embriondlisan a test csaknem teljes hosszdra kiterjedd expressziés mintdzatot mutat,
amely — a kolinearitds szabdalyitdl eltéréen - dtfed a kluszterben 6t kovetd Hox paraldgok
expressziés doménjival (Brunschwig és mtsi.,, 1999). Ezek a megfigyelések interakciot
feltételeznek a ceh-13 és a C. elegans Hox kluszter tobbi tagja kozott.

Vizsgalataim soran a pleiotrop Ceh-13(-) fenotipus részletes elemzését kivantam
elvégezni, valamint 6sszehasonlitani a tobbi C. elegans Hox gén mutacios inaktivalasa altal
okozott fenotipusos jegyekkel. Tovabba, a C. elegans Hox Kkluszter tagjaira specifikus
HOX::GFP riportergén-konstrukciok segitségével egy atfogé expresszidos elemzés
elkészitését terveztem a C. elegans Hox paralégok embrionalis és larvalis expresszidjanak

az osszehasonlitasara.

2.2. A ceh-13, lin-39 és mab-5 genetikai kolcsonhatasainak vizsgalata

A Hox gének szekvencidlis konzervacidja arra enged kovetkeztetni, hogy a Hox kluszter egy Osi

"ProtoHox’-szerli gén sorozatos duplikdcidjdnak eredményeként johetett 1étre (Lewis, 1951,

Garcia-Fernandez, 2005). A Hox paralégok szekvencia hasonlésiga szamos esetben

funkcionélis redundancidban nyilvdnul meg az egyedfejlédési folyamatok szabalyozdsaban. A
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C. elegans-ban szintén kimutathaté funkciondlis redundancia a k6zéps6 homolég csoportba
(Liu és Fire, 2000). A C. elegans embriondlis fejlddése sordn az anterior ortoldg ceh-13
expresszidja atfed a kluszterben hozza legkozelebb elhelyezkedd Hox paralégok expresszids
doménjaval (Brunschwig és mitsi., 1997). Az azonban ismeretlen, hogy funkciondlis szinten is
megnyilvdnul-e ez az atfedés az emlitett Hox gének kozott. Brunschwig és munkatdrsai tovabba
leirtdk, hogy a ceh-13 funkcidja esszencidlis az embriondlis fejlédéshez (1997). ceh-13(-) null
mutansok 3%-a azonban képes tilélni és szaporoddképes felnott egyedekké fejlodni. Ez felveti
annak a lehetdségét, hogy mis HOX fehérjék képesek helyettesiteni a hidnyzé CEH-13
funkciéjat.

Vizsgalataim soran annak a tanulmanyozasat tiiztem ki célul, hogy a lin-39 és mab-
5 gének hiperaktivitasa, illetve az altaluk kodolt fehérjék mennyiségének novelése a
szervezetben Kképes-e szupresszalni a ceh-13(-) mutansok embrionalis és larvalis
életképtelenségét, valamint fejlédési, morfolégiai rendellenességeit. Terveim kozé tartozott
annak a vizsgalata is, hogy tapasztalhaté-e genetikai interakciéo a felsorolt 3 Hox gén

kozott az embrionalis fejlodés soran.

2.3. A ceh-13 anterior Hox gén funkcidjanak vizsgalata a sejtvandorlas és a sejtfiizio

szabalyozasaban

A ceh-13 egyedfejlodési folyamatokban jéatszott konkrét szerepe szinte egydltalin nem
ismert. Vizsgdlataim sordn egyik célom a ceh-13 funkcidjanak a tanulmédnyozdsa volt olyan
egyedfejlodési folyamatokban, amelyek a lin-39 és mab-5 gének altal is szabdlyozottak. A C.
elegans posztembriondlis egyedfejlodése sordn ugyanis a ceh-20 vagy unc-62 Hox ko-faktorokat
kodold gének mutdcidja részben a lin-39(-) és mab-5(-) Hox mutdnsokéhoz hasonld, részben
azoktol eltérd fenotipusos elvéltozasok kialakuldsat eredményezi. A ceh-20 és unc-62 az
Exd/Pbx és Hth/Meis, Prep rovar és emlds Hox kofaktorokat kodolé gének C. elegans
ortolégjai. A ceh-20 vagy unc-62 génmiikodés hidnya - a ceh-13 és nob-1 muticidkhoz
hasonléan - embriondlis vagy larvalis életképtelenséget, valamint morfoldgiai
rendellenességeket okoz (Streit €s mitsi., 2002; Van Auken és mtsi., 2002; Takdcs-Vellai és
mtsi., 2007). A sejtvandorlas és sejtfizié szabdlyozdsdban a ceh-20 és unc-62 a lin-39 és mab-5
Hox génektdl részben fiiggetlen funkciéji (Liu és Fire, 2000; Yang és mtsi., 2005; Takacs-
Vellai és mtsi., 2007). Ez a megfigyelés felveti annak a lehetdségét, hogy a C. elegans HOX

32



kofaktorok 6ndll6an, a HOX fehérjéktdl fiiggetleniil is funkciondlnak az egyedfejlédés sordn.
Alternativ médon elképzelhetd, hogy a lin-39 és mab-5 kdzEéps6 homoldg csoportba tartozé Hox
géneken kiviill mas Hox paralégok miikodése — igy az anterior ortoldg ceh-13-€ - is hat a fentebb
emlitett posztembriondlis fejlodési folyamatok szabdlyozasdban. Ezt az is alatdmasztja, hogy
emlds rendszerben jOl ismert az anterior homoldg csoportokba tartozé Hox géneknek (példaul a
HoxBI-nek - a C. elegans ceh-13 gén emlOs ortolégja) az idegsejtvandorlds szabdlyozasdban
jatszott szerepe (Studer és mtsi., 1996; van der Akker és mtsi., 2010).

Kisérleteim soran arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a C. elegans anterior
ortolog Hox gén ceh-13 miikodése hat-e a Q leszarmazott idegsejtek vandorlasara, illetve a
Pn.p epidermalis sejtek fuzigjara. Mivel a C. elegans hermafroditikban a Pn.p sejtek
leszarmazottai vesznek részt a parzészerv (vulva) kialakitasaban, megvizsgaltam azt is,

hogy a ceh-13 miikodésének a hianya okoz-e rendellenességet a vulva fejlédésében.

2.4. C. elegans Hox gének rokonsaganak vizsgalata bioinformatikai médszerekkel

A Hox Kkluszterek korai evoldcidja sordn egy 0Osi ,,ProtoHox” gén tandem duplikdcidjanak
eredményeként johettek 1étre az anterior €s poszterior Hox homoldg csoportok Osei. A k6z€psd
homoldg csoportok szdrmazdsa azonban maig kérdéses. A leszdrmazds sordn egymadssal kozeli
rokonsdgban 4ll6 Hox paralégok kozott gyakran figyelhetd meg részleges funkciondlis
redundancia: minél révidebb i1d6 telt el a génduplikacié bekdvetkezése 6ta, anndl kevesebb 1dd
allt rendelkezésre, hogy a keletkezett 1j gén eltérd feladat ellataséara specializalédjon az evolicid
soran. Mivel més kisérleteim sordn a C. elegans anterior Hox gén ceh-13 és a koz€ps6 homolog
csoportba tartozd6 Hox paralégok kozotti genetikai kolcsonhatdsokat €s az egyedfejlodési
folyamatok szabdlyozdsiaban megnyilvanulé funkciondlis redundanciat vizsgédltam, tudni
szerettem volna azt is, hogy ezek a gének milyen rokonsdgban dllnak egymadssal a Hox
kluszteren beliil.

Munkamban egyik célomként a C. elegans Hox gének szekvencialis hasonlésaganak
vizsgalatat kivantam elvégezni bioinformatikai modszerek segitségével a Hox paralégok
rokonsagi viszonyainak és a Hox Kluszter evolicigja soran valé leszarmazasuknak a

tanulmanyozasara.
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2.5. A C. elegans szex-determinacios utvonal szerepe a vulvafejlodésben
A hermafrodita parzészerv, vulva szoveti differencidcidjat irdnyité [in-39 Hox gén
transzkripcidéjanak a szabdlyozdsdban részt vesz a tra-1 gén is, amely a C. elegans szex-
determinéciés génkaszkad termindlis tagja. A szomatikus szex kialakuldsit az egyedfejlodés
sordn (adott nemnek megfeleld gondd, parzdszervek kifejlodése) végsd soron a tra-1 aktivitdsa
altal meghatarozott. A TRA-1A fehérje jelen van a vulva prekurzor sejtekben a vulvaindukcié
ideje alatt és szabdlyozza a lin-39 expresszidjat (Hargitai és mtsi., 2009; Szabd és mitsi., 2009).
Ismert tovabbd, hogy a szomatikus sejtsorsok meghatarozdsaban a tra-1 alternativ médon
funkciondl az azonos csalddba tartozé fra-4 génnel, amely — miikodésének bizonyos aspektusai
alapjan - a synMuv B génosztalyba sorolhaté (Grote és Conradt, 2006). A kiilonboz6 synMuv
osztalyokba tartozé gének szerepet jatszanak a vulvafejlédés szabdlyozdsaban is. Az azonban
ismeretlen, hogy van-e funkcionalis kapcsolat a tra-1 és a synMuv gének kozott.

Kisérleteim soran azt vizsgaltam, hogy kimutathato-e genetikai interakcio a tra-1 és
a vulva fejlodés szabalyozasaban szerepet jatszé synMuyv A, illetve synMuv B géncsoportok

tagjai kozott.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Hasznalt torzsek geno- és fenotipusa

Vad tipust C. elegans torzsként a Bristol N2 torzset haszndltam (Brenner, 1974).

A munkdm sordn haszndlt mutdns torzseket az aldbbi tablazat foglalja ossze:

genotipus Jellemzés Fenotipus
ceh-13(swi)Ill anterior Hox paralog, Embriondlis/larvalis
transzkripcids faktor életképtelenség, abnormalis

morfoldgia, zomok testalkat,

lassu fejlodés, csokkent

utédszdm
ceh-13(0k737) anterior Hox paralog, Vad tipus (balanszalt rendszer)
II/hT2[bli-4(e937) let- o
2(q782) qlIs48) (I:111) transzkripcios faktor
ceh-13(ok737)I1 anterior Hox paralog, Embrionalis/larvalis
transzkripcids faktor életképtelenség, abnormalis

morfoldgia, zomok testalkat,

lassu fejlodés, csokkent

utédszam
mab-5(el751gf)II kozépsé Hox paraldg, Him farok abnormalitdsa
transzkripcids faktor
lin-8(nll11)Il A osztdlyba tartozé synMuv gén, | Vad tipus
(a kédolt fehérje nem
azonositott)
lin-15B(n765ts)X B osztalyba tartoz6 synMuv gén, | Vad tipus
(a kodolt fehérje nem
azonositott)
lin-15A(n765ts)X A osztélyba tartozé synMuv gén, | Vad tipus
(a kodolt fehérje nem
azonositott)
lin-15(n767)X A osztélyba tartozé synMuv gén, | Vad tipus

(a kédolt fehérje nem
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azonositott)

lin-53(n833)I1 Nukleoszoma remodelling faktor, | Vad tipus
A osztélyba tartozé synMuv gén
lin-38(n751)I1 A osztdlyba tartozé synMuv gén, | Vad tipus

(a kodolt fehérje nem

azonositott)

lin-35(n7435)1

human Rb (Retinoblastoma)
fehérjét kodol6 gén ortolégja, B

osztalyba tartoz6 synMuv gén

Embrionalis/larvalis
életképtelenség, abnormalis
morfoldgia, lassu fejlodés,

csokkent utédszam

lin-36(n766)I11

B osztalyba tartozé synMuv gén,
(a kodolt fehérje nem

azonositott)

Vad tipus

dpl-1(n2994)I1

humén DB (E2F-tipust)
nukleéris fehérjét kodolé gén
ortolégja, B osztdlyba tartozé

synMuv gén

Embrionalis/larvalis

életképtelenség (kis penetrancia)

dpl-1(n3643)I1

humén DB (E2F-tipust)
nukledris fehérjét kodold gén
ortolégja, B osztédlyba tartozé

synMuv gén

Embrionalis/larvalis

életképtelenség (kis penetrancia)

tra-1(el099)I11

humén GLI transzkripcids
faktorokhoz hasonld ,,zinc-

finger” fehérjét kodolo gén

Embrionalis/larvalis
életképtelenség, XX karyotipusu
allatokat szomatikusan himekké

transzformalja

fem-3(e2006)IV

a kédolt fehérje nem azonositott

Steril

Transzgénikus torzsek:

muls35[MEC-7::GFP;lin-15(+)]V
dpy-20(e1282)1V; [TAX-4::GFP; dpy-20(+)]
jels1{IJAM-1::GFP; unc-29(+);rol-6(sul006)]
swlisl [rol-6(sul006) + 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 1étrehozott tobbszords mutéans / transzgénikus torzsek:
lin-8(nll1l)Il; lin-15B(n765ts)X

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

ceh-13(swl)II; lin-8(nl11)II; lin-15B(n765ts)X

ceh-13(0k737)I; lin-8(nlll)Il; lin-15B(n765ts)X

ceh-13(swi)IIl; lin-53(n833)I; lin-15A(n765ts)X

ceh-13(swl)III; mab-5(el751gf)III

mab-5(el751g)IIl; muls35 [MEC-7::GFP; lin-15(+)]V
mab-5(el751gf)II; ceh-13(swl)lll; muls35 [MEC-7::GFP; lin-15(+)]V
ceh-13(swli)Ill; muls35 [MEC-7::GFP; lin-15(+)]V
ceh-13(0k737)I1I; muls35 [MEC-7::GFP; lin-15(+)]V
ceh-13(swl)IlI; jclsl [JAM-1::GFP; unc-29(+); rol-6(sul006)]
ceh-13(swi)Ill; mab-5(el751gf)III; jclsl [JAM-1::GFP; unc-29(+); rol-6(sul006)]
ceh-13(swli)Ill; zhlsl [LIN-39::GFP; unc-119(+)]

ceh-13(swl)III; mulsl16[dpy-20(+); MAB-5::GFP]

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

lin-15(767)X; dpl-1(n2994)I1

lin-38(n751)II; lin-36(n766)I11

lin-38(n751)I1; dpl-1(n3643)I1

lin-8(nl111)II; lin-35(n745)1

lin-8(nl111)II; lin-36(n766)II11

lin-38(n751)II; tra-1(el099)I11

lin-8(nll1l)II; tra-1(el099)I11
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3.2. Torzsfenntartas és keresztezés

A C. elegans torzseket laboratériumi koriilmények kozott 15 és 25°C kozott, termosztatokban,
muanyag Petri lemezekbe ontott NGM agaron, Escherichia coli (OP50-es auxotrof torzs)
baktériumpazsiton (a tovdbbiakban NGM lemezen) tartottam fenn (Brenner, 1974). Az dllatokat
egyedileg platina tli segitségével raktam &t egyik NGM lemezrdl a mdésikra. Nagyobb
mennyiségli dllat mozgatdsat spatula segitségével végeztem megfelelé méretli agardarab
kivagasaval és athelyezésével. Az dltalam haszndlt homozigéta mutdns €s transzgénikus

torzseket 1-2 havonta sziikséges friss lemezre athelyezni.

A C. elegans torzsek keresztezése sordn egy 5 cm atmérdji NGM lemezbdl
eltavolitottam az agar 4/5 részét igy, hogy a maradék agart baktériumpazsit fedje. Az igy kapott
teriiletre kb. 30 darab fiatal feln6tt him egyedet (az egyik torzs) és 6-8 darab késdéi L4
larvastddiumban 1év0 vagy fiatal felndtt hermafroditiat (mésik torzs) helyeztem. Az allatokat 24
oran keresztiil 20°C-on tartottam, majd ezt kovetéen a hermafroditdkat egyesével kiilon
lemezekre tettem 4t (a termoszenzitiv allélok esetében a keresztezést permissziv hdmérsékleten,
15°C-on végeztem). Sikeres keresztezés esetén az utddok 50 %-a him lett. Az F1 nemzedékbdl a
hermafroditdkat L3-L4 larva allapotban egyesével kiilon lemezekre raktam szét (meggatolva a

himekkel torténd keresztezést), majd az F2 nemzedéket szelektdltam a mutdns fenotipusra.

3.3. Mikroszképos vizsgalatok

A fénymikroszképos vizsgédlatokat Olympus BX-51 fels6 megvilagitasi mikroszképon
végeztem. A mikroszképos képekrol F-WU II kamera segitségével készitettek fotokat. A mintak
készitése sordn a vizsgdland6 dallatokat agarpadra (4%) helyeztem és 0,5 M-os levamizol

segitségével bénitottam meg Oket.

s 2

Az AVM (QR.paa) és PVM (QL.paa) érzOneuronok végsd pozicidjat vizsgiltam L4
larvastaddiumu és fiatal felnott allatokban (hermafroditdkban). A sejtek vizualizdldsahoz egy
MEC-7::GFP riporter-konstrukciét (neuronmarker) hasznaltam (Hamelin és mtsi.,, 1992). A

sejtek relativ helyzetét a férgek hosszahoz képest hatdroztam meg. Referenciaként / viszonyitdsi
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pontként jol haszndlhaté a garat, vulva, tovabbd a MEC-7::GFP Adltal jelolt ALM és PLM
neuronok.
A neuron migriciés és axonnOvekedési defektusok vizsgalatdhoz egy TAX-4::GFP

marker riporterkonstrukciét hasznaltam (Komatsu és mtsi., 1996).

3.3.2. Pn.p epidermalis sejtek sorsanak vizsgalata

A hipodermisszel az L1 larvastidium végén nem fuziondl6 Pn.p sejtek szamdanak és
mintdzatdnak meghatarozdsat L2 / korai L3 larvdkban végeztem. A fuziondlatlan sejteket az
epidermdlis sejtek apikdlis membréanjat jelold6 JAM-1::GFP riporter rendszer segitségével

hatdroztam meg (Mohler és mtsi., 1998).

3.4. Fenotipus elemzés, mutians menekitési vizsgalatok

A fenotipus elemzések, RNSi és mutdns menekitési vizsgdlatok sordn (embriondlis-larvalis
letalitas - talélés tesztelése) az elemzéshez a vad tipusndl harom, a vizsgalt mutdns torzsek
esetében 15 darab L4 larvastidiumban 1év0 hermafroditit raktam szét egyesével kiilon
lemezekre és az utddaikat szdmoltam. A vizsgdlatokat 20 és 25°C-on végeztem. A
megfigyeléseket minimum hdrom fiiggetlen parhuzamos ismétléssel végeztem, valamint a

kisérletsorokat idObeli eltolassal is ismételtem.

