Bodai Laszlo

A Huntington kor patogenezisének
vizsgalata Drosophila modell

felhasznalasaval

a doktori (PhD) értekezés tézisei

Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar
Biolégia Doktori Iskola

Témavezetd: Prof. J. Lawrence Marsh
Department of Developmental and Cell Biology
University of California Irvine
Irvine, CA, USA

2004.



BEVEZETES

Legalabb kilenc 6rokléds neurodegenerativ
megbetegedés kivalt6 oka a betegségért felelés génben
talalhato instabil CAG trinukleotid ismétlédés
megsokszorozédasa. A megsokszorozoédott CAG ismétlédések
megszakitasoktdl mentes poliglutamin (polyQ) doméneket
alakitanak ki. Bizonyos ismétlédésszamnal hosszabb polyQ
domének patolégias hatastiak és feleléssé tehetéek a
betegségek kialakulasaért. Ezen betegségek kozé tartozik a
Huntington kér, a spinal and bulbar muscular atrophy, a
dentatorubral-pallidoluysian atrophy és tobbféle
spinocerebellaris ataxia, melyekre dominans 6roklésmenet és
késén manifesztalédo progressziv tlinetek jellemzok.

A patolégias hosszusaga poliglutamin domének
strukturalis valtozasokat idéznek el az érintett fehérjékben és
abnormalis fehérje—fehérje kdlcsénhatasokhoz vezetnek. Ezek
a kolcsonhatasok felelések az extra- és intranuklearis polyQ
aggregatumok kialakulasaért, valamint megvaltoztathatjak az
illet6 fehérje mas faktorokhoz valoé koétédésének specificitasat
és erdsségét is. Az ilyen direkt kodlcsdnhatasok gatolhatjak a
kolesonhaté partnerek biologiai aktivitasat, illetve eldsegithetik
aggregatumokba témordodéstiket, mely hatasok végtil zavarhoz
vezetnek a sejt anyagcsere- és szabalyozé folyamataiban. Az
elmult években tobb ilyen, a betegségek kialakulasaban
szerepet jatszo folyamatot azonositottak. Ezek kozé tartozik a

fehérje anyagcsere, a transzkripciéo szabalyozasa, a ca?*

homeosztazis, egyes mitokondrialis funkciék, az apoptédzis és
az intracellularis anyagtranszport.

A poliglutamin betegségek molekularis
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patomechanizmusaban szerepet jatsz6 folyamatok in vivo
vizsgalatara létrehoztunk egy modellt Drosophila
melanogasterben. A modell huntingtin illetve polyQ
transzgének idegsejt specifikus expresszigjan alapul. A
transzgenikus modell alkalmasnak bizonyult a poliglutamin
expressziéo kivaltotta patolégias folyamatokat befolyasolé
kémiai és genetikai faktorok azonositasara.

A hiszton acetiltranszferaz (HAT) enzimek az
egyik olyan fehérjecsoport, amely kolcsonhat a polyQ
peptidekkel. A HAT fehérjék fontos szerepet jatszanak a
transzkripciés aktivitasi mintazat kialakitasaban és szamos
mas sejtszint folyamat szabalyozasaban. A megfelel6
acetilaciés mintazat kialakitasahoz elengedhetetlen a HAT
fehérjék és az ellentétes hatasu enzimcsoport, a hiszton
deacetilazok (HDAC) o6sszehangolt mukédése. Minthogy a
polyQ peptidek és a HAT enzimek katalitikus doménje kozott
kialakulo fizikai kolcsénhatas gatolja a HAT fehérjék
enzimaktivitasat in vitro, feltételeztik, hogy a megzavart
acetilaciéos egyensuly is szerepet jatszik a poliglutamin
betegségek patogenezisében. Transzgenikus Drosophila modell
rendszeriink segitségével igazoltuk a poliglutamin domént
tartalmaz6 peptidek és a HAT fehérjék kozti molekularis
kolcsonhatas in vivo jelentéségét. Munkankkal kimutattuk a
sejt felborult acetilaciés egyensulyanak a poliglutamin
patogenezisben beto6ltott szerepét és azonositottunk egy a
polyQ kivaltotta tlinetek in vivo kezelését lehetévé tevd 1j

vegyuletcsoportot, a HDAC inhibitorokat.



