A human metasztazis inhibitor nm23 géncsalad C. elegans ortolégjainak genetikai
analizise
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A human nm23 (mai elnevezése nme) géncsalad tagjai nukleozid-difoszfat kinazokat (NDPK)
kodolnak. A 10 human Nm23 izoforma (H1-H10) kozil az Nm23-H1 volt az els6ként
azonositott metasztazis inhibitor. Tobbféle raktipus esetében (emld-, gyomor-, méhnyakrak,
majdaganat és melanoma esetében) a megnovekedett metasztatikus potencial korrelaciot
mutatott az NM23-H1 izoforma csokkent expresszidjaval. Ez a korrelacio szamos tumor tipus
esetében azonban nem ilyen egyértelmii, s6t bizonyos esetekben, mint pl. petefészekrak vagy
prosztatarak, a magas Nm23-szint a rossz prognozis eldjelének bizonyul, vagyis ezekben a
szovetekben valdszintisithetd az Nm23 onkogén funkcidja. Az intenziv biokémiai kutatasok
ellenére még ma is ismeretlenek azok a mechanizmusok, amelyek segitségével az NM23-H1
fehérje e hatasait kifejti.

A fonalféreg Caenorhabditis elegansban harom NDPK paraldgot azonositottunk (F25H2.5,
F55A3.6 és Y48G8AL.15 ORF-ek). Kutatasi tervem szerint reverz genetikai modszerek
felhasznalasaval tirom fel az nm23 paralogok kiilonbozd szignalizcids tutvonalakban
betoltott szerepét a Caenorhabditis elegans gonad- és vulvafejlédésében illetve kitiintetett
blaszt sejtek migracidja soran. Els6ként az nm23-H1 ortolog ndk-1 (nucleoside-diphosphate-
kinase-like 1) gén (ORF: F25H2.5) genetikai analizisét végeztiik el az ndk-1(0k314) mutéans
allélt hordozo allatok karakterizalasaval ill. RNSi vizsgalatok segitségével. Az 0k314-es allél
megszekvenalasa soran kideriilt, hogy ez az allél 1157 bp-nyi deléciét hordoz, amely
magaban foglalja az egész open reading frame-et és 523 bp-t az upstream illetve 34 bp-t a
downstream nemkodold régiobol. Ennek alapjan valdszintisithetd, hogy az ok314 egy erds
funkciovesztéses illetve null allél. A homozigota mutans allatok sterilek, illetve abnormalis,
kitliremkedd vulvéaval rendelkeznek.

Az ndk-1 gén expressziés mintazatanak elemzése céljabol ballisztikus transzformacidval
allitottunk elé olyan transzgenikus nematdda vonalakat, amelyek transzkripcios illetve
transzlacios NDK-1::GFP konstrukciokat hordoztak. Az NDK-1::GFP minden egyedfejlodési
stadiumban detektalhatd, az embrionalis kortol a négy larvastadiumon keresztiil a felndttig.
Az NDK-1::GFP expresszio6 megfigyelhetd az idegrendszer szamos sejtjében, a
hasdtclancban, a hipodermisz ¢és a testfal izomzatdnak sejtjeiben illetve a vulvaban. A
transzlacios konstrukcioval szerettiik volna komplementalni a steril 0k314 homozigéta null
mutansokat, ami ballisztikus transzformacioval sikertelen volt, mivel nem tudtuk bejuttatni a
transzgént a csiravonalba. Ezért a transzlacios konstrukciot az 1j MosSCI (Mos1l mediated
Single Copy gene Insertion) modszerrel jutattuk be egy kopidban a csiravonalba, ahol a
transzgén expresszalodott és 90%-ban a mutins fenotipust menekitette, vagyis sikeres
komplementaciot eredményezett.

Részletes elemzésnek vetettiik ala az 0k314 mutansok kitiiremkedd vagy protruding vulvajat
(Pvl fenotipus). A vad tipusti hermafroditdk vulvajat 22, DIC optikaval jol elkiilonithetd sejt
épiti fel, amelyek specialis sejtsors markerekkel L4 larva stddiumban megjeldlheték (az L4
larva vulvdjdban mar mind a 22 sejt megjelenik, az osztdédasok lezajlottak, viszont a késdbbi