3.5. Transzgénikus torzsek létrehozasa

NOB-1::GFP

A nob-1 gén csaknem teljes kddol6 régidjat (az utolsé kodon kivételével) és egy 10 kb upstream
szabdlyozé prométerrégiét tartalmazé 15 kb hosszd genomi fragmentet PCR segitségével
felsokszoroztam. A PCR-hez hasznalt primerek a kovetkezok 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 tge-3°.
A kapott fragmenteket Pstl és BamHI restrikcids enzimekkel valé emésztést kovetden pPD95.75
expresszidos vektorba klénoztam. A konstrukcié mikroinjektdlasdval transzgénikus torzset
hoztam létre. A transzformaldshoz a rol-6(sul006) ko-transzformacids vektort hasznaltam. Az

extrakromoszomdlis transzgént UV besugirzds segitségével integriltam (random integracidt
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eredményez), majd a kapott integrans transzgénikus torzset vad tipussal 8-szor

visszakereszteztem (izogenizalas).

PHP-3::GFP

A php-3 gént kodold régiot genomi PCR segitségével sokszoroztam fel. A PCR-hez hasznalt
primerek: forward 5’°-tgt ttc tca aaa acg gat gg-3’, illetve reverse 5’-cgg gat ccc gcg tag gea gtt
gtg cag ctc ttg tc-3’. A kapott PCR fragmenteket Mlul és BamHI enzimekkel valé emésztés utan
a NOB-1::GFP-t hordoz6 vektorba klénoztam (a nob-1 és a php-3 gének egymads mellett
helyezkednek el a kromoszéman és a transzkripciondlis szabédlyozasuk azonos promoéterrégidval
torténik). A konstrukcié transzformdldsa €s a transzgénikus torzs létrehozdsa a NOB-1::GFP-t

hordoz6 torzsnél leirtakhoz hasonldan tortént.

3.6. RNS interferencia

A csendesiteni kivant gének mRNS-ér6l 800-1000 bazispar méretli, mas C. elegans gének
szekvencidival homol6gidt nem mutaté cDNS szakaszokat sokszoroztam fel reverz transzkiptiz-
alapi  PCR  (RT-PCR) segitségével. @A  primerek tervezéséhez az  Primer3
(http://fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www_slow.cgi) internetes portdlon elérhetd
ingyenes programot hasznédltam. A kapott cDNS szakaszokat T-vektorba (Promega), majd RNSi
vektorba (pPD129.36) kl6noztam (Timmons és Fire, 1998). Az ampicillin rezisztenciagént
hordoz6 RNSi vektort egy specidlis tetraciklin rezisztens HT115 nevl E. coli torzsbe
transzforméltam. A baktériumokat ODgy0=0,4-0,6-ig novesztettem, majd induktiv (IPTG-t,
Amp.-t és Tetr.-t tartalmaz6) RNSi lemezekre cseppentettem és szobahdmérsékleten egy napig
novesztettem (Kamath és mtsi., 2001; Timmons és mtsi., 2001). A baktérium sejtek az IPTG
hatdsdra atirjadk a célgénekre specifikus duplaszali (ds) RNS szakaszokat, amelyek a férgekbe
keriilve (Cetetéses’ RNSi) a megfeleld endogén mRNS-k degradicigjat, illetve transzlacidjuk
gatlasat eredményezik. A vizsgdlathoz 3-10 darab (a vizsgélat torzs fenotipusatol és az allatok
talélési képességétol / a talélési valdszinliségtdl fiiggden) L3 larvat helyeztem az RNSi
lemezekre és az F1/F2 generdciokat vizsgdltam. Az RNSi vizsgélatokat 25°C-on végeztem. A
kisérletek sordn mindig teszteltem vad tipusu (N2) torzzsel mind az RNSi vektort nem hordoz6
vs hordozé torzseket, tovabbd adott specifikus kontrollokat is haszndltam. A vizsgalatokat
minimum hdrom fiiggetlen parhuzamos ismétléssel végeztem el, valamint a kisérletsorokat

1idobeli eltolassal is ismételtem.
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Az RNSi konstrukcidk készitéséhez (RT-PCR) hasznélt 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 szekvendld / genomi PCR-hez / ’single worm’ PCR-hez hasznalt 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 modszerek

3.7.1. A Q leszarmazott sejtek poziciéo-valtozasainak vizsgalata

A vizsgélt Q leszarmazott neuronok helyzetének az elemzéséhez és a kapott statisztikai eloszlés

grafikus dbrazoldsahoz a MatLab sotfware-t hasznaltam.

3.7.2. Vulva fenotipusok elemzése

A vulva fenotipusok statisztikus analizisét és 6sszehasonlitdsat (fiiggetlen t-teszt) az SPSS 14.0
software segitségével végeztem. Az adatok gyljtése sordn fiatal felndtt hermafroditdkban (a 4.5.
fejezetben leirt kisérleteknél interszex dllatokban és XX/X0 himekben is) szamoltam a vulvék,
illetve a (vulva prekurzor sejtek aberrdns osztédasdnak és differencidléddsanak

kovetkezményeként 1étrejovo) vulva-eredetli képzédmények szamat.
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3.8. Filogenetikai elemzés

A C. elegans HOX fehérjék (aminosav szekvencidk: SwissProt) hasonlésagénak a vizsgalatdhoz
a ClustalW software-t hasznaltam (EBI: European Bioinformatics Institute honlapjardl
ingyenesen letolhetd és haszndlhaté programcsomag).

A nukleotid szekvencidk illesztése és a rokonsdgi / leszarmazdsi viszonyokat dbrazold
filogram készitése (filogenetikai tdvolsdgok kiszdmoldsa és megjelenitése) az un. Bayes
filogenetikai médszer alapjan, a MrBayes v3.1.2. software segitségével tortént. (AC kodok: ceh-
13: NM_066254; 1in-39: L19248; mab-5: AF277990; egl-5: L19247; nob-1: AF172090; php-3:
AF172092)

42



4. Eredmények

4.1. A C. elegans Hox mutans fenotipusok és Hox expresszios mintazatok osszehasonlito

elemzése

A ceh-13 gén az anterior Hox ortolégok képviseldje C. elegans-ban. Drosophila ortolégja a
labial, legkdzelebbi emlds ortologja a HoxB1 (Schaller és mtsi., 1990; Wittmann és mtsi., 1997,
Brunschwig és mitsi.,, 1999), amelyek a kolinearitds szabdlydnak megfeleléen anterior
testrészeken expresszaldodnak és funkciondlnak; ezen a géneknek a funkcidvesztéses mutacioi
jellemzden az anterior testtdjakon okoznak fejlodési rendellenességeket (McGinnis és Krumlauf,
1992; limura és Pourquie, 2007).

A fondlféreg C. elegans-ban a ceh-13 miikodésének hidnya nem csupdn az anterior
testtdjak  fejlodési rendellenességét idézi eld, hanem magas penetrancidju (97%)
életképtelenséget eredményez: a mutidnsok kozel fele embridként, masik fele L1 larvaként
pusztul el (Brunschwig és mtsi., 1999). Erdekes médon a populdciéban eléfordulnak tdléls, dn.
escaper egyedek, amelyek az embriogenezis €s életképesség szempontjabdl esszencidlis ceh-13
aktivitds hidnyaban is képesek fertilis felnott egyedekké kifejlodni. Ismert tovabbd, hogy a ceh-
13 expresszi6ja embriondlisan — a kolinearitds szabdlyatdl eltéréen - a test csaknem teljes
hosszéra kiterjed és dtfed a szomszédos Hox paral6gok expresszids doménjival (Brunschwig és
mtsi., 1999). Mindezek a megfigyelések felvetik annak a lehetdségét, hogy genetikai
kolcsonhatés allhat fenn a ceh-13 és a C. elegans Hox kluszter més tagjai kozott. A ceh-13 mas
Hox paralégokkal valé kapcsolatdnak vizsgdlata cé€ljabol elemzést végeztem a C. elegans Hox

mutdns fenotipusok, valamint a Hox expresszids mintazatok dsszehasonlitasdra.

4.1.1. A ceh-13 0k737 alléljanak jellemzése

A ceh-13 egyedfejlddési funkcidjdnak tanulmdnyozasdhoz két funkcidvesztéses allélt
haszndltam. Munkdm kezdetekor az sw/ allélt hordoz6 ceh-13 mutdns torzs 4llt csak a
rendelkezésemre. Az swl-r6l kimutattdk, hogy funkciondlisan egy genetikai null allélnak
tekinthetd (Brunschwig és mtsi., 1999). Késobb a ceh-13-nak egy masik — a C. elegans Gene

Knockout Consortium éltal el6éllitott - mutdns alléljat (ok737) balanszalt rendszerben hordozé
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torzset (VC509) is sikeriilt beszerezniink. Ebbdl a rendszerbdl izoldltam a homozigéta ceh-
13(0k737) mutans torzset. Mivel az 0k737 muticionak a gén miikodését befolydsold hatdsardl
semmiféle informacié6 nem dallt rendelkezésre, vizsgédlatokat végeztem a muticié molekularis
természetének a meghatdrozasdra. A mutdns allél megszekvendldsdval kimutattam, hogy az
ok737 egy delécios allél, amelybdl hidnyzik a ceh-13 gén elsd exonjanak és elsd intronjanak
nagy része (16. abra). Ez a deléci6 a leolvasasi keret eltolodasat eredményezi (frame-shift), ami
26 bazisparral a delécids toréspont utdn egy korai stop kodon kialakuldsdhoz vezet. Brunschwig
€s munkatdrsai kordbban az swl allél esetében igazoltak, hogy a ceh-13 els6 exonja dnmagédban
nem elégséges a géntermék 1étrehozasdhoz: Southern-blot analizissel nem tudtak atirédott ceh-
13 mRNS-t kimutatni (Brunschwig és mtsi., 1999). Ezen informécié alapjan azt feltételeztem,

hogy az 0k737 szintén egy genetikai null allélnak tekintheto.

+/+ ok737 +lok7T37
ceh-13
ATG TAA 3000 -—wi.
2000 - ok737
1500
fomemmmmmaee !
+254 774
ok737
— p—

16. abra. A ceh-13(0k737) allél molekularis szerkezete. A bal oldali panelen a sotét négyzetek az exonokat, a
kozottiik 1évd vonalak pedig az intronokat jelolik. A szaggatott vonal az o0k737 delécid kiterjedését mutatja. A
szamok a deléci6 kezdeti és végpontjat adjdk meg bazisparokban az ATG transzl4cids startkodonhoz helyzetéhez
képest. A nyilak a PCR-hez hasznélt primerek helyét jelolik. A jobb oldali panelen egy vad tipusu (+/+), egy ceh-13
heterozigéta (+/0k737) és egy homozigéta ceh-13(ok737/0k737) mutans féreg genomjabdl PRC segitségével
felsokszorozott ceh-13 gént kdédolé DNS-szekvenciarészlet lathatd, 1%-os agaréz gélen megfuttatva és etidium-

bromiddal megfestve (UV megvildgités alatt).

Az ok737 muticio fenotipusos elemzését is elvégeztem. E sordn azt tapasztaltam, hogy a
homozigéta ceh-13(ok737) mutans éllatok sdlyos fejlodései és morfoldgiai rendellenességeket
mutatnak, ami embriondlis és korai larvalis életképtelenséggel parosul. A mutdnsok 96%-a

embridként, illetve korai larvastadiumokban (L1-L2) megrekedve pusztult el (1. tablazat).
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Genotipus Ne ] Em!arionélisr ] Lrérvélis ' Kifejlett egyedek
eletkeptelenség eletképtelenseg® (escaperek)
vad tipus 763 0% 0% 100%
ceh-13(ok737) 647 38% 58% 4%
ceh-13(swi) 534 40% 57% 3%
ceh-13(swi)* X 42% 55% 3%

1. tablazat. ceh-13(-) mutansok életképessége. A tablazat a ceh-13(-) mutdnsok tdlélési szazalékokos tulélését
mutatja embriondlis és korai l4rvélis egyedfejlédési stddiumokban. Kontrollként a vad tipus tulélése lathato.
Egyedszam (N®): vad tipusndl 3 db, ceh-13(-) torzsekndl 15 mama utédai. Larvélis életképtelenség® a larvik
tilnyomérészt L1-L.2 l4rvastaddiumokban rekednek meg, kevés egyed éri el az L3-L4 egyedfejlédési stddiumot. A
,»¥7-gal jelolt adatok a ceh-13(swl) mutdns torzs eredeti leirdsabdl szarmaznak (Brunschwig és mtsi., 1999). ,c”: 9

hermafroditdnak az utédai, pontos egyedszdm nem kozolt az eredeti cikkben. Az elemzés 25°C-on késziilt.

Az elpusztult embridk és larvak silyos abnormalis morfolégidval rendelkeztek. A tiléld
(kifejlodd) felndtt mutansok kevésbé silyos morfoldgiai deformitdsokat mutattak, - a vad
tipushoz képest fertilitdsuk csokkent, testméretiik kisebb, mozgasuk lassabb volt, mint a normal
allatoké, valamint hosszabb kifejlodési idé jellemezte Oket. A ceh-13(0ok737) mutdnsokon
megfigyelhetd egyedfejlodési és morfoldgiai rendellenességek csaknem teljesen megegyeztek a
ceh-13(swl) mutdnsok altal mutatott fenotipusos jegyekkel (Brunschwig és mtsi., 1999). Ez
szintén azt a feltételezést timasztja ald, hogy az 0k737 a ceh-13 egy genetikai null mutacidjanak

tekinthetO.

4.1.2. A pleiotréop Ceh-13(-) fenotipus elemzése és Gsszevetése mas C. elegans Hox mutans

fenotipusokkal

A ceh-13(-) mutansok fenotipusos elemzése sordn azt tapasztaltam, hogy a vizsgalt egyedekben
a test eliilsd régidjdnak morfoldgiai deformitdsa mellett a kozépsd és hatsé testtdjakon is
megfigyelhetdk fejlodési rendellenességek. A fejlédésben megrekedt ceh-13(-) embridk és korai
L1 larvdk 70-80%-a stlyos, a poszterior testtdjat is €rintdé morfolégiai rendellenességeket
mutattak, amely emlékeztetett a poszterior Hox paraldg, nob-1 inaktivédlasa dltal okozott mutdns
fenotipusra (17. abra, 2. tablazat). A tilélo és felnotté kifejlodod ceh-13(-) escaperek 7%-a

szintén morfoldgiai deformitdsokat mutatott a test hatsé régidjaban (17. abra). Ezekben a
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mutdns &llatokban — bar kis penetrancidval - a kozépsO testtdjon is eléfordultak fejlodési
rendellenességek. A ceh-13(-) mutdns hermafroditidkban kiilonb6z6 vulva fenotipusokat
figyeltem meg: a vulva hidnyos (Vul), kifordulé vulva (Pvl) és tobb vulva (Muv) fenotipusokat.
A ceh-13(-) mutdnsokra szintén jellemz6é volt az embrié lerakds képtelenség (egg laying
defective, Egl): ezt a fenotipust feltehetden a vulvaszovet felépitésének az abnormalitdsa, vagy
alternativaként a vulva izomzatinak rendellenes beidegzése okozhatta. Ezek a mutédns
fenotipusok hasonlitanak a lin-39 koz€ps6 homoldg és egl-5 poszterior homoldég Hox gének
muticioi altal okozott fenotipusos jegyekre: a lin-39(-) null mutdnsoknak nincs vulvdjuk (Vul),
mig a hipomorf allélok esetében kis penetrancidval Muv fenotipus is megjelenhet, az egl-5 gén
mutdcidja pedig 100%-os penetrancidju Egl fenotipust eredményez (Ferreira és mtsi., 1999;
Takacs-Vellai és mtsi., 2007). A ceh-13(-) mutdns himek esetében megfigyelhetd volt a him
parzészerv mikodésének a rendellenessége is, ami emlékeztet a mab-5 mutacios inaktivéalasa
altal okozott Mab fenotipusra (Chow és Emmons, 1994; Stoyanov és mtsi., 2003). A megfigyelt
mutans fenotipus azonban feltehetéen eltéro fejlodési rendellenességekre vezethetd vissza a ceh-

13(-), mint a mab(-) deficiens himek esetében (2. tablazat).
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vad tipus ' ceh-13 (swi)

ceh-13 (swi) 2 ceh-13 (0k737)

W

vad tipus ceh-13 (sw) ceh-13 (0k737)

ceh-13 (swi) ceh-13 (swi) ceh-13 (0k737) ﬁ*-:n-r;u

17. abra. A pleiotrop Ceh-13(-) fenotipus. (A) Az L1 larvastidiumban megrekedé ceh-13(-) mutdnsok abnormalis
morfolégidja (a-b). Az L2 larvastddiumba tovdbbfejlédd larvak az eliilsd testrészeken mutatnak morfolégiai
rendellenességeket (c-e panelek), de esetenként a k6zépsd és hatso testtdjakon is eléfordulnak deformitdsok (d-e).
(B) Az L3-L4 stadiumd larvakon, illetve kifejlett dllatokon megfigyelhetd fejlodési rendellenességek a test feji (a-e)
és farki régidjaban (c-e). A morfoldgiai defektusok sarga nyilakkal jelolve a képeken. A foték Nomarski optikdval

késziiltek.
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Genotipus Fenotipus Penetrancia | Genotipus Fenotipus Penetrancia
ceh-13(-) Embrionalis ~97% nob-1(-) Embrionalis ~97%
eletképtelenséqg eletképtelenseg
Anterior testtajak ~99%
morfologiai
defektusai
Poszterior testtéjak 1% nob-1(-) Poszterior testtajak ~ ~99%
morfolégiai morfologiai
defektusai defektusai
(escaperek)?
Nincs vulva 0,8% fin-39(-) Nincs vulva 100%
Kifordulé (profruded) 8%
vulva
Tobb vulva 0.2% fin-39(-) Tobb vulva medfigyelt™
Embrid lerakas 14% egl-5(-) Embrio lerakéas 100%
képtelen képtelen
Him pérzészery megfigyelt® | mab-5(-)  Him péarzoszery 100%
abnormalitasa abnormalitasa

2. tablazat. A pleiotrop Ceh-13(-) fenotipus kiilonbozé aspektusainak osszevetése mas C. elegans Hox(-)
mutans fenotipusokkal. A téblazat bal oldaldn a ceh-13(-) mutdnsok fenotipusos jegyei vannak felsorolva. N=400.
’a’: a tablazatban megadott adat a poszterior morfoldgiai defektusokat mutatd tdléld, felndtt egyedek (escaperek)
ardnyat adja meg. Embridként vagy korai larvastddiumban elpusztulé mutansok nagy részénél a test egészének a
morfolégidja (mind az anterior, mind a poszterior régid) abnormadlis. **’: ref.: Stoyanov és mtsi., 2003. A tablazat
jobb oldaldn a C. elegans Hox kluszter azon tagjai vannak feltiintetve, amelyek mutacids inaktivdlasa a Ceh-13(-)
fenotipus kiilonb6z6 aspektusaival megegyezd mutdns fenotipust eredményez. ***’: [in-39(-) hipomorf allélok

esetében megfigyelt Muv fenotipus; ref.: Takdcs-Vellai és mtsi., 2007.