CELKITUZESEK

1. Jellemezzik az UAS-poliglutamin illetve UAS-
huntingtin transzgéneket hordoz6 Drosophila térzsek neuron
specifikus GAL4 driverekkel mutatott fenotipusat.
Kivalasztjuk azokat a kombinaciokat, melyek fenotipusa

alkalmas a polyQ kivaltotta folyamatok vizsgalatara.

2. Optimalizaljuk a transzgenikus torzsekkel valé

vegyulet tesztelés kortilményeit.

3. Ismert hatast kémiai és genetikai faktorok
felhasznalasaval megvizsgaljuk, hogy a felallitott Drosophila
modell megfeleléen reagal-e (érzékeny-e) a polyQ expresszid

altal kivaltott patologias folyamatokat modosité hatasokra.

4. Megvizsgaljuk, hogy a sejtek deacetilaz
aktivitasat csokkentd, funkciovesztéses Sin3A mutacio

szuppresszalja-e a polyQ kivaltotta fenotipusokat in vivo.

5. Kimutatjuk a HDAC inhibitor vegytuletek polyQ

fenotipusokra gyakorolt hatasat.

6. Megvizsgaljuk, hogy az acetilaciés egyensulynak
a polyQ kivaltotta patologias folyamatokra gyakorolt
hatasanak hatterében tébb additiv hatasu faktor all-e, vagy kis
szamu, kulcsfontossagii fehérje csokkent aktivitasa a

meghatarozo.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Poliglutamin tartalmu fehérjék kifejeztetése transzgenikus
legyekben az UAS/GAL4 expresszios rendszer felhasznalasa-

val.

Vegytlettesztelés és genetikai interakcids tesztek transz-

genikus legyeken.

Az adult retina pseudopupil analizise.

Larvalis agy extraktumok western analizise.

Deléciok térképezése genomi PCR-ral.

Statisztikai analizis.



EREDMENYEK

1. Laboratériumunkban szamos (048, Q108,
Q50Httexonl illetve Q93Httexonl UAS konstrukciot hordozo
transzgenikus Drosophila torzset hoztak 1étre. Az UAS
konstrukciok idegrendszerben valoé kifejez6dését neuron
specifikus GAL4 driver torzsek felhasznalasaval biztositottuk.
Olyan driver — recipiens torzs kombinaciék kivalasztasat
tiztik ki célul, melyek fenotipusuk moédosulasa altal
alkalmasak a poliglutamin kivaltotta patolégias folyamatokban
beall6 valtozasok jelzésére. Mivel a GAL4 transzaktivald
hatasa hoémeérséklet fliggd, torzseink fenotipusat harom
hémérsékleten vizsgaltuk. E vizsgalat eredményeképpen
harom transzgenikus vonalat (egy Q48, egy Q108 és egy
Q93Httexon1 torzset) valasztottunk ki tovabbi
vizsgalatainkhoz, melyek a transzgének expresszios szintjétél

fligg6 sulyos szemiletalis fenotipust mutattak.

2. Annak érdekében, hogy a transzgenikus modell
megbizhaté eredményeket szolgaltaté rendszerként muikodjon,
optimalizaltuk a kisérleti kortlményeket. A kivalasztott
torzsek 27 °C-on mindkét irdanyba moédosithaté fenotipust
mutattak, ezért ezt a tenyésztési hdmérsékletet alkalmaztuk a
legtobb kisérlet soran. A laboratériumunkban hozzaférhet6
taptalajok kozul kivalasztottuk azt, mely a vad tipusu
muslincak egyenletes egyedfejlédését leginkabb biztositotta
(Heidi food). Vad tipusu torzsek felhasznalasaval vizsgaltuk a
vegyuletek oldészereként felhasznalt DMSO toxicitasanak
dozisfliggését. Megallapitottuk hogy a DMSO legmagasabb

kisérleteinkben felhasznalhat6 koncentraciéja 0,05%.