feln6tt vulva kialakulasdhoz sziikséges sejtfuzios €s sejtmigraciés események még nem
kezdddtek el, vagyis a vulvasejtek még elkiilonithetdk, ezért ez a stddium a legalkalmasabb az
osztodasok eredményeként 1étrejott sejtek jelenlétének vizsgalatara). A sejtsors markerekkel
végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy az ndk-1 null mutansok vulvajat 22-nél kevesebb
(atlagosan 19-20) sejt épiti fel, ami utalhat a vulva indukcié zavarara. Ezért a tovabbiakban
Kitiintetetten vizsgaltam az ndk-1 EGFR/Ras/MAPK szignalizacidos utvonalban betoltott
szerepét, amely a C. elegans vulvaszovetének indukcidjaban, differenciacidjaban
kulcsszerepet jatszik. E szignalizacids utvonal bizonyos komponenseinek — igy a let-60/ras
génnek is — talzott aktivitdsa a vulvat kialakito multipotens prekurzor sejtek ektopikus
aktivalasan keresztiil tobb vulva kialakuldsahoz, azaz multivulva (Muv) fenotipushoz vezet.
Episztazis elemzésliinkben az EGFR/Ras/MAPK utvonal aldbbi Muv fenotipussal bird
mutansaival dolgoztunk: let-23/EGFR(gf), let-60/ras(gf), hs::mpk-1/MAPK;mek/MEK(gf), lin-
1/ETS(If), lin-31/forkhead(lf). E mutansok és az ndk-1(0k314) keresztezésével kettds
mutansokat allitottunk eld, és analizaltuk a kettGs mutansok vulvaszamat. A let-23(gf);ndk-
1(0k314) és a let-60(gf);ndk-1(0k314) kettds mutansok vulvaszama szignifikansan kevesebb
volt az egyszeres mutansokéhoz képest, nem valtozott azonban a vulvaszam az tUtvonal
downstream komponenseivel (mek-2, mpk-1, lin-1, lin-31) alkotott kettés mutansokban.
Ennek alapjan az ndk-1 az EGFR/Ras/MAPK utvonalon beliil a let-60/ras-t6l downstream
vagy azzal parallel hat, viszont a mpk-1/MAPK-t61 upstream helyezkedik el, hasonldéan a Ksr-
1 C. elegans ortologjaihoz (ksr-1, ksr-2). A ksr-1(If);ksr-2(If) kettés mutansok a let-60/ras(gf)
mutansok Muv fenotipusat szuppresszaljak, azaz a kettés mutans hattér redukalt aktivitasa
Ras/MAPK szignalt eredményez. Ebbdl kovetkezden a ksr-1, ksr-2 gének vad tipust
Episztazis analizisiink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy az nm23-H1 ortolog ndk-1 a ksr-
1/ksr-2 génekkel egyiitt hathat a Ras/MAPK szignal aktivacigjaban (a KSR fehérjék scaffold
tipusu fehérjék, amelyek vazat képeznek a Raf/MEK/ERK kindzok szamara; a KSR
allvanyfehérjek ,,toltottségét” szabalyozhatnd foszforilacid utjan a nukleozid-difoszfat kindz
aktivitasi Nm23-H1 izoforma). Munkahipotézisiink bizonyitasa érdekében kettds mutansokat
allitunk el6é az ndk-1(0k314) és a ksr paraldgok kozott.

A kettds mutansok mindkét esetben szintetikus fenotipust mutattak, benniik a Ras fenotipusos
jellegek felerésodtek. Ezt az alabbiakban a ksr-2(If);ndk-1(If) kettds mutansok példajan
demonstralom.

Mind a ksr-2(dx27), mind az ndk-1(ok314) mutacio sterilitast illetve kitiiremkedé vulva
fenotipust eredményez. A ksr-2(dx27) ndk-1(ok314) kettés mutansok nem ¢életképesek. A Kksr-
2(dx27)/+ ndk-1(ok314) genotipusu allatok ugyan eljutnak a felndtt korig, de sterilek,
kitliremkeddé vulvajuk van ¢és attetszek (azaz Clear, Clr), valamint az anus
mitkddésképtelensége miatt ,,szorulasos” (constipation, Con) fenotipust mutatnak. A Clr és
Con fenotipusok a Ras/MAPK jelatvitelben résztvevd gének funkcidvesztéses mutansainak
jellegzetes fenotipusai.
A tovabbiakban igazoltuk az NDK-1¢és a KSR-2 fehérjék fizikai kdlcsonhatasat is: bakterialis
illetve baculovirus rendszerben expresszaltattuk az NDK-1 és KSR-2 fehérjéket, és kozottiik
in vitro pulldown kisérlettel interakciot detektaltunk.



ksr-1(If); ksr-2(If) kettés mutansokban az aktivalt (difoszforilalt) MAPK szint rendkiviil
alacsony, vagyis ezekben az allatokban megfigyelhet6 a MAPK/ERK aktivacio hianya.
Western blottal megmértiik az ndk-1(0k314) mutansok aktivalt MAPK szintjét, és a
varakozasnak megfelelden azt tapasztaltuk, hogy a szomatikus szévetekben az aktivalt MAPK
szint er0sen redukalt volt, mig a totdl MAPK mennyisége a vad tipussal dsszevethet6 volt. E
kisérletek alapjan tehat elmondhatjuk, hogy a nematdda szomatikus széveteiben az NDK-1, a
KSR allvanyfehérjékhez hasonldan, sziikséges a MAPK aktivacio folyamatahoz. (A Western
blot adatokhoz hozzafiizném, hogy C. elegansban az MPK-1/MAPK-nak van egy csiravonal-
specifikus és egy szomatikus izoformaja. ndk-1(If) mutans hattérben mindkét izoforma szintje
alacsony volt az aktivalt MAPK esetében, viszont MAPK aktivaciora vonatkozd
kovetkeztetést nem vonhattunk le a csiravonalra nézve, mivel ott a totdl MAPK mennyisége is
rendkiviil lecsokken. Ezt azt sugallja, hogy a csiravonalban az NDK-1 sziikséges lehet a
MAPK termelédéséhez, ennek tisztdzasa azonban tovabbi kisérleteket kivan.)