4.1.3. A C. elegans Hox gének embrionalis és larvalis expresszigjanak osszehasonlitasa

A C. elegans Hox gének expresszidjanak tanulmédnyozédsihoz és 0sszehasonlitisdhoz, az egyes
Hox génekre specifikus transzlicids fuzids (funkcionalis) GFP riportergén-konstrukciokat
hasznaltam. A ceh-13::gfp, LIN-39::GFP, MAB-5::GFP és EGL-5::GFP konstrukcidkat
hordozé transzgénikus torzsek egy részéhez Dr Vellai Tibor, Prof. Alex Hajnal, Prof. Cynthia
Kenyon és Henrique B. Ferreira segitségével jutottam hozza. A poszterior Hox paralog nob-1 és
php-3 gének esetében magam készitettem transzlicids fuziés GFP konstrukcidkat. Korai
egyedfejlodési stddiumokban (in. comma stage embrid és L1 stddiumu larva) vizsgdltam az

egyes Hox gének expresszids mintdzatat.
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comma allapotd embridkban és L1 stddiumu larvdkban j6l latszik, hogy a C. elegans Hox
kluszter tagjai a genomi pozicidjuknak megfeleld sorrendben, egymast kovetd doménokban
expresszalodnak a test hossztengelye mentén (18. abra). A [in-39 gén a kozEépsé testtdjon
expresszalodik, doménja mind embriondlis, mind korai (L1-L2) larvastddiumokban széles
kiterjedést mutat. Az allatok testének kozépsd-poszterior részén mab-5 expresszid figyelhetd
meg, amely részleges atfedést mutat a szomszédos lin-39 doménjanak poszterior régidjaval. Az
egl-5, nob-1 és php-3 gének a poszterior testtajon, foleg a farokban expresszalédnak (18. abra).
Az anterior homoldg ceh-13 gén expresszidja — a kluszter tobbi tagjatdl eltéré mudon — a test
csaknem teljes hosszara kiterjed. comma allapoti embridkban a ceh-13 expresszidja atfed a
kluszter 0sszes tobbi tagjdnak - beleértve az egl-5, nob-1 és php-3 poszterior Hox paralégokat is
— az expresszios doménjaval (18.A abra). Jéllehet ez az expresszio erdteljesebb (tobb sejtben) a
test anterior és kozépsd régidjaban. Korai (L1-L2) larvastidiumokban az expresszids
mintdzatokban val6 atfedés legjellemzdbben a ceh-13 és a kozépsd homolég Hox paraldégok (lin-
39 és mab-5) viszonylataban figyelheté meg (18.B abra). A kluszter tobbi tagjanal az egymast
kovetd expresszids doménok poszterior-anterior hatdarainal tapasztalhat6 részleges - kis mértékli

— atfedés.
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LIN-39::GFP MABS::GFP

A

B ceh-13::gfp

EGL-5::GFP NOB-1::GFP

18. abra. A C. elegans Hox gének expresszios mintazata. HOX::GFP riporter-konstrukcidk expresszids mintazata
embriondlis (A) és L1 larvastdidiumokban (B). A: anterior, P: poszterior; a sirga pottydk a bél autofluorescens

granulumait jelolik.

A ceh-13, lin-39 és mab-5 expressziés doménok sorrendje, illetve egymadssal vald
atfedése jol megfigyelhet6 olyan sejttipusokban, amelyek az dllatok testének az egész hosszdban
megtaldlhatak. Ilyenek példaul a V sejtek és a beldliik leszarmazd epidermalis varrat- (seam)
sejtek lancolata, valamint a P ektodermadlis prekurzor sejtek és leszarmazottaik (a Pn.p
epidermdlis és Pn.a neurondlis sejtvonalak prekurzorai). A Pn.a neuroblasztok leszarmazottai
alkotjdk a hasdudcldnc (ventral nerve cord) neuronjait a kifejlett egyedekben. A hasdicldnc
idegsejtjeiben mind a ceh-13, mind a [in-39 expresszalddik. A farokhoz kozel taldlhato
poszterior neuronokban pedig MAB-5::GFP expresszié figyelheté meg (19. abra). Ez az
expresszi6 kifejlett korban is hosszi ideig megmarad, nem korldtozddik kizarélag korai

egyedfejlodési staddiumokra.
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A ceh-13::gfp LIN-39::GFP MAB-5::GFP

LIN-39::GFP

19. abra. A ceh-13, lin-39 és mab-5 expresszioja L1 és L2 stadiumi larvakban. Egyes, az dllatok testének az
egész hosszdban eldforduld bizonyos sejttipusokban a ceh-13, lin-39 és mab-5 gének részben egymadst koveto,
részben egymadssal atfedd doménokban expresszalddnak. Ilyen sejttipusok (A) a P ektodermalis prekurzor sejtek a
korai L1 stddiumd larvdkban (a bal oldali és kozéps6 paneleken a sdrga nyillal mutatott kozépen l4thaté egyenes
sejtsor, a jobb oldali panelen a sarga nyil dltal mutatott ventralisan elhelyezkedd sejtek) vagy (B) a Pn.a neurondlis
prekurzor sejtek és az ezekbdl leszdrmazd, a hasdicldncot alkoté idegsejtek késdbbi egyedfejlédési stidiumokban
(a sarga nyilakkal jelolt egyenes sejtsorok). A hdrom gén kozotti Osszehasonlitdsban jol 14tszik, hogy a ceh-13 és a

lin-39 expresszidja nagy mértékll tfedést mutat e sejttipusokban és kevésbé fednek at a mab-5 doménjaval.

A hasdiclanc neuronjainak a példdja j6l mutatja, hogy a ceh-13 expresszidja nem
korl4tozddik az anterior testtajra. ceh-13::gfp expresszid még a fejlodo és kifejlett him egyedek

farki neuronjaiban is megfigyelhet6 (20. abra) (Stoyanov és mtsi., 2003).

20. abra. ceh-13::gfp expresszido a poszterior testtajon. (A) Egy kifejlett, vad tipusd hattérben ceh-13::gfp
riporter-konstrukciét hordozé transzgénikus him egyed farki régidjanak Nomarski optikdval késziilt fot6ja. (B) UV

megvildgitds alatt ceh-13::gfp pozitiv idegsejtek (sdrga nyilakkal jelolve) figyelhet6k meg ebben az éllatban.
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Az expresszids analizis eredménye azt igazolta, hogy térben és idOben leginkdbb a
kozépsd Hox paraldég csoportba tartozo lin-39 és mab-5 géneknek expresszidés doménja (a mab-
5-€ kisebb részben) fed at a ceh-13 doménjaval. Tovabbi munkdm sordn e harom génre (C.

elegans Hox kluszter els6 harom tagjara) 0sszpontositottam.

4.2. A ceh-13, lin-39 és mab-5 gének genetikai kolcsonhatasainak a tanulmanyozasa

4.2.1. A ceh-13(-)lin-39(-) és ceh-13(-)lin-39(-) kettés mutansok szintetikus fenotipusa

A ceh-13 funkcidvesztéses muticidk sulyos egyedfejlodési €s morfoldgiai rendellenességeket
okoznak. A [in-39(nl1760) és a mab-5(el1239) mutans allatok azonban fertilis felnottekké
fejlodnek. E gének inaktivdldsa a mutdns egyedek tulélését, novekedésének iitemét és
szaporodoképességét nem befolydsolja, ellenben a parzészervek abnormalis mukodését
eredményezi. A felsorolt mutdns fenotipusok miatt viszonylag nehéz volt a vizsgélt mutdns
torzsek keresztezése. Ezért RNSi konstrukcidkat terveztem a ceh-13 és lin-39 gének
funkcigjanak a csokkentésére. Az altalam elddllitott Hox RNSi-k milkodését vad tipust
allatokkal teszteltem. A Kkontroll kisérletekben a ceh-13, illetve [in-39 RNSi-vel kezelt
hermafroditdk F1 utdédai ceh-13-, illetve lin-39-specifikus mutdns fenotipust mutattak. A
fenok6pidk kis penetrancidval [az F1 generacid 9% |[ceh-13(RNSi)], illetve 17%-ban [lin-
13(RNSi)] nyilvanultak meg (a Hox muténs és Hox RNSi kezelés dltal okozott fenotipusokat a 3.
tablazat foglalja 6ssze). lin-39(n1760) genetikai null mutans allatokban a ceh-13 RNSi kezelés
drasztikus morfoldgiai elvaltozasokat €s 100%-os embriondlis €letképtelenséget eredményezett
a kezelt allatok F1 utédnemzedékében (3. tablazat, 21. abra). Hasonlé hatast valtott ki a lin-39
(RNSi) kezelés ceh-13(swl) mutans allatokban (3. tablazat, 21. abra). A ceh-13(RNSi)-vel
kezelt mab-5(e1239) mutdnsok F1 utddai kozott szintén nagymértékii (94%-os) embrionalis

életképtelenséget tapasztaltam (3. tablazat).
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Genotipus Fenotipus Penetrancia

ceh-13 (swi) Embrionalis életképtelenség; 97%

kifejlodd egyedek (escaperek): 3%
ellilsd testtajak fejlodési
rendellenességei

ceh-13 (RNSI) Embrionalis életképtelenség 9%
fin-39 (n1760) Nincs vulva 100%
1in-39 (RNSI) Nincs vulva 17%
mab-5 (e1239)  Him parzészerv abnormalitasa 100%
ceh-13 (RNS/);  Embrionalis életképtelenség 100%
fin-39 (n1760)

lin-39 (RNSI); Embrionalis életképtelenség 100%
ceh-13 (swi)

ceh-13 (RNSi);  Embrionalis életképtelenség 94%

mab-5 (1239)

3. tablazat. Hox deficiens és Hox RNSi kezelés hatasara létrejovo szintetikus fenotipusok. A ceh-13(swli)
mutédcié 97%-os embriondlis vagy korai larvalis életképtelenséget okoz. A tuléld és kifejlédd ceh-13(-) mutdns
egyedeken fOleg az anterior (ritkdn poszterior) testtdjakon morfoldgiai rendellenességek figyelhetok meg. A lin-39
és mab-5 gének inaktivdldsa jellemzéen 100%-os penetrancidju ivar-specifikus egyedfejlodési defektusokat
eredményez. ceh-13(RNSi) és lin-39(RNSi) allatokban kis penetrancidju fenokodpia tapasztalhaté. A ceh-13
inaktivdldsa (RNSi) lin-39(-) vagy mab-5(-) mutdns allatokban, illetve a [lin-39 inaktivdldsa (RNSi) ceh-13(-)
mutdnsokban teljes penetrancidji embriondlis életképtelenséget okoz. Vizsgalt egyedszdm: Hox mutdnsok N>200;
RNSi: egy RNSi kezelés esetében 15 db hermafrodita F1 udddait vizsgéltam, a kisérleteket tobb fiiggetlen

ismétléssel végeztem.
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21. abra. A ceh-13 és lin-39 egyiittes inaktivalasa altal okozott szintetikus fenotipusok. (A) A bal fels6 panelen
egy vad tipusti hermafrodita csiravonaldnak egy része lathatd. A megtermékenyitett petesejteket a mama lerakja.
ceh-13(swl) és [lin-39(n1760) mutansok, valamint ceh-13(RNSi) és lin-39(RNSi) allatokban az embridk
felhalmozdédnak a mama testében, de nagyrészt normalis morfolégiat mutatnak. A ceh-13 és lin-39 egyidejli
inaktivalasa [lin-39(RNSi);ceh-13(swl) és ceh-13(RNSi);lin-39(n1760) allatok] az F1 utédnemzedék teljes
életképtelenségét eredményezi; a hermafroditak testében lathaté embridkon és L1 stadiumi larvdkon drasztikus

morfoldgiai elvéltozasok, egyedfejlédési rendellenességek figyelheték meg.
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4.2.2. A ceh-13 mutansok életképtelensége és morfolégiai abnormalitasa szupresszalhaté

hiperaktiv lin-39 és mab-5 funkciékkal

A 4.1.3. fejezetben haszndlt funkciondlis LIN-39::GFP, illetve MAB-5::GFP konstrukcidkat
hordoz6 transzgénikus torzseket kereszteztem Ossze ceh-13(swl) mutans allatokkal. Az igy
létrehozott torzsek a lin-39, illetve a mab-5 gének extra kopidit hordozzdk ceh-13(-) mutans
hattérben. Rendelkezésemre &llt tovdbba egy mab-5 - a gén spontin megkettézédésével
keletkezett - funkciényeréses mutacidt (el751gf) hordozé homozigéta mutans torzs (Alper és
Kenyon, 1992). Az el751gf muticiérél Kenyon és munkatdrsai kimutattdk, hogy a mab-5
természetes uton torténd 'overexpresszidjat’ és a rola képzo6ddé MAB-5 fehérje mennyiségének a
megnovekedését idézi eld. Az el751gf allélt hordozé mutdnsokat szintén kereszteztem Ossze
ceh-13(swl) mutans allatokkal, igy 1étrehozva egy mab-5(el751gf);ceh-13(swl) kettés mutans
torzset. Az emlitett torzsekben vizsgiltam az 4llatok tdlélését az egyedfejlodés kiilonbozo
stddiumaiban. 25°C-on azt tapasztaltam, hogy a mab-5(el751gf) muticio jelentésen megnovelte
a tulélo és felnoétté kifejlodo ceh-13(swl) mutans egyedek szamat és csokkentette az embriondlis
és larvalis életképtelenséget (4. tablazat). A LIN-39::GFP konstrukcié jelenléte az embriondlis
életképtelenséget novelte, mig a larvélis letalitdst csokkentette ceh-13(-) mutdnsokban (4.
tablazat). A funkcionalis MAB-5::GFP konstrukcié nem véltoztatta meg jelentésen a ceh-
13(swl) mutans allatok tudlélését (ezért nem tiintettem fel a tdblazatokban). 20°C-on azonos
tendenciat tapasztaltam az életképesség ¢&s talélés valtozdasdban a vizsgalt torzsek
Osszehasonlitdsa sordn (minddssze az alacsonyabb homérséklet eredményeként a tulélési

ardnyok nagyobbak voltak) (4. tablazat).
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A

Genotipus N ~ Embrionalis ' L‘érvélis ’ Kifejlett
életképtelenség életképtelenség® egyedek
vad tipus 15/1132 0% 0% 100%
ceh-13(swi)* 9/x* 42% 55% 3%
ceh-13(0k737) 15/546 38% 58% 4%
mab-5(e1751gf) 15/713 1% 0% 99%
LIN-39::GFP 15/988 13% 0,2% 86%
ceh-13(swi); 15/675 3% 30% 37%
mab-5(e1751gf)
e e 15803 56% 22% 22%
B
Genotipus Na ‘ Em‘brionélis’ ' I.‘érvalis ‘ Kifejlett
életképtelenség életképtelenség® egyedek
vad tipus 15/1169 0% 0% 100%
ceh-13(swi) 156/525 34% 51% 15%
ceh-13(0k737) 161575 26% 56% 18%
mah-5(e1751gf) 15789 1% 0% 99%
LIN-39::GFP 15/1087 9% 0,2% 90%
ceh-13(swi),; 16712 24% 33% 43%
mab-5(e1751gf
e b 15/943 42% 17% 41%

LIN-39::GFP

4. tablazat. A mab-5(el751gf) mutacié és a LIN-39::GFP transzgén hatasa a ceh-13 null mutans allatok
tilélésére. ceh-13(swl) mutdnsok mindossze 3-4%-a fejlodik ki, az allatok nagy része embrioként vagy korai
larvaként elpusztul. A mab-5(el751gf) mutacid, illetve LIN-39::GFP transzgén megnovelte a tuléld ceh-13(-)
mutdns egyedek szdmat, és csokkentette az embriondlis és larvalis életképtelenséget. Ez a tendencia 25°C-on (A
planel) és 20°C-on (B panel) egyarint megfigyelhetd. Erdekes médon, a ceh-13(swl);LIN-39::GFP genotipusi
torzs esetében az embriondlis életképtelenség novekedett. Egyedszam (N*): mama/utéd; az elemzéshez vad tipusndl
3, ceh-13(-) mutédns torzsek esetében 15 L4 larvastidiumban 1évé hermafroditdt raktam szét egyesével kiilon
lemezekre és az utédaikat szdmoltam. A kifejlett hermafroditdk altal lerakott tojdsok szdma nagy szOrdst mutatott
(14-113 db). Larvalis életképtelenség® a larvak tilnyomoérészt L1-L2 lrvastddiumokban rekedtek meg, kevés

egyed érte el az L3-L4 egyedfejlodési stadiumot. A ,,*”’-gal jelolt adatok a ceh-13(swl) mutdns torzs eredeti
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oz 2

leirdsabol szdrmaznak (Brunschwig és mtsi., 1999). ,,¢”: 9 hermafrodita utédai, pontos egyedszdm nem kozolt az

eredeti cikkben.

ceh-13(-) mutdnsokban fOleg az anterior, ritkdbban a poszterior testtdjakon figyeltem
meg morfolégiai elvéltozdsokat. Ilyen defektusok a mab-5(el751gf);ceh-13(swl) Xkettds
mutdnsokban csak mindossze 10%-ban jelentek meg és kizdrdlag csak az anterior testrészeken.
A mab-5(el751gf);ceh-13(swl) kettds mutdns dllatok fenotipusa sokkal jobban hasonlitott a
mab-5gf egyszeres mutansokéhoz, mint a ceh-13(-) egyszeres mutdnsokéhoz (ez kozel vad
tipusd, ezért is nevezhetjilk szupresszionak a jelenséget) (22. abra). A kettds mutansok
novekedésének a sebessége is megegyezett a mab-5(el751gf) egyszeres mutdnsokéval. Ezzel
ellentétben a ceh-13(-) mutdnsok koriilbeliil hatszor annyi id6 alatt fejlédtek ki, mint a vad

tipusu allatok.