3. Miel6tt a Drosophila modellt Kkisérletekben
felhasznaltuk volna, megvizsgaltuk, hogy képes-e a polyQ
okozta patologias folyamatokat befolyasolé ismert tényezéket
fenotipus valtozason keresztil jelezni. E célbél a fejlédéd
legyeket az aggregatumok kialakulasat gatlé Congo reddel
etettik. A Congo red szuppresszalta a polyQ indukalta
szemiletalis és neurodegeneraciés fenotipusokat. Ezek utan
megvizsgaltuk, hogy a  C-terminal Binding Protein
funkciovesztéses mutacioja hogyan befolyasolja a
transzgenikus legyek fenotipusat. Transzgenikus SCAl
modellben kapott eredményeknek megfeleléen mi is a
fenotipus erésddését figyeltik meg. Ezzel bebizonyosodott,
hogy modell rendszeriink a polyQ patolégiara haté mind

kémiai mind genetikai faktorok detektalasara alkalmas.

4. A polyQ domént tartalmazo6 fehérjékhez szamos
mas fehérje képes kotédni, melyek kozul jo néhany a hiszton
acetiltaranszferazok csoportjaba sorolhaté. A HAT enzimek
mas fehérjék kovalens moédositasa altal befolyasoljak a sejtek
transzkripciés aktivitasat. Azon in vitro kisérletek, melyek
demonstraltak, hogy polyQ peptidek direkt kélcsonhatnak HAT
fehérjékkel és gatoljak azok aktivitasat, arra sarkalltak
benntinket, hogy megvizsgaljuk e jelenség in vivo jelentéségét.
Feltételeztiik, hogy amennyiben a HAT enzimek gatlasa
jelentéséggel bir a polyQ patogenezis szempontjabol, akkor a
sejt deacetilaz aktivitasanak csdkkentésével a polyQ indukalta
fenotipusok szuppresszalhatéak. Hogy hipotézistinket
teszteljuk, a sejtek deacetilaz aktivitasat a HDAC co-represszor

Sin3A gén funkcibvesztéses alléljének felhasznalasaval



csokkentetttik. A Sin3A gén hipomorf mutacidja a
Q93Httexonl transzgén indukalta fenotipus szuppresszoranak

bizonyult.

5. Hogy kizarjuk annak a lehet6ségét, hogy a Sin3A
mutaci6ja nem az acetilacios egyensuly befolyasolasan, hanem
a Sin3A génre specifikus egyéb kolcsdnhatasokon keresztiil
fejti ki hatasat, megvizsgaltuk, hogy HDAC inhibitor
vegyuletek alkalmazasaval szuppresszalhaté-e a polyQ
indukalta fenotipus. Mindkét vizsgalt vegytlet, a butirat és a
SAHA is szuppresszalta az altalunk vizsgalt polyQ okozta
fenotipusokat. Igy az etetési kisérletekkel sikertilt igazolnunk
a felborult acetilaciés egyensulynak a polyQ patogenezisben
jatszott szerepét és a HDAC inhibitorok képében azonositottuk
egy olyan vegyuletcsoportot, mely in vivo rendszerben
hatasosnak bizonyult a polyQ expressziéo tuneteinek

kezelésében.

6. Miutan belattuk, hogy a fehérje acetilacionak
fontos szerepe van a polyQ patogenezisben, kivancsiak
voltunk, hogy e jelenségben kis szamu kiemelt fontossagu
enzim jatszik kulcsszerepet, vagy az acetilaciés egyensulyt
kialakit6 szamos faktor additiv hatasa érvényestl-e. E
problémat genetikai interakciéos kisérletekkel vizsgaltuk,
melyekben HAT és HDAC gének funkciovesztéses alléljeit,
illetve amennyiben ezek nem alltak rendelkezésre, az azokat
atfed6 delécidkat hasznaltuk fel. Igazoltuk, hogy a felhasznalt
deléciék valéban érintik a vizsgalni kivant géneket. A HAT
mutaciokkal végzett keresztezésekkel megallapitottuk, hogy

tobbféle fehérje csaladba tartoz6é acetiltranszferaz enzim
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csokkent aktivitasa is fokozza a polyQ expresszié okozta
fenotipust. Hasonloképpen, ktil6nb6z6 katalitikus
mechanizmussal rendelkez6 HDAC enzimek csoékkent
aktivitasa is a polyQ fenotipus szuppresszoranak bizonyult.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a poliglutamin
betegségekben az acetilaciés egyensuly altalanos felborulasa,
nem pedig néhany kiemelt faktor specifikus funkci6éjanak

kiesése a donté tényezd.
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