A Ras/MAPK kaszkad egyik célgénje, az egl-17/FGF er6sen redukalt expressziot mutat ndk-
1(loss-of-function) mutansok vulvaszévetében, ami szintén azt bizonyitja, hogy a mutans
hattérben a Ras/MAPK jelatvitel gatolt.

Eredményeink osszességében azt sugalljak, hogy a kinaz aktivitasi NDK-1 aktivalja a
Ras/MAPK  jelatvitelt, foszforilacion  keresztiil = modosithatja a KSR
allvany,,toltottségét”. A C. elegans vulvasziovet fejlodése szolgaltatja az elsé in vivo
modellt az Nm23/KSR interakcié értelmezéséhez. A Ras/MAPK utvonal NDK-1 altali
aktivaldsa magyarazatot adhat arra, hogy bizonyos tipusti tumorokban hogyan bir az Nm23
onkogén funkcioval.

Eredményeinket eldadds forméjdban a “Genetikai Mithelyek Magyarorszagon” cimii IX.
Minikonferencian (MTA Szegedi Biologiai Kozpont, 2010. szeptember 3.) mutattam be.
Meghivott eldadoként szerepeltem a 8th International Congress of the NDP
Kinase/Nm23/awd Family — From Basic Science to Clinical Application cimii konferencian
(Heidelberg, Németorszag, 2010. oktober 25.-28.; http://ndpk-2010.uni-
hd.de/programme.html

A Ras/MAPK jelatvitel NDK-1 altali aktivalasarol sziiletett kéziratot benyujtottam
kozlésre a PNAS cimii folyoirathoz. Mivel egyelére a folyoirat valaszat varom az
elbiralast illetéen, szeretném kérni, hogy késébb, a publikacié esetleges elfogadasa
esetén palyazatom zaroé jelentését tjra elbiralni, mindsiteni sziveskedjenek.

Az NDK-1 sejtmigracioban betdltott szerepét a nematdda gonad disztalis csucsi sejtjeinek
(distal tip cells, DTC-k) vandorlasa soran kovetjiik nyomon. Funkcidvesztéses ndk-1
mutansok csokkent DTC migraciot mutatnak, rdadasul kiilonbozd transzgenikus torzsekben
detektalhaté az NDK-1::GFP expresszioja a DTC-kben és a gonad tokjat képezd sejtekben is.
Ez utobbi sejtek a gonddban apoptdzissal elpusztuld csirasejtek bekebelezéséért felelnek. A
DTC migracio és az apoptozis bekebelezési fazisa analdog folyamatok, benniik atfedé gének
vesznek részt, amelyek mindkét folyamatban a citoszkeleton atrendezését (is) végzik. Jelenleg
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episztazis analizist végziink az ndk-1-gyel és a DTC migracié és bekebelezés folyamataban
bizonyitottan miikodé génekkel, hogy megértsiik, hogyan funkcional az ndk-1 a citoszkeleton
reorganizalasaban. Adataink azt mutatjak, hogy az NDK-1 a CED-10/Rac-t6]1 downstream
vagy azzal parallel és az ABL-1/Abl-t61 upstream helyezkedik el a DTC migracio/bekebelezés
folyamataban. Kimutattuk tovabba, hogy ndk-1(If) mutans hattérben mind a gonadban, mind
az embridkban felhalmozddnak a be nem kebelezett apoptotikus testek. Ezek a kisérletek
segithetnek az Nm23 metasztazis gatld szerepének felderitésében. Az NDK-1 DTC
migraciéban és az apoptdzis bekebelezési fazisaban betdltott szerepérdl szolod kézirat is
eldkésziiletben van.

A masik két C. elegans nm23 paralog vizsgalatat is elkezdtiik.

Elkészitettik az F55A3.6 ¢és Y48G8AL.15 ORF-ekre specifikus RNS interferencia
konstrukciokat (ezek teljes cDNS-t tartalmaznak) és ezek segitségével csendesitettiik az
emlitett géneket. Az Y48G8AL.15 gén esetében egy transzpozon inszerciokat hordozé C.
elegans mutans adatbankbol (Drosophila Mosl transzpozonnal nematodan végzett
mutagenezis screen eredményeként 1étrejott adatbank) sikeriilt olyan nematdda vonalat
izolalni, amely homozigota formaban hordozza a Mosl1 elemet (Tcl/mariner csalad tagja) az
Y48G8AL.15 gén intronjaban (kollaboracié Dr. Patricia Kuwabaraval, University of Bristol).
Mivel az igy kapott transzpozon inszerciés mutans vad fenotipusu, mobilizalni fogjuk a Mos1
elemet annak érdekében, hogy a transzpozon excizidja utan delécios allélt kapjunk.