22. abra. A mab-5(e1751gf) mutaciéo szuppresszalja (menekiti) a ceh-13(swl) mutans allatok morfologiai
defektusait. A kifejléd6é ceh-13(-) mutansokban gyakran figyelhetok meg morfolégiai deformitdsok az eliilso,
ritkdbban a kozépsd és hatso testtdjakon (sdrga nyilakkal jeldlve). ceh-13(swi)mab-5(el751gf) kettés mutdnsokban

jelentdsen csokkent a morfoldgiai abnormalitdsok penetrancidja.
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A ceh-13(swl); LIN-39::GFP genotipust dllatokban a lin-39 gén extra kdpidja képes volt
menekiteni a ceh-13(swl) mutans éllatok an. Dpy (dumpy — z6mok testalkat) fenotipusat. Ezen
allatokban eliilsé és kozépso testtdjakon fordultak el morfoldgiai deformitiasok (22. abra).
Kiilonosen a fej abnormadlis fejléddése gyakori (kindvések) volt gyakori, valamint a kdzépsd
testtdgjon a ceh-13(-) mutansokra jellemzé Pvl fenotipus is szamottevd volt (23. abra). A

poszterior testtdjakon nem tapasztaltam morfoldgiai elvéltozasokat a vizsgalt egyedekben.

23. abra. A lin-39(+) transzgén szuppresszalja a ceh-13(swl) mutans larvak életképtelenségét. A LIN-39::GFP
konsturkciét hordozé ceh-13(swi) mutans édllatokban a lin-39 gén extra kopidja menekiti a ceh-13(swl) egyedek
altal mutatott Dpy (zomok testalkat) fenotipust, az eliilsé testtdjak morfolégiai abnormalitdsait azonban nem

szuppresszalja (sarga nyilakkal jelolve a B és D paneleken) .

A LIN-39::GFP-t, illetve a MAB-5::GFP-t hordoz6 transzgénikus ceh-13(swl) mutdns
torzsekben megvizsgdltam, hogy tapasztalhaté-e eltérés a GFP expresszioban a vad tipusi
hattérhez képest. A LIN-39::GFP expresszi6 nem valtozott szamottevlen a ceh-13 aktivitas
hianyaban. A MAB-5::GFP expresszi6 azonban jelentdsen lecsokkent a ceh-13(swl) mutans
larvék poszterior régidjdban, mig ektopikusan expresszalddott a mutdns larvak feji-nyaki részein
(24. abra). Ez a megfigyelés felveti annak a lehetdségét, hogy a ceh-13 direkt vagy indirekt

modon szerepet jatszik a mab-5 expresszidjdnak a szabdlyozdsdban bizonyos sejttipusokban. A

58



C. elegans Hox kluszter més tagjai esetében elofordul hasonl6 jelenség: példaul a mab-5 és egl-5
gének kozott cross-regulatory interactions-t irtak le (Ferreira és mtsi., 1999). A Hox gének
egymas altal torténd transzkripcids szabalyozdsa nem ismeretlen mds organizmusok esetében
sem. Egereknél bonyolult hierarchikus szabdlyozdsi rend figyelhetd meg a Hox kluszterek
egészét, a klusztereken beliili kisebb egységek, valamint az egyes Hox paraldgok
transzkripcidjat illetden. A gének expresszigja fiige mind a kluszteren beliil elfoglalt
pozici6éjuktdl, mind a kluszter tobbi tagjanak a miikodésétdl (Kmita €s mtsi., 2000; limura és
Pourquie, 2007). Mivel azonban munkdm f6 célkitizése nem a transzkripciondlis szabdlyozas
mechanizmusdnak a tanulmanyozdsdra irdnyult, nem folytattam tovabbi részletekbe mend

vizsgélatokat ebben az irdnyban.

A

24. abra. mab-5 expresszio vad tipusu vs. ceh-13(-) mutans genetikai hattérben. L1 (A) és L2 larvastadiumu
(B) vad tipusu larvdkban intenziv MAB-5::GFP expresszi6 figyelhetd meg a test poszterior részén a
varratsejtekben, a P ektodermadlis prekurzor sejtekben és azok leszarmazottaiban (Pn.a neurondlis sejtvonalak —
hasdicldnc poszterior része), valamint a farokban taldlhat6 idegsejtek egy részében. ceh-13(swi) mutans allatokban

a GFP expresszi6 intenzitdsa csokken, valamint kevesebb sejtben detektdlhatd, mint vad tipusban.

4.3. A ceh-13 szerepe lin-39 és mab-5 altal szabalyozott posztembrionalis egyedfejlédési

folyamatokban

A ceh-13 egyedfejlédési folyamatokban jatszott konkrét szerepe szinte egyaltalin nem ismert. A
ceh-13 funkcidjanak, illetve a [in-39 és mab-5 génekkel val6 kolcsonhatdsainak a
tanulmanyozdasa céljabol vizsgéltam a ceh-13 funkciéjat olyan egyedfejlédési folyamatokban,

amelyek a lin-39 és mab-5 gének éltal is szabalyozottak. E folyamatok sordn szdmos esetben
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leirt, hogy a Hox kofaktor gének inaktivaldsa részben a lin-39(-) és mab-5(-) mutansokétdl eltérd
fenotipust okoz. Ez felveti annak a lehet6ségét, hogy az emlitett géneken kiviil mas Hox
paralégok mukodése — igy példaul a ceh-13-é — is hatdssal lehet a vizsgélt folyamatok

szabdlyozdsara.

4.3.1. A Q leszarmazott idegsejtek pozicidja ceh-13(-) mutansokban

A ceh-13 sejtvandorldsra gyakorolt potencidlis hatdsdnak vizsgélatdra a Q neurondlis sejtvonal
modellrendszert valasztottam ki, amelyben jol ismert a kozépsod paralég csoportba tartozé Hox
gének szabdlyozé szerepe (Clark és mitsi., 1993; Wang és mitsi., 1993). A Q leszdrmazott
idegsejtek pozicidjat hatdroztam meg és hasonlitottam Ossze vad tipusu vs. ceh-13(-) mutans
hattérben. A sejtek vizualizdlaséhoz egy neurondlis sejtsors-markert, a MEC-7::GFP-t,
haszndltam, ami egy anterior (QR.paa) és egy posterior sejtet (QL.paa) jelol a kifejlett
allatokban megtaldlhat6 6 db Q leszdrmazott idegsejt koziil (Hamelin és mtsi., 1992).

Vad tipusu genetikai hattérben a QR.paa sejt a kifejlett allat testének eliillsd részén
taldlhatd. ceh-13 mutdnsokban a QR.paa idegsejt a vizsgalt egyedek mindegyikében a kdzépso
testtdgjon volt lathaté (25-26. abrak). Ez a sejt tehat a vad tipusban tapasztalthoz képest
poszteriorabb poziciot foglalt el (25-26. abrak). A QL.paa sejt vad tipusu allatokban poszterior
a testrészen taldlhatd. A ceh-13 mukodésének hidnya a vizsgédlt mutansok 22%-ban a QL.paa
sejt poziciéjanak anterior irdnyba vald eltolédasat eredményezte (25-26. abrak). Ezekben az
allatokban az eredetileg anterior helyzetli QR.paa és az eredetileg poszterior helyzetli QL.paa
sejtek hasonldan a test kozépso részén, csaknem egymads mellett helyezkedtek el (25-26. abrak).

Az swl és 0k737 ceh-13 mutacidk tehat azonos médon befolydsoltdk ezen idegsejtek pozicidjat.
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25. abra. A QR.paa és QL.paa idegsejtek relativ pozicidja vad tipusa vs. ceh-13 mutans allatokban. ceh-
13(swl) és ceh-13(ok737) homozigéta mutdnsokban az anterior QR.paa sejt a vad tipusi poziciéhoz képest
poszteriorabb pozicidban taldlhatd. A poszterior QL.paa sejt pozicidja ezzel ellentétben anterior irdnyba tolddik el.
Az eltérés mindkét esetben szignifikdns. Az "X’ tengely a vizsgélt sejteknek az allatok hosszdhoz viszonyitott
relativ helyzetét dbrdzolja: a ,,0” az 4llat testének az anterior, a ,,10” szdm a poszterior végét jeloli. Az 'Y’
tengelyen a vizsgalt sejtek szdzalékos ardnya van megadva. A szaggatott vonal a QR.paa és QL.paa sejteknek vad

tipusu hattérben a legnagyobb valészinliséggel elfoglalt helyét jeloli.
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vad tipus

ceh-13 (sw1) ceh-13,(swi)

26. abra. A QR.paa (AVM) és QL.paa (PVM) idegsejtek pozicioja vad tipusi vs. ceh-13 mutans fiatal felnjtt
allatokban. (A) Egy vad tipusd dllatban a QR.paa (AVM) sejt a test eliils6, a QL.paa (PVM) sejt a test hatuls6
részén helyezkedik el (az AVM és PVM sejtek sdrga nyilakkal és felirattal jelolve). (B-D) ceh-13 null mutdns

héttérben mindkét sejt az eredeti vad tipust pozici6tdl eltérd helyen, a test kozépso részén lathato.

A ceh-13 gén milkddése nemcsak a Q sejtvonalba tartozd idegsejtek vandorldsat
befolydsolja, hanem mas neurondlis sejtvonalakba tartozo sejtek helyzetének a meghatarozasara
is hatdssal van. A MEC-7::GFP dltal jelolt ALM és PLM érzoneuronok helyzetében és
fejlodésében szintén valtozast tapasztaltam ceh-13 mutdns hattérben a vad tipushoz képest. Vad
tipusu allatokban az ALM idegsejtek a test eliils6-kozépso részén helyezkednek el és hosszu,
egyenes lefutdsi axonnal rendelkeznek. A ceh-13(swl) mutiansok 9%-ban (N=230) az ALM
sejtek pozicidja anterior irdnyba tolddott el. A sejtek egészen a fej kozelében helyezkedtek el,
valamint axonjuk megrovidiilt. A vad tipusban poszterior helyzetii PLM neuronok helyzetében
nem tapasztaltam valtozast ceh-13 deficiens éllatokban, azonban a vizsgalt mutans egyedek 3%-

ban (N=175) ezek a sejtek axonnovekedési defektusokat mutattak (27. abra).
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allatokban az ALM neuron a test eliils6-k6zéps6, a PLM neuron a test farki régidjdban helyezkedik el és hosszu,
egyenes lefutdsd axonnal rendelkezik (bal oldali panel). ceh-13(-) mutdns allatok 9%-ban az ALM neruonok a vad
tipusd pozicidjukhoz képest elorébb, a fej kozelében taldlhaté és axonja megrovidiilt (kozépsd panel). ceh-13(-)
mutdnsokban a PLM neuronok esetében is megfigyelheték axonnovekedési rendellenességek (jobb oldali panel).

(Az ALM és PLM sejtek sarga nyilakkal és felirattal jelolve.)

A TAX-4::GFP neurondlis marker foként feji neuronokat, valamint egy farokban
taldlhaté poszterior idegsejtet jelol vad tipusi dllatokban (nagyon gyenge expresszio
detektdlhaté a hasdiclanc poszterior idegsejteiben is) (Komatsu és mtsi., 1996). A vizsgélt ceh-
13(-) mutdnsok 11%-ban (N=183) TAX-4::GFP-pozitiv sejteket figyeltem meg a test olyan

pontjain, ahol vad tipusban egyébként nem lathatéak (28. abra).

vad tipus ceh-13 (sw1) ceh-13 (swi)

28. abra. TAX-4::GFP altal jelolt idegsejtek pozicioja vad tipusi és ceh-13(-) mutans genetikai hattérben.
Egy TAX-4::GFP neurondlis marker vad tipusi dllatokban a garat kdrnyéki régidban taldlhaté neuronokat, illetve 1
darab farki idegsejtet jelol (bal oldali panel). A ceh-13 aktivitdsdnak hidnydban ektopikus TAX-4::GFP expresszi6

figyelheté meg (sarga nyillal jelolve és bekarikdzva a k6zEépso és jobb oldali paneleken).

A ceh-13 és a mab-5 gének lehetséges redundans miikodésének a tanulmanyozdsa soran
azt is megvizsgiltam, hogy a mab-5 funkcidnyeréses muticidja befolydsolja-e ceh-13(-)
mutansokban a Q leszdrmazott idegsejtek esetében megfigyelhetd sejtvandorldsi defektusokat.
Vad tipusu dllatokban a mab-5 gén a test poszterior részén taldlhaté QL sejtben és

leszdrmazottaiban expresszalddik és azok vandorldsit szabalyozza (Salser és Kenyon, 1993). A
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mab-5 aktivitds hidnydban ezek a sejtek poszterior helyett anterior testtdjak felé vandorolnak.
mab-5(el751gf) mutans allatokban a QL leszdrmazott neuronok helyzete nem valtozik, ellenben
a QR leszarmazott neuronok anterior helyett poszterior irdnyba vandorolnak. ceh-13(sw1)mab-
S(el751gf) kettés mutansokban a QL.paa sejtek pozicidja normalis (vad tipusi) volt, tehat a ceh-
13(-) egyszeres mutansokkal szemben, a kettds mutans dllatokban nem tapasztaltam poszterior
sejtmigracids defektust. A QR.paa neuronok kdzépsd vagy hatulso testrészeken helyezkedtek el,
kozel a QL.paa sejtekhez. A megfigyelt fenotipus a mab-5gf egyszeres mutansok altal mutatott
fenotipushoz hasonlitott (29-30. abrak).
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vad tipusi és ceh-13(swl) mutans allatokban. A mab-5(el751gf) muticiéja a QL.paa sejt helyzetét nem
befolydsolja, ellenben a normadlisan anterior helyzetli QR.paa sejt a poszterior testtdjon taldlhatd. ceh-13(swi)
mutédns allatokban a QR.paa idegsejt poziciéja poszterior (100%), a QL.paa sejté pedig anterior irdnyba (22%)
tolodott el a vad tipusu helyzetiikhoz képest. ceh-13(swl)mab-5(el751gf) kettds mutdnsokban a QL.paa sejt
helyzete nem véltozik, a QR.paa sejt pedig az dllatok testének kozéps6 vagy hatsé (poszterior) részén helyezkedik
el. A viltozds minden esetben szignifikdns. Az "X’ tengely a vizsgélt sejteknek az dllatok hosszdhoz viszonyitott
relativ helyzetét dbrdzolja: a ,0” az 4llat testének az anterior, a ,,10” szdm a poszterior végét jeloli. Az 'Y’
tengelyen a vizsgalt sejtek szdzalékos ardnya van megadva. A szaggatott vonal a QR.paa és QL.paa sejteknek vad

tipusu hattérben a legnagyobb valészinliséggel elfoglalt helyét jeloli.

65



vad tipus

ceh-13 (sw1)

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

30. abra. A QR.paa (AVM) és QL.paa (PVM) idegsejtek pozicidja vad tipusi, ceh-13(swl) mutans és mab-
5(e1751gf) mutans allatokban. (A) Vad tipusi feln6tt hermafroditdkban a QR.paa sejt a test eliilsé, a QL.paa sejt a
test hatso részén taldlhatd. (B) ceh-13(swl) mutdns felndttekben mindkét sejt a vad tipus pozicigjatdl eltérd helyen,
a k6zépso testtdjon helyezkedik el. (C) A mab-5 el751gf mutdcidja a QL.paa neuron helyzetét nem befolydsolja, a
QR.paa sejt pozicidja azonban poszterior irdnyba tolédik el. (D) ceh-13(swi)mab-5(el751gf) kettds mutdnsokban
az AVM és PVM neuronok az allatok testének poszterior részén lathat6ak, hasonlé poziciéban, mint a mab-

5(el751gf) egyszeres mutansokban.

4.3.2. A Pn.p epidermalis sejtek fiizios mintazata ceh-13(-) mutansokban

A ceh-13 posztembriondlis egyedfejlodésre gyakorolt hatdsdnak a tovédbbi tanulmdnyozdsa
céljabol vizsgaltam a ceh-13 szerepét a Pn.p epidermadlis sejtek sorsdnak meghatdrozéasa sordn.
A Pn.p sejtek hipodermisszel valé fuzidjat az L1 larvastadium végén a lin-39 és mab-5 Hox
gének kontrolldljdk (Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). Ebben a paradigmédban néztem
meg a Pn.p sejtek szdmdnak és mintdzatdnak alakuldsat vad tipusu vs. ceh-13(-) genetikai null

mutans hattérben. A korai L1 stadiumu larvak (az embridoburokbdl valé kikelés utan) ventralis
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testfelszinét 12 darab péros sorba rendezddd ektodermalis prekurzor (P1-12) sejt alkotja. E

sejtekben ceh-13::gfp expressziot figyeltem meg (31. abra).

31. abra. ceh-13 expresszié P ektodermalis prekurzor sejtekben. Vad tipusi hittérben a korai L1 stadiumi
larvakban ceh-13::gfp expresszid figyelhetd meg az allatok ventrdlis oldaldn sorban elhelyezkedd P ektodermdlis

prekurzor sejtekben (a sarga nyillal jelolt sejtsor).

Az L1 larvastddium végén a P blasztsejtek osztédnak, amely egy Pn.a neurondlis
prekurzor és egy Pn.p epidermdlis sejt 1étrejottét eredményezi (Sulston és Horvitz, 1977). A
sziiletésiik utdn rovid idovel a Pn.p sejtek egy része fuziondl a hipodermadlis szyncyciummal
(hyp7). A megmarad6 Pn.p sejtek szama €s mintazata eltér6 a két nemben. A Pn.p sejtek
sorsdnak alakuldsa egy, a fuziondlatlan sejteket jelold JAM-1::GFP marker segitségével jol
nyomon kovetheté (Mohler és mtsi., 1998).

Vad tipusd hermafroditdkban az L1 larvastidium végén lejatszodo sejtfizids esemény
utdn a kozépso helyzetli P(3-8).p sejtek maradnak fuziondlatlan 4llapotban, a tobbi Pn.p sejt
fuziondl a hipodermisszel. ceh-13(swl) mutins genetikai héttérben véltozdst tapasztaltam a
fuzionélatlan sejtek szdmdban. A vad tipusban megfigyelhetd 6 darab sejt mellett jellemzden
tovdbbi anterior [P(2).p], illetve poszterior [P(9-10).p] sejtek élték til a fizids eseményt (32.
abra, 5. tablazat). Ezek a sejtek a JAM-1::GFP sejtadhéziét jelold marker segitségével jol
detektdlhatéak voltak a késobbi egyedfejlodési stddiumokban (L2-L4) is. Néhdny mutdns
egyedben az elébbi megfigyeléssel ellentétben 6 helyett csak 5 darab Pn.p sejt volt lathat6 (33.

abra).
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32. abra. A Pn.p sejtek fizios mintazata vad tipusi és ceh-13(-) mutans genetikai hattérben az L1
larvastadium végén. Vad tipusi hermafroditikban az L1 larvastddium végén a Pn.p epidermadlis sejtek egy része
[P(1-2).p, P(8-11).p] fuziondl a hipodermalis szyncyciummal. ceh-13(swl) mutans allatokban ezeknek a sejteknek
egy része nem fuziondl a hipodermisszel. Az tires korok a fuziondld sejteket jelolik. A sziirkével bevonalazott sejtek
csak a megfigyelt egyedek bizonyos szdzalékdban fuzionalnak. A szdmok a sorban elhelyezkedd Pn.p sejteket

jelolik.

Pn.p sejtek
Genotipus 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11

vad tipus 0 0 100 100 100 100 100 100 O 0 0
ceh-13(sw1) 0 8 100 100 100 95 100 100 5 23 19

5. tablazat. A nem fuzionalé Pn.p sejtek %-os aranya az L1 larvastadium végén vad tipusi vs. ceh-13(swl)
mutans genetikai hattérben. Vad tipusi hermafroditdkban a P(3-8).p sejtek kivételével a Pn.p utddsejtek
fuziondlnak a hipodermisszel. ceh-13(swl) mutdns hermafroditikban tovabbi anterior, illetve poszterior sejtek

maradnak fuziondlatlan allapotban. N=200

68



ceh-13 (swi)

ceh-13 (swi)

33. abra. A fuzionalatlan Pn.p sejtek szama és mintazata vad tipusd és ceh-13(swl) mutans
hermafroditakban. (A) Vad tipusu dllatokban 6 darab Pn.p sejt marad meg az L1 végén lejatsz6do fizids esemény
utdn (sdrga nyilakkal jeldlve). Ezek a sejtek az dllatok testének kozéps6 részén taldlhatéak. (B-F) ceh-13 mutdns
hattérben tovdbbi fuziondlatlan sejtek figyelhet6ék meg anterior, illetve poszterior testtidjakon. (B-C) Néhany
egyedben ezzel ellentétben 6 darabndl kevesebb sejt lathatd. A fuziondlatlan Pn.p sejtek egy JAM-1::GFP marker

segitségével vizualizaltak. A fotékon a nem fuzionalt sejtek sarga nyilakkal vannak jelolve.

A ceh-13 nemcsak a Pn.p epidermdlis sejtek sorsiat befolydsolja. ceh-13(-) mutans
allatokban a P ektodermalis prekurzor sejtek (Pn.p sejtek Osei) esetében is megfigyelhetOk
sejtfuzids defektusok, valamint a V sejtvonalba tartozé sejttipusokndl (pl. varratsejtek) szintén
tapasztalhatok ilyen jellegli rendellenességek. A P és V blaszt sejtek az L1 stddiumu larvakban
rendezett paros sorokban szabdlyos mintdzatot alkotva helyezkednek el az allatok ventrilis,
illetve dorzdlis oldalan. ceh-13(-) mutdns hattérben az abnormélis morfolégiat mutaté L1
stidiumban megrekedt larvdkban mindkét sejttipusba tartozé sejtek szabdlytalan alakidak és
kuszan Osszenétt hdlozatot alkotnak (34. abra). Kifejlett vad tipust allatokban a varratsejtek
egymassal lancszertien 0sszekapcsolddnak, €s igy hosszu, egyenes lefutdsd savot alkotnak a test
két oldalan. A felndtt kort elérd ceh-13(-) escaper egyedekben megszakitisok, mintizat- és

alakbeli valtozasok voltak megfigyelhetok a varratsejtek lancolatdban (33. abra).
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34. abra. ceh-13(swl) mutansokban megfigyelhet6 sejtfizios és sejtadhézios rendellenességek. (A) Bal oldali
panel: egy vad tipusu allatban szabdlyos alakd, rendezetten elhelyezked6 és egymdshoz kapcsol6dé P ektodermalis
prekurzor sejtek lathatok. Kozépsd és jobb oldali panelek: ceh-13(swl) mutdnsokban ezek a sejtek szabalytalan,
kusza halézatot alkotnak. (B) Bal oldali panel: a V sejtvonalbdl leszarmaz6 varratsejtek vad tipusu felndtt egyedben
egymdssal kapcsolédd, egyenes lefutdsi ldncolatot alkotnak. Ko6zéps® és jobb oldali panelek: ceh-13(swli)
mutdnsokban megszakitdsok vagy éppen beékelddd szabdlytalan alaku sejtek lathat6k. A P blaszt és a varratsejteket
az epidermdlis sejtek apikdlis membranjit jelold JAM-1::GFP segitségével vizualizdltam. A sejthatdrokat sarga
nyilak (bal oldali panelek), a ceh-13(-) mutdns genetikai hattérben megfigyelhetd defektusokat sarga karika jeloli
(kozépso és jobb oldali panelek).

A mab-5 kozépsO paraldég csoportba tartozd6 Hox gén a kozépsO-hitsd testtdjakon
taldlhaté Pn.p epidermdlis sejtekben expresszalddik (Salser és Kenyon, 1993). Vad tipusd him
egyedekben a mab-5 részt vesz a Pn.p sejtek hipodermisszel valo fuzidjanak szabdlyozdsdban. A
lin-39 ko6z€ps6d Hox paralég funkciondlis doménjdval édtfedd régioban a LIN-39 és MAB-5
fehérjék egyiittes aktivitdsa és kolcsonhatdsa hatdrozza meg a Pn.p sejtek fuzidés mintazatat
(Clark és mtsi., 1993; Wang és mtsi., 1993). Hermafroditidkban a mab-5 aktivitisa nem
befolydsolja a Pn.p sejtek fuzidjat. ceh-13(-) mutdnsokban a P(3-8).p sejten kiviil tovabbi
anterior, illetve poszterior Pn.p sejtek maradtak fuziondlatlan &allapotban (lasd feljebb). ceh-
13(swl)mab-5(el751gf) kettés mutdns hermafroditikban a vad tipusra jellemzé Pn.p fizids

mintazat volt jellemz6 (35-36. abrak, 6. tablazat).
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35. abra. Az L1 larvastadium végén lejatszodo fizios esemény utan megmarado Pn.p sejtek szimanak és
mintazatanak valtozasa ceh-13(swl) és mab-5(el751gf) mutans genetikai hattérben. Vad tipusi
hermafroditdkban a 6 darab kozéps6 helyzetti Pn.p sejt [P(3-8).p] nem fuziondl a hipodermisszel (fekete korok),
mig a tobbi Pn.p sejt fuziondl a hipodermadlis szyncyciummal (iires korok). ceh-13(swl) mutans héttérben tovabbi
anterior, illetve poszterior Pn.p sejtek maradnak fuziondlatlan allapotban. A mab-5(el751gf) mutiansok a vad tipusi
allatokkal megegyezd fliziés mintdzatot mutatnak. ceh-13(swli);mab-5(el1751gf) kettds mutdnsokban szintén vad
tipusd mintizat figyelhetd meg. A sziirkével bevonalazott sejtek a megfigyelt egyedek bizonyos szdzalékdban

fuziondlnak. A szdmok a sorban elhelyezkedd Pn.p sejteket jelolik.

Pn.p sejtek
Genotipus 1 2 34 4% B 6 £ 8 8 10 31
vad tipus 0 0 100 100 100 100 100 100 O 0 0
ceh-13(sw1) 0 8 100 100 100 95 100 100 5 23 19
mab-5(e1751gf) 0 0 100 100 100 100 100 100 O 0 0
ceh-13(sw1) 0 0 100 100 100 100 100 100 O 0 0

mab-5(e1751gf)

6. tablazat. A nem fuzionalé Pn.p sejtek %-os aranya az L1 larvastadium végén vad tipusu vs. ceh-13(swl) és
mab-5(el751gf) egyszeres és kettés mutans genetikai hattérben. A tdblazatban szerepl$ adatok alapjan vad
tipusd hermafroditdkban a k6zéps6 6 Pn.p sejt marad fuziondlatlan dlapotban. ceh-13(swl) mutdnsokban tovabbi
Pn.p sejtek maradnak fuziondlatlan 4llapotban. A mab-5(el751gf) muticié ezt az ektopikus sejtfiziés defektust
képes szuppresszilni ceh-13 deficiens genetikai hattérben. A tdbldzatban az egyes Pn.p sejtek szdzalékos. A Pn.p

sejteket szdmok jelolik. N=200.
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vad tipus ceh-13 (sw1i)

mab-5 (e1751gf) mab-5 (e1751gf) ceh-13 {(sw1i)

36. abra. A Pn.p sejtek fiziés mintiazata vad tipusd, ceh-13(swl) és mab-5(el1751gf) egyszeres mutans,
valamint ceh-13(swl)mab-5(el751gf) kettés mutans larvakban. (A) Vad tipust hermafroditikban 6 darab Pn.p
sejt [P(3-8).p] marad fuziondlatlan dllapotban az L1 larvastddium végén. (B) A ceh-13 aktivitdsdnak hidnya noveli a
fuziondlatlan Pn.p sejtek szdmat. (C) mab-5(el751gf) egyszeres, valamint (D) ceh-13(swl)mab-5(el751gf) kettds
mutdnsokban a vad tipussal megegyez6 fizidés mintazat lathat6. A fuziondlatlan Pn.p sejteket egy JAM-1::GFP

marker jeloli (sarga nyilak).

4.3.3. ceh-13(-) mutansokban megfigyelhet6 vulvafejlédési rendellenességek

A vad tipusu C. elegans hermafroditdk parzészerve (vulva) a test kozépso régidjaban taldlhato.
A posztembriondlis fejlodés sordn a vulvaszovet differencidlédasat alapvetden a lin-39 Hox gén
€s ko-faktoraik szabédlyozzak (Clandinin és mtsi., 1997). Erdekes médon a ceh-20 és unc-62 Hox
ko-faktorok inaktivaldsa részben a [in-39(-) mutansokéhoz hasonld, részben azoktdl eltérd
mutans fenotipust eredményez (Yang és mtsi., 2005; Takdacs-Vellai és mtsi., 2007). Ez felveti
annak a lehet6ségét, hogy (egy) mas(ik) Hox paraldg(ok) mikodése is befolydsolja a

vulvaszovet fejlodését.
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ceh-13(-) mutdnsok fenotipusos elemzése sordn azt tapasztaltam, hogy a ceh-13(swl) és
ceh-13(ok737) mutiansokban a vulva szdma, alakja, szerkezete és miikodése — alacsony
penetranciaval — eltérhet a normalist6l (37. abra). A ceh-13(-) mutansok vulva fenotipusainak

részletesebb lefrasat lasd a 4.2.1. fejezetben.

vad tipus

37. abra. ceh-13(swl) mutansok vulva fenotipusai. Kifejlett vad tipusi hermafroditdkban a vulva a test belseje
felé nyilé szerv, amelynek a széle minimélisan emelkedik ki az epidermisz sikjabol (sarga nyil). ceh-13(swl)
muténs allatok egy részében abnormadlis vulva fenotipusok (Puv, Muv) figyelheték meg (k6zépsd és jobb oldali

paneleken sarga nyilakkal jelolve). Ezek a vulva struktirdk dltaldban n a test sikjabol kifelé tiiremkednek.

Egy JAM-1::GFP riporter segitségével jol nyomon kovetheté a vulvét 1étrehozé és felépitd
sejtek osztdddsa, vandorldsa és a vulva szerkezetének kialakuldsa a szovet differencidlédésa
sordn. ceh-13(-) mutdnsokban a vulvét kialakité sejtek szama és a vulvaszovet mintdzata eltérhet

a normalistol (38. abra).
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vad tipus ceh-13(swi)

38. abra. Vulva fejlédési rendellenességek ceh-13(swl) mutans allatokban. (A) Egy vad tipusd dllatban a
normdlisan fejlédé (szimmetrikus) vulva lathaté. (B-C) ceh-13(swl) mutdnsokban a vulvdt kialakité sejtek
abnormadlis, aszimmetrikus mintdzatot mutatnak (sdrga karikdval jelolve). (D) Egy ceh-13(swl) mutdns egyed,
amelyben nem fejlédik vulva (sdrgdval bekarikdzva). A vulvaszovetet felépitd sejteket egy JAM-1::GFP riporter

rendszer segitségével vizualizaltam.

A vulvafejlodés kezdeti szakaszdban (vulvaindukci6) a vulva prekurzor sejtek sorsanak a
meghatarozasat kiilonboz6 jelatviteli utvonalak bonyolult interakciéja biztositja. A
szignalizacioban bekovetkezd zavarok kiillonboz0 vulva-defektiv fenotipusok (Vul, Muv)
kialakuldsdhoz vezethetnek. A vulvaindukcié szabdlyozdsaban szerepet jatsz6 utvonalak jeleit a
lin-39 Hox gén integrdlja és koordindlja. A lin-39 inaktivdldsa Vul fenotipus kialakuldsat
eredményezi (Chen és Han, 2001). Ezzel ellentétben a CEH-20 HOX-kofaktor mitkodésének a
hidanya Muv fenotipus kialakuldsidhoz vezet, amely még [in-39(-) null mutidns héttérben is
megfigyelhetd (Yang és mtsi., 2005). Hasonlé fenotipus alacsony penetrancidval [lin-39(-)
hipomorf mutansokban is megfigyelhet6 (Takéacs-Vellai és mtsi., 2007).

Az ugynevezett synthetic Multivulva (synMuv) gének gétoljdk a vulva indukcidjat. E
gének harom egymadssal redunddnsan miikodo (synMuv A, B és C) osztalyba sorolhaték. Kiilon-

kiilon a synMuv gének funkcidvesztése nem hat a vulvafejlédésre (vad tipusd vulva), mig
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barmely két synMuv osztilyba tartoz6 gén egyiittes funkcidvesztése Muv fenotipust
eredményez. Ezek a kettds mutdns éllatok jellemzden 3-5 darab ol elkiilonithetd (abnormalis
alaka és szerkezetii) vulvaval rendelkeznek. A ceh-13(swl) és ceh-13(0k737) mutaciok a

vulvaszam csokkenését eredményezték synMuvAB mutdns genetikai hattérben (7. tablazat).

Atlagos
Genotipus N vulvaszam P

(£ szoras)
1in-8(n111);lin-15B(n765ts) 327 3,890,362 >0,0001
Iin-53(n833),1in-15A(n765ts) 165 3,670,375 >0,0001
ceh-13(sw1);iin-8(n111)lin-158(n765ts) 344 2,29%1,116 >0,0001
ceh-13(0k737);lin-8(n111)/lin-15B(n765ts) 70 3,04%0,984 >0,0001
ceh-13(sw1);1in-53(n833);iin-15A(n765ts) 162 2,81%1,022 >0,0001

7. tablazat. A ceh-13 funkciovesztéses mutaciok csokkentik a vulvaszamot synMuvA(-);synMuvB(-) Kkettés
mutans felnétt allatokban. A ceh-13(swl) €s ceh-13(0k737) mutaciok az &tlagos vulvaszam csokkenését
eredményezik kiilonbozd synMuvA(-);synMuvB(-) kettés mutdns genetikai hattérben A kisérletekben hasznalt
gének synMuy osztilyokba val6 besoroldsa: lin-8:synMuvA; lin-15:synMuvA/synMuvB; lin-53:synMuvB. A valtozas
minden esetben szignifikdns. ts: termoszenzitiv mutdciok, amelyek 25°C-on (permissziv hdmérséklet) nyilvanulnak
meg, ezért a kisérleteket 25°C-on végeztem (termoszenzitiv allélok hszndlatira a hdrmas mutdns torzsek

létrehozasahoz volt sziikség).

A vulvaszovet differencidlodédsa sordn megvizsgaltam a ceh-13 expresszidjat. A hasznalt
ceh-13::gfp konstrukcid nem expresszdlodott a vad tipusd és synMuv mutdns 4allatok
vulvaszovetében. Ezért feltételezhetd, hogy a ceh-13 nem direkt mdédon jatszik szerepet a
vulvaszovet differencidlodasdnak szabdlyozasdban. Hatdsa valdszinlileg inkdbb sejtvonal
specifikus gének ,,down-reguldcidjan” vagy példdul a vulvaindukciét kontrollalé extracellularis
szigndlok szabdlyozdsan keresztiil nyilvanul meg. Alternativ médon a ceh-13 aktiv lehet a

hipodermiszben, amelybdl a synMuv gének vulvaszovetet befolydsold hatdsa is érkezik.
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4.4. A C. elegans Hox gének szekvencialis hasonlésaganak tanulmanyozasa bioinformatikai

modszerekkel

A C. elegans Hox gének szekvencidlis hasonlésigat — rokonsdgat - bioinformatikai
modszerekkel vizsgédltam. Ehhez a HOX fehérjék aminosav szekvencidjat hasonlitottam Gssze
(39. abra). A szekvencia-illesztéshez az Eurépai Bioinformatikai Intézet (EBI: European
Bioinformatics Institute) honlapjarél ingyen letolthetd és haszndlhaté nukleotid-, illetve
proteinszekvencidk Osszehasonlitdsdra szolgdlé (multiple sequence alignment) ClustalW

programot hasznaltam (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

C_ceh=13 =sescccesccsseececeeee ST e ECYmmmmm e mm e n e 7 39. abra. C. elegans HOX

C_lin-39 ====DAPPATAPESSSS - 23

Lomabsd e T fehérjék aminosav szekvencia

C_egl-5§

Vgt hasonlésiga. A C. elegans HOX
fehérjék aminosav- szekvenciait a

C_ceh-13

_lin-39 ClustalW program segitségével

C_mab-5

C_sgl=5 illesztettem. Az dbra 6. sordban a

C_nob-1

o ke folytonos,  hidtusok  nélkiili

C_cen-13 —-THSYYPSVP szekvenciarész a proteinek

C_lin-39 --TIGYDPETASAALSAHFGSYYDPTSSSQIASY---FASSQGLGGPOYPILGD------ 99 .

C_mab-5§ -~TSASASSSAAAAAAANNLETYEL YNHTYIIN- - - ~ MM L AA GUMDNS - - = == == === 73 homeodomén részét 4abrazoja.

C_egl-5§ ==TQCVCREDPE === ===== TSSTPSTEASLYPGIS-AAYNOSYGUPQN === ======= 77

C_nob-1 ~IQGESRSERESETGSS - PQLAP == SSTGHVHPG~-TACHYGFGP SENFTANE FG-~~~ 89

C_php-3 ~TUADNHSERGSDTASS-~-PQVAPLPTSSCMSHPAAARAGHYPFNAGRFPTEFNN - -~~~ 142

C_ceh-13 83

€_lin-39 140

C_mab-5 95

C_egl-5 92

C_nob-1 123

C_php-3 182

C_ceh-13 115

C_lin-39 166

C_mab-$ 5K 118

C_egl-5 X 109

C_nob-1 138

C_php-3 200

C_ceh-13 TNETNFTTHOLTELEKE FHTAKYVRRTRRTEIASNLELQEAQVEINFONRRMFEKFRERE 175

C_lin-39 RORTAYTRNQVLELEKE FHTHEY LTRERRIEVAHSLALTERQVEIVFONRRMFHIFENKD 226

C_meb-5 FTRQTYSRSQTLELEKE FHYHKYL TRIRRQE] SETLHLTERQVEIWFQNRRMCHIFEARG 178

C_egl-5 KGROTYORY(QTSVLEAKFQQSSYVSERQREELRLOTOLTDRQIKIVFONRRMEAKIERQR 169

C_nob-1 FRROFYRFDOISRLEYEYSYNOYLTNFRRSELSAQLNLDERQVEVWFONRRMFDEFKLROR 198

C_php-3 FEREPYTHAQTLELEKEFLYNTYVSKQERVELAKY LHLTERQVEINFONRRMEKDERQKQR 260

C_ceh-13

C_lin-39

C_mnab-5

C_egl-5

C_nob-1

C_php-3

C_ceh-13 ---VESHSPTSSCSGEDVENFR 202

C_lin-39 -=~=FGANLPFGPFRFFLFNQF- 253

C_mab-5 ---NESDEESNQDEQNEQHSS- 200

C_egl-5§ MAHUPPAAAHNPYQYPLCPP-- 219

C_nob-1 -==FPHGAFVTPCIERLIN--- 218

C_php-3 ====PTCHLAPPCGLD -~ ~==== 275
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A paros illesztés sordn kapott értékek azt mutatjdk, hogy a ceh-13, lin-39 és mab-5,
valamint az egl-5, nob-1 és php-3 gének nagyobb hasonldsdgot mutatnak egymassal, mint a két

csoport tagjai az egymas kozotti sszehasonlitdsban (8. tablazat).

lllesztett szekvencia 1 lllesztett szekvencia 2
Hasonl.
Szekv. Szekv. Szekv. Szekv. Szekv. Szekv. értékek
szama neve hossza* | szama neve hossza*®
1 C_ceh-13 335 2 C_lin-39 335 29
1 C_ceh-13 335 3 C_mah-5 335 e
1 C_ceh-13 335 5 C_egl-5 335 18
1 C _ceh-13 335 5 C nob-1 335 186
1 C_ceh-13 335 6 C_php-3 335 26
2 C 1lin-39 335 3 C_mab-5 335 33
2 C lin-39 335 4 C_egl-5 335 25
2 C_lin-39 335 5 C_nob-1 335 24
2 C_lin-39 335 6 C_php-3 335 24
3 C_mab-5 335 4 C_egl-5 335 25
3 C_mab-5 335 3 C_nob-1 335 22
3 C_mab-5 335 6 C_php-3 335 28
b\ C egl-5 335 5 C nob-1 335 24
4 C_egl-$ 335 6 C_php-3 335 25
S C_nob-1 335 6 C_php-3 335 41

8. tablazat. A C. elegans HOX fehérjék aminosav szekvenciajanak paros illesztése soran kapott hasonlosagi
értékek. A tablazatot a ClustalW program generalta. A bevitt adatok a C. elegans HOX fehérjék teljes aminosav
szekvencidjdt tartalmaztdk. Szekvencidk hossza*: illesztett szekvencidk (a gap-ek okozta problémdk elkeriilése

végett).

A nukleotid- és aminosavszekvencidk hasonlosdga alapjin készitett filogenetikai fak azt
mutatjak, hogy a C. elegans Hox kluszter tagjai koziil a koz€ps6 homoldg csoportba tartozo lin-
39 és mab-5 feltehetden kozelebbi rokonsagban adllnak az anterior homolég ceh-13-mal, mint a
C. elegans poszterior Hox homol6g csoportokat képviseld egl-5, nob-1 és php-3 génekkel (40-
41. abrak).
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ceh-13 0,381

fin-39 0,321

mab-5 0339

egl-5 0380

nob-1 0311

php-3 0,275

40. abra. A C. elegans HOX
proteinek filogenetikai faja. Teljes
aminosav-szekvencidk  alapjdn, a
ClustalW program segitségével

generalt fa.

A nukleotid-szekvencia alapd (teljes cDNS, illetve csak a homeodomént kddold

szekvenciarészletek felhasznasaldval — ez utobbi adatok alapjan késziilt filogram lathat6 a 40.

abran) ’Bayes modszerrel” (MrBayes v3.1.2 software (Huelsenbeck and Ronquist, 2001))

generalt filogenetikai fa hasonlé mintazatot mutat az aminosav alapi ClustalW fahoz (41. abra).

——mab-5
— 0.6
ceh-13
0.57
lin-39

egl-5
0.6

nob-1

0.61
php-3
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41. abra. A C elegans Hox gének
homeodomént kédolé nukleotid
szekvenciarészleteinek illesztésével,
’Bayes médszer’ alapjan generalt
filogenetikai fa. (Az &brat Ari Eszter

készitette, ref.: Tihanyi és mitsi., 2010)



4.5. A tra-1 csokkent, illetve fokozott aktivitasa befolyasolja az atlagos vulvaszamot

synMuy mutans genetikai hattérben

A hermafrodita parzészerv, vulva fejlodését szabdlyozd jelatviteli utvonalak jeleit a lin-39
kozéps6 homolég Hox gén integrilja és koordindlja. A vulvaszovet differencidléodasdnak az
irdnyitadsdban részt vesz a szomatikus szex — igy az adott nemnek megfeleld szex-specifikus
parzészervek kifejlodéséért is — kialakitasaért felelos szex-determindcids génkaszkad termindlis
regulétora, a tra-1 gén is. A laborunkban dolgoz6 Szab6 Emese és munkatarsai kimutattak, hogy
a lin-39 expresszidjanak szabdlyozdsidn keresztiil a fra-1 szerepet jitszik a vulva sejtsorsok
meghatdrozasidban (Szabd és mtsi., 2009). A szomatikus szoveti differenciicid irdnyitdsdban a
tra-1 alternativ médon miikodik az azonos géncsalddba tartoz6 tra-4 génnel, amelyet a snyMuv
B tipusu génként azonositottak (Grote és Conradt, 2006). Mivel a kiilonb6z6 synMuv gének részt
vesznek a vulvafejlodés szabalyozasdban, kisérleteim sordn arra kérdésre kerestem a vélaszt,
hogy tapasztalhatd-e genetikai interakcio a fra-1 és a snyMuv A, illetve synMuv B osztalyokba
sorolt gének kozott a vulvafejlodés szabadlyozasa soran.

A synMuv gének gatoljdk a vulva indukciéjat (az induktiv Ras ttvonallal
antagonizdlnak) (Solari és mitsi., 2000; Ceol és mtsi., 2006). E gének harom egymadssal
redunddnsan miik6do (synMuv A, B és C) osztilyba sorolhatok. Egyszeres synMuv mutansokban
normadlis vulva fejlodik. Barmely két synMuv osztdlyba tartozé gén egyiittes funkcidvesztése
azonban Muv fenotipust eredményez. Kettds és harmas mutansok 1étrehozasaval, illetve RNSi
kisérletek segitségével megvizsgaltam, hogy a fra-1 mikodésének csokkentése, illetve fokozdsa
befolydsolja-e az atlagos vulvaszamot kiilonbozo synMuv AB kett0s mutdns genetikai hattérben.
A tra-1 inaktivicidjanak hatdsat a tra-1(el099) mutans torzs segitségével tanulmanyoztam,
valamint tra-1 specifikus RNSi konstrukciot készitettem a tra-1 gén csendesitésére. A tra-1
e1009 null mutacidja az XX — ivari és autoszomds kromoszémadk ardnya alapjan hermafrodita —
karyotipusu allatokat szomatikusan himekké transzformalja. A tra-1 RNSi gyengébb hatdsu a
null mutansnal, igy egy hipomorf fenotipust (pontosabban fenokdpiét), az un. intersex fenotipust
eredményezett. A tra-1 hiperaktivitdsa altal okozott lehetséges valtozasok vizsgalatdhoz a fem-3
gén funkcidvesztéses e2006 alléljat hordozé mutans torzset hasznéltam, illetve fem-3(RNSi)
kezelést alkalmaztam. A fem-3 a szex-determindcids génkaszkddban a tra-1-t6l ,,up-stream”
helyezkedik el és aktivitdsa gitolja annak miikodését (14sd: bevezetés 15. dbrdja). A fem-3

funkcidvesztése a tra-1 hiperaktivitasat eredményezi.
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A fem-3 milkddésének a hidnya csOkkentette az atlagos vulvszamot synMuv AB kettOs
mutdns hattérben. Ezzel szemben a fra-1 inaktivalasa tra-1 , csendesitése” RNSi segitségével
megnovelte a vulvaeredeti struktirdk szaméat a synMuv AB kettés mutans hermafroditdkban (9.

tablazat).

Genotipus N Atlagos P
vulvaszam
tra-1(RNSi) 378 0,4 -
fem-3(€2006) 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);1in-36(n766) 170 3,9 <0,001
fem-3(RNSi);lin-38(n751);lin-36(n766) 100 3,0 <0,0001
lin-8(nlll);lin-35(n745) [synMuv AB] 100 33 -
tra-1(RNSi);lin-8(nl11);lin-35(n745) 48 4,0 0,004
fem-3(RNSi);lin-8(nlll);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(nlll);lin-36(n766) [synMuv AB] 100 3,5 -
tra-1(RNSi);lin-8(nll1);lin-36(n766) 100 4,5 <0,0001
fem-3(RNSi);lin-8(nlll);lin-36(n766) 100 2,8 <0,0001

9. tablazat. A tra-1 aktivitas hatasa a vulvaindukciéra synMuv AB Kettés mutans genetikai hattérben. A
kiilonboz6 synMuv osztidlyokba tartozé gének egyiittes funkcidvesztése a kettés mutdnsokban Muv fenotipust
eredményez. tra-1 RNSi kezelés hatdsdra az atlagos vulvaszam novekedett synMuvA(-);synMuvB(-) kettés mutans
allatokban. A fem-3 csendesitése ugyanakkor szignifikdnsan csokkentette az atlagos vulvaszamot synMuvA(-

);synMuvB(-) kettés mutans hattérben.

A tra-1(el1099);snyMuv A(-); synMuv B(-) harmas mutdnsok donté tobbsége, a snyMuv
A(-); synMuv B(-) kettés mutans himekhez hasonl6an non-Muv fenotipusu volt. A vizsgalt tra-
1(el1099); snyMuv A(-); synMuv B(-) harmas mutdnsok 32,7%-ban szizalékdban azonban
kitiiremkedli, Pvl fenotipushoz hasonl6é vulva-eredetli képzddményeket figyeltem meg (10.
tablazat).

Kovetkezd 1épésben megvizsgaltam, hogy a tra-I inaktivédldsa éltal okozott valtozas
kiillonbozik-e synMuv A, illetve synMuv B mutdns genetikai héttérben. synMuv A mutdciot
hordozé [lin-38(n751) és lin-8(nlll) allatokban a tra-I RNSi kezelés 14,3%, illetve 2,1%

penetrancidaval Muv fenotipus megjelenését eredményezte (11. tablazat). Ezzel szemben

80




synMuv B mutans héattérben [lin-35(n745) és lin-36(n766) egyszeres mutidnsok] a tra-1 RNSi
kezelés nem okozott véltozast a vulvaszamban (11. tablazat). Ezek az eredmények azt

sugalljak, hogy a tra-1 feltehetéen egy synMuv B gén.

Genotipus Karyotipus Ivari Atlagos N P
fenotipus vulvaszam

vad tipus XX H 1 56 -

vad tipus X0 M 0 100 -

lin-8(nlll);lin-35(n745) XX H 3,75 100 -

lin-8(nlll);lin-35(n745) XO M 0,65 144 -

tra-1(n1099);lin-8(nl11),lin-35(n745) XX M 1,21 100 | <0,0001

10. tablazat. A tra-1 n1099 mutaciéja serkenti a vulvaindukciot synMuv AB kettés mutans pseudohimekben.
tra-1(n1099);lin-8(nl11);lin-35(n745) harmas mutdnsokban magasabb volt az atlagos vulvaszdm, mint a [lin-

8(nlll);lin-35(n745) kettés mutans himekben. A ,,H” a hermafrodita, az ,M” a him, az ,I” az interszex allatokat

jeloli.
Genotipus Ivari N % Muv |
fenotipus
vad tipus H 500 0 -
vad tipus M 500 0 -
lin-38(n751) [synMuv A] H 326 0 -
lin-8(nill) [synMuv A] H 850 0 -
lin-35(n745) [synMuv B] H 150 0 -
lin-36(n766) [synMuv B] H 197 0 -
tra-1(el1099) M 210 0 -
tra-1(RNSi) /M 230 0 -
lin-38(n751);tra-1(e1099)" M 2190 0,02 <0,01
lin-8(nlll);tra-1(e1099)" M 2950 | 0,015 <0,01
lin-38(n751);tra-1(RNSi) /M 320 14,3 <0,0001
lin-8(nlll)tra-1(RNSi) /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. tablazat. A tra-1 inaktivaciéja szintetikus Muv fenotipust eredménez synMuv A mutans genetikai
hattérben. Vad tipusi hermafroditdk 1 darab vulvdval rendelkeznek, mig a himekben ilyen pdrzdészerv nem
fejlodik. ,,H” a hermafrodita, az ,M” a him, az ,,I” az interszex allat. synMuv A(-) [lin-38(n751) és lin-8(nlil)],
illetve synMuv B(-) [lin-35(n745) és lin-36(n766) egyszeres mutdnsok] egyszeres mutdns hermafrotida allatok
szintén 1 vulvdval rendelkeznek (vad tipusd vulva). A tra-1 RNSi vagy mutécié altal torténd inaktivaldsa kis
penetrancidji Muv fenotipust eredményez. ,a”: [in-38(n751);tra-1(e1099) és lin-8(nlll);tra-1(e1099) kettds
mutdnsokban a Muv fenotipus kis penetrancidval nyilvdnul meg, ami feltehetden a széma erds

maszkuliniziciéjanak a kdvetkezménye [a tra-1(e1099) null muticié hatdsa].
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5. Kovetkeztetések

A Hox kluszterek miikodésének egyik éltalanos jellemzdje, hogy a kluszterben taldlhat6 gének a
genomi pozicidjuknak megfeleld sorrendben, egymast koveté doménokban expresszdlédnak és
funkciondlnak a fejlodé embrié hossztengelye mentén (kolinearitds) (McGinnis és Krumlauf,
1992; Iimura és Pourquie, 2007). Drosophila-ban és gerinces rendszerekben az anterior Hox
paral6g csoportok tagjai az eliilsd testtajak morfogenezisét az iranyitjak (Studer és mitsi., 1996;
van der Akker és mitsi.,, 2010). A C. elegans anterior homolég Hox gén ceh-13 szamos
tulajdonsagédban eltér az ortologjaitdl: fizikai pozicidja egy inverzié6 kovetkeztében
felcserélodott a kluszterben 6t kovetd lin-39 pozicidjaval a kromoszéman. A ceh-13 sziikséges
az embriogenezis végbemenetéhez; aktivitisinak hidnya embriondlis életképtelenséget
eredményez. Ennek ellenére a ceh-13(-) mutansok 3-4%-a szaporoddképes felndtt allatokkd
képes fejlodni. A ceh-13 tovabbd a test csaknem teljes hosszdra Kkiterjed0 embriondlis
expressziot mutat, amely atfed a kluszterben 6t kovetd Hox paraldgok expressziés doménjaval
(Brunschwig és mtsi., 1999). Egyedisége és az egyedfejlédésben jatszott esszencidlis szerepe
ellenére a ceh-13 a C. elegans Hox kluszter legkevesebbet tanulmanyozott tagja. Konkrét
egyedfejlodési funkcidja, valamint a kluszter tobbi tagjaval valé genetikai kapcsolata alig
ismert.

Kisérleteim sordn azt vizsgaltam, hogy a ceh-13 milyen genetikai kolcsonhatdst mutat a
C. elegans Hox kluszter tobbi tagjdval. Tovabba tanulmanyoztam a ceh-13 funkcidjét kiillonbozo

egyedfejlodési folyamatok szabdlyozasiban.

5.1. A Ceh-13(-) fenotipus és ceh-13 expresszio jellemzése

5.1.1. A ceh-13 a kozépso és hatulso testtajak morfogenezisét egyarant befolyasolja

A ceh-13(swl) és ceh-13(0k737) mutansok fenotipusos elemzése sordn azt tapasztaltam, hogy az

embridként és L1 larvaként elpusztulé éllatok 70-80%-a a test poszterior régidjdban is

megnyilvanulé6 morfolégiai abnormadlisokat mutatnak. A ceh-13(-) mutans escaper (tdlélo és

felnotté kifejlodo) egyedek ~7%-ban szintén nemcsak az eliils6, hanem a ko6z€pso és hatulso

testrészeken 1is megfigyelhetdk morfologiai és egyedfejlodési rendellenességek. Ezek a

82



defektusok arra utalnak, hogy a ceh-13 funkcidja a kozépso és hitulso testtdjak morfogenezisére
is hatdssal van. Az embriogenezis abnormalitdsa, valamint a tiléld mutdns 4&llatokban
megfigyelhetd szervfejlodési rendellenességek emlékeztetnek a C. elegans Hox kluszter mas
tagjainak inaktivdldsa altal okozott defektusokra. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy genetikai

kolcsonhatés 4ll fenn a ceh-13 és a tobbi Hox paraldg kozott.

5.1.2. A ceh-13 expresszios doménja atfed a lin-39 és mab-5 expresszios doménjaval

A C. elegans Hox gének expresszidjdnak tanulmédnyozésa €s Osszehasonlitdsa céljabol,
az egyes Hox génekre specifikus GFP riportergén-konstrukciok segitségével expresszids
elemzést végeztem. Az analizis eredménye azt mutatta, hogy a ceh-13 expressziés doménja
nagymértékben 4dtfed a kozépsd testtdjakon expresszdlodd és funkciondld lin-39 Hox gén
expresszids doménjaval. Ez az 4tfedés embriondlis és l4rvalis korban egyardnt tapasztalhatd. A
ceh-13 és a lin-39 expresszios doménok atfednek a poszterior testrészeken expresszalodo mab-5
doménnal is. L1 és L2 stddiumu larvdkban a test hossztengelye mentén végigfutd sejttipusok
esetében (P és V ektodermalis prekurzor sejtek, varratsejtek, Pn.a leszarmazott idegsejtek) jol
megfigyelhetdek a harom Hox gén egymadst kovetd és egymadssal dtfedd expresszios doménjai. A
ceh-13 tehat nemcsak anterior testtdjakon megnyilvanuld, hanem a test csaknem teljes hosszara
(koz€pso €s részben hatsé részekre is) kiterjedd expresszidt mutat az egyedfejlédés soran. Ez az
expresszié nem korldatozdédik a korai egyedfejlédési stddiumokra, hanem - péld4ul a hasdiclanc
idegsejtjeiben - az éllat egész élete sordn megmarad. A ceh-13 expresszios mintdzata megerdsiti
azt a mutdnsok fenotipus elemzése nyoman felvetdédott lehetdséget, amely szerint a ceh-13
funkciéja nemcsak az eliilsd, hanem a kozEépsd €s hatso testtdjakon is hatdssal van a sejtsors

meghatdrozasra. A ceh-13 tehat egy specidlis kivételt képez a kolinearitdsi szabdly aldl.

5.2. A ceh-13 interakcidja a lin-39 és mab-5 génekkel

A ceh-13(-) mutidnsok 3-4 %-a képes szaporoddképes felnottekké fejlodik. Ezek az escaperek
kevésbé stlyos morfoldgiai elvéltozasokat mutatnak, mint az embridként vagy larvaként
elpusztulé egyedek. A ceh-13(-) mutdns feln6tt allatok jelenléte felveti annak a lehetdségét,
hogy ezekben az allatokban mas HOX fehérjék latjak el a hidanyz6 CEH-13 funkciét. A HOX

fehérjékrdl ismert, hogy szekvencialis és strukturalis hasonlésdguk eredményeként a HOX
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fehérjék csaknem azonos affinitassal kotddnek konszenzus DNS-koto szekvencidkhoz, amelyek
a genomban viszonylag gyakran fordulnak el6 (Ekker és mtsi, 1994; Hoey és Levine, 1988;
Mann, 1995). Feltételezhetd tehat, hogy mdas HOX fehérjék képesek bizonyos egyedfejlodési
funkciékban a CEH-13 fehérjét helyettesiteni. A ceh-13-mal ellentétben a lin-39 és mab-5 gének
milkodésének hidnya onmagdban nem befolydsolja az allat tdlélését: a lin-39(-) és mab-5(-)
egyszeres mutdnsok életképesek (Wrischnik és Kenyon, 1997). Megfeleld kettés mutdnsok
elddllitdsaval ezért megvizsgdltam, hogy kimutathaté-e genetikai interakcié a ceh-13 és a
kozépsd Hox paralégok kozott az életképesség szabdlyozasdban. Tanulmanyoztam tovabba azt
is, hogy a lin-39 vagy a mab-5 gének fokozott miikodése (génddzis ndvelése) szuppresszilja-e a

ceh-13 muténsok életképtelenségét és morfoldgiai defektusait.

5.2.1. A ceh-13, lin-39 és mab-5 Hox gének redundans szerepe az embrionalis fejlodés

soran

A ceh-13 és a kozépsO paralég csoportba tartoz6 Hox gének kolcsonhatdsainak a
tanulmanyozasdhoz ceh-13(-)lin-39(-) és ceh-13(-)mab-5(-) kettds mutdnsokat, illetve RNSi-
kezelt 4llatokat hoztam létre. A kettds mutansok szintetikus mutdns fenotipust mutattak: az
allatok pusztuldsdnak penetrancidja kozel 100%-os volt €s a pusztulds az embriondlis fejlodés
soran kovetkezett be. A Hox gének RNSi-kozvetitett csendesitése gyenge hipomorf fenokdpiat
eredményez. A ceh-13(RNSi) és lin-39(RNSi) allatok csak 9 és 17%-aban figyelhetd meg
valamilyen elvéltozds. Azonban a Hox(-) mutansok kezelése egy masik Hox paralég duplaszali
RNS-ével viszonylag erds, az adott Hox mutdns fenotipusdndl erésebb hatdst eredményez. ceh-
13(-)lin-39(RNSi), lin-39(-)ceh-13(RNSi) és mab-5(-)ceh-13(RNSi) kettés kombindcidkban
100%-0s a morfoldgiai abnormalitdsok penetrancidja. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
ceh-13 mellett a kozépsé homoldég Hox paraldgok is — bar kisebb mértékben — hozzajarulnak a
normdlis embriondlis fejlodés biztositdsdhoz. A vizsgélt gének feltételezhetden kolcsonhatdsban
allnak egymdssal az embriondlis fejlodés szabédlyozdsdban: funkciondlis redundancia figyelhetd
meg a ceh-13 és lin-39, valamint a ceh-13 és a mab-5 gének kozott. Ez magyardzhatja, miért

nem esszencidlisak a kozépsd Hox paralégok egyszeres mutdns kombinadcidkban.
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5.2.2. A LIN-39 és MAB-5 HOX fehérjék képesek helyettesiteni a CEH-13 funkcidjat az

életképesség és a morfogenezis szabalyozasaban

Megvizsgaltam azt is, hogy a [lin-39 megnovekedett doézisa (egy transzlacidés fiziés LIN-
39::GFP transzgén bevitelével), illetve a mab-5 gén egy funkcidnyeréses muticidja képes-e
menekiteni a ceh-13(-) mutdnsok életképtelenségét és egyedfejlodési rendellenességeit. ceh-
13(swl)mab-5(el751gf) kettds mutdns, illetve LIN-39::GFP konstrukciét hordozé ceh-13(swl)
mutansokban azt tapasztaltam, hogy jelentésen megnd a tiléld egyedek (escaperek) aranya a
ceh-13(-) egyszeres mutdnsokéhoz képest. ceh-13(swl)mab-5(el751gf) kettds mutdnsokban
mind az embrionélis, mind a larvélis életképtelenség jelentds csokkenése figyelhetd meg. A ceh-
13(swli);LIN-39::GFP genotipusu torzsben a larvalis letalitds csokken, mig az embriondlis
életképtelenség nd. Ezt okozhatja egyrészt az endogén [in-39 és a LIN-39::GFP konstrukci6
transzkripciondlis szabdlyozasanak eltérése (a fuizids LIN-39::GFP konstrukcié random
integralodott a genomban), vagy a transzgén éltal okozott ko-szuppresszids hatds, amely az
endogén lin-39 gén csendesitéséhez vezet. Az utébbi esetben a megnovekedett embriondlis
letalitds utalhat a ceh-13 és lin-39 gének genetikai interakcidjara.

A talél6 ceh-13(-) mutdns allatok fenotipusdnak elemzése sordn azt tapasztaltam, hogy a
mab-5 funkcidnyeréses mutdcidja 90%-ban menekiti a ceh-13 aktivitds hidnya altal okozott
morfoldgiai defektusokat a tiléld és kifejlodod ceh-13(swl)mab-5(el751gf) kettds mutdnsokban.
Tovéabba a kettds mutdnsok novekedési iiteme és mozgaskoordinacidja is a mab-5(gf) egyszeres
mutdnsokéhoz hasonlit. A kettds mutansok a ceh-13(-) null mutansokndl gyorsabban fejlodnek
€s a mozgasuk normaélis. A ceh-13(swl);LIN-39::GFP transzgénikus allatok szintén gyorsabban
fejlodnek a transzgénnel nem rendelkezd ceh-13(-) mutdnsokndl, azonban az swl és ok737
muticiok altal okozott morfoldgiai deformitdsok tovabbra is megfigyelhetdek a test anterior
régidjaban. A mab-5gf mutéacié a morfoldgiai deformitdsok szupresszaldsaban is hatékonyabban
miikodik, mint a LIN-39::GFP transzgén. Ezért a tovdbbiakban, a sejtmigricié és a sejtfizid
szabdlyozasdban a mab-5(el751gf) mutécié hatdsat vizsgaltam. Osszeségében eredményeim azt
mutatjdk, hogy a kozépsé Hox paralégok dozisdnak a novekedése képes hatékonyan
szupresszalni a pleiotrép Ceh-13(-) fenotipus szdmos aspektusat (életképtelenség, morfoldgiai
abnormalitdsok és lassult egyedfejlodési ratiat). Mindez szintén arra utal, hogy a C. elegans
anterior és kozépsd homolég Hox paralogok részben redunddns funkciokat latnak el az
egyedfejlodési folyamatok szabdlyozdsdban. Ez magyardzhatja a ceh-13(-) escaper allatok

jelenlétét.
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5.3. A ceh-13 funkcidja a posztembrionalis egyedfejlodésben

PV

A C. elegans anterior (ceh-13) és a kozépsO Hox paralég csoportba tartozé (lin-39 és mab-5)
gének kapcsolatdnak tanulmdnyozdsa céljadbol megvizsgaltam a ceh-13 funkcidjat olyan
posztembriondlis egyedfejlodési folyamatokban, amelyek szabdlyozasdban a lin-39 és mab-5
gének (is) részt vesznek. Egyik ilyen modellrendszer a Q neurondlis sejtvonalba tartozé sejtek
vandorlasa és pozicidjdnak a meghatirozdsa. A QR neuroblaszt és leszarmazottai sziiletési
helyiiktdl anterior irdnyba vandorolnak. Ezt a sejtmigriacids folyamatot a lin-39 szabdlyozza. A
mab-5 a sziiletési helyiiktdl poszterior irdnyba vandorlé OL sejtnek és leszarmazottainak a
mozgasat irdnyitja. A lin-39 €s mab-5 gének egymast kovetd funkciondlis doménjukon beliil
fejtik ki hatdsukat a sejtmigracié szabalyozdsaban. Az éltalam kapott eredmények azt mutatjak,
hogy a vizsgalt anterior homolég Hox gén ceh-13 funkcidvesztése meglepd mdédon mind a QR
(anterior), mind a QL (poszterior) leszarmazott sejtek migraciéjat befolyésolta (42. abra). ceh-
13(-) mutansokban nemcsak az anterior QR leszarmazott neuronok helyzetében tapasztalhatd
véaltozas, hanem a QL leszarmazott idegsejtek pozicidja is eltért a vad tipustdl. Mindazonéltal az
anterior testtdjon a ceh-13 hatdsa er0sebb, mint a test poszterior régidjaban (anterior sejtek
esetében: 100%-os diszpozicid, poszterior neuronok esetében: 22%). A megfigyelt jelenségbdl
arra lehet kovetkeztetni, hogy a ceh-13 funkcidja (expresszidjdhoz hasonldéan) nem korlatozédik
az allat testének eliilso régidjara, hanem a kdzépso €s hatulso testtdjakra is kiterjed és édtfed a lin-

39 és mab-5 kozépsd Hox paraldgok miikodési doménjaval.
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o=> QR + leszarmazott sejtek vandorlasa
e=mp QL +leszarmazott sejtek vandorlasa

vad tipus

: fin-39 (-/-)

mab-5 ()

ceh-13 (-/-)

42. abra. Anterior és kizépsé paralog Hox gének hatasa a QR/QL sejtek vandorlasara. A QR (fehér potty) és

QL (fekete potty) neurondlis prekurzor sejtek a féreg testének kozépsO-poszterior régidjadban sziiletnek (a
fliggbleges szaggatott vonal a QR/QL neuroblasztok sziiletési helyét jelzi). A larvélis fejlddés sordn a QR és
leszdrmazottai anterior, a QL sejt és leszdrmazottai pedig poszterior irdnyba vandorolnak. lin-39(-) mutansokban az
anterior sejtmigraciok megrovidiilnek. A mab-5 funkcidvesztése a poszterior migraciok defektusat eredményezi. A
ceh-13 aktivitds hidnya mind az eliils6-kozépsd, mind a hétulsé testrészeken befolydsolja a QR/QL leszdrmazott
sejtek pozicidjat. Az egyes Hox gének muticids inaktivaldsdnak hatdsdra megvéltozé sejtmigracidk pirossal vannak

bekarikdzva az abran.

A ceh-13(-) mutansokban megfigyelt sejtmigracids defektusok emlékeztetnek a lin-39(-
Jceh-20(-) és [lin-39(-);unc-62(-), illetve mab-5(-);ceh-20(-) és mab-5(-);unc-62(-) Kettds
mutansokban leirt sejtmigracids rendellenességekre (Yang és mtsi., 2005). Yang és munkatarsai
kimutattdk, hogy az emlitett Hox(-); Hox-ko-faktor(-) kettés mutidnsok fenotipusa eltér a lin-39(-)
€s mab-5(-), illetve a ceh-20(-) és unc-62(-) egyszeres mutdnsok fenotipusatél. Az &ltalam
kapott eredmények ismeretében elképzelhetd, hogy a ceh-20 és unc-62 géneknek a sejtvandorlés
szabdlyozdsdara gyakorolt lin-39- és mab-5-fliggetlen hatdsit az is magyarazhatja/okozhatja,
hogy e géneknek az inaktivaldsa a ceh-13 normalis funkcidjat megvéltoztatja.

A [in-39 és mab-5 Hox gének expresszalodnak a vandorl6 sejtekben (a lin-39 a QR és

QL, a mab-5 csak a QL neurondlis prekurzor sejtben) és sejt-autoném modon fejtik ki a
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hatdsukat a sejtvandorlds folyamatdban (Salser és Kenyon, 1993). A ceh-13 vizsgélata sordn
nem tapasztaltam expressziot a QR/QL sejtekben, illetve leszdrmazottaikban. Ismert azonban,
hogy gyenge ceh-13 expresszi6 megfigyelhetd a V5/Q 6sben (Wittmann és mtsi., 1997). Ezért
lehetséges, hogy a ceh-13 az adott sejtvonalon beliil fejti ki a hatdsat és igy mikodése a
leszarmazott utddsejtek sorsit befolydsolja. Alternativ médon elképzelhetd, hogy a ceh-13 més
modon jatszik szerepet a sejtmigracié szabdlyozdsdban: példdul a sejtmozgdsokat irdnyitod
extracelluldris szigndlok mennyiségének és/vagy Osszetételének a megvaltoztatdsin vagy a
receptoraikat kodold gének transzkripciondlis szabalyozdsan keresztiil.

Vizsgalataim sordn azt tapasztaltam, hogy a ceh-13 nemcsak a Q leszarmazott neuronok
pozicigjat befolydsolja, hanem szdmos madas, vad tipusi dallatban anterior testtdjakon
elhelyezkedd idegsejt pozicidjat is. Ilyen sejtek pl. az ALM érzéneuronok vagy a TAX-4::GFP
neurondlis marker altal jelolt anterior helyzetli idegsejtek. Az ALM és PLM neuronok esetében
axonnodvekedési defektusokat is megfigyeltem ceh-13 deficiens édllatokban. Ezek a defektusok
nemcsak anterior, hanem poszterior testtdjon is megfigyelhetdek voltak. ceh-13(swl)
mutansokban tovabba szamos esetben taldltam TAX-4::GFP-pozitiv sejteket a kozépso testtajon
(vad tipusu dllatokban a fax-4 kozépso testtdjon nem expresszdlddik). Ezt okozhatja az adott
sejtek diszpoziciéja (migraciés defektje), vagy lehet sejtsors-specifikicid hibdjanak az
eredménye (ez a jelenség elofordulhat a Hox gének miikodésének zavara esetében).

A Q sejtvonalba tartozé idegsejtek vandorldsdban megvizsgaltam, hogy a ceh-13(-)
mutansokban megfigyelhetd sejtmigracids defektusok szuppresszalhatok-e mab-5(el751gf)
mutacioval. A mab-5 a QL leszdrmazottak poszterior testtdjon torténd vandorlasat szabélyozza
(Salser és Kenyon, 1993). Miikodésének hidnydban a QL és leszdrmazottai a poszterior helyett
anterior irdnyba véandorolnak. A mab-5(gf) muticidja ellentétes hatdst valt ki: az anterior
helyzeti QR leszarmazott neuronok a test poszterior része felé vandorolnak. ceh-13(-) mutans
genetikai hattérben mind az anterior mind a poszterior sejtvandorldsok megrovidiilése figyelhetd
meg. ceh-13(swl)mab-5(el751gf) kettds mutdnsokban, a QR.paa és QL.paa sejtek végleges
helyzete megegyezik a mab-5(el751gf) mutdns hattérben megfigyelt pozicidjukkal. Ez azt
jelenti, hogy a mab-5 gf muticidja szupresszdlja a QL.paa sejt ceh-13(-) mutidnsokban
megfigyelhetd migraciés defektusat, mig a QR.paa - eredetileg anterior - pozicidja még
poszteriorabb irdnyba tolddik el (additiv hatds) (43. abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
mab-5 gén fokozott miikodése a Q leszdrmazott idegsejtek pozicidjdnak a meghatarozdsa sordn

részlegesen szuppresszélja a ceh-13 aktivitds hidnya éltal okozott rendellenességeket.
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43. abra. Egy funkcionyeréses mab-5 mutaciéo szuppresszalja a ceh-13 genetikai null mutansokban
megfigyelhet6 anterior sejtmigracids defektusokat. A QR (fehér potty) / QL (fekete potty) neurondlis prekurzor
sejtek a féreg testének kozépsd-poszterior régidjaban sziiletnek (a fliggbleges szaggatott vonal a QR/QL
neuroblasztok koriilbeliili sziiletési helyét jelzi). A larvilis fejlédés sordn a QR és leszarmazottai anterior (fehér
nyil), a QL sejt és leszdrmazottai pedig poszterior irdnyba (fekete nyil) vdndorolnak. ceh-13(-) mutdns héttérben
mind az anterior, mind a poszterior sejtmigriciék megrovidiilése figyelhetd meg. A mab-5 funkcidényeréses
mutdciéja az anterior sejtvdndorldsok irdnyédt poszteriorra véltoztatja. A ceh-13(swl)mab-5(el751gf) kettOs

mutdnsokban a migricié defektus megegyezik a mab-5(el751gf) egyszeres mutidnsokban tapasztaltakkal.

5.3.2. A ceh-13 szabalyozza a Pn.p epidermalis sejtek fiizigjat

A Pn.p epidermdlis sejtek sorsdnak meghatdrozdsa szintén egy olyan esemény a C. elegans
posztembriondlis egyedfejléddése sordn, amelyet a lin-39 €s mab-5 Hox gének szabalyoznak. Az
L1 larvastddium végén, az allatok hasi oldaldn elhelyezkedd 11 darab Pn.p epidermilis sejt egy
része fuziondl a hipodermdlis szyncyciummal (hyp7). Vad tipusu dllatokban a LIN-39 és MAB-
5 fehérjék hatarozzak meg, hogy az egyes Pn.p sejtek milyen sejtsorsot differencidljanak (Clark
€s mtsi., 1993; Wang és mitsi., 1993). A P(1-2).p anterior sejtek sorsét a lin-39 és mab-5 gének

nem befolydsoljdk, mert ezek a sejtek kiviil esnek funkciondlis doménjaik hatardn. A [in-39 és



mab-5 gének egymast kovetd, részben egymdssal atfedd doménokban expresszdlédnak a Pn.p
sejtekben és sejt-autondm modon szabdlyozzdk ezen sejtek fuzidjat. A ceh-13(-) mutansok
sejtfizids mintdzatdnak a vizsgdlata sordn azt taldltam, hogy a ceh-13 aktivitds hidnya szintén
befolydsolja a fuziondlé vs nem-fuzionalé Pn.p sejtek szamat é€s mintazatét. ceh-13(swl) mutans
hermafroditdkban a P(3-8).p sejteken kiviil tovdbbi anterior €s poszterior Pn.p sejtek maradnak
fuzionélatlan allapotban. A ceh-13 hatdsa a Pn.p sejtek fuzidjara nemcsak az anterior testrészen
figyelhetd meg, hanem az 4llatok testének kozel teljes hosszdra kiterjed: a P(2-11).p sejtek
mutatnak sejtfizids defektusokat ceh-13(-) mutans allatokban. A ceh-13 sejtfizié kontroljaban

mutatott funkciéja atfed a lin-39 és mab-5 gének funkciondlis doménjaval (44. abra).

@;‘ sfoReleBoloRsaliojs).
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ceh-13
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Hox gének funkcidja jellemzden meghatdrozott testrégidkban figyelhetd meg. A lin-39 a P(3-8).p sejtek, a mab-5
pedig a P(7-11).p sejtek fuzidjat szabdlyozza. A ceh-13 sejtfizi6 szabalyozasara gyakorolt hatdsa a P(2-11).p sejtek
kiterjedésében kimutathaté. A ceh-13 funkciondlis doménja tehat atfed a kozépsé Hox paraldgok funkciondlis

doménjaval. A szamok a Pn.p sejteket (iires karikdk az dllat ventralis részén) jelolik.

A Q leszarmazott neuronok pozicidjanak meghatarozdsa sordn kapott eredményekhez
hasonléan a ceh-13(-) mutiansokban a Pn.p sejtek esetében megfigyelt sejtsors-adopticios
defektusok is emlékeztettek a [in-39(-)ceh-20(-) és lin-39(-);unc-62(-), valamint mab-5(-)ceh-
20(-) és mab-5(-);unc-62(-) kettés mutdnsokban leirt rendellenességekre (Yang és mtsi., 2005).
Elképzelhetd, hogy a Hox(-);Hox kofaktor(-) kettés mutansokban tapasztalt, az egyszeres Hox(-
), illetve Hox ko-faktor(-) mutdns éllatokétdl eltérd fenotipus kialakuldsdhoz hozzijarul az is,
hogy a HOX ko-faktorok inaktivaldsa a ceh-13 aktivitasara is hatdssal van.

A lin-39 és mab-5 génekkel ellentétben a ceh-13 nem expresszalodik a Pn.p epidermalis
sejtekben. Korai L1 stddiumu larvdkban azonban a P ektodermadlis prekurzor sejtekben (a Pn.p
sejtek kozvetlen Gseiben) erds ceh-13::gfp expresszié detektdlhat6. Ennek az informécidnak az
ismeretében elképzelhetd, hogy a ceh-13 Pn.p sejtek sorsdnak meghatdrozdsara gyakorolt hatdsa

sejtvonal-autoném moédon megy végbe.
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Az epidermdlis sejtek apikdlis membranjat jelolo JAM-1::GFP marker vizsgélata alapjan
a ceh-13 aktivitdisa nem kizdr6lag a Pn.p sejtekben, hanem mas sejttipusokban (pl. P
ektodermadlis prekurzor sejtekben, V-sejtekben és varratsejtekben) lejatszodd sejtfizids
eseményekre is hatdssal van. A P, V és varratsejtek esetében sejtadhézidés abnormalitdsok is
el6fordulnak ceh-13(-) mutansokban. Ezek a defektusok nem korlatozédnak az anterior
testrészre, hanem az allatok testének kozépso €s hatso régidiban is megfigyelhetdk.

A Pn.p epidermadlis sejtek fizids sorsdnak meghatdrozdsa sordn szintén megvizsgaltam,
hogy a mab-5 gén el751gf muticidja befolydsolja-e a ceh-13(-) mutdnsokban megfigyelhetd
sejtfuzids defektusok kialakuldsat. mab-5(el751gf) mutidns allatok Pn.p sejtfiziés mintizata
megegyezik a vad tipussal. A ceh-13(swl)mab-5(el751gf) kettds mutdnsok esetében azt
tapasztaltam, hogy a mab-5 funkcidnyeréses mutiaciéja 100%-ban szuppresszélja a ceh-13(-)
mutans hattérben megfigyelhetd sejtfizios defektusokat. A sejtmigracié szabdlyozasanal
tapasztaltakhoz hasonléan a mab-5 fokozott miikkodése a Pn.p sejtek fuzidjdnak kontrolldldsa

sorén is ellensulyozni tudja a ceh-13 aktivitas hidnyat.

5.3.3. A ceh-13 befolyasolja a vulva fejlodését

A hermafrodita éllat testének koz€psO részén a ventrdlis oldalon taldlhat a parzészerv. A C.
elegans vulvaszovet kifejlodése intenziven tanulményozott és viszonylag részletesen ismert
egyedfejlodési folyamat és kozkedvelt szervfejlodési modell. A vulva differencidlédasdban a
lin-39 Hox gén jatszik kozponti szerepet: promoéterén integrdlédnak a vulva fejlodését
szabdlyozd jelatviteli utvonalak (Ras, Notch, Wnt, synMuv, szex-determinaciés génkaszkad)
hatdsai (Clandinin és mtsi., 1997). A ceh-13 az anterior Hox homol6g csoport képviseldje C.
elegans-ban. Az anterior Hox gének mds taxonokban elsOdlegesen az anterior testtdjak
mintdzatdnak meghatarozdsaban jitszanak szerepet (kolinearitdsi elv). A ceh-13 azonban a
kozépsd és hatulsd testtdjakon is hat a morfogenezisre. ceh-13 deficiens hermafroditdkban
példaul kiilonbozé vulva fenotipusok is megfigyelhetok. A ceh-13 vulvafejlédésre gyakorolt
hatdsdnak a tanulmdanyozdsa céljabol ceh-13(swl) és ceh-13(0ok737) mutdns 4allatokat
kereszteztem vulva fejlodését szabdlyoz6 synMuv tdtvonal deficiens mutans allatokkal. A ceh-13
inaktivalasa szignifikdnsan csokkentette az atlagos vulvaszamot kiilonboz6 synMuv AB kettds
mutans genetikai héattérben.

A fejlédé vulvaszovetben nem detektdltam ceh-13 expressziot sem vad tipusu

allatokban, sem synMuv AB kettés mutidnsokban. A ceh-13 ezért nem direkt, hanem indirekt
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modon befolydsolhatja a vulva fejlodését. A ceh-13 vulvafejlodést szabalyozé hatdsa példaul
érkezhet a hipodermiszbdl, amelyben CEH-13 akkumulédcié figyelhetd meg. A ceh-13
vulvafejlodésre gyakorolt hatdsa a kozépso testtdjon, a lin-39 Hox gén funkciondlis doménjaval

atfedve nyilvanul meg.

5.4. A ceh-13 legkozelebbi paralégjai a lin-39 és a mab-5

A C. elegans Hox gének hasonlosigdanak, ezaltal egymdshoz képest valé rokonsiagéinak,
leszdrmazdsi viszonyainak vizsgdlatdra Osszehasonlitottam a C. elegans Hox kluszter tagjainak
aminosav-szekvencidjat. A szekvencia-illesztés soran kapott adatokbdl az latszik, hogy a ceh-
13-mal a kluszter tagjai koziil a szomszédos lin-39 és mab-5 k6zEépsé homoldg csoportba tartozé
Hox paralégok mutatjdk a legnagyobb foku hasonlésagot. Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy a C. elegans Hox kluszteren belill leszdrmazds tekintetében az emlitett
hiarom gén kozelebbi rokonsdgban 4all egymadssal, mint a kluszter tobbi tagjaval. A 4.4.
fejezetben lathaté filogenetikai fak (40-41. 4brdk) mintdzata arra utal, hogy a kluszter
evolucidjanak egy kordbbi fazisdban torténhetett az anterior és poszterior csoportok Oseinek a
szétvéldsa, és késObb tovdbbi tandem duplikdciok vezettek el a filogramokon -elkiiloniild

anterior-k6zépso, illetve poszterior homolég géncsoportok 1étrejottéhez.

5.5. A C. elegans Hox Kkluszter korai evolicidja

Doktori munkdmban sikeriilt kimutatnom, hogy a ceh-13 funkci6ja nemcsak az embriondlis
fejlodés soran nyilvanul meg, hanem kiilonb6z6 posztembriondlis egyedfejlodési folyamatokban
(sejtmigracio, sejtfizid, vulvafejlodés) is kimutathat6 a hatdsa. A ceh-13 aktivitdsa tovdbba nem
korlatozddik az allat testének eliilsd régidjara, hanem a test csaknem teljes hosszara kiterjed és
atfed a Hox kluszterben 6t kovetd — kozépso paraldg csoportba tartozé — lin-39 és mab-5 gének

expresszios doménjaval (45. abra).
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45. abra. A C. elegans Hox gének funkcionalis doménjei a test hossztengelye mentén. A Hox gének — a
kolinearitasi elvnek megfeleléen — egymast kovetd funkciondlis doménokban miikodnek a genomi pozicidjuknak
megfeleld sorrendben. C. elegans-ban az anterior ortoldg ceh-13 kivételt képez a kolinearitdsi szabdly al6l. A ceh-
13 miikodése nemcsak az eliilsd, hanem a kozéps6 €s hatulsé testtdjakon végbemend egyedfejlédési folyamatok
szabdlyozdsdra is hatdssal van. Az dbra felsd részén a Drosophila, als6 részén a C. elegans Hox kluszter lathaté. A
gytimolcslégy és féreg Hox ortologok azonos szinekkel vannak jelolve. A fekete és piros nyilak az adott Hox

paral6gok a funkciondlis doménjat mutatjdk a gytimolcslégy, illetve a féreg testének kiilonbozd részein.

A kétoldali szimmetridval rendelkezd allattorzsek prototipikus Hox Kkluszterének
evolucigjat illetden kiillonbozo elméletek 1éteznek (Garcia-Fernandez, 2005). Abban a kérdésben
azonban megegyeznek a kiillonboz6 allaspontok, hogy a kluszter evoliciéjanak korai fazisdban
egy 0si ,,ProtoHox gén” duplikicidja hozta l1étre az anterior, illetve poszterior Hox paralog
csoportok 0sét. A kozépsé paraldg csoportok szarmazdsa azonban tovabbra is kérdéses. A
fonélférgek torzsén beliili 6sszehasonlité elemzések eredményei arra utalnak, hogy a Nematoda
ds rendelkezhetett az Osszdjiak 9 kanonikus homoldg csoportot tartalmazé Hox kluszterével
(Aboobaker és Blaxter, 2003). A C. elegans Hox klusztere mindossze 6 génbdl 4ll: feltehetden a
Caenorhabditis nemzetség késobbi evolicid sordn veszitette el a hidnyzé homolég csoportok
képviseldit. Mindazondltal, a C. elegans Hox kluszter tagjai kozott megtaldlhatok anterior,
kozépso €s poszterior paralogok egyarant (Kenyon, 1986; Schaller és mtsi., 1990; Biirglin 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 hasonlésdg alapjan a kozépsd paraldg
csoport(ok)ba sorolhaté [in-39 és mab-5 gének az anterior ortoldg ceh-13-mal mutatnak
kozelebbi rokonsagot. Az dltalam végzett vizsgdlatok eredményei arra engednek kovetkeztetni,

hogy ez a rokonsdg funkciondlis szinten is megfigyelhetd az emlitett harom gén kozott. A ceh-
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13, lin-39 és mab-5 gének részben redunddns funkcidt latnak el egyes egyedfejlodési folyamatok
szabdlyozdsa sordn (sejtmigracié €s sejtfizié szabdlyozdsa, vulvafejlodés). Kisérleteim soran
sikeriilt igazolnom, hogy a ceh-13, lin-39 és mab-5 génekrdl képzddo fehérjék — szekvencidlis €s
strukturdlis hasonl6sdguknak megfeleléen - képesek részben helyettesiteni egymads
egyedfejlodési funkcidjat. Ezek a megfigyelések azt a feltételezést tamasztjdk ald, hogy a
kozépso paralog csoport mai tagjai (lin-39 és mab-5) az anterior Ostl szarmaztak a Hox kluszter
evolucidja soran (46. abra).

ProtoHox gén
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szakaszdban egy ,,ProtoHox” gén duplikdciéja hozhatta létre az anterior (A) és poszterior (P) Hox paraldg
csoportok 6sét. A kozépso paraldg csoportok (C) az anterior ds tovabbi tandem duplikdcidja sordn keletkezhettek.
A C. elegans Hox gének szekvencia hasonl6sdgabdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a mab-5 gén az anterior Os

korabbi, a lin-39 egy kés6bbi duplikicidja sordn jott létre (lasd 41-42. abrak a 4.4. fejezetben).

Eredményeim hozzdjarulhatnak a C. elegans Hox gének miikodésének, és ezdltal a féreg
egyedfejlodését szabdlyozé genetikai mechanizmusok jobb megismeréséhez, valamint a
Nematoda Hox kluszter korai evoldcidjanak pontosabb megértéséhez. Kisérleteim arra is
bizonysagul szolgdlnak, hogy a C. elegans, mint viszonylag egyszerii testfelépitésii
modellszervezet, kivdl6an alkalmas evolucids vizsgdlatokra, valamint a redunddns génmiikodés
€s a funkciondlis diverzifikacié tanulmanyozdsara. A Hox miikodés a pontosabb megismerése az
orvostudomény szdmara is fontos lehet, a Hox gének funkcidvesztése éltal okozott fejlodési

rendellenességek gyodgyitdsa szempontjabol.
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5.6. A tra-1 gén feltehetéen egy synMuv B gén

A C. elegans egyedfejlédése sordn a szomatikus szex kialakuldsa - igy az adott nemnek
megfeleld parzészervek kifejlodése is — az un. szex-determindciés dtvonal dltal szabdlyozott,
amelynek termindlis effektora a tra-1 gén (Ceol és Horvitz, 2004; Harrison és mtsi., 2007; Fay
€s Yochem, 2007; Cui és Han, 2007). A tra-1 a lin-39 Hox gén expresszidjdnak szabalyozasan
keresztiil szerepet jatszik a hermafrodita parzészerv fejlodésének szabalyozdsaban (Szabd és
mtsi, 2009). A szomatikus szoveti differencidcié irdnyitdsdban a tra-I alternativ moédon
funkciondl a snyMuv B tipusu géncsaldd tagjaként azonositott tra-4 génnel (Grote és Conradt,
2006). A synMuv B génekrdl ismert, hogy funkcidjuk befolydsolja a vulva sejtsorsok
meghatdrozasat a vulvafejlodés korai szakaszdban. Kiilonb6zdé synMuyv osztilyokba tartozd —
redundans mitkodést mutaté — gének egyiittes funkcidvesztése Muv fenotipust okoz. Kisérleteim
sordn kimutattam, hogy a tra-1 csokkent, illetve fokozott miikodése befolydsolja az é4tlagos
vulvaszam alakulasat synMuv AB kettds mutdns héttérben. Eredményeim tovabba azt igazoljak,
hogy a tra-1 genetikai kolcsonhatdst mutat a synMuv A osztdlyba tartoz6 génekkel a
vulvafejlodés szabdlyozdsa sordn. A vizsgélt synMuv B gének viszonylatdban nem tapasztaltam

hasonl¢ interakciot. Ezek az eredmények azt sugalljék, hogy a tra-1 egy synMuv B gén.
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6. Osszefoglalas

A Hox gének evoliciésan konzervalt transzkripciés faktorokat kodolnak, amelyek az
anteroposzterior testmintdzat kialakitdsaban jatszanak szerepet a korai egyedfejlodés soran. A
Hox gének hibds miitkodése sulyos fejlodési rendellenességek kialakuldsahoz vezethet. Doktori
munkdm sordn az anterior és kozépsé Hox homoldg csoportokba tartozd géneknek a
sejtvandorlds és sejtfuzié szabdlyozdsdban betoltott szerepét, valamint egymadssal vald
kolcsonhatdsukat tanulmanyoztam, a fonélféreg Caenorhabditis elegans-ban.

A C. elegans Hox(-) mutdnsok fenotipusos elemzése soran kimutattam, hogy az anterior
ortolég ceh-13 funkcidvesztése nemcsak a test eliilsd, hanem ko6zépso és hatso régidjaban is
okoz morfoldgiai és egyedfejlodési rendellenességeket okoz, amelyek részben megegyeznek
mas Hox paralégok inaktivalasa dltal okozott elvaltozdsokkal. A Hox kluszter tagjaira specifikus
HOX::GFP riportergén konstrukciok segitségével végzett expresszids elemzés eredményeként
igazoltam, hogy a ceh-13 expresszidés doménja atfed a kozépsd homoldg csoportba tartoz6 lin-39
€s mab-5 gének expresszids doménjaval. A ceh-13, lin-39 és mab-5 Hox gének genetikai
interakcidinak tanulmédnyozdsa sordn bizonyitottam, hogy a vizsgélt gének kolcsonhatnak
egymassal az embriondlis fejlodés soran. A lin-39 extra kopidja, illetve a mab-5 funkcidnyeréses
mutidcidja képes szuppresszdlni a ceh-13 milkdodés hidnya dltal okozott fejlodési
rendellenességeket, ami a gének kozotti redundans mitkkodésre utal.

A posztembriondlis egyedfejlodés sordn vizsgdltam a ceh-13 funkcidjat olyan
folyamatokban, amelyek a lin-39 és mab-5 gének altal is szabdlyozottak. Kimutattam, hogy a
ceh-13 milkddése befolydsolja a Q leszarmazott idegsejtek pozicidjit, valamint a Pn.p
epidermdlis sejtek sorsdnak meghatdrozasit és ennek kovetkezményeként a hermafrodita
parzészerv fejlodését is. Hatdsa nemcsak az eliilsd, hanem a ko6zépsO és hatso testtdjakon is
kimutathat6 volt, ahol atfedést mutat a lin-39 és mab-5 gének funkciondlis doménjaval.

A bioinformatikai médszerek segitségével megerdsitettem, hogy a ceh-13 legkdzelebbi
paraldgjai a C. elegans Hox kluszteren beliil a lin-39 és a mab-5.

A kétoldali szimmetridval rendelkez0 éllattorzsek Hox klusztere feltételezhetden egy Osi
,ProtoHox” gén sorozatos tandem duplikdciéinak eredményeként jott 1étre. A ceh-13, lin-39 és
mab-5 gének kozott megfigyelhetd szekvencidlis hasonlésdg és részleges funkciondlis
redundancia arra utal, hogy a k6zépsé Hox homolég géncsoport(ok) feltehetden az anterior 6stol
szarmaztathatok az anterior és poszterior homoldg 6sok szétvédldsa utdn a Hox kluszter korai
evolicidja sordn. Eredményeim hozzdjarulhatnak a C. elegans Hox kluszter miikodésének és

evoludcidjanak, valamint a genetikai redundancia jelenségének a pontosabb megértéséhez.
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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 /in-39 and mab-5. 1 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. 1 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 /in-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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